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OZET

FARKLI ZEYTIN CESITLERINDEN SOGUK PRESLENMIS
ZEYTINYAGLARININ BIYOAKTIF BILESENLERI UZERINE SELULAZ VE
PAPAIN ENZIMLERININ ETKISi

Fadimana MOTUK

Selcuk Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Musa OZCAN
2020, 51 Sayfa

Juri
Prof. Dr. Mehmet Musa OZCAN
Prof. Dr. Mustafa KARAKAYA
Dog. Dr. Hasan Hiiseyin KARA

Bu c¢alismada Mersin (Mut)’den toplanan Ayvalik, Gemlik, Yaglik ve Copasi zeytin ¢esitlerinin
malaksasyon agamasinda Seliilaz ve papain enzimi ilavesi sonucu manuel soguk pres yontemiyle elde
edilen yaglarmm serbest yag asidi, peroksit miktari, yag verimi, renk degerleri, tokoferol igerigi, yag asidi
kompozisyonu ve fenolik bilesen dagilimi tespit edilmistir. Elde edilen sonuglara gore enzim kullanimi ve
uygulama siiresinin serbest yag asidi (p<0.05) ve peroksit miktar1 (p<0.01) {izerine 6nemli farkliliklar
meydana getirdigi gozlemlenmistir. En yiiksek serbest asitligin %8.57 ile 12 saat papain enzimi
muamelesi yapilan Ayvalik ¢esidi zeytinyag: 6rnegine ait oldugu belirlenmistir. Copast ¢esidinde 24 saat
papain enzimi uygulamasi ile en yiiksek peroksit miktar1 12.00 (meq Ox/kg yag) olarak saptanmigtir. Yag
verimi sonuglarminda, enzim ekstraksiyonu sonucu, énemli degisimler gostererek arttigi tespit edilmistir
(p<0.01). Tokoferol, yag asidi kompozisyonu ve fenolik bilesen analizleri sonucu 12 saat muamele edilen
Orneklerde olumlu artiglar gézlenirken, muamele siiresinin uzamasi ile bazi gesitlerin sonuglarinda diisiis
tespit edilmistir. Ayvalik ¢esidi selillaz enzimiyle 12 saat muamele edilen zeytinyagi 6rnegi 254.7 mg/kg
ile en yiiksek tokoferol igerigine sahip 6rnek olmustur. Yag asidi kompozisyonunda oleik, linoleik ve
aragidonik asit oranlari istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (p<0.01). Zeytinyag: cesitleri arasinda oleik
asit icerikleri %63.36 ile 72,68 arasinda degisim gostermistir. Fenolik bilesen sonuglarinda oleuropein
igerikleri diisiik olan 6rneklerde hidroksitirozol ve tirozol igeriginin daha yiiksek oldugu belirlenmistir.
Zeytinden enzim ekstraksiyonu sirasinda kullanilmasi 6nerilen en ideal enzim seliilaz enzimi olmustur.
Papain enzimi bu ¢alisma igin olumlu sonuglar vermemistir. Muamele siirelerinin kisaltilmasi ile daha

olumlu sonuglar elde edilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Cesit, papain, seliilaz, yag ekstraksiyonu, zeytin (Olea europaea L.),
zeytinyagi



ABSTRACT

THE EFFECT OF CELLULASE AND PAPAINE ENZYMES ON BIOACTIVE
COMPONENTS OF COLD PRESSED OLIVE OIL FROM DIFFERENT OLIVE
VARIETIES

Fadimana MOTUK

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCE OF
SELCUK UNIVERSITY
THE DEGREE OF MASTER OF SCIENCE IN FOOD ENGINEERING

Advisor: Prof. Dr. Mehmet Musa OZCAN

2020, 51 Pages

Jury
Prof. Dr. Mehmet Musa OZCAN
Prof. Dr. Mustafa KARAKAYA
Dog. Dr. Hasan Hiiseyin KARA

In this study, the effect of the cellulase and papain enzymes addition at the malaxation stage of
the Ayvalik, Gemlik, Yaglik and Cdpasi olives collected from Mersin (Mut) on free fatty acid, amount of
peroxide, oil yield, color values, tocopherol content, fatty acid composition and phenolic component of
the olive oils obtained by the pressing method were determined. According to the results, it was observed
that enzyme usage and application time caused significant differences on free fatty acid (p<0.05) and
amount of peroxide (p <0.01). It was determined that the highest free acidity was 8.57% with olive oil
sample of Ayvalik variety treated with papain enzyme for 12 hours. The highest amount of peroxide was
found to be 12.00 (meq O / kg) with 24 hours of papain enzyme application in Copas1 variety. It was
found that the results of enzyme extraction increased significantly in oil yield results (p<0.01).
Tocopherol, fatty acid composition and phenolic component analysis showed positive increases in the
samples treated for 12 hours while the treatment time is prolonged and the results of some varieties
decreased. The olive oil sample treated with cellulase enzyme for 12 hours was the highest tocopherol
content with 254.7 mg / kg. The amount of oleic, linoleic and arachidonic acids in fatty acid composition
were found to be statistically significant (p<0.01). Among olive oil belonged olive varieties, oleic acid
contents varied between 63.36% and 72.68%. It was determined that hydroxytyrosol and tyrosol contents
were higher in the samples with low oleuropein content in phenolic component results. Cellulase is the
most ideal enzyme recommended during the enzyme extraction from olive. In this study, it was not
obtained positive results for Papain enzyme. It is thought that shorter treatment times will result in more

positive results.

Keywords: cellulase, olive (Olea europaea L.), olive oil, oil extraction, papain, variety
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1. GIRIS

Zeytin (Olea europaea L.), Oleaceae familyasindan olup ismi Yunanca elaia’dr.
Boyu 2-10 metre arasinda degisen ancak 15-20 metreye kadar da uzayabilen bir bitkidir.
Meyveleri olgunlasmaya basladiginda rengi yesilken Ekim-Kasim aylarinda yesilden
mora doniip olgunlasir. Genellikle 300-400 y1l gibi uzun 6miirlii bir agag¢ olan zeytinin
2000 yil yasayanlarinin olmasi muhtemelen kurakliktan etkilenmeyen bir bitki
olmasindandir. Zeytin bitkisi Giines goren Killi toprakta iyi yetismesinin yanisira fakir
topraga da dayanabilmektedir. Milattan 10 bin yil 6ncesine kadar Dogu Akdeniz
havzasinin dogal bitki Ortiisii sayilmaktadir. Fakat son arastirmalar kesin olmamakla
birlikte zeytinin, milattan 6nce yaklasik 12 bin y1l 6ncesinde Akdeniz’in batisindaki ele
gegen fosillerin yabani zeytin dallar1 oldugunu gosteren deliller sunmaktadir (Kaplan ve
Arikan, 2017).

Zeytin meyvesi, kimyasal bilesim agisindan diger tek ¢ekirdekli meyvelerden
daha az seker ve oleuropein adinda fenolik bir bilesen olan acilik maddesini i¢ermesi
sebebiyle farklilik gosterir. Bu sebeple zeytin koparildiginda dogrudan tiiketilmez.
Biinyesindeki acilik veren maddenin giderilmesi gerekir. Sofralik zeytin ve saf
zeytinyagi, zeytin meyvelerinden islenmis iki ana iriindiir. Yaklagik 6000 y1l dnceden
bu yana her iki iriinde, Akdeniz diyetinin temel gidalar1 olarak kabul edilir ve bu
bolgede yiizyillardir tiretilmistir. Zeytinlere 6zel olan, gesitli ve bol miktarda bioaktif
bilesiklerin varligi, bu triinlerin nutrasotik (hastaliklar1 6nleyici ve tedavi edici 6zelligi
olan gida) o6zelligine dikkat ¢ekmektedir (Rallo ve ark., 2018). Geleneksel Akdeniz
diyetinde goriildiigii gibi uygun sekilde tiiketildigi zaman ekstra sizma zeytinyaginin
cok faydali oldugu teyit edilmistir. Pek cok kanit; Akdeniz diyetinin saglik {izerinde
zeytinyagi ve bilesenlerinin 6nemli 6l¢iide olumlu etkisi oldugunu géstermektedir ve bu
etkilerin tedaviden daha ¢ok 6nleyici yonde oldugunu géstermektedir (Armutcu ve ark.,
2013).

Diinya genelindeki zeytin yetistiriciliginin %90’lik bir kism1 Akdeniz havzasi,
geriye kalan kismi ise Latin Amerika lilkelerinde yapilmaktadir. Diinyada yaklasik 9
milyon hektar alanda 900 milyon zeytin agacindan yaklasik 17 milyon ton dane zeytin
elde edilmektedir. Tiim diinyada 900 milyon agactan %98’ i, Akdeniz havzasinda yer
almaktadir. Zeytinin anavatani, Giineydogu Anadolu Bolgesi’ni de i¢ine alan Yukari
Mezopotamya ve Giiney On Asya’dir. Giiniimiizde 20. yiizyilin bitkisi olarak gosterilen

ve ylizyillardir 6nemini yitirmemis olan zeytin bitkisinin anavatan1 Mardin, Hatay,



Suriye, Filistin ve Kibris adasin igerisine alan bolge kabul edilmektedir. Tiirkiye’de
Aydin, izmir, Mugla, Balikesir, Bursa, Manisa, Canakkale, Gaziantep ve Mersin énemli
zeytin iiretimi yapilan illerdir. Ege, Marmara, Akdeniz, Giineydogu Anadolu Bolgeleri
ise Onemli zeytin ireten bolgelerdir. Ulusal Zeytin ve Zeytinyagi Konseyi
Koordinatorliigii'nde yapilan tahmine gore, Tiirkiye'nin 2017-2018 sezonunda meyve
veren 151 milyon 347 bin 628 zeytin agact bulunmaktadir (Anonim, 2018).

Diinya zeytinyagi iiretimi son bes sezon ortalamasina gore 2.85 milyon ton
civarindadir. Onemli zeytinyag: iiretici iilkeler sirasiyla, Ispanya, italya, Yunanistan,
Portekiz, Tiirkiye, Tunus ve Suriye’dir. Uretimde AB iilkelerinin pay1 yillara gore
degismekle birlikte ortalama %68 seviyelerindedir. AB iilkeleri arasinda ilk sirayi
Ispanya almakta onu Italya ve Yunanistan izlemektedir. Ispanya’nin AB iiretimdeki
pay1 %64’ler seviyesindedir. Bunlarin yani sira son yillarda Avustralya, Japonya ve
Arjantin gibi lilkelerde de zeytin iiretimine baslanilmistir (Anonim, 2018).

Zeytinyag1, hicbir kimyasal islem gormeden zeytinin g¢ekirdegiyle birlikte
preslenmesiyle elde edilen seffaf, yesilimsi/sarimtirak ve aromatik bir yagdir. Akdeniz
ilkeleri kardiyovaskiiler hastalik ve kanser bakimindan diger Avrupa iilkelerine gore
daha diisik Olim oranlarma sahiptir. Diyet yagmin temel kaynagini olusturan
zeytinyaginin diizenli tiiketiminin, insan saglhig: {lizerine ¢esitli yararl etkileri oldugu
bilinmektedir. Zeytinyag: tiiketiminin dnemini vurgulayan biyolojik 6zellikler kismen
onun fenolik bilesenleriyle iliskili olup aslinda zeytinyag: fenoliklerinin antioksidan
etkileriyle, oleik asit ve skualen gibi diger bilesenlerine baglidir. Zeytinyaginda
belirlenen ve miktar1 bilinen temel fenolik bilesikler, hepsi antioksidan &zelliklere
sahip; basit fenoller (hidroksitirozol, tirozol), sekoiridoidler (oleuropein) ve lignanlar
seklinde ii¢ grupta yer alir. Bu maddelerden son iki sinif en yogun dogal zeytinyagi
fenollerini igerir (Armutcu ve ark., 2013).

Biyomolekiillerin bitkilerden enzim destekli ekstraksiyonu, geleneksel solvent
ekstraksiyon metodlarina potansiyel bir alternatiftir ve verimli, yararli, siirdiiriilebilir ve
cevre dostu bir ekstraksiyon teknolojisi olmas1 nedeniyle daha fazla dikkat cekmektedir.
Enzim bazl ekstraksiyon, enzimlerin, kesin 6zellikleri, bolge seciciligi ile reaksiyonlari
ilerletebilmeleri ve biyolojik kosullar altinda biyolojik aktifliklerini koruyarak, hafif
kosullar altinda reaksiyonlar1 yiiriitebilmeleri i¢in karakteristik 6zelliklerine baghdir.
Enzim destekli ekstraksiyonun temel prensibi, hiicre i¢i bilesenleri serbest hale getirmek
icin optimum deney kosullar1 altinda bir katalizor olarak kullanilan enzimlerle bitki

hiicre duvar1 yapisinin degistirilerek i¢cindeki bilesenlerin agiga ¢ikmasini saglamaktir.



Bitki hiicre duvari, enzimin aktif bdlgesine baglanir. Bu da enzimin seklini
degistirmesine neden olur. Boylece substrat aktif bolgeye yerlesir ve ikisi arasinda
maksimum etkilesime neden olur. Enzim aktivitesi hiicre duvari baglarinin kopmasina
neden olur ve aktif bilesenler serbest kalir. Bu yeni ekstraksiyon yontemleri sadece
riskli solvent gereksinimini azaltmakla kalmaz, ayn1 zamanda kisa ekstraksiyon siiresi
gerektirir. Ek olarak, bu ekstraksiyon kontrollii sicaklik kosullarinda gergeklestirildigi
i¢in, aromalar, pigmentler, yag, vb. gibi termo-duyarli molekiillerin ekstraksiyonu i¢in
¢ok yararhidir (Nadar ve ark., 2018).

Bu c¢alismada enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle soguk preslenmis
zeytinyagl eldesi hedeflenmistir. Bu amagla Mersin ili Mut ilgesinden temin edilen
zeytin gesitlerinden (Ayvalik, Gemlik, Yaglik ve Copasi) yag eldesi asamalarindan,
malaksasyon asamasinda seliilaz ve papain enzimleri farkli siirelerde (12-24 saat)
uygulandiktan sonra, soguk pres yontemiyle zeytinyaglari elde edilmistir. Bu ¢alismanin
amaci enzim muamelesiyle elde edilen zeytinyaglarmin bazi kimyasal o6zellikleri ve
biyoaktif 6zellikleri ile yag asitleri bilesimi, tokoferol igerikleri ve fenolik bilesikleri

tizerine seliilaz ve papain enzimlerinin etkisini arastirmak olmustur.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Zeytin Meyvesi

Zeytin, igerdigi bilesenler acisindan oldukga degerli bir meyve olup, sekli ve
rengi ¢eside gore farklilik gostermektedir. Zeytin tanesinin kimyasal bilesiminin biiyiik
bir kismini su ve yag olusturur. Bilesiminde protein, seliiloz, seker, mineral maddeler,
hidrokarbonlar, fenolik bilesikler ve tokoferoller de bulunur. Olgunluk derecesi,
yetistirildigi bolge, yetistirme kosullart ve ¢esit bilesimini etkileyen faktorlerdendir
(Vinha ve ark., 2005) . Zeytin meyvesi, yaklasik %50 su, %20 yag, %20 karbonhidrat
(pektik, seliilozik ve hemiseliilozik maddeler), organik asit, pigment, fenolik bilesik ve
mineral’den olusur. Yagin %96-98'i ette (mezokarp) ve kabukta (perikarp), %2-4’i ise
¢ekirdekte (endokarp) bulunur (Najafian ve ark., 2009).

Taze hamur agirliginin %1 ila 3'nii olusturan fenolik bilesikler, zeytin
meyvesinin mindr bilesenleridir, ancak antioksidan, antienflamatuar ve antikarsinojenik
aktivitelerinde ¢ok Onemli rolleri vardir. Ayrica, kardiyovaskiler ve dejeneratif
hastaliklarin 6nlenmesiyle de iliskilendirilmiglerdir. Zeytin meyvelerinde fenolik
bilesiklerin profili ¢ok karmasiktir ve cesit, olgunlasma asamasi veya mevsim gibi
faktorlere baghdir. Taze zeytinlerde en bol bulunan fenoller, oleuropein, dimetil
oleuropein, hidroksitirozol ve verbaskozit iken, islenmis sofralik zeytinlerde, hemen
hemen hi¢ oleuropein bulunmaz, hidroksitirosol ve tirozol baskin fenoliklerdir. Aslinda,
sofralik zeytin tiretimi islemi, toplam fenolik bilesik miktarin1 6nemli 6l¢giide azaltir ve
profili biiyiik 6lgiide degistirir. Bununla birlikte, farkli isleme yoOntemleri arasinda
onemli farkliliklar vardir. Genel olarak, dogal zeytinlerde ve yesil islenmis zeytinlerde
toplam fenolik igerikler, siyah olgun zeytinlerden daha fazladir (Rallo ve ark., 2018).

Zeytinyagindaki fenolikler genellikle zeytindeki fenolik maddelerin mekanik
ekstraksiyon sirasinda yaga ge¢meleri sonucu bulunmaktadir. Zeytin fenolikleri
zeytinyagl fenoliklerinden farklidir. Zeytin, meyve etinin %1-3’linii kapsayacak
diizeyde, yiiksek konsantrasyonlarda fenolik madde ihtiva eder. Zeytinin temel
fenolikleri; fenolik asitler, fenolik alkoller, flavonoidler ve sekoiridoidler olarak
siiflandirilabilir (Yorulmaz ve Tekin, 2008).

Fenolik asitler, fenolik alkoller ve flavonoidler farkli botanik familya icerisinde

yer alan pek ¢ok meyve ve sebzede bulunabilirken, sekoiridoidler sadece Olea europaea



L. tiiriiniin i¢inde yer alan Oleaceae familyasinda bulunurlar. Sekoiridoid smifinda
gruplandirilan fenolik bilesenler yapilarinda elenolik asit veya elenolik asit tiirevi ihtiva
etmeleri sebebiyle digerlerinden ayrilir. Oleuropein, dimetiloleuropein, ligstrosit ve
ntizhenit zeytinde en fazla tespit edilen sekoiridoid glukozitlerdir (Yorulmaz ve Tekin,
2008).

Zeytinlerin ana fenolik alkolleri arasinda oleuropein B-(3,4 dihidroksifeniletanol)
veya hidroksitrozol ve hidroksifeniletanol (tirozol) bulunur. Zeytindeki flavonoid
bilesikleri esas olarak luteolin 7-O-glukozit, rutin, apigenin 7-O-glukozit,
antosiyaninler, siyanidin 3-O-glukozit ve siyanidin 3-rutinosid gibi flavonol
glikozitlerden olusur. Hidroksitirozol ve tirozol, fenolik bilesiklerin geri kalanina
kiyasla sirasiyla en yiikksek 76.73 ve 19.48 mg/100g diizeyinde zeytin igeriginde
bulunur. Zeytinlerin olgunlagmasi sirasinda, oleuropein tamamen pargalanir ve meyve
karardiginda, hidroksitirozol, tirozol ve verbaskozit artar, oleuropein neredeyse hig
tespit edilemez. Zeytin meyvesinde bu kadar tibbi agidan 6nemli biyoaktif bilesiklerin
varligi, bu tiirlerden iiretilen baglica {riinlerin, sofralik zeytinlerin ve Sizma
zeytinyagimin fonksiyonel gida potansiyelini destekler. Ayrica, zeytin meyvesi
kabugundan iki dnemli pentasiklik triterpen, yani potansiyel antiproliferatif aktiviteye
sahip oleanolik ve maslinik asitler oldugu bildirilmistir (Ghanbari ve ark., 2012).

Oleuropein, zeytin meyvesine aciligin1 veren maddedir. Zeytin meyvesinin ilk
zamanlarinda meyvede daha fazla bulunur, olgunlasma arttikca zamanla metabolize
olarak miktar1 azalir. Zeytinin hasattan hemen sonra tiiketilememesine sebep olan bu
glukozit suda c¢oziinebilme yetenegine sahiptir. Klasik salamura ydntemi, alkali
uygulamasi, enzimatik yontem veya mikroorganizmalarla hidrolize edilerek zeytindeki
istenmeyen aci tadi1 veren oleuropein kolaylikla uzaklastirilabilmektedir (Yildiz ve
Uylaser, 2011). Giner ve ark. (2016)’ i yapmis olduklar1 aragtirmalar sonucunda birgok
sayida kanitin, polifenollerin gergekten iltihabi degistirebildigini ve kanser gelisimine
kars1 koruyabilecegini, IBD 8 ve CRC 9'un dogal koruyucu tedavileri i¢in umut verici
adaylar olmalarin1 saglabilecegini gostermistir. Zeytinin yapraklarinda ve islenmemis
zeytin meyvelerinde bulunan baslica fenolik bilesen olan oleuropein, zeytin agacinin
yapraklarinin insan diyetinde potansiyel faydali etkileri sayesinde 6ziit, bitki ¢ay1 veya
toz olarak kullanilmaktadir. Oleuropeinin antienflamatuar ajan olarak rolii, ¢esitli
inflamasyon modellerinde bildirilmistir. Son zamanlarda, g¢esitli ¢aligmalarda farkl
kanser hiicre hatlarinda apoptozun (hiicre 6liimiiniin) indiiklenmesiyle oleuropeinin

antiproliferatif ve antitimor 6zelliklerini géstermistir.



2.2. Zeytinyagi

Sizma zeytinyagi, Akdeniz diyetinin temel parcasidir ve zeytin meyvesinden
mekanik / fiziksel yontemlerle iiretilir. Esas olarak trigliseritler ve mineraller, fenolikler,
steroller, tokoferoller, fosfolipitler, hidrokarbonlar ve ugucu bilesikler dahil olmak tizere
cok cesitli kiigiik bilesikleri kapsar (Cevik ve ark., 2016). Sizma zeytinyaginin
popiilaritesi hem saglik 6zellikleri hem de hos aromast ile ilgilidir. Saglik 6zellikleri aci
ve keskinliginden de sorumlu olan fenolik bilesiklere atfedilse de, hos aromast ugucu
aroma bilesiklerinin varligindan kaynaklanmaktadir. Zeytinyagi aromasi ¢ok sayida
farklt ugucu maddeden olusur. Bu nitelikler; ¢esitlilik, yetistirme kosullar1 ve hasat
sonrasi islemlere gore degisiklik gosterir (Genovese ve ark., 2018).

Zeytinyagi, kendine has lezzetini ve antioksidan etkisini veren ¢ok sayidaki
flavonoidleri, yagda c¢oziinen sterolleri ve vitaminleri, disardan almak zorunda
oldugumuz “esansiyel” yag asitlerini igermesinden dolay1 saglikli yasamanin temelini
olusturmaktadir. Yiiksek tansiyon, kolesterol, damar sertligi, mide ve bagirsak iilserleri,
romatizma, safra kesesi, karaciger bozukluklari, kansizlik, bazi1 romatizma, bagirsak ve
cilt hastaliklarinin tedavisinde yiizyillardir kullanildigi bilinmektedir. Kalori degeri ve
sindirilebilirlik derecesi yiiksek, esansiyel yag asitlerinin kaynagidir. Yagda ¢6ziinen A,
D, E ve K vitaminlerince zengin olan zeytinyagi, kendine 6zgii tad ve kokusu ile diger
bitkisel yaglara gore daha g¢ok tercih edilmektedir. Bitkisel yaglar arasinda ham yag
olarak rafinasyona tabi tutulmadan iiretilebilen neredeyse tek yag olma Ozelligine
sahiptir. Giinlikk 15-20 gram zeytinyagi tiiketilmesi 6zellikle damarlarin saglikli kalmasi
i¢in oldukca 6nemlidir (Ozata ve Comert, 2016).

Genel olarak zeytinyagi tiiketiminin, koroner kalp hastaligi ile iligkili risk
faktorlerinin  azaltilmasi, bazi kanser tiirlerinin ve enflamatuvar tepkilerin
modifikasyonu gibi saghk yararlart oldugu kabul edilir. Yapilan bir caligmada
zeytinyag tiiketimi ve kanser ile ilgili bir meta-analiz gerceklestirilmistir. Yapilan bu
meta-analizde meme kanseri orani Ve Dbitkisel yag alimi arasindaki iliski
degerlendirilmistir. Bu meta-analiz 5 gruptan 150.000 kadin1 ve geriye doniik 11 vaka
kontrol ¢aligmasini icermektedir. Bulgular, yiiksek miktarda zeytinyagi tiiketen
bireylerin  diisik miktarda zeytinyagi tiikketen bireylerle karsilastirildiginda
zeytinyaginin meme kanserine karsi koruyucu bir etki gosterdigini ortaya koymustur

(Foscolou ve ark., 2018). Sofi ve ark. (2008)nin 12 prospektif ¢aligmasinin meta-



analizinde, Akdeniz diyeti sayesinde mortalite (%9), kardiyovaskiiler hastaliklar (%9),
kanser (%6), Parkinson ve Alzheimer hastaligi (%13) goriilme sikliginda belirgin bir
azalma oldugu tespit edilmistir.

Zeytinyagl major (sabunlasabilen fraksiyon) ve mindr (sabunlagsmayan
fraksiyon) bilesenlerden olusur. Major bilesenler yani triagilgliseroller toplam yagin
%98’ini, mindr bilesenler ise %?2’sini kapsamaktadirlar. Oleik asit, palmitik asit,
linoleik asit gibi yag asitleri major bilesenleri olustururlar. Min6r bilesenler ise gliserit
olmayan esterler ve mumlar, alifatik alkoller, triterpen alkoller, steroller,
hidrokarbonlar, pigmentler, ugucu bilesikler ve fenolik bilesiklerdir (Armutcu ve ark.,
2013).

Sizma zeytinyagi, az miktarda serbest yag asidi, gliserol, fosfatid ve diger
bilesiklerle birlikte, genellikle trigliseritlerden olusur. Trigliserit molekiilii, gliserol ve
ic yag asidi molekiiliinden tiiretilmis bir esterdir (Portarena ve ark., 2019). Yag asitleri,
uzunlugu 14 ila 24 karbon atomu arasinda degisen uzun hidrokarbon zincirlerine

benzemektedir (Anonim). Cizelge 2.2.1.’de zeytinyaginin yag asidi bilesimi verilmistir.

Cizelge 2.2.1. Zeytinyaginin yag asidi bilesimi (Gavahian ve ark., 2019)

Yag Asitleri icerik (%)
Palmitik asit (C16:0) 9.4-19.5
Palmitoleik asit (C16:1) 0.6-3.2
Margarik asit (C17:0) 0.07-0.13
Margaroleik asit (C17:1) 0.17-0.24
Stearik asit (C18:0) 1.4-3.0
Oleik asit (C18:1) 63.1-79.7
Linoleik asit (C18:2) 6.6-14.8
Linolenik asit (C18:3) 0.46-0.69
Arasidik asit (C20:0) 0.3-0.4
Eikosenoik asit (C20:1) 0.2-0.3
Behenik asit (C22:0) 0.09-0.12
Lignoserik asit (C24:0) 0.04-0.05

Zeytinyag trigliseritlerinde en bol bulunan yag asidi oleik asittir ve ardindan
palmitik, linoleik ve stearik asit gelir. Diisikk oranlarda ise palmitoleik, linolenik,
arasidik, behenik, margarik, margaroleik, eikosenoik, lignoserik asit igerigine sahiptir
(Kayahan ve Tekin, 2006). Birgok saglik yarari olan oleik asit, tekli doymamis
bir omega-9 yag asididir. Viicudun hiicreleri tarafindan gergeklestirilen membran
akigkanliginda gorev alir. Patojenlerle savasmak, mineralleri tasimak ve hormonlara
cevap vermek i¢in onemlidir. Ayrica hiicrelerimiz i¢in Onemli bir enerji kaynag:

olmakla birlikte bircok temel metabolitin {iretimi ve biyosentezi i¢in kullanilir
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(Anonim). Ana oleik asit kaynagmin zeytinyag: oldugu Yunanistan, Italya veya Ispanya
gibi Giiney Avrupa iilkelerinde (%29'a kadar) tiketim daha yiiksek, oleik asit aliminin
agirlikli olarak et ve et tirtinlerinden saglandig1 bati1 ve kuzey tlkelerinde ise diisiiktiir.
Sonug olarak, diyette oleik asit alimi %10-15 arasinda olmalidir. Diyetteki yag
bilesiminin modiilasyonunun kan-lipit konsantrasyonlarmi etkiledigini gosteren c¢ok
sayida bilimsel kanit vardir. Doymus yag asitlerinden enerjinin yaklasik %5'inin oleik
asit ile izokalorik olarak degistirilmesinin, koroner kalp hastaligi riskini esas olarak
LDL-kolesterol azalmasi yoluyla %20-40 oraninda azalttigi tahmin edilmektedir.
Ayrica, trombojenez, in vitro LDL oksidatif duyarlhilik ve insiilin duyarlilig: ile ilgili
faktorler gibi KVH icin risk faktorleri tizerindeki diger faydali etkiler de bildirilmistir
(Lopez-Huertas, 2010).

Mindr bilesenlerden olan ugucu ve fenolik bilesenler Sizma zeytinyaginin
duyusal 6zelligini belirlemektedir (Servili ve ark., 2003). Zeytinyaginda ikincil bitki
metabolitleri diye bilinen fenolik bilesenler, yagin duyusal ozellikleri ve oksidatif
stabilitesine etki eder. Diger bitkisel yaglarda olmayan hidrofilik bilesenlerdir (Kayahan
ve Tekin, 2006). Ugucu bilesenler ise zeytinyagi aromast lizerinde 6nemli etkisi olan ve
zeytindeki lipoksigenaz aktivitesi ile ortaya c¢ikan bilesenlerdir (Hepsag ve Ruken,
2018). Zeytinyaginda bulunan fenolik ve ugucu bilesenlerinin olusumu; zeytin tiiri,
olgunlagsma diizeyi, zeytin zararlilar1 ve iklimi de kapsayan bircok faktdre bagl olarak
degismektedir (Kayahan ve Tekin, 2006).

Oleuropein, dimetiloleuropein ve ligstrosit zeytindeki sekoiridoid glikozitlerin
tirevleridir (Yorulmaz ve Tekin, 2008). Zeytin meyvesinde ana fenolik bilesen
oleuropein iken, zeytinyaginda ana fenolik bilesen fenolik alkollerden olan
hidroksitirozol ve tirozol’ dur (Servili ve Montedoro, 2002). Zeytinin olgunlasmasi
stiresince yiiksek molekiil agirlikli oleuropein gibi bilesiklerin hidrolizi sonucu tirozol
ve hidroksitirozol miktar1 artar (Ryan ve Robards, 1998). Yagin duyusal 6zelliklerini ve
oksidasyona direncini etkileyen bir fenolik bilesik olan hidroksitozol, sadece basing
veya secici filtrasyon yoluyla elde edilen zeytinyaglarinda ve kaliteli taze zeytinlerden
elde edilebilir miktarlarda bulunur. Santrifiijlii zeytinyagi degirmenlerinde kullanilan
su, bliyilik 6l¢iide hidroksitrozolii uzaklastirir. Santrifiijleme islemi sirasinda kaybedilen
antioksidanlarin miktari, malaksasyon asamasinin siiresine ve dekantorde ilave edilen

sicak su miktarina baghdir (Kiritsakis ve ark., 1998).



Sizma zeytinyaginin birka¢ kiiciik bileseni arasinda, en bol fraksiyon
hidrokarbonlardir (skualen ve daha kii¢iik miktarlarda karotenoidler, p-karoten ve
lutein) (Lopez ve ark., 2014). Zeytinyaglarindaki en 6nemli hidrokarbon skualendir.
Sizma zeytinyagi 100 gramda 400-450 mg skualen ihtiva eder (Demirci ve ark., 2008).
Bitkisel skualen kaynaklar1 arasinda, sizma zeytinyagi, %0.1-1.2 seviyesiyle en
zenginidir. Rafine yagda konsantrasyonu ¢ok daha diisiiktiir, ¢iinkii rafinaj adimlar1 ve
ozellikle de koku giderme, skualenin kaybina neden olur. Zeytinyaginin stabilitesini ve
dolayisiyla raf omriinii artirabilen bir antioksidandir. Skualen, birgok yararli saglik
etkisi gostermistir. Kolesterol sentezinde bir biyodncii oldugundan, yiiksek yogunluklu
lipoproteini arttirir ve disiikk yogunluklu lipoproteini azaltir. Ayrica skualen,
kemoterapinin, hastalara uygulanan ila¢larin neden oldugu DNA hasar1 ve toksisitesinin
yan etkilerini azaltmaya yardimci olabilir (Pacetti ve ark., 2019).

Zeytinyagindaki ana tokoferol olan a-tokoferol, toplam tokoferollerin (150 — 200
mg/kg) %90-95'ini olusturan baskin formdur. Diger %5’i  ve y-tokoferollerdir
(Dell'agli ve Bosisio, 2002). Zeytinyaglarinda toplam tokoferol igerigi 50-270 mg/kg
arasinda degismektedir (Oliveras-Lopez ve ark., 2008). Tokoferoller giiclii
antioksidanlar olarak bilinirler (Sevim, 2011). Bu sebeple zeytinyagmin yiiksek
oksidasyon stabilitesine sahip olmas1 hem tokoferoller ve polifenoller gibi antioksidan
maddelere sahip olmasindan hem de ¢oklu doymamis yag asitlerini az icermesinden
kaynaklanmaktadir (Ering ve Kiralan, 2008). Vitamin E’nin aktif hali olan a-tokoferol,
zeytinyaginda diisiik oranlarda bulunsa da giinliik tiikketimde viicuttaki antioksidan
igerigi arttirarak hiicreleri serbest radikallere ve lipit peroksidasyonuna karsi korur
(Armutcu ve ark., 2013).

Zeytinyaginin iretim sistemindeki agsamalardan ilki kirma asamasidir. Kirict
yardimi ile meyve etinin pargalanmasi hiicreler i¢cinde hapsolmus vakuollerdeki yagin
disar1 ¢ikabilmesini saglamaktadir. Yogurma ise kiricidan ¢ikan zeytin hamurunun
stirekli yavas bir sekilde islendigi ikinci asamadir. Yogurma islemi ekstraksiyon
verimini arttiran 6nemli asamalardan biridir (Kéyliioglu ve Ozkan, 2012). Zeytin
hamurunun yogrulmasi ile yag-su emiilsiyonu kirilarak serbest yag yiizdesi artirilmakta
ve yag damlaciklar1 daha biiylik damlalar olusturmaktadir (Cevik ve ark., 2015).
Ornegin; kirma-ezme isleminden sonra yag damlaciklarmin %45’inin ¢ap1 30 p’dan
biiyiik iken, yogurma isleminden sonra bu oran %80’¢ yiikselmektedir (Kivrak, 2019).
Bir bagka deyisle, yogurma aslinda basit bir fiziksel ayrilma adimindan ¢ok daha

fazlasidir; nihai {iriin kalitesini ve bilesimini esas olarak belirten karmasik bir biyoislem
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gerceklesir. Bazi ¢aligmalar, malaksasyon kosullarinin kaliteli bir zeytinyagi elde etmek
icin 6nemli oldugunu gdstermistir. Bir malaksasyondaki zaman ve sicaklik degiskenleri,
kaliteli zeytinyaglari {iretimi i¢in bu basamagin kilit faktorleridir (Cevik ve ark., 2016).
Ornegin yagin kalitesini korumak igin hicbir asamada sicaklik 30°C’yi asmamalidir.
30°C’yi asan sicakliklarda yag daha kirmizi renk almaya baglar, ucucu bilesenler
uzaklasir, hidroliz hizlanir ve serbest yag asidinde artis gozlenir (Nas ve ark., 1992).
Malaksasyondan sonra zeytin hamurunun ekstraksiyon islemi ile kati ve siv1 fazlarina
ayrilmasi ise {¢lincli asamayi olusturmaktadir. Ekstraksiyon isleminde presleme,
perkolasyon ve santrifiij sistemlerinden herhangi birinden yararlanilmakta ve ¢oziicii
kullanilmamaktadir (Kdyliioglu ve Ozkan, 2012).

Enzimatik islemler, yiiksek 6zgiilliikleri ve diisiik ¢alisma sicakliklari nedeniyle,
yemeklik yag endiistrileri i¢in potansiyel olarak yararlidir. Yenilebilir yag islemede
enzim uygulamalari: preslemeyi kolaylastirir, ¢6ziicii ekstraksiyonunun yag verimini
arttirir  ve sulu ekstraksiyonu kolaylastirir. Enzimler bitkilerin hiicre duvarmi
parcalayabilir ve yag1 hiicrelerden serbest birakabilir. Bitkilerin hiicre duvari esas olarak
pektik maddeler, seliiloz, hemiseliilloz ve ligninden olusur. Enzimlerin zeytinyaginin
ekstraksiyonu ve oOzellikleri lizerindeki etkileri tizerine birgok makale yayinlanmistir.
Zeytin meyvesinde bulunan enzimler genel olarak yag g¢ikarma islemi veya kirma
asamasi sirasinda devre dis1 birakilir. Bu nedenle, devre disi birakilmis enzimleri
degistirmek ve enzim aktivitesini arttirmak i¢in eksojen enzimler zeytin hamuruna
yogurma asamasinda ilave edilmelidir (Najafian ve ark., 2009). Farkli enzimler, yagh
tohumlarin farkli bilesenlerini indirgemis ve boylece yag verimlerini etkilemistir.
Seliilaz, hemiseliilaz, pektinaz, proteaz, amilaz, glukanaz ve poligalakturonaz gibi
enzimler daha Onceki ¢alismalarda kullanilmistir. Enzimatik hidroliz i¢in optimum
sicaklik araligi 45°C ile 55°C arasindadir. Enerji dikkate alindiginda, aktivite taleplerini
karsilamak i¢in miimkiin olan en diisiik sicaklik kullamlmahdir. Ozellikle zeytin
meyvelerinde yag kalitesini korumak igin 30°C ve alt1 bir sicakligin uygun oldugu
bulunmustur (Liu ve ark., 2016). Bitki hiicre duvarlarinin enzimatik bozunmasina iliskin

sema Sekil 2.2.1.de verilmistir.
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Sekil 2.2.1. Bitki hiicresel duvarlarinin enzimatik bozunmasi (Gligor ve ark., 2019)

Proteazlar, endiistriyel enzimlerin en 6nemlisidir. Proteazlar substrat 6zgiilliigi,
aktif bolge ve katalitik mekanizma, optimum pH, optimum sicaklik ve kararlilik gibi
Ozellikleri farkli olan enzimlerin genis ve kompleks gruplarindan meydana gelir.
Proteazlar hem proteolitik reaksiyonlar1 yonettikleri icin hem de yaglar ve
karbonhidratlarin par¢alanmasini igeren metabolik reaksiyonlarin nedeni olan ¢esitli
basamaklari regiile ettikleri icin 6nemlidir. Papain hiicre izolasyonunda ve genis dl¢ekli
endiistri proseslerinde biyomolekiillerin ayrilmasinda kullanilir. Papain (EC 3.4.22.2),
papaya (Carica papaya) lateksinden izole edilen endolitik, bitki sistein proteaz
enzimidir. Papain, olgunlasmamis papayanin kabugunun kesilip, akan lateksin toplanip
kurutulmasiyla elde edilir (Alpay, 2014). Enzimin performansi, bitkinin yetistirildigi
iklimsel sartlarina, bitki kaynagina, saflastirilmasi ve ekstraksiyonu i¢in kullanilan
metotlara baghdir. Enzim pH 5-9 arasinda aktiftir ve substrat varliginda 80 veya
90°C'nin tizerindeki sicakliklarda kararhdir (Isik, 2014).

Seliiloz fibriler yapida, sert bir madde olup, bitkilerin hiicre duvarinda bulunur
ve bitki biyokiitlesinin yaklasik %40’ olusturur. Seliilozu hidrolize eden seliilaz
enzimleri biiyiik 6l¢iide fungus ve bakterilerden elde edilmekte ve gesitli biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilmaktadir (Topuz ve ark.,, 2007). Oligosakkaritleri ve

polisakkaritleri hidrolize eden seliilazlar, enzimlerin glukozil hidrolaz familyalarinin
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tiyeleridir. Bu enzimler dogada modiilerdir, burada her modiil veya alan polipeptit
zincirinin ardisik bir bolimiinii icerir (Bayer ve ark., 1998). Seliilaz enzimi maksimum

aktivitesini 60°C ve pH 8.0’de gdstermektedir (Haliskaranfil ve Arikan, 2012).

2.3. Enzimatik Sulu Ekstraksiyon Uzerine Yapilmis Calismalar

Enzimatik sulu ekstraksiyonla ilgili bircok ¢alisma mevcuttur. Najafian ve ark.
(2009) normal olgunlukta iyi ve temiz sartlarda yetistirilen 3 gesit zeytine (Koroneiki,
Iranian native oleaginous ve Mission) diisiikk ve yiiksek konsantrasyonlarda pectinex
ultra ve pectinase 1.06021 enzimlerini uygulayarak zeytinyagi verimi {izerine
enzimlerin etkilerini incelemislerdir. Yag verimi kontrol 6rneklerinde %62.9, diisiik
konsantrasyonda %64.23 ve yiiksek konsantrasyonda %64.33 olarak tespit edilmistir.
Bu sonuglar, zeytinden yag ekstraksiyonunun enzim hidrolizi ile arttigin1 ve hatta enzim
konsantrasyonunun artigiyla veriminde arttigini1 géstermistir.

Polmann ve ark. (2019); pikan cevizi yagimi Alcalase® ve Celluclast® ticari
enzimleri kullanarak enzimatik sulu ekstraksiyon ve mekanik presleme (MP)
yontemleriyle elde etmisler ve fizikokimyasal Ozellikleri ile kimyasal bilesimini
karsilagtirmislardir. Fosfat tampon ¢ozeltisinde pH 8.00 ve 52°C'de Alcalase® (1.50g /
100g) kullanilarak 0.40g / mL substrat konsantrasyonunda ve 4 saat reaksiyonda yiiksek
verimli pikan cevizi yagi elde edilmistir. Bu kosullar altinda enzimatik sulu
ekstraksiyonla yag verimi, mekanik presleme tarafindan elde edilen verime kiyasla
%8.1 daha yiiksek bulunmus olup %65.2'lik bir yag verimi tespit edilmistir.

Fang ve ark. (2016), Kamelya tohumundan (Camellia oleifera Abel.) yag
¢ikarmak i¢in sulu enzimatik ekstraksiyon yontemini gelistirmiglerdir. Bu ¢alismada
bireysel enzimler ve enzim kombinasyonlari, pH, malzemenin suya orani, reaksiyon
siiresi ve demiilsifikasyon yontemleri incelenmistir. Proteaz ve seliilaz kombinasyonu
kullanildiginda serbest yag verimi, %]l'e kadar artan enzim konsantrasyonlar ile
artmistir. Proteaz ve selilaz ile Camellia yag1 ekstraksiyonu i¢in sulu enzimatik
ekstraksiyon isleminden sonra %20 etanol ile emiilsifikasyon yoluyla %82.36'dan
%91.38'e yiikseldigi gozlemlenmistir. Proteaz ve selillaz kombinasyonu, diger
kombinasyonlardan ¢ok daha fazla yag verimi saglamustir.

Man ve ark. (1996); Hindistan cevizi yagina farkli konsantrasyonlarda seliilaz,
a-amilaz, poligalakturonaz ve proteaz enzimleriyle sulu enzimatik ekstraksiyonun

ekstraksiyon verimi iizerine etkilerini incelemislerdir. Rendelenmis Hindistan cevizi
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pulpunun suyla karistirilmasi, enzim olmadan sikilmasi ve santrifiij edilmesi ile yag
verimi %19.3 olarak tespit edilmistir. Enzim uygulamalarinda ise verim (%) sirasiyla
28.1, 28.2, 32.2, 36.1°¢ yiikselmistir. Bunun nedeni Hindistan cevizi eti tortusu
karisiminin enzimle islenmesiyle  hiicre duvarlarinin hidrolize olmasi1 ve yag akisina
daha gecirgen olmasi olarak diistiniilmiistiir.

Tano-Debrah ve Ohta (1994), enzim destekli yag ekstraksiyonu ile ilgili
calismalari tasarlamak ve degerlendirmek amaciyla Shea g¢ekirdeklerini proteaz, seliilaz
ve hemiseliilazdan olusmus enzim karigimi ile isleme tabi tutmustur. Prosesin optimum
kosullari, %1 enzim konsantrasyonu, 1:2 tohum su orani, 30 °C’de 4 saat inkiibasyon
olarak belirlenmistir. Enzimsiz ekstraksiyonda %48 olan yag verimi enzimli
ekstraksiyonda %72’ye kadar yiikselmistir. Proteaz, seliilaz ve hemiseliilaz enzimleri

birlikte kullanildiginda yaklasik %20'lik bir artis oldugu gézlemlenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Zeytin

Bu ¢alisma 2018 yili Kasim aymda Mersin ili Mut ilgesinde zeytin bahgesinden
toplanan Ayvalik, Gemlik, Yaglik, COpast zeytin gesitleri iizerinde ytriitilmistiir.
Zeytinler boyut, sekil, etli olma durumuna gore farklidir. Ayvalik ¢esidinin meyve
bliytikliigii orta olup sekli yuvarlaga yakin, silindiriktir ve yag orani yiiksek olup kalitesi
iyidir. Gemlik ¢esidi meyveleri Ayvalik tiiriine benzer olup orta biyiikliikte olup
yuvarlaga yakin, silindirik sekildedir ve yag orani yiiksektir. Yaglik cesidi digerlerine
gore yag verimi daha diisiik, meyvesi uzun ve silindiriktir. Copasi ¢esidi ise digerlerine
kiyasla daha kiigiik ¢ekirdek ve daha az et oranina sahiptir. Buna karsin yag verimi
olduke¢a yiiksektir. Calismada incelenmek iizere alinan zeytin 6rneklerinden kiric1 ve
pres yardimi ile zeytinyaglari ¢ikarilmistir. Elde edilen zeytinyaglari analizler
yapilincaya kadar cam siselerde +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1.1.1. Calismada kullanilan zeytin gesitleri
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3.1.2. Kimyasal maddeler ve cihazlar

Calismada gerekli olan kimyasal maddeler seliilaz ve papain enzimi, potasyum
dihidrojen fosfat (KH2POgs), disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO,), etil alkol, dietil eter,
fenolftalein, potasyum hidroksit (KOH), asetik asit, kloroform, potasyum iyodiir,
nisasta, sodyum tiyosiilfat, n-hekzan, metanol, asetonitril ve petrol eteri’dir. Kullanilan
kimyasal maddeler Sigma-Aldrich, Merck ve Aldrich firmalarindan edinilmistir.
Yapilan bu caligmada serbest yag asidi, peroksit, yag asidi kompozisyonu, fenolik
bilesen, tokoferol, yag verimi ve renk analizleri yapilmistir. Fenolik bilesen
kompozisyonu ve tokoferol analizi i¢in Shimadzu CTO-10ASvp HPLC cihazi, yag asidi
kompozisyonu igin Shimadzu AOC-201 GC cihazi, yag verimi igin Wise Therm Soxhlet
cihaz1 ve Heidolph Rotary evaporator, renk i¢in ise Minolta Chromameter CR 400
cihazi kullanilmistir. Analizlerde bu cihazlara ek olarak Labart vortex, Scilogex MS-
H280-Pro manyetik karistirict, Niive FN 055 kuru hava sterilizatorii ve Hermle Z 200 A

santrifiij’den de yararlanilmigtir.

Sekil 3.1.2.1 Caligmada kullanilan seliilaz ve papain enzimleri

3.2. Yontem

Calismada kullanilmak iizere toplanan zeytin gesitlerinden (Ayvalik, Gemlik,
Yaglik, Copast) yaprak, sap v.b. gibi yabanci maddeler uzaklagtirilmigtir. Daha sonra
kiricr yardimi ile zeytin hamuru haline getirilmistir. Her bir ¢esit zeytin hamurundan 3
ayr1 kaba,100’er g tartilmistir. Kontrol 6rnegi, seliilaz ilaveli ve papain ilaveli érnekler
olmak {izere her bir 6rnek i¢in 3’er kavanoz hazirlanmistir. Kontrol 6rnekleri igin

kavanozlara sadece zeytin hamuru ilave edilmistir. Diger kavanozlarin ise birine 1 g
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seliilaz enzimi, digerine 1 g papain enzimi, 100 ml tampon ¢ozelti (KH2PO4 ve
Na;HPO4) igerisinde ¢oziindiiriildiikten sonra eklenmistir. Bu islem her zeytin gesidi
icin tekrarlanmistir. Hazirlanan Ornekler 12 ve 24 saat olmak flizere iki ayri siire,
50°C’de su banyosunda bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikan ornekler pres torbalarina
konularak manuel soguk pres yardimi ile preslenmistir. Ortaya ¢ikan yag-karasu
karisimu santrifiij tiiplerine konarak 4000 rpm’de 15 dk santrifiij edilmistir. Uste ayrilan
yag tabakasi pipet yardimi ile cam siselere alinmistir. Elde edilen zeytinyaglarinda ise

gerekli analizler yapilmistir.

Sekil 3.2.1. Kiric1 ve manuel soguk pres

3.2.1. Zeytinyaginda ekstrakt hazirlanmasi

4 farkli zeytin g¢esidinden enzimatik sulu ekstraksiyon metoduyla elde edilen
zeytinyaglarindan santrifiij tiiplerine her bir 6rnek igin 2 ml pipetle konulmustur.
Uzerine 1 ml n-hekzan ilave edilmistir. Ardindan 4 ml metanol:su (60:40, v/v)
karisiminda ekstrakte edilmistir. 2 dakika vortekslenen ornekler daha sonra 4000
rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir (Santrifiij, Hermle Z-200A). Santrifiijden ¢ikan
tiiplerdeki alt faz alinmistir ve ayni islem iki kez tekrarlanmistir. Elde edilen ekstrakt
0.45 pm (AIM Syringe Filter PTFE) filtreden gecirilerek analiz i¢in hazir hale
getirilmistir (Pirisi ve ark., 2000). Ekstraktlar analizde kullanilincaya kadar -18°C’de

dondurularak saklanmistir.
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3.2.2. Yag asidi kompozisyonu tayini

Zeytinyag1 orneklerindeki yag asidi kompozisyonlari, Hisil (1998) tarafindan
tanimlanan metodun modifiye edilmesiyle tanimlanmistir. Yag ornekleri (50-100 mg)
yag asidi metil esterlerine (FAME) gevirilmistir. Esterlestirme islemi i¢in oncelikle 0.1
g yag ornegine 10 ml n-hekzan (CsHis) ilave edilerek ¢oziindirilmiistir ve 4500
rpm’de-30 dakika santrifiij (Santrifiij, Hermle Z-200A) islemi gergeklestirilmistir.
Ardindan 0.5 ml 2 N metanolliit KOH eklenerek ¢ozelti kisa bir siire vorteks yardimiyla
karistirildiktan sonra oda sicakliginda 30 dakika boyunca karanlik bir ortamda
bekletilmistir. Faz ayrimi gergeklestikten sonra siipernatant’dan 1 ml alinarak viallere
aktarilmigtir. Yag asitlerinin metil esterleri (1 pl), alev iyonize edici bir dedektor (FID),
ile baglantili bir kapiler kolonuyla (60m x 0.25 mm x 0.20um) donatilmis bir gaz
kromatografisinde (Shimadzu GC-2010) analiz edilmistir (Hisil, 1998).

Gaz kromatografisi su sartlar altinda calistirtlmistir; firin sicaklik programi, 7
dakika boyunca 90°C, 5°C/dakika hizinda 240°C'ye yiikseltilmis (ve daha sonra 15
dakika boyunca 240°C'de tutulmus), enjektor sicakligi; 260°C ve detektor sicakligi,
260°C, tasiyict gaz; nitrojen akis hizi 1.51 ml/dakika, split orani; 1/50 pl/dakika

seklinde uygulanmustir.

3.2.3. Fenolik bilesen tayini

Zeytinyag1 Orneklerindeki fenolik bilesenlerin tayinini yapmak i¢in filtreden
gecirilmis ekstraktlardan 0.5 ml viallere alinmistir. Uzerine 0.5 ml metanol ilave
edilerek 6rnekler cihaza enjekte edilecek hale getirilmistir. Inertsil ODS-3 (5 um; 4.6 X
250 mm) kolonu ve PDA detektorii ile donatilmis Shimadzu-HPLC cihazi yardimiyla
orneklerin fenolik bilesen igerikleri tespit edilmistir. Mobil faz olarak, %0.05 asetik asit
iceren su (A) ve asetonitril (B) karigimi kullanilmistir. Mobil fazin akis hizi 30°C'de 1
ml/dakika ve enjeksiyon hacmi 20 pl’dir. 280 ve 330 nm’lerde kaydedilmistir ve her bir
ornek i¢in cihazin ¢alisma siiresi 60 dakikadir (Pagliarini ve Rastelli, 1994).
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3.2.4. Tokoferollerin belirlenmesi

Tokoferoller, HPLC (Shimadzu LC 10A vp, Kyoto, Japonya)’de Beltran ve ark.
(2004) ’'na gore belirlenmistir. Fotodiode Array Dedektér (Shimadzu SPD-M20 A) ile
295 nm’de okuma yapilmistir. Orneklerden 0.1 g tartilarak iizerine 10 ml n-hekzan ilave
edilmistir. Ardindan vortekslenerek yag n-hekzan igerisinde c¢ozlindiiriilmiistir ve
viallere (1.5 ml) alinarak cihaza enjekte edilmistir. Mobil fazda (hekzan i¢inde %0.5
izopropanol) ¢6ziindiiriiliip kolona (LiChroCART, Si 60, 250 mm uzunluk, 4 mm ig
cap, 5 um gozenek capi, Merck, Darmstadt, Almanya) enjekte (20 ul) edilmistir. Akis
hizi 1ml/dk.’ya ayarlanmistir. Kullanilan standart maddeler sunlardir, o-tokoferol, -
tokoferol, y- tokoferol ve d-tokoferol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya). Sonuglar,
alti farkli konsantrasyonda hazirlanmis belirli standartlarin ¢ozeltilerinin  verdigi
sonuglardan olusturulan dogruya gore hesaplanmistir. Sonuglar mg tokoferol kg yag

seklinde verilmistir.

3.2.5. Yag tayini

Omekler 70°C’de etiivde kurutulduktan sonra yaklasik 5 g kadar Kartuslara
tartilmistir. Yag icerigi Soxhlet yontemiyle petrol eteri kullanilarak 55°C’de isitilarak
belirlenmistir. 5.5 saat sonra balona biriken miselladaki ¢oziicii 55°C’de evaporator
yardimiyla uzaklastirlmistir.  Orneklerin yag miktar1 sabit tartima gelene kadar
tartilmistir (AOAC, 1990). Her bir 6rnek i¢in yag verimi hesaplamasi asagidaki

denklem ile yapilmistir.

% Yag miktar1 = (Son tartim — Dara) () / (Ornek miktart) () X 100 (3.1)

3.2.6. Renk tayini

Minolta Chromameter CR 400 (Chromameter, Osaka-Japan) standart beyaz
yizeyli bir kalibrasyon levhasina karsi kalibre edilmistir ve orneklerin bu cihaz
yardimiyla CIELab koordinatlar1 (L*, a*, b*) dogrudan okunmustur (Pagliarini ve
Rastelli, 1994). Bu koordinat sisteminde L* degeri, 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda
degisen bir parlaklik Sl¢lisiidiir ve a* degeri -100 (yesillik) ile +100 (kirmizilik), b*
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degeri -100 (mavilik) ile +100 (sarilik) arasinda bulunmaktadir (Kahyaoglu ve Kaya,

2006). L+, a*, b~ degerleri {i¢ okumanin ortalamasidir.

3.2.7. Serbest yag asidi tayini

2.5 g tartilan Orneklerdeki serbest yag asidi miktari, yagin etanol/eter (1:1, v/v)
¢ozeltisinde ¢ozlindiiriilmesi ve daha sonra 0.1 N etanolliit KOH ¢6zeltisine karsi titrasyonu

ile belirlenmistir. Sonuglar % oleik asit cinsinden verilmistir (Anonim, 1973).

3.2.8. Peroksit tayini

Bir kilogram yagda bulunan aktif oksijenin mili esdeger cinsinden degeridir (meq
O2/ kg yag). 1’er g tartilan yaglar ile asetik asit/kloroform (3:2, v/v) karisimi, karanlikta
0.5ml potasyum iyodiir ¢ozeltisi ilave edildikten sonra reaksiyona birakilmistir. Daha sonra

aciga ¢ikan iyot, 0.1 N sodyum siilfat ¢ozeltisine kars1 titre edilmistir (Anonim, 1973).

3.2.9. istatiksel analiz

Verilerin bilgisayar ortamina doniistiiriilmesinde Microsoft Office Excel 2019
programi, analizin yorumlanmasinda Windows ig¢in MINITAB 16 istatistik paket
programi kullanilmistir. Ortalamalar arasindaki farkin 6nem kontrolii, ANOVA testi ile
yapilmistir. Bu testte 6nemli ¢ikan gruplar igin DUNCAN testi uygulanmig olup p<0.01
ve p<0.05 istatistiksel olarak 6nemli olarak kabul edilmistir. Elde edilen tiim veriler

ortalama + standart sapma seklinde ifade edilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1. Serbest Yag Asitleri, Peroksit Degeri ve Yag Verimi Analizi

Farkli ¢esit zeytinlerden enzim uygulamasiyla soguk preslenerek elde edilen
zeytinyaglarinin serbest yag asitleri, peroksit degeri ve yag verimine ait Duncan testi

analiz sonuglar1 Cizelge 4.1.1."de verilmistir.

Cizelge 4.1.1. Zeytinyag1 Orneklerinin Ortalama Serbest Asitlik, Peroksit degeri ve Yag Verimi Analiz

Sonuglari
Serbest Asitlik Peroksit Degeri Yag Verimi
Cesit Enzim Siire(sa) (%) (meq O2/kg) (%)

Ayvahk  Kontrol 12 3.25+0.78 ¢ 1.25+0.25F 41.72 + (.02 CPE
24 1.96 +0.06 °f 1.50 + 0.50 € 32.17 +1.43%

Seliilaz 12 3.16+ 0.03¢ 1.37+0.12F 27.67+1.00%
24 2.46+0.00 % 2.50 £ 0.50 PE 37.71 £ 0.21 F&H

Papain 12 8.57+0.00? 2.25+0.25 PE 52.29+0.034

24 6.72+1.12° 2.50 + 0.50 PE 41.25+2.25PF

Gemlik  Kontrol 12 1.48 £ 0.03 ¢ 1.00+0.00 E 39.92 + 1.08 EF
24 1.65+0.03 ¢ 1.50 +0.00 43.53 +2.60 BC

Seliilaz 12 1.76 + 0.03 ¢f 2.00 + 0.00 P& 43.66 + 1.66 BC

24 1.65+0.03 ¢ 2.00 + 0.00 PE 37.47+0.02 1
Papain 12 7.00+0.06° 1.50+0.00 43.10 + 1.90 BCD
24 4.59+0.00°¢ 2.00 + 0.00 PE 37.85 + 1.35 F&H

Yaghk  Kontrol 12 1.57+0.00 ¢ 0.87+0.12F 35.69 +2.09 "V

24 1.51+0.00 ¢f 2.00 + 0.00 PE 40.45+0.87 ¢

Seliilaz 12 1.40+0.06f 125+0.25E 36.31 +4.32 10
24 1.23+0.00f 2.50 £ 0.50 PE 39.74 + 1.05 EF¢

Papain 12 4.82+0.56°¢ 1.50+0.50 & 45.05+3.958

24 5.49+0.00 ¢ 4,00 + 1.50 ¢P 35.86 +0.86 "N

Copasi  Kontrol 12 1.20+0.03f 2.00 +0.00 PE 35.23+0.11 9
24 1.23+0.22f 4.50 +0.50 B¢ 36.21+ 1.54 14

Seliilaz 12 0.98+0.03f 3.00 + 1.00 ©PE 37.73 + 1.40 ¢+

24 1.40+0.00 6.00+0.00 B 35.37+1.37 "

Papain 12 5.15+0.00 ¢ 1.62+0.12F 34.59 + 1.587

24 7.06 +0.00° 12.00 + 0.00 A 36.46 + 1.46 "V

Veriler (n=2) + standart sapmay1 gostermektedir. Ayni siitunda a-f arasi farkli harflerle belirtilen degerler
istatistiki agidan 6nemli bulunmustur (Duncan<0.05). A-L arasi farkli harflerle belirtilen degerler ise
istatistiki agidan 6nemli bulunmugtur (Duncan<0.01)
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Cizelge 4.1.1.°de serbest yag asidi sonuglari incelendiginde Ayvalik g¢esidi
zeytinyagi 6rneklerinde serbest yag asidi miktarin %1.96 ile %8.57 arasinda degistigi
gozlemlenmistir. 12 saat bekletilen kontrol orneklerinde asitlik %3.25 olarak tayin
edilirken, seliilaz enzimiyle muamele edilen Orneklerde %3.16, papain enzimiyle
muamele edilen 6rneklerde ise %8.57 olarak tayin edilmistir. Ayni ¢esidin 24 saat
bekletilen 6rneklerinde kontrol 6rneginin serbest yag asidi miktart %1.96 iken, seliilaz
enzimiyle muamele edilen %2.46, papain enzimiyle muamele edilen ise %6.72 olarak
bulunmustur. Zeytin hamuruna seliillaz enzimi uygulamasiyla elde edilen zeytinyagi
orneklerinin serbest yag asidi miktar1 kontrol 6rneklerine gore ¢ok diisiik farkliliklar
gostermistir. Buna karsin papain uygulamasinin serbest yag asidi miktarlarini iki katina
cikardig: tespit edilmistir. En yiiksek asitlik miktarinin Ayvalik ¢esidinin papain enzimi
uygulanarak 12 saat su banyosunda bekletilen Orneginde oldugu tespit edilmistir
(Cizelge 4.1.1.).

Gemlik cesidinin verileri g6z 6nline alindiginda serbest asitlik miktarlar1 %1.48-
%7.00 arasinda degismektedir. En yiiksek serbest yag asidi miktarinin yine papain ilave
edilmis Orneklere ait oldugu bulunmustur. Bu degerler 12 saat siire uygulamasinda
%7.00, 24 saat siire uygulamasinda %4.59°dur. En disiik serbest asitlik degerinin ise
%1.65 ile Gemlik g¢esidinin 24 saat bekletilen kontrol ve seliilaz ilave edilen 6rneklerine
ait oldugu belirlenmistir.

Yaglik ¢esidi zeytinlerinden elde dilen zeytinyaglarinda serbest yag asidi
sonuglart %1.23 ve %5.49 arasinda degismektedir. Ayvalik ve Gemlik c¢esitlerinde
oldugu gibi Yaglik ¢esidinde de papain enzimi uygulanan orneklerin diger 6rneklere
gore ¢ok daha yiiksek asitlige sahip oldugu, en yiiksek asitligin %35.49 ile papain
uygulanmis 24 saat bekletilen zeytinyagi 6rnegine ait oldugu tespit edilmistir.

Soguk presle elde edilen Copasi ¢esidi zeytinyaZlarinin yapilan analize gore
serbest asitlik miktarlart %0.98-7.06 arasinda belirlenmistir. Diger {i¢ ¢esit zeytinyagi
ornegindeki verilerle benzerlik gostererek yine en yiiksek asitlik papainle muamele
edilen Ornege aittir ve %7.06 ile 24 saat enzimle muamele edilen 6rnek olarak
belirlenmistir. Cizelge 4.1.1.’in serbest yag asidi miktarlarina genel bakildiginda %0.98
oranla en diisiik asitlige sahip zeytinyagi Copasi ¢esidinin 12 saat seliilaz enzimiyle
bekletilen 6rnek olarak tespit edilmistir.

Najafian ve ark. (2009); pektinaz enzimini kullanarak kontrol grubu
zeytinyaginin asitligini 0.26, diisiik konsantrasyonda pektinaz enziminin kullanildig:

zeytinyaginda 0.25 ve yiiksek konsantrasyonda pektinaz enzimi nin kullanildigi
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zeytinyaginda ise 0.27 (% oleik asit) olarak bulmuslardir. lconomou ve ark. (2010)
farkli konsantrasyonlarda olivex + glucanex enzim kombinasyonu ilavesiyle sizma
zeytinyaginin kalitesindeki degisimleri incelemislerdir. Serbest yag asidi miktarlar
kontrol grubu, 0.25 ml olivex + 0.03 g glucanex uygulamasi ve 0.50 ml olivex + 0.06 g
glucanex uygulamasi sonucu sirastyla %0.57, 0.46, 0.29 olarak tespit edilmistir. Hadj-
Taieb ve ark. (2012) ise gesitli hidrolitik enzimlerin, 6zellikle de pektinaz, ksilanaz ve
selilaz enzimlerinin hem ayr1 ayr1 hem de kombinasyon olarak ekstraksiyonda
kullaniminin Tunus zeyinyaglar1 tizerinde etkisini arastirmislardir. Kontrolle (%0.25)
karsilastirildiginda, enzimlerin eklenmesinin (%0.18, 0.16, 0.20) yagdaki serbest asit
grubunun sayisini azalttigini tespit etmislerdir. Bu ¢aligmanin sonuglart Hadj-Taieb ve
ark. (2012) ve Iconomou ve ark. (2010)’nin ¢aligmalan ile karsilastirildiginda, seliilaz
enzimi uygulamalarinda paralellik gosterse de papain enzimi uygulamalarinda farklilik
gostermistir. Papain enzimi uygulanan zeytinyagi orneklerinde serbest yag asidi oranlari
kontrol ve selillaz enzimi uygulanan Orneklere gore c¢ok daha yiiksek ¢ikmistir. Su
banyosundaki sicaklik, tampon ¢ozeltideki saf sudan gelen nem, uzun bekletme siiresi ve
hamura eklenen enzimlerin zeytindeki lipaz enzimlerini aktif hale getirdigi ve bu nedenle
serbest yag asidi artigina neden oldugu diisiiniilmektedir. Avci ve ark. (2018), zeytinyaginin
belirlenmis fizikokimyasal kalite parametreleri ve zeytinyagi kalite parametreleri igin
Avrupa Diizenleme Standardi simir degerlerine bakarak Gemlik ¢esidinde serbest yag
asidinin smur degerlerini %0.4-5.9 olarak bildirmiglerdir. Gemlik ¢esidi zeytinyagi
orneklerinde bu smirt yalniz papain enzimi ilave edilen O&rneklerin astigi
gozlemlenmistir. Enzim ¢esidinin serbest yag asidi miktar1 {izerine etkisi oldugu tahmin
edilmektedir. Bu ¢alisma da seliillaz enziminin Hadj-Taieb ve ark. (2012)’nin yaptig1
calismada da goriildiigii lizere serbest yag asidi igerigini azalttig1 gézlemlenmistir.

Cizelge 4.1.1.°de peroksit analizi sonuglarina bakildiginda, Ayvalik ¢esidinden
elde edilen zeytinyaglarmin peroksit degerlerinin 1.25-2.50 meq O/kg arasinda
degistigi tespit edilmistir. Malaksasyon asamasinda 12 saat bekletilen orneklerde
peroksit degerleri sirasiyla 1.25, 1.37, 2.25 meq O2/kg olarak bulunmustur. Burada
peroksit degerinin enzim ilavesiyle artis1 s6z konusudur. 24 saat bekletilen 6rneklerde
buna benzer bir durum gostermistir. Kontrolde 1.50 meq Ox/kg olan peroksit degeri,
seliilaz ve papain enzimi uygulamasiyla 2.50 meq O2/kg’a yiikselmistir.

Gemlik cesidinden ekstrakte edilen yaglarin peroksit degerlerine bakildiginda en
diisiik deger; 1.00 meq O2/kg olup 12 saat su banyosunda bekletilen 6rnege aittir.

Peroksit degerleri 1.00-2.00 meq O./kg arasinda sonuglar vermistir. Selillaz enzimi
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uygulamasinda iki farkli siire sonucunda da peroksit degerinin yiikseldigi goriilmiistir.
Papain enzimiyle 12 ve 24 saat bekletilen 6rneklerin peroksit degerleri sirasiyla 1.50,
2.00 meq Oz/Kg olarak tespit edilmistir. Orneklerin peroksit degerleri arasinda 6nemli
farkliliklar gézlenmemistir.

Yaglik ¢esidinden ekstrakte edilen zeytinyaglarmin analizi sonucunda peroksit
degerleri 0.87- 4.00 meq O2/kg arasinda degisim gostermistir. Sonuglar arasinda en
diisiik peroksit degeri 12 saat bekletilen yaglik ¢esidinin kontrol 6rneginde tespit
edilmistir. Seliilaz enzimi uygulanan Orneklerde peroksit degeri 12 saatte 1.25 meq
O2/kg olarak belirlenirken, 24 saatte 2.50 meq O./kg olarak bulunmustur. Papain enzimi
uygulanan orneklerde ise 12 saatte 1.50 meq O2/kg olan peroksit degeri, 24 saatte 4.00
meq O2/kg’a yiikselmistir. Yaglk cesidinde siirenin artis1 ile peroksit degerinde 2 kat
artis gézlenmistir.

Cizelge 4.1.1.’de goriilen sonuglar dogrultusunda, Copasi ¢esidi zeytinyaglarinin
enzim uygulamasi sonucu peroksit degerlerinin diger gesitlere gore yiiksek oldugu
saptanmustir. 12 saat bekletilen CoOpasi kontrol, selillaz enzimi ve papain enzimi
uygulamasi sonucu peroksit degerleri sirasiyla (%) 2.00, 3.00, 1.62 olarak saptanmustir.
24 saat bekletilen Copast kontrol, seliillaz enzimi ve papain enzimi uygulamasi sonucu
peroksit degerleri sirasiyla (%) 4.50, 6.00, 12.00 olarak tespit edilmistir. Papain enzimi
uygulamasinin Copasi gesidinde olumsuz etki gosterdigi diigiiniilmektedir.

Garcia ve ark. (2001); Picual ve Arbequina zeytin gesitlerine olivex + novoferm
12 (1:1) ve olivex + glucanex (1:1) enzim kombinasyonlarin1 uygulayarak peroksit
degerlerini incelemislerdir. Peroksit degerleri kontrol 6rneklerinde 7.00, 3.4, 12.5, 2.9
meq O2/kg; enzim ilave edilen 6rneklerde ise 5.8, 3.2, 11.6, 2.7 meq O2/kg olarak tespit
edilmistir. Ranalli ve ark. (2003), yeni bir enzim isleme yardimcist olan bioliva ile
ekstrakte edilmis ii¢ sizma zeytinyagi ¢esidinin analitik 6zelliklerini inceledikleri bir
calisma gergeklestirmislerdir. Bu {i¢ zeytin ¢esidinden elde edilen yaglarin peroksit
degerleri kontrol 6rneklerinde 7.0, 10.2, 4.7 meq O2/kg; enzim ekstraksiyonu sonucunda
ise 6.3, 9.1, 4.1 meq Oz/kg olarak bulunmustur. Chih ve ark. (2012), zeytinyagi
ekstraksiyonu sirasinda enzim kullanimiyla yag geri kazaniminin ve biyoaktivitenin
nasil etkilendigine dair yapmis olduklar1 ¢alismada kontrol 6rneginin peroksit degeri
16.78 meq O/kg, zeytin hamuruna 0.15 g mL™ Viscozyme seliilotik enzimi ilave
edildiginde 19.23 meq Oz/kg ve 0.30 g mL? Viscozyme seliilotik enzimi ilave
edildiginde ise 5.97 meq O/kg olarak saptanmistir. Ranalli ve ark. (2003) ve Chih ve
ark. (2012)’min yapmis olduklari g¢alismalarda, peroksit degerinin enzim etkisiyle
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azalma gosterdigini tespit etmislerdir. Bu c¢alismada ise bulunan literatiirlerin aksine
peroksit degerinin enzim etkisiyle daha yiiksek sonuglar verdigi goriilmiistiir. Yapilan
bir ¢alismada bioliva, maxoliva, cytolase enzimlerinin zeytinyagi ekstraksiyonunda
kullanilmasiyla yag veriminin arttigini, fakat peroksit ve serbest yag asidi degerinde
farklilik olmadigimi bildirmislerdir (Ranalli ve ark., 2003). Ranalli ve ark. (2003)’nin
yapmis olduklar1 caligma g6z Oniline alinarak enzim kullaniminin zeytinyag: kalitesini
degistirmedigi sadece yag verimini arttirdigi diistiniilmektedir. Fakat bu calisma da
enzim kullanimiyla peroksit degerlerinin artmasinin nedeninin zeytin hamurlarinin
50°C’de uzun siire bekletilmesi sonucu oldugu tahmin edilmektedir. Kayahan ve Tekin
(2006) yag verimini arttirmak i¢in kullanilan enzim preparatlariin 34-36°C’lik bir
sicaklik ve uzun siireli bir malaksasyon siirecine ihtiya¢ duyduklar1 i¢in zeytinyaginin
kalitesini olumsuz etkiledigini belirtmislerdir. 35°C’yi agmamast istenilen zeytinyagi
tretimi igin bu c¢alisma da denenen sicaklhigin Kkaliteyi olumsuz etkiledigi
diistinilmektedir. Yemisgioglu ve ark. (2001) ise zeytin hamuruna katilan suyun
oksidatif stabiliteyi arttiracagini bildirmistir. Bu sebeple peroksit sayisindaki artis,
orneklerin oksidasyona maruz kalmis olabilecegi ihtimalini ortaya koymustur.

Calisma da enzimatik ekstraksiyon yontemiyle elde edilen zeytinyagi gesitlerinin
yag verimleri Cizelge 4.1.1.de verilmistir. Ayvalik zeytin c¢esidinin yag verimleri
%27.67-52.29 diizeyinde bulunmustur. Ayvalik ¢esidine ait verilerde en diisiik yag
verimi %27.67 olup 12 saat seliilaz enzimi uygulamasinda goriilmiistiir. En yiiksek yag
verimi ise 12 saat papain enzimi uygulamasinda tespit edilmistir. 12 saat bekletilen
kontrol, seliilaz ve papain ilaveli 6rneklerin yag verimleri sirastyla %41.72, 27.67, 52.29
olarak bulunmustur. 24 saat bekletilen kontrol, seliilaz ve papain ilaveli 6rneklerin yag
verimleri ise sirasiyla %32.17, 37.71, 41.25’tir. Ayvalik ¢esidinde seliilaz enzimi
uygulamasinda siire farkiyla degerlerde dalgalanmalar gozlenirken papain enzimi
uygulamasinda olumlu sonuglar gézlenmistir.

Gemlik cesidi zeytinlerinden soguk preslenen zeytinyaglarinin yag verimleri
degerlendirmeye alindiginda, sonuglarin birbirine yakin oldugu gdzlemlenmistir.
Gemlik ¢esidine ait 12 saat bekletilen kontrol, seliillaz ve papain uygulamali 6rneklerin
yag verimleri sirasiyla %39.92, 43.66 ve 43.10 olarak tespit edilmistir. Gemlik ¢esidi 12
saat bekletilen 6rneklerde enzim uygulamasi sonucu verim artmistir. 24 saat bekletilen
kontrol, seliilaz ve papain uygulamali 6rneklerin yag verimleri ise sirasiyla %43.53,
37.47, 37.85 olarak tespit edilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda Gemlik cesidinde

enzim uygulamasi sonucu siirenin uzamastyla verimin azaldigi gézlemlenmistir.
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Yaglik cesidi zeytinyaglarinin yag verimi sonuglar1 %35.69- 45.05 arasinda
degerler almistir. Malaksasyon asamasinda kontrol, seliilaz ve papain uygulamasi
yapilan Orneklerin 12 saat bekletilmesi sonucu elde edilen zeytinyaglarinin verimleri
sirastyla %35.69, 36.31, 45.05 olarak gézlemlenmistir. Ayn1 malaksasyon kosullarinda
slirenin 24 saate uzatilmasit sonucu elde edilen zeytinyaglarinin yag verimleri ise
sirasiyla %40.45, 39.74, 35.86 olarak bulunmustur. Gemlik ¢esidiyle benzerlik gosteren
sonuglar dogrultusunda Yaglik zeytin ¢esidinde de 12 saat siire uygulamasinin verimi
arttirdigi, 24 saat siire uygulamasinin ise verimi azalttig1 gériilmiistir.

(Copas1 zeytininden preslenen zeytinyagi orneklerinin yag verimleri %34.59-
%37.73 arasinda degisiklik gostermistir. Genelde yaklasik olarak ayni oranlarda yag
verimi gozlense de enzim uygulamalarinda ufak degisiklikler saptanmistir. Copasi
zeytinyaglarinda seliilaz enzimiyle 12 saat malaksasyon kosullarinda bekletilmesi
sonucu yag veriminde artis Saptanmistir. Bunun aksine papain enzimi uygulanan
orneklerde diisiis gézlenmistir.

En yiiksek yag verimi 12 saat papain uygulamasi yapilan Ayvalik cesidi
ornegine aittir. Cizelge 4.1.1. incelendiginde, yag verimi Ayvalik ve Gemlik cesitlerinde
digerlerine nazaran daha yiiksek bulunmustur. Yapilan bu g¢alismanin sonucunda en
diisiik yag verimi Copas1 zeytin ¢esidine ait orneklerde gozlemlenmistir.

Montedoro ve ark. (1992), kontrol orneginde %85.00 olan zeytinyag:
orneklerinin yag veriminin pektinaz enzimi uygulamasi sonucu %87.00’ye yiikseldigini
saptamiglardir. Ranalli ve Serraiocco (1996), ii¢c c¢esit zeytinden elde ettikleri
zeytinyaglarinda enzim kullanilmayan denemelerde yag verimi %82.0, 85.1, 88.8 olarak
tespit edilirken; Olivex enzimi denemesi yapilan zeytinyaglarinda yag verimi %85.4,
86.6, 88.8 olarak bulunmustur. Yapilan baska bir arastirma da Koroneiki zeytin
cesidinden elde edilen zeytinyaginda yag verimi %69.7 iken, diisiik konsantrasyonda
pektinaz enzimi uygulanmasi ile %71.23’e, yiiksek konsantrasyonda pektinaz enzimi
uygulamasinda ise %72.13’e yiikseldigi bildirilmistir (Najafian ve ark., 2009). Literatiir
taramas1 sonucu zeytinyaginda enzim ekstraksiyonu sonucu yag veriminin arttigi
saptanmistir. Bu ¢alisma da enzim denemelerinde yag veriminde kontrole gore azalma
gbzlenmesinin sebebi inkiibasyon siiresinin uzun tutulmasi oldugu disiiniilmektedir.
Siirenin dogru uygulanmasi ile enzimlerin yag verimini arttiracagi tespit edilmistir.
Dominguez ve ark. (1993), soya yaginda yapmis olduklar1 enzimatik ekstraksiyon
caligmasinda su banyosunda inkiibasyon siiresinin yag verimi {izerine etkisi oldugunu

ve verimi arttirmak igin en ideal siirenin 6 saat oldugunu bildirmislerdir.
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4.2. Renk Analizi (L*, a*, b*)

Enzimatik sulu ekstraksiyon yontemiyle soguk pres kullanilarak elde edilen
zeytinyaglarinin renk degerlerine ait Duncan testi analiz sonuglar1 Cizelge 4.2.1.°de
verilmistir. Varyans analiz sonuglarina gore istatistiki agidan sadece a* degeri 6nemli
(p<0.05) bulunmustur.

Cizelge 4.2.1. incelendiginde 6rneklerin L* degerleri 67.39 ile 86.99 arasinda
degisim gostermistir. Ayvalik zeytin ¢esidinden elde edilen zeytinyagi érneklerinin L*
degerleri 12 ve 24 saat olmak tizere sirasiyla kontrolde 84.04 ile 73.61; seliilaz enzimi
uygulamasinda 84.33, 79.41; papain enzimi uygulamasinda ise 85.93 ile 75.26 olarak
bulunmustur. Ayvalik zeytin gesidinde en yiiksek parlaklik 12 saat papain enzimi
uygulamasi yapilan Ornege aittir. Gemlik zeytin ¢esidinden soguk preslenen
zeytinyaglarinin L* degerlerinin 73.44 ile 86.99 arasinda oldugu saptanmistir. Zeytin
cesitleri arasinda en yiiksek L* degerinin gemlik g¢esidinin 12 saat bekletilen kontrol
Ornegine ait oldugu goriilmiistiir.

Yaglik zeytin gesidinden iiretilen zeytinyagi orneklerinin L* degerleri 74.85-
85.53 arasinda degerler almistir. 12 saat siire uygulamas: yapilan Yaglik ¢esidi
zeytinyaglarinin kontrol, seliilaz ve papain orneklerinin L* degerleri sirasiyla 82.88,
81.20, 85.53 olarak bulunmustur. 24 saat siire uygulamasinda ise 75.32, 75.15, 74.85
olarak bulunmustur. Yaglik c¢esidi 24 saat siire uygulamasi sonucu elde edilen
orneklerin parlakliginin 12 saat siire uygulamasi yapilan 6rneklere gore daha az oldugu
belirlenmistir. Yaglik cesidi zeytinyagi ornekleri arasinda en yiiksek parlaklik 85.53
olup 12 saat bekletilen papain ilaveli 6rnekte 6lgtilmiistiir.

Copast zeytin cesidinden enzim ekstraksiyonu ile elde edilen zeytinyaglarinin
renk analizi sonuglari incelendiginde ise L* degerleri 67.39 ile 83.12 arasinda
degismektedir. Cizelge 4.2.1.’de en diisiik parlaklik Copasi ¢esidinin 24 saat bekletilen
kontrol Ornegine ait oldugu go6zlemlenmistir. 12 saat enzim uygulamasi sonucu
kontrolde 76.99 olan L* degeri, seliilaz uygulamasinda 83.12’ye, papain uygulamasinda
ise 82.35’e yiikselmistir. Diger zeytinyagi ¢esitlerinde L* degerleri ¢ok farlilik
gostermese de Copasi zeytinyagi orneklerinde enzim uygulamasiyla parlakligin arttig

gorilmistiir.
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Cizelge 4.2.1. Zeytinyag1i Orneklerinin Ortalama L*, a*, b*, AE* degerlerine ait Duncan testi analiz

sonuglari
Cesit Enzim  Siire(sa) L* Degeri a* Degeri b* Degeri AE* Degeri
Ayvahk  Kontrol 12 84.04 +0.69 -5.95+0.30F 16.8 £1.39 8.72+1.51
24 73.61 +1.89 -9.13£0.27 " 42.35+3.07 35.99 +3.53
Seliilaz 12 84.33+1.71 -4.64+098P 12.38 +3.78 7.16+2.53
24 79.41 + 1.65 -9.62+0.06 M 42.07 £2.22 33.86 £2.55
Papain 12 85.93 £ 0.97 -4.18 £ 0.58 P 9.98 + 2.04 4.54 +0.61
24 75.26 £ 0.51 -1231+0.25% 50.84 +1.83 43.78 £1.90
Gemlik  Kontrol 12 86.99 + 0.15 -4.17+0.15¢P 10.08 + 0.64 2.59+0.11
24 73.44 +0.12 -7.33+£0.07F 33.23+0.38 27.99 £0.39
Seliilaz 12 86.33 £0.75 -3.01+0.36~ 7.60+1.29 421+0.33
24 84.23 +£1.19 -6.85+0.72F 20.99 +3.35 12.36 + 3.56
Papain 12 86.50 £ 1.25 -4.41+1.15¢P 10.56 +3.74 5.84 +£2.02
24 75.64 £2.60 -12.93+0.22M 58.14 £ 6.02 50.69 + 6.37
Yaghk  Kontrol 12 82.88+1.11 -8.59 + 0.80 &1 30.81 +4.40 22.16 £ 4.57
24 75.32 £ 1.50 -7.27+0.17F 30.99 £2.17 25.06 £ 2.62
Seliilaz 12 81.20+2.05 -3.98 + 0.51 BC€ 14.30 + 2.97 9.07 £ 3.02
24 75.15+ 0.54 -844+0.11°¢ 35.30+0.59 29.01 £0.76
Papain 12 85.53+0.93 -3.43 £ (.34 A8 9.91+1.63 4.08 + 0.87
24 74.85+1.61 -8.77 + 0.48 &M 35.83 £3.54 29.68 +3.89
Copasr Kontrol 12 76.99 +2.68 -11.02 £ 0.46 K 48.17 £ 6.15 40.58 + 6.56
24 67.39+2.44 -9.92 + 0.53" 60.72 + 3.92 55.24 + 4.38
Seliilaz 12 83.12+1.33 -11.60+1.14K 41.38 +£7.99 32.86 £8.11
24 80.81 £ 0.61 -11.11+£0.21K 42.81 +£1.90 34.52 +£1.97
Papain 12 82.35+1.43 -12.74 +0.88 M 46.67 £ 6.16 38.31 £6.29
24 73.16 £1.90 -12.93 +0.36 M 69.87 + 3.57 62.45+3.79

Veriler (n=2) + standart sapmay1 gostermektedir. Ayni siitunda farkli harfler alan a* degerleri Duncan

testine gore istatistiki olarak farkin 6nemli (p<0.01) oldugunu gostermektedir.

Genel olarak Cizelge 4.2.1. incelendiginde L* degerleri siire uygulamasinin

artistyla azalma gostermistir. 24 saat siire uygulamasi yapilan orneklerin parlakliginin

12 saat siire uygulamasi yapilanlara gére daha diisiik oldugu saptanmuistir.

Kirmiz1 (+) ve yesil (-) rengi temsil eden a* degerlerine bakildiginda -12.93 ile -

3.01 arasinda degistigi goriilmektedir. En yiiksek a* degeri Gemlik ve Coapsi cesidi 24

saat papain enzimi uygulamasi sonucu bulunmustur. Ayvalik ¢esidi 12 saat bekletilen

kontrol, seliilaz ve papain ilave edilmis zeytinyagi 6rneklerinin a* degerleri -5.95, -
4.64, -4.18 olarak bulunurken, 24 saat bekletilmesi sonucunda -9.13, -9.62, -12.31

olarak bulunmustur. Ayvalik ¢esidi zeytinyagi oOrnekleri arasinda 24 saat papain
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uygulamasi yapilan zeytinyagi 6rneginin digerlerine gore daha yesil renkte oldugu tespit
edilmistir.

Gemlik ¢esidi zeytinyagi orneklerinin a* degerleri -3.01 ile -12.93 arasinda
degisiklik gostermistir. Seliilaz enzimi uygulamasinda 12 saat bekletilen 6rnegin a*
degeri -3.01 iken 24 saat bekletilmesi sonucu -6.85’e yiikseldigi gdzlemlenmistir.
Papain enzimi uygulamasinda ise 12 saat siire bekletilen 6rnegin a* degeri -4.41 iken,
24 saat bekletilmesi sonucu -12.93 oldugu tespit edilmistir.

Yaglik zeytin ¢esitlerinden yapilan renk analizi sonucunda a* degerleri -3.43 ile
-8.59 arasinda bulunmustur. Kontrol 6rneginde siire uygulamasi sonucu ¢ok az farklilik
goriilmistiir. Bunun yani sira seliilaz enzimi uygulamasinda 12 saat bekletilen 6rnekte —
3.98 olan a* degeri, 24 saat bekletilmesi sonucu -8.44’e yiikselmistir. Yaglik ¢esidine
12 saat papain enzimi uygulamasi ile elde edilen zeytinyaglarimin renk analizi
sonucunda ise a* degeri -3.43 iken, 24 saat bekletilmesi sonucunda -8.77’¢ yiikseldigi
goriilmistiir. Ayvalik ve Gemlik ¢esidinde goriildiigii gibi Yaglik ¢esidinde de kontrol
Orneginin a* degeri enzim uygulamas: sonucu elde edilen a* degerine gore yiiksek
bulunmustur.

Copast ¢esidi renk analizi sonuglar1 degerlendirildiginde a* degerlerinin -9.92
ile -12.93 arasinda degistigi ve orneklerin a* degeri lizerine enzim uygulamasi sonucu
onemli bir fark olusturmadigi goriilmistir. 12 saat bekletilen kontrol Copasi
zeytinyaginin a* degeri -11.02, seliilaz enzimi uygulamasi sonucu -11.60, papain
enzimi uygulamasi sonucunda ise -12.74 oldugu tespit edilmistir. 24 saat siire
uygulamasinda kontrolde -9.92 olan a* degeri, selillaz uygulamas: sonucu -11.11"¢,
papain enzimi uygulamasi sonucunda ise -12.93’e yiikselmistir. En az degisim gozlenen
Copast cesidi harig diger zeytinyaglarinda 24 saat uygulamasi sonucunda a* degerleri
12 saat uygulama yapilanlara gore diisiik ¢ikmistir. Bu nedenle 24 saat siire uygulamasi
yapilan zeytinyaglarinin renginin daha yesil oldugu tespit edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda enzim uygulamasinin a* degeri iizerinde olumlu etki gosterdigi tahmin
edilmektedir.

Sar1 (+) ve mavi (-) rengi temsil eden b* degerleri i¢in okunan degerler 7.60 ile
69.87 arasinda degisiklik gostermistir. Cizelge 4.2.1.de b* degerleri arasinda en yiiksek
olan degerin (69.87) 24 saat siire uygulamasi sonucu COpasi zeytinyagma ait oldugu
goriilmektedir. En diisik b* degerinin ise (7.60) 12 saat siire uygulamasi yapilan

Gemlik yag ornegine ait oldugu tespit edilmistir.



29

Ayvalik c¢esidi zeytinyagi orneklerinin b* degerleri 9.98 ile 50.84 arasinda
degismistir. Ayvalik kontrol 6rneginde 12 saat sonunda 16.8 olan b* degeri, 24 saat
uygulamasi sonucunda 42.35’e yiikselmistir. Ayvalik ¢esidi 12 saat seliilaz enzimi
uygulamas1 sonucu 12.38 olan b* degerinin, 24 saat uygulanmasi sonucu 42.07’ye
yiikseldigi gozlemlenmistir. Ayvalik ¢esidi papain enzimi uygulamasiyla 12 saat
sonunda; 9.98 olan b* degerinin, 24 saat sonunda 50.84’¢ yiikseldigi goriilmistiir.

Cizelge 4.2.1.’de a* degeri verilerinin aksine b* degeri verilerinde siire
uygulamasinin 2 katina ¢ikmasi ile degerlerin artis1 s6z konusudur. Bu nedenle Ayvalik
cesidi zeytinyagi orneklerinde 24 saat siire uygulamasiyla daha fazla sari renkli
zeytinyaglan elde edildigi gozlemlenmistir.

Sarilik ve mavilik 6lgiitii olan b* degeri verileri incelendiginde; Gemlik ¢esidi
zeytinyagi orneklerinin b* degerleri 7.60 ile 58.14 arasinda degisiklik gosterdigi tespit
edilmistir. Gemlik ¢esidinde en fazla degisim papain enzim uygulamasina ait olup, 12
saat sonunda 10.56 olan b* degeri, 24 saat sonunda 58.14’¢ yiikseldigi gorilmistiir.

Yaglik ¢esidi zeytinyaglarinda okunan b* degerlerinin 9.91 ile 35.83 arasinda
degistigi gozlemlenmistir. Yaghk cesidi zeytinyaglarinda enzim uygulanmasi sonucu b*
degerlerinin kontrol 6rneklerine gore diisiik oldugu tespit edilmistir.

(Copas1 zeytin gesitlerinden elde edilen zeytinyaglarmin b* degerleri 12 ve 24
saat beklemekle kontrolde 48.17, 60.72; seliilaz enzimi uygulamasi sonucu 41.38,
42.81; papain enzimi uygulamasi sonucu ise 46.67, 69.87 olarak bulunmustur. Sar
rengin en baskin oldugu ornegin Copast ¢esidi 24 saat papain enzimi uygulamasi
yapilan Ornege ait oldugu gorilmistir. Bu sonuglar dogrultusunda enzim
uygulamasinin b* degeri iizerinde olumlu etki gosterdigi diisiiniilmektedir.

Cizelge 4.2.1°de renk degisimi verileri incelendiginde iki farkli siire
uygulamalar1 sonucunda renk degisiminde biiyiik farkliliklar goriilmiistiir. En yiiksek
renk degisiminin 24 saat papain enzimi uygulanan Copast zeytinyagi Ornegine ait
oldugu tespit edilmistir. En diisiik renk degisiminin ise 2.59 ile Gemlik ¢esidi 12 saat
bekletilen kontrol ornegine ait oldugu saptanmistir. Enzim ilave edilen &rneklerdeki
renk degisimi papain enzimi uygulamasindaki renk degisimlerinin selilaz enzimi
uygulamasina gore daha fazla oldugu belirlenmistir.

Pektolitik enzimlerin zeytinyag iiretiminde nicel ve nitel etkilerinin incelendigi
bir ¢alismada parlaklik (Brightness) degerleri kontrolde %66.8, olivex enzimi ilavesi
sonucu %67.3 olarak bulunmustur. Renk doygunlugu (Chroma) kontrolde %86.7 iken

olivex enzimi ilavesi sonucu %87.8 olarak tespit edilmistir. Hue (renk) degeri ise
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kontrolde 577, enzim ilavesi sonucu 578 olarak bulunmustur (Ranalli ve Serraiocco,
1996). Ranalli ve ark. (2004) sizma zeytinyaginin kalitesini ve verimini arttirmak igin
Bioliva enzimi kullanarak 4 gesit zeytin ¢esidinden zeytinyagi islemislerdir. Elde edilen
zeytinyagr oOrneklerinde renk analizi sonucu Chroma (doygunluk), Brightness
(parlaklik), Hue (renk) ve Colour index degerlerini tespit etmislerdir. Parlaklik
(Brightness) degerleri kontrol 6rneklerinde %82.1, 94.4, 78.7, 91.9 bulunurken, enzim
uygulamasi sonucu %72.1, 84.7, 77.9, 82.4 olarak bulunmustur. Renk doygunlugu
(Chroma) kontrol orneklerinde %76.1, 65.5, 78.2, 70.8 iken, Bioliva enzimi
uygulamasiyla %86.1, 68.3, 88.0, 71.4 olarak saptanmistir. Renk degerleri ise ortalama
577nm olarak tespit edilmistir. Ranalli ve ark. (2005) farkli bir ¢alisma da sizma
zeytinyagindaki isleme tekniklerinin dogal renklendiriciler ve diger fonksiyonel
bilesenler tizerindeki etkilerini incelemisler ve renk degerlerini analiz etmislerdir.
Kontrol orneklerinde %65.8, 64.8, 67.4 olan parlaklik degerleri (Brightness), enzim
denemesi sonucu %64.1, 63.9, 65.3 olarak bulunmustur. Renk doygunlugu (Chroma)
verilerinde kontrolde %85.4, 94.0, 95.4 olan degerler enzim denemesi sonucu %89.9,
96.8, 97.7 olarak bulunmustur. Rengin ne oldugunu gosteren Hue degerlerinde ise
veriler kontrolde 578, 579, 578 nm, enzim denemesi sonucu ise 578, 578, 578 nm olarak

saptanmastir.

4.3. Tokoferol Analizi

Ayvalik, Gemlik, Yaglik ve Copasi ¢esidi zeytinyaglarinda belirlenen tokoferol
analizi sonuglar1 Cizelge 4.3.1.°de verilmistir. Bu analizde zeytinyaginda en fazla
bulunan tokoferol olan a- tokoferol miktarlar1 ele alinmistir.

Zeytinyaglarinin gesitlerine gore a-tokoferol igerigi 125.4-218.4 mg/kg arasinda
degisiklik gostermistir. Ayvalik ¢esidi zeytinyaglarimin o-tokoferol igerigi diger
cesitlere gore daha yiiksek bulunmustur. 12 saat malaksasyon asamasinda bekletilerek
Ayvalik ¢esidinden elde edilen zeytinyaglarinin a-tokoferol icerigi kontrol, seliillaz ve
papain olmak iizere sirasiyla 206.4, 254.7, 212.4 mg/kg olarak tespit edilmistir. 24 saat
bekletilen Ayvalik zeytinyagi orneklerinin a-tokoferol igerigi ise kontrol, seliillaz ve
papain olmak {iizere sirasiyla 174.6, 195.3, 218.4 mg/kg olarak bulunmustur. Enzim

uygulamasi ile Ayvalik ¢esidinde a-tokoferol igerigi olumlu yonde bir artig gostermistir.



31

Cizelge 4.3.1. Zeytinyagi Orneklerinin Ortalama a-tokoferol Analizi Sonuglar

Cegit Enzim Siire(sa) o- tokoferol(mg/kg)

Ayvalik Kontrol 12 206.4+0.44
24 174.6 £ 0.51

Seliilaz 12 254.7 £ 0.09

24 195.3+£0.24

Papain 12 212.4+0.86

24 218.4+£0.05

Gemlik Kontrol 12 132.3+£0.14
24 156.0 = 0.03

Seliilaz 12 196.2 + 0.84

24 186.9 £1.32

Papain 12 140.1+0.10

24 125.4 £ 0.03

Yaghk Kontrol 12 148.2 + 0.06
24 172.8+0.10

Seliilaz 12 159.0 £ 0.18

24 136.8 £0.27

Papain 12 157.8 +0.13

24 155.7 +0.13

Copasi Kontrol 12 179.1 £0.29
24 166.8 £0.14

Seliilaz 12 168.9 +0.09

24 156.9 £ 0.12

Papain 12 126.6 £ 0.59

24 139.2+1.55

Veriler (n=3) + standart sapmay1 gostermektedir.

Gemlik ¢esidi kontrol 6rneklerinin a-tokoferol igerikleri 12 saat ve 24 saat siire
uygulamasinda sirasiyla 132.3 ve 156.0 mg/kg olarak bulunmustur. Ayni siirelerde
seliilaz enzimi uygulanan orneklerde bu miktarlar 196.2 ve 186.9 mg/kg olarak tespit
edilmistir. Papain enzimi uygulamasinda ise 140.1 ve 125.4 mg/kg olarak tespit
edilmistir. Gemlik ¢esidi zeytinyaglarinda enzim uygulamasi yapilan orneklerin a-
tokoferol igerigi, kontrole gore yiiksek ¢iksa da 24 saat siire uygulamasinda 12 saat Siire
uygulamasina gore degerlerde bir diisiis gozlenmistir.

Yaglik ¢esidi zeytinlerden elde edilen zeytinyaglariin a-tokoferol icerigi 136.8
ile 172.8 mg/kg arasinda degismistir. 12 saat siire bekletilerek hazirlanan
zeytinyaglarinin a-tokoferol icerigi kontrolde 148.2 mg/kg iken, seliillaz enzimi
uygulamasinda 159.0 mg/kg’a, papain enzimi uygulamasinda ise 157.8 mg/kg’a
yiikselmistir. Yaglik ¢esidinde 12 saat siire uygulamasi ve enzim ilavesiyle a-tokoferol

iceriginin arttig1 gdzlenmistir. Bunun aksine 24 saat siire uygulamasi kontrol 6rneginin
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a-tokoferol igeriginde artisa sebep olsada, enzim ilavesiyle bu degerlerde diisiis
gozlenmistir.

Copast ¢esidinden elde edilen zeytinyaglarmin o-tokoferol icerigi 126.6 ile
179.1 mg/kg arasinda degisim gostermistir. Diger zeytin gesitlerinin aksine Copast
¢esidinde enzim uygulamasiyla a-tokoferol igeriginde azalma gozlenmistir. En fazla
azalma gozlenen Ornek 12 saat papain ilave edilen 6rnek olup, kontrolde 179.1 mg/kg
olan a-tokoferol icerigi 126.6 mg/kg’a diismiistiir. Bu sonuglar dogrultusunda Copasi
¢esidine enzim ilavesinin o-tokoferol igerigi tizerine olumsuz etkisinin oldugu
distiniilmektedir.

Cytolase enzimiyle iiretilen ii¢ ¢esit zeytinyaginda a-tokoferol igerikleri kontrol
orneklerinde 67.1, 194.7, 256.6 mg/kg bulunurken, enzim ilavesi yapilan 6rneklerde
76.1, 196.7, 291.5 mg/kg olarak bulunmustur (Ranalli ve De Mattia, 1997). Cytolase
enziminin kullanildig1 bir diger ¢alismada ise ii¢ italyan zeytin cesidi (Coratina, Dritta
ve Leccino) kullanilarak elde edilen zeytinyaglarmin a-tokoferol igerikleri kontrol
orneklerinde 89, 58, 175 mg/kg; enzim uygulamas: sonucunda 112, 76, 221 mg/kg
oldugu bildirilmistir (Ranalli ve ark., 1999). Ranalli ve ark. (2003) sizma zeytinyaginin
kalitesinin, islem sirasinda yeni bir bitkisel enzim o6ziiti (Bioliva) kullanilarak
gelistirilmesi {lizerine yaptiklari bir calisma da ii¢ ana sizma zeytinyagi ¢esidinin o-
tokoferol igerigininin kontrol orneklerinde 152.0, 115.5, 124.5 mg/kg; enzim
ekstraksiyonu sonucunda ise 252.2, 147.3, 134.4 mg/kg oldugunu bildirmislerdir.

Enzimlerin kullanilmasiyla elde edilen yagin, polifenol ve tokoferol igeriginde
bir artis ve dolayisiyla daha iyi oksidatif stabiliteye sahip oldugu bildirilmistir
(Kiritsakis ve ark., 1998). Ranalli ve arkadaslarinin farkli zamanlarda yapmis oldugu
caligmalarda a-tokoferol igeriginin enzim kullanimiyla arttigini géstermistir. Bu ¢alisma
da o-tokoferol igeriklerinde azalma gosteren Orneklerin enzim g¢esidi, zeytin ¢esidi,

sicaklik ve siireden etkilendigi diisiinilmektedir.
4.4. Yag Asidi Kompozisyonu
Ayvalik, Gemlik, Yaglik ve Copas1 zeytin gesitlerine seliilaz ve papain enzimi

uygulamasiyla iiretilen zeytinyaglarina ait yag asidi kompozisyonu verileri Cizelge
4.4.1.°de verilmistir.



Cizelge 4.4.1. Zeytinyag orneklerinin yag asidi kompozisyonu (%)
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Cesit Enzim Siire(sa) N Palmitik Asit Stearik Asit Oleik Asit Linoleik Asit Arasidik Asit Linolenik Asit Behenik Asit Aragidonik Asit
Ayvalik Kontrol 12 2 13.88+0.05 2.10+0.02 68.61 £0.07F¢H 12,43 +0.03" 0.31+0.00 0.45+0.00 0.12+0.01  0.22+0.01X
24 2 1374+042 2.10+0.02 69.08 £ 0.515F¢  12.28 +0.07™ 0.20+0.20 0.45+0.01 0.09+0.00  0.28 +0.00"WK
Selillaz 12 2 13.46 +0.02 2.04 £ 0.00 67.27 = 0.08K 14.12 +£0.01F 0.33+0.00 0.51 £0.00 0.09 +0.00 0.24 + 0.02K
24 2 13.55+0.00 2.04 £0.00 70.25 £0.15¢P 11.20 £0.11K 0.31+£0.00 0.41+£0.00 0.09 +0.00 0.34 + 0.00QPEFCH
Papain 12 2 13.15+0.62 2.06+0.03 67.45 +0.407 14.37 £ 0.14F 0.33+0.02 0.49 +0.00 0.09+0.00  0.27 +0.03"WK
24 2 13.70+0.34 2.06 +0.19 70.35+0.25¢P 10.95+0.01 K 0.32+0.00 0.41+0.00 0.09 +0.00 0.33 £0.01 EFCH
Gemlik  Kontrol 12 2 13.63 £ 0.27 2.09£0.01 67.88 £0.22 H! 13.46 £0.00 © 0.31+£0.00 0.47 +0.00 0.08 £0.00 0.35 + (.02 DEFGH
24 2 13.30+0.01 2.14+£0.00 69.91 + 0.00 CPE 11.61 £0.08" 0.32+0.01 0.42 +£0.00 0.09 +0.00 0.42+0.31°¢P
Seliillaz 12 2 13.43+0.24 2.13+0.01 69.48 £ 0.16 PEF 11.96 +0.07"! 0.31+0.00 0.43 +0.00 0.08 +0.00 0.41 £0.00 CPE
24 2 1350+0.14 2.10+0.00 70.22+£0.10°  11.19+0.07K 0.32+0.00 0.42 +0.00 0.09+£0.00  0.40 + 0.40 ©PE
Papain 12 2 13.07+0.16 2.10+0.00 69.52 £0.08 P°&F 1233+ 0.02H 0.32+0.00 0.44 +0.00 0.09 +0.00 0.39 £ 0.00 CPEF
24 2 13.41 +£0.32 212 +0.01 71.60+0.218 9.74+0.16 M 0.31+0.00 0.41 +£0.00 0.08 £0.00 0.53+0.018
Yaghk Kontrol 12 2 13.23+0.04 1.97 £0.00 63.36+0.02N 18.43+0.09 A 0.30+0.00 0.57+0.00 0.09 +£0.00 0.30 £ 0.00 CGHIK
24 2 12.92 +£0.19 2.01 £0.00 65.74 +0.04 M 16.33+0.12¢ 0.32+0.00 0.50 +0.00 0.09 +0.00 0.37 £ 0.00 CPEFG
Selillaz 12 2 13.29 £ 0.29 2.07 £0.02 65.63 £0.24 M 16.05+£0.03 € 0.31+£0.00 0.52+£0.00 0.09 £0.00 0.31 +£0.01 FeHV
24 2 1297+0.11 2.11+0.01 65.08 £0.20 M 16.90 £0.13 B 0.32+0.01 0.54 +0.00 0.09 +0.00 0.25+0.00 WK
Papain 12 2 12.88 £0.12 2.04 +£0.00 66.39 +0.08 K- 15.63+0.02°0 0.32+0.00 0.51 +£0.00 0.09 +0.00 0.40 = 0.00 CPE
24 2 13.02+0.11 2.03+£0.01 66.53 £ 0.46 K- 1486 +0.12 0.32+0.00 0.49 +0.00 0.09 +0.00 0.33 +0.00 DEFGH!
Copast1  Kontrol 12 2 1493 £0.23 2.00 £0.00 69.90 £ 0.22 P 10.13+0.00"- 0.29 +0.00 0.42 +£0.00 0.07 £0.00 0.51+0.008
24 2 13.49 £ 0.40 2.02 £0.02 68.85+ 031 F6 12.49 +0.05 " 0.29 +0.00 0.48 +£0.00 0.08 £0.00 0.51+0.028
Selillaz 12 2 14.03 £ 0.03 2.04 +£0.00 70.86 +0.06 BC 9.89+0.02M 0.30+0.00 0.44 +0.00 0.09 +0.00 0.53+0.028
24 2 13.25+0.39 2.04 +£0.01 68.16 £0.23CH 1341 +0.013 ¢ 0.32+0.00 0.49 +0.00 0.09 +0.00 0.45 +£0.02 B¢
Papain 12 2 14.03+0.00 2.05+£0.00 71.52+0.028 9.27+£0.02N 0.31+£0.00 0.43 +0.00 0.09 +0.00 0.51+0.018
24 2 13.97 £ 0.45 2.02 £0.03 72.68£0.194 8.09 +0.08 © 0.31+0.00 0.22 £0.16 0.11+£0.01 0.70 £0.04 A
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Oleik, linoleik ve arasidonik asit agisindan zeytinyagi 6rnekleri arasinda 6nemli
bir fark bulunurken; palmitik, stearik, arasidik, linolenik ve behenik asit agisindan
onemli bir fark bulunmamistir. Cizelge 4.4.1.’de arasidik, linolenik, behenik ve
arasidonik asitin %1’in altinda degerler aldig1 goriilmektedir.

Zeytinyag: 6rneklerinin oleik asit igerikleri %63.36 ile 72.68 arasinda degisiklik
gostermistir. En yiiksek oleik asit miktarlar1 Copasi ¢esidinde goriilmekte olup, 12 saat
stire muameleli Copas1 kontrol 6rneginde %69.90 olan oleik asit miktarinin seliilaz
enzimi uygulamas: ile 70.86, papain enzimi uygulamasi ile 71.52’ye ¢iktigi
gozlemlenmistir. Oleik asit icerigi en ¢ok Copasi ¢esidinin papain enzimi uygulanan
orneklerinde goriilmiistiir. Genel olarak papain enziminin seliilaz enziminden daha etkili
oldugu tespit edilmistir.

En diisiik oleik asit icerikleri Yaglik ¢esidine ait drneklerde gortilmistiir. Yaglik
cesidine 12 saat papain enzimi uygulanarak kontrolde %63.36 olan oleik asit icerigi
%66.39’a yiikselmistir. 24 saat papain uygulamasiyla ise kontrolde %65.74 olan oleik
asit igerigi %66.53’e yiikselmistir. Yaglik ¢esidinde seliilaz enzimi uygulamasiyla oleik
asit igeriginde ¢ok az degisim oldugu tespit edilmistir.

Gemlik ¢esidinde oleik asit miktarlar1 % 67.88 ile 71.60 arasinda olup en yiiksek
miktar 24 saat papain enzimi uygulamasi yapilan 6rnege aittir. Cok biiyiik artiglar
gozlenmese bile enzim uygulamasi ile Gemlik ¢esidinde oleik asit miktarinin arttigi
gozlemlenmistir.

Ayvalik cesidi zeytinyagi orneklerinin oleik asit miktarlar1 kontrolde %68.61,
69.08 iken, 12 ve 24 saat papain enzimi uygulanarak %67.45, 70.35; 12 ve 24 saat
selillaz enzimi uygulanarak ise %67.27, 70.25 olarak bulunmustur. 24 saatte seliilaz
uygulamas1 Ayvalik ¢esidinde artisa sebep olsa da diger ¢esitlerden farkli olarak 12 saat
papain enzimi uygulamasi ile Ayvalik ¢esidi zeytinyaglarinin oleik asit miktarlarinda
diisiis oldugu gozlemlenmistir.

Zeytinyaginda oleik asitten sonra en yiiksek miktarda bulunan ikinci yag asidi
olan palmitik asit igeriklerine bakildiginda %12.88 ile 14.93 arasinda degerler aldigi
belirlenmistir. Oleik asitte gdzlendigi gibi palmitik asitte de en yiiksek miktarlar Copasi
cesidine aittir. Kontrol ornekleri ile kiyaslandiginda Copasi ¢esidinde enzimlerin
palmitik asit {izerine bir etkisinin olmadig1 disiiniilmektedir.

Ayvalik ¢esidi zeytinyagi orneklerinin palmitik asit igerigi %13.15 ile 13.88

arasinda degismektedir. Miktarlar arasinda ¢ok kiigiik degisiklikler olsa da enzim
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uygulanan 6rneklerin kontrole gore palmitik asit icerigi daha diisiik ¢ikmistir. Bu diisiis
onemsenmeyecek kadar kiigiik degerlerdedir.

Gemlik ve Yaglik ¢esidinden elde edilen zeytinyaglarinin palmitik asit igerikleri
ortalama %13.22 civarinda bulunmustur. Bu iki g¢esit zeytinden de elde edilen
zeytinyaginin palmitik asit sonuglarinda enzim uygulamasinin gozle goriilebilecek
degisiklikler olmadig: tespit edilmistir. Cesitler arasinda en diisiik palmitik asit igerigi
12 saat papain enzimi uygulanan Yaglik ¢esidi zeytinyagi 6rnegi oldugu belirlenmistir.

Tirk Gida Kodeksi’ne gore zeytinyagmin yag asidi bilesiminde %3.5-21°1ik
pay1 olan linoleik asit, palmitik asitten sonra zeytinyaginda bulunan 3.yag asididir
(Kayahan ve Tekin, 2006). Calismamizda elde edilen zeytinyagi orneklerinin linoleik
asit igerikleri analiz sonucunda %8.09 ile %18.43 arasinda bulunmustur.

Cizelge 4.4.1. incelendiginde zeytin gesitleri arasinda oleik asit ve palmitik asit
icerigi en yiiksek CoOpast cesidi zeytinyaglarina ait olmasina karsin linoleik asit
igerikleri diger ¢esitlere gore en diisiik seviyelerde bulunmustur. 24 saat bekletilen
Copast kontrol 6rneginin linoleik asit igerigi %12.49 iken, papain enzimi uygulamas ile
bu miktarin %8.09’a diistiigii gézlemlenmistir. 24 saat papain enzimi uygulanan Copasi
ornegi %8.09 ile en diisiik linoleik asit igerigine Sahipken, 24 saat selillaz enzimi
uygulanan Copasit ornegi ise %13.41 ile en yiiksek linoleik asit igerigine Sahip 6rnek
olarak belirlenmistir.

Ayvalik zeytin ¢esidinin 12 saat bekletilmesi ile elde edilen zeytinyaglarinin
linoleik asit icerikleri kontrol, seliilaz ve papain olmak iizere sirastyla (%) 12.43, 14.12,
14.37 olarak tespit edilmistir. 24 saat bekletilmesi sonucunda ise kontrolde %12.28 olan
linoleik asit igerigi, selillaz enzimi uygulamasiyla %11.20’ye, papain enzimi
uygulamasiyla %10.95’¢ distiigii gézlemlenmistir. Bu veriler sonucu Ayvalik ¢esidinde
12 saat bekletilen enzim uygulamali 6rnekler olumlu sonuglar vermistir.

Gemlik ¢esidi zeytinyaglarinda %9.74 ile 13.46 arasinda degisen linoleik asit
icerikleri, siire ve enzim uygulamasi sonucu igeriklerde azalma oldugu tespit edilmistir.
Gemlik ¢esidinde linoleik asit iizerine olumsuz bir gelisme gozlenmemistir.

Yaglik cesidinde yapilan analizler sonucunda 12 ve 24 saat olmak {izere
kontrolde %18.43, 16.33 olan linoleik asit miktarlarinin, seliilaz enzimi uygulamasiyla
%16.05, 16.90’a, papain enzimi uygulamasiyla %15.63, 14.86’ya diistiigii tespit
edilmistir. Gemlik cesidinde de gorildiigii gibi yaglik cesidinde de siire ve enzim

uygulamasi olumsuz bir etki olusturmustur.
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Stearik asit sonuglar1 incelendiginde zeytinyagi oOrneklerinin %1.97-2.14
arasinda yakin degerler aldigi ve enzim uygulamasi ile gozle goriilir bir fark
bulunmadig1 tespit edilmistir. Arasidik, linolenik ve Behenik asit ise %1°in altinda tespit
edilmistir.

Ranalli ve ark. (1999); Cytolase enzimini kullanarak ii¢ zeytin g¢esidinden elde
ettikleri zeytinyaglarinda enzim ilavesinin yag asidi kompozisyonu iizerine etkisini
arastirmiglardir. Bulduklari sonuglar dogrultusunda en yiiksek yag asidi kompozisyonu
oleik asitte tespit edilmistir (%82.8, 76.3, 77.0). Lineoleik ve palmitik asit i¢erikleri ise
enzim ilavesi sonucu bazi cesitlerde artis gosterirken bazilarinda azalis gostermistir.
Onceden yapilmis baska bir calisma da sabit oranlarda pektinaz, ksilanaz ve seliilaz
enzimleri kullanilarak ¢ enzimatik formiilasyon ile islemden gegirilmis siyah
zeytinlerden elde edilmis zeytinyaglarimin asidik bilesimine etkisi incelenmistir.
Incelemeler sonucunda yag asitleri bilesiminde enzim formiilasyonlarinin uygulanmasi
sonucu oleik asit miktarinda ¢ok diisiik seviyede artis olurken; palmitik, linoleik ve
stearik asit iceriginde ise azalma gorilmistir (Hadj-Taieb ve ark., 2012). Cizelge
4.4.1.°deki yag asidi kompozisyonu sonuglari ile kiyaslandiginda Hadj-Taieb ve ark.
(2012)’in g¢alismasi ile benzerlik gosterdigi, fakat oleik asit verilerinin bizim
calismamizda daha yiiksek oldugu gorilmektedir. 2012 yilinda enzim ilavesiyle
zeytinyag kalitesindeki degisimlerin incelendigi bir caligma da ise enzim ilave edilen
orneklerde oleik ve stearik asit miktarlarinda artis gozlenirken, palmitik ve linoleik asit
miktarlarinda azalma gézlenmistir (Iconomou ve ark., 2010).

Alba Mendoza ve ark. (1997), pektin-glikozidaz, selillaz ve hemiseliilaz
enzimlerinin; yagin kalite ozellikleri, yag asidi bilesimi ve sterol bilesiminde onemli
degisiklikler gozlemlememislerdir. Montedoro ve ark. (1976) ise; enzimlerin ve tanen
emici ajanlarin eszamanli kullanimmin, yag verimini arttirdigii ve yag asidi
bilesiminin ve yagin renginin 6nemsiz bir sekilde degistirilmesine yol agtigini tespit
etmislerdir. Bagka bir ¢alisma da ise yaglarin yag asidi bilesiminin zeytin hamurlarina
enzim islemi yapilmasindan onemli Olgiide etkilenmedigi ve bu bilesenlerin yagin
uretildigi zeytin ¢esidinden etkilenmis oldugu bildirilmistir (Ranalli ve De Mattia,
1997). Bu sebeple yag asidi kompozisyonu sonuglarindaki degisimlerin zeytin ¢esidine

bagli olabilecegi diisiiniilmektedir.
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4.5. Fenolik Bilesen Analizi

Farkli gesit zeytinlerden enzim uygulamasiyla iiretilen zeytinyaglarinin fenolik
bilesen igeriklerine ait Duncan testi analiz sonuglar1 Cizelge 4.5.1.’de verilmistir.

Fenolik bilesen analizi sonucu zeytinyagi orneklerinin hidroksitirozol igerigi
4.60 ile 8.64 mg/kg arasinda degerler almistir. Copas1 12 saat muamele edilen kontrol
ornegi 4.60 mg/kg ile en diisiik igerige sahip olmustur. Bu 6rnege 12 saat seliilaz enzimi
uygulanmasi sonucu hidroksitirozol igerigi 7.82 mg/kg’a, papain enzimi uygulanmasi
sonucunda da 8.42 mg/kg’a yiikselmistir. Enzim uygulanmasi ile en yiiksek
hidroksitirozol igeriginin 24 saat papain enzimi uygulanan Copasi zeytin cesidine ait
oldugu belirlenmistir. Yaglik ¢esidinde de 24 saat siire uygulamas: sonucu kontrol ve
seliilaz enzimi ilave edilen 6rneklerde hidroksitirozol igeriginde artis meydana gelse de
papain enzimi ilave edilen 6rneklerde azalma oldugu goriilmiistiir. Yaglik ¢esidinde en
yiiksek hidroksitirozol igerigi 12 saat papain enzimi uygulanan ornekte bulunmustur
(8.70 mg/kg). 24 saat papain uygulamas: sonunda bu miktarin 7.38 mg/kg’a distigi
gozlemlenmistir. Gemlik ¢esidi zeytinyaglarinin hidroksitirozol igerigi 6.46 ile 8.10
mg/kg arasinda degisim gostermistir. Gemlik ¢esidi zeytinyagi orneklerinde, kontrole
gore enzim uygulanan orneklerin hidroksitirozol igeriginin daha yiiksek degerlerde
oldugu saptanmistir. 24 saat uygulamasi sonucu papain enzimi uygulamasiyla artig
gozlense de kontrol ve selilaz enzimi uygulanan oOrneklerde azalma oldugu
gozlenmistir. Ayvalik cesidi zeytinlerin 12 saat bekletilmesi sonucu elde edilen
zeytinyaglarinin hidroksitirozol igerigi kontrol, seliilaz, papain olmak iizere sirasiyla
7.11, 7.39, 7.67 mg/kg olarak tespit edilmistir. 24 saat sonunda elde edilen Ayvalik
cesidi zeytinyaglarinda ise bu miktarlarin sirasiyla 6.24, 5.26, 5.38 mg/kg’a diistiigi
gozlemlenmistir. Ayvalik ¢esidinde enzim uygulamasiyla kontrole gore, hidroksitirozol
igerikleri 12 saat ve 24 saat sonunda azalig gostermistir.

Cizelge 4.5.1.’de zeytinyagi 6rneklerinin tirozol igeriklerinin 3.29 ile 6.44 mg/kg
arasinda degistigi saptanmistir. Cesitler arasinda en yiiksek tirozol miktarinin 6.44
mg/kg ile Copast g¢esidinin 12 saat bekletilen kontrol 6rnegine ait oldugu tespit
edilmistir. Copas1 ¢esidinde 12 saat bekletilen 6rneklerde bu degerin enzim ilavesiyle
diistiigi g6zlemlenmistir. Bunun yanisira 24 saat bekletilen 6rneklerin tirozol igeriginin
12 saat bekletilenlere gore Copast kontrol ve papain Orneklerinde azaldigi, seliilaz

orneklerinde ise arttig1 gézlemlenmistir.



Cizelge 4.5.1. Zeytinyag: 6rneklerinin fenolik bilesen analizi sonuglari (mg/kg)
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Cesit  Enzim _Siire(sa) n_Hidroksitirozol  Tirozol  Kafeik asit Sirinjik asit Rutin trihidrat Verbaskozit Luteolin-7-glikozit Apigenin-7-glukozit Oleuropein  Luteolin _ Trans-sinamik asit

Ayvahk Kontrol 12 3 7.11+£3.10 417+798 184+0.35 1.64+1.06 448 +2.84 6.46 + 5.58 4,00 +1,88 2,71 +0,84 3,01 £2,31 1,98 +0,00 1,16 +£0,00
24 3 6.24 +7.92 462+103 188+0.37 1.59+0.35 5.74 +£5.25 6.29 +£5.51 4,01 £1,95 2,80 +0,92 3,24+1,99 1,98+0,00 1,16 £ 0,00

Selillaz 12 3 739+169 3.88+142 180+0.29 1.56+0.83 4.31+2.99 5.53+2.55 3,83+233 2,70+ 1,14 2,77+1,01 1,98+0,00 1,16 + 0,00

24 3 5.26 +6.81 407+249 198+0.35 1.83+0.27 6.34+1.68 733+4.14 4,34 + 1,60 3,22+0,38 432+2,00 2,00+0,07 1,16 +£0,00

Papain 12 3 7.67+3.41 5244322 194+0.25 1.80+0.28 6.44 +2.28 7.29+1.35 434+226 3,00+0,94 3,69+2.84 2,02+0,08 1,16 £ 0,02

24 3 5.38 +£6.90 476+548 192+0.21 1.78+0.31 5.39+1.50 7.67+1.58 4,44 £1,40 2,79 +0,65 3,17+284 1,99+0,05 1,16 £ 0,00

Gemlik Kontrol 12 3 6.87 +7.99 348 +3.17 1.80+0.38 1.60+0.88 5.11+5.35 6.48 + 4.36 449 +421 2,94 +£239 2,97 +£,2,20 1,99 +£0,04 1,16 0,00
24 3 6.46 +4.09 526+2.05 2.11+0.22 1.69+0.32 4.86 +4.83 6.36 + 3.06 4,14 +£2,87 2,59+0,61 2,93+2,16 1,98+0,00 1,16 £ 0,00

Seliilaz 12 3 7.88+5.20 6.18+255 2.05+0.09 191+1.45 5.04 +6.04 5.77+1.94 3,92+2,52 2,78 +1,24 2,94+£227 1,98+0,02 1,16 £ 0,00

24 3  7.60+818 329+1.79 218+0.13 200+133 562+291  562+0.35 492+ 1,64 2,80 + 0,54 3,84+2,00 1,99+0,02 1,16+ 0,00

Papain 12 3 7.80+4.83 6.27+891 199+0.37 1.95+1.40 5.27+3.49 6.46 +£2.81 4,00 + 2,02 2,54 +0,36 3,35+4,67 198+0,01 1,16 = 0,00

24 3 8.10 +2.00 423+241 184+0.11 2.04+0.99 496 +1.51 7.51+6.87 4,86 + 5,25 2,86 + 1,26 3224293 2,02+0,11 1,16 +£0,03

Yaghk Kontrol 12 3 742 +6.29 550+476 1.81+0.26 1.64+1.46 3.84 £2.97 5.18+1.33 3,51+0,98 2,51+0,07 2,59+£0,12 1,98 +0,00 1,16 + 0,00
24 3 7.87+5.64 4.66+662 186+0.25 1.81+0.22 5.30+0.50 6.27 +3.20 3,94+1,03 2,78 £ 0,87 2,86+0,95 1,98+0,01 1,16 £ 0,00

Seliilaz 12 3 7.22 +5.66 6.14+105 2.03+0.58 2.09=+1.04 5.80 +4.57 5.86 +1.74 4,18 +2,19 2,66+ 1,04 3,19+£320 2,00+0,12 1,16 £ 0,00

24 3 8224156 522+020 2.02+067 281+122 626+3.71  7.79+6.06 4,97+273 2,93+0,10 4224248 2,04+0,17 1,16 0,02

Papain 12 3 8.70 + 1.51 370+598 193+0.49 1.74+0.11 499 +2.03 6.22 +3.72 3,82+2.21 2,58 + 0,42 2,62+0,45 198+0,01 1,16 £ 0,00

24 3 7.38+3.16 441+274 185+0.79 1.63+0.29 4.05+1.96 5.61+2.21 3,79 +1,65 2,53+0,26 2,54+£0,07 1,98+0,00 1,16 £ 0,00

Copast  Kontrol 12 3 4.60 +6.15 6.44+9.87 198+0.83 198+1.92 5.35+5.47 7.80+9.41 4,25 + 3,65 3,10+ 1,53 3,58+2,77 1,99 +0,08 1,16 + 0,02
24 3 8.31+0.31 401+448 193+0.14 1.89+0.74 5.31+3.45 6.63 +1.81 3,89 +1,23 2,83+1,12 3,30+£2,28 1,98+0,02 1,16 £ 0,00

Selillaz 12 3 7.82+5.20 469+457 2.00+081 1.59+0.78 4.89 +6.26 5.76 +£3.91 3,58 £ 0,89 2,78 £ 1,56 3,04+£2,18 2,06+0,35 1,16 + 0,00

24 3  7.07+438 527+465 198+048 218+139 547+177 591+152 441147 2,79 + 0,87 3,15+ 1,90 1,99 +0,03 1,16 + 0,00

Papain 12 3 8.42 +2.88 452+1.80 2.02+0.27 1.60+0.40 5.14 +5.45 5.76 + 3.55 3,74+ 0,88 2,88+ 1,10 3,15+£3,47 1,99 +0,00 1,16 £ 0,00

24 3 8.64 + 1.07 351+£6.72 1.89+0.37 1.82+0.20 5.09 +1.38 6.54 +1.89 445+ 1,71 3,21 +0,56 3,26 £0,70 1,98 +0,00 1,16 £ 0,00




Yaglik ¢esidinde; kontrol, seliilaz, papain 6rneklerinde ortalama 5.08, 5.68, 4.05
mg/kg tirozol bulunmustur. Yaglik g¢esidinde kontrol ve seliilaz enzimi ilave edilen
orneklerin tirozol igerigi 12 saat bekletilen 6rneklerde 5.50, 6.14 mg/kg iken; 24 saat
bekletilen 6rneklerde 4.66, 5.22 mg/kg olarak diisiis gostermistir. Papain enzimi ilave
edilen ornekte ise 12 saat isleme tabi tutulan 6rnegin tirozol igerigi 3.70 mg/kg iken, 24
saat igleme tabi tutulan 6rnegin tirozol iceriginin 4.41 mg/kg’a yiikseldigi belirlenmistir.
Yaglik ¢esidi tirozol igerigi sonuglarinda dalgalanmalar goriilmiistiir. Gemlik ¢esidinde
kontrole gore 12 saat malaksasyonda enzim ilavesiyle bekletilmesi sonucu elde edilen
zeytinyagi orneklerinin tirozol igeriginin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Gemlik
cesidi 12 saat bekletilen Kkontrol &rneginin tirozol igerigi 3.48 mg/kg olarak
bulunmustur. Enzim uygulamasi sonucu seliilaz enzimi ilavesiyle 6.18 mg/kg’a, papain
enzimi ilavesiyle 6.27 mg/kg’a yiikseldigi gozlemlenmistir. Gemlik ¢esidi 24 saat islem
goren orneklerde ise durum tam tersi olup enzim ilavesi yapilan 6rneklerde tirozol
icerigi daha yiiksek sonuglar vermistir. Ayvalik ¢esidinde en yiiksek tirozol igeriginin
5.24 mg/kg ile 12 saat papain enzimiyle bekletilip preslenen 6rnege ait oldugu
saptanmistir. Ayvalik ¢esidinde kontrol drneklerine gore papain ilave edilen drneklerin
tirozol igerigi daha yiiksek bulunmustur. Seliilaz ilave edilen 6rneklerin ise tirozol
igeriklerinin daha diisiik oldugu bulunmustur. Tirozol miktarinin zeytin gesidine gore
farklilik gosterdigi ve yapilan bir ¢alisma da Portekiz zeytin ¢esitlerinde tirozoliin ¢ok
az miktarda veya hi¢ olmadig bildirilmistir (Kayahan ve Tekin, 2006).

Farkli cesit zeytinlerden enzim ekstraksiyonu yoluyla elde edilen zeytinyag:
orneklerinin oleuropein igeriklerine bakildiginda; 2.62 ile 4.32 mg/kg arasinda degistigi
goriilmustiir. Ayvalik, Gemlik, Yaglik ve Copast gesitlerinin oleuropein igerikleri 12
saat bekletilen kontrol orneklerinde sirasiyla 3.01, 2.97, 2.59, 3.58 mg/kg olarak
saptanmigtir. Bu dort gesit zeytinyagina 12 saat seliillaz uygulanmasi sonucu oleuropein
icerikleri sirastyla 2.77, 2.94, 3.19, 3.04 mg/kg olarak tespit edilmistir. 12 saat papain
uygulamasi sonucu ise oleuropein igerikleri sirastyla 3.69, 3.53, 2.62, 3.15 olarak
bulunmustur.

24 saat seliilaz enzimi uygulanmis Ayvalik zeytinyaglariin oleuropein igerigi
4.32 mg/kg olup, bu degerin Cizelge 4.5.1.’de ki en yiiksek oleuropein degeri oldugu
belirlenmistir. Bu durum sonucunda ¢esitler arasinda en aci lezzete sahip olan
zeytinyaginin 24 saat seliilaz enzimi uygulanan Ayvalik 6rnegi oldugu tahmin
edilmektedir. Gemlik ¢esidi zeytinyaglarinin 24 saat bekletilmesi sonucu elde edilen

zeytinyaglarinin oleuropein igeriginin enzim ilavesi sonucu arttigi belirlenmistir. Yaglik

40



cesidinde en fazla oleuropein igerigi 24 saat seliillaz uygulanan ornekte olup, en az
oleuropein igerigi ise 2.54 mg/kg ile 24 saat papain enzimi uygulamas: sonucu elde
edilmistir. Copasi ¢esidinde ise 24 saat siire uygulamasinin oleuropein igeriginde gozle
goriiliir bir fark olusturmadigi goriilmistiir. 12 saat siire uygulamasi sonucu COpasi
cesidinde oleuropein igerigi 24 saat sonunda elde edilen 6rneklerin oleuropein igerigine
gore daha fazla diislis gostermistir.

Hidroksitirozolden sonra en yiiksek degerlere sahip ikinci fenolik bilesenin
verbaskozit oldugu belirlenmistir. Cizelge 4.5.1.’de Ayvalik ¢esidi zeytinyaglarinin
verbaskozit icerikleri incelendiginde, 12 saat malaksasyonda bekletilen kontrol
orneginde 6.46 mg/kg, seliilaz enzimi ilavesi sonucu 5.53 mg/kg, papain enzimi ilavesi
sonucunda ise 7.29 mg/kg oldugu tespit edilmistir. Seliilaz enzimi uygulamasiyla
verbaskozit igerigi daha diisiik bulunmus olsada, papain enzimi uygulamasi sonucu daha
yiksek bulunmustur. Ayvalik ¢esidine 24 saat enzim uygulanmasiyla verbaskozit
igeriginde artis oldugu goriilmiistiir. Ayvalik ¢esidinde en yiiksek verbaskozit degeri
7.67 mg/kg ile 24 saat papain enzimi uygulamasi yapilan ornekte tespit edilmistir.
Gemlik ¢esidi zeytinyag1 orneklerinde kontrol, seliilaz ve papain ilaveli 6rneklerin 12
saat bekletilmesi sonucu Fenolik bilesen analizinde verbaskozit icerikleri sirasiyla 6.48,
5.77, 6.46 mg/kg; 24 saat bekletilmesi sonucu ise sirasiyla 6.36, 5.62, 7.51 mg/kg olarak
bulunmustur. Ayvalik ¢esidinde de goriildiigii gibi Gemlik ¢esidi zeytinyaglarinda da
seliilaz enzimi uygulamasi ile verbaskozit miktar1 azalirken, papain enzimi uygulamasi
sonucu artis gézlenmistir. Yaglik ¢esidinde verbaskozit igerigi digerlerinden daha farkli
sonuglar gostermistir. 12 saat bekletilen Yaglik kontrol 6rneginde 5.18 mg/kg olan
miktar, selillaz uygulamasiyla 5.86 mg/kg’a, papain enzimi uygulamasi sonucu ise 6.22
mg/kg’a yiikselmistir. Yaglik ¢esidinde en yiiksek verbaskozit miktarinin 7.79 mg/kg
oldugu ve bu degerin 24 saat papain enzimi uygulamasi yapilan 6rnege ait oldugu
bulunmustur. Copasi ¢esidinde ise kontrolde 12 ve 24 saat olmak iizere sirasiyla 7.80 ve
6.63 mg/kg olan verbaskozit miktari, selillaz ve papain enzimi uygulamasi sonucu
azalma gostermistir. Copasi ¢esidinde en diisiik verbaskozit miktar1 5.76 mg/kg olup, 12
saat seliilaz ve papain enzimi uygulamasi Sonucu elde edilmistir.

Cesitlere gore rutin trihidrat verileri degerlendirildiginde Ayvalik c¢esidi
zeytinyaglarinda 4.31 ile 6.44 mg/kg arasinda degisim gosterdigi tespit edilmistir.
Gemlik ¢esidi zeytinyaglarina bakildiginda rutin trihidrat iceriginin 4.86 ile 5.62 mg/kg
arasinda degistigi tespit edilmistir. Yaglik c¢esidi zeytinyaglarinda da rutin-trihidrat
icerigi 3.84 ile 6.26 mg/kg arasinda bulunmustur. Son olarak Copasi ¢esidi
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zeytinyaglarinda ise rutin trihidrat icerigi 4.89 ile 5.47 mg/kg arasinda degisim
gostermistir.

Luteolin-7-glikozit igerikleri Cizelge 4.5.1.’de gorildigi gibi 3.51 ile 4.97
mg/kg arasinda degisim goOstermistir. Cesitler arasinda en diisiik luteolin-7-glikozit
iceriginin Yaglik cesidi 12 saat bekletilen kontrol 6rnegine ait oldugu belirlenmistir. En
yiiksek luteolin-7-glikozit iceriginin ise 4.97 mg/kg ile Yaglik cesidi 24 saat seliilaz
enzimi uygulanan 6rnege ait oldugu goérilmiistiir.

Cizelge 4.5.1.°de Apigenin-7-glikozit miktar1 sonuglar1 degerlendirmeye
alindiginda 4 farkli gesit zeytinyaginin sonuglari 2.51 ile 3.21 mg/kg arasinda degisiklik
gostermistir.  Enzim uygulamas: ile Apigenin-7-glikozit igerikleri arasinda 6nemli bir
fark olmadig: saptanmustir.

Fenolik bilesen analizi sonucunda bulunan kafeik asit igerikleri 1.80 ile 2.11
mg/kg arasinda degisim gostermistir. Sirinjik asit miktarlari ise 1.59 ile 2.81 arasinda
degerler almistir. Ayvalik ve Gemlik cesidi zeytinyagi orneklerinde 12 saat seliilaz
enzimi etkisiyle sirinjik asit igeriginde azalma gozlenirken, papain enzimi etkisi sonucu
artts gozlenmistir. Yaglik ve CoOpasi cesidi zeytinyaglarinda ise enzim etkisiyle
onemsenmeyecek kadar kiiglik artislar meydana gelmistir.

Fenolik bilesen analizi sonuglarinda luteolin igerigi sonuglar1 ¢esitler
degerlendirmeye alindiginda ortalama 1.98 mg/kg olarak tespit edilmistir. trans-
Sinamik asit miktarlar1 ise biitiin gesitlerde ayni olup 1.16 mg/kg olarak bulunmustur.

Ug ¢esit zeytin hamuruna pektolitik enzimlerin ilavesiyle yapilmis bir calismada
tiretilen zeytinyaglarinda yapilan analizler sonucu, zeytinyaglarinin daha yiiksek toplam
polifenol ve orto-difenol igerikleri sergiledikleri gozlemlenmistir. Benzer sonuglar
tirozol ve hidroksitirozol igin de gozlenmistir. Zeytin hamurlarinin enzimatik sistemle
islemden gegirilmesiyle elde edilen yaglar icin fenolik maddelerin yiiksek olmast,
enzimin zeytin meyvesinin kompleks molekiiler yapilari tizerine uygulayabildigi
biyokimyasal etkiye atfedilebilecegini gostermistir (Ranalli ve De Mattia, 1997).
Zeytinyagi ekstraksiyonunda enzim denemesi yapilmis bir bagka ¢alisma da ise; fenolik
bilesen analizi sonucu hidroksitirozol, tirozol ve luteolin igerikleri kontrol drneklerinde
sirastyla (mg/kg) 0.6, 1.6, 6.2 bulunmusken, enzim ekstraksiyonu sonucu 1.0, 2.0, 6.6
mg/kg olarak daha yiiksek igerikte bulunmustur (Garcia ve ark., 2001). Vierhuis ve ark.
(2001) ise sizma zeytinyaginin mekanik ekstraksiyon islemi sirasinda hiicre duvari
tahrip edici enzim preparatlarinin kullaniminin fenolik bilesikler ve polisakkaritler

tizerindeki etkisini belirlemislerdir. Ticari enzim preparatlarinin eklenmesinin, fenolik
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bilesiklerin polisakkaritlerle komplekslesmesini azalttigini ve boylece fenolik
bilesiklerin yagda saliniminin arttigini tespit etmislerdir. Bu ¢aligmada, yapilan diger
calismalarda oldugu gibi genelde enzim kullanimi sonucu fenolik bilesen igeriklerinde
artis gozlenmistir. 24 saat muamele edilen 6rneklerde enzim kullanilan 6rneklerin
bazilarinda diisiis olmasinin sebebinin sadece siire veya enzimden kaynaklanmadigi
distiniilmektedir. Zeytin ¢esidininde fenolik bilesen tiizerinde enzimlerin etkisinin

oldugu soylenebilir.
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5. SONUCLAR

Calismamizin amaci zeytinyagi lretiminde sagliga zarar1 olmayan, ¢evre dostu
bir ekstraksiyon yontemi ile miimkiin oldugu kadar yiiksek verimle Kaliteli yag elde
etmektir. Bunun igin enzim destekli ekstraksiyon yonteminden yararlanilmigtir.
Zeytinlerden Malaksasyon asamasinda iki farkli enzim kullanilarak manuel soguk pres
yardimiyla zeytinyaglari ¢ikarilarak ornekler hazirlanmistir. Elde edilen zeytinyagi
orneklerinde fizikokimyasal ve biyoaktif bilesen analizleri yapilmistir.

Zeytinyaginda kalite parametrelerinden biri olan serbest yag asidi sonuglari
degerlendirildiginde; kontrol ve seliilaz ornekleri %2’nin altinda degerler alirken,
papain denemesi yapilan orneklerin asitlikleri ¢cok daha yiiksek bulunmustur. Ayvalik,
Yaglik ve Copasi zeytin cesitlerinde 12 saatte selillaz enzimi Kkullanimi asitligi
diistiriirken, papain enzimi kullanimi asitligi ¢cok yiikseltmistir. Papain enziminin serbest
yag asitligi tizerine olumsuz etki olusturdugu diistiniilmektedir. Bir diger kalite unsuru
olan peroksit degerleri incelendiginde, Copas1 zeytin cesidi diger ¢esitlere gore yine en
yiiksek sonuglar1 vermistir. Her iki enzim uygulamasinin da iki ayr1 malaksasyon
stiresinde peroksit degerini ¢ok diisiik de olsa arttirdig: tespit edilmistir. Zeytin ¢esidi ve
enzimin etkisinin yanisira sicaklik, tampon ¢6zelti, depolama kosullari, muamele siiresi
uzunlugunun da serbest yag asidi ve peroksit degeri sonuglarini olumsuz etkiledigi
diigiiniilmektedir. Enzim ekstraksiyonu sonucu, Gemlik ve Yaglik cesidi zeytinyagi
orneklerinin 12 saat siire uygulamasinda her iki enzimle de yag verimini arttirdigi
gozlenmistir. Ayvalik ¢esidi hari¢ diger gesitlerde 24 saat enzim uygulamasi sonucu yag
veriminde bir azalma gozlenmistir. Bu azalmanin sebebi olarak muamele siiresinin
uzamast ile enzimlerin sicaklik ve su varliginda diger enzimleri aktif hale getirerek
yagin parcalanmasina Sebep olmasi gosterilebilir. Copast cesidinde ise yag verimi
sonuglarinda 6nemli bir degisiklik olmamustir.

Incelenen L*, a* ve b* degerlerinde cesitler arasinda en giizel parlaklik ve renk
degerleri Gemlik ¢esidinde goriilmiistiir. Tim c¢esitler igin 12 saat muamele siiresi
olumlu sonuglar verirken 24 saat muamele siiresi degerlerde diisiis olmasina neden
olmustur. Enzim ¢esidinin renk tizerinde 6nemli bir etkisi gozlenmemistir.

Cesitler arasinda tokoferol igerigi en yiiksek Ayvalik cesidi zeytinyagi
orneklerinde tespit edilmistir. Ayvalik ve Gemlik ¢esitlerinde seliilaz enzimi kullanimi

tokoferol igerigini olumlu yonde arttirmistir. Papain enzimi diger analizlerde de oldugu
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gibi sonuglarda dalgalanmalara sebep oldugundan enzim ekstraksiyonu igin
onerilmemektedir.

Zeytinyag1 orneklerinin yag asidi kompozisyonuna bakildiginda oleik, palmitik,
linoleik ve stearik asit en yiiksek degerlerde bulunan bilesenlerdir. Genel olarak gesitler
arasinda siire ve enzim uygulamasiyla sonucglar artan yonde degerler alsa da, seliilaz
enzimi yag asidi kompozisyonu tizerinde oénemli bir etki yaratmamistir. Diger analiz
sonuglarinin aksine yag asidi kompozisyonunda Copasi g¢esidinin en yiiksek yag asidi
igerigine sahip oldugu tespit edilmistir.

Hidroksitirozol, tirozol, rutin trihidrat ve verbaskozit gibi fenolik bilesenlerde
enzim uygulamasiyla genellikle artis gozlense de seliillaz enzimiyle 12 saat muamele
edilen ornekler kontrole gore diisiikk sonuglar vermistir. Hidroksitirozol ve tirozol
sonuglariin enzim ekstraksiyonu ile arttigi 6rneklerde oleuropein igeriginin azaldigi

tespit edilmistir.
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6. ONERILER

Fizikokimyasal a¢idan bakildiginda papain enzimi zeytinyag: ekstraksiyonu i¢in
olumsuz sonuglar dogurmustur. Seliilaz enzimi ise serbest asitlik ve peroksit degerinde
artisa sebep olsada, diger analiz sonucglartyla kiyaslandiginda seliilaz enziminin
kullanimi1 onerilebilir. Cilinkii analiz sonuglarindaki olumsuz artislarin tek sebebinin
enzim Kullanimi olmadigi, ortam sicakligi, muamele siiresi, depolama kosullari,
oksidasyona maruz kalmasi gibi durumlarinda olabilecegi goz Oniinde
bulundurulmalidir.

Insan saglig iizerine cesitli yararl etkisi olan zeytinyaginin tiiketimi her gecen
giin artmaktadir. Artan tiiketici ihtiyaglarini karsilayabilmek igin zeytinyagi tiretiminde
yardimer katki maddesi kullanimina ihtiyag duyulmaktadir. Yardimer katki maddesi
olarak enzim kullanimi ise giderek yayginlagmaktadir. Enzimatik sulu ekstraksiyon
yontemi diger ekstraksiyon yontemleriyle kiyaslandiginda cevre, giivenlik ve insan
sagligr bakimindan avantaj saglamaktadir. Bu yontem sayesinde zeytinyagi liretiminde
de kullanilmasi uygun olmayan ¢oziiciiler kullanilmamis olur. Enzim ekstraksiyonu igin
malaksasyon sicakligi ve siiresinin fizikokimyasal agidan ¢ok 6nemli oldugu tespit
edilmistir. Iyi kalite de yiiksek verimle yag elde etmek icin enzimlerin rahatlikla
kullanilabilecegi, fakat enzimlerin ¢alisabilecegi optimum kosullara dikkat edilmesi
gerekmektedir. Bu ¢alismadan ¢ikan sonuglar dogrultusunda enzim ekstraksiyonu igin
malaksasyon siiresinin 12 saati agsmamasi ve malaksasyon sicakliginin ise 40°C’nin
altinda olmasi 6nerilmektedir. Ayriyeten her enzimin ¢alisma kosullarinin ve optimum

calisma pH’smin farkli oldugu goz 6niinde bulundurulmalidir.
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