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Serbest yag asitligi hem yagin ticari degerinin belirlenmesinde hem de sinifinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir. Bu nedenle zeytin yagmin serbest yag asitliginin diisiik seviyede tutulmasi énemlidir.
Asitlik artiginda, zeytin meyvesinde bulunan endojen veya mikrobiyal lipaz enzimleri rol oynar. Buradan
yola ¢ikilarak, bu ¢alismayla, zeytin yag1 ekstraksiyonu dncesi depolama sirasinda lipaz aktivitesi inhibe
edilmeye ¢alisilmistir. Lipaz enzimi iizerinde inhibitor etki gosterme potansiyeli olan bitkisel atiklardan
elde edilen ekstraktlar (sogan kabugu, portakal kabugu ve ceviz kabugu ekstraktlari) ve bazi ¢ozeltiler
(selenyum dioksit (SeO,) ve pozitif kontrol olarak orlistat ¢ozeltileri) depolama sirasinda zeytinlere
uygulanmistir. ilaveten, sicak suya daldirma isleminin de zeytinde lipaz aktivitesi iizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla zeytinlerin bir kismi ekstraksiyon oncesi sicak suya daldirildiktan sonra ekstrakt ve
cozeltiler ile muamale edilmistir. Zeytin hamurlarinda spektrofotometrik olarak lipaz aktivitesi
belirlenmistir.

Zeytin yaglarinda verim, serbest yag astligi, peroksit degeri, K3, ve K79 degerleri, renk ve
duyusal analiz, zeytin hamurlarinda ise nem analizi yapilarak yag numunelerindeki degisimler
degerlendirilmistir.

Yapilan analizler sonucunda, ekstrakt uygulanan zeytinlerin yaglarinin serbest yag asitliginin
daha diigiik oldugu goriiliirken, sicak suya daldirma islemi ile birlikte ekstrakt muamelesi serbest yag
asitligini artirmugtir. Sogan kabugu ekstrakti Kyz, ve Ky degerlerini azaltmustir. Sicak suya daldirma
islemi ise lipaz aktivitesi lizerinde olumsuz etki gostermistir. Ekstraktlarin uygulanmasiyla verimde artis
ve peroksit degerlerinde azalma tespit edilmistir. Ozellikle sicak suya daldirma islemi ardindan portakal
kabugu ve ceviz kabugu ekstrakti uygulanan érneklerde dnemli verim artiglari olmustur.

Anahtar Kelimeler: asitlik, enzim, inhibitor maddeler, lipaz aktivitesi
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Free fatty acidity is used both to determine the commercial value of the oil and to determine its
class. For this reason, it is important to keep to a minimum the free fatty acidity of olive oil. The
endogenous or microbial lipase enzyme in the olive fruit plays a role in the increase in acidity. From this
point of view, In this study, lipase activity was tried to be inhibited during storage before olive oil
extraction. Extracts obtained from vegetable wastes (onion peel, orange peel and walnut peel) and some
solutions (selenium dioxide (SeO2) and orlistat solutions as positive control) that have the potential to
exert inhibitory effects on the lipase enzyme were applied to olives during storage. In addition, in order to
determine the effect of hot water blanching on lipase activity in olives, some of the olives were treated
with extracts and solutions after blanching in hot water before extraction. Lipase activity was determined
spectrophotometrically in olive pastes.

Yield, free fatty acidity, peroxide value, K3, and K,z values, color and sensory analysis in olive
oils and moisture analysis in olive pastes were analysed and changes in oil samples were evaluated.

As a result of the analysis, a decrease was observed in the free fatty acidity of the samples
sprayed only the extract, while extract treatment combined with hot water immersion resulted in an
increase. Onion peel extract decreased Ky, and Ky values. Hot water immersion had a negative effect on
lipase activity. With the application of the extracts, an increase in yield and a decrease in peroxide values
were determined. Significant yield increases were observed, especially in the samples that were blanched
and orange peel and walnut shell extract applied.

Keywords: acidity, enzyme, inhibitory materials, lipase activity
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1. GIRIS

Zeytin agaci diinyada yetistirilen en eski agactir. En yaygin olan tiirii Olea
europaea L.’dir. Zeytin meyvesinin en iyi yetisme kosullar1 kuzey ve gliney yarim
kiirelerin 30 ve 45 paralelleri arasindadir (Luchetti, 2002). Yazlar sicak, kiglar1 iliman
gecen iklimlerde yetistirilmektedir. Zeytin sogukta zarar gormekte ve 0°C’de
yapraklarini dokmekte ve eksi derecelerde gelisememektedir. Zeytin, suyu sevmesine
ragmen susuzluga dayanikli bir bitkidir. Verimli bir zeytin {iretimi i¢in yillik ortalama
220 mm yagis olmalidir. Zeytin agacinin ana kokii yeni kokler vererek gévde ve dallar
beslemektedir. Zeytin meyveleri onceleri yesil renklidir, olgunlastik¢a rengi siyahlagir
(Gemicioglu, 2016).

Tiirkiye’de tescilli 90 adet zeytin ¢esiti bulunmaktadir. Memecik, Ayvalik,
Edremit Yaglik, Kilis Yaglik, Nizip Yaglik, Kalembezi, Saurani, Celebi, Cekiste, Sar1
Hasebi, Gemlik, Erkence en bilindik yag orani yiiksek zeytin gesitleridir (Kayahan ve
Tekin, 2006).

Diinya zeytin ve zeytin yag iretiminin biiyiikk bir kismi Ispanya, Italya,
Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Suriye ve Fas gibi Akdeniz’e kiyisi olan iilkelerde
yapilmaktadir (Seger, 2001).

Ulkemizde zeytin cogunlukla Ege, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
bolgelerinde yetistirilmektedir. Gaziantep, Kilis, Sanliurfa, Kahramanmarag, Hatay ve
Mardin Giineydogu Anadolu boélgesinde zeytincilik bakimindan ©nemli illerdir
(Turkoglu ve ark., 2012).

Zeytin yag1, zeytine mekanik ve fiziksel islemler uygulanarak elde edilen, oda
sicakliginda sivi olan, kendine 6zgii tat ve kokuya sahip dogal olarak tiiketilebilen bir
yagdir (Yavuz, 2008). Zeytin yaginin kimyasal bilesimi, zeytin meyvesinin ¢esidine ve
olgunluk derecesine, iklim, isleme ve depolama tekniklerine baghidir (Sievers ve
Hynninen, 1977). Hasadin geciktigi durumlarda meyve olgunluk derecesinin artmasina
bagli olarak elde edilen zeytin yaginda doymamis yag asitleri oraninin arttigi
goriilmektedir (Altan ve Kola, 2009).

Kimyasal 6zellik olarak zeytin yaginda serbest yag asitligi, peroksit degeri,
ultraviyole 1sikta 0Ozgiil sofgurma degerleri kalite tespitinde kullanilan Onemli
Ozelliklerdir. Serbest yag asitligi hem yagin ticari degerinin belirlenmesinde hem de

simifinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Bu nedenle zeytin yaginin serbest yag
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asitliginin en diisik seviyede tutulmasi ve miimkiinse tamamen bertaraf edilmesi
onemlidir (Biyikli, 2009). Serbest yag asitinin artig nedenleri; lipaz enzimi, 1s1 ve 151k
gibi etkenlerdir. Zeytin yaginda serbest yag asiti artis1 ransidite ya da diger adiyla
acilasma denilen kalite kusurunun olusmasina yol a¢maktadir. Bir diger kimyasal
parametre peroksit degeridir. Yaglarin oksidasyonunda olusan hidroperoksitlerin
dl¢iimiiyle tespit edilmektedir (Ozdogan ve Tunalioglu, 2017). Peroksit degerinin
yiiksek olmasi zeytin yaginin daha kolay okside olarak tadinin bozulmasina (acima)
neden olacagindan kaliteyi diisiirmektedir. Ultraviyole 1s18inda 6zgiil sogurma, zeytin
yaglarinda K3, ve Ky7p nm dalga boyunda Slgiilen 6zgiil absorbans degerleri, yagin
oksidasyona dayanikliliginin bir 6lgiitii olan 6nemli bir kalite kriteridir (Susamci ve
ark., 2017). Kz, degeri, hidroperoksitlerin ve konjuge dienlerin, Kj7, degeri ise
karbonilik bilesikler ile konjuge trienlerin miktarin1 gostermektedir.

Zeytin yagmin duyusal Ozelligi zeytin c¢esiti, olgunluk derecesi, isleme sekli,
mevsim ve iklim kosullari, zeytinin hasat zaman1 ve depolama kosullarina bagli olarak
degisik 6zellik gostermektedir (TGK, 2017).

Natiirel zeytin yagi tUretiminde kismen zarar gdrmiis zeytin meyvelerinin
kullanim1 oksidatif ve enzimatik reaksyonlarda artisa neden olabilmektedir (Kayahan ve
Tekin, 2006). Bu sekilde elde edilen zeytin yaglar1 duyusal kusurlarin olugsmasina ve
serbest yag asitligi degerlerinde artisa neden olmaktadir (Ayton ve ark, 2012). Uretim
kosullariin yan1 sira depolama ve dagitim siiregleri de kaliteye etki etmektedir (Peri,
2014). Zeytin yag kalitesine olgunluk derecesi ve ¢esitin %50, hasat tekniklerinin %30,
yag isleme tekniginin %15, depolama seklinin %5 oranda etkiledigi tespit edilmistir
(Oztiirk ve ark., 2009).

Bu calismada zeytin 6rneklerine lipaz enzimi {lizerine inhibitor etkili olabilecegi
diistiniilen sogan (Allium cepa L.) kabugu, ceviz (Juglans regia L.) kabugu, portakal
(Citrus sinensis) kabugu gibi dogal atiklardan elde edilen esktraktlar ve selenyum
dioksit (SeO;) ve kontrol amagli orlistat ¢ozelti halinde spreylenerek zeytinde lipaz
aktivitesini yavaslatmak ve boylece diisiik yag asitligine sahip zeytin yagin elde etmek
amaglanmistir. Calisma sonucunda lipaz aktivitesini diisiiren alternatif uygulamalar

onerilebilirken, dogal atiklarin degerlendirilmesi de hedeflenmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Zeytin yag ve cesitleri

Zeytin yag1 yapisinda bulundurdugu maddelerden dolay1 rengi agik yesilden
sartya kadar degismektedir. Ornegin; yesil renkteli zeytin yagma yesil rengini veren
yapisinda 10 ppm’ye kadar klorofil bulundurmasi, sar1 renkli yagda ise yapisinda
bulunan karoten sar1 rengi vermektedir (Cavusoglu ve Oktar, 1994; Sibbett ve ark.,
1994). Fiziksel yontemler kullanilarak elde edilen zeytin yaginin, kendine 6zgii aroma
ve lezzete sahip olmasi ve rafinasyon islemi gerektirmeden de tiiketilebilmesi zeytin
yagini diger yaglardan ayiran en 6nemli 6zelligidir (Bayrak ve Kiralan, 2008).

Zeytin yag1 bilesenleri, sabunlasabilen ve sabunlasamayan bilesenler olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadir. Zeytin yaginin baglica sabunlasabilen bilesenleri
triacilgliseroller ve serbest yag asitleri ile fosfatidlerdir. Sabunlagmayan bilesenler ise
hidrokarbonlar, alkoller, steroller, pigmentler ve aroma maddeleridir (Boskou, 1996).

Zeytin yag1 bilesimi %99 major bilesenler (oleik asit %56-83, palmitik asit
%7.5-20, linoleik asit %3.5-20, stearik asit %3.5-5, linolenik asit< %1,5) ve % 1 minor
bilesenlerden (o-tokoferol 12-150 mg/kg, fenolik Dbilesenler 30-500 mg/kg,
hidrokarbonlar 0.75 mg/kg, triterpenik alkoller 0.25 mg/kg, alifatik alkoller 0.29 mg/kag,
fosfolipitler 40-135 mg/kg, klorofil 1-10 mg/kg, aroma bilesenleri 250-500 mg/kg)
olugmaktadir (Kiritsakis ve Min, 1989). Oleik asit hayvansal ve bitkisel yaglarda en
fazla bulunan yag asitidir. Zeytin yag1 tekli doymamis yag asiti olan oleik asiti yliksek
oranda i¢cermektedir. Linoleik asit doymamis monokarboksilik asittir. Diger adi cis-
oktadeka-9-enoikasit’tir. Linolenik asit ise omega-3 yag asitleri grubuna ait esansiyel

bir yag asididir.
2.1.1. Natiirel zeytin yagi

Natiirel sizma zeytin yaglari, serbest yag asitligi 100 gr’da 0.8 gr’dan fazla
olmayan yaglardir (TGK, 2017). Genellikle erken hasat edilen zeytinlerden soguk sikim
yontemiyle elde edilen, tat ve koku ozelliklerini koruyan bir yagdir. Ulkemizde iiretilen
zeytin yaglarimin yaklasik %3’liik kismi natiirel sizma zeytin yagidir (Tiirkoglu ve ark.,
2012). Dogrudan tiiketime uygun ve serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100
gr’da 2 gr’dan fazla olmayan yaglara natiirel birinci zeytin yagi denmektedir (TGK,

2017). Bu yaglar, ilk sikimdan sonra sicak su muamelesi yapilarak elde edilen zeytin
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yagidir. Lezzet ve kokusunda hafif kusurlar olabilmektedir (Tiirkoglu ve ark., 2012).
Serbest yag asitligi oleik asit cincinden her 100 gr’da 2 gr’dan fazla olan ve dogrudan
tilkketime uygun olmayan rafinasyon veya teknik amaclh kullanima uygun yaglara ise

ham zeytin yagi (rafinajlik) denlimektedir (TGK, 2017).
2.1.2.Diger cesitler

Rafine zeytin yagi, ham zeytin yaginin dogal trigliserit yapisinda degisiklige yol
acmadan rafine edilmesi ile olusan ve serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gr
icin 0.3 gr’dan fazla olmayan yaglara denilmektedir (TGK, 2017). Rafinasyonla
istenmeyen koku giderilip, re¢ine maddeleri uzaklastirilip renk agartilmakta ve asitlik
diistiriilmektedir. Bu islemler olurken istenmeyen 6zellikler giderilmekte, fakat zeytin
yagina has 6zellikler de kaybolmaktadir (Tiirkoglu ve ark., 2012).

Rafine zeytin yagi ile dogrudan tiiketime uygun natiirel zeytin yaglarinin
karisimindan olusan serbest yag asitligi oleik asit cinsinden 100 gr’da 1 gr’dan fazla
olmayan yaga riviera zeytin yagi denir (TGK, 2017). Riviera zeytin yag1 elde edilirken
genellikle rafine zeytin yagina %10-15 arasinda natiirel zeytin yagi karistirilmasiyla
birlikte, karisim yapilacak yaglarin asitlik degeri ve firma tercihine gore oran
degisebilmektedir. Bu tip zeytin yagi kizartmalarda ve yemeklerde kullanilmaktadir
(Altan ve Kola, 2009).

Zeytin yaglarina degisik baharat, bitki, meyve ve sebzelerin ilave edilmesiyle

elde edilen yaglara cesnili zeytin yagi denilmektedir (TGK, 2017).
2.1.3. Pirina yag

Zeytin yag tiretiminde zeytin sikildiktan sonra geriye kalan yagli posaya pirina
denmektedir. Pirinanin ¢6ziicli ekstraksiyonuyla ya da diger fiziksel iglemler ile elde
edilen, reesterifikasyon isleminden ge¢cmemis, diger yaglar ve karisgimlar ile
karistirtlmamis, dogrudan tiiketime uygun olmayan, rafinasyon veya teknik amach
kullanima uygun yaga ham prina yagi denir. Ham pirina yaginin dogal trigliserit
yapisinda degisiklige yol agmayan metotlarla rafine edilerek elde edilen ve serbest yag
asitligi oleik asit cinsinden her 100 gr’da 0.3 gr’dan fazla olmayan yaga rafine prina yagi
denir. Rafine pirina yag1 ve dogrudan tiiketime uygun natiirel zeytin yaglar
karisimindan olusan, serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gr’da 1.0 gr’dan

fazla olmayan yaga prina yagi denir (TGK, 2017).
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2.2. Zeytin yagi iiretim yontemleri

Zeytin yagi ilk olarak zeytinlerin ayakla ezilip sicak suyla yaginin alinmasi
yontemiyle iiretilmistir. Diinyadaki en eski zeytin yag1 iiretim yeri M.O. 6. yiizyila ait
olup Izmir ilinde bulunan antik Klazomenai kentindedir. Romalilar déneminde ise
zeytin iki tag arasinda ezilerek yagi alinmistir. Bu tasin g¢evrilmesi i¢i dnceleri insan
giicli daha sonra hayvan giicii kullanilmigtir. Daha sonra, ezilen zeytinlerin sikistirilmasi
icin basing kullanilmaya baslanmistir. Bunun i¢in hidrolik presler kullanilmis ve bu

yontem gelistirilerek glinlimiiz kontinii sitemlere kadar ulagilmistir (Gemicioglu, 2016).
2.2.1. Geleneksel yontemle zeytin yag iiretimi

Ayiklanmig, yikanmis zeytinler tas kiricilarda kirilmakta ve elde edilen zeytin
hamuru bez ¢uvallara doldurulmaktadir. Dolu ¢uvallar {ist iiste dizilerek mekanik pres
yardimiyla sikilmaktadir. Bu esnada yag cuval deliklerinden siiziilerek pirinadan
ayrilmaktadir. Bu yontemde, zeytin en dogal halindedir. Bunun yani sira, polifenol ve
vitamin iceri8i yiiksek, aromatik ve meyve kokulu bir yag elde edilmektedir (Hepsag ve

Kaya, 2018).
2.2.2. Modern sistemle zeytin yag iiretimi

Zeytin yaginda iiretimi hizlandirip verimi artirmak, oksidasyonu sinirlandirmak,
raf Omriinlii uzatmak gibi amaglarla gelistirilmis olan iki fazli ve ii¢ fazli sistemler
bulunmaktadir (Hepsag ve Kaya, 2018). Her iki sistemde de zeytinler ayiklanip
yikandiktan sonra metal kiricilara gelerek kirilmakta, daha sonra kirilmis zeytinler
malaksor denen yogurucu makinelerde yogurulmaktadir. Bu isleme malaksasyon
denilmektedir. Burada amac¢ elde edilen zeytin hamurunun yag zerrelerinin
birlestirilerek homojenlestirilmesi, kati—sivi faz ayrimina hazirlanmasidir. Yag zerreleri
birleserek biiyiik yag damlalarini olusturmakta, yag-su emiilsiyonu kirilarak zeytin yagi
serbest hale gelmektedir. Ortalama 28-32°C’ de 40-70 dk siireyle malaksasyon
yapilmaktadir. Sicakligin yiiksek olmasi durumunda ise alifatik alkol, triterpen dialkol
ve vaks gibi maddelerin ¢oziiniirliigiinii artirmakta ve zeytin yaginda kusurlara neden
olmaktadir (Gemicioglu, 2016).

Yogurma isleminden sonra zeytin hamuru dekantore girmektedir. Ayrica, ii¢
fazl1 sistemlerde ayrigsmay1 saglamak amaciyla bir miktar su ilave edilmektedir.

Genellikle 100 kg zeytin i¢in 60-110 L arasinda degisen su kullanimlar1t mevcuttur
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(Gemicioglu, 2016). Yogunluk farkina dayali bu ayristirmada zeytin yagi, karasu ve
kuru pirina olmak iizere ii¢ ayr1 faz tek seferde ayristirilmaktadir (Hepsag ve Kaya,
2018). Hizl1 ve verimli bir yontem olmasina ragmen yliksek miktarda su kullanildig ve
bazen de sicak su kullanimma bagli olarak zeytin yaginda olmasi gereken bazi
vitaminler, antioksidanlar ve aromalar suya gecerek zeytin yaginda kalite kaybina ve
besleyici degerinin azalmasina neden olmaktadir (Kayahan ve Tekin, 2006).

iki fazli sistemlerde ise farklilik dekantdre su ilavesi yapilmadan ayristirmanin
gerceklesmesi, zeytin yagi ve zeytin karasuyunu da iceren yas pirina olmak iizere iki
farkl1 tirin meydana gelmesidir. Bu sistemle iiretim yonteminde zeytine sicak su
eklenmedigi ve zeytin hamuru 1sitilmadigr i¢in soguk sikim olarak ifade edilmektedir.
Bu yontemle iiretilen zeytin yaglarinda antioksidanlar, aromalar, vitaminler yagdan
uzaklagmaz, kaliteli ve besleyici degeri yiiksek giizel bir zeytin yag: elde edilir (Hepsag
ve Kaya, 2018).

Kaliteli zeytin yagi iiretilmesini saglayan bu sistemler, yine kaliteli iiretim
saglayan geleneksel yontemlere kiyasla oksidasyon ve son iiriin hijyeni agisindan tercih

edilen giivenli liretim yontemleridir (Tokusoglu, 2008).
2.2.3. Sinolea yontemi

Perkolasyon ve segici filtrasyonda denilen sinolea sisteminin esas1 yag ile suyun
metal ylizeylere kars1 gosterdigi ylizey gerilim katsayillarinin farkli olmasindan
kaynaklanan tutunma kuvvetindeki farkliliktir. Zeytin hamuruna ¢elik plakalar daldirilip
cikarilarak gerceklesen bu yontemde yag, su ve diger maddelerden dnce celik plaka
yilizeyine yapigsmaktadir. Lastik taraklar vasitasiyla plakalara yapisan yag alinmaktadir.
Boylece, en iyi kalitede yag elde edilmekte ve fazladan bagka islemlere gerek
duyulmamaktadir. Bu yontem ile elde edilen zeytin yag1 polifenol igerigi bakimindan
oldukca zengindir. Ayrica, elde edilen zeytin yaglarmin duyusal 6zelliklerinin iyi
olmasi, biyolojik degeri ve kalitesi bakimindan {istiin olmasi, yag-su ayirma isleminde
fazla enerji tliketimi gerektirmemesi bu yontemin avantajlarindandir (Anonymous,
2007). Bunu yani sira, sinolea yontemi sonucunda kalan prinadaki yag orani oldukga
yiikksek oldugundan bu yontem tek basina kullanilmamaktadir. Pirinada kalan yagi
almak igin pirinaya su katilip yogurularak santrifiij edilmektedir (Kayahan ve Tekin,
2006).
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2.3. Lipazlar

Canli hiicrelerde iiretilen, reaksiyonlarin hizlanmasina sebep olan, biinyesinde
farkli maddeler bulunan, girdigi reaksiyonlardan degismeden ¢ikan protein yapisindaki
molekiillere enzim denilmektedir (Keha ve ark., 2004). Lipazlar, agil hidrolaz sinifinda
bulunan, tersinir hidrolizlerde kataliz olarak gorev yapan enzimlerdir. Lipazlar,
esterifikasyon ve transesterlesme tepkimelerinde de kataliz gorevi gérmektedir. Lipaz
enzimi lipid-su ara yiizeyinde aktiftirler (Chen ve ark., 2003; Sayari ve ark., 2005).
Farkli orijinlerden tlireyen lipazlar apolar organik c¢oziiciilerde oldukca kararlidir.
Lipazlar, hidroliz, esterifikasyon, aminoliz, transesterifikasyon ve
tiyotransesterifikasyon gibi reaksiyonlar1 katalizlemektedir. Hidroliz ve sentez
reaksiyonlar1 arasindaki denge su aktivitesi ile kontrol edilmektedir (Oztiirk, 2001).

Trigliseritlerin lipaz enzimi ile hidrolizi sonucu yag asitleri ve gliserol
olusmaktadir. Spektrofotometri, titrimetri, flurometri ve yiliksek performansh sivi
kromatografisi (HPLC) ile serbest yag asitlerinin tespiti gibi metotlarla lipaz aktivitesi
Ol¢iilebilmektedir (Thompson ve ark., 1999). Higbir kofaktdre ihtiyag duymayan
lipazlarin substrat1 trigliseritlerdir (Jaeger ve ark., 1994). Lipazlar, ester baglarinin
hidrolizini katalizlemektedirler. Lipaz enziminin etki ettigi reaksiyonda su bulunmuyor

ise tepkime tesinir olarak aktivite gostererek gliserit elde edilmesine sebep olmaktadir.
2.3.1. Lipazlarin siniflandirilmasi
Gliseritleri hidrolize etme yeteneklerine gore lipazlar ii¢ gruba ayrilmaktadir.

1,3-spesifik lipazlar: Terminal grubundan pargalanan lipazlar 1,3 spesifik
olarak adlandirilirlar. Triagilgliserinler ile reaksiyon sonucunda yag asitleri, 1,2 (2,3)-
diacilgliserinler ve 2-monoagcilgliserinler olugsmaktadir. 1,2 (2,3)-diagilgliserinler ve 2-
monoagilgliserinler kararsizdir. Bu gliserinler, 1,3-diagilgliserinlere ve 1(3)-
monoagcilgliserinlere izomerlesmektedir. Boylece olusan izomerler lipaz enzimi ile

tekrar substrat olarak kullanilabilmektedir.

Spesifik olmayan (Non-spesifik) lipazlar: Bu tip lipazlar primer ve sekonder
esterleri parcalayabilmektedir. Reaksiyon sonucunda ara {iriin olarak di- ve mono- acil

gliserinler olugsmaktadir.
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Yag asiti spesifik lipazlar: Geotrichum candidum ve ¢imlenmemis yulaf

tohumlarinin 9,10 doymamis yag asitlerinin ester baglarini1 pargalamaktadir (Yilmaz,
2010).

2.3.2. Lipaz aktivitesine etki eden faktorler
2.3.2.1. Sicaklik

Mezofilik mikroorgnizmalardan elde edilen lipazlar genel olarak 35-50°C’de,
termofilik mikroroganizmalardan elde edilen lipazlar ise 60-80°C'de optimum aktiviteye
sahiptir (Wang ve ark, 2007). Mezofilik lipazlar 70°C'den daha yiiksek sicakliklarda
kararsizdir. Ortamda organik ¢oziicli ve deterjan bulundugunda termo kararli lipazlar

100°C'ye kadar aktivite gostermektedir (Antranikian, 2008).

Hidrolazlar grubunda bulunan lipaz enzimleri ¢ogunlukla 30-40°C
sicakliklarinda maksimum aktivite gostermektedir. Hayvan ve bitki kaynakli lipazlarin

ise mantar ve bakteri lipazlara oranla termal istikrar1 daha diistiktiir (Fadiloglu, 1996).
2.3.2.2. pH

pH, protein ve substratinin arasindaki iliskiyi etkileyen 6nemli faktorlerdendir.
pH’nin islevlerinden birisi olan, bir enzim yiizeyindeki elektrostatik potansiyel dagilima,
belli bir seviyeye kadar o enzimin pH aktivite profilini belirlemektedir (Petersen ve ark,
2001). Lipaz enzimi genel olarak 4-11 arasindaki degerlerinde optimum pH’ya sahiptir.

Aeromonas hydrophila lipaz1 5-11 pH araliginda aktivitesini korumaktadir.
Ancak, 7.5-9.5 pH araliginda ise artan stabilite degerlerine sahiptir (Neelambari ve ark,
2011). Aeromonas sp. EBB-llipaz1 ise pH 6-8’de 6 saat inkiibasyona maruz
birakildiginda lipaz aktivitesi %80 oraninda korunmaktadir (Charoenpanich ve ark,
2011). Lipazin karakterizasyonunda A. terreus kullanildiginda, pH 6-9 aralinda lipazin
daha kararli oldugu tespit edilmistir (Sethi ve ark, 2016).

2.3.2.3. Reaksiyon siiresi

Enzim ve substrat reaksiyon siiresinin lipaz enzim aktivitesi iizerindeki etkisi

37°C sicaklikta farkli siirelerde inkiibe edilerek arastirilmis, sonu¢ olarak, maksimum
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lipaz aktivitesi 30 dk inkiibasyon siiresinden sonra elde edilmistir. Ayrica, 30 dk’lik

inkiibasyondan sonra lipaz aktivitesinde azalma goriilmiistiir (Sethi ve ark., 2016).
2.3.2.4. Substrat

Lipaz aktivitesinde etkiledigi substrat ¢esidine gore farkli etkiler s6z konusudur.
Tuz sahasindan izole edilen Aeromonasveronii ile yapilan ¢alismada, farkli substratlar
(susam, hindistan cevizi, neem ve aycicek yaglari) kullanilarak lipaz enzim aktivitesi
incelendiginde en yiiksek lipaz aktivitesi substrat olarak neem yagi kullanildiginda
belirlenmistir (Kamaladevi ve ark., 2014). Aeromonas sp. EBB-1lipazinin, sirasiyla 2, 4,
8, 10, 12, 14, 16 ve 18 C atomuna sahip, sirastyla p-nitrofenil (pNP) esterleri (pNP-
asetat), biitirat, kaprilat, kaprat, laurat, miristat, palmitat ve stearat bilesikleri ile ilgisi
arastirildiginda; bu lipazin en iyi aktiviteyi p-nitrofenilpalmitat (PNPP) substrati ile

gosterdigi belirlenmistir.
2.3.2.5. Cesitli maddelerin varhgi

Cesitli stirfaktanlar lipazin katalitik aktivitesini etkilemektedir. Lipaz aktivitesini
agir metal katyonlarmin inhibe ettigi, alkali metal katyonlarmin ise artirdig
belirlenmistir. Ca*? katyonunun lipaz enzim aktivitesi iizerine en etkili iyon oldugu
tespit edilmistir (Oztiirk, 2001). Ca*? iyonu zeytin yagimn lipaz enzimi ile hidrolizini
hizlandirmaktadir. Lipaz aktivitesini inhibe eden bir¢ok materyal bulunmaktadir
(Oztiirk, 2001; Akoh ve Min, 1998). Hesperidin ve baz ilgili flavonoid glikozitler
(neohesperidin, narirutin, naringin) domuz pankreasi ve Pseudomonas lipazina karsi
inhibe edici aktivitesi test edilmis, hesperidin ve neohesperidin, domuz pankreas1 lipaz
aktivitesini inhibe etmis, ancak neohesperidin, Pseudomonas lipazina kars1 herhangi bir
inhibitor etki gostermemistir. Narirutin ve naringin ise lipaz inhibe edici aktivite
gostermemistir (Kawaguchi ve ark., 1997). Orlistat, Avrupa'da pankreas lipaz inhibitorii

olarak klinik olarak onaylanmis tek farmakolojik ajandir.
2.4. Sicak suya daldirma

Gidalarda 6n islem olarak kullanilan sicak suya daldirma islemi 6nemli bir
asamadir (Xin ve ark., 2015). Ohmik 1sitma, mikrodalga 1sitma, buhara maruz birakma
gibi farkli 1s1l islem yOntemleri olsa da en yaygin kullanilan yontem geleneksel sicak

suya daldirma yontemidir. Genellikle bu yontem, {iriiniin sicak suya daldirilarak sabit
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sicaklikta bekletilmesi ile uygulanmaktadir. Geleneksel sicak suya daldirma isleminde,
tirtiniin kalitesini korumak i¢in sebzelerin yiizey alani ne kadar genis olursa sicak suya

daldirma siiresi de ayn1 oranda azalacaktir (Guida ve ark., 2013).

Sicak suya daldirma islemi, besinlerde vitaminlerin yikimina ve renk kaybina
neden olurken, sicak su sicakligi ve daldirma siiresi lipaz enziminin inaktive
edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir (Zheng ve Lu, 2011). Bunun yani sira, gidalarda
yapilan kontrolli haslama islemi ile vitaminler ve besin 0Ogeleri daha iyi
korunabilmektedir (Kegebas, 2007). Sicak suya daldirma isleminin, istenmeyen tat ve
kokuya sebep olan enzimlerin inaktivasyonunda, renk, tekstiir gibi kalite
parametrelerinin korunmasinda, mikroorganizmalarin yok edilmesinde ve pisirme
stiresinin kisaltilmasinda 6nemli katkilar1 bulunmaktadir (Ruiz-Ojeda ve ark., 2013; Xin
ve ark., 2015).

2.5. Cahsmaya Onciiliik Eden Literatiir Verileri

Lipazlar, fizyolojik 6neme ve endiistriyel potansiyele sahip biyokatalizorler
arasinda degisen trigliseritlerin ester baglarmin hidrolizini katalize eden enzimlerdir

(Bialecka-Florjanczyk ve ark., 2018).

Yaglarin gliserit baglarin1 hidrolizleyen enzimler lipaz enzimleri olarak
adlandirilmaktadir. Hidrolizlenme reaksiyonu sonucunda monogliseritler, digliseritler,
gliserol ve ¢esitli yag asitleri olugsmaktadir(Al-Taweel ve Sungur,1995). Hayvan, bitki
ve mikroorganizmalar tarafindan olusturulan lipazlar esterazlarin 6zel bir smifina

dahildir (Metin ve Akpinar,2000).

Lipaz enzimi, esterifikasyon, transesterifikasyon gibi reaksiyonlar1 katalizlerken
ayn1 zamanda, hayvansal ve bitkisel yaglarin normal kosullar altinda tersinir hidrolizini
de katalizlemektedir. Suda ¢o6ziinebilir substratlar1 hidrolizleyen lipazlar, suda
¢oziinmeyen lipid substratlarina kars1 daha yiiksek bir enzim aktivitesi sergilemektedir
(Veeraragavan ve ark.,1990). Zeytin yagi iretiminde istenilmeyen enzim lipaz
enzimidir. Lipaz aktivitesi sonucunda, yag asiti ve peroksit degerlerinde artis, polifenol
iceriginde azalis ve boylece zeytin yagimin kalitesinde diisiis meydana gelmektedir

(Elsorady ve ark.,2017).



22

Katalitik fonksiyonlarin daha iyi anlagilmasi ve biyokataliz siirecini kontrol etme
olanagimmin elde edilmesi, Ozellikle bazi lipaz aktivatorleri ve inhibitorlerinin
arastirilmasi, yeni uygulamalar baglaminda ¢ok 6nemli goriinmektedir. Lipaz inhibitorii,
dogrudan enzim ile etkilesime girmekte ve lipaz etkisini inhibe etmektedir. Bazi
bilesikler, ara faza veya substrat molekiillerine adsorpsiyon yoluyla lipolitik reaksiyonu

erteleyebilmektedir (Bialecka-Florjanczyk ve ark., 2018).

Lipaz enzimi lizerinde metal iyonlarininkatalitik aktiviteyi arttiric1 etkisinin yani
sira termal stabiliteyi de yiikseltici etkileri bulunmaktadir. Yaygin olarak calisiimis
metal iyonlari Ca®", zZn*, Mgz+, Mn%*, Co?", ng+, Cu®** ve Fe?"dir. Ca™ katyonu
hemen hemen biitiin lipazlar igin aktivator olarak gérev yapmaktadir (Ahmed ve ark.,
2009). Fosfat ve bazi siirfaktantlar lipaz aktivitesini etkilemez ya da ¢ok az disiiriirken,
Enterococcus faecalis suslarinda safra tuzlari enzim aktivitesini kisitlamaktadir (Kar ve
ark., 1996).AlI*, Co?*, Mn?* ve Zn®*gibi iyonlarB. coagulans BTS*de lipaz aktivitesini
kisitlarken, K*, Fe**, Hg?* ve Mg?" gibi iyonlar artirmakta, Na* iyonunun ise olumlu ya
da olumsuz bir etkisi bulunmamaktadir (Kumar ve ark., 2005).

Hesperidin ve bazi ilgili flavonoid glikozitler (neohesperidin, narirutin, naringin)
domuz pankreasi ve Pseudomonas lipazina karsi inhibe edici aktivitesi test edilmis,
Hesperidin ve neohesperidin, domuz pankreasi lipaz aktivitesini inhibe etmis, ancak
neohesperidin, Pseudomonas lipazina karst herhangi bir inhibitér aktivite
gdstermemistir. Ote yandan narirutin ve naringin, lipaz inhibe edici aktivite
gostermemistir (Kawaguchi ve ark., 1997).

Hesperidin, turuncggillerin ortak bir fenolik bilesenidir ve epikarp, mezokarp,
endokarp ve meyve suyunda bulunur. Ayrica bu bilesik, P vitamini ve hipotansif
maddeler olarak bilinmektedir(Matsubara ve ark.,1985). Hesperidin, neohesperidin,
narirutin ve naringin, Citrus cinsindeki baslica flavonoid glikozitlerdir(Rouseff ve
ark.,1987; Tosa ve ark.1988).

Orlistat, Avrupa'da pankreas lipaz (PL) inhibitorii olarak klinik olarak
onaylanmis tek farmakolojik ajandir. Bununla birlikte, sentetik ilacin uygulanmasi,
cesitli istenmeyen yan etkilere sebep olmaktadir. Dogal kaynakli potansiyel PL
inhibitdrlerinin arastirilmas giincel bir arastirma konusudur. Onceden, potansiyel aktif
bilesikler olarak cesitli polifenoller tespit edilmistir. Aktif flavonoidlerin inhibe edici
etkisi, fenolik hidroksil gruplarinin sayisina ve konumuna baghdir. Fenolik hidroksil

gruplarinin yiiksek sayisi, inhibitor etkiyi artirmaktadir. Ayrica, (+) - katesin ve (-) -
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epikatesin olarak esterlesmemis flavan-3-ol'ler, flavan-3-ol esterlerinden daha diisiik bir
inhibisyon gostermistir. Yapida galloil pargalarmin varligt ve flavan-3-ollerin
polimerizasyonu, PL inhibisyonunun gii¢lendirilmesi i¢in gereklidir. Flavonoidlerin ve
antosiyaninlerin analizi, glikosilasyonun ortadan kaldirilmasindan sonra daha ytiksek bir
inhibitor aktivite oldugunu gostermektedir. Ayrica proantosiyaninlerin polimerizasyon
derecesi de oOnemlidir. Fenolik asitlerin arastirilmasinda, hidroksibenzoik asitlerin
PL'nin aktivitesini hidroksisinnamik asitlere gore daha az inhibe ettigi sdylenebilir. Ek
olarak, molekiilin boyutu ve hidroksil gruplarinin halkadaki konumu lipaz
inhibisyonunu etkilemektedir(Buchholz ve Melzig, 2015).

Flavonoidlere ek olarak fenolik asitler en ¢ok lipaz inhibisyonu i¢in yaygin
olarak incelenen ikincil metabolit smiflardir. Fenolik asitlerin temel yapisi
hidroksisinnamik ve hidroksibenzoik asitlerden olugsmaktadir. Genellikle serbest asitler,
esterler, glikozitler veya bagl kompleksler olarak ortaya ¢ikar. Son yillarda, bazilarinin
PL aktivitesini inhibe etme potansiyeline sahip oldugu gosterilmistir: Gironés-Vilaplana
ve ark., (2014) PL iizerinde potansiyel inhibitdr aktivite iizerine Ispanyol menseli
(limon, portakal, greyfurt, misket limonu, mandalina) meyveler (Rutaceae) ile bir
calisma yapmustir. Kromatografik ve kiitle spektrometrik yontemler kullanilarak,
Turunggillerin hidrometanolik 6ziiti [% 70 (v/v) metanol] daha detayli olarak
incelenmistir: 4-O-kumaroilkinik asit, 3-O-kafeoilferuoyilkinik asit, 3-O-feruoylquinic
asit hidrath, 3-Ocaffeoylquinic asit, 5-O-caffeoylquinic asit, 5-O-feruoylquinic asit
hidratli, ferulik asit, sinapik asit ve 3,5-O-diferuoylquinic asit gibi g¢esitli
hidroksisinnamik asit tirevleri tanimlanabilmistir. Limon (0.1 mg/mL'de %63.95
inhibisyon) ve limon (0.1 mg/mL'de % 57.17 inhibisyon) meyveler iginde PL tizerinde
en yliksek inhibitdr etkiyi gostermistir. Bununla birlikte, tespit edilen hidroksisinnamik
asitler ile inhibe edici potansiyel arasinda higbir korelasyon belirlenememistir (Gironés-
Vilaplana ve ark.,2014).

Selenyum ve lityum varhiginda piring kepegi lipazinin aktivitesinin bakildig
calismada 1 mM SeO; ve Li,SOskonsantrasyonunda, enzim aktivitesini sirasiyla %78
ve%71 kaybetmistir. Selenyumdioksit varliginda, enzim 1 mM konsantrasyonda %78
aktivite kaybetmis ve bu konsantrasyonun fiizerinde tamamen inaktive edilmistir.
Lityum siilfat varliginda, 1 mM konsantrasyonda enzim aktivitesinin %72'si
kaybolmustur (Gangadhara ve ark.,2010).

C vitamini, oksidatif ayrigsma iirlinii olarak oksalik asit ve hidrolitik fisyon iiriinii

olarak furfural ile dehidroaskorbik aside oksitlenebilen bir antioksidandir ve son olarak
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belirli kosullar altinda furoik aside oksitlenmektedir (YYan ve ark, 2014). Furoik asit ve
oksalik asidin lipaz inhibitorleri olarak potansiyeli arastirilmistir. Sonuglar, lipaz
inhibisyonunun doza bagli oldugunu gostermistir. Bu iki inhibitorii ekledikten sonra,
goreceli enzim aktivitesi, efektdor konsantrasyonunun artmasiyla Onemli Olgiide
azalmistir. Sonuglar furoik asidin tartigmasiz bir lipaz inhibitorii oldugunu kanitlamigtir.
Furoik asit ve oksalik asidin lipaz inhibisyon aktivitesi karsilastirilmis ve ozellikle
furoik asidin belirgin bir etkisi oldugunu gostermistir. Furoik asit ve oksalik asit i¢in
IC50 sirastyla 2.1240.04 ve 15.05+0.78 mM’dir. UV dalga boyu taramasi ve floresan
sondiirme deneyleri, furoik asit inhibisyonunun oksalik aside gore daha giiglii oldugunu
kanitlamistir. Bu bilesiklerin kimyasal veya mikrobiyal molekiiler modifikasyonu, lipaz
inhibisyonunun giiciinii daha da artirabilmektedir. Nihayetinde bu bilesikler, obezitenin
klinik tedavisinde degerli olabilir (Tian-Tian Liu ve ark., 2018).

3 mL'lik bir tahlil sisteminde glikolik asit konsantrasyonu degistirilmis ve
glikolik asidin lipaz katalizli 4-NPP oksidasyonu {iizerindeki etkisi arastirilmistir.
Glikolik asidin 4-NPP'nin lipazla katalize edilmis oksidasyonu iizerinde inhibe edici bir
etkiye sahip oldugu ve etkinin bir doz-tepki iliskisi sergiledigi gosterilmistir. Lipaz
aktivitesini inhibe etmek icin IC50 degeri 17.29+0.14 mM’dir (Tian-Tian Liu ve
ark.,2020).

Bromheksin, Adhatoda vasica adl1 bir bitkide bulunan bir madde olan vazisinin
sentetik bir analogu olarak elde edilen sentetik bir maddedir. Viskoz veya asir1 mukusla
iligkili solunum rahatsizliklarinin tedavisinde kullanilan mukolitik bir ajandir (Ellis ve
West, 1970). Ek olarak, bromheksin antioksidan 6zelliklere sahiptir (Felix ve ark.,1996)
ve mukoid balgamdaki asit mukopolisakkarit liflerinin yapisin1 bozar ve daha az viskoz
mukus Uretir. Bromheksin su anda COVID-19 tedavisi i¢in, siipheli ve hafif yeni
koronaviriisii olan hastalarda gogiis tikanikligi ve oksiiriik i¢in bir mukolitik ilag olarak
diistintilmektedir (Maggio ve Corsini, 2020). Bromheksin, transmembran protein serin 2
(TMPRSS2) proteazinin segici bir inhibitoridir (Lucas ve ark.,2014). Bromheksinin
lipaz enzimi i¢in inhibitor etkisinin arastirildign c¢alisma sonucunda, bromheksinin
IC50'sinin yaklasik 0.049 mM oldugunu goriildii, bu da ilacin enzimi yiiksek afinite ile
inhibe edebilecegini gostermistir (Gholami ve ark.,2020).Bununla birlikte, bromheksin,
yaklasik 32 mM IC50 ile lipaza kars1 orlistattan (giiclii bir lipaz inhibitorii) daha diistik
afiniteye sahiptir (Sergent ve ark.,2012), ancak yaklasik 60 mM IC50 ile disiklominden
daha yiiksek afinitesi bulunmaktadir (Talebi ve ark., 2018)
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal

Calismada 2020-2021 giiz hasat donemine ait Gemlik ¢esiti zeytin 6rnekleri
kullanilmistir. Zeytinler uygun 6rnek alma yontemiyle yaklasik 40-50 kg olacak sekilde
elle toplanmistir. Temin edilen zeytinler hasattan sonra 1-2 giin icerisinde laboratuvara
getirilmis, yabancit maddelerinden ayrilarak temizlenmistir. Sebeke suyu ile yikanarak
1200 gr’lik numune partileri hazirlanmistir.

Calismada inhibitor etki saglamak amaciyla; sogan kabugu, portakal kabugu ve
ceviz kabugu ekstraktlar1 elde edilmisir. Bu amagla, atik olarak agiga ¢ikan kabuklar
biriktirilmistir.  SeO, ¢ozeltisi (Sigma-Aldrich, Almanya) ve pozitif kontrol olarak
orlistat ¢ozeltisi (Xenical, Roche, Isvicre, 120 mglik kapsiil icerigi toz iiriin)

kullanilmuastir.
3.1.1. Olgunlasma indeksinin belirlenmesi

Uluslararas1 Zeytinyagi Komisyonunca kabul edilen yontemde, 1 kg zeytinden
rastgele 100 adet zeytin segilerek olgunlasma indeksi belirlenmistir (Boskou, 1996).
Yaklasik 5 indeksinde zeytinler kullanilmistir.

3.2. Metot

Calisma iki farkli uygulama yapilarak gergeklestirilmistir. Hazirlanan 12 parti
zeytin Orneginin ilk 6 tanesi laboratuvarda dogrudan ayr1 ayr1 olacak bicimde posetlere
serilmis ve hazirlanmis ekstraktlar ve ¢ozeltiler %5 oraninda zeytinlerin her yerine
temas edecek sekilde spreylenerek 5 giin oda sartlarinda bekletilmistir. ikinci 6 parti
zeytin drnegi ise dnce 90°C’°de 5 dk sicak suya daldirilmis ve siiziilerek ayr1 ayr1 olacak
sekilde laboratuvar tezgdhlarinda posetlerin {izerine serilmistir. Kuruduktan sonra
ekstraktlar ve ¢ozeltiler %S5 oraninda spreyle uygulanmis ve 5 giin oda sartlarinda
bekletilmistir. Bekletme siiresi sonunda zeytinler kirma makinesine (Kocamaz, KT 17,
Tirkiye) konularak kirilmistir. Kirmanin ardindan hamur yogurma makinesi (Hobart,
Corporation, Troy, OH, USA) ile 30 dk yogurulmustur. Yogurma esnasinda %10
oraninda c¢esme suyu ilave edilmistir. Laboratuvar tipi santrifiij cihazinda (Awel
Industries, Centrifuge MF 20, France) 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek zeytin yagi

elde edilmistir. Santrifiij isleminden sonra elde edilen zeytin yagi azot gazi altinda,
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koyu renkli cam siselere konularak analizlere kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza

edilmistir. Analizler 3 paralel halinde yiirtitiilmistiir.
3.2.1. Inhibitor olarak kullanilan ekstraktlarin ve ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Atik olarak biriktirilen sogan, ceviz ve portakal kabuklar1 posetler iginde
laboratuvara taginmistir. Sogan ve ceviz kabuklar etiivde (Niive, ES 120, Tiirkiye) 50
°C’de 3 saat, portakal kabuklar1 ise 50 °C’de 24 saat kurutulmustur. Kurutulan
numuneler laboratuvar tipi paslanmaz celik 6giitiiciiden (Arsel, Tiirkiye) gecirilerek toz
haline getirilmistir. Ekstraktlar1 hazirlamak i¢in 4:1(mL/mL) oranlarda etanol ve su
karisimi  hazirlanmis ve 5:1 oranlarda toz haldeki kabuk ve ¢o6ziicii karisimi
hazirlanmistir (numune/¢oziicii orani ile ¢oziiciideki etanol/su orant 6n denemelerle
belirlenmistir). Bu karisimlar ¢alkalamali su banyosunda calkalanmis ve siizlilmiistir.
Ekstraktlarin kuru madde oran1 %20 olacak sekilde 40°C’de evaporator ile evapore
edilmistir. Ekstraktlar kullanilincaya kadar +4°C’de buzdolabinda muhafaza edilmistir
(Pekic ve ark., 1998; Coteli ve Karatas, 2017). Toz haldeki SeO, ve ilag olarak kapsiil
haldeki orlistat ¢ozeltisi ise %5 oraninda saf su ile kanistirlhp 50°C’de magnetik
karigtiric1 ile karigtirllarak hazirlanmigtir. Orlistat, Avrupa’da pankreas lipazini inhibe

ettigi klinik olarak kanitlanmis zayiflama ilaci olarak kullanilan farmakolojik ajandir.
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Sekil 3.2. Ekstrakt uygulanan zeytinlerin gorselleri

3.2.2. Zeytinyaginda yapilan analizler
3.2.2.1.Zeytin yag: veriminin belirlenmesi

Ekstraksiyon verimi, ekstraksiyon sonunda elde edilen yag agirliginin
baslangigta alinan zeytin numunesi agirligina orani seklinde hesaplanmistir (Martinez

ve ark. 1975). Ekstraksiyon verimi agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:
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Ekstraksiyon verimi = (Ayag / Azeytin).100
Ayas: ekstrakte edilen yagin kiitlesi (kg) ve Azeytin: zeytinin kiitlesi (kg).

3.2.2.2. Renk tayini (L",a", b")

Renk bir Minolta Chroma Meter CR-400 (Minolta, Osaka, Japonya) kullanilarak
Olciilmiistiir. Zeytinyagi ornekleri, 20 mL’lik cam beherlere alinmisg, ortamdaki 1giktan
etkilenmemesi i¢in etrafi aliminyum folyo ile kaplanarak, renk degerleri cihazin uygun
basliginin behere dokundurulmasi ile her 6rnek i¢in en az bes 6l¢iim olacak sekilde
kaydedilmistir. L* (parlaklik), a* (kirmizilik) ve b* (sarilik) degerleri belirlenmistir
(Morello ve ark., 2004).

3.2.2.3.Serbest yag asitligi tayini

Yiizde serbest yag asitligi, Anonymous 1989 (AOCS Official Method Ca 5a-
40)’a gore yapilmistir. Yag ornekleri yaklasik 2 gr duyarlikla bir erlene tartilarak ve 25
mL %95°lik etil alkol ve 50 mL dietil eter eklenilerek ¢oziilmiistiir. indikator olarak 3-4
damla fenolfitalein damlatilarak 0.01 N KOH c¢o6zeltisi ile renk pembe oluncaya kadar
(30 sn bu renk kalmali) titre edilmistir. % serbest yag asitligi asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmustir.

Serbest yag asitligi (%, oleik asit cinsinden) = (VxNx28.2)/M
N: KOH ¢o6zeltisinin normalitesi

V: Titrasyonda harcanan KOH ¢dzeltisinin mL’si

M: Ornek miktar1, gr 28.2: 282 (Oleik asidin molekiil agirlig1) x 100/1000
3.2.2.4. Peroksit degeri (Pv) tayini

Pv, AOCS Official Method Cd8-53’a gore yapilmistir. Orneklerden yaklasik 1
gr 250 mL’lik erlenlere tartilip, tizerine 10 mL kloroform ve 15 mL asetik asitilave
edilerek kloroform ile yagin ¢oziinmesi asetik asit ile reaksiyon ortaminin uygun hale
getirilmesi saglanmistir. Sonra 1 mL doymus potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi ilave
edilerek, siirekli ve hizli bir sekilde 1 dk boyunca karistirilmistir. 5 dk karanlik ortamda
bekletilerek tizerine 75 mL destile su ilave edilmis ve reaksiyon sonlandirilmistir.
Indikatér olarak nisasta c¢ozeltisinden 3-4 damla ilave edilerek, 0.01 N sodyum

tiyosiilfat ¢cozeltisi ile titre edilmistir. Pv asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
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Pv (meq Oy/kg yag) = [(S-B)xNx1000)]/M

S: Titrasyonda harcanan sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin mL’si

B: Kor (sahit) i¢in harcanan sodyum tiyostilfat ¢ézeltisinin mL’si
N: Sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin normalitesi

M: Tartilan 6rnek miktari, gr
3.2.2.5. UV ozgiil sogurma degerleri

Ozgiil sogurma degerleri analizi, AOCS Ch5-91’¢ gére yapilmistir. Bu amagla,
yag Orneklerinden 0.1 gr tartilarak 10 mL siklohekzan (Sigma, Amerika) ile
tamamlanmistir. Birincil oksidasyon {iirlinleri olan konjuge dienler 232 nm, ikincil
oksidasyon {riinleri olan Ozellikle aldehit ve ketonlar 270 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (Shimadzu UV-VIS 1800, Kyoto-Japonya) hekzana karsi

Olciilmiistiir. Hesaplamada asagidaki formiilden yararlanilmistir (Anonymous, 2006).

Dalga boyundaki sogurma degeri= A/(cxl)
A: 232 veya 270 nm dalga boyunda 6lgiilen absorbans
c: Cozelti konsantrasyonu (g/100 mL), I: Kiivetteki 1s1k yolu (1 cm)

3.2.2.6. Duyusal analiz

Her numuneden 15 mlL, renk farkliliklarin1i Ortmek i¢in renkli bir kapta
tartilmigtir. Yaglarin sicakligr 28+2°C’de tutulmustur. Numuneler ii¢ haneli bir rakam
ile kodlandirilarak etiketlenmis ve servis edilmistir.

Olumlu 6zellikler meyvemsi, acilik, keskinlik ve tathiliktir. Olumsuz 6zellikler
pasli/camurlu tortu, kiiflii, sarap/sirke —asit/ eksi, kokusmusluk, ransit ve metalikliktir.
Renk olarak yesil/sar1 ve dogal olandan farkli niteliklere bakilmistir. Eklenen
ekstraktlardan gelen tat ve koku, toplam tat ve koku, renk yogunlugu, bulanik ve
parcaciklt goriiniim kriteleri degerlenmdirilmistir. Zeytinyagr numunesi 6zelliklerinin
degerlendirilmesinde 1-9 arasi puanlama skalas1 kullanilmistir (1: ¢ok kotii, 9: ¢ok iyi).
Her 6rnegi 8-10 panelist tatmis ve baskin 6zellikler igin ortalama deger alinmistir (EEC

640/2008).
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3.2.3. Zeytin hamurunda yapilacak analizler
3.2.3.1. Nem icerigi

Zeytin hamurunda nem igerigi belirlenirken 5 gr olarak numuneler tartilmis ve
sabit agirliga ulasilincaya kadar 105+1°C'de etiivde 4 saat kurutulmustur. Asagidaki
formiil ile nem oran1 % olarak belirlenmistir (AOAC International, 2005).

m;: Tartim yapilan kabin darasi, my: etiivden ¢ikan numune son tartim, M: munune

miktar1: % nem=[(m-m;)/m]x100
3.2.3.2. Lipaz aktivitesi

Reaksiyon ¢ozeltisi, sirastyla 95:4:1 oraninda 100 mM pH 7.0 fosfat tamponu,
etanol ve 50 uM para-nitrofenol biitirat (pNPB) karisimi ile hazirlanmigtir. 0.3 gr zeytin
yg1 Ornegine2.7 mL reaksiyon ¢ozeltisi ilave edilmis ve 60 °C'de 15 dk su banyosunda
bekletilmistir. Su banyosundan ¢ikarilan numune tiipleir -18°C'de 8 dk bekletilmis ve

reaksiyon sonlanmistir.400 nm'de absorbanslar1 6lgiilmustiir (Lee ve ark., 1999).

Unit/mg enzim= (AOD x V¢)/(€400nm x t x b x V)

OD = Optik yogunluk, AOD = OD400 nm Ornek-OD400 nm Kor
V¢ = Toplam reaksiyon hacmi (2.7 mL)

€400nm = p-nitrofenolun milimolar sénme katsayisi (5.081 L/mM)
t = reaksiyon siiresi (15 dk)

b =151k yolu (1 cm)

V. = reaksiyon karigimindaki enzim hacmi (0.3 gr).
3.2.4. Ilstatistiksel analiz

Verilerin istatistiksel analizleri, SPSS istatistik programi (IBM SPSS Statistics
22.0, New York, ABD) ile varyans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmistir. Ortalama
degerler arasindaki farklilik (P<0.05) Duncan Coklu Karsilagtirma Testi ile

belirlenmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Verim, serbest yag asitligi, peroksit degeri UV 6zgiil sogurma degerleri ile ilgili

veriler

Bu calismada, lipaz enzimi iizerine inhibitdr etki gdstermeleri amaciyla sogan
kabugu, ceviz kabugu, portakal kabugu ekstraktlari, SeO;, ve orlistat ¢ozelti halinde
zeytinlere spreyle uygulanmistir. Ayrica sicak suya daldirma isleminin de enzim
aktivitesi ile verim ve yag kalite parametreleri {izerinde etkileri belirlenmistir. Zeytinler
yaga islenmeden 6nce depolama sirasinda uygulanan bu islem ile serbest yag asitligi
olusumunun yavaslatilmas1 hedeflenmistir. Elde edilen zeytin yagi numunelerinde
verim, renk, serbest yag asitligi, peroksit degeri, UV 0zgiil sogurma analizleri
yapilmistir. Zeytin hamurunda ise nem igerigi ve lipaz aktivitesi analizleri yapilmistir.
Cizelge 4.1°de zeytinlere uygulanan 6n islemlerin zeytin yag: kalite kriterleri ve verim
tizerine etkileri verilmistir. Cizelge 4.2°de ise ekstrakt, orlistat ve SeO;, uygulanan
zeytinlerden elde edilen yaglarin verim, asitlik ve bazi oksidasyon parametrelerinin
coklu karsilastirma testi sonuclar1 verilmistir. Calismada uygulanan islemlerden sicak
suya daldirma isleminin zeytin yagi verimi {lizerine Onemli bir etkisi goriilmemistir.
Ancak daldirma islemi diger ekstaktlarla birlikte sinerjist etki yaparak verimi artirici
etki gostermistir. Verim %25.27-36.11 arasinda degisirken, en az verim artis1 sogan
kabugu ekstrakti ve orlistat tek basina uygulandiginda, sadece sicak suya daldirma
uygulamasinda ve sicak suya daldirilarak SeO, ¢ozeltisinin spreylendigi uygulamalarda
gorilmistiir. En yiiksek verim artis1 ise sicak suya daldirilan ve portakal kabugu
ekstrakti uygulanan orneklerde tespit edilmistir. Ceviz kabugu ve sogan kabugu
ekstrakti uygulanan zeytinlerde de verimde artis geceklesmistir. Bunun yani sira, sicak
suya daldirma islemiyle birlikte bu ekstraktlarin uygulanmasiyla verimde artislarin daha
fazla oldugu goriilmiistiir. Ekstraktlarin yag verimini artirict etkisi, igerdikleri yiiksek
miktarlarda polifenol bilesiklerinin hiicre zar1 proteinlerini etkileyerek zarin
gevreklesmesi ve bu sayede yag globiillerinin daha kolay alinabilmesi ile agiklanabilir.

Cizelge 4.1°de goriilen kalite parametreleri kapsaminda, serbest asitlik, peroksit
degeri Koz ve Ka7g degerleri yer almaktadir. Zeytin yaglarimin serbest yag asitligi
%0.74-1.08 arasinda degismis ve uygulanan islemlerden 6nemli 6l¢iide etkilenmistir.
Daldirma islemi uygulanmadan ekstrakt ve ¢ozeltilerin uygulanmasi islemi sonucu

serbest asitlik degerleri %0.74-0.87 araliginda degismistir.
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Serbest yag asitligi Peroksit degeri
Numune ad1 Verim (%) (% oleik asit) (meqg O,/kg) Kaz Kazo
» Kontrol 25.34+0.27f 0.89+0.03d 22.11+1.38ab 0.638+0.07b 0.0098+0.0006cd
8 § Sogan kabugu ekstrakti 26.54+1.71ef 0.80+0.01ef 22.80+1.98a 0.504+0.07¢ 0.0083+0.0003fg
2 é Ceviz kabugu ekstrakti 34.90+1.66ab 0.87+0.01d 17.5340.69cd 0.635+0.03b 0.0098+0.0003cd
=< 't Portakal kabugu ekstrakti 28.30+2.00de 0.78+0.03f 18.20+0.76¢ 0.612+0.07bc 0.0101+0.0003cd
% § Orlistat 26.62+0.64ef 0.81+0.01e 14.82+0.66¢ 0.401+0.03f 0.0086=0.0004¢f
S Se0, 25.07+1 41F 0.74+0.01g 17.3740.59¢d 0.542:£0.04de 0.0083+0.0005fg
Kontrol 25.504+0.99ef 0.87+0.01d 22.52+1.33a 0.763+0.04a 0.0132+0.0001a
8 g Sogan kabugu ekstrakti 30.79+1.39cd 0.93+0.01¢c 22.35+0.52a 0.592+0.06¢ 0.0093+0.0004de
2 = Ceviz kabugu ekstrakt: 33.09+1.60bc 1.08+0.01a 21.42+0.66b 0.638+0.05b 0.0105+0.0001¢
é _’§ Portakal kabugu ekstrakti 36.11+£2.83a 1.02+0.01b 17.12+0.75d 0.759+0.04a 0.0122+0.0007b
# =S Orlistat 29.51+1.64d 0.93+0.01c 17.86+0.48cd 0.640+0.04b 0.0099+0.0006cd
SeO, 25.554+0.62ef 0.80+0.01ef 17.75+0.96¢d 0.548+0.07d 0.0077+£0.0001g

*Ortalama deger+standart sapma

§ Aym siitundaki istatistiksel farkliliklar farkli kiigiik harflerle gosterilmistir (P<0.05)



Cizelge 4.2. Ekstrakt, orlistat ve SeO, uygulanan zeytinlerden elde edilen yaglarin verim, asitlik ve bazi oksidasyon parametrelerinin Duncan ¢oklu karsilagtirma testi

sonuglari

Serbest yag asitligi Peroksit degeri
Uygulamalar Verim (%) (% oleik asit) (meg O,/kg) K>3, K7
Sicak suya daldirilmamis 27.83+3.62b° 0.81+0.05b 18.82+2.94b 0.009+0.0001b 0.009+0.0008b
Sicak suya daldirilmig 30.09+4.18a 0.94+0.09a 19.85+2.41a 0.012+0.0001a 0.011+0.0018a
Ekstraktlar ve ¢ozeltiler
Kontrol 25.45+0.53c 0.87+0.04d 22.46+0.16a 0.678+0.008b 0.011+0.00b
Sogan kabugu ekstrakti 29.37+0.52b 0.89+0.02c 22.50+0.17a 0.562+0.007d 0.009+0.00d
Ceviz kabugu ekstrakti 33.70+0.53a 1.01+0.01a 20.12+0.16b 0.637+0.008c 0.010+0.00c
Portakal kabugu ekstrakti 33.51+0.52a 0.94+0.02b 17.48+0.15¢ 0.710+0.009a 0.012+0.00a
Orlistat 28.55+0.52b 0.89+0.02c 16.85+0.16d 0.560+0.007d 0.009+0.00d
Se0, 25.46+0.51c 0.78+0.01e 17.63+0.16c 0.546+0.008d 0.008+0.00e

*Sonuglar ii¢ tekerriiriin ortalamasidir.

YFarkl1 harfle isaretlenmis, ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (P<0.05).
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Kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda ekstraktlar serbest yag asitliginde diisiise neden
olmustur. Portakal kabugu ekstrakti en fazla diisiise neden olan ekstrakttir (0.78, %
oleik asit). Cizelge 4.1’¢e gore sicak suya daldirma islemi uygulanmis ve uygulanmamis
orneklerden serbest yag asitligi en diisiik olan yag SeO; ¢dzeltisi ile muamale edilen
zeytinlerden elde edilmistir. Bunun disinda, sicak suya daldirilmamis oOrneklerde,
serbest yag asitligini diisliren ekstraktlar sirasiyla portakal ve sogan kabugu ekstraktlari
iken bunu orlistat ¢ozeltisi uygulanmis ornekler takip etmistir. Zeytinler sicak suya
daldirilmadan ceviz kabugu ekstrakti uygulanarak elde edilen zeytin yagi ile kontrol
zeytin yagimin asitlik degeri lizerine istatistiki olarak dnemli bir etkisi olmamustir.

Sicak suya daldirma islemi kontrol 6rneginde serbest yag asitligi lizerinde istatistiki
olarak 6nemli bir etki olusturmamistir. Ancak sicak suya daldirilarak ekstrakt uygulanan
(SeO, uygulanan 6rnek harig) zeytinlerden elde edilen yaglarin serbest yag asitliginde
artis meydana gelmistir. Bu olumsuz etki sirasiyla en ¢ok ceviz, portakal, sogan kabugu
ekstraktlar1 ve orlistat ¢ozeltisi uygulanan orneklerde goriilmiistiir. Bunun yanisira,
serbest yag asitligindeki artiglarin sicaklik artisi ile hiicre zar1 gegirgenliginin artmasi ve
su varliginda lipazin aktive olmasi, dolayisiyla hidrolizin artmasindan kaynaklandigi
iler1 stiriilebilir. Sicak suya daldirilmis ve ekstraktlar ile islem gormiis 6rneklerde
serbest yag asitliginde artis olmasinin sebebinin, bu islemlerin yag globiillerinin
yapisinin enzim i¢in daha kullanigh bir substrat haline getirmis olabilecegi
diisiiniilmektedir. Bu artis istatiksel olarak énemli bulunmustur. Sicak suya daldirilmig
orneklerdeki en diisiik asitlik degeri SeO, ¢ozeltisi uygulanan ornekte tespit edilmis ve
% oleik asit cinsinden %0.80+0.01 olarak belirlenmistir. En yliksek serbest asitlik
degeri (%1.08+0.01) ise sicak suya daldirilarak ceviz kabugu ekstrakti uygulanan
orneklere aittir.

Cizelge 4.1°den goriildiigii gibi, zeytin yag1 6rneklerinin en diigiik ve en yiiksek
peroksit degerleri sirasiyla 17.12+0.75 ve 22.80+1.98 meq O,/kg olarak belirlenmistir.
Sogan kabugu ekstrakti ile muamele edilmis zeytinlerden elde edilen yagda kontrole
kiyasla peroksit degeri az da olsa artmistir. Ceviz kabugu ekstrakti, portakal kabugu
ekstrakti, orlistat ve SeOz’nin peroksit degerini diisiirdiigii goriilmiistiir. En digiik
peroksit degeri orlistatla muamele goren zeytinlerin yaglarinda tespit edilmistir. Sicak
suya daldirilan zeytinlerde ceviz kabugu ekstrakti ve orlistat uygulamasi ile peroksit
degerleri daha yiiksek tespit edilmistir. Portakal kabugu ekstrakt: uygulamasi ise sicak
suya daldirma islemiyle veya bu islem uygulanmadan, peroksit sayisinda azalma

saglamistir.
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Zeytin yaglarinda birincil oksidasyon iiriinlerinin absorpsiyonunu gosteren 232
nm ve ikincil oksidasyon iiriinlerinin absorpsiyonunu gosteren 270 nm dalga boylari
yagin kalite ve oksidatif degisiklikleri hakkinda bilgi verebilmektedir. Zeytin yagi
orneklerinin Ky3, ve Kyzp degerlerinin sonuglart ve degisimleri Cizelge 4.1°de
gosterilmistir. Arastirma sonuglarina gore sicak suya daldirma isleminin Kz, ve Kazg
degerlerini kontrole kiyasla onemli 6l¢iide yiikselttigi goriilmiistiir. SeO, ve Orlistat,
Koz, ve Kyzo degerlerini en fazla diisiiren uygulamalardir, ancak portakal ve ceviz

kabugu ekstraktlar da etkili diistisler saglamistir.
4.2.  Zeytin yag1 renk degerleri (L*, a*, b*) degisimi

Zeytin yag1 orneklerine ait renk degerleri (L*, a*, b*) Sekil 4.1°de verilmistir.
Elde edilen zeytin yaglarinda L* (parlaklik) degeri 29.00-35.00 araliginda degiskenlik
gostermistir. Parlaklifi en fazla olan 6rnek sicak suya daldirilmadan SeO; ¢ozeltisi
uygulanarak elde edilen zeytin yaglarinda goriiliirken, en az olan 6rnek ise sicak suya
daldirilarak portakal kabugu ekstrakti uygulanan zeytinlerin yaglarinda belirlenmistir.
Her iki uygulamada da SeO, c¢ozeltisi uygulanan orneklerin parlaklik degerleri en
yiiksektir. Ekstrakt ilavesi sonucu en yliksek L*degeri gosteren ornek sicak suya
daldirilmamis Orneklerde sogan kabugu ekstrakti uygulanan ornekler iken, suya
daldirilmis orneklerde ceviz kabugu ekstrakti uygulanan oOrneklerdir. Zeytin yag:
orneklerinin a* (yesillik-kirmizilik) degerlerine bakildiginda, sogan kabugu ekstrakti ve
sicak suya daldirilarak SeO, ¢ozeltisi uygulanan 6rneklerde yesillik en yiiksek degerde
iken ceviz kabugu ekstrakti uygulanan zeytinlerden elde edilen zeytin yagi 6rnegin
yesilligi daha az tespit edilmistir. Sicak suya daldirma islemi kontrol 6rnegine gore
onemli bir fark olusturmazken, sicak suya daldirildiktan sonra ekstrakt uygulamasi a*
degerini diisiirmiistiir. Orneklerin b* (mavilik-sarilik) degerlerine bakildiginda ise, en
yiiksek deger sicak suya daldirilmadan sogan kabugu ekstrakti uygulanan érnekte tespit
edilmis ve kontrol 6rneginden daha sar1 bulunmustur. En diisiik b* degeri sadece sicak
suya daldirilmis kontrol 6rneginde belirlenmis, ancak sicak suya daldirilarak SeO;

cozeltisi uygulamasi sonucu b* en yiiksek degere ulagmistir.
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-3,50 -

12,00
10,00
8,00
6,00
4,00
2,00

0,00

Sicak suya daldirilmamig Sicak suya daldiriimis

Sekil 4.1. Zeytin yag1 drneklerine ait L*, a*, b* degerleri

1: kontrol, 2: sogan kabugu ekstrakti uygulanmis, 3: ceviz kabugu ekstrakti uygulanmis, 4: portakal
kabuguekstrakti uygulanmig 5: orlistat ¢ozeltisi uygulanmis, 6: SeO, ¢ozeltisi uygulanmis,7: sicak suya
daldirma, 8: sicak suya daldirma + sogan kabugu ekstrakti uygulanmis, 9: sicak suya daldirma + ceviz
kabugu ekstrakti uygulanmig, 10: sicak suya daldirma + portakal kabugu ekstrakti uygulanmus, 11: sicak
suya daldirma + orlistat ¢ozeltisi uygulanmus, 12: sicak suya daldirma + SeO, ¢ozeltisi uygulanmis
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4.3. Zeytin hamurunun nem icerigi

Zeytin hamuru o6rneklerinin nem igerikleri Cizelge 4.3’de verilmistir. Cizelge
4.4’te ise zeytin hamurlarinda nem ve lipaz aktivitesi degerlerine ait ¢oklu karsilastirma
test sonuclar1 verilmistir. Zeytin hamurlarinin nem igerikleri %39.53-44.73 arasinda
degismistir. En yiliksek nem degerleri %44.73 nem igerigi ile ceviz kabugu ekstrakti
uygulanan orneklerde gorilmiistiir. %50’den fazla nem igeren zeytin hamurlar1 yag
ekstraksiyonunu zorlastirmaktadir (Di Giovacchino, 1991). Analiz sonuglarina gore
nem miktarlar1 ceviz, sogan, portakal kabugu ekstraktlari ile belirgin dl¢iide artmistir.
Bu artis i¢inde en biiylik etki ceviz kabugu ekstrakti ile olmustur. Sicak suya daldirma
isleminin portakal kabugu ekstrakti ve SeO, uygulanan 6rneklerde nem igerigini bir
miktar artirdigi gortilmistiir (P<0.05). Diger uygulamalarda sicak suya daldirma islemi
ile nem miktarinda diisiis goriilmiistlir. Yani, uygulanan islem, kullanilan ekstrakt ve
¢ozeltiler zeytin hamurlarinin nem miktarlarinda farkliliklar gézlenmis, ancak diizenli
bir artis veya azalis tespit edilmemistir.

Zeytin yag1t Orneklerinin lipaz aktivitesi 0.0822-0.1057 U/g arasinda
degismektedir (Cizelge 4.3). Lipaz aktivite degisimine bakildiginda en diisiik degeri
SeO; ¢ozeltisi uygulanan érnekler vermistir. Gangadhara ve ark. (2010) lipaz enziminin
SeO, varliginda (1 Mm)aktivitesinin %78 oranda kaybettigi tespit edilmistir. Sicak suya
daldirilmamis 6rneklerde sogan ve portakal kabugu ekstraktlari lipaz aktivitesini 6nemli
seviyede diislirmiis, sicak suya daldirilmis Orneklerde orlistat ¢ozeltisi uygulanan
ornekler takip etmistir. Sergent ve ark., (2012) domuz PL’1 iizerinde yaptiklar
arastirmada sogan kabugunda bulunan kuersetinin giiglii bir lipaz inhibitorii oldugunu
tespit etmislerdir. Suya daldirma islemi uygulanmadiginda biitiin ekstraktlar lipaz
aktivitesini bir miktar diisirmiis, ancak ceviz kabugu ekstraktinin kullanilmasi kontrol
ornegine gore lipaz aktivitesini bir miktar diistiriirken istatistiksel olarak 6nemli bir fark
yaratmamistir. Sicak suya daldirma islemi kontrol ornegine gore ¢ok az diisiis
gostermis, istatistiksel olarak onemli bir fark yaratmamustir. Ayrica, sicak suya
daldirildiktan sonra ekstrakt ve ¢ozeltilerin uygulandigi zeytin yag1 orneklerinin lipaz
aktivitesinde beklenilenin aksine artis tespit edilmistir. Portakal kabugunda bulunan
neohesperidin ve nargininin domuz pankreas: ve Pseudomonas lipazina karsi inhibe
edici aktivitesi belirlenmistir (Kawaguchi ve ark., 1997). Sogan, ceviz ve portakal
kabugu ekstraktlar1 da sicak suya daldirma islemiyle bir arada uygulandiginda

antagonistik etki ederek lipaz aktivitesinde artisa sebep olmaktadir.



Cizelge 4.3. Calisilan zeytin hamurlarinda nem ve lipaz aktivitesi analiz sonuglar1
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Numune ad1

Nem icerigi (%)

Lipaz aktivite degisimi (U/g)

Sicak suya
daldirilmis

Portakal kabugu ekstrakti

Orlistat
SeO,

42.61+0.54bc
40.43+1.05fgh
42.06+1.05¢d

» Kontrol 40.52+0.87fg" 0.0986+0.0017b

g 5 Sogan kabugu ekstrakti 43.12+1.22b 0.0873+0.0035c¢
2 £ Ceviz kabugu ekstrakti 44.73+1.28a 0.0954+0.0051b
5 E  Portakal kabugu ekstrakti  41.55+0.75 de 0.0873+0.0029¢
# = Orlistat 40.81+0.71ef 0.0947:£0.0027b
T Se0, 39.73+0.27gh 0.0822+0.0029¢
Kontrol 39.53+0.89h 0.0958+0.0052b

Sogan kabugu ekstrakti 41.80+0.71cd 0.0970+0.0014b

Ceviz kabugu ekstrakti 43.40+0.87b 0.1057+0.0038a

0.1053+0.0058a
0.0966+0.0014b
0.0819+0.0029¢

*Ortalama deger+standart sapma

§ Aym siitundaki istatistiksel farkliliklar farkli kiigiik harflerle gosterilmistir (P<0.05)

Cizelge 4.4. Calisilan zeytin hamurlarinda nem ve lipaz aktivitesi degerlerine ait Duncan ¢oklu
karsilastirma test sonuglari

Uygulamalar Nem (%) Lipaz aktivite degisimi (U/g)
Sicak suya daldirilmamis 41.74+0.12a° 0.90+0.001b

Sicak suya daldirilmis 41.64+0.12a 0.97+0.001a
Ekstraktlar ve ¢ozeltiler

Kontrol 39.86+0.17e 0.97+0.001bc

Sogan kabugu ekstrakti 42.24+0.17b 0.094+0.001c

Ceviz kabugu ekstrakti 43.85+0.17a 0.102+0.001a
Portakal kabugu ekstrakti 42.26+0.17b 0.098+0.001b
Orlistat 40.56+0.17d 0.096-+0.001bc

SeO, 41.28+0.17c 0.082+0.001d

*Sonuglar li¢ tekerriiriin ortalamasidir.
YFarkl1 harfle isaretlenmis, ayni siitundaki ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farklidir (P<0.05).
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4.4. Duyusal analiz sonuclar:

Duyusal analiz i¢in kullanilan c¢izelge EK 1 ve EK 2’de verilmistir.
Meyvemsilik, tatlilik, acilik, keskinlik 6zellikleri, yesil/sar1 ve dogal renkten farkli olan
renk Ozellikleri ile “eklenen ekstraktlardan gelen toplam tat ve koku”, “eklenen
ekstraktlardan gelen bulaniklik”, sarap-sirke/asit-eksi 6zellikleri uygulamalardan 6nemli
seviyede etkilenmemistir (Sekil 4.2). Sicak suya daldirilan (189 numarali 6rnek)
orneklerden elde edilen zeytin yagi daha belirgin bir aci1 tada sahiptir. Meyvemsilik
acisindan en yiiksek skor ceviz kabugu ekstraktr uygulanan 6rneklerde tespit edilmistir.
Orlistat ile muamele goren zeytinlerin yaginda ise acilikta diisiis algilanmistir. Higbir
yag Orneginde pasli/camurlu-tortu, kifli ve asit-eksi gibi olumsuz nitelikli tatlar
algilanmamistir. Sogan kabugu (134 ve 213. 6rnekler), ceviz kabugu (145. 6rnek) ve
portakal kabugu (156 ve 235. 6rnekler) ekstraktlart uygulanan zeytinlerin yaglarinda az
da olsa ekstraktlara 6zgii tat ve koku algilanmistir. Eklenen ekstraktlardan renk
yogunlugu {iizerine sicak suya daldirma isleminin 6nemli etkisi oldugu goriilmiistiir.
Genel olarak zeytin yagi numunelerinin higbirisi i¢in eklenen ekstrakttan kaynakli

bulaniklik ve pargacikli bir goriintii belirtilmemistir.
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meyvemsi
——acl

keskin
tath

156
—— paslhi/¢camurlu tortu

——— metalik
145

ransit
kuflG

156 yesil/sari

dogaldan farkh

sarap-sirke/asit-eksi

eklenen ekstraktlardan tat
145 ve koku

eklenen ekstraktlardan
toplam tat ve koku

156 eklenen ekstraktlardan renk
yogunlugu

—— eklenen ekstraktlardan
bulanik ve pargalar

Sekil 4.2. Zeytin yag1 drneklerinin duyusal analiz grafikleri

123: kontrol,134: sogan kabugu ekstrakti uygulanmis,145: ceviz kabugu ekstrakti uygulanmis, 156:
portakal kabuguekstrakti uygulanmis 167: orlistat ¢ozeltisi uygulanmis, 189: sicak suya daldirma, 213:
sicak suya daldirma + sogan kabugu ekstraktt uygulanmis, 224: sicak suya daldirma + ceviz kabugu
ekstrakti uygulanmisg, 235: sicak suya daldirma + portakal kabugu ekstrakti uygulanmis, 246: sicak suya
daldirma + orlistat ¢ozeltisi uygulanmis
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4.5. Pearson korelasyon sonuclari

Zeytin yag1 orneklerinin verim, serbest yag asitligi, peroksit degeri, UV 06zgiil
sogurma degerleri (Kz3, Ve Kayz), renk parametreleri (L*, a*, b*), zeytin hamurunun
nem igerigi ve lipaz aktivitesi arasindaki Pearson korelasyon katsayilar1 belirlenmis ve
Cizelge 4.3’te gosterilmistir. Ozellikle, L*,b* degerleri ve lipaz aktivitesi arasinda
onemli negatif bir korelasyon hesaplanmigtir. L* ve b*degerleri ile K3 ve Kazo
arasindaki giiclii negatif iligski, ikincil oksidasyon iiriinlerindeki artis ile yaglarin
renginin koyulastigini gostermistir. Serbest yag asitligi degerleri ile Kasz, Ko7 Ve lipaz
aktivitesi degerleri arasinda anlamli pozitif korelasyon belirlenmistir (P<0.05). Lipaz
aktivitesi, K3, (r=0.373, P<0.05) ve Kyz (r=0.566, P<0.01) ile anlamli pozitif
korelasyon gostermistir. Peroksit degeri ise diger parametreler ile 6nemli bir korelasyon

gostermemistir.



Cizelge 4.5. Zeytin yag1 6rneklerinin verim, serbest yag asitligi, peroksit degeri, Kz, Koo, L*, a*, b* degerleri, zeytin hamuru nem igerigi ve lipaz aktiviteleri arasindaki

Pearson korelasyon katsayilari

Serbest yag Nem Lipaz
Verim asitligi Kos, Ko7o L* a* b* icerigi  aktivitesi
Verim 1
Serbest yag asitligi 0.653** 1
Peroksit degeri - -
Ky, 0.503** 0.513** 1
K370 0.555** 0.588** 0.855** 1
L* -0.474** -0.529** -0.777** -0.900** 1
a* - - - - - 1
b* -0.353* -0.536** -0.627** -0.745** 0.813** -0.515** 1
Nem icerigi 0.628** - - - - - - 1
Lipaz aktivitesi 0.532%* 0.841** 0.373" 0.566" -0.535** 0.339* -0.651** - 1

**Korelasyon 0.01 diizeyinde 6nemlidir
*Korelasyon 0.05 diizeyinde 6nemlidir
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5. SONUCLAR VE ONERILER
5.1. Sonugclar

Zeytin yaginin 6nemli kalite parametrelerinden olan serbest yag asitliginin
artisinin engellenmesinin hedeflendigi calismada, ekstraksiyon Oncesi zeytinler sicak
suya daldirma islemine ve/veya farkli ekstrakt ve ¢ozeltilerin uygulanmasina tabi
tutulmustur. SeO;’i takiben sirasiyla orlistat, sogan kabugu ve portakal kabugu lipaz
aktivitesinde diislise sebep olmustur. Ceviz kabugu ve sicak suya daldirma beklenen
inaktivasyonu saglamamustir. Sicak suya daldirma ile beraber ekstraktlarin uygulanmasi
lipaz aktivitesinde artisa neden olmustur.

Calismada uygulanan islemlerden sicak suya daldirma isleminin zeytin yagi
verimi ve serbest yag asitligi ve lipaz aktivitesi iizerinde {lizerine 6nemli bir etkisi
goriilmemistir. Sicak suya daldirma isleminin Kj3; ve Kazpdegerlerini kontrole kiyasla
onemli dl¢giide yiikselttigi goriilmiistiir. Ancak daldirma islemi diger ekstaktlarla birlikte
verimi artirict etki gostermistir. En yiiksek verim artis1 ise sicak suya daldirilan ve
portakal kabugu ekstrakti uygulanan orneklerde tespit edilmistir. Ceviz kabugu ve
portakal kabugu ekstrakti uygulanan zeytinlerde de verimde artis gerceklesmistir.

Kontrol 6rnegi ile kiyaslandiginda ekstraktlar serbest yag asitliginde diisiise
neden olmustur. Portakal kabugu ekstrakti en fazla diisiise neden olan ekstrakttir.
Bunun disinda, sicak suya daldirilmamis orneklerde, serbest yag asitligini diisliren
ekstraktlar sirasiyla portakal ve sogan kabugu ekstraktlar1 iken bunu orlistat ¢ozeltisi
uygulanmis 6rnekler takip etmistir. Ancak sicak suya daldirilarak ekstrakt uygulanan
zeytinlerden elde edilen yaglarin serbest yag asitliginde artis meydana gelmistir. Bu
islemlerin yag globiillerinin yapisinin enzim i¢in daha kullanigh bir substrat haline
getirmis olabilecegi diisiinlilmektedir. Ceviz ve portakal kabugu ekstraktlar
uygulamasi peroksit sayisinda 6nemli azalma saglamistir.

Zeytin hamuru nem miktarlar1 ceviz, sogan, portakal kabugu ekstraktlar ile
belirgin o6l¢lide artmistir. Bu artig iginde en biiyiik etki ceviz kabugu ekstrakti ile
olmustur.

Lipaz aktivitesi agisindan SeO; en etkili uygulama olmustur. Lipaz aktivite

diisiistinii sicak suya daldirilmamis 6rneklerde sogan ve portakal kabugu ekstrakt
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saglamistir. Suya daldirma islemi uygulanmadiginda biitiin ekstraktlar lipaz aktivitesini
bir miktar diigirmiistiir.

Sicak suya daldirilan 6rneklerden elde edilen zeytin yaginda acilik artmustir.
Meyvemsilik agisindan en yiiksek skor ceviz kabugu ekstrakti uygulanan 6rneklerde
tespit edilmistir. Higbir yag Orneginde pasli/¢amurlu-tortu, kiiflii ve asit-eksi gibi
olumsuz nitelikli tatlar algilanmamustir. Ekstraktlara 6zgii tat ve koku olumsuz
degerlendirilmemistir.

L* ve b* degerleri ile Ky3,Kz70 Ve lipaz aktivitesi arasinda giigli negatif
korelasyon hesaplanmustir. Ikincil oksidasyon iiriinlerindeki artis ile yaglarin renginin
koyulastigi anlasilmigtir. Serbest yag asitligi degerleri ile Kz, Ko7g Ve lipaz aktivitesi

degerleri arasinda anlamli pozitif korelasyon belirlenmistir.
5.2 Oneriler

Calisma sonuglart SeO,‘in lipaz aktivitesini azalttigini géstermistir. Ancak SeO;
toksik etkileri olabileceginden, tiiketilmesi uygun olmayan bir maddedir. Bu nedenle
olumlu sonug¢ vermesine ragmen Onerilmemektedir. Sogan kabugu ve portakal kabugu
ekstraktlarinin, zeytin lipaz aktivitesinde bir miktar diisiise sebep oldugu goriilmiistiir.
Arastirmada kullanilan dogal atiklar kurutularak ekstrakt haline getirilmistir. Ozellikle
portakal kabugu, ekstrakt halinde uygulanmasi ile verimde artis saglamasi, serbest yag
asitligi ve peroksit sayisinin artigin1 engellemesi ve lipaz aktivitesi iizerinde inhibe edici
etkisi nedeniyle endiistriyel boyutta bu amagla degerlendirilebilecek bir artiktir. fleri ki
calismalarda ekstraktlarin daha yogun konsantrasyonlarda uygulanmasi faydali sonuglar
verebilecektir. Sicak suya daldirma isleminde uygulanan suyun sicaklik derecesi ve
uygulama stiresinde degisiklikler yapilarak olumlu etkiler elde etme amaciyla
denemeler yiritilebilir. Yine olumlu etki ettigi bilinen orlistat ile ekstraktlar farkli

oranlarda kombine edilerek denemeler yapilabilir.
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EKLER

EK 1. Duyusal analiz yapilan 6rnek isimlerinin kodlamasi

Numune no  Numune adi
123 Kontrol
134 Sogan kabugu ekstrakti uygulanmis
145 Ceviz kabugu ekstrakt1 uygulanmis
156 Portakal kabugu ekstrakti uygulanmis
167 Orlistat ¢ozeltisi uygulanmis
189 Sicak suya daldirma
213 Sicak suya daldirma + sogan kabugu ekstraktr uygulanmis
224 Sicak suya daldirma + ceviz kabugu ekstrakti uygulanmis
235 Sicak suya daldirma + portakal kabugu ekstrakti uygulanmis
246 Sicak suya daldirma + orlistat ¢ozeltisi uygulanmig




EK 2. Duyusal analiz i¢in panalistlere verilen cizelge

Numune Yesil  Kesilmis Biitiin Agizda Temel  Zeytin Yesil  Yesil Kuru
no Renk Koku Tat vyaprak  c¢imen Baharat Aclk Yakichk hosluk  biraktifitat  kusur _meyvesi  Elma Badem Meyvemsi zeytin __muz _ meyve

123
134
145
156
167
189
213
224
235
246

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



