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Natilrel sizma zeytinyadi, diinyada oldugu gibi Glkemizde de en g¢ok aranilan ve ilgi duyulan gidalardan birisidir. Bu
sebeple de en fazla hile yapilan yaglar arasinda yer almaktadir. Natlrel sizma zeytinyaginda “kolon yagdi” olarak ifade
edilen islem goérmus zeytinyagi karisimini tespit etmek igin yag asidi etil esterlerin (FAEE) analizinin yapilmasi
gerekmektedir. Ancak etil esterler sadece kolon yagi tagsisi ile yikselmeyip fermentatif bozulma oldugunda, depolama
slirecinde ya da diger kalite kriterlerinde diisme oldugunda limit Uzerine ¢ikabilmektedir. Son yillarda, etil esterlerin
olusum mekanizmalari incelenerek tarladan sofraya etil ester seviyesinin hangi kosullarda yikseldigini arastiran birgok
makale yayinlanmistir. Bu ¢alismada, etil esterlerin olusum mekanizmasi, etil alkolin zeytinyadinda esterlesmesini

tetikleyen faktorler irdelenmis ve tespit yontemleri tstiinde durulmustur.

Anahtar Kelimeler: Alkil esterler, Etil ester, Etil alkol, Natlrel sizma zeytinyagi

Formation of Ethyl Alcohol and Ethyl Esters in Virgin Olive Oil and Their Detection Methods
ABSTRACT

Extra virgin olive oil is one of the most demanded foods in our country as well as in the world. It is among oils, which is
mostly adulterated due to its high demand. For this reason, it is one of the most adulterated oils. Analysis of fatty acid
ethyl esters must be carried out in order to detect the processed olive oil mixtures, which is expressed as "mild
deodorization oil* in extra virgin olive oil. Ethyl esters not only can reach the limit by mild deodorization of olive oil, but
also can rise with fermentative deterioration or with esterify during storage. In recent years, many articles have been
published, studying the conditions under which ethyl esters rise from field to table, by examining the formation
mechanism of ethyl esters. In this review article, the formation mechanism of ethyl esters and the factors triggering the
esterification of ethyl alcohol in olive oil were presented.

Keywords: Alkyl esters, Ethyl ester, Ethyl alcohol, Extra virgin olive oil

GIRIS kimyasal, fiziksel ve duyusal ozellikleri veren bilesikler,
sabunlasan ve sabunlasmayan kisimlarda yer
Zeytin (Olea europaea L.) gida endiistrisinde, sofralik almaktadirlar. Sabunlasabilen triagilgliseroller,

zeytin ve zeytinyagi olmak Uzere iki temel gidanin zeytinyaginin agirlikga %98’ini temsil eder ve tekli
Uretimini saglayan, Akdeniz havzasinda ¢ok buylk doymamis yag asitleri bakimindan da zengindir. Son
Oneme sahip bir agactir. Zeytinyagdinin yapisinda bulunan yillarin yikselen trendi Akdeniz Diyetinde yag ihtiyacinin
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%85I oleik asit bakimindan zengin olan zeytinyagi
tarafindan karsilanmaktadir [1, 2]. Zeytinyadi ve saglik
konusunda yapilan ¢ok sayida bilimsel ¢calismada, glnlik
beslenme rejiminde doymus yagd asitlerinin, tekli
doymamis yagd asitlerince zengin zeytinyagi ile yer
degistirmesi ile kalp hastaliklar riskinde énemli azalma
oldugu goérulmastur [3, 4].

Zeytinyag! sadece tekli doymamis yag asitleri ile dedgil,
ayni zamanda igerdigi diger minér bilesenlerle de ¢ok
6nemli biyolojik faydalar saglamaktadir. Zeytinyaginin
biyolojik aktif minér bilesenleri sabunlasmayan maddeler
kismindadir ve diger bitkisel yaglardan farkl olarak
sabunlasmayan maddeler bol miktarda skualen
icermektedir [5]. Skualen, alti izopren biriminden
meydana gelmis c¢oklu doymamis bir triterpendir.
Zeytinyaginda yaklagik 600-1200 mg/kg arasinda
degisen konsantrasyonlarda bulunan skualen, kolesterol
ile steroid hormonlarinin biyosentezinin énctsudur [6].

Zeytinyaginin kalitesi basta tarimsal kosullar ve zeytin
sikma islemleri olmak Uzere meyvenin saglamligi,
olgunluk derecesi, hasat ve hasat sonrasi kosullar ile
zeytinden zeytinyagdinin elde edimesi ve depolama
slirecinden blyuk 6lglide etkilenmektedir [7, 8].

Zeytin agaci meyvesinden, dogal Ozelliklerinde hicbir
degisiklige neden olmayacak bir 1sil ortamda dogrudan
kirma, yogurma ve santrifiijleme yolu ile elde edilen
natirel zeytinyadl siniflarindan en Ustiin 6zellikleri
tasiyan grup natlrel sizma zeytinyadidir. Bir meyve suyu
gibi algilayabilecedimiz natirel zeytinyaginin, tiketici
tarafindan tercih edilmesi ve yiiksek fiyatlarla marketlerde
yer almasi nedeniyle, Kkalitesinin ve 6zgunligindn
saptanmasinda kullanilan kalite ve saflik kriterleri gok
biyik o6nem arz etmektedir [9]. Ginimizde
zeytinyaginin kalitesinin ve safliginin korunmasi, ulusal
ve uluslararasi zeytinyagi mevzuatinda yer alan kalite ve
saflik kriterlerini  belirlemek igin uygulanan analitik
yontemler ve guincel dizenlemelerle saglanmaktadir [10,
11].

Zeytinyaginin popularitesi onun diger bitkisel yaglarla
arasindaki fiyat araliginin agilmasina neden olmaktadir.
Bu durum natirel sizma zeytinyaginin hem kendi Griin
grubu ile hem de diger bitkisel yaglarla tagsisine neden
olmaktadir. Daha yiksek kar marji elde etmek amaciyla
da fiyati daha ucuz diger bitkisel yaglarla karistirmak
cazip hale gelmektedir [12]. Natlrel sizma zeytinyaginin
kalitesinin disuk ya da tagsisli olup olmadigi ultraviyole
Isiginda 6zgul sogurma, sterol kompozisyonu, gercek ve
teorik ECN 42 ftrigliserid igerigi arasindaki maksimum
fark, stigmastadien ve FAEE analizleri gibi kalite ve saflik
kriterleri ile saptanmaktadir.

Naturel zeytinyaginda bulunan FAEE, son on yilda gerek
bilimsel kamuoyunda gerekse mevzuat agisindan
irdelenen temel konularin basinda gelmektedir. Etil
esterleri “off flavour” olarak nitelendirilen olumsuz kalite
ozellikleri ile birlikte artis gosterdiklerinden zeytinyaginin
duyusal degerlendirmesinde 6nemli bir kriter olarak ele
alinmistir. Bu nedenle etil ester miktarinin artmasi, kalite
ozelliklerinin olumsuz surece evrildiklerini gostermektedir
[13, 14].
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Ulusal ve uluslararasi mevzuatlarda, natirel sizma
zeytinyagina 1sil  islem veya kimyasal iglem
yapilamayacagi, stkma slrecine yardimci enzim, talk gibi
maddeler de dahil katki maddeleri konulamayacag!
aclikca ifade edilmektedir [10,11,15]. Kolon zeytinyagi
tagsisi de bu kategoride degerlendirilir. Kolon zeytinyagi
tagsisi, natirel zeytinyaginin  olumsuz  duyusal
Ozelliklerini maskelemek, asitlik ve peroksit gibi kalite
kriterlerinin  degerlerini dusirmek amaciyla dusuk
sicaklikta kismi deodorizasyon iglemini gerektirmektedir
[16,17,18]. Bu tagsisin tespiti icin, etil ester miktarinin
tayini ulusal ve uluslararasi mevzuatlara girmis ve
zeytinyadi sektorinin kullanimina sunulmustur.

Alkil  esterlerin meydana gelmesinde; meyvenin
olusumundan zeytinyaginin depolama kosullarina kadar
tim slrecin nasil etkilendigi, duyusal 6zellikler ile alkil
esterler arasinda bir iligki olup olmadigi, meyvede olugan
etil alkol miktarinin bu mekanizmaya etkisi ile ilgili birgok
calisma gerceklestirilmistir [19, 20, 21, 22]. Zeytinin
¢esidi, olgunluk durumu, zeytin sikim sisteminde kiricinin
galisma sekli, iki faz ya da ¢ faz dekantor kullanimi, Ug
faz sistemde birim kg zeytin basina kullanilan su miktari,
santriflij seperator kullanilip kullanilmamasi ve depolama
kosullari FAEE miktarini etkileyen faktorlerdir [23].

Ozetle, Uluslararasi Zeytin Konseyi (I0OC) standartlarina
gore, yag asitleri etil esterleri hem kalite kriteri hem de
saflik kriteridir [46]. Bu sebeple, diinyada ve llkemizde
etil ester miktarinin yasal limitlerin Gstinde bulunmasi
hem kalite problemi hem de saflik problemi olarak
degerlendiriimektedir. Bu durumun acikhga
kavusturabilmesi amaciyla natirel zeytinyaglarinda etil
ester miktarinin olusumunu ve 6zellikle raf 6mri boyunca
degdisimini takip etmek blylk dnem arz etmektedir.

Ulkemizde Zeytincilik Arastirma Enstitiisii tarafindan
tescili alinmis 93 adet yerel zeytin ¢esidi bulunmaktadir.
Bu cesitlerden yaygin olarak yetistirilen ve ekonomik
onemi olan Ayvalik, Memecik, Gemlik gibi ana gesitler ile
yine sinirli Gretimi olan Domat, Uslu, Erkence, Sar Ulak,
Kilis yaglk, Saurani gibi cesitlerin etil ester seviyeleri
konusunda sinirli sayida arastirma bulunmaktadir [24].

Bu derlemenin amaci, etil esterlerin  olusum
mekanizmasina dikkat cekmek, etil esteri olusumu
Uzerine kismi gliserid ve etanol varliginin etkisini
arastirmak ve bu konuda ticari 6éneme sahip Turk
zeytinyagi cesitlerinde yapilacak olan galismalara 1sik
tutmaktir.

ETIL  ALKOL/ETIL
MEKANIZMASI

Zeytin meyvesi, tim meyveyi saran dis kismi ekzokarp,
yenilebilir etli kisim olan mezokarp ve ¢ekirdek kismi olan
endokarptan olusan sert ¢ekirdekli bir meyvedir. Seftal,
kayisi, kiraz ve erik gibi diger sert ¢ekirdekli meyvelerin
aksine islem gormeden, aciligi veren oleuropein gibi
sekoridoidleri gidermeden, direkt olarak tiketilemez.
Birgcok zeytin gesidinde etanoliin zeytin meyvesinde
bulunan dogal bir bilesen oldugu ve zeytin sikim iglemleri
esnasinda zeytinyagina gectigi gézlemlenmis, yag asidi
etil esteri olusum mekanizmasinda etkili oldugu rapor
edilmistir [21, 25, 26].

ESTERLERI OLUSUM
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Sekil 1. Yag asidi biyosentezi dncusi Asetil koenzim A Uretiminde biyokimyasal mekanizma [26]
(Pirtivat dekarboksilaz PDK, Alkol dehidrogenaz ADH, Triagilgliserol TAG, Piriivatdehidrogenaz PDH, Trikarboksilik
asit TAC, Asetilkoenzim sentezi AKS, Aldehitdehidrogenaz AIDH, Yag asidi sentezi YAS.)

Figure 1. Biochemical mechanism in the production of Acetyl coenzyme A, the precursor of fatty
acid biosynthesis [26] (Pyruvate decarboxylase PDK, Alcohol dehydrogenase ADH, Triacylglycerol TAG,
Pyruvatedehydrogenase PDH, Tricarboxylic acid TAC, Acetylcoenzyme synthesis AKS, Aldehydehydrogenase AIDH,

Fatty acid synthesis YAS).

Etanol, pirivat dekarboksilaz (PDK) ve alkol
dehidrogenaz (ADH) enzimlerinin ardisik etkisiyle
pirGvattan Uretilir (Sekil 1). Bitkide bu bilesigin bulunmasi,
dokulardaki oksijenin mevcudiyetinde bir azalma ile iliskili
olmak zorunda degildir, ¢tinkli bu yol bitki fizyolojisinde
farkli anahtar roller oynayan aerobik kosullar altinda
(aerobik fermentasyon) ¢alisabilmektedir [26].

Aksine meyve dokusunda etanol miktarinin artmasi,
soguk, kuraklik veya yiksek karbondioksit (CO,)
konsantrasyonu gibi ¢gevresel sartlar, ADH gen etkisi ve
PDK’ nin induksiyonu nedeniyle meydana gelmektedir
[27, 28, 26].

Zeytinde etanol olusumunun sadece hasat sonrasi
bekletme ve zeytin sikimi sirasinda fermentasyonla
olustugu bazi italyan Arastirmacilar tarafindan rapor
edilmektedir  [29]. Halbuki  zeytin  meyvesinin
olgunlasmasi sirasinda asetil-CoA blok etkisi ile buylk
miktarda triagilgliserol olusmaktadir. Ancak asetil-CoA,
enzimatik kompleks dehidrogenaz (PDH) aktivitesi ile
pirvattan sentezlenmekte ve zeytin meyvesindeki bu
sentezlenme PDH’nin inaktive edilmesiyle asetat
tarafindan gergeklesmektedir [26, 30]. Bu mekanizmada,
Sekil 1’de gosterildigi gibi pirtivat daha 6nce fotosentetik
dokularda meydana gelmekte, PDK ve aldehit
dehidrogenazin ardisik etkisi ile asetata
dondsturilmektedir. Bu modele gore, ADH aktivitesi,
etanole dontserek hicreyi sitotoksik aldehitin agiri
birikiminden korumak igin bir emniyet valfi olarak iglev
goérmektedir [26.]

FAEE, baslangicta natlrel birinci veya kolon zeytinyagi
gibi disuk kaliteli zeytinyagi tagsisinin tespit edilmesi igin
bir saflik kriteri olarak kabul edilirken sonralan yag asitleri
etil  esterlerinin  yalmzca bdyle bir islemden
kaynaklanmadigi, dusik kaliteli natlrel zeytinyaglarinda
da bulunduklar tespit edilmistir [31, 32].
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Zeytin meyvesindeki FAEE ile fermentatif bozulma
sonucu olusan duyusal kusurlar arasinda bir iligkinin var
oldugu 2017 yilinda yapilan bir calismada gosterilmistir
[19]. Etanoliin sadece fermentasyon sonucu olugsmadig,
saglam zeytin meyvelerinde de olgunlasma siresince
etanoliin arttid1 tespit edilmistir [21]. Bu asamada
sorulmasi gereken soru, yagda bulunan etanolin ne

kadarinin  zeytin  meyvesinde olusan fizyolojik
reaksiyonlardan meydana geldigi ve ne kadarinin
fermentatif  slreglerden  kaynaklandigidir.  Etanol

miktarinin yag asidi etil ester sentezi i¢in bir kaynak
oldugu g6z énlune alinarak, natirel sizma zeytinyaginda
etanol miktarinin limiti konusunda daha fazla arastirma
yapilmasi gerekmektedir [29].

ETiL_ ALKOL ve ETIL ESTERLERIN OLUSUMUNU
ETKILEYEN FAKTORLER

FAEE ’inin olusumunu etkileyen faktoérler konusunda
yapilan calismalara goére, zeytinin c¢esidi, olgunluk
seviyesi, zeytin sikim tesisinde bekletildigi kabin hacmi
ve bekleme suresi, kiricinin hizi, zeytin sikim tesisinin iki
faz veya Ug faz ¢alisiyor olmasi, Ug faz sistemlerde zeytin
hamuruna ilave edilen su miktari, dekantére ilave edilen
su miktari, dikey santriflij ya da dekantasyonla filtrasyon
yapilmasi, depolama sicakligi, suresi, tankin tam dolu
olup olmamasi gibi birgok faktére bagl olarak
zeytinyaginin yag asidi etil esteri seviyesi farklilik
gOsterebilmektedir [23, 33, 34]. Zeytin meyvesinin
kalitesine bagll olarak fermentasyon silrecinde olusan
metanol ve etanolin trans esterifikasyonu ile FAEE
meydana gelebilmektedir [35]. Zeytinyagindaki etanol
miktari zeytinin olgunluk derecesine bagli olarak
degismekte ve iki fazli sistemlerden elde edilen
zeytinyaginda etanol daha yiiksek bulunmaktadir [23].

Yapilan bir galismada, dekantérden dikey santriflije giren
zeytinyaginin alkil esterlerinin arttigi saptanmigtir. Dikey
santrifijde kullanilan su miktarinin her % birim
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azalmasina karsin etil ester miktarinin da 0.6 mg/kg ve
0.8 mg/kg’a kadar azaldigi gortlmustur [36].

ispanyol zeytinyaglarinda 100’den fazla farkl kalite
sinifinda, cesidinde ve cografi bdlgelere ait drneklerde
yapilan bir ¢calismada, yag asidi etil ester seviyesinin
cografi isaretli Grlinlerin ayirt edici bir fonksiyonu, kalite
kriteri ve natlirel sizma zeytinyagina diisik kaliteli natirel
zeytinyadl ya da kolon yagi karigimi tespit araci olarak
kullanilabilecegi vurgulanmistir [37]. Metanol ve etanol
gibi kuguk molekilli alkoller ile serbest yag asitlerinin
esterlesmesi ile Uretilen bu dogal lipit ailesi zeytinyaginin
cok onemli kalite ve saflik kriteri olarak tanimlanmaktadir.

Natlrel sizma zeytinyaglarinda etanol seviyesini
belirlemek amaciyla yapilan baska bir c¢alismada,
Cordoba’daki Dilinya Zeytin Koleksiyonunda bulunan
IFAPA Merkezinde 97 farkl varyetede zeytin meyvesi

incelenmistir [20]. Bu tarama c¢alismasinda 2009-2012
hasat dénemlerinde, 3 farkli olgunluk indeksi (1.0; 2.5 ve
5.0) seviyesinde olgunluk ile ADH aktivitesi arasindaki
iliski gdzlemlenmistir. Cordoba zeytin bahgesinde yetisen
saglam ve saglikli dane zeytinler elle toplanarak soguk
ortamda hizla tasinmis ve bekletiimeden zeytin sikim
islemi gerceklestirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda,
etanoliin, natlrel sizma zeytinyaginin etil esterlerinin
olusumunda gerekli bir bilesen oldugu, konsantrasyonun,
zeytinin varyetesi, iklim kosullari ve meyvenin olgunluk

durumuna bagh olarak degistigi rapor edilmektedir.

Natirel zeytinyaginda etanoliin yaygin olarak bulunmasi,
zeytin meyvesinde dogal olarak bulunan ve zeytinin
olgunlagma periyodunda sentezlendigi, hasattan sonra
da depolandidi sirada olusan etanoliin, zeytin sikim
islemi sirasinda yaga gectigi hipotezi dogrulanmaktadir
[21, 27, 31].
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Sekil 2. Etanol ile FAEE’lerin de@erlendirilmesi [40]
Figure 2. Evaluation of FAEEs with ethanol [40]

Naturel zeytinyaginin depolanmasi sirasinda FAEE ‘in
kimyasal sentezlenmesi igin etanol ve metanol kaynak
olusturdugundan zeytinyaginda bu kisa zincirli alkollerin
bulunmasi énemli bir probleme neden olmaktadir [14].
Depolama asamasinda, baslangigtan itibaren (T1), her iki
ayda bir (T2, T3, T4, T5) numune alinarak toplam 8 ay
numune alinmis ve zeytinyadinin serbest yag asitleri ile
etanol icerigi ortam sicakhigina ve sireye bagl olarak
esterlesme reaksiyonu ile FAEE ‘inin artmasina neden
oldugu saptanmistir [38, 39]. Kontrolli sicaklik kosullari
altinda depolanan (yaklasik 20°C) zeytinyaginda TAG
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hidrolizinin azaldigi, serbest yag asitligindeki degisim
gOzlemlenerek tespit edilmistir [31]. Ortam sicakliginin
disik olmasi, ayrica ortamda bulunmasi muhtemel metil
ve etil alkolin esterlesmesi icin ihtiyaci olan aktivasyon
enerjisine ulasmasini  Onleyeceginden, depolama
sicakligi ve slresi son derece 6nemlidir [21]. FAEE ‘inin
tankta depolama siresince degisimi  Sekil 2'de
gOrulmektedir. Buna gore etil alkoldeki artis trendinin etil
esterlere gore daha fazla oldugu dikkat gekmektedir.
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Sekil 3. Serbest yag asitligi ile FAEE ’lerin degerlendirilmesi [40]
Figure 3. Evaluation of free fatty acidity and FAEEs [40]

italyan zeytinyaglarinin yag asidi alkil esterleri ve ézelikle
FAEE ile serbest yag asitligi arasinda direkt bir
korelasyon oldugu ortaya konulmustur [38]. Serbest yag
asitligi yukseldikce depolama surecinde, yag asitleri etil
esterlerinin daha hizh arttigi Sekil 3'de gorilmektedir [40]

Zeytin meyvesindeki etanol miktari zeytinin ¢cesidine bagli
olarak degisiklik gostermektedir. Yapilan bir calismada,
Hojiblanca gesidinde etanoliin meyvede 6 mg/kg ile 58
mg/kg arasinda degistigi, Picual gesidinde 0.56 mg/kg ile
2.90 mg/kg arasinda ve Arbequina gesidinde 1.5 mg/kg
ile 11.5 mg/kg arasinda degistigi ortaya konmustur [20].

Tablo 1. Picual, Hojiblanca ve Arbequina cesitlerinin
ortalama etanol igerigi [21].

Table 1. Average ethanol content of Picual, Hojiblanca
and Arbequina cultivars [21].

Zeytin Cesidi Etanol mg/kg
Picual 3.4+1.7 c®
Hojiblanca 26.1+£10.22
Arbequina 5.7+1.9°

2Farkli harfler, 0,05 p degderi igcin ortalamalar arasindaki farklarin
6énemli oldugunu gésterir.

Tablo 1'de ise ayni ispanyol gesitlerde yapilan farkli bir
calismada meyvelerde tespit edilen ortalama etanol
icerikleri verilmistir [21]. Etanol miktarinin geside bagl
olarak miktari ve depolama siireci ile degisimi Sekil 6'da
gorulmektedir. Buna go6re Cornicabra c¢esidinde etil
esterlerin degisimi sinirli kalirken, Arbequina c¢esidinde
artis gorllmektedir. ispanya’da yapilan bir galismada
incelenen tum zeytinyag! cesitlerinde 6nemli dizeyde
etanol bulunmustur [20]. Ayrica, meyvenin
olgunlagsmasinin ileri evrelerinde etanol birikimi ile zeytin
meyvesi olgunlagsmasi sirasinda artis goOsteren alkol
dehidrojenaz aktivitesi seviyeleri arasinda uyum oldugu
ortaya konmustur. Olusan etanol seviyesi, zeytinin gesidi,
olgunlagsma seviyesi, hasat zamani ve iklim kosullarina
bagli olarak degismektedir [48].

Zeytin sikim prosesinde, dekantér kullanimi, dikey
santrifj ya da santrifij uygulamadan zeytinyagini
dekante edip dinlendirerek posasini alma iglemi
depolama surecinde etil ester artisini etkilemektedir [8].
iki fazl bir dekantérden sonra dikey santrifiijde su
tuketimi, kilogram naturel zeytinyagr basina 0.1-0.5
litredir. Ug faz dekantdrden sonra dikey santrifiijde su
kullanimi 1.5 L/kg’dan fazla olabilmektedir.
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Sekil 4. Zeytinin gesidi ve etanol miktarinin degerlendiriimesi [40]
Figure 4. Evaluation of olive variety and ethanol content [40]
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Sekil 5. Dikey santrifllj, dekantasyon ve dekantasyon+ stizme isleminde FAEE’lerin degerlendiriimesi [40]
Figure 5. Evaluation of FAEES in vertical centrifugation, decantation and decantation+filtration [40]

Sekil 5’de goruldigu gibi en az etil ester seviyesi degisimi
dikey santrifij uygulanan zeytinyadi  grubunda
saptanmistir. Dekantasyondan sonra filtre edildiginde, etil
ester degisimi Uzerinde etkili olmadigi gérilmektedir. Son
yillarda, su ve enerji tuketimindeki avantaj nedeniyle
ispanya’da  dekantorlerin  yerini  dikey  santrifijj

70

dekantorlerin almaya basladigi rapor edilmistir [40]. Ayni
calismada, depolama slrecinde natlrel sizma
zeytinyagindaki etanol ile diger tim kalite siniflarindaki
etanol degisiminin paralellik goésterdigi sonucuna da
variimistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Natirel sizma zeytinyadi ile diger kalitelerin etanol miktarinin degerlendirilmesi [40]
Figure 6. Evaluation of ethanol content of extra virgin olive oil and other qualities [40]

iki fazli zeytin sikim tesisinde Uretimin her asamasinda
minimum su tiketimi oldugundan etanol igerigi daha
yuksek bulunmustur. Aslinda daha yiksek polifenol
icerigi ve daha ylksek duyusal 6zellik igermesine ragmen

FAEE
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bu sistemde suda ¢ozinen etanol ortamdan
uzaklastinimadigindan, binyesinde kalan etanol
bekleme sliresince esterleserek FAEE'inin artisina neden
olmustur (Sekil 7).
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Sekil 7. Natlrel sizma zeytinyagi ile natlrel birinci zeytinyaginda FAEE’ lerin degerlendiriimesi [40]
Figure 7. Evaluation of FAEESs in virgin olive oil and virgin olive oil [40]
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E'[iL ALKOL ve ETiL ESTERLERiI TESPIT
YONTEMLERI
Zeytinyaginda yag asidi metil ve etil esterlerinin

belirlenmesi gok eskilere dayanmaktadir. ilk kez 1986
yihinda Mariani ve Fedeli, zeytinyaginin apolar
bilesiklerinden bu fazi ayirmiglar ve Gaz Kromatografi
cihazi ile etil ve metil esterleri tespit etmislerdir [13, 40].
Yag asidi alkil esterler, zeytinyaginin mumsu maddeler
fraksiyonundaki yag asitleri etil esterleri ve yag asidi metil
esterlerin toplami olarak tanimlanmaktadir [35].

Natlirel sizma zeytinyaginda alkil esterlerin tayin
edilmesi, Uluslararasi Zeytin Konseyi tarafindan 2009
yilinda énerilmis ve 2011 yilinda IOC Ticari standardinda
degisiklik yapilarak AB ve llkemiz mevzuatinda da yerini
almistir. Mevzuatlara ilk girdiginde, alkil esterler olarak
limit degeri ile metil ve etil esterlerin toplami sirasiyla

Ui

Naturel sizma zeytinyagdi

CERESPE RAN  INJECT 12-19-87 97:36:20

LON BATTERY

CHANNEL %t

Sekil 8.

L

il

YYAME+YFAEES 75 mg/kg veya 75 mag/kg
<Y FAME+YFAEE< 150 mg/kg ve Y FAEE / Y FAMES< 1.5
mg/kg olmalidir. [ 10;11; 43].

Ancak, bu Ilimitin taklit ve tagsisi saptamasindaki
yetersizligi ve toplam metil ester seviyesinin taklit ve
tagsis saptanmasinda Onemli bir roli olmadigi tespit
edildiginden sadece 16 ve 18 karbonlu etil ester
seviyesine ait kriter esas alinmig ve 2015 yilina kadar en
fazla 40 mg/kg, 2015/2016 yilindan itibaren ise
Uluslararasi Zeytin Konseyi Ticari Standardi, Turk Gida
Kodeksi Zeytinyagi ve Prina Yagi Tebligi'nde 35 mg/kg
limiti kabul edilmigstir [42, 44].

Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografisi ile Mumsu
Maddelerin, Yag Asitleri Metil Esterleri ve Yag Asitleri Etil
Esterlerinin  Tayini metotu, zeytinyaglarinda mumsu
maddelerin, yag asitleri metil esterleri ve etil esterlerinin
tayini i¢in kullanilan yéntemi tarif eder.

L

1 1 1

I

metil esterleri,

A B c

etil esterleri ve mumsu maddeleri

kramotogrami. 1- Metil heptadekanoat i¢ standart (IS)., 2- Metil C18, 3- Etil C18, 4- Skualen, 5-
Lauril arasidat i¢ standart (IS)., A- Diterpenik esterler, B- Mumsu maddeler, C- Sterol ve

triterpenik esterler [45].

Figure 8. Extra virgin olive oil methyl esters, ethyl esters and waxes chromatogram. 1- Methyl
heptadecanoate internal standard (IS), 2- Methyl C18, 3- Ethyl C18, 4- Squalene, 5- Lauryl
arachidate internal standard (IS), A- Diterpenic esters, B- Waxy substances, C- Sterol and

triterpenic esters [45].

Mumsu maddeler ve alkil esterler karbon atomlarinin
sayilarina goére ayriir. Bu metot, pirina yagi ile
zeytinyagini  birbirinden ayirmak ve natirel sizma
zeytinyadi igin kalite parametresi olarak natiirel sizma
zeytinyagina tagsis amaci ile karistinlan disuk kalitedeki
kolon yagi, ham zeytinyadi ve natirel birinci zeytinyagi
gibi karisim yaglarin tespiti igin kullanilir [43, 45, 46].

ic standart ilave edilen numunelerin, aktif sulu silikajel
iceren kolon kromatografisi ile fraksiyonlarina ayrilmasi
ve trigliserollerden daha az polaritede fraksiyonlara
ayrilmigs numunenin test kosullari altinda dogrudan
kapiler kolonlu gaz kromatografisi cihaziyla analiz
edilmesi prensibine dayanan bu analitik metot daha
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dislik kalitede nattrel zeytinyagi veya kolon yagi gibi
yaglarla yapilan tagsisin gostergesi niteliginde natirel
sizma zeytinyaginin kalitesinin tespitinde tekrarlanabilir
ve guvenilir bir metot olarak gunimizde halen
kullanilmaktadir [45]. i¢ standart olarak kullanilan metil
heptadekanoat ile C16—C18 arasindaki yag asitleri metil
ve etil esterlerinin pik alanlari saptanir [Sekil 8].

Uluslararasi Zeytin Konseyi Kimya Uzmanlar Grubunda
Kapiler Kolonlu Gaz Kromatografi Cihazi ile Yag Asidi
Metil Esterleri, Yag Asidi Etil Esterleri ve Mumsu
Bilesiklerin Miktarinin  Tayini metotuna ait metot
gelistirme galismalar Tablo 2’de goérildigu Gzere devam
etmektedir [46, 47].



U. Tibet, P. Giing Ergéniil, F. Yemiscioglu Akademik Gida 19(3) (2021) 343-352

Tablo 2. FAEE Metotlar mukayese tablosu [46, 47]
Table 2. FAEE Methods comparison chart [46, 47]

Metot Dr.Cobo’nun COI/T.20TDoc.28 COI/T.20TDoc.28
Onerisi /rev.1 (2010) Irev.2 (2017)

H|drokarbonlar|n giderilmesi igin 70mL Hayir Hayir

elusyon hacmi

Etil esterler ve vakslar igin 220mL 220mL 220mL

elusyon hacmi

Trigliseridlerden esterler ve

vakslarin ayrilmasi igin Hekzan/eter 99:1 Hekzan/eter 99:1

hekzan/eter orani

Hekzan/eter karisiminin ilk

40mL’sinin atilmasi Evet Hayr Hayr
>280mg/kg veya

beyan edilen metotta

etil esterlerin
280mg/kg’la
sinirlandiriimasi

Esterler icin metot validasyonu

Natirel Sizma
zeytinyaginda 2010
ring test:5mg/kg ile
280mg/kg etil esterler

Zeytinyaginda etanol ve metanol tayininde uygulanan
prensibe gére numune, metanol ve etanoliin gaz fazina
tamamen desorpsiyonu saglanana kadar hermetik olarak
kapal bir sisede 110°C’de isitiimaktadir. Gaz ve sivi faz
dengeye ulastiginda, gaz fazinin belirli bir kismi, bir alev
iyonizasyon dedektord yardimiyla metanol ve etanolin
tespit edilebilecegi bir gaz kromatografi cihazina enjekte
edilmektedir.

Genellikle metanol ve etanol miktarlari kromatogramdaki
piklerden, bir i¢ standart kullanilarak hesaplanmaktadir.
1-propanol ¢ozeltisi, metanol ve etanoliin miktarsal tayini
icin ic standart olarak kullaniimaktadir. Rafine
zeytinyagindan bir stok ¢ozelti hazirlanir. Dereceli

otomatik pipet kullanilarak 400 yL 1-propanol 4°C’de bir
sise icinde bulunan 32 g rafine zeytinyagina ilave edilerek
homojenize edilir. Numuneye eklenecek i¢ standart ise
stok ¢oOzeltiden hazirlanir. Bir sisede 24 g rafine
zeytinyagina 1.0 g stok ¢ozelti eklenerek homojenize
edilir.

Temiz bir cam vial igine yaklasik 3 g zeytinyad: tartilir.
300 mg i¢ standart eklenir ve sise kapagi, sikma pensesi
ile aliminyum hermetik olarak sikilarak kapatilir. Vial kuru
Isitma sistemine yerlestirilir ve 110°C’de 60 dakika isitilir.
Gaz ve sivi fazi dengeye geldiginde (1 dakika), 500 uL bir
termostat kontrolli headspace siringa kullanilarak ayni
sicaklikta kromatografi cihazina enjekte edilir.

1,755 WMeoH
1954 ErOH
2,592 PrOH

=

o _,.w\l (. I | N B

T T T T T T T T T T T T T
i y) 1 £

—————— T
i 7 i b m

Sekil 9. Natlrel sizma zeytinyadi etanol kromotogrami [46]
Figure 9. Extra virgin olive oil ethanol chromatogram [46]

Sekil 9°da natlirel sizma zeytinyagina ait etanol ve
metanol icerigini gosteren kromatogram goérilmektedir.
Alttaki formule gore bilesen miktari i, mg/kg olarak ifade
edilir ve sonuglar mg/kg olarak iki haneli verilir (1).

. Mis x Al
Wl =————
mx Ais x Fi

x 1000 (1)
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Ai i bilegenin alani,

Ass i¢ standartin alani,

Fi MeOH veya EtOH icin tepki faktérd,
m numune tartimi, g,

mis i¢ Standart agirligi, mg
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SONUG

insanlik tarihinden daha eski tarihi olan ve her tiirli
kosula dayanarak binlerce yil yasayabilen kadim zeytin
agacinin ¢ok degerli UrlinU olan zeytinyadi, her gecen yil
daha fazla sayida bilimsel ¢alisma yapilmasina ragmen
halen bilim diinyasinin ilgisini cekebilen ender gidalardan
birisidir. Naturel sizma zeytinyadi Uretimi hem saglkl
meyve Uretimini hem de hasattan sonra iyi Uretim
uygulamalarini  (Good Manufacture Practice-GMP)
gerektirmektedir. 2000’li yillarda zeytinyadina yapilan
kolon yagdi tagsisi nedeni ile glindemimize giren yag asidi
etil ve metil esterlerinin olusum mekanizmalar 6zellikle
italya ve Ispanya’da gerceklestirilen calismalarla agikliga
kavusturulmustur.

Yag asidi alkil esterlerinden o6zellikle etil esterlerin
hasattan sonra dlsuk kalitedeki zeytin danelerinin
fermentasyonu  sonucu olustugu son vyillardaki
calismalarla ortaya konmustur. FAEE, kisa zincirli
metanol ve etanol gibi alkoller ile C16 ve C18 gibi serbest
yag asitlerinin esterlesmesi ile olusmaktadir. Etanol,
hasat sonrasi zeytinyadi ekstraksiyonuna kadar
zeytinlerin fermentasyonu ile Uretiimektedir. Ayrica,
zeytin metabolizmasi gogunlukla meyvenin olgunlagsmasi
sirasinda endojen alkoller Gretmektedir.

Bir kalite kriteri olan ve ayni zamanda tagsis tespitinde
kullanillan FAEE ile bir aroma bileseni olarak
zeytinyaginda var olan etil alkol Uzerine yapilan
calismalar, yag asidi etil ve metil esterleri olusumunun
zeytin danesinin bozulmasinin bir sonucu olmakla birlikte
etil esterlerin, duyusal kusurlari olusturan fermantatif
sureglerle iligkili oldugunu ortaya koymustur. Ayrica
FAEE, kolon zeytinyadi tagsisi yapilan hilelerin
belirlenmesinde de basaril bir sekilde kullaniimaktadir.

Etil esterler ve etanol olusum kosullarina ait
arastirmalarin derlendigi bu calismada, s6z konusu
bilesenlerin son derece hassas ve karmasik etkilerle
olustugu ve zeytinyaginin duyusal ve kimyasal
ozelliklerine etki ederek drinin ekonomik degerini de
degistirebildigi ortaya konulmustur. Zeytinyagi Gretiminin
%70’ini saglayan 6zellikle Kérfez Bolgesi ile Glney Ege
Bolgesi'ndeki Ayvalik, Gemlik, Memecik gibi ana
cesitlerimizin bu gibi streglerden nasil etkilendigi, icerdigi
etanol seviyesi ile etil ester olusum seviyelerine iligkin
veriler son derece sinirlidir. Bu bakimdan s6z konusu ana
cesitlerin etanol igerikleri ve zeytin sikim surecinden nasil
etkilendikleri Uzerine c¢alismalarin arttirimasi gerektigi
ongorilmektedir.
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