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Zeytinyag1 endiistrisinde, {iretim tesisinin teknolojik tercihleri, proses boyunca islenmekte olan
zeytinlerde gerceklesen biyokimyasal faaliyetleri dolayisiyla son iiriiniin kalitesini etkilemektedir.

Fenolik bilesiklerin, sizma zeytinyaginin besinsel faydalar1 ve organoleptik 6zellikleri ile
dogrudan iliskili oldugu iyi bilinmektedir. Sizma zeytinyagina hidrofilik fenollerin gegisi, zeytin
meyvesinin baglangictaki fenolik glikozit igerigi ve yag ekstraksiyon islemi sirasinda bu glikozitler
tizerindeki hidrolitik ve oksidatif enzimlerin aktivitesi ile ilgilidir. Fenolik glikozitleri hidrolize eden
endojen B-glukozidaz enzimi ile polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POD) gibi oksidorediiktazlar
sizma zeytinyaginin fenolik igerigini etkileyen ana biyokimyasal faktdrlerdendir.

S6z konusu ¢alismada zeytinyagi ekstraksiyonu sirasinda PPO ve POD enzimlerinin aktivitesi
inhibe edilerek, iiretilen yagin fenolik profili degerlendirilmistir. Calismada 6ncelikle optimum kirma hizi
tespit edilmis ve yamt yiizey metodoloji (YYM, response surface methodology RSM) yontemi ile
belirlenen oranlarda oksalik asit (OA), L-sistein (L-sis), askorbik asit (AA) ve magnezyum kloriir
(MgCl,) malaksiyon sirasinda eklenmistir. Zeytin hamuruna ilave edilen bu maddeler sonucunda elde
edilen zeytinyaginin bazi fiziksel ve kimyasal ozellikleri {izerindeki etkileri geleneksel uygulama ile
kargilagtirilarak incelenmistir. Bunun yaninda, zeytinyaginin besinsel ve duyusal kalitesi de aragtirilmgtir.

Optimum kirma hizinda (1000 rpm) kirilan zeytinlere malaksiyon asamasinda belirlenen
oranlarda inhibitor nitelikli katki maddeleri ilave edilerek 20 adet drnek elde edilmistir. Bu maddelerin
ilavesi ile orneklerin yag veriminde ve serbest yag asiti (%1 L-sis+ %1 MgCl, ve %0.5 OA + %0.5L-sis
+ 9%0.5 AA + %0.5 MgCl; hari¢) degerlerinde artis goriilmiistiir. Peroksit sayisi, Kz, Ve Koz degerlerinde
cogunlukla diisiis goriiliirken, oksidatif stabilite genelde artmistir. Peroksit sayis1 ve Ky, degerlerindeki
artis ile oksidatif stabilitedeki diisis %2 MQCl, kullanilan 6rnekte belirgin olarak goriilmiistir.
Zeytinyaglarinin toplam fenolik madde ve DPPH degerlerinde artig tespit edilmistir. B-karoten agartma
yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerinde de artiglar goriilirken, %2 MgCl, ve %2 AA
kullanildiginda, diger katki maddelerinin tek basima kullamimlarina gore artiglar belirlenmistir. Zeytin
hamurlariin toplam fenolik madde degerleri acisindan en yiiksek degerler %2 AA ilave edilen 6rnekte,
en diigiik sonug¢ ise kontrol orneginde bulunmustur. Zeytin hamurlarinda inhibitér katkilar DPPH
degerlerinde artisa neden olurken, B-karoten agartma degerinde azalma tespit edilmistir. Uygulamalar
arasinda POD, PPO ve B-glukozidaz enzim aktivites sirasiyla 5.26-100 U/gr, 33.08-100 U/gr ve 138.78-
218.11 U/gr araliginda degismistir.

Anahtar Kelimeler: Enzim aktivitesi, katki maddesi, PPO enzim aktivitesi, POD enzim
aktivitesi, zeytinyagi
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In the olive ail industry, the technological preferences of the production facility affect the quality
of the final product due to the biochemical activities that take place in the olives being processed during
the process.

It is well known that phenolic compounds are directly related to the nutritional benefits and
organoleptic properties of extravirgin olive oil. The transition of hydrophilic phenols to extravirgin olive
il is related to the initial phenolic glycoside content of the olive fruit and the activity of hydrolytic and
oxidative enzymes on these glycosides during the oil extraction process. The endogenous B-glucosidase
enzyme that hydrolyzes phenolic glycosides and oxidoreductases such as polyphenol oxidase (PPO) and
peroxidase (POD) are the main biochemical factors affecting the phenolic content of extra virgin olive oil .

In the study in question, the phenolic profile of the oil produced was evaluated by inhibiting the
activity of PPO and POD enzymes during olive oil extraction. In the study, firstly, the optimum crushing
rate was determined and oxalic acid (OA), L-cysteine (L-cys), ascorbic acid (AA) and magnesium
chloride (MgCl,) were added during the malaxation stage at the rates determined by the response surface
methodology (YYM, response surface methodology RSM) method. The effects on some physical and
chemical properties of the olive oil obtained as a result of these substances added to the olive paste were
examined by comparing them with the traditional application. In addition, the nutritional and sensory
quality of olive oil was aso investigated.

20 samples were obtained by adding inhibitory additives at the rates determined during the
malaxation stage to the olives crushed at the optimum crushing rate (1000 rpm). With the addition of
these substances, an increase was observed in the oil yield and free fatty acid values (excluding 1% L -cys
+ 1% MgCIl, and 0.5% OA + 0.5% L-cis + 0.5% AA + 0.5% MgCl,) of the samples. While peroxide
values, Kz, and K7 values were mostly decreased, oxidative stability values were mostly increased. The
decrease in oxidative stability with the increase in the peroxide and K3, values was evident in the sample
using 2% MgCl,. It was determined that the total phenolic substance and DPPH values of olive oils
increased. While increases were observed in the antioxidant activity value determined by the -carotene
bleaching method, when 2% MgCl, and 2% AA were used, increases were determined compared to the
use of other additives used only. In terms of the total phenolic content of olive pastes, the highest values
were found in the sample to which 2% AA was added, and the lowest result was found in the control
sample. While inhibitory additives caused an increase in DPPH values in olive pastes, a decrease in -
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carotene bleaching value was detected. Among treatments, POD, PPO and j3-glucosidase enzyme activity
ranged between 5.26-100 U/gr, 33.08-100 U/gr and 138.78-218.11 U/gr, respectively.

Keywords. Enzyme activity, additive, PPO enzyme activity, POD enzyme activity, olive ail
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1. GIRIS

Zeytinyagi, yiiksek besleyici degeri nedeniyle ayrica raf omriinii de etkileyen
hidrofilik fenollerin biyolojik aktivitelerinden dolay1 en popiiler fonksiyonel gidalardan
birisidir. Sizma zeytinyag {iretimi, zeytinleri yikama, kirma, malaksiyon, dekantasyon
veya santrifiij ve filtreleme asamalarindan olugsmaktadir. Ayrica, zeytinyaginda
degisiklige yol agmayacak kosullar altinda sadece mekanik veya diger fiziksel yollarla
elde edilmekte olup ge¢misten giiniimiize ¢ok 6nemli bir farklilik gostermemektedir.
Fakat teknolojinin gelismesiyle birlikte kullanilan cihazlardaki farkliliklar nedeniyle
zeytinyagl iretim metoduyla zeytinyagina gecen fenolik bilesenlerin miktarinda
degisiklikler — gorilmistiir. Zeytinyagr ekstraksiyonundaki mekanik islemler,
ekstraksiyon Oncesi ve sonrasi prossesler ve zeytin meyvesinin 6zellikleri, zeytinyaginin
fenolik bilesiklerinin miktarini, tiirlerini, besinsel ve duyusal 6zelliklerini etkiler
(Clodoveo, 2012; Clodoveo ve ark., 2014).

Kirma islemi; mezokarp kisminda yer alan hiicre ¢eperinin fiziksel yolla hasara
ugratilmasidir. Boylelikle mikromolekiiler yapidaki yag zerrecikleri birleserek; kati-sivi
faz ayrimina daha uygun ve akiskan bir form kazanmalar1 saglanmaktadir. Kirma
sirasinda polar fenolik ve ugucu bilesiklerin olusumunda ve doniisiimiinde yer alan
bircok enzim harekete gecmektedir. Kirma kosullarina ve teknolojik islemlerin
uygulanmasina bagli olarak, sizma zeytinyaginin tadi, aromasi ve stabilitesi ile
yakindan ilgili olan minor bilesenlerin konsantrasyonu degisir (Inarejos-Garcia ve ark.,
2011). Bu amagla kullanilan metal kiricilar yagin toplam fenolik madde igerigini
yiikseltmekte, buna bagli olarak yagin oksidatif stabilitesini de arttirmaktadir.
Zeytinlerin  kirilmas1  sirasinda  zeytin - meyvelerinin  yeterince pargalanmasini
saglamayan kirma yontemleri ile peroksidaz (POD, (EC 1.11.1.7)) enzim salinimi
sinirlanmakta ve malaksiyon sirasinda hidrofilik fenollerin oksidasyonu onlemekte,
boylece sizma zeytinyagindaki fenolik konsantrasyonu artmaktadir (Servili ve ark.,
2007d). Giintimiizde, zeytinyagi ekstraksiyonu igin kullanilan mekanik kiricilar, elde
edilen sizma zeytinyagmin igerdigi hidrofilik fenol konsantrasyonunu, ugucu bilesikleri
ve fenolik antioksidanlarin salinimini 6nemli Ol¢iide etkiler.

Fenolik bilesikler, zeytinyaginin rengi, lezzeti, nutrasdtik ve organoleptik
ozelliklerinin yaninda antioksidan 6zelliklerinden dolayi, 6zellikle oksidatif stabiliteye
biiyiik 6l¢iide katki saglayan bilesiklerdir. Fenolik bilesikler ayrica sizma zeytinyagina
ac1 ve keskin bir lezzet de vermektedir. Genel olarak zeytinyaginin diigiik ya da orta

yogunlukta fenolik bilesenleri igermesi durumunda, yaygin ve arzu edilen 6zellikleri
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olugsmaktadir (Mateos ve ark., 2004; Inarg os-Garcia ve ark., 2009). Ayrica, ¢cok yliksek
fenol yiikiiniin asir1 ve hos olmayan aci1 bir tada yol agabilecegi belirtilmektedir. Buna
karsilik, yiiksek fenol miktarina sahip sizma zeytinyaglari, yiiksek stabilite ve giicli
meyvemsi bir lezzet gostermektedir (Visioli ve Galli, 2002).

Sizma zeytinyaginda hidrofilik fenollerin miktari, zeytin meyvesinin fenolik
glikozit icerigi ve yag ekstraksiyonu sirasinda hidrolitik ve oksidatif enzimlerin bu
glikozitler tizerindeki aktivitesi ile iliskilidir (Romero-Segura ve ark., 2009; Garcia-
Rodriguez ve ark., 2011). B-glukozidaz gibi endojen enzimler ile polifenol oksidaz
(PPO, (EC 1.14.18.1)) ve POD gibi oksidorediiktazlar sizma zeytinyagi iiretiminde
fenolik bilesikleri oksitleyerek, fenolik profilin sekillenmesine katkida bulunur (Garcia-
Rodriguez ve ark., 2015). PPO enzim aktivitesi, zeytin meyvelerinin olgunlagmasi ve
islenmesiyle iligkili fenollerin oksidasyonunda rol oynamaktadir (Ortega-Garcia ve ark.,
2008; Segovia-Bravo ve ark., 2009). Zeytin ¢ekirdeginin, sizma zeytinyagmin fenolik
bilesimi tizerindeki etkisi ise zeytin ¢ekirdeginde yiiksek seviyede bulunan POD enzim
aktivitesi ile iliskilidir (Luaces ve ark., 2007). PPO ve POD enzimleri, sizma
zeytinyaginin tadi ve besin degerlerinde 6nemli rol oynayabilecek oksidasyon-
rediiksiyon reaksiyonlarini katalize etmektedir (Garcia-Rodriguez ve ark., 2015). PPO
enzimleri, meyvelerin olgunlagmasi sirasinda yaralanmalara tepki olarak meydana gelen
redoks reaksiyonlar1 tizerinde etkilidir. Ayrica, farkli gida {riinlerinde ac1 tadi azaltan
birkag fenolik bilesigi oksitleyebilmektedir (Brenes-Babuenave ark.,1992).

Calismalar, PPO ve POD gibi enzimlerin sizma zeytinyaginin fenolik igerigini
etkileyen ana biyokimyasal faktorler olabilecegini gostermektedir (Romero-Segura ve
ark., 2011; Romero-Segura ve ark., 2012). Bu nedenle, zeytinyaginin besinsel ve
duyusal kalitesini tiiketici beklentilerine gore diizenlemek i¢in bu enzimatik faaliyetleri
kontrol altinda tutmak 6nemlidir. Enzimlerin substratlarina olan ilgilerini azaltarak,
enzim yapisini bozarak veya enzim ile substratin baglanmasini engelleyerek reaksiyon
hizim diisiiren ya da tamamen durduran maddelere inhibitor denilmektedir. PPO ve
POD enzim aktiviteleri katki maddeleri kullanilarak inhibe edilebilmektedir. Zeytin
meyvesinin islenmesi sirasinda kullanilan uygun katki maddeleri ile bu aktivitelerin
bozulmasin1 azaltarak sizma zeytinyagmin besinsel ve organoleptik kalitesini
iyilestirmek miimkiindiir (Garcia-Rodriguez ve ark., 2015). B-glukozidaz enzimi (EC
3.2.1.21), oleuropeinin degradasyonunda rol oynamaktadir. Ayrica, sizma zeytinyaginin
fenolik profilini sekillendirmede kritik bir dneme sahiptir (Garcia-Rodriguez ve ark.,

2015). Hem B-glukozidaz enzimi hem de esteraz enzimi, zeytin hamurunda dogal olarak
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bulunur (Fernandez-Bolafios ve ark., 1995). Her iki enzim reaksiyonunda da son bilesik
olarak hidroksitirozol, glikoz ve elenolik asit agiga ¢ikar (Segovia-Bravo ve ark., 2009).
Lipazlar (gliserol ester hidrolaz veya triagilgliserol agilhidrolaz; EC 3.1.1.3), sulu ve
susuz faz arasindaki arayiizde ester baglarmin hidrolizini katalize eder.
Triagilgliserollerin bozunma reaksiyonundan sorumlu enzimlerdir. Triagilgliserollerin
lipazla hidrolizi, di- ve monoagilgliserol, gliserol ve serbest yag asitleri agiga ¢ikarir.
Lipaz enzim aktivitesi ile artan serbest yag asitleri, lipoksijenaz aktivitesine bir substrat
gorevi gorerek hidroperoksitleri olusturur (Peres ve ark., 2017).

Bu tez ¢alismasinda, OA, L-sis, AA ve M(CIl; enzim inaktivasyonu amaciyla
kullanilmistir. AA (askorbik asit), o-kinonlar1 renksiz difenollere indirgeyerek PPO
enzimini dolayli olarak inhibe eder. L-Sis, renksiz bilesikler olusturmak igin o-
kinonlarla geri doniisiimsiiz reaksiyona giren, indirgeyici bir maddedir (Kuijpers ve
ark., 2012; Kuijpers ve ark., 2013). OA, PPO enziminin aktif maddesindeki bakir
iyonunu hapsederek enzim reaksiyonunu inaktive eder. Birgok enzim aktif merkezinde
bakir, demir, magnezyum gibi metallerin komplekslerini i¢cermektedir. Bu calismada
enzimlerin inaktif hale getirilmesi hedeflendiginden magnezyum kloriir (MgCl,) de
katki maddesi olarak kullanilmigtir. Calismanin amaci, PPO ve POD enzimlerinin
aktivitesini farkli katki maddelerle inhibe ederek bu enzimlerinin etkisini azaltmak
dolayisiyla fenolik bilesenlerin oksidasyonunu minimize etmektir. Bu, inhibitor etkili
katki maddelerinin zeytinyaginin duyusal 6zellikleri, antioksidan aktivite ve raf omrii
tizerine etkileri de incelenmistir. Bu amagla, iki asamada gergeklestirilen bu tez
caligmasinin; birinci asamasinda, zeytinyagi ekstraksiyonu sirasinda Yanit Yiizey
Metodu (Response Surface Method, (RSM)) ile farkli kirma hizlar1 (1000, 1500, 2000
rom) ve farkli malaksiyon sicaklik degerlerinin (12, 24, 36 °C) optimizasyonu
gergeklestirilmistir. Ekstrakte edilen zeytinyaglarinda serbest yag asitligi, peroksit
degeri ve toplam fenolik madde igerigi, zeytin hamurlarinda ise PPO ve POD enzim
aktiviteleri analizleri yapildiktan sonra zeytinyaglarimin genel kalite parametreleri
lizerindeki etkileri de degerlendirilmistir. Ikinci asamada ise, birinci asamada belirlenen
kosullarda islenmis olan zeytin hamuruna %?2 oraninda katki maddeleri (OA, AA, L-Sis
ve MgCl,) kullamlmistir. Bu katki maddeleri tek basina ve ¢esitli kombinasyonlar
halinde toplamlar1 %2 olacak sekilde uygulanmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Zeytinyagi, Akdeniz Havzasmin geleneksel bir iriinii olan zeytinden (Olea
europaea’nin meyvesi) elde edilen, rafinasyon islemine tabi tutulmayan, oda
sicakliginda sivi olan bir yagdir. Tiketiciler tarafindan tercih edilmesinin sebebi yag
asiti bilesimi ve yapisinda bulunan fenolik maddeler, tokoferoller ve ugucu bilesenler
gibi minér bilesenlerden kaynaklanmaktadir. Ciinkii bu bilesikler giiglii antioksidan
aktiviteye sahiptir ve sizma zeytinyaglarinin oksidasyona karsi stabilitesine 6nemli
Ol¢iide katkida bulunur (Tura ve ark., 2007). Zeytin ve zeytinyagi tiretimi Akdeniz
tilkeleri i¢in ekonomik 6neme sahiptir. Uluslararasi: Zeytin Konseyi istatistiklerine gore
(2019), zeytinyag: iireten iilkeler Ispanya (%55) ile Italya (%8), Yunanistan (%8),
Tiirkiye (%8), Tunus (%4) ve diger ireticiler (%17) olarak siralanmaktadir (Hocaoglu
ve ark., 2018). Kiiresel zeytinyagi iiretimi, 1990'larin basinda yilda 1.8 milyon tondan
2017'de yilda 3 milyon tona kadar istikrarli bir sekilde artmaktadir (International Olive
Council, 2019). Diinyada ispanya, hacim itibariyle en biiyiik zeytinyag: iireticisidir ve
onu Italya ve Yunanistan takip etmektedir. Kisi bas1 tiiketim agisindan ise Yunanistan
ilk sirada olup bunu Ispanya, Italya ve Tunus izlemektedir. Zeytinyag: tiiketimi Giiney
Asya, Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa'da genel olarak ¢ok daha az olmakla birlikte
istikrarli bir sekilde artmaktadir. 2019-2020 hasat yilinda diinya zeytinyag1 iiretiminin
3.144.000 ton civarinda oldugu ve Avrupa Birligi'nin tahmini %63.97 ile ilk iiretici ve
ayn1 zamanda ilk ihracatci ve tiiketici oldugu tahmin edilmektedir (International Olive
Council, 2019). Diinyada zeytin yetistirme bodlgesinin yaklasik %95'1 Akdeniz ve
Avrupa ilkelerinde bulunmaktadir (Almeida ve ark., 2019). Zeytin ve zeytinyagi
tretimi Tirkiye'de iki 6nemli gelir kaynagidir. Tiirkiye, iklim kosullarinin uygun
oldugu yillarda 220.000 tona kadar ¢ikabilen yillik yaklasik 200.000 tonluk iiretimiyle
diinyanin ilk on zeytinyagi ireticisinden birisidir (Duman ve ark., 2020). Tiirkiye,
kiiresel zeytinyagi iiretiminin  %35'ini olusturmaktadir ve yag iiretiminin ¢ogu
Tiirkiye'deki Ege ve Marmara bolgelerinden gelmektedir (Tunalioglu ve Durdu, 2012).
Tiirkiye, zeytinyagi ihracatinda ilk dort iilke arasinda olmasina ragmen, zeytinyagi
ihracatinda 6ncii iilke olan Ispanya’nin yaklasik beste biri kadar ihracat
gerceklestirmektedir. Tiirkiye’nin zeytinyagi ithalati diinya ithalati g6z Oniine
alindiginda yok denecek kadar azdir. International Olive Council (2019) verilerine gore
sizma zeytinyaginda 2019/20 sezonunda toplam 1.21 milyon ton ihracat yapilmistir.

Ispanya 429.000 ton ile ilk sirada yer alirken onu 211.000 ton ile italya, 300.000 ton ile
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Tunus, 80.000 ton ile Portekiz ve 45.000 ton ile Tiirkiye izlemektedir. Tirkiye’nin
sizma zeytinyagi ihracati 2020 yilinda 20.350 ton olarak gergeklesmistir.

Zeytin meyvesi sert ¢ekirdekli bir meyvedir ve mezokarp1 oleuropein, dimetil
oleuropein, oleurosit, ligstrosit ve niizhenide gibi sekoiridoitleri icermektedir. Suda
daha fazla ¢oziinmekte olan glikozidik formlarin mekanik ekstraksiyon isleminden
sonra bir kismi yagda kalmaktadir. Zeytin meyvelerinin kirilmasi, yogurulmasi ve
ekstraksiyonu sirasinda, sizma zeytinyagi, B-glukozidaz enzim endojenleriyle aldehidik
aglikon formuna hidrolize olarak oleuropein glikoziti, dimetil oleuropein ve ligstrosit
olusmaktadir. Aglikonlar, polaritelerindeki degisiklikten dolayr yag fazinda ¢oziiniir
hale gelir (Clodoveo ve ark., 2015). Zeytin meyvesi, pektinaz, lipaz, lipoksijenaz,
glikozidaz, PPO ve POD gibi meyvenin ¢esitli kisimlarina farkli sekilde dagilmis ¢esitli
enzim komplekslerini igerir (Garcia-Rodriguez ve ark., 2011; Sanchez-Ortiz ve ark.,
2011; Romero-Segura ve ark., 2012; Taticchi ve ark., 2013). Zeytinin gesiti ve
olgunlasma derecesi, iklim ve sulama yontemleri gibi Ozelliklere ve zeytinyagi
ekstraksiyon islemlerine bagli olarak zeytin hamurunda ve cekirdeklerinde bulunan
enzimlerin davranislar1 etkilenebilmektedir (Berenguer ve ark., 2006; Peres ve ark.,
2014). Bu etkilerle, zeytinyaginda bulunan fenolik bilesenlerin  miktar1 da
degismektedir. Zeytin meyvesinde bulunan, oleuropeinden tiiretilmis sekoiridoitler PPO
ve POD enzim aktiviteleri ile okside olmaktadir. Bu nedenle, zeytin meyvesinde
bulunan endojen PPO ve POD enzimlerinin aktivitesi sizma zeytinyaginin fenolik
profilinde 6nemli bir rol oynar (Romero-Segura ve ark., 2012; Garcia-Rodriguez ve
ark., 2015). Ug farkli cesit Ispanyol zeytininde yapilan calismaya gore, zeytinde
bulunan toplam POD enzim aktivitesinin %98'inden fazlasini olusturmasi nedeniyle
zeytin ¢ekirdegi yiiksek bir POD enzim aktivitesine sahiptir (Garcia-Rodriguez ve ark.,
2011).

Si1zma zeytinyaginin kimyasal bilesimi majér ve mindr bilesenlerden olusur.
Gliseroller dahil olmak {izere ana bilesenleri olusturan major bilesenler toplam yagin
%98'inden fazlasini olusturur. Toplam yag agirhiginin %2’sini olusturan mindr
bilesenler ise fitosteroller, skualen, terpenik asitler, flavonoidler ve genellikle fenolik
bilesiklerden olugmaktadir (Boskou, 2000). Sizma zeytinyaginda bulunan farkli fenolik
bilesenler ise fenolik asitler, fenolik akoller, hidroks izokromanlar, sekoiridoitler ve
lignanlardir. Fenolik asitler ve hidroksi izokromanlar sizma zeytinyaginda diigiik
miktarda bulunmaktadir (Servili ve ark., 2004). Fenolik bilesenler, potansiyel

farmasotik etkileri sayesinde (Yue ve ark., 2016) onemli biyolojik aktiviteler gosterir
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(Villano ve ark., 2016; Zhou ve ark., 2017). Yiiksek fenolik igerige sahip olan zeytinin
antioksidan, antienflamatuvar, karaciger ve kalp damar sagligi iizerine koruyucu
etkileri, fenolik bilesiklerce zengin sizma zeytinyagina olan ilgiyi artirmaktadir
(Casamenti ve ark., 2015; Leri ve ark., 2016; Pantano ve ark., 2016; Reddy ve Naidu,
2016; Segade ve ark., 2016; Reboredo-Rodriguez ve ark., 2017). Fenolik bilesikler,
bitkiler aleminde seliillozdan sonra ikinci en bol bulunan organik bilesik grubunu temsil
etmekte ve bitkilerde yapisal destek, biyotik veya abiyotik stres, patojenler ve
otoburlara kars1 koruma gibi farkli aktiviteler gostermektedir. Fenolik bilesikler bulasici
olmayan kronik hastaliklara kars1 sadece antioksidan aktiviteleriyle degil, ayn1 zamanda
enzim inhibisyonu, gen ekspresyonunun modifikasyonu, protein fosforilasyonu gibi
farkli seviyelerde bircok hiicresel siireci diizenleyerek koruma saglamaktadir. Ayrica,
meyve ve sebzelerin acilik, renk ve lezzet gibi yaygin kabul goren kalite 6zellikleri
tizerine de etkisi bulunmaktadir (De la Rosa ve ark., 2019).

Zeytin - meyvesi, hamur agirhiginin  %1-3i  arasinda fenolik  bilesik
konsantrasyonu icermektedir (Restuccia ve ark., 2018). Aci ve keskin lezzete sahip olan
sizma zeytinyagi, diger yaglara gore daha az isleme tabi tutulduklarindan dolay1r daha
fazla fenolik madde icermektedir. Zeytinyagindaki ana fenolik bilesikler Sekil 2.1°de
gosterilmektedir. Zeytinyaginda en yiliksek konsantrasyonda bulunan ii¢ fenolik bilesik,
glikozit oleuropein, hidroksitirozol (3,4-dihidroksifenil etanol) ve tirozoldiir.
Oleuropein, kurutulmus meyvelerde %14'e kadar bulunabilen baslica fenolik bilesiktir.
Hidroksitirozol ise zeytinyaginda bulunan baslica fenolik bilesendir (Amiot ve ark.,
1996). Zeytin meyvesi olgunlastikca oleuropein konsantrasyonu azalmakta ve
oleuropeinin hidroliz iiriinii olan hidroksitirozol miktar1 artmaktadir (Cimato ve ark.,

1990; Ryan ve ark., 1999).

Cizelge 2.1. Zeytinyaginda bulunan baslica fenolik bilesenler

HD]@/\/OH /@/\/DH
HO

1.Fenolik HO
alkoller

Hidroksitirozol Tirozol _ . .
(34-DHPEA) (p-HPEA) R‘Og'_ﬂ'd{f’rgglmzo'
(3,4-dihidroksifenil) etanol) (p-hidroksifenil) etanol) o
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Hidroksitirozol glikozit

Hidroksitirozol asetat

Tirozol asetat

f“* Y

@N

3,4-DHPEA-EDA (Oleasein)
(Oleuropein aglikon dialdehit)
(3,4-DHPEA'ya bagli elenolik
asidin dialdehidik formu)
(dekarboksimetillenmis
tiirevlerinin dialdehidik
formlari, oleasein)

p-HPEA-EDA (Oleokantal)
(Ligstrosit aglikon dialdehit)
(p-HPEA'ya bagh elenolik
asidin dialdehidik formu)
(Deasetoksi-ligstrosit-aglikon)
(dekarboksimetillenmis
tiirevlerinin dialdehidik
formlari, oleokantal)

R=0H, Oleasein
R=H, Oleokantal

2.Sekoiridoitler

R=0OH Oleuropein

Oleuropein Ligstrosit R=H, Ligstrosit
randih
@)

HO oJ\:
:0

HO™ O

S O\T_..o LOOCHE
o \r

3,4-DHPEA-EA
(Oleuropein aglikon)
(Oleuropein-aglikon
monoal dehit)
(oleuropein aglikonun izomeri)
(oleuropein aglikonun
monoaldehidik formu)

p-HPEA-EA
(Ligstrosit aglikon)

R=0H, Oleuropein aglikon
R=H, Ligstroside aglikon
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O

Sekologanosit Elenolik asit
Demetiloleuropein Hidroksi oleokant
2.Sekoiridoitler
R=0H, Oleaseinik asit R=0H, Oleomisyonel R=0H, Oleuropeindial
R=H, Oleokantalik asit R=H, Oleokoronal R=H, Ligstrodial
COOH
3.Fenoalik
asitler
Benzoik asit
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P-hidroksibenzoik asit (R;=H,
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Protokatesik asit (3,4-
Sirinjik asit Gallik asit difidroks be”éo_";?s ) (Ri=OH,
=
Vanillik asit (R;=OCH3, R,=H)
Sirinjik asit (R;=0OCHj3, R,= OCH,)
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HO
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3.2. Hidroks- y
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OCH3
H
P- kumarik asit (R;=OH, R,=H,
R3:H)
O- kumarik asit (R;=H, R,=H, P- kumarik asit (R;=H, R,=H)
Ferulik asit R3:OH) Ferulik asit (R1:OCH3, R2:H)
Kafeik asit (R;=0OH, R,=CH, Kafeik asit (R;=OH, R,=H)
Rs=H) Sinapik asit (R;= OCH3, R,= OCHy5)
Ferulik asit (R]_:OH, Rz:
OCH3, R3=H)
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COOH

a
Sinapik asit Sinnamik asit Elenolik asit
P-hidroksifenil asetik asit
4.Flavonoitler L uteolin Apigenin Luteolin (R;=OH, R;=H, Rs=H)

Apigenin (R;=H, R=H, Rs=H)

L uteolin-7-O-glukozit

Apigenin-7-O-glukozit

Ly ’Q
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5.Lignanlar :
. =70
) qn
5" 2
4" 3"
HO le}
I
CHz
(+)-1-Asetoksi pinoresinol (+)-Pinoresinol (+)-1-hidroksipinoresinol
I|I HO -
0 4
HO
H O
(4]
6.Hidroksi-
izokromanlar

HO

1-fenil-6,7-dihidroksi-
izokroman

1-(3-metoksi-4'hidroksi)-6,7-
dihidroksi-izokroman

Uzun yillardir, natiirel sizma zeytinyagimin fenolik igerigi, sekoiridoitlerin insan

saglhig lizerindeki yararli etkilerinden dolay1r arastirmacilarin ilgisini ¢ekmektedir.

Polifenollerin biyolojik siireclere katildigi, insan sagligi acisindan ¢ok onemli oldugu
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belirtilmektedir (Vasto ve ark., 2014). Fenolik igeriginin yararli olduguna yonelik
diinyada hem natiirel sizma zeytinyagi ile hem de saflastirilmig polifenollerle hayvan
caligmalar1 ve insanda klinik diizeyde birgok calisma gerceklestirilmistir. Zeytinyagi
tilketiminin faydalar1 basit fenollerden olan fenolik akoller (tirozol, hidroksitirozol) ve
bunlarin sekoiridoit tiirevlerinden (6zellikle oleokantal, oleacein, ligstrosit aglikon ve
oleuropein aglikon) kaynaklanmaktadir. Bu bilesiklerin faydali besinsel etkilerinden
dolay1 nutrasoétikler olarak adlandirilmasinin yani sira natiirel sizma zeytinyagi ve
bunlar1 igeren zeytinler fonksiyonel gidalar olarak adlandirilmaktadir (Rigacci ve
Stefani, 2016). Mindr bilesenler ayrica natiirel sizma zeytinyaginin duyusal
ozelliklerinden ve muhafaza edilebilirliginden de sorumludur (Garcia-Vico ve ark.,
2017; Perestrelo ve ark., 2017).

Zeytine uygulanan bazi islemler ile zeytinyagi fenolik igerigi artirilmaktadir.
Son yillarda yeni trend yliksek kalite natiirel sizma zeytinyagi elde etmek igin
ekstraksiyon Oncesi zeytin ve zeytin hamurunun sogutulmasidir. Bir¢ok zeytin
yetistirme alaninda islenmis zeytinlerin sicakligi, kiiresel 1sinma ve erken hasat donemi
nedeniyle 30 °C civarindadir. Bu yiiksek sicaklik nedeniyle, ekstraksiyon siirecindeki
yeni uygulamalar, yiiksek kaliteli zeytinyagi elde etmek i¢in zeytinleri veya zeytin
hamurunu sogutma prosesini icermektedir. Zeytinler, hasattan sonraki 48 saat i¢inde,
ortalama 27 °C sicaklikta islendiginde zeytinyaglariin fenolik bilesik i¢eriginde 6nemli
bir artis belirlenmistir. Malaksiyon sicakliklar1 21, 24, 27, 30, 33 ve 36 °C olan
laboratuvar Slgekli bir ¢alismada, 27 °C'de toplam fenolik madde konsantrasyonunda
anlaml1 bir artis bulunurken, 30-36 °C gibi daha yiiksek sicakliklarda asamali bir azalma
tespit edilmistir (Parenti ve ark., 2008). Yapilan ¢aligmalarda sogutma islemiyle yag
veriminde 6nemli bir farklilik veya yasal parametrelerde bir degisiklik bulunmamis
fakat fenolik bilesiklerde kayda deger bir artis goriilmiistiir. Ayrica, sogutma islemi ile
natiirel sizma zeytinyaglarinin duyusal ozellikleri iizerinde olumlu bir etkisi olan
aldehitlerde de genel bir artis gorilmiistir. Bu Onemli kalite parametrelerindeki
artiglarin zeytin ¢esitine ve PPO enzim aktivitesine bagli oldugu belirtilmektedir
(Veneziani ve ark., 2017, 2018). Maaksiyon asamasinda zeytin hamuru 28-30 °C
sicakliklarda yaklasik 30-60 dk yavas yavas karistirilir. Malaksiyon ile kiigiik yag
damlalarinin daha biiyiik boyutlarda damlalar halinde birlesmesi saglanir. Yag damlacik
caplarinin genisletilmesi yagh fazin santrifiij ile ayrilmasimi kolaylastirir. Zeytin
hamurunun malaksiyonu yag ayrimini saglamasinin yani sira elde edilen yagin kalitesi

ve bilesimini de etkiler. Malaksiyon asamasinda proses siiresi, sicaklik, zeytin hamuru
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ile temas eden O, (atmosfer oksijeni) ve 1lik su ilavesi gibi parametreler ile ilgili daha
derin bilgi gerekmektedir. Malaksiyon sicakliginin yiliksek olmasi santrifiijde yag/su
ayrilmasini saglar (Clodoveo ve ark., 2014, 2014c). Sicaklik ayrica yagin fenolik madde
icerigini de etkiler. Literatiir verileri sicaklik ve fenolik igerik arasinda ters bir iliski
oldugu gosterirken (Angerosa ve ark., 2001) bazi literatiir verileri ise sicaklik artigiyla
birlikte fenolik fraksiyonda bir artis oldugunu gostermektedir (Kalua ve ark., 2006;
Boselli ve ark., 2009). Sonuglardaki bu farklilik ¢alisma kosullarinin degiskenliginden
ve malaksor makinelerinin zaman igerisindeki degisiminden kaynaklanmaktadir.
Malaksiyon sicakligt 27 °C ve 30 °C oldugunda toplam fenolik konsantrasyonu
artmistir (Parenti ve ark., 2008). Malaksiyon esnasinda uygulanan diisiik sicaklik ile
zeytin hamurunda fenolikler az ¢oziinmektedir. Sicakliktaki artis ile zeytin hamuru
icerisindeki fenoller daha fazla ¢oziinmekte dolayisiyla elde edilen zeytinyaginin toplam
fenol igeriginde artisa neden olmaktadir. Zeytin hamurunun malaksiyon sicakligi
optimize edilerek biyoaktif bilesikler agisindan zengin zeytinyagi ekstrakte
edilebilmektedir.

Zeytinyag1 ekstraksiyonundaki temel amag triagilgliserolleri ve minér bilesikleri
miimkiin olan en uygun bi¢cimde ekstrakte etmek oldugundan (Clodoveo ve ark., 2014,
2014c; Dugo ve ark., 2015), mekanik islemin her bir asamasinin dikkatle yapilmasi,
oksijen, 151k, 1s1, metaller ve enzimler gibi oksidasyonu tetikleyici faktorlerden miimkiin
oldugunca kag¢inilmasi, oksidasyon reaksiyonlarina duyarli molekiillerin (antioksidan ve
fenollerin) okside olmalarinin engellenmesi gerekmektedir. Zeytinyagi ekstraksiyon
teknolojisi ile ekstraksiyon isleminde yer alan farkli parametreleri inceleyerek ve
optimize ederek yiiksek konsantrasyonda fenolik bilesik iceren zeytinyagi {iiretimi
amaglanmaktadir. Kirma islemi ile zeytinin hiicre yapisi bozulur ve hiicreler i¢inde
hapsolmus kompleks trigliseritler, minor bilesikler ve gesitli enzim karisimini iceren
yagl ve sulu faz serbest hale gecer (Clodoveo, 2012; Clodoveo ve ark., 2014).
Kirmanin amaci, yagm elaioplastlardan (I6koplastin bir formu) salinmasini
kolaylagtirmak i¢in zeytin meyve dokularinin boyutunun kiigiiltiilmesi ve hiicrelerin
parcalanmasidir. Bunun yani sira, biyoaktif bilesiklerin salinarak yaglhh fazda
¢Oziinmeleri ve sonraki islem asamalarinda zararli etkileri siirlandirarak {iriiniin
korunmasina katki saglamalaridir (emiilsiyon olusumu, enzim inaktivasyonu, yag
damlalariin azaltilmasi, zeytin hamurunun asir1 1sitilmasi) (Clodoveo ve ark., 2015).
Farkli kirma islemlerinin yagin kalitesi lizerine farkli etkileri bulunmaktadir. Kirma

sistemi, zeytinin ¢esitine, olgunlagsma asamasina, su igerigine ve zeytinyaginda istenen
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renk, ac1 ve keskin tat, fenolik madde icerigine bagl olarak secilmektedir. Kirma islemi
icin geleneksel tas degirmeni (kesikli makine), ¢ekic¢ kirict ve disk kiricilar (siirekli
makineler) kullanilmaktadir (Amirante ve ark., 2010a). Bu kiricilar farkli boyutlarda
parcaciklar iiretmekte ve sizma zeytinyagi kalitesi lizerine gesitli etkiler yaratmaktadir
(Clodoveo, 2012; Clodoveo ve ark., 2014). Zeytinyag: tiretiminde kullanilan mekanik
kiricida hizli kirma islemi ile kiriciya giren zeytinlerin sicakligr ile ¢ikan hamurun
sicakligl arasinda 4-10 °C'lik bir fark goriilmektedir (Amirante ve ark., 1993). Bu,
sicaklik farki hem ¢ekirdekleri kirmak i¢in harcanan enerjinin hem de hamurun kiric
yiizeylere siirtiinmesinin bir sonucudur. Kirma isleminde zeytinlerin ulastigi sicakligin,
zeytin dokularimin partikil biiytikligii, polar fenollerin olusmasi ve donistiiriilmesinde
rol oynayan enzimlerin faaliyetine bagli olarak hem biyoaktif bilesik konsantrasyonunu
hem de yag verimini etkileyebilecegi belirtilmistir (Inarejos-Garcia ve ark., 2009,
2011). Ceki¢ kiricr ve disk kirici kullanilarak elde edilen zeytinyaglarmin kalitesi
degerlendirildiginde, ¢eki¢ kirict kullanimi, hamur dokusunu daha hizli bir sekilde
kirilmasindan 6tiirii hamur sicaklifinda artisa neden olur. Dolayisiyla, ¢ekic kirici disk
kiriciya gore daha yiiksek bir oksidatif bozulma gdstermis ve kirma yontemlerinin
zeytinyagmin kalitesi ve raf dmrii tizerinde 6nemli bir etkiye sahip oldugu belirtilmigtir
(Caponio ve ark., 2003). Ayrica ¢eki¢ kiricilar ile elde edilen hamurlarin parcacik
boyutu daha kiigiik oldugu icin sizma zeytinyaginin kalitesi ve raf Omrili iizerine
olumsuz etkide bulunmaktadir (Servili ve ark., 2007a). Cekic kirici kullanilarak elde
edilen zeytinyaglarinin fenolik madde igeriginin, disk kirict kullanilarak elde edilen
zeytinyaglarinin fenolik madde igeriginden daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Clodoveo
ve ark., 2015). Farkli kirma sicakliklari (8, 10, 15 °C) ve farkh kiricilar (¢ekig ve disk)
kullanilarak sizma zeytinyagmin kalitesi tiizerine etkilerinin degerlendirildigi bir
calismada ¢ekic kiricr ile kirma sonucunda, hamurun ¢ikis sicakliginda 6nemli oranda
artis goriilmistiir. Ayrica, her iki kirma sisteminden elde edilen zeytinyagimin sahip
oldugu toplam fenol igeriginin uygulanan sicaklik normlarindan etkilenmedigi de
belirtilmektedir (Caponio ve Catalano, 2001). Zeytinyag kalitesi iizerine, gekic¢ kirict
hiz1 etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada kirma hizinin 2400 rpm'den 3600 rpm'ye
cikarilmasi ile kalite parametrelerinin korundugu ifade edilmistir. Ayrica, toplam fenol
icerigi ve triterpenoid seviyeleri motor hizinin artmasiyla artmistir (Polari ve ark.,
2018). Tas degirmen ile ekstrakte edilen zeytinyaglarinin toplam fenolik madde icerigi
diisiik iken, ceki¢ kirici kullanilarak ekstrakte edilen zeytinyaglarinin toplam fenolik

madde igerigi ise yiiksektir. Metal kiricilarin kirma kapasitesi ¢ok daha yiiksektir,
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stirekli ¢alisan sistemdir, az yer kaplar ve tag degirmene gore diisiik maliyetlidir. Ancak,
kirma islemi hizli ve kaba oldugundan hiicreler yeterince pargcalanamaz, emiilsiyon
olusma riski vardir ve hamur gerektigi gibi hazirlanmaz. Kirma kosullarindan en ¢ok
sizma zeytinyagindaki hidroksitirozol tiirevleri etkilenmistir. Kirma hizi ne kadar
yiiksek olursa hem zeytin hamurunda hem de yagda fenolik igerik o kadar yiliksek
olmaktadir (Inarejos-Garcia ve ark., 2011). Kirma derecesinin iyi ayarlanamamasi
pirina ve kara sudaki yag miktarin1 arttirmaktadir. Kirma islemi sirasinda emiilsiyon
olusmasini 6nlemek ve hamurun hava ile temasim1 azaltmak ayrica dikkat edilmesi
gereken hususlardandir (Boskou, 1996). Ayrica, kirma islemi malaksiyon islemiyle
beraber zeytin hamurundaki ve yagdaki fenolik bilesiklerin bilesiminde biiylik bir
degisiklige neden olmaktadir. Bunun yani sira, kirma islemi zeytin meyvesinin pulp ve
¢ekirdek kisimlarindaki endojen enzimlerle de iligkilidir. PPO ve POD enzimleri proses
sirasinda fenolik bilesiklerin oksidasyonundan sorumlu ana enzimlerdir (Servili ve ark.,
2007a).

Yapilan ¢aligmalar kirici hizindaki artis ile zeytinyagi kalite parametrelerinin
korundugunu (Guerrini ve ark., 2017; Polari ve ark., 2018), toplam fenolik madde
miktarinin (Inarejos-Garcia ve ark., 2011), ozellikle 3,4-DHPEA-EDA ve p-HPEA-
EDA bilesiklerinin arttigin1 gostermistir (Guerrini ve ark., 2017; Polari ve ark., 2018).
Kirma hizinin artmas1 yaga daha keskin bir tat verirken meyvemsi ve aci tatta belirgin
bir fark yaratmamustir (Polari ve ark., 2018). Kirma islemi, zeytin meyvesinin pulp ve
cekirdek kisimlarindaki endojen enzimleriyle iliskilidir. Cekirdek-doku bozulmasinin
azaltilmasini saglayan kirma yontemleri veya kiricilar hamura POD enzim salinimini
sinirlamakta ve malaksiyon sirasinda hidrofilik fenollerin (sizma zeytinyaginda bulunan
dogal antioksidanlar) oksidasyonunu oOnlemektedir, bdylece sizma zeytinyagindaki
fenolik konsantrasyonlarini arttirmaktadir (Servili ve ark., 2007a).

Zeytin meyvesinin farkli kismindaki enzimlerin dagilimi ile ilgili olarak, PPO
enzim aktivitesi meyve mezokarbinda yiiksek oranda bulunurken g¢ekirdekte PPO enzim
aktivitesi tespit edilmemistir. POD ve PPO enzimleri proses sirasinda kombinasyon
halinde fenolik oksidasyondan sorumlu ana endojen oksidorediiktazlardir (zeytin PPO
enzimleri verbaskosit ile birlikte hidroksitirozoli oksitlemektedir) (Garcia-Rodriguez ve
ark., 2011, 2015). Ayrica, PPO enzimi meyve olgunlagmasinin baslangicindan sonra
nispeten sabit degerler gdstermistir (Garcia-Rodriguez ve ark., 2011). Cobran, Cosa ve
Galega Vulgar Portekiz gesitleri ile yapilan arastirmalar, olgunlagma indeksi arttikca

meyvede bulunan PPO enzim aktivitesinin maksimum aktivite gdosterdigi belirlenmistir
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(Peres ve ark., 2013b). Malaksiyon siiresi, sicaklik, oksijen konsantrasyonu ve kiricilar
sizma zeytinyagindaki fenolik ve ucucu bilesikler {izerine oksidorediiktazlarin
aktivitesini etkilemistir (Amirante ve ark., 2007; Servili ve ark., 2007a). Doku hasarini
azaltan kirma yontemleri ile POD enzim salinimi sinirlanmakta ve malaksiyon sirasinda
hidrofilik fenollerin oksidasyonu Onlenmekte, boylece sizma zeytinyagindaki fenolik
konsantrasyonu artmaktadir (Servili ve ark., 2007a). PPO ve POD enzim reaksiyonlari
oksidatif reaksiyonlar olup elde edilen sizma zeytinyaginin toplam fenolik madde
icerigi tlizerinde olumsuz bir etkiye neden olmaktadir. Bunun Onemli bir orani
malaksiyon islemi sirasinda gergeklesir. Malaksiyon islemi sirasinda hamurda ¢6ziinen
oksijen, fenolik bilesikleri oksitleyen POD ve PPO enzimlerini aktive eder. Yiiksek
sicakliklarda yogurma zeytinyagindaki fenoliklerin konsantrasyonlarini azaltmaktadir
(Clodoveo ve ark., 2014).

PPO ve POD enzimleri, fenolik bilesiklerin kinonlara doniismesini oksijen ve su
varhiginda katalizleyen enzimlerdir (Zanoni, 2014). Bu olaylar hem fenolik bilesiklerin
bozulmasina neden olmakta hem de antioksidan giiciinde degisikliklere yol
acabilmektedir. Bu da raf Omriiniin ve yagin besin degerinin azalmasina neden
olmaktadir. Asagida PPO enzim inhibit6rii olarak kullanilan koruyucular, amaglar1 ve
etki mekanizmalarina gore siniflandirilmastir:

-orto-kinonlar1 renksiz difenollere indirgeyerek PPO enzimini dolayli olarak
inhibe eden, AA (Kuijpersve ark., 2012, 2013),

-renksiz bilesikler olusturmak i¢in orto-kinonlarla geri doniisiimsiiz reaksiyona
giren, indirgeyici bir madde olan L-sis (Kuijpers ve ark., 2012, 2013),

-pH'yt PPO enzim aktivitesi i¢in optimum degerin altina diisiirerek spesifik
olmayan enzim inaktivatorleri olan sitrik asit gibi asitlendiriciler (Liu ve ark., 2013),

-kompleks olusturan bilesikler, kinonlar1 ve dolayisiyla kahverengi pigmentlerin
olusumunu onleyen, cesitli molekiiller ile kompleksler olusturabilen siklodekstrinler
(Lante ve Zocca, 2010)

-enzimin aktif maddesindeki bakir iyonunu hapsederek PPO enzimini inaktive
eden etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) ve OA gibi kenetleme maddeleri

Bu maddeler, PPO enzim aktivitesini inhibe etmek i¢in sinerjik olarak
karistirilabilmekte (Guerrero-Beltran ve ark., 2005) veya termal islemler (Chow ve ark.,
2011) ile birlestirilebilmektedir. Ancak, bu maddelerin oksijen ve suya karsi diisiik
stabilitesi, biyoaktif bilesiklerdeki igerigin azalmasi, organoleptik degisiklikler ve insan

saglig1 agisindan tehlikeli olmasi gibi bazi dezavantajlar1 da bulunmaktadir (Loizzo ve
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ark., 2012; Carocho ve ark., 2014). Giiniimiizde, PPO enzimini inhibisyonunun dogal
maddelerle yapilmasina odaklanilmistir. Ciinkii, dogal katki maddeleri c¢evre dostu,
ucuz, insan saghigi i¢in glivenli ve iirlinlerin duyusal, beslenme ve saglik 6zelliklerini
tyilestirmektedir (Loizzo ve ark., 2012; Misra ve ark., 2017). Dogal ekstraktlarin
esmerlesmeyi Onleyici etkisi biyoaktif bilesiklerin tipine, konsantrasyonuna (Klimczak
ve Gliszczynska-Swiglo, 2017), ekstraksiyon yontemine (Wessels ve ark., 2014)
baghdir.

Oksidorediiktazlardan PPO ve POD enzimleri, sizma zeytinyagmin tadi ve
besinsel degerinde 6nemli rol oynayabilecek oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlarini
katalize etmektedir. Hidrojen veya oksijen atomlariin veya elektronlarin molekiiller
arasinda aktarildig1 ve etki ettikleri substrata bagli olarak siniflandirilmaktadir (Ramirez
ve ark., 2003). Substrat 6zgiinliigii ile ilgili olarak, POD enzimi, baglica zeytin meyvesi
polifenollerinden biri olan oleuropein ile kumarik, ferulik, askorbik ve p-
hidroksibenzoik asitleri oksitleyemedigi, gallik asit ve protokatekuik asit gibi diger
fenolik bilesikleri oksitledigi tespit edilmistir (Tzika ve ark., 2009). Bitki POD
enzimleri, hidrojen peroksit (H»O,) gibi peroksit tiirleri varhiginda fenolleri okside
etmektedir. Dolayisiyla, malaksiyon stirecinde H»O, igerigi yiikseldiginde (500 mL/kg),
olgunlasmis meyvelerde (sekoiridoitler) fenollerin oksidatif bozulmasi %50 artmstir
(Garcia-Rodriguez ve ark., 2015). POD enzimleri bir hidrojen vericisi varliginda H,O;
indirgenmesini  katalizleyen enzimlerdir. POD enzimi, fenoller, aromatik aminler,
aminofenoller, diaminler, indofenoller, askorbat gibi ¢esitli organik ve inorganik
hidrojen vericilerinin oksidasyonunu ve ayrica oksidasyon ve hidroksilasyon reaksiyon
tirlerini de katalize edebilmektedir (Laane ve ark., 2003). POD enzim igerigi; bitki
tiirlerine, mevsime ve bilyiime kosullarina baglidir. POD enzimi, bitki hiicrelerinde
sitoplazmada ¢6ziinilir formda, hiicre duvarinda ise bagli formda bulunmaktadir (Yuan
ve Jiang, 2003). POD enzimi, hiicre duvarindaki ligninin par¢alanmasi ve
sentezlenmesi, H,O, fazlasinin uzaklastirilmasini saglama, abiyotik ve biyotik strese
kars1 savunma mekanizmasina katilma (patojen saldirisina karst koruma) gibi fizyolojik
proseslerde onemli rollere sahiptir (Mourato ve ark., 2012; Martins ve ark., 2013;
VergaraDominguez ve ark., 2013). Zeytin sinegi (Bactrocera oleae (Gmelin))
saldirisina ugramis zeytinlerde POD enzim aktivitesi daha yiiksektir. Bu durum POD
enziminin bocek hasarlar1i ya da biyotik strese karsi savunma tepkisinde kilit rol
oynadigini1 gostermektedir (Spadafora ve ark., 2008). POD enzimleri, oksitleyici olarak

H,0, varliginda bir¢cok aromatik bilesigi okside etmekte ve polimerik tiriinler olusturur
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(Galarraga ve ark, 2013; Gholami-Borujeni ve ark., 2011). POD enzim aktivites ile
fenolik madde oksidasyonu H,O, konsantrasyonu ile sinirlidir. Fenolik bilesiklerin
hasarli dokulardaki otoksidasyonu sonucunda H,O, miktar1 artar (Takahama ve Oniki,
2000).

PPO enzim aktivitesinin inhibisyonunda geleneksel isitma ve yeni termal
islemler etkilidir (Zhou ve ark., 2016; Makroo ve ark., 2017; Saxena ve ark., 2017,
Abedelmaksoud ve ark., 2018). Isil islem, fenolik bilesik igerigini 6nemli Olclide
azaltarak olusan son iiriinlerin organoleptik ve besinsel nitelikleri tizerinde olumsuz bir
etki yaratmaktadir (Rawson ve ark., 2011). Yapilan ¢alismalara gore 40 °C'de 5 dk
kalan POD enzim aktivitesinin %60’1, 10 dk kaldiginda ise %85'i kaybolmaktadir.
Ayrica, 50 ve 60 °C sicakliklarda 5 dk sonunda ise 6lgiilebilir bir POD enzim aktivites
tespit edilememistir (Clodoveo ve ark., 2014). 30 °C'de 45 dk’lik bir maruziyette yiiksek
POD enzim stabilitesi bulunurken, 40 °C 'de ise termal stabilitede %34.5'ik bir azalma
goriilmustir (Tzika ve ark., 2009). PPO enzim aktivitesi ise 8-25 °C sicakliklarda
artarken (Segovia-Bravo ve ark., 2009), yine zeytin g¢esitine gore 40 °C'de yiiksek bir
inaktivasyon saglanmistir (Taticchi ve ark., 2013).

Malaksiyon sirasinda zeytin hamurunun karistirilmasi ve 1sitilmasi (25-35 °C)
Su-yag emiilsiyonunun par¢alanmasina neden olur. Yag damlaciklarinin kati-sivi ve
stvi-s1vi ayrimi sirasinda sulu fazdan kolayca ayrilan daha biiylik damlaciklar olusur.
Ayrica bu islem, zeytinlerin kirilarak parcalanmasindan sonra bir¢ok dogal enzimatik
reaksiyonu kolaylastirir (Clodoveo ve ark., 2014). Malaksiyon siiresi, yogurma hizi,
sicaklik ve atmosfer bilesimi malaksiyon prosesinde kontrol edilmesi gereken
parametrelerdir (Clodoveo, 2012; Pastore ve ark., 2014; Reboredo-Rodriguez ve ark.,
2014). Sizma zeytinyagindaki fenollerin ve wugucu bilesiklerin korunmasi bu
parametrelere baghdir. Yogurma sirasinda, sicakligm 35 °C'ye ¢ikarilmasi, zeytin
meyvesinde bulunan PPO ve POD gibi enzimlerin aktivitesini kolaylastirmaktadir
(Taticchi ve ark., 2013). Biyoaktif bilesikler agisindan malaksiyon sicakligi optimize
edilerek zeytinyag: ekstrakte edilebilmektedir. Malaksiyon sicakliginin 27, 37 ve 47 °C
olarak belirlenen bir ¢alismada 27 ve 47 °C malaksiyon sicakliklarinda hidroksitirozol,
tirozol, pinoresinol, p-kumarik asit igeriklerinin azaldigi bulunmustur (Jolayemi ve ark.,
2016). Parenti ve ark., (2008) yiiksek fenolik igerikli sizma zeytinyagi elde etmek igin
optimum sicakligi 27 °C olarak tespit etmislerdir. Bununla birlikte, siirekli endiistriyel
tesislerde 27 °C'nin altindaki proses sicakliklarinda elde edilen sizma zeytinyagi ile ayni
tesislerde 35 °C'de elde edilen sizma zeytinyag1 benzer dzelliktedir (Boselli ve ark.,
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2009). Zeytinyagmin fiziksel, kimyasal ve duyusal ozellikleri lizerinde etkili olan,
kimyasal bilesimi ekstraksiyondan onemli seviyede etkilenir. Bu nedenle, zeytinyagi
ekstraksiyon prosesi, kalitenin analitik belirtegleridir. Sizma zeytinyagindaki hidrofilik
fenolik bilesikler, ¢esitli endojen zeytin enzimlerinin aktiviteleri ile iliskilidir. Yagdaki
konsantrasyonlar1 yag ekstraksiyonun kosullarindan 6nemli o6lgiide etkilenmektedir
(Servili ve ark., 2000, 2004). Sizma zeytinyaginin kalitesi ve fenolik profili ¢ok sayida
hasat dncesi ve sonrasi faktdrlerden etkilenebilmektedir. Sizma zeytinyaginda bulunan
ana hidrofilik fenolik bilesen igerigi, fenolik glikozitleri hidrolize eden enzimlerin
aktivitesiyle yakindan iliskilidir. PPO ve POD enzimleri fenolik bozunma ile iliskili
baglica enzimlerdir. PPO enzimi, koyu pigmentlere polimerize edilen oksijen ve
polifenolik substratlarin ve c¢ok sayida fenolik ve fenolik olmayan bilesigin
doniisiimiinii katalize eden, bakir i¢eren bir oksidorediiktazdir.

PPO enziminin termal stabilitess POD enziminden daha diisiiktiir. Zeytin POD
enzimi en yiiksek aktiviteyi 37 °C'de gosteritken, PPO enzimi yaklasik 50 °C'de
optimum aktivite sergilemistir. Bu, kullanilan sicakliga bagl olarak proses sirasinda
hamurdaki fenol konsantrasyonlarindaki degisimi kismen agiklayabilmektedir. Genel
olarak, sicakliktaki artis (25 °C'den 35 °C'ye) enzimatik oksidatif reaksiyonu (PPO)
azatarak hem toplam fenollerde hem de oleokantalda artisa neden olabilmektedir
(Taticchi ve ark., 2014). POD enzimi fenoller, aromatik aminler, aminofenoller,
diaminler, indofenoller, askorbat ve hatta birka¢ amino asit gibi ¢esitli organik ve
inorganik hidrojen vericilerin oksidasyonunu katalize etmekte ve ayrica oksidasyon ve
hidroksilasyon gibi diger reaksiyon tiirlerini katalize edebilmektedir (Laane ve ark.,
2003). PPO enzimi molekiiler oksijen varliginda iki farkli reaksiyonu katalize
etmektedir. Bunlardan ilki monohidroksifenollerin (p-kresol gibi) monofenol oksidaz ile
katalizlenen orto-difenollere hidroksilasyon reaksiyonu (EC 1.14.18.1; monofenolaz
veya kresolaz aktivitesi) (1), ikincisi orto-difenol oksidaz (EC 1.10.3.1; difenolaz veya
katekolaz aktivitesi) 1ile katalizlenen benzokinonlarin hidroksil gruplarindaki
hidrojenlerin  uzaklastirilmast  ile meydana gelen orto-dihidroksifenollerin

oksidasyonudur (I1).
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(1)
p-kresol 4-metil katekol

(1)
katekol o-benzokinon
PPO enziminin molekiiler oksijen varligindaki farkli reaksiyonlari

Orto-difenol oksidaz tarafindan olusturulan benzokinonlar, siilthidril bilesikleri,
aminler, amino asitler ve proteinlerle O, varliginda enzimatik olarak ¢ok reaktif
olduklart i¢in diger bircok bilesigin dnciisiidiir. Bu reaksiyonlarla bazi renkli bilesikler
(sar1, kirmizi, kahverengi veya siyah) olusabilmektedir (Ramirez ve ark., 2003).
Meyvelerin olgunlasmasi sirasinda biyotik faktorler ve abiyotik stres kosullarinin neden
oldugu hasarlara tepki olarak meydana gelen redoks reaksiyonlari tizerinde etkilidir
(Mayer, 1986). Kahverengi pigmentler halinde polimerize olan kinonlar1 PPO enzimi
katalize eder. Boylece, enzimatik esmerlesme renk degisiminin yani sira proteinler,
fenoller ve sekerlerin kinon kiimelesmesinden dolayr bir ¢ok olumsuz etki
gosterebilmektedir (Queiroz ve ark., 2008). Cesitli ¢alismalarda, olgunlagsma
asamasindaki esmerlesme orani orto-difenol igerigi ve PPO enzim aktivitesi ile iliskili
bulunmustur (Ebrahimzadeh ve ark., 2003; Ortega-Garcia ve ark., 2008). B-glukozidaz
ve esteraz enzimlerinin etkisinden dolay1 zeytin meyvesinde yer alan sekoiridoitinden
hidroksitirozol salinimi ile zeytinde esmerlesme meydana gelmektedir (Segovia-Bravo
ve ark., 2009).

Enzimatik esmerlesme sistemleri reaksiyon icin temel olan oksijen, bakir iyonu,
substrat, son {iriin veya enzim gibi bilesenleri hedef alarak PPO enzim aktivitesini
inhibe edecek birgok kimyasal ve fiziksel metotlar1 icermektedir (Queiroz ve ark.,
2008). Ayrica, polifenol sinifi sadece ana antioksidanlari degil, ayn1 zamanda dogal
PPO enzim inhibitorlerini de igermektedir (Loizzo ve ark., 2012). Organik asitler,
ortamdaki pH’y1 disiirerek ve/veya enzimi dogrudan inaktive ederek PPO enzimini
inhibe eder. Zeytin PPO ve POD enzim aktiviteleri inhibe edilerek, sizma zeytinyaginin

besinsel ve organoleptik kalitesinin artirilmast miimkiindiir. Kirma ve malaksiyon
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sirasinda PPO enzim inhibitori olarak tropolan ve POD enzim inhibitorii olarak sodyum
azid ilave edilerek, zeytinyagindaki fenolik bilesikler tizerindeki etkileri incelenmistir.
PPO enzimi kirma asamasinda fenolik oksidasyona, POD enzimi malaksiyon
asamasinda fenolik oksidasyona neden olmustur (Garcia-Rodriguez ve ark., 2015). Elde
edilen veriler, zeytinyaginin ekstraksiyonu sirasinda bu enzimler inhibe edilerek
zeytinyaginin besinsel ve organoleptik kalitesinin artirilmasinin miimkiin oldugunu
gostermektedir. Ayrica, malaksiyon sirasinda fenolik oksidasyon hizinda 6nemli bir
azalma oldugu dolayisiyla fenolik iceriginin arttigi belirlenmistir (Garcia-Rodriguez ve
ark., 2015). Geleneksel 1sitma, mikrodalga (Palma-Orozco ve ark., 2012; Zhou ve ark.,
2016) ve ohmik 1sitma (Makroo ve ark., 2017; Saxenave ark., 2017; Abedelmaksoud ve
ark., 2018) gibi termal islemlerin PPO enzim aktivitesinin kontroliinde etkili oldugu
belirtilmistir. PPO enzimi termal inaktivasyonu sicaklik ve zaman gibi kosullardan
etkilenir (Chow ve ark., 2011; Cheng ve ark., 2013; Lante ve ark., 2016). Ancak, 1s1l
islemin fenolikler gibi biyoaktif bilesikleri Onemli Olgiide azalttigi, son {iriinde
organoleptik ve besinsel 6zellikler iizerinde olumsuz bir etkisi oldugu bulunmustur
(Rawson ve ark., 2011). PPO enziminin aktivitesi 8-25 °C sicaklik araliginda artarken
sicakliktan bagimsiz olarak 3.0'm altindaki pH degerlerinde tamamen inhibe edilmistir
(Segovia-Bravo ve ark., 2009). 15 °C'de 7 giin depolanan zeytinlerde, PPO enzim
aktivitesi ilk 2 giin biiyiik oranda ve daha sonra kademeli olarak azalirken, POD enzim
aktivitesi tim depolama siiresi boyunca kademeli bir azalma gostermistir (Zullo ve ark.,
2014). Bir ay boyunca 4 °C'de depolanan zeytinlerin PPO enzim aktivitesindeki degisim
taze zeytinlerle ayni egilimi gosterirken, 20 °C'de depolanan zeytinlerin PPO enzim
aktivitesi 6nemli Ol¢lide daha yiliksek bulunmustur (Hbaieb ve ark., 2015). PPO
enziminin 20 °C'de stabilitesi yiiksektir. Zeytin gesitine bagl olarak 40 °C'de biiyiik
orandainaktive edilir (Taticchi ve ark., 2013).

Yapilan bir c¢alismada, zeytin meyveleri hasattan hemen sonra dondurarak
kurutulup kirilmis ve yagdaki fenolik bilesikler artan nem igerigine gore artip belli bir
seviyeden sonra az miktarda diisiis gostermistir. Su yag oraninin 3’den biiyiik olmasinin
fenoliklerin yaga gecisinde azalmaya neden oldugu vurgulanmistir (Cecchi ve ark.,
2019). Alt1 farkli Italyan gesiti zeytin kullamlarak (Frantoio, Ogliarola, Gentile,
Leccino, Moraiolo, San Felice) sogutma isleminin zeytin hamuru {izerine etkileri
degerlendirilmis ve Frantoio, Gentile, Leccino ve San Felice ¢esitlerinden ekstrakte
edilen natiirel sizma zeytinyaglarinin fenolik bilesiminde nemli artis tespit edilmistir

(Veneziani ve ark., 2018). Zeytinin olgunlasmasi sirasinda -glukozidaz ve POD enzim
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aktivitelerinde artig goriiliirken, ileri olgunlasma asamalarinda kiiciik bir azalma
gozlenmistir (Hbaieb ve ark., 2017). Picual ve Arbequina gesiti zeytinlerin -18 °C'de
dondurulmasiyla indiiklenen biyokimyasal degisiklikler ve elde edilen yaglarin fenolik
profilleri incelenmistir. Ana fenolik glikozit, oleuropein ve dimetil oleuropein igeriginin
dondurma islemi ile 6nemli derecede azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, dondurma
isleminin hasara sebep oldugu meyvelerde yliksek miktarda hidrolitik sekoiridoit
tiirevleri belirlenmistir (Garcia-Vico ve ark., 2017). Kirma isleminden sonra zeytin
hamuruna hizli bir sogutma islemi uygulanarak elde edilen zeytinyaglarinda yasal
parametrelerde herhangi bir degisiklik goriilmezken, fenolik bilesiklerin 6nemli oranda
arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, sogutma islemi ile natiirel sizma zeytinyaginin duyusal
ozellikleri lizerinde olumlu bir etkisi olan aldehitlerde de artig goriilmiistiir (Veneziani
veark., 2017).

Zeytin POD'u ve PPO enzimleri zeytin meyvesinde bulunan ana fenolik
glikozitleri in vitro olarak ve ayrica yagda bulunan sekoiridoit tiirevlerini
oksitleyebilecegi bilinmektedir. Bununla birlikte, zeytin hamurunun malaksiyonu
sirasinda katki maddelerinin inhibitor olarak kullanilarak POD, PPO ve B-glukozidaz
enzimleri iizerine etkisi ile ilgili yeterli bilgiye rastlanmamistir. Bu enzimlerin etkisinin
daha iyi anlasilmasi, sizma zeytinyaginin kalitesini iyilestirmek i¢in yeni yaklasimlarin
tasarlanmasina sebep olabilmektedir. Bu nedenle, bu galismanin amaci, OA, L-Sis,
askorbik ve MgCl; katkilarinin ilavesi ile zeytinyagi ekstraksiyonu sirasinda POD, PPO
ve B-glukozidaz enzim aktivitelerinin yani sira sizma zeytinyagmin fenolik bilesimi
tizerine etkisini degerlendirmektir. Katki maddelerinin etkileri tek basma ve

kombinasyon halinde incelenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1.Materyal

Calismada 2020-2021 yillar1 Aralik ay1 hasat donemine ait, olgunlagsma indeksi 6
olan, Gemlik ¢esiti zeytin Ornekleri Manisa ili Akhisar ilgesinde bulunan bir

zeytinlikten temin edilmistir. Calismada, kullanilan zeytinler Sekil 3.1°de gosterilmistir.

Sekil 3.1. Kirma hizi, sicaklik ve katki madde oranlarinin belirlenmesinde kullanilan zeytinler

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Analizlerde analitik saflikta kloroform, aseton, hekzan, potasyum hidroksit
(KOH), sodyum tiyosiilfat, potasyum iyodiir (KI) ve sodyum karbonat (Na,COg)
(Tekkim, Tiirkiye), glasiyel asetik asit, Folin Ciocalteu reaktifi, etanol, metanol, dietil
eter (Merck, Almanya), siklohekzan, fenolftalein, nisasta kullanilmustir. Inhibitér madde
olan OA (Merck, Almanya), askorbik asit (Mbhave, Malezya), L-sistein (Akcan kimya,
Tiirkiye) ve MgCl, (Carlo Erba, Fransa) yerel bir firmadan temin edilmistir. DL-a-
tokoferol asetat, rac-p-tokoferol, (+)-y- tokoferol, (+)-5- tokoferol, a-tokotrienol, B-
tokotrienol, y- tokotrienol and 6- tokotrienol (HPLC saflik derecesi >95.0%) Sigma
Chemical Co. (St. Louis, ABD)’den satin alinmustir.
3.3. Deneyseal Tasarim

Yiizey Yanit Metodolojisi (Response surface methodology, RSM), zeytin kirma
makinasi hizi, yogurma sicakligi ve katki madde oranlarinin PPO ve POD enzim

aktivitelerinin inhibisyonu tlizerindeki etkisini ortaya koymak i¢in kullanilmistir.
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3.4. Tez Cahismasinin Kapsami
Tez calismast 2 asamada gerceklestirilmigtir. Bu asamalar Cizelge 3.1°de
verilmistir.

Cizelge 3.1. Tez ¢aligmasinin iki agamali deneme plam

Asama Yapilan islemler Denemeler
1. Asama Kirma hizi ve malaksiyon sicaklifi agisindan en  Kirma hizi: 1000, 1500 ve 2000 rpm
o uygun parametrelerin belirlenmesi Malaksiyon sicaklig: 12, 24 ve 36 °C

Belirlenen optimum kirma hizi ve malaksiyon Katki oranlart: %0.5, 1, 2, 3, 4, 5

2.Asama sicakliginda katki maddelerininilaves

3.5. Kirma Hizlarimin Belirlenmesi

Kirma makinesine (Kocamaz, KT 17, Tiirkiye) konulan zeytinler hamur haline
getirilmistir. Kirma isleminde kullanilan kirma makinas1 Sekil 3.2°de gdsterilmistir. Bu
asamada literatiir verilerinden yararlanilarak 2200, 2900, 3600 rpm kirma hizlar1 ayr1
ayr1 kullanilmistir (Guerrini ve ark., 2017; Polari ve ark., 2018; Tamborrino ve ark.,
2020). Kirilan zeytinler ¢cok ezilmis bir formda oldugu i¢cin deneme desenindeki kirma
hizlar1 1000, 1500, 2000 rpm olarak degistirilmistir (Sekil 3.3). 2200, 2900, 3600 rpm
ve 1000, 1500, 2000 rpm hizlarinda kirma sonucunda elde edilen hamurlar sirasiyla

Sekil 3.4 ve Sekil 3.5’te verilmistir.

Sekil 3.2. Kirma igleminde kullanilan kirma makinasi
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Sekil 3.3. RSM’de belirlenen yanitlara gore zeytinyagi ekstraksiyonu

R R :
Sekil 3.5. Sirasiyla 1000, 1500, 2000 rpm hizlarinda kirm:

. - r

a sonucunda elde edilen hamurlar
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Zeytinyag1 ekstraksiyonu i¢in kirma hizi ve malaksiyon sicakligi acisindan
optimum kosullarin belirlenmesi i¢in kullanilan RSM’de, deneysel tasarim olarak
Merkezi Kompozit Tasarim sec¢ilmistir. Bagimsiz degiskenler sicaklik ve siiredir.
Bagimli degiskenler ise serbest yag asitligi, peroksit degeri, toplam fenolik madde
icerigi, PPO ve POD enzim aktivitesi degerleridir. Bagimsiz degiskenlerin degerleri

Simplex Lattice’de en diisiik, merkez ve en yiiksek olarak Cizelge 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.2. Bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve kodlanmamis degerleri

Faktor seviyeleri

Bagimsiz degiskenler En diisiik (-1) Merkez (0) En yiiksek (1)
Kirma hiz1 (Faktor 1) 1000 1500 2000
Sicaklik (Faktor 2) 12 24 36

3.6. Inhibitér Miktarmin Tespiti

OA, AA, L-sis ve MdCl; katki maddeleri zeytin hamuruna %0.5, 1, 2, 3, 4, 5
oranlarinda eklenerek denemeler yapilmistir.

Zeytinler 1500 rpm’de kirilarak belirtilen oranlarda katki maddelerin her biri
sirayla eklenilerek laboratuvar kosullarinda (15-18 °C) hamur yogurma makinesinde
(Hobart, Corporation, Troy, OH, ABD) 30 dk yogurulmustur. Yogurma isleminden
sonra zeytin hamurundan bir miktar 6rnek alinmistir. Elde edilen zeytin hamurunda
PPO ve POD enzim analizleri yapilmistir.

Bu denemeden yola ¢ikarak kullanilacak katki miktarlar1 belirlenerek ¢alismada
bu miktarlar kullanilmistir. Kullanilacak katki oran1 %0 — 2 araliginda RSM’de Simplex
Lattice deneysel tasarim kullanilarak belirlenmistir.

Zeytinyag1 ekstraksiyonu sirasinda kullanilan katki maddeleri ile PPO ve POD
enzim aktivitelerinin optimum inhibisyonu i¢in kullanilan katki madde miktarlarinin
belirlenmesi i¢in de RSM kullanilmigtir. Deneysel tasarimda degiskenler OA, L-sis, AA
ve MgCl,’diir Diisiik deger “0” yiiksek deger “2” olarak verilmistir.

3.7. Zeytinyag Uretimi

Zeytinler 6rnek alma yOntemine uygun olarak (agacin her tarafindan olacak
sekilde) yaklasik 40-50 kg olacak sekilde elle toplanmistir. Temin edilen zeytinler
hasattan sonra 1-2 giin igerisinde laboratuvara getirilmistir. Zeytinler, dal, yaprak gibi
yabanc1 maddelerden ayiklanarak temizlenmistir. Yaklasik 10-12 °C’deki sebeke suyu
ile yikandiktan sonra 1’er kg’lik numune partileri hazirlanmigtir. Zeytinler kirma
makinasinda ayr1 ayr1 1000, 1500, 2000 rpm hizlarinda kirma islemine tabi tutulmustur.

Zeytin hamur sicakligmin 12 °C’ye gelmesi igin 200 gr buz, 24 °C’ye gelmesi i¢in 200
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mL 35-36 °C’de su ve 36 °C’ye gelmesi igin 200 mL 90 °C’de su kullanilmistir.

Sicaklik degisimleri dijital termometre ile takip edilmistir. Cizelge 3.3’te RSM’de
belirlenen kirma hiz1 (1000, 1500, 2000 rpm) ve malaksiyon sicaklik (12, 24, 36 °C)

degerlerine gore zeytinyagi ekstraksiyon kosullar1 verilmistir. Malaksiyon asamasinda

ornek hamurun herbiri hamur yogurma makinesi ile 30 dk boyunca 12, 24, 36 °C

sicakliklarda yogurulmustur. Zeytinyag laboratuvar tipi santrifiij cihazinda (Awel
Industries, Centrifuge MF 20, Fransa) 6000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek elde

edilmistir. Elde edilen zeytinyaglar1 renkli cam siselere konulup, kapaklari azot gazi

altinda kapatilarak analize kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir. Uretilen zeytinyaglari

Sekil 3.6’da gosterilmistir. Analizler 3 tekerriir halinde ytiriitiilmiistiir.

Cizelge 3.3. RSM’de belirlenen kirma hizi ve malaksiyon sicakligi degerlerine gore ekstraksiyon

kosullar
Desen no Kirma hizi Sicakhik
1 1500 12
2 1000 24
3 1000 24
4 1000 36
5 1000 12
6 2000 24
7 2000 12
8 1500 36
9 2000 36
10 1000 12
11 1500 24
12 1500 24
13 2000 12

Sekil 3.6. RSM’de belirtilen kirma hizlar1 ve malaksiyon sicakligi degerlerinde ekstrakte edilen

zeytinyaglari
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Inhibitérlerin farkli oran ve kombinasyonlarda kullanimi verilmistir (Sekil 3.7).
Analizler i¢in ayrilan zeytin hamuru Ornekleri Sekil 3.8°de, zeytinyagi ornekleri ise

Sekil 3.9°da verilmistir. Sekil 3.10°da 6rneklerin elde edilisi gosterilmistir.

I}
Temizleme
I}

Kima (1000 rpm)

x\\_;\ 'Jf /L// Askorbik asit

Malaksiyon Askorbik asit + Sistein

Okszalik asit + Askorbik asit
o (26.6 °C. 30 dk)
Oksalik asit + Sistem A st
Oksalik asit+ M l
- = Sistein + MgCly

Santrifiy)

Oksalik asit + Askorbik asit + Sistein + MgCly (5000 rpm. 10 ko

Zeytin vag
+4 °C buzdolabi

Sekil 3.7. 1000 rpm, 26.6 °C’de PPO ve POD enzim katkilarinin tek tek ve kombinasyon halinde
zeytinyagi ekstraksiyonunda kullanilmasi

Sekil 3.8. Enzim analizleri i¢in ayrilan zeytin hamurlar1
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Santrifiij isleminden sonra elde edilen zeytinyag1 azot gazi altinda, koyu renkli
cam siselere konularak analizlere kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.9). Sekil

3.10°da deneme deseni verilmistir.

Sekil 3.9. Analizler i¢in kullanilan, siselenmis zeytinyaglari

Enzim inhibitérleri

Olksalik asit
Sistein
Acszkorbik asit

Oksalik asit + Askorbik asit
Oksalik asit+ Sistein
Oksalik asit + MgzCly

Acszkorbik asit + Sistein
Askorbik asit + MgCly
Sistein + MgCly

RSM

Oksalik asit+ Askorbil asit + Sistein + MgCl;

Sekil 3.10. Kirma hizi ve malaksiyon sicakli1 agisindan en uygun parametreler belirlendikten sonra katki
maddelerin ilave edilmesiyle zeytinyagi ekstraksiyonunun gergeklestirilmesi

RSM sonuglart ayrintili olarak Arastirma Sonuglart ve Tartisma (baslik 4)
kisminda verilmistir.

3.8. Zeytinyaginda Y apilan Analizler
3.8.1. Zeytinyag: veriminin belirlenmesi

Zeytinyag1 verimi, deneme deseninde yer alan her bir numune igin santrifiij
sonunda elde edilen zeytinyag: agirligt (Ay,p) ile baslangigta proseste kullanilan zeytin

agirhig1 (Azeyiin) arasindaki kg cinsinden oran olarak hesaplanmistir (Tamborrino ve ark.
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2017). Zeytinyagir verimi asagidaki esitlik kullanilarak yiizde (%) olarak ifade
edilmistir.

Verim = (Ayaz / Azeyin).100

Ay, €lde edilen yagin kiitlesi (kg) ve Azeyin proseste kullanilan zeytinin kiitlesi
(kg).

3.8.2. Renk analizi (L*, a*, b*)

Zeytinyaglarinin renk bir Minolta Chroma Meter CR-400 (Minolta, Osaka,
Japonya) kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Cihaz standart beyaz yiizeyli bir kalibrasyon
levhasina kars1 kalibre edilmis ve CIE Standard Illuminant C’ye gore ayarlanmigtir.
Zeytinyagt Ornekleri, 20 mL’lik cam beherlere alinarak, ortamdaki 1siktan
etkilenmemesi icin etrafi aliminyum folyo ile kaplanmistir. Renk degerleri cihazin
uygun basliginin behere dokundurulmasi ile her 6rnek i¢in en az ii¢ Slglim olacak
sekilde kaydedilmistir. L *, a * ve b * degerleri belirlenmistir (Morello ve ark., 2004).
L* 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda degismektedir. a* koordinati pozitif iken
kirmizilik, negatif iken yesillik derecesini ve b* koordinati pozitif iken sarilik, negatif
iken mavilik derecesini gostermektedir.

3.8.3. Serbest yag asitligi tayini

Yiizde serbest yag asitligi, Anonymous 1989 (AOCS Official Method Ca 5a-
40)’a gore yapilmistir. Yag ornekleri 250 mL’lik bir erlene yaklasik 2 gr tartilarak 25
mL %95°1ik etil alkol-dietil eter karisiminda (1:2 v/v) ¢ozilindiriilerek ¢oziicii ortamina
gecen serbest yag asitlerinin gecisi saglanmistir. Coziicii karisimi igerisine indikator
olarak 3-4 damla fenolftalein damlatilarak 0.01 N etanolli KOH ¢o6zeltisi ile renk
pembe oluncaya kadar (30 s bu renk kalmali) titre edilmistir. % serbest yag asitligi oleik
asit (Ma=282 gr/mol) cinsinden asagida verilen formiil kullanilarak hesaplanmigtir.

Serbest yag asitligi (%, oleik asit cinsinden) = (VxNx28.2)/M

N: KOH ¢o6zeltisinin normalitesi

V: Titrasyonda harcanan KOH ¢6zeltisinin mL’s1

M: Ornek miktari, gr 28.2: 282 (Oleik asidin molekiil agirligr) x 100/1000
3.8.4. Peroksit degeri tayini

Peroksit degeri, Anonymous 1989 (AOCS Official Method Cd8-53)’a gore
yapilmistir. Orneklerden yaklasik 1 gr 250 mL’lik erlenlere tartilmistir, iizerine 30 mL
asetik asit:kloroform (3:2 v/v) ilave edilerek kloroform ile yagin ¢oziinmesi asetik asit
ile reaksiyon ortamimin uygun hale getirilmesi saglanmistir. Sonra 1 mL doymus

potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi ilave edilerek, siirekli ve hizli bir sekilde 1 dk boyunca
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karistirllmis ve 5 dk boyunca karanlikta bekletilmistir. Daha sonra iizerine 75 mL
destile su ilave edilerek reaksiyon sonlandirilmistir. indikatér olarak nisasta
cozeltisinden 3-4 damla ilave edilerek, 0.01 N sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisi ile titre
edilmistir. Peroksit degeri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Peroksit degeri (meq Ox/kg yag) = [(V-B)xNx1000)]/M

V: Titrasyonda harcanan sodyum tiyostilfat ¢ozeltisinin mL’si

B: Kor (sahit) i¢in harcanan sodyum tiyostilfat ¢ézeltisinin mL’si

N: Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin normalitesi

M: Ornek miktar1, gr
3.8.5. UV ozgiil sogurma degeri tayini

Ozgiil sogurma degerleri analizi, AOCS Ch5-91’e gore yapilmistir (Anonymous,
1989). Konjuge dien (K232) degerinin hesaplanmasi i¢in yag o6rneginden yaklagik 1 gr
tartilarak hekzan ile 10 mL’ye tamamlanmistir. 232 nm dalga boyunda okumalar
yapilmis ve absorbans degerlerinin 0.2 ile 0.8 arasinda olmasina dikkat edilmistir. 0.2
absorbans degerinden diisiik bir absorbans gozlenmisse daha fazla 6rnek alinmasi, 0.8
absorbans degerinden fazla bir okuma yapilmigsa 6rnegin seyreltilmesi gerekmektedir.
K232 degerinin hesaplanmasi asagidaki formiile gore yapilmistir.

Kas=Exss/C.S

Burada; K23,=232 nm’de 6zgiil sogurma degeri,

E23,=232 nm’de okunan absorbans degeri,
c=Cozeltinin konsantrasyonu (g/100 mL),
s=Kiivetin kalinlig1 (cm) dur.

Konjuge trien (K27) degeri i¢in yag orneginden yaklasik 1 gr tartilarak hekzan
ile ¢oziilerek 10 mL’ye tamamlanmis ve 270 nm dalga boyunda absorbans degeri
okunmustir. 270 nm dalga boyu i¢cin K degeri hesaplanmistir. Ko7o degeri asagidaki
genel formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Ki=EMc.s

Burada; KA= A dalga boyunda 6zgiil sogurma degeri,

EX\= A dalga boyunda okunan absorbans degeri,
c=Cozeltinin konsantrasyonu (gr/100 mL),
s=Kiivetin kalinlig1 (cm) dir.
3.8.6. Toplam klor ofil ve karotenoid analizi
7.5 gr yag Orneginin 25 mL siklohekzan i¢inde c¢oziindiirilip cam

spektrofotometre kiivetlerine konularak absorpsiyon spektrumlari spektrofotometrede
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(Biochrom, LibraS22, Cambridge-ingiltere) klorofil i¢in 670 nm ve karotenoid igin 470
nm’de Ol¢iilmiistiir. Klorofil ve karotenoid igerikleri kg yagda sirasiyla mg feofitin a ve
lutein cinsinden ifade edilmistir (Minguez-Mosquera ve ark., 1991). Toplam klorofil ve

karatenoid pigmentinin miktar1 asagidaki formiillere gore ifade edilmistir.

. AgroX10°6
Klorofil (mg/kg) = —2>——

. AyrgX10°6
Karotenoid (mg/kg) = m

(A: Absorbans ve d: Kiivet kalinlig1)

3.8.7. Zeytinyagindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu

Zeytinyagindan fenolik madde ekstraksiyonunda, zeytinyagindan 10 gr alinip
tizerine 5 mL n-hekzan ve 10 mL metanol:su (h:h/70:30) ilave edilmistir. 2 dk vorteks
ile kanistirildiktan sonra 10 dk 3000 rpm'de santrifiijlenmistir. Santrifiij isleminden
sonra hidroalkolik faz (metanollii kisim) ayrilip kalan yag kismina tekrar 5 mL n-
hekzan ve 10 mL metanol:su ilave edilmistir. Daha sonra karisim tekrar 10 dk 3000
rpm'de santrifiijlenmistir (Pirisi ve ark., 2000; Bonoli ve ark., 2003). Son olarak, PTFE
membran filtrelerden (gdzenek boyutu 0.45 pm, Sigma-Aldrich, Milan, italya)
gecirilmistir.

Bu hazirlanan ekstrakt toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde,
antioksidan aktivite analizlerinde ve yliksek performans sivi kromotografisi (HPLC)
analizlerinde kullanilmistir.

3.8.8. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak
belirlenmistir (Yoo ve ark., 2004). 0.2 mL fenolik ekstraktlari {izerine, 4.8 mL saf su ve
0.5 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (1:3 seyreltilmis) ilave edildikten sonra 30 dk karanlikta
bekletilmistir. 1 mL %35’lik (w/v) Na,CO3 ve 3.5 mL saf su ilave edildikten sonra 2
saat karanlikta bekletilmistir. Toplam fenolik madde igerigi spektrofotometre
(Biochrom, LibraS22, Cambridge-ingiltere) ile 725 nm'de belirlenmistir (Caponio ve
ark. 2016; Difonzo ve ark., 2017). Toplam fenolik madde igerigi, gallik asit esdegerleri
(mg/kg) olarak ifade edilmistir.

3.8.9. Fenolik bilesenlerin HPLC yontemi ile belirlenmes
Agilent HPLC 1100, Software: PC running ChemStation (Agilent, ABD) cihazi

kullanilmistir. Cihazin ¢aligma kosullar soyledir:
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Enjeksiyon hacmi: 40 pL, Kolon: Inertsil ODS3 analitik kolon (GL Sciences,
Tokyo, Japonya) (Sum, 25cm>4.6mm i.¢), Hareketli faz: solvent A (%2 formik asit
iceren ultra saf su), solvent B (metanol), Akis hizi: 0.50 mL/dk., Dedektor:
DAD G1315A Diode Array Dedektor (280 nm: fenolik asitler ve sekoiridoitler, 320 nm:
flavonoaitler), Sicaklik: 40 °C.

Hareketli faz sistemi ile olusturulan gradient ¢alisma programi: siire (t):0.01 dk
A= %95 B=%5, t:3.00 dk A=%85 B=%15, t:13.00 dk A=%80 B=%20, t:25.00 dk
A=%75 B=%25, 1:35.00 dk A=%70 B=%30, t:40.00 dk A=%65 B=%35, t:45.00 dk
A=%60 B=%40, t:47.00 dk A=%55 B=%45, t:50.00 dk A=%53 B=%47, t:60.00 dk
A=%52 B=%48, 1:64.00 dk A=%50 B=%50, t:70.00 dk A=%50 B=%50, t:76.00 dk
A=%95 B=%5 seklindedir. Fenolik maddelerin tanisi, uygun konsantrasyon
araliklarinda analiz edilen standart maddelerin alikonma zamanlar: ve spektrumlariyla
kiyaslanarak yapilmistir. Standardi olmayan bilesenlerin  tamsinda ise literatiir
verilerindeki  alikonma zamanlari ve spektrumlardan  yararlamlmistir.  Ayrica
ekstraktlarin i¢erisine standartlar ilave edilerek tanimlama islemi desteklenmistir (Vinha
ve ark., 2005).

3.8.10. DPPH Serbest Radikal Tutucu Etkinin Belirlenmesi

DPPH radikal tutucu etki analizinde stabil serbest radikallere karsi zeytin
hamuru ve yagi antioksidanlarinin zamana ve doza bagl reaksiyon Kinetikleri
Olgtilmistiir (Roginsky ve Lissi, 2005). Yag ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari,
metanol:su (80:20, v/v) karisimiyla hazirlanmis, lizerlerine 0.ImM metanollii DPPH
(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) ilave edilmis ve 27°C’da 20dk beklenmistir. Orneklerin
absorbanslarindaki degisim 517nm’de spektrofotometrede okunmustur. Sonuglar DPPH
radikalinin baslangi¢ konsantrasyonunun % azalmasi tizerinden bildirilmistir.

3.8.11. B-karoten agartma yontemi ile antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Yag fenolik ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi, bir bilesigin, yiliksek
sicakliklarda (50 °C) oksijen varliginda emiilsiyon haline getirilmis bir sulu sistemdeki
B-karoten kaybini en aza indirme kabiliyeti ile 6l¢iildiigii B-karoten agartma yontemine
gore degerlendirilmistir. Bu analiz, linoleik asitin termal otoksidasyonuna ve bunun
sonucu olarak, agartmalarin1 belirleyen B-karoten molekiiliinden hidrojen atomlarini
temizleyebilen peroksil radikalinin olusumuna dayanmaktadir. B-karoten agartma,
absorbans azalmasi ile tespit edilmektedir ve ekstraktin antioksidan igerigi diisiik

oldugunda absorbans daha yiiksektir.

51



0.5 mg B-karoten tip Il (Sigma, St. Louis, MO) 1 mL kloroformda (J.T. Baker,
Mallinckrodt Baker, Milano, Italya) ¢oziilmiistiir. 25 pl linoleik asit (Sigma, St. Louis,
MO) ve 200 uL Tween 40 (Sigma, St. Louis, MO) igeren yuvarlak tabanli kii¢iik bir
siseye pipetlenmistir. Kloroform kuruyana kadar 40 °C'de bir vakum altinda
buharlastirilmasindan sonra, siseye, oksijen ile zenginlestirilmis 50 mL damitilmig su
ilave edilmis ve karisim, bir lipozom c¢ozeltisi olusturmak iizere c¢alkalanmistir. Bu
¢Ozeltinin 1.6 mL'si ve 40 mL fenolik ekstrakt alinarak absorbans hemen 470 nm'de
Olclilmiistiir. Karigim, 50 °C'de bir su banyosunda 120 dk boyunca inkiibe edilmistir.
120 dakika sonra absorbans tekrar ol¢tilmiistiir. B-karoten ¢ozeltisi (1.6 mL) ve metanol
¢ozeltisi (40 mL) (%70, v/v) iceren kontrol 6rneginde absorbans spektrofotometrede
(Biochrom, LibraS22, Cambridge-Ingiltere) 470 nm'de 0. ve 120. dk’larda okunmustur
(Ben Taarit ve ark., 2012). Antioksidan aktivite (%) olarak ifade edilmistir.

0 120
Ag—Ag

0 120
Ac—Ac

Antioksidan aktivite (%) = (1 — ) x 100

A ve A, 120 dk inkiibasyondan sonra sirasiyla numune ve kontroliin
absorbans degerleridir. A ve A%, sifir zamanda &lgiilen sirasiyla numune ve kontroliin
absorbans degerleridir.

3.8.12. Oksidatif stabilitenin ransimat metoduyla belirlenmesi

Cihaz kontrolii, sonu¢ degerlendirme ve veri yonetimi i¢in StabNet 1.0 adlh
yazilim kullanilmistir. Olgiimler i¢in belirlenen sicaklik 120 °C, 20 L/h gaz akis hizinda
3 gr zeytinyagi numunesi ve 60 mL ultra saf su ile dlgiim yapilmistir. Olgiimler 3
paralel olarak tamamlanmistir (Gorjanovi¢ ve ark., 2011; Anwar ve ark., 2013).

3.8.13. Toplam tokoferol ve tokotrienoliin belirlenmesi

Zeytinyagi numuneleri (0.5 +0.01 gr) santrifiij tiiplerine tartilarak 0.5 mL
hekzan igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Tiipler 3 dk ¢alkalanip ve numuneler enjeksiyondan
once 0.45 pm PTFE membran filtrelerinden siiziilmiistiir. Standart malzemelerin uygun
konsantrasyonlardaki stok ¢ozeltileri de hekzan igerisinde hazirlanmstir.

Analizler, Infinity II Floresan Detektoriine (FLD) bagli bir Agilent 1260 Serisi
HPLC distemi (Agilent Technologies Inc, Wilmington, ABD) iizerinde
gerceklestirilmistir. FLD, Aex=296 nm ve Aen=330 nm dalga boyuna ayarlanmistir.
Ayirmalar, Develosil C30 paslanmaz ¢elik kolon (250x4.6 mm, 5 um; Phenomenex
Inc., Torrance, ABD) iizerinde gergeklestirilmistir. Gradyan programinda solvent A
(metanol:su, 91:9, v/v) ve solvent B (metil tert-butil eter:metanol:su, 80:18:2, v/v/v)

karisimi, farkli akis hizlarn ve sicakliklar optimum ayirmalart gergeklestirmek icin
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kullanilmistir. Knecht ve ark., (2015) ve Arslan ve Janssen, (2018) tarafindan bildirilen
mobil faz ¢oziiciileri A ve B modifiye edilmis bir gradyan program ile kullanilmistir.
Eliisyon, asagidaki solvent A ve B gradyan programi kullanilarak gerceklestirilmistir:
0-20.5 dk %0 B, 20.5-25 dk %0-40 B, 25-36 dk %40 B, 36-46 dk %40-55 B, 46-48
dk %55-80 B, 48-51 dk %80 B, 51-53 dk %80-0 B, 53-63 dk %0 B. Akis hiz1 0.5
mL/dk ve sicaklik 10 °C olarak ayarlanmis ve sisteme 20 puL. numune enjekte edilmistir.
Sonuglar; alfa— (a—), beta— (B—), gama- (y-) ve sigma- (6-) tokoferol (T) ve tokotrienol
(TT) tiirlerinin tayini seklinde sunulmustur.
3.8.14. Duyusal analiz

Duyusal analiz i¢in renk, koku, tat, yesil yaprak, kesilmis ¢imen, baharat,
meyvemsi, acilik, yakicilik, biitiin hosluk, agizda biraktigi tat, temel kusur, zeytin
meyvesi, elma, badem, meyvemsi, yesil zeytin, yesil muz ve kuru meyve parametreleri
secilmistir. Bu parametrelerin segiminde Dias ve ark., (2016), Gargouri ve ark., (2015),
Puértolas ve de Maranon, (2015), Fernandes-Silva ve ark., (2013), Bubola ve ark.,
(2012), Stefanoudaki ve ark., (2011), Marx ve ark., (2021), Di Vaio ve ark., (2013),
Zago ve ark., (2019) ve Sanmartin ve ark., (2018) calismalarindan yararlanilmustir.
Zeytinyagl numunelerinin her birinden 15 gr alinmig ve yaglar oda sicakliinda
renklerinin goriinebilecegi, seffaf kaplara tartilmistir. Numuneler {i¢ haneli rakamlar ile
kodlandirilarak etiketlenmis ve servis edilmistir. Tadimcilar numuneleri duyusal
ozelliklerine gore profil kagidi kullanarak degerlendirmislerdir. Sonuglar profil
kagidindaki verilere gore 1: cok kotii ve 9: ¢ok iyi olacak sekilde 9 puanlik bir
puanlama skalas1 kullanilarak sayisal verilere doniistiirtilmiistiir. Her 6rnegi 10 panelist
tatmis ve baskin ozellikler i¢in ortalama deger alinmistir.
3.9. Zeytin Hamurunda Yapilan Analizler
3.9.1. Nem i¢erigi

Zeytin hamuru numunelerinden darasi alinmig bir tartim kabina yaklasik 5 gr
(my) tartilmig, 105 +£1 °C'deki etiivde sabit agirliga gelene kadar (4 saat) bekletilmistir.
Desikatorde sogutulduktan sonra son tartim alinmis (mp) ve asagidaki formiil
kullanilarak nem miktar1 hesaplanmistir (Nergiz ve Engez, 2000).

% nem=((m;-my)/m;)x100
3.9.2. Zeytin hamurundan fenolik ekstrakti hazirlama

Dondurularak kurutulmus zeytin hamuru (10 gr) bir behere tartilmistir.
Metanol:su (50:50, v/v; 50 mL) ilave edilerek ve 2 dk homojenize edilmistir. Karisim
stizlilerek yagi uzaklastirmak icin hekzan (3 x 50 mL) ile yikanmistir. Ekstrakt daha
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sonra 0.45 pm'lik siringa ucu filtreden gegirilmistir (McDonald ve ark., 2001; Vinha ve
ark., 2005).
3.9.3. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi

Yagda fenolik madde miktarinin belirlenmesi metodu (baslik 3.7.8) ile aym
metot kullanilmistir.
3.9.4. Fenolik bilesenlerin HPL.C’de belirlenmesi

Yagda fenolik bilesenlerin HPLC’de belirlenmesi metodu (basglik 3.7.9) ile aym
metot kullanilmastir.
3.9.5. DPPH Serbest Radikal Tutucu Etkinin Belirlenmesi

Yagda DPPH serbest radikal tutucu etkilerinin belirlenmesi metodu (baslik
3.7.10) ile ayn1 metot kullanilmigtir.
3.9.6. p-karoten agartma yontemi ile antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Yagda p-karoten agartma yontemi ile antioksidan aktivitenin belirlenmes
metodu (baslik 3.7.11) ile ayn1 metot kullanilmistir.
3.9.7. POD enzim aktivitesi

POD enziminin aktivitesinin belirlenmesinde Arogba ve ark., (1998)’in
calismasinda kullandigr metot modifiye edilerek kullanilmistir. 10 g zeytin hamuru 15
mL fosfat tamponu (0.1 M, pH 6) icerisinde homojenizatér (WiseTis, HG-15D, Korea)
kullanilarak 3 dk homojenize edilmistir. Homojenat fosfat tamponu ile 25 mL’ye
tamamlandiktan sonra filtre kagidi ile siiziilerek 10 dk 10000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Elde edilen siipernatant ham enzim ekstrakti olarak kullanilmistir. Daha
sonra kiivete 1.5 mL ABTS (2,2'-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
diammonium salt) 1 mM), 0.02 mL Hidrojen peroksit (H20,) (1:60), 1.3 mL fosfat
tamponu ve 0.1 mL 6rnek ekstrakti eklenmistir. 420 nm'de 5 dk boyunca 15 s’de bir
olmak iizere absorbans degerleri kaydedilmistir. Enzim aktivitesi POD enzim aktivites
olarak hesaplanmistir (Shindler ve Bardsley, 1975).

A=EXxbxc c¢c=A/Exb V=cXDs

A=Absorbans (5 dk sonunda okunan deger)

b=Is181n gectigi mesafe (1 cm)

c=Konsantrasyon (um/mL)

E=Ekstinksiyon katsayis1 (5000 M™*xcm™)

Di=Seyreltme katsayisi

V=Reaksiyon hiz1 (umx>dk/mL)
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3.9.8. PPO enzim aktivites

PPO enziminin aktivitesi Ponting ve Joslyn (1948) metoduna gore
spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Zeytin hamuru enzimatik ekstraktlarindan
PPO enzim aktivitesini belirlemek i¢in substrat olarak katesol kullanilmistir. Aktivite
Ol¢timii i¢in bir kiivete 1 mL 0.05 M fosfat tamponu, 1.5 mL 0.02 M substrat ¢ozeltisi
ve son olarak 0.1 mL enzim ekstrakt1 ilave edilmistir. Sonra 420 nm’de absorbanstaki
degisiklikler 3 dk boyunca okunmustur. Enzim aktivitesi, 1 Enzim Unitesi (EU)
reaksiyonun olustugu kiivette 3 dk sonunda meydana gelen 0,001°lik artis olarak
tanimlanmistir. Aktivite birimi olarak “0.1 mL enzim ¢ozeltisi basina 3 dk'da

absorbansta meydana gelen 0,001 birimlik degisme” kullanilmistir.

Aktivite — = —= s 1 o Herk x s
Ve AL = 0,001 He = ¢F

E=Reaksiyon karisimindaki aktiviteden kaynaklanan absorbans degisiminin
siireye karsi islenmesiyle elde edilmis olan absorbans siire egrisinin baslangicindaki
dogrusal kisminin egimi (Aabs/dk)

0.001=Abs/dk degerinin iiniteye ¢evrilmesii¢in kullanilan sabit bir deger

He=Enzim ekstraktinin, reaksiyon karigimi igerisindeki hacmi (mL)

Hrk=Reaksiyon karigiminin toplam hacmi (mL)

Sf=Seyreltme faktorii
3.9.9. p-glukozidaz enzim aktivites

Zeytin hamuru B-glukozidaz enzim aktivitesi spektrofotometrik yontemle tayin
edilmistir (Li ve ark., 2005). 100 mg zeytin hamuru {izerine 0.05 M 1.5 mL sitrat
tamponu konularak 5000 rpm'de 3 dk santrifiij edilmistir. Elde edilen slipernatant enzim
ekstraktt olarak kullamilmistir. Spektrofotometrik aktivite tayini 4-Nitrophenyl B-D-
glucopyranoside (pNPG) substrati varliginda 420 nm’de gerceklestirilmistir.
Spektrofotometrik aktivite tayini i¢in 200 pl substrat ¢ozeltisi tizerine 200 pL enzim
ekstrakt: ilave edilmistir. Karigim 40°C’de 2.5 saat inkiibe edildikten sonra reaksiyonu
durdurmak igin reaksiyon karisimina 2 mL 0.25 M’lik Na,COj3 ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Kontrol tiipii ise ayn1 sekilde hazirlanan ¢ozeltiye, enzim ekstrakti yerine ayn1 miktarda
tampon ¢ozelti ilave edilmesiyle hazirlanmistir. Bir birim B-glukozidaz enzimi, pH

7.0'de dakikada 1.0 umol substratin hidrolizini katalize eden enzim miktaridir.

(A420)5on—(A420) 11
(A420)kaiibrasyon—(A420)sy

B — glukozidazaktivitesi(linite /gr) = x 250
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(A405)kaibrasyon ¢Ozeltisi = 2.5 saatteki kalibrasyon ¢ozeltisinin absorbans degeri

(A405)g, = 2.5 saaaatteki suyun absorbans degeri
3.9.10. istatistiksel analiz

Deneme deseninin olusturulmasi, optimizasyon islemleri, istatistiksel analizler
ve RSM grafiklerinin olusturulmasi istenen optimum kosula dayali istatistiksel yazilim
(Design Expert 10.0.1.0, deneme siirimii, StatEase, Inc., ABD) tarafindan
belirlenmistir. Olusturulan modellerin analizler sonucu elde edilen verileri ne derecede
karsiladigini tespit etmek icin, varyans analizi (ANOVA) yapilmustir. Onerilen modele
ait regresyon Kkatsayisi (R%), uyarlanan regresyon katsayisi (Adjusted R?) degerleri
hesaplanmigtir. Onerilen modele ait P<0.05 ve model uyumsuzlugu (Lack of fit)

P>0.05 oldugu durumlarda model yeterli bulunmustur.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA
4.1 Kirma Hizlarinin Belirlenmesi

Ik olarak, zeytinyagi iiretiminde kirma hizi (1000, 1500, 2000 rpm) ve
malaksiyon  sicakhign (12, 24, 36 °C) parametrelerinin  optimizasyonu
gerceklestirilmistir.

Kirma hizt ve sicaklik parametrelerinin optimum diizeylerini belirlemek tizere
RSM kullanilarak bir deneme deseni olusturulmustur. Zeytinyaglarinda serbest yag
asitligi (% oleik asit), peroksit degeri (meq Oy/kg yag) ve toplam fenolik madde (mg
GEA/kQ) andlizi, zeytin hamurlarinda ise PPO (U/mg) ve POD (U/mg) enzim aktivite
analizleri yapildiktan sonra optimizasyon gerceklestirilmistir. Cizelge 4.1°de elde edilen
zeytinyaglar1 ve hamurlarinda yapilan analiz sonuglar verilmistir. Elde edilen verilere
gore peroksit degeri ve toplam fenolik madde agisindan modelleme sonucunda en uygun
kirma hizi 1000 rpm ve sicaklik 26.6 °C olarak belirlenmistir. Cizelge 4.2°de ise
RSM’de tespit edilen kirma hizi ve malaksiyon sicakliginin cevap olarak gosterimi

verilmistir.

Cizelge 4.1. Zeytinyag1 ve hamurlarinda yapilan analiz sonuglarinin RSM’de gosterimi

Cevap degerleri
Peroksit
Serbest yag degeri Toplam fenolik  POD enzim  PPO enzim
A:Kirma  B:Sicakhk  asitligi (% (meq madde (mg aktivites aktivites
Desen iz (rpm) (°C) oleik asit) Q.,/kg) GEA/gr) (U/mg) (U/mg)
1 1500 12 1.04 10.37 0.320 0.60 3.0
2 1000 24 0.85 10.71 0.313 0.30 0.9
3 1000 24 0.62 9.95 0.330 0.60 12
4 1000 36 1.00 6.56 0.255 0.21 0.3
5 1000 12 1.05 9.93 0.361 0.30 0.6
6 2000 24 1.10 12.07 0.434 021 0.6
7 2000 12 0.73 10.32 0.421 0.30 0.9
8 1500 36 1.06 9.93 0.239 0.24 0.3
9 2000 36 0.67 10.69 0.269 0.15 0.6
10 1000 12 0.42 12.26 0.367 0.18 0.6
11 1500 24 0.50 11.95 0.332 0.30 0.9
12 1500 24 0.67 10.36 0.358 0.30 0.6
13 2000 12 0.62 9.16 0.452 0.21 1.2
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Cizelge 4.2. RSM’de belirlenen kirma hizi ve yogurma sicakliginin cevap olarak gosterimi

Serbest Toplam
yag Peroksit fenolik POD PPO
Kirma asitligi degeri madde enzim enzim
hiz1 Sicakik (% oleik (meq (mg aktivitesi aktivites
Desen (rpm) (°C) asit) 0a/kg) GEA/gr) (U/mg) (Uimg) __ Desirability
1 1000.000 26.583 0.758 9.194 0.342 0.347 0.782 0532 Selected
2 1000.001 26.571 0.758 9.197 0.342 0.347 0.782 0532
3 1000.001 26.855 0.764 9.138 0.340 0.345 0.769 0532
4 1000.002 27.128 0.770 9.081 0.338 0.343 0.757 0.531
5 1000.001 25921 0.744 9.331 0.346 0.351 0.812 0531
6 2000.000 12.146 0.927 10.615 0.413 0.333 1443 0.508
7 1999.998 12.059 0.927 10.611 0.413 0.334 1.447 0.508
8 1999.999 12.292 0.926 10.622 0.414 0.332 1437 0.508
9 2000.000 12.423 0.925 10.628 0.415 0.331 1431 0.508
10 2000.000 16.800 0.900 10.831 0.427 0.302 1.230 0.492

Sekil 4.1. RSM sonucunda kirma hizi ve malaksiyon sicakligi agisindan elde edilen cevap

Sekil 4.1’de RSM sonucunda kirma hizi ve malaksiyon sicaklig1 agisindan elde
edilen cevaplar verilmistir. Sekil 4.1-1 ve Sekil 4.1-2’de kirmiz1 ile gosterilen veriler
RSM’deki faktorlerdir. Sekil 4.1-3, Sekil 4.1-6 ve Sekil 4.1-7°de diiz ¢izgi (gri renkli)
seklinde gosterilen tablolar yapilan analizlerin kirma hizi ve malaksiyon sicakligi
acisindan bir etki gdstermedigini belirtmektedir. Sekil 4.1-4 ve Sekil 4.1-5’te egimli
(mavi renkli) olarak gosterilen tablolar ise bu verilere gore modelleme yapilabildigini

gostermektedir.
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4.2. inhibitér Miktarinin Tespiti

Zeytinyag liretiminde malaksiyon sirasinda kullanilan katki madde (OA, L-sis,
AA ve MgCl,) ve oranlarinin (%0.5, 1, 2, 3, 4, 5) optimizasyonu gergeklestirilmistir.

OA, AA, L-sis ve MgCl; katki maddeleri zeytin hamuruna %0.5, 1, 2, 3, 4, 5
oranlarinda eklendiginde OA ve L-SIS zeytin hamuruna gozle goriiliir derecede renk
verirken diger katki maddelerin eklenmesiyle fark edilir bir renk degisimi olmamustir.
Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4 ve Sekil 4.5’te farkli oranlarda katki maddesi ilaves
sonucunda zeytin hamurunda meydana gelen renk degisimleri gosterilmistir.

Zeytinler kiriip malakse edildikten sonra hamurda PPO ve POD enzim
analizleri yapilmis ve enzimlerin diisiik aktivite gosterdikleri oranlar Cizelge 4.3’te
gosterilmistir.

Tespit edilen bu optimum ekstraksiyon kosullarina gore zeytinyagi
ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. 1000 rpm ve 26.6 °C’de ekstrakte edilen
zeytinyaglarina malaksiyon asamasinda OA, L-sis, AA ve MgCl, katki maddeleri ilave
edilmistir. Inhibitorler konsantrasyonlar1 Cizelge 4.3’te belirtilen oranlarda ilave
edilerek hamur yogurma makinesinde 30 dk yogurulmustur. Malaksiyon sonrasinda
enzim analizlerinde kullanilmak iizere bir miktar zeytin hamuru ayrilmig ve anaize
kadar -18 °C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir. Kullanilan inhibitor oran1 %2’dir.
Bu inhibitor etkili maddeler tek tek ve kombinasyon halinde malaksiyon asamasinda
ilave edilmistir. Inhibitrler kombinasyon halinde kullanildiklarinda ise inhibitor

miktarlari toplam1 %2 olacak sekilde ayarlanmistir (Cizelge 4.4).
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% 4 Oksalik asit

Sekil 4.2. Farkli oranlarda OA ilave edilen zeytin hamuru

% 5 Oksalik asit
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% 0.5 L-sise;in % 1 L-sistein

N “§

: \l‘ {"..ﬁ, . 5 . 2 o
% 4 L-sistein % 5 L-sistein

Sekil 4.3. Farkli oranlarda L-sistein ilave edilen zeytin hamuru
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% 2 Askorbik asit
Sons -

% 4 Askorbik asit

Sekil 4.4. Farkli oranlarda AA ilave edilen zeytin hamuru

"n K"' ’ r

% 1 Askorbik asit

v

-~

% 5 Askorbik asit
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% 4 MgCl,

Sekil 4.5. Farkli oranlarda MgCl, ilave edilen zeytin hamuru
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Cizelge 4.3. Zeytin hamurlarindaki PPO ve POD enzim aktivite analizi sonuglari

PPO enzim POD enzim
inhibitorler Inhibitor oranlari (%) aktivites (U/mg)  aktivitesi (U/mg)
~ 0.5 0.90 0.43
7 1 0.10 0.63
x 2 0.20 0.63
3 3 0.20 0.31
o 4 0.20 0.69

5 0.10 0.81

05 0.10 0.63

c 1 0.40 0.71
3 2 0.07 0.51
D 3 0.08 0.69
- 4 0.40 0.70
5 0.50 0.63

= 0.5 0.60 2.04
2 1 0.80 0.35
= 2 0.60 0.52
5 3 0.20 0.52
% 4 0.42 0.68
o 5 0.70 0.54
05 1.00 0.41

\ 1 0.80 0.26

3 2 5.00 0.54
S 3 0.90 0.29
4 0.90 0.42

5 0.90 0.42

Cizelge 4.3deki verilerden yola ¢ikarak zeytinyagi ekstraksiyonunda kullanilan
katki madde miktarlar1 belirlenmistir. Kullanilan katki oran1 %0 — 2 araliginda RSM’de
belirlenerek Cizelge 4.4’te gosterildigi gibi tespit edilmistir.

RSM programinda deneysel tasarim olarak Simplex Lattice secilmistir.
Degiskenler, OA, L-sis, AA ve MgCl,’dir, Diisiikk deger “0” yiiksek deger “2” olarak
verilmistir. Belirlenen kirma hizi ve sicaklik degerlerine gore zeytinyagi iiretiminden
once deneme deseni olusturulmustur. Design-Expert 10.0.1.0 yazilimi kullanilarak
hazirlanan deneme desenindeki katki maddeler zeytin hamuruna eklenerek iiretim

gergeklestirilmistir.
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Cizelge 4.4. RSM’de belirlenen ve kullanilan katkilarin miktarlari (%)

Desen no Oksalik asit L-sistein Askorbik asit MgCl,
1 1.25 0.25 0.25 0.25
2 1 1 0 0
3 0 0 0 2
4 0 2 0 0
5 1 0 0 1
6 0.25 0.25 1.25 0.25
7 0 0 2 0
8 0.25 1.25 0.25 0.25
9 2 0 0 0
10 0 0 2 0
11 0.25 0.25 0.25 1.25
12 2 0 0 0
13 0 1 0 1
14 0 0 1 1
15 0 0 0 2
16 0.5 0.5 0.5 0.5
17 0 1 1 0
18 1 0 1 0
19 0 2 0 0
20 1 1 0 0

4.3. Enzim Inhibitorlerinin Zeytinyaginin Biyokimyasal Ozellikleri Uzerine
Etkileri

Zeytinyag1 ekstraksiyonu sirasinda PPO ve POD enzimlerinin inhibisyonunda
kullanilan katki maddeler ile RSM’de 20 0Ornek belirlenmistir. Tez c¢alismasi
kapsaminda her bir formiilasyon i¢in analiz edilen tiim parametrelerin sonuclar1 Cizelge
4.5 ve Cizelge 4.6’ da sunulmustur.

Inhibitér madde ilave edilerek elde edilen zeytinyaglarmmn B1A + BB + BsC +
B12AB + B13AC + B2sBC... seklinde bir esitligi bulunmaktadir.

Bu esitlikte;

A: Oksdik asit (OA), B: L-sistein (L-sis), C: Askorbik asit (AA), D:

MgCl,’dir.
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Cizelge 4.5. Karisim desenine gore katki maddesi ilavesiyle iiretilen zeytinyaglarinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Analiz edilen parametreler

Serbest yag Toolam Toolam Per oksit Oksidatif Toplam p-karoten
Formiilasyonlar Verim asitligi plan plam degeri I . " " fenolik DPPH (% agartma
%) (% oleik klorofil karotenoid (meg K232 K270 stabilite L a b madde (mg inhibisyon) %
asit) (mgkg) — (MIKG) g yag) (saat) GAE/KQ) inbisyon)
%1.250A +%0.25 L-sis+ "
%0.25 AA +%0.25 MgCl, 17.76 0.73 7.71 4.20 3.12 137 0.017 10.95 61.97 -7.97 41.82 1332.93 43.48 9.85
%10A +%1L-sis 19.46 0.85 14.48 6.22 3.64 185 0.022 7.28 65.49 -7.44 36.25 803.47 2711 8.92
%2 MgCl, 18.15 0.79 10.13 5.94 6.47 219  0.019 3.10 64.41 -6.55 26.31 535.51 24.04 11.47
%2L-sis 17.37 0.79 11.06 5.39 4.36 205 0.024 5.88 66.01 -6.27 35.89 1903.55 84.93 9.22
%1 0OA +%1MgCl, 19.12 0.83 14.10 6.54 4.88 128 0.016 11.12 70.26 -8.50 36.25 1701.78 32.74 10.23
%0.25 OA + %0.25 L-sis +
%1.25 AA +%0.25 MgCl» 20.07 0.83 14.64 6.53 5.05 185 0.022 10.02 67.80 -7.13 32.32 1778.45 36.59 14.58
%2AA 17.17 0.86 11.44 5.87 4.05 147  0.026 13.83 65.06 -6.51 24.42 1042.37 38.00 13.69
%025 0A +%1.25L-sis+
%0.25 AA + %0.25 MgCl 20.05 0.72 6.76 4.73 6.56 195 0.023 5.48 66.71 -6.84 3214 748.59 29.93 12.18
%2 OA 19.77 0.89 12.66 5.69 4.83 161 0.020 12.08 64.41 -7.34 34.70 1877.72 65.15 9.39
%2AA 16.13 0.88 10.16 5.94 3.91 151 0.026 13.55 66.43 -6.27 25.91 1072.24 39.33 13.59
%0.25 OA +%0.25 L-sis +
9%0.25 AA +%1.25 MgCl, 19.66 0.64 11.00 6.49 3.04 160 0.019 4.16 67.18 -6.46 28.32 1320.82 35.26 8.41
%2 OA 20.13 0.91 14.26 6.37 437 1.65 0.020 13.23 66.28 -7.36 35.50 1809.93 61.89 9.19
%1L-sis+%1MgCl, 17.46 0.59 13.66 6.95 4.45 1.80 0.022 3.20 64.81 -6.71 33.20 759.89 33.30 10.62
%1AA +%1MgCl, 18.95 0.79 9.26 5.85 3.55 1.60 0.021 9.73 59.77 -6.75 38.61 1918.89 90.19 11.95
%2 MgCl, 17.49 0.77 9.78 5.63 6.85 215  0.020 2.78 62.52 -7.55 24.65 537.13 25.33 11.69
%0.50A +%0.5L-ss+
%05 AA +%0.5 MgCl, 21.07 0.56 9.75 5.92 4.49 176  0.021 6.82 68.72 -7.84 34.68 1215.90 35.15 7.70
%1L-sis+%1AA 21.94 0.79 14.53 6.56 3.61 198 0.024 6.53 67.15 -7.97 39.07 901.13 30.93 1164
%10A +%1AA 16.74 0.80 10.30 3.96 340 173  0.020 12.82 64.31 -7.99 39.85 1886.60 64.30 11.16
%2L-sis 17.28 0.76 10.05 5.55 4.49 204 0.024 4.86 64.09 -6.19 36.43 1894.67 80.48 8.31
%10A +%1L-sis 20.59 0.88 14.91 6.34 3.90 186 0.022 8.22 66.76 -7.05 31.48 801.86 29.78 8.98

Inhibitorlerin kisaltmalar1: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA seklindedir.
*Degerler ortalama olarak verildi.
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Cizelge 4.6. Karisim desenine gore katki maddesi ilavesiyle iiretilen zeytin hamurlarinin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri

Analiz Edilen Parametreler

POD enzim PPO enzim
Toplam fenolik B-karoten aktivite aktivite B-glukozidaz
Nem icerigi madde (mg DPPH (% agartma (% degisimi degisimi enzim aktivite
Formiilasyonlar (%) GAE/kg) inhibisyon) inbisyon) (U/g) (U/g) degisimi (U/g)
%1.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 M gCl, 43.51* 1153.75 72.85 33.14 24.36 46.92 205.22
%10A +%1L-sis 40.46 1286.12 68.70 32.94 5.26 47.69 189.11
%2 MgCl, 50.11 975.38 5841 41.74 70.51 76.92 154.00
%2L-sis 39.47 1424.13 78.00 38.38 7.69 53.85 181.00
%1 OA + %1 MgCl, 42.04 788.14 34.33 37.02 19.23 38.46 203.56
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 42.73 1545.20 75.59 37.59 12.82 39.23 200.11
%2 AA 4452 2039.95 83.63 42.61 33.33 36.15 165.00
%0.25 OA + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 45.49 1633.98 76.63 41.77 7.69 61.54 218.11
%2 OA 40.14 1380.55 63.30 37.20 19.23 33.08 210.22
%2AA 44.21 2064.16 80.15 42.48 32.05 33.85 166.67
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, 44.36 1168.28 70.37 44.15 15.38 46.15 214.00
%2 OA 41.37 1341.81 68.22 38.18 17.95 37.69 210.33
%1L-sis+%1MgCl, 51.87 1224.78 64.85 41.10 20.51 38.46 201.78
%1 AA +%1MgCl, 39.40 1423.33 57.78 42.55 14.10 46.15 190.56
%2 MgCl, 50.06 976.19 60.85 40.52 69.23 77.69 154.33
%0.5 OA + %0.5 L-sis+ %0.5 AA + %0.5MgCl, 44.66 1671.11 71.19 36.87 1154 38.46 184.00
%1L-sis+%1AA 44.82 1914.04 78.81 39.84 8.97 53.85 173.44
%1 O0A + %1 AA 41.71 1911.62 76.37 35.51 19.23 46.15 171.22
%2L-sis 41.23 1494.35 80.04 39.33 7.82 54.62 177.00
%1 0A +%1L-sSis 41.83 1244.15 70.22 30.58 5.90 46.15 192.33

Inhibitorlerin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA seklindedir.
*Degerler ortalama olarak verildi.
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Analiz edilen modeller kuadratik, 6zel kiibik ve dogrusal olarak modellenirken

modellenemeyen analizler de bulunmaktadir. Analiz edilen parametreler, uygun olarak

secilen modeller, istatistiksel agidan 6nemli P-degeri, istatistiksel agidan 6nemsiz uyum

eksikligi (lack of fit), regresyon esitliginin deneysel verilere uyumluluk diizeyini

gdsteren regresyon katsayilar (R?) ve diizeltilmis regresyon katsayilar Cizelge 4.7°de

ve bu modellerin regresyon esitligine ait katsayilart Cizelge 4.8 ve Cizelge 4.9’da

verilmistir.

Cizelge 4.7. Karisim deseni ile analiz edilen cevaplar i¢in se¢ilen modeller ve istatistiksel analiz sonuglari

. . Uygun P- Uyum 2 2
Analiz edilen parametreler model degieri _eksikligi R Uyarlanan R
Verim Kuadratik 0.0004  0.1058  0.8144 0.7288
Serbest yag asitligi k?lii <0.0001 0.0445 0.9221 0.8862
. Ozel
Toplam klor ofil b <00042 01135  0.9585 0.8686
Toplam kar otenoid lglzbfll( 0.0036  0.1220  0.9399 0.8369
Peroksit degeri 1%1 <0.0001 05316 09890 09651
K 222 Kuadratik 00002  0.3012  0.8975 0.8230
K 270 Kuadratik <0.0001  0.0265 0.9573 0.9376
Oksidatif stabilite 181@1 <0.0001 09332 0.9936 0.9799
L* Higbir modelle ifade edilemedi
a* Kuadratik 0.0013  0.3632  0.7748 0.6709
b* Ozel 0001 02042 09022 08312
kiibik
Zeytinyaginda toplam fenolik madde ore <00001 02486 09992 0.9976
Zeytinyaginda DPPH lgliil( <0.0001 0.0152 0.9912 0.9720
Zeytinyaginda B-karoten agartma Dogrusal  0.0014 0.0010 0.6124 0.5397
Nem icerigi Kuadratik <0.0001 0.1834 0.9534 0.9115
Zeytin hamurunda toplam fenolik Dogrusal <0.000L 00004 08367  0.8061
madde
Zeytin hamurunda DPPH k?lﬁll( <0.0001 0.1169 0.9513 0.9159
Zeytin hamurunda p-karoten agartma k?lii <0.0001 0.1615 0.9371 0.8805
POD enzim aktivite degisimi k?lﬁll( <0.0001 08738 0999  0.9988
PPO enzim aktivite degisimi Kuadratik 00002  0.0015  0.7898 0.7147
B-glukozidaz enzim aktivite degisimi Kuadratik  0.0029 <0.0001 0.6922 0.5823
o- tokoferol Ozel 0.0017 0.0781 0.8066 0.6937
kiibik
B- tokoferol Ozel 00033 0.6668 0.7365 0.6149
kiibik
y- tokoferol Ozel 4007 07541 08768  0.7660
kiibik
&- tokoferol Higbir modelle ifade edilemedi
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Toplam tokoferol
a- tokotrienol

B- tokotrienal

y- tokotrienol

8- t tokotrienal
Hidroksitirozol ((3,4-DHPEA)
zeytinyagi)

Tirozol ((p-HPEA) zeytinyagr)
Kafeik asit (zeytinyagi)

Homovanillik asit (zeytinyagr)

Vanillin (zeytinyag)
3,4-DHPEA-AC (zeytinyagy)

Oleasein (3,4-DHPEA-EDA) zeytinyag)

Oleokantal ((p-HPEA-EDA) zeytinyagi)
Ligstrosit aglikon ((p-HPEA-EA)

zeytinyagi)

Oleuropein aglikon ((3,4-DHPEA-EA)

zeytinyagl)
Apigenin (zeytinyagy)
Luteolin (zeytinyag)

Hidroksitirozol ((3,4-DHPEA) zeytin

hamuru)

Tirozol ((p-HPEA) zeytin hamuru)

Vanillik asit (zeytin hamuru)

Vanillin (zeytin hamur u)
Verbaskozit (zeytin hamuru)

Rutin (zeytin hamuru)

Oleuropein (zeytin hamuru)

Luteolin (zeytin hamuru)
Apigennin (zeytin hamuru)

Ozel
kiibik
Kuadratik
Ozel
kiibik
Ozel
kiibik
Kuadratik
Ozel
kiibik
Kuadratik
Kuadratik
Ozel
kiibik
Ozel
kiibik
Dogrusal
Ozel
kiibik
Ozel
kiibik
Kuadratik

Ozel
kiibik
Dogrusal
Kuadratik
Ozel
kiibik
Ozel
kiibik
Ozel
kiibik
Ozel
kiibik
Kuadratik
Ozel
kiibik
Ozel
kiibik
Kuadratik
Kuadratik

0.0003
0.0047
<0.0001

0.0001
0.0348
<0.0001

<0.0001
0.0030

0.0002

0.0004
0.0689
0.0016

0.0187

0.0341

<0.0001

0.0033
0.0002

<0.0001

<0.0001

<0.0001

<0.0001
0.0175
0.0001

<0.0001

0.0053
0.0012

0.1850
0.0009
0.0017

0.7638
0.0003
0.3090

0.089%
0.0054

0.0608

0.6889
0.0014
0.0429

0.1715

0.0021

0.7893

0.2728
0.0035

0.3075

0.5971

0.0892

0.0890
0.0033
0.0631

0.0638

0.0001
0.0510

0.9366
0.6111
0.9558

0.9030
0.5424
0.9212

0.9084
0.7410

0.8338

0.8795
0.3511
0.9706

0.5870

0.4801

0.9946

0.5655
0.9189

0.9882

0.9973

0.9855

0.9939
0.6995
0.9942

0.9784

0.6625
0.6795

0.8663
0.5074
0.9068

0.8324
0.3790
0.8638

0.8662
0.6214

0.7570

0.7919
0.2282
0.9069

0.4395

0.3415

0.9830

0.4841
0.8477

0.9751

0.9936

0.9656

0.9806
0.5242
0.9877

0.9586

0.5420
0.5941
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Cizelge 4.8. Zeytinyaglarmin istatistiksel acidan herhangi bir modelle ifade edilen parametrelerin model katsayilar1

Analiz edilen A B C D AB AC AD BC BD cD ABC ABD ACD BCD
parametreler
Verim (%) 1945 1736 1636 1799  6.08" 21.82°* 9.0
Serbest yag
asitligi 09059 07896 0.8636 0.7692 -0.3235+ -0.7082+* -10.27+*
(% oleik asit)
(Tnﬁgjsg; Klor ofil 1343 1052 1077 992  10.63* -7.69 9.20 15.04** 13.25¢ -4.84 27907 -811L71%*  AT2.49** 322,57
Toplam
kar otenoid 6.02 5.46 588 576 2.07 -8.18** 2.38 3.34* 5.14** 97.67*  -19399%*  132.11** 12155
(mg/kg)
Peroksit
degeri (meq 4,60 4.43 398 666  -296**  -352% -2.96* -2.33* 433 704 286.89**  -130.39**  -268.90**  183.97**
O2/kg yag)
K 2z 161 2.05 133 216 1.09 -2.63+* 1.44* -1.20* -0.4088
K 270 00198 00240 00258 0.0196 -0.0127%*  -0.0161** -0.0066*
Oksidatif 1265 537 1369 294  -505* 142 1328 -1201**  -383 5.65 188.39¢ -56.73¢ -112.98
stabilite (saat)
L*
a* 754 632  -636  -6.89 -3.84* -4.22* -5.82%*
b* 3490 3598 2493 2563 43.87+ 2693*  34.50%* 51.93%* -493.49**
Toplam fenolik ) ) ) ) )
% % % % % % * % % k-
gzdlgﬁ é;ng 184449 189978 1057.97 53699 ,o0on., 175213 208482 oo oo, jeocaia. MOB30YF ool soier g 37857.35%  22968.23
0,
ﬂﬁfbﬁ'g(/g’n) 6336 8255 3851 2453 -179.30**  50.93* -47.35¢  -120.92**  -83.48*  23216**  -442.28 768.92 72.97 -1225.43*
B-karoten
agartma (% 8.99 919 1384  10.86
inbisyon)

* P<0.05, ** P<0.01
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Cizelge 4.9. Zeytin hamurlarinin istatistiksel agcidan herhangi bir modelle ifade edilen parametrelerin model katsayilari

Analiz edilen A B C D AB AC AD BC BD cD ABC ABD ACD BCD
parametreler
Nem icerigi (%) 2087 4034 4426  49.82 390 06964  -1.92% 1181 27.77**  -3L.03**
Toplam fenolik madde
(g GAEKG) 1257.87 149633 208532 904.46
DPPH (% inhibisyon) ~ 6597  77.30 8253 5899 -109.33** 50.69**  -79521*  917.94*  855.36*
Pn'gf‘sg‘gﬁ;‘ agartma (o 3703 3900 4260 4118 -2507%*  -16.93 -381.18*  41422¢ 41649  439.50¢
POD enzim aktivite
degisimi 1858 778 3268  69.86 -30.39** -2586**  -100.22**  -45.03**  -7323**  -148.94**  1564.93**  3357** -1539.04**
(U/g)
PPO enzim aktivite
degisimi 3894 5855 3651 7367 65.97* -98.35+*
v
P-glukozidaz enzim 43399 25792 15976 13379 087.12¢*  867.82*

aktivite degisimi (U/g)

* P<0.05, ** P<0.01

71



4.4. Zeytinyag ve Zeytin Hamuru Orneklerinde Yapilan Analizler
4.4.1. Verim ve serbest yag asiti

Zeytin hamuruna katki maddeler ilave edildikten sonra elde edilen zeytinyaglarinin
verimleri Cizelge 4.10’da sunulmustur. Inhibitdr gesiti ve miktarmin verim iizerinde énemli
bir etki gdsterdigi tespit edilmistir. Zeytinyaglar1 verim agisindan degerlendirildiginde kontrol
orneginden sonra en diisiik yag verimi %1 OA + %1 AA kullanilan 6rnekte goriilmiistiir. En
yiiksek yag verimi ise sirastyla %1 L-Sis + %1 AA (%21.94), %0.5 OA + %0.5 L-sis + %0.5
AA + %0.5 MgCl; (%21.07), %1 OA + %1 L-sis (%20.59), %2 OA (%20.13), %0.25 OA +
%0.25 L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MCl, (%20.07) ve %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25 AA
+ 9%0.25 MgCl; (%20.05) kullanilan 6rneklerde belirlenmistir. Verim %14.55-21.94 arasinda
degisirken, en yiiksek yag verimi %1 oraninda L-Sis ve %1 oraninda AA igeren Ornekte
bulunmustur. Zeytinyagi ekstraksiyonunda L-Sis (%2) ve AA (%2) tek basina kullanildiginda
ortak kullanimlarina (%1 L-sis+ %1 AA) kiyasla yag verimlerinin diisiik oldugu goriilmustiir.
OA (%2) ve AA (%2) tek basina kullanildiginda ise ortak kullanimlarina (%1 OA + %1 AA)
kiyasla yag verimlerinin yiiksek oldugu belirlenmistir. Yine de bu ortak kullanimlar kontrole
gore yiiksek bulunmustur. MgCl, (%2) tek basina kullanildiginda ortak kullanimlarina gore
yakin degerler bulunmustur.

Cizelge 4.10’da zeytinyaglarinin serbest asitlik degerleri yer almaktadir. Kontrol
orneginin serbest asitlik degeri %0.70 bulunurken, katki madde ilaveli zeytin hamurlarindan
elde edilen zeytinyaglarmin asitlik degerleri %0.56-0.91 arasinda degisim gostermistir.
Inhibitdr cesiti ve miktar1 zeytinyaglarmin serbest asitlik sonuglari iizerine etkili bulunmustur.
Kontrole kiyasla %0.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 M(Cl,, %1 L-sis + %1
MgCl, ve %0.5 OA + %0.5 L-sis + %0.5 AA + %0.5 MgCl;, 6rneklerin serbest yag asiti
degerlerinde azalma olurken diger orneklerde onemli Olcilide artis goriilmiistiir. Serbest yag
asitligindeki artis zeytinyaginda hidrolizden kaynaklanir. Yaglarin serbest yag asitligindeki
azalma, katki maddesi olarak kullanilan maddelerin lipaz enzimi {izerindeki inhibitor etkisine
baglanabilir. Lipaz aktivitesi, araylizey bilesiminin bir fonksiyonudur: enzim arayiizeyde aktif
hale getirilebilir. Ayn1 zamanda enzim denatiire veya etkisiz hale getirilebilir ve arayiiz,
lipolizi modiile etmek i¢in uygun bir bolgedir. Lipaz inhibitorii, enzimle dogrudan etkilesime
girerek lipaz etkisini inhibe eder (Bialecka-Florjanczyk ve ark., 2018). Inhibitorler esit ve
miktara bagli olarak lipaz enzimini etkilemis ve yaglarin asitliklerinde artis veya azalisa sebep
olmustur. Tirk Gida Kodeksi Zeytinyagi ve Pirina Yagi Tebligi’ne gore (Teblig No:
2017/26), ham, naturel sizma ve naturel birinci zeytinyaglarinin serbest asitlik degerleri %
oleik asit cinsinden sirasiyla >2.0, <0.8 ve <2.0 olarak belirlenmistir. Inhibitor ilaveli

zeytinyaglarinin serbest asitlik degerleri standartlar dahilinde bulunmustur. Ayrica, genel
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olarak %1 veya %2 oraninda katki maddes igeren zeytinyaglari disindaki tiim yaglarin
serbest yag asitligi degerleri <0.8 olarak tespit edilmistir. Bu nedenle, bu yaglar naturel sizma
zeytinyagl olarak degerlendirilebilmektedir. Cizelge 4.10’a gore, en yiiksek asitlik degeri
sirastyla %2 OA (%0.91, %0.89), %1 OA + %1 L-sis (%0.88) ve %2 AA (%0.88) ilave edilen
orneklerde tespit edilmistir. En diisiik serbest asitlik degeri ise sirasiyla %0.5 OA + %0.5 L-
sis+ %0.5 AA + %0.5 MgCl, (%0.56), %1 L-sis + %1 MgCl, (%0.59) ve %0.25 OA + %0.25
L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, (%0.64) katki maddeleri ilave edilen 6rneklere aittir.

Cizelge 4.10. Zeytin hamuruna katki maddelerin ilavesiyle elde edilen zeytinyaginin verimi ve serbest yag
asitligi lizerine etkisi

Numune no Verim (%) Serbest yag asitligi (% oleik asit)
%1.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 17.76 +0.76* 0.73+0.03
%1O0A +%1L-sSs 19.46 +0.69 0.85+0.05
%2 MgCl, 18.15+0.30 0.79+£0.01
%2L-ds 17.37 +0.62 0.79+0.04
%1 OA + %1 MgCl, 19.12+0.30 0.83 +£0.02
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 20.07 +0.42 0.83+0.04
%2 AA 17.17+0.35 0.86 +0.04
%0.25 OA + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 20.05 +0.40 0.72 £0.07
%2 OA 19.77 +0.67 0.89+0.04
%2 AA 16.13+0.48 0.88 +0.03
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, 19.66 +0.71 0.64 +0.11
%2 OA 20.13+0.31 0.91 +0.03
%1L-sis+%1MgCl, 17.46 +0.61 0.59 +£0.05
%1AA+%1MgCl, 18.95+0.70 0.79+£0.03
%2 MgCl, 17.49 +0.76 0.77 £0.02
%0.5 OA + %0.5 L-sis+ %0.5 AA + %0.5 MgCl, 21.07 +0.40 0.56 +0.03
%1L-sis+%1AA 21.94 +0.69 0.79+0.10
%10A +%1AA 16.74 +0.67 0.80 +0.06
%2L-sis 17.28+0.35 0.76 £0.01
%1 OA +%1L-sis 20.59 +0.74 0.88 +0.04
K 14.55+0.70 0.70+0.03

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K
seklindedir.
*QOrtalama = standart sapma

CCD deseninde toplanan verilere gore elde edilen varyans analiz (ANOVA) sonuglari
Cizelge 4.11’de sunulmustur. Inhibitorlerin verim ve serbest yag asitligi iizerindeki etkilerinin
tammlanmasinda sirasiyla kuadratik ve 6zel kiibik modelleri belirlenmistir. Zeytinyaglarinin
verim ve serbest yag asitligi degerlerine ait varyans analizinde modellerinin P degerleri
sirastyla 0.0004 ve <0.0001 olarak belirlenmis olup katki maddelerinden en az birinin
zeytinyaglarinin verim ve serbest yag asitligi lizerinde istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit
edilmistir (P<0.05). Inhibitdrlerin interaksiyonu incelendiginde zeytinyag: verimi iizerine OA
x L-sis ve AA x MgCl,, serbest yag asitligi ilizerine ise OA x AA interaksiyonlart 6énemli
etkiye sahip olmustur (P<0.05). L-sis x AA interaksiyonu verim; L-sis x MgCl, ve OA x L-
sis x MgCl; interaksiyonu ise serbest yag asitligi {izerine 6nemli diizeyde etkilidir (P<0.01).

Verim i¢in gelistirilen modeller uyumsuzluk testini gegerken (P>0.05), serbest yag asitligi
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icin gelistirilen modeller uyumsuzluk testini gegmemistir (P<0.05). Model uyumsuzlugu
testinde P degerleri sirasiyla 0.1058 ve 0.0445 olarak hesaplanmistir, dolayisiyla model
uyumsuzlugunun verim i¢in énemli olmadig tespit edilmistir (P>0.05). Belirleme katsayilar
sirastyla R%: 0.8144 ve 0.9221 ve uyarlanan belirleme katsayilar1 ise sirasiyla R?: 0.7288 ve
0.8862 olarak bulunmustur. Dolayisiyla, verim ve serbest yag asitligindeki degiskenlik
sirastyla %81.44 ve %92.21°1 belirlenen modeller ile agiklanabilmektedir. Uyarlanan R?
degerleri ise belirlenen R? degerlerine yakin oldugundan tespit edilen verim ve serbest yag
asitligi degerleri arasinda yiiksek bir uyumluluk oranmin oldugu belirlenmistir. Varyans
analizine gore uygun bulunan bu modeller tahminleme agisindan yeterli bulunmustur (Cizelge
4.11). Verim ve serbest yag asitligi degerleri ic¢in olusturulan regresyon esitligi Cizelge
4.11°de verilmistir. Inhibitér maddelerin katsayilarina gére OA x L-Sis, L-Sis x AA ve AA x
MgCl; etkilesimlerinin pozitif interaksiyon etkilerinden dolay1 bu etkilesimlerin zeytinyaginin
verimini artirdigi belirlenmistir. Regresyon esitligine gore, katkilarin hem verim hem de
serbest yag asitligi agisindan dogrusal etkilerinin 6nemli oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.11. Zeytinyaginin verim ve serbest yag asitligi degerlerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin
modellenmesi

Verim Serbest yag asitligi
K aynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 6 9.51 0.0004 6 25.65 <0.0001
A*B 1 4.46 0.0481 - - -
A*C - - - 1 5.39 0.0371
B*C 1 39.23 <0.0001 - - -
B*D - - - 1 25.09 0.0002
C*D 1 6.70 0.0225 - - -
A*B*D - - - 1 36.80 <0.0001
Hata 13 - - 13 - -
Model N 8 3.24 0.1058 8 511 0.0445
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - -
. Uyarlanan - Uyarlanan
R?=(.8144 R=0.7288 R?=0.9221 R7=0 8862

Verim=19.45 x A +17.36 x B + 16.36 x C+ 17.99 x D + 6.08 x (AxB) + 21.82 x (BxC) + 9.07 x (CxD)
Serbest yag asitligi = 0.9059 x A + 0.7896 x B + 0.8636 x C + 0.7692 x D - 0.3235 x (AxC) - 0.7082 x (BxD) -
10.27 x (AxBxD)

A: Oksalik adit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,

CCD’de katki maddelerin verim ve serbest yag asitligi lizerine etkisini gérmek
amaciyla her bir katki maddes icin ayr1 ayr iz egimi ve kontur grafikleri olusturulmustur
(Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

Orta seviyeye kadar L-sis ve AA kullanimi verimi artirmis daha sonra olumsuz etki
gostermistir (Sekil 4.6a). Inhibitér maddelerle olusturulan iz egim incelendiginde, tiim katki

maddelerinin kullanimindaki artig verim lizerine ¢ogunlukla negatif etkide bulunmustur. OA
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ve MQCl;, neredeyse dogrusal olarak verimin azalmasina sebep olmustur. Kontur grafigi,
formiilasyondaki OA ve MQCl, oranlarinin artmasi ile verimin azaldigini gostermistir (Sekil
4.6.by).

OA ve L-sis katki maddelerinin kulllanimi ile serbest yag asitligi orta seviyeye kadar
azalmig daha sonra serbest yag asitliginde artis gézlenmistir. Sirasiyla, Sekil 4.7c1 ve Sekil
4.7c’de gorildigii gibi, formiilasyondaki OA ve L-Sis konsantrasyonunun artirilmasi
zeytinyaginda daha yiiksek serbest yag asitligi ile sonuglanmistir. AA kullaniminin artmasi ile

neredeyse dogrusal olarak serbest yag asitligi lizerinde olumsuz bir etki yaptig1 belirlenmistir
(Sekil 4.7a).
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4.4.2. Toplam klorofil ve karotenoid analizi

Zeytinyaglarinda toplam klorofil ve karotenoid pigment iceriklerine ait degerlerin
uygulanan katkilara gore degisimi Cizelge 4.12°de verilmistir. Toplam klorofil miktari
minimum %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl; kullanimi ile 6.76 mg/kg,
maksimum klorofil miktari ise %1 OA + %1 L-sis, %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA +
%0.25 MgCl,, %1 L-sis + %1 AA, %2 OA ilaveli 6rneklerde sirasiyla 14.48-14.91, 14.64,
14.53, 14.26 mg/kg olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gore, tek basina katki
kullannmi kiyaslandiginda zeytinyaglarinin klorofil igerikleri {izerine en etkili katki
maddesinin MgCl, ve AA oldugu goriilmiistiir. Klorofil, hem yaglarda antioksidan olarak
gorev yaptigindan hem de yaglarin gériiniimiinde estetik bir goriintii sagladigindan dolay1 AA
kullanim1 zeytinyaglar iizerine olumlu etki gdstermistir denilebilir. Toplam klorofil miktart
icin %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl; katkilar1 uygulanan &rnekte
kontrol grubuna gore daha fazla diisiis goriilmiistiir. Zeytinyaglarindaki klorofil icerigi katki
miktart ve cesitlerine bagh olarak ¢ogunlukla diisiis belirlenmistir. Kanola alt tiirlerinin
incelendigi bir ¢aligmada oksalik asit uygulanan bitkinin klorofil iceriginde de azalma tespit
edilmistir (Li ve ark., 2020).

Zeytin hamuruna katki maddeleri tek basina uygulandiginda elde edilen yagin toplam
karotenoid igerikleri diisiik c¢ikmistir. Inhibitorlerin  tekli ve kombinasyon halinde
uygulanmasiyla toplam karotenoid miktarlarinda diistis goriilmiistiir (Cizelge 4.12). En diisiik
karotenoid miktar1 3.96 mg/kg degeri ile %1 OA + %1 AA 6rneginde goriiliirken, en yiiksek
karotenoid miktar1 8.43 mg/kg degeri ile kontrol 6rneginde goriilmektedir. Pigmentlerin
meyveden yaga gegisi, tek basma ilave edilen katki maddeleri ile olumsuz olarak
etkilenmistir. AA karotenoidlerin sentezini bloke etme kabiliyetine sahip oldugundan
zeytinyagindaki karotenoid icerigindeki diisiis buna baglanabilir (Zhao ve ark., 2022). Ayrica,
zeytinyag1 ekstraksiyonu sirasinda kullanilan diger katkilarn da zeytinyagmin dogal renk

bilesimlerini etkiledigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.12. Zeytin hamuruna katki maddelerin ilavesiyle elde edilen zeytinyaginin renk pigmentleri (toplam
klorofil ve toplam karotenoid) iizerine etkisi

Numune no Toplam klorofil (mg/kg) Toplam karotenoid (mg/kg)
%1.25 0A + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 7.71 +0.05* 4.20+0.02
%10A +%1L-sis 14.48 +0.54 6.22 +0.32
%2 MgCl, 10.13+0.45 5.94+0.13
%2L-sis 11.06 +0.39 5.39+0.08
%1 O0A +%1MgCl, 14.10+1.20 6.54 £0.24
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 14.64 +1.73 6.53+0.36
%2AA 11.44+0.29 5.87 +0.02
9%0.25 OA + %1.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 M gCl, 6.76 +0.22 4.73 +0.08
%2 OA 12.66 +0.24 5.69 +0.03
%2AA 10.16 +1.16 5.94 +0.57
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, 11.00 +0.28 6.49+0.17
%2 OA 14.26 +1.18 6.37 £0.25
%1L-sis+%1MgCl, 13.66 +0.97 6.95 +0.36
%1AA+%1MgCl, 9.26 +0.12 5.85+0.06
%2 MgCl, 9.78 +0.08 5.63 +0.06
%0.50A + %0.5L-sis+ %0.5 AA + %0.5MgCl, 9.75+1.44 5.92+0.28
%1L-sis+%1AA 14.53 +2.02 6.56 +0.96
%10A +%1AA 10.30 +1.27 3.96 +0.97
%2L-sis 10.05 +0.37 5.55+0.05
%10OA +%1L-sis 14.91 +0.08 6.34 +0.09
K 20.94 +£1.25 8.43 +0.26

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol drnegi (katki maddesiz): K
seklindedir.
*QOrtalama = standart sapma

Cizelge 4.13’te toplam klorofil ve karotenoid miktarlarina ait ANOVA sonuglari
verilmistir. Inhibitér maddelerin toplam klorofil ve karotenoid miktarlar1 iizerindeki
etkilerinin tanimlanmasinda 6zel kiibik modeli belirlenmistir. Zeytinyaglarinin toplam klorofil
ve karotenoid degerlerine ait varyans analiz modellerinin P degerleri sirasiyla <0.0001 ve
0.0001 olarak belirlenmistir. Bu da, katki maddelerden en az birinin zeytinyaglarinin toplam
klorofil ve karotenoid miktarlar1 iizerinde istatistiksel olarak Onemli olmas1 ile
aciklanabilmektedir (P<0.05). Varyans analiz sonuglarina gore, OA x L-sis, OA x AA, OA x
MgCl, ve L-sis x AA x MgCI, katkilarimin toplam klorofil miktar1 (P<0.01) ve toplam
karotenoid miktarlari {izerine (P<0.05) 6nemli diizeyde etkili oldugu belirlenmistir. L-SiS %
AA, AA x MgCl,, OA x L-sis x MgCl, ve OA x AA x MQCl; katkilarimin ise sadece toplam
klorofil miktar lizerine dogusal etkilerinin oldugu tespit edilmistir (P<0.05). Toplam klorofil
miktar1 i¢in gelistirilen tiim modeller uyumsuzluk testini gecerken (P>0.05), toplam
karotenoid miktart i¢in gelistirilen tiim modeller uyumsuzluk testini gegememistir (P<0.01).
Model uyumsuzlugu testinde P degerleri sirasiyla 0.7686 ve 0.0042 olarak hesaplanmistir,
dolayisiyla model uyumsuzlugunun toplam klorofil miktar1 i¢in 6nemli olmadigi tespit
edilmistir (P>0.05). Belirleme katsayilar1 sirasiyla R%:0.9911 ve 0.8808 olarak bulunmus olup
elde edilen verilerdeki degiskenligin sirasiyla %99.11°inin ve %88.08’inin bu model (6zel
kiibik) ile aciklanabilecegi gosterilmistir. Uyarlanan belirleme katsayilar1 sirasiyla R?: 0.9788

ve 0.8112 olarak bulunmustur. Bu degerler, Ongoriilen degerler arasindaki uyumluluk
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oraninin yiiksek oldugunu belirtmektedir. Toplam klorofil ve karotenoid miktar1 igin
olusturulan regresyon esitligide Cizelge 4.13’te verilmistir. inhibitér maddelerin katsayilarina
gore OA, L-sis, AA ve MCI, katkilarinin pozitif etkilerinden dolayr bu etkilesimlerin
zeytinyaginin toplam klorofil ve karotenoid miktarlarini artirdigi belirlenmistir. Ayrica, OA x
L-sis, OA x AA ve OA x MQCI, katki interaksiyonlarinin negatif etkilerinden dolay1 bu
etkilesimler zeytinyaginin toplam klorofil ve karotenoid miktarlarini azaltirken toplam
klorofil miktarin1 daha fazla azaltma egilimindedirler.

Cizelge 4.13. Zeytinyagimin renk pigmentlerini (toplam klorofil, toplam karotenoid) etkileyen bagimsiz
degiskenlerin modellenmesi

Toplam Klor ofil Toplam karotenoid
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 13 10.66 <0.0042 12 9.13 0.0036
AB 1 11.79 0.0139 1 3.56 0.1012
AC 1 3.71 0.1023 1 33.89 0.0006
AD 1 5.32 0.0606 1 -2.87 0.1340
BC 1 14.21 0.0093 1 5.65 0.0491
BD 1 11.03 0.0160 1 13.39 0.0081
CD 1 147 0.2708 - - -
ABC 1 6.83 0.0399 1 6.70 0.0360
ABD 1 57.82 0.0003 1 26.44 0.0013
ACD 1 19.38 0.0046 1 12.32 0.0099
BCD 1 9.03 0.0238 1 10.43 0.0145
Hata 6 - - 7 B -
Model 1 3.67 0.1135 2 3.30 0.1220
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan
R>=0.9585 R°=0.8686 R>=0.9399 R°=0.8369

Toplam klorofil = 13.43 x A + 10.52 x B + 10.77 x C + 9.92 x D + 10.63 x (AxB) — 7.69 x (AxC) + 9.20 x
(AxD) +15.04 x (BxC) + 13.25 x (BxD) — 4.84 x (CxD) — 279.07 x (AxBxC) — 811.71 x (AxBxD) + 472.49 x
(AxCxD) + 322.57 x (BxCxD)

Toplam karotenoid = 6.02 x A + 546 x B + 5.88 x C + 5,76 x D + 2.07 x (AxB) — 8.18 x (AxC) + 2.38 x
(AxD) + 3.34 x (BxC) + 5.14 x (BxD) — 97.67 x (AxBxC) -193.99 x (AxBxD) + 132.11 x (AxCxD) + 121.55
x (BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,

CCD’de katki maddelerin toplam klorofil ve karotenoid miktar1 {izerine etkisini
gormek amaciyla her bir katki maddesi igin ayr1 ayri iz egimi ve kontur grafikleri
olusturulmustur (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9).

Toplam klorofil miktart igin olusturulan iz egim grafigi incelendiginde AA ve MgCl»
kullaniminin artmasi toplam klorofil miktarinda 6nemli bir degisim gostermemistir. OA ve
AA kullanim1 orta seviyeye kadar toplam klorofil miktarin1 azaltmis daha sonra belli bir
seviyeye kadar artirmistir (Sekil 4.8a). Sekil 4.8b; ve Sekil 4.8bs'de gorildigi gibi,
formiilasyondaki OA konsantrasyonunun artirilmasi, zeytinyaglarinda daha yiiksek toplam

klorofil igerigi ile sonuglanmistir. Bunun yanisira, kontur grafigi, formiilasyondaki L-Sis ve
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AA oranlarmin artmasi ile toplam klorofil miktarini azalttigin1 gostermistir (Sekil 4.8b; ve
Sekil 4.8¢y).

Sekil 4.9a’daki iz egim grafigindeki verilere gore, OA kullanimi toplam karotenoid
miktarinda daha fazla diistise sebep olmustur. L-sis, AA ve MgCl; konsantrasyonunun artmasi
ile zeytinyagmin toplam karotenoid miktarlarinda azalma goriilmektedir (Sekil 4.9b;, Sekil
4.9b,). Orta seviyeye kadar L-sis, AA ve MQCl;, kullanimi toplam karotenoid miktarini

artirmis daha sonra L-Sisve M(Cl; ters etki gostermistir.
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit

15

(c)

15 0 15

C: askorbik asit D: MgClI2

A: oksalik asit
15

15 0 15
B: L-sistein D: MgCI2
15

(c2)

15 0 15

C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.8. Katk1 maddelerinin klorofil pigmenti {izerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri a. Iz egimi, by —
b,, ¢1 — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl5,)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
1.5

(ba)

1.5 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
1.5
(cy)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.9. Katki maddelerinin toplam karotenoid pigmenti iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. Iz

A: oksalik asit

1.5

5y 0 1.5
B: L-sistein D: MgCl2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl5)



4.4.3. Peroksit, 6zgiil sogurma ve oksidatif stabilite analizi

Peroksit ve 0Ozgiill sogurma (Kaz» ve Kyzo) degerleri yaglarda meydana gelen
oksidasyon irilinlerinin bir gostergesi olup onemli kalite kriterlerindendir. Peroksit ve Koz
degerleri oksidasyon sonucu olusan birincil oksidasyon tiriinlerinin miktarini1 belirlemek icin
kullanilmaktadir. Ky79 degeri ise oksidasyonun ileri asamasinda olusan aldehit ve ketonlar gibi
ikincil oksidasyon iiriinlerinin seviyelerinin belirlenmesini saglamaktadir (Marmesat ve ark.,
2009). 232 nm’de belirlenen 6zgiil sogurma degeri, oksidasyonun birinci basamagi olan
hidroperoksitlerin ve konjuge dienlerin tespitinde; 270 nm’de belirlenen 6zgiil sogurma degeri
ise oksidasyonun ikinci basamagi olan karbonilik bilesikler ile konjuge trienlerin tespitinde
kullanilmaktadir (Gogus ve ark., 2009). Inhibitor ilaveli zeytin hamurlarindan elde edilen
yaglariin peroksit degerleri Cizelge 4.14’te gosterilmistir. Tiirk Gida Kodeksi Zeytinyagt ve
Pirina Yag1 Tebligi’'ne gore (Teblig No: 2017/26), naturel sizma veya naturel birinci
zeytinyaglarinda peroksit degeri <20 meq Oz/kg olmalidir. Biitiin 6rneklerin sonuglar
tebligde belirtilen degerin altinda bulunmustur. Elde edilen zeytinyaglarina ait peroksit
degerleri (meq O./kg) sirasiyla 3.04-6.85 arasinda bulunurken, kontrol 6rneginin peroksit
degeri 5.87 olarak tespit edilmistir. Cizelge 4.14’¢ gore en yiiksek peroksit degeri %2 MgCl,
katk1 maddesi ilave edilen 6rnekte 6.85 +0.08 olarak belirlenmis, bunu %0.25 OA + %1.25 L-
sis+ 9%0.25 AA + %0.25 MgCl; karisimi ilave edilen 6rnege ait zeytinyaglar takip etmistir.
Peroksit sonuglart incelendiginde %2 MgCl, ve %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25 AA +
%0.25 MgCl, ornekleri digindaki tekli ve kombinasyonlu uygulamalarda kontrol grubuna
gore diistis tespit edilmistir. En diisiik peroksit degeri %0.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA
+ %1.25 MQCl; uygulamasinda gorilmiistiir.

Inhibitér madde ilaveli zeytinlerden ekstrakte edilen zeytinyaglarmin Ky ve Koz
degerleri ise Cizelge 4.14°te sunulmustur. Tirk Gida Kodeksi Zeytinyagi ve Pirina Yagi
Tebligi’'ne gore (Teblig No: 2017/26), naturel sizma ve naturel birinci zeytinyaglarinin Koz
degerlerinin sirasiyla <2.50 ve <2.60; K70 degerlerinin <0.22 ve <0.25 olmasi1 gerektigi ifade
edilmistir. Zeytinyaglarinin en yiiksek Kz, degerleri, %2 MgCl, eklenerek elde edilen
yaglarda sirastyla 2.19 ve 2.15 olarak belirlenmistir. Elde edilen zeytinyaglarmin Koz
degerleri 1.28-2.19 arasinda bulunmus ve bu verilerin tebligde belirtilen sinir degerlerinden
diisiik oldugu belirlenmistir. MgCl, ve L-SiS’in tek basina ve %2 oraninda kullanildig:
orneklerde en yiiksek K3, degerini vermistir. Diger katki maddelerin kullanimlarinda ise Kos,
degerleri kontrole gore daha diisiik elde edilmistir. MgCl, ve L-sis beraber kullamldiginda
K232 degerini yiikseltmemistir. Zeytinyaglarinin Ko7 6zgiil sogurma degerleri ise 0.016-0.026
arasinda degismektedir (Cizelge 4.14). En yiiksek K79 degerinin %2 AA ilaveli 6rneklere ait
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yaglarda ve 0.026 degerinde oldugu gozlenmistir. Sadece %2 AA iceren zeytinyagi
orneklerinin K70 degerleri tebligde belirtilen sinir degerlerinden yiiksek bulunmustur.

Lipit oksidasyonunun birincil iriinleri olan hidroperoksitler, cogunlukla eksi tattan
sorumludur (Choe ve Min, 2007). Zeytinyagi numunelerinin oksidasyona karsi dayaniklilig
hakkinda bilgi edinebilmek amaciyla Ransimat cihazinda test edilmistir (Cizelge 4.14).
Indiiksiyon periyodu oksidasyonun basglamasi igin gerekli olan siire (saat) olarak
tanimlanmaktadir. Bir 6rnegin indiiksiyon periyodunun uzunlugu ise 6rnegin o dlciide kararlt
oldugunu gostermektedir. Orneklerin indiiksiyon periyotlar1 2.78-13.83 saat araiginda
degismektedir. Inhibitor ilaveli zeytinyagi ornekleri arasinda en yiiksek stabilitenin %2 AA
ilaveli zeytinyag1 orneklerinde sirasiyla 13.83 ve 13.55 saat oldugu belirlenmistir. %2 MgCl,
ilaveli ornekler hari¢ diger Orneklerde oksidatif stabilitenin arttigi tespit edilmistir. %2
oraninda MgCl, iceren Ornekler hari¢ diger Orneklerin oksidatif stabiliteleri artmistir.
Dolayisiyla, AA’in oksidatif stabilite lizerine olumlu etkisini destekler nitelikte bir sonug elde
edilirken MgCl’iin oksidatif stabilite {izerine olumsuz etki gosterdigi gorilmiistiir. OA,
hidrojen peroksit (H2O,) ve Cu?* varliginda AA'nin oksidasyon hizini azaltmistir. Bu sonug,
OA'in dogal bir antioksidan olarak kullanilabilecegini gdstermektedir. Ayrica, tek basina %2
OA katkisinin kullanildigr 6rneklerde peroksit ve Koz degerlerinde kontrole goére azalma
goriiliirken, oksidatif stabilite degerlerinde ise fark edilir derecede artis goriilmiistiir. OA'In
farkli konsantrasyonlarda kullanildigi bir ¢alismada, OA'in in vitro lipid peroksidasyonunu
konsantrasyona bagli olarak baskiladigini goéstermistir (Kayashima ve Katayama, 2002).

Dolayisiyla, OA’in lipit peroksidasyonunu baskiladigi bu ¢alisma ile desteklenmektedir.
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Cizelge 4.14. Zeytin hamuruna katki maddelerinin ilavesiyle elde edilen zeytinyaginin oksidasyon analizleri iizerine etkisi

Numune no Peroksit degeri (meg O,/kg) Ko K7 Oksidatif stabilite (saat)
%1.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 3.12 +0.35* 1.37+0.24 0.017 +£0.004 10.95+0.11
%1 O0A +%1L-ss 3.64+£0.73 1.85+0.04 0.022 +0.000 7.28 +0.30
%2 MgCl, 6.47 £0.40 2.19+0.05 0.019 +0.002 3.10+0.11
%2L-sis 4,36 £0.44 2.05+0.14 0.024 +0.001 5.88 +0.58
%1 OA +%1MgCl, 4,88 £0.42 1.28 +0.04 0.016 +£0.001 11.12 +0.26
%0.25 OA +%0.25 L-sis+ % 1.25 AA + %0.25 MgCl, 5.05+0.43 1.85+0.18 0.022 +0.001 10.02 +0.06
%2 AA 4,05+0.20 1.47 £0.03 0.026 +0.001 13.83+0.30
%0.25 0A +%1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 6.56 +0.17 1.95+0.15 0.023 +0.001 5.48 +0.96
%2 OA 4.83+0.16 1.61+0.07 0.020 +0.001 12.08 +0.83
%2 AA 3.91+0.20 1.51+0.05 0.026 +0.001 13.55+0.67
%0.25 OA +%0.25 L-sis+ %0.25 AA + % 1.25 MgCl, 3.04 +£0.13 1.60+0.18 0.019 +0.002 4.16 +0.59
%2 OA 4.37+0.11 1.65+0.03 0.020 +0.000 13.23+0.33
%1L-sis+%1MgCl, 4,45 +0.26 1.80+0.08 0.022 +0.001 3.20+0.86
%1AA +%1MgCl, 3.55+0.30 1.60+0.27 0.021 +0.001 9.73+0.03
%2 MgCl, 6.85+0.08 2.15+0.03 0.020 +0.001 2.78+0.13
%0.5 0A +%0.5L-sis+ %05 AA + %0.5MgCl, 4,49 +0.09 1.76 +0.09 0.021 +0.001 6.82+0.10
%1L-sSis+%1AA 3.61+0.14 1.98 +0.05 0.024 +0.001 6.53+0.71
%10A +%1AA 3.40+0.19 1.73+0.21 0.020 +0.001 12.82 +0.83
%2L-sis 4,49 +0.18 2.04+0.09 0.024 +0.000 4.86+0.16
%1 OA +%1L-ss 3.90+0.18 1.86 +0.05 0.022 +0.000 8.22+0.54
K 5.87 +0.28 2.09 £0.02 0.024 +0.003 3.49+0.28

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.

*Ortalama+ standart sapma
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Peroksit, K232, Ko7 ve oksidatif stabilite degerlerinin varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.15’te verilmistir. Inhibitér maddelerin peroksit, K3, K27 ve oksidatif stabilite degerleri
tizerindeki etkilerinin tanimlanmasinda sirasiyla 6zel kiibik, kuadratik, kuadratik ve ozel
kiibik modelleri belirlenmistir. Zeytinyaglarinin peroksit degeri, Kzzp, Ka7o ve oksidatif
stabilite degerlerine ait modellerde sirasiyla P degerleri <0.0001, 0.0002, <0.0001, <0.0001
olarak hesaplanmis olup modellerin anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.15). ANOVA
sonuglarina gore, AA x MgCl,, OA x L-sis x AA, OA x AA x MgCl, veL-sisx AA x MgCl,
interaksiyonlar1 zeytinyaginin peroksit degerini, OA x M(Cl; interaksiyonu ise Kz, Ko7o Ve
oksidatif stabilite degerlerini onemli Ol¢iide etkilemistir (P<0.01). L-sis x AA ve L-Sis x
MgCIl, oranlarmin ise hem peroksit degeri hem de Kz ilizerine dogrusal etkisi 6nemli
(P<0.05) bulunmustur. OA x AA oraninin etkisi (P<0.01) ve AA x MgCl, oraninin etkisi
(P<0.05) ise K70 degeri lizerine 6nemli bulunmustur. Oksidatif stabilite i¢in ise L-Sis x AA
orani P<0.01, OA x L-sisve OA x L-sis x AA oranlar1 ise P<0.05 diizeylerinde 6nemli olarak
tespit edilimistir. Oksidasyon analizlerinin tamami ic¢in gelistirilen modeller uyumsuzluk
testini gegmistir (P>0.05). Model uyumsuzlugu testinde P degerleri sirastyla 0.5316, 0.3012,
0.0265 ve 0.9332 olarak hesaplanmistir. Bu nedenle, model uyumsuzlugunun peroksit, Koz,
ve oksidatif stabilite degerleri i¢in onemli olmadigi tespit edilmistir (P>0.05). Belirleme
katsayilar sirastyla sirasiyla R% 0.9890, 0.8975, 0.9573 ve 0.9936 ve uyarlanan belirleme
katsayilar ise sirastyla R%0.9651, 0.8230, 0.9376 ve 0.9799 olarak bulunmus olup belirleme
kat sayilar ile arasinda yiiksek bir uyumluluk orani bulunmustur. Buradan, peroksit, Kz,
K270 ve oksidatif stabilite degerlerindeki degiskenligin sirasiyla %98.90, %89.75, %95.73 ve
%99.36°s1 belirlenen modeller ile ac¢iklanabilmektedir. Uyarlanan R* degerleri ise belirlenen
R? degerlerine yakin oldugundan tespit edilen peroksit, Koz, Kozo ve oksidatif stabilite
degerleri arasinda yiiksek bir uyumluluk oraninin oldugu belirlenmistir. Oksidasyon
analizlerinin modellerine ait denklemler Cizelge 4.15°te verilmistir. Belirlenen degisken
katsayilar1 incelendiginde, pozitif lineer etkilerinden dolay1 OA, L-sis, AA ve MgCl;
oranlarin artmasi drneklerin oksidasyon degerlerini artirdigi goriilmektedir. OA x L-Sis x
AA interaksiyonu peroksit ve oksidatif stabilite degerleri igin pozitif lineer etki gosterirken,
OA x MgCl; ve AA x MClI; interaksiyonlari ise hem Ko, hem de Ko7 degerleri igin negatif
lineer etki gostermektedir. Regresyon esitligine gore oksidasyon analizleri i¢in kullanilan

katki maddelerin dogrusal etkilerinin 6nemli oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.15. Zeytinyaginin oksidasyon analizlerini (peroksit degeri, K232, K270 ve oksidatif stabilite) etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

Peroksit degeri Kz Ko7 Oksidatif stabilite
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD) F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 13 41.47 <0.0001 8 12.04 0.0002 6 48.58 <0.0001 13 72.09 <0.0001
AB 1 17.45 0.0058 - - - - - - 1 7.45 0.0342
AC 1 14.89 0.0084 1 4.43 0.0523 1 20.99 0.0005 1 0.3553 0.5729
AD 1 10.53 0.0176 1 27.75 0.0003 1 33.56 <0.0001 1 30.91 0.0014
BC 1 6.53 0.0432 1 8.31 0.0149 - - - 1 25.31 0.0024
BD 1 22.53 0.0032 1 5.75 0.0353 - - - 1 2.58 0.1595
CD 1 59.53 0.0002 1 0.6671 0.4314 1 5.65 0.0336 1 5.59 0.0559
ABC 1 138.01 <0.0001 - - - - - - 1 8.70 0.0256
ABD 1 28.51 0.0018 - - - - - - 1 0.7885 0.4087
ACD 1 120.03 <0.0001 - - - - - - 1 3.09 0.1291
BCD 1 56.15 0.0003 - - - - - - 1 3.81 0.0990
Hata 6 - - 11 - - 13 - - 6 - -
Model . 1 0.4510 0.5316 6 1.64 0.3012 8 6.57 0.0265 1 0.0078 0.9332
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan ” Uyarlanan
R>=0.9890 R°=0.9651 R>=0.8975 R°=0.8230 R2=0.9573 R°=0.9376 R>=0.9936 R2=0 9799

Peroksit degeri = 4.60 x A + 4.43 x B + 3.98 x C +6.66 x D - 2.96 x (AxB) - 3.52 x (AxC) - 2.96 x (AxD) - 2.33 x (BxC) - 4.33 x (BxD) - 7.04 x (CxD) +286.89 x (AxBxC) -
130.39 x (AxBxD) -268.99 x (AxCxD) +183.97 x (BxCxD)

Ko =161x A +205x B +1.33x C+2.16 x D + 1.09 x (AxC) _ 2.63 x (AxD) + 1.4 x (BxC) — 1.20 x (BxD) _ 0.4088 x (CxD)

K70 =0.0198 x A + 0.0240 x B + 0.0258 x C + 0.0196 x D — 0.0127 x (AxC) — 0.0161 x (AxD) — 0.0066 x (CxD)

Oksidatif stabilite = 12.65 x A + 5.37 x B + 13.69 x C + 294 x D — 5.05 x (AxB) — 1.42 x (AxC) + 13.28 x (AxD) — 12.01 x (BxC) — 3.83 x (BxD) + 5.65 x (CxD) +188.39 x
(AxBxC) — 56.73 (AxBxD) — 112.98 x (AxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Sekil 4.10a’daki iz egim grafigi incelendiginde, orta seviyeye kadar OA ve MgCl,
peroksit degerini azaltirken, L-Sis ve AA ise artirmistir. Bdylece, orta seviyeye kadar OA ve
MgCl,’nin peroksit degeri lizerine olumlu etki yaptigi, diger katki maddelerinin ise olumsuz
etki yaptig1 sdylenebilmektedir. En diisiik peroksit degeri iiretiminde OA’nin denendigi
zeytinyaglarinda (Sekil 4.10.b1) ve hem OA hem de MgCls ile iiretilen zeytinyaglarinda (Sekil
4.10.by) goriilmiistiir. Inhibitdrlerin miktarinin artmasi ile érneklerin peroksit degerleri yakin
ayni1 seviyelerde tespit edilmistir.

Sekil 4.11°de, Koz degerleri i¢in olusturulan iz egim grafigi verilmistir. Orta seviyeye
kadar OA ve M(QCl, kullanimi Kz, degerini azaltirken L-sis ve AA kullanimi ise Koz,
degerini artirmustir. Inhibitér maddelerde tespit edilen artis azalislar peroksit degerlerinde de
goriilmektedir (Sekil 4.10a). L-sis ve MgCl, kullanimindaki artisin ise Koz, degeri lizerine
negatif etkide bulundugu goriilmiistiir. En yiiksek Koz, yiiksek oranda kullanilan L-sSis ve
MQgCl, ile iiretilen zeytinyagi orneklerinde belirlenmistir (Sekil 4.10.by). L-SiS igeriginin
artmasiyla Koz, degerindeki artis Sekil 4.11c,’de goriilmektedir.

L-sisve AA miktarlarinin artmasi Ky7o degeri tizerine olumsuz etki gostermistir (Sekil
4.12a). Sekil 4.12b,, Sekil 4.12b, ve Sekil 4.12¢4’de de goriilebilecegi gibi, yliksek oranda L-
sis ve AA kullanilarak itretilen zeytinyaginin en yiikksek Ky7o degerine sahip oldugu
goriilmektedir. Ayrica, OA ve MCl, miktarlarinin artmast Ky7o degerini belli bir seviyeye
kadar azaltmis daha sonra bu etki ¢ok hafif artmistir. Biitiin katki maddelerin kullanim
miktarinin K7 lizerine etkilerinin yiiksek oldugu gozlenmistir. L-sis ve AA kullaniminin
artmasi Ko7g degeri iizerine negatif etkide bulunmustur.

Oksidatif stabilite i¢in olusturulan i1z egim grafigindeki verilere gore MgCl,
kullaniminin artmasi oksidatif stabiliteyi en fazla seviyede azaltmistir (Sekil 4.13a). OA, AA
ve MgCl; kullanimi ise oksidatif stabiliteyi en fazla etkilemistir. L-sis ve MgCl; kullaniminin
artmasi oksidatif stabilite lizerine olumsuz etki gostermistir. OA ve AA konsantrasyonunun
arttirtlmasi, zeytinyaginin oksidatif stabilitesini artirmistir (Sekil 4.13.b;). Orta seviyeye kadar
OA ve AA kullanim1 oksidatif stabiliteyi artirmig, L-Sisve MCl; ise ters etki gostermistir. L-
Sis biiyik bir fark yaratmazken MQCl, belirgin bir etki gostermistir. Sekil 4.13.cp’de
goriildiigii gibi, formiilasyondaki L-SiS konsantrasyonunun artirilmasi zeytinyaginin oksidatif

stabilitesinin azalmasi ile sonuglanmustir.

89



—
T
I
>
o0

£
N
©)
£
=
o=
ot
D
80
%)
=
-
=
Z]
=<
1=
=
)
[

@

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
1.5

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
1.5
(c)

15 0 1.5
C: askorbik asit D: MgCl2

A: oksalik asit
15

15 0 15
B: L-sistein D: MgClI2
B: L-sistein
15

(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

Sekil 4.10. Katki maddelerinin peroksit degeri {izerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. Iz egimi, by —
b,, ¢1 — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl5,)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(b1)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15

(c)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

A: oksalik asit
15

15 0 15
B: L-sistein D: MgCI2
B: L-sistein
15
(c))

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

Sekil 4.11. Katki maddelerinin K3, degeri iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz egimi, by — by,
€1 — Cp. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Refer ans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCi2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c) A (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.12. Katk1 maddelerinin K70 degeri {izerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz egimi, by — by,
C1 — Co. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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2
3
B
g
©
‘D
4
¢}
Refer ans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(cy) : (c2)

15 0 15 15 0 1,5
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCi2

Sekil 4.13. Katki maddelerinin oksidatif stabilite iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. Iz egimi, b,
— by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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4.4.4. Renk analizi (L*, a*, b*)

Zeytin orneklerine katki ilave edilerek elde edilen zeytinyaglarinda tespit edilen L*, a*
ve b* renk degerleri Cizelge 4.16°da verilmistir. Inhibitér madde eklenmesi ile zeytinyag:
orneklerinin L* degerleri birbirine yakin bulunmus, yaglarin parlakhigi ¢ok fazla
degismemistir. Zeytinyaglarinin parlaklik (L*) degerleri 59.77-70.26 arasinda degismistir.
Elde edilen yaglar igerisinde en yiiksek L* degeri %1 OA + %1 MQCl; ilaveli ornekte en
diisiik L* degeri ise %1 AA + %1 MQCl; katkilar ilaveli 6rnekte goriilmistiir. Ayrica, L*
degerleri arasinda 6nemli farkliliklar goriilmemektedir.

a* degeri icin (+) isareti kirmiziligl, (-) isareti yesilligi ifade etmektedir. Inhibitor
maddeler eklenerek elde edilen tiim zeytinyaglarinin (-) a* degerleri, kontrole gore yliksek
bulunmustur, yesil renk yogunlugunda artis meydana gelmistir. Cizelge 4.12’de de goriildigi
gibi zeytinyagi oOrneklerinin toplam klorofil miktarlarinda da artiglar goriilmistiir.
Zeytinyaglarinin a* degerleri (-8.50)-(-6.19) arasinda degismektedir. En diisiik a* degeri %1
OA + %1 MQCl; ilaveli 6rnekte, en yiiksek a* degeri ise %2 L-Sis ilaveli 6rnekte tespit
edilmistir. Ayrica, a* degerinde oldugu gibi toplam klorofil miktarinda da %1 OA + %l
MgCl, ilaveli 6rnegin minimum oldugu goriilmiistiir. Inhibitér maddelerin ilaves
zeytinyaglarinin a* degerleri iizerinde 6nemli etkide bulunmustur.

b* degeri i¢in (+) degerler sariligi, (-) degerler mavi rengi gostermektedir. Zeytinyagi
orneklerinin tamaminda b* degerleri sar1 renk bolgesinde belirlenmistir. %2 MgCl; kullanilan
ornekler ile %2 AA kullanilan 6rneklerinin b* degerleri kontrol zeytinyaginin b* degerinden
daha disiktiir. Maksimum b* degeri 41.82 ile %1.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA +
%0.25 MgCl;, 6rneginde, minimum b* degerleri sirasiyla 24.42 ve 24.65 ile %2 AA ve %2
MgCI; 6rneklerinde belirlenmistir. Sadece %2 oraninda kullanilan MgCl, ve AA katkilar ile
elde edilen zeytinyaglari hari¢ diger tim yaglarin b* degerleri artmistir. Elde edilen
zeytinyaglarinin b* degerleri 24.42-41.82 araliginda degismistir.
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Cizelge 4.16. Zeytin hamuruna katki maddelerin ilavesiyle elde edilen zeytinyaginin renk degerleri iizerine etkisi

Numune no L* a* b*
%1.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 61.97 +£2.05* -7.97 +0.11 41.82+2.16
%1 OA +%1L-sis 65.49 +4.30 -7.44 +0.32 36.25 +2.45
%2 MgCl, 64.41 +2.92 -6.55 +0.62 26.31+4.16
%2L-sis 66.01 +2.76 -6.27 +0.09 35.80+2.78
%1 OA + %1 MgCl, 70.26 +2.59 -8.50+0.48 36.25+4.14
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ % 1.25 AA + %0.25 MgCl, 67.80+1.99 -7.13+0.28 32.32+2.97
%2 AA 65.06 +3.14 -6.51 +0.19 24.42 +2.96
%0.25 OA + % 1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 66.71 +3.20 -6.84 +0.38 32.14+4.31
%2 OA 64.41+3.13 -7.34+0.31 34.70+2.79
%2 AA 66.43 +2.99 -6.27 +0.26 25.91+2.79
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, 67.18+1.12 -6.46 +0.20 28.32+1.75
%2 OA 66.28 +3.42 -7.36+0.32 35.50 +3.46
%1L-sis+%1MgCl, 64.81 £3.95 -6.71+0.19 33.20+3.12
%1AA +%1MQgCl, 59.77 +4.31 -6.75+0.34 38.61+2.83
%2 MgCl, 62.52 +2.41 -7.55+0.22 24.65+3.89
%0.50A + %0.5L-sis+ %0.5 AA + %0.5MgCl, 68.72 £3.45 -7.84+0.28 34.68 +3.90
%1L-sis+%1AA 67.15+3.00 -7.97 +0.21 39.07 +3.85
%10A +%1AA 64.31+2.29 -7.99 +0.05 39.85+2.47
%2L-sis 64.09 +2.75 -6.19+0.27 36.43+2.83
%1 OA +%1L-sis 66.76 £2.26 -7.05+0.28 31.48+2.22
K 66.21 +£5.38 -5.16 +0.34 27.32+4.75

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol ornegi (katki maddesiz): K
seklindedir.
*Qrtalama+ standart sapma

Zeytinyaglarmin L*, a*) b* olarak belirlenen renk ozellikleri i¢in verilen varyans
analiz sonuclar1 Cizelge 4.17°de sunulmustur. Inhibitér maddelerin a* ve b* yamtlar
tizerindeki etkisini belirlemek igin sirasiyla kuadratik ve 6zel kiibik modelleri belirlenmistir.
L* degeri ise herhangi bir modele uymamistir. Bu nedenle, ekstraksiyon sirasinda katki
maddelerinin kullanilanimi zeytinyaglarinin L* degerlerini, anlamli bir sekilde etkilememistir.
a* ve b* degerlerinin modellerine ait P degerleri sirasiyla 0.0013 ve 0.0001 olarak tespit
edilmistir (Cizelge 4.17). Varyans analizinde %95 giliven aralifindaki (P<0.05) modellerle
calismak tercih edildiginden elde edilen a* ve b* sonuclar1 P<0.05 oldugundan, istatistiksel
olarak 6nemli bir model olusturulmustur. Bazi katki maddelerin interaksiyonu, yaglarin a* ve
b* degerleri lizerine 6nemli seviyede etkiler (P<0.05 ve P<0.01). Buna gore, 6rneklerin a* ve
b* degerleri lizerine L-Sis x AA interaksiyonu Onemli etki gostermistir (P<0.01). Ayrica,
orneklerin a* ve b* degerleri OA x AA, OA x MgCl, ve L-sis x AA interaksiyonu etkisi ile
onemli Olciide degismistir (P<0.05, P<0.01). AA x MgCl, ve L-sis x AA x MgCl,
interaksiyonlarmin ise a* degeri iizerine etkis istatistiksel olarak 6nemsiz bulunurken, b*
degeri lizerine dogrusal etkilesimi ve birinci dereceden etkisi 6nemli diizeyde etkili (P<0.01)
bulunmustur. a* ve b* degerleri i¢in gelistirilen tiim modeller uyumsuzluk testini gecermistir
(P>0.05). Model uyumsuzlugu testinde P degerleri sirasiyla 0.3632 ve 0.2242 olarak
hesaplanmistir, dolayisiyla model uyumsuzlugunun a* ve b* degerleri i¢cin dnemli olmadig1

tespit edilmistir (P>0.05). a* ve b* degerlerinin belirleme katsayilar1 R?: 0.7748 ve 0.9022 ve
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uyarlanan belirleme katsayilart1 R%: 0.6709 ve 0.8312 olarak bulunmustur. Oldukga yiiksek
belirleme katsayilar1 ve uyarlanan belirleme katsayilarindan da anlagilacagi gibi elde edilen a*
ve b* degerleri ile bagimsiz degiskenler arasinda anlamli bir iligki bulunmustur. Dolayisiyla,
a* ve b* degerlerindeki degiskenligin sirasiyla %77.48 ve %90.22°1 belirlenen modeller ile
aciklanabilmektedir. Uyarlanan R? degerleri ise belirlenen R? degerlerine yakin oldugundan
tespit edilen a* ve b* degerleri arasinda yiiksek bir uyumluluk oraninin oldugu belirlenmistir.
a* ve b* degerleri i¢in olusturulan regresyon esitligi Cizelge 4.17°de verilmistir. Model
katsayilar1 incelendiginde a* degeri {izerine en etkili katkinin OA oldugu ve formiilasyonda
OA miktarinin artmasinin zeytinyaglarinin yesillik degerini artirdigi tespit edilmistir. b*
degerleri i¢in olusturulan regresyon esitligine bakildiginda, b* degeri iizerine en etkili karisim

L-sis x AA x MgCl,’den olusan karigimdir.
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Cizelge 4.17. Zeytinyaginin renk degerlerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

L* a* b*
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model Higbir modelle ifade edilemedi 6 7.45 0.0013 8 12.69 0.0001
AC - - - 1 5.55 0.0349 1 23.00 0.0006
AD - - - 1 6.65 0.0229 1 8.71 0.0132
BC - - - 1 12.66 0.0035 1 13.81 0.0034
CD - - - - - - 1 30.91 0.0002
BCD - - - - - - 1 16.90 0.0017
Hata - - - 13 - - 11 - -
Model uyumsuzlugu - - - 8 142 0.3632 6 2.05 0.2242
Saf hata - - - 5 - - 5 - -
Toplam - - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan
- - R?=0.7748 R=0.6709 R?=0.9022 R°=0.8312

L*= Modellenemedigi i¢in esitligi yok

a =-754xA—6.32xB—6.36x C—6.89 x D — 3.84 x (AxC) — 4.22 x (AxD) — 5.82 x (BxC)

b* = 34.90 x A + 35.98 x B + 24.93 x C + 25.63 x D + 43.87 x (AxC) + 26.93 x (AxD) + 34.50 x (BxC) + 51.93 x (CxD) — 493.49 x (BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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L-sis ve M(Cl;, miktarlarinin artmasi a* degerini siirekli artirdigi, OA ve AA’teki
artisin ise azalttigr goriilmistiir (Sekil 4.14a). a* degeri icin olusturulan iz egim grafigi
incelendiginde MgCl, kullanimiin artmasi neredeyse dogrusal olarak kirmizilik degeri
tizerine olumlu etki yaptigi, L-sis ve AA kullanimi ise yiiksek degerlerde yesillik degeri
sagladig1 gozlenmistir. Bu veriden hareketle, en diisiik a* degeri yiiksek oranda kullanilan L-
sis ve AA ile iiretilen zeytinyagi orneklerinde belirlenmistir (Sekil 4.14bs, Sekil 4.14by).
Boylece, L-sis ve AA miktarinin a* degeri iizerine etkisinin yiiksek oldugu
sOylenebilmektedir. OA kullaninmin artmasi a* degerini azaltmis bir miktar yesillik
bolgesinden kirmizilik bolgesine kayma tespit edilmistir.

Inhibitér maddelerden AA ve MgCl, miktarlarmin artmas1 b* degeri {izerine olumsuz
etki gostermistir (Sekil 4.15a). Ayrica L-SiS miktarinin artmasi b* degerini belli bir diizeye
kadar artirmistir. b* degeri i¢in olusturulan iz egim incelendiginde orta seviyeye kadar OA
kullanimi b* degerini artirirken, L-sis, AA ve MgCl; kullanim1 azaltmistir. En diisiik b* L-sis

ve AA ile karigimlari ile iiretilen zeytinyaglarinda goriilmiistir (Sekil 4.15.b1).
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a*

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit A: oksalik asit

15 15
(b1)

15 0 15 15 0 15

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgClI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c) 1 (c2)

1.5 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.14. Katki maddelerinin a* (kirmizilik) degeri {izerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl»)
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b*

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(by)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCI2
A: oksalik asit B: L-sistein

15 15

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 Galarbicasit D: MgCI2

Sekil 4.15. Katki maddelerinin b* (mavilik) degeri {izerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz egimi,
b; — by, ¢; — ¢, Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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4.4.5. Toplam fenolik madde, DPPH , B-karoten yontemi ile antioksidan aktivite ve nem
analizleri

Zeytinyaginda bulunan fenolik bilesikler, yagin besinsel 6nemi ve raf Omriiniin
temellerinden birisini olusturmaktadir (Haddada ve ark., 2008). Zeytinyagi eldes sirasinda
katki madde eklenerek elde edilen zeytinyaglarinin toplam fenol igerikleri Cizelge 4.18’de
verilmistir. Toplam fenolik madde degerleri 511.30-1918.89 mg GEA/kg arasinda
degismistir. Toplam fenol igerigi bakimindan en zengin zeytinyag: (1918.89 mg GEA/kg) %1
AA + %1 MgCl, kullanimi ile elde edilmistir. %2 MQCl, iceren 6rneklerin toplam fenol
igerikleri daha diisiik bulunmus, bunlari sirastyla %1 L-sis + %1 MgCl,, %0.25 OA + %1.25
L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl,, %1 OA + %1 L-sisve %1 L-sis + %1 AA oGrnekleri takip
etmistir. Zeytinyagi Orneklerinin toplam fenol igeriklerinin katki cesitlerinden etkilendigi
goriilmektedir. Ozellikle %2 MgCl,, %2 L-sis, %2 AA ve %2 OA orneklerine bakildiginda L-
sis, AA ve OA’in toplam fenolik madde igerigini 6nemli Olciide etkiledigi belirlenmistir. %2
AA kullanilan 6rneklerde goriilen fenolik maddedeki artig, indirgeyici bir inhibitér madde
olan AA’in o-kinonlarin birikmesini Onleyerek veya o-kinonlardan stabil renksiz tiriinler
olusturarak melanin  olusumunu engelleyip enzimatik esmerlesmeyi Onlemesinden
kaynaklanabilmektedir (Landi ve ark., 2013; Soares ve Fonseca, 2008). Toplam fenol igerigi,
PPO gibi oksidatif enzimler ile hiicre parcalanmasindan sonra meydana gelen fenoller
arasindaki reaksiyonun bir sonucu oldugu icin her zaman enzimatik esmerlesme ile
baglantilidir (Marangoni ve ark., 1996; Degl’Innocenti ve ark., 2005). Ayrica, esmerlesme
reaksiyonlari, toplam fenoliklerde bir azalma ve PPO enziminde bir artis ile iliskilendirilmistir
(Toivonen, 1992). Fenolik bilesiklerin PPO enzimi i¢in substrat gorevi gorebilecegi iyi
bilinmektedir, toplam fenolik bilesiklerin azalmasi biiyiik olasilikla PPO enzimi tarafindan
oksidasyona baglidir (Altunkaya ve Gokmen, 2008). Katki maddelerinin ilavesi, kontrol
grubuna gore, toplam fenolik madde iizerindeki degisimleri farkli derecede etkilemistir.
Zeytinyaglr Orneklerinin toplam fenol igerikleri kontrol Ornegine gore daha yiiksek
bulunmustur. Hasar gormiis ve hasar gérmemis zeytinlerden elde edilen zeytinyaglarina
ekstraksiyon sirasinda inhibitér madde olarak AA ilave edildiginde toplam fenolik madde
iceriginin kontrol drnegine gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Migliorini ve ark., 2012).
Higbir katki maddesi uygulanmadan elde edilen kontrol grubu zeytinyaglarinin toplam fenolik
madde degerleri 511.30 mg GEA/Kg iken katki maddelerin uygulanmasiyla artmigtir. Toplam
fenolik madde igeriginde %2 MQCl, iceren 6rneklerde kiiciik bir artis goriiliirken, %2 L-Sis
iceren Orneklerde ise daha fazla artig goriilmiistiir. Zeytinyaglar1 %2 L-sis (1903.55-1894.67
mg GEA/kg) Ornegine gore kiyaslandiginda %1 OA + %1 L-sis (803.47-801.86 mg

GEA/Kg), %1 L-Sis + %1 MgCl, (759.89 mg GEA/kg), %1 L-sis + %1 AA (901.13 mg
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GEA/kg) ve %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl, (748.59 mg GEA/KkQ)
orneklerinin toplam fenolik madde igeriklerinin diisiik olusu igerigindeki L-Sis katki
maddesinden kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, katki maddelerinin tek tek ve
kombinasyon halinde kullaniminin toplam fenolik madde igerigini artirdigi belirlenmistir.
Zeytinyaginin farkli katki maddeleriyle elde edilmesi sonucunda toplam fenolik madde
miktarindaki degisim, DPPH yontemiyle elde edilen antioksidan aktivitesindeki degisim ile
benzerlik gostermektedir.

DPPH radikal tutucu aktivite analizinde, antioksidanlar DPPH ile reaksiyona girmekte
ve DPPH ¢0zeltisini sar1 renkli a, a-difenil-pB-pikril hidrazine doniistiirmektedir. Renk
bozulmasinin derecesi numunenin radikal tutma potansiyelini gostermektedir (Blois, 1958).
Zeytinyagi Orneklerinin antioksidan aktiviteleri DPPH ve B-karoten agartma yontemi ile
belirlenmis ve sonuglar Cizelge 4.18’de verilmistir. DPPH radikal tutucu aktivitede biitiin
uygulamalar ile kontrol grubuna gore artig goriilmiistiir. Bu yontemle elde edilen en yiiksek
antioksidan aktivite %90.19 inhibisyon degeriyle %1 AA + %1 MQCl, 6rneginde, en diisiik
antioksidan aktivite %23.52 inhibisyon degeriyle kontrol orneginde belirlenmistir. %2
oraninda OA, L-sis, AA ve M(Cl; iceren 6rnekler ise sirasiyla %65.15-61.89, %84.93-80.48,
%038.00-39.33 ve %24.04-25.33 degerlerinde DPPH radikal tutucu aktiviteye sahip oldugu
belirlenmigtir. OA baz1 sistemlerde etkili bir antioksidan olarak gorev yapmaktadir
(Kayashima ve Katayama, 2002). Bu ¢alismada, %2 OA kullanildiginda da DPPH antioksidan
aktivite degerlerinin arttigi goriilmistiir. Katki maddesi uygulamalari kontrol 6rnegi ile
karsilagtirildiginda  zeytinyagmin  antioksidan  6zellikleri daha 1iyi  korunmustur
denilebilmektedir. Zeytinyaglarinda kullanilan katki miktar1 ve ¢esitine gére DPPH
degerlerinde farkliliklar olusmus ve kontrol 6rnegine gore artiglar tespit edilmistir.

B-karoten agartma yoOntemi, bir emiilsiyonda linoleik asit oksidasyonu ile olusan
radikallerle reaksiyona girerek P-karotenin sar1 rengini kaybetmesine dayanmaktadir. (-
karoten agartma hizi, antioksidanlarin varliginda yavaslatilabilmektedir (Lu ve ark., 2014).
Cizelge 4.18 p-karoten agartma yontemiyle katki ilaveli hamurdan elde edilen
zeytinyaglarinin antioksidan aktivitesini gostermektedir. Genel olarak, drneklerin antioksidan
aktivites %7.70-14.58 arasinda degisim gdstermistir. Inhibitér maddeler %2 oranlarinda tek
baslarina kullanildiklarinda AA (%13.59-13.69), MgCl, (%11.47-11.69), OA (%9.19-9.39) ve
L-sis (%8.31-9.22) sirasiyla en yiiksek degerleri vermistir. B-karoten agartma yontemine gore
AA zeytinyaglarinin antioksidan aktivitesini etkileyen 6nemli bir katki olarak goriinmektedir.
Ikili kombinasyon halinde kullanilan katki maddelerle elde edilen zeytinyaglari, %1
oranlarinda kullanildiklarinda, %2 oraninda kullanilan katkilarla elde edilen zeytinyaglarindan

daha diisiik antioksidan aktivite gosterdikleri bulunmustur. B-karoten agartma yontemi,
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lipofilik antioksidanlarin arastirilmasinda yardimci yontemlerden birisidir (Kulisic ve ark.,
2004). Cizelge 4.18’e gore lipofilik antioksidanlarin tespitinde sirasiyla %0.25 OA + %0.25
L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl,, %2 AA, %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25
MgCly, %1 AA + %1 MQCly, %2 MgCly, %1 L-sis + %1 AA ve %1 OA + %1 AA

karisimlarinin ilavesiyle elde edilen zeytinyagi 6rnekleri maksimum aktivite géstermislerdir.
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Cizelge 4.18. Zeytin hamuruna katki maddelerin ilavesiyle elde edilen zeytinyaglarinin toplam fenolik madde, DPPH ve -karoten {izerine etkisi

Toplam fenolik madde DPPH B-karoten agartma
Numune no (mg GEA/KQ) (%) (%)
%1.25 0A +%0.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 1332.93 +26.96* 43.48 +2.45 9.85+0.62
%10A +%1L-sis 803.47 +26.67 27.11+0.11 8.92 +0.69
%2 MgCl, 535.51 +20.59 24.04 +0.36 11.47+1.28
%2L-sis 1903.55+16.12 84.93+1.70 9.22+0.90
%1 OA +%1MgCl, 1701.78 +£20.59 32.74+£1.12 10.23+0.78
%0.25 OA +%0.25 L-sis+ % 1.25 AA + %0.25 MgCl, 1778.45 +25.62 36.59 +0.51 14.58 +2.05
%2 AA 1042.37 £25.51 38.00+£1.95 13.69+1.82
%0.25 0A + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 748.59 £18.81 29.93+£2.25 12.18+1.03
%2 OA 1877.72 +24.57 65.15 +0.32 9.39+0.34
%2 AA 1072.24 +£22.50 39.33+2.26 13.59+0.77
%0.25 OA +%0.25 L-sis+ %0.25 AA + % 1.25 MgCl, 1320.82 +25.28 35.26 +4.67 8.41+0.63
%2 OA 1809.93 +26.63 61.89 +0.95 9.19+0.74
%1L-sis+%1MgCl, 759.89 +7.40 33.30+0.61 10.62 +1.44
%1AA +%1MgCl, 1918.89 +23.85 90.19 +0.74 11.95+0.76
%2 MgCl, 537.13 +26.67 25.33+1.44 11.69+0.98
%0.50A +%05L-sis+%0.5AA + %0.5MgCl, 1215.90 £24.73 35.15+5.52 7.70+£1.21
%1L-sis+%1AA 901.13 +23.52 30.93+1.48 11.64 +0.62
%1 0A +%1AA 1886.60 +28.27 64.30+2.12 11.16 +0.56
%2L-sis 1894.67 +£19.22 80.48 +0.39 8.31+0.28
%1 0A +%1L-sSs 801.86 £15.75 29.78 £1.35 8.98 +0.82
K 511.30 +20.16 23.52 +0.97 10.82 +0.40

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.
*Ortalama+ standart sapma
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Farkli katki maddeler kullanilarak elde edilen zeytinyaglarinin toplam fenolik madde,

DPPH ve B-karoten antioksidan aktivite degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge
4.19°da verilmistir. Formiilasyona bagli olarak toplam fenolik madde, DPPH antioksidan
aktivite degerleri ve B-karoten agartma yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite degisimleri
icin en iyi tahminlenen modeller sirasiyla 6zel kiibik, 6zel kiibik ve dogrusal olarak
belirlenmistir. Toplam fenolik madde ve DPPH yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite
degerleri i¢in incelenen modellerin P degerleri <0.0001 iken B-karoten yontemiyle belirlenen
antioksidan aktivite degerleri i¢in incelenen modele ait P degerinin 0.0014 olarak hesaplanmis
oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.19). Zeytinyaglarinin toplam fenolik madde, DPPH ve j-
karoten antioksidan aktivite degerleri i¢in %95 giiven araliginda istatistiksel olarak 6nemli
modeller olusturulmustur. Inhibitér maddelerin bazi interaksiyon etkilerinin zeytinyaglarinin
Folin Ciocalteu testi ile belirlenen toplam fenolik madde igerigi ilizerine istatistiksel olarak
onemli seviyede etkili bulunmustur (P<0.01). Ayrica, 3-karoten antioksidan aktivite degerleri
lizerine istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermezken DPPH antioksidan aktivite degerleri
tizerine de istatistiksel olarak anlamli etkiler tespit edilmistir (P<0.05). Buna gore,
formiilasyona bagli olarak toplam fenolik madde ve DPPH degerleri {izerine istatistiki agidan,
dogrusal ve birinci dereceden etkisi 6nemli olan terimler OA x L-Sis, L-sis x AA, L-Sis x
MgCl, ve AA x MQCl; interaksiyonlaridir (P<0.01). Toplam fenolik madde degerleri i¢in
gelistirilen tim modeller uyumsuzluk testini gecerken (P>0.05), DPPH ve B-karoten
antioksidan aktivite degerleri i¢in gelistirilen tiim modeller ise uyumsuzluk testini
gecememistir (P<0.05). Model uyumsuzlugu testinde P degerleri sirasiyla 0.2486, 0.0152 ve
0.0010 olarak hesaplanmistir, dolayisiyla model uyumsuzlugunun toplam fenolik madde i¢in
onemli olmadig1 tespit edilmistir (P>0.05). Toplam fenolik madde, DPPH ve [-karoten
antioksidan aktivite degerleri i¢in belirleme katsayilar1 sirasiyla R*: 0.9992, 0.9912 ve 0.6124
ve uyarlanan belirleme katsayilart R* 0.9976, 0.9720 ve 0.5397 olarak bulunmustur.
Dolayisiyla, toplam fenolik madde, DPPH ve B-karoten antioksidan aktivite degerlerindeki
degiskenligin  sirasiyla  %99.92, %99.12 ve %61.24’1i belirlenen modeller ile
aciklanabilmektedir. Uyarlanan R? degerleri ise belirlenen R? degerlerine yakin oldugundan
belirlenen toplam fenolik madde, DPPH ve B-karoten antioksidan aktivite degerleri arasinda
yiiksek bir uyumluluk oraninin oldugu belirlenmistir. Zeytinyaglarinin toplam fenolik madde,
DPPH ve B-karoten antioksidan aktivite degerleri i¢in Cizelge 4.19’da olusturulan regresyon
esitlikleri verilmistir. Regresyon esitliklerine gore, toplam fenolik madde ve DPPH degerleri
i¢in en az MgCl, katkisimin etki ettigi goriilmektedir. Inhibitér maddelerin katsayilarina gére
OA x AA, AA x MgCl, ve OA x AA x M(CIl; etkilesimlerinin pozitif interaksiyon
etkilerinden dolayr bu etkilesimlerin zeytinyaginin toplam fenolik madde ve DPPH
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antioksidan aktivite degerlerini artirdigi belirlenmistir. Ancak, herhangi bir katki maddenin
interaksiyonunun ise P-karoten antioksidan aktivite degerleri lizerine Onemli bir etki

gostermedigi tespit edilmistir.
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Cizelge 4.19. Zeytinyaglarinin toplam fenolik madde, DPPH ve B-karoten degerlerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

Toplam fenolik madde DPPH B-karoten agartma
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 13 613.69 <0.0001 13 51.72 <0.0001 3 8.43 0.0014
AB 1 2444.90 <0.0001 1 216.70 <0.0001 - - -
AC 1 247.38 <0.0001 1 10.52 0.0176 - - -
AD 1 340.23 <0.0001 1 9.09 0.0235 - - -
BC 1 426.39 <0.0001 1 59.29 0.0003 - - -
BD 1 267.89 <0.0001 1 28.26 0.0018 - - -
CD 1 1629.07 <0.0001 1 218.57 <0.0001 - - -
ABC 1 34.93 0.0010 1 111 0.3330 - - -
ABD 1 271.25 <0.0001 1 3.35 0.1170 - - -
ACD 1 159.62 <0.0001 1 0.0298 0.8685 - - -
BCD 1 58.76 0.0003 1 8.42 0.0273 - - -
Hata 6 - - 6 - - 16 - -
Model uyumsuzlugu 1 1.70 0.2486 1 13.11 0.0152 11 26.79 0.0010
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan
R2=0.9992 R°=0.9976 R>=0.9912 R°=0.9720 R>=0.6124 R3=0 5397

Toplam fenolik madde = 1844.49 x A + 1899.78 x B + 1057.97 x C + 536.99 x D — 4272.55 x (AxB) + 1752.13 x (AxC) + 2054.82 x (AxD) — 2300.32 x (BxC) — 1823.31 x (BxD)
+ 4496.30 x (CxD) — 17614.77 x (AxBxC) — 49085.97 x (AxBxD) + 37857.35 x (AxCxD) + 22968.23 x (BxCxD)

DPPH = 63.36 x A + 82.55 x B + 38.51 x C + 24.53 x D — 179.30 x (AxB) + 50.93 x (AxC) — 47.35 x (AxD) — 120.92 x (BxC) — 83.48 x (BxD) + 232.16 x (CxD) — 442.28 x
(AxBxC) + 768.92 x (AxBxD) + 72.97 x (AxCxD) — 1225.43 x (BxCxD)

B-karoten agartma = 8.99 x A +9.19 x B + 13.84 x C+ 10.86 x D

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Inhibitér maddelerle olusturulan iz egim incelendiginde katki kullaniminin artmasi
toplam fenolik madde tizerine pozitif etkide bulunmustur (Sekil 4.16). Orta seviyeye kadar
OA ve L-sis kullanimi toplam fenolik madde miktarin1 azaltmis daha sonra ters yonde bir etki
gostermistir. L-Sis ve AA miktarinin toplam fenolik madde miktar lizerine etkisinin yiiksek
oldugu gozlenmektedir. Sekil 4.16b; ve Sekil 4.16b,’de goriildiigii gibi, formiilasyondaki L-
Sis konsantrasyonunun artirilmasi, zeytinyaglariin toplam fenolik madde igerigi lizerine daha
fazla etki etmistir. AA, fenolik bilesikler yerine PPO enzimi igin substrat olusturan bir
antioksidan gibi davranarak PPO enzim aktivitesini inhibe etmektedir. Boylece daha yiiksek
toplam fenolik madde icerigine sebep olmaktadir (Segovia-Bravo ve ark., 2007; Ortega-
Garcia ve Peragon, 2009). OA ve MgCl, toplam fenolik madde miktarin1 énemli diizeyde
degistirmemistir (Sekil 4.16a).

DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan aktivite degeri i¢in olusturulan iz egim
incelendiginde OA kullaniminin artmasi neredeyse dogrusal olarak artarak DPPH degeri
tizerine olumlu etki yaptig1 gozlenmistir (Sekil 4.17a). Ayrica, OA miktarinin DPPH degeri
tizerine etkisinin yiiksek oldugu da tespit edilmistir (Sekil 4.17by). AA miktarinin artmasi
DPPH degeri iizerine olumsuz etki gostermistir. MgCl, miktariin artmas1 da DPPH degerini
belli bir diizeye kadar artirmis daha sonra azaltmistir. Orta seviyeye kadar MgCl, kullanim
DPPH degerini artirmis daha sonra ters etki gostermistir.

B-karoten agartma yontemiyle antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in olusturulan iz
egim grafigine gére MgCl; katkisinin kullanim miktarlarinin artmasiyla lipofilik antioksidan
aktivitenin tespitinde rol oynayan B-karoten agartma yontemiyle elde edilen antioksidan
aktivitede 6nemli bir degisiklik goériilmemistir (Sekil 4.18a, Sekil 4.18by). Cizelge 4.20’de
tespit edildigi gibi yliksek antioksidan aktivite i¢in bir inhibitér madde olarak AA
sOylenebilmektedir. Sekil 4.18.bi’deki kontur grafigi, formiilasyondaki AA oraninin
artmasinin f-karoten agartma yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite degerini artirdigini
gostermistir. Orta seviyeye kadar OA ve L-sis kullanimi antioksidan aktiviteyi azaltmis, AA
kullanimu ise siirekli artirmistir. Kullanilan tiim katki maddeleri -karoten agartma yontemiyle
elde edilen antioksidan aktivite tizerine dogrusal olarak etki etmistir. OA ve L-SiS miktarinin
ise B-karoten agartma yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite iizerine benzer etki

gosterdigi tespit edilmistir.

108



Toplam fenolik madde (mg GEA/kQ)

@

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit

15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

15

B: L-sistein

A: oksalik asit

15

B: L-sistein
15

15
D: MgClI2

(c2)

15
C: askorbik asit

15
D: MgCl2

Sekil 4.16. Katki maddelerinin zeytinyaginin toplam fenolik madde degeri {iizerine etkisini gosteren
optimizasyon grafikleri a. iz egimi, by — b, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik

asit, D: MgCl,)
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c
o
k2)
=
<
£
S
I
o
o
[a)
Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
Al oksalilcasit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 1.5 15 0 15

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15

(c) , (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.17. Katki maddelerinin zeytinyaginin DPPH degeri iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl»)
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@

B-karoten agartma (%)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgClI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c1) (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCI2
Sekil 4.18. Katki maddelerinin zeytinyaginin -karoten degeri tizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri
a. [z egimi, b; — b, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Inhibitér ilaveli zeytin hamurlarinin nem icerikleri Cizelge 4.20’de verilmistir. Zeytin
hamurlarinin nem igerikleri %39.40-51.87 araliginda degismektedir. En yiiksek nem degerleri
sirasiyla %51.87 nem igerigiyle %1 L-sis + %1 MgCl, ve %50.06-50.11 nem igerigiyle %2
MgCI, 6rneklerinde belirlenmistir. %50'den fazla nem igeriginin yag ekstraksiyonu igin "zor"
zeytin hamuruna neden oldugu kabul edilmistir (Di Giovacchino, 1991) . Bu sebeple, genel
olarak zeytinyagina gecen fenolik madde miktar1 az olmaktadir. Cizelge 4.20’de de goriildiigii
gibi %2 MgCl, (535.51-537.13 mg GEA/kg) ve %1 L-sis + %1 MgCl, (759.89 mg GEA/KQ)
orneklerinin toplam fenolik madde igerikleri nem oranmi diisiik olan diger 6rneklerden daha
diisiiktiir. Nem miktarlar1, kullanilan katki gesitine gore degisiklik gdstermistir. Inhibitdrlerin
ikili kombinasyon saklinde kullanilmasi ile %1 L-sis+ %1 AA, %1 OA + %1 MgCl,, %1 OA
+ %1 AA, %1 OA + %l L-sis ve %1 AA + %1 MJCIl, 6rneklerin nem degerleri sirasiyla
yiiksek bulunmustur. Bu orneklerde kullanilan katkilar kiyaslandiginda, nem miktarindaki
artis1 en fazla L-Sis katkisi etkilemistir denilebilmektedir. Bunun yani sira, katki miktar ve
¢esitine gore zeytin hamurlarinin nem miktarlarinda farkliliklar gézlenmis, ancak diizenli bir
artis veya azalig belirlenmemistir.

Cizelge 4.20’de katki maddesi ilave edilmis zeytin hamurlarindaki toplam fenolik
madde degerleri gosterilmistir. Zeytin meyvesi, hamur agirliginin %1-3"i arasinda degisen
¢ok onemli bir fenolik bilesik konsantrasyonu icermektedir (Restuccia ve ark., 2018). Analiz
edilen numuneler, toplam fenolik madde konsantrasyonlarinda genis bir yelpazede (772.80-
2064.16 mg GEA/kg) degiskenlik gostermistir. Toplam fenolik madde konsantrasyonlarinda
gozlenen farkliliklar, katki ilavesinin etkisini dogrulamaktadir. Veriler, katk: ilavesinin zeytin
hamurlarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimliligini arttirmaya uygun oldugunu
gostermektedir. Toplam fenol igerigi en yiikksek zeytin hamurlart %2 AA ilaveli 6rneklere
aittir. Bunu 1914.04 mg GEA/kg degeriyle %1 L-sis + %1 AA 6rnegi ve 1911.62 mg GEA/kg
degeriyle %1 OA + %1 AA &rnekginin takip ettigi gdzlenmistir. Inhibitdr oranlar1 gdz oniine
alindiginda %2 oraninda OA, L-sis, AA ve MQCl, katkilarim igeren zeytin hamurlarnin
toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla 1380.55-1341.81 mg GEA/Kg, 1424.13-1494.35 mg
GEA/kg, 2039.95-2064.16 mg GEA/kg ve 975.38-976.19 mg GEA/kg olarak belirlenmistir.
Zeytin hamurlarindaki toplam fenol miktarlar1 katki ¢esiti ve miktarlarina bagli olarak
degisiklik gostermistir. %2 oraninda AA igeren Ornekler en yiiksek toplam fenolik madde
icerigine sahiptir. Buradan hareketle, %1 oranlarinda katk: ilave edilen 6rnekler (%1 OA +
%1 L-sis, %1 OA + %1 MgCly,, %1 L-sis + %1 MgCl,, %1 AA + %1 MgCl,, %1 L-sis + %1
AA, %1 OA + %1 AA ornekleri) incelendiginde, AA iceren zeytin hamurlarmin (%1 AA +
%1 MgCl,, %1 L-sis + %1 AA, %1 OA + %1 AA) diger drneklere (%1 OA + %1 L-Sis, %1

OA + %1 M(Cly,, %1 L-sis + %1 M(Cl,) gore daha yiiksek toplam fenolik madde miktarina
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sahip oldugu tespit edilmistir. L-sis katki maddesini %1 oraninda igeren 6rnekler (%1 OA +
%1 L-sSis, %1 L-sis + %1 MgCl,) AA’l 6rneklerden sonra ikinci en yiliksek toplam fenolik
madde igerigi olan 6rnekler olarak belirlenmislerdir.

Zeytin hamuru ekstraktlarinin DPPH ve B-karoten agartma analizleri ile belirlenen
antioksidan aktivite degerleri Cizelge 4.20’de gosterilmistir. %2 oraninda AA, L-sis, OA ve
MgCl, katkilarim igeren oOrnekler sirasiyla en yiksek DPPH radikal tutma aktivitesi
gostermislerdir. AA, L-sis, OA ve MQCl; iceren 6rneklerin % inhibisyon degerleri sirasiyla
%80.15-83.63, %78.00-80.04, %63.30-68.22 ve %58.41-60.85 olarak belirlenmistir. DPPH
yontemine benzer sekilde, [B-karoten agartma yontemine gore antioksidan Kkapasite
incelendiginde, %2 oraninda katki maddes iceren 6rnekler arasinda AA igeren Srnekler en
yiksek degeri (%42.48-42.61) gostermistir. Katki maddeler %1 oraninda kullanildiginda
zeytin hamurlarinin DPPH radikal tutma aktivitesini olumsuz yonde en fazla etkileyen katki
madde MgCly’dir. %2 oraninda kullanildiginda en yiiksek DPPH degerini gosteren AA ilaveli
orneklere gore kiyaslandiginda, %1 oraninda AA igeren %1 L-sis + %1 AA ve %1 OA + %1
AA ornekleri yiiksek DPPH degeri gosterirken, %1 AA + %1 MCl, 6rneginin DPPH degeri
daha diisiik olarak belirlenmistir. MgCl, katkisi i¢ceren %1 OA + %1 MgCl,, %1 L-sis + %1
MgCl, ve %1 AA + %1 M(ClI, 6rnekleri incelendiginde ise MgCl, nin antioksidan kapasiteyi
diistirdigii  sOylenebilmektedir. [-karoten agartma yontemi, farkli ekstraktlarin (-
karoten/linoleik asit emiilsiyonunda B-karotenin oksidatif agartmasini azaltma kabiliyetine
dayanan bir yontemdir (Perez ve ark., 2003). %2 oraninda AA igeren 6rneklerin -karoten
agartma yontemine gore elde edilen antioksidan aktiviteleri (%42.61 ve %42.48) diger
orneklerden yiiksektir. Bu sebeple, AA’nin B-karotenin oksidatif agartmasini azaltma
kabiliyeti daha yiiksektir denilebilmektedir. Inhibitér miktar1 ve oranma bagh olarak zeytin
hamurlarinin B-karoten agartma yontemine gore antioksidan aktiviteleri degisiklik gdstermis,
ancak diizenli artis veya azalis belirlenmemistir. p-karoten agartma yoOntemine gore
antioksidan aktivite belirlendiginde en yiiksek deger (%55.87) katki maddesi kullanilmayan
kontrol drneginde tespit edilmistir. Kontrol 6rnegini %0.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA +
%1.25 MgCl, ornegi takip ederek katki ilaveli zeytin hamurlari icerisinden en yiiksek
antioksidan aktivite degerine (%44.15) sahip oldugu bulunmustur. Zeytin hamurlarinda f-
karoten agartma yontemine gore antioksidan aktivite belirlendiginde, zeytin hamurlarinin

antioksidan aktivitelerinde azalma tespit edilmistir.
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Cizelge 4.20. Zeytin hamuruna katki maddelerin ilavesiyle elde edilen zeytin hamurlarinin nem igerikleri, toplam fenolik madde, DPPH ve [3-karoten antioksidan aktivite degerleri

uizerine etkisi

Nem icerigi Toplam fenolik madde DPPH B-karoten agartma
Numune no (%) (mg GEA/KkQ) (% inhibition) (%)
%1.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 43.51 +1.44* 1153.75+11.10 72.85+2.04 33.14+1.92
%10A +%1L-sis 40.46 £1.59 1286.12 +20.59 68.70 £1.95 32.94 £1.77
%2 MgCl, 50.11+1.51 975.38 £19.42 58.41 +3.73 41.74 £0.94
%2L-sis 39.47 £1.65 1424.13 +£26.67 78.00 +4.81 38.38+1.79
%1 OA + %1 MgCl, 42.04+0.78 788.14 +24.21 34.33+1.28 37.02+3.12
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 42.73+1.15 1545.20 +24.85 75.59 +£3.99 37.59 +0.58
%2 AA 44,52 +0.59 2039.95+15.12 83.63 +4.35 42.61 +2.40
%0.25 OA + % 1.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 45.49 +£1.03 1633.98 +25.43 76.63 +£2.00 41.77 £1.81
%2 OA 40.14 £1.37 1380.55 +27.54 63.30 +1.77 37.20+1.85
%2 AA 44.21+1.34 2064.16 +19.82 80.15 +3.40 42.48 +1.65
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, 44.36 +4.19 1168.28 +19.82 70.37+2.21 44.15+2.91
%2 OA 41.37+0.10 1341.81 +23.01 68.22 +1.06 38.18+2.26
%1L-sis+%1MqgCl, 51.87 £2.79 1224.78 £24.49 64.85 +2.68 41.10+2.31
%1AA +%1MgCl, 39.40+1.36 1423.33 £19.57 57.78 +4.30 4255 +2.46
%2 MgCl, 50.06 +3.62 976.19 +23.27 60.85 +0.89 40.52 +1.07
%0.5 0A + %0.5L-sis+ %0.5 AA + %0.5MgCl, 44.66 +0.95 1671.11 +20.88 71.19+£0.42 36.87 +3.23
%1L-sis+%1AA 44.82 £2 .47 1914.04 +£19.22 78.81+£3.55 39.84 +3.36
%10A +%1AA 41.71+2.85 1911.62 +26.19 76.37 +£3.72 35.51+1.70
%2L-sis 41.23 +0.58 1494.35 +21.70 80.04 +3.17 39.33+3.77
%1 0A +%1L-sSis 41.83 +1.06 1244.15 +24.37 70.22 +2.38 30.58 +2.17
K 48.29 +0.94 772.80+17.18 39.78 +0.40 55.87 +2.45

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.

*Degerler ortalama + standart sapmaolarak verildi.
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Farkli katki maddelerle elde edilen zeytin hamurlarinin nem miktarlari, toplam fenolik
madde degerleri, DPPH ve B-karoten agartma yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite
degerlerine ait varyans analiz sonuglari Cizelge 4.21°de sunulmustur. Nem miktari i¢in
belirlenen model kuadratik, toplam fenolik madde miktarlar i¢in belirlenen model dogrusal
iken antioksidan aktivite analizlerinin modeli ise 0zel kiibik olarak belirlenmistir. Zeytin
hamurlarinin nem miktari, toplam fenolik madde miktari, DPPH radikal tutma aktivitesi ve -
karoten yontemiyle belirlenen antioksidan aktivitenin degerlerine ait varyans analizinde
P<0.0001 olup katki maddelerden en az birisinin zeytin hamurlarinin nem miktari, toplam
fenolik madde miktari, DPPH radikal tutma aktivitesi ve P-karoten yontemiyle belirlenen
antioksidan aktivitenin degerleri ilizerine istatistiksel olarak 6nemli bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (P<0.05). Varyans analiz sonuglari, nem degerlerini ve DPPH yontemiyle elde
edilen antioksidan miktarlarin1 sadece AA x MQgCl, konsantrasyonunun etkiledigini
gostermektedir (P<0.01). L-sis x MgCl, interaksiyonu sadece nem miktar1 igin (P<0.01), OA
x MgClI; interaksiyonu sadece DPPH miktar i¢in (P<0.01), OA x L-sis x AA, OA x L-Sis x
MgCl, ve OA x AA x M(CI; interaksiyonlari1 ise DPPH radikal tutma aktivitesi ve B-karoten
agartma yontemi ile elde edilen antioksidan aktivite degerleri i¢cin (P<0.05) belirlenen
dogrusal etkilesimlerin istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit edilmistir. Nem, DPPH radikal
tutma aktivitesi ve B-karoten agartma yontemiyle antioksidan aktivitesi i¢in gelistirilen tim
modeller uyumsuzluk testini gegerken (P>0.05), zeytin hamurundaki toplam fenolik madde
degerleri igin gelistirilen model uyumsuzluk testini ge¢memistir (P<0.05). Model
uyumsuzlugu testinde P degerleri sirasiyla 0.1834, 0.1169 ve 0.1615 olarak hesaplanmistir,
dolayisiyla model uyumsuzlugunun nem degeri, DPPH radikal tutma aktivitesi ve [3-karoten
agartma yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite degerleri i¢in 6nemli olmadigi tespit
edilmistir (P>0.05). Zeytin hamurlarinin toplam fenolik madde degerleri i¢in ise istatiksel
olarak onemli bir fark belirlenmemistir. Zeytin hamurlarinin nem miktari, toplam fenolik
madde miktari, DPPH radikal tutma aktivitesi ve B-karoten yontemiyle belirlenen antioksidan
aktivitenin belirleme katsayilar1 sirasiyla R%: 0.9534, 0.8367, 0.9513 ve 0.9371 ve uyarlanan
belirleme katsayilari ise sirastyla R 0.9115, 0.8061, 0.9159 ve 0.8805 olarak bulunmustur.
R?, modele degisken eklenip eklenmemesine ve degiskenlerin istatistiksel olarak 6nemli olup
olmamasina bakilmaksizin her zaman artarken, uyarlanan R? ise eklenilen degiskenlerin
istatistiksel olarak onemsiz oldugu durumlarda azalmaktadir. Bu sebeple, R* ve uyarlanan R?
degerlerinin birbirine yakin olmasi istenilmektedir. Cizelge 4.21°e gore zeytin hamurlarinin
nem icerigi, toplam fenolik madde, DPPH ve f-karoten degerlerini etkileyen bagimsiz

degiskenlerin R? ve uyarlanan R? degerleri birbirlerine oldukc¢a yakin oldugundan katki
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maddelerin istatistiksel olarak 6nemli oldugu goriilmektedir. Dolayisiyla, nem miktari, toplam
fenolik madde miktari, DPPH radikal tutma aktivitesi ve P-karoten ydntemiyle belirlenen
antioksidan aktivitesindeki degiskenligin sirasiyla %95.34, %83.67, %95.13 ve %93.71°1
belirlenen modeller ile acgiklanabilmektedir. Uyarlanan R? degerleri ise belirlenen R?
degerlerine yakin oldugundan belirlenen nem miktari, toplam fenolik madde miktari, DPPH
radikal tutma aktivitesi ve B-karoten yontemiyle belirlenen antioksidan aktivitenin degerleri
arasinda yiiksek bir uyumluluk oraninin oldugu belirlenmistir. Nem degerleri, toplam fenolik
madde miktari, DPPH radikal tutma aktivitesi ve B-karoten agartma yontemiyle elde edilen
antioksidan aktivite degerleri i¢in olusturulan regresyon esitligi Cizelge 4.21°de verilmistir.
Farkli katki maddeler ve farkli oranlar kullanilarak elde edilen zeytin hamurlarinin nem
miktarlarindaki degisim incelendiginde OA, L-sis, AA ve MgCl; katk1 miktar1 ile OA x L-SiS,
L-sis x AA ve L-sis x M(CIl; interaksiyonlarinin artmasi ile nem miktarmin arttigi
goriilmektedir. Inhibitor maddelerin katsayilarina gére toplam fenolik madde igerigini
herhangi bir interaksiyon etkilememektedir. DPPH radikal tutma aktivitesi ve [B-karoten
agartma yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite degerlerini ise OA, L-sis, AA ve MgCl,
katkilarinin yani sira OA x L-sis x M(CI; etkilesimleri pozitif interaksiyon etkilerinden

dolay1 zeytinyaginin antioksidan icerigini artirdigi belirlenmistir.
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Cizelge 4.21. Zeytin hamurlarinin nem igerigi, toplam fenolik madde, DPPH ve B-karoten degerlerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

Nem icerigi Toplam fenolik madde DPPH B-karoten agartma
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 9 22.74 <0.0001 3 27.33 <0.0001 8 26.86 <0.0001 9 16.55 <0.0001
AB 1 121 0.2962 - - - - - - 1 34.38 0.0002
AC 1 0.0250 0.8776 - - - - - - 1 9.25 0.0124
AD 1 7.31 0.0222 - - - 1 59.18 <0.0001 - - -
BC 1 7.17 0.0232 - - - - - -
BD 1 38.82 <0.0001 - - - - - - - - -
CD 1 49.38 <0.0001 - - - 1 12.80 0.0043 - - -
ABC - - - - - - 1 4.88 0.0493 1 6.55 0.0284
ABD - - - - - - 1 6.47 0.0273 1 7.85 0.0188
ACD - - - - - - 1 5.45 0.0395 1 7.84 0.0188
BCD - - - - - - - - - 1 8.82 0.0141
Hata 10 - - 16 - - 11 - - 10 - -
Model N 2.36 0.1834 11 40.70 0.0004 6 311 0.1169 5 2.57 0.1615
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan ” Uyarlanan
R>=0.9534 R=0.9115 R>=0.8367 R°=0.8061 R>=0.9513 R°=0.9159 R>=0.9371 R°=0.8805

Nem igerigi = 40.87 x A + 40.34 x B + 44.26 x C + 49.82 D + 3.90 x (AxB) _ 0.6964 x (AxC) _ 11.92 x (AxD) + 11.81 x (BxC) + 27.77 x (BxD) — 31.03 x (CxD)

Toplam fenolik madde = 1257.87 x A + 1496.33 x B + 2085.32 x C + 904.46 x D

DPPH = 65.97 x A + 77.30 x B + 82.53 x C +58.99 x D — 109.33 x (AxD) — 50.69 x (CxD) — 795.21 x (AxBxC) + 917.94 x (AxBxD) + 855.36 x (AxCxD)

B-karoten agartma = 37.23 x A +39.00 x B + 42.60 x C + 41.18 x D — 25.07 x (AxB) — 16.93 x (AxC) — 381.18 x (AxBxC) + 414.22 x (AxBxD) — 416.49 x (AxCxD) + 439.59 x

(BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Inhibitér maddelerin zeytin hamurlarinin nem, toplam fenolik madde, DPPH radikal
tutma aktivites ve B-karoten agartma yontemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerileri
tizerine etkisini gérmek amaciyla her bir katki madde icin ayr1 ayri iz egimi ve kontur
grafikleri olusturulmus ve sirasiyla Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21 ve Sekil 4.22°de
verilmistir. OA ve AA katkilarimin miktarlarinin artmas: nem miktarini ilk duruma goére
azaltmistir (Sekil 4.19a). Ayrica, MgCl, miktarinin artmast nem igerigini neredeyse siirekli
artirmistir. MgCl, konsantrasyonunun artirtlmasi, zeytin hamurunun nem igerigini stirekli
artirmistir (Sekil 4.19.¢4). Zeytin hamurunun nem igerigi, natiirel sizma zeytinyagmin fenolik
icerigini olumsuz etkilemektedir. Zeytinyagma fenolik ge¢is orani1 daha diisiik olan zeytin
cesitlerinde yliksek oranda nem miktar1 sergilenmistir (Talhaoui ve ark., 2016). Bu sebeple
MgCl, katkisinin miktarindaki artis fenolik madde igerigini olumsuz etkileyecegi
diisiniilmektedir. Dolayisiyla, MgCl, kullaniminin artmasi nem miktari iizerine negatif etkide
bulunmustur. Nem miktar1 i¢in olusturulan iz egim grafigine gére, OA ve MgCl, miktarinin
nem miktar tizerine etkisinin yiiksek oldugu gozlenmektedir. Orta seviyeye kadar L-Sis ve
MgCl; kullanim1 nem igerigini artirirken, OA ve askorbik kullanimi ise azaltmaktadir.

Sekil 4.20a’da goriildigii gibi zeytin hamurunda kullanilan tiim katki maddeleri
toplam fenolik madde miktarin1 dogrusal olarak etkilemistir. OA ve MgCl;, kullanimi toplam
fenolik madde igerigini azaltirken (Sekil 4.20.b; ve Sekil 4.20.by) L-sis ve AA kullanimi ise
toplam fenolik madde igerigini artirmistir (Sekil 4.20.b, ve Sekil 4.20.b;). Bunun yanisira, OA
ve MgCl; kullaniminin artmast hamurdaki toplam fenolik madde igerigi iizerine negatif etki
gosterirken L-sis ve AA kullanimi pozitif etki gostermistir (Sekil 4.20a). Yani, AA ve MgCl,
zeytin hamurundaki toplam fenolik madde igerigini 6nemli 6l¢lide etkilemistir.

Zeytin hamurunda yapilan DPPH yontemi ile belirlenen antioksidan igerigi i¢in
olusturulan iz egim incelendiginde MgCl, katkilarinin kullanim miktarlarinin artmasi ile
DPPH degeri iizerine etkisinin fazla oldugu goézlenmektedir (Sekil 4.21a). Zeytin
hamurlarindaki en yiiksek DPPH inhibisyon degeri OA ve L-sis ile iiretilen zeytinyaglarinda
(Sekil 4.21.b;), ayrica OA ve M(gCl, ile dretilen zeytinyaglarinda (Sekil 4.21.c3)
belirlenmistir. Buradan, OA, L-sis ve MQCl, kullaniommin artmast DPPH radikal tutma
aktivites iizerinde pozitif etkide bulundugu soylebilmektedir. Orta seviyeye kadar OA ve
MgCl; kullanimi1 DPPH igerigini artirmis, L-Sisve AA ise ters etki gostermistir.

Sekil 4.22°de zeytin hamurunda P-karoten agartma yontemiyle yapilan antioksidan
aktivite degerleri lizerine kullanilan katki maddelerin etkisi goriilmektedir. Orta noktaya kadar
OA ve AA kullanim miktarinin artmasi B-karoten agartma yontemiyle elde edilen antioksidan
aktivite degerlerini azaltirken, L-sis ve MgCl; kullanim miktarinin artmasi ise [-karoten

agartma yontemiyle elde edilen antioksidan aktivite degerlerini artirmaktadir. Orta noktadan
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sonra ise katkilarin tamami ters etki gostermektedir. OA ve AA kullanimin artmasi
antioksidan aktivite tizerine pozitif etkide bulunurken (Sekil 4.22.b; ve Sekil 4.22.¢1), L-Sisve

MgClI; kullaniminin artmasi ise negatif etkide bulunmustur (Sekil 4.22.by).
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@

Nem icerigi (%)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit

15 ;5

(ba)

15 0 15 15 0 15

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgClI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 1.5
(c) (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.19. Katki maddelerinin zeytin hamurlarinin nem degeri iizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)
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@

Zeytin hamurlarinda toplam fenolik
madde (mg GEA/kQq)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(by) (b2)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: Lisistain D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c) (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.20. Katki maddelerinin zeytin hamurlarinin toplam fenolik madde degeri iizerine etkisini gosteren
optimizasyon grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik
asit, D: MgCly)
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§
T
o
o
(@]
©
°
:
T
Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 1,5

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgClI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(e : (c2)

15 0 15 1.5 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.21. Katki maddelerinin zeytin hamurlarimin DPPH degeri {izerine etkisini gosteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCly)
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@

Hamurda p-karoten (%)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15
(ba)

15 0 1,5 15 0 1,5
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15

(cy) , (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.22. Katki maddelerinin zeytin hamurlarimin B-karoten degeri tizerine etkisini gosteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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4.4.6. Zeytinyag ve zeytin hamuru orneklerinin fenolik bilesen dagilimina iliskin veriler
4.4.6.1. Zeytinyaglarimin fenolik bilesen kompozisyonu

Fenoller, yagi hiicresel diizeyde oto-oksidasyondan ve oksijen radikallerinden koruyan
onemli antioksidan molekiillerdir. Ayrica, fenolikler sadece sizma zeytinyadi stabilitesini
etkilemekle kalmaz aymi zamanda yagin keskinligine, lezzet ve aromasina, oOzellikle
zeytinyagimin tipik aci tadina katkida bulunmaktadir (Serrano ve ark., 2021). Zeytinyaglarinda
tespit edilen ayritili fenolik bilesenler HPLC metodu kullanilarak belirlenmis ve elde edilen
veriler Cizelge 4.22°de gosterilmistir. Sizma zeytinyagindaki fenolik bilesik igeriginin
belirlenmesi, zeytinyagi fenolleri oksidasyon direncine katkida bulundugundan ve
zeytinyaginin aciligindan sorumlu oldugundan 6nemli bir kalite parametresidir (Bendini ve
ark., 2007). Sizma zeytinyaglarinda fenolik akoller (hidroksitirozol ve tirozol), sekoiridoit
tiirevleri, fenolik asitler (kafeik asit, kumarik asit, vanillik asit, ferulik asit ve sinnamik asit),
lignanlar ve flavonoidler (luteolin, apigenin, luteolin-7-O-glucoside ve apigenin-7-O-
glucoside) dahil olmak tizere bazi fenolik bilesikler tanimlanmigtir (Bendini ve ark, 2007,
Servili, 2014). Sizma zeytinyaginin sagligi koruyucu etkileri esas olarak oleuropeinin
sekoiridoit tiirevlerine (hidroksitirozol (3,4-DHPEA), hidroksitirozole bagli elenolik asidin
dialdehid formlarma (3,4-DHPEA-EDA) ve oleuropein aglikon (3,4-DHPEA-EA)) ve
ligstrosit (tirozol (p-HPEA) izomerine, Tipik Akdeniz diyetinde giinliik fenolik bilesiklerin
alimina 6nemli bir nicel ve nitel katkiyr garanti eden lignanlara ((+)-1-asetoksipinoresinol,
(+)-pinoresinol ve (+)-1-hidroksipinoresinol) (Servili ve ark., 2004; Di Maio ve ark., 2013,
2011; Fregapane ve Salvador, 2013; Vitaglione ve ark., 2015; Aparicio-Ruiz ve ark., 2016) ek
olarak tirozole bagli elenolik asidin dialdehidik formlarina ((p-HPEA-EDA) ve ligstrosit
aglikon) atfedilmektedir (Briante ve ark., 2003; Vasto ve ark., 2014). Katki maddeleri
ilaveleri sonucunda elde edilen yaglarda sekoiridoit grubuna dahil olan 3,4-DHPEA-EDA, p-
HPEA-EDA, p-HPEA-EA, 34-DHPEA-EA bilesikleri tespit edilmistir. Kontrol ile
karsilagtirildiginda %0.5 OA + %0.5 L-sis + %0.5 AA + %0.5 MgCl, ve %1 L-sis + %1 AA
ornekler disindaki tiim uygulamalarda 3,4-DHPEA-EDA miktarlarinda artig belirlenmistir. p-
HPEA-EA igerigi kontrole gore yaklasik 2 kat artis gostererek 124.57 mg/kg degeri ile %0.25
OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 MQCl; uygulamasinda en biiyiik degerini
gostermistir. Ayrica, 3,4-DHPEA-EA igerigi kontrole gore yaklasik 3 katlik artisla 73.66
mg/kg degeri ile %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA + %0.25 MgCl, uygulamasinda en
biiyiik degerini gostermistir. Hidrolitik bozunmada, B-glukozidaz enzim aktivitesindeki artis,
seker molekiiliiniin kaybina neden olarak fenolik aglikonlarin (p-HPEA-EA, 3,4-DHPEA-EA)
olusumunu saglar (Gutierrez-Rosales ve ark., 2010). Aglikon igeriklerinde belirlenen artis bu

duruma dayandirilabilir. Ayn1 zamanda, %1 L-sis + %1 AA uygulamasi sonucunda oleasein
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(3,4-DHPEA-EDA) en fazla kaybin goruldigi bilesik olarak (57.40 mg/kg) karsimiza
cikmaktadir. %2 katki maddesi uygulanan orneklerden %2 OA uygulanan Orneklere ait
zeytinyaglarinda 3,4-DHPEA-EDA diger katkilara gore daha yiiksek miktarlarda (118.96-
126.07 mg/kg) bulunmustur.

Fenolik alkoller grubuna giren hidroksitirozol (3,4-DHPEA) bilesiginin en diisiik
konsantrasyonu (16.46-16.39 mg/kg) %1 OA + %1 L-sis uygulamasi sonucu tespit edilmistir.
Mevcut ¢alismada ekstraksiyon sirasinda uygulanan katkilar ile hidroksitirozol ve tirozol (p-
HPEA) bilesiginde artis belirlenmistir. Zeytin kirma ve malaksiyon sirasinda, enzimatik
bozunmanin yani sira hidrolitik bozunma hakimdir. Hidrolitik bozunma sonucunda ise
dialdehidik dekarboksimetil aglikon formlar1 olugsmaktadir (Servili ve Montedoro, 2002;
Kalua ve ark., 2006). Yag depolama sirasinda hakim olan hidrolitik bozunmay1 3,4-DHPEA
ve p-HPEA'nin yani sira enzimatik olmayan bozunma olusturmaktadir (Migliorini ve ark.,
2012). 3,4-DHPEA bilesigindeki azalma ile hidrolitik bozunmanin daha yavas olabilecegi
sOylenebilir. Hidroksitirozol miktar1 3.93-58.22 mg/kg araliginda degisirken, tirozol miktari
2.01-59.67 mg/kg araliginda degismektedir. Tirozol miktarinin % 2 OA kullanilan 6rneklerde
en yiiksek seviyede oldugu belirlenmistir. Bunu, %2 oraninda AA kullanilan 6rnekler takip
etmistir.

Cizelge 4.22 incelendiginde zeytinyagi orneklerinin kafeik asit miktarlar1 0.15-5.36
mg/kg degerleri arasinda degisiklik gosterdigi goriilmektedir. Fenolik asitlerden kafelk asitte
%1 OA + %1 MgCl,, %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA + %0.25 MgCl,, %2 AA ve
%0.25 OA + %125 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl, uygulamalari hari¢ diger
uygulamalarda artig goriilmiistiir. OA, L-sis, AA ve MgCl; katkilarinin tekli uygulamalarinda
ise homovanilik asit ve vanillin miktarlarinda ¢ogunlukla belirgin artislar bulunmustur.
Kontrol ile kiyaslandiginda kafeik asitte %64.92 oraninda artig goriiliisrken, homovanillik asit
ve vanillin miktarlarinda sirasiyla %96.45 ve %79.38’e kadar artis gortilmiistiir.

Zeytinyag1 Orneklerinde bir hidroksitirozol tiirevi olan hidroksitirozol asetat (3,4-
DHPEA-AC) bulunmustur.

Oldukea yiiksek konsantrasyonlarda tanimlanan bagka bir fenol oleuropein aglikon
(3,4-DHPEA-EA)’dir.  Zeytinyaglarimin oleuropein aglikon igerigi 11.90-73.66 mg/kg
arasinda degismektedir.

Flavonoidlerle ilgili olarak, tekli uygulamalarda apigenin konsantrasyonunda artis
goriiniirken, %2 L-Sis 6rneginde de luteolin konsantrasyonunda artis belirlenmistir. Diger
orneklerde ise apigenin igerigi artarken, luteolin iceriginde uygulamalara bagli olarak

farkliliklar gortilmektedir. Apigenin miktarindaki maksimum artis (3.07 mg/kg) %2 OA
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uygulamasinda, luteolin miktaridaki maksimum artis ise (12.75 mg/kg) %1 AA + %1 MgCl,
uyglamasinda bulunmustur.

Cizelge 4.23’te zeytinyag ekstraksiyonu sirasinda uygulanan farkli katkilar sonucunda
elde edilen zeytinyaglarinin luteolin igerikleri yer almaktadir. Cizelge incelendiginde,
zeytinyag1 oOrneklerinin luteolin miktarlar1 1.52-12.72 mg/kg degerleri arasinda degisiklik
gosterdigi goriilmektedir. %2 L-sis kullanilan 6rnekler en yiiksek degeri gosterirken L-sis’in
OA ve AA ile esit oranlarda kullanildigt %1 OA + %1 L-sis ve %1 L-sis + %1 AA
orneklerinin en diisiik degeri gosterdigi belirlenmistir. Buradan, OA ve AA’nin luteolin

degerini diisiiriicii etkisinin var oldugu goriilmiistiir.

126



Cizelge 4.22. Ekstraksiyonda uygulanan farkli katki maddeleri sonucunda elde edilen zeytinyaglarinda belirlenen fenolik bilesenler (mg/kg)

Hidroksitir ozol Tirozol Hidroksitirozol asetat
(3,4-DHPEA) (p-HPEA) K afelk asit Homovanillik asit Vanillin (3,4-DHPEA-AC)
%1.25 OA + %0.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 19.55 19.27 254 5.65 0.61 7.59
%10A +%1L-sis 16.46 4.38 2.99 0.91 0.16 5.77
%2 MgCl, 21.83 9.43 5.36 6.76 0.21 6.82
%2L-sis 26.18 5.65 4.25 2.52 0.15 6.08
%1 0A +%1MqgCl, 23.37 18.00 1.88 1.07 0.95 6.83
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 58.22 27.65 1.95 0.58 0.20 9.45
%2 AA 29.59 41.09 1.16 0.54 0.26 7.20
%0.25 OA + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 30.83 7.24 0.82 0.82 0.86 7.65
%2 OA 41.78 59.67 4.22 151 0.53 8.30
%2 AA 38.47 45.93 1.07 0.36 0.22 7.70
%0.25 OA +%0.25 L-sis+ %0.25 AA + % 1.25MgCl, 26.31 10.08 2.08 3.10 0.95 8.53
%2 OA 47.93 47.33 4.82 201 0.58 8.46
%1L-sis+%1MqgCl, 25.12 17.34 4.62 3.35 0.15 7.41
%1AA+%1MgCl, 38.92 53.69 243 3.06 0.97 8.36
%2 MgCl, 21.46 9.83 5.73 5.80 0.09 7.13
%0.50A +%05L-sis+%0.5AA + %0.5MgCl, 27.24 12.06 3.50 0.00 0.71 6.29
%1L-sis+%1AA 26.11 22.37 4,09 0.00 0.10 6.88
%10A+%1AA 38.50 277 0.15 1.82 0.26 7.32
%2L-sis 27.82 4,77 4,77 2.24 0.64 5.92
%1 0A +%1L-ss 16.39 4,16 2.37 2.23 0.18 6.04
K 3.93 2.01 2.01 0.24 0.20 6.82

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.
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Cizelge 4.23. Ekstraksiyonda uygulanan farkli katk1 maddeleri sonucunda elde edilen zeytinyaglarinda belirlenen fenolik bilesenler (mg/kg) (devami)

Oleokantal Ligstrosit
Oleasein (p-HPEA- aglikon Oleuropein aglikon
(3,4-DHPEA-EDA) EDA) (p-HPEA-EA) (3,4-DHPEA-EA) Apigenin Luteolin
%1.25 0A + %0.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 81.22 28.74 47.65 14.91 2.73 2.84
%10A +%1L-sis 73.09 17.31 48.09 17.07 2.75 3.72
%2 MgCl, 92.67 29.91 45.01 26.63 2.61 3.62
%2L-sis 80.81 25.03 33.59 24.31 1.34 10.97
%1 0A +%1MqgCl, 124.03 16.99 37.81 37.81 2.89 2.75
%0.25 OA + %0.25L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 109.74 15.08 73.61 73.66 2.96 5.72
%2 AA 81.02 22.45 51.38 25.17 2.65 7.91
%0.25 OA + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 83.05 18.85 81.15 55.32 2.52 8.58
%2 OA 118.96 17.47 34.49 18.81 2.86 6.35
%2 AA 89.91 20.92 66.82 28.58 243 8.76
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + % 1.25M(gCl, 78.24 22.45 124.57 49.10 2.75 9.72
%2 OA 126.07 14.66 32.46 16.20 3.07 7.36
%1L-sis+%1MqgCl, 109.44 20.10 44.45 28.51 2.83 10.85
%1AA+%1MgCl, 75.30 16.45 101.26 44.33 2.27 12.72
%2 MgCl, 86.54 23.06 44.33 27.38 2.80 3.97
%0.50A +%05L-sis+%0.5AA + %0.5MgCl, 64.50 14.87 30.56 71.44 2.48 2.79
%1L-sis+%1AA 57.40 21.73 28.78 16.43 2.09 1.52
%10A+%1AA 124.42 17.37 27.03 18.30 2.20 3.08
%2L-sis 80.68 24.89 28.85 28.85 1.80 10.92
%1 OA +%1L-sis 78.33 15.57 39.78 11.90 2.23 3.35
K 71.73 21.27 64.62 24.49 0.48 2.15

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.
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Cizelge 4.24, 4.25 ve 4.26’da zeytinyaglarinda belirlenen fenolik bilesiklerin
miktarlar1 icin belirlenen varyans analiz sonuglar1 verilmistir. Inhibitér maddelerin
hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit ve homovanillik asit tizerindeki etkilerinin
tanimlanmasinda sirastyla 6zel kiibik, kuadratik, kuadratik ve o6zel kiibik modelleri
belirlenmistir. Zeytinyaglarinin hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit ve homovanillik asit
degerlerine ait varyans analizinde modellere ait P degerleri sirastyla <0.0001, <0.0001, 0.0030
ve 0.0002 olarak belirlenmis olup katki maddelerden en az birinin zeytinyaglarinin
hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit ve homovanillik asit degerleri iizerinde istatistiksel olarak
onemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05). Katki maddelerin bazi interaksiyon etkilerinin
zeytinyaglarinin hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit ve homovanillik asit degerleri lizerine
onemli seviyede etkiledigi goriilmektedir (P<0.05). Buna gore, zeytinyagi hidroksitirozol,
tirozol, kafeik asit ve homovanillik asit degerleri tizerine OA x MgCl,, hidroksitirozol, tirozol
ve kafeik asit degerleri iizerine ise OA x L-SiS interaksiyonlari 6nemli etkiye sahip olmustur
(P<0.05). AA x MQCl; interaksiyonu hidroksitirozol ve tirozol igerikleri i¢in L-Sis x AA X
MgCl, interaksiyonlari ise hidroksitirozol ve homovanillik asit igeriklerini dnemli seviyede
etkilemistir (P<0.05). OA x AA, OA x L-sis x MgCl,ve OA x AA x M(Cl; interaksiyonlari
strastyla kafeik asit, hidroksitirozol ve homovanillik asit {izerine etkilesiminin énemli oldugu
tespit edilmistir (P<0.05). Model uyumsuzlugu testinde P degerleri sirasiyla 0.3090, 0.0896,
0.0054 ve 0.0608 olarak hesaplanmistir, dolayisiyla model uyumsuzlugunun hidroksitirozol,
tirozol ve homovanillik asit i¢in 6nemli olmadig1 tespit edilmistir (P>0.05). Hidroksitirozol,
tirozol, kafeik asit ve homovanillik asitin belirleme katsayilar1 sirasiyla R?: 0.9212, 0.9084,
0.7410 ve 0.8338 iken uyarlanan belirleme katsayilar1 sirastyla R?: 0.8638, 0.8662, 0.6214 ve
0.7570 seklinde bulunmustur. Dolayisiyla, hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit ve homovanillik
asitligindeki degiskenligin sirasiyla %92.12, %90.84, %74.10 ve %383.38’1 belirlenen
modeller ile aciklanabilmektedir. Uyarlanan R* degerleri ise R* degerlerine yakin oldugundan
tespit edilen hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit ve homovanillik asitligi degerleri arasinda
yiiksek bir uyumluluk oraninin oldugu belirlenmistir. Varyans analizi ¢izelgesi verilerine gore
uygun bulunan bu modeller tahminleme agisindan yeterli bulunmustur. Bahsedilen fenolik
bilesiklerin regresyon esitlikleri Cizelge 4.24’te verilmistir. Inhibitér maddelerin katsayilarina
gore OA, L-sis, AA ve M(CIl, katkilarinin pozitif etkilerinden dolayr bu etkilesimlerin
zeytinyaginin hidroksitirozol, tirozol, kafelk asit ve homovanillik asit igerigini artirdigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.24. Zeytinyaglarinda belirlenen fenolik bilesenleri etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

Fzgdgo'sagg‘)" (pT_g gZEO'A) Kafeik asit Homovanillik asit
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 8 16.06 <0.0001 6 21.50 <0.0001 6 6.20 0.0030 10 14.70 0.0002
AB 1 31.15 0.0002 1 23.43 0.0003 1 514 0.0410 - - -
AC - - 4 - - . 1 4.97 0.0441 - - -
AD 1 5.13 0.0447 1 8.48 0.0121 1 7.68 0.0159 1 6.36 0.0255
Cbh 1 6.80 0.0243 1 8.44 0.0123 - - - - - -
ABD 1 26.56 0.0003 - - - - - - - - -
ACD - - - - . - - . - 1 11.63 0.0046
BCD 1 34.60 0.0001 - - - - - - 1 15.99 0.0015
Hata 11 - - 13 - - 13 - - 13 - -
Model N 6 161 0.3090 8 3.55 0.0896 8 13.52 0.0054 8 4.36 0.0608
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan - Uyarlanan - Uyarlanan . Uyarlanan
R?=0.9212 R3=0.8638 R?=0.9084 R3=0.8662 R2=0.7410 R3=0.6214 R?=0.8338 R3=0.7570

Hidroksitirozol (3,4-DHPEA) = 45.38 x A +26.93 x B + 33.93 x C + 21.36 x D — 75.35 x (AxB) — 39.64 x (AxD) + 45.48 x (CxD) — 2056.71 x (AxBxD) + 2342.60 x (BxCxD)

Tirozol (p-HPEA) = 51.71 x A + 5.92 x B + 39.75 x C + 11.15 x D _ 108.95 x (AxB) _ 81.86 x (AxD) + 82.12 x (CxD)

Kafeik asit = 4.62 x A + 4.32 x B+ 1.27 x C + 506 x D _ 7.61 x (AxB) — 9.35 x (AxC) _ 11.62 x (AxD)

Homovanillik asit = 2.05 x A + 2.11 x B + 0.2859 x C + 6.06 x D — 10.55 x (AxD) + 327.79 x (AxCxD) — 378.73 x (BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl»
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Cizelge 4.25’te vanillin, 3,4-DHPEA-AC, oleasein ve oleokantal igeriklerine ait
ANOVA sonuglar1 verilmistir. Inhibitor maddelerin vanillin, 3,4-DHPEA-AC, oleasein ve
oleokantal tizerindeki etkilerinin tanimlanmasinda sirastyla 6zel kiibik, dogrusal, 6zel kiibik
ve Ozel kiibik modelleri belirlenmistir. Zeytinyaglarinin vanillin, 3,4-DHPEA-AC, oleasein
(3,4-DHPEA-EDA) ve oleokanta (p-HPEA-EDA) degerlerine ait varyans analizinde
modellere ait P degerleri sirastyla 0.0004, 0.0689, 0.0016 ve 0.0187 olarak belirlenmis olup
katki maddelerden en az birinin zeytinyaglarimin vanillin, 3,4-DHPEA-AC, oleasein ve
oleokantal degerleri tizerinde istatistiksel olarak onemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
ANOVA sonuglarina gére, OA x MgCl,, AA x MgCl,ve OA x AA x MgCl, interaksiyonlari
(P<0.01) ve OA x L-sis interaksiyonu (P<0.05) vanillin igerigi lizerine Onemli etkisi
bulunurken, OA x L-sis x MgCl, interaksiyonu vanillin ve 3,4-DHPEA-EDA {izerine
(P<0.01) 6nemli etkisi bulunmaktadir. L-sis x AA x MCl; interaksiyonunun oleasein tizerine
P<0.05, oleokantal {izerine ise P<0.01 diizeylerinde etkisinin oldugu tespit edilmistir. OA X
AA, OA x MgCl,, L-sis x AA ve L-sis x MgCl; interaksiyonlari oleasein igerigi, OA X L-Sis
x  MgCl, interaksiyonu ise oleokantal icerigi tiizerindeki etkisinin Onemli oldugu
belirlenmistir. AA x MgCl, OA x L-sis x AA ve OA x AA x M(ClI; interaksiyonlarinin ise
oleasein igerigi tizerine istatistiki olarak 6nemli bir etkisi goriilmemistir (P>0.05). Vanillin ve
oleokantal miktarlari igin gelistirilen tiim modeller uyumsuzluk testini gegerken (P=0.6898 ve
0.1715) (P>0.05), 3,4-DHPEA-AC ve oleasein miktarlart i¢in gelistirilen tim modeller
uyumsuzluk testini gecememistir (P<0.01). Belirleme katsayilar1 sirastyla R?: 0.8795, 0.3501,
0.9706 ve 0.5870 olarak bulunmus olup elde edilen verilerdeki degiskenligin sirasiyla
%87.95, %35.01, %97.07 ve 9%58.70’inin belirlenen modeller ile agiklanabilecegi
gosterilmigtir. Uyarlanan belirleme katsayilar1 sirasiyla R%: 0.7919, 0.2282, 0.9069 ve 0.4395
olarak bulunmustur. Bu degerler, dngoriilen degerler arasindaki uyumluluk oraninin yiiksek
oldugunu gostermektedir. Vanillin, 3,4-DHPEA-AC, oleasein ve oleokantal miktarlari igin
olusturulan regresyon esitligi Cizelge 4.27°de verilmistir. inhibitor maddelerin katsayilarina
gore OA, L-sis, AA ve MCIl, katkilarinin pozitif etkilerinden dolayr bu etkilesimlerin
zeytinyaginin  vanillin, 3,4-DHPEA-AC, oleasein ve oleokantal igerigini artirdigi

belirlenmistir.
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Cizelge 4.25. Zeytinyaglarinda belirlenen fenolik bilesenleri etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi (devami)

Oleasain Oleokantal
Vanillin 3,4-DHPEA-AC (3,4-DHPEA-EDA) (p-HPEA-EDA)
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 8 10.04 0.0004 3 2.87 0.0689 13 15.24 0.0016 5 3.98 0.0187
AB 1 4.86 0.0497 - - - 1 22.07 0.0033 - - -
AC - - - - - - 1 9.06 0.0237 - - -
AD 1 15.38 0.0024 - - - 1 7.08 0.0375 - - -
BC - - - - - - 1 12.53 0.0122 - - -
BD - - - - - - 1 12.64 0.0120 - - -
CD 1 28.27 0.0002 - - - 1 2.65 0.1547 - - -
ABC - - - - - - 1 4.30 0.0836 - - -
ABD 1 18.04 0.0014 - - - 1 31.97 0.0013 1 8.64 0.0108
ACD 1 11.20 0.0065 - - - 1 3.78 0.1000 - - -
BCD - - - - - - 1 12.79 0.0117 1 11.93 0.0039
Hata 11 - - 16 - - 6 - - 14 - -
Model . 6 0.6577 0.6898 11 2341 0.0014 1 7.27 0.0429 9 242 0.1715
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan
R?=0.8795 R*=07919 R?=0.3501 R3=0 2282 R?=0.9706 R3=0.9069 R?=0.5870 R3=0 4395

Vanillin = 0.5159 x A + 0.3437 x B + 0.1766 x C + 0.1534 x D _ 1.08 x (AxB) + 2.51 x (AxD) + 3.38 x (CxD) + 60.81 x (AxBxD) _ 48.65 x (AxCxD)

3,4-DHPEA-AC=7.71x A +6.02x B +8.00 x C+ 750 x D

Oleasain (3,4-DHPEA-EDA) = 122.77 x A + 81.00 x B + 85.72 x C + 89.86 x D — 102.65 x (AxB) + 84.80 x (AxC) + 74.96 x (AxD) — 99.74 x (BxC) + 100.14 x (BxD) — 45.86 x
(CxD) + 1562.13 x (AxBxC) — 4261.55 x (AxBxD) — 1472.55 x (AxCxD) + 2709.85 x (BxCxD)

Oleokantal (p-HPEA-EDA) = 15.14 x A + 22.71 x B + 20.98 x C + 24.06 x D + 976.50 x (AxBxD) — 1151.71 x (BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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CCD deseninde ligstrosit aglikon, oleuropein aglikon, apigenin ve luteolin fenolik
bilesenlerine gore belirlenen varyans analiz sonuclar1 Cizelge 4.26’da sunulmustur. Inhibitor
maddelerin ligstrosit aglikon, oleuropein aglikon, apigenin ve luteolin degerleri tizerindeki
etkilerinin tanimlanmasinda sirasiyla kuadratik, 6zel kiibik, dogrusal ve kuadratik modelleri
belirlenmistir. Zeytinyaglarinin ligstrosit aglikon, oleuropein aglikon, apigenin ve luteolin
degerlerine ait modellerde sirasiyla P degerleri 0.0341, <0.0001, 0.0033 ve 0.0002 olarak
hesaplanmis olup modellerin anlamli oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.26). ANOVA
sonuglarina gore, AA x MgCl; interaksiyonu ligstrosit aglikon degerini (P<0.05), oleuropein
aglikon ve luteolin degerlerini (P<0.01) 6nemli dlgiide etkilemistir. L-sis x AA interaksiyonu
oleuropein aglikon ve luteolin miktarlarin1 6nemli diizeyde etkilemektedir (P<0.01). OA x
AA x M(ClI; interaksiyonu sadece oleuropein aglikon miktarini etkilemektedir (P<0.05).
Apigenin fenolik bileseni i¢in Cizelge 4.26’da verilen katkilarn tamam istatistiksel agidan
onemli diizeyde etkili bulunmamistir (P>0.05 ve P>0.01). Model uyumsuzlugu testinde P
degerleri sirasiyla 0.0021, 0.7893, 0.2728 ve 0.0035 olarak hesaplanmistir. Bu nedenle, model
uyumsuzlugunun oleuropein aglikon ve apigenin degerleri icin Onemli olmadigi tespit
edilmistir (P>0.05). Belirleme katsayilar1 sirasiyla R*: 0.4801, 0.9946, 0.5655 ve 0.9189 ve
uyarlanan belirleme katsayilar1 ise sirasiyla R 0.3415, 0.9830, 0.4841 ve 0.8477 olarak
bulunmustur. Belirleme kat sayilart ile uyarlanan belirleme katsayilar1 arasinda yiliksek bir
uyumluluk orani bulunmustur. Buradan, ligstrosit aglikon, oleuropein aglikon, apigenin ve
luteolin degerlerindeki degiskenligin sirasiyla %48.10, %99.46, %56.55 ve %91.89°u
belirlenen modeller ile agiklanabilmektedir. Uyarlanan R? degerleri ise belirlenen R?
degerlerine yakin oldugundan belirlenen ligstrosit aglikon, oleuropein aglikon, apigenin ve
luteolin degerleri arasinda yiiksek bir uyumluluk oraninin oldugu belirlenmistir. Ligstrosit
aglikon, oleuropein aglikon, apigenin ve luteolin degerleri i¢in olusturulan regresyon esitligi
Cizelge 4.26’da verilmistir. Belirlenen degisken katsayilari incelendiginde, pozitif lineer
etkilerinden dolay1 OA, L-sis, AA ve M(CI; oranlarinin artmasi 6rneklerin ligstrosit aglikon,
oleuropein aglikon, apigenin ve luteolin degerlerini artirdigi goriilmektedir. OA x MgCl;
interaksiyonu oleuropein aglikon degeri i¢in pozitif lineer etki gosterirken, luteolin degeri i¢in
negatif lineer etki gostermektedir. AA x MCI, interaksiyonu ligstrosit aglikon, oleuropein
aglikon ve luteolin degerleri icin pozitif lineer etki gdstermektedir. Apigenin igerigi icin ise

herhangi bir interaksiyon etki etmemektedir.
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Cizelge 4.26. Zeytinyaglarinda belirlenen fenolik bilesenleri etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi (devami)

Ligstrosit aglikon Oleuropein aglikon
(p-HPEA-EA) (3,4-DHPEA-EA) Apigenin L uteolin
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 4 3.46 0.0341 13 85.47 <0.0001 3 6.94 0.0033 9 12.75 0.0002
AB - - - 1 13.62 0.0102 - - - 1 22.20 0.0008
AC - = = 1 2.22 0.1872 - - - 1 11.87 0.0063
AD = - - 1 34.37 0.0011 - - - 1 3.07 0.1103
BC - - - 1 15.29 0.0079 - - - 1 31.69 0.0002
BD - - - 1 0.3988 0.5510 - - - 1 8.16 0.0171
CD 1 7.84 0.0135 1 42.99 0.0006 - - - 1 22.93 0.0007
ABC - - - 1 33.83 0.0011 - - - - - -
ABD - - - 1 78.76 0.0001 - - - - - -
ACD - - - 1 7.93 0.0305 - - - - - -
BCD - - - 1 243.17 <0.0001 - - - - - -
Hata 15 - - 6 - - 16 - - 10 - -
Model < 10 19.62 0.0021 1 0.0795 0.7893 11 1.78 0.2728 5 17.40 0.0035
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan
R>=0.4801 R°=0.3415 R>=0.9946 R3=0.9830 R*=0.5655 R3=0.484 1 R*=0.9189 RP=0.8477

Ligstrosit aglikon (p-HPEA-EA) = 34.45 x A + 40.43 x B + 51.30 x C + 54.88 x D + 248.31 x (CxD)

Oleuropein aglycon (3,4-DHPEA-EA) = 17.49 x A + 26.56 x B + 26.86 x C + 26.99 x D — 30.29 x (AxB) — 15.75 x (AxC) + 62.03 x (AxD) — 41.38 x (BxC) + 6 68 x (BxD) + 69.37 x
(CxD) + 1646.51 x (AxBxC) — 2512.21 x (AxBxD) — 801.44 x (AxCxD) + 4438.08 x (BxCxD)

Apigenin=294x A +186xB+247xC+281xD

Luteolin =6.75x A +11.17 x B + 8.28 x C+ 4.05 x D — 21.51 x (AxB) — 19.60 x (AxC) — 9.97 x (AxD) — 32.02 x (BxC) + 16.25 x (BxD) + 27.28 x (CxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl»
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Inhibitér maddelerin zeytinyagindaki fenolik bilesenler iizerine etkisini gdrmek
amaciyla her bir katki madde i¢in ayr1 ayr1 iz egimi ve kontur grafikleri olusturulmustur. Sekil
4.23 ve Sekil 4.24’da sirastyla hidroksitirozol ve tirozol, Sekil 4.25 ve Sekil 4.26’de ise
sirasiyla kafeik asit ve homovanillik asit verilmistir.

Sekil 4.23a’ya gére AA kullanim miktarlarindaki artis belli bir seviyeye kadar
hidroksitirozol igerigini artirirken daha sonra az miktarda azalma gostermistir. OA kullanim
miktarlarindaki artis hidroksitirozol miktarint orta seviyeye kadar azaltmistir. OA
kullamimindaki artis hidroksitirozol igerigi lizerine en fazla negatif etkide bulunmustur. L-Sis
ve MQCl, kullammindaki artis hidroksitirozol miktarinda ¢ok fazla degisime neden
olmamustir. En yiiksek hidroksitirozol miktar1 L-sis ve MgCl, ile iiretilen zeytinyaglarinda
gorillmiistiir (Sekil 4.23b,). Kontur grafigi, formiilasyonda AA katki maddesinin
kullanilmasiyla hidroksitirozol miktarinda daha yiiksek degerler elde edilmistir (Sekil 4.23c;).

Tirozol igerigi i¢in olusturulan iz egim incelendiginde OA, L-sis ve AA katkilarinin
kullanim miktarlarinin  artmasi tirozol igerigi {lizerine fazla miktarda etkili oldugu
gozlenmektedir (Sekil 4.24a). Yani, OA ve AA tirozol miktarini 6nemli Sl¢iide artirirken, L-
sis ise Oonemli Ol¢iide azaltmistir. Orta seviyeye kadar AA ve MgCl, kullanimu tirozol igerigini
artirmig, OA ve L-sis ise ters etki gostermistir. Sekil 4.24b;’ye gore, yiiksek oranda AA
kullanilarak iiretilen zeytinyaginin en yiiksek tirozol icerigine sahip oldugu belirlenmistir. L-
Sis kullanimmin artmasi tirozol igerigi iizerine negatif etkide bulunurken (Sekil 4.24b; ve
Sekil 4.24c¢,), MgCl; kullaniminin artmasi tirozol igerigini azaltmistir (Sekil 4.24c¢,).

Sekil 4.25a’da goriildiigii gibi, L-sis ve M(Cl, katkilarimn kullanim miktarlarinin
artmasiyla kafeik asit igerigi artarken L-sis neredeyse dogrusal bir artis gostermistir. OA
kullanim miktarinin artmasiyla orta seviyeye kadar kafeik asit igcerigi azalmis orta seviyeden
sonra bir miktar daha azalarak daha sonra artisa sebep olmustur. Formiilasyondaki L-sis ve
MQCl; oranlarinin artmasiyla kafeik asit igerigi artmaktadir (Sekil 4.25b,). Ayrica, AA ve L-
sis oranlarindaki artis ve AA ve MgCl;, oranlarindaki artis ile kafeik asit icerigi artmistir
(Sekil 4.25¢;).

Homovanillik asit icerigi i¢in olusturulan iz egim grafikleri incelendiginde OA ve
MgCl; kullaniminin artmasi homovanillik asit igerigi izerine olumlu etki yaptigi gorilmiistiir
(Sekil 4.26a). Orta seviyeye kadar OA kullanimi homovanillik asit igerigini artirirken L-SiS,
AA ve MgCl, kullanimi ise azaltmistir. Sekil 4.26a’daki iz egim grafigindeki verilere gore,
OA kullanim1 homovanillik asit miktarinda daha fazla artisa, L-sis kullanimi ise daha fazla
diisiise sebep olmustur. MgCl, konsantrasyonlarinin artmasi ile zeytinyaginin homovanillik

asit miktarlarinda azalma goriilmektedir (Sekil 4.26b, ve Sekil 4.26c;). Sekil 4.26c,’de
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goriildiigii gibi, formiilasyondaki AA ve MQgCly’nin ortak kullanimi ile elde edilen

homovanillik asit degerlerinin L-sis kullanimi ile daha yiiksek oldugu goriilmektedir.
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Refer ans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(cy) (c2)

0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

15 0 1,5 1,5

C: askorbik asit D: MgClI2
Sekil 4.23. Katki maddelerinin hidroksitirozol igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCIZ)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgClI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c) ()

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.24. Katki maddelerinin tirozol igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
1.5 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
1.5 15
(c2) (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.25. Katk1 maddelerinin kafeik asit igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15
15 0 15 B: Lisistein D: MgCI2
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit B: L-sistein
1.5 15
(c) (c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.26. Katki maddelerinin homovanillik asit icerigi (mg/kg) lizerine etkisini gdsteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCly)
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Inhibitér maddelerin vanillin, 3,4-DHPEA-AC, oleasein ve oleokantal icerikleri
tizerine etkisini gérmek amaciyla her bir katki maddes i¢in ayr1 ayr iz egimi ve kontur
grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.27, Sekil 4.28, Sekil 4.29, Sekil 4.30).

Sekil 4.27a’daki iz egim grafigindeki verilere gore orta seviyeye kadar OA, L-Sis ve
MgCl, kullanimi vanillin miktarin1 artirirken AA kullanimi ile vanillin miktarinda azalma
tespit edilmistir. OA ve MgCl, kullanimindaki artis vanillin miktar1 {izerine negatif etkide
bulunmaktadir (Sekil 4.27a, Sekil 4.27c;). OA ve L-sis konsantrasyonlarmin artirilmasi,
zeytinyaginin vanillin miktarini azaltmistir (Sekil 4.27.b;).

Sekil 4.28°da, 3,4-DHPEA-AC miktar1 i¢in olusturulan iz egim grafigi verilmistir.
Orta seviyeye kadar ve orta seviyeden sonra kullanilan tim katkilar 3,4-DHPEA-AC miktar1
tizerine dogrusal olarak etki gostermistir (Sekil 4.28a). Ayrica, OA, AA ve MgCl, miktarinin
artmast 3,4-DHPEA-AC miktarin1 artirmistir. En diisiik 3,4-DHPEA-AC miktar1 L-sis ile
tiretilen zeytinyaglarinda goriilmiistir (Sekil 4.28b;, Sekil 4.28b, ve Sekil 4.28c;). L-sis
kullanimindaki artis 3,4-DHPEA-AC miktar1 {izerine negatif etkide bulunurken MgCl,
kullanimindaki artisin ise 3,4-DHPEA-AC miktar1 iizerine pozitif etkide bulundugu
gorilmistiir (Sekil 4.28b,).

Sekil 4.29’de zeytinyaginda belirlenen oleasein igerigine, kullanilan katki maddelerin
etkisi goriilmektedir. OA ve MgCl, kullanim1 oleasein miktarin1 orta noktaya kadar azaltip
daha sonra bir miktar artirmistir. OA ve MgCl, miktarlarinin artmasi oleasein degeri icin ters
etki gostermistir. L-sis kullanimi oleasein icerigini az miktarda artirirken AA kullanimi
oleasein igerigini oldukga fazla miktarda artirmistir. Yiiksek oranda L-sisve L-sis’den daha az
oranda AA kullanilarak iretilen zeytinyagi (Sekil 4.29b;) ile yiiksek oranda MgCl, ve
MgCl,’den daha az oranda L-sis kullanilarak iiretilen zeytinyaginin (Sekil 4.29b,) en yiiksek
oleasein igerigine sahip oldugu belirlenmistir. Sekil 4.29¢;’de de goriilebilecegi gibi, yiiksek
oranda OA ve M(ClI; kullanilarak iiretilen zeytinyaginin en yiiksek oleasein miktarina sahip
oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.30a’da zeytinyaginda tespit edilen oleokantal miktarina kullanilan katki
maddelerin etkisi goriilmektedir. Orta seviyeye kadar AA kullanim miktarinin artmasi
oleokantal miktarim1 azaltirken OA kullanim miktarinin artmas: oleokantal miktarini
artirmistir. Oleokantal miktar1 i¢in olusturulan iz egim grafigindeki verilere gore L-Sis ve
MgClI; kullaniminin artmasi oleokantal miktarin1 neredeyse hi¢ degistirmemistir (Sekil 4.30a).
OA ve AA kullanimi ise oOleokantal miktarimi1 fazla miktarda etkilerkenmistir. OA
kullaniminin artmasi1 oleokantal miktar iizerine olumlu etki gosterirken AA kullaniminin
artmasi oleokantal miktar1 lizerine olumsuz etki gdstermistir. En yiiksek oleokantal miktari

diisik oranda kullanilan L-sis ve MQCl; ile iretilen zeytinyagi 6rneklerinde belirlenmistir
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(Sekil 4.30c,). L-sis ve MgCl,’nin ortak kullanimi ile elde edilen oleokantal degerlerinin AA
kullanimut ile daha diisiik oldugu goriilmektedir (Sekil 4.30cy).
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Vanillin (mg/kg)

@

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
1.5

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15

(cy)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

A: oksalik asit
15

15 0 15

B: L-sistein D: MgCl2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.27. Katki maddelerinin vanillin igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. Iz
egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl»)
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3,4-DHPEA-AC (mg/kg)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit

15 15

(by) (b2)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCI2
B: L-sistein
1.5
(c) (c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

Sekil 4.28. Katki maddelerinin 3,4-DHPEA-AC igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: Losistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 1,5

(c) (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.29. Katki maddelerinin oleasein igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, bl — b2, c1 — c2. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl2)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein

15 15

(cy) A (co)

3 %

15 15 0
D: MgCI2

D: MgCl2 C: askorbik asit

15 0

C: askorbik asit
Sekil 4.30. Katki maddelerinin oleokantal igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, bl — b2, c1 — c2. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl2)
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Inhibitér maddelerin ligstrosit aglikon, oleuropein aglikon, apigenin ve luteolin
tizerine etkisini gérmek amaciyla her bir katki madde icin ayr1 ayri iz egimi ve kontur
grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.31, Sekil 4.32, Sekil 4.33, Sekil 4.34).

Sekil 4.31a’daki iz egim grafigi incelendiginde, orta noktaya kadar OA ve L-SiS
ligstrosit aglikon miktarini azaltirken, AA ve MgCl, artirmistir. Orta noktadan sonra, OA ve
L-sis ligstrosit aglikon miktarin1 azaltmaya devam ederken AA ve MgCl,’de artirmaya devam
etmistir. Ligstrosit aglikon miktar1 i¢in olusturulan iz egim grafigi incelendiginde katki
maddelerin kullanimindaki artis ligstrosit aglikon miktar1 iizerine etkisinin yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Sekil 4.31a). En yiiksek ligstrosit aglikon miktar1 AA miktarinin fazla L-Sis
miktarinin disiik oldugu ve AA miktarinin fazla OA miktarinin diisiik oldugu zaman elde
edilmistir (Sekil 4.31b;). Boylece, AA miktariin ligstrosit aglikon miktari tizerine etkisinin
yiiksek oldugu sdylenebilmektedir. OA kullanimin artmasi ligstrosit aglikon iizerine negatif
etkide bulunmustur (Sekil 4.31by, Sekil 4.31b, ve Sekil 4.31c;).

Oleuropein aglikon i¢in verilen iz egim grafigindeki verilere gore OA ve AA
kullaniminin artmasi oleuropein aglikon miktarini en fazla miktarda etkilemistir (Sekil 4.32a).
L-sis kullanim1 oleuropein aglikon miktarin1 en az miktarda etkileyen katki olmustur. Orta
noktaya kadar OA kullanimi oleuropein aglikon miktarini azaltmis, L-sis ve AA kullanimi ise
artirmustir. Inhibitér maddelerden OA ve MgCl, miktarlarinin artmasi oleuropein aglikon
miktari tizerine olumsuz etki gostermistir (Sekil 4.32a). En yliksek oleuropein aglikon miktari
diisiik miktarlarda L-sis, AA (Sekil 4.32b,), L-sis, MgCl, (Sekil 4.32b,) ve AA, MgCl; (Sekil
4.32c1)kullanilmastyla, iiretilen zeytinyaglarinda goriilmiistiir.

Sekil 4.33a’daki iz egim grafigindeki verilere gore, OA ve MgCl, kullanimi apigenin
miktarinda artisa sebep olurken L-sis ve AA kullanimi apigenin miktarinda aazalmaya sebep
olmustur. Tiim katki maddeleri apigenin miktari iizerine dogrusal bir etki géstermistir. OA ve
L-sis miktarinin apigenin madde miktar1 {lizerine etkisinin yliksek oldugu gdzlenmektedir.
Sekil 4.33b; ve Sekil 4.33b,’de goriildiigi gibi, formiilasyondaki L-sis konsantrasyonunun
artirilmasi, zeytinyaglarinin apigenin igerigini diisiirmiistiir. MgCl; apigenin miktarini 6nemli
diizeyde degistirmemistir (Sekil 4.33c;, Sekil 4.33cy).

Luteolin degeri igin olusturulan iz egim grafigi incelendiginde L-sis, AA ve MgCl,
kullaniminin artmasi luteolin degeri iizerine olumlu etki yaptigi gozlenmistir (Sekil 4.344).
OA katkisinin kulllanimi ile luteolin miktarinda azalma goézlenirken L-sis, AA ve MgCl,
kullanimu ile luteolin miktarinda bir atis belirlenmistir (Sekil 4.34a). L-sis ve AA katkilarimin
tekli kullanimlarinda en yiiksek luteolin degeri elde edilmistir (Sekil 4.34b,). Sekil 4.34b, ve
Sekil 4.34b,’deki kontur grafikleri, formiilasyondaki L-SiS oraninin artmasinin zeytinyaginin

luteolin degerini artirdigini gostermistir.
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Ligstrosit aglikon (mg/kg)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit

15 15
(b1)

%5 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 1.5
(c) (c2)

15 0 15 1,5 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.31. Katki maddelerinin ligstrosit aglikon igerigi (mg/kg) lizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)

148



—
o
Y4
D
S
~
c
o
=
&
c
‘D
o
o
—
3
O

@

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15
(c2)

1.5 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2
Sekil 4.32. Katki maddelerinin oleuropein aglikon igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gésteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCly)

A: oksalik asit
15

15 0 15
B: L-sistein D: MgCl2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

149



@

=)
=
D
£
£
@
(=]
a
<
Refer ans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(b1)

15 0 15 15 0 15

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(cy)

1.5 0 1.5 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.33. Katki maddelerinin apigenin igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. Iz
egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c) (co)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCi2 C: askorbik asit D: MgCi2

Sekil 4.34. Katki maddelerinin luteolin icerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — b,, ¢;— C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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4.4.6.2. Zeytin hamurlarinin fenolik bilesen kompozisyonu

Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28, zeytinyag1 ekstraksiyonunda uygulanan farkli katkilar
sonucunda elde edilen zeytin hamurlarindaki ana fenolik bilesikleri gostermektedir. Veriler,
katki ilavesinin taze zeytinlerden elde edilen zeytin hamuru fenolik bilesiklerinin ekstraksiyon
verimliligini arttirmaya uygun oldugunu gostermektedir. Cizelge 4.27 ve Cizelge 4.28’de
gosterildigi gibi, 9 fenolik bilesik farkli katki maddesi ¢esiti ve miktarina gore zeytin
hamurunda HPLC yéntemi ile belirlenmistir. Incelenen zeytin hamurlarinda bulunan baslica
fenolik akoller hidroksitirozol (3,4-DHPEA) ve tirozol (p-HPEA)’diir. Bu bilesiklerin
igcerikleri, hidroksitirozol ve tirozoliin glikozidik ve konjuge formlarmin hidrolizinden
kaynaklanmaktadir. Farkli zeytin ¢esitlerinden ve farkli olgunlagsma asamalarindaki zeytin
meyvelerinde tanimlanan baslica fenolik glikozitler, oleuropein, ligstrosit, demetiloleuropein,
verbaskozite, elenolik asit glukozit, luteolin-7-glukozit, apigenin-7-glukozit, rutin ve
quersetin-3-rutinosit'tir (Gémez-Rico ve ark., 2008). Bu fenolik glikozitler, yag ekstraksiyonu
sirasinda endojen -glukozidaz enzimi tarafindan hidrolize edilmistir (Romero-Segurave ark.,
2012). Zeytin hamurlarinin  hidroksitirozol igerikleri 36.46-761.27 mg/kg arasinda
belirlenmistir. En yiiksek hidroksitirozol miktart %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA +
%0.25 MQCl, iceren Ornekte tespit edilmistir. Inhibitér cesiti ve oranmin degismesi ile
hidroksitirozol konsantrasyonunda diizenli olmayan bir artis gozlenmistir. Inhibitor
maddelerin tekli uygulamalarinin hidroksitirozol igerigine etkisi incelendiginde %2 MgCl,
73.79-96.60 mg/kg, %2 L-sis 126.45-105.86 mg/kg, %2 AA 434.72-375.71 mg/kg ve %2 OA
296.56-329.99 mg/kg bulunmustur. %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA + %0.25 MgCl,
uygulamast 761.27 mg/kg konsantrasyonu ile en yiiksek hidroksitirozol icerigine sahipken,
%1 L-sis + %1 MgCl;, uygulamasi 59.39 mg/kg konsantrasyonu ile en diisiik hidroksitirozol
degerine sahiptir. Zeytinlerin yiiksek konsantrasyonlarda fenolik bilesik icermesinden dolay1
(0zellikle o-difenol oleuropein ve hidroksitirosol) act tat meydana gelmektedir
(Charoenprasert ve Mitchel, 2012; Otles ve Ozyurt, 2012). Bu sebeple, hidroksitirozol igerigi
tim orneklerde kontrol O6rnegine gore yliksek oldugundan tiim orneklerde aci tatda artig
goriilmistiir. Zeytin hamurlariin en diistik tirozol igerikleri ise 15.73 mg/kg degeri ile kontrol
uygulamasinda goriiliirken, en yiiksek tirozol igerigi 871.14 mg/kg degeri ile %0.25 OA +
%1.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MQCl; goriilmiistir. Elde edilen tim 6rnekler tirozol
icerigi bakimindan kontrole gore daha zengindir. %2 oraninda katki madde ilave edilen
orneklerin tirozol igerikleri diger uygulamalara gore nispeten daha yiiksek iken %2 MgCly
uygulanan ornekler en diisiik (22.32-19.21 mg/kg) tirozol konsantrasyonuna sahiptirler. Tekli
uygulamalarin hidroksitirozol igeriklerine bakildiginda da %2 MgCl, uygulanan ornekler

diger tekli uygulamalara gore en diisiik hidroksitirozol konsantrasyonu gdstermektedir.
152



Zeytin meyve dokularinda tanimlanan baslica fenolik glikozitler oleuropein, ligstrosit,
demetiloleuropein, verbascosid, elenolik asit glikozit, luteolin-7-glikozit, apigenin-7-glikozit,
rutin ve kuersetin-3-rutinosiddir (Gémez-Rico ve ark., 2008; Obied ve ark., 2008).
Oleuropein, ligstrosit ve dimetiloleuropeinin enzimatik hidrolizinden kaynaklanan sekoiridoit
tiirevleri, zeytinyaginda en bol bulunan fenolik bilesenlerdir. Bu nedenle, sizma zeytinyaginda
hidrofilik fenollerin varligi, zeytin meyve dokularinda bagslangicta bulunan fenolik
glikozitlerin igerigi ve bu glikozitler {izerinde etkili olan hidrolitik ve oksidatif enzimlerin
aktivitesi ile dogrudan iligkilidir. Zeytinyag1 ekstraksiyon islemi sirasinda meyve fenolik
glikozitlerinin hidrolizi, oleuropein ve ligstrositi hidrolize eden endojen B-glukozidaz enzimi
tarafindan gerceklestirilmektedir (Yahyaoui ve ark, 2019). Inhibitdr ilaveli zeytin
hamurlarinin %2 OA ilavesinden sonra oleuropeinin 6lglilen en 6nemli sekoiridoit oldugu
(Cizelge 4.28), ancak %1 OA + %1 L-siskatkilarinin beraber ilavesi ile elde edilen 6rneklerin
daha yiiksek bir oleuropein konsantrasyonu gosterdigi belirlenmistir. Sadece %2 MgClz
ilaveli zeytin hamuru kontrol zeytin hamuruna gore daha diisiik degerde bulunmustur. %0.25
OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 M(CI; igeren 6rnek oleuropein agisindan kontrol
zeytin hamuruna gore 6nemli bir farklilik gozlenmemistir. Zeytindeki spesifik sekoiridoit olan
oleuropein ve ligstrositin hem enzimatik hem de enzimatik olmayan yapida hidrolitik ve
oksidatif degisiklerle sonuglanan bozunmaya maruz kaldig: diistiniilmektedir (Soler-Rivas ve
ark., 2000; Rovellini ve Cortesi, 2002; Servili ve ark., 2004; Mugelli ve ark., 2005; Artgjo ve
ark., 2007). Bu degisiklikler hem ac1 ve keskin (Andrewes ve ark., 2003; Siliani ve ark., 2006)
gibi duyusal tanimlayicilarin yogunlugunun hem de yagin antioksidan giiciiniin derecesinin
modifikasyonlarinda yansitilabilir, bu da {irtiniin raf dmriiniin ve besin degerinin azalmasina
neden olmaktadir (Visioli ve ark., 1998; Beauchamp ve ark., 2005).

Zeytin hamurunda bulunan luteolin ve apigenin gibi flavonoidler de katki ilavesinden
etkilenmistir, ancak ilave edilen katki miktar1 ve gesiti ile ilgili net bir korelasyon yoktur
(Cizelge 4.28).

Zeytinlerin fenolik bilesimi meyve olgunlasma asamasi, hasat zamani, olgunluk
derecesi, ¢esiti, eti veya c¢ekirdegi ve mevsim gibi faktorlere bagli olarak degisim

gostermektedir (Charoenprasert ve Mitchel, 2012; Otles ve Ozyurt, 2012).
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Cizelge 4.27. Ekstraksiyonda uygulanan farkli katk1 maddeleri sonucunda elde edilen zeytin hamurlarinda belirlenen fenolik bilesenler (mg/kg)

Hidroksitir ozol Tirozol
(3,4-DHPEA) (p-HPEA) Vanillik asit Vanillin Verbaskozit
%1.25 0A + %0.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 195.40 90.09 12.11 10.19 43.34
%10A +%1L-ss 321.94 359.76 56.88 35.60 87.43
%2 MgCl, 73.79 22.32 24,94 27.59 76.77
%2L-sis 126.45 790.06 7341 47.29 48.89
%1 0A +%1MqgCl, 212.24 53.85 40.80 6.00 59.89
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 761.27 80.00 50.22 8.44 36.23
%2 AA 434.72 106.52 34.42 6.44 47.27
%0.25 OA + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 264.84 871.14 20.60 3111 71.48
%2 OA 296.56 97.25 67.72 34.03 73.27
%2 AA 375.71 93.54 34.26 7.62 50.41
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + % 1.25M(gCl, 189.42 90.92 60.72 24.91 58.20
%2 OA 329.99 80.43 74.95 33.42 67.00
%1L-sis+%1MqgCl, 59.39 832.19 45.06 13.97 82.86
%1AA+%1MgCl, 44997 66.01 47.49 41.88 56.87
%2 MgCl, 96.60 19.21 23.92 26.67 70.90
%0.50A +%05L-sis+%0.5AA + %0.5MgCl, 510.21 228.67 20.77 19.65 79.88
%1L-sis+%1AA 237.66 153.64 30.35 15.52 64.20
%10A+%1AA 287.40 269.28 18.88 8.50 46.23
%2L-sis 105.86 854.76 76.78 42.84 51.11
%1 0A +%1L-ss 308.11 406.07 54.75 36.29 83.32
K 36.46 15.73 12.01 5.89 42.27

Katk1 maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.
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Cizelge 4.28. Ekstraksiyonda uygulanan farkli katki maddeleri sonucunda elde edilen zeytin hamurlarinda belirlenen fenolik bilesenler (mg/kg) (devamu)

Rutin Oleuropein L uteolin Apigenin
%1.25 0OA + %0.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 106.05 680.45 29.75 3043
%10A+%1L-Sis 152.16 817.65 20.88 1551
%2 MgCl, 35.14 295.17 43.67 26.97
%2L-ss 150.86 479.59 46.91 29.11
%1 0A +%1MqgCl, 59.16 450.78 37.75 26.89
%0.25 OA + %0.25L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 90.37 315.71 34.20 31.04
%2AA 77.17 366.35 43.85 26.65
%0.25 0A + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 153.96 544.14 40.65 30.40
%2 OA 107.96 575.83 38.61 29.50
%2AA 70.62 371.28 41.85 30.10
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + % 1.25 MgCl, 58.05 310.19 50.40 3143
%2 OA 101.25 622.62 36.35 29.92
%1L-sis+%1MqgCl, 253.86 358.92 27.86 27.33
%1AA+%1MgCl, 40.38 332.97 48.77 30.10
%2 MgCl, 33.85 299.42 43.94 29.92
%0.50A +%05L-sis+%0.5AA + %0.5MgCl, 76.61 346.50 23.97 20.38
%1lL-sis+%1AA 108.49 333.44 21.94 25.10
%10A +%1AA 112.78 519.87 45.62 29.50
%2L-ss 147.36 473.78 45.69 31.80
%10A+%1L-Sis 146.48 776.97 21.10 14.80
K 4041 310.57 38.56 19.45

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.
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Zeytin hamurlarmin hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit i¢in verilen varyans analiz
sonuclar1 Cizelge 4.29°da sunulmustur. Inhibitér maddelerin hidroksitirozol, tirozol ve
vanillik asit yanitlar1 iizerindeki etkisini belirlemek i¢in tiim fenolik bilesenlerde 6zel kiibik
modeli belirlenmistir. Bu fenolik bilesenlerin degerlerinin modellerine ait P degerleri <0.0001
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.29). Varyans analizinde %95 giliven araligindaki (P<0.05)
modellerle calisilmak tercih edildiginden elde edilen hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit
sonuglar1 P<0.05 oldugundan, istatistiksel olarak &nemli bir model olusturulmustur. Inhibitor
maddelerin bazi interaksiyon etkilerinin zeytin hamurlarinin hidroksitirozol, tirozol ve
vanillik asit degerleri ilizerine onemli seviyede etkiledigi goriilmektedir (P<0.05 ve P<0.01).
Buna gore, orneklerin hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit degerleri tizerine OA x L-SIS,
OA x L-sis x AA ve L-sis x AA x MgCl, interaksiyonlar1 6nemli etkilere sahip olmustur
(P<0.01). Ayrica, orneklerin tirozol ve vanillik asit degerleri OA x AA ve L-sis x AA ve
interaksiyonlarmin etkisi ile 6nemli oOlglide degismistir (P<0.01). OA x AA x MgCl,
interaksiyonu ise hidroksitirozol degeri iizerine istatistiksel olarak Onemsiz bulunurken
(P>0.05), tirozol ve vanillik asit degerleri dogrusal etkilesimi ve birinci dereceden etkisi
onemli diizeyde etkili bulunmustur (P<0.01). Model uyumsuzlugu testinde P degerleri
strastyla 0.3075, 0.5971 ve 0.0892 olarak hesaplanmaistir, dolayistyla model uyumsuzlugunun
hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit degerleri i¢cin 6nemli olmadigi tespit edilmistir
(P>0.05). Hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit degerlerinin belirleme katsayilar1 R%: 0.9882,
0.9973 ve 0.9855 ve uyarlanan belirleme katsayilar1 R* 0.9751, 0.9936 ve 0.9656 olarak
bulunmustur. Oldukga yiiksek belirleme katsayilar1 ve uyarlanan belirleme katsayilarindan da
anlasilacagi gibi elde edilen hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit degerleri ile bagimsiz
degiskenler arasinda anlamli bir iliski bulunmustur. Dolayisiyla, hidroksitirozol, tirozol ve
vanillik asit degerlerindeki degiskenligin sirasiyla %98.82, %99.73 ve %98.55’1 belirlenen
modeller ile agiklanabilmektedir. Uyarlanan R? degerleri ise belirlenen R? degerlerine yakin
oldugundan tespit edilen hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit degerleri arasinda yiiksek bir
uyumluluk oranmin oldugu belirlenmistir. Hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit degerleri
icin olusturulan regresyon esitligi Cizelge 4.29°da verilmistir. Model katsayilari
incelendiginde hidroksitirozol, tirozol ve vanillik asit degerleri lizerine OA, L-sis, AA, MgCl,
katkilarinin pozitif etkileri bulunmaktadir. OA x L-sis interaksiyonu ise hidroksitirozol igin
pozitif interaksiyon gosterirken, tirozol ve vanillik asit icerikleri i¢in negatif interaksiyon

gostermektedir.
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Cizelge 4.29. Zeytin hamurlarinda belirlenen fenolik bilesenleri etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

Hidroksitirozol Tirozol Vanillik asit
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 10 75.32 <0.0001 11 267.14 <0.0001 11 49.45 <0.0001
AB 1 20.98 0.0013 1 11.72 0.0090 1 25.27 0.0010
AC 1 6.17 0.0348 1 42.37 0.0002 1 61.15 <0.0001
BC - - - 1 126.51 <0.0001 1 31.45 0.0005
BD - - - 1 231.33 <0.0001 - - -
CD 1 48.68 <0.0001 - - - 1 21.44 0.0017
ABC 1 30.57 0.0004 1 39.54 0.0002 1 66.36 <0.0001
ABD 1 140.26 <0.0001 1 6.68 0.0324 1 57.79 <0.0001
ACD 1 371 0.0861 1 214.72 <0.0001 1 40.52 0.0002
BCD 1 68.62 <0.0001 1 19.56 0.0022 1 56.24 <0.0001
Hata 9 - - 8 - - 8 - -
Model uyumsuzlugu 4 1.59 0.3075 3 0.6879 0.5971 3 3.88 0.0892
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - -
” Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan
R*=0.9882 R*=0.9751 R¥=0.9973 R>=0.9936 R#0.9855 R*=0.9656

Hidroksitirozol = 315.28 x A + 102.29 x B x + 400.02 x C x + 78.53 x D x + 417.66 x (AxB) — 295.61 x (AxC) + 828.17 x (CxD) + 17577.66 x (AxBxC) — 37409.13 x (AxBxD)
+ 6160.07 x (AxCxD) + 26315.16 x (BxCxD)

Tirozol = 89.78 x A + 823.21 x B + 102.42 x C + 23.29 x D — 287.89 x (AxB) + 705.57 x (AxC) — 1223.86 x (BxC) + 1648.60 x (BxD) + 18354.29 x (AxBxC) + 7481.39 x
(AxBxD) — 42412.94 x (AxCxD) + 12868.12 x (BxCxD)

Vanillik asit = 70.17 x A + 74.46 x B + 34.45 x C + 22.53 x D - 65.10 x (AxB) — 131.92 x (AxC) — 94.61 x (BxC) + 77.81 x (CxD) — 3686.76 x (AxBxC) — 3392.08 x (AxBxD) +
2871.91 x (AxCxD) + 3398.52 x (BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Farkli katki maddeler kullanilarak elde edilen zeytin hamurlarinin vanillin, verbaskozit
ve rutin degerlerine ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.30’da verilmistir. Formiilasyona
bagli olarak vanillin ve rutin miktarlari i¢in en iyi tahminlenen model 6zel kiibik iken
verbaskozit igerigi i¢in en iyl tahminlenen model kuadratik olarak belirlenmistir. Vanillin,
verbaskozit ve rutin miktarlar1 i¢in incelenen modellerin P degerleri sirasiyla <0.0001, 0.0175
ve 0.0001 olarak hesaplanmistir (Cizelge 4.30). Zeytin hamurlarinin vanillin, verbaskozit ve
rutin degerleri i¢in %95 giliven araliginda istatistiksel olarak dnemli modeller olusturulmustur.
Inhibitér maddelerin bazi1 interaksiyon etkilerinin zeytin hamurlarinin vanillin, verbaskozit ve
rutin igerigi lizerine istatistiksel olarak onemli seviyede etkili bulunmustur (P<0.01). OA x
AA, L-sis x MgCl, ve L-sis x AA x MQCl; interaksiyonlar1 verbaskozit fenolik igerigi
tizerine istatistiksel olarak anlamli bir etki gostermezken vanillin ve rutin fenolik igerikleri
lizerine istatistiksel olarak anlamli etkiler tespit edilmistir (P<0.01). Formiilasyona bagl
olarak vanillin fenoligi {izerine istatistiki acidan, dogrusal ve birinci dereceden etkisi 6nemli
olan terimler OA x L-sis x AA, OA x L-sis x MgCl; interaksiyonlar1 (P<0.05) ve L-sis x AA
x MgCl; interaksiyonudur (P<0.01). Vanillin fenolik igerigi iizerine etkili olan interaksiyonlar
(OA x L-sisx AA, OA x L-sis x MgCl,ve L-sis x AA x MgCl,) ayn1 zamanda rutin fenolik
icerigi i¢in de etkilidir (P<0.01). Vanillin ve rutin miktarlar1 i¢ingelistirilen tim modeller
uyumsuzluk testini gecerken (P>0.05), verbaskozit miktar1 i¢in gelistirilen tiim modeller ise
uyumsuzluk testini gegememistir (P<0.05). Model uyumsuzlugu testinde P degerleri sirasiyla
0.0890, 0.0033 ve 0.0631 olarak hesaplanmustir, dolayistyla model uyumsuzlugunun vanillin
ve rutin i¢in 6nemli olmadigi tespit edilmistir (P>0.05). Vanillin, verbaskozit ve rutin
fenolikleri i¢in belirleme katsayilari sirasiyla R%: 0.9939, 0.6995 ve 0.9942 ve uyarlanan
belirleme katsayilar1 R%: 0.9806, 0.5242 ve 0.9877 olarak bulunmustur. Dolayistyla, vanillin,
verbaskozit ve rutin degerlerindeki degiskenligin sirasiyla %99.39, %69.95 ve %99.42’si
belirlenen modeller ile agiklanabilmektedir. Uyarlanan R? degerleri ise belirlenen R?
degerlerine yakin oldugundan belirlenen vanillin, verbaskozit ve rutin degerleri arasinda
yiiksek bir uyumluluk oranmin oldugu belirlenmistir. Zeytinyaglarinin vanillin, verbaskozit
ve rutin degerleri icin Cizelge 4.30’da olusturulan regresyon esitlikleri verilmistir. Regresyon
esitliklerine gore, vanillin ve verbaskozit degerleri i¢in en az AA katkisinin, rutin degeri i¢in
ise en az MgCl, katkismin etki ettigi goriilmektedir. Inhibitér maddelerin katsayilarma gore
OA x AA ve OA x M(CI; etkilesimlerinin negatif interaksiyon etkilerinden dolayr bu
etkilesimlerin zeytin hamurlarinin vanillin ve verbaskozit degerlerini azalttigi, pozitif

interaksiyn etkilerinden dolay1 ise zeytin hamurlarinin rutin degerini artirdig belirlenmistir.

158



Cizelge 4.30. Zeytin hamurlarinda belirlenen fenolik bilesenleri etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi (devami)

Vanillin Verbaskozit Rutin
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 13 74.93 <0.0001 7 3.99 0.0175 10 13.20 0.0001
AB 1 4.59 0.0759 1 6.90 0.0221 1 22.90 0.0010
AC 1 32.56 0.0013 1 3.05 0.1061 1 14.06 0.0046
AD 1 135.30 <0.0001 1 2.05 0.1778 - - -
BC 1 25.69 0.0023 - - - - - -
BD 1 111.22 <0.0001 1 3.39 0.0904 1 638.38 <0.0001
CD 1 134.86 <0.0001 - - - 1 411 0.0733
ABC 1 11.96 0.0135 - - - 1 13.64 0.0050
ABD 1 12.80 0.0117 - - - 1 28.68 0.0005
ACD 1 15.07 0.0082 - - - - - -
BCD 1 17.41 0.0059 - - - 1 13.98 0.0046
Hata 6 - - 12 - - 9 - -
Model uyumsuzlugu 1 4.44 0.0890 7 16.94 0.0033 4 4.58 0.0631
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan
R?=0.9939 R°=0.9806 R?=0.6995 R3=0.5242 R?=0.9942 R°=0.9877

Vanillin=33.66 x A + 45.00 x B + 6.96 x C + 27.06 x D — 14.08 x (AxB) _ 48.34 x (AxC) — 98.54 x (AxD)  42.94 x (BxC) — 89.34 x (BxD) + 98.37 x (CxD) — 783.85 x
(AxBxC) + 810.71 x (AxBxD) — 884.41 x (AxCxD) + 950.79 x (BxCxD)

Verbaskozit =68.58 x A + 54.06 x B + 48.87 x C + 71.55 x D + 91.63 x (AxB) — 76.26 x (AxC) — 62.26 x (AxD) + 80.38 x (BxD)

Rutin = 102.40 x A + 149.78 x B x + 73.49 x C + 32.29 x D + 96.05 x (AxB) + 96.96 x (AxC) + 657.57 x (BxD) — 52.42 x (CxD) + 2459.47 x (AxBxC) — 3525.54 x (AxBxD) —
2494.58 x (BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Farkli katki maddelerle elde edilen zeytin hamurlarinin oleuropein, luteolin ve
apigenin miktarlara ait varyans analiz sonuglart Cizelge 4.31°de sunulmustur. Oleuropein
miktar1 i¢in belirlenen model 6zel kiibik, luteolin ve apigenin miktarlar1 i¢in belirlenen
modeller ise kuadratik olarak belirlenmistir. Zeytin hamurlarinin oleuropein, luteolin ve
apigenin miktarlarina ait varyans analizinde P degerleri sirasiyla <0.0001, 0.0053 ve 0.0012
olup katki maddelerden en az birisinin zeytin hamurlarinin oleuropein, luteolin ve apigenin
miktarlar {lizerine istatistiksel olarak onemli bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir (P<0.05).
Varyans analiz sonuglari, oleuropein, luteolin ve apigenin miktarlarin1 sadece OA x L-Sis
konsantrasyonunun etkiledigini gostermektedir (P<0.01). L-sis x AA interaksiyonu sadece
oleuropein miktar1 i¢in P<0.05, luteolin miktar1 i¢in ise P<0.01 olarak istatistiksel agidan
onemli oldugu tespit edilmistir. L-sis x AA x MgCl, interaksiyonunun ise sadece oleuropein
miktar1 agisindan istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0.01). Model uyumsuzlugu
testinde P degerleri sirasiyla 0.0638 ve 0.0510 olarak hesaplanmistir, dolayisiyla model
uyumsuzlugunun oleuropein ve apigenin degerleri i¢in 6nemli olmadigi tespit edilmistir
(P>0.05). Zeytin hamurlarimin oleuropein, luteolin ve apigenin miktarlar1 i¢in belirleme
katsayilar1 sirasiyla R%: 0.9784, 0.6625 ve 0.6795 ve uyarlanan belirleme katsayilari ise
sirastyla R?: 0.9586, 0.5420 ve 0.5941 olarak bulunmustur. R?, modele degisken eklenip
eklenmemesine ve degiskenlerin istatistiksel olarak 6nemli olup olmamasina bakilmaksizin
her zaman artarken, uyarlanan R? ise eklenilen degiskenlerin istatistiksel olarak Onemsiz
oldugu durumlarda azalmaktadir. Bu sebeple, R* ve uyarlanan R? degerlerinin birbirine yakin
olmasi istenilmektedir. Cizelge 4.31°’e gore zeytin hamurlarinin oleuropein, luteolin ve
apigenin degerlerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin R? ve uyarlanan R? degerleri
birbirlerine olduk¢a yakin oldugundan katki maddelerin istatistiksel olarak 6nemli oldugu
goriilmektedir. Dolayisiyla, oleuropein, luteolin ve apigenin miktarlarindaki degiskenligin
strasiyla %97.84, %66.25 ve %67.95°1 belirlenen modeller ile agiklanabilmektedir. Uyarlanan
R? degerleri ise belirlenen R? degerlerine yakin oldugundan belirlenen oleuropein, luteolin ve
apigenin degerleri arasinda yiiksek bir uyumluluk oranmnin oldugu belirlenmistir. Oleuropein,
luteolin ve apigenin degerleri icin olusturulan regresyon esitligi Cizelge 4.31’de verilmistir.
Farkl1 katki ve farkli oranlar kullanilarak elde edilen zeytin hamurlarinin oleuropein, luteolin
ve apigenin miktarlarindaki degisim incelendiginde OA, L-sis, AA ve MgCl; katki miktari ile
OA x L-sis interaksiyonunun oleuropein, luteolin ve apigenin miktarlarini etkiledigi
goriilmektedir. Oleuropein ve luteolin degerlerini ise L-Sis x AA etkilesimi negatif
interaksiyon etkisinden dolayr zeytin hamurunun oleuropein ve luteolin igerigini azalttig

belirlenmistir.

160



Cizelge 4.31. Zeytin hamurlarinda belirlenen fenolik bilesenleri etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi (devami)

Oleuropein Luteolin Apigenin
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 9 50.22 <0.0001 5 5.50 0.0053 4 7.95 0.0012
AB 1 87.15 <0.0001 1 12.45 0.0033 1 27.97 <0.0001
BC 1 5.65 0.0388 1 9.70 0.0076 - - -
ABC 1 2.65 0.1343 - - - - - -
ABD 1 4.53 0.0593 - - - - - -
ACD 1 3.09 0.1093 - - -
BCD 1 10.85 0.0081 - - - - - -
Hata 10 - - 14 - - 15 - -
Model uyumsuzlugu 5 4.44 0.0638 9 62.38 0.0001 10 4.69 0.0510
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - -
” Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan
R?=(.9784 R°=0 9586 R?=0.6625 R?=0 5420 R?=(.6795 RP=0 5941

Oleuropein = 610.46 x A + 473.82 x B + 379.34 x C + 296.24 x D + 1035.32 x (AxB) — 343.27 x (BxC) + 6294.44 x (AxBxC) + 8160.20 x (AxBxD) — 6749.85 x (AxCxD) —

12705.97 x (BxCxD)

Luteolin=37.20 x A + 44.36 x B + 44.63 x C + 43.05 x D — 77.46 x (AxB) — 85.59 x (BxC)

Apigenin=30.12 x A +29.94 x B + 28.71 x C +28.76 x D — 55.24 x (AxB)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Inhibitér maddelerin zeytin hamurlarmim hidroksitirozol, tirozol, vanillik asit ve
vanillin degerileri lizerine etkisini gérmek amaciyla her bir katki madde i¢in ayr1 ayri iz e§imi
ve kontur grafikleri olusturulmus ve sirastyla Sekil 4.35, Sekil 4.36, Sekil 4.37 ve Sekil
4.38’de verilmistir.

OA, L-sis ve M(Cl; katkilarimn miktarlarinin artmasi hidroksitirozol miktarini ilk
duruma gore azaltmistir (Sekil 4.35a). Ayrica, L-SIS miktarinin artmasi hidroksitirozol
icerigini neredeyse siirekli azaltmistir. AA kullaniminin artirilmast zeytin - hamurunun
hidroksitirozol miktarini olumlu yonde etkilemistir (Sekil 4.35c;, Sekil 4.35¢;). Sekil 4.35¢;,
Sekil 4.35c;’ye gore OA, MgCl, kullanimi ve L-sis, MgCl, kullanimi hidroksitirozol
miktarini 6nemli derecede etkilememistir.

Sekil 4.36a’da goriildiigii gibi zeytin hamurunda kullanilan OA, AA ve MgCl,
katkilar1 tirozol miktarimi azaltirken, L-sis katki maddesinin kullanimi artirmustir. Orta
seviyeye kadar OA, AA ve MCl; kullanim miktarinin artmasi tirozol igerigini azaltirken, L-
sis kullanim miktarinin artmasi tirozol igerigini artirmistir. OA, AA (Sekil 4.36b;), OA,
MgCl, ve AA, MgCl, (Sekil 4.36c;) kullanimi tirozol igerigini Onemli seviyede
etkilememistir. Bunun yanisira, L-sis kullaniminin artmas1 hamurdaki tirozol igerigi iizerine
pozitif etki gostermektedir (Sekil 4.36b;, Sekil 4.36b, ve Sekil 4.36¢,).

Zeytin hamurunda bulunan vanillik asit icerigi icin olusturulan iz egim grafigi
incelendiginde orta seviyeye kadar OA ve L-sis kullanim miktarlarinin artmasi vanillik asit
igerigini azaltirken AA ve MgCl, kullanim miktarinin artmasi vanillik asit igerigini artirmigtir
(Sekil 4.37a). Zeytin hamurlarindaki en yiiksek vanillik asit degeri L-sis, AA (Sekil 4.37b;)
ve L-sis, MgCl; (Sekil 4.37b,) katki maddelerin kullanimi ile belirlenmistir. Buradan, L-Sis,
AA ve MgCl; kullanimmin artmasi vanillik asit igerigi iizerinde pozitif etkide bulundugu
sOylebilmektedir.

Sekil 4.38’de zeytin hamurunda bulunan vanillin degerleri lizerine kullanilan katki
maddelerin etkisi goriilmektedir. Orta noktaya kadar OA ve AA kullanim miktarinin artmasi
vanillin degerlerini azaltirken, L-sis ve MQCl, kullanim miktarinin artmasi ise vanillin
degerlerini artirmaktadir. L-sis kullaniminin artmasi vanillin igerigi iizerine pozitif etki
gostererek neredeyse dogrusal olarak arttigi goriilmiistiir. L-sis ve AA (Sekil 4.38b,), L-sisve
MgCl; (Sekil 4.38b,) ve AA ve MdCl; (Sekil 4.38c;) kullanimi vanillin iizerine pozitif etkide

bulunmaktadir.
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Hidroksitirozol (mg/kg)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 1.5
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCI2
A: oksalik asit B: L-sistein
1.5 1,5
(c1) (c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2
Sekil 4.35. Katki maddelerinin hidroksitirozol igerigi (mg/kg) tizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c)) (c2)

1.5 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2 C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.36. Katki maddelerinin tirozol igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c)) (c2)

1,5 0 15 15 0 15

C: askorbik asit D: MgClI2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.37. Katki maddelerinin vanillik asit igerigi (mg/kg) lizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, b; — b, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl5)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15

(cy)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.38. Katki maddelerinin vanillin icerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz

A: oksalik asit
1.5

15 0 15

B: L-sistein D: MgCl2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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CCD’de katki maddenin verbaskozit, rutin, oleuropein, luteolin ve apigenin igerikleri
izerine etkisini gérmek amaciyla her bir katki madde icin ayr1 ayr1 iz egim ve kontur
grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.39, Sekil 4.40, Sekil 4.41, Sekil 4.42 ve Sekil 4.43).

OA katki maddesinin kullanim miktarlarinin artmasiyla verbaskozit miktar1 ilk
duruma gore neredeyse bir degisiklik gostermemistir (Sekil 4.39a). Sekil 4.39a’da goriildigi
gibi MgCl, katki maddesinin kullaniminin artmasiyla verbaskozit miktart hemen hemen
dogrusal bir etki gostermistir. L-Sis ve MgCl, kullanim miktarinin artmasiyla orta seviyeye
kadar verbaskozit igerigi artmis orta seviyeden sonra L-sis miktar1 bir miktar daha artarak
hafif bir diisiise sebep olurken MgCl, miktarinda artis devam etmistir (Sekil 4.39a). Kontur
grafigi ise formiilasyondaki OA oranmin artmasi ile verbaskozit igerigini azalttigini
gostermistir (Sekil 4.39b,). MgCl, konsantrasyonunun verbaskozit igerigi iizerine etkisinin
yiiksek oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.39by).

Rutin miktart igin olusturulan iz egim grafigi incelendiginde OA, L-sis ve AA
kullaniminin artmasi rutin miktari tizerine olumlu etki yaptig1 goriilmistiir (Sekil 4.40a). Orta
seviyeye kadar MgCl; kullanimi rutin miktarini azaltmis, orta noktadan sonra bir miktar daha
azaltarak rutin miktar1 tizerine en fazla etki eden katki olmustur. Sekil 4.40b;’de goriildigi
gibi, AA kullanimi rutin miktarini azaltmistir. OA ve L-siS’in diisiik kullanim miktarlarinda
en yiiksek rutin degeri belirlenmistir (Sekil 4.40by). Ayrica, L-SIS miktarinin rutin igerigi
tizerine etkisinin yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.40c;).

Sekil 4.41a’daki iz egim grafigindeki verilere gore OA ve L-sis kullanimi ile
oleuropein miktarinda artig olurken AA ve MgCl; kullanimi ile oleuropein miktarinda azalma
goriilmektedir. Orta seviyeye kadar OA ve L-sis kullanimi oleuropein miktarin artimis daha
sonra bir miktar artirarark sabitlemistir. AA ve MgCl, katkilar ise ters etki gosterdiginden,
zeytin hamurunda oleuropein miktar {izerine olumsuz etki yaptigi, diger katki maddelerinin
ise olumlu etki yaptigi sOylenebilir. Sekil 4.41.b;’de goriildiigii gibi, formiilasyondaki L-sis
konsantrasyonunun artiritlmasi zeytin hamurlarinda daha diisiik oleuropein miktar1 ile
sonuclanmstir. En yiiksek oleuropein igerigi yiiksek oranda kullanilan OA (Sekil 4.41c;) ve
L-sis (Sekil 4.41cy) ile elde edilen zeytin hamuru 6rneklerinde belirlenmistir.

Sekil 4.42a’da goriildiig gibi, OA ve L-sis kullaniminin artmas ile luteolin igerigi
tizerine 6nemli bir etki yapmadig: tespit edilmistir. AA ve MgCl, kullaniminin artmasi ise
luteolin igerigi lizerine pozitif etki gostererek arttigi goriilmistiir. Luteolin igerigi ile ilgili
olusturulan iz egim grafigi incelendiginde orta seviyeye kadar MgCl, kullanimi luteolin
icerigini artirirken, OA, L-sis ve AA kullanim1 azaltmistir. MgCl, konsantrasyonunun artmasi,
zeytin hamurunun luteolin igerigini artirmistir (Sekil 4.42c;). L-sis kullaniminin artmasi

luteolin igerigi lizerine negatif etkide bulunmustur (Sekil 4.42b, ve Sekil 4.42¢;).
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Sekil 4.43a’ya gore OA ve L-sis katkilar1 ile AA ve MgCl, katkilar1 benzer etki
gostermislerdir. OA ve L-sis’in benzer 6zellik gosterdigi Sekil 4.43c; ve Sekil 4.43c;’de
gosterilirken, AA asit ve MgCly nin benzer 6zellik gosterdigi Sekil 4.43b; ve Sekil 4.43b,’de
gosterilmistir. OA ve L-sis’in kullanim miktarlarindaki artis apigenin miktarini orta seviyeye
kadar azaltmistir. Ayrica, orta seviyeden sonra OA ve L-sis kullanim1 ¢ok az azalirken daha
sonra bir miktar artmistir. OA ve L-sis kullanimindaki artis apigenin igerigi lizerine énemli bir
etkide bulunmaamistir. Kontur grafigi, formiilasyonda AA ve MgCl, katkilart apigenin
miktarin1 daha fazla etkilerken (Sekil 4.43by, Sekil 4.43b,) OA ve L-sis katkilar daha az
etkilemistir (Sekil 4.43c;, Sekil 4.43c,).
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Refer ans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(b1)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
1.5
(c)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

A: oksalik asit
1.5

15 0 15

B: L-sistein D: MgCI2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.39. Katki maddelerinin verbaskozit igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. Iz
egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Rutin (mg/kg)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
1.5 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: Losistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15

(c) (c2)

1.5 0 1.5 15 0 15

C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCl2
Sekil 4.40. Katki maddelerinin rutin igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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Oleuropein (mg/kg)

@

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
1.5

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
1.5
(c))

15 0 15

C: askorbik asit D: MgCI2

A: oksalik asit
1.5

15 0 15
B: L-sistein D: MgClI2
B: L-sistein
1,5
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.41. Katki maddelerinin oleuropein igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl»)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15
(by)
15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCI2
A: oksalik asit B: L-sistein

15 15

(c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.42. Katki maddelerinin luteolin igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl»)
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Apigenin (mg/kg)

Refer ans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit

15 1.5

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A oksalik asit B: L-sistein
15 1,5
(c) (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.43. Katki maddelerinin apigenin igerigi (mg/kg) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a. iz
egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl,)
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4.4.7. Enzim analiz sonuclarinin degerlendirilmesi

Inhibitorlerin  fenolik biyosentez iizerindeki etkisini arastrmak icin zeytin
hamurlarinda fenolik bilesiklerin olusumunda/déniisiimiinde yer alan POD, PPO ve [-
glukozidaz gibi ii¢ ana enzim aktivitelerindeki degisimler degerlendirilmistir (Cizelge 4.32).
Gosterildigi gibi POD enzim aktivitesi en diisiik %1 OA + %1 L-sis 6rneklerinde sirasiyla
5.26 ve 5.90 IU oldugu, en yiiksek ise %2 MQCl, orneklerinde sirasiyla 70.51-69.23 U
oldugu belirlenmistir. Zeytinyagi ekstraksiyon islemi sirasinda POD enzim aktivitesinin
fenolik bilesik oksidasyonuna katkida bulundugu dikkate alindiginda, %1 OA + %1 L-Sis
katkilarinin zeytin hamurlarindaki POD enzim aktivitesini azalttig1 goriilmistiir. Diisiik POD
enzim aktivitesi gosteren diger 6rnekler sirasiyla %2 L-sis, %00.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25
AA + %0.25 MgCl, ve %1 L-sis + %1 AA igeren orneklerde belirlenmistir. Bu verilerden
yararlanilarak POD enzim aktivitesinin inhibisyonunda L-sis etkili bir katki maddes olarak
goriilmistiir denilebilir. Cizelge 4.32°de verilen sonuglar MgCl,’nin AA, OA ve L-sis’e
kiyasla daha yiiksek bir POD enzim aktivitesi degerine sahip oldugunu goéstermistir. Cizelge
4.18’de de gorildigi gibi, yikksek POD enzim aktivites nedeniyle, MgCl, katkisi ile daha
diisiik toplam fenol igerigi tespit edilmistir. Sonug olarak, POD enzim aktivitesinin kullanilan
katk1 ¢esitine ve miktarina belirgin sekilde bagli oldugu tespit edilmistir.

Zeytin hamurundaki PPO enzim aktivitesi, katki madde ilave edilen 6rneklerde kontrol
ornegine gore daha diisiik bulunmustur (Cizelge 4.32). Zeytin hamuru PPO enzim aktivitesi
33.08-77.69 |U arasinda degismektedir. Ornekler icerisinde en diisiik PPO aktivitesi gdsteren
ornekler sirastyla %2 OA ve %2 AA igeren 6rneklerdir. Bu verilerden yararlanilarak, L-sis
diisiik POD aktivitesine neden olurken OA ve AA ise diisiik PPO aktiviteSine neden olmustur.
AA, sistein (Kuijpers ve ark., 2012; Kuijpers ve ark., 2013) ve OA (Son ve ark., 2000a,
2000b) literatiir verileriyle uyumlu olarak, PPO enzimleri {izerinde inhibe edici bir etki
gostermistir. OA ve AA gibi organik asitlerle pH'nin diisiiriilmesi, enzimin denatiirasyonuna
sebep olabilir ve ortamin pH'sin1 enzimlerin ¢alismast i¢in gerekli optimum pH'dan daha
diisiik tutabilir (Zhou ve ark., 2019). OA, kuskonmaz, brokoli, Briiksel lahanasi, havug,
sartmsak, marul, sogan, maydanoz, bezelye, patates, turp, 1spanak, domates ve salgam gibi
cok sayida bitkinin dogal bilesenidir (Yoruk ve ark., 2004). PPO enziminin OA tarafindan
inhibisyonu, aktif olmayan bir kompleks olusturmak icin bakirin aktif bolgesine baglanmasi
ile agiklanmistir (Prenen ve ark., 1984). Inhibisyon derecesi sadece OA konsantrasyonundan
degil ayn1 zamanda pH'dan da etkilendigi bilinmektedir. OA katekol-kinon olusumunu
azaltmis ve kinon agartmasi gozlenmemistir. Farkli PPO enzim kaynaklari, farkli tipte
inhibisyon mekanizmasi sergiler. Son ve ark., (2001), OA’nin mantar PPO enzimi iizerinde

rekabetci inhibisyon gosterdigini bulmusglardir. Aydemir (2004), OA’nin enginar PPO
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enzimine rekabetci olmayan inhibisyon ve kereviz kokii PPO enzimine rekabet¢i inhibisyon
gosterdigini tespit etmistir (Aydemir ve Akkanli, 2006). AA, olusan o-kinonlari, o-fenolik
bilesiklere indirgeyerek renk bozunmasini engellemekte ve bu sirada AA parcalanmaktadir.
Ayrica, AA ortamdaki oksijeni indirgeyerek de kararma reaksiyonlarini ikinci bir yolla inhibe
etme Ozelligine sahiptir. Meyve ve sebzelerin islenmesinde, islenmekte olan iiriiniin rengini
korumak amac1 ile AA’in yaygin olarak kullanilma nedeni budur (Ertiirk, 2004; Dogan ve
Salman, 2004). AA ayrica PPO enzim reaksiyonlarinda molekiiler oksijenin uzaklastirilmasi
icin bir oksijen tutucu gorevi goriir (Friedman, 1996). Bunun yani sira, AA ve L-SiS
maddelerinin PPO enzimi i¢in etkili birer katki oldugu ancak AA'nin L-sis'e gore daha etkili
bir PPO enzim katkisi oldugu belirlenmistir (Eidhin ve ark., 2005; Diken, 2020). %2 AA
kullanim1 (36.15-33.85 1U) %2 L-sis kullanimina (53.85-54.62 1U) gore daha etkili oldugu
belirlenmistir. (Cizelge 4.32). %1 L-sis + %1 AA kullanildiginda (53.85 1U) ise bu etki ¢ok az
diismiistiir. Dolayisiyla, L-sis ve AA maddelerinin esit miktarda kullaniminin sinerjik etki
yaratmadig1 goriilmiistiir. Enzimatik oksidasyon sirasinda, sistein, sisteinil adiiktleri (eklenti
tiriinleri) olusturarak o-kinonlar1 yakalar. Sistein-kinon adiiktleri, PPO enziminin rekabetgi bir
inhibitoriidiir. Yani, yeterli miktarda sistein ile fenol, renk olusumu olmaksizin sisteinil
adiiktlerinde tamamen pargalanir (Richard-Forget ve ark., 1992). Ayrica, L-sis amino asidinin
bakir ile kararli bir kompleks olusturabilecegi ve bdylece enzimatik esmerlesmeyi
geciktirebilecegi One stirilmistiir (Pongsakul ve ark., 2006). Molekiiler oksijen varliginda,
PPO enzimi, monofenollerin o-difenollere hidroksilasyonunu (monofenolaz aktivitesi) ve o-
difenollerin o-kinonlara oksidasyonunu (difenolaz aktivitesi) katalize etmektedir (Chazarra ve
ark., 2001). Bu reaksiyonlarin iriinleri, yogunlastirma ve biriktirme yoluyla siyah veya
kahverengi polimerler iiretmek i¢in cesitli hiicre molekiillerini kovalent olarak degistirebilen
ve capraz baglayabilen oldukga reaktif molekiillerdir (Clodoveo ve ark., 2014). PPO enzim
aktivites en yiiksek %2 MgCl, kullanilan orneklerde sirasiyla 76.92-77.69 1U oldugu
belirlenmistir (Cizelge 4.34). Bunu, 61.54 U/gr degeri ile %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25
AA + %0.25 MgCl; karisiminin ilavesi ile belirlenen PPO enzim aktivitesi takip etmistir.
Ca+2, Na“, K" ve Mg+2 iyonlarinin PPO enzimini %75 oraninda inhibe ettigi belirlenmistir.
Yiiksek konsantrasyonlardaki metal iyonlarinin canlilar i¢in toksik oldugu bilindiginden,
metallerin yiiksek konsantrasyonlarda enzimlerin gesitli bolgeleri ile etkileserek enzimi inhibe
ettigi diistiniilmektedir (Cesko ve ark., 2023). MgCl, enzimin aktif bdlgesine baglanarak
substratla rekabet etmektedir. Aktif bileseni Mg olan MgCl, tuzu inhibe edici 6zellige
sahiptir. MgCly, alanin transaminaz enziminin aktif bolgesine baglanip ve alanin transaminaz
enziminin substrat1 ile rekabet¢i bir iliski gostermektedir (Park ve ark., 2020). Fenolik

bozunma, oksijene ihtiya¢ duyan PPO enzimi miidahalesi ile olmaktadir. Dolayisiyla PPO
175



enzim aktivitesi fenolik maddelerin oksidasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir. Fenolik
bilesikler, PPO enzimi tarafindan enzimatik olarak oksitlenmektedir. Oksitlenme, zeytin
meyve dokularmin kirilmasiyla baslar ve oksitlenme baslar baslamaz zeytin hamurunun renk
degisikligine neden olmaktadir. Esmerlesme 6nleyici bir madde olan L-sistein, PPO ve POD
enzimlerinin ¢ok etkili inhibitorii olarak bilinir (Eidhin ve ark., 2005; Sharma ve Rao, 2013).
Cok sayida arastirma L-sisteinin avokado, armut, yenidiinya, mango, elma, muz, enginar,
patlican, seftali gibi farkli taze kesilmis meyve ve sebzelerde tek basina veya farkli organik
asitler ya da yenilebilir kaplamalarla kombinasyon halinde en etkili esmerlesmeyi Onleyici
maddelerden biri oldugunu bildirmistir (Dorantes-Alvarez ve ark., 1998; Ding ve ark., 2002;
Gorny ve ark., 2002; Guerrero-Beltran ve ark., 2005; Rojas-Grau ve ark., 2006; Bico ve ark.,
2009; Amodio ve ark., 2011, Cabezas-Serrano ve ark., 2013; Ghidelli ve ark., 2014;
Colantuono ve ark., 2015). Sonuglar yine ¢aligilan tiim numunelerde kullanilan katki gesitinin
ve miktarmin zeytin PPO enzim aktivitesini etkiledigini gostermektedir.

Zeytin hamuru B-glukozidaz enzim aktivitesinin gelisimi ile ilgili olarak sonuglar
Cizelge 4.32’de verilmistir. B-glukozidaz enzimi zeytin hamurunda dogal olarak
bulunmaktadir (Fernindez-Bolafios ve ark., 1995). Inhibitdr ilaveli zeytinlerin hamurlari
kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda 6nemli 6l¢giide artis gozlenmistir. Zeytin hamuruna katki
maddelerinin eklenmesiyle en yiiksek B-glukozidaz enzim aktivitesini %0.25 OA + %1.25 L-
sis + %0.25 AA + %0.25 M(Cl, 6rnegi en diisiik f-glukozidaz enzim aktivitesini ise %2
MQCl; igeren Ornekler gostermistir. Fenolik glikozitleri hidrolize eden B-glukozidaz enzimi
sizma zeytinyaginin fenolik igerigini etkileyen ana biyokimyasal bir faktor olabilmektedir
(Peres ve ark., 2017). Cizelge 4.18’de verilen toplam fenolik madde degerlerine bakildiginda
ise %0.25 OA + %1.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MJCl; 6rneginin diger orneklere gore
yiiksek degere sahip olmadigi, ancak %2 MQCl, 6rneklerinin ise en diisiik fenolik igerige
sahip oldugu goriilmektedir. Ote yandan, katki ilave edilmis zeytin hamurlarmda %2 MgCl,,
%2 AA ve %1 OA + %1 AA kullanildiginda, f-glukozidaz enzim aktivitesinde carpict bir
azalmaya neden olmaktadir. Cizelge 4.32’de gosterildigi gibi, B-glukozidaz enzim aktivitesini
OA, L-sis, AA ve MgCl, katkilar sirasiyla %51.54-51.62, %27.67-30.48, %18.95-20.15 ve
%11.01-11.25 oranlarinda artirmistir. Dolayisiyla, OA’nin B-glukozidaz enzim aktivitesini

olumlu yonde etkiledigini sdyleyebiliriz.
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Cizelge 4.32. Zeytin hamuruna katki maddelerin ilavesiyle elde edilen zeytin hamurunun enzim aktiviteleri

Numune no

POD enzim aktivitesi (1U)

PPO enzim aktivitesi (1U)

B-glukozidaz enzim aktivitesi (1U)

%1.250A + %0.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 2436 £1.15% 46.92 £0.06 205.22 £0.51
%10A+%1L-Sis 5.26 £0.55 47.69 +£0.12 189.11 £7.53
%2 MgCl, 70.51 +£0.58 76.92 £1.53 154.00 £7.13
%2L-ss 7.69 £1.41 53.85+1.53 181.00 £3.28
%1 0A +%1MqgCl, 19.23 £1.00 38.46 +£1.15 203.56 £3.02
%0.25 OA + %0.25L-sis+ %1.25 AA + %0.25 MgCl, 12.82 +£2.08 39.23 +£1.13 200.11 £1.07
%2 AA 33.33 £0.58 36.15+0.51 165.00 £2.08
%0.250A + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 7.69 £1.00 61.54 +£0.58 218.11 +4.44
%2 OA 19.23 £1.00 33.08 £0.51 210.22 £1.17
%2 AA 32.05 +£0.58 33.85 +0.50 166.67 £0.67
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + % 1.25 MgCl, 15.38 £1.00 46.15+0.10 214.00 £1.76
%2 OA 17.95 £0.58 37.69 +£0.55 210.33 +6.49
%1L-sis+%1MgCl, 20.51 £1.53 38.46 £0.58 201.78 £0.51
%1AA+%1MgCl, 14.10 +0.58 46.15 +0.20 190.56 £2.04
%2 MgCl, 69.23 +1.00 77.69 £1.48 154.33 £6.96
%0.50A +%05L-sis+%0.5AA + %0.5MgCl, 11.54 +1.73 38.46 £0.49 184.00 £3.38
%1L-sis+%1AA 8.97+1.15 53.85 +0.58 173.44 £4.73
%10A +%1AA 19.23 £1.00 46.15 +0.30 171.22 £1.02
%2L-sis 7.82+£0.95 54.62 +£0.55 177.00 £7.23
%10A +%1L-sSs 5.90 £0.40 46.15 +1.00 192.33 £5.86
K 100 100 138.78 £5.36

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.

*Ortalama+ standart sapma
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Farkli katki maddelerle elde edilen zeytin hamurlarinin POD, PPO ve B-glukozidaz
enzim aktivite degisimleri i¢in belirlenen varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.33’de verilmistir.
Inhibitér maddelerin POD, PPO ve B-glukozidaz enzim aktivite degisimi degerleri iizerindeki
etkilerini degerlendirebilmek igin sirasiyla 6zel kiibik, kuadratik ve kuadratik modelleri
onerilmistir. Zeytin hamurlarinin POD, PPO ve B-glukozidaz enzim aktivite degerlerine ait
varyans analiz ¢izelgesi incelendiginde P degerleri sirasiyla <0.0001, 0.0002 ve 0.0029 olarak
hesaplanmis olup katki maddelerden en az birisinin zeytin hamurlarinin POD, PPO ve (-
glukozidaz enzim degerleri tizerinde istatistiksel olarak 6nemli bir etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (P<0.05). ANOVA tablosuna gore, OA x L-gis, OA x AA, OA x MgCl,, L-sis
x AA, L-sis x MgCly, AA x MgCly, OA x L-sis x AA, OA x L-sis x MgCly, L-sis x AA x
MgCl, interaksiyonlari POD enzim aktivitesi lizerine 6nemli diizeyde etkili bulunmustur
(P<0.01). Ayrica, POD, PPO ve B-glukozidaz enzimi aktivite degerleri i¢in Cizelge 4.33’e
gore, L-sis x MgCl, interaksiyonu PPO ve B-glukozidaz enzim aktivitelerini (P<0.01), OA x
MgCl; interaksiyonu sadece PPO enzim aktivitesini (P<0.05), AA x MgCl, interaksiyonu ise
sadece B-glukozidaz enzim aktivitesini (P<0.05) istatistiksel olarak 6nemli diizeyde etkiledigi
tespit edilmistir. POD enzim aktivitesi i¢in gelistirilen tiim modeller uyumsuzluk testini
gecerken (P>0.05), PPO ve B-glukozidaz enzim aktivitesi i¢in gelistirilen tim modeller ise
uyumsuzluk testini gegememistir (P<0.05). Model uyumsuzlugu testinde ise P degerleri
sirastyla 0.8738, 0.0015 ve <0.0001 olarak belirlenmis olup model uyumsuzlugunun sadece
POD enzim aktivite degisim degeri i¢in dnemsiz oldugu tespit edilmistir (P>0.05). POD, PPO
ve B-glukozidaz enzim aktivitelerinin belirleme katsayilar1 sirasiyla R?: 0.9996, 0.7898 ve
0.6922 ve uyarlanan belirleme katsayilar1 R%: 0.9988, 0.7147 ve 0.5823 olarak bulunmustur.
Dolayisiyla, POD, PPO ve B-glukozidaz enzim aktivitelerindeki degiskenliin sirasiyla
%99.96, %78.98 ve %69.22’si belirlenen modeller ile agiklanabilmektedir. R* ve uyarlanan R?
degerleri arasindaki farkin az olmasi istatistiksel olarak dnemsiz olan terimlerin tespit edilen
modelden olabildigince uzaklastirildigin1 géstermektedir. POD, PPO ve B-glukozidaz enzim
aktivitesi degerleri icin olusturulan regresyon esitligi Cizelge 4.33’te verilmistir. Inhibitor
maddelerin katsayilarina gore OA, L-sis, AA ve MgCl; katkilarinin yani sira L-sis x MgCl,
interaksiyonu POD, PPO ve B-glukozidaz enzim aktivitelerini etkilemektedir. L-sis x MgCl,
interaksiyonu POD ve PPO enzim aktivitesi i¢in negatif interaksiyona sahipken, B-glukozidaz

enzim aktivitesi i¢in pozitif korelasyona sahiptir.
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Cizelge 4.33. Zeytin hamurlarinin POD, PPO ve -glukozidaz enzim aktivite degisimlerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

POD enzim aktivite degisimi

PPO enzim aktivite degisimi

B-glukozidaz enzim aktivite degisimi

Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 12 1337.31 <0.0001 5 10.52 0.0002 5 6.30 0.0029
AB 1 191.22 <0.0001 - - - - - -
AC 1 84.78 <0.0001 - - - - - -
AD 1 1273.15 <0.0001 1 5.49 0.0344 - - -
BC 1 253.22 <0.0001 = - - - - -
BD 1 669.65 <0.0001 1 12.20 0.0036 1 9.67 0.0077
CD 1 2811.82 <0.0001 - - - 1 7.39 0.0166
ABC 1 469.24 <0.0001 - - - - - -
ABD 1 21.32 0.0024 - - - - - -
BCD 1 452.33 <0.0001 - - - - - -
Hata 7 - - 14 - - 14 - R
Model
< 2 0.1387 0.8738 23.08 0.0015 9 85.81 <0.0001
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - -
. Uyarlanan - Uyarlanan . Uyarlanan
R¥0.9996 R?=0.9988 R*0.7898 R™=0.7147 R¥0.6922 R?=0.5823

POD = 1858 x A +7.78 x B + 32.68 x C + 69.86 x D — 30.39 x (AxB) — 25.86 x (AxC) — 100.22 x (AxD) — 45.03 x (BxxC) — 73.23 x (BxD) — 148.94 x (CxD) + 1564.93 x
(AxBxC) + 33.57 x (AxBxD) — 1539.04 x (BxCxD)

PPO = 38.94 x A + 5855 x B + 36,51 x C + 73.67 x D — 65.97 x (AxD) — 98.35 x (BxD)

B-glukozidaz enzimi aktivite degisimi = 433.99 x A + 257.92 x B + 159.76 x C + 133.79 x D + 987.12 x (BxD) + 867.82 x (CxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl»
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CCD’de katki maddenin POD, PPO ve B-glukozidaz enzim aktiviteleri {izerine etkisini
gormek amaciyla her bir katki madde i¢in ayr1 ayr1 iz ef§im ve kontur grafikleri
olusturulmustur (Sekil 4.44, Sekil 4.45 ve Sekil 4.46). L-sis, AA ve MgCl, katkilarimn
kullanim miktarlarmin artmasiyla POD enzim aktivitesi ilk duruma goére neredeyse bir
degisiklik gostermemistir. OA kullanim miktarinin artmasiyla orta seviyeye kadar POD enzim
aktivitesi artmis orta seviyeden sonra bir miktar daha artarak hafif bir diisiise sebep olmustur
(Sekil 4.44a). Hem L-sis ve AA konsatrasyonunun hem de AA ve MgCl, konsantrasyonunun
POD enzim aktivitesi lizerine etkisinin yiiksek oldugu gozlenmektedir (Sekil 4.44c;). Cizelge
4.32’de de bahsedildigi gibi POD enzim aktivitesinin azalmasinda, kullanilan diger katki
maddelere gore L-siskullanimi daha etkin bulunmustur.

PPO enzim aktivitesi i¢in olusturulan iz egim grafigi incelendiginde OA ve AA
kullaniminin artmasi PPO enzim inhibisyonu iizerine olumlu etki yaptig1 goriilmustiir (Sekil
4.453). Orta seviyeye kadar OA ve MQCl; kullanimi PPO enzim aktivitesini azaltmis, L-Sis
kullanim1 ¢ok az azaltmig, AA kullanimi ise artirmistir. En diisik PPO enzim aktivite
degisimi OA ile elde edilen zeytin hamurlarinda (Sekil 4.45b;), en yiiksek PPO enzim aktivite
degisimi ise MgCl; ile elde edilen zeytin hamurlarinda (Sekil 4.45b,) goriilmiistiir. Ayrica, L-
sis ve MQCl, miktarinin PPO enzim aktivitesi ilizerine etkisinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir.

Sekil 4.46a’daki iz egim grafigindeki verilere gére OA kullanimi ile B-glukozidaz
enzim aktivitesinde artis olurken L-sis, AA ve MQgCl, kullanimi ile B-glukozidaz enzim
aktivitesinde azalma goriilmektedir. Orta seviyeye kadar L-sis ve MgCl, kullanimi B-
glukozidaz enzim aktivitesini artimig daha sonra ters etki gostermistir. Bu sebeple, OA zeytin
hamurunda B-glukozidaz enzim aktivites {izerine olumsuz etki yaptigi, diger katki
maddelerinin ise olumlu etki yaptigi sOylenebilir. Sekil 4.46b,’de gorildiga gibi,
formiilasyondaki L-SiS konsantrasyonunun artirilmasi zeytin hamurlarinda daha yiiksek B-

glukozidaz enzim aktivitesi ile sonuglanmustir.
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@

POD enzim aktivite degisimi (U/g)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit

15 15
(b)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c2) (c2)

15 0 15

15 0 15
D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCl2

C: askorbik asit
Sekil 4.44. Katki maddelerinin POD enzim aktivite degisimi iizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a.
iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)
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@

PPO enzim aktivite degisimi (U/g)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15
(by)
15 0 15
B: L-sistein D: MgCI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c2)

15 0 15 15 0 1.5
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.45. Katki maddelerinin PPO enzim aktivite degisimi lizerine etkisini gdsteren optimizasyon grafikleri a.
iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15
(cy)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

A: oksalik asit
1.5

15 0 15

B: L-sistein D: MgCI2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.46. Katki maddelerinin B-glukozidaz enzim aktivite degisimi iizerine etkisini gosteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCly)
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4.4.8. Zeytinya@) orneklerinin tokoferol ve tokotrienol icerikleri

Tokoferoller lipofilik yapida fenolik bilesikler olup yagin E vitamini aktivites ve
antioksidan o6zelliginden sorumludur. E Vitamini, dort tokoferol ve dort tokotrienol dahil
olmak iizere gii¢lii antioksidan lipit bilesiklerinin bir havuzudur. Her iki bilesik grubu,
kromanol ¢ekirdegi iizerindeki metil gruplarinin sayisina ve konumuna gore dogal olarak -
B- y- ve &- formlarinda meydana gelmektedir. Zeytinyag1 ekstraksiyonu sirasinda katki
maddelerin kullanilmasiyla elde edilen zeytinyaglarinin o- - y- ve d-tokoferol, toplam
tokoferol ve a- B y- 6- tokotrienol igerikleri sirasiyla Cizelge 4.34 ve Cizelge 4.35’te
sunulmustur.

Tokoferoller, fenolik maddelerle beraber, zeytinyaginin antioksidan o6zelliklerinde
Oonemli bir rol oynamakta ve depolama sirasinda kalitenin korunmasina yardimci olmaktadir
(Lozano-Sanchez ve ark., 2010). Zeytinyagi numunelerinin tokoferol igeriginin tespiti
amaciyla yapilan analiz sonucunda o- - y- ve 8- tokoferol ve toplam tokoferol igerikleri tespit

edilmistir. Sekil 4.47°de tokoferollerin kimyasal yapilar1 gosterilmistir.

a- tokoferol R;=R,=R;=CHs

[3- tokoferol R1=R3=CHj3, R=H
v- tokoferol R,=R3;=CH3, Ri=H
- tokoferol R3;=CH3, R;1=R,=H

Sekil 4.47. Tokoferollerin kimyasal yapilar

Tespit edilen toplam tokoferol ve tokoferol tiirlerinin miktarlar1 Cizelge 4.34’te
verilmistir. Zeytinyagi numunelerindeki tokoferollerin toplam kiitle fraksiyonlart 151.46 ile
312.51 mg/kg arasinda degismektedir. Inhibitor ilave edilerek elde edilen tiim orneklerde
toplam tokoferol kiitle fraksiyonunda dalgalanmalar meydana gelmesine ragmen Onemli
Ol¢iide artiglar goriillmektedir. Bunun yanisira, katkilarin toplam tokoferol miktarlari {izerine
etkisi incelendiginde katki miktarlari, ¢esitleri ve oranlar ile diizenli bir artis gdzlenmemistir.
Toplam tokoferol igerigi en yiiksek %1 L-sis + %1 M(Cl, iceren 6rnekte goriilmiistiir. Bu da,
%1 L-sis + %1 MQCl; oranlarinda kullanilan katki maddeler tokoferol molekiillerinin zeytin
hiicrelerinden en iyi sekilde serbest kalmasina neden olabilmesi olarak agiklanabilir. Zeytinde
bulunan enzimler lezzet ve raf omrii ile ilgili Gnemli gelismelere sebep olurken, yaga mindr
bilesenlerin (fenoller, tokoferoller, ugucular, karotenler, ksantofiller ve klorofil) daha fazla
gecisine de sebep olmustur (Chiacchierini ve ark., 2007). Katki maddeleri tek baslarina %2
oraninda kullanildiginda POD ve PPO enzim aktiviteleri ile uyumlu olarak, enzim aktiviteleri
yiiksek olan %2 MgCl, 6rneginde daha diisiik toplam tokoferol icerigi belirlenmistir. %2 L-

sis ve %2 OA katkilart kullanildiginda ise enzim aktiviteleri daha diisiik olup toplam fenolik
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madde ve toplam tokoferol igerikleri hem birbirlerine yakin olup hem de kontrol 6rnegine
gore daha yiiksektir.

Si1zma zeytinyagindaki tokoferol fraksiyonu esas olarak a- tokoferolden olusurken (-,
y- ve o-tokoferol daha az temsil edilmektedir ve konsantrasyonlart 100 mg/kgh
gecmemektedir (Ricciutelli ve ark., 2017; Galanakis ve ark., 2020). Yenilebilir yaglarda
oksidasyonu engelleyen ve insan sagligi icin son derece faydali olan tokoferol tiirleri
icerisinde en yiiksek deger ozellikle E vitamini etkinligi ile bilinen o-tokoferolden elde
edilmistir. a-tokoferol, toplam tokoferol fraksiyonunun %90’indan fazlasini olusturan
tokoferol izomeridir (Spika ve ark., 2015). Andjelkovic ve ark., (2008) Ispanyol ve Fransiz
zeytinyaglarinda a- tokoferolleri belirlemis ve 128-239 mg/kg arasinda degisen diizeylerde
bulmustur. Bu ¢alismada, zeytinyagi 6rneklerinin o- tokoferol igerikleri 140.74-276.09 mg/kg
arasinda degismistir. Elde edilen zeytinyaglarinin da a- tokoferol miktarlar1 diger ¢esitlerden
daha yiiksek bulunmustur, bunu y- tokoferol ¢esiti takip etmistir. Zeytinyaginin a- tokoferol
icerigi ile antienflamatuvar ve antiendotelyal aktivasyon ozellikleri arasinda pozitif bir iliski
oldugundan zeytinyaginda bulunan a- tokoferol miktar1 6nem arz etmektedir (Perona ve ark.,
2006). En yiiksek a- tokoferol igerigi 276.09 mg/kg yag degeri ile %1 L-sis + %1 MgCl,
iceren Ornek iken en diisiik a- tokoferol icerigi 140.74 mg/kg yag degeri ile kontrol 6rnekte
tespit edilmistir. Inhibitdr uygulamasi miktara ve gesite bagli olarak zeytinyaglarinin a-
tokoferol iceriklerini artirmis veya azaltmistir. %2 oraninda OA ve AA uygulanan 6rnekler
birbirlerine yakin miktarlarda a- tokoferol icermektedir.

Zeytinyagl numunelerinin - tokoferol miktarlari 1.23-4.98 mg/kg arasinda
degismistir. En yiiksek a- ve 9- tokoferol konsantrasyonu sirasiyla %1 L-sis + %1 MgCl, ve
%0.5 OA + %0.5 L-sis+ %0.5 AA + %0.5 MgCl; 6rneklerine ait zeytinyaglarinda, en yiiksek
B- ve y- tokoferol konsantrasyonlari ise sirasiyla %1 L-sis + %1 MgCl, ve %1.25 OA +
%0.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl, orneklerine ait zeytinyaglarinda belirlenmis ve
sirastyla 276.09, 1.92, 4.98, 25.59 mg/kg yag degerlerine sahiptir. Inhibitdr ilavesi, katki
miktari, gesiti ve bilesimlerine bagli olarak zeytinyaglarinin o- - y- ve &- tokoferol
konsantrasyonlarini artirmis veya azaltmistir. Biitiin tokoferol cesitlerinde en diisiik miktarlar
kontrol 6rneklerinde tespit edilmistir. %2 L-SiS iceren 6rneklerden goriildiigii gibi L-Sis katki
ilavesi B-tokoferol miktarini artirmistir.

Zeytinyagi ekstraksiyonu sirasinda uygulanan farkli katkilar sonucunda elde edilen
zeytinyaglarinin y- tokoferol igerikleri 10.62 -25.59 mg/kg arasinda degismistir. %2 L-Sis ve
%2 MgCl; kullanilan 6rneklerden elde edilen zeytinyaglarinin y- tokoferol icerigi %2 OA ve
%2 AA kullanilan orneklerden elde edilen zeytinyaglarinin y- tokoferol igeriginden daha
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yiiksek bulunmustur. L-sis ve MgCl, katkilarinin ortak kullanildigi %1 L-sis + %1 MgCl,
orneginde diger ikili kombinsyonlara gore daha yiiksek deger elde edilmistir.

Inhibitér ilavesiyle elde edilen zeytinyaglarmnin §- tokoferol igerikleri 0.82-1.92 mg/kg
arasinda bulunmustur. %2 L-sis ilave edilerek elde edilen zeytinyaglarindaki &- tokoferol
icerigi diger %2 katki maddesi eklenen 6rneklere gore nispeten daha yiiksek bulunmustur.

Yagin sabunlagsmayan fraksiyonun ana bilesiklerinden olan tokoller canli
metabolizmasinda dogal antioksidanlar1 harekete gegirerek yiiksek E vitamini aktiviteleri ile

bilinmektedirler (Chen ve ark., 2011). Sekil 4.48’de tokotrienollerin kimyasal yapilari

gosterilmistir.
a- tokotrienol R,=R,=R;=CHj
B- tokotrienol R;=R3=CHj3, R=H
y- tokotrienol R,=R3=CHj3, R=H
d- tokotrienol R;=CH3, Ri=R,=H

Sekil 4.48. Tokotrienollerin kimyasal yapilari

Bitkisel yaglarin bilesimi, spektral bantlarin floresan yogunlugunu etkilemekte ve
tokollerin igerigi degistiginde degismektedir. Hem tokoferoller hem de tokotrienoller,
pozisyona, metilasyon derecesine gore bir kromanol basi ve bir fitil kuyrugu ile karakterize
edilen benzer yapilara sahiptir (Patel ve ark., 2011; Rizvi ve ark., 2014). Tokotrienoller, 3, 7
ve 11 numarali karbonlarda 3 cift baga sahip farnesil yan zincirindeki doygunluk derecesiyle
tokoferollerden ayrilirken tokoferoller, 3 kiral karbonlu doymus fitil yan zincirine sahiptir (Fu
ve ark., 2014). Incelenen zeytinyaglarinin tokotrienol bilesenlerinin igerikleri Cizelge 4.35te
verilmigtir. Cizelge 4.35’ten de goriildiigii gibi tokotrienol izomerlerinin degerleri birbirlerine
yakin olmakla beraber diger tokotrienol ¢esitlerine gore - tokotrienol (0.54-3.66 mg/kg yag)
bir miktar daha baskin bir bilesen olarak belirlenmistir. a- tokotrienol (0.33-0.72 mg/kg), v-
tokotrienol (0.30-0.78 mg/kg) ve 6- tokotrienol (0.30-1.32 mg/kg) icerikleri ise birbirlerine
daha yakin bulunmustur. Tokotrienoliin a- B- izomerleri control numunesine kiyasla %1 OA
+ %1 AA igeren ornekte en yiiksek degeri gostermistir. y- ve O- tokotrienoliin en yiliksek
degerleri ise %0.5 OA + %0.5 L-sis + %0.5 AA + %0.5 MgCl, iceren ornek olarak
belirlenmistir. Bununla birlikte, %1 L-SiSs + %1 AA igeren 6rnegin y- tokotrienol degerinde
kontrol 6rnegine gore bir degisiklik goriilmemistir. Sizma zeytinyaginin kardiyoprotektif
(kalbi koruyucu) roliiniin yanisira zeytinyaginda dogal olarak bulunan mindr bilesenler
antimikrobiyal, antioksidan ve anti-inflamatuvar aktivitelerinden kaynaklanan potansiyel
olarak faydali biyolojik etkilere sahiptir (Yubero-Serrano ve ark., 2019). Tokotrienoller de
bilinen bir kardiyoprotektif etkiye sahip giiclii antioksidanlardir (Vasanthi ve ark., 2012).
Tokotrienoller yagin stabilitesini ve besleyici ozelliklerini saglamaktadir (Edem, 2002; Mba
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ve ark., 2015). Ayrica, tokotrienollerin kolesterol sentezinin dogal inhibitéri oldugu
belirtilmistir (Edem, 2002). %2 OA, L-sis, AA ve M(CIl; kullanildiginda a- tokotrienol
icerikleri sirasiyla 0.45-0.42 mg/kg, 0.41-0.37 mg/kg, 0.33-0.33 mg/kg ve 0.48-0.45 mg/kg;
[3- tokotrienol icerikleri sirasiyla 3.04-2.93 mg/kg, 1.08-0.99 mg/kg, 1.12-0.95 mg/kg ve 1.03-
0.95 mg/kg; y- tokotrienol igerikleri sirasiyla 0.74-0.67 mg/kg, 0.39-0.36 mg/kg, 0.48-0.33
mg/kg ve 0.46-0.41 mg/kg; 6- tokotrienol igerikleri sirasiyla 0.38-0.33 mg/kg, 0.80-0.88
mg/kg, 0.53-0.49 mg/kg ve 0.49-0.56 mg/kg bulunmustur. Dolayisiyla, MgCl, katki maddesi
kullanildiginda en yiiksek a- tokotrienol igerigi, OA katkist kullanildiginda en yiiksek - ve y-
tokotrienol icerigi, L-sis katkis1 kullanildiginda ise en yiiksek 6- tokotrienol igerigi elde
edilmistir. Buradan yagin stabilitesini artirmada %2 oraninda kullanilan OA etkili bir katki
olmustur denilebilir. Tokoferoller singlet oksijenin sondiiriiciileri olarak islev goriirken (Choe
ve Min, 2006, 2009), tokotrienollerin otooksidasyonda antioksidan aktiviteleri bulunmaktadir
(Kim, 2014). %1 L-sis + %1 MQgCl, katkilarin ilave edildigi 6rnek en yiiksek a- ve [-
tokotrienol icerigi verirken, en yiiksek y- tokotrienol igerigi %1.25 OA + %0.25 L-Sis +
%0.25 AA + %0.25 MgCl; igeren ornekte ve en yiiksek 6- tokotrienol icerigi %0.5 OA +
%0.5 L-sis + %0.5 AA + %0.5 MgCl; icerin drnekte tespit edilmistir. Bu yiizden, katki ilaves
ile elde edilen zeytinyaglarinin a-, B-, y- ve 8- tokotrienol igeriklerindeki artis olan 6rneklerin

antioksidan aktivitelerini ylikseltebilmesi ile agiklanabilir.
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Cizelge 4.34. Ekstraksiyonda uygulanan farkli katki maddeleri sonucunda elde edilen zeytinyaglarinda belirlenen tokoferol igerikleri (mg/kg yag)

Numune no Toplam tokofer ol a-tokoferol B- tokoferol v- tokoferol &- tokoferol
%1.250A +%0.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 278.16 +1.24* 24354 +1.53 4,80 +0.12 25.59 +0.83 1.32 +0.08
%1 0A +%1L-sis 261.05 +1.37 223.50 +1.74 3.27 £0.24 22.18 +0.75 1.68 +0.06
%2 MgCl, 194.85 +1.44 164.34 +1.66 3.96 +0.22 21.99 +0.69 1.45 +0.05
%2L-sis 219.20 +1.55 189.04 +1.82 3.73 £0.31 21.03 +0.57 1.53 +£0.07
%1 OA +%1MgCl, 223.14 +£1.39 195.03 +1.43 411 +0.18 21.15 +0.23 0.96 +0.05
%0.25 OA +%0.25 L-sis+ % 1.25 AA + %0.25 MgCl, 262.80 +1.47 230.01 +£1.55 4.44 +0.25 22,98 +0.55 1.32 £0.09
%2 AA 222.44 +1.66 197.79 +1.46 3.65 +0.34 18.95 +0.74 1.19 +0.05
%0.25 OA + %1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 194.52 +1.40 171.33 £1.51 3.18 +0.45 16.38 +0.68 0.99 +0.03
%2 OA 220.12 +£1.62 191.15 +1.73 3.56 +0.51 18.83 +0.64 1.30 +£0.07
%2 AA 209.14 +1.52 183.81 +1.59 3.55 +0.23 17.26 +0.58 0.82 +0.02
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, 288.12 +£1.45 255.99 +£1.47 4,77 +0.16 23.73 +0.66 1.35 +0.08
%2 OA 209.12 +1.67 183.25 +1.50 3.40 +0.35 17.53 £0.75 1.25 +0.05
%1L-sis+%1MgCl, 312,51 +1.53 276.09 £1.64 4,98 +0.41 24.63 +£0.51 1.80 +0.07
%1AA +%1MgCl, 266.04 £1.55 235.35 £1.71 4,23 +0.27 20.94 +0.62 1.44 +0.06
%2 MgCl, 180.00 +1.37 154.26 +1.59 3.81 +0.36 18.84 +0.53 1.37 +£0.05
%0.5 0A +%0.5L-sis+ %0.5AA + %0.5MgCl, 261.39 +1.56 227.61 +£1.62 4.29 +0.44 22,95 +0.96 1.92 +0.08
%1L-sis+%1AA 180.87 +1.81 157.83 +£1.90 3.00 +0.28 15.60 +0.75 1.05 +0.05
%10A +%1AA 234.33 £1.76 203.55 +1.68 3.63 +£0.43 19.89 +0.67 1.17 +0.06
%2L-sis 210.25 +1.39 181.25 +1.77 3.62 +0.54 19.65 +0.85 1.32 £0.07
%10A +%1L-sis 238.12 +1.57 210.48 +1.63 3.43 +0.37 25.34 +0.93 1.26 +0.05
K 151.46 +0.36 140.74 +0.06 1.23 +0.05 10.62 +0.08 0.90 +0.04

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.

*Ortalama+ standart sapma.
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Cizelge 4.35. Ekstraksiyonda uygulanan farkli katki maddeleri sonucunda elde edilen zeytinyaglarinda belirlenen tokotrienol igerikleri (mg/kg yag)

a- B- v- -

Numune no tokotrienol tokotrienol tokotrienol tokotrienol
%1.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 0.48 +0.01* 1.17 +0.03 0.78 +0.02 0.48 +0.02
%1 OA +%1L-sis 0.45 +0.02 1.42 +0.03 0.56 +0.03 0.51 +0.02
%2 MgCl, 0.48 +0.02 1.03 +0.04 0.46 +0.03 0.49 +0.01
%2L-sis 0.41 +0.01 1.08 +0.04 0.39 +0.02 0.80 +0.04
%1 OA +%1MgCl, 0.48 +0.03 0.54 +0.01 0.51 +0.01 0.36 +0.03
%0.25 OA +%0.25 L-sis+ % 1.25 AA + %0.25 MgCl, 0.45 +0.01 2.34 +0.03 0.75 +0.02 0.51 +0.04
%2 AA 0.33 +0.02 1.12 +0.03 0.48 +0.03 0.53 +0.04
%0.25 0A +%1.25L-sis+ %0.25 AA + %0.25 MgCl, 0.42 +0.01 1.35 +0.04 0.48 +0.03 0.39 +0.01
%2 OA 0.45 +0.01 3.04 +0.05 0.74 +0.04 0.38 +0.02
%2 AA 0.33 +0.02 0.95 +0.02 0.33 +0.02 0.49 +0.03
%0.25 OA + %0.25 L-sis+ %0.25 AA + %1.25 MgCl, 0.39 +0.02 1.14 +0.03 0.45 +0.03 0.30 +0.01
%2 OA 0.42 +0.01 2.93 +0.05 0.67 +0.02 0.33 +0.01
%1L-sis+%1MgCl, 0.72 +0.01 3.18 +0.07 0.66 +0.02 0.45 +0.02
%1AA+%1MgCl, 0.57 +0.03 1.89 +0.04 0.45 +0.03 1.17 +0.05
%2 MgCl, 0.45 +0.03 0.95 +0.02 0.41 +0.04 0.56 +0.02
%0.5 0A +%0.5L-sis+ %05 AA + %0.5MgCl, 0.60 +0.03 1.92 +0.03 0.78 +0.05 1.32 +0.03
%1L-sis+%1AA 0.42 +0.02 1.92 +0.04 0.30 +0.02 0.75 +0.01
%10A +%1AA 0.87 +0.02 3.66 +0.06 0.36 +0.02 1.20 +0.02
%2L-sis 0.37 +0.03 0.99 +0.02 0.36 +0.01 0.88 +0.02
%1 OA +%1L-sis 0.42 +0.01 151 +0.04 0.49 +0.01 0.57 +0.01
K 0.36 +0.01 1.53 +0.03 0.30 +0.01 0.69 +0.01

Katki maddelerinin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA, Kontrol 6rnegi (katki maddesiz): K seklindedir.

*Ortalama+ standart sapma.
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Cizelge 4.36’da zeytinyaglarinda belirlenen a-p-y-d-tokoferol ve toplam tokoferol
miktarlar1 icin belirlenen varyans analiz sonuglar1 verilmistir. inhibitér maddelerin o-B-y-
tokoferol ve toplam tokoferol tizerindeki etkilerinin tanimlanmasinda 6zel kiibik model olarak
belirlenmistir. -tokoferol ise modellenememistir. Zeytinyaglarinin o-f-y-tokoferol ve toplam
tokoferol degerlerine ait varyans analizinde modellere ait P degerleri sirasiyla 0.0017, 0.0033,
0.0017 ve 0.0003 olarak belirlenmis olup katki maddelerden en az birinin zeytinyaglarinin a-
[B-y-tokoferol ve toplam tokoferol degerleri tizerinde istatistiksel olarak 6nemli oldugu tespit
edilmistir (P<0.05). Inhibitdr maddelerin bazi interaksiyon etkilerinin zeytinyaglarmin o-p-y-
tokoferol ve toplam tokoferol degerleri {izerine 6nemli seviyede etkiledigi goriilmektedir
(P<0.05). Buna gore, zeytinyagi o-tokoferol ve toplam tokoferol degerleri iizerine L-SiS x
MgCl,ve AA x MgCl,, a-B-y-tokoferol ve toplam tokoferol degerleri tizerine ise OA x AA X
L-sis interaksiyonlart 6nemli etkiye sahip olmustur (P<0.01). L-sis x MgCl; interaksiyonu f3-
y-tokoferol igerikleri i¢in L-sis x AA x MgCl; interaksiyonlar1 ise a-f-y-tokoferol ve toplam
tokoferol igeriklerini onemli seviyede etkilemistir (P<0.05). L-sis x AA interaksiyonu y-
tokoferol ve toplam tokoferol {izerine etkilesiminin 6nemli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
OA x L-dis interaksiyonu y-tokoferol (P<0.01) ve toplam tokoferol (P<0.05) tizerine
istatistiksel olarak Onemli bir etkiye sahiptir. Model uyumsuzlugu testinde P degerleri
sirastyla 0.0781, 0.6668, 0.7541 ve 0.1850 olarak hesaplanmistir, dolayistyla model
uyumsuzlugunun o-fB-y-tokoferol ve toplam tokoferol i¢in 6nemli olmadig tespit edilmistir
(P>0.05). a-p-y-tokoferol ve toplam tokoferol belirleme katsayilart sirasiyla R 0.8066,
0.7365, 0.8768 ve 0.9366 iken uyarlanan belirleme katsayilar1 sirastyla R*: 0.6937, 0.6149,
0.7660 ve 0.8663 seklinde bulunmustur. Dolayisiyla, a-B-y-tokoferol ve toplam tokoferol
icerigindeki degiskenligin sirasiyla %80.66, %73.65, %87.68 ve %93.66’s1 belirlenen
modeller ile agiklanabilmektedir. Uyarlanan R? degerleri ise R? degerlerine yakin oldugundan
tespit edilen B-y-tokoferol ve toplam tokoferol degerleri arasinda yiiksek bir uyumluluk
oranmin oldugu belirlenmistir. o-B-y-tokoferol ve toplam tokoferoliin regresyon esitlikleri
Cizelge 4.36°da verilmistir. Inhibitér maddelerin katsayilaria gére OA, L-sis, AA ve MgCl,
katkilarinin pozitif etkilerinden dolayr bu etkilesimlerin zeytinyagimin o-p-y-tokoferol ve

toplam tokoferol igerigini artirdigr belirlenmistir.

190



Cizelge 4.36. Zeytin hamurlarmin o- B-y-6-tokoferol ve toplam tokoferol degerlerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

a-tokoferol B-tokoferol y-tokoferol é-tokoferol Toplam tokoferol
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri  SD  F-degeri P-degeri SD  F-degeri P-degeri SD F-degeri  P-degeri
Model 7 7.15 0.0017 6 6.06 0.0033 9 7.91 0.0017 Higbir modelle ifade edilemedi 10 13.31 0.0003
AB - - - - - - 1 12.15 0.0059 - - - 1 7.05 0.0262
BC - - - - - - 1 6.23 0.0317 - - - 1 5.37 0.0457
BD 1 24.60 0.0003 1 8.77 0.0110 1 6.55 0.0284 - - - 1 52.91 <0.0001
CD 1 10.09 0.0080 - - - - - - - - - 1 17.64 0.0023
ABC - - - - - - - - - - - - 1 4.00 0.0767
ABD - - - - - - 1 4.20 0.0675 - - - - - -
ACD 1 11.33 0.0056 1 14.93 0.0020 1 31.79 0.0002 - - - 1 30.80 0.0004
BCD 1 8.17 0.0144 1 7.69 0.0158 1 5.99 0.0345 - - - 1 7.57 0.0224
Hata 12 - - 13 - - 10 - - - - - 9 - -
Model g 3.86 0.0781 8 0.7368 0.6668 5 0.5213 0.7541 - - - 4 2.31 0.1850
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - - - - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - - - - - 19 - -
. Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan . Uyarlanan
R>=0.8066 R3=0.6937 R2=0.7365 R3=0.6149 R>=0.8768 R3=0.7660 - - R>=0.9366 Ro=0 8663

a-tokoferol = 0.4191 x A +0.4373 x B + 0.3497 x C + 0.5206 x D + 1.76 x (AxC)

B-tokoferol =3.49 x A +3.46 x B+ 3.64 x C+4.09 x D + 4.77 x (BxD) + 140.75 x (AxCxD) — 102.55 x (BxCxD)

y-tokoferol = 18.81 x A + 20.35 x B + 18.70 x C + 21.06 x D + 16.80 x (AxB) - 15.52 x (BxC) + 16.03 x (BxD) — 323.96 x (AxBxD) + 889.30 x (AxCxD) — 392.25 x (BxCxD)

5-tokoferol = -

Toplam tokoferol = 221.92 x A + 214.53 x B + 221.69 x C + 190.93 x D + 121.58 x (AxB) — 138.29 x (BxC) + 431.40 x (BxD) + 249.60 x (CxD) — 3009.12 x (AxBxC) + 8351.85
x (AxCxD) — 4226.00 x (BxCxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Inhibitér maddelerin zeytinyagindaki tokoferoller {izerine etkisini gdrmek amaciyla
her bir katki madde i¢in ayr1 ayri iz egimi ve kontur grafikleri olusturulmustur. Sekil 4.49,
Sekil 4.50, Sekil 4.51 ve Sekil 4.52°de sirasiyla o-f-y-tokoferol ve toplam tokoferole ait
grafikler verilmistir.

Sekil 4.49a’ya gore OA kullanim miktarlarindaki artis orta seviyeye kadar a-tokoferol
icerigini artirirken daha sonra az miktarda azalma gostermistir. L-SiS kullanim miktarlarindaki
artis a-tokoferol miktarini orta seviyeye kadar azaltmigtir. Orta seviyeden sonra L-SiS
kullanim1 a-tokoferol miktarini ¢ok az azaltmistir. L-SiS kullanimindaki artis o-tokoferol
igerigi tizerine en fazla negatif etkide bulunmustur. AA ve MQgCl, kullanimindaki artis o-
tokoferol miktarinda ¢ok fazla degisime neden olmamustir. En yiiksek a-tokoferol miktar1t OA
ve MgCl, katkilarimin disiik miktarlarda kullanilmasiyla {iretilen zeytinyaglarinda
goriilmistiir (Sekil 4.49b,). Kontur grafigi, formiilasyonda AA ve MgCl; katkilarinin diisiik
miktarlarda kullanilmasiyla a-tokoferol miktarinda daha yiiksek degerler elde edilmistir (Sekil
4.49¢,).

B-tokoferol igerigi igin olusturulan iz egim grafigi incelendiginde OA ve L-Sis
katkilarinin kullanim miktarlarinin artmasi -tokoferol igerigi iizerine fazla miktarda etkili
iken AA ve MgCl, katkilarinin kullanim miktarlarinin artmasi p-tokoferol igerigi iizerine
neredeyse etkili olmadigi gozlenmektedir (Sekil 4.50a). Yani, OA p-tokoferol miktarini
onemli Ol¢lide artirirken L-SiS 6nemli Olglide azaltmig, AA ve MJCI;, ise ¢ok fazla etkili
olmamustir. Orta seviyeye kadar OA, AA ve MgCl; kullanimi B-tokoferol igerigini artirmus,
L-sis ise ters yonde etki gostermistir. Sekil 4.50b;’ye gore, diisiikk oranda OA ve AA
kullanilarak firetilen zeytinyagmin en yiiksek [p-tokoferol igerigine sahip oldugu
belirlenmistir. MgCl, kullanimimnin artmasi [p-tokoferol igerigi iizerine negatif etkide
bulunurken (Sekil 4.50b,), AA kullaniminin artmasi B-tokoferol igerigin {izerine ¢ok az
pozitif etkide bulunmustur (Sekil 4.50c;).

Sekil 4.51a’da gorildigi gibi, OA ve ve AA katkilarinin kullanim miktarlarinin
artmasiyla y-tokoferol igerigi artarken, L-SiS’in kullanim miktarlarinin artmasiyla y-tokoferol
igerigi azalmig, MgCl, katkist ise ¢ok fazla bir etki gostermemistir. OA ve AA katkilarimn
kullanim miktarimin artmasiyla orta seviyeye kadar y-tokoferol icerigi artmis orta seviyeden
sonra bir miktar daha artarak daha sonra hafif bir azalmaya sebep olmustur. Formiilasyondaki
OA ve M(CI; oranlarin artmasiyla y-tokoferol igerigi azalmaktadir (Sekil 4.51by). Ayrica,
AA ve MCl; oranlarindaki artis y-tokoferol igerigini azaltmigtir (Sekil 4.51cy).

Toplam tokoferol igerigi i¢in olusturulan iz egim grafigi incelendiginde OA ve MgCl>
kullanimimin artmasi toplam tokoferol igerigi lizerine olumlu etki yaparken L-Sis ve AA

kullaniminin artmasi toplam tokoferol igerigi tizerine olumsuz etki yapmustir (Sekil 4.52a).
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Orta seviyeye kadar OA ve M(Cl; kullanimi toplam tokoferol igerigini artirirken L-sisve AA
kullanimi ise azaltmustir. Sekil 4.52a’daki iz egim grafigindeki verilere gore, L-SiS kullanimi
toplam tokoferol miktarinda daha fazla azalmaya, OA ve MgCl, kullanim: ise daha fazla
artisa sebep olmustur. OA, AA ve MQCI, konsantrasyonlarnin artmasi ile zeytinyagmnin
toplam tokoferol miktarlarinda azalma goriilmektedir (Sekil 4.52b;, Sekil 4.52b,). Sekil
4.52¢,’de goriildiigii gibi, formiilasyondaki AA ve MgCl nin ortak kullanimi ile elde edilen

toplam tokoferol miktarinin azaldig1 goriilmektedir.
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@

a-tokoferol igerigi (mg/kg yag)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit

15 15
(ba)

1.5 0 15 15 0 1.5

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgClI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15

(c) 4 (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgClI2

Sekil 4.49. Katki maddelerinin a-tokoferol igerigi (mg/kg yag) iizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

A: oksalik asit

15

15 0 15
B: L-sistein D: MgCI2
B: L-sistein
15

(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.50. Katki maddelerinin B-tokoferol igerigi (mg/kg yag) lizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)

195



(€Y

v-tokofer ol icerigi (mg/kg yag)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 15 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15

(c1) (c2)

15 0 15 15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2 C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.51. Katki maddelerinin y-tokoferol icerigi (mg/kg yag) iizerine etkisini gosteren optimizasyon grafikleri
a. Iz egimi, b; — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCl.)
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Toplam tokoferol i¢erigi (mg/kg yag)

(€Y

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15

A: oksalik asit

15

15 0 15

B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c2) (c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

15 0 15
C: askorbik asit D: MgClI2

Sekil 4.52. Katki maddelerinin toplam tokoferol igerigi (mg/kg yag) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D: MgCly)
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Farkl1 katki maddelerle elde edilen zeytinyaglarinin a- - y- ve 6- tokotrienol igerikleri
icin en uygun modeller ve bunlara ait varyans analiz sonuglar1 Cizelge 4.37°da verilmistir.
Inhibitér maddelerin a- B- y- ve §- tokotrienol icerikleri iizerindeki etkilerini belirlemek igin
sirastyla kuadratik, 6zel kiibik, 6zel kiibik ve kuadratik modelleri tespit edilmistir. a- B- ve y-
tokotrienol degerlerinin modellerine ait P degerleri <0.0001 olarak tespit edilmistir (Cizelge
4.37). Varyans analizinde %95 giiven araligindaki (P<0.05) modellerle ¢alisilmak tercih
edildiginden elde edilen a- - ve y- tokotrienol sonuglart P<0.05 oldugundan, istatistiksel
olarak onemli bir model olusturulmustur. Inhibitér maddelerin bazi interaksiyon etkilerinin
zeytinyaglarinin o- B- y- ve 6- tokotrienol degerleri lizerine O6nemli seviyede etkiledigi
goriilmektedir (P<0.05 ve P<0.01). Buna gore, OA x AA interaksiyonu a- - tokotrienol
degerleri lizerine istatiksel olarak P<0.01, Ayrica, B- 6- tokotrienol degerleri AA x MgCl,
interaksiyonunun etkisi ile onemli dl¢iide degismistir (P<0.05). L-sis x MgCl, ve OA x L-sis
x MgCI; interaksiyonlarinin B- y- tokotrienol degerleri iizerine ise istatiksel olarak P<0.01
diizeyinde etki etmektedir. OA x MQCl, ve L-sis x AA interaksiyonlari ise - tokotrienol
degeri lizerine istatistiksel olarak 6nemli bulunurken (P<0.01), OA x L-sis interaksiyonunun
da birinci dereceden etkisi onemli diizeyde etkili bulunmustur (P<0.05). y -tokotrienol
degerleri i¢in gelistirilen model uyumsuzluk testini gegmistir (P>0.05). Model uyumsuzlugu
testindeki P degerleri ise sirastyla 0.0009, 0.0017, 0.7638 ve 0.0003 olarak tespit edilerek
model uyumsuzlugunun sadece y-tokotrienol degeri i¢cin Onemli olmadigi belirlenmistir
(P>0.05). Tokotrienol izomerlerinin belirleme katsayilari sirastyla R?: 0.6111, 0.9558, 0.9030
ve 0.5424 ve uyarlanan belirleme katsayilar1 ise sirasiyla R*: 0.5074, 0.9068, 0.8324 ve
0.3790 olarak bulunmustur. R?ile uyarlanan R? arasindaki fark miimkiin oldugunca azaltilarak
istatistiksel olarak Onemsiz olan terinlerin tespit edilen modellerde daha az bulunmasi
saglanmigtir. Tespit edilen R? degerleri ile o- B- y- ve &- tokotrienol verilerindeki
degiskenligin sirastyla %61.11, 9%95.58, %90.30 ve 9%54.24’linlin belirlenen model ile
aciklanabilecegi gosterilmektedir. Degiskenligin geri kalanlar1 ise (sirasiyla %38.89, %4.42,
%9.7 ve %45.76) bu modeller tarafindan agiklanamamaktadir (Cizelge 4.37). a- - y- ve -
tokotrienol degerleri igin olusturulan regresyon esitligi Cizelge 4.37°de verilmistir. ANOVA
tablosuna gore, model katsayilar1 incelendiginde, a- B- y- ve §- tokotrienol degerleri lizerine
OA, L-sis, AA, M(ClI; katkilarinin pozitif etkileri bulunmaktadir. OA x AA interaksiyonu ise
a- - ve &- tokotrienol degerleri i¢in pozitif interaksiyon gosterirken, y- tokotrienol degeri i¢in
negatif interaksiyon gostermektedir. AA x MCl; interaksiyonu ise - 8- tokotrienol degerleri

icin pozitif interaksiyon gostermektedir.
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Cizelge 4.37. Zeytinyaglarinin a- - y- 8- tokotrienol igeriklerini etkileyen bagimsiz degiskenlerin modellenmesi

a-tokotrienol B-tokotrienol y-tokotrienol é-tokotrienol
Kaynak SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri SD F-degeri P-degeri
Model 4 5.89 0.0047 10 19.48 <0.0001 8 12.80 0.0001 5 3.32 0.0348
AB - - - 1 5.62 0.0419 - - - - - -
AC 1 21.55 0.0003 1 31.36 0.0003 1 6.42 0.0278 1 8.06 0.0131
AD - - - 1 25.54 0.0007 - - - - - -
BC - - - 1 10.45 0.0103 - - - - - -
BD - - - 1 53.84 <0.0001 1 13.15 0.0040 - - -
CD - - - 1 10.47 0.0102 - - - 1 534 0.0366
ABC - - - - - - 1 14.34 0.0030 - - -
ABD - - - 1 15.51 0.0034 1 14.30 0.0030 - - -
ACD - - - - - - 1 6.68 0.0254 - - -
Hata 15 - - 9 - - 11 - - 14 - -
Model . 10 28.43 0.0009 4 24.54 0.0017 6 0.5384 0.7638 9 45.76 0.0003
uyumsuzlugu
Saf hata 5 - - 5 - - 5 - - 5 - -
Toplam 19 - - 19 - - 19 - - 19 - -

” Uyarlanan . Uyarlanan ” Uyarlanan . Uyarlanan
R>=0.6111 R3=0.5074 R>=0.9558 R°=0.9068 R>=0.9030 R3=0.8324 R>=0.5424 R3=0 3790

a-tokotrienol = 0.4191 x A +0.4373 x B + 0.3497 x C + 0.5206 x D + 1.76 x (AxC)

B-tokotrienol = 2.02 x A + 1.02 x B + 1.05 x C + 0.9788 x D _ 2.21 x (AxB) + 6.56 x (AxC) — 5.98 x (AxD) + 3.78 x (BxC) + 8.77 x (BxD) + 3.79 x (CxD) — 63.53 x (AxBxD)

y-tokotrienol = 0.7019 x A + 0.3516 x B + 0.3876 x C + 0.4269 x D — 0.7153 x (AxC) + 1.02 x (BxD) + 27.26 x (AxBxC) x — 27.53 x (AxBxD) + 18.60 x (AxCxD)

5-tokotrienol = 0.3188 x A + 0.7494 x B + 0.4906 x C + 0.4158 x D + 2.81 x (AxC) + 2.30 x (CxD)

A: Oksalik asit; B: L-sistein; C: Askorbik asit; D: MgCl,
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Inhibitér maddelerin a- B- y- ve §- tokotrienol iizerine etkisini gérmek amaciyla her bir
katki madde i¢in ayr1 ayr1 iz egim ve kontur grafikleri olusturulmustur (Sekil 4.53, Sekil
4.54, Sekil 4.55 ve Sekil 4.56). Sekil 4.53a’ya gore OA ve AA kullanim miktarlarindaki artig
belli bir seviyeye kadar a-tokotrienol igerigini artirirken daha sonra azalis gOstermistir.
Kontur grafigi ise formiilasyondaki L-sis ve M(Cl, oranlarimin artmasi ile a-tokotrienol
icerigini azalttigin1 gostermistir (Sekil 4.53c;). Ayrica, OA ve AA kullanimlar ile L-Sis ve
MgCl; kullanimlari hemen hemen benzer etki gostermistir (Sekil 4.534).

Sekil 4.54a’da goriildiigii gibi orta seviyeye kadar OA ve MgCl, kullanim miktarinin
artmast P-tokotrienol igerigini azaltirken, L-sis ve AA kullanim miktarinin artmasi [-
tokotrienol igerigini artirmigtir. Orta seviyeden sonra ise L-Sis, AA ve MgCl, B-tokotrienol
igerigini bir miktar azaltirken, OA kullanim miktarinin artmasi ise B-tokotrienol igerigini fazla
miktarda artirmigtir. MgCl, kullanimin artmasi ise B-tokotrienol igerigi tizerine negatif etkide
bulunmustur. Sekil 4.54by’de goriildiigii gibi, formiilasyondaki OA konsantrasyonunun
arttirllmasi, zeytinyaglarinda daha yiiksek B-tokotrienol igerigi ile sonuglanmustir.

y-tokotrienol igerigi i¢in olusturulan iz egim incelendiginde AA ve MgCl; katkilarinin
kullanim miktarlarinin artmasi ile y-tokotrienol igerigi lizerine etkisinin yiiksek oldugu
gozlenmektedir (Sekil 4.55). Yani, AA y-tokotrienol igerigini 6nemli 6lgiide artirmis MgCl,
ise 6nemli dlglide azaltmistir. Orta seviyeye kadar OA ve AA kullanimi y-tokotrienol igerigini
artirmig, L-Sis ve MQCl, ise azaltmigtir. En yiiksek y-tokotrienol igerigi diisik oranda
kullanilan OA ve L-sisile iiretilen zeytinyagi 6rneklerinde belirlenmistir (Sekil 4.55h,).

Sekil 4.56’da goriildiigii gibi, AA kullaniminin artmast ile 8-tokotrienol igerigi iizerine
neredeyse bir etki yapmadigr tespit edilmistir. MgCl, kullaniminin artmasi ise d-tokotrienol
icerigi iizerine negatif etki gostererek dogrusal olarak azaldigi goriilmiistiir. Inhibitor
maddelerden OA, L-sis ve MCl, miktarlarinin artmasi d-tokotrienol igerigi tizerine olumsuz
bir etkiye neden olmustur. d-tokotrienol igerigi ile ilgili olusturulan iz egim incelendiginde
orta seviyeye kadar AA kullanimi §-tokotrienol igerigini artirirken, L-sis ve MgCl, kullanimi
azaltmistir. MgCl, konsantrasyonunun artmasi, zeytinyaginin o6-tokotrienol icerigini stirekli
azaltmistir (Sekil 4.56¢;). OA, L-sis ve MQCl, kullaniminin artmasi &-tokotrienol igerigi

lizerine negatif etkide bulunmustur.
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit
1.5

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15

(c)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

A: oksalik asit

15

15 0 15
B: L-sistein D: MgCl2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

Sekil 4.53. Katki maddelerinin o-tokotrienol igerigi (mg/kg yag) tizerine etkisini gosteren optimizasyon
grafikleri a. Iz egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D:

MgCl,)
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(@

B-tokotrienol icerigi (mg/kg yag)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit A: oksalik asit

15 15

(ba)

15 0 15 1.5 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgClI2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 15
(c) (c2)

15 0 15 15 0 1.5
C: askorbik asit D: MgCI2 C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.54. Katki maddelerinin B-tokotrienol igerigi (mg/kg yag) iizerine etkisini gdsteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — by, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D:
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@

v-tokotrienol icerigi (mg/kg yag)

Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar

A: oksalik asit A: oksalik asit
15 15

(ba)

15 0 1,5 15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit B: L-sistein D: MgCl2
A: oksalik asit B: L-sistein
15 1.5
(c) (c2)

15 0 15 1.5 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2 C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.55. Katki maddelerinin y-tokotrienol igerigi (mg/kg yag) ilizerine etkisini gbsteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, b; — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D:
MgCly)
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Referans noktadan (desen merkezi) sapmalar
A: oksalik asit
15

A: oksalik asit
15

(ba)

15 0 15
B: L-sistein C: askorbik asit
A: oksalik asit
15
(c)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCI2

15 0 15
B: L-sistein D: MgCl2
B: L-sistein
15
(c2)

15 0 15
C: askorbik asit D: MgCl2

Sekil 4.56. Katki maddelerinin 8-tokotrienol icerigi (mg/kg yag) lizerine etkisini gdsteren optimizasyon
grafikleri a. iz egimi, by — b,, ¢; — C,. Kontur grafigi (A: Oksalik asit, B: L-sistein, C: Askorbik asit, D:
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4.4.9. Zeytinyag) orneklerinde duyusal analiz sonuclar:

Si1zma zeytinyagi kalitesini tanimlamak i¢in duyusal 6zellikler kullanilmaktadir.
Yagin organoleptik 6zelliklerinin tam agiklamasi yalnizca duyusal analiz yoluyla elde
edilebilmektedir (Gargouri ve ark., 2015). Duyusal analiz Cizelge 4.4’te verilen katki
madde ilave edilerek elde edilen 20 adet zeytinyagi ornekleri ve katki madde ilave
edilmeyen kontrol 6rnegi yiiksek verim, toplam fenolik madde, indiiksiyon siiresi ve
diisiik serbest yag asitligi, peroksit degeri, Koz ve Kazg degerleri, ayrica diisiik POD,
PPO ve yiiksek B-glukozidaz enzim aktiviteleri géz oniinde bulundurularak 6n eleme
yapilmistir. On eleme sonucunda 9 ornek secilmistir. 1-9 arasinda puanlamanin
yapildigi duyusal degerlendirmede 1: ¢ok kotii, 9: cok iyi seklinde belirlenmistir.
Ormnekler icin  segilen parametrelerin  ortalama  degerleri  karsilastirilarak
degerlendirildiginde, bulunan sonuglar radar diyagrami olarak Sekil 4.57°de verilmistir.
Duyusal analiz i¢in olusturulan form EK 1°de verilmistir.

Duyusal analiz sonuglarma gore elde edilen zeytinyaglarimin duyusal
tanimlayicilar1 katki maddelerden ve miktarlarindan farkli Olciilerde etkilendigi
gosterilmistir (Sekil 4.57). Farkli parametreler kullanilarak elde edilen zeytinyaglarinin
duyusal o6zellikleri renk, koku, tat; tat 6zellikleri olarak yesil yaprak, kesilmis ¢imen,
baharat, zeytin meyvesi, elma, badem, meyvemsi, yesil zeytin, yesil muz, kuru meyve,
acilik, yakicilik, biitiin hosluk, agizda biraktigi tat ve temel kusur parametreleri
tizerinden degerlendirilmistir. Bu verilere ait degerler sirasiyla 6.00-8.33, 5.33-8.67,
5.67-7.67, 2.17-4.00, 2.33-4.00, 3.33-5.33, 1.67-6.00, 4.00-7.00, 2.50-4.33, 4.00-7.00,
1.67-6.00, 1.67-2.67, 3.67-5.67, 4.00-5.33, 4.00-6.00, 4.67-8.00, 4.67-7.33, 1.33-4.00
araliginda belirlenmistir. Sekil 4.57°den goriildiigii gibi biitiin hoslukluk ve agizda
biraktig1 tat %1 OA + %1 L-sisilaveli 6rnekte en yogun, en disiik acilik ve yakicilik
ozellikleri algilanmigtir. Fenolik bilesikler sizma zeytinyaginin aci ve yakicilik gibi
duyusal Ozelliklerinden sorumludur (Andrewes ve ark., 2003, Mateos ve ark., 2004,
Inargjos-Garcia ve ark., 2009, Restuccia ve ark., 2018). Cizelge 4.18’e de bakildiginda
%1 OA + %1 L-sis ilaveli ornek, kontrol drnegine gore daha diisiik toplam fenol
icerigine sahip oldugu bulunmustur. Dolayisiyla, calismada tespit edilen acilik ve
yakicilik Ozelliklerinin diisiik duyusal degerlendirilmesi ile uyumlu bir sonug elde
edilmistir. Ayrica, temel kusurlara diisiik de olsa rastlanmistir. PPO enzim aktivitesinin
neden oldugu enzimatik bozunma, zeytinyaginin fenol iceriinin azalmasina neden

olmaktadir. Boylece, enzimatik bozunmanin engellenmesi ile sizma zeytinyaginin
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duyusal kabul edilebilirligi ve besin degerindeki istenmeyen degisiklikler
onlenebilmektedir (Migliorini ve ark., 2012).

Panelistlerin %2 OA ve %1 OA + %1 AA oOrnekler igin yaptigi yorumlara
bakildiginda; %2 OA (12. 6rnek) ilaveli ornekte yemek tadi, %1 OA + %1 AA (18.
ornek) ilaveli 6rnekte kavrulmus sogan tadi temel kusur olarak belirlenmistir. Sekil
4.57°deki duyusal degerlendirme sonuglarina bakildiginda ise %2 OA iceren Ornekte
baharat, acilik, yakicilik ve temel kusur degerleri diger orneklere gore yliksek
bulunmustur. Bundan dolayi, Cizelge 4.18’de verilen toplam fenolik madde degerleri ile
uyumlu bulundugu goriilmistiir. Ayrica, Tirk Gida Kodeksi Zeytinyagi ve Pirina Yagi
Tebligi Ek-2’de natiirel sizma zeytinyaglarinda meyvemsiligin 0’dan (sifir) biiyiik
olmasi gerektigi belirtilmistir (TGK, 2017). Duyusal analize dahil edilen ornekler
natiirel s1izma zeytinyag1 kategorisine girmemekle beraber tiim 6rneklerin meyvemsilik
degerleri 4.00-7.00 araliginda degismektedir. Ekstrakte edilen zeytinyaglarinin herhangi
birisinde, analiz edilen duyusal parametrelerin hicbirisi tarafindan sifir degeri
algilanmamugtir. Yorumlar incelendiginde, %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA +
%0.25 MgCl5, %0.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 MgCl, ve %1 AA + %1
MgCl, orneklerinde elma ve meyvemsi tadin birbirlerine ¢ok yakin degerler aldigi
goriilmektedir. %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA + %0.25 MgCl,, %0.25 OA +
%0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 MgCl, ve %1 AA + %1 MQCl, ornekleri
incelendiginde elma ve meyvemsi tadi AA ve MgCl, kullanimmin neden oldugu
sOylenebilir. Duyusal degerlendirmeye tabi tutulan orneklerden %1 OA + %1 L-Sis
ornegdi en fazla zeytin meyvesi tadinin var oldugu goriilmiistiir. Kontrole gore %0.25
OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA + %0.25 MQCl; orneginde elma ve yesil muz tads,
%0.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 MgCl, ve %1 AA + %1 MgCl,
orneklerinde elma ve kuru meyve tadi; %2 OA 6rneginde badem tadi, %1 OA + %]l L-
sis orneginde yesil zeytin ve kuru meyve tadi, %0.5 OA + %0.5 L-sis + %0.5 AA +
%0.5 MgCl, 6rneginde yesil muz ve kuru meyve tadi, %1 OA + %1 AA 6rneginde ise

kuru meyve tadi daha baskin olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.57. Katki maddelerin eklenmesi sonucu elde edilen zeytinyaglarinin duyusal analiz sonuglari

5: %1 OA + MgCl, %1, 6: %0.25 OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA + %0.25 MgCl,, 11: %0.25 OA +
%0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 MgCl,, 12: %2 OA, 14: %1 AA + %1 MgCl,, 16: %0.5 OA + %0.5
L-sis+ 9%0.5 AA + %0.5 MgCl,, 18: %1 OA + %1 AA, 20: %1 OA + %1 L-sis, K: Kontrol 6rnegi (katki
maddesi ilavesiz)
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4.5. Yanit Yiizey Metodu ile Belirlenen Optimum Proses Kosullar:

Yanit yiizey metodu kullanilarak katki maddeleri ile elde edilen zeytinyaglarinin
katki madde oranlar1 optimize edilmis ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.38’de
verilmistir. Cizelge incelendiginde verim, oksidatif stabilite, yaglarin toplam fenolik
madde, DPPH ve B-karoten agartma yontemi ile antioksidan aktivite, B-glukozidaz
aktivitesi ve toplam tokoferol miktar1t maksimize edilip; serbest yag asitligi, peroksit,
K232 ve Ka7g degerleri, POD ve PPO enzim aktivitesi degerleri ve 100 kg’daki maliyet
degerleri ise minimize edilmistir. Bu durumda katki maddelerinin optimum kullanim
oranlar1 %0.089 OA + %0.060 L-sis + %1.098 AA + %0.753 MgCl, seklindedir.
Ayrica, istenilen kosullar maksimize ve minimize edilip optimum katki maddesi
karisimlari kullanildiginda maliyet 100 kg zeytin i¢in 408.81 TL olurken, DPPH ve f3-
karoten agartma yontemi ile antioksidan aktivite degerleri goz ardi edilerek, 100 kg
zeytin igin en disiik maliyet (219.56 TL) %1.334 OA + %0.00 L-sis + %0.547 AA +
%0.120 MgCl; katki maddesi karisiminda belirlenmektedir. En yiiksek verim optimum
kosillarda %19.38 iken L-sis’in %1.652 oraninda kullanildiginda bir miktar daha
yiksek (%20.32) bulunmustur, fakat bu durumda peroksit, K3, ve oksidatif stabilite
degerleri, toplam fenolik madde, DPPH ve B-karoten agartma yontemi ile antioksidan
aktivite ve POD ve PPO enzim aktivitesi degerleri goz ardi edilmektedir. Bu kosullar
g0z Oniine alindiginda verim agisindan optimum kosullarin kullanilmasi1 daha uygun
olacaktir. Bunlara ilaveten, %1.652 L-sis kullanilan o6rnek ise maliyetin en fazla

(3794.45 TL) oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.38. Zeytinyaglari katki maddelerinin optimum miktarlari

Numune Verim Maliyet
no Optimizasyon (%) (TL/100kg)

1 %0.089 OA + %0.060 L-sis+ %1.098 AA + %0.753M(gCl,  19.38 408.81

2 9%1.334 OA + %0.00 L-sis + %0.547 AA + 9%0.120 MgCl, 18.66 219.56

3 %2 OA + %0.00 L-sis + %0.00 AA + %0.00 MgCl, 19.45 142.89

4 960.00 OA + %0.145 L-sis + %1.855 AA + 9%0.00 MgCl, 17.89 734.45

5 960.00 OA + %1.652 L-sis + %0.348 AA + 90.00 MgCl» 20.32 3794.45

—

nhibitorlerin kisaltmalari: Oksalik asit: OA, L-sistein: L-sis, Askorbik asit: AA seklindedir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonuglar

Tez caligmasinin, ilk asamasinda RSM ile kirma hizlar1 ve malaksiyon sicaklik
degerlerinin optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla, elde edilen zeytinyaglarinda serbest
yag asitligi, peroksit degeri ve toplam fenolik madde igerigi, zeytin hamurlarinda ise
PPO ve POD enzim aktivite degerleri kullamlarak RSM’de analiz edilmistir. Ikinci
asamada ise, birinci agsamada belirlenen optimum kosullarda (1000 rpm kirma hizi ve
26.6 °C malaksiyon sicaklig1) zeytin hamuruna %2 oraninda OA, AA, L-sis ve MgCl,
maddeleri tek basia ve gesitli kombinasyonlar halinde, toplamlar1 %2 olacak sekilde
uygulanmistir. Boylece, ¢alismada, PPO ve POD enzimlerinin aktivites OA, AA, L-sis
ve MgCl, maddeleri ile inhibe edilerek fenolik bilesiklerin oksidasyonu minimize
edilmistir. Ayrica, bu maddelerin zeytinyaginin duyusal 6zellikleri, antioksidan aktivite
ve raf dmrii lizerine etkileri de incelenmistir.

Inhibitér maddelerin ilave edilmesi ve geleneksel yontem ile elde edilen
zeytinyag1 verimi karsilastirildiginda 6nemli farkliliklar belirlenmistir. %0.5 OA + %0.5
L-sis + %0.5 AA + %0.5 MgCl, ilavesi verimi %44.8 artirirken, serbest yag asitligi
degerini ise %20 azaltmistir. Inhibitor ilavesi ile verim %10.86-50.79 araliginda artis
gosterirken serbest yag asitligi %4.28-30 araliginda artis gostermistir. Inhibitorler tek
basina kullanildiginda ise %2 OA igeren 6rnekler hem verim hem de serbest asitlik
degeri acisindan en fazla artisa sebep olurken, %2 AA iceren O6rnekler daha az verim
artisina sebep olmustur.

Inhibitdr ilavesiyle elde edilen zeytinyaglarinin hepsinde klorofil ve karotenoid
degerlerinde kontrole gore belirgin azalma olmustur. inhibitdrler tek baslarma ilave
edildiklerinde en yiiksek klorofil miktar1 %2 OA ilavesi (12.66-14.26 mg/kg) ile
gerceklesirken en diisiikk klorofil miktar1 %2 MgCl, (9.78-10.13 mg/kg) ilaves ile
gerceklesmektedir. Inhibitorler tek basina kullanildiklarinda ise karotenoid miktarlar:
birbirlerine yakin bulunmustur. %1.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl,
ilavesi ile toplam klorofil miktar1 (7.71 mg/kg), %1 OA + %1 AA ilavesi ile de toplam
karotenoid miktar1 (3.96 mg/kg) en diisiik degerdedir.

Orneklerin koyuluk agiklik (L*) degerlerinde énemli bir farklilik goriilmemistir.
Sadece %1 AA + %1 M(Cl,ilaves ile bir miktar koyulagsma goriiliirken, %1 OA + %]l
MgCl; ilavesinde ise bir miktar agik renk tespit edilmistir. b* degerinde de %1.25 OA +
%0.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl, ilavesi onemli 6l¢iide artisa neden olup sarilik

degeri daha belirgin goriilmiistiir. inhibitor ilaveli 6rneklerin tamaminda a* degerinde
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azaliglar gorilmistiir. Sadece %2 MgCl, ve %2 AA katkilarimn ilavesi ile b* degerleri
kontrole kiyasla azalmistir.

Inhibitorler tek basina kullanildiklarinda (%2 MgCl, hari¢) kontrol drnegine
gore peroksit degeri ve Koz degerlerini azaltmistir. %2 MgCly hari¢ diger tek basina
uygulanan katki maddeleri ise (%2 L-sis, %2 AA ve %2 OA) kontrol 6rnegine gore
oksidatif stabilite degerlerini artirmistir. Rancimat ile belirlenen indiiksiyon siiresini (sa)
kontrol 6rnegine gore %?2 L-sis yaklasik 1.5 kat artirirken %2 OA yaklasik 4 kat
artirmistir. Koz degerini %1.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl, ve %1
OA + %1 MgCl; katkilar diginda diger katkilar ¢ok fazla etkilememistir. %0.25 OA +
%1.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl; katk: ilaves ile Kys, degeri azalip, oksidatif
stabilite ve peroksit degeri artmistir. Inhibitérlerin ilave edilmesiyle drneklerin ¢ogunda
peroksit, K,z ve Ka7o degerleri azaltilip oksidatif stabilite degerleri artirilarak pozitif bir
etki saglanmugtir.

Toplam fenolik madde ve DPPH radikal giderme aktivitesi katki ilaveli biitiin
zeytinyaglarinda artig gostermistir. %2 MgCl, ilaves ise toplam fenolik madde ve
DPPH inhibisyon degeri agisindan diger katki ilaveli zeytinyagi 6rneklerine gore geride
kalmistir. DPPH degeri i¢in en fazla artis %1 AA + %1 MgCl; ilavesi ile olmustur
(%90.19). Inhibitérlerin tek baslarina kullanimlari ile kontrole gore toplam fenolik
madde ve DPPH degerlerinde artis goriiliirken, %2 L-sis ve %2 OA uygulamalar1 f3-
karoten agartma yontemiyle belirlenen antioksidan miktarlarinda azalmaya neden
olmustur. B-karoten agartma degerleri %2 AA ilaves ile en yiiksek degerine ulasmistir
(%13.59-13.69).

Inhibitér ilaveli zeytin hamuru &rneklerinin (%2 MgCl, ve %1 L-sis + %1
MQCl, katkilar1 hari¢) nem degeri kontrol Ornegine gore azalmistir. %2 AA katki
maddesi ilavesiyle elde edilen zeytin hamurlarinin toplam fenolik madde igerigi
kontrole gore yaklasik 2.6 kat artarken DPPH degerleri ise yaklasik 2 kat artisa neden
olmustur. Ayrica, katki maddeler ilave edilerek elde edilen tiim zeytin hamurlarinda
kontrole gore toplam fenolik madde ve DPPH degerlerinde artis goriiliirken, B-karoten
agartma yoOntemiyle belirlenen antioksidan degerlerinde kontrole gore diisiis
gorilmiistiir. Antioksidan kapasite degerlerindeki farkliliklar her bir antioksidan
maddenin cesitli radikallere karsi farkli reaksiyon mekanizmasina sahip olmasina
dayandirilabilir. B-karoten agartma degerleri ise kontrol disinda %0.25 OA + %0.25 L-
Sis+ 9%0.25 AA + %1.25 MgCl,ilaves ile elde edilen zeytinyaglarinda daha yiiksektir.
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Inhibitér ilave edilerek elde edilen zeytinyaglarinda belirlenen 3,4-DHPEA, p-
HPEA ve apigenin miktarlarinda kontrole gore belirgin artis gézlenmistir. %2 MgCl,
ilaves neticesinde yagda kafeik asit, homovanillik asit ve oleokantal miktarlar1 kontrole
gore daha fazla bulunmustur. %1 L-sis + %1 AA ile vanillin, 3,4-DHPEA-EDA ve
luteolinde en fazla diisiis tespit edilmistir. Zeytin hamurlarindaki flavonoidlerden
apigenin ve luteolin miktarlarindaki maksimum azalma %1 OA + %1 L-sis katki
ilavesiyle, maksimum artig ise %0.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %1.25 MgCl,
katki ilavesiyle bulunmustur. Inhibitér ilaveli 6rneklerin tamaminda 3,4-DHPEA, p-
HPEA, vanillin ve verbaskozit miktarlar1 kontrol 6rnegine gore daha yiiksektir.

%2 MQgCl, katkist zeytin hamurlarindaki POD ve PPO enzim aktivitesini
maksimum seviyeye ylikseltmistir, B-glukozidaz enzim aktivitesini ise minimum
seviyeye diistirmustiir. Katki ilaveli 6rneklerin hepsinde, kontrole kiyasla -glukozidaz
enzim aktivitesinde artis goriilmiistiir. POD ve PPO enzim aktiviteleri ise azalmistir.
Katki maddeleri ilavesi ile POD enzim aktivitesinde farkli oranlarda azalmalar
goriiliirken, PPO aktivitesi neredeyse yartya diismuistiir.

Biitiin orneklerin toplam tokoferol, o, B, v ve & tokoferol igerikleri kontrol
ornegine gore yiiksek olarak belirlenmistir. %1 L-sis + %1 MgCl, katkisiyla elde edilen
zeytinyaginda en yiiksek toplam tokoferol, o ve B tokoferol miktarlart bulunmustur. y-
tokoferol igerigi %1.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA + %0.25 MgCl, ilave edilen
ornekte yiiksek seviyede, %0.5 OA + %0.5 L-sis + %0.5 AA + %0.5 MgCl; ilave edilen
ornekte ise d-tokoferol icerigi yiiksek seviyededir.

%1 OA + %1 L-sisilave edilerek elde edilen zeytinyaginin koku, biitiin hosluk
ve agizda biraktigi tat parametreleri en yiiksek begeniyi almigtir. Duyusal analizde
kullanilan katki maddesi ilaveli yaglarin hepsinde baharat, temel kusur ve yesil muz
parametreleri birbirine yakin degerlerde olup daha diisiik puanlama yapilmistir. %0.25
OA + %0.25 L-sis + %1.25 AA + %0.25 MgCl,, %0.25 OA + %0.25 L-sis + %0.25 AA
+ %125 MgCl, ve %1 AA + %1 MQCl, katkilarn ilave edilerek elde edilen
zeytinyaglarinda elma tadi en baskin tat olarak belirlenmistir.

5.2. Oneriler

Zeytinyagiin toplam fenolik madde miktarinda katki madde kullanimi ile
olusan degisiklikler biiylik Ol¢iide katki maddelerinin oksidatif enzimlerin aktivites
tizerindeki etkisine dayanmaktadir. Kirma asamasinda meyve dokusunun bozulmasi ve
ardindan zeytin hamurunun yogrulmasi sirasinda POD ve PPO enzim aktivitesinin

oynadigi spesifik roller hakkinda daha ¢ok arastirmaya ihtiyag¢ vardir. Bu biyokimyasal
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stireclerin daha 1iyi anlasilmasi sizma zeytinyagi kalitesini iyilestirmek i¢in yeni
biyoteknolojik yaklagimlarin tasarlanmasinda yardimci olacaktir. Bu nedenle, bu
caligmanin amaci, zeytin POD ve PPO enzim aktivitelerinin sizma zeytinyaginin fenolik
profilini nasil sekillendirdigini degerlendirmek ve sizma zeytinyaginin endiistriyel
ekstraksiyonu sirasinda POD ve PPO enzim aktivitelerini incelemektir. Ayrica, katki
olarak kullanilan maddelerin beraber kullanimlarinin yani sira farklt oranlarda
kullaniminin da sinerjik etkileri arastirilmistir.

Antioksidan aktivitede ve toplam fenolik madde igeriginde en yiiksek artis %02
OA ve %2 L-sis kullanildiginda goriilmistiir. Ayrica, %2 OA kullanildiginda da
oksidasyon analiz sonuglari acisindan olumlu sonuclar (peroksit, Koz ve Koo
degerlerinde azalma, oksidatif stabilite degerinde artis) tespit edilmistir. Bu sebeple, %2
OA katkist PPO ve POD enzimlerinin inhibisyonu agisindan o6nerilebilir. %2 MgCl,
kullanim1 toplam fenolik madde ve DPPH radikal giderme aktivitesi kontrol
zeytinyagma gore onemli etki gdstermemistir. Bunun yani sira, oksidasyon analizleri
acisindan, kontrol zeytinyagina gore peroksit ve Koz degerlerini artirirken, oksidatif
stabilite degerinde 6nemli bir degisim gézlenmemistir. Bu sebeple, %2 MgCl, kullanim1
zeytinyag1 ekstraksiyonunda enzimler lizerinde diisiik inhibisyon etkisi ve zeytinyagi
kalite 6zelliklerinde olumlu sonu¢ vermediginden dolayi kullanim1 6nerilmemektedir.

PPO ve POD enzimleri ile polifenoller, bitki hiicrelerinin farkli organellerinde
bulunmaktadir. Bitki hiicresi hasar gordiigiinde enzimler ve fenolik maddeler
birbirleriyle bulusarak reaksiyona girer. Dolayisiyla, antioksidan kapasite ve toplam
fenolik igerik azalir. Calismada kullanilan katki maddelerinin antioksidan aktivite ve
toplam fenolik madde kaybini dnlemek i¢in kullanilabilecegi gosterilmistir. OA, L-Sis,
AA ve MgCl,;; PPO ve POD enzim aktivitelerini engellerken ayni zamanda
zeytinyagmin toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitesini arttirmistir. Ozellikle
%0.5 OA + %0.5 L-sis + %0.5 AA + %0.5 MgCl; katki madde karisimi, zeytinyagi
veriminde artig saglamasi, serbest yag asitligi ve peroksit sayisinin artiginin engellemesi
ve oksidorediiktazlardan olan PPO ve POD enzimleri iizerinde inhibe edici etkisi
nedeniyle endiistriyel boyutta degerlendirilebilecek bir karisim olabilir.

Enzim aktivitelerinin inhibe edilmesi ile fenolik bilesikleri dolayisiyla
zeytinyaginin antioksidan o6zelliklerini korurken kaliteli bir zeytinyagini elde etmek
miimkiin olmustur. Gelecek c¢alismalarda katki maddelerin  kombinasyonlari
cesitlendirilerek  zeytinyagr  ekstraksiyonunda  kullanilmasi1  faydali  sonuclar

verebilecektir. Ek olarak, PPO ve POD enzimlerinin inhibisyonu agisindan olumlu
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sonug verdigi bilinen %2 OA ve %2 L-sis maddelerinin farkli oranlarda kullanimi ve
ayrica bu maddelerin farkli oranlarda kombinasyonlar1 {izerine arastirmalar yapilmasi

gelecekte ¢alisma konusu olarak degerlendirilmelidir.
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EKLER

EK-1 Inhibitdér maddeler ilavesiyle ekstrakte edilen zeytinyaglarinin duyusal analiz puanlama formu

Agizda
Numune Yesil | Kesilmis Biitiin | biraktigi | Temel | Zeytin Yesil | Yesil | Kuru
no Renk | Koku | Tat | yaprak | ¢imen Baharat | Acilik | Yakicilik | hosluk tat kusur | meyves | Elma | Badem | Meyvems | zeytin | muz | meyve

120

276

254

365

387

142

433

119

401

Puanlama 1-9 arasindadir. 1: Cok kotii, 9: Cok iyi




