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OZET

Bu caligma farkli tuz derisimleri ve diisiik sicaklikta starter uygulamasinin
Gemlik ¢esidi zeytinlerin fizikokimyasal ve mikrobiyolojik 6zellikleri iizerine etkisini
saptamak amaciyla yapilmistir. Fermentasyon geleneksel Gemlik metodu ile, diisiik tuz
ve laktik starter kullanilarak yapilmistir. Salamuralar, diisiik sicaklikta (18 °C), taze
zeytinlerden izole edilen laktik asit bakterileri (Lactobacillus brevis, Leuconostoc
cremoris, Leuconostoc paramesenteroides) ve ticari Lactobacillus plantarum kiiltiri ile
astlanmistir. Kiiltlirler salamura ortamina De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) siv1 besiyeri
veya steril fizyolojik tuzlu su (FTS) ile aktarilmigtir. 10-12 °C fermentasyon
kosullarinda en yiiksek toplam asit ve en diisiik pH degerlerine %7 tuzlu salamura ile
asilama ortam1 olarak MRS sivi besiyerinin kullanildigr Lactobacillus brevis,
Leuconostoc cremoris, Leuconostoc paramesenteroides’den olusan karisik kiiltiir ve tek
basina Leuconostoc cremoris kiiltirii ile asilanan denemelerin salamuralarinda ve
tirtinlerinde rastlanmistir. Tuz derisimi ve kullanilan laktik kiiltiirin toplam asit ve pH
tizerine etkisi istatistiki agidan onemli bulunmustur. Tastyic1 olarak MRS s1v1 besiyeri
kullanilan denemelerle ile FTS kullanilan denemeler arasinda olgunlasma siireleri
acisindan fark goriilmiistiir.

Fermentasyon siiresince yapilan mikrobiyolojik incelemeler sonucunda tiim
denemelerde laktik asit bakterisi gelisimine maya gelisiminin eslik ettigi goriilmiis,
hi¢bir denemede Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamistir. En fazla

maya gelismesi Lactobacillus plantarum kiiltiiri ile asilanan uygulamada saptanmustir.

Anahtar Kkelimeler: Salamura siyah zeytin, diisiik tuz, diisiikk sicaklik, laktik asit

fermentasyonu, laktik asit bakterisi, Gemlik yontemi



ABSTRACT

The Effect of Different Salt Concentrations and Low Temperature on the

Ripening and Quality Characteristics of Brined Black Olives

The effect of low temperature and different salt concentrations on the
physicochemical and microbiological characteristics of brined black olives of Gemlik
variety were studied. Fermentation was carried out according to the traditional Gemlik
method with modifications like low salt concentrations and lactic starter addition. The
brines were inoculated with lactic acid bacteria which were previously isolated from
cold fermentation brines (Lactobacillus brevis, Leuconostoc cremoris, Leuconostoc
paramesenteroides) and a commercial strain of Lactobacillus plantarum. De Man-
Rogosa-Sharpe (MRS) broth or physiological salt solution were used as transferring
medium to inoculate bacteria cultures to fermentation brines. The highest total acidity
and the lowest pH values were determined at the brines and fermentation products
which were inoculated with the mixed culture of Lactobacillus brevis, Leuconostoc
cremoris, Leuconostoc paramesenteroides and Leuconostoc cremoris culture alone at
7% salt concentration and 10-12°C fermentation conditions. The effect of salt
concentration and the lactic culture used on the total acidity and pH were found to be
statistically important. Maturation time of experiments was influenced from the type of
inoculum carrier.

Lactic acid bacteria survival was accompanied by yeast development and no
Pseudomonas and Enterobacteriaceae species were determined in all treatments during
fermentation. The highest yeast development was observed at the brines inoculated with

Lactobacillus plantarum.

Key words: Black olives in brine, low salt, low temperature, lactic acid fermentation,

lactic acid bacteria, Gemlik method.
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1. GIRIS

Zeytin (Olea europeaea L.) diinyanin tropik ve sub-tropik bdlgesinde yetisen ve
meyveleri sofralik olarak ve yag iiretiminde kullanilabilen énemli bir meyve tiiriidiir.
Sofralik zeytin isleme Ispanya, Tiirkiye, Yunanistan ve diger Akdeniz Iiilkeleri
tarafindan ¢ok uzun zamandir bilinen ve uygulanan bir endiistri ve gelenektir. Bu
ylizyilin bagindan itibaren bu iilkelere, Amerika Birlesik Devletleri ile birlikte bagka
iilkeler de katilmis olup, sofralik zeytin diinya genelinde taninan bir {iriin haline
gelmistir (Garrido Fernandez ve ark.,1997). Bir¢ok fermentasyon iiriinii i¢inde sofralik
zeytinin ayr1 bir yeri vardir. Diinyada toplam sofralik zeytin {iretimi son 40 yil i¢inde
yillik ortalama %1.5-2 oraninda artislarla 2003/04 iiriin y1linda 1.581.000 ton seviyesine
ulagmistir (Piga ve ark.,2001; Anonim, 2005). Avrupa Birligi (AB) ve diinya genelinde
1999-2003 yillar1 arasindaki sofralik zeytin iiretim, tiikketim, ihracat ve ithalat degerleri
Cizelge 1.1.-1.3.’de verilmistir.

Giiniimiizde sofralik zeytin, Ispanyol usulii yesil zeytin iiretimi, Yunan usulii
dogal siyah zeytin iiretimi ve Kaliforniya usulii zeytin iiretimi olmak tizere 3 farkh
yontemle islenmektedir. Yunan usulii dogal siyah zeytin, iilkemizde alkali uygulamasi
olmaksizin dogal fermentasyon yolu ile iiretilen ve Gemlik yontemi olarak bilinen
salamura siyah zeytin tipini ifade etmektedir. Ulkemiz disinda Yunanistan ve Kuzey
Afrika ilkelerinde yaygin olarak {iretilip, tliketilmektedir. Bu tip zeytinin en 6nemli
tireticisi Tiirkiye (%24-27) olup, onu Yunanistan (%18-21) izlemektedir. 1960 yilindan
sonra bu tip zeytin {liretimi azalmasina ragmen halen diinya sofralik zeytin {iretiminin
%30’unu olusturmaktadir (Tassou ve ark., 2002). Dogal fermentasyonla salamura siyah
zeytin {iretimi igin {ilkemizde Gemlik, Yunanistan’da Conservolea, Ispanya’da ise
Hojiblanca g¢esidi zeytinler kullanilmaktadir. Bu ¢esitlerin tamami son {iriinde istenen
aroma, renk ve dokuyu saglayan hammadde 6zelliklerine sahiptirler (Garrido Fernandez
ve ark., 1997).

Baz1 c¢esitlerin disinda, sofralik zeytinlerin genellikle fermente edilerek
degerlendirilmesinden dolay1 fermentasyon isleminin bilinmesi ve fiziksel, kimyasal
ve mikrobiyolojik kontroliiniin iyi bir sekilde yapilmasi; {rliniin hazirlanmasi,
depolanmasi ve giivenliginin saglanmasi agisindan Onemlidir. Sofralik zeytinleri de
icine alan fermente iiriinler, hazirlanmalar1 ve muhafazalari tuzlama ve fermentasyonun

birlesik etkisi ile saglanan tirlinler olarak tanimlanabilir. Bu sekilde iglemenin bir ¢ok



Cizelge 1.1. Avrupa Birligi’nde 1999-2003 doneminde sofralik zeytin iiretim, tiiketim

ve ihracat ortalamalar1 ve yiizde oranlar1. "

Ulke Uretim Tiiketim ihracat
(1000 ton) (1000 ton) (1000 ton)

Fransa 2.0 (%0.3) 43.5 (%8.9) 1.7 (%0.8)
italya 66.5 (%10.2) 140.5 (%28.9) 1.6 (%0.8)
ispanya 467.6 (%71.8) 184.9 (%38.0) 169.0 (%80.4)
Portekiz 1.1 (%1.7) 14.0 (%2.9) 4.0 (%1.9)
Yunanistan 104.3 (%16.0) 28.5 (9%5.9) 32.6 (%15.5)
Almanya ] 33.9 (%7.0) 0.6 (%0.3)
Hollanda i 5.0 (%1.0) 0.3 (%0.1)
Ingiltere - 14.4 (%3.0) 0
Avusturya - 2.9 (%0.6) 0
isvec i 6.0 (%1.2) 0.1 (%0)
Toplam 651.4 (%100) 486.4 (%100) 210.3 (%100)

Cizelge 1.2. Degisik tilkelerin 1999-2003 déneminde sofralik zeytin {iretim, tiikketim ve

ihracat ortalamalar1 ve yiizde oranlar1.”

Ulke Uretim Tiiketim Ihracat
(1000 ton) (1000 ton) (1000 ton)
AB 6515 (%43.9) 486.5(%34 4) 2103 (%53.0)
ABD 97.5 (%6.6) 194.6 (13.8) 45 (%1.1)
Arjantin 44.0 (%3.0) 143 (%1.0) 31.0 (%7.8)
Cezayir 44.9 (%3.0) 414 (%2.9) 0
Fas 82.5(%:5.6) 23.9 (%1.7) 603 (%15.2)
israil 17.8 (%1.2) 16.8(%1.2) 1.8 (%0.4)
Mistr 157.5 (%10.6) 99.3 (%7.1) 45 (%1.1)
Suriye 121.3 (%8.2) 100.3 (%7.1) 5.0 (%1.3)
Tunus 9.5 (%0.6) 9.0 (0.6) 0.4 (%0.1)
Tiirkiye 156.0 (%10.5) 117.3 (8.3) 35.8 (9.0)
Urdiin 183 (%1.2) 7.8 (0.5) 0.8 (%0.2)
Toplam 14853 (%100) 1413.9 (%100) 396.8 (%100)

Ywww.internationaloliveoil.org



Cizelge 1.3. Bazi iilkelerin 1990-2003 déneminde sofralik zeytin ithalat ortalamalar1 ve

yiizde oranlart.”

Ulke Ithalat (1000 ton)
AB 60.4 (%15.7)
ABD 107.8 (%28.0)
Avustralya 12.0 (% 3.1)
Brezilya 47.8 (%12.4)
Israil 3.3 (%0.8)
Isvicre 26.0 (%6.8)
Meksika 4.5 (%1.2)
Kanada 21.4 (%5.6)
Romanya 13.3 (%3.4)
S.Arabistan 17.0 (%4.4)
Toplam 384.3 (%100)

yararlar1 olup, bunlar su sekilde siralanabilir (Garrido Fernandez ve ark., 1997):

Uygunsuz kosullarda biitlin 6zelligini yitirecek bir iirliniin uzun siire muhafaza

edilebilmesine olanak saglanir,

Tuz, diisiik pH ve organik asitlerin etkisi ile 1s1l isleme gerek kalmadan iirtin

dayaniklilig1 saglandigindan enerji tiikketimi oldukea diisiiktiir,

Sicakliga duyarli 6nemli besin elementleri, renk ve yapi gibi fiziksel 6zelliklerin

korunmasina olanak saglanir.

Sayilan tiim yararlarin yaninda, {ilkemizde geleneksel yoOntemle iiretilen

salamura zeytinlerde tuz igeriginin tiiketici saghigmi tehdit edecek boyutta yiiksek

olmasi, bu kadar ytliksek tuz derisimine ragmen mikrobiyel glivencenin tam anlami ile

saglanamamasi1 ve bdlgemizde zeytin hasadinin kis aylarina rastlamasindan dolay1

zeytin olgunlagmasinin ¢ok uzun siirmesi, salamura siyah zeytin islemede farkl

uygulamalarin yapilmasin1 kagmilmaz hale getirmistir. Starter kiiltlirlerin zeytin

islemede kullanilmas1 konusunda ise yapilan arastirmalarin ¢ogu Ispanyol usulii yesil

zeytin Uretimi alaninda yogunlasmis, alkali ile muamele gérmemis salamura siyah

zeytin igleme alaninda ise yeterince ¢calismaya rastlanmamustir.

Ywww.internationaloliveoil.org



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Salamura siyah zeytin iiretimi

Dogal siyah zeytinler, tam olgun veya tam olgunluga ulagsmaya yakin durumda
hasat edilen, liretim bolgesi, zamani ve ¢eside gore degismekle beraber kirmizi-siyah,
koyu menekse, yesilimsi-siyah veya koyu kestane renkli meyvelerden elde edilen
tirlinler olarak tanimlanmaktadir (Garrido Fernandez ve ark., 1997; Aktan ve Kalkan,
1999).

Bu grup iginde ticareti en ¢ok yapilan ve uluslar arasi pazarin %30’unu
olusturan, dogal siyah salamura zeytin olarak adlandirilan zeytin tipidir. Bunlar alkali
uygulamasina maruz kalmadan, dogrudan salamuraya alindigindan islem gérmemis
zeytinler grubuna dahil edilmektedir. Alkali uygulamasi1 gormiis zeytinlere gére yogun
meyve aromasina sahip, cogunlukla hafif aci lezzetli olduklari, salamura iginde
fermentasyon yolu ile iiretilip, muhafaza edildikleri belirtilmektedir (Garrido Fernandez
ve ark., 1997).

Geleneksel yontemle salamura siyah zeytin iretimi Tiirkiye’de Marmara
Bolgesi’nde 6zellikle de Bursa’da, Yunanistan da ise i¢ bolgelerden Ege Denizi sahiline
kadar olan bolgede yaygin olarak yapilmaktadir.

Bu tip zeytin islemenin en 6nemli 6zellikleri;

e Uretimde tuz diginda, ¢ok diisiik diizeyde kimyasal kullanimi ile dogal bir

isleme yontemi olmasi,

e Kaliforniya ve Ispanyol yontemi ile zeytin islemeye gore daha diisiik yatirim ve

enerji gereksinimi seklinde 6zetlenmistir.

Son yillarda bu tiir zeytin iiretiminin Ispanya’da da 6zellikle Cordoba bdlgesinde
yayginlasmaya basladigi bildirilmektedir. Diinya’daki toplam {iretimin %25’ini
gerceklestiren Tirkiye’nin iiretimde birinci sirada oldugu, iirliniin biiylik bir kisminin
tilke ici pazarda tiiketildigi, toplam tiretimin % 18-21’ini gerceklestiren Yunanistan’in
ise toplam ihracatin % 50’sini elinde bulundurarak ihracatta birinci sirada yer aldig:

belirtilmektedir (Garrido Fernandez ve ark., 1997).

Salamura siyah zeytin iiretim basamaklar1 Sekil 2.1.”de 6zetlenmistir.
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Sekil 2.1. Salamura siyah zeytin isleme yontemine ait akig semasi (Aktan ve
Kalkan, 1999).

Daha once de belirtildigi gibi islenecek meyveler tam olgunlastiklar1 donemde
veya hemen Oncesinde hasat edilmelidir. Bu ylizden meyve dis ylizeyinin rengi hasat
zamaninin belirlenmesinde uygun bir Ol¢iit degildir. Fermentasyon sonunda istenen
renkte iiriin elde etmek i¢in iirliniin hasat zamaninin belirlenmesinde zeytinlerden {iriini
temsil edecek sekilde 6rnek alinmasi, ¢ekirdege yakin yerden kesilmesi ve meyve eti
renginin incelenmesi gerekmektedir. Bolgeye ve hasat edilecek ceside gore degismekle
birlikte en iyi hasat zamaninin menekse-siyah rengin ¢ekirdekten baslayarak meyve eti
kalinliginin ortasina kadar ilerledigi donem oldugu belirtilmektedir. Hasat doneminin
basinda ve sonunda hasat edilen zeytinler arasinda oldukga biiylik farklar vardir. Erken

hasat edilen meyvelerin isleme sonrasi iyi bir yapiya sahip olmalarma ragmen



renklerinin istenen 6zellikte olmadigi, ge¢ hasat edilenler de ise istenen rengin olustugu
ancak dokunun erken hasat edilenler kadar sert olmadigi bildirilmektedir (Garrido
Fernandez ve ark., 1997).

Zeytinlerin hasadinin elle yapilmasi, miimkiin olan en kisa siirede gozenekli
plastik kasalar i¢inde en fazla 20-22 kg zeytin olacak sekilde isletmeye nakledilmesi
onerilmektedir (Garrido Fernandez ve ark., 1997; Aktan ve Kalkan, 1999).

Ayiklama ve eger yapiliyorsa siiflandirmay1 takiben zeytinler yiizeysel kirlerin
uzaklagtirllmasi i¢in yikanmalidir. Yikama sularmin bilesimi arastirildiginda Gram
negatif bakteriler ve diisiik diizeyde mayalar saptanmis, laktik asit bakterilerine ise
rastlanmadigi, yikamalar siiresince meyvelerdeki polifenol kaybinin ise ihmal edilebilir
diizeyde oldugu bildirilmistir (Garrido Fernandez ve ark., 1997).

Gram negatif bakteriler genellikle bozulmaya sebep olan mikroorganizmalar
olmalarina ragmen salamura siyah zeytinler iizerine gaz cebi olusumu gibi bozucu
etkilerinin olmadigi, varliklarindan kaynaklanan ve en sik rastlanan etkinin ise CO;
olusumuna bagl olarak fermentdrlerden salamura tagmasi oldugu ifade edilmektedir.
Gram negatif bakterilerin varligindan kaynaklanan olumsuzluklarin, baslangi¢ pH’nin
HCI, asetik asit veya laktik asit kullanilarak ayarlanmasi ile giderilebilecegi, bu
uygulama ile oOzellikle Bacillus ve Clostridium tiirleri gibi  istenmeyen
mikroorganizmalarin gelisiminin Onlenebilecegi belirtilmistir (Garrido Fernandez ve
ark., 1997).

Gliniimiizde zeytinler {izerlerine basingli su puskirtilerek yikanmaktadir.
Yikamay1 takiben zeytinlerin vakit gecirmeden salamuraya alinmalar1 onerilmektedir
(Garrido Fernandez ve ark., 1997).

Salamura siyah zeytin {retimi iki farkli fermentasyon tipi kullanilarak
gergeklestirilebilmektedir:
1. Az veya ¢ok anaerob ortamda gergeklesen geleneksel fermentasyon,
2. Son ddénemlerde Ispanyol arastiricilar tarafindan gelistirilen aerob isleme
yontemi.
Bu c¢aligma kapsaminda birinci yontem kullanilarak dretilen zeytinlerden
bahsedilecektir.
Dogal fermentasyon ile salamura siyah zeytin lretiminde meyvelere alkali

uygulanmadigi i¢in suda ¢dzlinen maddelerin salamuraya gecisinin ¢cok yavas oldugu ve



olgunlagsmanin olduk¢a uzun siirdiigii belirtilmektedir. Bu sirada oldukca karmasik bir
mikrobiyolojik gelismenin goriildiigii, gram negatif bakteriler, gram pozitif laktik
koklar, mayalar yaninda eger tuz oran1 % 6-7’nin altinda ise baz1 Lactobacillus tiirlerine
rastlanabildigi, fakat genellikle ortama hakim olanlarin mayalar oldugu ifade

edilmektedir (Garrido Fernandez ve ark., 1997).

2.1.1. Fermentasyon sirasinda goriilen degisiklikler

2.1.1.1. Fermentasyon sirasinda goriilen mikrobiyolojik degisiklikler

Geleneksel salamurali siyah zeytin fermentasyonlari, ortamin aerob veya
anaerob olusuna bakilmaksizin, kapaklarin sadece meyveleri salamura altinda tutmak
amactyla kullanildigi genellikle son derece dikkatsiz kosullarda yapilan bir iiretim
seklidir. Bu sekilde yiizeyde kiif gelisimine olanak saglanarak seker tliketimi
hizlanmakta ve fermentasyon sonucu olusan asitler yikima ugramaktadir. Kiiflerin
yumusama ve kotii kokulu fermentasyona sebep olmalarimin yaninda, mikotoksin
olusturmalarindan dolay1 bu tiir isleme sistemi gilivenirligini kaybetmistir. G6¢men ve
ark. (2000), salamura siyah zeytin havuzlarinda yaptiklar1 arastirmalarda Penicillium
cinsinin en fazla rastlanan cins oldugunu, diger cinslerin ise Aspergillus, Cladosporium,
Alternaria, Eurotium, Paecilomyces, Ulocladium, Rhizopus, Phoma ve Thalaromyces
cinsi olduklarini belirtmislerdir.

Salamurada siyah zeytin fermentasyonlari1 sirasinda en sik rastlanan bulagma
etkeni mikroorganizmalar kiifler ile Bacillus, Clostridium cinsine ait tiirlerdir. bunlar
yikama ile kismen uzaklastirilip, yiiksek tuz konsantrasyonu, anaerob ortam kosullar1 ve
eger yapilirsa pH ayarlamasi ile engellenebilmektedir. Bunlarin disinda Gram negatif
bakteriler, mayalar ve laktik asit bakterilerine rastlanabilir. Gram negatif bakteriler
zeytinlerin salamuraya alinmalarinin 2. glinlinde en yiiksek seviyelerine ulasirlar ve 7-
15. giine kadar da varliklarini siirdiirirler. Maya sayist fermentasyonun basindan
itibaren artar ve salamuraya almayi takiben 10-25. giinlerde en iist seviyeye ulasir.
Saccharomyces oleaginosus Ispanyol cesitlerinde en sik rastlanan (% 34.8) tiir olup onu
Hansenula anomola (% 27.3) izlemektedir (Garrido Fernandez ve ark., 1997).

Salamurali fermentasyon yontemi ile siyah zeytin iretiminde laktik asit
bakterileri her zaman varligin1 gésterememektedir. Ciinkii hem tuz konsantrasyonu hem

de sicaklik gelismeleri i¢in uygun degildir. Ortam pH’min yaklagik 4.5, toplam asit



miktarinin ise %0.1-0.4 arasinda olmasinin laktik asit bakterisi aktivitesinin eksikligini
gosterdigi ifade edilmektedir. Bazi zeytin c¢esitlerinin tamamen olgunlagmalarina
ragmen laktik asit bakterilerinin aktivitesini durduracak kadar yiiksek polifenol icerigine
sahip olduklari, diger ¢esitler i¢cin tuz konsantrasyonu % 8’in altinda kaldig1 ve sicaklik
cok diisik olmadig1 siirece laktik asit bakterilerinin gelismelerini = siirdiirdigi
belirtilmektedir. Hojiblanca ¢esidi ile yapilan ¢alismalar, tuz derisiminin % 8’in altinda
oldugu salamuralarda, fermentasyonun ilk gilinlerinde Pediococcus (homofermentatif)
ve Leuconostoc (heterofermentatif) tiirlerinin; takip eden siiregte Lactobacillus

plantarum geligiminin saptandig1 ifade edilmektedir (Garrido Fernandez ve ark., 1997).

2.1.1.2. Seker miktarindaki degisiklikler

Fermentasyon i¢in oldukca biiylik 6neme sahip olan sekerlerin salamuraya gegisi
meyveler salamuraya alinir alinmaz baslar. Gegisi etkileyen en 6nemli etkenler meyve
kabugu gecirgenligi, zeytin-salamura orani, sicaklik ve tuz konsantrasyonudur. Biiylik
tanklarda (10 ton) gergeklestirilen fermentasyonlarda meyve-salamura orami 2:1
oldugunda salamurada fermente olabilir madde miktarinin artig1 ile hizli seyreden
fermentasyon ve yliksek oranda gaz olusumu sebebiyle gaz cebi olusumu gozlenebilir.
Boyle durumlarda tanklardaki meyve miktarlarinin azaltilmast Onerilmektedir.
Fermentasyon sonunda salamura ve meyvedeki indirgen seker miktarmin sirasiyla %
0.3 ve % 0.6 oldugu belirtilmektedir. Bu degerlere uzun siire salamurada bekletme
sonucu ulagilabilecegi ve meyvelerde daha yliksek seker igeriklerine rastlanabilecegi
ifade edilmektedir. Salamura siyah zeytin islemede kullanilmak {izere hasat edilmis
farkli cesitlerin indirgen seker igerikleri Cizelge 2.1°de verilmistir. Ortamda serbest
Cizelge 2.1. Salamura siyah zeytin islemede kullanilmak {izere hasat edilmis farkli

cesitlerin indirgen seker icerikleri (Garrido Fernandez ve ark., 1997)

Cesit Seker icerigi

(g glikoz/100g yas meyve eti)
Gemlik (Tiirkiye) 4.45
Edincik (Tiirkiye) 5.94
Conservolea (Yunanistan) 2.92
Hojiblanca (Ispanya) 2.08
Lechin (Ispanya) 3.00

Verdial (Ispanya) 1.60




sekerlere ek olarak mayalar ve diger mikroorganizmalar tarafindan yikima ugratildiktan
sonra seker kalintilar1 veren antosiyaninler ve polifenollerin de mevcut oldugu, bu
maddelerin salamuradakine ek olarak iirlin ambalajlandiginda dahi mikrobiyel
gelismeye olanak saglayarak ve fermentasyon bitis noktasinin saptanmasini zorlagtirdigi
belirtilmektedir. Isleme siirecine tiim fermente olabilir maddeler tiikendiginde ve
fermentasyon duracak noktaya geldiginde son verilmektedir. Bu noktaya bazi iilkelerde

ancak Agustos sonunda gelinebilir (Garrido Fernandez ve ark., 1997).

2.1.1.3. Acihigin giderilmesi

Seker miktarina ek olarak fermentasyonun bitis noktasinin saptanmasinda rol
oynayan diger bir etkende acilik miktaridir. Salamura siyah zeytinlerde acilik,
oleuropeinin salamuraya geg¢isi veya bu maddeyi parcalama yetenegindeki
mikroorganizmalar vasitast ile olmaktadir. Oleuropein ve diger polifenollerin
difiizyonunun diger organik maddelere benzer oranlarda gerceklestigi, gecisin bir denge
olusana yani meyve ve salamuranin hemen hemen esit miktarlarda oleuropein, tuz, asit,
protein ve diger suda c¢oziinebilir maddeleri icerdigi noktaya dek devam ettigi
belirtilmektedir. Zaman zaman salamuranin degistirilmesinin meyvedeki oleuropein
miktarini azaltabilecegi ifade edilmekte, ancak bu uygulama maliyetinden dolay1 pek
tercih edilmemektedir. Salamurali fermentasyon yontemi ile islenecek zeytinlerin erken
hasat edilerek islenenlere gore daha diisiik konsantrasyonda polifenol igerdikleri
dolayisiyla laktik asit bakterileri ilizerine engelleyici etkinin daha disiik oldugu, zeytin
dokusunun da daha yumusak oldugundan suda ¢o6ziinebilir maddelerin salamuraya
gecisi ile laktik asit fermentasyonu gergeklesebildigi bildirilmektedir (Garrido
Fernandez ve ark., 1997).

2.1.1.4. pH ve asitlik degisimi

Salamuralarin baslangic tuz konsantrasyonu diisiik tutuldugunda laktik asit
fermentasyonunun tam anlamiyla gergeklesebildigi, pH’1n 4’lin altindaki degerlere, asit
diizeyinin ise %1 in lizerindeki seviyelere ulasabildigi, bu sekilde elde edilen {iriiniin ise
tiikketici tarafindan miikemmel olarak kabul edildigi belirtilmektedir. Laktik asit
fermentasyonu ile elde edilen diisiik pH ve yiiksek asit degerleri ile yiiksek oranda tuz

kullanimina gerek kalmadan {iriiniin giivenli muhafazasinin saglanabilecegi, geleneksel
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yontemlerle {iretimlerde ise yiiksek konsantrasyonda tuz kullanimi, baslangi¢c pH’inin
ayarlanmamasi gibi etkenlerden dolay1 pH diisiisiinlin 4.0-4.5’de durdugu, toplam asit
miktarinin ise 0.5 g laktik asit/l diizeyinde kaldig1 belirtilmektedir (Garrido Fernandez
ve ark., 1997).

2.2. Starter kiiltiirlerin gelisimi

Insanoglu fermentasyon isleminin, fermente iiriinden bir kismin daha sonraki
islemde kullanilmak {izere ayrilmasi ile gelistirilebilecegini fark ettiginde starter kiiltiir
kullaniminin ilk uygulamalari da baslamistir. Gegen siire igerisinde starter kiiltiir
endiistrisi 6onemli bir gelisme gostermistir. Tiim fermente {iriinlerin islenmesinde
kullanilan mikroorganizmalarla ilgili oldukga fazla bilgi edinilmesinin yaninda, en fazla

gelismenin siit fermentasyonlarinda yer alan bakteri Kkiiltlirlerinde oldugu ifade

edilmektedir (Gilliland, 1988).

2.3. Laktik asit fermentasyonlari

Laktik asit bakterileri saglik a¢isindan tiiketilmesi faydali olan bir¢ok gidanin
tiretilmesi ve muhafazasinda onemli rol oynamaktadir. Laktik asit fermentasyonu,
cogunlukla sicaklik uygulamasi1 gerektirmeyen ve genellikle fazla pahali olmayan bir
muhafaza tiirtidiir. Laktik asit fermentasyonu ile iiretilen gidalar her kitada diinya
niifusunun beslenmesinde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bir¢ok gidanin iiretilmesi ve
muhafazasinda Onemli rol oynayan laktik asit bakterilerinin, genellikle yapay
ortamlarda zor gelismelerine ragmen, bircok gidada hizla aktivite gostererek ortam
pH’in1, eslik eden diger mikroorganizmalarin gelisemeyecekleri diizeye indirdikleri,
kendi gelismelerini 6nlemeden dnce Leuconostoc ve laktik Streptococ tiirlerinin ortam
pH 11 4.0-4.5’e, Lactobacillus ve Pediococcus tiirlerinin ise 3.5 seviyelerine kadar
distirebildikleri ifade edilmektedir. Bazi Laktobacillus tiirlerinin laktik asit
tiretmelerinin  yaninda, indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotidin (NADH)
oksidasyonu ile hidrojen peroksit olusturdugu ve bu yolla diger bulasma etkeni
mikroorganizmalar lizerine antibiotik etkisi yarattiklari, kendilerinin ise olusan hidrojen

perokside kars1 dayanikli olduklar1 belirtilmektedir (Steinkraus, 1992).
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2.4. Starter kiiltiirlerin gidalarin korunmasindaki rolii

Starter kiiltiiriin gorevini eksiksiz olarak yerine getirmesi ile, hem bozulmaya
sebep olan hem de hastalik yapict mikroorganizmalarin {iretim ve depolama sirasinda
gelismeleri yavaslatilabilmektedir. Gelismeyi 6nleyici en dnemli nedenin, starter olarak
kullanilan bakterinin gelismesi sirasinda olusan asidik ortam oldugu, bazi durumlarda
ise engelleyici etkinin tamaminin starter kiiltiirler tarafindan iretilen kompleks
antagonist sistemlerden kaynaklandigi belirtilmektedir. Peroksitler, antibiyotikler ve
tam anlamiyla agiklanamamis metabolitler bunlar arasinda sayilabilmektedir. Tiim
ihtimaller gbz Oniine alindiginda koruyucu yada engelleyici etkinin starter kiiltlirler
tarafindan tiretilen bir dizi faktoriin kombinasyonu ile saglanabilecegi, iiretilen asidin
tipinin de antagonist etkinin yogunlugu agisindan 6nemli oldugu ifade edilmektedir
(Gilliland, 1988).

Zeytin isleme alaninda yapilan calismalarin ¢ogu Ispanyol yontemi ile yesil
zeytin isleme veya alkali uygulayarak aciligi giderilmis siyah zeytinler iizerinde
yogunlagmistir. Salamura siyah zeytin fermentasyonlar: sirasinda goriilen degisiklikler
ve islemede starter kullanimina dair yapilmis ¢ok az sayida caligmaya rastlanmstir.

Sahin ve ark. (2000), isleme sirasinda tuz kullanilmayan, yani sifir tuzlu {iriin
elde etmek amaciyla yaptiklar1 calisma ile tuz igermeyen siyah ve yesil zeytin
tiretiminin olanakli oldugunu belirtmislerdir.

Mule ve ark. (2000), hipertansiyon hastalar1 i¢in diisiik sodyum igerigine sahip,
CaCl, ve KCI igeren salamuralari deneyerek, duyusal 6zellikleri iyi, sodyum igerigi
diisiik triinler elde edilebilecegini bildirmislerdir.

Zuritz ve Maldonado (2004), yesil zeytinlerde epidermise sodyum gegisini
saptamak amaciyla matematiksel ve deneysel agidan basit bir yontem gelistirmiglerdir.

Uylaser ve Sahin (2004), salamura siyah zeytin iiretiminde kullanilan Gemlik
yonteminin uygulama seklini degistirerek temiz, kaliteli ve dig pazara uygun Gemlik
tipi zeytin liretilme olanagini arastirmiglardir. Bu amagla 2001 ve 2002 hasat yillarinda
Iznik'ten satin alinan siyah zeytinleri, tamamen kapali, 100 1 hacimli, paslanmaz celik
tanklarda; ilk y1l % 11.7 tuzlu salamurada ve 10, 20, 30, 40 kg/m2 baski altinda; ikinci
yil % 5 ve % 7 tuzlu salamurada ve 35 kg/m® baski altinda bakteri kiiltiirii agilamali
olarak islemislerdir. Arastiricilar ilk yil iirlinlerinin 5 ayda tiiketim olgunluguna

geldigini ve en iyi sonuglarm 30 ve 40 kg/m® baski uygulamasindan alindigini
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belirtmislerdir. Ikinci yil {iriinleri 2.5 ayda tiiketim olgunluguna gelmis ve % 7 tuzlu
salamurada islenen iiriinde % 2.5 tuz miktar1 belirlenerek dis pazarlarda da rahatlikla
satilabilecek kalitede {iriin elde edilmistir.

Ozay ve Borcakli (1996), dogal fermentasyonla yiiksek kaliteli sofralik siyah
zeytin iiretebilmek amaciyla yaptiklar: ¢calismada iki farkli tuz derisiminde (% 6 ve %
14) gerceklesen fermentasyonu fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik ac¢idan
incelemislerdir. Tiim denemelerde mayalarin baskin mikroorganizma grubu oldugunu,
% 6 tuzlu Orneklerde salamura degisimi ile laktik asit bakterisi gelisiminin artmasina
ragmen ayni durumun % 14 tuzlu 6rneklerde goriilmedigini belirtmiglerdir. En yiiksek
titrasyon asitliginin % 6 tuzlu salamuralarda saptandigini (0.59 g/100 ml), bunu 48 giin
sonra salamuras1 degistirilen % 6 tuzlu salamurali denemenin izledigini (0.43 g/100 ml),
en disiik titrasyon asitligine (0.36 g/100 ml) ise yiiksek tuz derisimli denemede
rastlandigini ifade etmislerdir. Tiim denemelerde indirgen sekerlerin mikroorganizmalar
tarafindan etkin bir sekilde tiiketilmis oldugunu, kalinti miktarlarin 0.05-0.1 g/100 ml
arasinda degistigini, son iirlinde tuz derisiminin yiiksek tuzlu denemelerde 5.2g/100 g,
diisiik tuzlu denemelerde ise 3.27-3.58 g/100 g olarak saptandigini bildirmislerdir.
Aragstiricilar, son lriinlerde yaptiklari duyusal degerlendirme sonucunda muameleler
arasinda fark gézlemlenmedigini belirtmislerdir (p>0.05).

Tung ve ark.(2000), fermentasyonunu tamamlamis Gemlik tipi zeytinlerin
vakumlu ambalajlanmasinda sigsme olayinin geciktirilmesi {lizerine yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda, Gemlik tipi zeytinlerin vakumlu ambalajlanmasinda fermentasyonun
tamamlanmis  olmasi1  gerektigini, fermentasyon tamamlandiginda vakumlu
ambalajlanacak zeytinlere antimikrobiyel madde ilavesi ve haslama isleminin
gerekmedigini, vakumlu ambalajlanmis zeytinlerin bozulmasinda sicakligin etkili
olmadigin1 ve salamurali olarak ambalajlanmis zeytinlere gore mikrobiyolojik
ylklerinin daha az oldugunu belirtmislerdir.

Tassou ve ark. (2002), farkli sicaklik (18 °C, 25 °C ve ortam sicakligl) ve tuz
derisimlerinin (% 4, % 6 ve % 8) Conservolea ¢esidi zeytinin dogal fermentasyonla
siyah zeytine islenmesi sirasinda meydana gelen mikrobiyolojik ve fizikokimyasal
degisiklikleri 190 giin siire ile izlemiglerdir. Baslangic florasinin Gram-negatif
bakteriler, laktik asit bakterileri ve mayalardan olustugunu, Gram negatiflerin tim

muamelelerde engellendigini, laktik asit bakterileri ve mayalarin ise faaliyetlerini
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stirdiirdiigiinti belirtmislerdir. 25 °C ve 18 °C’sicaklik ve % 4 ve % 6 tuz derisimi
uygulanan salamuralarda laktik asit bakterisi gelisiminin tesvik edildigini, sonugcta
yiiksek asitlik ve diigiikk pH derecelerine ulagildigini, bunun yaninda % 8 tuz derisiminde
laktik asit bakterisi gelisiminin olumsuz yonde etkilendigini, fermentasyon
yetenegindeki mayalarin aktivitesinin arttigini ve sonug olarak diisiik asit ve yiiksek pH
degerine sahip iiriin elde edildigini ifade etmislerdir. Ortam sicakligindaki denemelerde
ise laktik asit bakterisi gelisiminin tuz derisiminden bagimsiz, fakat sicaklik
dalgalanmalarina bagli olarak degisiklik gosterdigini, mayalarin ise sicaklik
dalgalanmalarindan etkilenmedigini gozlemlemislerdir. Tanist yapilan laktik asit
bakterilerinin ise Lactobacillus mesenteroides, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum ve Lactobacillus pentosus oldugu belirtilmistir. En iyi fermentasyon
kosullariin 25 °C ve % 6 tuz konsantrasyonu oldugu ve bu kosullarda salamura serbest
asitliginin % 1.28, pH’min ise 3.8 oldugunu, yapilan duyusal degerlendirme sonucunda
25°C’de fermentasyona birakilan zeytinlerin 5 ay sonunda tatlandig1 ve istenmeyen kotii
tat ve koku olusumunun gézlemlenmedigi bildirmislerdir.

Piga ve ark. (2001), Bosana, Manna ve Sivigliana sarda adl1 3 Sardunya zeytin
cesidinin fiziksel, kimyasal, teknoloji ve pazarlama acisindan dogal fermentasyonla
salamura siyah zeytin islemeye uygunlugunu aragtirmiglardir.

Korukluoglu ve ark. (2002), taze zeytinlerde dogal olarak bulasik bulunan laktik
asit bakterilerini ve bunlarin zeytin fermentasyonuna uygunluklarini, bu degerlendirme
alaninda starter kullanimina ydnelik Onerilerin gegerliligini veya alinmasi gereken
onlemleri belirlemek amaciyla 1998/1999 ve 1999/2000 hasat donemlerinden tigii yesil
olmak iizere toplam 18 taze zeytin 6rnegini arastirma materyali olarak kullanmislardir.
Bunlarin 12’sinden laktik asit bakterilerinin izolasyonunu yapmislar ve 38 izolat elde
etmislerdir. Bu izolatlardan 12 tanesinin L. plantarum, 4 tanesinin L. brevis, 17
tanesinin L. mesenteroides, 4. tanesinin L. lactis ssp. lactis ve yalnizca 1 tanesinin P.
damnosus tirtine ait olduklar1 belirtilmistir. Hem 15 °C’de ve % 10 tuzda gelisme
yeteneginde oluslari, hem de oldukga fazla sayida karbon kaynagindan yararlanmalari
ve homofermentatif olup, gazli bozulmalar yoniinden tehlike olusturmamalari nedeniyle
L. plantarum ve L. lactis ssp. lactis tirlerinin dogal veya asilamali zeytin
fermentasyonuna uygun olduklar1 arastiricilar tarafindan saptanmistir. Ancak bu iki

tirden ikincisine daha Once zeytinlerde yapilan arastirma ve calismalarda hig
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deginilmemis olmasi nedeniyle, yapilacak bir ¢alismada L. lactis ssp. lactis’in zeytin
fermentasyonu i¢in uygunlugunun incelenmesi gerektigi belirtilmistir. Arastirma
biinyesinde tanilanan laktik asit bakterilerinin biiyliik ¢ogunlugunun % 8 tuza kadar
gelisebilmeleri, bu nedenle en azindan laktik asit fermentasyonu bitinceye kadar
salamuradaki tuz miktariin % 8’1 geg¢meyecek sekilde uygulanmasi gerektigi
arastiricilar tarafindan vurgulanmustir.

Duran ve ark.(1993), salamurada bekletme stiresi (1, 3, 5, 7 ve 9 giin), tuz
derisimi (% 6, % 3 ve % 0 w/v) ve glikozun, dogrudan salamuraya alinan zeytinlerde L.
plantarum varlig1 lizerine etkisini arastirmiglardir. Eger salamura olarak musluk suyu
kullaniliyorsa (%0 NaCl) baslangi¢ asilama oraninin siirdiiriilebilmesi i¢in asilama
isleminin salamuraya almay1 takiben 3 giin sonra, eger %3’liikk salamura kullaniliyorsa 7
giin sonra yapilmasi arastiricilar tarafindan Onerilmektedir. Ortamda glikozun varlig
Ozellikle Cacerana cesidi i¢in bakterinin varligini olumlu yonde etkiledigi, %3 tuzlu
salamura denemesinde suya gecen polifenollerin L. plantarum fiizerine engelleyici
etkisinin ise belirgin diizeyde oldugu belirtilmistir. % 6 tuz derisimi ve polifenol
konsantrasyonunun birlesik etkisinin Hojiblanca ¢esidi i¢in 7. giine gelindiginde L.
plantarum varhiginda O6nemli disiislere neden oldugu vurgulanmustir. L. plantarum
varlig1 lizerinde en onemli etkiye sahip iki faktoriin salamurada bekletme siiresi (besin
maddesi gecisi icin yeterli olmali) ve besin maddeleri yetersiz oldugunda bakteri
varliginda 6nemli diisiislere sebep olan tuz derisimi oldugu, diisiik tuz derisimlerinin
fermente olabilirligi artirdig1 tim muamelelerde kendiliginden gelisen floranin varlig
ile gozlemlendigi belirtilmistir.

Duran Quintana ve ark. (1999), sogukta fermente olan zeytin salamuralarindan
izole ettikleri 4 farkli L. plantarum susunun O6zglin gelisme oranlarini sivi MRS
besiyerinde ve yesil zeytin salamuralarinda 2 farkli pH (4.5 ve 5) degeri, 3 farkli tuz
derisimi (%3, %4, ve %5) ve 3 farkli gelisme sicakliginda (9, 12 ve 15°C )
denemislerdir. MRS besiyerinde, asitlik {izerine en etkili faktdriin sicaklik oldugunu,
salamurada ise 6zgiin geligme orani iizerine en etkili faktoriin pH, asit olusumu {izerine
ise sicaklik oldugunu belirtmislerdir. Iki ortamda da baslangi¢ pH’1 olarak 5.0’in, 12-15
°C’de istenen asitlik diizeyinin olusumunu sagladigi ifade edilmistir. Arastiricilar
belirlenen kosullar1 (baslangic pH’1 5.0, %3 w/v NaCl derisimi, 12 °C inkiibasyon

sicakligl) benzer kosullardaki yesil zeytin salamurasinda, tespit edilen 3 sus igin
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denemislerdir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglar 1s1ginda uygun baslangi¢c kosullari
ayarlanip, starter kiiltiir kullanildiginda soguk iklim kosullarina sahip bolgelerde de
normal fermentasyon isleminin gerceklestirilebilecegi belirtmislerdir.

Sénchez ve ark.(2000), Ispanyol usulii yesil zeytin fermentasyonu kimyasi
hakkinda kapsamli bilgi edinmek amaciyla, hem dogal hem de Lactobacillus pentosus
CECT 5138 susu kullanilan agilamali fermentasyon salamuralar1 ve zeytin suyunda
meydana gelen fizikokimyasal degisiklikleri gozlemlemislerdir. Aragtiricilar
fermentasyon oraninin, fermentasyon tipine bagli olmaksizin, zeytin suyunda
salamuraya gore daha diisiik, salamuralarda fermentasyon sonunda olusan toplam asit
miktarinin ise, zeytin suyuna gore belirgin olarak (p<0.05) yiiksek oldugunu
bulmuslardir.

Montano ve ark. (2003), yaptiklar1 arastirmada fermentor ve zeytinleri klorlu su
ile yikamis, steril alkali, su, salamura kullanarak, L. plantarum kiltiri ile asilama
Oncesi ortama laktik asit ilave etmislerdir. 34 giinliik fermentasyon siiresi sonunda sitrik
asit, mannit ve malik asidin tamaminin yikildigini, mevcut glikoz ve fruktozun
~%90’m1in, sakkarozun ise %30’undan azimin kullanildigim1 ifade etmislerdir.
Fermentasyon sonunda D-, L-laktik asit, etil alkol, siiksinik asit ve asetik asit olustugu,
D-laktik asidin L-laktik aside gore daha baskin oldugu belirtmislerdir.

Garrido ve ark.(1993), fermentasyon baslangicinda salamuranin tuz (% 6 ve %
0) ve asit derisimi (% 0.3 ve % 0.6), starter kullanim1 ve aerob/anaerob kosullarin zeytin
isleme ve muhafazasi sirasinda meydana gelen biyokimyasal degisiklikler iizerine
etkisini incelemislerdir.

De Castro ve ark. (2002), yesil zeytin fermentasyonunda FEnterococcus
casseliflavus CC45 ve Lactobacillus pentosus CECT 5138 starter kiiltiirlerini
kullanmiglardir. Arastiricilar yiiksek pH’l1 salamuralardan toplam 32 adet Enterococus
susu izole etmisler ve fenotipik yontemlerle tamisinmi yapmuslardir. 3 Enterococcus
casseliflavus susunu yapilan 6n denemeler sonucunda se¢cmis ve Lactobacillus kiiltlirii
ile birlikte kullanmiglardir. CC45 salamuraya alindiktan 1 giin sonra, Lactobacillus
kiiltiirii ise 2 giin sonra asilanmistir. Calismada mikrobiyolojik gelisme, hammadde ve
iirlin analizlerinin yaninda, fermente olmus zeytinlerin aromalar1 da degerlendirilmis,

asilama ile hizli bir asit artisi, karbonhidrat tiikketimi ve pH diislisliniin gbzlendigi
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belirtilmistir. En iyi sonucun, iki kiiltiirin bir giin ara ile birbiri ardina asilandiginda
elde edildigi ifade edilmistir.

Nychas ve ark. (2002), dogal fermentasyonla siyah zeytin liretiminde salamurada
meydana gelen asit ve pH degisimleri ile birlikte, mikrobiyolojik gelismenin yerini
saptamak, mayalar ve secilmis mikroorganizma gruplarimin populasyon dinamiklerini
belirlemek amaciyla yaptiklar1 ¢alismada; fermentasyon sirasinda Enterobacteriaceae
temsilcileri ve Pseudomonas tilirlerinin sayisinin azaldigini, bunun yaninda laktik asit
bakterisi ve maya sayisinin arttigimni saptamislardir. Elektron mikroskobu ile yapilan
incelemeler sonucunda ise fermentasyon sirasinda zeytinin epikiitikiila mumsu
tabakasinda mayalarca zengin biofilm (epicuticular wax) olusumu goézlemlemislerdir.
Mayalarin stoma acikliklarinda baskin oldugu, bakterilerin ise stoma alti hiicre ici
bosluklarinda yogun olarak bulunduklar1 belirtilmistir.

Sanchez ve ark.(2001), alkali uygulanmis yesil zeytinlere, alkali pH’da (pH>9)
Lactobacillus pentosus CECT 5138 kiiltiirii asilamay1 denemislerdir. Baslangigta 1-2
log diizeyinde kayip olsa da, uygulama zamanina bagl olarak, kiiltiirlerin gelistigi ve
hizli bir fermentasyon bagladig: belirtilmistir. Asilama ile asilamasiz kontrol gruplarina
gore potansiyel bulasma etkenleri ve Enterobacteriaceae populasyonunun azaltildigini,
hizl1 bir asit artis1 ve pH diisiisiiniin saglandigini ifade etmislerdir. Arka arkaya 3 sezon
boyunca yapilan denemeler sonucunda, yiiksek pH’da gelisebilen laktobasillerin
kullaniminin miimkiin oldugunu, fakat baslangictaki diisiik canli kalma oranin1 dikkate
alarak agilama oraninin yiiksek tutulmasi gerektigini belirtmislerdir.

Panagou ve ark. (2003), Conservolea c¢esidi islem gormemis zeytinlerde
Lactobacillus pentosus ticari susunu denemislerdir. Baslangicta susun salamura
ortamina adaptasyonundan kaynaklanan 0.5 log’lik bir kayip olmasmna ragmen
kiiltiirlerin yeterli diizeyde gelistigi ve hizli bir fermentasyon siirecinin bagladigi
bildirilmistir. Asilama ile asilamasiz kontrol grubuna gore potensiyel bulasma etkeni
olan FEnterobacteriaceae varliginda azalma ve hizli bir asit artist ve pH diisiisi
gozlemlendigi bildirilmistir. Fenolik maddelerin salamuraya gegiginin meyve
epidermisinin engelleyici etkisi ile oldukg¢a yavas seyrettigi ve starteri etkilemedigi ifade
edilmistir. HPLC analizi ile yesil zeytin fermentasyonu sonucunda laktik ve asetik asit
yaninda daha diisiik konsantrasyonlarda sitrik, tartarik ve malik asit de belirlendigi

belirtilmistir. Aragtiricilar bu calisma ile elde edilen sonuclarin, alkali uygulamasi
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olmadan laktik starter kullanilarak endiistriyel boyutta yesil zeytin {iretiminde
kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Vega Leal-Sanchez ve ark.(2003), zeytin fermentasyon salamurasindan izole
ettikleri bakteriosin olusturma yetenegindeki Lactobacillus plantarum LPCO10 susunu
Ispanyol wusulii yesil zeytin iiretiminde denemislerdir. Yapilan istatistiksel
degerlendirme sonucunda asit olusumu ve starter kiiltiiriin baslangic populasyonu
tizerine en etkili faktoriin salamuranin tuz derisimi oldugunu belirtmislerdir. Yiiksek
astlama orani, starter tagiyict olarak MRS kullanimi, agilama zamani, pH ayarlamada
kullanilan asidin tipinin de az da olsa asit olusumu iizerine etkili oldugu belirtilmistir.
Aragtirillan tiim baslangic kosullar1 i¢cin Lactobacillus plantarum LPCOI10 susunun,
dogal floray1 baskiladigi, kontrol grubuna gore fermentasyonun ilk 25 giiniinde hizli asit
artist ve pH disiisii sagladigr ifade edilmistir. Bunu takiben dogal floradaki
laktobasillerin yavas yavas gelismeye basladigi, laktik koklarin populasyonunun arttigi,
Lactobacillus plantarum LPCO10 susunun ise azaldigi, asilamanin maya gelisimini
tesvik ettigi bildirilmistir. Arastiricilar elde ettikleri bulgular 1s18inda geleneksel
yontemle Ispanyol usulii yesil zeytin iiretiminin, MRS icinde siispansiyon halinde ve
konsantrasyonu >10" olan Lactobacillus plantarum LPCO10 susu kullamlarak
gelistirilebilecegini, dikkat edilmesi gerekenin fermentasyon baslangicinda tuz
derisimini % 4’lin altinda tutmak, pH’1 asetik asit kullanarak 4.5-6.5 arasina getirmek ve
salamuraya almay1 takiben 1-4’lincli giinde asilamanin gergeklestirilmesi gerektigini
belirtmisglerdir.

Chorianopoulos ve ark. (2005), 1s1l islem gormemis ve pastorize edilmis
Conservolea ¢esidi zeytinlere, degisik oranlarda glikoz ve sakkaroz ilave ederek
Lactobacillus plantarum kiiltiirii asilamali fermentasyon denemislerdir. Arastiricilar,
seker ilavesinin bakteri gelisme orani iizerine etki etmese de hizli asit artist ve pH
diisiisti sagladigimi belirtmislerdir. Isil islem gérmemis zeytinlerde her iki sekerin de
yeterli miktarda (%0.5, %1 wv™") ilavesinin pH diisiisiinii hizlandirdigs, fermentasyonun
ilk gilinlerindeki Enterobacteriaceae gelisimini durdurdugu ve erken donem
bulagmalarmi1 engelleyerek son {irlin giivencesini sagladigi ifade edilmistir.
Lactobacillus  plantarum’un tek basma florayr olusturdugu pastorize edilmis
denemelerde pH diislislinlin 1s1l islem gérmemis olanlara gére daha yavas oldugu

bildirilmistir. Her iki uygulamada da laktik asidin baskin asit oldugu, artan seker
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ilavesinin asit olusumunu ve verimini artirdigi, sakkaroz ilave edilmis ve pastorize
edilmis ornekler disinda kalanlarda az miktarlarda da olsa asetik asit olustugu ifade
edilmistir.

Korukluoglu ve ark.(2000), Bursa merkez, Gemlik, Iznik ve Orhangazi’den
paketli veya agik olarak satin alinan 20 6rnekte ince tabaka kromatografisi kullanilarak
orneklerde var-yok deneyi ile okratoksin A, patulin, penisilik asit, sitrinin ve
sterigmatosistin  arastirmast yapmiglardir. Arastirma materyali tim Orneklerin
okratoksin A bakimindan temiz oldugu, bir 6rnegin sitrinin, ii¢ drnegin patulin, dort
ornegin ciliz olmakla birlikte sterigmatosistin ve yedi Ornegin ise penisilik asit
bakimindan pozitif sonug verdigini ifade etmislerdir.

Gogmen ve ark.(2000), salamura siyah zeytinlerde bozulma etkeni kiifleri
saptamak amaciyla yaptiklar1 ¢calismada salamura siyah zeytinlerde en fazla rastlanan
kiifiin Penicillium cinsi oldugunu, diger cinslerin ise Aspergillus, Cladosporium,
Alternaria, Eurotium, Paecilomyces, Ulocladium, Rhizopus, Phoma ve Thalaromyces
olduklarini belirlemislerdir.

Marsilio ve ark. (2005), Ascolena terena cesidi zeytinin Yunan ve Ispanyol
usulleri ile islendiginde fenolik bilesiminde meydana gelen degisimi incelemislerdir.
Elde edilen bulgulara gore, Ispanyol yontemi ile biiyiikk kismi giderilen fenolik
maddelerin dogal yontemde onemli bir oranda kaldigini ifade edilmistir. Laktik asit
bakterisi ile asilamanin orneklerin pH, toplam asit, mikrobiyolojik yiik ve lezzetini
etkiledigi, panelistler tarafindan yapilan duyusal degerlendirme sonucunda, laktik asit
bakterisi asilamali olan Orneklerin agilamasizlara gore daha tatli ve aromatik olarak
degerlendirildigi belirtilmistir.

Zeytinlerde aciligin giderilmesi, mikrobiyel faaliyet iizerine engelleyici etkileri
ile zeytinin fermentasyonu sonunda renginin optimizasyonu iizerinde etkilerinden
dolay1 oleuropein ve diger fenolik maddeler, onlarin tlirevleri ve pargalanma tiriinlerinin
saptanmast olduk¢a O6nemli bir konu halini almis ve bu konuda bir¢ok c¢alisma
yapilmaya baslanmistir.

Act lezzetli bir sekoiridoid-glikozit olan ve zeytin meyvesi yaninda zeytin
yapraginda da bulunan oleuropein, oleuropein par¢alama yetenegine sahip L. plantarum
suslan tarafindan iiretilen beta-glikozidaz enzimi tarafindan hidrolize edilebilmektedir.

Ciafardini ve ark. (1994), zeytin salamurasindan izole edilmis 3 L. plantarum susunu
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(B17, B20 ve B21) arastirmalar1 kapsaminda denemislerdir. Mikroorganizmalar
tarafindan olusturulan beta-glikozidazin, oleuropein olarak bilinen 5-bromo-4-kloro-3-
indolil-B-D-glikopiranosit’i hidrolize etme yeteneginde oldugu, bakteri susuna bagh
olarak, ortamda % 2 glikoz varliginin enzim aktivitesini % 40-50 oraninda engelledigi
belirtilmistir. B 21 susu ile 30 °C’de 7 giinliik inkiibasyon sonunda olusan iiriinlerin
trimetilsilil tiirevlerinin kromatografik analizi sonucunda oleuropeinin tiim hidroliz
triinlerine rastlanildigr  bildirilmistir. 21 gilinliikk inkiibasyon sonunda, 8-3,4-
dihidroksifeniletanol miktarindaki artis ile oleuropein ve aglikonun iz miktarlara
diistiigii yazarlar tarafindan belirtilmistir.

Rozés ve Perez (1996), L. plantarum DSM 10492 susunun gelisimi ve DL-laktik
asit olusumu iizerine oleuropein ve NaCllin etkisini arastirmiglardir. L. plantarum
gelisiminin artan miktarlarda oleuropein ilavesinden glikoz varligi veya yoklugunda
etkilenmedigi belirtilmistir. Artan oranlarda NaCl ilavesi gelisme geriligine sebep
olmus, buna ek olarak %8 tuzda gelisme goriilmemistir. NaCl ve oleuropeinin birlikte
ilavesinin gelismeyi tamamen durdurdugu gozlenmistir. Ana fermentasyon iiriinii olan
DL-laktik asit yaninda uzun siireli inkiibasyon sonunda asetik asit de saptanmistir. L.
plantarum, oleuropein varliginda DL-laktik asit olusturabilmisg, fakat artan oleuropein
varhiginda DL-laktik asit olusumu azalmistir. Diger yandan 1si1l islem gormiis
oleuropeinin bakterisit etkisinin oldugu bildirilmistir.

Marsilio ve ark. (1996), L. plantarum ATCC 8014 ve sofralik zeytin
salamuralarindan izole edilen L. plantarum B21 suslari ile inkiibasyon sonucunda ortaya
cikan oleuropein tlirevlerini gaz kromatografisi kullanarak saptamislardir. Sonug olarak
bakteri suslarinin baglangicta oleuropeini beta-glikozidaz aktivitesi ile parcaladigini ve
bir aglikon (saptanabilen ilk ara bilesik) olustugunu bildirmislerdir. ikinci asamada bu
tirevin, esteraz aktivitesi ile 2-(3,4-dihydroksifenil) etanol ve elenoik aside
doniistiigiint belirtmiglerdir.

Marsilio ve Lanza (1998), oleuropein yikma o6zelligindeki Lactobacillus
plantarum susunun oleuropein ve onun par¢alanma {iriinii hidroksitrosol ve p-kumarik
asit varliginda gelismesi 1lizerine glikoz ve NaCl’iin etkisini arastirmiglardir.
Aragtiricilar, 10 g/l oleuropein, 2 g/l hidroksitrosol ve tuzun bir aradaki varliginin
bakteri gelisimini engellemedigi halde, 1g/l p-kumarik asit varliginin diisiik de olsa

engelleyici etki gosterdigini belirtmislerdir. Ayrica bu ¢alisma ile aragtiricilar bakteriyel
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beta-glikozidaz ve esterazin oleuropeinin  yikilmasinda rol oynadigin1 da
vurgulamiglardir. Ortamda glikoz varliginin L. plantarum’un oleuropein yikimini
olumsuz yonde etkiledigi ifade edilmistir.

Ruiz-Barba ve ark.(1993), alkali ile muamele edilmis ve edilmemis zeytin
salamuralarindan 6ziitlenmis polifenollerin Lactobacillus plantarum {izerine engelleyici
etkilerini arastirmislardir. ikili fenolik fraksiyon kullaniminin (glizozitler, oleuropein
ve verbaskozit) L. plantarum {lzerine engelleyici etkisinin daha yiiksek oldugu
arastiricilar tarafindan ifade edilmistir.

Amiot ve ark. (1986), Picholine, Lucques ve Salonenque ¢esitlerinin gelisme ve
olgunlasma siiregleri boyunca, Bouteillan, Verdale, Cailletier, Zrappola, Tanche, L11,
L365, VP7 cesitlerinin ise sadece olgunlasma siire¢lerinde fenolik bilesenlerini
(oleuropein, verbaskozit, rutin ve luteolin 7-glikozit) saptamislardir.

Bianco ve ark. (1998), oleuropeinin yeni bioaktif tiirevlerini saptamislar ve 'H
ve °C NMR teknigi ile karakterize etmislerdir.

Ryan ve Robards (1998), yaptiklar1 calismada zeytinlerde bulunan fenolik
bilesenlerin fonksiyonlarini, 0&zelliklerini, dagilimlarin1 etkileyen faktorleri ve
belirlenmelerinde kullanilan yontemleri derlemistir.

Ryan ve ark. (1999a), Manzanillo ve Cucco ¢esitlerinin fenolik igeriklerini,
HPLC ile ayrim islemini takiben, ultra viole, floresans ve kiitle spektrometrik dedektor
kullanarak saptamiglardir. Aymi arastiricilar bir baska c¢alismalarinda kati-faz
ekstraksiyon uygulamasini takiben ters fazli sivi kromatografi kullanarak zeytin
orneklerinin fenolik igeriklerini saptamislardir (Ryan ve ark.,1999b).

Bianco ve Uccela (2000), ispanya, Portekiz, Yunanistan ve Italya’dan elde
ettikleri 0rneklerin fenolik bilesenlerini aragtirmiglardir.

McDonald ve ark. (2001), HPLC/UV, HPLC/APCI ve HPLC/ESI dedektor
sistemleri kullanarak zeytin 6rneklerinin fenolik bilesimlerini saptamislardir.

Saija ve Uccela (2001), zeytinde bulunan biofenollerin insan sagligi {izerine
fonksiyonel etkilerini yaptiklar1 caligmada derlemislerdir. Arastiricilar Akdeniz
beslenme kiiltiiriine sahip toplumlarda kronik hastaliklara yakalanma riskinin daha
diisiik oldugunu, bunun diyetle alinan bitkisel antioksidanlarin fonksiyonel etkilerinden

kaynaklandigini, sofralik =zeytinler ve zeytin yaglarinda bulunan biyofenollerin
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antioksidan ve antimikrobiyel etkileri sayesinde ise bir ¢ok rahatsizlilik ve enfeksiyon
riskinin azaltilabilecegini belirtmislerdir.

Blekas ve ark.(2002), Yunanistan’da {iretilen zeytinleri biofenol kaynag1 olarak
degerlendirdikleri calismada zeytinlerin ¢ogunun iyi birer fenolik madde kaynag:
oldugunu saptamiglar, hidroksitrosol, tirosol ve luteolinin degerlendirilen tiim 6rnekler
icinde en ¢ok rastlanan fenol bilesenleri oldugunu belirtmislerdir.

Briante ve ark.(2002), iki Italyan zeytin ¢esidi olan Ascolana Terena ve Frantoio
cesitlerinin olgunlagsma stireglerinde fenolik madde ve enzim aktivitesi degisikliklerini
gbzlemlemislerdir.

Romero ve ark. (2002a), ters fazli kromatografik ayirma yoOntemlerinde
hidroksitrosol ile karistirilan hidroksitrosol 4-f-D-glikozit’in ayirimini saglayan bir
yontem gelistirmislerdir.

Romero ve ark.(2002b), dogal siyah Ispanyol zeytin cesitlerinin fenolik madde
igeriklerini saptamiglardir.

Cunha ve ark. (2001), HPLC/UV detektor kullanarak sofralik zeytinlerdeki
baslica karboksilik asitleri (laktik, asetik, siiksinik ve sitrik asit) saptamaya

calismislardir.



3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Aragtirma materyali olarak kullamlan zeytinler Gemlik gesidi olup Iznik’te
faaliyet gosteren IZPAS A.S.’nden satin almmustir. Zeytinler 2002, 2003 ve 2004 yillart
Aralik aymda siyah zeytin isleme olgunlugunda hasat edilmis ve Uludag Universitesi

Ziraat Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii pilot tesisine getirilerek islemeye alinmustir.

3.2. Yontem

3.2.1. Denemede kullanilan laktik asit bakterilerinin izolasyonu

Siyah olgunluktaki zeytinler zenginlestirme amaciyla asagida bilesimi verilen,
De Man-Rogosa-Sharpe (MRS) sivi besiyerine asilama yapilmig ve 16-18°C’de
inkiibasyona birakilmistir. Bulanarak mikroorganizma gelismesi izlenen tiipler alinarak,
steril fizyolojik tuzlu su kullanilarak uygun seyreltmeler yapildiktan sonra ve MRS-
Agar’a ekim yapilmistir. Aymi sicaklikta inkiibasyon sonunda gelisen kolonilerden
farkli gortinlimde olanlarin mikroskobik incelemeleri sonunda uygun goriilenlerle MRS-
Agar’a batirma kiiltiirleri yapilmis ve tanilar1 yapilmak iizere buzdolabi kosullarinda
saklanmaya alinmustir.

MRS s1v1 besiyerinin bilesimi (Anonim, 1996):

Pepton 100 g
Maya oziitii 40¢g
Et oziitii 80g
Glikoz 200¢g
Tween-80 1 ml
Di-potasyum hidrojen fosfat 20¢g
Sodyum asetat 50g
Diamonyum hidrojen sitrat 20¢g
Magnezyum siilfat 02¢g
Mangan siilfat 0.04 g
Damitik su 1000 ml

pH: 6.2+0.2
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3.2.2. Elde edilen izolatlarin tanilanmasi
Yukarida anlatildig1 sekilde izolasyonu yapilan bakterilerin tanisinda morfolojik,
kiiltiirel ve biyokimyasal 6zelliklerinden yararlanilmistir. Bu amagla asagida siralanan

ozellikler belirlenmistir.

3.2.2.1. Gram boyama:
Elde edilen izolatlarin Gram reaksiyon 6zellikleri, 18-24 saatlik geng kiiltiirlere

Gram boyama uygulanarak tespit edilmistir (Temiz,1994).

3.2.2.2. Hiicre sekilleri:
Izolatlarm hiicre sekilleri, Gram boyama sonrasinda ve ayrica hazirlanan basit

preparatlarda yapilan mikroskobik incelemeler sonucunda belirlenmistir.

3.2.2.3. Katalaz testi:
Temiz bir test tiipiine aliman %30’luk H,O, iizerine 1ml siv1 izolat kiiltiirii

eklenerek hava kabarciklarimin olusup, olusmamasina gore degerlendirilmistir

(Temiz,1994).

3.2.2.4. Glikozdan gaz olusturma:

Izole edilen bakterilerin homofermentatif veya heterofermentatif olduklarini
saptamak amaciyla yukarida bilesimi verilen MRS s1vi1 besiyeri kullanilmistir.

Hazirlanan besiyeri 10’ar ml olarak tiliplere pipetlenmis ve i¢lerine Durham tiipii
yerlestirildikten sonra 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Asilanan tiipler
30°C’de 21 giin siire ile inkiibasyona birakilmigtir. Her giin kontrol edilerek Durham
tiiplerinde gaz olusup olusmadig1 gézlenmistir. Gaz olusturan tiipler heterofermentatif,

olusturmayan tiipler ise homofermentatif olarak degerlendirilmistir (Basoglu, 1976).

3.2.2.5. 15 ve 45°C’de MRS siv1 besiyerinde gelisme:

Yukarida bilesimi verilen MRS siv1 besiyeri hazirlanip, 16x160 mm’lik tiiplere
10’ar ml olacak sekilde tiiplere doldurulmus ve 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir. Sogutulup asilanan tiipler 15 ve 45°C’ye ayarlanmis inkiibatorlerde 21 giin

stire ile gelismeye birakilmis ve gelisme durumlari izlenmistir (Basoglu, 1976).
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3.2.2.6. %5, %7.5 ve %10 tuzda gelisme:

Yukarida bilesimi verilen MRS sivi besiyerine %5, %7.5 ve %10 tuz ilave
edilerek, ayri ayri tiiplere 10’ar ml olacak sekilde doldurulmus ve 121°C’de 15 dakika
siire ile sterilize edilmistir. Sogumayi takiben asilanan tiipler 30°C’de 21 giin siire ile

inkiibasyona birakilmis ve gelisme durumlari kaydedilmistir.

3.2.2.7. Eskulin hidrolizi:

Bu testte asagida bilesimi verilen modifiye edilmis MRS sivi besiyeri

kullanilmisgtir.

Pepton 100 g
Maya oziitii 40¢g
Tween-80 1 ml
Di-potasyum hidrojen fosfat 20¢g
Sodyum asetat 50g
Diamonyum hidrojen sitrat 20¢g
Magnezyum siilfat 02¢g
Mangan siilfat 0.04 g
Damutik su 1000 ml
pH: 6.2+0.2

Bu sekilde hazirlanan besiyerine %0.5 oraninda eskulin ve indikator olarak da %
0.05 oraninda FeClj ilave edilerek 8x110 mm’lik tiiplere 5’er ml olarak paylastirilmistir.
121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edildikten sonra bakteri kiiltiirleri ile asilanmustir.
Asilamayi takiben 30 °C’de 21 giin siire ile inkiibasyona birakilmistir. Besiyerinde siyah

renk olusumu goézlenenler pozitif olarak degerlendirilmistir (Basoglu, 1976).

3.2.2.8. Karbonhidratlardan asit olusumu:

Izole edilen bakterilerin hangi karbonhidratlardan asit olusturabildigini saptamak
amactyla yukarida verilen bilesimden seker c¢ikarilmis olan MRS sivi besiyeri
kullanilmigtir. Bu sekilde hazirlanan besiyerine % 0.2’lik klorfenol kirmizisindan litreye
20 ml olacak sekilde ilave edilmis ve 8x110 mm’lik tiiplere 5’er ml olarak
doldurulmustur. Tiipler 121 °C’de 15 dakika siire ile sterilize edildikten sonra membran

filtrasyon teknigi ile sterilize edilen karbonhidratlar ana besiyerine %1 olacak sekilde
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ilave edilmistir. Geng bakteri kiiltiirleri ile asilanan tiipler 30 °C’de 21 giin siire ile
inkiibasyona birakilmistir. Asit olusumu ile sar1 renge donen tiipler pozitif olarak
degerlendirilmistir (Basoglu, 1976).

Bu testte karbonhidrat kaynagi olarak glikoz, maltoz, nisasta, sorboz, ramnoz,
sellobiyoz, riboz, arabinoz, ksiloz, rafinoz, melibiyoz, trehaloz, galaktoz, sakkaroz,

laktoz, mannit, inosit ve dekstrin kullanilmustir.

3.2.3.Asillama kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Fermentasyonda kullanilacak, tanis1 yapilmis kiiltiirler, tuza dayanikliliklar1 ve
gaz olusturma yeteneklerine gore secilmistir. Cogaltilmalar1 amaciyla MRS besiyeri
kullanilmig, bakterilerin salamura ortamina adaptasyonlarin1 saglamak icin igerisine
ilave olarak % 10 zeytin yapragi oziiti ve % 5 tuz ilave edilmistir. Bu sekilde
hazirlanmis besiyerine stok kiiltiirden asilama yapilmus, 16-18 °C’de 107-10° kob/ml

hiicre yogunluguna ulasana kadar inkiibasyona birakilmistir.

Zeytin yaprag oziitiiniin hazirlanigi:

Ince ince kiyilmis 100 g zeytin yapragina 100 ml damtik su ilave edilerek
kaynar su banyosunda 30 dakika bekletilmistir. Oziitlemeyi takiben sicak halde adi filtre
kagidindan siiziilerek berraklagtirilmis, ardindan 0.20 pum gozenek capina sahip
membran filtreden siiziilerek sterilize edilmis ve gerektiginde steril kosullar altinda

MRS besiyerine yukarida verilen oranda ilave edilmistir.

3.2.4. Zeytinlerin salamuraya alinmasi

Isletmeye getirilen zeytinler, ciiriik, ezik, bereli ve bdcek zarar1 gdrmiis olanlari
ayiklanmig, basingh su ile yikama islemine tabi tutulmustur. Fermentasyon 25 I’lik
plastik bidonlarda gergeklestirilmistir. Bidonlar sicak deterjanli su ile yikandiktan sonra
kaynamakta olan su icerisinde 10 dakika bekletilmis, son olarak 100 ppm K-
metabisiilfit iceren su ile durulanarak kurumaya birakilmistir. Boylece kaplardan
gelebilecek bulagma riski en aza indirilmeye calisilmistir. Her bir kaba 13 kg yikanmis
zeytin konmus, lizerlerine 12 1 kaynatilip sogutulmus salamura ilave edilmis ve % 6

oraninda bakteri kiiltiirleri ile agilanmistir. Birbirini takip eden 3 sezonda uygulanan
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deneme desenleri asagida cizelgeler halinde 6zetlenmistir. Biitiin denemeler 3 tekerrtirli

olarak yapilmustir.

3.2.5. Fermentasyon uygulamasi

2002-2003 iiretim yilinda uygulanan fermentasyon deneme deseni Cizelge
3.1°de Ozetlenmistir. Kontrol gruplar1 hari¢ tiim bidonlara bolim 3.2.2°de anlatildigi
sekilde hazirlanan asilama kiiltiirlerinin herbirinden % 1.5 olacak sekilde toplam % 6
oraninda asilama yapilmistir. Kiiltiirlerin salamura ortamina taginmasinda santrifiijleme
yapilmamus, iislii cogalma evresindeki kiiltiirler gelistirildikleri zeytin yaprag: oziitii ve
tuz katkili besiyeri ile aktarilmstir.

2003-2004 iiretim yilinda uygulanan fermentasyon deneme deseni Cizelge
3.2.°de Ozetlenmigtir. Bolim 3.2.2°de bahsedildigi sekilde hazirlanan kiiltiirler
santrifiijlenerek ayrilmis, steril fizyolojik su ile siispansiyon haline getirildikten sonra
salamura ortamina aktarilmistir.

2004-2005 iiretim yilinda uygulanan fermentasyon deneme deseni Cizelge
3.3’de Ozetlenmistir. Kontrol gruplar1 hari¢ tiim bidonlara bolim 3.2.2°de anlatildig1
sekilde hazirlanan kiiltiirlerden tek tek veya karigimlar halinde agilama yapilmistir.
Kiiltiirlerin salamura ortamina tasinmasinda santrifiijleme yapilmamis, islii ¢ogalma
evresindeki kiiltiirler gelistirildikleri zeytin yapragi oziitii ve tuz katkili besiyeri ile

aktarilmistir.

3.2.6. Mikrobiyolojik analizler

Deneme siiresince Orneklerden aseptik kosullarda alinan belirli hacimdeki
salamura % 0,85°lik steril fizyolojik su ile seyreltilmis ve elde edilen seyreltikler toplam
aerob mezofilik bakteri, toplam laktik asit bakterisi, Enterobakteri, Pseudomonas ve

maya-kiif sayimlari i¢in kullanilmistir.

3.2.6.1. Toplam aerob mezofil bakteri (TAMB) sayimi
TAMB sayimi Plate Count Agar besiyeri kullanilarak yapilmistir. Petri kutular
30 °C’de 48 saat siire ile inkiibasyona birakilmis ve bu siire sonunda koloni sayimlari

yapilmistir (Dogan ve Tiikel, 2000; Panagou ve ark., 2002).



Cizelge 3.1. 2002-2003 {iretim yilinda uygulanan fermentasyon denemesi

Muamele Tuz Laktik'Asit Asillama Oram Asillama
no: (%) Bakteri Izolati ortami
1 (K) 5 - - -
2 5 L1+L2+L3+L4 %6 (%1.5+1.5+1.5+1.5) MRS
3 (K) 7 - - -
4 7 L1+L2+L3+L4 %6 (%1.5+1.5+1.5+1.5) MRS
5 (K) 15 - - -
6 15 L1+L2+L3+L4 %6 (%1.5+1.5+1.5+1.5) MRS

L1, Lactobacillus brevis; 1.2, Leuconostoc cremoris, 1.3, Leuconostoc

paramesenteroides, L4, Leuconostoc dextranicum

Cizelge 3.2. 2003-2004 {iretim y1ilinda uygulanan fermentasyon denemesi

Muamele Tuz Laktik Asit Asillama Oram Asillama
no: (%) Bakterisi Ortam
1 (K) 7 - - -
2 7 L1 >%1.5 FTS
3 7 L2 >%]1.5 FTS
4 7 L3 > %1.5 FTS
5 7 L1+L2 > %1.5 FTS
(%0.75+%0.75)
6 7 LI+L3 >%]1.5 FTS
(%0.75+%0.75)
7 7 L2+L3 > %1.5 FTS
(%0.75+%0.75)
8 7 L1+L2+L3 >%]1.5 FTS

(%0.5+%0.5+%0.5)
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Cizelge 3.3. 2004-2005 sezonunda uygulanan fermentasyon denemesi

Muamele Tuz Laktik Asit Asillama Orani Asilama
no: (%) Bakterisi Ortam
1 (K) 7 - - -
2 7 L1 > %4.5 MRS
3 7 L2 > %4.5 MRS
4 7 L3 > %4.5 MRS
5 7 L1+L2 D.%4.5 (%2.25+2.25) MRS
6 7 LI1+L3 >.%4.5 (%2.25+2.25) MRS
7 7 L2+L3 >%4.5 (%2.25+2.25) MRS
8 7 LI1+L2+L3 >%4.5 (%1.5+1.5+1.5) MRS
9 7 LP > %4.5 MRS

LP, Lactobacillus plantarum.

3.2.6.2. Toplam laktik asit bakterisi (TLAB) sayim
TLAB sayimi MRS besiyerine % 1.5 agar katilarak dokme yontemi ile
yapilmustir. Petri kutular1 30°C°de 48-72 saat siire ile inkiibasyona birakilmis ve bu siire

sonunda olusan kolonilerin sayimlar1 yapilmistir (Panagou ve ark., 2002)

3.2.3. Enterobakteri sayimi

Enterobakteri sayis1 Violet Red Bile Glikoz (VRBG) Agar kullanarak dékme
kiiltiir yontemi ile tespit edilmistir. 37 °C’de inkiibasyona birakilan petrilerde 24-48 saat
sonunda gelisen kirmizi renkli koloniler sayilmistir (Anonim, 1996; Panagou ve ark.,
2002). Besiyeri kaynar su banyosunda devamli karistirarak tamamen ¢6ziindiiriildiikten

sonra 2 dakikadan uzun olmayacak sekilde bekletilmistir.

3.2.6.4. Pseudomonas sayimi

Pseudomonas sayimi icin agagida bilesimi verilen Pseudomonas Agar’a gliserin
ilave edilmis ve 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Olusan koloniler 366
nm dalga boyundaki UV lamba 1s181inda incelenmis, parlak yesil renkli koloniler pozitif

olarak degerlendirilmistir.
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Pseudomonas Agar F Base (Anonim, 1996):

Tripton 100 g

Pepton 100 g

Mg-siilfat 15¢g

Di-potasyum hidrojen fosfat 15¢g

Agar 12¢g

Gliserin 10.0 ml

Damitik su 1000 ml pH: 7.2+0.2

3.2.6.5. Maya ve kiif sayimi

Maya ve kiif saymm icin agagida bilesimi verilen Oksitetrasiklin Glikoz Yeast
Ekstrakt (OGY) Agar kullanilmustir. 30 °C’de inkiibasyona birakilan petrilerde 48-72
saat sonunda gelisen koloniler sayilmistir (De Castro, 2002).

Oksitetrasiklin Glikoz Yeast Ekstrakt Agar (OGY A) Bilesimi (Anonim, 1996):

Maya oziitii 50g

Glikoz 100 g

Agar 150¢g

Oksitetrasiklin 1.0g

Damitik su 1000 ml pH: 6.5+£0.2

Maya oziitl, glikoz ve agar karigtirilip, ¢6zindirtildiikten sonra 121°C’de 15
dakika siire ile sterilize edilmistir. Sterilizasyondan sonra 50 °C’ye sogutulan besiyerine

okistetrasiklin ilave edilmistir.

3.2.7. Ham ve islenmis zeytinlere uygulanan fiziksel ve kimyasal analizler
3.2.7.1. Kilogramda meyve sayisi
Zeytin orneklerinden 100 g tartilmis ve bu miktarda ka¢ adet meyve oldugu

sayilarak kilogramdaki meyve sayis1 belirlenmistir (Anonim, 1997).

3.2.7.2. Meyve ve ¢ekirdek boyutlar:
Rastgele secilen 30 zeytin meyvesinin en ve boyu bir kumpas yardimi ile 0,1
mm duyarhilikla l¢iilmiistiir. Olgiimii takiben zeytinlerin cekirdekleri ¢ikartilmis ve

ayni1 sekilde ¢ekirdek boyutlari da belirlenmistir (Anonim, 1997).
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3.2.7.3. Et/cekirdek oram
100 g zeytin Ornegi tartilmig ve c¢ekirdekleri c¢ikartilmistir. Et ve c¢ekirdek
kisimlar1 ayr1 ayr tartilip yiizde oranlar1 hesaplanmistir. % Et orani, % ¢ekirdek oranina

boliinerek et/cekirdek orani hesaplanmistir (Yazicioglu, 1966).

3.2.7.4. Toplam kurumadde tayini

Homojen bir sekilde pargalanmig zeytin 6rneklerinden daha once 105+2°C’ye
ayarl etlivde bekletilerek daras1 alinmig kurumadde kaplarina 10’ar gram tartilmis, ayn
etiivde sabit agirliga gelene dek bekletilmistir. Hesaplama yolu ile 6nce 10g’daki, sonra

100g’daki kurumadde miktar1 bulunmustur (Uylaser ve Basoglu, 2000).

3.2.7.5. Kiil tayini

Etlivde sabit agirliga gelene dek bekletilerek darasi alinmis porselen krozelere
~5 g ornek tartilmis ve 525+25°C’ye ayarli kiil firminda yakma islemine tabi
tutulmustur. Tartim farklar1 hesaplanarak 6rnegin kiil igerigi belirlenmistir (Uylaser ve

Basoglu, 2000).

3.2.7.6. Toplam asit tayini
Ornegin tahmini asit igerigine bagli olarak yapilmis seyreltme sivilari filtre
kagidindan siiziilmiis, siizlintiilerden 10 ml alinarak fenol fitalein ayiraci esliginde ayarh

0,1N NaOH ¢ozeltisi ile titre edilerek toplam asit miktar1 bulunmustur (Anonim, 1997).

3.2.7.7. Tuz tayini
Asitlik tayininde hazirlanan seyreltme sivist siiziintiilerinden tuz tayininde de
yararlanilmig, Anonim, (1997)’de belirtildigi sekilde 0.1N AgNOs; ¢ozeltisi ile %5’lik

K,Cr,04 ayiraci esliginde kiremit kirmizisi renge dek titre edilmistir .

3.2.7.8. Indirgen seker tayini

Spektrofotometrik olarak ¢alisilmistir. Bir deney tiipiine asagida bilesimi verilen
6 ml dinitrosalisilik asit ¢cozeltisi; lizerine, yeterli oranda seyreltilmis, 5’er ml Carrez I
ve I ¢ozeltileri ile durultulup aktif kdmiirle rengi giderilmis 2 ml 6rnek siiziintiisii ilave

edilmistir. Karisim kaynar su banyosunda 5 dakika bekletilip, siire sonunda akan su



31

altinda sogutmus ve 540 nm’de saf su ve dinitrosaklisilik asit ¢dzeltisinden olusan
taniga karst okuma yapilmistir. Okunan absorbans degeri standart egriden elde edilen
katsay1 (k) ve seyreltme orani ile ¢arpilarak % glikoz degeri hesaplanmistir (Amodioha,

1998).

Dinitrosalisilik asit ¢ozeltisinin hazirlanisi:

Dinitrosalisilik asit lg
2M NaOH 20 ml
K-Na-Tartarat 20g

Damutik su ile 100 ml’ye tamamlanir.

3.2.7.9. Toplam azot tayini

Homojen bir sekilde par¢alanmis zeytin orneklerinden tam tartimla ~1g 6rnek
azot yakma tiipiine alimmistir. Uzerine 15 ml yogun siilfirik asit ve 1 adet selen yakma
tableti eklenmis ve 380°C’de berrak agik yesil renk olusana kadar yakma islemine tabi
tutulmustur. Sogutulan tiip igerigine 40 ml damitik su ilave edilmis ve cihazin damitma
birimine takilmistir. Diger taraftan 50 ml % 2’lik borik asit ve metil kirmizisi-brom
kresol yesili karisik ayiract iceren erlen cihazin damitik toplama bdlmesine
yerlestirilmistir. 75 ml % 40’lik NaOH eklendikten sonra damitma islemine
baslanmigtir. Erlende 150 ml damitik toplandiktan sonra isleme son verilmistir. Erlen
icerigi ayarlt 0,IN H,SOy ile titre edilmistir. Elde edilen titrasyon sarfiyati kullanilarak
% azot miktari, % azot miktar1 6.25 faktorii ile carpilarak % protein miktari

hesaplanmistir (Uylaser ve Basoglu, 2000).

3.2.7.10. Yag tayini
Homojen bir sekilde pargalanmis zeytin Orneklerinden tam tartimla ~10 g
tartilarak kartus icine yerlestirilmis, Uylaser ve Basoglu (2000)’na gore Soxhlet

diizeneginde 6ziitlemeye tabi tutulmustur.

3.2.7.11. Oleuropein tayini
Cekirdekleri ¢ikartilan zeytinler blendirda parcalanarak 50 g tartilmistir. Bir

beherde {izerine 100 ml saf su ilave edilip 5 dakika kaynatilmis ve vakum altinda
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Watman no:4 kagidindan siiziilmiistiir. Filtre kagid1 {izerinde kalan kalint1 alinip tekrar
100 ml damitik su ile 5 dakika kaynatilmis ve 2. siiziintii elde edilmistir. Siizlintiiler
birlestirilmis ve damitik su ile 200 mlI’ye tamamlanmistir. Bundan 2.5 ml alinmis ve
25ml’lik 6l¢ii balonuna pipetlendikten sonra iizerine 2 ml % 1’lik jelatin ¢ozeltisi ilave
edilip, calkalanmis ve analitik saflikta aseton ile ¢izgiye tamamlanmistir. Karisimdan 20
ml alinarak, iizerine 4g analitik saflikta Al,O; ilave edilmis ve kuvvetle ¢alkalanmistir.
ALO; ¢oktiikten sonra iistteki berrak kisim alinarak spektrofotometrede 345 nm’de
asetona kars1 okuma yapilmis, sonug absorbans degeri olarak verilmistir (Diez ve ark.,
1972).

%1’lik jelatin ¢ozeltisinin hazirlans:

Once doymus NaCl ¢dzeltisi hazirlamir. Sonra 1 g jelatin bir miktar doymus

NaCl ¢ozeltisi ile ¢oziindiiriiliip, 100 ml’ye tamamlanir (Diez ve ark., 1972).

3.2.7.12. pH okumalari
Orneklerin pH degerleri Nel pH 840 model pH-metre kullanarak belirlenmistir.

3.2.8. Bulgularn istatistiksel analizi
Orneklerin analizi 3 tekerriirlii olarak yapilmis, elde edilen sonuglarin tesadiif
parsellerinde varyans analizi ve Duncan testi, JMP 5 Statistical Discovery Software

programi kullanilarak yapilmigtir (SAS Institute, 2002).



4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Izolatlarin tami calisma sonuclar ve tartismasi

Gergeklestirilen tan1 deney sonuglarina gore, aragtirmada kullanilmak {izere elde
edilen bakteri izolatlarinin Lactobacillus brevis, Leuconostoc cremoris, Leuconostoc
paramesenteroides ve Leuconostoc dextranicum oldugu saptanmis; sonuglarla ilgili

ayrintili bilgiler asagida verilmistir.

Leuconostoc cinsi

Hiicrelerin kiiresel, fakat agarli besiyerinde gelistiginde mercimek seklinde
oldugu, ¢ogunlukla ikili veya zincirler halinde bulundugu goézlenmistir. Gram pozitif,
fakiiltatif anaerob ve hareketsiz olmalarinin yani sira, spor olusturmamaktadirlar.
Kolonileri kiiclik, diizglin yuvarlak, gri-beyaz renkte olup, batirma kiiltiirlerinde,
ylizeydeki ciliz gelismenin yaninda kanal boyunca yogun bir sekilde gelismektedir. Sivi
kiiltiirlerde gelisme sirasinda yeknesak bir bulaniklik goriilmiistiir. Bu gozlemler Garvie
(1986) ile uyumludur. Bunlar disinda Garvie (1986)’e gore optimum sicakliklar1 20-30
°C olmasina kargin 5-30 °C’ler arasinda gelisme gosterirler. Geligsmeleri fermente
edebilecekleri karbonhidratlarin varligina baghidir. Katalaz negatiftirler.

Taze zeytinlerin 18 °C’de inkiibasyonu ile elde edilen izolatlardan 8’i morfolojik
ve fizyolojik ozellikleri ile bu cinsin temsilcileri olarak tanilanmislardir. Ancak bu
izolatlar degisik karbon kaynaklarinin fermentasyonuna gore iic ayr1 oOzellik
gostermisler ve bu durumda Garvie (1986)’nin tanimlamasi da dikkate alinarak ii¢ ayr1
tiire ayrilmistir.

Leuconostoc cremoris (Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris)

Hiicre morfolojisi genel tanimda bahsedilen sekilde olup, uzun zincirler
olustururlar. Sekerler ile alkollerin fermentasyon testlerine ait sonuglar Cizelge 4.1.’de
verilmigtir. Test sonuclart Garvie (1986)’nin tanimlamasina gore degerlendirildiginde

izolatin Leuconostoc mesenteroides subsp. cremoris alt tiirline ait oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Leuconostoc tiirlerine ait seker ve alkol testi sonuglar1 (Garvie, 1986)

Karbonhidrat L. cremoris L. dextranicum L. paramesenteroides
Arabinoz - - _
Sellobiyoz + + +
Galaktoz - + +
Glikoz + + +
Laktoz + + -
Maltoz + + +
Mannit - - _
Melibiyoz - + +
Rafinoz + + +
Riboz - - _
Sakkaroz + + +
Trehaloz + + +
Ksiloz - + +
Eskulin hidrolizi + + +
Inozit - . .
Nisasta - - -
Dekstrin - - -
Ramnoz - - -
Sorboz - - -

Izolatlarin gaz olusumu ve tuza dayaniklilik testlerinin sonuglar1 da Cizelge 4.2°de
sunulmustur. % 5 tuzda gii¢lii, % 7.5 tuzda orta derecede, % 10 tuzda ise ¢ok zayif
gelisme gosterebilmistir. Glikozdan ¢ok zayif olarak gaz olusturmus, diger cins
temsilcilerine gore yiiksek tuz derisimine daha fazla dayaniklilik gostermistir.
Leuconostoc dextranicum (Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum)

Hiicrelerin morfolojik 6zellikleri genel tanimda anlatildigi sekildedir. Sekerler
ile alkollerin fermentasyon testlerine ait sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir. Testler
sonucunda elde edilen bulgularin Garvie (1986)’nin tanimlamasi 1s18inda
degerlendirilmis, izolatin Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum alt tiirline ait
oldugu saptanmistir. Glikozdan gaz olusumu ve tuza dayamiklilik testleri sonuglarina
bakildiginda (Cizelge 4.2), glikozdan c¢ok zayif gaz olusturdugu, 3C kiiltiirii
disindakilerin % 10 tuz derisiminde gelisemedigi saptanmustir.
Leuconostoc paramesenteroides

Hiicreye ait morfolojik Ozellikler yukarida belirtilmistir. Sekerler ile alkollerin
fermentasyon testlerine ait sonuglar Cizelge 4.1.’de verilmistir. Test sonuglart Garvie

(1986)’nin tanimlamasina gore degerlendirildiginde izolatin Leuconostoc
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Cizelge 4.2. Zeytinlerden izole edilen bakterilerin gaz olusumu ve tuzda gelisme

yetenekleri
Tuza dayamkhhk

Kiiltiir Kiiltiir ad: Gaz olusumu
no: %5 % 7.5 % 10
1A + +++ ++ +
1B Lactobacillus brevis + +++ ++ +
1C + +++ ++ +
2C + +++ ++ -

Leuconostoc
2B paramesenteroides + +++ ++ -
3A + +++ ++ +
3B Leuconostoc cremoris + +++ ++ +
2A + +++ ++ -
3C + +++ ++ +
4A Leuconostoc dextranicum + +++ ++ -
4B + 4+ ++ -
4C + +++ ++ -

Bulaniklik derecesi; +++ , kuvvetli, ++ , orta, + , zayif, +,cok zayif, -,bulaniklik saptanmadi.

paramesenteroides tiirline ait oldugu belirlenmistir. Glikozdan gaz olusumu ve tuza
dayaniklilik testleri sonucunda (Cizelge 4.2), glikozdan ¢ok zayif gaz olusturdugu, % 5
tuzda giiclii, % 7.5 tuzda ise orta derecede gelisme gosterdigi, % 10 tuza ise dayaniksiz
oldugu saptanmuistir.
Lactobacillus cinsi
Lactobacillus brevis

Hiicrelerin sekillerinin kivrik uglu ¢omaklar seklinde oldugu, tekli veya kisa
zincirler halinde bulundugu saptanmis, 45 °C’de gelisme goriilmemistir (Cizelge 4.3).
Sekerlerin ve alkollerin fermentasyonuna ait test sonuglar1 Cizelge 4.3’de sunulmustur.
Elde edilen izolatlarin 4’linlin morfolojik ve fizyolojik 0Ozellikleri ile bu cinsin
temsilcileri oldugu belirlenmistir. Degisik karbon kaynaklarini fermente etme
yetenekleri incelenmis, Kandler ve Weiss (1986)’in tanimlamalar1 dikkate alinarak
izolatlarin L. brevis tiiriiniin temsilcileri olduklar1 goriilmiistiir. Izolatlara ait glikozdan

gaz olusumu ve tuza dayaniklilik testi sonuglar1 Cizelge 4.2°de verilmistir. Glikozdan



36

Cizelge 4.3. L. brevis ve L. plantarum’un diger 6zellikleri

Karbonhidrat L. brevis L. plantarum*

Arabinoz -
Sellobiyoz
Eskulin
Galaktoz
Glikoz
Laktoz
Maltoz
Mannitol -
Melibiyoz +
Rafinoz -
Ramnoz -
Riboz +
Sakkaroz -
Trehaloz -
Ksiloz +
Sorboz -
Dekstrin -
Nisasta -
Inosit -
15°C’de gelisme +
45°C’de gelisme - -

+ o+ +

4+
FH+++++++a

+cococoa + + +

*: L.plantarum’un 6zellikleri Kandler ve Weiss (1986)’dan alinmistir, b: Kaynakta bulguya rastlanmadi.

gaz olusumu oldukga yavas gerceklesmis, % 5 tuzlu besiyerinde kuvvetli, % 7.5 tuzda
orta, % 10 tuz derisiminde de 2C kodlu izolat hari¢ zayif da olsa gelisme gézlenmistir.
Bu ¢alismada kullanilan diger bir Lactobacillus tiirii de Lactobacillus plantarum
(L2-1) kiltlirii olup, bu ticari sus WISBY Starter Cultures and Media (Niebiill)
firmasindan temin edildiginden dolay1r morfolojik, kiiltiirel ve biyokimyasal 6zellikleri

tespit edilmemistir.

4.2.2002-2003 donemi (1. y1l) sonuclari

4.2.1. Hammaddeye ait fiziksel ve kimyasal analiz sonuclari

2002-2003 doneminde temin edilen ve denemelerde kullanilan hammaddeye ait
fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar1 Cizelge 4.4’de verilmistir.

Denemede kullanilan zeytinlerin meyve boyutlar1 ortalama olarak 14.4-20.4 mm,
cekirdek boyutlari ise 8.2-15.3 mm olarak Ol¢lilmiistiir. Sahin ve ark.(2000), Gemlik
zeytini i¢in meyve boyutlarini 15.8-20.8 mm, olarak belirtmisler. Elde edilen degerler

arastiricilarin belirttigi degerlere yakinlik géstermistir.



37

Cizelge 4.4. Gemlik ¢esidi zeytin 6rneklerinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Meyve boyu (mm) 20.40
Meyve cap1 (mm) 14.40
Cekirdek boyu (mm) 15.30
Cekirdek ¢ap1 (mm) 8.20
Kg’da meyve sayisi 356
Et/¢ekirdek orani 4.60
Indirgen seker (%, g/100g) 2.85
Yag oran1 (kurumaddede, %, g/100g) 51.40
Protein (Nx6.235) igerigi (%, g/100g) 2.63
Kurumadde (%, g/100g) 59.51
Kiil (%, g/100g) 2.12
Oleuropein (4bsorbans) 0.40

Ozay ve Borcakl1 (1996) ile Sahin ve ark. (2000) Gemlik zeytini i¢in kilogramda
meyve sayisini sirastyla 318 ve 304 adet olarak belirtmislerdir. Bu degerler Cizelge
4.4°de belirtilen degerden diisiiktiir. Bu durumun da meyve boyutlarinda oldugu gibi
yetistirme kosullarindan kaynaklandig: diistintilmektedir.

Hammaddenin et/cekirdek oran1 4.6 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.4). Sahin
ve ark. (2000), Gemlik zeytini i¢in bu degeri 4.8 olarak bildirmislerdir. Deney bulgulari
aragtiricilarin belirttigi degerden yiiksek olup, meyve boyutunun kiigiik olmasina karsin
et oraninin fazla oldugunu gostermektedir.

Hammaddenin indirgen seker igerigi 2.85 g/100g olarak saptanmistir (Cizelge
4.4). Ozay ve Borcakli (1996) zeytin ornekleri igin bu degeri %4.62, Sahin ve
ark.(2000) ise %]1.74 olarak belirtmislerdir. Deneme bulgular1 Sahin ve ark.(2000) na
gore yiiksek, Ozay ve Borcakli (1996)’ya gére diisiik bulunmustur.

Zeytinlerin yag igerigi kurumaddede %51.4, protein igerigi ise %2.63 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.4). Ozay ve Borcakli (1996) yag igerigini kurumadde
tizerinden %42.63, protein icerigini ise %?2.38 olarak belirtmislerdir. Sahin ve ark.
(2000) ise yag igerigini yas agirlik tizerinden %35.1, protein icerigini ise %2.28 olarak

saptamiglardir. Denemede elde edilen bulgulara gore kullanilan hammaddenin yag ve
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protein igerigi diger arastiricilarin Gemlik c¢esidi zeytin ig¢in belirttigi degerlerden
ylksek bulunmustur.

Ozay ve Borcakli (1996) nem ve kiil degerlerini sirasiyla %35.58 ve %1.6
olarak, Sahin ve ark. (2000) ise %31.3 ve %]1.87 olarak belirtmislerdir. Denemede
kullanilan zeytinlerin nem ve kiil igerigi sirastyla 40.59 g/100g ve 2.12 g/100g olarak
tespit edilmis (Cizelge 4.4), bulgular diger arastiricilara gore yiiksek degerler
gostermistir.

Sahin ve ark. (2000) oleuropein icerigini 1.1 olarak belirtmislerdir. Deneme
kapsaminda elde edilen 0.400 degeri (Cizelge 4.4) arastiricilarin belirttigi degerden
diisiik bulunmustur. Materyalin oleuropein igeriginin diisiik, protein igeriginin yiiksek

olmasinin fermentasyonun seyri agisindan olumlu olacag: diisiiniilmektedir.

4.2.2.Asi1lama kiiltiirlerinin fermentasyon sonug¢lari, bulgular1 ve tartismasi

Yapilan tani testleri ile belirlenen Lactobacillus brevis, Leuconostoc cremoris,
Leuconostoc paramesenteroides ve Leuconostoc dextranicum tiirleri ile hazirlanan
kiiltiirler fermentasyonda asilama i¢in kullanilmistir. Asilama kiiltiirlerinin hiicre
sayilar1 Cizelge 4.5’de verilmistir.

Zeytinler salamuraya alinir alinmaz kiiltiirlerle asilanmistir. Fermentasyonun
gerceklestigi ortam sicakligi, zeytinlerin salamuraya alindigi andan, fermentasyonun
sonlandig1 ve zeytinlerin olgunlastigi 63. giine kadar en diisiik 10 °C, en yiiksek 12 °C
olacak sekilde seyretmistir. Denemede kullanilan starter kiiltiirlerin asilama oranlari
Cizelge 3.3’de verilmistir. Panagou ve ark. (2003)’da asilamada tasiyici ortam olarak
MRS siv1 besiyeri kullanmislar ve fermentasyonun gergeklestigi ortam sicakligini 25
°C’de siirekli olarak sabit tutmuslardir. Arastiricilar 10° kob/ml hiicre populasyonuna
sahip bir giinliik geng kiiltiirden 20 | hacimli fermentasyon kaplarina, asilama sonrasi
kaptaki baslangic populasyonu 10°-10* kob/ml olacak sekilde asilama islemini
gerceklestirmislerdir. Fakat bolgemizde zeytin hasadinin kig aylarina rastlamasi ve
dolayistyla fermentasyonun gerceklestirilecegi ortam sicakliklarimin olduk¢a diisiik
olmasi dolayisiyla deneme 10-12 °C ortam sicakhiginda gergeklesmistir. Fermentasyon
ortaminin sicakliginin diisiik olmasi, buna bagli olarak baslangigtaki asitlik artiginin
diisiik diizeylerde seyretmesi sebebiyle fermentasyonun 21. giiniinde ikinci bir bakteri

asilamasi gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.5. Asilanan bakteri kiiltiirlerinin baglangi¢ populasyonlari

Kiiltiir kodu Astlama populasyonu (kob/ml)
1. Asilama 1l Asitlama
L1 3.6x 10° 1.4x 10
L2 9.8 x 10° 1.9x 10°
L3 1.7x 10’ 5.4x10
L4 9.9 x 10’ 3.8 x 10°

Starter olarak secilen tiim laktik asit bakterileri heterofermentatif olmasina
ragmen % 7 tuz derisimine sahip salamurada 10-12 °C’de 63. giin gibi kisa
sayilabilecek fermentasyon siiresinde asitlik 0.75 g/100 ml degerine ulagmstir.
Salamuralardaki toplam asit degisimi (%, g laktik asit/100 ml) Sekil 4.1.’de
gosterilmistir.

Tuz derisiminin asitlik olusumu iizerine etkisi ise Cizelge.4.6’da Ozetlenmistir.
Salamuralarda mikrobiyel faaliyet sonucu ulasilan en yiiksek asitlik degeri % 7 tuz
derisiminde 0.75 g/100 ml’dir. Tuz derisimi % 5 ve % 7 olan salamuralarda laktik asit
bakterisi faaliyeti sonucu asitlik olusumu arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmamistir (p>0.01). Fakat % 5 tuzlu salamurada laktik asit bakterisi yaninda maya
gelisimi de gézlenmistir.

Cizelge 4.6’dan da anlagildig1 gibi starter ilavesi hem % 5 hem de % 7 tuzlu
salamurada artan laktik asit olusumuna sebep olmus (Panagou et al., 2003; Duran
Quintana et al., 1999), % 15 tuzlu salamurada ise diigiik sicaklik yaninda yiiksek tuz

derisiminin de etkisi ile ayn1 etki gézlenmemistir.

Cizelge 4.6. Tuz derisiminin salamuralarda laktik asit olusumu iizerine etkisi

Muamele Deneme kodu Toplam asit ortalamalart
no (%, g/100ml)
1 % 5 (Kontrol) 0.347+£0.050 b
2 % 5 Asillama 0.733+0.058 a
3 % 7 (Kontrol) 0.277+0.030 b
4 % 7 Asillama 0.750£0.061 a
5 % 15 (Kontrol) 0.297+0.015b
6 % 15 Asllama 0.323+0.032 b

Ayni stitundaki farkl harfler istatistiksel olarak farkliliklar: gostermektedir (p<0.01).
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Sekil 4.1. Fermentasyon sirasinda salamuralardaki toplam asit degisimi.

Vega Leal Sanchez ve ark.(2003)’da yaptiklar1 caligma ile tuz derigsiminin
fermentasyon {lizerine etkisinin ¢ok Onemli oldugunu, Ozellikle baslangigtaki tuz
derisiminin diisiik tutulmasi gerektigini belirtmislerdir.

Fermentasyon sirasinda salamuralardaki tuz degisimi (%, g/100 ml) Cizelge 4.7.
ve Sekil 4.2.’de goriilmektedir. Salamuranin tuz derisimi mikrobiyel gelismeyi kontrol
ederek, fermentasyon siirecini etkilemektedir. Fermentasyon sirasinda tuz miktart % 5
tuzlu salamuralarda 5.85-4.10 g/100 ml, % 7 tuzlu salamuralarda 7.31-5.68 g/100 ml ve
%15 tuzlu salamuralarda ise 15.7-10.82 g/100 ml arasinda degigmistir. Fermentasyon
siiresince salamuralara tuz ilave edilmemistir.

Fermentasyonun 63. giinii sonunda zeytinlerin acilifi azalmis ve tiiketim

olgunluguna gelmistir.

4.2.3. Fermentasyon sonunda iiriinlerin kimyasal analiz sonuclari
Fermentasyon sonunda elde edilen iirlinlere ait fiziko-kimyasal analiz sonuglar

Cizelge 4.8.’de 6zetlenmistir. Zeytinlerin kurumadde igerikleri 52.26+0.56 - 57.55+0.35
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Sekil 4.2. Fermentasyon sirasinda salamuralardaki tuz (g/100 ml) degisimi.

g/100 g arasinda degismis, en diisiik kurumadde igerigi %5 tuzlu asilamali 6rnekte, en
yiiksek kurumadde ise % 15 tuzlu asilamali 6rnekte saptanmistir (Cizelge 4.8). Kilig ve
Cakiar (1989) orneklerinin kurumadde igerigini 46.1-52.50 g/100 g, Korukluoglu (1992)
58.21-59.33 g/100 g, Ozay ve Borcakli (1996) 49.2-50.42 g/100 g, Garrido Fernandez
ve ark. (1997) 39.66 g/100 g, Piga ve ark. (2001) ise 42.65-46.93 g/100 g olarak
belirtmiglerdir. Deneme 6rneklerinin kurumadde igerikleri Korukluoglu (1992)’na gore
diisiik, diger tiim arastiricilarin belirttigi degerlere gore yiiksek bulunmustur.

Zeytinlerin kil igerikleri 2.30+0.10 g/100 g ile 5.06+0.11 g/100 g arasinda
degismistir. En yliksek deger %15 tuzlu kontrol grubunda, en diisiik deger ise % 5 tuzlu
asilamali denemelerde rastlanmigtir. Cizelge 4.8.’den de goriilebilecegi gibi, % 7 ve %
15 tuzlu denemelerin kontrol gruplar1 ile muameleleri arasinda istatistiki olarak fark
bulunmustur (p<0.01). % 5 tuzlu 6rneklerde ise kontrol ile asilama uygulamasi ayni
gruba dahil olmustur. Korukluoglu (1992) 6rneklerinin kiil igeriklerini 1.35-1.53 g/100
g, Ozay ve Borcakli (1996) ise 2.41 g/100 g ile 4.70 g/100 g arasinda belirtmislerdir. %
5 ve % 7 tuzlu deneme Ornekleri arastiricilarin belirttigi deger araliginda kalmis, % 15
tuzlu deneme Ornekleri ise yiiksek tuz icerigine bagli olarak belirtilen degerlerin
tizerinde bulunmustur.

Zeytinlerin protein igerikleri, 2.01+0.1g/100 g ile 2.354+0.18 g/100 g arasinda
degismistir (Cizelge 4.8). En diisiik deger % 5 tuzlu kontrol grubunda, en yiiksek deger



Cizelge 4.7. Fermentasyon sirasinda salamuralardaki ortalama NaCl (g/100 ml) degisimi

Ornek kodu GUN
0 3 6 10 14 18 21 32 42 53 63

5 % (Kontrol) 5.85 5.70 5.25 5.19 5.19 4.9 4.87 4.68 4.68 4.68 4.48
5 % Asillama 5.85 5.02 4.97 4.78 4.78 4.8 4.76 4.53 4.58 4.34 4.10
7 % (Kontrol) 7.31 7.31 7.31 7.27 6.73 6.7 6.7 6.70 6.61 6.33 6.24
7 % Asillama 7.31 7.31 7.17 7.02 6.73 6.7 6.7 6.32 6.14 5.68 5.68
15 % (Kontrol) 15.7 15.01 14.39 13.65 13.16 12.0 12.0 11.7 11.40 11.31 11.36
15 % Asillama 15.7 14.14 12.94 12.46 12.36 11.7 11.7 11.1 10.92 10.92 10.82

Cizelge 4.8. Fermentasyon sonunda {iriinlere ait kimyasal analiz sonuglari

Ornek Kurumadde Kiil Protein Yag Indirgen Tuz Toplam asitlik Oleuropein

kodu (g/100g) (g/100g) (g/100g) (kurumaddede) seker (g/100g) (g/100g) (Assorbans)

(2/100g2) (2/1002)

% 5 (K) 54.65+1.10a%*  2.424+0.06b**  2.014+0.10b** 27.7745.95ab**  1.334+0.02a** 1.5440.15¢**  0.41+0.01c**  0.081+0.005 a**

% 5 (A) 52.26+0.56a**  2.30+0.10b**  2.35+0.18a** 22.72+45.89b**  1.30+0.14ab** 1.55+0.16¢c**  0.65+0.03a**  0.043+0.005b**

% 7 (K) 54.1240.79a**  2.94+0.16ab** 2.12+0.08ab**  25.46+1.07ab**  1.21+0.06abc**  2.34+0.19b**  0.58+0.04b**  0.058+0.005b**

% 7 (A) 53.61£1.57a**  2.68+0.03b**  2.174£0.07ab**  24.1745.08ab**  1.01+0.07c** 2.5240.19b**  0.70£0.02a**  0.054+0.005b**

% 15 (K) 55.78+1.09a** = 5.06+0.11a**  2.124+0.11ab**  26.87+4.91ab**  1.19+0.15abc**  4.63+0.09a**  0.53+£0.01b**  0.063+0.005ab**

% 15 (A) 57.55+0.35a** = 3.70+£2.32ab**  2.16+0.08ab**  35.31+1.78a** 1.09+0.05bc** 4.60+£0.08a**  0.53+0.00b**  0.081+0.005ab**

Ayn siitundaki farkl harfler istatistiki olarak farkliig1 gostermektedir. **, Farkhliklar Duncan testine gére %1 diizeyinde onemlidir.
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ise %S5 tuzlu asilamali denemede saptanmistir. Diger muamelelerin protein igerikleri bu
aralikta kalmis ve birbirlerine yakin degerler gostermislerdir. Kilig ve Cakir (1989),
olgunlagsmis {irlinlerin protein igeriklerini 1.13g/100 g ile 1.43 g/100 g arasinda
saptanmuglardir. Ozay ve Borcakli (1996) ise 1.76 g/100 g ile 1.95 g/100 g araligim
belirtmislerdir. Piga ve ark. (2001)’na gore ise protein igerikleri 0.92 g/100 g ilel.44
g/100 g arasinda degismistir. Orneklerin tamaminin protein igerigi diger arastiricilarin
belirttiklerinden yiiksek bulunmustur. Iklim ve yetistirilme kosullarmin etkisi ile
hammaddenin protein igeriginin yiikksek olmasimnin bu duruma sebep oldugu
disiiniilmektedir. % 5 tuzlu salamurali muameleler hari¢ tiim denemelerde, kontrol
gruplari ile muameleler arasinda istatistiksel anlamda fark bulunmamistir (p>0.01).

Zeytinlerin yag igerikleri 22.72+5.89 g/100 g ile 35.31+1.78 g/100 g arasinda
degismistir. En yiiksek deger % 15 tuzlu asilama uygulamasinda, en diisiik deger ise %
5 tuzlu agilamali denemede elde edilmistir (Cizelge 4.8). Bu araliktaki diger denemeler
birbirlerine yakin degerler gostermis ve aralarinda istatistiksel anlamda fark
bulunamamistir (p>0.01). Kili¢ ve Cakir (1989), yag icerigini en diisiik 23.32 g/100 g,
en yiksek ise 33.93 g/100 g olarak belirtmislerdir. Denemede elde edilen sonuglar
arastiricilarin bulgulari ile benzerlik gostermistir.

Indirgen seker igerikleri agisindan &rnekler incelendiginde en diisiik (1.01£0.07
2/100 g) degeri % 7 tuzlu asilamali deneme, en yiiksek degeri ise (1.33+0.02 g/100 g) %
5 tuzlu kontrol grubu gostermistir (Cizelge 4.8). Korukluoglu (1992) indirgen seker
icerigini 2.80-3.02 g/100 g olarak belirtmistir. Tiim Orneklerin indirgen seker icerigi
arastiricinin belirttigi degerlerden diisiik bulunmustur. % 7 tuzlu asilamali muamelenin
indirgen seker igeriginin en diisiik olmasinin, en yiiksek asitlige dolayisiyla laktik asit
bakterisi aktivitesine sahip olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir. Farkli kiiltiir
kullaniminin &rneklerin indirgen seker igerikleri lizerine etkisinin % 1 diizeyinde 6nemli
oldugu goriilmiistiir.

Deneme Orneklerinin tuz igerigi 1.54+0.15 g/100 g ile 4.63+0.09 g/100 g
arasinda degisiklik gostermistir (Cizelge 4.8). En yiiksek tuz icerigi % 15 tuzlu kontrol
grubunda, en diisiik tuz igerigi ise % 5 tuzlu kontrol grubunda saptanmistir. Tim
muamelelerin tuz igerikleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmamustir (p>0.01).

Kilig ve Cakir (1989) tuz miktarini 3.32 g/100g ile 4.66 g/100g arasinda vermislerdir.
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Deneme Orneklerinin ¢ogu bu araligin alt sinirinin da altinda kalmis, sadece % 15 tuzlu
orneklerde iist sinira yakin degerler belirlenmistir.

Toplam asitlik diizeyleri agisindan 6rnekler incelendiginde, en diisiik deger % 5
tuzlu kontrol grubunda (0.41+£0.01g/100 g), en yiiksek deger (0.70+0.02 g/100 g) ise %
7 tuzlu asilamali denemede elde edilmistir. Cizelge 4.8’den de goriildiigii gibi, % 15
tuzlu ornekler hari¢ digerlerinin tiimiinde kontrol gruplar1 ile asilamali denemeler
arasinda farkin istatistiksel anlamda 6nemli oldugu gézlenmistir (p<0.01). Bu durumun
% 15 gibi yliksek tuz derisiminde fermentasyon gerceklesmemesinden kaynaklandig:

distiniilmektedir.

4.3.2003-2004 donemi (2. y1l) sonuclari

4.3.1. Hammaddeye ait fiziksel ve kimyasal analiz sonuclari

2003-2004 doneminde alinan ve denemelerde kullanilan hammaddeye ait
fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar1 Cizelge 4.9’da verilmistir.

2003-2004 iiriin yilinda kullanilan hammaddenin boyutlar1 ortalama olarak 15.1-
19.3 mm, ¢ekirdek boyutlari ise 8.3-14.4 mm olarak Sl¢iilmiistiir (Cizelge 4.9). 2002-
2003 sezonunda kullanilan hammaddenin meyve boyutlar1 ortalama 14.4-20.4 mm,
cekirdek boyutlar1 ise ortalama 8.2-15.3 mm olarak belirlendigi yukarida dikkate
alindiginda; Bu donemde kullanilan hammaddenin bir sezon onceki Orneklere ait
degerler ile Sahin ve ark. (2000)’nin verdigi degerlere az-¢ok yakinlik gosterdigi
sOylenebilir.

Ikinci deneme yili zeytinleri kilogramda dane sayist 338 adet olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.9). Ozay ve Borcakli (1996) ile Sahin ve ark. (2000) ise
Gemlik zeytini i¢in kilogram dane sayisini sirasiyla 318 ve 304 adet olarak
belirtmislerdir. Bu donem zeytinin kilogramdaki dane sayis1 dnceki sezon kullanilan
hammaddeye gore yliksek, fakat diger arastiricilarin verilerine gore diisiik bulunmustur.

Materyal olarak kullanilan zeytinin et/cekirdek orani 4.2 olarak saptanmistir
(Cizelge 4.9). Bu degerin Sahin ve ark. (2000)’nin Gemlik zeytini i¢in bildirdigi
degerden ve bir 6nceki donem kullanilan hammaddeden diisiik oldugu gorilmiistir.

Hammaddenin indirgen seker icerigi 2.86 g/100 g olarak saptanmistir (Cizelge
4.9). Ozay ve Borcakli (1996) bu degeri % 4.62, Sahin ve ark. (2000) ise % 1.74 olarak
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Cizelge 4.9. 2003-2004 sezonunda kullanilan Gemlik c¢esidi hammaddenin

fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Meyve boyu (mm) 19.30
Meyve cap1 (mm) 15.10
Cekirdek boyu (mm) 14.40
Cekirdek ¢ap1 (mm) 8.30
Kg’da dane sayisi 338
Et/cekirdek orani 421
Indirgen seker (%, g/100g) 2.86
Yag oran1 (kurumaddede, %, g/100g) 53.11
Protein (Nx6.235) igerigi (%, g/100g) 2.00
Kurumadde (%, g/100g) 59.51
Kiil (%, g/100g) 2.12
Oleuropein (4bsorbans) 0.41

belirtmislerdir. Deneme bulgularimin Sahin ve ark. (2000)na gore yiiksek, Ozay ve
Borcakli (1996)’ya gore ise diisiik oldugu, buna karsin 6nceki deneme yilinda kullanilan
hammadde ile ayn1 degere sahip oldugu saptanmistir.

Ornegin yag igerigi kurumaddede % 53.1, protein igerigi ise % 2.00 olarak
belirlenmistir (Cizelge 4.9). Ozay ve Borcakli (1996) o6rneklerinin yag igerigini
kurumadde tizerinden % 42.63, protein igerigini ise % 2.38 olarak belirtmiglerdir. Sahin
ve ark. (2000) ise yag icerigini yas agirlik tizerinden % 35.1, protein igerigini ise % 2.28
olarak saptamislardir. Denemede elde edilen bulgulara gbre kullanilan hammaddenin
yag icerigi diger arastiricilarin Gemlik cesidi zeytin i¢in belirttigi degerlerden yiiksek
olmasina ragmen protein igeriginin diisiik oldugu goriilmiistiir.

Ozay ve Borcakli (1996) nem ve kiil degerlerini sirastyla % 35.58 ve % 1.6
olarak, Sahin ve ark. (2000) ise % 31.3 ve % 1.87 olarak belitmislerdir. Denemede
kullanilan hammaddenin nem ve kiil icerigi sirastyla 40.59 g/100 g ve 2.12 g/100 g
olarak belirlenmis (Cizelge 4.9) ve bu arastiricilara gore yiikseklik gdstermistir.

Sahin ve ark. (2000) orneklerinin oleuropein igerigini 1.1 olarak belirtmislerdir.

Bu deger deneme kapsaminda elde edilen bulgulardan (0.414) yiiksektir (Cizelge 4.9).
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4.3.2.As1lama kiiltiirlerinin fermentasyon sonuclari, bulgulari ve tartismasi

Denemede asilama kiiltiirii olarak Lactobacillus brevis, Leuconostoc cremoris ve
Leuconostoc  paramesenteroides  kullamlmistir.  2002-2003 sezonunda deneme
kapsaminda bulunan Leuconostoc dextranicum dekstran olusturma yeteneginden dolay1
iiriinde stinmeye neden olmus ve bu nedenle ikinci yilda deneme kapsamina
alinmamistir. 2002-2003 dénemi deneme sonuclar1 en yliksek toplam asitlik diizeyine
mikrobiyel ac¢idan giivenli bir sekilde % 7 tuz igeren salamuralarda ulasildigini
gostermistir. Bu veriler 1s18inda tim denemelerde % 7 tuz derisimi kullanilmas,
uygulanan deneme deseni Cizelge 3.4’de gosterilmistir. Bakteri kiiltiirlerine ait asilama

populasyonlar1 Cizelge 4.10°da belirtilmistir.

Cizelge 4.10. Bakteri kiiltiirlerine ait agilama populasyonlari

Kiiltiir kodu Kiiltiir adi Astlama populasyonu
(kob/ml)

L1 Lactobacillus brevis 5,2 x1 0’

L2 Leuconostoc cremoris 7,8 x1 0’

L3 Leuconostoc paramesenteroides 1,04x10’

Fermentasyon ilk doneminde ortam sicakligi sabit kalmis, fakat fermentasyonun
85. giiniinden sonra yiikselmeye baglamistir. Fermentasyon sirasinda meydana gelen
sicaklik degisimleri Cizelge 4.11°de gosterilmistir. 85. glinden sonra sicakligin
yiikselmesi ile fermentasyon hiz kazanmistir (Sekil.4.3).

Fermentasyon siiresince salamuralardaki asit ve tuz degisimleri sirasiyla Cizelge
4.12-4.13 ve Sekil 4.3-4.4’de verilmistir. Fermentasyon sonucunda salamuralarda
meydana gelen laktik asit diizeylerine ait varyans analizi ve % 5 diizeyinde Duncan
testine ait sonuglar Cizelge 4.11°de 6zetlenmistir.

Cizelge.4.12°den de anlasilacag1 lizere denemeler arasinda en yiiksek asitlik
degerleri % 1 giiven araliginda, % 0.81 olarak, Lactobacillus brevis, Leuconostoc
cremoris ve Leuconostoc paramesenteroides Kkiiltiirlerinin karigik olarak kullanildigi
denemede elde edilmistir. Bu sonu¢ 2002-2003 sezonu bulgular1 ile paralellik
gostermistir.  Yapilan denemeler sonucunda % 1 giiven araliginda L1-L2-L3, L2 ve
kontrol grubu disindaki denemeler arasindaki farkin 6nemli olmadig1 saptanmistir. L2-
L3 kanigik kiiltiiri ile L1 kiiltiirtiniin kullanildigi denemelerde % 0.74, L1-L3 karnisik

kiiltiiriiniin denendigi denemede ise % 0.73 toplam asit seviyesine ulagilmistir. 2002-
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Cizelge 4.11. Fermentasyon sirasinda meydana gelen sicaklik degisimleri

Fermentasyon D6nemi (Giin) Sicaklik (°C)
0-85 En diistik:8°C, En yiiksek: 12°C
85-180 En diisiik:12°C

Cizelge 4.12. L1, L2, L3 bakterileri ile muamele edilmis zeytinlerde fermentasyon
sonucunda olusan laktik asit diizeylerinin Duncan testi ile % 1 diizeyinde

gruplandirilmast

Muameleler Toplam asitlik ortalamalar1 (%)
(Laktik Asit Bakterileri)

L1-L2-L3 0,81+0.02 a
L2-13 0,7440.03 ab
L1 0,74+0.02 ab
L1-L3 0,734+0.02 ab
L3 0,7240.02 ab
L1-1.2 0,7240.02 ab
L2 0,69+0.02 b
KONTROL 0,38+0.02 ¢

2003 doneminde, salamuranin toplam asit diizeyinin % 0.75 seviyesine ulagsmasi i¢in 63
giin slirmesine ragmen, bu yil denemelerinde ayni seviyeye 180 giin sonunda
ulagilmistir. Salamuralardaki tuz seviyesi ayni olmasina ragmen asitlik seviyesinin geg
yiikselmesi ortam sicakliginin onceki yila gore az da olsa diisiik seyretmesine,
asillamada Kkiiltiirlerin santrifiijlenmesi ve tasiyici olarak MRS yerine fizyolojik su
kullanilmasindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. L3 ve LI1-L2 kiiltiirlerinin
kullanildig1 denemelerde % 0.72, L2 kiiltiiriiniin kullanildig1 denemede ise % 0.69
toplam asit degerine ulasilmistir. Kontrol grubu en diisiik diizeyde (% 0.38) kalmustir.
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Sonug¢ olarak daha o©nce yapilmis c¢alismalarda da gozlemlendigi gibi
fermentasyon i¢in uygun baslangic kosullar1 hazirlandiginda laktik starter kullaniminin
zeytin salamuralarinda toplam asit diizeyini artirdig1 saptanmistir (Vega Leal-Sanchez
ve ark., 2003). De Castro ark. (2002), fermentasyonun 28. giiniinde % 0.70, Vega Leal-
Sanchez ve ark. (2003) ise fermentasyonun 62. giiniinde % 0.7-0.9 laktik asit diizeyine
ulagmiglardir. Bu bulgular 1s1ginda bu yilin sonuglari, ilk yilin bulgulari yaninda De
Castro ve ark. (2002) ve Vega Leal-Sanchez ve ark. (2003)’nin sonuglart ile celigki
olusturmaktadir. Bu durumun yukarida da belirtildigi gibi kiiltiirlerin santrifiijlenmesi,
astlamada tasiyict olarak fizyolojik su kullanilmasi ve fermentasyon sicakliginin diger
denemelerde uygulananlara gore diisilk olmasindan kaynaklandigi distiniilmektedir.
Vega Leal Sanchez ve ark. (2003), asilamada tasiyict olarak MRS kullaniminin
salamura kullanimina gore asitlik iizerine etkisinin % 5 diizeyinde 6nemli oldugunu
belirtmiglerdir. Toplam asit diizeyi fermentasyonun 160. giiniinden itibaren hemen
hemen sabit seviyede kalmistir. 85. glinden itibaren gozlenen asitlik artis1 ise sicakligin
yiikselmesi ile agiklanabilir.

Salamuralarin tuz diizeyi fermentasyonun 126. giinline kadar diislis gdstermis,

izleyen siirede % 4.5-4.7 seviyesinde seyretmistir (Sekil 4.4).

4.3.3. Fermentasyon sonunda elde edilen iiriinlerin kimyasal analiz

sonuclari

2003-2004 yili denemelerinde fermentasyon sonunda elde edilen iiriinlere ait
kimyasal analiz ve varyans analizi sonuglar1 Cizelge 4.13°de verilmistir.

Cizelgeden de goriildiigii gibi fermentasyon sonunda elde edilen Orneklerin
protein igerikleri 1.90+0.03 g/100 g ile 2.13+0.09 g/100 g arasinda degismistir. En
yiiksek deger kontrol grubunda, en diisiik deger ise L2-L3 kiiltirii ile asilanmig
denemede ortaya ¢ikmistir. Kullanilan kiiltiiriin, {iriiniin protein icerigi iizerine etkisi
istatistiksel olarak %5 diizeyinde 6nemli bulunmus, en diisiik ve en yiiksek protein
icerigine sahip iiriinler diginda kalanlar arasinda farkin 6nemsiz oldugu saptanmustir.
Kilig ve Cakir (1989) salamura zeytinlerde protein miktarini 1.13 g/100 g ile 1.43 g/100
g arasinda, Ozay ve Borcakl1 (1996), 1.76 g/100 g ile 1.95 g/100 g arasinda, Piga ve
ark.(2001) ise 0.92 g/100 g ile 1.44 g/100 g arasinda vermislerdir. Arastiricilarin

belirttigi degerler, deneme {irlinleri arasinda en az protein igerigine sahip olandan bile
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diisiik seviyede kalmistir. Elde edilen bulgular bir 6nceki yi1l deneme bulgulan ile
uyumlu bulunmustur.

Fermentasyonu tamamlanan zeytinlerin yag igerikleri 19.67+£2.34 g/100 g ile
35.21£2.34 g/100 g arasinda degisiklik gostermistir. En diisik deger L2-L3
denemesinde, en yiiksek deger ise L1-L3 denemesinde saptanmistir (Cizelge 4.13).
Farkli kiiltlirlerle asilanan Orneklerin yag icerikleri arasindaki farkin % 1 diizeyinde
onemli oldugu bulunmustur. L1, L2 ve L1-L2-L3 ile K ve L3 denemeleri arasinda
istatistiksel anlamda farklilik goriilmemistir. Kilic ve Cakir (1989), kuru agirlik
tizerinden yag igerigini 44.73 g/100 g ile 67.08 g/100 g arasinda bulmuslardir. Garrido
Fernandez ve ark.(1997) ise salamurali fermentasyon yontemi ile islenmis zeytinlerin
olgunlastiktan sonraki yag igerigini  kuru agirhk tizerinden % 38.82 olarak
belirlemiglerdir. Denemede elde edilen sonuglar, arastiricilarin belirttigi degerlerden
diisiik, 6nceki y1l denemelerinden elde edilen sonuglara ise yakin bulunmustur.

Uriinlerin indirgen seker icerigi incelendiginde en diisik deger L1-L2
denemesinde (0,10+£0.00 g/100 g), en yiiksek deger ise L2-L3 denemesinde (0.75+0.03
g/100 g) saptanmustir (Cizelge 4.13). Farkl kiiltiirlerle agilamanin 6rneklerin indirgen
seker icerigi tizerine etkisi % 1 diizeyinde 6nemli bulunmustur. Kontrol, L1, L3 ve L1-
L2-L3 ile L2 ve L1-L3 muameleleri arasinda ise farkilik goriilmemistir. Tiim 6rneklerin
indirgen seker igerikleri Korukluoglu (1992)’nun belirttigi degerlerden (2.80-3.02 g/100
g) diisiik bulunmustur.

Islenmis zeytinlerin oleuropein igerikleri 0.09+0.01 ile 0.19+0.00 arasinda
degismis, en diisiik deger L1-L3, en yiiksek deger ise L1-L2 denemesinde saptanmistir.
Farkli kiiltiir uygulamasinin 6rneklerin oleuropein igerigi iizerine etkisi % 1 diizeyinde
onemli bulunmustur. Cizelge 4.13’de de goriilebilecegi gibi L1-L2 ve kontrol grubu ile
L1, L2, L3, L2-L3 ve L1-L2-L3 muameleleri arasinda istatistiksel anlamda fark
goriilmemistir.

Deneme zeytinlerinin kurumadde igerigi 47.8+0.37 g/100 g ile 49.54+1.09 g/100
g arasinda degismistir (Cizelge 4.13). Farkli kiiltiirlerle asilamanin 6rneklerin kuru
madde icerigini etkilemedigi goriilmiistiir (p>0.01). Kilig¢ ve Cakir (1989), kurumadde
icerigini 46.1-52.50 g/100 g, Ozay ve Borcakli (1996) 49.2-50.42 g/100 g, Garrido
Fernandez ve ark. (1997) 39.66 g/100 g, Piga ve ark. (2001) ise 42.65-46.93 g/100 g

olarak belirtmislerdir. Deneme 6rneklerinin kurumadde igerikleri Kilig ve Cakir (1989)



Cizelge 4.13. Fermentasyon sonunda {iriinlere ait kimyasal analiz sonuglari

Muamele Protein Yag Indirgen seker  Oleuropein Kurumadde Kiil Toplam asitlik Tuz
kodu (g/100g) (K.m.’de g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
Kontrol 2.13+0.09 a* 20.57+2.87bc**  0.56+£0.01 ab**  0.19+0.00a**  49.54+1.09a**  3.16+0.01a** 0.37+0.00c** 2.068+0.01abc*
L1 2.06+0.09 ab* 26.04+2.34abc**  0.55+0.01 ab**  0.13+0.00b**  49.32+0.03a**  3.06+0.03a**  0.7440.02ab** 2.88+0.01c*
L2 2.10+0.09 ab* 25.5742 34abc**  0.44+0.01 b**  0.13+£0.01b**  48.86+0.44a**  3.34+0.31a** 0.68+0.02b** 2.45+0.06¢*
L3 2.03+0.14 ab* 22.05+£2.34bc**  0.52+0.00 ab**  0.13+£0.00b**  47.80+0.37a**  3.12+0.03a**  0.72+0.00ab** 3.05+0.04ab*
L1-L2 1.93+0.05 ab* 29.64+2.34ab**  0.10+£0.00 c**  0.19+0.00a** 48.11%1.34a**  3.28+0.06a**  0.72+0.00ab** 3.14+0.02a*
L1-L3 1.99+0.03 ab* 35.21+£2.34a**  0.43+0.05 b**  0.09+0.01c**  48.52+0.96a**  3.17+0.23a**  0.7340.00ab** 2.67+0.01d*
L2-L3 1.90+0.03 b* 19.67+£2.34c**  0.75+£0.03 a**  0.13+0.00b**  48.64+0.46a**  3.22+0.08a**  0.74+0.00ab** 3.12+0.08a*
L1-L2-L3 2.05+0.06 ab* 27.78+2.34abc**  0.48+0.18 ab**  0.12+0.00b**  49.21+0.01a**  3.14+0.08a** 0.80+0.06a** 2.96+0.02bc*

** Muameleler arasindaki fark %1 diizeyinde onemlidir, * muameleler arasindaki fark %35 diizeyinde onemlidir, ayni siitundaki farklh harfler istatistiksel olarak farkliliklart

gostermektedir.
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ile Ozay ve Borcakli (1996) nin belirttikleri degerler arsinda olmasina ragmen, Garrido
Fernandez ve ark. (1997) ile Piga ve ark. (2001)’na gore yiiksek bulunmustur.

Olgunlagmis tirtinlerin kiil miktarlarinin 3.06+0.03 g/100 g ile 3.34+0.31 g/100 g
arasinda degistigi saptanmustir (Cizelge 4.13). Degisik kiiltiirlerin  kullaniminin
tirtinlerin kiil igerigine etkisinin % 1 ve % 5 diizeyinde dnemsiz oldugu belirlenmistir.
Tiim 6rneklerin kiil igerikleri dnceki yil % 7 tuzlu salamurada olgunlastirilan 6rneklere
gore daha yiiksek bulunmustur. Ozay ve Borcakli (1996), salamura zeytinde kiil
miktarin1 2.41 g/100 g-4.70 g/100 g olarak vermislerdir. Deneme Orneklerin kiil
icerikleri bu sinirlar i¢inde kalmasina ragmen, Garrido Fernandez ve ark. (1997)
verdikleri degerin (%6.88) altinda kalmistir.

Uriinlerin toplam asit degerleri 0.37+0.00 g/100 g ile 0.80+0.06 g/100 g arasinda
degismistir(Cizelge 4.13). Yapilan varyans analizi sonucunda farkli asilama kiiltiirii
kullaniminin 6rneklerin asit miktari iizerine etkisinin % 1 diizeyinde 6nemli oldugu
goriilmiistir. En yiiksek deger L1-L2-L3 asilamali denemede, en diisiik deger ise
kontrol grubunda saptanmustir. Piga ve ark. (2001), drneklerinin toplam asit seviyelerini
0.091-0.101 g/100g olarak bildirmislerdir. Arastirma zeytinlerinin tiimiiniin asit diizeyi
arastiricilarin belirttigi degerlerin {lizerinde bulunmustur. L1, L3, L1-L2, L1-L3 ve L2-
L3 agsilamalar1 arasinda istatistiksel anlamda fark bulunmamistir.Fermentasyon
iriinlerinin tuz igerikleri 2.45+0.06-3.14+0.02 g/100 g arasinda degismistir. Varyans
analizi sonucunda kiiltiir kullaniminin 6rneklerin tuz igerigi lizerine % 5 diizeyinde

etkili oldugu saptanmistir (Cizelge 4.13).

4.4.2004-2005 donemi sonuglari (3. y1l)

4.4.1. Hammaddeye ait fiziksel ve kimyasal analiz sonuclari

2004-2005 sezonunda temin edilen ve denemelerde kullanilan hammaddeye ait
fiziksel ve kimyasal analiz sonuglar1 Cizelge 4.14’de verilmistir.

2004-2005 yilina ait hammaddenin meyve boyutlar1 15.5-21.0 mm, c¢ekirdek
boyutlar ise 8.3-14.9 mm’dir (Cizelge 4.14). Arastirmanin ilk yilinda meyve boyutlari
14.4-20.4 mm, ikinci yilinda ise 15.1-19.3 mm olarak belirlenmistir. Buna gore her ii¢
yilda kullanilan hammaddenin boyutlar1 birbirlerine ve Sahin ve ark.(2000)’nin Gemlik

zeytini i¢in verdikleri degerlere yakinlik gdstermistir.
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Cizelge 4.14. 2004-2005 sezonunda kullanilan Gemlik ¢esidi

hammaddenin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Meyve boyu (mm) 21.00
Meyve capt (mm) 15.50
Cekirdek boyu (mm) 14.90
Cekirdek ¢ap1 (mm) 8.30
Kg’da dane sayisi 286
Et/cekirdek orani 4.50
Indirgen seker (%, g/100g) 1.70
Yag oran1 (kurumaddede, %, g/100g) 31.50
Protein (Nx6.25) igerigi (%, g/100g) 2.25
Kurumadde (%, g/100g) 54.91
Kiil (%, g/100g) 1.72
Oleuropein (4bsorbans) 0.57

Hammaddenin kilogramda meyve sayis1 286 adet olarak belirlenmistir (Cizelge
4.14). Bu deger, 6nceki deneme yilinin yaninda, Ozay ve Borcakli (1996) ile Sahin ve
ark.(2000) nin denemelerinde kullaniklari zeytinlere gore oldukga diistiktiir.

Taze zeytinin et/¢ekirdek orani 4.5 olarak belirlenmistir(Cizelge 4.14). Bu deger
ikinci deneme yili degerlerinden yiiksek fakat, ilk deneme yili degerleri ile Sahin ve
ark.(2000) nin degerlerinden diisiiktiir.

Indirgen seker icerigi 1.70 g/100 g olarak saptanmustir (Cizelge 4.14). Bu deger
Sahin ve ark.(2000)’nin Gemlik zeytini i¢in verdigi degerlere yakin olmasina ragmen,
ilk iki deneme y1l1 verileri ile Ozay ve Borcakli (1996)’nin belirttigi degerlerden diisiik
bulunmustur.

Materyalin yag igerigi kurumaddede % 31.5 olarak saptanmistir (Cizelge 4.14).
Ozay ve Borcakli (1996) Gemlik zeytini igin yag oranmni kurumaddede % 42.63, Sahin
ve ark.(2000) ise % 51.09 olarak vermislerdir. Bu deneme yilinda kullanilan
hammaddenin yag icerigi, hem diger arastiricilarin belittigi degerlere hem de onceki
sezonlarda kullanilan hammaddelere gore diisiik bulunmustur.

Ozay ve Borcakli (1996) nem ve kiil degerlerini sirasiyla % 35.58 ve % 1.6,
Sahin ve ark.(2000) ise % 31.3 ve % 1.87 olarak saptamislardir. Denemede kullanilan
hammaddenin nem ve kiil igerigi ise yine sirasiyla % 45.09 ve % 1.72 bulunmustur
(Cizelge 4.14). Taze zeytinin nem degeri bu arastiricilara ve dnceki yillarin 6rneklerine

gore yiiksek degerler gdstermistir. Kiil igerigi ise Ozay ve Borcakli (1996)’nin belittigi
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degerlerden yiiksek, Sahin ve ark.(2000)’nin verileri ile ilk iki y1l 6rneklerinden diistik
bulunmustur.

Hammaddenin oleuropein degeri 0. 572 olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.14).
Onceki iki y1l dlgiimlerine gére yiiksek olan bu deger, Sahin ve ark.(2000)’nin belirttigi
(1.1) degerden oldukca diisiiktiir.

4.4.2.As1lama Kkiiltiirlerinin fermentasyon sonuglari, bulgular: ve tartismasi

Denemede kullanilan kiiltlirlerin asilama anindaki populasyonlar1 Cizelge
4.15’de verilmistir. Yapilan literatiir c¢alismasi sonucunda benzer c¢alismalarda
cogunlukla tercih edilen Lactobacillus plantarum 12-1 (WISBY Starter Cultures and
Media, Niebiill) kiiltiirli, zeytinlerden izole edilip kullanilan kiiltiirlerle karsilastirmak
amaciyla bu yilki deneme kapsamimna alinmistir. Asilamada tasiyict olarak MRS
kullanilmus, kiiltiirlere santrifiijleme islemi uygulanmamistir. Uygulanan deneme deseni
ve asillama oranlart Cizelge 3.5°de verilmistir. Fermentasyon siliresince ortam

sicakliginda meydana gelen degismeler ise Cizelge 4.16°da verilmistir.

Cizelge 4.15. Bakteri kiiltiirlerine ait agilama populasyonlari

Kiiltiir kodu Kiiltiir adv Astlama populasyonu
(kob/ml)

L1 Lactobacillus brevis 6.8 x 10°

L2 Leuconostoc cremoris 6.7 x 10°

L3 Leuconostoc paramesenteroides 1.04x 10°

LP Lactobacillus plantarum 1.6 x 10°

Cizelge 4.16. Fermentasyon doneminde sicaklik degisimi (ortalama)

Fermentasyon Donemi (Giin) Sicaklik (°C)
0-120 En diisiik: 10 °C, En yiiksek: 12 °C
120-180 En diisiik: 12 °C

Fermentasyon sirasinda ortam sicakligi oldukea stabil seyretmis ve ilk 120 giin
boyunca siirekli olarak en diisiik:10 °C, en yiiksek: 12 °C olarak 6l¢iilmiistiir. 120.
giinden sonra havalarin 1sinmasi ile birlikte ortam sicakligl da yiikselmeye baslamis, en

diistik sicaklik bir siire daha sabit seyretmesine ragmen en yliksek sicaklik degerleri
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artis gostermeye baslamistir. Fermentasyon sirasinda o6rneklerde gézlenen pH, toplam

asit ve tuz degisimleri Sekil 4.5-4.7’de verilmistir.

7.8
73 —o—K —&—L1
6.8 | —&—L1-L2 —>—L1-L2-L3
X L1-L3 ——12
6,3
—+—1L2-L3 = = |3

GUN

Sekil 4.5. Fermentasyon sirasinda salamuralarda pH degisimi.

1,2
—e—K —— L1
L —A—L1-12 —%—L1-L2-13
X L1-L3 —e—12
081 —+—12-13 — 3
0 | LP

% Toplam asit
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0,2 1

0 14 28 60 90 180
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Sekil 4.6. Fermentasyon sirasinda salamuralarda toplam asit degisimi.
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Sekil 4.7. Fermentasyon sirasinda salamuralarda tuz degisimi.

Fermentasyon sonunda ulasilan pH diizeyleri Duncan testi ile % 1 diizeyinde

gruplandirilmis, elde edilen sonuglar Cizelge 4.17°da verilmistir.

Cizelge 4.17. pH diizeylerinin Duncan testi ile % 1 diizeyinde gruplandirilmasi

Muameleler
(Laktik Asit Bakterileri) pH
L1 4.88+0.08 a
LP 4.86+0.10 ab
L1-L2 4.78+0.07 abc
KONTROL 4.784+0.03 abc
L3 4.70+£0.01 abc
L1-L3 4.33+0.20 bed
L2-L3 4.22+0.14 cd
L1-L2-L3 4.11+0.24d

L2 3.94+0.08 d
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Kullanilan kiiltiirlerin, denemelerde pH degisimi {izerine etkisinin énemli oldugu
goriilmiistir (p<0.01). En diisik pH degeri (3.94+0.08) L2 kiiltiiri ile asilanmis
denemede saptanmis, onu L1-L2-L3 (4.11+£0.24) karisik kiiltiirii ile asilanan deneme
izlemistir (Cizelge 4.17). Fermentasyonun ilk giinlerinde LP, L1 ve L3 kiiltiiri ile
asilanan denemeler harig, tim uygulamalarda pH disiisii gozlenmis, 6zellikle kontrol
grubunda diisiisiin olduk¢a keskin oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5). Kontrol grubunda pH
7.28’den 5.18’e, L2 denemesinde, 5.40°dan 4.89’a, L1-L2-L3 denemesinde ise 5.26’dan
4.42’ye diismiigtiir. pH degerleri devam eden siirecte de az da olsa diismeye devam
etmis, fermentasyonun 45. giinlinden itibaren ise ayni seviyede kalmistir. Bu sonuglar
Tassou ve ark. (2002)’nin bulgular ile paralellik gostermistir. LP, L1 ve L3 kiiltiirleri
ile asilanan denemelerde ise pH ylikselisi 14. giinde durmus, sonrasinda stabil bir seyir
izlemistir.

Fermentasyon sirasinda olusan toplam asit miktarlari Duncan testi ile % 1

diizeyinde gruplandirilmis elde edilen sonuclar Cizelge 4.18’de verilmistir.

Cizelge 4.18. Fermentasyon sirasinda olusan toplam asit degerlerinin Duncan testi ile
%1 diizeyinde gruplandirilmasi

Muameleler Toplam asit ortalamalari (%)
(Laktik Asit Bakterileri)

L1-L2-L3 0.98+0.08 a
L2 0.97+£0.08 a
L2-L3 0.86+0.10 a
L1-L3 0.78+0.07 a
L1 0.56+£0.08 b

LP 0.53+£0.10 b

L3 0.53+0.08 b
L1-L2 0.51+0.08 b
K 0.42+0.08 b

Kullanilan kiiltiirlerin, denemelerde laktik asit olusumu iizerine etkisinin onemli
oldugu goriilmiis (p<0.01), L1-L2-L3, L2, L2-L3 ve L1-L3 asilamalar1 arasindaki farkin
ise onemli olmadig1r bulunmustur (Cizelge 4.18). Fermentasyonun 120. giinii sonunda
ulagilan en yiiksek asit degerine (0,98+0.08 log kob/ml) ti¢ kiiltliriin karisik olarak
kullan1ldig1 uygulamada ulasilmistir. Bu sonug¢ 6nceki 2 yil denemelerinin sonuglari ile
uyumlu bulunmustur. Her nekadar L1, LP, L3, L1-L2 ve K denemeleri ayn1 grupta yer
alsalar da en diisiik asit diizeyinin (0,42+0.08 log kob/ml) kontrol grubunda meydana
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geldigi goriilmiistiir. Bu bulgular daha 6nce elde edilen deneme sonuglar1 ve yapilan
diger arastirmalar ile benzerlik gostermistir (De Castro ve ark., 2002, Vega Leal-
Sanchez ve ark., 2003).

Fermentasyon sonunda salamuralarda ulasilan tuz diizeyleri Duncan testi ile % 1
ve % 5 diizeyinde test edilmis (Cizelge 4.19), denenen kiiltiirlerin, salamuranin tuz
seviyesindeki degisim lizerinde etkisi olmadig1 goriilmiistiir (p>0.05). Salamuralarda tuz

diizeyleri tiim uygulamalarda fermentasyon siiresince diislis gostermistir (Sekil 4.7).

Cizelge 4.19. Salamuralarda tuz degisimine ait % 1 ve % 5 diizeyinde
Duncan testi sonuclari

Muameleler % Tuz
(Laktik Asit Bakterileri)

L3 5.88+0.1 a
L1-L3 5.83+0.1 a
L2-L3 5.83+0.2 a
L1-L2 5.78+0.1 a

L1 5.68+0.0 a

L2 5.68+0.0 a

KONTROL 5.68+0.0 a
L1-L2-L3 5.68+0.0 a
LP 5.68+0.0 a

4.4.3. Fermentasyon sonunda elde edilen iiriinlerin kimyasal analiz

sonuclari

Fermentasyon sonunda elde edilen iiriinlere ait analiz sonuglar1 Cizelge 4.20’de
verilmistir.

Cizelge 4.20’den de goriilecegi gibi Orneklerin protein miktarlar1 1.92+0.07
g/100 g ile 2.23+0.002 g/100 g arasinda degismis; en diisiik deger L1-L2-L3, en yiiksek
deger ise kontrol ve L1 uygulamalarinda saptanmistir. Degisik kiiltiirlerin kullaniminin
orneklerin protein igerigi iizerine etkisinin % 5 diizeyinde 6nemli oldugu saptanmigtir
(Cizelge 4.20). L1-L2-L3 uygulamasinin diisiik protein iceriginin, en fazla laktik asit
bakterisi faaliyetinin gozlendigi muamele olmasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Kilig ve Cakir (1989) salamura zeytinlerde protein miktarlarint 1.13 g/100 g ile 1.43
g/100 g arasinda, Ozay ve Borcakl1 (1996), 1.76 g/100 g ile 1.95 g/100 g arasinda, Piga
ve ark.(2001) ise 0.92 g/100 g ile 1.44 g/100 g arasinda saptamislardir. Deneme
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orneklerinin protein igeriklerinin arastiricilarin belirttigi degerlerin iizerinde fakat,
gecmis iki yil dirlinlerinin seviyesinde oldugu goriilmiistiir.

Orneklerin yag igerikleri 22.69+1.59 g/100 g ile 30.18+1.59 g/100 g arasinda
degisiklik gostermistir (Cizelge 4.20). En diisiik deger L1 denemesinde, en yiiksek
deger ise L3 denemesinde saptanmustir. Uriinlerin yag igerigi arasindaki farkin % 1
diizeyinde onemli oldugu bulunmustur. L1 ve L1-L2 ile K ve L1-L3 denemeleri
arasinda istatistiksel anlamda farklilik goriilmemistir. Kili¢ ve Cakir (1989), kuru agirlik
lizerinden zeytinin yag icerigini 44.73 g/100 g ile 67.08 g/100 g arasinda vermislerdir.
Garrido Fernandez ve ark. (1997) ise salamurali fermentasyon yontemi ile islenmis
zeytinlerin olgunlastiktan sonraki yag icerigini kuru agirlik tizerinden % 38.82 olarak
bildirmislerdir. Denemede elde edilen sonuglar, arastiricilarin belirttigi degerlerden
diisiik, ilk iki y1l denemelerinde elde edilen sonuglara ise yakin bulunmustur.

Orneklerin indirgen seker icerigi incelendiginde en diisiik deger L1-L2-L3
denemesinde (0,13+0.00 g/100 g), en yiiksek deger ise kontrol grubunda (0.78+0.00
g/100 g) saptanmustir (Cizelge 4.20). Farkl kiiltiirlerle agilamanin {iriiniin indirgen seker
icerigi iizerine etkisi %1 diizeyinde dnemli bulunmussa da L1, L2 ve L1-L2; L3, L2-L3
ve LP ile L1-L3 ve L1-L2-L3 asilamalar1 arasinda farkilik goriilmemistir. Korukluoglu
(1992) indirgen seker igerigini 2.80-3.02 g/100 g arasinda belirtmistir. Tiim 6rneklerin
indirgen seker icerigi bu degerlerden diisiik bulunmustur. Elde edilen bulgular 2003-
2004 deneme donemi bulgularina yakinlik gdstermekle birlikte, 2002-2003 doénemi
sonuglarina gore diisiik oldugu gozlenmistir.

Orneklerin oleuropein igerikleri 0.06+0.01 ile 0.16+0.001 arasinda degismis, en
diisiik deger L3, en yiiksek deger ise L1denemesinde saptanmistir (Cizelge 4.20). Farkli
kiiltiir uygulamasinin drneklerin oleuropein igerigi iizerine etkisi % 1 diizeyinde 6nemli
bulunmustur. Kontrol, L1-L.3 ve L1-L2-L3 ile L1-L2 ve kontrol grubu ile L3, L.2-L.3 ve
LP asilamalar1 arasinda istatistiksel anlamda fark gortilmemistir. Tim O&rneklerin
oleuropein igerikleri Korukluoglu (1992)’na goére (0.134-0.254) diisiik bulunmustur.
Donem bulgular1 6nceki yillar bulgulart ile benzerlik gostermistir.

Deneme oOrneklerinin kurumadde igerigi 47.08+0.29 g/100g ile 49.68+1.09
g/100g arasinda degismistir (Cizelge 4.20). Farkl kiiltiirlerle asilamanin 6rneklerin kuru
madde icerigini etkilemedigi goriilmiistiir (p>0.01). Kili¢ ve Cakir (1989), kurumadde



Cizelge 4.20. Fermentasyon sonunda iirlinlere ait kimyasal analiz sonuglari

Muamele Protein Yag Indirgen seker Oleuropein Kurumadde Kiil Toplam asitlik Tuz
kodu (g/100g) (K.m.’de, g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g) (g/100g)
Kontrol 2.23+0.13 a*  26.81x1.59abcd**  0.78+0.00 a**  0.12+0.004 c**  47.99+0.84 a** 2.85+£0.08 a*  0.07+0.01d** 2.48+0.05a*
L1 2.21£0.002 a* 22.69£1.59d** 0.54+0.00 b**  0.16+0.001 a**  48.97+0.29 a** 2.49+0.11 b*  0.46+0.00c**  2.34+ 0.01b*
L2 2.17+0.10 ab*  28.26+1.59abc**  0.54+0.07 b**  0.15+0.001 ab** 47.08+0.29 a** 2.77+0.06 a*  0.92+0.00a**  2.35+ 0.01b*
L3 2.00+0.06 ab* 30.18+1.59a** 0.33+0.00 c**  0.06+£0.001 d**  47.85£2.08 a** 2.91+0.03 a*  0.46+0.01c**  2.32+(0.04b*
L1-L2 1.98+0.03 ab*  28.78+1.59abc**  0.49+0.02 b**  0.14+0.00 b**  49.254+0.25 a** 2.89+0.06 a*  0.57+0.07bc**  2.36+ 0.02b*
L1-L3 2.16+0.12 ab*  25.65+1.59abcd**  0.19+£0.00 d**  0.07+0.001 c**  47.82+1.48 a** 2.83+0.05 a*  0.714+0.14ab**  2.34+ 0.03b*
L2-L3 1.97+0.14 ab*  25.30£1.59bed**  0.36+0.02 c**  0.12+0.009 d**  49.68+0.22 a** 2.94+0.18 a* 0.69+0.13abc**  2.38+ 0.01b*
L1-L2-L3  1.92+0.07 b* 29.70£1.59ab**  0.13+£0.00 d**  0.07+0.002 c**  48.83+0.94 a** 2.95+0.07 a*  0.91+0.00a**  2.34+ 0.01b*
LP 2.03+0.02 ab*  24.05+1.96cd** 0.36+£0.02 c**  0.06+£0.001 d**  46.99+0.88 a** 2.86+0.07 a*  0.71£0.13ab**  2.34+ 0.01b*

Ayn siitundaki farkl harfler istatistiki olarak farklilig1 gostermektedir. *, Farkhiliklar Duncan testine gore %5 diizeyinde onemlidir; **,Farkliliklar Duncan testine gore %1 diizeyinde

onemlidir.
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icerigini 46.1-52.50 g/100 g, Ozay ve Borcakli (1996) 49.2-50.42 g/100 g, Garrido
Fernandez ve ark. (1997) 39.66 g/100 g, Piga ve ark. (2001) ise 42.65-46.93 g/100 g
olarak vermislerdir. Deneme 6rneklerinin kurumadde igerikleri Kili¢ ve Cakir (1989) ile
Ozay ve Borcakli (1996)’nin belittigi araliklar i¢inde olmasina ragmen, Garrido
Fernandez ve ark. (1997) ile Piga ve ark. (2001)’na gore yiiksek bulunmustur. Bu
sonuglar ¢esit itibariyla normal karsilanmalidir. Dénem sonuglari, 6nceki donemlere ait
bulgularla yaknlik gostermistir.

Olgunlasmis tirlinlerin kiil igeriklerinin 2.49+0.11g/100 g ile 2.95+0.07 g/100 g
arasinda degistigi gorilmiistiir (Cizelge 4.20). En diisiik kil igerigi L1 denemesinde en
yuksek kiil icerigi ise LI1-L2-L3 denemesinde saptanmistir. Degisik kiiltiirlerin
kullantminin  {irtinlerin - kiil icerigine etkisinin % 5 diizeyinde Onemli oldugu
belirlenmistir, L1 denemesi disindaki uygulamalar arasindaki farkin 6nemli olmadigi
saptanmistir. Tiim Orneklerin kiil igerikleri 2002-2003 yilinin % 7 tuzlu salamurada
olgunlastirilan {riinlerine yakin fakat 2003-2004 yili Orneklerine gore yiiksek
bulunmustur.

Orneklerin toplam asit seviyeleri 0.07+0.01g/100 g ile 0.92+0.00 g/100 g
arasinda degismistir (Cizelge 4.20). Yapilan varyans analizi sonucunda farkli asilama
kiiltiiri  kullaniminin  6rneklerin asit diizeyi tlizerine %1 diizeyinde etkili oldugu
gorlilmiistiir. En yiiksek deger L2 ve L1-L2-L3 asilamalilarda, en diisiik deger ise
kontrol grubunda saptanmistir. Piga ve ark. (2001), salamura zeytinde toplam asit
seviyelerini  0.091-0.101 g/100 g olarak bildirmislerdir. Kontrol grubu harig
muamelelerin  tiimiiniin asit diizeyl arastiricilarin  belirttigi  degerlerin  iizerinde
bulunmustur. L2 ve L1-L2-L3 muamelelerinin asitlik diizeyi, dnceki y1l ayni kiiltiirler
ile yapilan muamelelerin fermentasyon sonunda saptanan asit diizeyleri ile ayn1 diizeyde
saptanmistir. Bu durum farkli agilama metodu ve ortami kullanilmasina ragmen ayni
degere ulasilmasi acisindan dikkat ¢ekicidir.

Fermentasyon {irlinlerinin tuz igerikleri 2.32+0.04-2.48+0.05 g/100 g arasinda
degismistir (Cizelge 4.20). Varyans analizi sonucunda kiiltiir kullaniminin 6rneklerin
tuz igerigi iizerine % 5 diizeyinde etkili oldugu goriilmiis, kontrol grubu disindaki tim
muameleler arasinda ise fark olmadig1 saptanmistir. Denemelerin tuz igerikleri dnceki

yilin %7 tuzlu salamurali 6rneklerinin tuz igerikleri ile ayni bulunmustur. Kili¢ ve Cakir
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(1989) tuz iceriginin 3.31-4.36 g/100 g arasinda oldugunu belirtmislerdir. Deneme

orneklerinin tamaminin tuz igerigi bu araligin alt sinirinin da altinda kalmistir.

4.4.4. Mikrobiyolojik analiz sonuclari

Fermentasyon siiresince oOrneklerde gelisen mikrobiyel faaliyetler, toplam
mezofil aerob bakteri, laktik asit bakterisi, maya-kiif, Enterobakteri ve Pseudomonas
sayimlart ile izlenmistir. Fermentasyon siiresince yapilan mikrobiyolojik analizlerin
sonunda hicbir 6rnekte Enterobakteri ve Pseudomonas tiirlerine rastlanmamigtir. Tiim
orneklere ait laktik asit bakterisi sayim sonuglarina varyans analizi ve Duncan testi
uygulanmasi ile; muameleler arasinda fermentasyon siiresi sonunda ulasilan laktik asit
bakterisi sayist agisindan farkliligin 6nemli oldugu saptanmistir (p<0.05). Tim
orneklere ait laktik asit bakterisi sayim sonuglart Sekil 4.8’de verilmistir. Tim
muamelelerde fermentasyon siiresi sonunda ulagilan laktik asit bakterisi sayisinin
Duncan testi ile % 5 diizeyinde gruplandirilmasi ile elde edilen sonuglar Cizelge.

4.21°de gosterilmistir.
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Sekil 4.8. Tiim 6rneklere ait laktik asit bakterisi sayim sonuglari
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Cizelge 4.21. Tiim muamelelerde fermentasyon siiresi sonunda ulasilan laktik

asit bakterisi sayisinin Duncan testi ile % 5 diizeyinde

gruplandirilmast
Muameleler Laktik asit bakterisi say1s1
(Laktik Asit Bakterileri) (Log kob/ml)
L1-L3 6.78+0.17 a
L1-L2-L3 6.71£0.22 a
L1-L2 6.71£0.22 a
LP 6.71£0.22 a
L2 6.57£0.33 a
L2-L3 6.56+0.28 ab
K 6.51+£0.31 ab
L3 6.27+0.06 ab
L1 5.75+0.38 b

Fermentasyon sonunda en yiiksek laktik asit bakterisi sayisina L1-L3
denemesinde, en diisiik laktik asit bakterisi sayisina ise L1 denemesinde ulagilmistir
(Cizelge 4.21). Duncan testi sonucunda L1-L3, L1-L2-L3, L1-L2, LP ve L2 asilamali
deneyler arasinda farkliligin 6nemli olmadig1 goriilmiistiir (p<0.05). Erisilen en yliksek
laktik asit bakterisi sayis1 6.78+0.17 log kob/ml olarak belirlenmistir. Bu deger
fermentasyon sonunda De Castro ve ark. (2002), Tassou ve ark. (2002) ile Panagou ve
ark. (2003)’nin ulastig1 degerlerden diisiik kalmistir. Bu durumun diger ¢alismalarda
salamuraya glikoz vb. fermentasyonu kolaylastiracak maddelerin ilavesi ve daha yliksek
sicaklik uygulanmasindan kaynaklandigr soylenebilir. Bunun yaninda L2-L3
denemesinde 6.56+0.28 log kob/ml, L3 denemesinde 6.27+0.06 log kob/ml, L1
denemesinde ise 5.75+0.38 log kob/ml seviyelerine erisilmsitir. Kontrol grubunda ise
laktik asit bakterisi sayist 6.51+0.31 log kob/ml olarak saptanmistir. L1 ve L3
denemelerinin laktik asit bakterisi seviyesi kontrol grubuna gore daha diisiik kalmistir.
Bu durumun ise asilanan kiiltiirlerin salamura ortami ve diislik sicaklik derecelerine
uyum saglayamamalari, kontrol grubu florasinda dogal olarak bulunan laktik asit
bakterilerinin ise daha kolay uyum gostermelerinden kaynaklanmis olabilecegi
distiniilmektedir.

Kontrol grubu hari¢, muamelelerin tiimiinde laktik asit bakterisi sayisi agilamay1
takiben degisen oranlarda diislis goOstermis fakat sonrasinda tekrar ylikselmeye

baslamistir (Sekil 4.8). Bu disiisiin kiiltlirlerin ortama uyum siireci sirasinda
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gerceklestigi tahmin edilmektedir. Kontrol grubunda ise laktik asit bakterisi sayisi
fermentasyonun 45. giliniine kadar hizli bir yiikselme gostermis, fakat takip eden
donemde inisli ¢ikish bir siire¢ sonunda 6.51+0.31 log kob/ml seviyesinde kalmistir
(Sekil 4.8).

Fermentasyon sliresince tiim muamelelerde goriilen toplam mezofil aerob
bakteri sayis1 degisimi Sekil 4.9°da goriilmektedir. Tiim Orneklere ait toplam mezofil
aerob bakteri (TMAB) sayimi sonuglarina varyans analizi ve Duncan testi uygulanmasi
ile; muameleler arasinda fermentasyon siiresi sonunda ulasilan toplam mezofil aerob
bakteri sayist acisindan farkliligin 6nemli oldugu saptanmistir (p<0.05). Tim
muamelelerde fermentasyon siiresi sonunda ulasilan toplam mezofil aerob bakteri

sayisinin Duncan testi ile %5 diizeyinde gruplandirilmasi Cizelge 4.22°de verilmistir.
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Sekil 4.9. Tiim 6rneklere ait toplam mezofil aerob bakteri sayim sonuglari.
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Cizelge 4.22. Tim muamelelerde fermentasyon siiresi sonunda ulasilan toplam mezofil

aerob bakteri sayisinin Duncan testi ile % 5 diizeyinde gruplandirilmasi

Muameleler Toplam mezofil aerob bakteri sayisi
(Laktik Asit Bakterileri) (Log kob/ml)
LP 6.71 £0.38 a
L1-L2 6.64 £0.41 ab
K 6.63 +0.32 ab
L1-L2-L3 6.59 £0.18 ab
L2 6.57 £0.33 ab
L2-L3 6.46 £0.29 ab
L3 5.94 +0.27 ab
L1-L3 5.87 +£0.25 ab
L1 5.75+0.38 b

Fermentasyon sonunda en yiksesk TMAB sayisina LP uygulamasinda
(6.71+0.38 log kob/ml), en diisiik degere ise L1 uygulamasinda (5.75+0.38 log kob/ml)
rastlanmigtir. LP uygulumasmmi L1-L2, K, L1-L2-L3, L2, L2-L3, L3 ve LI1-L3
uygulamalar takip etmistir. Bu denemelerin arasinda TMAB sayis1 agisindan farkin
onemsiz oldugu goriilmiistiir(p>0.05). En disiik TMAB sayisinin saptandigi L1
denemesi bu agidan kontrol grubunun dahi gerisinde kalmustir.

Kontrol grubu hari¢, muamelelerin tiimiinde TMAB sayis1 asilamay1 takiben
degisen oranlarda diisiis gOstermis fakat sonrasinda tekrar yiikselmeye baslamistir.
Kontrol grubunda ise TMAB sayis1 fermentasyonun 21. giinline kadar hizli bir
yiikselme gostermis, takip eden donemde ise daha yavas sekilde yilikselmeye devam
etmis ve 6.63 £0.32 log kob/ml seviyesine ulagmustir.

Tiim 6rneklerde goriilen maya-kiif sayis1 degisimi Sekil 4.10°da verilmistir. Bu
orneklere ait maya sayimi sonuglarina varyans analizi ve Duncan testi uygulanmis;
muameleler arasinda fermentasyon siiresi sonunda ulagilan maya sayilarinda saptanan
farkliligin 6nemli oldugu saptanmistir (p<0.01). Tiim muamelelerde fermentasyon
stiresi sonunda ulagilan maya sayisinin Duncan testi ile %1 diizeyinde gruplandirilmasi

Cizelge 4.23°de gosterilmistir.
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Sekil 4.10. Tiim 6rneklere ait maya-kiif sayim sonuglari.

Cizelge 4.23. Tiim muamelelerde fermentasyon siiresi sonunda ulasilan maya

sayisinin Duncan testi ile % 1 diizeyinde gruplandirilmasi

Muameleler Maya sayis1 (Log kob/ml)
(Laktik Asit Bakterileri)

LP 7.64+0.27 a

L1-L2 6.19+0.27 b

K 6.07+£0.27 b

L2-L3 6.03+£0.33 b

L1 5.87+£0.27 b

L3 5.79+0.27 b
L1-L2-L3 5.76+£0.27 b

L2 5.61+£0.27 b

L1-L3 5.61+£0.24 b

Fermentasyon sonunda en yiiksek maya sayis1 (7.64 log kob/ml) LP kiiltiirii ile
asilanan denemede saptanmistir (Cizelge 4.23). Diger tiim muameleler arasindaki farkin
istatistiksel olarak onemli olmadigi goriilmiistiir (p>0.01). LP kiiltiirii disindaki tiim
kiiltiirlerle asilanan denemelerde maya gelisimi iizerine etkinin ayni olmasi, bu

kiiltiirlerin dogal salamura ortamindan izole edilmeleri, dolayisiyla ayni orijine sahip
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olmayan LP kiiltiiriine gore ortama daha iyi uyum saglayarak maya gelisimini
Onlediklerini diistindiirmektedir.

Fermentasyon baslangicinda tiim 6rneklerde maya sayist diigme gostermis, fakat
izleyen donemde hepsinde artis gézlenmistir (Sekil 4.10). Her nekadar LP muamelesi
disindaki tim muameleler arasinda fark goriilmese de en diisiik maya gelisimi L2
(5.61+0.27 log kob/ml) ve L1-L3 (5.61£0.24 log kob/ml) muamelelerinde saptanmustir.
Fermentasyon siiresince yapilan ekimler sonucunda hicbir kiif gelismesi olmamustir.

Sekil 4.11°de fermentasyon sirasinda kontrol grubunda saptanan mikrobiyel
degisiklikler gosterilmistir. Fermentasyon siiresince yapilan ekimlerde Pseudomonas ve
Enterobakteri tiirlerine rastlanmamistir. TMAB sayisinda fermentasyonun basinda
diisiis gbzlenmesine ragmen, takip eden siirecte artis gorlilmiistiir. Maya sayisi ise
fermentasyonun basinda sabit kalmasina ragmen ilerleyen siirecte hizli bir artis
gostermistir. Fermentasyon baglangicinda laktik asit bakterisi saptanmamasina ragmen
fermentasyonun devaminda bu grup mikroorganizmalar da hizli bir artig gostermistir.
Fermentayonun 21. giinlinden sonra TMAB, laktik asit bakterisi ve maya gelisimi
birlikte seyretmistir. Fermentasyon sonunda TMAB sayist 6.8 log kob/ml, laktik asit

bakterisi sayis1 6.7 log kob/ml, maya sayist ise 6.6 log kob/ml diizeylerine ulagmustir.
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Sekil 4.11. Kontrol grubunun fermentasyonu sirasinda goriilen mikrobiyel
degisiklikler.
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Fermentasyon sirasinda L1 muamelesinde saptanan mikrobiyel degisiklikler Sekil
4.12°de gosterilmistir. Fermentasyon siiresince yapilan ekimlerde Pseudomonas ve
Enterobakteri tiirlerine rastlanmamistir. TMAB sayisinda basinda diisiis gézlenmesine
ragmen takip eden silirecte artis goriilmiistiir. Maya sayisinda da fermentasyon
baslangicinda bir diislis gozlenmis fakat, sonrasinda hizli bir artig belirlenmistir. Laktik
asit bakterisi sayisinda da 5.2 log kob/ml seviyelerinden diisiis gozlenmis, ardindan
tekrar yiikselisle fermentasyon sonunda 6.4 log kob/ml seviyelerine ulasilmistir.
Fermentasyon sonunda TMAB sayis1 6.03 log kob/ml, maya sayis1 ise 5.9 log kob/ml
diizeylerine ulagmustir.

Fermentasyon donemi boyunca L2 kiltirii kullanilarak yapilan denemede
meydana gelen mikrobiyolojik degisimler Sekil 4.13’de belirtilmistir. Fermentasyon
stiresince yapilan ekimlerde Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamustir.
TMAB ve laktik asit bakterisi gelisimi fermentasyonun basindan itibaren paralel

seyretmis, baslangigta gozlenen diisiislin ardindan yiikselis saptanmis 45. giinden
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Sekil 4.12. L1 muamelesinin fermentasyonu sirasinda goriilen mikrobiyel

degisiklikler.
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Sekil 4.13. L2 muamelesinin fermentasyonu sirasinda goriilen mikrobiyel degisiklikler.

itibaren de stabil bir seyir izlemistir. Fermentasyon sonunda laktik asit bakterisi sayisi
ile TMAB sayis1 6.8 log kob/ml olarak saptanmistir. Fermentasyon baslangicinda maya
sayisinda da bir diisiis gozlenmis, fakat sonrasinda hizli bir artig belirlenmistir.
Fermentasyonun 21. giiniinden itibaren ise maya gesilimi hemen hemen duragan bir
seyir izlemis ve 5.69 log kob/ml diizeyine ulagmistir.

Sekil 4.14’de fermentasyon sirasinda L3 kiiltiirii ile asilanan muamelede
saptanan mikrobiyel degisiklikler gosterilmistir. Fermentasyon siiresince yapilan
ekimlerde Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamistir. Fermentasyon
baslangicinda TMAB, laktik asit bakterisi ve maya sayilarinda diisiis gdzlenmis, takip
eden slirecte ise her Ui grubun da  yiikselme egilimine girdigi saptanmistir.
Fermentasyonun 21 ile 45. giinii arasinda ii¢ grubun gelisimi esit diizeyde seyretmis,
sonrasinda laktik asit bakterisi sayis1 diismiis, maya ve TMAB sayis1 artisini
siirdiirmiistiir. Fermentasyon bitiminde her ii¢ grubun sayis1 da yiikselmis, 6 log kob/ml
seviyelerine ulasmistir. Fermentasyonun 120. giiniinden itibaren gozlenen laktik asit
bakterisi ve TMAB sayis1 artig1 ylikselen sicakliga baglanabilir.

Fermentasyon donemi boyunca L1-L2 kiiltiirii kullanilarak yapilan denemede

meydana gelen mikrobiyolojik degisimler Sekil 4.15°de belirtilmistir. Fermentasyon
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Sekil 4.14. L3 muamelesinin fermentasyonu sirasinda goriilen mikrobiyel

gelismeler.
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Sekil 4.15. L1-L2 muamelesinin fermentasyonu sirasinda goriilen

mikrobiyel degisiklikler.
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siiresince yapilan ekimlerde Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamustir.
TMAB ve laktik asit bakterisi gelisimi fermentasyonun ilk haftasindan itibaren paralel
seyretmis, baslangicta diislis gézlenen maya gelisimi de fermentasyonun 14. giiniinden
sonra artmaya baglamistir. Fermentasyon sonunda TMAB sayis1 6.9 log kob/ml, laktik
asit bakterisi sayis1 6.8 log kob/ml ve maya sayis1 6.4 log kob/ml seviyelerine
ulagmustir.

Fermentasyon donemi boyunca L1-L3 kiiltiirii kullanilarak yapilan denemede
meydana gelen mikrobiyolojik degisimler Sekil 4.16’da gosterilmistir. Fermentasyon
stiresince yapilan ekimlerde Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamustir.
TMAB ve laktik asit bakterisi sayis1 fermentasyon basindan itibaren azalmaya baslamais,
fermentasyonun 45. giiniine dek diismeye devam etmistir. Sonrasinda az da olsa
yiikselme gozlenmis, fakat baglangi¢ populasyonlarina ulasilamamistir. Fermentasyon
sonunda TMAB sayis1 5.87 log kob/ml, laktik asit bakterisi sayisi ise 4.75 log kob/ml
olarak saptanmistir. Maya sayis1 fermentasyonun baslangicindan 6. giine kadar azalmas,
takip eden siiregte ise siirekli artis gostermistir. Baslangicta 2.54 log kob/ml olan maya
seviyesi fermentasyon sonunda 5.45 log kob/ml diizeyine ulagmustir.

L2-L3 kdltiiri kullanilarak yapilan denemede meydana gelen mikrobiyolojik
degisimler Sekil 4.17°de gosterilmistir. Fermentasyon siiresince yapilan ekimlerde
Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamis, TMAB, laktik asit bakterisi ve
maya gelisimi L1-L3 denemesine benzer sekilde seyretmistir.

L1-L2-L3 kiiltliri kullanilarak yapilan denemede meydana gelen mikrobiyolojik
degisimler Sekil 4.18.’de gosterilmistir. Fermentasyon siiresince yapilan ekimlerde
Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamis, TMAB, laktik asit bakterisi ve
maya gelisimi L1-L3 ve L2-L3 denemelerine benzer sekilde seyretmistir.

LP kiiltiriiniin kullanildigit muamelenin fermentasyonu sirasinda gozlenen
mikrobiyel degisiklikler Sekil 4.19°da goriilmektedir. Fermentasyon siiresince yapilan
ekimlerde Pseudomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamistir. TMAB ve laktik
asit bakterisi sayis1 fermentasyonun baglangicinda 7.4 log kob/ml iken fermentasyon
siiresince diigiis goOstermis ve fermentasyon sonunda 6.95 log kob/ml degerine
ulagmistir. Maya sayisi fermentasyon basinda 2 log kob/ml diizeyinde iken

fermentasyon siiresince artig gostermis ve 7.64 log kob/ml seviyesine ulasmistir.
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Sekil 4.17. L2-L3 muamelesinin fermentasyonu sirasinda goriilen mikrobiyel

degisiklikler.
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Sekil 4.18. L1-L2-L3 muamelesinin fermentasyonu sirasinda goriilen mikrobiyel

degisiklikler.
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Sekil 4.19. LP muamelesinin fermentasyonu sirasinda goriilen mikrobiyel

degisiklikler.
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5. SONUC

Birbirini izleyen ii¢ yilda arka arkaya yapilan denemeler kapsaminda elde edilen
sonuclar agsagida 6zetlenmistir.
a.  Sogukta fermentasyona birakilan salamura siyah zeytinlerden laktik asit bakterileri
izole edilmis, tan1 islemleri sonucunda bu bakterilerin Lactobacillus brevis,
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc cremoris ve Leuconostoc dextranicum oldugu
saptanmigtir.
b.  BuKkiiltiirlerden Leuconostoc dextranicum dekstran olusturma yeteneginden dolay1
deneme kapsami diginda birakilmis, diger kiiltiirler ile ticari bir Lactobacillus plantarum
kiltiirii tek tek veya karigimlar halinde deneme salamuralarina ilave edilmistir. Bu
sekilde Gemlik yontemi olarak adlandirilan salamurali fermentasyon yontemi ile
geleneksel yontemlerle 9-12 ayda olgunlastirilabilen zeytinlerin daha kisa siirede
tiiketilebilir hale getirilebilecegi belirlenmistir.
c.  En kisa olgunlasma siiresi agilama ortami olarak MRS s1v1 besiyerinin kullanildigi
ve kiiltiirlerin santrifiijlemeden dogrudan gelistirildikleri ortamla asilanmast durumunda
elde edilmistir. Bu sekilde fermentasyon siiresince 2 kez asilanan ugulamalarda
zeytinlerin 63 gilin gibi kisa bir siirede acilik tamamen giderilmis olarak tiiketim
olgunluguna eristikleri saptanmustir.
d. Asilama sirasinda santrifiijleme yapilmadan gelistirildikleri MRS besiyeri ile
astlanan orneklerde, santrijiijleme yapildiktan sonra fizyolojik su ile asilanan 6rneklere
gore daha yiiksek asitlik derecelerine daha kisa siirede ulagilmistir. En yiiksek asitlik
derecesi her tiirlii asilama seklinde de ii¢ kiiltiiriin tiir adlar1 karisik olarak kullanildigi
denemelerde ulasilmis, bunu Leuconostoc cremoris kiiltiiriinlin tek basina asilandigi
denemeler izlemistir.
e. Kiiltiirler arasinda en hizli pH disiisii iic kiltiirtin karisik olarak denendigi
muamelede goriilmiis, en diisiik pH dereceleri ise yine Leuconostoc cremoris kiiltiirii ve
ti¢ kiiltiiriin karisik olarak denendigi muamelelerde saptanmustir.
f.  Fermentasyon sirasinda salamuralardaki tuz degisimi acisindan denemeler
arasinda istatistiki olarak fark bulunmamistir (p>0.05).
g. Fermentasyon sonunda oOrneklerin protein igerikleri incelendiginde degisik

kiiltiirlerin kullaniminin 6rneklerin protein igerigi lizerine etkisinin Duncan testine gore
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onemli oldugu saptanmistir (p<0.01 ve p<0.05). Her ii¢gyilda elde edilen iiriinler protein
igerikleri bakimindan birbirine yakin bulunmustur.

h.  Fermentasyon iirlinlerinin yag icerikleri tiim sezonlara ait denemelerde birbirine
yakin sonuglar vermis, farkl kiiltiirlerle agilamanin 6rneklerin yag igerigi lizerine etkisi
istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.01).

1. Fermentasyon sonunda elde edilen orneklerin indirgen seker igerikleri oldukca
farkli degerler gostermistir. Farkli kiiltiirlerle asilamanin o6rneklerin indirgen seker
igerigi lizerine etkisinin Duncan testine gére dnemli oldugu saptanmistir (p<0.01).

j. Fermentasyon sonunda elde edilen 6rneklerin oleuropein igerikleri hammaddelere
gore diisiik oldugu goriilmiis, farkh kiiltiirlerle asilanan 6rneklerin oleuropein diizeyleri
arasindaki fark ise Duncan testine gore 6énemli bulunmustur (p<0.01). Her {i¢ {iriin y1ili
sonunda elde edilen bulgular birbiri ile benzerlik gostermistir.

k.  Deneme orneklerinin kurumadde igerigi ile ilgili bulgular yillar arasinda farklilik
gostermemis, farkl kiiltiirlerle asilamanin iirtinlerin kurumadde igerigini etkilemedigi
istatistiksel olarak saptanmustir (p>0.05).

L. Orneklerin kiil igerikleri agisindan yillar arasinda farkliliklar goriilmiis, farkli
kiiltiirlerle agilanmis Orneklerden ikinci yil denemesi sonunda elde edilenler
disindakilerin kiil miktarlar1 arasindaki fark Duncan testine gore onemli bulunmustur
(p<0.01 ve p<0.05).

m. Orneklerin toplam asit seviyelerine bakildiginda en yiiksek degerin {i¢ kiiltiiriin
karisik olarak kullanildigi denemelerde elde edildigi goriilmiis, farkli kiiltiirlerle
asilamanin tirlinlerin toplam asit diizeyine etkisinin Duncan testine gore onemli oldugu
belirlenmistir (p<<0.01).

n.  Fermentasyon iirlinlerinin saglik acisindan oldukga biiyiilk 6neme sahip olan tuz
icerigi incelendiginde, geleneksel yontemlerle iiretilen zeytinlere gore ¢ok diisiik oranda
tuz igerdikleri saptanmustir. Farkl kiiltiirlerle asilanan 6rneklerin tuz igerigi arasindaki
fark ise Duncan testine gore dnemli bulunmustur (p<0.01 ve p<0.05).

o. Fermentasyon siiresince yapilan mikrobiyolojik analizlerin sonunda higbir
muamelede Psedomonas ve Enterobakteri tiirlerine rastlanmamistir. Muameleler
arasinda fermentasyon sonunda ulasilan laktik asit bakterisi sayis1 agisindan goriilen
fark Duncan testine goére onemli bulunmus (p<0.05), iic kiiltiiriin karisik olarak

kullanildig kiiltlir yaninda farkli uygulamalarinda ayni seviyelere ulagtigi goriilmiistiir.
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Tim orneklerde kiiltiirlere maya gelisiminin eslik ettigi saptanmis, ulasilan maya
sevileri arasindaki fark ise Duncan testine gore onemli bulunmustur (p<0.01).
Muameleler arasinda en fazla maya gelisimi gozlenenin ise Lactobacillus plantarum
astlamali deneme oldugu belirlenmistir.

Bu sonuglar 1s1ginda, uygun laktik starter kullanilarak, ortam sicakliginin
oldukca diistik oldugu kis aylarinda geleneksel yontemlere gore daha kisa siirede
giivenli bir fermentasyon gercgeklestirilebilecegi goriilmiistiir. Ancak diger iilkelerde
yapilan ¢aligmalarin ¢ogu alkali uygulanmis yesil ve siyah zeytinler iizerinde
yogunlagmistir. Bu yiizden salamura siyah zeytin islemede kullanilabilecek, bulasma
etkenlerine ve diistik sicaklik derecelerine dayanikli, kisa siirede fermentasyon ortamina
uyum saglayabilen laktik starterlerin gelistirilmesi ve kullanilabilir hale getirilmesi i¢in

caligsmalarin siirdiiriilmesi gerekmektedir.
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