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ZEYTIN YAGI URETIMINDE ENZIM iLAVESI iILE MIKRODALGA VE
ULTRASONIKASYON TEKNOLOJILERININ BAZI KALITE PARAMETRELERI
VE YAG VERIMI UZERINE ETKIiLERIi
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Damisman: Do¢. Dr. Derya ARSLAN DANACIOGLU
2017, 84 Sayfa

Jiiri

Dog. Dr. Derya ARSLAN DANACIOGLU
Yrd. Do¢. Dr. Hasan Hiiseyin KARA
Yrd. Dog¢. Dr. Fatma Nur ARSLAN

Zeytin yaginda bulunan fenolik bilesenler biyoaktif molekiillerdir ve Akdeniz diyetinde kalp damar
hastaliklar1 ile kanserin daha az goriilmesinde etkili olduklar1 bilinmektedir. Ayrica, oksidatif stabilite ve
zeytin yag1 fenolikleri arasindaki baglanti iyi bilinmektedir. Zeytin meyvesinden kaynaklanan i¢ faktorler ve
zeytin yag1 prosesi gibi iiretim kosullarina bagli olarak zeytin yaginin fenolik profili degigsmektedir. Bu

nedenle zeytin yaginda verim, kalite ve fenolik bilesen igerigini artirmaya yonelik gesitli uygulamalar



gelistirilmistir. Bu anlamda, gida isleme endiistrisinde ultrason uygulamasi yardimci ve 6nii agik bir teknoloji
olarak diistiniilmektedir.

Bu calismada, s6z konusu teknolojilerin zeytin yaginin baz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri tizerindeki
etkileri incelenmistir. Zeytin ezmesine uygulanan mikrodalga, ultrason ve enzim ilavesi geleneksel uygulama
ile karsilastirarak etkisi degerlendirilmektedir. Bunun yaninda zeytin yagi ekstraksiyonunda son yillarda
uygulanmaya baslanan farkli yeni teknolojik islemlerin, zeytinlerin geleneksel metodla ekstraksiyonu
sirasinda olusan kayiplarin 6niine gegilmesi, uygulama sekilleri ve ayni zamanda zeytin yaginin kimyasal
ozellikleri tizerindeki etkileri hakkinda bilgi verilmektedir. Ayrica, zeytin yagi isleme prosesindeki yogurma
asamasinda ultrason (yiiksek frekansli ses dalgalar1) ve mikrodalga uygulamasi ile {iriiniin fenolik bilesen
konsantrasyonunun, yag randimaninin artirtlmasi hedeflenmistir.

Laboratuvar sartlarinda yogurma agamasinda zeytin hamuru elde edilip, bu hamura gerekli islemler 8
farkli kombinasyonda uygulanmigtir. Uygulanan islemler ile yag veriminde artig goriiniirken serbest asitlik ve
peroksit degerlerinde 6nemli bir degisim goézlenmemistir. Antioksidan aktivitede artiglara rastlanmustir.
Verim agisindan en iyi sonu¢ enzim, ultrason ve enzimtultrason islemlerinde, en zayif sonug ise
enzim+mikrodalga isleminde bulunmustur. Tiim uygulamalarda toplam fenolik bilesen igeriginde disis,
antioksidan igeriginde ise artis tespit edilmistir. Biitiin uygulamalar arasinda toplam fenolik madde miktar1
0.212-0.552 mg/kg arasinda degisirken, DPPH degerinin % inhibisyonu %52.40-93.67 araliginda
degismektedir.

Fenoliklerin ekstraksiyon boyunca dagilimi ve bazi proses parametrelerinin bu gibi bilesenler
iizerindeki etkilerinin tespit edilmesinin zeytin isleme teknolojisinin gelecegi acisindan muhtemel faydalar

saglayacag diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: ekstraksiyon, enzim, mikrodalga, ultrason, zeytin yagi
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Phenolic compounds found in olive oil are bioactive molecules and are known to be effective in lesser
cases of cancer and cardiovascular diseases in Mediterranean diet. Furthermore, the link between oxidative
stability and olive oil phenolics is well known. The phenolic profile of olive oil varies depending on the
internal factors resulting from the olive fruit and the production conditions such as the olive oil process. For
this reason, various applications have been developed to increase yield, quality and phenolic components in
olive oil. In this sense, ultrasound power and microwaves are considered as useful and open technologies in
the food processing industry.

In this study, olive oil was obtained by applying laboratory scale microwave and ultrasonic
technologies after olive crushing. The effect of microwave, ultrasonic and enzyme addition applied to olive
paste is evaluated by comparing with traditional application. The aim was to to evaluate the effect of
microwave, ultrasound application and enzyme addition applied to olive paste by comparing with traditional
production.

In laboratory conditions, olive paste was obtained during the kneading stage and the necessary

operations were applied in 8 different combinations. Significant increases in antioxidant activity were

Vi



determined. In terms of yield, the best results were found in enzyme, ultrasonic and enzyme+ultrasonic
processes and the weakest result is in enzyme+microwave process. Amount of the total phenolic substance
between the all treatments ranged from 0.212 to 0.552 mg/kg while the % inhibition of DPPH ranged from
52.40 to 93.67%.

The distribution of phenols along the extraction and the determination of the effects of certain process
parameters on such components are believed to provide possible benefits for the future of olive processing
technology.

Key words: extraction, enzyme, microwave, olive oil, ultrasound
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1.GIRIS
Zeytin Oleaceae (Zeytingiller) familyasinin bir iyesidir. Bu familyanin bir¢ok cinsi

vardir ve bazilarindan yag iiretilir. Bunlar Olea cinsine baglh olup genellikle subtropikal ve
tropikal iklim gosteren bolgelerde, Diinya iizerinde orta kusakta ve Akdeniz ikliminin
hakim oldugu sahalarda yetisir. Zeytin yagi, zeytin agacinin (Olea europea L.) olgun
meyvelerinden sadece fiziksel prosediirler kullanilarak sikilmak suretiyle elde edilen, oda
sicakliginda (20-25°C) s1vi olan ve yemeklik olarak kullanilan yagdir. Bu 6zellik zeytin
yagma, tim bitkisel yaglar arasinda ham halinde yani rafinasyona tabi tutulmaksizin
yenilebilen meyve yagi oOzelligi vermektedir. Kalori degeri yliksek, esansiyel yag
asitlerinin kaynagi ve yagda ¢oziinen A, D, E, K vitaminlerinin deposu olan zeytin yagi
kendine has giizel tadi ve kokusu ile diger bitkisel yaglara tercih edilen, hazim olma
derecesi yiiksek olan ve natiirel olarak tiiketilebilen énemli bir yag kaynagidir (Kegeli,
2008). Zeytin yag tekli doymamis yag asidi olan oleik asiti de % 75-85 oraninda i¢erdigi
icin okside olmaya diger yag asitlerinden daha direnclidir. Bu 06zelligi zeytin yagin
kizartmaya en elverisli yag olmasini da saglamaktadir.

Zeytin yagi ekstraksiyon prosesi son 20 yilda ¢ok az degisim gdstermistir. Zeytin
yag1 bliylk begeni ile tiiketilen birinci smif bir bitkisel yagdir. Duyusal ve saglik
ozelliklerinden dolay1 Akdeniz diyetinde ana lipid kaynagini olusturmaktadir (Bedbabis ve
ark., 2010; Apetrei, 2012; Romero-Segura ve ark., 2012; Inarejos-Garcia ve ark., 2013).

Gilinlimiizde zeytin yaginin biyolojik ve besinsel degeri ile insan saglig: iizerindeki
gozle gorilir somut etkileri ¢ok 1iyi bilinmektedir. Ancak {retim tekniklerinin
optimizasyonu ile bu Ozellikleri daha da gelistirilebilir. Ayrica, fenolikler gibi mindr
bilesenler zeytin yaginin orijini, ekstraksiyon metodu, rafinasyon islemi ve taklit-tagsis
gibi konularda analitik belirlemelerde de kullanilmaya baslamistir. Zeytin meyvesinde yer
alan fenolik bilesenler yagda, vejetasyon atik suyunda ve kati fazda ve biraz da kolloid yag
damlaciklarina bagli halde bulunurlar. Fenollerin zeytin meyvesindeki konsantrasyonu
%1.0-3.0(w/w) arasinda degismekte ve bu konsantrasyon cesit, zirai islemler, cevre,
olgunluk seviyesi, depolama kosullari, isleme metodu vb. cesitli faktorlere bagh
olmaktadir (Montedoro ve ark.,1992). Zeytin yagi kalp damar hastaliklar1 ve kanser
vakalarinin daha az goriildiigii Akdeniz diyetinin en 6nemli parcasidir (Manna ve ark.,
1999). Zeytin yagina 6zellikle ac1 ve keskin (yakici) bir lezzet kazandirdig igin zeytin yagi
duyusal ozellikler agisindan da fenolik bilesiminden etkilenmektedir (Visioli ve ark.,
2002).



Zeytin yaginda bulunan degisime ugramis mikrobilesenler zeytinde dogal olarak
bulunan mikrobilesenlerle birlikte bulunur. Bunun yanisira zeytin yagina gegen bu
bilesenlerin, suda m1 ya da yagda mi bulunduklari, nisbi miktarlari, zeytin yagi ekstrakte
edilirken hangi bilesenlerin biotransformasyona ugradig1 ve hangi bilesenlere doniistiikleri
ve bunlarin miktarlar1 konularina yonelik arastirmalar yeni giindeme gelmistir, bu
konularda heniiz yeterli calisma yoktur. Yogurma sirasinda zeytin yaginda bulunan
sekoiridoitlerin kantitatif modifikasyonunu agiklayan mekanizma heniiz kesin olarak
bilinmemektedir. Malaksasyon sirasinda, endojen enzimler olan peroksidaz (POD) ve
polifenoloksidaz ~ (PPO), sekoiridoidleri  oksitleyebilir ve yag fenoliklerinin
konsantrasyonunu diistirebilir, boylece act ve sertlik 6zelliklerini ve elde edilen yagin
oksidatif stabilitesini azaltir (Angerosa ve ark., 2001).

Yagda fenoller, tokoferoller ve karotenoidler gibi antioksidanlarin salinmasi,
ekstraksiyon iglemiyle dogrudan iliskilidir ve sizma zeytin yaginin kalitesini biiyiik 6l¢iide
etkiler (Servili ve ark., 2003). Stabilite, lezzet ve rengin yaninda antioksidan, anti-
enflamatuvar, kanseri onleyici vs. gibi bazi dnemli biyolojik 6zellikler sizma zeytin yagi
mindr bilesikleriyle iligkilendirilmistir (Servili ve ark., 2009b; Torres ve ark., 2011). Fenol
bilesenleri, besinsel degere sahip olmamakla birlikte saglik iizerine olumlu etkileri
nedeniyle ¢ok dnemlidirler, insan viicudu tarafindan sentezlenemezler ve giinliik diyet ile
alimmalar1 gerekir. Fenol bilesenleri ve lignanlarin en Onemli Ozelliklerinin;
kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu, timor olusumunu tesvik eden singlet oksijen
ve ¢esitli serbest radikalleri yok edici etkileri, metallerle selat olusturma ve lipoksigenaz
enzimini inaktive etmeleri oldugu bildirilmistir. Lignanlar, deri, gogis, bagirsak ve akciger
kanseri hiicrelerinin biiyiimesini onlemektedirler (Cevik, 2015). Oleuropeinin enzimatik
hidrolizi sonucu ag¢iga c¢ikan sekoiridoit tiirevleri ligstroside ve demetiloleuropein
(Montedoro ve ark., 2002), dekarboksmetiloleuropeinve ligstrosid aglikonlar1 dialdehidik
formlar1 (sirasiyla 3,4- DHPEA-EDA and p-HPEA-EDA) ve oleuropein ve ligstroside
aglikonlar1 aldehidik formlari (sirasiyla 3,4-DHPEA-EA ve p-HPEA EA,) en yaygin
bulunan fenolik bilesenlerdir ve bunlar arasinda oleuropein tiirevleri en gii¢lii antioksidan
aktiviteyi gosterenlerdir (Artajo ve ark., 2006).

Fenolik bilesenlerin biyotransformasyonu iizerine yapilan oOnceki ¢aligsmalarda
natlirel zeytin yaginda bulunan baglica sekoiridoitlerin olusumu tamamiyla
aciklanamamustir. Sekoiridoitler yagda ¢oziiniir 6zellikte degildirler. Mekanik ekstraksiyon

sonras1 yaga az bir kismi gecer ve bu kisim zeytin yaginin sagliga faydali etkilerini ve



duyusal 6zelliklerini kazandiran en 6nemli mikrobilesenleri olustururlar. Fenoliklerin su ve
yag faz arasindaki dagilimi bu iki fazda c¢oziiniirliiklerine baghdir. Zeytin yaginin
ekstraksiyonu sirasinda zeytinlerin kirilmasi ezilmesi esnasinda oleuropeinin % 80’1
parcalanir. Enzimler polisakkaritleri parcalayarak ve fenolik antioksidanlarin serbest
kalmasimi saglar ve bunlarda yag, su ve kati faz olmak iizere li¢ faza dagilir. Genelde
meyvede bulunan dogal enzimler yag ekstraksiyon ve ezme asamalarinda deaktive olurlar.
Zeytinlerin ezilmesi veya kirilmast meyve dokularinin pargalandigi ve vakuollerde
yer alan yag damlalarinin salinmasin1 saglayan basit bir fiziksel islem olmanin yanisira
zeytin yaginin kalitesini etkileyen kritik bir basamaktir. Ezme sirasinda polar fenollerin ve
ucucu bilesenlerin olusumu ve transformasyonu tetiklenir (Di Giovachino ve ark., 2002).
Diinyada zeytin yagina olan ilginin artmast zeytin yagmin farkli sekillerde
islenmesine ve yeni teknolojilerin arastirilmasina tesvik etmektedir (Sezer ve Kirmanli,
1999). Zeytin yag1 eldesi dogru zamanda ve dogru yontemle hasat edilen zeytinlerin, zeytin
yagina isleme agamalar1 olan hazirlik ve temel {iretim asamalarindan olusmaktadir (Gogiis
ve ark., 2009). Zeytin hazirlik agsamalari1 zeytin yaginin kalitesi agisindan 6nemlidir. Cilinkii
zeytinin hasat edilmesi sirasinda ayrilmayan yabanci maddeler zeytin yagi kalitesini
olumsuz etkilemektedir. Bu amacla, yabanci maddelerin ayrilmasinda yaprak ayiricilar ve
yikama makineleri kullanilmaktadir (Bayrak ve Kiralan, 2008). Zeytin yag1 temel {iretim
asamalarindan ilki kirmadir. Zeytin meyvelerinde yagin biiyliik bir kismi, meyve etini
olusturan hiicrelerin vakuollerinde yer almaktadir. Danenin igerdigi yagin yaklasik % 1’1
ise, meyvenin mezokarp disindaki kisimlarinda bulunmaktadir. Meyve etinin
parcalanmasiyla hiicreler ig¢inde hapsolmus vakuollerdeki yag disar1 c¢ikabilmektedir
(Kayahan ve Tekin, 2006). Ezme islemini kolaylastirmak icin zeytinlerin kirma
makinelerinde 3-4 pargaya bolinmesi yag verimini olumlu yonde etkiledigi
belirtilmektedir (Basoglu, 2006). Yogurma, zeytin ezmelerinin siirekli yavas bir sekilde
islendigi ikinci agamadir. Proses adimlar arasinda, zeytin yagi malaksasyonu zeytin yagi
ekstrakte etme prosesinde en onemli unsurlardan biridir. Bu agamada yiiksek yag kalitesi
ve optimum proses verimi elde etmek i¢in yogurma siiresi ve hamur sicakligi diizenlenir
(Uceda ve ark., 2006). Yiiksek sicaklik yag verimini arttirir, ¢iinkii sicaklik yag
viskozitesini diisiiriir ve yag damlaciklarinin toplanmasini saglar (Inarejos-Garcia ve ark.,
2009). Ranalli ve ark. (2003a) ekstraksiyon veriminde 6nemli bir artis olmaksizin 35 °C'de
yag kalitesinde genel bir bozulma bulduklarindan dolayr 30 °C'den yiiksek olmayan bir
yogurma sicakligi dnermektedir. Kalua ve arkadaslari (Kalua ve ark., 2006) 45°C'ye kadar



bir sicaklik artiginin, 15 ve 30°C'lik sicakliklara kiyasla verimin 6nemli bir diisiisiiyle
sonuglandigmni gosterdi. Parenti, Spugnoli ve Cardini'nin (2000) bildirildigi gibi, 30-36°C
sicaklik araligi ile fenolik bilesik igerigi arasinda negatif korelasyon bulunmaktadir.
Yogurma islemi ekstraksiyon veriminin artmasi, sizma zeytin yag1 kalite parametreleri,
beslenme ve duyusal 6zellikler ilizerinde ¢esitli etkilere sahip olmasi agisindan énemlidir
(Angerosa ve ark., 2001; Kiralan ve ark., 2005; Kayahan ve Tekin, 2006; Bayrak ve
Kiralan, 2008). Yogurmadaki temel ama¢ ise yag su emiilsiyonunu kirip, yag
damlaciklarin1 birlestirerek daha biiylik damlaciklar olusturmaktir (Boskou, 2006).
Yogurma asamasiyla, hiicreden salinan yag damlaciklarinin sayisinin arttirilmasi, kiiciik
yag damlalarinin biiylik yag damlalarina doniisiimii ve yag-su emiilsiyon olusumunun
engellenmesiyle yagin sudan daha kolay ayrilmasi saglanmaktadir (Nas ve ark., 2001;
Kiralan ve ark., 2006a). Ayrica kullanilan yardimci katki maddeleri de yogurma
asamasinda ezmeye katilmaktadir. Yogurma isleminden sonra ezmenin ekstraksiyon iglemi
ile kat1 ve siv1 fazlarina ayrilmasi ise tigiincii asamay1 olusturmaktadir. Bu asamalara kadar
zeytinlere uygulanan islemler hemen hemen ayni iken, burada kullanilacak ekstraksiyon
sistemine gore liriinler cesitlilik kazanmaktadir (Bayrak ve Kiralan, 2008).

Endiistriyel zeytin yagi isleme tesislerinde zeytin yagi verimi % 80-87 arasinda olup
bu deger, yagin sitoplazmanin koloidal hiicrelerinde hapsedildigi ve/veya karasu ile
emiilsiyon olusturdugu durumlarda % 70-80’lere kadar diigmektedir (Bayrak ve Kiralan,
2008). Verimi artirmak icin ise yardimer katki maddeleri kullanmak gerekmektedir. Bu
nedenle son yillarda zeytin yagi ekstraksiyonunda, yag cikisini kolaylastiran ve yag
verimini artiran yardimcit maddeler kullanim olanaklarini arastiran calismalar artmistir.
Yardimci katki maddelerinden enzim preparatlart yag damlaciklarini iceren hiicrelerdeki
seliloz ve pektini pargalayarak, kimyasal maddeler ise hamurdaki emiilsiyon ve
dispersiyonu azaltarak mekanik yolla alinabilecek serbest yag miktarin1 arttirmaktadir
(Bhat, 2000; Kayahan ve Tekin, 2006; Obergfoll, 2006).

Gida makinelerinin tasarimcilart i¢in ana hedef proses siiresinin zaman iginde
azalmasidir. Bu amag yiiksek kaliteli zeytin yag: tiretimi ve yliksek ekstraksiyon verimi ile
yakindan iligkilidir. Dikkate alinmasi gereken bir diger Onemli yani, prosesin enerji
ihtiyacinin azalmasidir, bdylece hem gevresel hem finansal maliyetler azaltilir (Tamborrino
ve ark., 2014b).

Zeytin yag1 ekstraksiyonu tesislerindeki dnemli bir yenilik kat1 — s1v1 ayrimini siirekli

hale getiren yatay dekanter santrifiijiin getirilmesi olmustur. Siirekli sistemin faydasi



oksidasyonu Onleyerek zeytin yagi kalitesinde iyilesme saglamaktir (Ranalli and Angerosa,
1996; Di Giovacchino ve ark., 2001; Catalano ve ark., 2003; Altieri, 2010; Altieri ve ark.,
2013). Zaman tasarrufu, is¢ilik ve is¢ilik maliyetlerinin azalmasi, ekipmanlarin daha hizli
ve daha kolay temizlenmesi ve yogurma isleminin diizgiin ¢alismasini saglamak i¢in kiigiik
bir alan iceren fabrikanin yeni diizeni ile ilgilidir (Amirante ve ark., 2012; Leone ve ark.,
2014a; Tamborrino, 2014a). Ancak biiylik sinirlamalarin birisi ekstraksiyon verimi ve
zeytin yag kalitesi i¢in 6nem arz eden yogurma sicakligi ve zamaninin kontroliidiir. Son
yillarda, gidanin mikrodalga (MD) prosesi mevcut olan en hizli 1sitma tekniklerinden birisi
olarak ortaya ¢ikmistir ve cesitli gida proseslerinde arastirilmistir (Cheng ve ark., 2006;
Cocci ve ark., 2008; Catalano ve ark., 2013; Leone ve ark., 2014b; Singh ve Heldman.,
2014; Seixas ve ark., 2014). MD 1sitma diger dolayli termal 1sitma ydntemlerinden
farklidir. MD enerjisi gida malzemelerini molekiiler diizeyde 1sitir. Clinkii, 1sitma islemi 1s1
transferinin geleneksel modlarina bagli bulunan 1sitmanin bilinen diger modlarindan daha
hizlidir (Salvi ve ark., 2009; Schiffmann, 2010; Chandrasekaran ve ark., 2013).

Uzun siire gerektiren konvansiyonel sistemlere kiyasla, ultrason (US) ve MD gida
sanayinde yaygin uygulamasi bulunan teknolojiler olarak ortaya ¢ikmistir (Li ve ark.,
2004; Knorr ve ark., 2011; Malheiro ve ark., 2011; Galanakis, 2012;). Fakat, MD bu gida
sanayi sektoriinden once kullanilmazken, sizma zeytin yagindaki US uygulamalari nadiren
incelenmistir (Jiménez ve ark., 2007; Clodoveo ve ark., 2013b; Clodoveo ve ark., 2013e).

Pek c¢ok arastirma, bu talepleri karsilamak icin minimal isleme teknikleri
kullanmaktadir. US teknolojisi minimum igleme tekniklerinden biri olarak sayilabilir,
clinkli gidaya anlik ses kaynakli enerji gondermektedir. Bu durum toplam islem siiresinin
azalmasi daha yiiksek verim ve daha diisiik enerji tiikketimi anlamina gelir (Chemat ve ark.,
2004). US mekanik bir etkiye sahiptir. Fenoller, tokoferoller, klorofiller ve karotenoid
bilesikleri gibi antioksidan 6zellige sahip mindr bilesikleri iceren bitki dokusunun hiicre
duvarlarini pargalayabilirler (Clodoveo ve ark., 2013b).

Bu calismada, zeytin ezmesinden elde edilen zeytin yaginin US ve MD 6n 1sitma
uygulamalar1 ile enzim ilavesinin zeytin yagmin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
izerine etkilerinin incelenmesi ve elde edilen zeytin yaglarinda fenolik bilesenlerin
dagiliminin incelenmesi amaglanmastir.

Zeytin yagi isleme teknolojisinde US wuygulamalar1 yag veriminin artirilmasi
acisindan biliylik ilgi gormektedir. Zeytin hamuruna yiiksek giicteki US’un siirekli

uygulanmasinin sizma zeytin yagi kalitesi ve prosesin verimliligi lizerindeki etkisini



belirlemek i¢in zeytin yag1 ekstraksiyonu laboratuvar dlgeginde incelenmistir. Jimenez ve
ark. (2007) yaptig1 ¢alismada yiiksek giiclii US yag kalite parametrelerinde (serbest asitlik
degeri, peroksit degeri, spesifik sonme katsayilari (Kz3, ve Kaz)) degisikliklere neden
olmamis, ancak; acilik, polifenol, tokoferol (E vitamini), klorofil ve karotenoid
seviyelerinde onemli degisiklikler gézlenmis ve US uygulamasit yagin karotenoid ve
klorofil icerigini artirmistir. Jimenez ve ark. (2015) yilinda yaptig1 ¢alismada yiiksek giicte
US ile zeytin hamurundan elde edilen yag tokoferol, klorofiller ve karotenoidler agisindan
daha =zengin bulunmustur. Fenolik igeriginde ve acilik indeksinde bir azalma
gozlemlemistir. US uygulamas: endiistriyel verimi %1 oraninda; ekstrakte edilebilen yag
miktarint %5.74 oraninda artirmistir. Clodoveo (2013c) yaptigi calismada US ve MD
islemlerini kontrol ile karsilastirmis ve zeytinler ezildikten sonra yogurma islemine tabi
tutulmadan yag ekstrakte edildiginde, ezme siiresinin Onemli Olgiide azaldigimi ve
ekstraksiyon veriminin arttifin1  bildirmigtir. Sizma zeytin  yagimin  kalitesini
degerlendirmek i¢in kullanilan kalite parametreleri ise US ve MD uygulamalariyla
etkilenmemistir (Clodoveo ve Hbaieb, 2013a). Yapilan calismalar MD uygulamasi
uygunlugu ile geleneksel yaklasim kullanarak elde edilen ezme ile karsilastirilmis ve
zeytin yagi kalitesi ve verimi degerlendirilmis, ekstraksiyon verimi ile ilgili dnemli bir
degisiklik gostermedigini tespit etmislerdir (Tamborrino., 2014a; Leone ve ark., 2015).
Geleneksel metot ile karsilastirildiginda proses siiresinin azaldigi, zeytin yaginin daha az
oksitlenmesi ve dolayisiyla peroksit degerinde bir azalma ile sonuglandig tespit edilmistir.
(Tamborrino ve ark., 2014b). Ayrica MD prototip sistemi kullanildiginda elektrik gii¢
tikketiminin geleneksel hamura gore %24 daha fazla bulunmustur (Leone ve ark., 2015).

Bu tez ¢alismasinda ayrica US ve MD uygulamasi ile enzim ilavesinin zeytinden
yaga gecen fenolik bilesenler {izerindeki etkilerinin belirlenmesi amaclanmistir.
Caligmamizda, zeytin yaginin ticari, besinsel ve duyusal 6zellikleri iizerinde ¢ok biiyiik
etkiye sahip olan baslica fenolik bilesenlerin ekstraksiyon asamalar1 sirasinda ugradig:
kantitatif degisimin belirlenmesi amaglanmistir. Boylece, en biiyiikk kayiplarin hangi
uygulamalar sonucu gergeklestigi ya da hangi 6n islemlerin (US ve MD uygulamalar1 ve

enzim ilavesi) daha etkili oldugu ortaya konulmaya calisilmistir.



2.KAYNAK ARASTIRMASI

Zeytin yagi tUretim tesislerinde MD teknolojisinin uygulama amaci, mekanik
ekstraksiyon yapan isletmenin performansini artirmak, zeytin hamurunun ezme isleminin
siirekli olmayan durumunu siirekli duruma donistiirerek prosesi modifiye etmektir.
Boylece zaman tasarrufu saglayan sistemler ve entegre olmus makineler gelistirilmektedir.
Islemler geleneksel metot ile karsilastirildiginda proses siiresinin azaldig1 gézlemlenmistir.
Proses siiresinin azalmasi1 daha az oksitlenmeyi beraberinde getirmis bu nedenlede peroksit
degerinde azalma olmustur. Boylece zeytin yagmin kalitesi artmistir. Calismanin
sonucunda zeytin ekstraksiyonunda MD sisteminin uygulanmasinin makul oldugu
goriilmiis, fakat calismalar cesitlendirilerek sonuglarin dogrulugunun teyidinin faydali
olabilecegi belirtilmistir. MD kullanilarak baharathi ve aci tatlar ile baglantili olan fenolik
bilesiklerin ise miktarlar1 azalmistir. Ekstraksiyon verimi ile ilgili 6nemli bir fark
bulunmamistir ve MD isleminin ana avantajlari, hizli islem stiresi ve yiliksek kaliteli zeytin
yag1 olmak iizere geleneksel ezmeye cazip bir alternatif olarak teyit edilmistir (Tamborrino
ve ark. 2014b).

Tamborrino ve ark. (2014b) zeytin hamurunda malaksor kullanimi yerine MD
destekli cihaz kullanimi1 ve ilk dnce MD destekli cihaz ve daha sonra malaksor makinesi
beraber kullanimi olmak iizere ti¢ farkli sekilde incelemede bulunmustur. Serbest yag
asitliginde hi¢ bir 6nemli fark bulunamazken peroksit degerleri arastirilan kosullar arasinda
onemli bir farklilik gézlemlemistir. MD uygulamasi sonucunda peroksit degerlerinin
diistiigli goriilmiistiir. Ek olarak, yogurma siiresindeki azalma peroksitlerin sayisinda bir
azalmaya yol agmistir. Bu sonuclar, daha 6nce Esposto ve ark. (2013), Leone ve ark.
(2014a) tarafindan bildirilen sonuglar1 dogrulamistir. MD uygulamasi sizma zeytin yaginin
fenol igerigini etkilemistir, i¢ kosul altinda elde edilen yaglarda fenollerin toplam
miktarinda ©6nemli Olclide farklar tespit edilmistir. MD destekli uygulama cihaz1
kullanildig1 zaman, natiirel sizma zeytin yaginda diisiik fenol miktar1 tespit edilmistir.
Malaksor kullanilarak elde edilen yaglarda, geleneksel ezme uygulamasi ile fenolik
bilesenlerin yiiksek degerlerde oldugu belirlenmistir. Fenolik maddeler ekstraksiyon islemi
sirasinda aktive edilir. Zeytin meyvesinde bulunan ¢esitli endojen enzimlerin faaliyetleri
bu konuda etkilidirler (Servili ve ark., 2004). Incelenen fenolik bilesikler farkli
denemelerde toplam fenolik icerigi ile ayni egilimi siirdiirmiistiir. Bunun tek istisnasi, (+)—
pinoresinol olmustur. inovatif MD uygulamasmin kullanimi zeytin hamurunun hizli ve

hacimsel 1sinmasina olanak vermis ve yogurma asamasinda su ilavesi sirasinda zeytin



ezmesinin siirekli bir akisi saglanarak toplam proses siiresini azaltmigtir. MD
uygulamasinin kullanimi depolimerlestirici enzimlerin etkisi i¢in gerekli olan siirenin
azalmas1 nedeniyle fenolik bilesiklerin azalmasina neden olmustur. Béylece MD’nin
kullanim1 ile fenolik bilesen icerigi kontrol edilebilir ve bu sayede belli tek bir ¢esitten elde
edilen yaglarin pazarlanabilirligini artirmak i¢in 6nemli bir ara¢ olarak kullanilabilir. Geri
besleme regililasyon sistemi zeytin ezmesinin ¢ikti sicakliginin gercek zamanl
ayarlanmasin1 hem akis hizin1 hem magnetron giiclinii diizenleyerek saglamistir. MD
sizintis1 veya patlamasi olmasi durumunda makinanin girdap pompasini ¢aligtiran motor ve
valfleri durdurmak miimkiin olmaktadir (Tamborrino ve ark., 2014b).

Leone ve ark., (2015) birincil amact hiicrelerin vakuollerdeki yag damlalarinin
saliimini aragtirmak, MD islemine tabi tutulan zeytin ezmesi yapisinda meydana gelen
herhangi muhtemel degisiklikleri arastirmaktir. Ayrica ¢alismada SEM analizleri
kullanilarak zeytin hamurunda mikroyap1 incelenmesi ve MD uygulamasinin geleneksel
ezmeye gore elektrik giic tilketimi kiyaslanmistir. MD uygulamasi geleneksel kirma ile
karsilagtirildiginda ekstraksiyon verimini dnemli dl¢iide etkilemedigi goriilmiis fakat SEM
sonuclart MD tekniginin etkin bir sekilde hiicre duvarlar1 ve membranlarini yiktigini
boylece yag salimimini artirdigini  gostermistir. Ayrica, zeytin yagi ekstraksiyonu
prosesinin siirekli hale gelmesi gibi yararlar1 gozlenmistir. MD uygulamasindaki enerji
tilketiminin geleneksel kirmaya gore daha fazla oldugu belirtilmistir. Zeytin yagi ¢ikarma
tesislerinin 6nemli bir sinirlama zeytin ezmesine su ilavesi sirasinda kullanilan mevcut
teknoloji nedeniyle ekstraksiyon islemindeki siireksizliktir. MD destekli bir sistemin
gelistirildigi calismada prosesin siirekliliginin saglanmasi amaciyla endiistriyel 6lcekli bir
zeytin yagi ekstraksiyon tesisinde uygulanmustir. Elektrik enerjisi ve termal enerji tiiketimi
ile verim agisindan degerlendirilmistir. Zeytin hamuruna yogurma sirasinda ve
yogurmadan 6nce MD uygulayip zeytin yag: elde edilmistir. Tiim uygulamalarda sicaklik
28°C’ye ayarlanmustir. Nicel performanslari géz oniine alindiginda MD ve daha sonra
yogurma uygulanan yag c¢ikarma isleminde, MD ekstraksiyon veriminde 6nemli bir
degisiklik gozlenmedigi belirtilmistir. Enerji tiiketimi i¢in incelenen islemlerin zeytinin
temizlenmesi, ezilmesi, ezmeye su katilmasi, kati-sivi ve sivi-sivi ayrimidir. Sirasiyla
yogurma sonrasi, kontrol, yogurma oncesi i¢in elektrik tiiketimi yaklasik 14, 38 ve
52kW’dir. Bu farkliliklar W konfigiirasyonuna kavite pompasi ilave edilmemis olmasindan
ileri gelebilmektedir. Cekirdek ayirici {izerinde bulunan ayni kavite pompasit MD prototip

sistemi ve dekanter beslemede kullanilmaktadir. Malaksor yilikleme sirasinda enerji 0'dan



288KkJ degisir, zeytin ezmesi sicaklign 20.5°den 23.0°C’ye degisir. Transfer edilen enerji
92kJ’e diismiis, ancak zeytin hamurunun sicakligi 28.2°C’ye yiikselmistir. Transfer edilen
enerjideki azalma zeytin hamurunun sicakliginin kisa zamanda servis akiskani sicakligina
ulasma egiliminden kaynaklanmis ve yogurma sirasinda sicaklik farki (°C) diismiistiir.
Sonuglar SEM analizi kullanilarak zeytin hamurunun yapisal degisiklikleri ve kantitatif
performans agisindan degerlendirilmistir. Ayrica, elektrik ve termal enerji tiiketiminin
tahmini hesaplamasi yapilmistir. Enerji tiiketimi degerlendirmesi gostermektedir ki zeytin
hamuru 6n isleme sirasinda MD prototip sisteminin kullanimi, alt1 yogurucu makinesi
iceren geleneksel tesis ekstraksiyonuna gore yaklasik 24kW ek bir elektrik giicti gerektirir.
Geleneksel ekstraksiyon tesisi, termal giicii yaklagik 37kW gerektirir. Malaksoriin dig
duvarlarinda izolasyonun bulunmamasi nedeniyle %36’s1 havada kaybolur. Ayrica, her
malaksordeki zeytin hamurunun farkli seviyelerde olmasi nedeniyle havanin baska 1s1
kayiplarida vardir. Bu nedenle, malaksér makinelerinde dogrudan olmayan 1s1 etkili
degildir. Elde edilen sonuglara gore endiistriyel uygulamanin teknik olarak miimkiin
oldugu diistiniilmektedir. MD prototip sistemi kullanarak elektrik gii¢ tiiketimi geleneksel
ezmeye gore %24 daha fazladir. Ancak, termal enerji tiiketiminin daha diisiik olmas1 ve
prosesin siirekli hale gelmesi gibi avantajlar olmustur. Yinede iki sistem arasindaki 6nemli
farkliliklar1 degerlendirmek igin tiim prosesin kapsamli bir maliyet-fayda analizinin gerekli
oldugunu belirtmektedirler (Leone ve ark., 2015).

Bir pilot tesiste zeytin hamuruna US ve MD uygulamalar1 sizma zeytin yagi
ekstraksiyon prosesinde uygulanarak sizma zeytin yagi ekstraksiyon verimini artirarak
cevresel siirdiiriilebilirligi artirmanin miimkiin olup olmadiginin tespiti amacglanmistir. US
ve MD uygulamalari sizma zeytin yagi kalite parametrelerini etkilememistir. Enerji
verimliligi goz Oniine alindifinda MD fazla enerji tiiketirken, US uygulamas1 enerji
verimliligi agisindan daha stirekli bir teknoloji olmustur. Bu yardimer teknolojilerin zeytin
yag1 ekstraksiyon fabrikalarina dahil edilerek mevcut fabrikalarin enerji bakimindan
bagimsiz endiistriler haline getirilmesinin 1yi bir ¢6ziim olacag disiiniilmektedir
(Clodoveo ve Hbaieb; 2013a).

US ve MD islemleri kontrol ile karsilastirildiginda; yaglar yogurma olmadan
ezmeden ekstrakte edildiginde, ezme siliresini 6nemli olarak azalmis ve ekstraksiyon
verimini artirmistir. Sizma zeytin yagmin kalitesini degerlendirmek i¢in kurulan temel
yasal parametreler US ve MD uygulamalariyla etkilenmemistir. Ayrica US ve MD

islemleri yogurma stiresini kisaltmis ve yaglar ezme olmadan hamurdan elde edildiginde
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kontrol ile karsilastirildiginda ekstraksiyon verimi gelistirilmistir. Konveksiyonel 1sitma,
US ve MD uygulanmis olup tiim numunelerde serbest yag asitleri ve peroksit degeri ¢cok
diisiik ylizdelerde ve yasal sinirin altinda bulunmustur. Uygulanan deneysel kosullarda
(sicaklik 30°C) yag asitligi ve peroksit degeri acgisindan US ve MD gibi inovatif
teknolojiler bakimindan fark goriilmemistir. Zeytin ezmesine US uygulayarak elde edilen
yaglar geleneksel ezmeye oranla daha fazla pigment icermektedir. Bu sonug, US’un
mekaniksel etkisiyle bitkisel dokunun hiicre duvarlar1 pargalanarak klorofil gibi minoér
bilesenlerin agiga ¢ikmasindan kaynaklanir. MD, US ve geleneksel yontemlerle elde edilen
zeytin yaglariin klorofil ve karotenoid pigmentlerinin en yiliksek degeri sirastyla MD, US
ve daha sonra geleneksel yontem olarak belirlenmistir. MD uygulamast %42.3’e esit bir
enerji verimliligi ile US ve konvansiyonel sisteme kiyasla daha fazla enerji tiikketen bir
teknolojidir sahiptir. Geleneksel 1sitma sistemi %49.41°e esit enerji verimliligine sahiptir.
US uygulamasi %93.05e esit enerji verimliligi ile daha siirdiiriilebilir bir teknoloji oldugu
goriilmustiir. Bu veriler gostermektedir ki yararli 1s1y1 enerjiye doniistiirme agisindan MD
ile kiyaslandiginda hem US hem de geleneksel 1sitma metodu daha verimli olmaktadir.
Zeytin hamuru yogurma islemi yag ekstraksiyon veriminden dolay1 6nemli bir adimi temsil
etmektedir. Genel olarak, yogurma siiresi arttik¢a verim artar (Clodoveo, 2012). Ekonomik
parametreler goz Oniine alindiginda, yag fabrikalar1 yogurma siiresini artirma egilimindedir
(Gambacorta ve ark., 2010).

Chemat ve ark. (2004) bu calismasinda, yag ve emiilsiyon kalitesinde aycicek
yaginin duyusal ve fizikokimyasal 6zellikleri tizerinde US’un etkisini incelemislerdir. Yag
asitlerinin GC’de belirlenmesi, 232 ve 238nm’de UV degerleri, asit degeri, GC/MS ile
ilgili kat1 fazli mikro-ekstre gibi analitik tekniklerin pek ¢ok ¢esidi US uygulanan aygicek
yag1 ve emiilsiyonunun kalitesini izlemek ic¢in kullanmistir. Arastirmada gida prosesinde
US desteginin geleneksel yonteme olasi bir alternatif oldugunu, ancak lezzet ve bilesimin
US ile bozuldugu belirtilmistir. Ayrica sivilarda US uygulamasinin sonuglarini
degerlendirmek i¢in lipid oksidasyonu, peroksit degeri, tiobarbitiirik asit testi, karbonil
degeri gibi bazi spesifik 6l¢iilerin yapilmasina ihtiya¢ goriildiigii belirtilmistir (Chemat ve
ark., 2004).

Aygicek yagmin islenmesi ve gida emiilsifikasyonu sirasinda, metalik ve ransid
koku sadece US uygulanmis yag ve gidalar igin tespit edilmistir. Aygicek yagma US
uygulamasindan kaynaklanan bazi kotii lezzet veren bilesikler (heksanal ve hept-2-enal)

tespit edilmistir. Farkli yenilebilir yaglar (zeytin, aycicegi, soya fasulyesi,...) US
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uygulamasindan dolayr kendi bilesiminde (kimyasal ve lezzet) Onemli degisiklikler
gostermistir. Yapilan son anketler ve piyasa arastirmalart gostermektedir ki gida
isletmecilerinin bu yeni teknolojileri geleneksel etkinin agirligi nedeniyle ve bu yeni
tekniklerin yeterli anlasilmamasindan dolayr kullanimlarinda isteksiz olduklarim
kaydetmistir (Bartels ve ark., 1999).

Jimenez ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada malaksiyon asamasinda yiiksek
giicteki US’un laboratuvar diizeyinde uygulanmasi ile yag karakteristiZi ve proses
verimindeki degisimi incelenmistir. 1ki ayr1 hasat zamaninda toplanan zeytin
meyvelerinden elde edilen zeytin ezmeleri iizerine yliksek gilicli US prob ucuyla direkt
uygulama ve US banyosu ile dolayli uygulamalarin etkisi analiz edilmistir. US
uygulanirken zeytin hamurunun oda sicakligindan (12—20°C) optimum sicaklik (28-30°C)
kosullarina kadar hizli 1sitilmasi ile yagin ekstrakte edilebilirliginde diizelme gozlenmistir.
Yiiksek miktarda su igeren zeytinler (>%50) i¢in direk US ile daha iyi ekstraksiyon
gbzlenmis, oysaki dolayli US diisiik miktarda su igeren zeytinler (<%50) i¢in daha yiiksek
ekstrakte edilebilirlik vermistir. Yiiksek giicli US’un yag kalite parametrelerinde dnemli
bir etkisi bulunamamustir, ancak; acilik, polifenol, tokoferol (E vitamini), klorofil ve
karotenoid seviyelerinde Oonemli degisiklikler gézlemlenmistir. Dolayli US uygulamasi
malaksiyon siiresi boyunca siirdiiriilmiis ve en uygun zeytin hamuru yogurma sicakligi
(29+£1°C), 10-15dk’dan az siirede elde edilirken, US’siz uygulama i¢in en az 20dk gerekli
oldugunu belirtmislerdir. Dolayli ve dogrudan US’nin her ikisi de zeytin hamurunun kolay
1sinmasint saglamustir. Isitma orani, geleneksel 1s1 transfer iletimine gore daha yiiksek ve
dogrudan US’da dolayli US’a gore daha yiiksek 1sinma gosterdigini belirtmistir. Kalite
parametreleri agisindan en diisiik degerleri dolayli US ile gozlemlemislerdir. US
uygulandiginda yagda oksidasyon ve hidroliz etkileri gézlenmedigini belirtmislerdir. US
uygulanmis yaglar US uygulanmayan yaglara oranla daha yiiksek karotenoid ve klorofil
icermistir. US uygulanarak elde edilen yaglar US uygulamadan elde edilen yaglara gore
daha yesil ve daha c¢ok provitamin A igerigine sahiptir. Yogurma asamasinda zeytin
hamuruna yiiksek giicte US uygulamasinin pozitif bir etkiye neden oldugu belirtilmistir.
Biitiin 6nermeler zeytin yagi prosesinin yogurma adiminda US teknolojisinin
uygulanabilirligini gostermektedir (Jimenez ve ark., 2007).

Ekstraksiyon islemini optimize etmek ve olusan yaglarin toplam kalitesini arttirmak
icin, zeytine ve zeytin hamuruna US 6n islemi uygulanarak yeni bir teknolojik prosediir

gelistirilmeye calisgilmistir. US uygulamalarinin, malaksasyon siiresini azaltabilecegini ve
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olusan sizma zeytin yaginin genel kalitesini arttirdigini ispatlamak i¢in zeytin ve zeytin
hamuruna US uygulanarak denemeler yapilmistir. Pilot tesiste sizma zeytin yaginin 8dk
US uygulandiktan sonra zeytinin kilogram (kg) verimi yaklasik 8g artmistir. Endiistride
tam Olgekli fabrika calisma kapasitesi saatte 2000kg zeytindir. Eger fabrika glinde 8saat
caligirsa ortalama ekstraksiyon verimi %16°dir. Bu giinliik sizma zeytin yaginin yaklagik
2500kg’1dir. US un 8dk uygulanmasiyla (ultrasonik frekans — 35kHz; etkili ultrasonik giic
— 150W), zeytinin ekstrakte edilmis sizma zeytin yagi kg’inda yaklasik 5g artis olmustur.
Dolayisiyla giinliik ekstrakte edilen sizma zeytin yaginin miktar1 artmaktadir. Sizma zeytin
yagmin verimi artarak giinlilk 80kg’a kadar ¢ikmistir. Ayrica, bu hesaplamada 6n 1sitma
stiresinin %70 azalmasini saglayan US uygylamas:t hesaba katilmamistir. Geleneksel
sistem ile karsilastirildiginda innovative tesisin yiiksek calisma kapasitesinden dolay1
sizma zeytin yagin giinliik tiretim miktar1 artmistir (Clodoveo ve ark. 2013b).

Fenoller, tokoferoller ve karotenler gibi mindr bilesenler sizma zeytin yaginda bol
miktarda bulunan dogal antioksidanlaridir (Dugo ve ark., 2007; Bedbabis ve ark., 2010).
Ultrasonik proses fenollerin tokoferollerin, karotenlerin ve klorofilin konsantrasyonunu
etkilemektedir.

US antioksidanlar ile zenginlestirilen diger zeytin yagi fraksiyonlarinin
diizenlenmesini izleyen yogurma adimi sirasinda yogurmadan geriye kalan yagli hiicrelerin
bir kismini1 pargalayabilir. Zeytinlerde US uygulamasi sonucu elde edilen yaglar
uygulanmayan 6rneklere gore ve daha ytiksek klorofil igerigi gostermistir. US uygulanmasi
ile elde edilen yagda parlak yesil renk gozlemlenmistir. Daha fazla pigment salinimi
amaciyla epikarpin kirilmasi i¢cin US uygulanmasi etkili bir metodtur. Klorofil temelde
hem {iriinde estetik bir goriiniim saglar hem yag karanlikta depolandiginda bir antioksidan
gorevi gorlir (Del Nobile ve ark., 2003).

US uygulamasi zeytin hamurunda toplam karatenoid icerigini artirmistir. Yiiksek
giiclii US’yi 6nemli kilan noktalar; tat, tekstiir, aroma ve renk gelistirilmesinin yani sira
daha fazla iiriin verimi, daha fazla proses siiresi ve isletim masraflarinin azaltilmasi gibi
gida prosesinde gelecek vadeden etkileridir (Feng ve ark., 2001). US yogurma siiresini
kisaltir, iiriin kalitesini gelistirir. Ustelik US teknolojisi ekstraksiyon prosesinde zeytin
hamurunun ¢abuk 1sinmasini saglar ve nihai yag yiiksek minor bilesenler igerir (Clodoveo
ve ark., 2013b).

Bejaoui ve ark. (2015) zeytin hamuru 6n uygulamasi i¢in siirekli kosullar altinda,

yogurmadan oOnce laboratuvar Olcekli yiiksek giligteki US uygulamasini, yag verimi ve
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kompozisyonu ile kalitesi tizerindeki etkilerini incelemislerdir. Yiksek giicteki US
uygulamasi zeytin yagi kalite parametrelerinin herhangi bir degisikligi olmaksizin zeytin
yaginin hizli bir sekilde 1sitilmasini ve zeytin yaginin ekstrakte edilebilirliginin artirmistir.
Ayrica, acilik ve polifenoller azalirken, yliksek tokoferol, klorofil ve karotenoid igerigi
gbzlenmistir. US uygulamas1 20°C’den 28°C’ye hamurun hizla 1sinmasimi saglamistir. US
uygulamasi %1 oraninda endiistriyel verimi, %5.74 oraninda ekstrakte edilebilen yag
miktarini artirdi. Ayrica, yiiksek giigteki US sizma zeytin yaginin yag asidi kompozisyonu
ve Kkalite indeksinde degisime neden olmamistir. Oto-oksidasyon bu uygulamayla
hizlanmamistir. Ayn1 zamanda, yiiksek gligteki US ile elde edilen yagin tokoferol, klorofil
ve karotenoid icerigi daha yiiksek bulunmustur fenolik igeriginde ve acilik indeksinde ise
bir azalma gozlenmistir.

Sizma zeytin yagmin yiiksek gligteki US uygulanmasindan dolay1 serbest yag asidi,
K232, Ka7o parametrelerinde degisiklik goriilmemistir. Yiiksek giligte US uygulanmasi ile
uygulanmayan hamur karsilastirildiginda sizma zeytin yaginin peroksit degerinde ¢ok
diisiik seviyede de olsa hafif bir artis gézlenmistir. Yiiksek giiclii US uygulamasi yagda
Klorofil ve karotenoit igeriginin sirasiyla %86 ve 39 oraninda artmasina neden olmustur.
Fenolik bilesenler antioksidan 06zellik ve bioaktif aktiviteye sahip olmalarindan dolayi
sizma zeytin yaginin raf omrii ile kuvvetle iliskilidir ve aym1 zamanda keskin ve aci
duyusal niteliklerden sorumludur (Tsimidou ve ark., 2013). Ayrica zeytin yag1 fenolik
bilesiklerinin saglik tizerindeki olumlu etkileri Avrupa birligi tarafindan kabul edilmigtir
(EEC, 20006). Cok biiyiik bir fark elde edilmemesine ragmen, sizma zeytin yagina yiiksek
gicteki US uygulamasi toplam fenol miktarini diisiirmiistiir (Jimenez ve ark., 2006;
Jimenez ve ark., 2007; Clodoveo ve ark., 2013b). Hidroksitirozol, tirozol, sekoiridoit
tirevleri, elenolik asidin hidroksitirozole bagli dialdehidik formu (3,4-DHPEA-EDA),
elenolik asidin tirozole bagh dialdehidik formu (r-HPEA-EDA), elenolik asidin
hidroksitirozole bagl aldehidik formu (3,4-DHPEA-EA) ve elenolik asidin tirozole bagl
aldehidik formu (r-HPEA-EA) ve pinoresinolde belirgin bir azalma gézlenmistir. Zeytin
hamuruna yiiksek giicte US uygulanmasiyla zeytin yaginda biyofenollerin miktarinda
%38’lik bir diisiis gézlenmistir. Clodoveo ve ark. (2014) bu azalmay1 enzimatik olmayan
oksidasyon agisindan oksijen etkinliginin yiikselisi ve "polifenol oksidaz", "peroksidaz,” ve
"B-glukozidaz" gibi endojen enzimler iizerindeki etkisiyle, hava-yag ara yiiziine hidrofilik
ozelliklere sahip fenoliklerin oryantasyonuyla ac¢iklamislardir. US 6n uygulamasi sizma

zeytin yaginda endiistriyel verimi ve ekstrakte edilebilirligi diizenlenmistir. S1izma zeytin
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yag1 kalite parametrelerinde yiiksek glicte US 6n uygulamasiyla herhangi bir degisiklik
gbzlenmemistir. US uygulamalari ile fenolikler ve acilik azalirken tokoferol, karatenoid ve
klorofilin 6nemli 6l¢iide yiikseldigi yaglar elde edilmistir.

Koyliioglu ve Ozkan (2012) zeytin yag iiretiminde yardimeci katki maddeleri
kullaniminin yag verimi ve kalitesi iizerine etkilerini derlemistir. Yardimc1 katki maddeleri
kullanimi ile zeytin yagi ekstraksiyon verimi artmaktadir. Zeytin yagi kalite parametreleri
olan serbest asitlik, peroksit, K3, ve Ka7o degerleri yardimer katki maddesi kullanimindan
etkilenmemekte, ancak klorofil, karotenoit ve toplam fenolik madde icerigi artmaktadir.
Sonug olarak, yapilan ¢alismalarda yardimci katki maddesi kullanilan ve kullanilmayan
zeytin yaglarmin tiim fizikokimyasal 6zelliklerinin benzer sonuglar verdigi, bu maddelerin
fiziksel olarak sadece zeytin yagi ekstraksiyon veriminde rol oynadigi bildirilmektedir.

Zeytin yagimin mekanik ekstraksiyonla elde edilisi sirasinda kullanilan enzimlerin
hiicre duvari lizerine etki ederek zeytin yaginin fenolik madde ve polisakkarit miktarlarini
onemli derecede arttirdig1 bildirilmistir (Otag, 2002; Vierhuis ve ark; 2001).

Zeytin yag1 ekstraksiyonu sirasinda verimi arttirmak i¢in kullanilan enzimlerin zeytin
yagmin dogal renk bilesimlerini (klorofil, ksantofil ve karotenler) ve kromatik
parametrelerini (kroma, parlaklik ve hue) etkiledigi bildirilmistir. Zeytin yagi
ekstraksiyonunda enzim kullanim1 zeytin yag1 renk maddelerinin yaga gecisini
artirmaktadir (Ranalli ve ark., 2001, Najafian ve ark., 2009).

Zeytin yag1 liretiminde verim arttirici katki maddesi olarak enzimlerin kullanildig:
baz1 ¢aligmalarda, iiretilen zeytin yaglariin peroksit degerlerinde katki kullanimina baglh
olarak degisimler oldugu saptanmistir. Servili ve ark. (1992) tarafindan yapilan aragtirmada
mayadan elde edilen pektinaz enziminin yogurma asamasinda kullanimi ile peroksit
degerinde azalma oldugu belirlenmistir. Zeytin yagi verimini arttirmak ic¢in kullanilan
enzimlerin, zeytin yaginin peroksit degeri lizerine istatistiksel olarak dnemli bir etkisinin
olmadigini Ranalli ve ark. (1999) vurgulamustir.

Servili ve ark. (1992) tarafindan yapilmis bir arastirma sonucunda serbest yag asitligi
degerlerinde istatistiksel olarak dnemli bir fark olmadig: belirtilmistir. Pektolitik, seliilotik
ve hemiseliilotik aktiviteye sahip Sitolaz 0, Maxoliva ve Bioliva enzimlerinin zeytin
yaginin serbest asitligi izerine 6nemli bir etkisinin olmadig1 belirtilmistir.

Servili ve ark. (1992) yogurma sirasinda Cryptococcus albidus var albidus mayasi
tarafindan tretilmis pektinaz enziminin katilmasinin zeytin yagi verimini artirdigini

bildirmislerdir.
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Ranalli ve ark. (2003a) tarafindan yapilan ¢aligmada da, pektolitik, seliilotik ve
hemiseliilotik aktivite gosteren Cytolase 0, Maxoliva ve Bioliva enzimleri kullanilmistir.
Yapilan bu calismada enzim ilavesiyle zeytin yagindaki verim (%) artis1 sirasiyla 1.44,
1.37 ve 1.20 olarak bulunmus olup, elde edilen zeytin yaglarinin ekstra sizma ve sizma
ozellikte olduklart tespit edilmistir. Benzer baska bir arastirmada ise Ghodsvali ve ark.
(2008) tarafindan diisitk ve yiliksek konsantrasyonlarda kullanilan Pectinex Ultra ve
Pectinase 1.6021 pektolitik ve/veya hemiseliilotik enzimlerinin zeytin yag1 verimi iizerine
etkileri arastirllmistir. Bu arastirmada enzim konsantrasyonunun artmasiyla zeytin yagi
veriminin de arttig1 saptanmistir (Kdyliioglu ve Ozkan., 2012).

Cesitli calismalarla sizma zeytin yagimin insan sagligi iizerindeki yararl etkileri
ortaya konmustur (Willett ve ark., 1995; Tripoli ve ark., 2005; Huang ve Sumpio, 2008;
Garcia-Gonzalez ve ark., 2008; Omar, 2010; Sofi ve ark., 2013). Ilk olarak, tekli doymus
yag asitleri zenginligi ve Ozellikle oleik asit, sizma zeytin yagma saglikli 6zelligini
kazandiran baslica parametrelerdir. Daha sonra, kolza, soya fasulyesi ve aycicegi gibi tekli
doymus yag asitlerince zengin kaynaklarla kiyaslandiginda sizma zeytin yagi icerdigi
mindr bilesenler ham halde viicuda alindiginda biyolojik aktivitelerini siirdiirdiikleri igin
daha saglikli nitelendirilmektedir (Harper ve ark., 2006; Aguilera ve ark., 2004). Bazi
mindr bilesenler sizma zeytin yagi ile tiiketildiginde, biyolojik faaliyetlerini
stirdiirebilmektedirler. Toplam agirhiginin yaklasik % 2’sini temsil eden ve yag asitleri
disinda kalan heterojen bilesenlerin bir miktarini igeren zeytin yagimin sabunlasmayan
fraksiyonunda 200’den daha fazla minor bilesen vardir (Boskou, 1996; Beltran ve ark.,
2005). Antioksidan hidrofil fenolik alkoller de yaglarin raf dmriinii uzatir ve organoleptik
ozelliklere tat (6rnegin act, buruk, keskin, bogaz alic1) ve renge katkida bulunur (Morello
ve ark., 2004; Servili ve ark., 2008; Angerosa, 2000).

Cesitli calismalar kalp-damar hastaliklarinda geleneksel Akdeniz diyetinin bir
parcasi olarak zeytin yaginin diizenli kullaniminin 6nemini vurgulamistir (Sofi ve ark.,
2013; Martin-Peldez ve ark., 2013; Visioli ve Bernardini., 2011). Ozellikle, antioksidan
aktivitenin yanisira, vazodilator, anti-trombosit agregasyonu ve anti-enflamatuvar etkileri
oleuropein ve hidroksitirozol gibi zeytin yag1 fenolik bilesiklerine atfedilmistir (Omar,
2010; El ve Karakaya, 2009; Cicerale ve ark., 2012; Omar, 2010a).

Fiori ve ark. (2014), malakse edilmis ve edilmemis zeytin ezmesinin hizli 6n 1sitma
isleminin kalite parametreleri, oksidatif stabilitesi ve sizma zeytin yaginin fenolik

bilesenleri lizerindeki etkilerini arastirmislardir. Ezme farkli zaman/sicaklik kosullarinda
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On 1sitma uygulanmis daha sonra endiistriyel olarak malakse edilmis ve zeytin hamuru elde
edilmistir. Yasal parametreler, yag verimi, toplam fenolik madde igerigi, oksidatif stabilite
ve fenolik profili bakimindan karanlikta, kapali siselerde muhafaza edilen sizma zeytin
yaginin depolanmasi 12 ay boyunca takip edilmistir. Hizl1 6n 1s1tma 38°C’de 72s’den fazla
olmamistir, 10dk’ya kadar malaksiyon uygulanmistir. Boylece, yogurmadan &nce
(malaksiyon siiresi kisaltilarak ya da tamamen ortadan kaldirilmak suretiyle) spesifik
olarak dizayn edilmis hizli bir 6n 1siticinin kullanilmasi fenolikce zengin zeytinlerin
islenmesinde acilik/burukluk bakimindan daha yumusak natiirel zeytin yagi iiretimini
miimkiin kilarak, tiiketici isteklerine daha uygun bir yag elde edilmesini saglamaktadir.
Hizli 6n 1sitmanin siire ve sicaklifi prosesin kritik parametreleri olmustur. Cogu
arastirmact yag verimi ve kalitesinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynayan zeytin
islemede (kirma ve ezme/yogurma) teknolojik operasyonlarinin etkisi iizerinde
durmaktadir (Amirante ve ark., 2010; Clodoveo, 2013c, 2013d; Morales ve ark., 1999;
Servili ve Montedoro, 2002). Ezme esnasinda, endojen enzimler POD ve polifenoloksidaz
(PPO) sekoiridoitleri okside edebilmektedir ve yag fenoliklerinin konsantrasyonu
azalabilir, bu ylizden, ac1 ve keskinlik 6zelligi ve elde edilen yag oksitlenme stabilitesi
azalmistir (Angerosa ve ark., 2001). Tipik olarak, yiiksek sicaklik yag verimini
artirmaktadir, ¢iinkii yag viskozitesini azaltir ve yag damlaciklarinin bir araya gelmesini
kolaylastirir (Inarejos-Garcia ve ark., 2009). Ancak, Ranalli ve ark., (2001b) 30°C’den
daha yiiksek olmayan ekstraksiyon sicakliklar Onermislerdir. Ciinkii ekstraksiyon
veriminde herhangi bir artis olmadan, 35°C’de yag Kkalitesinin diistiigii goriilmiistiir.
Ustelik, Kalua ve ark. (2006)’na gére 45°C’ye kadar bir sicaklik artisi, 15 ve 30°C’ye
kiyasla verimde 6nemli bir azalma ile sonuclanmistir. Fenolik bilesik icerigi negatif bir
korelasyon gdstermesine ragmen, 30-36°C sicaklik aralig1 Parenti ve ark. (2000) tarafindan
onerilmistir. Sicaklik ile fenolik bilesiklerin birlikte olusturdugu etki 27°C’de maksimum
yaparak ¢an egrisi seklinde bir egim gostermistir. Bu sonuglar, PPO ve POD enzimlerinin
sirastyla 30-40°C (Unal ve ark., 2011) 30-35°C civarinda (Saraiva ve ark., 2007) optimum
sicakliga sahip olmasi ile agiklanabilmektedir. Daha Onceki literatiir verileri sicaklik ve
fenolik icerigi arasinda ters bir iliski oldugunu bildirmistir (Angerosa ve ark., 2001; Servili
ve ark., 2003b). Daha yeni bazi arastirmalar sicaklik artisina karsilik olarak fenolik
fraksiyonunun artig gostermektedir (Kalua ve ark., 2006; Boselli ve ark., 2009). Esposto ve
ark. (2013) malaksiyon oncesi bir 1s1 degistiricinin girigini test etmislerdir. Ciinki

geleneksel ezme islemi diigiik 1s1 transfer verimliligine sahiptir ve bu nedenle optimum
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islem sicakligi ile karsilastirildiginda zeytin hamurlarimin sogutulmasi nispeten uzun
olmustur. Bu husus yukarida bahsedilen endojen enzimlerin yag ekstraksiyonundaki
aktivitesini etkiler. Sizma zeytin yagi kalitesini artirmak amaciyla zeytin hamurunda ani
sicaklik kontroliinlin uygulanmasi sonrasi optimal operasyon kosullarinin (zaman ve
sicaklik) tesbit edilmistir. Kiiciik malaksor ylizey alani ve zeytin hamurunun miktar
arasinda daha etkili bir 1s1 degisimi elde etmek i¢cin US uygulanmasi diger bir segenek
olarak Clodoveo ve ark., (2013e) tarafindan onerilmistir. Clodoveo ve ark., (2013b) bir ¢ift
borulu 1s1 degistirici igeren US probu bir araya getirmis ve zeytin ya da kontrollii ya da
modifiye edilmis bir atmosferde ezme ve yogurma islemleri ile birlikte diger yagh
meyvelerin sicaklik kontroliine yonelik bir yontem ve cihazla patentlenmistir (Clodoveo,
2013c). Sizma zeytin yaginin kalite parametreleri, oksidatif kararliligi ve fenolik profili
tizerinde zeytin hamuruna hizli 6n 1sitma uygulamasinin etkisi arastirilmistir. Sonuglardan,
zeytin hamurunun hizli 6n 1sitilmasi belirli sicaklik ve zaman kosullar1 altinda malaksiyon
sliresini degistirebilmistir. Bununla birlikte, islem sicakligi sizma zeytin yagi kalitesinin
belirlenmesinde hem tazeyken hem de depolamanin ilk yilinda 6nemli bir parametre
olmustur. Isleme sicakligi PPO ve POD’nin aktivitesini kuvvetle etkiledigi i¢in elde edilen
sizma zeytin yagimnin fenolik bilesimi sedece ezme sirasinda degil (Taticchi ve ark., 2013),
ayn1 zamanda On 1sitma prosesi esnasinda da etkilenmistir. Zeytin igleme sirasinda sicaklik
gereksinimleri (sicaklik gereksinimleri sadece Avrupa Birligi’nin diizenlemelerinde EU
(2012)) belirlenmistir, soguk presleme i¢in istege baglh bir endikasyon olarak, sizma zeytin
yaglart EEC Yonetmeligi No 2568/91 Eki I'de belirtilen kalite ozellikleri ile uymak
zorunda olmustur. Bu yiizden, 6n 1s1tma sirasinda sizma zeytin yagmin kalitesi 42-43°C
civarindaki sicakhigin 32°C ile karsilastirildiginda olumsuz etkisi goriilmiistiir, ¢iinkii
yaglar diisiik fenolik icerigi ve diisliik oksidatif stabilite gdstermistir. Bu sicakliklarda
natural sizma zeytin yag kalitesinin diisiisii depolamanin ilk birkag ay1 i¢inde belirgin hale
gelmistir ve bir yillik depolamadan sonra artmistir. Yogurmayla beraber hizli 6n 1sitma
uygulandiginda yagda fenolik icerigi azalmistir. Genel bir kural olarak, a)hizli 6n 1sitma
38°C’de 72s’den uzun olmamak iizere (yogurma olmadan) en az 12 ay raf émrii olan bir
natiirel sizma zeytin yagi elde edilmistir (50°C ve 75°C numunelerinden, bazen daha
yiiksek bir fenolik icerigi ile) ; b)hizli 6n 1sitma minimum 10dk dinlenme ile 38°C’de
72s’den uzun olmamak iizere yumusak algisal profile sahip ve duyusal kusuru bulunmayan

12 ay raf Omriine sahip bir sizma zeytin yag: elde edilmistir.
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Zeytin hamuruna uzun bir siire 38°C’de 6n 1sitma uygulandifinda (102s) sizma
zeytin yaginda pigmis aromada artisa neden olmustur. Diger bir deyisle, 38°C'den daha
diisiik bir 6n 1sitict kullanilmasi fenolik igerigin modiilasyonu ile ilgili bir avantaji
saglamaktadir. Yukarida belirtildigi gibi, deneysel caligmalar sirasinda zeytin yaginin
sicaklign (dlgiilen deger) 102s’de 42°C’yi gegmemistir, bdylece mum igerigi yasal smir1
gegmemistir (Di Giovacchino ve ark., 2002). Hizli 6n 1siticida gegis siiresi ve sicakligin
ayarlanmasi naturel sizma zeytin yagninin arzu edilen nihai kalitesini elde etmede cok
onemli olmaktadir. Zeytin hamurunun sicakligl taze zeytin meyvesinin ve elde edilen
naturel sizma zeytin yagi istenen Ozelliklerinin fenolik igerigi ve kalitesine gore
ayarlanabilmektedir. Aslinda, kisa bir yogurma (6rnegin 10dk) ve ardindan hizli bir 6n
1sitma ile fenolikleri acilig1 ve keskin tadi daha az natiirel sizma zeytin yagini tercih eden
tiiketiciler igin, yiiksek fenolik igerikli zeytinlerden elde edilebilmektedir. On 1sitma
uygulamas1 Akdeniz iilkeleri disindaki pazar i¢in, arzu edilmeyen diizeyde fenolik madde
iceren zeytinlerin islenmesinde veya yogurma uygulanmadan hafif lezzetli zeytin yagi
iiretebilmek i¢in ya da zeytinler ¢cok erken hasat edildiginde fayda saglayabilmektedir.
Ilaveten bu tiir 6n 1sitmalar 35 - 40dk yogurma siiresinden dolay: zeytin yag: fabrikalarinda
giinliik ¢alisma kapasitesini artirabilir.

Meyve islenmesi esnasinda fenolik bilesiklerin gelisimi ve bunlarin sizma zeytin
yagindaki kalite ozelliklerine katkisi, pektinazlar, poligalakturonazlar, selillaz ve B-
glukanaz iceren g¢esitli ticari enzimlerin azotlu ve azotsuz bir kombinasyonunun
eklenmesiyle incelenmistir. Megaritiki ¢esidinin zeytin meyvesi (Olea europaea, L.),
olgunlugunun yar1 siyah pigmentasyon safthasinda endistriyel olgekte 3 fazli bir
ekstraksiyon sisteminde kullanilmistir. Islem sirasinda zeytin ezmesindeki enzimlerin
eklenmesi zeytin yagindaki bazi basit fenolik bilesikler (3,4-DHPEA, p-HPEA) ve
secoiridoid tiirevlerinin (3,4-DHPEA-EDA ve 3,4 DHPEA-EA) yani sira toplam fenol ve
orto-diphenol igerigini artmistir ve bu nedenle oksidatif stabilitesini de ylikseltmistir.
Ayrica enzim uygulamasi, iiretilen zeytin yaginin kalite parametrelerini ve duyusal
ozelliklerini iyilestirmistir. Sonug olarak enzimlerle yapilan zeytin kirma islemi sadece
zeytin yagmin kalite 6zelliklerini ve toplam ogranoleptik kaliteyi artirmakla kalmayip ayni
zamanda zeytin yagi verimini de arttirmistir. Zeytin yagi kalite parametreleri ile ilgili
olarak, enzim eklenmis olan ile kontrol karsilastirildiginda zeytin yag: asitligi ve peroksit
degerleri azalma egilimindedir (Garcia ve ark.,, 2001; Iconomou ve ark., 2005,

Chiaccheirini ve ark., 2007, De Faveri ve ark.2008). Azotun kullanim1 enzim uygulamasi
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ile karsilagtirildiginda peroksit degerinde onemli bir artis ile sonuglanmistir. Peroksitlerin
artis1 azot varliginda pargalanma hizlarinda meydana gelen azalmaya ve dolayisiyla nisbi
artiglarina dayandirilmistir. Enzim miktar1 2 kat artirlldiginda zeytin yagi asitligi ve
peroksit degerinde Onemli bir azalma ve klorofilde artis olmustur (P<0.05). Peroksit
degerindeki azalma muhtemelen enzim kullanimiyla toplam fenolun artisindan dolayidir
(Ranalli and Serraiocco, 1996). Biitiin uygulamalarda enzim eklenmesi kontrol ile
karsilastirildiginda zeytin yagi veriminde yaklasik %15 gibi Onemli bir artis ile
sonuglanmistir. Bu yag veriminin artis1 zeytinin her 100kg’na yaklasik 2 kg zeytin yagina
benzemektedir. Ustelik bu durum diger arastirmacilar tarafindan daha once de
bildirilmistir (Garcia ve ark., 2001; Vierhuis ve ark., 2001; Chiacchierini ve ark., 2007).
Zeytin hamurundaki enzimlerin faaliyeti tamamen anlasilamamistir. Enzimler zeytin hiicre
duvarin1 pargalayarak hamurun reolojik davranislarii degistirebilmektedir. Enzimler
tarafindan hiicre duvarmin parcalanmasi zeytin yag verimindeki artis1 agiklayabilir
(Iconomou ve ark., 2005; De Faveri ve ark. 2008). Zeytin hamurunun farkli oranlarda ticari
enzim katkilar1 ve enzimlerle beraber azot gazi takviyesini uyguladiklari, caligmalarinda bu
orneklerde kontrole kiyasla ransimatta oksidasyon-rediiksiyon zamani direncinin ve toplam
fenol iceriginin arttig1 belirlenmistir (Iconomu ve ark., 2010).

Biitiin uygulamalar kontrol ile karsilastirildiginda enzim kullanimi fenolik bilesik
konsantrasyonunda (3,4-DHPEA, p-HPEA, sirinjik asit, 3,4-DHPEA-EA ve 3,4-DHPEA-
EDA) onemli bir artisla sonuglanmistir (P<0.05). Enzim karigimi ve enzim karigimiyla
beraber azot uygulamasi arasinda farklilik yok iken (P>0.05), yukaridaki fenolik
bilesiklerde en yiiksek konsantrasyonu enzim karigiminin iki kat artirilmasi ile elde edilen
uygulama gostermistir. Malaksasyon esnasinda, fenolik antioksidanlar1 (3, 4 DHPEA, p-
HPEA) ve diger sekoiridoit tiirevlerini (3,4-DHPEA-EDA, 3, 4-DHPEA-EA) yavas yavas
olusturan endojen enzimleriyle oleuropein indirgemesi devam etmektedir (Garcia ve ark.,
2001; Vierhuis ve ark., 2001; Milan-Linares ve ark., 2006). Eksojen enzimler zeytin
yaginda daha fazla antioksidan saglamustir. Ornegin; B-glukozidaz oleuropein aglikon
konsantrasyonunu artirmistir. Toplam fenol ve 3,4-DHPEA-EA konsantrasyonlari
oksidasyon-ransimat direnci ile iligkili olmaktadir (Iconomou ve ark., 2005; De Faveri ve
ark., 2008). 3,4-DHPEA-EA ve oksidasyon direnci arasindaki korelasyon daha diisiik
(r=0.792) bulunurken, toplam fenol ve oksidasyon direnci arasinda maksimum korelasyon

(r=0.897) bulunmustur.
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Malaksiyonda ekzojen enzimlerin bir karisimiin eklenmesi ile elde edilen zeytin
yagmin asitlik, peroksit degeri ve klorofil gibi kalite 6zelliklerini gelistirmistir. Steroller ve
cogu yag asidi (oleik asitte bir artis ve linolenik asitte bir azalma disinda) hamur enzimatik
uygulamadan etkilenmemistir. Enzimlerin ilavesi zeytin yaginda basit fenolik bilesiklerin
(3,4-DHPEA, p-HPEA) yami sira toplam fenol ve orto-difenol miktarini 6zellikle
secoiridoid tiirevlerini (3,4-DHPEA-EDA ve 3, 4-DHPEA-EA) arttirmistir. Zeytin yaginin
veriminde bir artis, oksidasyon ve raf dmriinde bir iyilesme gorlmiistiir. Ayni1 zamanda,
oksitlenmeye karsi direng, zeytin yagi aromasinin gelistirilmesi ve genel organoleptik
kalitesinin kontrole kiyasla kalite 6zelliklerinin gelistirilmesine katkida bulunmustur.

Clodoveo ve ark. (2014) iiriin kalite 6zelliklerinin modiilasyonu, polifenoller ve
sizma zeytin yaginin besin ve duyusal 6zelliklerine katkida bulunan ugucu bilesiklerden iki
tanesinin miktarim1 ve kalitesini Onceden belirlemeyi amaclamiglardir. 1. boliimde,
mekanik ekstraksiyon islemi sirasinda olusan kompleks biyotransformasyonda yer alan
zeytin enzimatik aktivitelerini arastirmak i¢in literatiirde sistematik bir analiz yapilmistir.
2. boliimde, ekstraksiyon isleminin her adiminin polifenoller ve ucucu bilesikler tizerindeki
etkisi arastirilmigtir. Sizma zeytin yagi endiistrisinde, sicaklik, zaman, su ve oksijen
miktart gibi endojen zeytin enzimi aktivitesini etkileyen fiziksel parametreleri daha iyi
modiile edebilen yenilik¢i igleme tesisleri ve ekipmanlar1 gelistirmek i¢cin zaman ve enerji
harcanmalidir. Bu derlemenin ile endiistriyel cihazlarin mekanik etkileri ve endojen
enzimlerin sizma zeytin yagmimn duyusal ve besleyici 6zellikleri {izerindeki biyolojik
etkilerinin kapsamli bir analizini yaparak yenilik¢i cihazlar tasarlamak ve gelistirmek igin
yararli bir kaynak olabilecegi diisliniilmektedir.

Si1zma zeytin yaginin kalitesi, sizma zeytin yaginin polifenol ve ucucu bilesenlerinin
nitel ve nicel bilesimini degistiren mekanik ekstraksiyon prosesi sirasinda olusan fiziksel,
kimyasal ve biyokimyasal reaksiyonlara baglidir. Sizma zeytin yag1 ekstraksiyon tesisini
ve teknolojik parametreleri olusturan farkli cihazlarin stratejik se¢imi ve uygun kullanimi
zeytin meyvesi dokularinda bulunan endojen enzim faaliyetlerini vurgulamayir veya
Oonlemeyi saglamaktadir. Bu se¢imler nihai iiriiniin besleyici ve duyusal o6zelliklerini
degistirmektedir.  Aslinda, enzim  aktiviteleri, kullanilan  farkli  cihazlarin
kombinasyonlarina, meyvenin hangi kisminda incelendigine ya da sicaklik, zaman, su ve
oksijen miktar1 gibi gesitli faktorlere gore degismektedir (Servili ve ark., 2003b, 2007,
2008; Amirante ve ark., 2006).
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Antioksidan aktiviteye sahip olan fenolik bilesik iceriginden dolay1 sizma zeytin
yagma duyulan ilgi giderek artmaktadir. Fenolikler, sizma zeytin yaglarinin oksidasyona
kars1 olaganiistii stabilitesine 6nemli katkida bulunmaktadirlar (Tura ve ark., 2007). Ancak,
sizma zeytin yagindaki fenolik bilesiklerin bilesimi ve konsantrasyonu zeytin ¢esidi (Tura
ve ark., 2007; Baccouri ve ark., 2008a), yetistirildigi bolge (Cerretani ve ark., 2006),
yiikseklik, olgunlasma derecesi (Baccouri ve ark., 2008a) gibi tarimsal, biyokimyasal ve
teknolojik faktorlerden ve baslangicta zeytin dokusunda bulunan fenolik glikozit miktar
ile bu glikozitlere etki eden ¢esitli endojen enzimlerin aktivitesinden (Servili ve ark., 2004;
Romero-Segura ve ark., 2010), yag ekstraksiyon prosediiriinden (Servili ve ark., 2004;
Amirante ve ark. 2006; Cerretani ve ark., 2006) giiglii sekilde etkilenmektedir. Farkli gesit
ve olgunlagsma asamalardan zeytin meyvelerinde tanimlanan ana fenolik glikozitler,
oleuropein, ligstrosid, demetiloleuropein, verbascoside, elenolik asit glikozid, luteolin-7-
glukozit, apigenin-7-glukozit, rutin ve kersetin-3-rutinosidtir (Ryan ve Robards., 1998;
Gomez-Rico ve ark., 2008). Bu fenolik glikozitler yag ekstraksiyonu esnasinda endojen 3-
glukozidaz ile hidrolize edilerek, sizma zeytin yagmin en 6nemli fenolik fraksiyonunu
olusturan secoiridoitler bilesikleri Uretilmistir (Servili ve Montedoro., 2002; Romero-
Segura ve ark., 2012).

Gliniimiizde zeytinlerden yagi mekanik olarak ekstrakte etmek i¢in kullanilan
sistemler siireksiz tip sistemler (eskimis ve tiikkenmekte olan) ve siirekli tip sistemler olarak
temelde iki tiptir. Siirekli tip olarak tanimlanan sistemler genellikle bir mekanik kirici, bir
malaksor (yogurucu) ve bir yatay eksenli santrifiij ayirict (dekantdr) igermektedir. Siirekli
ismi, sistemi olusturan ii¢ makineden ikisinin (mekanik kirici ve dekantor) kesintisiz
calistigini ifade eder; aslinda, y1gin halinde ¢alisan bir makine olan malakser, bu iki stirekli
cihaz arasinda yer almaktadir. Sizma zeytin yagi lretim siireci son 20 yilda ¢ok az
degismistir. S1zma zeytin yag1 endiistriyel tesis imalat sektoriiniin temel zorluklarindan bir
tanesi siirekli fazda kesintisiz malaksasyon adimin siirekli dontistiirmek ve endiistriyel
tesislerin ¢aligma kapasitesini gelistirmek i¢in gelismis makineler tasarlamak ve
olusturmaktir. US, MD firin ve darbeli elektrik alan (PEF), pilot dlcekli tesislerde sizma
zeytin yagi ekstraksiyon prosesinde kullanilan teknolojilerdir. Konveksiyonel 1sitmada,
once malzemenin yiizeyi 1sitilir ve daha sonra 1s1 ice dogru hareket eder. Bu, yiizeyden
iceriye dogru bir sicaklik egimi oldugu anlamina gelir. Ancak, MD 1sitmada, Once
malzemenin icinde 1s1 iiretilir ve daha sonra tiim hacmi 1sitir (Yadoji ve ark., 2003). Bu

1sitma mekanizmasi: diffiizyon prosesleri, azaltilmis enerji tiiketimi, ¢ok hizli 1sitma
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oranlar1 ve proses siiresinin onemli Ol¢lide kisalmasi, gelistirilmis fiziksel ve mekanik
ozellikler, basitlik ve g¢evresel tehlikelerin azalmasi gibi nedenlerle avantajlidir. Bunlar,
konveksiyonel prosesde gozlenmeyen ozelliklerdir (Yadoji ve ark., 2003; Leonelli ve ark.,
2008). MD teknolojisi, bitkisel doku hacminin artmasmi saglayan isitmadan dolay1
mekanik bir etki yaratir ve bu sekilde hiicre icerikleri sivi faza salinarak patlarlar. Ayrica,
stv1 faz MD'yi emdiginde, molekiillerinin kinetik enerjisi artar ve dolayisiyla diflizyon hizi
da artar (Mandal ve ark., 2007). Ultrasonik enerji, bitkisel bir doku gibi zayiflatic1 bir
materyal icerisine yayilirken, dalganin genligi mesafe ile azalir (Ma ve ark., 2008). Bu
zayiflama, absorpsiyon ya da sagilmadan kaynaklanmaktadir. PEF, US ve MD gibi yeni
ortaya cikan teknolojilerin sizma zeytin yagi (VOO) ekstraksiyon islemine uygulanmasi,
mekanik ve termal etkilerinden dolay: bir takim avantajlar sunmaktadir. Siirekli bir sistem,
kiigiik isletme maliyetleri, kiigiik kapasite sinirlamalari, yatirimlarda daha hizli geri déniis,
daha diisiik tiretim maliyeti, azaltilmis enerji talebi, devam eden ¢alisma siireleri, daha hizli
ve kolay temizleme, ger¢ek zamanli kalite kontrolii ve 6nemli 6l¢lide azalan alan gibi
potansiyel avantajlar sunmaktadir (Clodoveo ve ark., 2013b). Son yillarda malaksoriin
toplam 1s1 transfer katsayisini arttirmak i¢in bir ¢aba harcanmis, ¢linkii malaksor tankinin
yiizey alani ile zeytin ezmesi hacmi arasindaki oran artmustir. Isletme maliyetlerinin
goreceli olarak artmasi, sizma zeytin yagi tesis ireticilerini bu yonde ilerlemek igin
cesaretlendirmektedir (Clodoveo, 2013c).

Enzim aktivitelerinin B-glukozidaz, polifenol oksidaz (PPO) ve peroksidaz (POX) 'un
zeytin yaginin fenolik profilini belirleme yetenegi arastirilmistir. Yag dretimi igin
kullanilan zeytinler bir ay siireyle 20°C ve 4°C'de depolanmustir ve fenolik igerik ve
enzimatik aktiviteleri olgunlasan zeytin meyveleriyle karsilastirilmistir. 4°C'de depolanan
meyvelerden elde edilen yaglarin, taze hasat edilen meyvelerinkine benzer 6zelliklere
sahip oldugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, 20°C'de depolanan meyvelerden elde edilen
yaglarin fenolik igerigi daha diisiik bulunmustur. Enzimatik aktivitelerle ilgili sonuglar, -
glukozidaz enziminin, sizma zeytin yagi fenolik profilinin belirlenmesinden sorumlu
anahtar enzim oldugunu gostermektedir; bu enzim aktivitesindeki azalma, 20°C'de 3
haftalik depolamadan sonra yaglarin fenolik igeriginde diisiis olmustur. Oleuropein icerigi,
olgunlagsma esnasinda 6nemli 6l¢iide azalmistir ve 20°C'de 4 haftalik depolamadan sonra
kaybolmustur. Gergekte, depolama esnasinda oleuropein seviyesi 7382.3ug/g’dan
1840.5ug/g’a (1lk igeriginin %25') azalmistir. Ancak, 4°C’de depolanan meyvelerde, ilk
iki hafta boyunca 10768.3ug/g'a kadar oleuropein igerigi artmistir (Gomez-Rico ve ark.,
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2008). Dimetiloleuropein olgunlagma sirasinda igerigini ikiye katlamigtir. Ayni zamanda,
bu bilesik icerigi zeytinin 20°C’de depolanmasi sirasinda 6nemli miktarda artmistir ve
hidroksitirozol i¢in de aymi model gozlenmistir. Ligstrosidin konsantrasyonu o6zellikle
20°C'de olgunlagsma ve saklama esnasinda azalmaktadir. Zeytin yagi Ornekleri, fenolik
fraksiyon profillerinde oOnemli nitelik degisiklikleri gostermemistir. Ancak, fenolik
bilesiklerin ¢ogu i¢in Onemli nitelik degisiklikleri gozlenmistir. Bu yagda sekoiridoid
bilesik p-HPEA-EA saptanmamuistir ve sinamik asit ile p-kumarik asit gibi basit fenoller
cok diisiik miktarlarda tespit edilmistir. Cikarilan yaglardaki fenolik bilesikler,
ortodifenoller ve secoiridoid tiirevlerinin toplam igerigi, meyve depolama siiresi ilerledikge
azalmistir. Dahasi, depolamanin yag fenolik bilesikleri lizerindeki olumsuz etkisi, 20°C'de
4°C'den daha fazla goriilmiistiir. Buna ek olarak, toplam depolama siiresi boyunca en ¢ok
etkilenen fenolik bilesikler olan secoiridoid bilesikleri, 3,4-DHPEA-EDA ve 3,4-DHPEA-
EA olmustur. Ancak, p-HPEA-EDA kaybi 4 ve 20°C'de sirastyla %18.8 ve 77.5’tiir. Ayni
zamanda, 3,4-DHPEA-EDA ve p-HPEA-EDA azalma oranlar1 olgunlasma esnasinda
sirasiyla %27.4 ve 13.6’dur. Ancak, meyve olgunlagsmas: sirasinda 3,4-DHPEA-EA'nin
sadece %3.4's1 azalmistir. Bununla birlikte, hidroksitirozol, son olgunlagma evresinde ve
20°C'de 4 haftalik depolamada diisiis gostermistir. Tirozol konsantrasyonunun
hidroksitirozolden daha yiiksek oldugu kaydedilmistir. 4°C'de depolanan zeytinlerden
ekstrakte edilen yaglarin flavonoid igerigi 20°C'deki yaglardan daha yiiksek bulunmustur.
20°C'de 3 haftalik depolamadan sonra B-glukozidaz aktivitesindeki keskin azalma, karsilik
gelen fenolik bilesiklerin ¢arpict azalmasina paralel oldugu igin, B-glukozidazin yag
fenolik profili ile dogrudan iliskili anahtar enzim oldugunu gdstermistir. Meyveler 4°C’den
sonra ortam sicakligina tabi tutuldugunda fenolikteki azalma daha fark edilebilir olmustur.
O-difenoller ve sekoiridoit bilesiklerin azalmasi ile oksidatif stabilitenin kayb1 arasindaki
pozitif iligki ransimat metoduyla ortaya konmustur. Deneysel veriler sizma zeytin yaginin
fenolik profilini belirlemek igin anahtar enzim olarak B-glukozidazi gostermistir (Hbaieb
ve ark., 2015).

Leone ve ark. (2014b) tarafindan MD destekli bir sistem endiistriyel siirekli bir
proseste uygulanmistir.  Arastirmalar  stirekli MD  destekli  prototip  sistemin
uygulanabilirligini ve potansiyel ve alternatif bir teknik oldugunu gostermistir. Gelistirilen
sistemin etkinligi, zeytin ezmesinin yogrulmast ve 1sitilmast kullanilan geleneksel bir
yontemle karsilastirmali testler yapilarak analiz edilmistir. MD sistemi proses stirekliligini

saglamak icin dogru bir sekilde boyutlandirildiginda, bir endiistriyel hatta uygulanmasi
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miimkiindiir. MD 1s1] olmayan bir etki iiretir, ve ek olarak vakuollerden yagin salinmasinda
termal etkiyi ve globiillerin birlesmesini arttirir. MD iglemi, geleneksel malaksasyonla elde
edilen ekstraksiyon ile karsilastirildiginda yiiksek bir ekstraksiyon verimi saglanmuistir.
Zeytin ezmesinin sartlandirma stiresi 40dk’dan (geleneksel malaksasyon) bir kag¢ saniyeye
kadar (MD sistemi) azalmistir ve malaksoér makinesinin tipik olarak bosaltma ve ylikleme
asamalarint ortadan kaldirmistir. MD 6n uygulamasinin endiistriyel formunda normalde
kullanilandan daha kiigiik bir yogurma alan1 gerekmektedir, bu da islem i¢in gerekli olan
hacmin azalmasi gibi bir avantaj getirmektedir. Boylece, MD sistemi temizlikte gerekli su
ihtiyacini ve atik su miktarini azaltmaktadr.

Bir enzim kompleksi ile zeytin yagini ekstrakte ettiklerinde, fenollerin (serbest +
aglikonlar), o-difenollerin, toplam fenollerin, tokoferollerin, ugucularin, klorofillerin,
karotenoidlerin, ve steroidlerin daha yiiksek oldugu; kotii kokulu ugucular ve wakslarin
daha diisiik oldugu; parlakligin, 1.2-digliserid/1,3-digliserid oranlarinin daha yiiksek
oldugu; baharath tat, aciklik ve bulanikligin en diisik oldugu tanimlanmistir. Enzim
ilavesi, daha yiiksek yag verimi yaninda, kalite, lezzet ve raf omrii ile ilgili bazi analitik
parametrelerin olumlu bir sekilde degistirilmesi nedeniyle zeytin yagmin niteliksel
standardin1 6nemli Ol¢iide artirmistir. Burada bildirilen sonuglar, enzim uygulamasinin
maliyetine ragmen ekonomik acidan avantajli oldugunu ortaya koymaktadir ve zeytin
tiretiminde kullaniminin tiim diinyadaki zeytin iireten iilkelerde resmi olarak kabul edildigi
belirtilmistir (Ranalli ve ark., 2001).

Malaksasyon sizma zeytin yaginin verim, kalite ve saglik 6zelliklerini etkileyebilen
onemli bir adimdir. Clodoveo ve ark. (2013e) malaksasyon adimindan Once zeytin
hamuruna US uygulanilarak ekstraksiyon proses verimini incelemislerdir. US uygulamasi
oldukga farkli teknolojik uygulama ile Giiney Italya’da en popiiler 2 zeytin gesiti olan
Coratina ve Peranzana gesitlerine uygulanmigtir. US uygulamasi farkli siirelerde
uygulanmis (0, 2, 4, 6, 8, 10dk) ve serbest asitlik, peroksit degeri, K232, K270, duyusal
analiz, tokoferol, toplam karatenoid, klorofil ve toplam fenoller belirlenmistir. Sonuglar US
uygulama siiresinin bir fonksiyonu olarak zeytin hamurunun ¢abuk 1sindigin1 gostermistir.
8 ve 10dk US uygulamasi malaksasyon siiresinin 60dk’dan yaklasik 40dk’ya kadar
azaldig1 gézlemlenmistir. US teknigi her iki ¢eside ait sizma zeytin yaginda da antioksidan
igerigini artirmigtir. Ancak, Coratina sizma zeytin yaginda polifenol konsantrasyonunun

azalmasi tiiketiciler tarafindan kabul edilmeyen aci tadin azalmasini saglamistir. US
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uygulamasi muhtemel yogurma makinesi sayisini azaltir boylece isletme maliyeti
azalmaktadir.

US uygulamas serbest asitlik, peroksit degeri ve K232 ve K270 gibi sizma zeytin
yaginin kalite indekslerini degistirmemistir; oysa tokoferoller, karotenoidler ve klorofiller
artarken polifenoller azalmistir. Sizma zeytin yagimin duyusal 6zellikleri ile ilgili olarak,
US siiresinin artmast yagdaki meyvemsi tadi ve aromasii etkilememistir; ancak,
polifenollerin azalmasi sonucunda ac1 ve keskin lezzetleri azaltmistir. Bu sonug,
malaksasyon asamasindan once zeytin hamuruna uygulanan US yardimli ekstraksiyonun,
Coratina gibi 6zellikle polifenoller bakimindan zengin kuvvetli ac1 ve yakici lezzetle
karakterize edilen gesitler i¢in uygun oldugu ve asir1 olgun hasat edilen veya polifenolce
fakir olan cesitler icin Onerilmeyecegini gostermistir. Miihendislik bakis acis1 ile ilgili
olarak, US 6n uygulamasi, sicakligin zeytin ezmesine daha hizli ve verimli bir sekilde
aktarilmasini saglamaktadir. Bdylece bu yeni teknikle, 6n 1sitma birka¢ dk iginde
yapilabilmektedir. Endiistrinin yag ekstrakte etme hatlarinda normal olarak kullanilan
malaksdre bir US probu eklenebilir (Clodoveo ve ark., 2013e).

Malaksasyon sicakligi endiistriyel verim ve sizma zeytin yagi 6zelliklerinin modiile
edilmesi yoniinden énemli bir rol oynamaktadir. Daha yiiksek sicaklik sizma zeytin yagi
viskozitesinde azalmaya, yag globiillerinin daha iyi birlesmesine ve daha sonra siirekli bir
yagli faz olugsmasina neden olmaktadir (Gila ve ark., 2014). Hamur igerisindeki US
dalgalar1 nemin diflizyonuna ve 1sinmasina yardimci olmustur. Bununla birlikte, meyve
olgunlagmasi sirasinda oldugu gibi zeytin meyvesinin diisiik oranda nem igermesi, US
dalgalarinin difiizyonunu azaltmis ve bdylece zeytin hamurunun daha az 1sinmasina neden
olmustur. Zeytin yogurma esnasinda yiiksek giicteki US uygulamasi {izerine yapilan daha
onceki caligmalar yiiksek yag ekstraksiyon verimine isaret etmektedir (Jimenez ve ark.,
2006; Jimenez ve ark., 2007; Clodoveo ve ark., 2013b). Hamur 1sitmasi nedeniyle
ekstraksiyon islemi verimliligi arttirilmistir. Yag orami artisi, olgunlasmamis ve
olgunlagmis meyveler icin sirasiyla %0.81'den %2.02'ye kadar degismekte ve sadece son
hasat tarihi i¢in uygulamalar arasinda onemli farklar elde edilmistir. Kavitasyon olay1
yiikksek glicte US uygulamasi sirasinda kaydedilebilmesine ragmen, oksidatif degisimler
(Peroksit degeri, K232 ve K270) ile ilgili parametreler énemli Ol¢lide degismemistir.
Yiiksek giicte US uygulamalar1 incelenen hasat zamani siiresince klorofil ve karotenoid
iceriginin iyilestigini gostermistir. Fenolik bilesiklerin azalmasi birinci ve ikinci hasat

tarihlerinde, 6zellikle sekoiridoit tiirevleri i¢in anlamli olmustur. Fenoliklerin bu sekilde
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azalmasi, sicaklik artis1 ve US isleminin zeytin ezmesinin endojen enzimi (B-glukozidaz,
PPO ve PDO) iizerindeki muhtemel etkisi ile agiklanabilir (Clodoveo ve ark., 2013b).

Hidroksitirozol igerigi Mersin bitkisi ilaveli MD destekli ekstraksiyon ve geleneksel
ekstraksiyonda (zenginlestirilmis ekstra sizma zeytin yagi), kontrol grubuna kiyasla
strastyla, %20.0 ve %18.8 oraninda daha az kayba ugramistir. Tirozolde ise kayb1 %14.1
ve %13.1 azaltmistir. Buna ek olarak, mersin ilaveli MD destekli ekstraksiyon luteolin ve
apigenin azalmasimi sirastyla %32.5 ve %15.6 kisitlamistir ve bu etkiler mersin ilaveli
geleneksel ekstraksiyon tarafindan saglanan korumadan daha yiiksektir: sirasiyla luteolin
ve apigenin i¢in sadece %8.9 ve %3.8'liik bir koruma goézlenmistir. Diger yandan;
kontroliin (zenginlestirme olmadan ekstra sizma zeytin yagi) aksine, sekoiridoit 1, ekstra
sizma zeytin yaginin alevle 1sitmasi sirasinda etkilenmemistir. Yaglar MD ile 1sitildiginda
yag bozunumunun c¢ok diisiik oldugu Brenes ve ark. (2002) tarafindan daha once
bildirilmigtir. Cerretani ve ark. (2009) caligmalarima gore, sekoiridoit tiirevlerinin
(ligstrosidler) igerigi, MD 1sitma sirasinda 9dk uygulamaya kadar (700W, 293°C) sabit
kaldig1 bulunmustur. Bu gozlemler, ekstra sizma zeytin yaginin besleyici ve organoleptik
kalitesi agisindan ¢ok 6nemli olan bu bilesiklerin termal stres sirasinda yiiksek stabilitesini
gostermistir. Ayni sablon, zenginlestirilmis ekstra sizma zeytin yagi i¢in mersin 0ziitii ile
gozlenmistir. Ekstra sizma zeytin yagina mersin ekstraktlarinin eklenmesi fenolik
bilesikleri koruyucu etki gostermistir. Ayrica, zenginlestirilmis yagda alev ve firin 1sinmast
sirasinda ¢coklu doymamis yag asitlerini koruma kapasitesinden dolay: birincil oksidasyon
bilesiklerinin olusumunda daha yiiksek bir inhibisyon gozlenmistir. Mersin oOzleri,
antioksidan bilesiklerdeki kompozisyonlarin1 ve oksidatif stabiliteyi gelistirerek yaglara
fayda saglayabilir (Dairi ve ark., 2015).

Chiacchierini ve ark. (2007) zeytin yag1 endiistrisinde dogal enzimatik komplekslerin
uygulanmasi ve ekstra sizma zeytin yagi kalitesi ve mevzuata uygunlugu ile ilgili analitik
parametreleri degerlendirmislerdir. Zeytin yag1 ekstraksiyonu sirasinda enzim ilavesinin,
sizma zeytin yagi kalitesiyle iliskili analitik parametrelere ya da verimin iyilestirilmesine
etkisi incelenmistir. Iki yag tiirii elde edilmistir: (i) sizdirma yag (ilk ekstraksiyon) ve (ii)
santrifiij yagi (ikinci ekstraksiyon). Makalede sadece santriflij yaglar1 (enzim ile veya
enzimsiz olarak iiretilmistir) karsilastirllmistir. Ug zeytin cesidi (Leccino, Coratina ve
Dritta) Sitolaz 0 ile siiziilme/santrifiij sistemi kullanilarak islenmistir. (Referans yaglara
gore) karakterize yaglara enzim katki maddesi ¢ogunlukla (i) ugucu bilesenler, toplam

fenoller, o-difenoller, hidroksitrosolaglikonlar, o-tokoferol, klorofiller ve karotenoidler,
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triterpen dialkoller, triterpen ve alifatik alkoller ve mumlarin artigina; (ii) 1,2 digliserid/1,3-
digliserid, kampesterol/stigmasterol, trans-2-heksenal/hekzanal ve trans-2-hekzenal/toplam
aroma oranlarmin artisina; (iii) renk indeksinin ve duyusal puanlarin artisina; (iv)
bulaniklik degerlerinin azalmasina; (V) asitlik, peroksit indeksi, karbonil indeksi, UV
(ultraviyole) spektrofotometrik indeksler ve alkolik indeks benzer degerlerin degismemesi;
(vi) doymus ve doymamis yag asitleri, triasilgliseroller, diasilgliseroller ve sterollerin
degismemesi ile sonuglanmustir. Ozellikle, 3,4-dihidroksifeniletanol (3,4-DHPEA-EDA)
ile baglantili elenolik asidin dialdehit formu ve yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oleuropein aglikonunun (3,4-DHPEA-EA) izomeri gibi sekoiridiot tiirevlerinin igerigi
zeytin yaginda onemli Ol¢lide artmistir. Dritta, Leccino ve Coratina g¢esitleri (Ranalli ve
ark., 2003b) iizerinde degerlen- dirilen yeni enzimatik kompleksin kullanim1 ugucu bilesik,
tokoferollerin, karotenlerin ve klorofillerin konsantrasyonu bakimindan kontrol ile
karsilastirildiginda daha yiiksek kalite gosterirken trigliserid ve oksitlenmis gliseridlerin
daha diisiik konsantrasyonu goriilmistiir. Enzimatik isleme tabi tutulan yaglarin
oksitlenmeye kars1 daha kararli (iyilestirilmis raf 6mrii) ve lezzetleri, aromalar1 ve renginin
daha iyi oldugu gésterilmistir. ikinci ekstraksiyonun yaglarinda (santrifiij yaglar1) enzim
ilavesi, yag fazina kii¢iik bilesenlerin (fenoller, tokoferoller, ugucu maddeler, karotenler,
ksantofiller ve klorofiller) kuvvetli bir sekilde katilmasini ve sonugta, lezzet ve raf dmrii ile
ilgili analitik parametrelerin énemli Ol¢lide gelistirilmesini saglamistir. Triagilgliseroller,
yag asitleri ve gliserol igermeyen bilesikler ile ilgili onemli degisiklikler gozlemlenmistir.
Elde edilen yag onemli miktarda artmis ve yan iriinlerin ozellikleri de iistiin olmustur.
Vurgulanacak bir bagka 6nemli sonug, yag fabrikasinin atik suyunu karakterize eden;
emiilsiye hale gelmis yag, asili kalan katilar, kuru madde ve kimyasal oksijen ihtiyaci ile
ilgili daha diisiik degerlerin goriilmesidir. Zeytin yag:1 ekstraksiyonu sirasinda enzim
kullantminin soguk proses kosullari altinda ekstraksiyonu artirmasi, (100kg zeytine 2kg’a
kadar daha fazla yag verimi), yagin daha iyi santrifiijiiniin saglanmasi, antioksidan ve E
vitamini seviyesi yiiksek yaglar elde edilmesi, ransiditenin yavaslatilmasi, isletme
verimindeki tim geligsmeler ve karasuda diisiik yag igerigi ana avantajlaridir (Galante ve
ark., 1998). Nitel ve nicel sonuglara gore zeytin yagi ekstraksiyonu sirasinda ¢evre dostu

olmasinin yani sira ekonomik olarak avantajli oldugu sonucuna varilmastir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Calismada 2014 yili Ekim ay1 hasat donemine ait Gemlik ¢esidi zeytinler Bursa Gemlik
yoresinde bulunan bir zeytinlikten ornek alma yontemine uygun olarak (agacin her
tarafindan olacak sekilde) yaklasik 20’ser kg ve ii¢ tekerriir halinde elle toplanarak temin
edilmistir. Ornekler laboratuvara getirildikten hemen sonra yag ekstraksiyonu igin hemen
preslenmistir. Zeytin yagi ekstraksiyonu sirasinda yogurma asamasinda uygulanan US,
MD 6n uygulamalari1 ve enzim ilavesi gibi islemler uygulanan zeytinlerden laboratuvar tipi
santrifiijlii sistemle zeytin yagi elde edilmistir. Bu yaglar analize kadar +4 °C’da
buzdolabinda muhafaza edilmistir.

3.1.1. Olgunlagma indeksi Belirleme Yéntemi

100 meyve 6rneginde;

Cok koyu yesil
Sarimsi yesil
Kirmiz1 benekli yesil
Kirmizi kahverengi
Beyaz etli siyah
<%50 mor etli siyah
>%50 mor etli

%2100 mor etli N=7
Olgunlagma indeksi=%(in;)/N; Burada; i=grup numarasi, nj=0 grupta yer alan zeytin

2|12\ Z2|1Z2\Z2|2|Z2
ol w|NRF|O

say1s1 ve N=zeytinlerin toplam sayisidir (Artajo ve ark. 2006).

Olgunlagsma indeksi Agronomic Station of Jaén (Boskou, 1986) tarafindan
bildirilen meyve ve pulp kabugu rengine gore rastgele secilen 100 zeytin meyvesi tizerinde
belirlenmis ve 6.5 olarak tespit edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. Kullamlan Cihaz Ve Ekipmanlar

Elektrikli kiyma makinasi (Arsel, KCM-32, Tiirkiye),

Paslanmaz ¢elik yogurucuda (Hobart, Corporation, Troy, OH, USA) (4.5L),

MD firin (LG, Solardom, Kore),

Ultrasonik banyonun 6zellikleri: (EImasonic S60, Singen, Germany).

Santrifiij cihaz1 (Awel Industries, Centrifuge MF 20, France),

HPLC cihazi Agilent HPLC 1100, Software: PC running ChemStation (Agilent,
USA)

Ters 151k mikroskobu (Motik AE31, Wetzlar, Almanya)


http://www.makinaturkiye.com/KCM-32/98154/Et-Kiyma-Makinalari
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3.2.2 Ornek Hazirlama

Arastirma denemesi kurulmadan oOnce kullanilacak materyale iliskin literatiirler
degerlendirilmistir. Daha O6nce yapilmis 6n denemeler 1s1g1nda kullanilmasi planlanan US,
MD enzim gibi uygulamalarin siiresi, giicii ve miktarina iligkin veriler olusturulmustur.
Zeytinler hasattan sonra 1-2 giin igerisinde yagi elde edilmek iizere laboratuvara
getirilmistir. Yaprak, dal gibi yabanct maddelerden ayrilarak temizlenmistir. Yaklasik 10 —
12°C’daki sebeke suyu ile yikandiktan sonra 1.5 kg’lik 8 homojen gruba béliinerek
numune partileri hazirlanmistir. Zeytinler, c¢ekirdekleri ile beraber elektrikli kiyma
makinesinde ezilmistir. Yogurma asamasinda yogurma makinesi ile 10 dk yogurulduktan
sonra US, MD ve enzim ilavesi islemleri uygulanmistir. Santrifiij tiiplerine konularak
santrifiijlenmistir. Elde edilen zeytin yaglari renkli cam siselere alinmistir.

Kirma isleminden sonra US uygulamasi bir ultrasonik banyo ile 30°C’yi gegmeyecek
sekilde 10 dk siire olarak belirlenmistir. Yine kirma isleminden sonra MD uygulamasi
laboratuar tipi MD firinda zeytin hamurunun sicakligi 40°C’yi gecmeyecek sekilde 360
Watt giiciinde 2 dk olarak belirlenmis optimum gii¢ ve siire ile uygulanmistir. Enzim
ilavesi ise % 0.04 oraninda olacak sekilde gerceklestirilmistir.

US, MD uygulamasi ve enzim ilavesinden sonra ezme paslanmaz ¢elik yogurucuda
yogurulmustur. Zeytin yagi daha sonra kahverengi siselere tepe boslugu birakilmadan azot

gaz1 altinda alinmistir. Buzdolabinda +4 °C’da muhafaza edilmistir.



Sekil 2. Zeytin yag ekstraksiyon asamalari
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3.2.3. Deneme plam

Cizelge 1. Zeytin yad ekstraksiyonu esnasinda zeytin hamuruna sirasiyla uygulanan islem
basamaklar:

Uygulamalar Uygulama isimleri Yapilan iglemler

1 Kontrol 10 dk yogurma

2 Enzim Yogurma (10dk) + Enzim ilavesi (% 0.04)

3 MD Yogurma (10dk) + MD On 1sitma (2 dk, 360 W)

4 usS Yogurma (10dk) + US Uygulamasi (10dk)

5 Enzim + MD Yogurma (10dk) + 1-Enzim ilavesi (% 0.04) + 2-MD On
1sitma (2 dk, 360 W)

6 Enzim + US Yogurma (10dk) + 1-Enzim ilavesi (% 0.04) + 2-US
Uygulamasi (10dk)

7 MD + US Yogurma (10dk) + 1-MD On 1sitma (2 dk, 360 W) + 2-US
Uygulamasi (10dk)

8 Enzim + MD +US Yogurma (10dk) + 1-Enzim ilavesi (% 0.04) + 2-MD On

1sitma (2 dk, 360 W) + 3-US Uygulamasi (10dk)

3.2.4. Analitik Prosediirler

Zeytin yaginin fizikokimyasal parametreleri asagida belirtilen analitik metodlarla
belirlenmistir. Renk analizi (Minolta Chromameter CR 400), peroksit sayist Anonymous
1989 (AOCS Official Method Cd8-53), serbest yag asidi Anonymous 1989 (AOCS
Official Method Ca 5a-40), karotenoid, klorofil, toplam ve ayritili fenolik, fenoliklerin
HPLC’de belirlenme analizleri yapilmistir. Analizler ii¢ tekerriirlii yapilmis ve ortalama
degerleri ve standart sapmalari ile rapor edilmistir.
3.2.5. Orneklerin Analizlere Hazirlanmasi
3.2.5.1. Sicaklik Ol¢iimii

Zeytin hamurunun sicaklik 6l¢iimii civali termometre (0 — 50°C) ile 1 dk zeytin
hamuruna batirilarak yapilmustir. Zeytin hamurunun sicakligi baslangicta 18 °C iken, US
uygulamasi sonucunda 24.5 °C olmustur. Bu sicaklik hamurun her yerinde esit olmamakla
beraber: 21, 23, 24, 24.5°C olarak degismektedir. Denemeler esnasinda oda sicakligi
yaklasik 20 °C (=0.5)> dir. Cevre ile termal dengeyi saglamak igin, zeytin ornekleri
ekstraksiyon Oncesi bes saat oda sicakliginda tutulmustur.
3.2.5.2. Mikrodalga Firinda Uygulamilacak Giiciin Belirlenmesi

Ayni miktarda zeytin ezmesine MD firinda farkli MD giicii uygulanarak zeytin
hamurunun sicaklig1 40 °C’yi gegmeyecek sekilde MD’nin uygulanmasi gereken optimum
giic 360W, siire 2dk olarak belirlenmis ve daha sonraki denemelerde belirlenen bu gii¢c ve

siire dikkate alinmstir.
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3.2.5.3. Ultrason Su Banyosunda Siirenin Belirlenmesi

Bu ¢alismada ekipman olarak ultrasonik su banyosu kullanilmigtir. Ayni1 miktarda
zeytin ezmesi 250 mL’lik beherlere konularak farkli siirelerde ultrasonik su banyosunda
tutularak belirli zamanlarda zeytin hamur sicakligi kontrol edilerek, zeytin hamurunun
sicaklig1 40°C’yi gegmeyecek en uygun siire diisiik frekansta 10 dk olarak tespit edilmistir.
3.2.5.4. Enzim Miktarinin Belirlenmesi

Olivex enziminin yag verimi {izerine etkisinin arastirildigi tez calismasinda
(Koyliioglu ve Ozkan, 2012). %0.06’lik enzim konsantrasyonunda yag veriminin
maksimum (%82.00) oldugu saptanmistir. Calismada bu enzimin maksimum aktiviteyi
35°C, pH 5.5 ve 60dk’da gosterdigi belirlenmistir. Bu c¢alismadan yola ¢ikilarak
kullanilacak enzim miktar1 belirlenerek denemelerde bu miktar kullanilmistir. 1.5kg
zeytine 1mL olivex enzimi kullanilmistir.

Olivex enzimi pektolitik, seliilotik, hemiseliilotik enzimdir. Aspergillus aculeatus
tarafindan tretilmektedir (Novo Nordisk Ferment Ltd., Dittingen, Switzerland).

Yapilan calismalar olivex enziminin serbest yag asitligi ilizerine bir etkisinin
olmadigim1 gostermistir. Olivex enziminin kullanildigi baska caligmada da enziminin
konsantrasyonunun arttiriimasiyla peroksit degerinde diisme tespit edilmistir (Kesen,
2000).
3.2.5.5. Ters Isik Mikroskobunda Goriintii

Yiizey morfolojisini belirlemek i¢in dijital bir renkli kamera (Moticam® 5-mP) ile
birlestirilmis ters 151tk mikroskobu kullanildi. Goriintii toplama, agiklama ve veri analizi,
Motic Images Plus 2.0.23 yakalama yazilimi ve objektif 10x/0.25 (CCIS® Plan
Achromatic) donanim kullanilarak gerceklestirildi.

3.2.6. Analizler

3.2.6.1. Zeytin Yag1 Veriminin Belirlenmesi

Ekstraksiyon verimi deneme deseninde yer alan her bir muamele i¢in ekstraksiyon
sonunda elde edilen yag agirligmin baglangigta alinan zeytin numunesi agirligina orani
seklinde hesaplanmistir (Martinez ve ark. 1975).

Ekstraksiyon verimi zeytinin 100kg’inin ezilmesiyle elde edilen yagin miktaridir.
Ekstraksiyon verimi agagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:

Ekstraksiyon verimi = (Ayag / Azeytin).100

Ay,; ekstrakte edilen yagin kiitlesi (kg) ve Azeytin prosesteki zeytinin kiitlesi (kg).
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3.2.6.2. Renk Analizi (L",a", b")

Renk degerleri Minolta Chroma meter CR 400 (Minolta Co., Osaka, Japan) cihaziyla
Olclilmiistiir. Cihaz standart beyaz yiizeyli bir kalibrasyon levhasina kars1 kalibre edilmis
ve CIE Standard llluminant C’ye gore ayarlanmistir. Elde edilen yaglar1 20mL’lik cam
beherlere alinacak, ortamdaki isiktan etkilenmemesi i¢in etrafi aliminyum folyo ile
kaplanarak, renk degerleri cihazin uygun basliginin behere dokundurulmasi ile her 6rnek
icin en az ii¢ Ol¢lim olacak sekilde kaydedilmistir. Rengin parlaklik koordinati olan L
rengin beyazligi hakkinda bilgi verir ve 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda degisir. a’
koordinati pozitif iken kirmizilik, negatif iken yesillik derecesini, b~ koordinati pozitif iken
sarilik, negatif iken mavilik derecesini gosterir (Morello ve ark., 2004a).
3.2.6.3. Serbest Yag Asidi Analizi

Etanol/eter (1:1, v/v) g¢ozeltisinde ¢oziilmiis yagin 0.1 N etanolli KOH ¢6zeltisine
karsi titrasyonu ile belirlenmistir. Sonuglar % oleik asit cinsinden verilmistir (EEC, 1991).

Serbest yag asitligi oleik asidin yiizdesi olarak ifade edilir. Yiizde serbest yag asitligi,
Anonymous 1989 (AOCS OfficialMethodCa 5a-40)’a gore yapilmistir. Yag ornekleri
yaklasik 3g duyarlikla bir erlene tartilmis ve 75mL 9%95’lik etil alkolde ¢oziilmiistiir.
Indikator (belirteg) olarak 3-4 damla fenolfitalein damlatilarak 0.01N KOH ¢ozeltisi ile
renk pembe oluncaya kadar (30 saniye bu renk kalmali) titre edilmistir.

Orneklerin % serbest yag asitligi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

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

Burada; N: KOH ¢ozeltisinin normalitesi V: Titrasyonda harcanan KOH ¢6zeltisinin
mL’si, M: Tartilan 6rnek miktar, g, 28.2: 282 (Oleik asidin molekiil agirligr)
x100/1000°dir.
3.2.6.4. Peroksit Sayis1 Analizi

Peroksit degeri, yagin kg basina aktif oksijenin mili-equvalent (meq[O,]kg™[yag])
olarak ifadesidir. Yag ile kloroform/asetik asit karigimi, karanlikta potasyum iyodiir
cozeltisi ile reaksiyona birakilmigtir. Daha sonra acgiga ¢ikan iyot, sodyum siilfat
¢ozeltisine kars titre edilmistir (EEC, 1991).

Orneklerden yaklasik 2g tartilip 250mL’lik agz1 tiragh erlenlere tartilmis, {izerine
30mL asetik asit:kloroform (3:2 v/v) ilave edilerek kloroform ile yagin ¢6ziinmesi asetik
asit ile reaksiyon ortamimin uygun hale getirilmesi saglanmistir. Sonra ImL doymus
potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi ilave edilerek, siirekli ve hizli bir sekilde 1dk siiresince

karistirilmistir. Bu siire sonunda bekletilmeksizin 75mL destile su ilave edilerek reaksiyon
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bitirilmistir. indikator olarak nisasta ¢ozeltisinden 3-4 damla ilave edilerek, 0.01N sodyum
tiyosiilfat ¢ozeltisi ile titre edilmistir.

Peroksit degeri asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmustir.

Peroksit degeri (meq O2/kg yag)= [(S-B)xNx1000)]/M

Burada; S: titrasyonda harcanan sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin mL’si, B: kor (sahit)
icin harcanan sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin mL’si, N: sodyum tiyosiilfat ¢ozeltisinin
normalitesi, M: tartilan 6rnek miktar1 (g) dir.
3.2.6.5. Toplam Karotenoid ve Klorofil Analizi

7.5g yag orneginin 25mL siklohekzan iginde ¢Oziindiiriiliip cam spektrofotometre
kiivetlerine konularak absorpsiyon spektrumlar1 spektrofotometrede (Biochrom, LibraS22,
Cambridge-Ingiltere) klorofil icin 670nm ve karotenoit i¢in 470nm’de &lciilmesiyle
belirlenmigtir. Klorofil ve karotenoit icerikleri kg yagda sirasiyla mg feofitin a ve lutein
cinsinden ifade edilmistir (Minguez ve ark. 1991). Toplam Klorofil ve karatenoid
pigmentinin miktart mg kg™ olarak ifade edilmistir.
3.2.6.6. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

2.5g zeytin yag1 SmLhekzanda ¢oziilmiis ve fenolik maddelerin ekstraksiyonu i¢in
SmL metanol/su (60:40 v/v) ilavesi ile 2dk ¢alkalanmistir. Hekzan ve metanol/su fazlari
birbirlerinden 3500 rpm 10 dk’da santrifiijleme ile ayrilmistir. 50uL ekstrakt 250uL fenol
ayract Folin-Ciocalteu ve 500uL sodyum karbonat ¢ozeltisi (20%, w/v) karistirilmis,
vortekslenmis ve su ile SmL ye tamamlanmistir. 30dk. oda sicakliginda inkiibasyondan
sonra 765nm de absorbansi dl¢iilmiistiir. Sonuclar, gallik asitin belli konsantrasyonlarinin
okunmasiyla olusturulan kalibrasyon egrisinden faydalanarak hesaplanmistir (Singleton ve
Rossi, 1965).

Sonuglar mg CAE/kg yag olarak hesaplanmistir (R?=0.99). Sonuglar kafeik asit
mg/kg olarak ifade edilmistir.
3.2.6.7. Fenolik Bilesiklerin HPLC’de Tespit Edilmesi

Necmettin ~ Erbakan  Universitesi Gida Miihendisligi  Boliimii  arastirma
laboratuvarinda bulunan Agilent HPLC 1100, Software: PC running ChemStation (Agilent,
USA) cihazi kullanilmistir. Cihazin ¢alisma kosullar1 sdyledir;

Enjeksiyon hacmi: 40uL,

Kolon: Inertsil ODS3 (GL Sciences, Tokyo, Japonya) (Sum, 25cmx4.6mm i.¢).

Hareketli faz: A (%2 formik asit sulu ¢ozeltisi), B (metanol)

Akis hizi: 0.85mL/dk.,
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Dedektor: DAD G1315A Diode Array Dedector
Sicaklik: 40°C (280 nm: fenolik asitler ve sekoiridoitler, 320nm: flavonoitler).

Gradient ¢alisma programi:

t=0.01 A=95 B=5,

t=3.00 A=85 B=15,

t=13.00 A=80 B=20,

t=25.00 A=75 B=25,

t=35.00 A=70 B=30,

t=40.00 A=65 B=35,

t=45.00 A=60 B=40,

t=47.00 A=55 B=45,

t=50.00 A=53 B=47,

t=60.00 A=52 B=48,

t=64.00 A=50 B=50,

t=70.00 A=50 B=50,

t=76.00 A=95 B=5 seklindedir.

Fenolik maddelerin tanisi, kullanilan standart maddelerin alikonma zamanlar: ve
spektrumlaryla kiyaslanarak yapilmistir. Standard: olmayan bilesenlerin tanisinda ise
literatiir verilerindeki alikonma zamanlari ve spektrumlarindan yararlanilmigtir. Ayrica
ekstraktlarin igerisine standartlar ilave edilerek tanimlama islemi desteklenmistir (Vinha,
2005) .

Analizde kullanilan standartlar sunlardir: oleuropein, hidroksitirosol (Extrasynthése,
Genay, Fransa), p-kumarik asit, luteolin, vanilik asit, apigenin, tirozol (2-(4-
Hydroxyphenyl) ethanol), kaffeik asit (Sigma-Aldrich, Steinheim, Almanya). Pikler,
standart maddelerin alikonma stireleri, piklerin UV-DAD spektrumlart ile karsilagtirilarak
ve ekstraktlarin icerisine standartlar ilave edilerek tanimlanmistir (Vinha, 2005).

Zeytin yagindan fenolik maddelerin ekstraksiyonunda; zeytin yagindan 10g falkon
tipline tartilmis, iizerine SmL n-hekzan eklenip iyice calkalanilarak, iizerine 10mL
metanol/su (80/20, v/v) karisimi ilave edilmistir. 2dk vortexle karistirildiktan sonra
3000rpm’de 5dk santrifiijlenmistir. Hekzan kismi (iist faz) ayrilip metanol kismi alinmugtir.
Ayrilan metanollii kisma tekrar n-hekzan ekleyip calkalanilmig daha sonra metanollii kismi
almmistir. SmL 1-propanol eklenilerek karisim dibi yuvarlak balonda 40°C’de vakum
rotaryde ¢oziiclisli uzaklastirilmistir.
3.2.6.8. DPPH Serbest Radikal Tutucu Etkinin Belirlenmesi

DPPH radikal tutucu etki analizinde stabil serbest radikallere kars1 zeytin hamuru ve

yag1 antioksidanlarinin zamana ve doza bagh reaksiyon kinetikleri 6l¢iilmiistiir (Roginsky

ve Lissi, 2005). Yag ekstraktlarinin farkli konsantrasyonlari, metanol:su (80:20, v/v)
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karisimiyla  hazirlanmig, {izerlerine 0.lmM metanolli 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.
3.2.7. istatistiki Analizler

Denemeler ¢ tekerriirlii olarak yiirlitiilmistiir. Arastirma sonucunda elde edilen
veriler varyans analizine tabi tutuldu. Farkliliklar1 istatistiki olarak 6nemli bulunan ana
varyasyon kaynaklarinin ortalamalar1 ise Duncan ¢oklu karsilastirma testi ile karsilastirildi
(Zolman, 1993). ANOVA varyans analizi uygulanarak g¢esit/hasat donemi/lokasyona bagl
farklar, t testi uygulanarak hasat yilina bagl farklar ortaya konulmustur. Ortalamalar arasi
farklarin 6nemli bulundugunda Duncan ¢oklu karsilastirma testi uygulanmistir. Analizler
SPSS 10.0 SPSS for Windows (v.16) Istatistik programi kullanilarak yapilmistir. Onem

seviyesi aksi belirtilmedigi siirece P<0.05 olarak verilmistir.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI, TARTISMA VE ONERILER

Caligmada bir MD destekli uygulama cihazi, US destekli uygulama cihazi ve bir
miktar enzim, zeytin yagi ekstraksiyonunda uygulanmis ve zeytin yaginin verimi, fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri incelenmistir.
4.1. Verim, Serbest Yag Asitligi Ve Preoksit Sayisina Iliskin Bulgular

Cizelge 2’de zeytin hamuruna uygulanan 6n islemlerin zeytin yag kalite kriterleri ve

verim lizerine etkileri verilmistir.

Cizelge 2. Enzim ilavesi, mikrodalga ve ultrason uygulamalari ile elde edilen zeytin yaginda verim,
serbest asitlik ve peroksit sayis1 degerleri

Peroksit sayist (meqg.

Uygulamalar Verim (%) Serbest yag asitligi O, kg™!)
Kontrol 9.504+0.14h 1.40+0.094c 1.600+0.082ab
Enzim 18.859+0.13a 1.39+0.003c 1.800+0.141a
MD 16.589+0.12f 1.49+0.035ab 1.733+0.125ab
us 18.228+0.15b 1.55+0.024a 1.650+0.041ab
Enzim + MD 15.219+0.13¢g 1.45+0.009bc 1.100+0.050d
Enzim + US 18.071+0.12c 1.48+0.005ab 1.800+0.050ab
MD + US 17.708+0.12d 1.40+0.007c 1.533+0.205bc
Enzim+MD+US 17.583+0.13¢ 1.43+0.047bc 1.300+0.082cd

*ortalamatstandart sapma
 Ayn1 harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir (P<0.05).

Calismamizda uygulanan islemlerden enzim ilavesi, US ve MD uygulamalar1 kontrol
uygulamasina gore zeytin yag1 veriminde artisa neden olmustur. US uygulanan islemlerde
zeytin yag1 veriminde artiglar goriiliirken, bu artiglar MD’l1 islemlere gore daha yiiksek
tespit edilmistir. Verim %9.5-18.9 arasinda degisirken, en az verim artist Enzim+MD
isleminde, en yiiksek verim artis1 ise Enzim uygulamasinda goriilmektedir. Tamborino ve
ark. (2014b) MD uygulamasini geleneksel ezme ile karsilagtirdiginda mevcut ¢alismada da
oldugu gibi ekstraksiyon verimi ile ilgili dnemli bir fark bulunmadigini gostermistir.
Benzer sonuclar Leone ve ark. (2014) tarafindan da bildirilmistir. Ayrica, Leone ve ark.
(2015) yaptig1 c¢alismada MD uygulamasini geleneksel yontem ile karsilastirildiginda
ekstraksiyon verimini 6nemli 6lciide etkilemedigini fakat SEM sonuglartyla MD tekniginin
hiicre duvari ve zarmi yiktigini géstermis boylece yagin serbest kalmasini kolaylastirmigtir.

Koylioglu ve ark. (2012) yardimci katkr maddeleri kullanimi ile zeytin yag1 ekstraksiyon
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veriminin arttigini tespit etmis, Clodoveo ve ark.’da (2013a) US ve MD iglemlerini kontrol
ile karsilagtirmig ve ekstraksiyon verimini artirdigini belirlemistir.

Cizelge 2’de goriilen kalite parametreleri kapsaminda, serbest asitlik ve peroksit
sayis1 yer almaktadir. Bu degerlerle ilgili olarak; c¢esitli caligmalarda farkli sonuglar elde
edilmistir. Bizim bulgularimizda kimi uygulamalarda kalite parametrelerinde olumlu
artiglar goriintirken, kimi uygulamalarda degisiklik kaydedilmemistir. Calismamizda MD
uygulamasi sonucu serbest asitlik degeri %1.39-1.55 araliginda degismektedir. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda kontrol grubuna gore artis meydana gelirken, US uygulamasi
ile daha fazla artis goriinmiis fakat enzim ilavesi ile degisiklik olmamistir. Cizelge 2’ye
gore zeytin yaglarinin serbest % oleik asit miktarindaki degisimler birbirlerine yakin
degerlerdir. Buna karsin US uygulanmasiyla serbest asitlik degerinde kontrol grubuna gore
onemli degisim olmustur. Enzim uygulanilarak elde edilen zeytin yag1 ile kontrol grubunun
asitlik degerleri es deger bulundugundan Enzim uygulamasi asitligi olumsuz yonde
etkilememistir (Tirk Gida Kodeksi, 2014). Bulgular incelendiginde zeytin yag1
orneklerinin tamaminda serbest asitlik degerlerinin %1’den fazla olmasi ve bu nedenle
tebligde yer alan %0.8 degerini asmasi nedeniyle naturel birinci siif zeytin yagi olarak
degerlendirilebilir.

En diisiik serbest asitlik degeri Enzim isleminde tesbit edilmis ve oleik asit cinsinden
%1.39+0.003 olarak belirlenmistir. En yiiksek serbest asitlik degeri ise US islemine aittir
ve %1.55+0.024 olarak bulunmustur. Zeytin yag1 drneklerinin serbest asitlik degerlerinde
kontrole kiyasla MD, US ve c¢ogu kombine uygulamalarda artiglar olurken MD+US
isleminde Onemli bir degisiklik olmamistir. Bu artislarin 6rneklerin hidrolizinden
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

Tamborrino ve ark. (2014) yaptig1 calismada zeytin hamuruna yogurucu yerine MD
islemi uygulanilmig ve 6nce MD daha sonra yogurucu islemi olmak iizere 3 farkli islem
uygulanarak zeytin yagi elde etmislerdir. MD uygulamasi serbest asitlik degerinde bir
degisime neden olmazken, bizim c¢alismamizda MD uygulanmast ile serbest asitlik
degerinde kiigiik bir artig goriilmiistiir. Zeytin yag: iiretiminde verim artirict olarak
kullanilan kimyasal ve enzimatik katki maddelerinin zeytin yagmin yag asidi
kompozisyonunu etkilemedigi ortaya konulmustur. Yapilmis olan g¢alismalarda zeytin
yaginin yag asidi kompozisyonunun sadece zeytin c¢esidinden etkilendigi belirtilmistir
(Ranalli, 1997; Ranalli, 2001; Ranalli, 1999). Yagin énemli kalite parametrelerinden biri

olan asitligin, yapilan caligmalarda yogurma sirasinda eklenen enzim preparatlarindan
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istatistiksel olarak onemli derecede etkilenmedigi belirtilmektedir. Serbest yag asitleri
tayini, yaglarda bagli olmayan yag asitleri toplami oleik asit yiizdesi olarak
belirtilmektedir. Bu analiz yaglarin hidrolizi sonucu yagda olusan ve miktar1 artan serbest
yag asitleri, yaglarin bozulmasi (acilasma) hakkinda da fikir vermesi agisindan énemlidir
(Nas, 2001). Jimenez ve ark., (2015) yiiksek giicte US uygulamasimin serbest asitlik
degerini degistirmedigini tespit etmistir. Clodoveo ve ark.’da (2013a) yaptig1 caligmada
serbest asitlik degerlerinin yasal parametrelerin MD ve US uygulamalarindan
etkilenmedigini belirtmistir. Zeytin yagi kalite parametrelerinden olan serbest asitlik
yardimci katki maddesi kullanimindan etkilenmemektedir (Koyliioglu ve ark. 2012).

(Turk Gida Kodeksi, 2014) Peroksit degeri agisindan bakildiginda, biitiin 6rneklerin
sonuclarinin  teblige uygun oldugu goriilmiistir. Peroksit sayisinin  smir degeri
meqaktifoksijen/kg olarak sizma zeytin yaglar i¢in 20, riviera zeytin yaglar i¢in 15°dir.
Sonuglar incelendiginde peroksit degerinde kontrol grubu ile MD ve US uygulamasi
arasinda bir fark gozlenmemis, enzim uygulamasi ile artig goriinmiistiir. En diisiik ve en
yiiksek peroksit degerleri sirasiyla 1.10+0.05 ve 1.80+0.14 meqaktifoksijen/kg olarak
bulunmustur. Cizelge 2’ye gore peroksit degerleri arasinda ¢ok fazla degisim
goriilmemistir. Kontrol grubuna gore kiiciik miktardaki bir artis 1.800+£0.141 Enzim
uygulanmasinda goriinmiistiir. Enzim digindaki tekli uygulamalarda kontrol grubuna gore
onemli bir degisiklik goriilmemistir. Enzim uygulanilarak elde edilen zeytin yaginin
peroksit degerinde olumlu yonde artis olurken, Enzim+MD, MD+US ve Enzim+MD+US
uygulamalarinda zeytin yaginin peroksit degerinde kontrol grubuna gore diislis tespit
edilmistir. Peroksit degerlerindeki en fazla diisiis Enzim+MD isleminde olmustur.
Tamborrino ve ark., (2014) yaptigi c¢alismada MD destekli uygulama cihazi
kullanildiginda, peroksit degerlerinde dnemli bir farklilik gdzlememislerdir. Ozellikle,
malaksdrde 40dk’da 28°C’de elde edilen ve 20dk’da 28°C’de malaksorde elde edilen
zeytin ezmesi harcanan zaman ve kosullar altinda 28°C’de kontrol sistemi kullanilarak elde
edilen sonuglarla karsilastirilmis ve daha yiiksek peroksit degerleri elde etmistir. Ek olarak,
yogurma siiresindeki azalma peroksit sayisinda bir azalmaya yol a¢gmistir. Bu sonuglar,
daha once Esposto ve ark. (2013), Leone ve ark. (2014) tarafindan bildirilen sonuglari
dogrulanmistir. Jimenez ve ark. (2007) yaptig1 calismada ise yiliksek giliclii US’un serbest
asitlik ve peroksit degeri gibi yag kalite parametrelerinde 6nemli bir etkisi bulunmamastir.
US ve MD islemleri yogurma siiresini kisaltmaktadir. Yogurma siiresindeki azalmalar

zeytin yagindaki kalite parametrelerindeki artis1 gostermektedir (Clodoveo ve ark. 2013a).
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Clodoveo ve ark.’da (2013a) yaptig1 calismada peroksit degerlerinde yasal parametrelerin
MD ve US uygulamalarindan etkilenmedigini belirtmistir. Ancak, Jimenez ve ark., (2015)
Clodoveo ve ark.’nin (2013a) aksine peroksit degerinde kii¢lik bir artisa neden oldugunu
tespit etmistir. Tamborrino ve ark. (2014) inovatif MD uygulamasinin zeytin hamurunun
hizli ve hacimsel olarak 1sinmasina izin verdigi ve onemli Sl¢iide su ilave edilmesiyle
zeytin ezmesinin siirekli bir akis saglayarak toplam proses siiresinin azalmasina yol
actigini bildirmislerdir. Geleneksel metot ile karsilastirildiginda proses siiresindeki azalma
zeytin yaginin daha az oksitlenmesi ve dolayisiyla peroksit degerinde bir azalmayla
sonuglanmis ve bdylece zeytin yaginin kalitesinin artti§i belirtilmistir. Ranalli ve ark.
(1999)’da zeytin yag1 verimini arttirmak i¢in kullanilan enzimlerin, zeytin yaginin peroksit
degeri lizerine istatistiksel olarak énemli bir etkisinin olmadigin1 vurgulamistir.
4.2. Mikroskobik Gériintiilere ilisgkin Bulgular

Zeytin ezmelerine uygulanan farkli islemlerin sonucunda, zeytin hamurlarinin
mikroskop goriintlisii Sekil 3’te verilmistir. Zeytin ezmelerindeki mikroskop goriintiisiinde
tek uygulama ve Enzim+MD uygulamasinda olusan zeytin hamuru daha homojen bir yap1
sergilemistir. Ancak, Enzim+US, MD+US, Enzim+MD+US gibi US’un Enzim ve MD ile

birlikte kullanildig1 uygulamalarda zeytin hamuru daha heterojen bir yap1 gostermistir.
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4.3. Klorofil, Karotenoid, Fenolik Madde ve Antioksidan Aktiviteye iliskin Bulgular
Zeytin yaginda toplam klorofil ve karotenoid pigmentlerindeki, toplam fenol
miktarindaki degisim ve DPPH yontemine gore belirlenen antioksidan aktivite diizeylerine

ait degerlerin uygulanan 6n islemlere gore degisimi Cizelde 3’de verilmistir.

Cizelge 3. Zeytin hamuruna uygulanan farkh islemler sonucunda elde edilen zeytin yaglarinin toplam
klorofil, toplam karoten, toplam fenolik ve DPPH degerleri

Toplam fenolik DPPH

Uygulamalar Toplam klorofil Toplam karoten (ma/kg) (% inhibisyon)
Kontrol 7.170+ 0.060%*a" 5.098+ 0.200bc 0.552 £ 0.059a 52.400+ 0.887¢
Enzim 4.814+ 0.027¢ 5.499 + 0.049a 0.393+£0.061a 90.222+ 0.890ab
MD 4.320+ 0.010d 4.774 £ 0.045d 0.257 +0.039bc 88.443+ 3.665bc
uUs 3.991+ 0.030d 4.849 + 0.040d 0.212 £0.056¢ 78.000+ 4.670d
Enzim + MD 4.069+ 0.046d 5.220 = 0.080b 0.306 £0.071b 91.183+0.277ab
Enzim + US 6.194+ 0.007b 4.521 +0.010e 0.217 £0.032¢ 84.667+ 3.225¢
MD + US 3.994+ 0.125d 5.027 £ 0.090c 0.410+0.110a 91.000+ 1.890ab
Enzim + MD + US 7.586+ 0.041a 5.027 + 0.080c 0.258 + 0.082bc 93.667+ 0.225a

*ortalamatstandart sapma
t Aynt harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir (P<0.05).

Klorofil temelde hem iiriinlin goriinlimiinde estetik bir goriiniim saglar hem yag
karanlikta depolandiginda bir antioksidan olarak calisir. Toplam klorofil miktar1 minimum
US ve maksimum Enzim+MD+US uygulamalarinda sirasiyla 3.99+0.03 ve 7.58+0.04
olarak belirlenmistir. Toplam klorofil miktarlarinda MD ve US uygulamalar1 ve enzim
ilavesi ile diislis goriiliirken, MD ve US uygulamalarinda enzim uygulamasina gore daha
fazla diisiis goriinmiistiir. Enzim+MD+US uygulanilarak elde edilen zeytin yaginin klorofil
degeri kontrol grubu ile ayn1 degerde bulunmustur. Klorofil degerleri arasinda istatistiki
olarak MD, US, Enzim+MD ve MD+US uygulamalar ile elde edilen zeytin yaglarinda
onemli bir fark gdstermemektedir.

Jimenez ve ark. (2007) yiiksek gii¢lii US’nin etkisini klorofil ve karotenoid
seviyelerinde o6nemli degisiklikler ile gozlemlemistir. US uygulanmamis yaga gore
karotenoid ve klorofil igerigi daha yiiksek yag elde edilmistir. Karotenoid degerleri klorofil
degerlerine gore daha fazla etkilenmistir. Zeytin hamuruna Enzim uygulandiginda elde
edilen yagin karotenoid pigmenti degeri yliksek c¢ikmistir. Enzim+MD uygulamasi ve
kontrol grubunun karotenoid mikrarlar1 benzerlik gostermektedir. Toplam karoten

miktarinda MD ve US uygulamalar ile diisiis gozlenirken enzim uygulamasi ile artis
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olmustur. En dislik karotenoid miktart 4.52 degeri ile Enzim+US uygulamasinda
goriilirken, en yiiksek karotenoid miktart 5.49 degeri ile Enzim uygulamasinda
gorilmektedir. Zeytin hamuruna uygulanan MD-+US ve Enzim+MD+US islemleri ile elde
edilen zeytin yagi ile MD ve US islemleri uygulanilarak elde edilen zeytin yagindaki
karotenoid miktarlar1 birbirine benzerlik gostermektedir. Jimenez ve ark. (2015) yaptig
calismada US uygulamalar1 ile fenolik ve acilik azalirken tokoferol, karotenoid ve
klorofilin 6nemli Olgiide yiikseldigini tespit etmislerdir. Mevcut ¢alismada klorofil ve
karotenoid miktarlarinda azalma goézlenmistir. US uygulamasi zeytin yagi ekstraksiyonu
sirasinda verimi artirmak i¢in kullanilan enzimlerin zeytin yaginin dogal renk bilesimlerini
ve kromatik parametrelerini etkiledigi bildirilmistir. Zeytin yag1 ekstraksiyonunda enzim
kullaniminin zeytin yag1 renk maddelerinin yaga ge¢isini artirdig1 gézlenmistir (Ranalli ve
ark., 2001, Najafian ve ark., 2009). Koylioglu ve ark. (2012) klorofil, karotenoid ve
toplam fenolik madde igeriginin enzim kullanimryla artmakta oldugunu tespit etmistir.

Cizelge 3’de verilen toplam fenolik bilesen degerleri 0.212-0.552 mg/kg arasinda
degismistir. US uygulamasi orneklerin ¢ogunun daha az fenolik bilesen igermesine yol
acmistir. Mikodalga uygulanan orneklerde US uygulananlara gore daha yiiksek fenolik
madde bulundugu goriilmiistiir. Zeytin yaginin fenolik igerigi ile ilgili arastirmalarda farkl
bulgulara rastlanilmistir. Toplam fenolik madde iizerindeki degisimi kontrol grubuna gore
MD ve US uygulamalar farkli derecelerde etkilemistir. MD 1s1l islemi US uygulamasina
gore daha olumlu bir etkide bulunmustur. MD islemi kullanilarak, baharatli ve ac1 tatlar ile
iligkili fenolik bilesik iceriginin diistiigli bildirilmistir. MD destekli uygulama cihaz
kullanildig1 zaman, EVOO en diisiik fenolik icerigi tespit edilmistir. 28°C’de 40dk’lik
uygulama ile elde edilen yaglar, geleneksel bir ezme uygulamasi fenollerin yiiksek
degerleri ile karakterize edilmistir. MD uygulamas1 depolimerlestirici enzimlerin etkisi i¢in
gerekli olan siirenin kisalmasi nedeniyle fenolik bilesiklerin azalmasina neden olmustur.
Ayrica fenolik bilesikler malaksorde geleneksel kosullar ile elde edilen sonuglarla
karsilastirilmis MD destekli uygulama kullanilarak elde edilen yaglarda daha az miktarda
bulunmustur. Boylece, MD kullaniminin bazi tek tip yaglarin pazarlanabilirligini artirmak
icin dnemli olabilecegi ve yaglarin baharatli ve aci tadindan sorumlu fenolik bilesiklerin
miktarlarin1 kontrol etmek icin gecerli bir ara¢ olabilecegi tesbit edilmistir (Tamborrino
2014) .

Toplam fenolik madde iceriginde MD uygulamasi ile kii¢iik bir azalma goriilmiis,

US uygulamas1 ile daha fazla diisli, enzim uygulamasinda ise Onemli bir fark
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goriilmemistir. Zeytin yaginin farkli 6n islemlerle elde edilmesi sonucunda toplam fenolik
madde miktar1 Enzim, MD+US 6n uygulamalar1 kontrol grubu ile benzerlik gosterirken
antioksidan 6zelligi kontrol grubuna gore artmistir. MD ve Enzim+MD+US uygulamalari
ile US, Enzim+US uygulamalar1 toplam fenolik madde agisindan kendi aralarinda
benzerlik gostermektedir. Hi¢bir 6n islem uygulanmadan elde edilen kontrol grubu zeytin
yagmin fenolik madde degerleri 0.552mgGAE/L olarak saptanmis olup uygulamalar
sonucundaki degerler sirasiyla Enzim, MD, US, Enzim+MD, Enzim+US, MD+US,
Enzim+MD+US i¢in 0.393, 0.257, 0.212, 0.306, 0.217, 0.410 ve 0.258mgGAE/L olarak
belirlenmistir. Fenolik madde igeriginde gozlenen maksimum azalma 0.212mgGAE/L
degeri ile US isleminde, minimum azalma ise 0.410mgGAE/L degeri ile MD+US
uygulamalar1 sonucunda elde edilmistir. Toplam fenolik madde agisindan Enzim ve
MD+US uygulamalar1 ile kontrol grubu arasinda istatistiksel agidan bir fark
bulunmamistir. Enzim+MD, Enzim+US, Enzim+MD-+US uygulamalar1 ile sirastyla
yaklagik %44-61-53 degerleri kadar azalma goriilmiistiir. En fazla kayip yaklasik %62
olarak US ve Enzim+US islemleri sonucu elde edilen zeytin yagi 6rneklerinde belirlenmis
olup, istatistiksel olarak diger uygulamalara gore farklilik gostermektedir. Yardimer katki
maddeleri kullaniminin toplam fenolik madde igerigini artirdigi belirtilmistir (Kdyliioglu,
2012). Jimenez ve ark. (2015) yiiksek giicte US ile zeytin hamurundan elde edilen yagin
fenolik iceriginde ve acilik indeksinde bir azalma gozlemistir. Zeytin yaginin mekanik
ekstraksiyonla elde edilisi sirasinda kullanilan enzimlerin hiicre duvari {lizerine etki ederek
zeytin yaginin fenolik madde ve polisakkarit miktarlarint 6nemli derecede arttirdig:
bildirilmistir (Vierhuis, 2001, Otag, 2002). Ranalli ve ark. (2001) da enzim uygulanmis
yaglarin fenolik miktarin arttigi tespit etmislerdir. Chemat (2004) aygigek yaginda
yaptig1 ¢alismasinda: gida prosesinde US desteginin geleneksel yonteme olasi bir alternatif
oldugunu, ancak aroma ve bilesenlerin US uygulamasindan zarar gordiigiinii belirtmistir.
DPPH radikal tutucu aktivitede biitiin uygulamalar ile kontrol grubuna gore artis
goriinmiistiir. DPPH degeri baslangicta 9%52.4 olan antioksidan aktivite diizeyi uygulanan
on islemler sonucunda Enzim, MD, US, Enzim+MD, Enzim+US, MD+US,
Enzim+MD+US uygulamalarinda sirasiyla %90.2, 88.4, 78.0, 91.2, 84.7, 91.0 ve 93.7
olarak belirlenmistir. Enzim, Enzim+MD ve MD+US uygulamalar1 arasinda antioksidan
kapasitelerinde bir fark goriilmemistir. Goulas ve ark. (2014) farkli 1s1l iglem yontemlerinin
isitilmig zeytin yaglarinin antioksidan Ozellikleri {lizerine etkisini kizartma, firinlama,

kaynatma ve MD i1simnlamaya maruz birakilan zeytin yaglarinin fenolik antioksidanlari,
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¢oklu spektrofotometrik analizler yontemi kullanilarak tahmin edilmistir. Ozellikle, DPPH
radikal siipiiriicii aktivitesinin azalmasi %7.6 (MD 1s1ma)’dan %63.4’¢e (5 saat kizartma)
degistigini  gozlemlemistir. Termal wuygulamalar ekstra sizma zeytin yag ile
karsilastirildiginda sizma zeytin yagi antioksidan oOzellikleri daha iyi korunmustur.
Antioksidan analizlerinin karsilagtirilmasi, 1sitilmis zeytin yaglar1 arasinda yalnizca
niceliksel farkliliklar gostermisitr. Buna ek olarak, DPPH ve FRAP aktivitesi arasinda
yakin bir korelasyon bulunmustur (r=0.967).
4.4. Renk Analizine iliskin Bulgular

Arastirmada zeytin Orneklerinden elde edilen zeytin yaglarinda tespit edilen renk
(L*, a*, b*) degerleri Cizelge 4’de gosterilmistir. Elde edilen yaglar icerisinde en yiiksek
L* degeri Enzim+MD+US islemde bulunmustur. Bunu sirastyla Enzim+US, Enzim+MD,
Kontrol, MD, US, MD-+US ve Enzim izlemistir. Enzim, MD, US ve MD+US islemleri L*
degerinde diisiise neden olurken, Enzim+MD, Enzim+US ve Enzim+MS+US
uygulamalarinda artisa neden olmustur. Zeytin yagimin L* degerleri hi¢bir isleme tabi
tutulmayan kontrol 6rnegine goére Enzim+MD ve Enzim+US uygulandiginda yagin rengi
beyazlagmaktadir. Enzim+MD+US uygulamasiyla zeytin yagmin renginin daha acik
oldugu goriilmiistiir. Zeytin hamuruna uygulanan 6n islemler ile elde edilen zeytin yaginin
a* ve b* degerlerinin istatistiki acidan 6nemli bir degisim gdostermedigi saptanmustir.

Cizelge 4. Farkh uygulamalar ile renk degerlerinde goriilen degisiklikler

* *

Uygulamalar L a b

Kontrol 29.267+ 0.404bc -1.163 +0.146 2.883+0.374
Enzim 27.163 +0.878d -0.727 £ 0.303 2.420+0.711
MD 28.310 + 1.506¢cd -0.623 +0.386 2.597 £ 0.035
uUsS 27.553 +0.595d -1.257 £ 0.058 3.263 £ 0.659
Enzim + MD 30.110 £ 0.175ab -0.673 £0.303 2.197 £ 0.490
Enzim + US 30.667 £ 0.707ab -1.170 £ 0.144 3.093 £ 0.698
MD + US 27.167 +1.675d -0.473 +1.198 3.093 +£0.706
Enzim + MD + US 31.267 £ 0.540a -1.917 £ 0.081 2.667 £ 0.690

*ortalamatstandart sapma

 Ayn1 harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir (P<0.05).
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4.5. Fenolik Bilesen Dagihmina iliskin Bulgular

Zeytin yaginda ayrintili fenolik bilesenler HPLC metodu kullanilarak belirlenmis ve
elde edilen veriler Cizelge 5’te gosterilmistir.

Uygulamalar sonucunda elde edilen yaglarda sekoiridoid grubuna dahil olan p-
HPEA-EA, p-HPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EDA, 3,4-DHPEA-EA bilesikleri tespit edilmistir.
Kontrol ile karsilastirildiginda uygulamalarin hepsinde p-HPEA-EA ve 3,4-DHPEA-EDA
miktarlarinda azalma, p-HPEA-EDA ve 3,4-DHPEA-EA miktarlarinda ise artis
belirlenmistir. Bu bilesiklerin p-HPEA-EA igerigi kontrole gore yaklasik 7 kat azalma
gostererek 8.53mg/kg degeri ile MD uygulamasinda en kiigiik degerini gostermistir.
Hbaieb ve ark. (2015) p-HPEA-EDA kayb: 4°C ve 20°C'de %18.85 ve 77.54 bulurken,
mevcut calismada tiim uygulamalar i¢in p-HPEA-EDA bilesiginde Enzim+MD uygulamasi
ile en fazla artis (70.13mg/kg) goriilmiistiir. Aym1 zamanda Enzim+US uygulamasi
sonucunda 3,4-DHPEA-EDA en fazla kaybin goriildiigii bilesik olarak (32.26mg/kg)
karsimiza ¢ikmaktadir. Ayrica Enzim, MD, Enzim+MD, Enzim+US ve Enzim+MD+US
uygulamalar1 arasinda 3,4-DHPEA-EDA miktarinda (32.26-36.78mg/kg) Onemli bir
farklilik goriilmemistir. MD+US uygulanan orneklere ait zeytin yaglarinda 3,4-DHPEA-
EDA diger uygulamalara gore daha yiiksek miktarda (69.82mg/kg) bulunmustur. Enzim,
Enzim+MD ve Enzim+MD-+US uygulamalartyla elde edilen zeytin yaglarinda 3.4-
DHPEA-EA konsantrasyonunun diger islemlerle kiyaslandiginda daha yiiksek miktarda
bulundugu (0.31-0.32mg/kg) tespit edilmistir.

Fenolik alkoller grubuna giren 3,4-DHPEA bilesiginin en diisiik konsantrasyonu
(0.86mg/kg) MD+US uygulamasi sonucu tespit edilmistir. Mevcut calismada enzim ilavesi
ve uygulanan teknolojik islemler ile 3,4-DHPEA (hidroksitirizol), p-HPEA (tirozol)
bilesiklerinde azalma tespit edilmistir. Yag numunelerine enzim uygulamasi sonucu 3,4-
DHPEA’nin degeri 8.36mg/kg ile diger uygulamalara gore en yiiksek seviyede
bulunmustur. Iconomou ve ark. (2010) yaptig1 ¢calismada enzim ilavesinin zeytin yaginda
basit fenolik bilesiklerin (3,4-DHPEA, p-HPEA) arttirdigim1 bildirilmistir. Mevcut
calismada hidroksitirozol degisimi Enzim, US uygulamasi ve MD, Enzim+US,
Enzim+MD+US uygulamas1 kendi aralarinda benzerlik gostermektedir. Tirozol miktar
2.29-6.05mg/kg araliginda degisirken, tiim uygulamalar arasinda istatiksel bir fark

bulunmamastir.



Cizelge S. Ekstraksiyonunda uygulanan farkh 6n islemler sonucunda elde edilen zeytin yaglarinda belirlenen fenolik bilesenler
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Kontrol Enzim Mikrodalga Ultrason Enzim+ Enzim+ Mikrodalga + Enzim+
Mikrodalga Ultrason Ultrason Mikrodalga
+Ultrason
peak 1 1.34+0.28 451+0.79 5.92 +0.90 5.73 + 1.60 5.46 + 1.47 6.02+ 1.16 1.12+0.12 3.77 +0.54
3,4 DHPEA 2153+7.68a  836+0.50b 2.57+0.23 cd 7.36+1.13b 6.59+0.86 bc 2.51+0.70 cd 0.86+0.10d  1.99+0.62 cd
3,4 DHPEA 22.78+507a  1.75+0.56b 0.90+0.08 b 2.37+020b 277+£039b 1.06 +0.03 b 092+0.11b  1.35+040b
E‘fﬁifi" 37.05+731a  3.65+0.50b 3.78+041b 2.29+031b 2.58+0.40 b 3.11+0.46b 459+032b 6.05+0.83b
peak5 9.35+ 1.04 6.68 + 0.42 0.01+0.01 0.02 + 0.02 0.01+0.01 0.01+0.01 0.03 + 0.04 2.32+0.48
kaffeik asit 331+043a 0.06+0.01b 0.07+0.02b 0.07+0.01b 0.08+0.02b 0.07+0.01b 0.18+0.07b  0.08+0.01b
vanillik asit 0.70£0.07b 0.58 +0.05 ¢ 0.79+0.08 a 0.26 + 0.09 e 0.28+0.12 ¢ 0.58 + 0.09 ¢ 0.78+0.10a  0.46+0.08d
homovanillik 0.72+0.09 a 0.95+0.16 b 0.64+0.12 cd 0.61+0.15d 0.68 £0.15 be 0.46+0.13 ¢ 042+008e 0.46+003e
\6}:l|;illin 1.18+0.35bc  1.39+034b 0.74+0.11¢ 0.80+0.06 de  1.04+0.05 bed 0.85+0.11¢ 1.94+0.17a  0.88 +0.06cde
3,4 DHPEA-AC 465+0.70 a 1.25+ 041 f 2.66+0.30 b 200+0.11cd  2.35+041bc 1.78 +£0.72 de 272+022b  1.56+0.13 ef
p-kumarik asit 2.54+0.50 a 1.51+040b 0.25+0.05d 0.30+0.07d 0.34+0.12d 0.24+0.05d 0.34+0.07d 1.21+032¢
34-DHPEA-eda  92.36+5.62a  35.43+5.54d 33.55+5.00d 59.36+9.03¢c  36.78+0.00d 32.26+10.48d  69.82£3.95b  33.45+10.04 d
luteolin-7-glukozit  0.82+0.07 b 3.64+0.56 a 0.82+0.09b 0.30+0.03 ¢ 0.36+0.17 ¢ 0.43+0.04 ¢ 0.42+0.08c  0.38+0.08c
aFiEen@?J— 0.54+0.03 ¢ 0.65+0.14de  1.43+022a 081+0.15¢d  1.40+0.182a 1.17+£032b 0.99+0.11bc  0.75+0.11d
g-l;]p?e;l-EDA 3429+451d  6561+6.18ab  64.35+12.79 ab 48.01+4.85¢c  70.13+16.15a 63.76 £4.78b  4524+259c¢  62.01+10.84 ab
verbaskozit 0.39+0.04 a 0.17+0.01de  0.19+0.06 cd 023+£0.03bc  0.19+0.05de 0.16 + 0.03 de 024+0.07b 0.15+0.02¢
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lignans
p-hpea-EA
3,4-DHPEA-ea
luteolin

apigenin

3.65+0.54a

55.00+7.26 a

0.05+0.02d

6.37+0.52¢

219+041d

1.65+0.09¢

9.25+1.56d

0.31+0.05a

3.86+0.77d

1548+ 1.88b

1.56+0.38¢

8.53+1.07d

0.21 +0.04 be

6.27+0.40c¢

13.40+£3.10b

1.94+0.00c

28.02+0.00 ¢

0.20+ 0.01 bc

750+ 1.16 be

15.35+3.51b

200+ 042¢

27.83+432¢

0.32+0.15a

5.78+0.78 ¢

19.06 £4.01 a

1.94+0.79¢

2437+£7.02¢

0.26 £ 0.03 ab

343+0.79d

15.68+4.52b

254+020b

37.03+2.13 b

0.17+0.06 ¢

8.65+0.56 b

7.38+049 ¢

1.82+040c

11.53+2.78d

0.32+0.06 a

1954+ 353 a

15.66+2.67 ab

*ortalamatstandart sapma
t Aynt harfle isaretlenmis ortalamalar istatistiki olarak birbirinden farkli degildir (P<0.05).
7 3,4-DHPEA-EDA: elenolik asidin hidroksitirozole bagli dialdehidik formu, pHPEA-EDA: elenolik asidin tirozole bagh dialdehidik formu, 3,4-DHPEA-EA: oleuropein
aglikonu, p-HPEA-EA.: ligstrosit aglikonu.
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Fenolik asitlerde ¢ogunlukla azalma goriiniirken, MD uygulamasi ile vanilik
asitte ve enzim uygulamasi ile homovanilik asitte az miktarda da olsa artisa
bulunmustur. Kafeik asit ve p-kumarik asit miktarlarinda diger fenolik asitlere gore
yiiksek oranlarda azalma kaydedilmistir. Kontrol ile kiyaslandiginda p-kumarik asitte
yaklasik %59-90 oraninda, kafeik asit miktarinda ise yaklasik %94’ten %98’e kadar
onemli oranda bir azalma goriilmistir. Mevcut ¢aligmadaki uygulamalarin hepsi
kafeik asit miktarin1 azaltmistir, ancak uygulamalar arasinda bu azalma agisindan
istatistiki olarak onemli bir fark bulunmamistir. Vega-Galvez ve ark. (2014) Bektasi
liziimii meyve etine (Cape gooseberry) 1, 3 ve Sdk'da 300, 400 ve 500MPa yiiksek
hidrostatik basing uygulayip 60 giinliik depolama sonrast ORAC (Oksijen Radikal
Emilim Kapasitesi) antioksidan kapasitesi, 300MPa/5dk’nin tizerindeki uygulamalar
icin artmis olup, bu islemlerin bektasi {izimii meyve etine dayali fonksiyonel
tirtinlerin iretimi igin etkinligini gostermektedir. En yiiksek antioksidan kapasite
degerleri 500MPa/5dk’da bulunmustur. Buna benzer domates, havug, bogiirtlen
piiresi ve portakal suyu ile yapilan daha onceki arastirmalarda ortaya konulmustur
(Patras ve ark., 2009; Polydera ve ark., 2005).

Flavonoidlerle ilgili olarak, apigenin konsantrasyonunda farkli miktarlarda artig
gozlenirken, luteolin konsantrasyonunda uygulamalara bagli olarak farkliliklar
gostermektedir. Apigenin miktarindaki maksimum artis (19.06mg/kg) Enzim+MD
uygulamasinda bulunmustur. Enzim, MD, US ve Enzim+US uygulamalarinin
apigenin igerigi tizerinde istatistiki olarak 6nemli bir etkisi goriilmemistir. Luteolin
miktart kontol uygulamasinda 6.37mg/kg bulunmustur. Kontrole gore Enzim ve
Enzim+US uygulamalarinda azalma (sirasiyla 3.86-3.43mg/kg) gortilmiistiir.
Luteolin konsantrasyonundaki en 6nemli miktardaki artis kontrole gore yaklasik 3
kat1 ile (19.54mg/kg) Enzim+MD+US uygulamasinda bulunmustur. Apigenin ve
luteolin glikozitleri apigenin ve luteolin’e benzer degisimler gostererek, apigenin-7/-
glikozit konsantrasyonunda farkli miktarlarda artislar gozlenirken, luteolin-7-
glukozit konsantrasyonunda uygulamalara gore farkliliklar gostermektedir. Dairi ve
ark. (2015) ekstra sizma zeytin yagina mersin ekstraktlarinin eklenmesi endojen

fenolik bilesiklerinden olan flavonoidlerin koruyucu etki gosterdigini saptamislardir.
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Sekil 4. HPLC analizleri sonucu elde edilen 6rnek kromotogram (US uygulanmis érnek)

TZeytin ekstraktinin 280nm’de HPLC kromotogram profili. 1, peak 1; 2, hidroksitirozol; 3, hidroksitirozol tiirevleri; 4, tirozol; 5, peak 5; 6, kafeik asit; 7, vanilik asit;
8, homovanilik asit; 9, vanilin; 10, 3-4 DHPEA-AC; 11, p-kumarik asit; 12, 3-4 DHPEA-EDA, 13, p-hpea-EDA; 14, lignanlar; 15, 3-4 DHPEA-EA, 16, verbaskozit;
17, luteolin; 18, p-hpea-EA, 19, luteolin-7-glukozid; , 20, apigenin; 21, apigenin-7-glukozid.
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Flavonoid yapilar arasindaki benzerlige ragmen, biyolojik 6zellikleri,
yapilarinda sadece kimyasal degisiklikler Onemli Olclide degisir. Hidroksil
gruplarinin sayisi ve spesifik pozisyonlar1 ve birbirinin yerine gecen gruplarin yapisi,
flavonoidlerin giiglii antioksidan, anti-enflamatuvar, antiproliferatif veya enzimleri
degisime ugratan maddeler olarak islev gdrmesinde belirleyicidirler. Fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitesi, oksidasyonu baslatan serbest radikallerin
noétrlestirilmesinden veya hidrojen verme yeteneklerinden Otiirti radikal zincir
reaksiyonlarmin sona erdirilmesinden kaynaklanabilmektedir. Fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesinin, yapilariyla yakindan iligkili oldugu, 6rnegin aromatik halka
ve yan zincir yapisinda ikameler oldugu bilinmektedir. DPPH'nin radikal merkezine
erisimleri de antioksidan giicli etkileyebilir. Fenolik bilesiklerin serbest radikal
siiptirme aktivitesinin, molekiillerinde fenolik hidrojenin sayis1 ve konumundan
etkilendigi diisinlilmektedir. Resveratrolun diger fenolik bilesiklere gore yiiksek
antioksidan aktivitesinin, daha fazla sayida hidroksil grubu ile iliskili oldugu da ileri
stiriilmektedir (Hussein, 2011). Resveratroliin antioksidatif etkisinin OH gruplarinin
sayisina ve sirasina bagli oldugunu ve cift bag konjuge olmasinin elektronlar1 daha
fazla delokatalize ettigini gostermistir (Hussein, 2011).

Dogal bilesiklerin antioksidan aktiviteleri potansiyel olarak hidrojen veren
yeteneklerinden Gtiirli azaltici giigleri ile karsilikli iligkiler sergilemektedirler (Xiang
ve Ning, 2008). Rediiktorlerin varhgi Fe**/ferrisiyanid kompleksini demir formuna
gevirir. Fe**in indirgenmesi, fenolik bilesiklerin en Onemli antioksidan etki
mekanizmasi olan elektron verici aktivitenin bir gostergesi olarak siklikla kullanilir.
Numunedeki antioksidanlarn varhg, bir elektron vererek Fe®* ‘in Fe’"'ye
doniisiimiinii azaltacaktir. Ornegin, zeytin yapragi ekstraktinda toplam fenollerin
fazla bulunmasi, elektronlar1 daha etkin bir sekilde reaktif serbest radikallere
indirgemesi ve daha kararli bilesenler haline getirerek serbest radikal zincir
reaksiyonunu sona erdirmesini saglar. Bununla birlikte, Cyboran ve ark. (2014),
fenolik antioksidan aktivitenin ekstrakt i¢indeki polifenollerin yiizdesine degil, ayni
zamanda tiirlerine de bagli oldugunu ileri stirmiislerdir. Fenolik bilesiklerdeki (yani,
flavonoidler, oleuropeosidler ve organik asitler) hidroksil gruplar, aktif giiclii bir
hidrojen verme kabiliyetine sahiptir ve muhtemelen reaksiyon mekanizmasinda

gozlemlenen farkliliklardan da sorumludurlar. Buna ek olarak, OLE fenolikleri
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arasindaki sinerjik etkilesimler zeytin yapragi ekstraktinin miikemmel antioksidan
aktivitesine katkida bulunmaktadir. 1C50, numunedeki DPPH radikallerinin
%50'sinin temizlendigi konsantrasyon olup numuneler asagidaki gibi siralanmistir:
Askorbik asit> kuersitin> hidroksitirozol> oleuropein> luteolin =~ kafeik asit> zeytin
yapragi ekstrakti> gallik asit> verbaskozit> protokatesuik asit> on (10) standart
karistim > troloks> luteolin-7-glukozid> rutin> vanilik asit> klorojenik asit> p-
kumarik asit> apigenin-7-p-D-glukoz =~ =zeytin yapragmin bagh fenolikleri>
biitiillenmis hidroksi toluen> tanik asit> zeytin meyvesinin baglh fenolikleri>
vanilin> zeytin meyve ekstrakti> tirosol. Bir katesin yapisina sahip olan
hidroksitirozol, tirozol (katesin yapisi yok) ile karsilastirildiginda son derece giiglii
bir antioksidan aktiviteye sahiptir. Bu 6zellik, tirozole hidrojen verici kabiliyetini
saglar ve konjiigasyon i¢in bir hidrojen atomu kaybedildiginde olduk¢a kararli bir
aromatik halka radikalini olusturur. Hidroksitirozol profiline sahip olan oleuropein
ve verbascoside, yapilarinda o-dihidroksi (katesol) bulundurduklari icin yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptirler. Bu yapisal elementlerin kombinasyonu herhangi
bir fenolik bilesigin antioksidan kapasitesi lizerinde belirleyici etkiye sahiptir.
Bununla birlikte, bu kapasite, yukarida sozii edilen radikallerin her birine ayn1 etki
derecesini gostermez, cilinkii farkli etki mekanizmalar1 gosterirler. Bu mekanizmalar,
yukarida ifade edilenlerden baska yapisal faktorlerden, drnegin polifenol lizerindeki
glikozidik kisimlarin varligi veya yoklugu, glikosilasyon bdlgesi ve serbest ve

esterlenmis hidroksillerin sayis1 ve pozisyonundan etkilenir (Xie ve ark., 2015).



Cizelge 6. Fenolik bilesenler ile DPPH degerlerinin korelasyonu
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hidroksitirozol 3,4-dhpea tirozol (phpea) kafeik asit vanillik asit

(3-4 dhpea) tirevleri

-0.75%* -0.77%* -0.72** -0.76** -

homovanilik asit vanillin 3-4 dhpea-ac p-kumarik asit 3,4-DHPEA-

EDA

- - -0.62** -0.47* -0.66**

luteolin-7-glukozit  apigenin-7- p-HPEA-EDA verbaskozit lignans
glukozit

- 0.44* 0.65** -0.68** -0.48*

p-HPEA-EA 3,4-DHPEA-EA  luteolin apigenin

-0.67** 0.65** - 0.56**
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5. SONUC

% verim, serbest asitlik ve peroksit degeri: Uygulamalar geleneksel yontem ile
karsilastirildiginda zeytin yagir verimi ile ilgili 6nemli farkliliklar bulunmustur.
Enzim+US uygulamasi verimi olumlu yonde etkilerken, serbest asitlik ve peroksit
degerlerinde ylikselmeye neden olmustur. Asitligi Enzim ve MD+US uygulamalari
etkilememistir. MD ve US islemleri verimi ylikseltse bile serbest asitlik ve peroksit
degerlerini artirmistir. Enzim+MD+US islemi peroksit degeri iizerinde pozitif bir etkiye
sahiptir.

Toplam Klorofil ve karoten, renk, toplam fenolik madde ve antioksidan igerigi:
Enzim+US uygulamasi kontrole gore klorofil miktarini diisiiriirken, karotenoid miktarini
daha fazla etkileyerek belirgin bir diisiise neden olmustur. MD ve US islemleri klorofil,
karotenoid pigmentleri ve L* parametresinde azalmaya neden olmustur. Enzim+MD,
Enzim+US, Enzim+MD+US islemleri ile L* degerinde kontrole kiyasla artis
goriilmiistiir. Enzim+MD+US islemi L* degerini onemli 6lgiide artirmistir. Toplam
fenolik bilesen igerigi uygulanan tiim islemler ile azalma gostermistir. US ve Enzim+US
uygulamalar1 ise toplam fenolik bilesen acisindan diger uygulamalara gore geride
kalmistir. Enzim ve MD+US degerleri kontrole gore diisiik ¢ikmasina ragmen istatistiki
olarak degisiklik olmamistir. DPPH degerleri tiim uygulamalar ile artis gosterirken en
fazla artis Enzim+MD+US isleminde olmustur. US uygulamas1 ile DPPH degerinde az
miktarda artig goriiliirken toplam fenol miktarinda azalmaya neden olmustur.

Uygulanan farkli on islemler sonucunda elde edilen zeytin yaglarinda belirlenen
fenolik bilesenler: Uygulamalarin tamamu ile 3-4 DHPEA tiirevleri, p-hpea, kafeik asit
ve lignanlarin miktar1 kontrole gére azalmistir ve istatistiki olarak uygulamalar arasinda
fark goriilmemistir. Hidroksitirozol, tirozol ve 3,4-DHPEA-EDA belirgin bir disiis
gbzlenmistir. MD+US uygulamasi 3-4 DHPEA miktarin1 kontrol uygulamasina gore en
fazla azaltmasina karsin toplam fenolik bilesen agisindan kontrol ile benzerlik gostererek
yararli bir uygulama olarak goriilmiistiir. Enzim uygulamasi ile en az disiis gosteren
fenolik asitler vanilik asit ve p-kumarik asittir. Flavonoidlerden apigenin ve luteolin
miktarlarindaki maksimum istatistiki artis Enzim+MD+US uygulamasinda bulunmustur.

Ters stk mikroskobu verileri: Enzim ve US uygulanan zeytin hamuruna ait
mikroskop goriintiileri daha bulanik ve digerlerine kiyasla daha dagilmis sekildedirler ki
bu iki uygulama en yiiksek yag verimini saglayan uygulamalar olmustur. Ekstraksiyon

sirasinda bu iki uygulamanin daha sulu bir zeytin hamuru olusturdugu goriilmiistiir.
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