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Bu tezin tasarimi, hazirlanmasi, yiiriitiilmesi, arastirmalarinin yapilmasi ve
bulgularinin analizlerinde bilimsel etige ve akademik kurallara 6zenle riayet
edildigini; bu calisjmanin dogrudan birincil iiriinii olmayan bulgularin,
verilerin ve materyallerin bilimsel etige uygun olarak kaynak gosterildigini
ve alint1 yapilan ¢calismalara atfedildigine beyan ederim.
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Bu caligmada, ham elma suyu orneklerinde pastorizasyon (92 °C, 30
saniye) ve farkli siirelerde (15-90 dakika) ozonlama uygulamalar
gerceklestirilmistir. Bu uygulamalarin  mikroorganizmalar (E. coli, koliform,
toplam aerobik mezofilik bakteri [TAMB] ve maya-kiif) iizerine etkisi
incelenmistir. Elma suyu orneklerinde pastérizasyon ve ozon uygulamalar ile
farkli seviyelerde mikrobiyal inaktivasyon saglanmistir. Koliform grubu
bakterilerin sayilarmin 15 dakika ozon uygulamasi sonunda tespit edilebilir
seviyenin  altina  diistiigi = goriilmiistir. TAMB ve maya-kiif grubu
mikroorganizmalarin koliform grubu mikroorganizmalara gore ozona daha
direngli oldugu ve 90 dakika ozon uygulamasi sonucunda test edilen tiim
mikroorganizma gruplarinin sayilarin tespit edilebilir seviyenin altina diistigi
belirlenmistir. Ozon uygulamasinin elma suyundaki pestisitler (Acetamiprid,
Difenoconazole, Dimethoate, Fluopyram, Imidacloprid, Methoxyfenozide,
Pyrimethanil, Thiachloprid, Trifloxystrobin) iizerine etkisi de incelenmistir.
Ozonlama siiresinin artmasiyla pestisit degradasyonunda genel olarak artislar
gozlenmistir. 90 dakikalik ozon uygulamasi sonunda bazi pestisitlerde sinirli bir
diizeyde degradasyon (%7.1-23.7) gozlenirken bazilarinin degradasyon orani ise
yiiksek seviyelerde (%74.9-100) gerceklesmistir. Elma suyu orneklerindeki
fenolik madde miktarinda pastérizasyon uygulamasi ile %20, 15 dakika ozon
uygulamasi sonucunda %31 ve 90 dakika ozon uygulamasi sonucunda ise %55.4
oranlarinda kayip tespit edilmistir. Elma sularmin antioksidan aktivite degerinin
pastorizasyon uygulamast ile %16 oraninda artt1g1, kisa siireli (15-30 dakika) ozon
uygulamalarinda %31.3-48.7 oraninda ve 90 dakika ozonlama islemi sonucunda
ise %92 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Ozonlama islemi, uzun uygulama
stirelerinin neden oldugu besin degerindeki kayiplar1t Onlemek kosuluyla,
mikroorganizmalarin ve pestisit kalintilarimin meyve suyundan uzaklastirilmasi
icin pastorizasyona alternatif olarak umut vericidir.

ANAHTAR KELIMELER: Ozon, Meyve Suyu, Mikrobiyoloji, Pestisit, Toplam
Fenolik Madde, Antioksidan Aktivite, Renk



ABSTRACT

EFFECTS OF OZONE APPLICATION ON PRODUCT QUALITY OF
APPLE JUICE
MSC THESIS
TUGCE EVKURAN
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

FOOD ENGINEERING
(SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. HAKAN KARACA)

DENIZLi, JANUARY 2023

In this study, raw apple juice samples were pasteurized (92 °C, 30 s) and treated
with ozone for varying times (15-90 min). The effects of these treatments on
microorganisms (E. coli, coliform, total aerobic mesophilic bacteria [TAMB] and
yeast-mold) were investigated. Different levels of microbial inactivation were
achieved by pasteurization and ozone treatments. It was observed that the counts
of coliform bacteria decreased below detectable limit after the ozone treatment for
15 min. It was determined that TAMB and yeast-mold were more resistant to
ozone compared to coliforms and that the counts of all microorganisms tested
decreased below detectable limit after the ozone treatment for 90 min. The effect
of ozone treatment on the pesticides (Acetamiprid, Difenoconazole, Dimethoate,
Fluopyram, Imidacloprid, Methoxyfenozide, Pyrimethanil, Thiachloprid,
Trifloxystrobin) in apple juice was also investigated. It was observed that
degradation of pesticides generally increased by increasing ozone treatment time.
After treating with ozone for 90 min, limited (7.1-23.7%) degradations were
recorded for some pesticides while some others were highly (74.9-100%)
degraded. Pasteurization caused 20% decrease in total phenolic content of apple
juice while decreases of 31 and 55.4% were recorded after ozone treatments for
15 and 90 min, respectively. Antioxidant activity of apple juice increased by 16%
after pasteurization, however decreased by 31.3-48.7% and 92% after short time
(15-30 min) and 90 min ozone treatments, respectively. Ozonation process is a
promising alternative to pasteurization for removing microorganisms and
pesticide residues from fruit juice, in the condition of preventing losses in
nutritional value caused by long treatment.

KEYWORDS: Ozone, Juice, Microbiology, Pesticide, Total Phenolic Content,
Antioxidant Activity, Color
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ONSOZ

Yiiksek lisansa baslamamdan, ¢alisma konusunun belirlenmesi, yiiriitiillmesi ve
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1. GIRIS

Tiirkiye’nin 1liman iklim kusaginda yer almasi ¢ok ¢esitli meyve ve sebzelerin
yetistirilmesine ve ihracatinin yapilmasima olanak saglamaktadir. Ancak, Onemli
ihra¢ iriinlerimizde (meyve suyu, meyve suyu konsantresi, meyve piiresi Vb.)
‘pestisit’ olarak adlandirilan toksik bilesikler nedeniyle zaman zaman toplumumuzda
saglik acisindan kaygilar ve ihracatimizda ciddi ekonomik sikintilar giindeme
gelebilmektedir. Pestisitler, yol agtiklar1 ekonomik kayiplar ve insan sagligi
tizerindeki muhtemel olumsuz etkileri nedeni ile dikkat ¢ekmektedir. Hammaddeyi
cesitli zararhilardan korumak i¢in pestisitler kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin
meyvelere fazlaca uygulanmasi ve/veya pestisit uygulanmis meyvenin gerekenden
once hasat edilmesi, pestisit kalintilarinin zaman zaman sinir degerinin iizerinde
tespit edilmesine neden olmaktadir. Bu kalintilar meyvelerin meyve suyu vb.
iirlinlere islenmesi sirasinda uygulanan tiretim basamaklarinda miktarsal olarak az ya
da ¢ok degisime ugrasa da son iriinde zaman zaman tespit edilebilmektedir. Bu
acidan elma sular1 vb. triinlerin pestisit kalintis1 yoniinden sorunlu iiriinler oldugu
bildirilmistir (Khanali, 2020).

Son yillarda ozon gazi uygulamalari; uygulama sonrasi kalinti birakmamasi,
belli bir yatirim maaliyeti yapildiktan sonra ekonomik olarak nitelendirilebilmesi ve
mikrobiyolojik inaktivasyon agisindan umut verici sonuglar vermesi sebebiyle
yayginlasmistir (Hejri ve ark. 2020). Ozon; bakteri, kiif ve viriisler tizerinde yiiksek
oksitleyici etki gostermesinden dolay1 gida sanayinde farkli uygulamalarla oldukc¢a
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Yidiz ve Yangilar, 2014). Ozon gaz
uygulamasi ile meyve sularindaki pestisit kalintist problemlerinin  Oniine
gecilebilecegi diisiiniilmektedir.

Pestisit probleminin ¢6ziimii amaciyla gerceklestirilen calismalar genellikle
driindeki pestisit miktarin1 diigiirmek veya tamamen yok etmeye yoneliktir. Bu
caligmada pestisit icerdigi bilinen elma suyu oOrneklerinde ozon uygulamasi ile
meyve suyunun pestisit igeriginin disiiriilmesi hedeflenmektedir. Bu calisma
sonucunda saglik acisindan zararli oldugu bilinen ve iilkemiz agisindan biiyiik
sikintilara ve ekonomik kayiplara sebep olan pestisitli elma sularini ekonomiye

kazandirilabilecegi on goriilmektedir. Bununla birlikte ozon, yiiksek oksidasyon
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kapasitesi sebebiyle, meyve sularinin bioaktif bilesenlerinde ve baz1 kalite
parametrelerinde onemli kayiplara neden olabilmektedir. Etkin bir mikyobiyal
inaktivasyon saglanirken, segilecek olan uygun calisma kosullariyla bahsi gecen bu

kalite degerlerinin kaybi1 en aza indirilebilir.

1.1 Tezin Amaci

Meyve sularinin {retiminde hammaddeden ve prosesten gelen bazi
mikroorganizmalar, tirliniin kalitesini ve raf dmriinii etkilemektedir. Ayrica, tarimsal
iretimde siklikla kullanilan zirai ilaglar (pestisitler), meyve lizerinde birikmekte ve

meyveden de meyve suyuna gecebilmektedir.

Gergeklestirilen tez ¢alismasinda materyal olarak, taze haldeki ham elma sular1
kullanilmistir. Mikroorganizmalarla dogal halde kontamine olan elma sulari ve
igerisine pestisit etken maddeleri ilave edilmis elma suyu ornekleri farkl siirelerde
ozon uygulamalarma tabi tutulmustur. Bu uygulamalarla, iirliniin pestisit i¢eriginin
ve mikrobiyolojik-kimyasal kalitesinin ne derece degistigi tarafimizdan
gerceklestirilen analizlerle tespit edilmistir. Gergeklestirilen tez ¢alismasinin amaci,
ozonlama isleminin, insan saglig1 a¢isindan risk igermeyen, kalitesi yliksek elma
sularinin iiretimi i¢in pastorizasyona alternatif bir uygulama olup olamayacaginin

tim boyutlariyla degerlendirilmesidir.

1.2 Literatiir Ozeti

Dogal ve giivenli gidalara tiiketicilerin ilgisi giin gectikce artmaktadir. Bu
nedenle iglenmemis ya da az islem gérmiis, kimyasal koruyucu icermeyen gidalara
olan talep artmaktadir. Bu durum alternatif gida prosesleri bulma arayislarini
hizlandirmaktadir (Savas ve ark. 2014).

Onceden sadece i¢gme sularinin dezenfeksiyonu igin kullanilan ozon 1997
yilinda GRAS (generally recognized as safe, genellikle giivenilir kabul edilen)

listesine alinmistir. Daha sonra, FDA tarafindan 2001 yilinda alinan bir Kkararla



ABD’de gida sanayinde sanitasyon ve dezenfektan ajani olarak kullanilmasina izin

verilmistir (Karaca, 2010; Yildiz ve ark. 2014).

1.2.1 Ozonun Genel Ozellikleri

Ozon gazi karakteristik bir kokuya sahip olup, bu gazin kokusu 0.01-0.05 ppm
gibi diisiik derisimlerde bile insanlar tarafindan algilanabilmektedir (Oguz ve Celik,
2001). Ozon, yapisinda ii¢ oksijen atomu bulunan bir gaz molekiiliidiir. Normal
sicakliklarda acik mavi renkli olan 0zon gazi, keskin ancak hos olmayan kokuya
sahiptir. Ozon -111.9 °C’de mavi bir sivi olusturacak bi¢imde sivilagir ve bu sivi
patlayicidir. Kararsiz yapiya sahip oldugundan dolayi oksijen gazi olusturacak

sekilde kisa stirede bozunur (Atgiliden, 2010).

Ozon, havadaki oksijen molekiiliiniin yiiksek bir enerji etkisi ile atomlarina
ayrismasi ve bu kararsiz atomlarin bir bagka oksijen molekiilii ile birlesmesi sonucu

Sekil 1.1'deki gibi olugsmaktadir (Y1ldiz ve Yangilar, 2014).
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Sekil 1.1: Ozon molekiiliintin olusumu (Y1ldiz ve Yangilar, 2014).



1.2.2 Ozonun Meyve Suyu Endiistrisinde Kullanim

Ozon, meyve suyu endiistrisinde hijyenik iiretimi saglamak ve bazi kalite
parametrelerinin  iyilestirilmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Bu kullanim

alanlarmin bazilar1 asagida agiklanmistir.

1.2.2.1 Yerinde Temizleme Yoénteminde (Cleaning in Place, CIP) Ozon

Kullanimi

Yerinde temizleme sistemleri, kapali devrelerdeki alet ve ekipmanlarin
sokiilmeye gerek duyulmadan c¢esitli ¢ozelti ve sivilarin dretim hattindan
sirkiilasyonu ile temizlenebildigi otomasyonlu temizlik sistemleridir. Lagrange ve
ark. (2004), ozonlu suyun CIP sisteminde kullanimini arastirmiglardir. Ozonlu suyun
saniyeler icinde mitkemmel bir mikrosidal ve fungisidal etki gdsterdigi bildirilmistir.
Endiistriyel sartlarda CIP sisteminden bir kere ozonlu su gegirilmesi halinde
Staphylococcus aureus, Pseudonomas aeruginosa, Candida albicans kolonilerinde

%99’luk azalmalar tespit edilmistir.

1.2.2.2 Yiizey ve EKipman Temizliginde Ozon Kullanimi

CIP temizligi yapildiktan sonra, hattin devamlilifindaki sterilizasyon igin
borular ve baglanti parcgalar1 temizlenmelidir. Bu uygulamada da CIP isleminin
basamaklar1 uygulanmaktadir. Khadre ve Yousef (2001) gergeklestirdikleri
caligmalarinda paslanmaz c¢elik ylizeylerin temizliginde ozon uygulamasi
yapmiglardir. Calismanin sonucunda 0zonun, Pseudomonas fluorescens kolonilerinin
inaktivasyonunda etkili oldugu ve gida ile temas eden yiizeylerde o0zon

uygulamasinin alternatif olabilecegi sonucuna ulagmislardir.

1.2.2.3 Aseptik Ambalajlama Uygulamalarinda Ozon Kullanimi

Paketleme islemi, gidanin mikrobiyolojik, kimyasal stabilitesini koruyup, uzun

raf Omriline sahip olmasmi saglamak amaciyla yapilir. Gidanin mikrobiyolojik
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bulagilardan korunmasi igin, paketleme malzemesi ylizeyinde mikroorganizma
bulunmamalidir. Meyve suyu paketlemesinde plastik sise ve tetra pak gibi paketleme
malzemeleri kullanilmaktadir. Bu materyallerin sterilizasyonunda hidrojen peroksit
(H20.) gibi kimyasallar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu kimyasallarin kalintilari
iiriinde baz1 olumsuzluklara yol agabilmektedir (Ozkan ve ark. 2000; Ozkan ve ark.
2002). Kullanilan bu kimyasallara alternatif olarak ozon gazinin, paketleme
materyalinin sterilizasyonunda kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. Khadre ve Yousef
(2001) yaptiklar1 c¢aligmada ozonun ¢ok katmanli paketleme materyalindeki
mikroorganizmalara etkilerini arastirmiglardir. Cok katmanli paketleme materyalinin
dogal florasindaki ve kurumus filmdeki farkli mikroorganizmalarin ozon uygulamasi
sonucu mikrobiyal degisimleri incelenmistir. Kurumus filmler hazirlanirken,
otoklavda steril hale getirilmis ¢ok katmanli paketleme malzemesinin iizerine daha
onceden hazirlanan spor silispansiyonundan 2 mL damlatilip etiivde (37 °C’de)
kurutmus ve inkiibasyona birakilmistir. Daha sonra bu ylizeylere ozonlama
uygulamasi yapilmistir. Cok katmanli paketleme materyalindeki dogal flora, 5.9
ug/mL ozon igeren su ile 1 dakika yikandiginda etkili bir antimikrobiyol etkinlik
saglanmigtir. Bacillus subtilis sporlarinin kurumus filmleri 13 pg/mL ozon igeren su
ile 1 dakika yikandiginda 108 koloni olusturan birim (kob)/6.3 cm? diizeyinde azalma
saglanmistir. Pseudomonas fluorescens kurumus filmleri 5.9 pg/mL ozon igeren su
ile 1 dakika yikandiginda 108 kob/12.5 cm? diizeyinde azalma saglanmistir. Sonug
olarak ozon ¢ok katmanli paketleme malzemelerinde kurumus filmlerin

dekontaminasyonu i¢in etkin bir uygulama olarak tespit edilmistir.

1.2.2.4 Nanofiltrasyon Membran Temizliginde Ozon Kullanimi

Nanofiltreler, berraklastirma islemleri ve liretimde kullanilan suyun aritimi1 igin
kullanilmaktadir. Iz miktardaki organik bilesikler filtrasyon sistemlerinde tortu
olusturarak gdzenek tikanmalara sebep olurlar. Park ve ark. (2016) yaptiklar
calisgmada membrandaki tortular1 ve iz organik bilesikleri azalmak i¢in ozonlama
islemi yapmustir. 0.4 mg ozon uygulamasi ile organik bilesiklerde %70’e varan

azalmalar gozlenmistir.



1.2.2.5 Sogutma Kulelerinde Ozon Kullanimi

Meyve sular1 pastorize edildikten sonra, mikrobiyal gelisimden korumak ve
kalite degerlerini diislirmemek i¢in iirlin sogutulmaktadir. Sogutma kuleleri,
sistemden gelen sicak suyun dolgu tizerine piiskiirtiillmesiyle 1sinin atmosfere
verilerek ortamdan uzaklagsmasi araciligiyla soguma saglayan sistemlerdir. Kulelerde
olusan mayalanma ve ¢imlenmeleri dnlemek icin kule suyuna sartlandirma yapilirken
bazi biyositler kullanilmaktadir. Kulelerde olusacak korozyon, nem ve ¢imlenme 1s1
transferini engeller ve kulenin verimliligini etkiler. Alhamid ve ark. (2018) yaptiklari
caligmada kapali sogutma kulesi sistemlerinde ozon uygulamasinin korozyon ve
bakteriler iizerine etkisini incelemislerdir. Bu ¢aligmada sogutma kulesinin kiivetine
0.5 g/saat ozon enjekte edilmistir. Bakteri sayis1 2x10° kob/mL’den 3x10*
kob/mL’ye diistirilmiistiir. Ancak, demir ve siilfat iyonlarinda artis meydana gelmesi

nedeniyle, ozonun korozyona yol agabilecegi sonucuna ulasilmistir.

1.2.2.6 Meyve ve Sebzelerin Yikanmasinda Ozon Kullanimi

Meyve islemeye alinmadan 6nce yikama havuzlarinda ve tasima kanallarinda
belirli miktarda su kitlesi ile ve ayrica se¢gme bandinda nozzlelarda su piiskiirtiilerek
yikanmaktadir. Bu basamaklarda kullanilan suyun ozonlanmasi gesitli arastirmacilar
tarafindan denenmistir. Achen ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢alismada E. coli O157:H7
inokiile edilen elma numunelerini bir beher i¢ine alip ozonlanmis suya daldirma
islemi yapmuslardir. Islem sonunda E. coli kolonilerinde 2.6 log’luk bir azalma
gozlenmistir. Yapilan bagka bir c¢alismada, Mustaphaa ve ark. (2020) c¢eri
domateslerinde ozonlu su ile yikama islemi yaparak iiriinde TAMB ve maya-kiif
miktarin1  azalttii  yani mikrobiyal inaktivasyonu sagladiklar1 sonuglarinm

bildirmislerdir.

1.2.2.7 Meyve Sularina Ozonun Dogrudan Uygulanmasi

Ozon jeneratoriine gelen oksijen burada ozona donistiirilir. Ozon gazi

dogrudan ozon uygulama kolonu igerisine konmus olan meyve suyu igerisine



gonderilerek baloncuklar halinde meyve suyuna difiize eder ve boylece ozonun

meyve suyunda ¢oziinmesi saglanmis olur (Sekil 1.2).

Meyve suyu
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Sekil 1.2: Ozon jeneratorii (Patil ve ark. 2010)

Meyve sularina dogrudan ozonlama uygulamalariyla mikrobiyolojik
inaktivasyon ve mikrobiyal bir metabolit olan mikotoksinlerin pargalanma diizeyleri
lizerine arastirmalar yiirlitiilmiistiir. Bu arastirmalarda, meyve sularinda 6zellikle
elma sularinda kot koku ve tat olusturan Alicyclobacillus acidoterrestris
inaktivasyonu ve siklikla bulunabilen patulin mikotoksininin giderilmesi iizerine
odaklanildig1 gorilmiistiir. Ancak dogrudan ozonlama uygulamasiyla, meyve
sularmin bioaktif bilesenleri ve renk pigmentleri gibi kalite parametrelerinde
olumsuz etkilerinin olabilecegi disiiniiliip ¢alismalarda bu parametreler de

arastirllmistir. Asagida bu konularla ilgili arastirmalar verilmistir.

1.2.2.7.1 Ozonun Mikroorganizmalar Uzerine EtKkisi

Meyve suyunun raf omriinii belirlemede etkenlerden biri, bozulmaya neden
olan kif ve mayalardan olusan ‘mikroorganizmalar’dir. Mikroorganizmalarin
hiicrelerini pargalayarak hiicre yapisina zarar veren ozon, bu sirada hiicrenin enzim

sistemini etkileyip hiicre solunumunu durdurmasi ile mikroorganizma Oliimiiniin



gerceklesmesine neden olmaktadir (Alparslan ve ark. 2012). Asagida verilen
caligmalarda goriildiigii gibi ozon, meyve sularina uygulanmasi halinde yiiksek
diizeyde antimikrobiyal etki gostermektedir. Meyve suyundaki mikroorganizmalarin
inaktivasyonunda ozon kullanimi1 {izerine yapilan bazi calismalar Tablo 1.1°de

Ozetlenmistir.

1.2.27.1 Ozonun Alicyclobacillus acidoterrestris Uzerine Etkisi

Meyve suyu sanayinde Onemli bir problem olan Alicyclobacillus
acidoterrestris, termoasidofilik ve spor olusturan bir mikroorganizmadir. Meyve
sularina  uygulanan tipik 1s1l islemlerde canliligim1 siirdiirebilmekte, hatta
pastorizasyon bu mikroorganizmanin sporlarina 1sil sok olarak etki edip, onlarin
¢imlenip gelismesine ve tUriinii bozmasina yol agmaktadir. Bu mikroorganizma
nedeniyle meyve suyunun aromasi olumsuz yonde degismekte ve kotii kokulu
maddelerin (guayakol ve 2,6-dibromfenol) agiga ¢ikmasiyla iiriinde bozulma olarak

nitelendirilebilecek olumsuzluklar ortaya ¢ikmaktadir.

Alicyclobacillus sporlarinin mikro ve ultrafiltrasyon membranlarindan penetre
olabilecegini bildirmektedirler. Mikroorganizma boyutlar1 ve kullanilan membran
por biiyiikliigii, bakterilerin ve bakteri sporlariin ultrafiltrasyon membranlarindan
gecebilmesinde etkilidir. Endiistride bunun i¢in kagit filtreler kullanilmaktadir.
Meyve sularina ozon uygulamasi ile Alicyclobacillus sporlarinin inaktivasyonu igin

yapilan  baz1  c¢alismalar ve  sonuglart  Tablo 1.2°de  Ozetlenmistir.



Tablo 1.1: Meyve suyundaki mikroorganizmalarin inaktivasyonunda ozon kullanimi

Uriin Uygulama Sonuglar Kaynak
Elma suyu Farkli pH’daki (3.0-5.0) ve 18 - pH’si 3.0 olan 6rneklerde 5.36 log kob/mL’den daha fazla seviyede E. coli O157:H7 azalmasi Song ve
Briksteki elma suyu numunelerine 3  gerceklesmistir. ark,
patojen (E. coli, S. typhimurium ve L. - E. coli O157:H7 azalmasi pH’s1 4.0 ve 5.0 olan 6rneklerde sirasiyla 5.12 ve 1.86 log kob/mL olarak 2014
monocytogenes) inokiile edilmistir. gerceklesmistir.
Sicaklik: 22 °C - Diisiik pH’da ozonlama islemi ¢ok iyi bir antimikrobiyal etki gostermistir.
Ozon konsantrasyonu: 2.0-3.0 g/m? - Renk degerinde 6nemli bir degisiklik olmamustir (b degeri harig).
Akis hizt: 3.0 L/dakika - Ozonlanan 6rneklerin esmerlesme indeksinin kontrol numunesinden daha diisiik oldugu tespit
edilmistir.
- Toplam fenolik madde i¢eriginin 6nemli diizeyde degismedigi gézlenmistir.
Sekerpancart  Sekerpancari suyu ekstrakte edilmis - Toplam canli mikroorganizma sayisi 10 dakikada 6.1’den 2.2 log/mL’ye diismiistiir. Ozonlama Garud
suyu ve filtreden gecirilmistir. Ozonla (1.2  siiresinin 20 dakikaya ¢ikarilmasi daha fazla bir inaktivasyon saglamamistir. ve ark,
g/saat) 10  dakikalik muamele - Ozonlama siiresi artik¢a, esmerlesmeye neden olan endojen enzimlerinin [PPO (polifenol oksidaz) 2018
sonrasinda 5°C’de 4 hafta ve POD (peroksidaz)] aktivitesi diismiistiir.
depolanmustir. - Depolama sonunda, kontrol &rneklerinde toplam canli mikroorganizma sayisi 6.2 log/mL’e
ulasirken ozonlanan 6rneklerde bu say1 2.3 log/mL’ye diismiistiir.
Elma suyu Farkli pH’daki (3.0-5.0) elma suyu - Farkli pH’daki ozonlama islemi sonucu E. coli yikimi gergeklesmistir. Patil ve
numunelerine  E. coli suslart  (10° _ E_ coli kolonilerinde 5-log diisme; diisik pH’da 4 dakikada yikksek pH’da 8 dakikada ark,
kob/mL) inokiile edilmistir. gerceklesmistir. 2011

Ozon konsantrasyonu: 33-40 mg/mL
Akis hizi: 0.12 L/dakika
Sicaklik: 15-18 °C, Siire: 8 dakika




Uriin Uygulama Sonuglar Kaynak
Pomelo suyu  Ekstrakte edilip filtrelenmis ve - Toplam aerobik koloni sayisi filtrelenmemis drnekte 2.3 log azalma (3.1 log’dan 0.8 log kob/mL) Shah ve
(Citrus filtrelenmemis pomelo suyuna ozon ve filtrelenmis drnekte ise 6.1 log azalma (7.3 log'dan 1.2 log kob/mL’ye) gerceklesmistir. ark,
Grandis L. uygulamasi yapilmgtir. - Toplam maya ve kiif koloni sayisi filtrelenmemis Srnekte 4 log, filtrelenen 6rnekte ise 6 log azalma 2019
Osbeck) Ozon ¢ikis konsantrasyonu: 600 gergeklesmistir.

mg/saat - Askorbik asit filtre edilen 6rnekte 77 mg/100 mL’den 54 mg/100 mL’ye, filtre edilmeyen Ornekte

Sicaklik: 4 °C 78 mg/100 mL’den 51 mg/100 mL’ye diigmiistiir.

Siire: 0-50 dakika - Toplam fenolik madde igerigi ve pektin metil esteraz (PME) enzim aktivitesi her iki 6rnekte de

azalmustir.

Seftali suyu  Seftali suyu orneklerine (13 °Briks, - E. coli kolonileri yiiksek ozon konsantrasyonunda daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Loredo
(Prunus pH=4.1) Escherichia coli ATCC - Koliform kolonileri her iki ozon konsantrasyonunda da 4.3 log-dongii diismiistiir. ve ark,
persica) 11229, Listeria innocua ATCC - L.innocua ATCC 33090 kolonileri 10 ve 18 ppm ozon konsantrasyonunda sirasiyla 3.9 ve 4.9 log- 2015

33090 ve Saccharomyces cerevisiae
KE 162 inokiile edilmistir.

Ozon konsantrasyonu: 10 ve 18 ppm
Siire: 12 dakika

dongii diismiistiir.

- S. cerevisiae KE162 uygulama konsantrasyonundan bagimsiz olarak sadece 1 log-dongii azalma
gozlenmistir.

- Yiiksek ozon konsantrasyonu, diisiik sicaklikta depolama kosullartyla birlestiginde seftali suyunun

korunmasinda daha etkili oldugu gézlenmistir.
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Tablo 1.2: Meyve suyundaki Alicyclobacillus sporlarinin inaktivasyonunda ozon kullanimi

Uriin Uygulama Sonuglar Kaynak
Kavun suyu Kavun suyu orneklerine 30 ve 60 dakika ozonlama sonunda sirasi ile; Fundo ve ark,
(Cantaloupe) A. acidoterrestris spor soliisyonu (2x107 - A. acidoterretis sporlar1 0.73 ve 2.22 log azalmistir. 2018

kob/mL) inokiile edilmistir. - Toplam karotenoid miktar1 %76 ve %83 oraninda azalmistir.

Ozon konsatrasyonu: 7.0 g/L - C vitamini miktar1 %54 ve %76 oraninda azalmistir.

Siire: 30 ve 60 dakika

Elma suyu Elma suyu orneklerine 2.8 ve 5.3 mg/L ozonlama sonunda sirast ile; Torlak, 2014
A. acidoterrestris sporlar1 inokiile edilmistir. - A. acidoterretis sporlar1 2.2 ve 2.8 log azalmistir.
Ozon konsantrasyonu: 2.8 ve 5.3 mg/L - 2.8 mg/L ozon konsantrasyonunda toplam fenolik iceriginde 6nemli bir
Sicaklik: 4 ve 22 °C degisiklik goriilmemistir.
Stire: 40 dakika - 5.3 mg/L ozon konsantrasyonunda her iki sicaklik degerinde de toplam

fenolik madde miktar1 6nemli 6l¢iide azalmstir.
- Sicakligin artmasi ile ozonun etkinliginin diistiigd,
- Ozon uygulama konsantrasyonunun artmasi ile ozon etkinliginin arttig1

gbzlenmistir.
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1.2.2.7.2 Ozonun Patulin Mikotoksini Uzerine Etkisi

Patulin baz1 kiiflerin yiiksek toksik nitelikteki ikincil metabolitidir. Saglik
otoriteleri patulinin akut toksik kanserojen ve mutajen etkileri olan bir bilesen
oldugunu bildirmektedir (Paterson ve ark. 2003). Kisa donemdeki etkisi, alinan doza
bagli olan patulin; elma, armut, kayisi, seftali, izim gibi irilinlerde
bulunabilmektedir. Patulin miktart; islenmis meyve iriinlerinde, {iriin giivenligi ve
kalitesini belirlemektedir. Islem sirasinda son iiriindeki patulin miktar: kabul

edilebilir sinirlara kadar diisiirtilmelidir.

Bazi iilkeler meyve suyu ve diger meyve iiriinlerinde patulin diizeyini 20-50
ppb araliginda belirlemislerdir. Diinya Saghk Orgiitii ise elma suyunda patulin
diizeyini 50 ppb olarak belirlemis olup, bu limitin iizerinde patulin i¢eren iiriinlerin

ticaretinin uygun olmadig1 yoniinde fikir beyan etmislerdir.

Avrupa’da yem ve gidalarin kontrolii i¢in kurulmus hizli bir alarm sistemi
vardir (Rapid Alert System for Food and Feed, RASFF). 2005 yilina ait RASFF
raporunda iilkemizden AB iilkelerine ihra¢ edilen bir elma suyu 6rneginde patulin
miktar1 108.7 ppb olarak bulunmustur. Bu miktarin Diinya Saglik Orgiitii’niin
belirledigi limit olan 50 ppb’nin iki katindan fazla oldugu anlasilmaktadir.

Patulinin meyve sularindan giderilmesi meyve suyu sanayisi tarafindan uzun
yillardir iizerine ¢aligilan bir konudur. Bu toksinin adsorbe edilmesi i¢in aktif karbon
ve regineler mevcuttur. Elma sularinda patulinin giderilmesinde ozonlama islemi de
arastirmacilar tarafindan denenmis ve etkili sonuglar almmustir. S6z konusu

calismalarin bazilar1 Tablo 1.3’te 6zetlenmistir.
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Tablo 1.3: Meyve suyundaki patulin mikotoksininin inaktivasyonunda ozon kullanimi1

Uriin Uygulama Sonuglar Kaynak
Elmasuyu  Standart patulin ¢o6zeltisi elma suyu numunelerine Elma suyu 6rneginde, baslangigta 247 pg/L olan patulin miktari Diao ve ark,
(pH: 2.5-5.5 ve SCKM: %12-22) son numunelerde - 7 mg/L ozon konsantrasyonu uygulamasi ile %35, 12 mg/L ozon 2018a
farkli patulin konsantrasyonlar1 olacak sekilde inokiile konsantrasyonu uygulamasi ile %18 oraninda azalmastir.
edilmistir (0-500 pg/L). Patulin bozulmasinin
Ozon konsantrasyonu: 7-12 mg/L, Yiiksek ozon konsantrasyonu, uzun ozon uygulama siiresi, diisiik
Siire: 0-30 dakika pH ve disik suda ¢ozinir kuru madde (SCKM) ile arttig
Akis hizi: 3 L/dakika gbzlenmistir.
- Renk, malik asit, askorbik asit, toplam fenolik madde
miktarlarinin azaldig1 gézlenmistir.
Elmasuyu  Ozon gazi elma suyu numunesine bubbling islemi ile - Baslangic patulin miktar1 6.8x10° mM’dan 2.4x10° mM’a Cataldo, 2008
uygulanmistir. distirilmustiir.
Model Standart patulin yiiksek safsizliktaki su i¢inde - Baslangigta 250 ug/L olan patulin miktar1 ozonlama sonras1 4.5 Karaca ve
sistem ¢oziindiiriilmiistiir. Patulin icerdigi bilinen 200 mL test pg/L’ye diigmiistiir. Velioglu, 2009

¢ozeltisine ozon uygulamasi yapilmistir.
Ozon konsantrasyonu: 0.17 mg/L
Stire: 1 dakika

- %98 oraninda toksinin okside oldugu gozlenmistir.
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Uriin Uygulama Sonuglar Kaynak
Elmasuyu  Standart patulin ¢dzeltisi deionize su iginde hazirlanip, Baslangi¢ patulin miktari1 200 pg/L olan 6rnek, Diao ve ark,
kalintisiz oldugu bilinen elma suyu Ornegine inokiile - 15 dakika ozonlama sonras1 49.5 pg/L’ye diiserek %75.4 azalma 2019
edilmistir ve son ¢ozelti konsantrasyonu 200 pg/L  géstermistir.
olmustur. - 25 dakikada 21.6 pg/L’ye ve 30 dakikadan sonra tespit
Ozon konsantrasyonu: 12 mg/L edilememistir.
Ozon akis hizi: 3 L/dakika - Toplam fenolik madde igerigi 15 dakika ozonlama sonucunda,
Siire: 0-30 dakika 692 mg GAE/100 mL’den 297 mg GAE/100 mL’ye diiserek %57
azalma tespit edilmistir.
- 8 major fenolik bilesik 25 dakika sonunda tamamen pargalandigi
tespit edilmistir. Sadece az miktarda klorojenik asit 7.92 mg/L
olarak tespit edilmistir.
- Ozona maruz kalma siiresi arttikca organik asit miktarinda ciddi
diisiis olmustur.
HepG2 Sulandirilmis patulin cozeltisi farkli - Patulin konsantrasyonu 24.6 mg/L’den 9.8 mg/L’ye diiserek %60 Diao ve ark,
Kanser konsantrasyonlarda hazirlanmstir. oraninda azalmistir. 2018b
hiicresi Ozon konsantrasyonu: 10.6 mg/L - Ozona maruz kalma siiresinin artmasi ile patulin miktarinda

Ozon akis hizi: 90 mL/dakika
Stire: 3 dakika

onemli Ol¢lide azalma olmustur.
- 5 dakika uygulama sonunda patulinin tamami yok edilmistir.
- HepG2 kanser hiicrelerinin hiicre canlilifi, toplam apoptotik

hiicrelere doniisiimii %42.3’ten %93.7’ye ylikselmistir.
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1.2.2.7.3 Ozonun Meyve Sularindaki Kalite Parametreleri Uzerine
Etkisi

Meyve suyunun kalitesini mikrobiyal degerlerinin yaninda bazi fiziksel
parametreler de belirlemektedir. Uriiniin asitligi, rengi, bulanikligi, fenolik madde
icerigi ve antioksidan aktivite icerigi gibi degerler dnem tasimaktadir. Ozonlama
islemi meyve suyunun bazi organoleptik Ozelliklerinde degismelere neden
olmaktadir. Literatiirde bununla ilgili ¢alismalar mevcuttur (Oliveira ve ark. 2018;
Torres ve ark. 2011). Renk degerlerinde bir miktar agilmalar meydana gelmektedir.
Bu durum, elma suyu gibi {iriinlerde istenen bir 6zellik olmasina ragmen kirmizi
renkli iriinlerde tercih edilmemektedir. Meyve sularmin genel kalite parametreleri

tizerine ozonun etkisini inceleyen bazi ¢alismalar Tablo 1.4’te 6zetlenmistir.
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Tablo 1.4: Ozonun meyve suyundaki bazi kalite parametrelerine etkisi

Uriin Uygulama Sonuclar Kaynak
Agai suyu Filtrelenmis agai suyu numuneleri beher i¢indeki 100 - pH ve toplam titre edilebilir asitlik degerinde 6nemli bir Oliveira ve
(Euterpe rpm’de karistirilarak ozon gazi uygulamasi yapilmistir.  degisiklik olmamusgtur. ark, 2018
oleracea) Ozon konsantrasyonu: 1.5 ppm - Bulaniklik degeri azalmustir.

Siire: 5 ve 10 dakika - Viskozitesi artmistir (Yiiksek oksitleyici ektisi sebebiyle pektin

Sicaklik: 25 °C gibi polimer zincirlerinin bozulmasina neden olur).

- Peroksidaz (POD), ozon konsantrasyonu arttik¢a diigmiistiir.

Elma suyu Pastorize  edilmeden  hazirlanan  elma  suyu - Ozonlama islemi boyunca renkte ag¢ilma gozlenmistir. Torres ve ark,

numunelerine, cesitli konsantrasyonda ozon (L ve b degeri artmis ve a degeri azalmistir). 2011

uygulamasi yapilmistir.

Ozon konsantrasyonlari: 1-4.8% w/w
Siire: 0-10 dakika

Sicaklik: 20 °C

Klorojenik asit > %99.1

Kafeik asit > %96.6

Sinamik asit 2> %99.8

Toplam fenolik madde (Gallik asit esdegeri (GAE), mg/100ml)
- %49.7 azalmustir.

- pH 3.81°den 3.79’a diism{istiir.
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Uriin Uygulama Sonuclar Kaynak

Seftali suyu Seftali suyu 6rneklerine (12.3 Briks, pH= 4.08, 20 °C) - pH, Briks ve toplam titre edilebilir asitlikte anlamli bir Jaramillo-

bubbling yontemi ile ozon uygulamasi yapilmistir. degisiklik olmamustir. Sanchez ve
Ozon dozaji: 0.06 ve 2.48 g/L - L* degeri %12 azalmistir (1. dakika) ark, 2018
Ozon konsantrasyonu: 18 g/m® - a* degeri %20 artmustir.
Ozon akis hizi: 5 L/dakika - Esmerlesme indeksi hafif artmistir.
Siire: 0.3-12 dakika
Sekerpancari Kafeik asit ve rutin bilesikleri metanol igerisinde Ozonlama isleminden sonra kafeik asit ve rutin miktarlar1  Sartori ve ark,
suyu ¢Ozdiiriiliip sekerpancart suyu numunelerine (pH:7.82) azalmustir. 2019

inokiile edilmistir.
Ozon konsantrasyonu: 4.40 mg/L dakika
Sicaklik: 50 °C Siire: 5-90 dakika
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1.2.2.7.4 Ozonun Pestisitler Uzerine Etkisi

Tarimsal irlin yetistiriciliginde verimliligin ve ¢esitliligin artirilmasi igin
modern tarim uygulamalart her gecen gilin artmakta ve kimyasal kullanimi
yapilmaktadir. Yanlis ve bilingsiz gergeklestirilen uygulamalar iiriinlerde kalinti
problemi olusturur. Bu kalintilar islemeye ragmen meyveden son iiriine kadar
kalabilmektedir. Pestisitler etki mekanizmalarina gore insektisit, fungisit, herbisit,
vb. olarak siiflandirlmaktadir. Insektisitlere bazi1  &rnekler; Acetamiprid,
Dimethoate, Imidacloprid, Methoxyfenozide, Thiachloprid, fungisitlere baz
ornekler; Difenoconazole, Fluopyram, Pyrimethanil, Trifloxystrobin olarak

verilebilir. Bazi pestisitlerin kimyasal yapist Sekil 1.3’te verilmistir.

B
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Sekil 1.3: Bazi pestisitlerin kimyasal yapisi, (A) Acetamiprid, (B) Difenoconazole,
(C) Dimethoate, (D) Fluopyram, (E) Imidacloprid, (F) Methoxyfenozide, (G)
Pyrimethanil, (H) Thiachloprid, (I) Trifloxystrobin.

Meyve suyundaki pestisitlerin giderilmesinde ozon kullanimi iizerine yapilan

bazi ¢alismalar Tablo 1.5’te 6zetlenmistir.
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Tablo 1.5: Meyve suyundaki pestisitlerin giderilmesinde ozon kullanimi

Uriin

Uygulama

Sonuclar

Kaynak

Domates suyu

Kalintisiz oldugu bilinen 5 adet domates suyu
ormeklerine 0.1-10  ppm methomyl inokiile
edilmistir.

Ozon konsantrasyonu: 0.4 ppm

Siire: 3-30 dakika

- 30 dakika ozon uygulamasi sonucu methomyl miktar1 %100
azalmigtir,

- Methomyl diisiirme yiizdesi, ozona maruz kalma siiresi ile
artmistir.

- Methomyl miktarint %90°1n {izerinde diisiirmek igin 15, 10 ve

5. dakikalardan sonra ulasilmustir.

Al-Antary ve ark,
2016

Domates suyu

Kalmtisiz oldugu bilenen domates suyu 6rneklerine
2 ve 10 ppm chlorfenapyr inokiile edilmistir.

Ozon konsatrasyonu: 0.5 ve 2 ppm

Siire: 5 ve 15 dakika

- 15 dakikadan sonra Avrupa Birligince izin verilen maksimum

kalint1 limitinin (0.01 ppm) altinda saptanmuistir.

Al-Antary ve ark,
2018
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2. YONTEM

2.1  Elma Suyu Orneklerinin Hazirlanmasi

Denizli’nin Civril ilgesinde bulunan Arisu Gida Dis Ticaret A.S firmasindan
tedarik edilen ve ¢alismada materyal olarak kullanilan taze Fuji, Gala, Granny Smith,
Ginger gold elma tiirlerini igeren ornekler, Pamukkale Universitesi Miihendislik
Fakiiltesi Gida Miihendisligi Boliimii’niin laboratuvarlarina getirilmistir. Elmalar
burada bir kati meyve sikacagi (Karaca, Maxvit 1501, Istanbul, Tiirkiye) ile meyve
suyu haline getirilmistir. Bu 6rnekler kaba filtre kagidindan siiziilmiis ve daha
onceden otoklavlanarak steril edilmis bir cam sise iginde toplanmistir. S6z konusu
ornekler laboratuvar ortaminda kullanilincaya kadar laboratuvardaki +4°C’deki
buzdolabinda saklanmistir. Pastorizasyon ve ozon uygulamalar1 Oncesinde,
buzdolabinda saklanan ornekler; pastorizasyon ve ozonlanmayan Ornek (kontrol),
pastorize edilen ornekler ve farkli siireler (15-90 dakika) ozon uygulamasina tabi
tutulacak 6rnekler olarak gruplara ayrilmistir. Toplam 4200 mL olan 6rnek, her biri

200 mL olacak sekilde 21 es parcaya boliinmiis halde cam siselere alinmustir.

Ozonlama uygulamasimin pestisit kalintis1 diizeyine etkisini belirlemek i¢in
yukarida bahsedilen sekilde 2400 mL elma suyu hazirlanmis ve pestisit calismasi i¢in

ayrilmastir.

2.2  Pastorizasyon Uygulamasi

250 mL’lik otoklavlanabilir cam siselere 200 mL ham elma suyu 6rneginden
doldurulmus ve kapaklari kapatilmistir. Elma sulari igin sanayide uygulanan
normlarda (92 °C, 30 saniye) pastdrizasyon iglemi yapilmistir. Pastorizasyon islemi
icin sicakligr 98 °C’ye ayarlanmig bir su banyosu (Mipro, MSB 30, Metropolitana,
Sili) kullanilmistir. S6z konusu su banyosunda bekletilen cam sisedeki elma suyu
orneklerinin sicakligt 92 °C’ye ulastiginda bu sicaklikta 30 saniye bekletilmistir.
Islem sonrasinda 6rnekler cesmeden akan su altina tutularak sogutulmus ve analizler

icin +4 °C’de bekletilmistir. Orneklerin istenilen pastdrizasyon sicakligi olan 92
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°C’ye ne kadar siirede geldigi ayn1 kosullarda, ayni su banyosu ic¢inde tutulan bir
elma suyu Orneginin sicakliginin bir termometre ile siirekli takip edilmesiyle
belirlenmis olup bu siire yaklasik 7 dakika olarak tespit edilmistir. Bu siireye gore
diger orneklerin pastorizasyon islemi gergeklestirilmistir. Analizler 3 paralelli olarak

gerceklestirilmistir.

2.3 Ozon Uygulamalari

Ozonlama islemi i¢in Korona Desarj Metodu ilkesiyle calisan, 10 g/saat
kapasiteye sahip bir ozon jeneratorii (AZ 1001, Kuark Tekozon, Ankara)
kullanilmistir. Bir oksijen konsantratoriinden elde edilen oksijen gazi, jeneratore
besleme gazi olarak verilmistir. Konsantratérde tiim ornekler icin ozon akis hizi 2
L/dakika olarak ayarlanmustir. Jeneratérden elde edilen ozon gazi, silikon hortumla
tagiip 500 mL’lik cam bir gaz yikama sisesine yerlestirilen 200 mL elma suyuna
dogrudan gonderilmistir. Gaz yikama sisesi i¢cindeki ozon gazinin konsantrasyonu bir
ozon gazi analizérii (2B Technologies, 106-H, ABD) kullanilarak belirlenmis ve
calisma boyunca hacimce %2.2+0.2’de sabit kaldig1 goriilmiistiir. Farkli siirelerde
(15-30-45-60-90 dakika) ozon uygulamasina maruz birakilan Orneklerde
mikrobiyolojik, fiziko-kimyasal kalite parametreleri ve pestisit kalint1 diizeyindeki
degisimler incelenmistir. Analizler 3 paralelli olarak gerceklestirilmistir. Ozon gazi

uygulamasinin yapildig1 deney diizenegi Sekil 2.1°de verilmistir.
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Sekil 2.1: Ozon gazi uygulamasinin yapildigi deney diizenegi

2.4 Mikrobiyolojik Analizler

Mikrobiyolojik analizlerde kullanilacak tiim malzemeler (distile su, cam
malzemeler, pipet uglar1 vb.) 121 °C’de 15 dakika otoklavlanarak (Hirayama, HA-
300M, Saitama, Japonya) steril edilmistir.

Pastorizasyon ve farkli siirede ozonlama islemleri yapilan Orneklerin
oncesinde ve sonrasinda asagida belirtilen mikrobiyolojik ekimlerin yapilmasi ile s6z
konusu islemlerin elma suyu orneklerinde meydana getirdigi mikrobiyolojik
degisimler belirlenmistir. EIma suyu 6rneklerinde, E. coli, koliform grup bakteriler,
TAMB ve maya-kiif ekimleri yapilmistir. Yapilan mikrobiyolojik ekimler i¢in hazir
besiyeri (compact DRY) kullanilmigtir. E. coli ve koliform grup bakteriler i¢in
compact DRY-EC (hazir besiyeri-E. coli), TAMB i¢in compact DRY-TC (hazir
besiyeri-total count), maya-kiif i¢cin compact DRY-YM (hazir besiyeri-yeast and
molds) kullanilmigtir. Analizler 3 tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir. Her 6rnek

icin 3 paralel ekim yapilmistir.
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2.4.1 Hazr Besiyeri

Compact DRY besiyerleri, E. coli, koliform grubu bakteriler, TAMB ve
maya-kiif mikroorganizmalarinin tanimlanabilmesi i¢in kullanima hazir halde
bulunan kromojenik (pigment veya renk verici madde olusturan) hazir besiyerleridir.
Bu besiyerleri, dehidre edilmis agar igermekte ve inkiibasyon siiresinin sonunda
kromojenik substrat ve redoks indikatoriiniin varligr ile farkli renklerde gelisen
kolonilerin kolay bir sekilde belirlenmesinde kullanilmaktadir (Beuchat ve ark. 1998;
Oz, 2015). Kontrol, pastdrizasyon islemi uygulanan 6rnekler ve farkli siirelerde ozon
uygulamasi yapilan orneklerde asagida bahsedilen mikrobiyolojik ekimlerde so6z
konusu besiyerleri kullanilmigtir. Ekim yapilmis ve yapilmamis hazir besiyerlerinin

ornekleri Sekil 2.2°de verilmistir.

Sekil 2.2: Ekim yapilmamus; E. coli (A), TAMB (B), maya-kiif (C), Ekim yapilmus;
E. coli (D), TAMB (E), maya-kiif (F) hazir besiyeri

2.4.2 Escherichia coli ve Koliform Grubu Bakterilerin Sayimm

E. coli ve koliform grubu bakterilerin tayininde compact DRY-EC hazir

besiyeri  kullanilmistir. Uygulama  gerceklestirilmis ve  gergeklestirilmemis
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orneklerden steril pipet ile 1 mL alinan 6rnek, hazir petrinin orta bolgesine aktarilmis
ve petri kapagi kapatilip 6rnegin besiyerinin tiim bolgesine esit dagilmasit i¢in 8
cizme hareketi yapilmistir. Ornek, besiyerine hizla difiize olmus ve besiyeri saniyeler
icinde jele dontismiistiir. Daha sonra petriler 35+2 °C’de 24 saatlik inkiibasyon igin
etiive birakilmigtir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki kolonilerde koloni sayimi
gerceklestirilmistir. E. coli mavi renkli koloni olusturmaktadir. Kirmizi, pembe, mor
ve mavi renkli kolonilerin toplami koliform grubu bakterileri gostermektedir
(AOAC, 2015a).

2.4.3 Toplam Aerobik Mezofilik Bakterilerin (TAMB) Saymm

TAMB tayininde compact DRY-TC hazir besiyeri kullanilmistir. Yukarida
anlatildig1 sekilde gergeklestirilen islemler sonunda 3542 °C’de 48 saatlik
inkiibasyon igin etiive birakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki kolonilerde
koloni saymmi gergeklestirilmistir. TAMB genellikle kirmizi renkli koloniler
olusturmaktadir. Kirmizi ve diger renklerde olusan koloniler TAMB grubu
bakterileri gostermektedir (AOAC, 2015b). Kodaka ve ark. (2005)’in gergeklestirdigi
caligmaya gore tarafimizdan kullanilan compact-DRY-TC yontemi ile standart
dokme ekim yontemi (AOAC, 966.23,) arasinda performans c¢alismalarinda fark
bulunmamistir (Kodaka, 2005).

2.4.4 Maya-kiif Sayimi

Maya-kiif tayininde Compact DRY-YM hazir besiyeri kullanilmistir.
Yukarida anlatildigr sekilde gercgeklestirilen islemler sonunda 28+2 °C’de 5 giin
inkiibasyon icin etiive brrakilmistir. Inkiibasyon sonunda petrilerdeki kolonilerde
koloni sayimmi gergeklestirilmistir. Mayalar mavi renkli koloniler olusturmaktadir.
Kiifler, pamuksu yapida koloniler olusturmaktadir (AOAC, 2015). De Paula ve ark.
(2011)’nin  portakal sularinda gergeklestirdigi c¢aligmanin sonuglarina  gore
tarafimizdan kullanilan compact-DRY-TC yontemi ile standart dokme ekim ydntemi

(AOAC, 2009) arasinda performans ¢alismalarinda fark bulunmamustir.
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2.5  Briks Tayini

Kontrol, pastorizasyon ve ozonlama islemi uygulanmis Orneklerdeki suda
¢ozlinr kuru madde (Briks) degeri dijital bir refraktometre cihazinda
(Atago Rx 5000, Atago Co. Ltd., Japan) olgiilmiistiir. Cihazin 6rnek haznesine elma
suyu konup cihazin verdigi deger kaydedilmistir (IFUMAOS8, 2017). Analizler 3

tekerriirlii olarak gerceklestirilmistir.

2.6 pH ve Toplam Asitlik Tayini

Orneklerin pH degeri bir pH metre cihazi (WTW GmbH, pH 720, Weilheim,
Almanya) ile belirlenmistir. pH metre probu elma suyu igerisine daldirilip degerin

sabitlenmesi beklenmis ve sonug not edilmistir.

Orneklerin toplam asitlik degerlerinin belirlenmesinde déniim noktas1 olan 8.1
pH’nin tespit edilmesinde de aynm1 pH metre cihazi kullanilmistir. Orneklerin toplam
asitligi 0.1 N sodyum hidroksit ¢ozeltisi ile titrasyon yontemiyle belirlenmistir (IFU
MAL11, 2015). Bir behere 6rnekten 5 g tartilip tizerine 80 g saf su ilave edilmis ve
karistirtlmistir. 0.1 N NaOH ¢6zeltisi ile elma suyu titre edilmeye baslanmis ve pH
8.1°de sabitleninceye kadar devam edilmistir. pH 8.1 olunca titrasyon sona erdirilmis
ve biirette harcanan NaOH ¢o6zeltisinin hacmi okunmus ve 6rnegin toplam asitlik

degeri asagidaki denklemle hesaplanmistir.
Asitlik (g/L) = [(V*N*E*1000)] / M
V: Harcanan 0.1 N NaOH miktari, mL
N: NaOH Normalitesi
E: 1 mL 0.1 N NaOH’1n esdegeri asit miktar1, g (malik asit i¢in E=0.067)

M: Titre edilen 6rnegin gercek miktari, g
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2.7  Renk Tayini

Pastorizasyon ve ozon uygulamalarmin elma suyu orneklerinin renk degeri
tizerine etkilerini belirlemek igin bir spektrofotometre cihazinda (HACH DR 3900
spectrophotometer, HACH, Colorado, ABD) renk analizi yapilmistir. Oncelikle cam
kiivet (WTW, rek 10, Almanya) igerisine saf su koyup cihaz 440 nm’de
sifirlanmigtir. Daha sonra cam kiivete 11.2 Briks’e ayarlanmig olan elma suyu
ornekleri konup 440 nm dalga boyunda ayni sekilde okuma yapilmistir. Sonuglar %

transmittans (% T) cinsinden verilmistir.

2.8 Bulamklik Tayini

Elma suyu Orneklerinin bulanikligi bir turbidimetre cihazi (HACH TL
2360 turbidimeter, HACH Company, Loveland, ABD) kullanilarak o&lgiilmiistiir.
Oncelikle tiirbidimetrenin 6rnek haznesine saf su konulup cihaz sifirlanmistir. Daha
sonra elma suyu ornekleri 11.2 Briks’e ayarlandiktan sonra turbidimetrenin 6rnek
hiicresindeki smir ¢izgisine kadar elma suyu konulmus ve cihazda okutulmustur.

Sonuglar Nefelometrik Bulaniklik Unitesi (NTU) olarak ifade edilmistir.

2.9  Toplam Fenolik Madde Tayini

Meyve suyu Orneklerinin toplam fenolik madde miktar1 Singleton ve Rossi
(1965) tarafindan onerilen yontem modifiye edilerek ve Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi
kullanilarak belirlenmistir. Bu yontemin ilkesi, fenolik bilesiklerin alkali ortamda
Folin-Ciocalteu ayiracini indirgeyip, kendilerinin oksitlenmis forma doniistigii bir
redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Reaksiyon sonunda indirgenmis ayiracin

olusturdugu mavi renk fotometrik olarak olgiilmiistiir.

Kontrol 6rneginde, 1 mL meyve suyu ve 7 mL %80’lik metanol-su (80:20
vIV) ¢ozeltisi bir falkon tiipine konarak seyreltme islemi uygulanmistir (Bu
seyreltme islemi kontrol, pastdrizasyon ve ozon uygulamasi yapilan drneklerde farkl
oranlarda yapilmistir). Seyreltilen 6rnekten 300 pL bir deney tiipiine alinmuistir.

Uzerine 1500 uL 0.2 N Folin-Ciocalteu ayrac1 konup bir vorteksle karistirilmis ve 5
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dakika karanlikta bekletilmistir. Daha sonra karisima 1200 pL doymus sodyum
karbonat ¢ozeltisi (75 mg/mL) ilave edilmistir. Deney tiiplerinin agizlar: parafilm ile
kapatilmig ve vorteksle karistiritlan numuneler 2 saat daha karanlikta bekletilmistir.
Siire sonunda numunelerin absorbansi spektrofotometrede 760 nm'de okunmus ve
elde edilen sonuglar asagida belirtilen yontemle hesaplanip sunulmustur. Analizler 3

paralelli olarak ger¢eklestirilmistir. Her 6rnek i¢in 3 6l¢tim yapilmistir.

29.1 Elma Suyu Orneklerinde Toplam Fenolik Madde Miktarinin

Hesaplanmasi

Spektrofotometrede okunan Ornek absorbansi, gallik asit standart egrisi
yardimiyla degerlendirilmistir. Bu amagla, gallik asit standart maddesinden (G-7384,
Sigma-Aldrich, ABD) 0.05 g tartilarak, 100 mL saf su igerisinde ¢éziindiirilmistiir.
Hazirlanan bu stok ¢ozeltiden 0, 0.1, 0.15, 0.2 ve 0.25 mg/mL konsantrasyonunda
standart ¢oOzeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan standartlara elma suyu Orneklerine
uygulanan islemler tekrarlanmis ve 760 nm dalga boyunda absorbanslari
saptanmistir. Bu absorbans degerleri konsantrasyona karsi grafige aktarilip gallik asit

kalibrasyon egrisi elde edilmis ve bu kalibrasyon egrisi Sekil 2.3’te gosterilmistir.

1,4

y = 5,1645x - 0,0426 .
1,2 R? = 0,9566

absorbans

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
konsantrasyon (mg GAE/mL)

Sekil 2.3: EIma sularinin toplam fenolik madde miktarinin analizinde

kullanilan gallik asit kalibrasyon egrisi
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Orneklerdeki toplam fenolik madde miktar1 bu Kalibrasyon egrisinden elde

edilmis ve mg gallik asit esdegeri (GAE)/L meyve suyu olarak verilmistir.

Yukarida anlatilan yOnteme gore kontrol elma suyu Ornegi igin yapilan

hesaplama asagida 6rnek olarak verilmistir:
Elma suyu 6rneginin 760 nm’de verdigi absorbans degeri (y)=0.536
y=5.1645x — 0.0426 (Sekil 2.3’te verilen kalibrasyon egrisinin egimi)
= ([0.536+0.0426]) / (5.1645) = 0.112 mg GAE/mL =112 mg GAE/L
=112 mg GAE/L meyve suyu X 8 (seyreltme faktorii)

=896 mg GAE/L meyve suyu

2.10 Antioksidan Aktivite Tayini

Elma sularinda antioksidan aktivite tayini i¢in gidalarda yaygmn olarak
kullanilan DPPH yontemi (Brand-Williams vd. 1995) modifiye edilerek kullaniimustir.
DPPH’ten (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, Aldrich D-211400) 0,0024 g tartilip 100 mL
metanol igerisinde ¢oziindiriilmistir. Toplam fenolik madde analizinde oldugu gibi
antioksidan aktivite analizinde kullanilacak elma suyu ornekleri (kontrol,
pastdrizasyon ve ozon uygulanmis olmasi durumuna gore) farkli oranlarda seyreltme
islemlerine tabi tutulmustur. Seyreltme islemi %80’lik metanol-su (80:20, v/v)
cozeltisi kullanilarak yapilmigtir. Seyreltme yapilan 6rnekten 150 pL alinip 2850 uL
DPPH c¢ozeltisiyle karistirllmis ve deney tiipliniin agzi parafilm ile kapatilmistir.
Vortekslenen tiipler 1 saat karanlikta bekletilmistir. Siire sonunda Orneklerin
spektrofotometrede 515 nm’de verdigi absorbans, mg troloks esdegeri/L olarak ifade
edilmistir. Cihazin sifirlanmasinda %80’lik metanol:su karigimi (80:20, v/v)

kullanilmustir.
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2.10.1 Elma Suyu Orneklerinde Antioksidan Aktivite Miktarinn

Hesaplanmasi

Elma suyu orneklerinden elde edilen spektrofotometrik absorbans degerleri,
standart egri yardimiyla degerlendirilmistir. Bu amagla, 0.005 g troloks (6-Hydroxy-
2,5,7, 8-tetramethylchromane-2-carboxylic acid, 23,881-3, Sigma-Aldrich, ABD) 1
mL etanol igerisinde ¢ozdiiriilmiis ve 10 mL’lik bir balon jojede saf su ile ¢izgisine
tamamlanarak troloks stok c¢ozeltisi hazirlanmistir. Bu stok c¢ozeltiden etanolle
hazirlanan 0, 0.025, 0.050, 0.062, 0.083 ve 0.125 mg troloks/mL ¢alisma
standartlarina elma suyu Orneklerine uygulanan ayni islemler uygulanarak 515 nm
dalga boyunda verdigi absorbanslar Olg¢lilmiistir. Bu absorbans degerleri
konsantrasyona kars1 grafige aktarilip troloks kalibrasyon egrisi elde edilmistir (Sekil
2.4).

1,2 -
1 e
y =-8,0126x + 0,9098
R*=0,9503
0,8 1
w
=
]
£ 06 -
w
=
<
0,4 A
0,2 4
0 T T T T T —e. |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14
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Sekil 2.4: Elma sulariin antioksidan aktivitesi miktariin analizinde kullanilan
troloks kalibrasyon egrisi

Orneklerdeki antioksidan aktivitesi miktar1 bu kalibrasyon egrisinden elde

edilmis ve mg troloks/L elma suyu olarak verilmistir.

Yukarida anlatilan yonteme goére kontrol elma suyu Ornegi icin yapilan

hesaplama asagida 6rnek olarak verilmistir:

Elma suyu 6rneginin 515 nm’de verdigi absorbans degeri (y)=0.302
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y =-8.0126x + 0.9098 (Sekil 2.4°te verilen kalibrasyon egrisinin egimi)
= ([0.302-0.9098])/(-8.0126) = 0.076 mg troloks/mL = 76 mg troloks/L
=76 mg troloks/L elma suyu x 4 (seyreltme faktorii)

=304 mg troloks/L elma suyu

2.11 Pestisit Tayini

Farkli siirelerdeki ozonlama uygulamalarmin elma sularindaki pestisitlerin
diizeyi tizerine etkisi incelenmistir. 2400 mL ham elma suyu 6rnegi ‘2.1 elma
sularinin hazirlanmasi’ baglig1 altinda anlatildigi sekilde hazirlanmistir. Basglangigta
pestisit igcermedigi bilinen bu elma suyu Kitlesine, farkli konsantrasyonlarda pestisit
etken maddelerini igeren zirai ilaglar eklenmistir. Bu pestisitlerin ticari isimleri:
Mostar (20 g/100 L Acetamiprid, Koruma klor, Kocaeli, Tirkiye), Scoop (10
mL/100 L Difenoconazole, Safa Tarim A.S, Konya, Tirkiye), Korumagor (100
mL/100 L Dimethoate, Koruma klor, Kocaeli, Tirkiye), Luna (35 mL/100 L,
Fluopyram, Bayer, Leverkusen, Almanya), Confidor (2.5 L/100 L, Imidacloprid,
Bayer, Leverkusen, Almanya), Uphold (25 mL/100 L, Methoxyfenozide, Corteva,
Indiana, ABD), Pyricose (50 mL/100 L, Pyrimethanil, Koruma klor, Kocaeli,
Tiirkiye), Postman (40 mL/100 L, Thiachloprid, Ertar Kimya, Adana, Tiirkiye), Flint
50 WG (%50 Trifloxystrobin, Bayer CropScience, Monheim, Almanya)’dir. Uriin
etiketlerinde belirtilen konsantrasyonlarda hazirlanan 9 adet pestisit stok ¢ozeltisinin
her birinden 24 mL otomatik pipet ile ¢ekilip, hazirlanmis olan elma suyu kitlesine
(2400 mL) eklenmistir. Bu ekleme sonrasinda elma suyu 6rnegi iyice ¢alkalanmistir.
Pestisit etken maddelerini igeren bu ornek, her biri 200 mL olacak sekilde 12 esit
porsiyon seklinde cam siselere alinmistir. Bu porsiyonlardan 3 adedi kontrol 6rnegi
olarak belirlenmis, diger 9 tanesi ise farkli siirelerde (30, 60 ve 90 dakika)
ozonlanmak Tlizere ayrilmistir. ‘2.3 ozon uygulamalari’ bashigr altinda anlatildig:
sekilde ozonlanan 6rnekler ve baslangicta ayrilan kontrol numuneleri pestisit analizi

yapilmast igin 6zel bir laboratuvara gonderilmistir.
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Pestisitlerin analizi i¢in hizmet alimi uygulamasina gidilmistir. S6z konusu
laboratuvarda kullanilan yontem bir ekstraksiyon prosediirii ve sonrasinda ultra
performans  sivi  kromatografisi-tandem  kiitle  spektrometrisi ~ (Liquid
chromatography—mass spectrometry, UPLC-MS/MS) ile tayin basamagindan
ibarettir. Pestisitlerin elma suyunda ekstraksiyonunda Quechers yontemi (AOAC
Official Method 2007.01) kullanilmigtir. Buna gore elma suyu Orneginden, 3 ¢
numune bir Falcon tliptine (50 mL) aktarilmis ve lizerine 12 mL damitilmis su ilave
edilmistir. Tiip bir vorteks karigtirict kullanilarak ¢alkalanmistir. Daha sonra tiipe 1.5
g susuz sodyum asetat, 6 g susuz magnezyum siilfat ve %1’lik asetik asit (v/v) igeren
15 mL asetonitril ilave edilmistir. Tiip ¢alkalandiktan sonra, 2 dakika boyunca 2016
X g'da santrifiijlenmistir (Rotofix 32, Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Almanya).
Sekiz mililitre siipernatant baska bir tiipe aktarilip, 1.2 mg magnezyum stilfat ve 0.4
g birincil-ikincil aminler ilave edilmistir. Ayni kosullar altinda calkalama ve
santrifiijlemeden sonra, 1 mL siipernatant 151k gecirmeyen kahverengi viale aktarilip,
4 mL metanol-su karisimi (85:15, v/v) ile seyreltilmistir. Bu ¢ozeltiden 20 uL 6rnek
UPLC-MS/MS igine enjekte edilmistir. Analizler 3 tekerriirlii  olarak
gergeklestirilmistir.

Pestisit analizlerinin gergeklestirildigi HPLC cihazinin  6zellikleri ve

analizlerde kullanilan kromotografi sartlar1 Tablo 2.1’de verilmistir.
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Tablo 2.1: Pestisit analizlerinin ger¢eklestirildigi HPLC cihazinin 6zellikleri ve
analizlerde kullanilan kromotografi sartlari

HPLC Thermo Ultimate 3000 UPLC
Pompa Thermo Ultimate 3000
Kolon Agilent Poroshell 120 (EC-C18 / 2.7um / 3x150mm)

Kolon firmm

35°C

Dedektor

Thermo TSQ ALTIS MSMS

Mobil faz

A (su): 5mM Amonyum format, %0.1 Formik asit, 2L mobil
faz igerigi: 1 mL Amonyum Format + 2 mL Formik asit

B (metanol): 5mM Amonyum format, %0.1 Formik asit, 2L
mobil faz igerigi: 1 mL Amonyum Format + 2 mL Formik
asit

Akis rejimi:

0-2 dakika: %80A, %20B
2.01-13.50 dakika: %60A, %40B
13.51-16.00 dakika: %5A, %95B
16.01-21.00 dakika: %80A, %20B

Akis hizi

0.6 mL/dakika

2.12

Calismamizdaki

Istatistiksel Analizler

istatistiksel degerlendirmeler ‘Minitab 16 Statistical

Software’ ve ‘MSTAT-C Statistical Software’ programlar1 kullanilarak yapilmigtir.
Elde edilen veriler Minitab programindaki ‘Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA)’

yontemi ile degerlendirilmistir. Ortalamalar arasindaki farkliliklar Tukey testi ile

karsilastirilmis olup karsilagtirma gruplarina ait veriler a=0.05 giiven araligina gore

test edilmistir. Daha sonra ortalamalar, MSTAT-C programindaki ‘Duncan Coklu

Aralik Testleri (p <0.05)” kullanilarak karsilastirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Pastorizasyon ve Farkh Siirelerde Ozon Uygulamalarmmin Elma

Sularindaki Mikroorganizmalar Uzerine Etkisi

Elma suyu orneklerinde dogal olarak bulunan mikroorganizma gruplari
lizerine pastorizasyon ve farkli siirelerde gerceklestirilen ozon uygulamalari

sonucunda elde edilen bulgular Tablo 3.1°de verilmistir.

Meyve sularmin raf omriiniin belirlenmesinde en 6nemli etkenlerden biri,
irlinlin bozulmasina neden olan ‘mikroorganizmalar’dir. Patojen bakteriler gida
kaynakli hastalik vakalarmin %32’sine, oliimciill gida kaynakli hastaliklarin ise
%84’ line neden olmaktadir. Bununla birlikte, meyve sularindaki patojenler bircok
salgina neden olmustur. 1996'da, pastorize edilmemis ticari elma suyuna kadar
izlenen biiyiik bir E. coli O157:H7 salgim olmus hatta bir 6lim vakasiyla
sonuglanmistir (Charfi ve ark. 2023; Cody ve ark. 1999).

Ozonlama ve pastorizasyon islemleri uygulanacak kontrol 6rneklerindeki, E.
coli, koliform, TAMB ve maya-kiif sayilarinin sirastyla 0.56, 3.69, 3.82 ve 3.92 log
kob/mL oldugu gergeklestirilen mikrobiyolojik analizlerle tespit edilmistir.
Pastorizasyon ve farkli siireler gergeklestirilen ozon uygulamalarinin incelenen tiim

mikroorganizma gruplari iizerinde genellikle etkili oldugu tespit edilmistir.

Calismamizda incelenen tim ozonlama islemleri ile E. coli ve onun dahil
oldugu grup olan koliform grubu bakterilerin tamamen inhibe oldugu tespit
edilmistir. Bu durum ozonlama isleminin koliform grubu bakteriler {izerinde olduk¢a
etkili oldugunu gostermektedir. Tarafimizdan uygulanan en kisa ozonlama siiresi
olan 15 dakikalik uygulama sonunda dahi E. coli ve koliform grubu
mikroorganizmalarin tamamen inhibe olmasi, daha kisa siireli ozon uygulamalarinin
bu  mikroorganizmalarin  uzaklastirilmasinda  yeterli  olabilecegi  fikrini

dogurmaktadir.
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Tablo 3.1: Pastorizasyon Ve farkli siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu i¢erigindeki mikroorganizmalar {izerine etkisi*

Mikroorganizma (log kob/mL*) Ozon Uygulamasi (dakika)

Kontrol 15 30 45 60 90 Pastorizasyon
E. coli 0.56+0.22 A TEB TEB TEB TEB TEB TEB
Koliform 3.69+1.69 A TEB TEB TEB TEB TEB TEB
TAMB 3.82+1.0 A 1.23+046B 040+030C TEC TEC TEC TEC
Maya-kiif 3.92+0,0 A 1.95+1.85B 0.34+0.52C  0.34+0.09C 0.23+0.20 C TEC TEC

*. Aym satirda farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatiksel olarak farklidir (p<0.05).
TE: Tespit edilemedi.
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Nitekim, Patil ve ark. (2010) ve Song ve ark. (2015), elma sularinda E. coli
sayisin1 sirastyla 5 ve 4 dakikalik ozon uygulamasi sonunda tespit edilebilir

seviyenin altina diistiigiinii bildirmislerdir.

Scott ve Lesher (1963) ozonun, Gram negatif bakteriler lizerine etkisini, sahip
oldugu lipopolisakkarit ve lipoprotein tabakalar1 gibi hiicresel elementlerine verdigi
hasar ile hiicrenin gecirgenligini bozarak hiicre Olimiine sebep oldugundan
kaynaklandigmi ileri siirmiistiir. Bu grup mikroorganizmalarin ozona karsi ¢ok

hassas oldugu tespit edilmistir.

Bu patojen grubu mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda; pastorizasyon
bilinen en eski ve etkili yontemlerden biridir. Bizim yaptigimiz ¢alismada
pastorizasyon uygulamasi sonucunda bahsi gegcen mikroorganizma gruplari tespit

edilebilir seviyenin altina diigmiistiir.

Oksijen bulunan ortamlarda varliklarini devam ettirebilen aerobik mezofilik
bakteriler; gidalarda bozulmaya neden olan ve gida kaynakli hastaliklara yol acan
patojen mikroorganizmalarin ¢ogunlugunu kapsamaktadir (Goniil ve Kisla, 2009).
Hijyenik tiretim hakkinda da fikir veren mikroorganizma grubu olan bu bakterilerden
kaynakli olarak; sicak iklime sahip, gelismekte olan {ilkelerde yapilan bazi
arastirmalarda, pastorize edilmemis, endiistriyel meyve ve sebze sularindaki toplam
bakteri sayismin sokakta satilan taze meyve sular1 ile benzer seviyede oldugu
belirtilmistir (Berthold-Pluta ve ark. 2017). Bu hijyenik olmayan kosullarin oniine
gegmek ve Uriiniin raf omriinii uzatmak ig¢in meyve sularinda geleneksel olarak

pastdrizasyon uygulamasi yapilmaktadir.

Gidalarin  mikrobiyolojik kalitesinin Olg¢lilmesinde temel parametrelerden
birini olusturan TAMB sayis1, pastdrizasyon ve ozon uygulamasi yapilan elma suyu
orneklerinde belirlenmistir. Yaptigimiz ¢alisma sonunda, ham elma suyunda 3.82 log
kob/mL bulunan TAMB, pastorizasyon islemi sonrasinda tespit edilebilir limitin
altina diigmistiir. 15 dakika ozon uygulamasi sonunda 1.23 log kob/mL seviyesine
diiserken, 30 dakika ozon uygulamasi sonrasinda tespit edilebilir limitin altina

diistiigii gortilmistir.

Ari ve ark. (2020), pastorize edilmemis ham elma suyunda 3.70 log kob/mL
tespit edilen TAMB sayisinin, 85 °C’de 10 dakika pastorize edilen 6rneklerde tespit
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edilebilir limitin altina diistiigiinii, 2 dakika ozon uygulamasi sonunda 1 log, 5 dakika
ozon uygulamasi sonrasinda 2 log seviyesinde azaldigini bildirmislerdir.
Tarafimizdan kullanilan ham elma suyu o6rneginde yakin miktarda TAMB sayist
tespit edilmistir. Bizim ¢alismamizda uygulanan 15 ve 30 dakika ozonlama islemleri
sonucunda elma suyundaki TAMB sayisinin sirasiyla yaklasik 2.5 ve 3.5 log birim

azaldig1 tespit edilmistir.

Ozon wuygulamast yapilan elma suyu oOrneklerinde, koliform grubu
mikroorganizmalarin ve TAMB sayilarinin tespit edilebilir seviyelerin altina sirasiyla
15 ve 30 dakikalik uygulamalar sonucunda distiigii tespit edilmistir. Bu bulgu
TAMB grubu mikroorganizmalarin koliform grubuna kiyasla ozona karsi daha
direngli oldugunu gostermektedir. Bu durum bakteri tiirlerinin hiicresel yapilari
olduke¢a farkli oldugundan, farkli bakteri tiirlerinin ozona kars1 heterojen duyarlilig
ile agiklanabilir (Tabakoglu, 2016). Mikroorganizmalarin hiicrelerini pargalayarak
hiicre yapisina zarar veren ozon, bu sirada hiicrenin enzim sistemini etkileyip hiicre
solunumunu durdurmasi ile mikroorganizma Oliimiiniin ger¢eklesmesine neden

olmaktadir (Alparslan ve ark. 2012).

Smirlt bir grup maya-kiif, diisiik pH araligina sahip oldugu bilinen meyve
sularinda hayatta kalabilir. Meyve sularinin  sahip oldugu asitlik, diger
mikroorganizma gruplarinin yasam rekabetini sinirlayarak bu mikroorganizmalarin
gelisimi igin elverisli olabilir (Elez-Martinez ve ark. 2005; Jacoba ve ark. 2010).
Meyve sular1 genellikle basit karbonhidratlar ve kompleks azot kaynaklar1 agisindan
zengindir ve bu nedenle mayalar i¢in ideal substratlardir (Patil ve ark. 2011).

Ozonlama ve pastorizasyon islemleri uygulanacak kontrol 6érneginde 3.92 log
kob/mL olan maya-kiif miktar1 15 ve 30 dakikalik ozon uygulamalar1 sonunda
sirastyla 1.95 ve 0.34 log kob/mL olarak tespit edilmistir. 30, 45 ve 60 dakikalik
ozon uygulamalar1 sonrasi drneklerin maya-kiif degerleri arasinda istatistiksel fark
olmadigr goriilmistir. 90 dakika ozon uygulamasi yapilan Orneklerde ise,
pastorizasyon uygulamasinda elde edilen sonuca ulasilmis ve maya-kiif sayisi tespit

edilebilir seviyenin altinda bulunmustur.

Jacoba ve ark. (2010), ham elma suyu orneklerinde yaptigi ¢alismada, maya-
kiif miktarin1 3.5 log kob/mL tespit ederken, 90 °C, 4 dakika pastorizasyon islemi

sonucu tespit edilebilir seviyenin altina distiigiinii belirtmislerdir. S6z konusu
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calismanin bulgularina paralel olarak, bu tez ¢aligmasinda kullanilmis olan elma suyu
orneklerinin maya-kif miktart1 3.92 log kob/mL olarak tespit edilmistir. Bizim
calisgmamizda yaklasik 3.5 log’luk azalma 60 dakika ozon uygulamasindan sonra

gerceklesmistir.

Ozon gazinin kif gelisimini Onlemesindeki etki mekanizmasi, kiifiin
koruyucu membranina verdigi hasar ile agiklanmaktadir. Bazi kiif tiirlerinin
membran yapilarin farkliligi sonucu ozon gazinin farkli kiif tiirlerine kars1 etkinligi
degisebilmektedir ve ozon gazina olan direngleri artabilmektedir (Awuchi ve ark.
2021).

Ozonun, hiicresel bilesenlerin oksidasyonu ile mikroorganizmalar1 etkisiz
hale getirdigi bilinmektedir (Karaca ve Velioglu, 2007). Bizim c¢alismamizin
sonuclarina paralel olarak, ozonlama siiresi artttkca ozonun mikrobiyolojik
etkinliginin arttigina dair benzer sonuglar literatiir ¢alismalarinda goriilmiistiir (Ar1
ve ark. 2020; Jacoba ve ark. 2011). Arastirma bulgularimizdan; uygulama siiresinin
artirtlmasi1  halinde, ozonlama isleminin mikrobiyal inhibisyon amaciyla,
pastorizasyon uygulamasi yerine kullanilabilecek bir islem oldugu sonucu

cikarilabilir (Ar1 ve ark. 2020; Giizel-Seydim, 2004).

3.2  Pastorizasyon ve Farkl Siirelerde Ozon Uygulamalarinin Elma

Suyunun Genel Kalite Parametreleri Uzerine EtKkisi

Elma sularinda gergeklestirilen pastérizasyon ve ozon uygulamasi gibi
islemler, irlinlin kalite parametrelerinde bazi O6nemli degisikliklere sebep
olabilmektedir. Pastorizasyon ve farkli siirelerde ozon uygulamalari ile elma
sularinin kalite parametrelerinde meydana gelen degisim Tablo 3.2°de goriilmektedir.
Ayrica, tez c¢alismasinda gergeklestirilen ozon uygulamalarinin elma sularinin

renginde yol actigin1 degisimleri gosteren gorsel Sekil 3.1°de verilmistir.
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kontrol dakika

dakika

Sekil 3.1: Farkli siirede ozon uygulamasi yapilmis drneklerin gorseli

Pastorizasyon ve farkli siirelerde ozonlama islemleri uygulanan kontrol
orneklerinde, Briks, pH, toplam asitlik, renk ve bulaniklik degerlerindeki degisimler
analizlerle tespit edilmistir. Pastorizasyon islemi ve farkli siireler gerceklestirilen
ozon uygulamalariin incelenen 6rneklerde bazi kalite parametrelerinde degisiklikler

meydana getirdigi gozlenmistir.

Yaptigimiz calismada pastdrizasyon ve ozon uygulamasi sonucunda
orneklerin Briks degerinde istatistiksel olarak fark goriilmiis olsa da, blyiik bir
degisiklik olmadig: tespit edilmistir. Ozon uygulamasinin oksidasyona neden olurken
herhangi bir fermentasyon iiriinii olugsmadig1 ve ortamdaki sekerin tiiketilebilecegi bir
faaliyet olmamasindan dolayr bu farkin sadece cihazin okuma yaptigi sapma
degerinden kaynaklandig1r diisliniilebilir. Yapilan literatiir calismalarinda da
uygulanan ozonlama islemi sonrasi elma suyu (Diao ve ark. 2018b) ve karpuz suyu
(Lee ve ark. 2022) 6rneklerinde Briks degerinde kayda deger bir degisiklik olmadig:
bildirilmistir.
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Tablo 3.2: Pastorizasyon ve farkli siirelerde ozon uygulamasinin elma suyunun kalite parametreleri tizerine etkisi*

Uygulama Briks pH Toplam Asitlik Renk (%0T) Bulanikhk
(9/kg malik asit) (NTU)

Kontrol 13.09+0.05 A 3.56+0.01 A 22.04+0.05 E 26.7+0.2 F 70.7£0.4 A
Pastorizasyon 13.07+£0.02 A 3.56+0.01 A 22.53+0.15D 25.0+0.1 G 67.2+0.2 B
15 dakika ozon 13.00+0.03 BC 3.56+£0.01 A 23.00+0.17C 50.1+0.6 E 46.0+0.5C
30 dakika ozon 12.99+0.01 C 3.56+£0.01 A 23.53+0.26 B 70.2+0.7 D 22.2+1.8D
45 dakika ozon 13.05+0.02 AB 3.56+£0.01 A 23.57+0.03 B 73.4+£0.4 C 19.8+0.2 E
60 dakika ozon 13.08+0.04 A 3.54+0.01 B 24.13+0.07 A 80.3+1.8 B 13.7+15F
90 dakika ozon 13.05+0.01 AB 3.52+0.01 C 24.10+0.01 A 84.2+0.2 A 6.7t1.1G

*. Aym siitunda farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Calismamizda pastorizasyon ve ozon uygulamasi yapilan Orneklerin pH
degeri Olgiilmiistiir. pH degerinin kontrol ve pastdrizasyon drneklerinde istatistiksel
olarak fark olmadig1 gozlenmistir. Ozon uygulamasi yapilan orneklerde ilk 45
dakikada istatistiksel olarak fark olmadigi, 60 ve 90 dakika uygulamalarda kiiciik bir
azalma meydana geldigi gozlenmistir. Pastorize edilen ve ozonlanan orneklerin
toplam asitlik degerlerinin kontrol Ornegine gore daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Lee ve ark. (2022) yaptig1 karpuz suyu 6rneklerinde, Tiwari ve ark. (2009)
domates suyu Orneklerinde yaptiklar1 c¢alismada, ozonlama uygulamasi ile
orneklerdeki pH degerinin azalirken, toplam asitlik degerinin, 5 ve 25 dakika
arasinda degisen ozon uygulama siiresi boyunca Onemli Olglide arttigini
belirtmislerdir. pH'daki bu diisiisiin, 0zon uygulamasi ile meyve suyundaki malik asit
artisindan kaynaklaniyor olabilecegini belirtmiglerdir. Ayrica, Jaramillo-Sanchez ve
ark. (2018) da seftali suyu orneklerinde ozon uygulamasi sonrasinda malik asit
degerinde benzer sekilde hafif bir artis gézlemlemislerdir. Yapilan bazi ¢calismalarda
pH ve toplam asitlik degerinin degismedigi ¢alismalar da mevcuttur (Ozen ve ark.
2022 ve Karaca, 2019).

Yaptigimiz ¢alismada spektrofotometrede 440 nm’de gergeklestirilen
Olglimlere gore renk degerlerinin (% transmittans cinsinden) kontrol orneklerinde
26.7+0.2, pastorizasyon uygulamasi sonrasi 25.0+0.1 oldugu tespit edilmistir.
Literatiirde yapilan ¢alismalarda pastorizasyon uygulamasi ile renkte tespit edilen bu
diigiisiin, elma suyuna uygulanan 1sil islemle birlikte esmerlesme reaksiyonu
(Maillard  reaksiyonu) ile ortaya ¢ikan hidroksimetilfurfural (HMF)’dan
kaynaklanabilecegi belirtilmistir (Filiz ve Seydim, 2018; An ve ark. 2020).
Yaptigimiz ¢alismanin devaminda incelenen tiim ozonlama siireleri (15-90 dakika)
sonunda meyve sularinin % transmittans degerinin 6nemli 6l¢iide arttig1, yani renkte
acilma oldugu tespit edilmistir. Bu durum ozonlanan Orneklerin gorsel olarak
incelenmesi sonucunda da bariz bir sekilde farkedilmistir. Farkl siirelerde ozonlanan
elma suyu Orneklerinde tespit edilen bu durum Sekil 3.1°de goriilmektedir. Ozon,
cogu organik bilesigin bozunmasina neden olan yiiksek bir oksidasyon potansiyeline
(2.07 V) sahiptir. Bu sebeple ozonun, meyve sularinda pigmentlerin pargalanmasina
neden oldugu ve dolayisiyla iiriinde renk kaybina yol agtigr bildirilmistir (Tiwari ve
ark. 2009). Ozonun oksitleyici 0zelligi yeni olusan oksijen atomundan

kaynaklanmaktadir. Yine bagka bir c¢alismada benzer sekilde, ozonun portakal
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suyunun renk pigmentinden sorumlu oldugu bilinen karotenoidlerin i¢erdigi aromatik

halkalar1 acip, organik asitler, aldehitler ve ketonlar gibi iiriinlerin oksidasyonuna

sebep oldugu bildirilmistir (Cullen, 2013).

Yaptigimiz c¢alismada kontrol orneklerinde 70.7+0.4 NTU olarak dlgiilen
bulaniklik degerinin, pastorizasyon uygulamasi sonrasi %5 oraninda, 15 dakika ozon
uygulamasi sonunda ise %35 oraninda azaldigi tespit edilmistir. Bu deger, 90 dakika
ozon uygulamasi sonrast ise %90 oraninda azalmistir. Ozonlama siiresi arttikca NTU
degeri kademeli olarak azalmistir. Ozonlama islemiyle; seker kamisi suyu
(Rodrigues ve ark. 2017), turunggil sular1 (Shah ve ark. 2019) ve mango suyunda
(Supian ve ark. 2022) da NTU degerlerinin azaldig1 bildirilmistir. Elma sularindaki
bulanikligi  olusturan  etmenler arasinda  pektin  molekiilii, proteinler,
mikroorganizmalar ve fenolik bilesikler bulunmaktadir. Elma suyu orneklerinde
ozonlama islemi sonucu bulaniklik degerinde gozlenen azalma, ozonun s6z konusu
molekiillerle reaksiyona girmis olabilecegi fikrini akla getirmektedir. Nitekim tez
caligmamizin sonuglarina gore, ozon uygulamasi ile elma suyunun mikrobiyal

yiikiiniin azaldig1 ve fenolik bilesiklerde kayiplar meydana geldigi tespit edilmistir.

3.1 Pastorizasyon ve Farklh Siirelerde Ozon Uygulamalarimn Elma

Suyunun Toplam Fenolik Madde Uzerine Etkisi

Pastorizasyon ve farkli siirelerde ozon uygulamasi ile elma sularinin TFM

iceriginde meydana gelen degisimler Sekil 3.2°de goriilmektedir.

Pastorizasyon ve ozon uygulamasi yapilmayan kontrol 6rneklerinde TFM
icerigi 894 mg GAE/L olarak belirlenmistir. Literatlir calismalarinda da bizim
calismamizla benzer sekilde Torlak, 2014; Nayak ve ark. 2020; Torres ve ark. 2011,
Diago ve ark. 2018, ham elma suyu 6rneklerinde TFM konsantrasyonu sirastyla 571
mg GAE/L, 407.91 mg GAE/L, 63.8 mg GAE/L, 54.8 GAE/L olarak tespit
etmiglerdir. Ham elma sularinin TFM igerigindeki farklarin, iretimde kullanilan

elmanin cinsi ve yetistirilme sartlarindan kaynaklanmis olabilecegi diisiintilmektedir.

Yaptigimiz ¢alismada, pastorizasyon uygulamasi (92 °C, 30s) yapilan elma

suyu Orneklerinde TFM igeriginin 710 mg GAE/L, 90 dakika ozon uygulamasi
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yapilan oOrneklerde ise 399 mg GAE/L oldugu belirlenmistir. Pastorizasyon
uygulamasi ile kontrol 6rnegindeki TFM igeriginde %20, 15 dakika ozon uygulamasi
sonucunda ise %31 oraninda azalma tespit edilmistir. 90 dakika uygulama sonucunda
bu kayip %55.4 olarak bulunmustur. Pastorizasyon ve ozon uygulamasi yapilan
orneklerde tespit edilen TFM igerigi istatiksel olarak kontrol grubundan farklidir
(p<0.05).
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Sekil 3.2: Pastorizasyon ve farkli siire ozon uygulamalarinin elma sularindaki toplam

fenolik madde igerigi tizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Gergeklestirdigimiz ¢alismaya benzer bir sekilde, Alongi ve ark. (2019), 90
°C’de, 14.8 dakika pastorizasyon uygulamasi yaptigi elma suyu (Golden delicious)
orneklerinde, islem sonucunda TFM igeriginde %27 azalma meydana geldigini tespit
etmislerdir. Bir baska ¢alismada 90 °C’de, 60 saniye pastorizasyon islemi sonucu
elma sularinin TFM igeriginde %7 oraninda azalma tespit edilmistir (Nayak ve ark.
2020). Yapilan calismalardan anlasildig: iizere 1sil islem uygulamasi, sicaklik ve
stireye bagl olarak TFM igeriginde belli bir diisiise neden olmaktadir. Literatiirden
elde edilen bu sonug¢ tezimizin bulgulariyla uyumludur. Buna karsin yaptigimiz
caligmadaki sonugtan farkli olarak, Baltacioglu ve ark. (2021), elma suyunda
gerceklestirdikleri bir ¢alismada, 80 °C’de 20 dakika pastorizasyon islemi sonunda
TFM miktarin1 668.41+£12.70 mg GAE/kg yas agirlik olarak belirlemistir. Yiiksek

sicaklik uygulamalar1 sonucu toplam fenolik madde degisimi incelendiginde 1sil
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islem gérmemis taze elma suyu ornegine kiyaslaninca artis oldugu tespit edilmistir.
Bunun nedeninin sicaklik ile birlikte elma suyunda yeterli enzim inaktivasyonunun
saglanmasindan dolay1, fenolik bilesiklerin substrat olarak kullanilamamast

olabilecegi iddia edilmistir.

Farkli siirelerde ozon uygulamasi ile yaptigimiz calismada, elma suyu
orneklerindeki TFM igerigindeki 6nemli azalmanin ilk 15 dakikada gerceklestigi, 30
dakika ve sonraki uygulamalarda bu azalmanin daha yavas oldugu gozlenmistir. 90

dakika uygulama sonunda ise TFM igerigindeki azalma %55.4’¢ ulasmustir.

Bizim bulgularimiza paralel olarak, elma sularinda farkli ozon akis hiz1 ve
stirelerde yapilan c¢alismalarda, ozon uygulamasi ile TFM igeriginde azalmalar
meydana geldigi bildirilmistir. Ornegin Torlak (2014) elma suyu 6rneklerinde 30
dakika, 0.4 L/dakika ozon akis hizi ile yaptigi uygulama sonunda TFM igeriginde
%18.7 oraninda azalma oldugunu bildirmistir. Ayrica, Diago ve ark. (2019) 3
L/dakika ozon akis hiz1 ile 30 dakika yaptig1 uygulama sonunda elma sularinin TFM
iceriginde %80 azalma oldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamizda da 2 L/dakika
ozon akis hiz1 ile 30 dakikalik uygulama sonunda elma suyunun TFM igeriginde
%48 oraninda bir azalma meydana gelmistir. Ozon akis hizlar1 arttikga, TFM

miktarinda azalmanin daha fazla oldugu sonucu goériilmektedir.

Ozonlama sirasinda elma suyundaki fenolik bilesiklerin parg¢alanmasinin,
molekiiler ozonun meyve suyundaki serbest radikallerle dogrudan reaksiyonundan
kaynaklandig1 bildirilmistir (Torlak, 2014; Tiwari ve ark, 2009). Serbest radikaller,
aromatik bilesiklerle meydana gelen elektrofilik ve niikleofilik reaksiyonlara yol

acabilir.

3.2  Pastorizasyon ve Farkh Siirelerde Ozon Uygulamalarmm Elma

Sularmin Antioksidan Aktivitesi Uzerine Etkisi

Pastorizasyon ve farkli siirelerde ozon uygulamasi ile elma sularmin AO

degerinde meydana gelen degisimler Sekil 3.3’te goriilmektedir.
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Pastorizasyon ve ozon uygulamasi yapilmayan kontrol orneklerinde AO
miktart 304+1.04 mg troloks/L olarak belirlenmistir. Pastorize edilmis elma suyu
orneklerinde AO madde miktarmin 353 mg troloks/L, 90 dakika 0zon uygulamasini
sonunda ise 25 mg troloks/L oldugu belirlenmistir. Pastorizasyon uygulamasi ile
kontrol drnegindeki AO degerinde %16 oraninda artis gozlenirken, 15 ve 30 dakika
ozon uygulamalar1 sonunda sirasiyla %82 ve 91.2 oraninda azaldigi, daha uzun siire
ozon uygulamasi yapilan (45-90 dakika) orneklerde ise istatistiksel olarak fark

yaratmadig1 goriilmiistiir.

400
350

)

w
o
o

250
200

AO (mg Trolox/L
(=Y
ul
o

=
o
o

D D D D
HE N EE En
Kontrol  Pastérize 15dk03 30dk0O3 45dk03 60dk03 90dk03
Uygulama

wu
o o

Sekil 3.3: Pastorizasyon ve farkli siire ozon uygulamalarinin elma sularinin

antioksidan aktivitesi {izerine etkisi*
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).

Pastorizasyon uygulamasi sonucunda AO degerinde tarafimizdan tespit edilen
%16 oraninda artig, 90 °C’de, 4 dakikada elma sularini pastorize eden Jacoba (2011)
tarafindan tespit edilen %19’luk artisla paralellik gostermektedir.

Yaptigimiz calismanin sonuglarinda, antioksidan miktarindaki ilk 6nemli
azalisim 15 dakika ozonlama sonucunda gergeklestigi, 30-90 dakika ozonlama
araliginda AO aktivite degerinde fark olmadigi gézlenmistir. Evrendilek ve ark.
(2019) yaptiklar1 ¢alismada ozon wuygulamasinin meyve suyundaki AO
aktivitesindeki bu diisiisii, oksidatif ajanlarm meyve suyundaki konjuge ¢ift baglarin

parcalanmasina neden olarak, renk bilesiklerinin bozulmasina yol a¢tig1 ve bunun da
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biyoaktif 6zelliklere sahip kromoforlarin oksidatif boliinmesine neden olmast
seklinde aciklamiglardir. Ar1 ve ark. (2020) elma sularinda yaptiklart ozon
uygulamasi ile ozonlama siiresine bagli olarak AO igeriginin diistiigiinii
bildirmislerdir. AO igerigindeki bu diislisiin elma sularinda yogun bulunan klorojenik

asit maddesinin ozondan etkilenip diismesinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir.

3.3  Farkh Siirelerde Ozon Uygulamalarinin Elma Sularindaki

Pestisitler Uzerine Etkisi

Meyvelere uygulanan pestisitler, gerceklestirilen islemlere ragmen bazi
meyve sularina gecebilmektedir. Zaman zaman meyve sularinda pestisit kalintilarina
rastlandigini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (José ve ark. 2004; Bolles ve ark.
1999; Albero ve ark. 2003). Gergeklestirdigimiz ¢alismada farkli siirelerdeki ozon
uygulamalariin elma sularindaki bazi pestisitler iizerine etkisi incelenmistir. Elde

edilen sonuclar Sekil 3.4-3.12’de verilmistir.
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Sekil 3.4: Farkl: siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu érneklerindeki
Acetamiprid pestisiti tizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.5: Farkli siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu 6rneklerindeki

Difenoconazole pestisiti {izerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.6: Farkl: siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu 6rneklerindeki Dimethoate

pestisiti tizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.7: Farkli siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu 6rneklerindeki Fluopyram
pestisiti tizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.8: Farkli siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu 6rneklerindeki

Imidacloprid pestisiti tizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.9: Farkli siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu orneklerindeki

Methoxyfenozide pestisiti iizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.10: Farkl: siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu drneklerindeki

Pyrimethanil pestisiti {izerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.11: Farkli siirelerde 0zon uygulamasinin elma suyu drneklerindeki
Thiachloprid pestisiti tizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Sekil 3.12: Farkli siirelerde ozon uygulamasinin elma suyu 6rneklerindeki

Trifloxystrobin pestisiti iizerine etkisi
*: Farkli harflerle gosterilen ortalamalar (n=3) istatistiksel olarak farklidir (p<0.05).
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Ozonlama isleminin incelenen pestisitlerin degradasyonunda genel olarak

etkili oldugu goriilmiistiir.

Yaptigimiz ¢alismada ozonun pestisitlerde farkli oranlarda degradasyonlara
yol agtig1 goriilmistiir. 90 dakika ozon uygulamasi sonunda baslangi¢ miktarlarina
gore pestisit konsantrasyonunda meydana gelen degradasyon oranlari;
Acetamiprid’te %7.1, Difeconozole’de %42.4, Dimethoate’ta %77.7, Fluopyram’da
%21.5, Imidacloprid’te %14.5, Methoxyfenozide’te %74.9, Pyrimethanil’de %100,
Thiachloprid’te %23.7, Trifloxystrobin’de %55.5 olarak tespit edilmistir.

Bu ¢alismada Acetamiprid, Fluopyram, Imidacloprid ve Thiachloprid pestisit
etken maddelerinin ozon uygulamasi sonrasinda degradasyonlarimin en az oldugu
goriilmistiir. Acetamiprid ve Fluopyram etken maddeleri igin 30 ve 60 dakikalik
ozon uygulamalarmin istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi, bu pestisitlerin
istatistiksel olarak anlamli bir seviyede parcalanma i¢in 90 dakikalik uygulamalar
gerektigi tespit edilmistir. Bu durum, bu pestisitlerin ozona karsi direngli oldugunu

gostermektedir.

Velioglu ve ark. (2016), insektisit grubundan olan Acetamiprid’in de iginde
bulundugu 8 farkli pestisit {izerinde dogrudan gazlama (bubbling) yontemiyle ozon
uygulamas1 yapmislardir. Diger 7 pestisitte %80’den fazla bozunma olurken,
Acetamiprid bozunmasinin ¢ok smirli bir sekilde oldugu ve bu pestisitin en fazla
%2.6 oraninda pargalanabildigi belirtilmistir. Pitam ve ark. (2013), Acetamiprid’in
alkali kosullara kiyasla, asidik ve nétr kosullarda nispeten daha stabil oldugunu
bildirmislerdir. EIma suyunun asidik nitelikte bir gida olmas: bu durumu destekler
niteliktedir. Cruz-Alcalde ve ark. (2017), Acetamiprid’in de i¢inde oldugu bilinen
neonikotinoid pestisit grubunun molekiillerinde, boceklere karst yiiksek segici etkiyi
saglamak i¢in, pozitif yiiklii amino asit kalintisina baglanmak iizere elektronegatif bir
bolge bulunmaktadir. Bu bdlge nedeniyle, ozonun molekiille temasmin sinirh

diizeyde kalmis olabilecegi diisiiniilebilir.

Ergen ve ark. (2015), domateste yaptig1 ¢alismada Imidacloprid iizerine ozon
uygulamasi yapmis ve olumlu sonuglar almistir. 30 dakika uygulamasi sonucunda

%43 gibi bir degradasyon oldugu belirtilmistir. Ozonun Imidacloprid degradasyonu
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tizerine etkisinin, ozon uygulama siiresi, konsantrasyonu ve baslangi¢ Imidacloprid
konsantrasyona bagli olarak artirilabilecegi belirtilmistir (Kiris, 2016; Velioglu ve
ark, 2017). Gergeklestirdigimiz c¢alismada da ozonlama siiresinin artmasiyla
Imidacloprid pestisitinde kademeli bir degradasyon gergeklestigi tespit edilmistir.
Imidacloprid’in ozona karsi direngli oldugu ve esas olarak OHe radikali tarafindan
indirekt mekanizma yoluyla giderildigi O©ne siriilmiistir (Sonmez, 2019).
Imidacloprid’in ozon uygulamasi ile par¢alanmasi sirasinda kimyasal yapisinda

bulunan azot bilesiklerini (NO2 ve HNO?2) kaybettigi gosterilmistir (Sonmez, 2019).

Yaptigimiz c¢alismada, incelenen pestisitlerin  hepsinde 90 dakikalik
uygulamalarla istatistiksel olarak 6nemli pestisit parcalanma oranlar1 elde edilmistir.
Hatta Pyrimethanil pestisitinin 90 dakikalik uygulama sonunda tespit edilebilir

seviyenin altina indigi goriilmiistiir.

Karaca ve ark. (2012) ve Gabler ve ark. (2009), fungisit kalint1 ¢esiti olan
Pyrimethanil pestisitini liziimlerin {izerine piiskiirtmiis ve depolama siirecinde ozon
uygulamas1 yapmuglardir.  Ozon atmosferinde depolama sonunda Pyrimethanil
diizeylerindeki azalma oranlar1 sirasiyla %51.6 ve %83.7 olarak verilmistir. Bu
caligmalarda da Pyrimethanil’in diger bazi pestisitlerden daha fazla bozundugu ve
ozona Kkarst direncinin daha zayif oldugu belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda
ozonlama islemi dogrudan meyve suyuna uygulanarak, Pytimethanil’in tespit
edilebilir seviyenin altina diismesi saglanmistir. Bu yiiksek pargalanma oraninin
meyvenin meyve suyuna doniistliriilmesi ile biitiinliigiiniin bozulmasi ve ozonla
pestisit molekiiliinlin meyve suyu gibi homojen bir ortamda reaksiyona girmesi

sonucu elde edildigi diisiiniilmektedir.

Ozonlama siiresi arttikca Dimethoate, Methoxyfenozide, Thiachloprid,
Trifloxystrobin pestisitlerinin degradasyonu da kademeli olarak artmistir. Ornegin
Thiachloprid pestisitinin 30, 60 ve 90 dakikalik uygulamalar sonunda parcalanma
oranlari sirasiyla %10.6, 17.5 ve 23.7 olarak tespit edilmistir. Literatiirde de Krohn
ve Hellpointner (2002) yaptiklar1 ¢alismalarda, Thiachloprid’in suda pH 5.0-9.0
arasinda nispeten uzun bir siire stabil oldugunu bildirmistir. Bizim ¢alismamizda da
Velioglu ve ark. (2019)’un yaptig1 caligmaya benzer sekilde, kademeli bozunma

olmasina ragmen, bu pestisitin bozunmasi nispeten sinirli kalmastir.
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Calismamizda Trifloxystrobin degradasyonuna bakildiginda, 30 ve 60 dakika
ozonlama arasinda istatistiksel olarak fark olmamasina ragmen, 90 dakika ozonlama
sonunda, meyve suyunda bulunan Trifloxystrobin konsantrasyonunda %60 azalma
meydana  gelmistir.  Ozonlama  siiresinin  artirilmasiyla  Trifloxystrobin
degradasyonunun arttig1 literatiirde daha once de bildirilmistir. Ornegin, Karaca
(2018) iiziimleri depolayarak yaptigi calismada, ozon gazi ile Trifloxystrobin
degradasyonunun depolamanin ilerleyen zamanlarinda (ozon uygulama siiresinin
artmasiyla) %50’ye kadar vardigini belirtmistir. Yine diger bir ¢calismada da (Sadlo,
2016) soguk hava deposunda ozon uygulamasi yapilan elmalarda, %45
Trifloxystrobin degradasyonu tespit edilmistir. Bu ¢alismalarda da ozonlama
stiresinin artirilarak, Trifloxystrobin degradasyonunun kademeli olarak arttig
gbzlenmistir. Yaptigimiz ¢alismada Difeconazole pestisitinin ilk 30 dakika ozon
uygulamasi ile %29 oraninda azaldigi gozlenirken, 30, 60 ve 90 dakikalik

uygulamalar arasinda istatistiksel olarak fark goriilmemistir.

Kusvuran ve ark. (2012), pestisit kalintilarinin giderilmesinde, pestisitlerin ve
gida matrislerinin yapisal 6zelliklerinin ¢ok etkili oldugunu bildirmistir. Pestisitlerin
reaktivitelerinin, kimyasallarin isgal ettigi en yiiksek molekiiler orbitalin enerjisi
kullanilarak tahmin edilebilecegi belirtilmistir (Wu ve ark. 2009). Tarafimizdan
gerceklestirilen ozon uygulamalarinin farkli pestisitler tizerine etkilerinin farkl

olmasini aciklayan bu durum yaptigimiz ¢alismalarda da gézlenmistir.

Literatiirde incelenen calismalarda, c¢esitli gida triinlerinden pestisitlerin
giderilmesinde ozon uygulamasi farkli yontemlerle denenmistir. Bu yontemlere
ornek olarak; meyvelerin yikanmasi siirecinde iginde ozon gazi ¢6zdiiriilmiis olan su
ile yikanmasi veya depolanan meyvelerin depo atmosferine ozon gazinin dahil
edilmesi verilebilir. Akla gelebilecek bir diger uygulama da meyve sularinin
dogrudan ozonlanmasidir. Calismamizla benzer yoOntem olarak {iriiniin direkt
ozonlanmasi uygulamas: domates suyu (Al-Antary ve ark. 2015; Al-Antary ve ark.
2016; Al-Antary ve ark. 2018) ve visne suyu (Evrendilek ve ark. 2019) 6rneklerinde
denenmistir. Bu ¢alismalarda Karbosiilfan, Chlorfenapyr, Methomyl, Chlorpyrifos
ethyl, z-fluvalinate, Cyprodinil, Pyraclostrobin ve Malathion gibi pestisit etken
maddeleri iizerine farkli ozon uygulamalarimin etkileri incelenmistir. Ozon

uygulamasi sonucunda bahsi gegen tiim pestisitlerde farkli oranlarda degradasyon

52



gerceklestigi ve ozonun pestisitlerin uzaklastirilmasinda etkili bir yontem oldugu

sonucuna varilmistir.

Organik bilesiklerin ozon tarafindan oksidasyonu, iki spesifik reaksiyonla
gerceklesebilir. Bunlar: ozon molekiiliiniin organik bilesiklerin molekiilleri ile
reaksiyonu ve ozon ayrigmasi ile olusan serbest radikallerin (O) organik bilesiklerle
reaksiyonu seklindedir. Sulu ¢ozeltide organik bilesikler, ¢ozeltideki serbest hidrojen
atomlar1 ile ozon bozunmasindan kaynaklanan oksijen atomlarindan olusan hidroksil
radikali etkisiyle oksitlenir (Chiron ve ark. 2000 ve de Souza, 2017) ve pestisitlerin

degradasyonu bununla agiklanabilmektedir.

Meyve ve sebzelerin verimini artirmak ve onlar1 zararlilardan korumak icin
pestisitler yaygin sekilde kullanilmaktadir. Kullanilan bu pestisitler yerine ozon
uygulamasinin yapilabilecegi ve ozonun fungisit vb. etki gosterdigini bildiren
literatiir galigsmalart mevcuttur (Bus ve ark. 1991). Oksidasyon potansiyeli yiiksek
olan ozon, birgok toksik pestisitin yerine gecebilecek iyi bir alternatif olarak
goriilmektedir. Bu sayede, pestisitlerin yaygin kullanimi nedeniyle direngli mantar
patojenlerinin ¢ogalmasi ile ilgili mevcut endiseler azaltilacaktir. Ayrica ozonlama,

pestisit kalintis1 sorununu ¢dzmek icin kilit bir teknoloji gibi goériinmektedir.
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4. SONUC VE ONERILER

Meyve sularinda rastlanabilecek 6nemli saglik risklerinin kaynaklarindan biri
mikroorganizmalar, bir digeri ise pestisitlerdir. Son yillarda o6zellikle gelismis
iilkelerde pastorize edilmemis meyve sularina talep artmasi ile 1s1l isleme maruz
kalmamig Urlinler piyasaya siiriilmektedir. Bu iriinlerde E. coli ve Salmonella gibi
patojen mikroorganizmalar canli kalabilmektedir. Ayrica taze meyve ve sebzelerde
zaman zaman yiiksek seviyelerde tespit edilebilen pestisit kalintilar1 toplumda saglik
endiselerine neden olmaktadir. Iste bu problemlerin ¢dziimiinde ozon uygulamasi ile
iiriiniin 1811 islem gormeden giivenli hale getirilebilecegi Ongoriilmektedir. Ozon
uygulamasinin iirtinde kalint1 birakmamasi ve gida giivenligi agisindan uygun olmasi
gibi nedenlerle meyve suyundaki bir¢ok problemin ¢oziilmesinde de alternatif

olabilecegi diistiniilmektedir.

Bu tez calismasinda, meyve sularinda bozulmalara neden olup, iiriiniin genel
mikrobiyolojik kalitesine etki eden, insan sagligina tehdit olusturabilecegi konusunda
fikir verebilecek bazi1 mikroorganizmalarin ve iiriiniin pazarlanmasinda problemlere
yol agabilen, toplumda saglik endiselerine neden olan pestisit kalintilarinin meyve
suyundan uzaklastirilmasinda, farkli siire ozon uygulamalarinin etkinliginin
incelenmesi amaglanmustir. Tez ¢alismasi kapsaminda elde edilen sonuglar asagida

maddeler halinde verilmistir.

1. Ozon gazi uygulamasinin, elma sularinda bulunabilecek E. coli, Koliform,
TAMB ve maya-kiif gibi mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda genel
olarak etkili oldugu gézlenmistir. E. coli’nin ozona kars1 daha direngsiz
oldugu, TAMB ve maya-kiif grubu mikroorganizmalarin ise elma
sularindan inhibe edilmesi i¢in daha uzun siirede ozon uygulamasi

yapilmasi gerektigi sonucu ¢ikarilmistir.

2. Ozon uygulamasmin elma sularindaki bazi kalite parametreleri tizerine
etkisi incelenmistir. Ozon uygulamasinin, elma suyunun Briks degerini
degistirmezken, renk ve bulaniklik degerlerinde Onemli degisiklikler
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meydana getirdigi goriilmiistir. Renk degerinde Onemli bir agilma
gozlenmistir. Uriindeki bu renk agilmasi elma sularinda istenilen bir
ozellik olmasina ragmen, kirmizi renkli {irtinlerde tercih edilmemektedir.
Ticari {iiretilen elma sularinda renk agma islemi i¢in klasik yontem olan
durultma ajanlart (aktif komiir, kizelsol, jelatin, bentonit vb.)
kullanilmaktadir. Bu ajanlar son iirlinde kalintt birakip agir metal gibi
problemlere yol agmaktadir. Limit lizerinde ¢ikan agir metalli iirtinler
ithracatta problem teskil etmektedir. Bu klasik yontemler disinda, renk
acmak i¢in regine sistemleri kullanilmaktadir. Reginelerin belli bir tonajda
kullannmindan sonra yiiksek miktarda kimyasallar ile rejenerasyonu
yapilmaktadir. Bu islem sirasinda fazla miktarda kimyasal kullanimi
olmaktadir. Ozon, iiriinde herhangi bir kalinti birakmamasi ve kimyasal
kullanimin1 azaltmasi gibi olumlu 6zellikleri ile meyve suyu endiistrisi

icin umut vadetmektedir.

. Meyve suyu endiistrisinde elma sularmin berraklastirilmasi ig¢in
ultrafiltrasyon makinalar1 kullanilmaktadir. Makinada akis1 saglamak i¢in,
meyve sularinda bulunan ve sonradan da bulanikliga yol agan pektin,
araban gibi baglarin  depektinizasyonu i¢in enzim uygulamalari
yapilmaktadir. Enzim uygulamasi ile pektin molekiiliindeki baglarin
kirilmasi  filtrasyon uygulamasin1  kolaylastirmaktadir. Enzimasyon
uygulamasi sonrasinda elma sular filtre edilmekte ve NTU degeri 1’in
altinda olan berrak {iriinlerin eldesi saglanmaktadir. Yapilan tez
calismasinda ozon uygulama siiresi arttikca elma sularmin bulaniklik
degerinin azaltildig: tespit edilmistir. NTU degeri ultrafiltrasyonda alinan
sonu¢ kadar olmasa da, 6nemli diizeyde azaltilmis ve 7 degerinin altina
kadar disiiriilebilmistir. Ozonun, enzim gibi durultma yardimei
malzemelerinin yerine kullanilabilecegi ya da on filtrasyon uygulamasi
olarak degerlendirilebilecegi ve boylece ticari {iretimlerde fayda
saglayacagi diistiniilebilir. Ticari satilan berrak elma sularmin iretiminde
diisik NTU’lu spesifikasyondaki {iriinlerin iiretimi hedeflenmektedir.

Sanayide kullanilan ultrafiltrasyon makinalart ve durultma ajanlarinin
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yerine ozon uygulamasimnin alternatif bir islem olabilecegi

disiinilmektedir.

4. Ozon uygulamast meyve sularmin besleyici 0Ozelliklerinde Onemli
degisiklikler meydana getirmistir. Uriiniin TFM ve AO iceriginde
azalmalar gozlenmistir. Bu degisimler ozon uygulama siiresine bagl
olarak farkli diizeylerde gergeklesmistir. Ozon uygulama siiresinin dogru

se¢ilmesi ile bu kayiplarin diisiik diizeylerde tutulmasi saglanabilir.

5. Bu tez ¢alismasinda iilkemizin 6nemli bir ihracat {iriinii olan elma suyu
iretiminde so0z sahibi boélgelerinden Denizli’nin  Civril ilgesi ve
civarindaki elmalarda yaygin sekilde kullanilan pestisitler ile ¢alisiimistir.
S6z konusu pestisitlerin  elma suyundaki kalinti seviyelerinin
azaltilmasinda ozon uygulamasmin etkili oldugu gorilmiistiir. Calisilan
pestisitlerin ozona kars1 direnclerinin farkli oldugu, ozon uygulama
stiresinin  arttirilmasiyla pestisitlerdeki degradasyon oranin da arttigi

goriilmistiir.

6. Insan saglig1 iizerindeki olumsuz etkileri sebebiyle patulin gibi
mikotoksinlerin gida maddelerindeki varligina, ulusal ve uluslararasi
diizeydeki diizenlemelerle elma sularinda 50 ppb olarak kisitlama
getirilmistir. Elma sularinda patulin problemine siklikla rastlanmaktadir.
Ozon uygulamasinin patulin degradasyonunda etkili oldugu ile ilgili
literatiir ¢alismalar1 mevcuttur (Diao ve ark. 2018a, 2019 ve Cataldo,
2008). Bu tez kapsaminda Ozonun patulin {izerine etkisi calisilmamis
olup, bu konunun uygulanabilirliginin endiistriyel Ol¢ekte denenmesi

onerilmektedir.

Ulkemizde cogunlukla ihracatta karsilasilan problemler arasinda olan ve

viicuda alinmasi sonucunda farkli toksik etkiler gosterebilen pestisitlerin meyve
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sularindan uzaklastirilmasinda, ozon gazi ile etkilerinin incelendigi ¢alismalar giincel

bir konu olarak one ¢ikmaktadir.

Ozon gazi uygulamasi ile pestisitlerin degradasyonunda etkili sonuglar elde
edilmis olup, s6z konusu uygulamanin iiriiniin mikrobiyolojik kalitesini diizeltmek,
rengini agmak, bulanikligi azaltmak konusunda olumlu etkileri de gozlenmistir.
Ancak s6z konusu uygulamanin iiriiniin besleyici 6zelliginde (TFM ve AO igerigini)
kayiplara yol agcmasi ve bu tez kapsaminda incelenmeyen aroma bilesikleri iizerine
muhtemel olumsuz etkilerinin azaltilmasina yonelik ¢alismalara ihtiya¢ duyuldugu

diistiniilmektedir.
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