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Ozet: Ulkemiz zeytin agac1 yetistiriciligi ve zeytinyagi iiretimi konusunda diinyanin
onde gelen iilkelerinden biridir. Zeytinyag liretiminin ekstraksiyon siireci, yiiksek or-
ganik yukleri nedeniyle ciddi gevresel sorunlara neden olabilecek yan drunler Uretir.
Zeytinyagi tretimi sirasinda, kullanilan {iretim yontemine bagli olarak ii¢ farkli yan
iriin ortaya ¢ikmaktadir. Bunlarin yaklagik %20’ si zeytinyagi, %30 ‘u pirina ve yak-
lasik %50' si de atik su olarak bildigimiz kara sudur. Bu ¢aligmamizda zeytin isleme
strecinden elde edilen zeytin kara suyu, pirina ve atik durumundaki yaprak ve dal
pargalarinin yakil-masi ile elde edilen kiiliiniin kimyasal igerikleri LC/MS ile tespit
edilmistir. Ayrica kara su ve pirinanin antimikrobiyal aktiviteleri se¢ilmis mikroorga-
nizmalar tizerinde disk difiizyon yontemiyle arastirilmistir. Buna gore; Pseudomonas.
aeruginosa ve Klebsiella. pneumoniae tiirlerinde aktivite gézlenmezken diger biitiin
tirlerde antimikrobiyal ak-tivite tespit edilmistir. En iyi sonug kara su 6rneklerinde ve
Bacillus. spizizenii, Entero-coccus. faecalis, Klebsiella. aerogenes, Streptomyces.
pyogenes ve Candida. albicans’ da 0.3 ¢cm olarak olglilmiistiir. LC/MS sonuglari, kara
suda 10 farkli fenolik bilesik oldugunu kanitlarken yan iriinlerde olmasi beklenen
hidroksitirosol: 153.05, oleuropein: 377.14, elenolik asit: 213.07 gibi temel bilesenler
farkli miktarlarda tespit edilmistir. Pirina da 6 bilesik tanimlanirken, hidroksitirosol ve
oleuropein igerigine rastlanama-mistir. Kiil de ise kara su ve pirinada da tespit edilen

Pinoresinol ve Gingerol diginda fenolik bilesik tespit edilememistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin kara suyu; pirina; antimikrobiyal aktivite

Chemical Content and Antimicrobial Properties of Olive Black Water, Po-

mace and Ash

Abstract: Our country is one of the world's leading countries in olive tree cultivation
and olive oil production. The extraction process of olive oil production produces
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by-products that can cause serious environmental problems due to their high or-ganic
load. During olive oil production, three different by-products are produced depending
on the production method used. Approximately 20% of these are olive oil, 30% are
pomace and approximately 50% are black water, which we know as wastewater. In
this study, the chemical contents of olive black water, pomace and ash obtained by in-
cineration of waste leaves and twigs were determined by LC/MS. In addition, the an-
timicrobial activities of black water and pomace were investigated by disk diffusion
method on selected microorganisms. Accordingly, no activity was observed in Pseu-
domonas. aeruginosa and Klebsiella. pneumoniae species, while antimicrobial activity
was detected in all other species. The best result was measured at 0.3 cm in black wa-
ter samples and in Bacillus. spizizenii, Enterococcus. faecalis, Klebsiella. aerogenes,
Streptomyces. pyogenes and Can-dida. albicans. LC/MS results proved that there are
10 different phenolic com-pounds in black water, while hydroxytyrosol, which is ex-
pected to be in by-products: 153.05, oleuropein: 377.14, elenolic acid: 213.07 were
detected in different amounts. While 6 compounds were identified in pomace, hy-
droxytyrosol and oleuropein content was not found. No phenolic compounds were de-
tected in ash except for Pinoresinol and Gingerol which were also detected in black
water and pomace

Keywords: Olive black water; olive pomace; antimicrobial activity

1. Giris

Yeni bir ekonomik kavram olan dongiisel ekonominin temel amac1 iiriin dmrii, geri doniisiim ve
yeniden kullanimin tesvik edilmesidir. Bu ekonomik ve ¢evresel siirdiiriilebilirlige odaklanarak, ta-
rimsal gida yan triinleri atik degil, degerlendirilmesi gereken kaynaklardir. Strdiirtilebilir uygulamalar
endistriyel olgekte zeytinyagi sektdriine uygulanabilir. Zeytin agaci (Olea europaea) yetistiriciligi
ozellikle yaygin olan ve giderek artan bir potansiyele sahiptir [1, 2].

Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler antioksidan ve antimikrobiyal etkiye sahip olmalari
acisindan 6nem tagimaktadir [3]. Sentetik antioksidanlara, antimikrobiyal bilegiklerin yan etkilerine ve
toksisitesine karsi siiphelerin giderek artmasindan dolay1 bu dogal kaynaklara olan ilgi her gegen gin
artmaktadir[4, 5].

Zeytinyag tiretimi, Akdeniz tilkelerinde 6nemli bir tarimsal-endUstriyel faaliyeti temsil etmekte-
dir. Akdeniz iilkeleri tek baslarina diinya ¢apidaki toplam zeytinyagi iiretiminin %98’ini gercekles-
tirmektedir [6, 7]. Onde gelen zeytinyag iireticileri [8]. Tiirkiye, Yunanistan, talya, Fransa, Ispanya,
Portekiz, Fas, Tunus, Cezayir, Misir, Israil ve Suriye’yi igeren Akdeniz havzasinda; Avustralya kitasi-
nin bir kisminda ve Amerika Birlesik Devletleri’nin Kaliforniya eyaletinde zeytin agaci yetistirilmek-
tedir [9, 10]. Zeytinyag1 ekstraksiyonu, gida sektoriindeki en yogun kirletici ¢iktisi olan endUstrilerden
biridir [11]. Zeytinyaginin mekanik olarak ekstraksiyonu toprak ve sucul cevrelerde yuksek fitotoksik
etkiye sahip yan triinler olusturmaktadir. Bircok LCA analizi, zeytin ve zeytin yan iiriinlerinin bu
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sektoriin stirdiirtilebilir bir liretime ulasmasinin éniindeki en biiyiik engel olduguna dikkat ¢ekmektedir
[12].

Zeytinyag: iiretimi (Sekil 1) zeytin bahgelerinde zeytin agaclarinin budanmasi ile baslar (genel-
likle her iki yilda bir) verimsiz ve eski dallarin ortadan kaldirilmasiyla zeytinyag: iiretimi iyilestirilir.
Bu da biiyiik miktarda atik biyokiitlenin olusumu ile sonuglanir [13]. Zeytinler toplandiktan ve zeytin
degirmenine getirildikten sonra zeytinlerle birlikte toplanan yapraklar ayrilir. Zeytinyagimin kendisini
elde etmek icin Ogilitme, karigtirma veya malaksasyon gibi islemlere tabi tutularak ayiklama yapilir
[13,14].

Yan liriin kompozisyonu, zeytinyagini ezilmis zeytin posasindan ayirmak i¢in uygulanan igleme
baghdir [13]. Ug fazli sistem iki temel atik iiretir: kat: bir posa (zeytin posas1 veya zeytin cekirdegi) ve
blyuk miktarlarda separatorden gelen durulama suyu ile dekantasyon asamasindan gelen zeytin de-
girmeni suyudur [7]. Ote yandan, iki fazl sistem ii¢ fazli yontemin degistirilmis bir versiyonu olarak

diisiiniilebilir ve yag1 su ilavesi olmadan zeytin posast liretir ve bitkisel atik su sorununu ortadan kaldi-
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Sekil 1. Ug fazli ve iki fazl zeytinyag: ekstraksiyon sistemi kullanilarak zeytinyag: iiretimi

Iki fazli sistem, yalmzca dogal olarak buharlasan az miktarda artik su Ve yar1 kat bir iiriin olan
prina Uretir [15]. Literature gore, bir hektar zeytin agacindan yaklasik 2500 kg zeytin elde edilir [7] ve
100 kg zeytin basina yaklagik 40-70 kg pirina Uretilmektedir [16-19]. Pirina glnumizde zeytinyag:
endustrisinde en bol bulunan ve en 6nemli yan riindir [10]. Fitotoksiktir, biyolojik olarak parcalana-
maz ve aritilmasi zordur. Organik bilesikler bakimindan zengin bilesimi ve yiiksek nem igeriginden
dolayr pirina Onemli bir kirleticidir ve bu kirletici yan {rlniin uygun sekilde aritilma-
si/degerlendirilmesi zeytin iireticileri ekonomik karina zarar verdigi i¢in zorunludur [6,20].
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Zeytin fenoliklerinin %98'1 pirina da kaldig1 i¢in zengin bir fenolik bilesik kaynagi olarak kabul
edilir [17,21]. Pirinada tamimlanan ana fenolik bilesik hidroksitirosol ve tiirevleridir [17,21,22]. YUk-
sek miktarlarda bulunan diger pirina fenolikleri ise oleuropein, tirosol ve elenolik asittir [17,23].

Zeytinyag1 endiistrisi sonucu olusan diger atiklar ise zeytin yapraklari ve karasudur [24]. Zeytin
yapragi, ¢ok sayida biyoaktif bilegseni dogal olarak i¢inde barindiran bir yan iirliniidiir. Cogunlukla
agacin budanmasi, hasat edilmesi ve liretim faaliyetleri esnasinda agiga ¢ikar ve polifenolik bilesikler
bakimindan zengin bir {irlindiir. 1 ton zeytinin iglenmesi sirasinda 50-100 kg zeytin yapragi atigi
olusmaktadir. Bu atiklarin kullanilmayan kismi ise yakilarak kiil haline getirilmektedir [25].

Zeytinlerin yaga donilisiimiinde 6nemli miktarlarda zeytin atik suyu olarak bildigimiz kara su or-
taya ¢ikmaktadir. Kara su, organik ve mineral madde agisindan zengin, asidik karakterde olan bir yan
iirlindiir. Kara suyun miktar1 ve fizikokimyasal 6zellikleri; tiretimin yapildig1 yere, {iriin alinan agacin
tiirline, yasina, hasat mevsimine ve ekstraksiyon yontemlerine gore degiskenlik gostermektedir. Zeytin
karasuyu miktar bakimindan %83-96 su, %3.5-15 organik maddeler, %0.5-2 mineral tuzlardan olus-
maktadir. Organik kisim ise seker, azot bilesikleri, ucucu asitler, polialkoller, pektin, yag, polifenoller
ve karasuya koyu rengi veren tanenleri icermektedir [26]. Bu ¢alismanin amaci Ulkemiz igin blyuk
Ooneme sahip olan zeytinin yaga doniisiimii siirecinde olusan c¢esitli ara {irlinlerin sahip olduklari feno-
lik bilesiklerin tespit edilmesi ve bu ara iiriinlerin tagidiklar1 antimikrobiyal 6zelliklerin belirlenmesi-
dir.

2. Materyalve Metod

2.1. Zeytin Kara Suyu, Pirina ve Kilinin Eldesi
Calismada kullanilan karasu, pirina ve kiil 6rnekleri Mersin’in Tarsus ilgesinde bulunan zeytin-

yag1 isletmelerinden temin edilmistir. Sikimdan sonra elde edilen karasu ve zeytin ekstraksiyon isle-
minden elde edilen pirina ve kil Malatya Turgut Ozal Universitesi Laboraratuvari’ na getirilmis ve
uygulamalarda kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir.

2.2. Zeytin Isletmesi Yan Uriinlerinin Kimyasal Iceriklerinin Belirlenmesi

Kara su, pirina ve kil igerisinde bulunan fenolik bilesiklerinin tanisi, standart maddelerin ali-
konma zamanlari, spektrumlarindan ve literatiir verilerinden yararlanilarak LC-MS yontemi ile yapil-
mustir. LC-MS analizleri Thermo Scientific marka elektrosprey kiitle spektrometrisi (Thermo Scienti-
fic, LCQ Deca XP MAX) kullanilarak negatif modda gergeklestirilmistir [27]. Standart maddelerin her
biri farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak ve kolona enjekte edilerek her bir bilesik i¢in kalibrasyon
egrisi olusturulup miktar tayinleri belirlenmistir.

2.3. Zeytin Yan Urinlerinin Antimikrobiyal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Zeytinyag1 isletmesi yan iriinleri olan kara su ve pirinanin antimikrobiyal etkileri secilmis olan
mikroorganizmalar Uzerinde (Escherichia coli, Enterococcus fecalis, Streptococcus pyogenes, Staphy-
lococcus aureus, B. spizizenii, B. subtilis, P. aeruginosa, K. pneumoniae, K. aerogenes ve C. albicans)
test edilmistir. Antimikrobiyal aktivite i¢in drnekler bos antibiyotik disklerine emdirilmis ve pozitif
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kontrol olarak da Cefadrokxil antibiyotik diskleri kullanilmistir. Disk difiizyon yontemi ile test edilen
olan antimikrobiyal aktivite i¢in hazirlanan Nutrient Agar ve Saboraud Dextroz Agar besi ortamlarina
mikroorganizmalarin ekimi yapilmis ve daha sonra orneklerin emdirildigi diskler ve CFR antibiyotik
dikleri yerlestirilerek mikroorganizmaya uygun sekilde 37 ve 28 °C’de inkiibasyona birakilmstir.
Bakteri i¢in 1 giin fungus igin 3 giinliik inkiibasyon sonunda elde edilen zon ¢aplar1 Slgiilerek anti-
mikrobiyal aktivite tespit edilmistir.

3. BulgularveTartisma

Aragtirmada kara su i¢inde Hydroxytyrosol, Acyclodihydroelenolic acid hexoside, Elenolic acid,
Oleuropin, Verbacoside, Taxifolin, Trihydroxy-octadecenoic acid, Pinoresinol, Gingerol ve Maslinic
acid olmak iizere 10 farkli fenolik bilesik farkli miktarlarda tespit edilmistir (Sekil 2, Tablo 1). Pirina
da Elenolic acid, Hydroxy-decarboxymethyl, Apigenin, Pinoresinol, Gingerol ve Maslinic acid olmak
tizere 6 farkli fenolik bilesik tespit edilmistir (Sekil 4, Tablo 3) Kiil de ise kara su ve pirina da ayn
miktarlarda tespit edilen Pinoresinol ve Gingerol fenolikleri tanimlanmistir (Sekil 3, Tablo 2). Benzer
caligmalarda tirozol ve hidroksitirozol’iin zeytinyaglarinda baskin olan fenolik bilesikler oldugu belir-
tilmistir [28,29]. Fenollerin miktar1 zeytinin yetistigi bolgenin kosullarina, ektraksiyon metoduna ve
depolama kosullarina bagli olarak degismektedir [30].
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Sekil 2. LC/MS sonucu kara suda tespit edilen fenolik bilesikler

Tablo 1.LC/MS sonucu Kara su i¢eriginde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar

No RT (dk) Pik ad Y ikseklik
1 2.9 Hydroxytyrosol 153.05

2 3.3 Acyclodihydroe- 407.15

lenolic acid hexoside

3 4.0 Elenolic acid 213.07

4 55 Oleuropin 377.14

5 7.3 Verbacoside 623.2

6 9.7 Taxifolin 303.2

7 10.8 Trihyd- 329.23

roxy-octadecenoic acid
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11.6 Pinoresinol 357.05
14.9 Gingerol 293.17
10 18.0 Maslinic acid 471.34
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Sekil 3. LC/MS sonucu kiilde tespit edilen fenolik bilesikler

Tablo 2. LC/MS sonucu kiilde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlart

No RT (dk) Pik ad1 Y Uikseklik
11.6 Pinoresinol 357.06
14.9 Gingerol 293.17
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Sekil 4. LC/MS sonucu pirina da tespit edilen fenolik bilesikler

Tablo 3.LC/MS sonucu pirina igeriginde bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar:

No RT (dk) Pik ad Yukseklik
1 4.9 Elenolic acid 229.07
2 7.1 Hydroxy-decarboxymethyl 199.09
3 10.8 Apigenin 269.04
4 11.6 Pinoresinol 357.05
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14.9 Gingerol 293.17
18.0 Maslinic acid 471.34

Kara su ve pirina orneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde; P. aeruginosa ve K.
pneumoniae disindaki diger biitiin tiirlerde antimikrobiyal aktivite tespit edilmistir. En iyi sonu¢ kara
su drneklerinde ve B. spizizenii, E. faecalis, K. aerogenes, S. pyogenes ve C. albicans’ da 0.3 cm ola-
rak gozlemlenmistir. Zeytin ve zeytin yan Urlnlerinde bulunan oleuropeinin, mikroorganizmalarin
gelisme hizim geciktirdigi veya inhibe ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [31-34]. Cok sayida
calismada oleuropein ve tiirevlerinin B. cereus, E. faecalis, E. coli, H. influenzae, K. pneumonie, L.
plantarum, M. catarrhalis, P. fragi, S. enteritidis, S. typhi, S. aureus, S. carnosus, V. parahaemolyticus,
V. cholerae, V. alginolyticus ve kiifler tizerinde iiremeyi engelleyici etkisinin oldugunu gostermistir
[5,35-38].

Sekil 5. Kara su ve Pirinanin antimikrobiyal aktivite sonuglari

4. Sonug

Diinyadaki endiistriyel kaynakli atiklar ve ¢esitliliginin zaman iginde arttig1 diisiiniildiiginde bu
endustrilerin atiklarinin, yapilarindaki 6nemli bilesiklerden otiirti degerli maddelere doniisme potansi-
yeline oldugu bilinmektedir. Ulkemiz icin stratejik bir degeri olan zeytinin yaga doniisiimii esnasinda
meydana gelen zeytin yapragi, pirina ve karasu gibi bilesikler de sahip olduklar1 fenolik bilesiklerden
otlrd 6nem arz etmektedir. Bu bilesiklerin dogalkatki maddesi olarak kullanimi igin, yan urtin olan
zeytin yapraklarinin, kara su ve pirina gibi triinlerin degerlendirilme imkanina sahip olmasi1 ve tasi-
diklar1 antimikrobiyal 6zellikler nedeniyle de sentetik kimyasallara alternatif olabilecegi diistiniilmek-
tedir.

Cikar Catismasi
Yazar(lar) bu makaleyle ilgili herhangi bir ¢ikar ¢atismasi olmadigim bildirir.

Arastirma ve Yayin Etigi Beyam
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Yazar(lar) bu calismanin arastirma ve yayin etigine uygun oldugunu beyan eder.
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