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Bu yiiksek lisans ¢aligmasinda, zeytin karasuyunun, Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii
mayalar1 ile ayr1 ayri1 biyolojik aritimi sirasinda; ortamdaki fenolik bilesenlerin pargalanmasini
katalizleyen enzimlerin aktivitelerinin izlenmesi, toplam fenol derisimi ile her bir fenolik bilesenin
derisimindeki degisikligin belirlenmesi ve aym zamanda toplam antioksidan aktivitesindeki
degisikliklerin gbzlenmesi amaglanmustir. Ayrica, askorbik asit ilavesi ile biyoaritim ortaminda degerli
bir antioksidan olan hidroksitirozoliin birikimi de incelenmistir. Bu dogrultuda, biyoaritimlar
calkalamali hava banyosunda, 30°C ve 150 rpm’de gergeklestirilerek zeytin karasuyu ozelliklerinin ve
derisiminin her bir maya ile ger¢eklestirilen biyoaritimlara etkisi incelenmistir. Biyoaritim siiresince,
R. glutinis ve D. hansenii’ye ait tirozinaz monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz, mangan peroksidaz
ve tannaz enzimlerinin aktiviteleri l¢lilmiis; zamanla tirozol, hidroksitirozol, katesol, 4-metilkatesol
ve vanilik asit derisimlerindeki degisimler belirlenmistir. Biyoaritim ortamlarina eklenen farkli
degerleri ile askorbik asitin hidroksitirozol birikimine etkisi incelenmistir. Sonug olarak, her iki maya
da farkli enzim aktiviteleri ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenleri farkli miktarda
kullanmiglardir. D. hansenii ile biyoaritimi gergeklestirilen ortamlara eklenen askorbik asit,
hidroksitirozol birikimini saglamamistir; ancak R. glutinis ile biyoaritim ortamina eklenen yiiksek

miktardaki askorbik asit ile hidroksitirozoliin tamamen tiiketilmesi dnlenmistir.
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Anahtar kelimeler: Biyoaritim, biyofenol, lakkaz, mangan peroksidaz, tannaz, tirozinaz, zeytin
karasuyu



ABSTRACT
Master Thesis

INVESTIGATION OF PHENOL-DEGRADING ENZYME ACTIVITIES
IN BIOREMEDIATION OF OLIVE MILL WASTEWATER

Emine AKARDERE

Ankara University Biotechnology Institute
Department of Biotechnology

Supervisor: Prof.Dr. Serpil TAKAC

In this master thesis, it is aimed to monitor the variations in the activities of phenol-degrading
enzymes, in the concentrations of total phenol and individual phenolic compounds as well as in the
total antioxidant activity during bioremediation of olive mill wastewater (OMW) by Rhodotorula
glutinis and Debaryomyces hansenii yeasts. The accumulation of valuable antioxidant phenolic
compound hydroxytyrosol during bioremediation was also aimed by introducing ascorbic acid into the
medium. Bioremediation studies were carried out in an orbital shaker at 30°C and 150 rpm conditions.
The effects of characteristics and concentrations of OMW on the course of bioremediations with both
yeasts were investigated. The activities of tyrosinase monophenolase, tyrosinase diphenolase, laccase,
managanese peroxidase and tannase enzymes by R. glutinis and D. hansenii were measured throughout
the bioremediations. The variations in tyrosol, hydroxytyrosol, catechol, 4-methylcatechol and vanillic
acid concentrations with time were detected. The effect of ascorbic acid on the accumulation of
hydroxytyrosol in the bioremediation medium by R. glutinis and D. hansenii was studied by changing
its concentration. The results showed that the yeasts degraded phenolic compounds in OMW at
different degrees by their different enzyme activities. It was also found out that the addition of ascorbic
acid did not provide the accumulation of hydroxytyrosol in the medium bioremediated by D. hansenii;
however, high concentration of ascorbic acid prevented the complete depletion of hydroxytyrosol in

the medium biodegraded by R. glutinis.
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1. GIRIS

Zeytinyag1 iiretim prosesinin sivi atig1 olan zeytin karasuyu, bir yandan toksik 6zellik tasidigi
icin aritilmasi gereken, diger yandan da degerli antioksidanlar i¢eren bir cevherdir. Zeytin
meyvesinde bulunan fenolik maddelerin biiyiik bir kismi1 antioksidan 6zelliktedir ve zeytinyagi
iretimi swrasinda, bu antioksidan 6zelligindeki fenolik maddelerin % 98’1 zeytin karasuyuna

gegmektedir (Obied et al. 2005).

Zeytin karasuyunda bulunan temel fenolik bilesenler; sinamik asit tiirevleri (0-kumarik asit, p-
kumarik asit, kafeik asit ve ferulik asit), benzoik asit tiirevleri (protokatesuik asit, tirozol ve
hidroksitirozol) ile diger fenolik bilesenler (katesol, 4-metilkatesol, p-kresol ve resorsinol)
olarak gruplandirilabilir. Bu fenolik bilesenler, degisen biiyiikliikte antioksidan aktivitelerine
sahiptirler. Zeytin karasuyunun ozellikleri iklime, zeytinin yetistirildigi bolgeye ve iiretim
prosesine bagl olarak degismesine karsin, hidroksitirozol genellikle zeytin karasuyunda bol

miktarda bulunan fenolik bilesenler arasindadir (Niaounakis and Halvadakis 2006).

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek -karbohidrat, DNA, protein ve lipidler
gibi substratlarin oksitlenmelerini 6nlemek veya geciktirmek suretiyle- hiicrelere zarar
vermelerini engelleyen molekiillerdir. Antioksidan grubu maddeler, ayn1 zamanda endiistriyel
iirinlerde katki maddesi olarak da kullanilmaktadirlar. Yakitlarda ve yaglarda oksidasyonun,
benzinde motorun tikanmasina neden olan artiklari olusturan polimerizasyonun ve kauguk,
plastik ve yapistiricilarda giic ve esneklik kaybma neden olan oksidatif bozulmanin
engellenmesinde kullanilirlar. Ayrica ruj ve nemlendirici gibi yag bazli kozmetik {irtinlerde de
bozulmanin Onlenmesi amaciyla da kullanilmaktadirlar. En aktif antioksidanlar fenolik ve
polifenolik bilesiklerdir. Ham zeytinyagindaki fenolik bilesenler arasinda ise en kuvvetli
antioksidan hidroksitrozoldiir (Bendini et al. 2007). Hidroksitirozol, dogal besin antioksidan1

olarak ve fonksiyonel gidalarin, farmasotik ¢ozeltilerin ve kozmetiklerin hazirlanmasinda



kullanilir (Fernandez-Bolafios et al. 2006); ayn1 zamanda antimikrobiyal ve antikarsinojenik

etkisi de vardir (Bouallagui and Sayadi 2006).

Zeytin  karasuyunun  biyoaritimi  swrasinda, yapida bulunan fenolik  bilesenler
mikroorganizmalar tarafindan kullanilmaktadir. Fenolik bilesenlerin pargalanmasinda gorev
yapan enzimler, mikroorganizma tiiriine, kullanilan substrata ve ortam kosullarina gore
degismesine karsin genellikle oksidorediiktaz grubu enzimlerdir ve zeytin karasuyundaki
fenollerin par¢alanmasinda baslica lakkaz, lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve tirozinaz
enzimleri ile hidrolaz grubuna dahil olan tannaz enzimi aktivite gosterir. Zeytin karasuyundaki
fenolik bilesenleri pargalayarak organik yiikiin azalmasini saglayan enzimlerin katalitik etki
yaptig1 reaksiyon yolizlerinin son veya ara iirlinleri antioksidan ozellik tasiyan fenolikler

olabilir (Liebgott et al. 2008).

Calismada kullanilan Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula glutinis daha once zeytin
karasuyu biyoaritiminda kullanilmamis mayalardir. Ancak D. hansenii’nin fenolik yapidaki
ferulik asiti (Mathew et al. 2007), R. glutinis’in ise, klorofenolleri, sinapik asiti ve fenolii
kullandig1 bilinmektedir (Walker 1973, Gupta et al. 1986, Katayama-Hirayama et al. 1995).
Ayrica, D. hansenii’nin tannaz (http://www.uniprot. org/uniprot/Q6BXU9 #section_name.,
2009), R. glutinis’in lakkaz (http://www.uniprot.org/ uniprot/B2DFU1., 2009) enzimi gen
bolgesine sahip oldugu bildirilmistir.

Bu ¢ahigmada, ‘Zeytinyag: Fabrikasi Sivi Atigmin Ozelliklerinin Iyilestirilmesi ve Antioksidan
Uretiminde Kullanilmasi icin Biyoproses Gelistirilmesi’ (TUBITAK-109M290) isimli proje
kapsaminda, R. glutinis ve D. hansenii mayalar1 ile zeytin karasuyunun biyoaritimi
gerceklestirilirken, bu mayalara ait fenol parcalayici enzim aktivitelerinin degisiminin ve bu
enzim aktiviteleri sonucu ortamdaki fenolik bilesenlerde meydana gelen degisimin
incelenmesi ile biyoaritim ortaminda degerli bir antioksidan olan hidroksitirozoliin birikiminin

saglanmasi amacglanmstir. R. glutinis ve D. hansenii mayalarinin zeytin karasuyu ortaminda



cogalmalari, fenolik bilesenleri parcalamalar1 ve ilgili enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile
ilgili bir ¢aligmanin literatiirde heniiz yer almamis olmasi nedeniyle ¢alisma konusu 6zgiin bir

nitelik tagimaktadir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Zeytin Karasuyu ve Zeytin Karasuyunun Aritimi

Zeytinyagi, Akdeniz tipi beslenmenin temelini olusturan 6nemli bir gida maddesidir. Akdeniz
iilkelerinde, biiyiik miktarlarda zeytinyagi, geleneksel ve endiistriyel zeytin Ogiitiiciileri
kullanilarak sinirli bir siire iginde (genellikle EKim ile Aralik aylar1 arasinda) tiretilmektedir.
Zeytinyag! tiretimi ile es zamanh olarak, biyiikk miktarlarda (3x10° m*/y1l) zeytin karasuyu
veya vejetasyon suyu olarak adlandirilan sivi atik da olusmaktadir (Iamarino et al. 2009). 2010
yilinda diinyada yillik zeytinyagi dretimi 3269249 ton olarak bildirilmistir
(http://faostat.fao.org/site/636/DesktopDefault.aspx? PagelD=636# ancor., 2012). Bu iiretimin
% 45.5°1 Ispanya’ya, % 16.8°i Italya’ya, % 10.8’i Yunanistan’a ait iken, % 4.9’luk kismu
Tirkiye’ye aittir (http://faostat.fao.org/site/636/ DesktopDefault. aspx?PagelD=636# ancor.,
2012).

Zeytinyagi tretimi i¢in, farkl atik tirtinleri olan farkli yontemler kullanilmaktadir. Geleneksel
iretim yontemi olan zeytin preslemenin yerini, zaman i¢inde zeytinyagini katidan santrifiij
yoluyla ayiran modern yontemler almistir. Yaygin olarak kullanilan bu modern yontemler, iki-
fazli ve ti¢-fazli santrifiij sistemleridir (McNamara et al. 2008). Geleneksel iiretim yontemi

kesikli proses olmasina karsin, iki-fazli ve ii¢ fazli santrifiij sistemleri siirekli proseslerdir.

Geleneksel iiretim prosesinde, zeytinler yikanir, ezilir ve sicak su eklenerek yogrulur. Elde
edilen hamur preslenerek yagi stiziiliir. Presleme sonrasi elde edilen sivi -zeytin suyu- eklenen
su ve yag artig1 icerir. Son olarak zeytinyagi sudan dikey santrifiijleme ile ya da dekantasyon

ile ayirilir (Azbar 2004).


http://faostat.fao.org/site/636/DesktopDefault.aspx?%20PageID=636# ancor
http://faostat.fao.org/site/636/%20Desktop

Uc-fazli santrifiij sistemlerinde, prosese su eklenir ve ii¢ faz (zeytinyagi, zeytin karasuyu ve
pirina) olusur. Iki-fazli sistemler ise iki faz igerirler (zeytinyag1 ve sivi-kat1 karisimi) (Azbar

2004).

Zeytin karasuyu, 1000 kg zeytin basmna prosese bagli olarak 0.5-1.5 m* hacimde olusmaktadir.
Kesikli proses sonucunda olusan zeytin karasuyu (0.5-1.0 m3/1000 kg zeytin), stirekli proses
sonucunda olusan zeytin karasuyundan (1.0-1.5 m*1000 kg zeytin) daha az olmasma karsin

daha yogundur (Paraskeva and Diamadopulos 2006).

Stirekli proseslerde, yatay santrifiij, siirekli isletime olanak saglar. Sirekli santrifiijiin
prosesinin geleneksel pres teknolojisine gore avantajlari; {iretimin artmasi, isgiicii maliyetinin
diismesi, daha az alan ihtiyaci, daha yiiksek kalite, gelismis proses kontrolii ve kolaylastirilmis
otomatizasyondur. Ancak, presleme teknolojisine gore daha fazla sermayeye gereksinim
duyulur (Azbar 2004).

Zeytin karasuyu, sahip oldugu koyu mor-koyu kahverenginden siyaha kadar yogun rengi,
giiclii zeytinyag1 kokusu, ylksek organik kirliligi, asidik pH’1, yiiksek elektrik iletkenligi,
yiiksek fenol igerigi ve yiiksek kat1 madde igerigi ile karakterize edilir. Icerdigi yiiksek organik
kirliligi, 35-110 g/L arasinda degisen biyolojik oksijen ihtiyact (BOI) ve 40-220 g/L arasinda
degisen kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) ile ifade edilebilir. Ayrica zeytin karasuyunun igerdigi
toplam organik karbon miktar1 25-45 g/L arasinda, pH’1 4-6 arasinda ve igerdigi fenolik
bilesenlerin derisimi 0.5-24 g/L arasinda degismektedir (Niaounakis and Halvadakis 2006).
Zeytin karasuyunun organik karbon igerigini, kuru agirhiginm % 60’1 kadarmi olusturan
sekerler (sukroz, glukoz, mannoz ve fruktoz) ile igerdigi 30’dan fazla fenolik bilesik
olugturmaktadir (McNamara et al. 2008, Niaounakis and Halvadakis 2006). Zeytin karasuyu
fenolik icerigi ve igerdigi uzun zincirli yag asitleri nedeni ile yiiksek diizeyde fitotoksik ve

antimikrobiyal etkilere sahiptir (McNamara et al. 2008).



Zeytin karasuyunun bilesimi sabit degildir Zeytin c¢esidine, zeytinlerin olgunluguna, su
icerigine, topragin iglenmesine, hasat zamanina, pestisit ve giibre varligina, iklim kosullarina,
zeytinyagi eckstraksiyon prosesine ve saklama siiresine bagli olarak zeytin karasuyunun

bilesimi degisir (Niaounakis and Halvadakis 2006).

Zeytin karasuyu aritiminda ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler; fiziksel proses,
termal proses, fizikokimyasal proses, biyolojik proses ve birlestirilmis proseslerdir. Fiziksel
prosesler; seyreltme, sedimentasyon, filtrasyon, flotasyon, santrifiij teknikleri ile
mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters osmos gibi membran teknolojilerini
icerir. Termal prosesler; evaporasyon-distilasyon ve kurutma gibi fizikotermal prosesler ile
yanma, piroliz ve giines altinda lagiinlerde bekletme gibi geri doniisiimsiiz termokimyasal
prosesleri igerir. Fizikokimyasal prosesler; ndtralizasyon, presipitasyon-flokulasyon,
adsorbsiyon, kimyasal oksidasyon prosesi ile iyon degisimi gibi yontemleri igerir. Biyolojik
prosesler ise; anaerobik, aerobik, aerobik-anaerobik prosesler ile kompostlama,
fitoremediasyon ve tarimsal alanlarin sulanmasi gibi yontemlerdir. Bu yontemlerin bazilarinin
kendi aralarinda bazilarinin birlestirilmesiyle de aritim yapilir (Niaounakis and Halvadakis

2006).

2.2. Zeytin Karasuyunun Fenolik Bilesimi ve Fenol Parc¢alayic1 Enzimler

Zeytin karasuyunda bulunan biyofenollerin olusumu, meyvenin g¢esidi ve olgunluguna, iklim

kosullarina, depolama siiresine ve proses teknigine bagh olarak degisir (Obied et al. 2005).

Zeytinin hem etli kism1 hem de ¢ekirdegi fenolik bilesikler acisindan zengindir. Bu fenolik
bilesikler, zeytinin islenmesi sirasinda serbest kalirlar, su ve yag fazi arasinda dagilirlar. Bir
kisim fenolik bilesik ise zeytin kekinde tutulur. Serbest kalan fenolik bilesiklerin su ve yag

faz1 arasindaki dagilimi, fenolik bilesenlerin bu iki fazdaki ¢oziiniirliikklerine gore degisir.



Zeytin fenolleri dogada amfifilik (hem hidrofilik, hem hidrofobik) 6zellik gdsterirler ve su
fazinda yag fazindan daha ¢ok ¢oziiniirler. Zeytinyaginda bulunan fenollerin derigimi 50-100
mg/g yag arasinda zeytinin ¢esidine gore degisir (Niaounakis and Halvadakis 2006).
Zeytinyagmin biyofenolik fraksiyonu, zeytin meyvesinin toplam fenol igeriginin yalnizca %
2’sini igerir, kalan % 98’lik kismi ise zeytin karasuyuna gecer. Zeytin karasuyunda bulunan
biyofenoller meyvede dogal olarak olusabilecekleri gibi, proses sirasinda yag ve atik faz
arasinda dagilim sirasinda da olusabilirler (Obied et al. 2005). Zeytin karasuyunda bulunan
fenoller, depolama siiresince, yikimi oldukg¢a zor olan yiiksek molekiil agirlikli polimerlere

polimerize olma egilimindedirler (Morillo et al. 2009).

Zeytin karasuyunda tanimlanan ve miktarlar: belirlenen hidrofilik fenollerin yaygin gruplart;
fenolik alkoller, fenolik asitler, fenil alkoller, sekoiridoidler, flavonoidler ve lignanlardir.
Zeytin karasuyunda 30’dan fazla fenolik bilesik tanimlanmistir. Sekil 2.1°de, literatiirde
bulunan zeytin karasuyunda tanimlanmis temel fenolik bilesikler yer almaktadir (Niaounakis
and Halvadakis 2006).
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R 2
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R;:OH R;:H p-kumarik asit R:OH 3.4-dihidroksifenilasetik asit Ri:OH R;: OH protokatesuik asit
R;:OH R,:OH  kafeik asit R;: OH R,: OCHj; vanilik asit
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Ri:OH R;:H R;:H tirozol Ri:H  katesol
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Sekil 2.1. Zeytin karasuyunda bulunan temel fenolik bilesikler (Niaounakis and Halvadakis
2006)



Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesiklerin bir grubu, sinamik asitten tiirevlenmistir. Bu
grup; o- ve p- kumarik asit (4-hidroksisinamik asit), kafeik asit (3,4-dihidroksisinamik asit) ve
ferulik asitten (4-hidroksi-3-metoksisinamik asit) olusmaktadir. Zeytin karasuyunda bulunan
diger grup fenolik bilesenler ise benzoik asitten tiirevlenmistir. Bu grup ise; protokatesuik asit,
tirozol ve hidroksitirozol gibi [-3,4-dihidroksifeniletanol tiirevlerinden olusur. Zeytin
karasuyunda bulunan diger fenoller; Katesol, 4-metilkatesol, p-kresol ve resorsinoldiir
(Niaounakis and Halvadakis 2006).

Zeytin karasuyuda bulunan fenolik bilesikler antioksidan 6zelligindedir. Antioksidanlar diisiik
derisimlerinde, yiikseltgenebilen substratlar ile karsilastirildiginda, pro-oksidanin baslattigi
substratin oksidasyonunu 6nemli 6lgiide 6nleyen ya da geciktiren maddelerdir. Pro-oksidanlar,
lipidlerde, proteinlerde ve niikleik asitlerde oksidatif hasara neden olan ve bunu g¢esitli
patolojik olaylarla ve/veya hastaliklarla sonuglandiran toksik maddelerdir. Kimyasal olarak,
pro-oksidanlar patolojik 6neme sahip oksidanlardir. Antioksidanlar, toksisiteye sahip olmayan
ya da disiik toksisiteye sahip olan iirlin olusumu ile pro-oksidanlar1 etkin bir sekilde
indirgerler (Prior et al. 1999). Antioksidanlar, metabolizma i¢in ve giinliik hayati
kolaylastirmada biiyiik bir 6neme sahiptir. Canlilar i¢in savunma sistemi olarak gorev
yaptiklar1 gibi, endiistriyel alanda 6zellikle gida sektorii ve plastik sektoriinde katki maddesi

olarak gorev almaktadirlar.

Zeytin  karasuyunda bulunan fenolik  bilesikler arasinda  hidroksitirozol  (3,4-
dihidroksifeniletanol), antioksidan ozelligi nedeni ile dikkat g¢ekici bir bilesiktir.
Hidroksitirozol, giiglii antioksidan aktivitesine sahiptir ve insan saglig1 i¢in 6nem arz eder. In
vitro’da yapilan ¢aligmalar sonucunda, hidroksitirozoliin diisiik yogunluklu lipoprotein
oksidasyonunu inhibe ettigi, serbest radikalleri bagladigi, trombositlerin bir araya gelmesini
inhibe ettigi, insan noétrofilleri i¢in 10kotrien {irettigi ve hiicre korumasini sagladig:
goriilmiistiir. Hidroksitirozoliin ayrica, in vitro ¢alismalar ile gram pozitif ve gram negatif

bakterilere kars1 antibakteriyel ajan oldugu ispatlanmistir (Allouche et al. 2004).



Hidroksitirozol son zamanlara kadar ticari olarak bulunmazken, son zamanlarda arastirmalarda
kullanilmak tizere ticari olarak saglanabilmekte (1000-2000 $/g) ve antioksidan olarak farkli
markalarda piyasada bulunmaktadir (Obied et al. 2005). Hidroksitirozol iiretimi i¢in farkli
yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler; kimyasal sentez, oleuropeinin hidrolizi, saflagtirilmis
tirozinazin biyokatalizor olarak kullanimi1 ile enzimatik sentez, zeytin karasuyundan
laboratuvar 6lgekli saflastirma ve iki-fazli iiretim prosesinin sivi-kati atiginm hidrotermal

muamelesidir (Allouche et al. 2004).

Zeytin karasuyu, biyoaktif bir polifenol olan oleuropein agisindan oldukga zengindir.
Oleuropein, li¢ yapisal alt birimden olusmaktadir. Bu alt birimler; bir polifenol olan
hidroksitirozol, bir sekoiridoid olan elenolik asit ve glukozdur (Sekil 2.2). Hidroksitirozol
zeytin triinlerinde basit fenol olarak bulunabilecegi gibi, elenolik asitle oleuropein olusturmak
tizere esterlesebilir ve aglikonu verbaskozid molekiiliiniin pargas1 olabilir (Khoufi et al. 2011).
Hidroksitirozoliin zeytinyaginin ekstraksiyonu sirasinda esteraz aktivitesi ile oleuropeinin

hidrolizi sonucu olustugu diistiniilmektedir (Obied et al. 2005).
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Sekil 2.2. Oleuropeinin B-galaktozidaz ve esteraz enzimleri ile hidrolizi (Khoufi et al. 2011)



Fki et al. (2005) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, zeytin karasuyu ekstraktinda bulunan
fenolik bilesenlerin antioksidan aktiviteleri, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) iizerindeki
radikal tutma etkileri belirlenerek (1Csp) karsilastirilmistir. Buna gore; zeytin karasuyundan
elde edilen orto-dihidroksillenmis aromatik bilesenler, DPPH iizerinde yiiksek aktivite
sergilemistir. Bu bilesiklerden hidroksitirozole ait ICso degeri 0.57 ug/mL, 3,4-
dihidroksifenilasetik aside ait 1Csq degeri ise 0.64 pug/mL olarak belirlenmistir. Ancak, sadece
bir hidroksil fonksiyonuna sahip tirozol ve p-hidroksifenilasetik asite ait aktiviteler ise daha
diistiktiir; sirasiyla 1C50=10.9 ve 12 ug/mL’dir. Zeytin karasuyunda bulunan ferulik asit, kafeik
asit ve p-kumarik asit i¢in elde edilen ICsp degerleri de sirasiyla 1.21, 0.87 ve 9.50 pg/mL’dir.

Fenolik maddelerin parcalanmasinda goérev yapan enzimler, mikroorganizma tiiriine,
kullanilan substrata ve kosullara gore degismesine karsin genellikle oksidorediiktaz grubu
enzimlerdir ve zeytin karasuyundaki fenollerin parcalanmasinda baslica lakkaz (EC 1.10.3.2),
lignin peroksidaz (EC 1.11.1.14), mangan peroksidaz (EC 1.11.1.13) ve tirozinaz (polifenol
oksidaz; monofenolaz: EC 1.14.18.1, difenolaz: EC 1.10.3.1) enzimleri aktivite gosterir.
Ayrica, hidrolaz smifinda bulunan tannaz enzimi (EC 3.1.1.20) de zeytin karasuyunda bulunan
fenolik bilesiklere etki edebilir.

Lakkaz (benzendiol: oksijen oxidorediiktaz), katalitik merkezinde bakir atomlar1 i¢eren, % 15-
25’1 glikoprotein olan, 6zellikle beyaz giiriik¢iil funguslar ve yiiksek bitkiler tarafindan
tiretilen polifenol oksidaz grubuna ait hiicre dis1 bir enzimdir (Baldrian 2006, Rodriguez et al.
1997). Lakkaz, substratin oksidasyonun katalizlerken oksijenin suya indirgenmesini saglar
(Sekil 2.3). Genellikle substrat1 p-dihidroksi fenol ya da diger fenolik bilesikler olabilecegi
gibi cevre kirliligine yol acan fenolik olmayan bilesikler de olabilir. Tipik fungal lakkaz
enzimi, yaklasik 60-70 kDa agirliginda bir proteindir, izoelektrik noktasi pH 4.0 civarinda ve
optimum pH degeri asidik bolgededir. Aktivite gosterdigi sicaklik 50-70°C arasinda degisir
(Baldrian 2006).
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Sekil 2.3. Lakkaz enziminin genel kataliz reaksiyonu (Dwivedi et al. 2011)

Lakkazlar, biyoteknolojik uygulamalar ig¢in ¢esitli avantajlar sunar; klorlanmig fenolikleri
iceren ksenobiyotikleri, sentetik boyalari, pestisitleri ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar
oksitleyebilirler (Baldrian 2006). Ayrica, lakkazin olasi bir fonksiyonu, funguslar igin toksik
olan ve ligninin yikimi ile olusan diisik molekiil agirlikli kinonlarm ve fenollerin
detoksifikasyonu olabilir (Rodriguez et al. 1997). Lakkazin diisiik substrat spesifikligi ve
kirlilikleri 6ncelikli olarak okside edebilme yetenegi, zeytin karasuyunun aritiminda da ilgi
¢cekmektedir (Niaounakis and Halvadakis 2006). Lakkazlar, peroksidazlar gibi hidrojen
peroksit ilavesine gerek duymadiklar1 i¢in belirgin bir istiinliige sahiptirler ve tirozinazdan
daha fazla gesitte substrata etki ederler (D’ Annibale et al. 2000).

Lignin peroksidaz (1,2-bis(3,4-dimetoksifenil)propan-1,3-diol:hidrojen-peroksit
oksidorediiktaz), bazi fungus tiirleri tarafindan tretilen, lignin yikimmdan sorumlu hiicre dis1
bir enzimdir (http://en.wikipedia.org/wiki/Lignin_peroxidase., 2010). Lignin peroksidaz,
lakkaz ve mangan peroksidaz enzimleri gibi diigiik substrat spesifikligine sahiptir (Crognale et

al. 2006). Lignin peroksidaz enziminin katalizledigi reaksiyon Sekil 2.4’te goriilmektedir.
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Sekil 2.4. Lignin peroksidaz enziminin genel Kkataliz reaksiyonu (http://www.brenda-
enzymes.info/Mol/reaction-popup.php4?id=36999&type=I&displayType=marvin., 2010)

Farkli kaynaklardan elde edilen lignin peroksidaz enziminin, rekalsitrant aromatik bilesiklerin
cesitli tiirlerini mineralize ettigi ve fenolik bilesiklerin ve polisiklik aromatiklerin bir grubunu

okside ettigi goriilmiistiir (Duran and Esposito 2000).

Mangan peroksidaz (Mn(II): hidrojen peroksit oksidorediiktaz), ligninolitik funguslar
tarafindan salgilanan, oksidorediiktaz sinifina ait hiicre dis1 bir enzimdir. Hem proteininin
glikozillenmesiyle olusan bu enzimin molekiil agirligi 40-50 kDa araliginda degisir. Mangan
peroksidaz éncelikli olarak odun ve toprakta bulunan mangan (II) iyonlarmi (Mn?"), okzalik
asit gibi fungal selatlayici ajanlar tarafindan stabil hale getirilen oldukca reaktif Mn**
iyonlarma oksitler (Sekil 2.5). Selatlanmis Mn®*, diisiik molekiil agirhigna sahip, difiize
olabilen redoks-mediatorii gibi davranir. Bu mediator, lignin yapisindaki fenoliklere atak
yapar ve kendiliginden par¢alanmaya egilimli kararsiz serbest radikaller olusur. Mangan
peroksidaz, in vitro ¢alismalarda tiim lignoseliilozlar1 oldugu gibi dogal ve sentetik ligninleri

de okside eder ve depolimerizasyonunu saglar (Hofrichter 2002).

2Mn(ll) + 2H' + H0, = 2 Mn(lll) + 2 H,0

Sekil 2.5. Mangan peroksidaz enziminin genel kataliz reaksiyonu (http://www.brenda-
enzymes.info/Mol/reaction-popup.php4?id=40497 &type=I&displayType=marvin., 2010)
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Mangan peroksidaz enzimi, dikkat gekici bir pargalama potansiyeline sahiptir. Ligninle
birlikte gesitli organik kirlilikleri oksitler ve lignin siilfonik asitlerinin uzaklastirilmasi igin
attk su aritimi1 gibi biyoteknolojik uygulamalarda, koyun yiiniinden bitki atiklarini

uzaklastirmada, tehlikeli kimyasallarin eliminasyonunda kullanilir (Niiske et al. 2002).

Tirozinaz, monofenolaz (monofenol, L-DOPA: oksijen oksidorediiktaz) ve difenolaz (1,2-
benzendiol: oksijen oksidorediiktaz) olmak {izere iki farkli enzim aktivitesine sahip, bakir
iceren oksidorediiktaz sinifi bir enzimdir. Tirozinaz, ortamda bulunan monofenollerin o-
difenollere orto hidroksilasyonunu monofenolaz (krezolaz) aktivitesi ile, olusan o-difenollerin
o-kinonlara oksidasyonunu ise difenolaz (katesolaz) aktivitesi ile katalizler (Sekil 2.6). Olusan
o-kinonlar kararli degildir ve zamanla enzimatik olmayan polimerizasyon reaksiyonlariyla

kahverengi pigmentlere doniistirler (Espin et al.2001).

OH OH 0
%0 ‘ 10
C OH LLZ 0 kompleks
Q -~ o~ \ ———> kahverengi
' _\ polimerler
H20
R tirozinaz R tirozinaz R enzimatik
monofenolaz difenolaz olmayan
aktivitesi aktivitesi tepkimeler

Sekil 2.6. Tirozinaz enziminin genel kataliz reaksiyonu (Van Gelder et al. 1997)

Son zamanlarda, endiistriyel uygulamalarda tirozinaz kullanimma ilgi artmaktadir. Cay,
kahve, kakao gibi bitki tiirevli gida triinlerinde farkli organoleptik 6zellikler iiretilmesinde
geleneksel olarak tirozinazlar kullanilmaktadir. Bununla birlikte, sebze ve meyvelerde
meydana gelen esmerlesme reaksiyonlar1 tirozinaz enzimi ile iliskili oldugundan, gida
endiistrisinde tirozinaz enzim aktivitesi kontrolii i¢in yontemler arastirilmaktadir. Tirozinazlar

capraz baglama yetenegine sahip olduklar1 i¢in, gida ve gida dis1 proseslerde ilging

13



uygulamalarda kullanilabilirler. Tirozinazlarin peptidler, proteinler ve karbohidratlar arasinda

kovalent bag olusumunu katalizledigi gosterilmistir (Selinheimo et al. 2007).

Tannaz (tannin agilhidrolaz); tannik asit, metil gallat, etil gallat, n-propil gallat ve izoamil
gallat gibi hidrolizlenebilen tanninlerin yikimini katalizleyen hidrolaz sinifi hiicre dist bir
enzimdir. Tannaz, tannik asidin ester baglarina etki ederek, tannik asidi gallik asit ve glukoza
hidrolizler (Sekil 2.7). Tannaz; bakteriler, mayalar ve funguslar tarafindan tretilir (Aguilar et
al. 2007).
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Sekil 2.7. Tannaz enziminin genel kataliz reaksiyonu (Mondal et al. 2001)

Tannaz enzimi, farkli uygulama alanlarina sahiptir. Uygulamalarin basinda, cabuk cay
iiretiminde kullanilmasi gelmektedir. Yiyecek ve icecek sektoriinde, tanninlerin istenilmeyen
etkilerini gidermek i¢in kullanilir. Bir diger 6nemli uygulama alami ise, gallik asit ve
propilgallat iiretimidir. Gallik asit, farmasdtik endiistrisinde antibakteriyel ilaglarin sentezi i¢in
kullanilmaktadir. Propilgallat ise gida antioksidani olarak 6nem teskil eder (Belmares et al.
2004).
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2.3. Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula glutinis

Debaryomyces hansenii, patojenik olmayan, 4 M derisime kadar NaCl’ye dayanikli bir maya
tiridir. D. hansenii, ekstremofilik bir mayadir; osmotolerant, kserotolerant ve halotolerant
ozelliktedir ve ayrica yag biriktirebilme 6zelligine sahiptir. Biyoteknolojik uygulama alani ¢ok
genis olan D. hansenii baslica; siit iiriinlerinin iiretiminde, et fermentasyonunda, litik enzim,

degerli kimyasal ve alditol iiretiminde kullanilmaktadir (Breuer and Harms 2006).

Rhodotorula glutinis, ‘pembe maya’ olarak bilinmektedir. R. glutinis, karotenoid {ireten

(6zellikle B-karoten), yag biriktirebilme 6zelligine sahip bir mayadir (Aksu ve Eren 2007).

Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula glutinis mayalari, daha once zeytin karasuyu
biyoaritiminda kullanilmamiglardir. Ancak her iki maya tiirliniin de fenolik bilesenleri
kullandig1 bilgisi literatiirde yer almaktadir. D. hansenii’nin fenolik yapidaki maddeleri
doniisiime ugrattigi, Mathew et al. (2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada belirtilmistir. S6z
konusu ¢alismada fenolik yapidaki ferulik asitin yine fenolik yapidaki guaiakol ve vanillin
metabolitlerine doniisimii yer almaktadir. Ayrica, D. hansenii’nin genis bir substrat
spektrumuna ve ¢evre ¢alismalarinda kullanim potansiyeline sahip oldugu (Breuer and Harms
2006) ve tannaz enzimi igerdigi bilgilerine ulagilmistir (http://www.uniprot.org/uniprot
/1Q6BXU9 #section_name., 2009). R. glutinis i¢in ise, Katayama-Hirayama et. al (1995)
tarafindan yapilan ¢alismada karbon kaynagi olarak fenolii kullandigi, Gupta et al. (1986)
tarafindan yapilan caligmada fenolik yapidaki sinapik asiti pargaladigi ve Walker (1973)
tarafindan yapilan caligmada ise klorofenolleri metabolize ettigi belirtilmistir. Ayrica, lakkaz

enzimi i¢erdigi bilgisine ulagilmistir (http://www.uniprot.org/uniprot/B2DFU1., 2009).
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2.4. Zeytin Karasuyunun Funguslarla Biyoaritimi

Zeytin karasuyunun aritiminda, farkli mikroorganizmalar (bakteriler ve funguslar) ve farkli
prosesler denenmistir. Biyolojik aritim prosesleri, zeytin karasuyu aritimmda 6nemli Slglide
KOI, fenol ve renk giderimi saglayarak etkin bir uygulama olusturmaktadir (McNamara et al.
2008). Funguslar ile yapilan aritimlarda, etkin bir sekilde KOI ve toksisite giderimi saglandigi

gorilmiistiir.

Zeytin karasuyunun funguslarla biyoaritiminda; beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar, Aspergillus sp. ve
farkli maya tiirleri olmak iizere ii¢ tip organizma ile ¢alisilmistir. Funguslar, KOI giderimi ve
basit fenoliklerin uzaklastirilmasi disinda, zeytin karasuyunun renk gideriminde de etkindirler

(McNamara et al. 2008).

Yesilada vd (1995) yaptiklar1 ¢alismada, beyaz ¢iirlik¢iil mantar tiirii olan Funalia trogii ile
zeytin karasuyu biyoaritiminda, statik isletimde % 31 renk ve % 77 fenol giderimi; karigtirmali
isletimde % 38 renk ve % 72 fenol giderimi ile birlikte % 40 KOI giderimi saglamislardir.

Sayadi and Ellouz (1995) yaptiklar1 ¢alismada, Phanerochaete chrysosporium kullanarak
zeytin karasuyunun renk giderimine mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz enzimlerinin
etkilerini incelemislerdir. P.chrysosporium yiiksek diizeyde Mn(II) derisimi igceren ortamda
yiiksek diizeyde mangan peroksidaz enzimi (0.65 mM) iiretmesine karsin zeytin karasuyunda
diisiik diizeyde (% 25) renk giderimi saglanmigtir. Bunun aksine, P.chrysosporium diisiik
diizeyde Mn(II) derigimi i¢eren ortamda yliksek diizeyde lignin peroksidaz enzimi (0.3 mM)
iretmis, zeytin karasuyunda yiiksek diizeyde (%70’ten fazla) renk giderimi saglanmustir.
Kiiltiir ortaminda, artan Mn(II) derisimi ile birlikte zeytin karasuyunun renk giderimi ve lignin

peroksidaz aktivitesi azalmaktadir.
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Tsioulpas et al. (2002) yaptiklar1 ¢aligmada, Pleutrotus tiirlerinin zeytin karasuyundan
fenolleri uzaklastirabilme yetenegini incelemislerdir. Mikroorganizmalarin, sterilizasyon
disinda herhangi bir 6nislem gérmemis ve herhangi bir ek besin igermeyen zeytin karasuyunda
cogalma yetenekleri test edilmistir. 10-14 giin sonunda ¢ogalma ortamlarinda (% 75 ZK)
Olgiilen en yiiksek lakkaz aktivitesi (110.3-301.7 U/L) ile baslangigtaki fenolik bilesenlerin %

69-76’s1 giderilmis ve zeytin karasuyunun siyah rengi sari-kahverengi olmustur.

Literatiirde, zeytin karasuyu aritiminda Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii
mayalarmin kullanimina dair bilgi olmadig1 gibi, tirozinaz enziminin etkisi hakkinda da
herhangi bir bilgi bulunmamaktadir. Bu nedenle, bu boliimde funguslar ile zeytin karasuyunun
biyoaritiminda enzimatik degisimleri inceleyen Ornek bir ¢aligma olarak olarak Trametes

versicolor’un kullanimi 6zetlenmistir.

Ergiil vd (2009), yaptiklar1 ¢alismada beyaz ¢iiriik¢iil mantar tiiri olan Trametes versicolor’u
zeytin karasuyu ortamma adapte ettikten sonra Kullanarak, zeytin karasuyunun fenolik
icerigini azaltmayr amaglamislardir. Bu dogrultuda karistrmali ve duragan isletimde

erlenlerde ve karistirmali tank reaktoriinde farkli biyoaritimlar gerceklestirilmistir.

Iki kat seyreltilmis 50 mL zeytin karasuyu ile 20 giin boyunca karistirmali (200 rpm, 26°C) ve
duragan (26°C) olarak erlenlerde yapilan biyoaritimlar siiresince, zamanla toplam fenol
derigimi, renk, toplam seker miktar1 degisimi ile lakkaz aktivitesi ve mangan peroksidaz enzim
aktivitelerine ait degisimler incelenmistir. Karistrmali erlen denemelerinde, toplam fenol
giderimi inkiibasyonun 2. giinlinde, renk giderimi ise inkiibasyonun 3. giiniinde baslamistur.
Inkiibasyon periyodunun sonunda, maksimum toplam fenol giderimine (% 83.5) ve
maksimum renk giderimine (% 63) ulasilmistir. Ayrica, kiiltiir ortaminda lakkaz ve mangan
peroksidaz enzim aktiviteleri goriilmiis ancak lignin peroksidaz enzim aktivitesi
goriilmemistir. Lakkaz enzim aktivitesi, inkiibasyonun 3. giiniinde saptanmis, 6. giine kadar

artarak maksimum seviyeye ulasmis ve 7. giin ile birlikte azalmaya baglamistir. Diger yandan
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maksimum mangan peroksidaz enzim aktivitesi (88.34 +7.10 U/L), inkiibasyonun 4. giiniinde

Ol¢tilmiistiir.

Karigtirmali erlen denemelerine paralel olarak yapilan duragan kiiltiir denemelerinde, benzer
sonuglar elde edilmistir. Toplam fenol igerigi diiserken lakkaz aktivitesi artmis ve 9. gilinde
maksimum aktivite degerlerine ulasilmistir (881.60+64.2 U/L). Maksimum mangan
peroksidaz aktivitesi (50.10 + 4.41 U/L) ise inkiibasyonun 14. giiniinde goriilmiistiir.

Seyreltilmemis zeytin karasuyu (50 mL) kullanilarak yapilan erlen denemelerinde, 16 giin
boyunca zamanla toplam fenol derisimi, renk, toplam seker miktar1 degisimi ile lakkaz ve
mangan peroksidaz aktiviteleri incelenmistir. iki kat seyreltilmis zeytin karasuyu ile yapilan
biyoaritim sonucu elde edilen toplam fenol giderimi % 85 iken, seyreltilmemis zeytin
karasuyu ile yapilan biyoaritim sonrasi elde edilen toplam fenol giderimi % 78’dir.
Seyreltilmemis zeytin karasuyu ortaminda maksimum lakkaz enzim aktivitesi (734.12 + 38.22
U/L) ve mangan peroksidaz enzim aktivitesi (120.05+ 10.81 U/L) inkiibasyonun 11. giiniinde

Olctilmiistiir.

Karistrmali tank reaktdriinde yapilan biyoaritimlarda seyreltilmemis zeytin karasuyu
kullanilarak farkli havalandirma hizlarinin (0, 0.1, 0.25, 0.5 ve 1.0 vvm ) ¢alismada zamanla
degisimi incelenen parametrelere etkisi incelenmistir. Bunun sonucunda, havalandirma
yapilmadig1 zaman toplam fenol giderimi, renk giderimi ve toplam seker miktar1 azalmasinin
saglanamadig1 ve lakkaz ile mangan peroksidaz enzim aktivitelerinin olmadig1 goriilmiistiir.

0.25 vvm havalandirma hizinin ¢ok etkili oldugu goriilmiistiir.
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2.5. Mikrobiyal Aktivite ile Hidroksitirozol Birikimi

Zeytin karasuyunda hidroksitirozol ve hidroksitirozoliin onciilii olan tirozoliin bulunmasi,
zeytin karasuyunun hidroksitirozol eldesi i¢in Onemli bir kaynak olduguna dikkati
cekmektedir. Bu dogrultuda, mikrobiyal aktivite ile farkli yOntemler kullanilarak

hidroksitirozol birikimi saglanabilir.

2.5.1. Saflastirilmis enzim kullanilarak hidroksitirozol iiretimi

Espin et al. (2001), hidroksitirozolii, tirozinaz ve askorbik asit varliginda, monofenolik dnciil
tirozolden elde etmislerdir. Calismada ticari olarak saglanan tirozinaz enzimi, bir monofenol
olan tirozoliin bir o-difenol olan hidroksitirozole orto-hidroksilasyonunu (monofenolaz
aktivitesi) ve hidroksitirozoliin bir o0-kinon olan 3,4-kinonfeniletanole oksidasyonunu
(difenolaz aktivitesi) katalizlemektedir (Sekil 2.8). Olusan 0-kinon kararli degildir ve zamanla
enzimatik olmayan reaksiyonla kahverengi pigmentlere doniisiir. Bu doniisiimii engellemek
icin reaksiyona askorbik asit eklenmistir. Bu kosullar altinda reaksiyon ilerlememis ve o-kinon
hidroksitirozole indirgenmistir; boylece sistemde olusan denge ile tirozol ve askorbik asit
derisimleri azalirken hidroksitirozol birikmistir (Sekil 2.8). Ortamda askorbik asit oldugu

stirece hidroksitirozol birikimi devam etmistir.
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Sekil 2.8 Tirozinaz ve askorbik asit varliginda hidroksitirozoliin dnciilii olan tirozolden tiretimi
(Espin et al. 2001)

2.5.2. Mikroorganizmalar kullanilarak hidroksitirozol iiretimi

Allouche et al. (2004), Pseudomonas aeruginosa bakterisi ile onciil olarak sentetik tirozol
kullanarak hidroksitirozol sentezini gergeklestirmistir. P.aeruginosa tarafindan hidroksitirozol
iiretimi, daha 6nceden duragan faza kadar ¢ogaltilmis hiicreleri igeren kiiltiir ortamina tirozol
eklenmesi ile gerceklestirilmistir. Hidroksitirozol verimini yiikseltmek ve sonrasinda hiicreler
tarafindan yikimini 6nlemek i¢in, dinlenen hiicreler kullanilmistir. Cogalma siiresince tirozoli
kullanan hiicreler, 6nemli miktarda hidroksitirozol, az miktarda p-hidroksifenilasetik asit ve
3,4-dihidroksifenilasetik asit olusumu gergeklestirmislerdir. On cogalma ortamindan reaksiyon
ortamina aktarilan P. aeruginosa hiicrelerinin aktarim sirasindaki ¢cogalma evrelerinin, tiretim
ortamma eklenen karbon kaynagmin (glukoz, tirozol, katesol, p-hidroksibenzoik asit, p-
hidroksifenilasetik asit, p-kumarik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit), reaksiyon ortamina
eklenen tirozol derigiminin ve {iretim ortamma eklenen biyokiitle derisiminin hidroksitirozol
tretimine etkileri incelenmistir. Cogalma evrelerinin etkisi incelendiginde, maksimum
diizeyde hidroksitirozol birikimi (1.4 g/L) logaritmik artis fazinin sonunda bulunan hiicrelerin
kullanildig1 ortamda, % 70 biyoddniisiim verimi ile elde edilmistir. Uretim ortamindaki karbon
kaynaklarmin etkisi incelendiginde, maksimum diizeyde hidroksitirozol birikimi % 70

biyodoniisiim verimi ile tirozol varhiginda elde edilmistir. Tirozol derigiminin etkisi
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incelendiginde ise maksimum biyodoniisim verimi (% 82) 4 g/L tirozol derisimde elde
edilmistir. Maksimum hidroksitirozol veriminin 4 g/L’ye kadar olan tirozol ile arttig1, tirozol
miktarinin fazlasinin (>4 g/L) ise toksik etki yaptig1 goriilmiistiir. 5 g/L yas agirhiga sahip
biyokiitle ile calisildiginda, % 96 biyodoniisim verimi elde edilmistir. Caligmada, P.
aeruginosa bakterileri ile yiikksek verimle hidroksitirozol tretimi gergeklestirilmistir.
Hidroksitirozol, bu bakteriler tarafindan kolayca yikilabileceginden, dinlenen hiicreler

kullanilmis ve bdylece yiiksek verim elde edilmistir.

Brooks et al. (2006), tirozinaz aktivitesine sahip Pseudomonas putida F6 hiicre Oziitlerini
kullanarak, hiicre oziitlerini kalsiyum aljinat matrise immobilize etmislerdir. P.putida’ya ait
immobilize hiicre 6ziitleri, immobilize olmayan hiicre 6ziitlerinden tirozolii substrat olarak %
21 daha fazla tiiketmislerdir; ancak, yaklasik aymi diizeyde hidroksitirozol birikimi
gbdzlenmistir. Tirozoliin substrat olarak kullanilarak tamaminin uzaklastirilmasi ve maksimum
hidroksitirozol birikiminin saglanmasi i¢in farkli yaklasimlar denenmistir. Bu yaklasimlar;
askorbik asit ilavesi, immobilize hiicre 6ziitlerinin yikanmasi ve tekrar kullanilmasi, biyolojik
olarak doniisiimiin saglanmasi i¢in taze immobilize hiicre Oziitlerinin eklenmesi ve baslangic
tirozol derisiminin degisimidir. Calismada kullanilan P.putida F6, topraktan izole edilmis ve
P.putida F6, karbon ve enerji kaynagi olarak sadece fenilasetik asit bulunan kesikli kiiltiirde
cogaltilarak tiretim igin serbest ve kalsiyum aljinat boncuklara tutuklanarak igerisinde tirozol
bulunan ortama aktarilmistir. Immobilize bakteriyel tirozinaz aktivitesi ile tirozol
donlisiimiiniin  optimizasyonu, substratin tamammin uzaklastirilmast ve askorbik asit
varhiginda toplam % 77 verim ile sonug¢lanmistir. Hidroksitirozoliin iiretim ortamindan geri

kazanimi, basit kat1 faz ekstraksiyonu ile saglanmistir.

Bouallagui and Sayadi (2006) yaptiklar1 ¢aligmada, Pseudomonas aeruginosa’y: kalsiyum
aljinat boncuklara immobilize ederek, immobilize hiicrelerle tirozol lizerinden hidroksitirozol
tretimini gergeklestirmislerdir. Tirozoliin hidroksitirozole biyoddniisiimii, P. aeruginosa’ya
ait dinlenen hiicrelerin kalsiyum aljinat boncuklara immobilize edilmesiyle basarimustir.

Immobilizasyon, hiicrelere serbest hiicrelere gore daha fazla tirozol tolere edebilme avantaji
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saglamaktadir. Kesikli sistemde, 5 g/L tirozol varliginda, kalsiyum aljinat boncuklara
immobilize edilen hiicreler ile % 86 biyodoniisiim verimine ulasilmistir. Caligmada,
P.aeruginosa, 5 sene boyunca zeytin karasuyu ile sulanan (100 m?/st) topraktan izole edilmis,
karbon ve enerji kaynagi olarak sadece tirozol kullanilmistir. Tirozol hidroksilasyonu, tirozol
bulunan minimal ortamda logaritmik fazin sonuna kadar cogalan hiicreler tarafindan
gerceklestirilmistir. Serbest hiicreler ortamdan alinip {liretim ortamina aktarildiginda, 4 g/L
tirozol varliginda 7 st inkiibasyon sonunda % 86 hidroksitirozol verimi elde edilmistir.
Logaritmik fazin sonunda kalsiyum aljinata immobilize edilmis hiicreler ile 2 g/L tirozol
varhiginda 20 st inkiibasyon sonunda % 70 hidroksitirozol verimine ulasilmistir.
Hidroksitirozol olusumuna inokulum miktarinin etkisini incelemek i¢in, biyodoniisim
ortamma farkli oranlarda (% 10, 20 ve 30 (h/h)) kalsiyum aljinat boncuklar1 ortama
verilmistir. Sonuglar, hidroksitirozol veriminin boncuk inokulum miktar1 ile yakindan iliskili
oldugunu goéstermistir. Maksimum hidroksitirozol verimi, % 20 (h/h) inokulum miktar1 ile
elde edilmistir. Hidroksitirozol tiretimi ve tirozol derisimi arasindaki iligski, 2-6 g/L arasinda
degisen tirozol derisimleri denenerek incelenmistir. Biyoddniisiim ortaminin tirozol derigimi
arttikca, hidroksitirozol veriminin de arttigi goriilmiistiir. Ancak en yiiksek hidroksitirozol
verimi (% 86), 5 g/L derisiminde tirozol varliginda immobilize hiicreler kullanilarak elde

edilmistir. Bu derisimin iizerinde, hidroksitirozol ciddi bir sekilde azalmaktadir.

Bouallagui and Sayadi (2006) tarafindan yapilan bu c¢alismada, tirozoliin biyodoniisiimii
lizerinden hidroksitirozol iiretimi i¢in serbest ve immobilize hiicreler kullanilmistir.
Hidroksitirozol, tirozol yikimi yol izinin bir ara {iriinii olarak tanimlanmaktadir. Calismanin
deney sartlar1 altinda, hidroksitirozoliin 3,4-dihidroksifenilasetik asit vermek iizere daha ileri
okside oldugu bulunmustur. P.aeruginosa’da aromatik bilesiklerin metabolik yolizi
incelenebilir. Ancak, reaksiyona oksijen ilavesi yapildiginda, tirozol p-hidroksifenilasetik asite
ve 3,4-dihidroksifenilasetik asite doniisiir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. P.aeruginosa tarafindan tirozol metabolizmasi igin 6nerilen yol izi (Bouallagui and
Sayadi 2006)

Allouche and Sayadi (2005) yaptiklart bir calismada, tirozol izomerlerinin Serratia
marcescens bakterileri tarafindan doniisiimii ile yiiksek katma degere sahip fenolik bilesiklerin
iretimi igin etkili bir yontem arastirmiglardir. S.marcescens, bir toprak bakterisi grubudur ve
p-tirozolii  (4-hidroksifeniletanol) tek karbon ve enerji kaynagi olarak kullanarak
cogalmalarmna gore izole edilmistir. S.marcescens susunun p-tirozol varhiginda ¢ogalmasi,
hidroksitirozol olusumunun artmasi ile sonuglanabilir. Hidroksitirozoliin optimum verimi
(%80), 1 g/L p-tirozol bulunan 6n ¢ogalma ortamina, logaritmik artis fazinin sonunda 2 g/L p-
tirozol eklenmesiyle 7 st inkiibasyon sonunda elde edilmistir. Ayrica substrat spesifikligi, m-
tirozoliin  (3-hidroksifeniletanol) ve o-tirozoliin (2-hidroksifeniletanol) substrat olarak
kullanilmasiyla incelenmistir. S.marcescens susu, m-tirozol ve o-tirozolii, kullanilan substratin
yan zincirindeki karbonlarmni oksitleyerek 3-hidroksifenilasetik asite ve 2-hidroksifenilasetik
asite tamamen doOnlistirmiistiir. Yapilan bu ¢alismada, Onciil olarak p-tirozol (4-
hidroksifeniletanol), m-tirozol (3-hidroksifenilasetik asit) ve o-tirozol (2-hidroksifeniletanol)
kullanilarak; hidroksitirozoliin, 2-hidroksifenilasetik asitin ve 3-hidroksifenilasetik asitin basit
mikrobiyal doniisiim ile sentezlenmesiyle ilgilenilmistir. S.marcescens susu tarafindan
gerceklestirilen hidroksilasyon reaksiyonunun substrat spesifikligini gérmek i¢in, m-tirozoliin
(3-hidroksifeniletanol) ve o-tirozoliin (2-hidroksifeniletanol) biyodoniisiimii incelenmistir.
GC-MS analizleri ile m-tirozoliin ve 0-tirozoliin S.marcescens tarafindan 3-hidroksifenilasetik

asit ve 2-hidroksifenilasetik asite doniistiiriildiigi goriilmistiir. Bu sonug, S.marcescens’in, var
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olan hidroksil grubu sadece para pozisyonunda oldugunda (p-tirozol) aromatik halkay1
hidroksilledigini gdstermektedir. Diger iki izomer ile (m-tirozol ve o-tirozol), yan zincirdeki
karbon atomu asetik asite okside olur. S.marcescens susu tarafindan p-tirozoliin
hidroksilasyonu, substrat spesifik bir reaksiyondur. S.marcescens susu, biitiiniiyle m-tirozol ve
o-tirozolii 3-hidroksifenilasetik asit ve 2-hidroksifenilasetik asite aromatik bilesikleri
kullanmadan doniistirmiistiir. Maksimum 3-hidroksifenilasetik asit ve 2-hidroksifenilasetik
asit derigimleri (1.1 g/L), 4.5 st sonrasinda % 100 molar verime ulagsmistir. Ayrica, m-tirozolde

baslangigta ve o-tirozolde 4 st sonrasinda biyodoniisiim reaksiyonlari baglamistir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, ticari olarak saglanan farkli maya tiirleri Rhodotorula glutinis (DSM 70398) ve
Debaryomyces hansenii (NRRL Y-7426) kullanilmistir. Ortam hazirlama ve analizlerde
kullanilan kimyasallar analitik saflikta, biyokimyasallar mikrobiyolojik saflikta, HPLC
analizlerinde kullanilan c¢oziiciiler ise kromatografik safliktadir (EK 1). Zeytin karasuyu,
Biyolojik Bilimler Arastirma Gelistirme ve Uretim A.S. tarafindan Taylieli Zeytin ve
Zeytinyag1 Isletmesi’nden (Burhaniye/Balikesir) (iki ve ii¢ fazli iiretim) saglanmistir.
Calismada ZK1 (pH 4.33, toplam fenol derisimi: 400 mg/L) ve ZK2 (pH 4.30, toplam fenol
derigimi: 1810 mg/L) olarak adlandirilan farkli iretim donemlerine ait zeytin karasulari

kullanilmastir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ticari fenol parcalayici1 enzimler ile zeytin karasuyunun biyoaritiminin incelendigi

ortamlar

Fenol parcalayic1 6zellikteki enzimlerden tirozinaz, lakkaz (kati ve sivi formda), mangan
peroksidaz ve tannaz enzimlerinin, zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlere etkisini
belirleyebilmek amaciyla, zeytin karasuyu ile bu enzimlerin ticari formlar1 muamele
edilmistir. Bu dogrultuda, 100 mL’lik erlenlerde, 20 mL’lik biyoaritim ortamlari, +4°C’de
12000xg’de (10000 rpm) santrifiijlenmis (Hettich Rotina 35 R) zeytin karasuyuna farkli

aktivitelere sahip enzimler (etiketteki aktivitelerine gore; tirozinaz: 564 U (0.3 mg), lakkaz

25



(kat1 form): 3.5 U (5.3 mg), lakkaz (siv1 form): 3150 LAMU (3 mL), mangan peroksidaz: 0.02
U (0.2 mg) ve tannaz: 3.2 U (8.6 mg)) eklenerek hazirlanmustir.

Tirozinaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlere etkisi belirlendikten sonra
biyoaritim ortamlarina askorbik asit eklenerek, ortamda hidroksitirozol birikimi
amaglanmistir. Bu ama¢ dogrultusunda 20 mL zeytin karasuyuna tirozinaz (564 U) ve farkli

derisimlerde askorbik asit (2, 5 ve 10 mM) eklenerek paralel deneyler yapilmistir.

Enzimatik reaksiyonlarm tiimii, 30°C’de 150 rpm karistrma hizinda calkalamali hava
banyosunda (Edmund Biihler TH 30 ve Shel Lab S16/S16R) 24 st siire ile gerc¢eklestirilmistir.

3.2.2. Mikroorganizmalarin saklanmasi ve ¢ogalma ortamlan

3.2.2.1. Mikroorganizmalarin saklanmasi

Mikroorganizmalarin uzun siire aktivitelerini kaybetmeden saklanabilmesi igin, zeytin
karasuyu ile hazirlanan, agar iceren kati1 besi ortamlar1 (10 g/L glukoz, 5 g/L pepton (soybean),
3 g/L maya o6ziitii, 3 g/L malt 6ziitii ve 20 g/L agar) ile ticari olarak saglanan boncuklar (Pro-

Lab Diagnostics Microbank™

) kullanilmustir. Belirli periyodlar ile agar igeren besi ortaminda
bulunan mikroorganizmalar, agar iceren yeni besi ortamlarina aktarilarak tazelenmistir. Agar
igeren kati besi ortammda bulunan mikroorganizmalar +4°C’de, mikroorganizmalarin

tutuklandig1 boncuklar -30°C°de muhafaza edilmistir.
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3.2.2.2. On cogalma ortami

On ¢ogalma ortami, mikroorganizmalarin biyoaritim ortamma aktarilmadan once aktif hale
gecirilmesi ve sayica arttirtlmasi i¢in kullanilan ortamdir. R. glutinis igin kat1 ve sivi olmak
tizere iki farkli 6n ¢ogalma ortamu, D. hansenii i¢in ise yalnizca kati 6n gogalma ortami
kullanilmistir. Her iki maya tiiri icin kat1 6n ¢ogalma ortami olarak, agar iceren kati besin
ortami kullanilmistir. Hazirlanan kati ortamlar, 10 g/L glukoz, 5 g/L pepton (soybean), 3 g/L
maya Oziitli, 3 g/L malt 6ziitii ve 15 g/L agar iceren UYM’den (Universal Yeast Medium)
farkli olarak, 20 g/L agar igerecek sekilde, distile su yerine, +4°C’de 12000xg’de (10000 rpm)
santrifiijlenmis zeytin karasuyu ile hazirlanmistir. Ortamlar 121°C°de 20 dk siireyle otoklavda
(ALP CL-40M Sterilizator) sterilize edilerek, laminer akis kabininde (BIOLAB Faster BHG
2004) tiiplere dokiilmiistiir. Tiipler egik konuma getirilerek oda sicakliginda agarin donmasi
beklenmistir. Hazirlanan egik agarlar donduktan sonra laminer akis kabininde, daha 6dnceden
cogaltilmis olan mikroorganizmalar +4°C’den alinarak agarlara ekilmistir. 30°C’de 24 st siire

ile inkiibe edilen (Friocell 222) mikroorganizmalari 6n ¢ogalmasi tamamlanmistir.

R. glutinis i¢in ayrica, % 50 ZK igeren biyoaritim ortamina aktarilmak iizere bir sivi on
¢ogalma ortami hazirlanmistir. Sivi 6n ¢ogalma ortami, 2 g/l amonyum siilfat ve 1 g/L maya
oziitii ile % 50 ZK icerecek sekilde hazirlanmistir. Kat1 6n ¢ogalma ortaminda 24 st inkiibe
edilen R. glutinis hiicreleri, hazirlanan sivi 6n ¢ogalma ortamma aktarilarak 30°C’de 150 rpm
karistirma hizinda 16 st inkiibe edilmistir. inkiibasyon siiresi sonunda 6n ¢ogalma ortammdan

alinan 20 mL 6rnek,% 50 ZK igeren 180 mL biyoaritim ortamina aktarilmistir.

3.2.2.3. Sivi ¢cogalma ve biyoaritim ortamlan

Stvi ortamlar, iki farkli amag¢ dogrultusunda hazirlanmistir. Birinci amag, mikroorganizmalarin

cogalmasi ile biyoaritim gerceklesirken, mikroorganizmalarin gosterdigi fenol pargalayici
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enzim aktivitelerini ve bu aktivitelerin sonucu ortamda meydana gelen fenolik degisimleri
incelemeye yoneliktir. Tkinci amag ise, mikroorganizmalar ile biyoaritim gergeklestirilirken,

ortama askorbik asit ilave edilmesi ile ortamda hidroksitirozol birikimini saglamaya yoneliktir.

Birinci amag dogrultusunda, D. hansenii i¢in 1 g/ maya 6ziitli, 5 g/L (NH4)2.SO4 ve % 25
zeytin karasuyu igeren sivi ortamlar hazirlanmistir. R. glutinis i¢in ise 1 g/ maya 6ziitii, 2 ya
da 5 g/L (NH,4)2SOy ile farkli derisimlerde zeytin karasuyu igeren (% 5, 20, 25 ve 50) sivi
ortamlar hazirlanmistir. Hazirlanan ortamlar 121°C’de 20 dk otoklav ile sterilize edilmis, on
cogalmasini tamamlamis mikroorganizmalar laminer akis kabininde steril ortamlara inokiile

edilmistir.

Ikinci amag¢ dogrultusunda, D. hansenii igin 1 g/L maya &ziitii, 5 g/L (NH4)2SO4 ve % 25 ZK
iceren s1v1 ortamlar hazirlanip 121°C’de 20 dk sterilize edildikten sonra, ortamlara 30 dk siire
ile UV 1sik altinda sterilize edilmis farkli derisimlerde (50 ve 350 mg/L) askorbik asit
eklenerek on c¢ogalmasini tamamlamig mikroorganizmalar laminer akis kabininde steril
ortamlara inokiile edilmistir. R. glutinis i¢in ise 1 g/L maya 6ziitii, 2 ya da 5 g/L (NH;).SO, ve
farkli derisimlerde zeytin karasuyu (% 25, 50) igeren sivi ortamlar hazirlanip 121°C’de 20 dk
sterilize edildikten sonra, ortamlara 30 dk siire ile UV 1sik altinda sterilize edilmis farkli
derisimlerde (50, 100, 200, 400 ve 1000 mg/L) askorbik asit eklenerek on ¢ogalmasini

tamamlamig mikroorganizmalar laminer akis kabininde steril ortamlara inokiile edilmistir.

Biyoaritimlarin tiimii, 200 mL’lik ortamlar hazirlanarak 500 mL’lik erlenlerde, 30°C’de 150
rpm karistirma hizinda, calkalamali hava banyosunda gerceklestirilmistir. Zeytin karasuyu

ortamlara aktarilmadan dnce, +4°C’de 12000xg’de (10000 rpm) santrifiijlenmistir.
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3.2.3. Dinlenen R. glutinis hiicreleri ile hidroksitirozol iiretimi icin cogalma ve iiretim

ortamlan

Dinlenen hiicre, ¢ogalma periyodunu tamamlamis, aktif olarak ¢ogalmayan hiicrelerdir. R.
glutinis 6n ¢ogalma ortamindan (kat1) sivi gogalma ve biyoaritim ortamlarina (% 25 ZK, 1 g/L
maya Ozitii, 5 g/ (NH4)2SO4) aktarilip logaritmik artis fazinin sonuna degin gogaltildiktan
sonra (t=44. st) hiicreler, 500xg’de (417 rpm) 10 dk 3 kez santrifiijlenip 50 mM pH 6.5
potasyum fosfat tamponu ile yikanmus, iki farkli derisimde tirozol (1 ve 0.1 g/L) ve zeytin
karasuyu (%100) ekstrakti iceren 50 mM pH 6.5 potasyum fosfat tamponuna almmaistir.
Ayrica, 0.1 g/L tirozol igeren ortama 30 dk siire ile UV 151k altinda sterilize edilmis askorbik
asit (4000 mg/L) eklenerek ortamda hidroksitirozol birikimine yonelik paralel bir deney daha
yapilmustir. Hazirlanan 25 mL’lik ortamlar, 30°C’de 150 rpm karistrma hizinda calkalamali

hava banyosunda inkiibe edilmistir.

3.3. Analizler

3.3.1. pH ol¢iimii

Biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alman &rmekler, +4°C’de 12000xg’de (10000 rpm)
santrifijlendikten sonra, Orneklere ait siipernatantlarin pH’1 &lgiilerek (Sartorius PP-25)

zamanla pH degisimi izlenmistir.
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3.3.2. Toplam fenol derisimi tayini

Biyoaritim ortamlarindan farkli zamanlarda alinan o6rnekler belirli agamalardan gegirildikten

sonra toplam fenol derisimleri 6l¢iilmiistiir. Bu asamalar sirasi ile asagida verildigi gibidir:

Ekstraksiyon: Farkli zamanlarda alinan orneklerin pH degerleri kaydedildikten sonra,
orneklerin pH’1, % 9’luk HCI ¢ozeltisi ile yaklasik 2’ye ayarlanmugtir. pH’1 ayarlanan
ornekler, etil asetat ile 1:1 (h/h) oran1 saglanacak sekilde, 3 kez ekstrakte edilerek etil asetat

fazi, susuz sodyum siilfat bulunan ortamda toplanmistir (Ayed et al. 2005).

Evaporasyon: Ekstraksiyon sonrasi toplanan etil asetat fazi, susuz sodyum siilfat ortamdan
uzaklastirildiktan sonra 45°C°de 40 rpm’de bes baslikli déner buharlastiricida (Heidolph) 30
dk buharlastirilmistir.

Kalintilarin metanol fazina alinmasi: Etil asetat uzaklastiktan sonra kalan fenol kalintilari,

ornek hacmi : metonol hacmi 1:1 oraninda olacak sekilde metanol i¢inde ¢oziilerek metanol

fazma alinmustir.

Bu asamalar tamamlandiktan sonra, Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenol tayini
yapilmistir (Ayed et al. 2005). Yontem uygulanirken, cam bir tiipe 20 pL 6rnek, 1580 pL
distile su ve 100 pL Folin reaktifi koyularak vorteks ile iyi bir karistirma saglanmustir. 8 dk
bekleme siiresinin ardindan 300 pL doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenip iyi bir
karistirma saglandiktan sonra agzi1 kapali tiipler 40°C su banyosunda 30 dk bekletilmistir. Bu
siire sonunda 6rneklerin absorbanslari A=765 nm’de okunarak kaydedilmistir (Shimadzu UV-
1601).
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Kaydedilen absorbans degerleri ile Onceden hazirlanmig olan kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak Orneklere ait toplam fenol derisim degerleri hesaplanmistir. Hesaplamada

kullanilan kalibrasyon grafigi EK 2’de verilmistir.

Toplam fenol derisimi yontem gelistirme ¢alismalar1 Boliim 4.1.1°de verilmistir.

Toplam fenol tayini yonteminin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in, tekrarl

analizler yapilarak yonteme ait standart sapma degeri hesaplanmistir (EK 3).

3.3.3. Toplam antioksidan aktivitesi tayini

Biyoaritim ortamlarindan farkli zamanlarda alinan 6rneklere ait toplam antioksidan aktivitesi,
orneklerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) tizerindeki serbest radikal tutma etkisi
belirlenerek hesaplanmistir. Bunun i¢in Oncelikle Bolim 3.3.2°de belirtilen asamalar
(ekstraksiyon, evaporasyon, kalintilarin metanol fazina alinmasi) gergeklestirilmis, metanol
fazina alinmis Orneklere toplam antioksidan aktivite tayini yapilmistir. Calismada, Fki et al.
(2005) tarafindan kullanilmis olan yontem modifiye edilip 6rneklere uygulanarak toplam
antioksidan aktivite tayini gerceklestirilmistir. Buna gore, 4 mL metanol fazinda bulunan
6rnek ile 10 mL 1.5x10™ M derisimine sahip DPPH ¢ozeltisi (metanol i¢inde) bir tiipte lyice
karigtirilarak agzi kapali bir sekilde oda sicakliginda 30 dk karanlikta bekletilmistir. Es
zamanli olarak, 4 mL metanol ve 10 mL 1.5x10™* M DPPH ¢ozeltisi karistirilip kontrol olarak
oda sicakliginda 30 dk karanlikta bekletilmistir. Bekleme siiresinin ardindan Ornege ve
kontrole ait absorbans degerleri A=520 nm’de Olgiilerek Est.(3.1)’den toplam antioksidan

aktivitesi % inhibisyon olarak hesaplanmistir (Obied et al. 2007).

% inhibisyon= [(Axontrol = Asrnek) / Akontrol ]X100 (3.1)

31



Toplam antioksidan aktivite tayini i¢in gelistirilen bu yonteme ait basamaklar, Boliim 4.1.2°de
verilmistir. Ayrica toplam antioksidan aktivite tayin yOnteminin dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini belirlemek igin, tekrarli analizler yapilarak yonteme ait standart sapma

degeri hesaplanmistir (EK 4).

3.3.4. Tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayini

Tirozinaz monofenolaz aktivite tayin yontemi, enzimin substratlarindan biri olan tirozinin,
tirozinaz enziminin monofenolaz aktivitesi ile dihidroksifenilalanine (DOPA) oksitlemesi
temeline dayanmaktadir. Bu ¢alismada, tirozinaz monofenolaz aktivite tayin yontemi
Wortington Enzyme Manual referans alinarak gelistirilmistir (http://www.worthington
biochem.com/TY/assay.html., 2010). Uygulanan yonteme gore, oda sicakliginda, 1080 uL 0.5
M pH 6.5 fosfat tamponu, 1000 pL 0.01 M L-tirozin ¢ozeltisi (0.5 M pH 6.5 fosfat
tamponunda) ve 900 pL distile su bir cam tiipe alinip vorteks ile karistirilmistir. Cam tiip
icerisinde hazirlanmis olan ortamdan 5 dk siire ile oksijen gazi gecirilmistir. Oksijene doyan
ortama, 20 pL ortamdan alinan 6rnek eklenerek, vorteks ile karigtirildiktan sonra reaksiyon
ortami spektrofotometre kiivetine almmustir. Ornegin eklenmesiyle baslayan reaksiyonda
meydana gelen absorbans degisimi 30 dk siiresince A=280 nm’de izlenmistir. Kor olarak,
icerisinde ortamdan almman 6rnek yerine ayni hacimde islem gormemis, ayni ortamm t=0. st
anna ait ortamimi bulunduran reaksiyon ortamu kullanilmigtir. Aktivite hesab1 yapilirken 1
Unite (U), oda sicakliginda, pH 6.5’te, 1 dakikada, =280 nm dalga boyunda 0.001 birimlik
absorbans degisimi olarak tanimlanmistir. Absorbans degisiminin dogrusal olarak artis
gosterdigi bolge (ti-t2), aktivite tayini hesaplanirken esas almmis, hesaplama Est.(3.2)
kullanilarak yapilmustir.

Aogo(ts) = Apgo(ts) %1000 = Unite (3.2)

tz _tl
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Tirozinaz monofenolaz aktivite tayini igin gelistirilen bu ydnteme ait basamaklar, Bolim
4.1.3’te verilmistir. Ayrica, tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayin yOntemininin
dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini belirlemek i¢in, tekrarli analizler yapilarak yonteme ait

standart sapma degeri hesaplanmistir (EK 5).

3.3.5. Tirozinaz difenolaz enzim aktivite tayini

Tirozinaz difenolaz aktivite tayin yontemi, substrat olarak kullanilan L-DOPA’nin tirozinaz
enziminin difenolaz aktivitesi ile L-DOPA-kinona doniisiimiiniin spektrofotometrik olarak
izlenmesine dayanmaktadir. Bu ¢alismada, tirozinaz difenolaz aktivite tayin yontemi, Sigma-
Aldrich’te bulunan enzim aktivite tayin yOntemi referans alinarak gelistirilmistir
(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/General_Information/2/tyrosinase.Par
.0001.File.dat/tyrosinase.pdf., 2011). Buna gore, oda sicakliginda, 2600 uL 50 mM pH 6.5
potasyum fosfat tamponu, 100 uL 5 mM L-DOPA ¢ozeltisi (50 mM pH 6.5 potasyum fosfat
tamponunda), 100 pL 2,1 mM askorbik asit ¢ozeltisi (50 mM pH 6.5 potasyum fosfat
tamponunda), 100 pL 0,065 mM EDTA ¢o6zeltisi (50 mM pH 6.5 potasyum fosfat
tamponunda) ve 100 pL ortamdan alinan ornek Kkaristirilarak spektrofotometre kiivetine
almmistir. Ortamdan alinan Ornegin eklenmesiyle baslayan reaksiyonda meydana gelen
absorbans degisimi, 10 dk siiresince A=265 nm’de izlenmistir. Kor hazirlanirken 6rnekten
farkli olarak, 2700 uLL 50 mM pH 6.5 potasyum fosfat tamponu ve 100 pL islem gormemis,
ayni ortamin t=0. st anina ait ortam konulmus, askorbik asit ve ortamdan alinan Grnek
konulmamistir. Aktivite hesabi yapilirken; 1 Unite (U), oda sicakliginda, pH 6.5te, 1
dakikada, A=265 nm dalga boyunda 0.001 birimlik absorbans degisimi olarak tanimlanmistir.
Absorbans degisimi izlendigi siire boyunca dogrusal olarak azalma gosterdiginden, aktivite
hesaplanirken 10 dakikalik absorbans degigimi esas almip, hesaplama Est.(3.3) kullanilarak
yapilmistir.
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Asss(ty) = Asgs(ty) %1000 = Unite (3.3)

tz _t1

Tirozinaz difenolaz aktivite tayini i¢in gelistirilen bu yonteme ait basamaklar, Boliim 4.1.4°te
verilmistir. Ayrica, tirozinaz difenolaz enzim aktivite tayin yontemininin dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini belirlemek igin, tekrarli analizler yapilarak yonteme ait standart sapma

degeri hesaplanmistir (EK 6).

3.3.6. Lakkaz enzim aktivite tayini

Lakkaz enzim aktivite tayini, substrat olarak kullanilan 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-
silfonik asit) (ABTS)’in lakkaz tarafindan oksitlenmesiyle olusan renk degisiminin,
spektrofotometrik olarak Ol¢iimiine dayanarak yapilmistir. ABTS’nin  oksitlenmesiyle
absorbansta artis meydana gelmektedir. Bu c¢alismada, Palmieri et al. (1997) tarafindan
kullanilan lakkaz aktivite tayin yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Buna gore, oda
sicakhiginda, 20 uL ortamdan alinan 6rnek, 880 uL 0.1 M pH 3.0 fosfat-sitrat tamponu ve 100
uL 1 mM ABTS ¢ozeltisi (0.1 M pH 3.0 fosfat-sitrat tamponunda hazirlanmis ya da ticari
ABTS c¢ozeltisi) karistirilarak reaksiyon ortami hazirlanmis ve ortamda meydana gelen renk
degisimi spektrofotometrede A=420 nm’de 20 dk siiresince izlenmistir. Kor olarak, igerisinde
ortamdan alman Ornek yerine islem gormemis, ayni ortamin t=0. St anma ait ortamini
bulunduran reaksiyon ortam kullanilmistir. Aktivite hesabi yapilirken 1 Unite (U), 1 dakikada
1 pmol iirlin olusturan enzim miktar1 olarak tanimlanmistir. Absorbans degisiminin dogrusal
olarak artis gosterdigi bolge (ti-tp), aktivite tayini hesaplanirken esas alinmis, hesaplama

Est.(3.4) kullanilarak yapilmustir.

_pmolirdn _ AA 1 ol 1 X10 uM

Unite = =—X XV (L 3.4
dk At e(M7em™)  b(ecm) M ) (3.4)

34



Est.(3.4) i¢in:

AA = absorbanstaki degisim
At = zaman aralig1 (dk) (to-t;)
€ = oksitlenmis ABTS i¢in molar absorptivite katsayisi

36000 M™cm™ (Solis-Oba et al. 2005)

b = spekrofotometre kiivet genisligi (1 cm)

toplam reaksiyon hacmi (L)

<
I

Lakkaz aktivite tayini i¢cin gelistirilen bu yonteme ait basamaklar, Boliim 4.1.5°te verilmistir.
Ayrica, lakkaz enzim aktivite tayin yOntemininin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini
belirlemek i¢in, tekrarli analizler yapilarak yonteme ait standart sapma degeri hesaplanmistir

(EK 7).

3.3.7. Mangan peroksidaz enzim aktivite tayini

Mangan peroksidaz aktivite tayin yontemi, oda sicakliginda H,O, varliginda guaiakoliin
oksidasyonunun spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu ¢aligmada,
Ergiil et al. (2009) tarafindan, Paszczynski et al. (1988) tarafindan kullanildig1 bildirilen,
mangan peroksidaz aktivite tayin yontemi modifiye edilerek kullanilmigtir. Yontemde, 50 puL
ortamdan alinan 6rnek, 650 uL 0.5 M pH 5.0 sodyum tartarat tamponu, 100 pL 1 mM MnSO4
¢ozeltisi, 100 L 1 mM guaiakol ¢6zeltisi ve 100 uL 1 mM H,0, ¢ozeltisinden olusan
reaksiyon ortamn vortekslenerek karistirilmis ve spektrofotometreye alman ortamin
absorbansindaki degisim A=465 nm’de 20 dk siiresince izlenmistir. Reaksiyon H,O;’nin
eklenmesiyle baslamaktadir. Kor olarak, igerisinde ortamdan alinan 6rnek yerine iglem
gérmemis ayni ortamin t=0. st anina ait ortamini1 bulunduran reaksiyon ortami kullanilmigtir.

Aktivite hesabi yapilirken 1 Unite (U), 1 dakikada 1 pmol guaiakolii oksitleyen enzim miktar1
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olarak tanimlanmistir. Absorbans degisiminin dogrusal olarak artis gosterdigi bolge (ti-t2),

aktivite tayini hesaplanirken esas alinmis, hesaplama Est.(3.5) kullanilarak yapilmistir.

_pmolirdn — AA 1 ol 1 X10 uM

Unite = =—X XV (L 35
dk At g(M7em™) b(ecm) M ) (3:5)

Est.(3.5) icin:

AA = absorbanstaki degisim

At = zaman aralig1 (dk) (t-t1)

€ = oksitlenmis guaiakol i¢in molar absorptivite katsayisi
61000 M™ cm™ (Kwon et al. 2001)

b = spektrofotometre kiivet genisligi (1 cm)

\Y = toplam reaksiyon hacmi (L)

Mangan peroksidaz aktivite tayini i¢in gelistirilen bu yonteme ait basamaklar, Boliim 4.1.6°da

verilmistir.

3.3.8. Tannaz enzim aktivite tayini

Tannaz aktivite tayin yontemi, tannik asitte enzimatik reaksiyon sonrast meydana gelen
degisimlerin spektrofotometrik Ol¢limiine dayanmaktadir. Tannik asit, tannaz tarafindan
hidrolize edilmekte, hidroliz sonucu glukoz ve gallik asit olusmaktadir. Hidrolize ugramayan
tannik asit ise BSA ile c¢oktiiriilmektedir. Bu c¢alismada kullanilan tannaz aktivite tayin

yontemi, Mondal et al. (2001) ve Kanberoglu (2006) tarafindan kullanilan tannaz aktivite tayin
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yontemlerinin modifiye edilmesi ile gelistirilmistir. Reaksiyon, 0.3 mL % 0.5’lik tannik asit
¢ozeltisi (0.2 M pH 5.0 asetat tamponunda) ve 0.05 mL ortamdan alinan 6rnegin vorteks ile
karstirilarak 40°C su banyosunda 30 dk inkiibasyonu ile gergeklestirilmistir. Inkiibasyon
stiresi sonunda 0.3 mL 1 mg/mL BSA ¢ozeltisi (0.2 M pH 5.0 asetat tampon ile hazirlanmis
0.17 M NaCl ¢ozeltisinde) eklenerek reaksiyon sonlandiriimigtir. BSA eklenmesi ile tannik
asit BSA’ya baglanir ve birlikte ¢okerler. BSA ¢6zeltisinin eklenmesinden sonra tiipler vorteks
ile karistilip, 5000xg’de (6240 rpm) 5 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij sonrasi {ist siv1 atilmuis,
BSA-tannik asit kompleksi igeren pellete 3 mL % 1°lik SDS ¢ozeltisi (% 5°lik trietanolamin
cozeltisinde) eklenerek pellet iyice ¢6ziinene kadar karistirilmis, son olarak 1 mL 0.01 M
FeCls ¢ozeltisi (0.01 N HCI ¢ozeltisinde) eklendikten sonra tekrar karistirilmistir. Tannik asit
FeCls ile kahverengi renk olusturmaktadir. 15 dk renk olusumunun kararli hale gelmesi igin
oda kosullarinda beklenilmis, bu siire sonunda A=530 nm’de absorbans 6l¢iilmiistiir. Aktivite
hesab1 i¢in ise denatiire enzim kullanilarak, denatiire 6rnek hazirlanmistir. Denatiire enzim,
0.05 mL enzim g¢ozeltisinin 100°C’de 10 dk inkiibasyonu ile gerceklestirilmis, diger
basamaklar 6rnege uygulanan basamaklar ile aym olacak sekilde gergeklestirilmistir. Kor
¢ozelti i¢in ise 0.3 mL tannik asit ¢ozeltisi yerine 0.2 M pH 5.0 asetat tamponu kullanilarak
ayni basamaklar izlenmistir. Spektrofotometre kor ¢ozeltiye karsi sifirlanmig, denatiire 6rnek
ve Ornege ait absorbans degerleri “Ag” “Ap” olacak sekilde okunmustur. Bir dakikada 1 L
hacimde 1 pmol tannik asiti hidroliz eden enzim miktar1 olarak tanimlanan tannaz aktivitesi

Est.(3.6) yardimiyla hesaplanmuistir.

L (A —A a0’ (3.6)
t(dk)xv(ml)xe
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Est.(3.6) i¢in:

Ap = denatiire 6rnege ait absorbans degeri

Ao = Ornege ait absorbans degeri

t = reaksiyon siiresi (30 dk)

v = enzim hacmi (0.05 mL)

€ = tannik asit icin A=530 nm’deki molar absorptivite katsayisi

0.577 yM™*ecm™ (Mondal et al. 2001)

Tannaz aktivite tayini i¢in gelistirilen bu yonteme ait basamaklar, Boliim 4.1.7°de verilmistir.

3.3.9. HPLC analizleri

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin, biyoaritim siiresince degisimlerini kalitatif
ve kantitatif olarak izlemek amaci ile, farkli zamanlarda alman Orneklerin HPLC analizi

yapilmaistir.

3.3.9.1. Kalitatif analiz

Zeytin karasuyunda bulunan fenollerin kalitatif analizi i¢in kullanilan yontem, FKi et al. (2005)
tarafindan kullanilan HPLC analiz ydntemi esas almarak gelistirilmistir. Orneklerin HPLC
analizlerinin yapilabilmesi i¢in, dncelikle Boliim 3.3.2°de belirtilen asamalar (ekstraksiyon,
evaporasyon, kalintilarin metanol fazma alinmasi) gerceklestirilmistir. Sonrasinda metanol
fazma alinmig ornekler 0.45 um PVDF filtreden (Millipore Millex-HV) siiziilerek HPLC

analizi i¢in hazir hale getirilmistir. Analizlerde kullanilan tasiyici fazlar bidistile su kullanarak
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hazirlanmig  (Millipore MilliQ Gradient) ve 0.45 pum PVDF membrandan (Millipore
Durapore®) vakumlu pompa (Millipore WP6122050) yardimi ile siiziilmiistiir. Son olarak
tastyici fazlarin iginde bulunan gaz kabarciklari, 30 dk siire ile ultrasonik banyoda (Elma S 30
H) uzaklastirilarak HPLC i¢in kullanima hazir hale getirilmistir. Analizler, Waters Alliance

2695 cihazinda yapilmistir. Analiz kosullar1 Cizelge 3.1’de verilmistir.

Cizelge 3.1. HPLC analiz kosullar1

Degisken Ozellik

Kolon XTerra RP1g (Waters)

Kolon boyutu 4.6 mm x 150 mm X 5 um

Hareketli faz akis hiz1 0.3 mL/dk

Kolon sicaklig1 25°C

Dedektor UV-VIS Dual Absorbance Detector (Waters 2487)
Dalga boyu 280 nm

Tasiyic1 faz A %70 : %30 asetonitril (ACN) : bidistile su (H20)
Tasiyic1 faz B % 0.1 o-fosforik asit (0-H3POy,)

Enjeksiyon hacmi 20 uL

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin HPLC ile analizleri igin, gradyen program

kullanilarak kromatografik ayirma saglanmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2. HPLC analizlerinde uygulanan gradyen program

t (dk) Tasiyic1 faz A Tasiyic1 faz B
(70:30, ACN:H20) (% 0.1 0-H3POy)

0 20 80

45 30 70

525 50 50

80 20 80

3.3.9.2. Kantitatif analiz

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin kantitatif analizi i¢in, i¢ standart yontemi
kullanilmistir. Tiim analizlerde i¢ standart olarak 0.005 mg/mL derisiminde metanolde
hazirlanmig p-kumarik asit ¢6zeltisi kullanilmistir. Analizlerde metanol fazinda bulunan 6rnek

ile p-kumarik asit ¢dzeltisinin hacim orani 1:1 olarak uygulanmuistir.

Kalitatif ve kantitatif HPLC analizleri i¢in gelistirilen yonteme ait basamaklar, Boliim 4.1.8’de
verilmistir. Ayrica kantitatif HPLC analizyonteminin dogrulugunu ve tekrarlanabilirligini
belirlemek i¢in, tekrarl analizler yapilarak yonteme ait standart sapma degeri hesaplanmistir

(EK 8).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Yontem Gelistirme

4.1.1. Toplam fenol derisimi

Biyoaritim ortamlarindan farkli zamanlarda alinan 6rneklere ait toplam fenol derisimi tayini
icin yontem gelistirilirken, evaporasyon sonrasi kalmtilarin toplandigi farkli ¢oziicii tiirleri
denenmistir. Ayed et al. (2005) tarafindan kullanilan toplam fenol derisimi tayin yontemi,
metanol ve etanol fazina alinmis 6rnekler i¢in ayr1 ayr1 denenmistir. Bu denemeler sonucunda,
orneklerin etanol ya da metanol ¢6ziiciisiinde bulunmasmin toplam fenol derisimi sonucunu
degistirmedigi goriilmiistiir. Toplam antioksidan aktivitesi tayininde kullanilan DPPH
radikalinin en iyi metanolde ¢6ziindiigli goz Oniine alnarak, analizlerde ayni Ornekleri
kullanabilmek i¢in 6rneklerin metanol fazina alinmasina karar verilmis, tiim ¢alismada ¢6ziicii

olarak metanol kullanilmistir.

4.1.2. Toplam antioksidan aktivitesi

Zeytin karasuyunda DPPH ile toplam antioksidan aktivitesi tayini igin yontem gelistirme
calismalarinda, ¢oziicii tiir ve miktari, DPPH derisimi, toplam reaksiyon hacmi ve inkiibasyon
kosullar1 degistirilerek antioksidan aktivite degeri (ICsp) bilinen standartlar ile tekrarlanabilir

sonuglar alman en uygun degerler secilmistir.

ICs0, baslangic DPPH derisimini % 50 azaltmak (inhibe etmek) i¢in gereken antioksidan

miktaridir. Diisiik 1Cso degeri yiiksek antioksidan aktivitenin varligini gostermektedir.
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Zeytin karasuyunun antioksidan aktivite degerini ifade etmek ve bilinen antioksidanlar
(standartlar) ile karsilagtirmak amaciyla ICsq degerleri hesaplanmistir. Calismada antioksidan
standartlar1 olarak 3,4-dihidroksifenilasetik asit, ferulik asit, kafeik asit, katesol, 4-
metilkatesol, oleuropein hidrolizat1 (hidroksitirozol), tirozol ve vanilik asit kullanilmustir.
Hidroksitirozoliin ticari olarak saglanmasi zor oldugu i¢in, ¢alismada hidroksitirozol, ticari
olarak saglanan oleuropeinin asidik hidrolizi ile elde edilmistir (Walter et al. 1973).
Oleuropeinin asidik hidrolizine iligkin bilgiler EK 9°da verilmistir. S6zii edilen standartlar ile
ZK1 ve ZK2 ekstraktlarma ait ICsp degerlerini hesaplamak amaciyla, 6rneklerin farkli
derisimleri i¢in DPPH ile reaksiyon gergeklestirilmis ve Bolim 3.3.3’te verilen Est.(3.1)
yardimi ile % inhibisyon degerleri hesaplandiktan sonra inhibisyon egrileri (log-doz)
cizilmistir. Egrilere ait denklemlerden, inhibisyon degeri %50’ye karsilik gelen derigim ICsg
degeri olarak belirlenmistir (EK 10).

4.1.3. Tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi

Tirozinaz monofenolaz aktivitesi tayini i¢in yontem gelistirme ¢alismalarinda, dncelikle Atlow
et al. (1984) tarafindan kullanilan tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayin yontemi
denenmistir. Ancak bu yontem zeytin karasuyuna uygulandiginda sonug elde edilemedigi igin,
bilesenlerin derisimi ve hacimleri degistirilerek modifiye edilmis, sonug olarak enzim derisimi
azaltilarak tekrarlanabilir ve zeytin karasuyuna uygulanabilir olan ve B6liim 3.3.4’te anlatilan

tayin yontemi olusturulmustur.

Tirozinaz monofenolaz aktivitesi i¢in kontrol amagli yapilan deneylerde ticari enzim preparati
(Sigma T3824) kullanilmistir. Ticari enzim preparatinin etiketinde enzimin aktivitesi 1881
U/mg kat1 (substrat: L-tirozin, pH 6.5, 25°C, A=280 nm) olarak verilmektedir. Bu ¢alismada
gelistirilen yontem kullanilarak, Bolim 3.3.4’te verilen Est.(3.2)’den hesaplanan aktivite
degeri ise 4750 U/mg katr’dir. Sekil 4.1°de ticari enzim ile aktivite dlgiimiinde elde edilen

tirozin oksidasyon grafigi yer almaktadir. Yontemde baslangi¢ gecikme fazindan sonra elde
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edilen dogrunun egimi (30-40 dk) kullanilarak aktivite hesabi yapilmistir. Yapilan denemeler

ile yontemin zeytin karasuyu i¢in kullanilabilecegi de belirlenmistir.

0,016 }
0,012 }
2 y = 0,001x - 0,0224
< 0,008 } R2=0,9979
0,004 }
0
30 32 34 36 38 40

zaman (dk)

Sekil 4.1. Tirozinaz enziminin katalizledigi tirozin oksidasyonunda dogrusal absorbans artigi

4.1.4. Tirozinaz difenolaz enzim aktivitesi

Tirozinaz difenolaz aktivitesi tayini igin yontem gelistirme c¢alismalarinda, Bolim 3.3.5’te

anlatilan tayin yontemi, zeytin karasuyuna uygulanabilir olacak sekilde olusturulmustur.

Tirozinaz difenolaz aktivitesi i¢in kontrol amagli yapilan deneylerde ticari enzim preparati
(Sigma T3824) kullanilmustir. Ticari enzim prepatratinin etiketinde enzimin aktivitesi 1881
U/mg kat1 (substrat: L-tirozin, pH 6.5, 25°C, A=280 nm) olarak verilmektedir. Bu ¢alismada
gelistirilen yontem kullanilarak, Bolim 3.3.5’te verilen Est.(3.3)’ten hesaplanan aktivite
degeri ise 78450 U/mg katr’dir. Sekil 4.2°de ticari enzim ile aktivite 6l¢iimiinde elde edilen L-
DOPA oksidasyon grafigi yer almaktadir. Yontemde 10 dakika siiresince izlenen absorbans
degisiminin, dogrusal oldugu 2 dakikalik zaman dilimine ait bolgenin egimi kullanilmistir.

Yapilan denemeler ile yontemin zeytin karasuyu i¢in kullanilabilecegi de belirlenmistir.
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y =-0,3138x + 0,7992
R?=0,9988

Sekil 4.2. Tirozinaz enziminin katalizledigi L-DOPA oksidasyonunda dogrusal absorbans
azalmasi

4.1.5. Lakkaz enzim aktivitesi

Lakkaz aktivitesi tayini i¢in yontem gelistirme c¢alismalarinda, literatiirde yer alan farkli
substratlarin kullanildig1 yontemler denenmistir. Ancak, bazi1 yontemler tekrarlanabilir sonug
vermemis, bazi yontemler ise zeytin karasuyuna uygulanamamistir. Boliim 3.3.6’da anlatilan
yontem ise tekrarlanabilir ve zeytin karasuyuna en uygulanabilir yontem olarak

belirlendiginden, calismada kullanilmak tizere se¢ilmistir.

Lakkaz aktivitesi igin kontrol amagli yapilan deneylerde ticari enzim preparati (Sigma 38429)
kullanilmigtir. Ticari enzim prepatratinin etiketinde enzimin aktivitesi 0.66 U/mg (substrat:
katesol, pH 6, 25°C) olarak verilmektedir. Bu ¢alismada gelistirilen yontem ile substratm
(ABTYS) ticari ¢ozeltisi ve kat1 formundan hazirlanan ¢ozeltisi kullanilarak iki sekilde aktivite
hesaplanmistir. Boliim 3.3.6°da verilen Est.(3.4)’ten hesaplanan aktivite degerleri, 0.55 U/mg
kat1 (substrat: ticari ABTS ¢o6zeltisi) ve 1.03 U/mg kati’dir (substrat: kat1 formdan hazirlanan
ABTS ¢ozeltisi). Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te ticari enzimler ile aktivite 6l¢iimiinde elde edilen
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ABTS oksidasyon grafikleri yer almaktadir. Yontemde 20 dakika siiresince izlenen absorbans
degisiminin, Sekil 4.3’te dogrusal oldugu 10 dakikalik zaman dilimine (5-15 dk), Sekil 4.4’te
dogrusal oldugu 7 dakikalik zaman dilimine (3-10) ait bolgenin egimi kullanilmistir. Yapilan

denemeler ile her iki yontemin de zeytin karasuyu i¢in kullanilabilecegi de belirlenmistir.

0.8
0,7
06 |
05 f

y =0,0396x + 0,1454

S R2=10,9973
< 04
03
02
01
0 1 1 1 1 1
5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
zaman (dk)

Sekil 4.3. Lakkaz enziminin katalizledigi ABTS (ticari ¢ozelti) oksidasyonunda dogrusal
absorbans artis1

y = 0,0744x + 0,0979
R = 0,991

3 4 5 6 7 8 9 10
zaman (dk)

Sekil 4.4. Lakkaz enziminin katalizledigi ABTS (kat1i formdan hazirlanan c¢ozelti)
oksidasyonunda dogrusal absorbans artis1
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4.1.6. Mangan peroksidaz enzim aktivitesi

Mangan peroksidaz aktivitesi tayini i¢in yontem gelistirme ¢aligmalarinda, Bolim 3.3.7°de

anlatilan tayin yontemi zeytin karasuyuna uygulanabilir olacak sekilde olusturulmustur.

Mangan peroksidaz aktivitesi i¢in kontrol amagli yapilan denemelerde ticari enzim preparati
(Sigma 93014) kullanilmistir. Ticari enzim prepatratinin etiketinde enzimin aktivitesi 98.4 U/g
(substrat: Mn?*, pH 4.5, 25°C) olarak verilmektedir. Bu c¢alismada gelistirilen ydntem
kullanilarak, Boliim 3.3.7°de verilen Est.(3.5)’ten hesaplanan aktivite degeri ise 7030 U/g
katr’dir. Sekil 4.5te ticari enzim ile aktivite Ol¢timiinde elde edilen guaiakol oksidasyon
grafigi yer almaktadir. Yontemde 20 dk siiresince izlenen absorbans degisiminin, dogrusal
oldugu zaman dilimine (5-15 dk) ait bolgenin egimi kullanilmistir. Yapilan denemeler ile

yontemin zeytin karasuyu i¢in kullanilabilecegi de belirlenmistir.

0,03

0,025

0,02

y = 0,0015x + 0,004
R?=0,9979

n
©

50,015 |

001 f

0,005

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
zaman (dk)

Sekil 4.5. Mangan peroksidaz enziminin Kkatalizledigi Mn®* oksidasyonunda dogrusal
absorbans artisi
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4.1.7. Tannaz enzim aktivitesi

Tannaz aktivitesi i¢in yontem gelistirme calismalarinda, literatiirde Onerilen, substrat1 ayni
ancak aktivite tayininde kullanilan diger bilesenlerin farkhilik gosterdigi yontemler
denenmistir. Ancak, baz1 yontemler, ticari enzim ile tekrarlanabilir sonu¢ vermemistir. Boliim
3.3.8’de anlatilan yontem ise tekrarlanabilir ve zeytin karasuyuna en uygulanabilir yontem

olarak belirlenmis ve ¢alismada kullanilmak tizere segilmistir.

Tannaz aktivitesi i¢in kontrol amaglh yapilan deneylerde ticari enzim preparati (Sigma 42395)
kullanilmistir. Ticari enzim prepatratinin etiketinde enzimin aktivitesi 369 U/g (substrat:
tannik asit, pH 4.7, 30°C, A=310 nm) olarak verilmektedir. Bu ¢alismada gelistirilen yontem
kullanilarak, deneysel veriler ile Bolim 3.3.8’de verilen Est.(3.6)’dan hesaplanan aktivite
degeri ise 190 U/g katr’dir. Yapilan denemeler ile yontemin zeytin karasuyu igin

kullanilabilecegi de belirlenmistir.

4.1.8. Kalitatif ve kantitatif HPLC analizleri

Zeytin karasuyunda HPLC analizleri i¢in yontem gelistirme ¢aligmalarinda kalitatif analiz i¢in
akis hizi, enjeksiyon hacmi, dalga boyu, gradyen program; kantitatif analiz i¢in ise i¢ standart
degistirilerek farkli yontemler denenmis, sonug olarak Boliim 3.3.9°da verilen yontemin zeytin

karasuyu i¢in uygun olduguna karar verilmistir.

Yontem gelistirme ¢aligmalarinda, Oncelikle zeytin karasuyuna ait ornekler kalitatif olarak
HPLC ile analizlenmistir. Sonrasinda, bu 6rneklerde bulunan fenolik bilesenlere ait piklerin
tanimlanabilmesi icin, ticari olarak saglanan standartlar (2,5-dihidroksibenzoik asit, 3,4-

dihidroksifenilasetik asit, ferulik asit, gallik asit, 3-hidroksifenilasetik asit, 4-
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hidroksifenilasetik asit, 3-hidroksi-4-metoksifenilasetik asit, kafeik asit, katesol, p-kumarik
asit, 4-metilkatesol, t-sinamik asit, sinapik asit, sirincik asit, tirozol (2-(4-hidroksifenil)etanol),
vanilik asit) ile calismada elde edilen oleuropein hidrolizati (hidroksitirozol) HPLC ile kalitatif
olarak analizlenmis, yani kolonda kalma siireleri belirlenmistir. Ornek olarak tirozol ve
oleuropein hidrolizatinin (hidroksitirozol) kalitatif HPLC analizi sonucu elde edilen

kromatogramlar EK 11°de verilmistir.

Zeytin karasuyu oOrneklerine ait fenolik maddeler kalitatif olarak tespit edildikten sonra,
tanimlanan her bir fenolik bilesen i¢in farkli derisimlerde standart ¢ozeltisi ile 0.005 mg/mL
derisimindeki p-kumarik asit (i¢ standart) c¢ozeltisi karistirilarak yapilan HPLC analizleri
sonucunda, standartlara ait kalibrasyon grafikleri ¢izilmistir. Cizilen kalibrasyon grafikleri EK

12°de verilmistir.

4.2. Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bilesenlerin HPLC ile Tamimlanmas:1 ve

Derisimlerinin Belirlenmesi

Calismada kullanilan, ZK1 ve ZK2 olarak isimlendirilen zeytin karasularmna ait ekstraktlar
HPLC ile Kalitatif olarak analizlenmis ve bu orneklere ait kromatogramlarda bulunan piklerin
kalma siireleri ile standartlara ait kalma siireleri karsilastirilmistir. Karsilastirma sonrasi
tanimlama yapilmak tizere, kalma siireleri 6rnek piklerinin kalma siirelerine yakin olan
standartlar, standart katma yontemi ile Orneklere eklenerek analizlenmistir. Bu analizler
sonucu ZK1 ve ZK2’de bulunan ve A=280 nm’de belirlenebilen fenolik bilesenler
tanimlanmigir (Sekil 4.6 ve 4.7). Kullanilan zeytin karasularinda bulunan fenolik bilesenlerin

tanimlanmalarma ait kromatogramlar EK 13’te verilmistir.
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Sekil 4.6. Zeytin karasuyu 1 (ZK1) ekstraktinin kalitatif HPLC analizine ait kromatogram
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Sekil 4.7. Zeytin karasuyu 2 (ZK2) ekstraktmin kalitatif HPLC analizine ait kromatogram

HPLC analizleri i¢in 6rnek hazirlanirken ¢oziicii olarak kullanilan metanol de kullanilan analiz
programiyla analizlenmistir. Yapilan analizler sonucu elde edilen kromatogramlarda, analizin
10. dk’sina kadar ve 50. dk’sindan sonra goriilen tanimsiz pikler, metanole ait kromatogramda
da goriilmiistiir (Sekil 4.8). Bu nedenle, tanimlamayan bu piklerin, analizlerde kromatografik

saflikta ¢oziicl kullanildig1 i¢in, kolondan ileri geldigi diigtiniilmiistiir.
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Sekil 4.8. HPLC analizlerinde ¢6ziicii olarak kullanilan metanole ait kromatogram

Kullanilan zeytin karasuyu (ZK1 ve ZK2) ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesenlerin
derisimlerinin belirlenmesi i¢in, 6rneklere i¢ standart (0.005 mg/mL p-kumarik asit) katilarak,
EK 12°de verilen kalibrasyon grafiklerine ait denklemlerden, her bir fenolik bilesenin her bir
zeytin karasuyu ekstraktindaki derigimi hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalar sonucu elde

edilen derisimler, Cizelge 4. 1°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Zeytin karasuyu (ZK1 ve ZK2) ekstraktlarinin kantitatif HPLC analizine ait
sonuglar

Fenolik bilesen Yapisi ZK1 (mg/L) ZK2 (mg/L)

o]

Hidroksitirozol 115.9 559.9

Katesol 8.2 16.3

Vanilik asit 95 16

4-Metilkatesol 10.3 12.3

Tirozol /@N 50.3 78.2
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4.3. Ticari Fenol Parcalayicr Enzimler ile Zeytin Karasuyunun Fenolik Iceriginin

Degisimi

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin fenol pargalayict enzimler ile degisimini ve
ortama askorbik asit eklendiginde ortamda hidroksitirozol birikimini incelemek igin ticari
olarak saglanan fenol parcgalayici enzimlerle yapilan denemelerin sonuglari, kalitatif ve

kantitatif HPLC analizleri ile elde edilmistir.

Ticari tirozinaz, lakkaz (kati ve sivi), mangan peroksidaz ve tannaz enzimleri ile Bolim
3.2.1°de verilen kosullarda 24 st muamele edilen zeytin karasuyu (ZK1) ortamlarindan t=0,
0.5, 1, 3, 5 ve 24. st anlarinda alinan 6rnekler, HPLC ile kalitatif olarak analizlenmistir.
Kalitatif HPLC analiz sonuglarina gore, ticari olarak saglanan her bir enzimin, zeytin
karasuyunda tanimlanmis olan fenolik bilesenlerden hangilerini substrat olarak kullandigi

belirlenmistir. Ornek kromatogramlar Sekil 4.9-4.12°de verilmistir.

o.0orc] hidroksitirozol — t=0. st
o,oscE / I t=24 St

3 tirozol
R vanilik asit
a.030] / katesol

0.00 a8.00 16.00 2400 32,00 40,00 aa00 56.00 64,00 T=z.00 ‘80,00

A
!

Sekil 4.9. Ticari tirozinaz enzimi ile islem goren % 100 ZK1 i¢in t=0. st ve t=24. st anlarina ait
HPLC kromatogramlarinin karsilastirilmasi (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1, T=30°C, N=150

rpm)
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g hidroksitirozol — t=0. st
o.000] / — t=24. st (kat1 lakkaz)
] — t=24. st (s1v1 lakkaz)

tirozol

A
!

Katesol vanilik asit

4-metilkatesol

0.00 2.00 16,00 24 00 32.00 40,00 48,00 56,00 54,00 72,00 80,00
nMinutes

Sekil 4.10. Ticari lakkaz (kat1 ve sivi) enzimleri ile islem goren % 100 ZK1 igin t=0. st ve

t=24. st anlarma ait HPLC kromatogramlarinin karsilastirilmasi (5.3 mg kat1 lakkaz ya da 3
mL siv1 lakkaz / 20 mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)

— t=0. st
hidroksitirozol — t=24. st

tirozol o
vanilik asit

A
]
2
19

4-metilkatesol

0.00 2.00 16.00 2400 =2.00 40,00 4200 565,00 64,00 72.00 ‘20,00
Minutes

Sekil 4.11. Ticari mangan peroksidaz enzimi ile islem goren % 100 ZK1 igin t=0. st ve t=24. st
anlarma ait HPLC kromatogramlarinin karsilagtirilmasi (0.2 mg mangan peroksidaz / 20 mL
ZK1, T=30°C, N=150 rpm)
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Sekil 4.12. Ticari tannaz enzimi ile islem goren % 100 ZK1 igin t=0. st ve t=24. st anlarma ait
HPLC kromatogramlarinin karsilastirilmas: (8.6 mg tannaz / 20 mL ZK1, T=30°C, N=150

rpm)

Sekil 4.9-4.12°de verilen kromatogramlardan elde edilen nitel sonuglar, Cizelge 4.2°de
verilmistir. Buna gore; hidroksitirozol, tirozol, katesol ve 4-metilkatesoliin tirozinaz ile lakkaz
enzimleri (kat1 ve sivi) tarafindan, hidroksitirozoliin ayn1 zamanda mangan peroksidaz enzimi
tarafindan ve vanilik asitin ise yalnizca lakkaz enzimleri (kat1 ve sivi) tarafindan kullanilmig

oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Ticari olarak elde edilen fenol pargalayici enzimlerin zeytin karasuyunda (ZK1)
bulunan fenolik bilesenleri substrat olarak kullanimi (0.3 mg tirozinaz, 5.3 mg kat1 lakkaz, 3
mL s1v1 lakkaz, 0.2 mg mangan peroksidaz ya da 8.6 mg tannaz / 20 mL ZK1, T=30°C, N=150

rpm)

Fenolik Tirozinaz Lakkaz Lakkaz Mangan Tannaz
Bilesen (kat) (s1v1) peroksidaz
Hidroksitirozol + + + + -
Tirozol + + + - -
Katesol + + + - -
Vanilik asit - + + - -

4-Metilkatesol

+
—+
+
1
1
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Tirozinaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerden hidroksitirozol ve
tirozole etki ettigi belirlendikten sonra, literatiirde yer alan bilgiler dogrultusunda (Bolim
2.4.2), ortama farkli derisimlerde askorbik asit eklenerek hidroksitirozol birikimi

amaglanmugtir.

2, 5 ve 10 mM (35, 88 ve 176 mg/L) askorbik asit igeren zeytin karasuyu ortamlari, ticari
tirozinaz enzimi ile Boliim 3.2.1°de verilen kosullarda ayr1 ayr1 24 st muamele edilerek, t=0,
0.5, 1, 3, 5 ve 24. st anlarinda alman o6rnekler HPLC ile analizlenmistir. Kantitatif HPLC
analizi sonucu, askorbik asit derisiminin hidroksitirozol birikimi iizerine etkisi belirlenmistir.

Her bir ortama ait 6rnek kromatogramlar Sekil 4.13-4.15’te verilmistir.

D,Dzzg } . — t=0. St
0.020] hidroksitirozol — =24 st

/ /ic standart

0.00 2,00 15,00 2400 32,00 40,00 48,00 55,00 54,00 T2.00 ‘20,00
rMinutes

tirozol o
vanilik asit

\HR‘IHQH

A
0 o o
D o 0o
5 4 2
LTI

4-metilkatesol

4

Q
=}
=]
9

Sekil 4.13. 2 mM askorbik asit varliginda ticari tirozinaz ile islem géren % 100 ZK1 i¢in t=0.
st ve t=24. st anlarina ait HPLC kromatogramlarinin karsilastirilmasi (0.3 mg tirozinaz / 20
mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)
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hidroksitirozol

— t=0. st
— t=24. st

tirozol | onilik asit

AU
o
o
-
L%

/ic standart

4-metilkatesol

4

.00 2,00 16,00 2400 =200 20,00 a2.00 56,00 64,00 72,00 ‘20,00
Minutes

Sekil 4.14. 5 mM askorbik asit varli§inda ticari tirozinaz ile islem goren % 100 ZK1 i¢in t=0.
st ve t=24. st anlarina ait HPLC kromatogramlarinin karsilastirilmasi (0.3 mg tirozinaz / 20
mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)

] hidroksitirozol — t=0. st
0.022] - t=24. st

0.01

a

o 0o o g
9 9 ¢ ©
IRELJNNL SUALIREL JRRL IR AN

ic standart

1]

a

a

0.00s]

tirozol
/ vanilik asit
/s

metilkatesol

0.00 2,00 16,00 2400 =2.00 40,00 as 00 56,00 64,00 72,00 ‘20,00
rMinutes

Sekil 4.15. 10 mM askorbik asit varliginda ticari tirozinaz ile islem géren % 100 ZK1 i¢in t=0.
st ve t=24. st anlarina ait HPLC kromatogramlarinin karsilastirilmasi (0.3 mg tirozinaz / 20
mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)

24 st stiresince farkli zamanlarda alinan 6rneklerin kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen
kromatogramlardan 2, 5 ve 10 mM askorbik asit iceren ve ticari tirozinaz ile muamele edilen
% 100 ZK1 ortamlarinda bulunan fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak Cizelge 4.3-4.5’te

verilmistir.
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Cizelge 4.3. 2 mM askorbik asit igceren % 100 ZK1 ortaminin tirozinaz ile muamelesi sonucu
zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1,
T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen 2 mM askorbik asit
(mg/L)

t=0. st t=0.5 st t=1. st t=3.st t=5. st t=24. st
Hidroksitirozol 22.9 46.7 37.7 21.6 12.0 11.4
Tirozol 60.2 14.2 12.5 11.7 12.8 115
Vanilik asit 9.1 7.4 7.5 7.4 7.1 7.5
4-Metilkatesol 10.9 3.3 3.6 3.5 2.5 2.6

Cizelge 4.4. 5 mM askorbik asit iceren % 100 ZK1 ortaminin tirozinaz ile muamelesi sonucu
zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1,
T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen 5 mM askorbik asit
(mg/L)

t=0. st t=0.5 st t=1. st t=3.st t=5. st t=24. st
Hidroksitirozol 4.6 37.0 28.9 10.5 6.8 6.6
Tirozol 30.7 10.3 13.0 7.8 7.6 8.4
Vanilik asit 4.7 5.3 4.7 4.7 4.4 4.9
4-Metilkatesol 6.0 0.9 0.9 0.9 0.8 0.8
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Cizelge 4.5. 10 mM askorbik asit igeren % 100 ZK1 ortaminin tirozinaz ile muamelesi sonucu
zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1,
T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen 10 mM askorbik asit
(mg/L)

t=0. st t=0.5 st t=1. st t=3.st t=5. st t=24. st
Hidroksitirozol 4.7 34.6 40.8 33.3 30.7 25.5
Tirozol 314 134 8.5 6.7 10.8 7.8
Vanilik asit 4.9 5.8 5.1 4.7 5.0 4.8
4-Metilkatesol 5.9 0 0 0 0 0

Hidroksitirozol birikiminde 6nemli rol oynayan, 2, 5 ve 10 mM askorbik asit varhiginda %
100 ZK1’de bulunan tirozol ve hidroksitirozoliin derisimlerinin zamanla degisimi Sekil 4.16
ve 4.17°de verilmistir. Buna gore, her ii¢ askorbik asit derisiminde de azalan tirozol derigimi
ile birlikte hidroksitirozol derisimi artmaktadir. Ancak, zaman ilerledik¢e ortamda biriken
hidroksitirozoliin ileri tepkimeler ile parcalandigi gozlenmistir. Bu artis ve azalig, tirozinaz
enziminin difenolaz aktivitesi ile tirozolden hidroksitirozol olusum mekanizmasi: (B&liim

2.4.2) ile ortiismektedir.
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Sekil 4.16. 2, 5, ve 10 mM askorbik asit varliginda % 100 ZK1 ortaminin tirozinaz enzimi ile
muamelesi sirasinda zeytin karasuyunda bulunan tirozol miktarinin bagil degisimi (0.3 mg
tirozinaz / 20 mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)

900 2
v dq \\ —e— 2 mM askorbik asit+%100 ZK1
-E 750 f \‘ ----©++« 5 MM askorbik asit+%100 ZK1
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=z
0 1 1 1 1 1 1
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zaman (st)

Sekil 4.17. 2, 5, ve 10 mM askorbik asit varhiginda % 100 ZK1 ortaminin tirozinaz enzimi ile
muamelesi sirasinda zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozol miktarinin bagil degisimi (0.3
myg tirozinaz / 20 mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)
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Elde edilen sonuglara gore, 2 mM askorbik asitin ¢alisilan kosullarda ortamda hidroksitirozol
birikimini saglamaya yeterli degildir. Ancak askorbik asit derisimi 5 ve 10 mM’a
arttirildiginda, ortamda hidroksitirozol birikiminin artan askorbik asit derisimi ile birlikte

artt1ig1 gorilmistiir.

Ticari enzimlerle yapilan denemeler i¢in, kontrol grubu olusturularak igerisinde enzim
bulunmayan zeytin karasuyu ortami, enzim iceren ortamlarla ayni kosullarda inkiibe edilerek
farkli zamanlarda alinan 6rnekler kantitatif olarak HPLC ile analizlenmistir. Kontrol grubuna

ait kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogram, Sekil 4.18’de verilmistir.

o024 — t=0. st
o024 — t=24. st

/ic standart

hidroksitirozol
vanilik asit

tirozol
/ l{‘;netilkatesol

0.00 a8.00 16.00 24,00 =200 40,00 43,00 56,00 64,00 72,00 ‘80,00
rMInuUtes

0,01

0.00= /
0.00&]
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Q Q =]
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Sekil 4.18. Enzimsiz ortamda inkiibe edilen % 100 ZK1 i¢in t=0. st ve t=24. st anlarma ait
HPLC kromatogramlarmnin karsilastirilmasi (20 mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)

Sekil 4.18°de verilen, igslem gérmemis zeytin karasuyunun inkiibasyonunun t=0. st ve t= 24. st
anlarma ait kromatogramlarda, enzim bulunmayan ortamda zeytin karasuyunun hava ile
oksidasyonu sonucu, fenolik maddelerin derigimlerinde degisiklik meydana gelip gelmedigi

incelenmistir. Kantitatif HPLC sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. % 100 ZK1 ortammin (kontrol) enzimsiz ortamda inkiibasyonu siiresince
icerisinde bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (20 mL ZK1, T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen % 100 ZK1 (kontrol)
(mg/L)

t=0. st t=0.5 st t=1. st t=3.st t=5. st t=24. st
Hidroksitirozol 6.0 6.3 5.1 5.4 5.4 54
Tirozol 39.8 35.9 33.1 349 34.7 38.7
Vanilik asit 6.5 6.5 5.3 5.5 5.5 6.0
4-Metilkatesol 7.7 7.7 6.4 6.7 6.8 7.7

Cizelge 4.6°da verilen sonuglara gore, hidroksitirozol, tirozol ve vanilik asit enzimsiz ortamda
24 st sonunda hava ile belli miktarlarda okside olmuslardir. Bu deger, hidroksitirozol i¢in %

10, tirozol i¢in % 2.8 ve vanilik asit i¢in % 7.7 dir.

Ticari enzimlerle yapilan denemeler sonucunda, fenol pargalayict enzimlerden tirozinaz
enziminin, zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin biiyiik ¢ogunlugunu etkin bir
sekilde substrat olarak kullandig1 gorilmiistiir. Calisilan kosullarda ortamda hidroksitirozol
birikimini saglamak {izere, ortama 10 mM askorbik asit eklenmesi ile 1 st inkiibasyon sonrasi

9 kat hidroksitirozol birikimi saglanmustir.

4.4. Debaryomyces hansenii ile Zeytin Karasuyu Biyoaritimi

Debaryomyces hansenii ile zeytin karasuyu igeren iki farkli ortamda, biyoaritim siiresince
meydana gelen enzimatik degisimleri gérmek amaciyla, iki farkli biyoaritim yapilmistir. Her
iki ortam da % 25 ZK1, 5 g/L (NH4)2SO4 ve 1 g/L maya 6ziitii igerigine sahip olacak sekilde

hazirlanmistir.
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Birinci ortamin (Ortam 1) 89 st siire ile D. hansenii tarafindan biyoaritimi saglanmis, farkli
zamanlarda alinan Ornekler ile bu siire zarfinda meydana gelen pH degisimi, tirozinaz
monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz, mangan peroksidaz ve tannaz enzim aktiviteleri
degisimi, toplam fenol derisimi degisimi ile toplam antioksidan aktivitesi degisimi
incelenmistir. Sekil 4.19’da, biyoaritim ortamimin zamanla pH degisimi goriilmektedir.
Calismada, pH degisimi hiicre ¢ogalmasina ve toplam fenol giderimine karsilik gelmektedir.
Bu nedenle pH degisimine ait grafiklerden, mikroorganizmanin biiyiime evrelerine ait ¢ikarim
yapilabilir. Sekil 4.19’a gore, ilk 14 st 6rnek alinmadigi i¢in D. hansenii’nin uyum fazmnin
belirlenemedigi, ancak t=39. st’te logaritmik fazi1 tamamlayarak duragan faza girdigi

sOylenebilir.

5,5 1 1 1 1 1 1 1 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
zaman (st)

Sekil 4.19. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortammnin (Ortam 1) zamanla pH
degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Ortam 1’e ait toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile D.
hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.7’de verilmistir. Biyoaritim siiresince,
toplam fenol derigimi ve toplam antioksidan aktivitesi zamanla azalmaktadir. 89 st biyoaritim
sonunda toplam fenol giderimi % 34 iken, zeytin karasuyunun toplam antioksidan

aktivitesinde % 65 azalma belirlenmistir. Cizelge 4.7°de verilen tirozinaz difenolaz enzim
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aktivitesinin disinda, tirozinaz monofenolaz, lakkaz, mangan peroksidaz ve tannaz enzim
aktivitelerinin de zamanla degisimi incelenmis; ancak bu enzimlere ait aktiviteler
gozlenmemistir. Aktivitesi gdzlenen tek enzim olan tirozinaz difenolaz enziminin aktivitesinin

ise zamanla azaldig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.7. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortammin (Ortam 1) toplam fenol
derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen D.
hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam fenol Toplam Tirozinaz

(st) derisimi antioksidan difenolaz

(mg/L) aktivitesi aktivitesi

(% in.) (U/mL)
t=0 82.50 85.64 -

t=14 76.79 73.21 39
t=17 72.14 66.51 39
t=20 65.24 62.68 27
t=24 63.57 58.85 29
t=39 60.71 48.80 32
t=45 64.64 40.57 30
t=64 58.57 37.70 31
t=70 60.71 33.30 30
t=89 54.29 29.66 29

Ortam 1’e ait deney sonuglarindan, D. hansenii’nin % 25 ZKI ortamindaki davranisi
belirlenmistir. Ortam 2, Ortam 1 ile 6zdes olarak hazirlanmis; ancak bu kez 38 st siiren
biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alman 6rneklerde pH degisimi, tirozinaz monofenolaz,
tirozinaz difenolaz, lakkaz ve tannaz enzim aktiviteleri degisimi, toplam fenol derisimi
degisimi ile toplam antioksidan aktivitesi degisimi yaninda kantitatif HPLC analizi ile zeytin

karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin derisimlerinin de degisimi incelenmistir. Sekil
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4.20°de, biyoaritim ortaminin zamanla pH degisimi goriilmektedir. Sekil 4.20°ye gore, Ortam

2’nin biyoaritimi, logaritmik fazin sonlarmda sonlandirilmistir.

8,5

8 }
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7|

5]5 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

zaman (st)

Sekil 4.20. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortammin (Ortam 2) zamanla pH
degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Ikinci ortama (Ortam 2) ait toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile
D. hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.8’de verilmistir. Biyoaritim
stiresince, toplam fenol derisimi ile toplam antioksidan aktivitesi zamanla azalmaktadir. 38 st
biyoaritim sonunda toplam fenol gideriminde ve toplam antioksidan aktivitesinde % 39
azalma belirlenmistir. Cizelge 4.8’de verilen enzim aktivitelerinin disinda, tirozinaz
monofenolaz ve lakkaz enzim aktivitelerinin de zamanla degisimi incelenmis, ancak bu
enzimlerin aktivitesi gdzlenmemistir. Olgiilen enzim aktivitelerinin degisiminin ¢ok diizenli
olmadig1 goriilmektedir. Literatiirde D. hansenii’de tanimlanmis olan tannaz enziminin
aktivitesi (http://www.uniprot.org/uniprot /Q6BXU9 #section_name., 2009), diisiik de olsa bu

kez gozlenebilmistir.
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Cizelge 4.8. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortamimin (Ortam 2) toplam fenol
derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen D.
hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam fenol Toplam Tirozinaz Tannaz
(st) derisimi antioksidan difenolaz aktivitesi
(mg/L) aktivitesi aktivitesi (U/mL)
(%in.) (U/mL)

t=0 82.14 78.74 - -
t=14 72.14 67.23 27 0.12
t=17 60.71 62.47 24 0
=20 64.64 62.83 22 0.07
t=23 60.36 59.62 22 0
t=38 50.00 47.96 32 0

Ortam 2’de meydana gelen zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi,

biyoaritim siiresince farkli zamanlarda aliman Orneklerin kantitatif HPLC analizi ile

izlenmistir. Sekil 4.21°’de, biyoaritimin baslangic ve son anlarmna ait kromatogramlarin

karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 4.21. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortamimin (Ortam 2) t=0. st ve t=38.

st anlarma ait kromatogramlarm karsilagtirilmasi (T=30°C, N=150 rpm)
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Biyoaritim siiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4. 9’da verilmistir. Bu
sonuclara gore D. hansenii, zeytin karasuyunda bulunan fenolik sadece hidroksitirozolii
kullanmistir. Ayrica, ilk olarak t=23. st’e ait kromatogramda goriilen, kalma siiresi yaklagik
olarak 48. dk’ya karsilik gelen ve mevcut olan ticari 6zellikteki fenolik bilesenlerin kalma

stireleri ile yakinlik gostermediginden bilinmeyen yeni bir pik de gézlenmektedir.

Cizelge 4.9. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortaminda (Ortam 2) bulunan
fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=0. st t=14.st  t=17.st  t=20. st t=23. st t=38. st

(mg/L)

Hidroksitirozol 7.3 9.2 7.5 3.1 2.4 0
Tirozol 15.0 15.8 15.1 14.0 14.0 8.0
Katesol 0.9 0.7 0.5 0.5 0.3 0.3
Vanilik asit 2.7 3.0 2.8 2.6 2.7 2.6
4-Metilkatesol 1.9 2.7 2.0 2.7 1.9 1.6

D. hansenii ile % 25 ZKI1 ortamlarinda yapilan biyoaritimlar sonucunda, D. hansenii’nin
zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerden hidroksitirozolii tirozinaz difenolaz
enziminin substrat1 olarak kullandigi goriilmiistiir. Tannaz enziminin etki ettigi substrat ve

olusturdugu {irtin yapilan HPLC analizleri ile takip edilememistir.

4.5. Debaryomyces hansenii ile Zeytin Karasuyu Biyoaritimi Sirasinda Ortama Askorbik

Asit Tlavesi ile Hidroksitirozol Birikimi

% 25 ZKI1 ortamlarinda, D. hansenii’ye ait tirozinaz difenolaz aktivitesi goriilmesi ve

kantitatif HPLC sonuglari, ortamda bulunan hidroksitirozoliin tiiketildigini gostermektedir.

Hidroksitirozol, biyoaritim ortaminda tirozinaz difenolaz enzim aktivitesi ile ilgili kinona
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doniismektedir. Calismanin bu boliimiinde, ortama askorbik asit ilave edilerek, olusan
kinondan hidroksitirozol olusumunun saglanmasi amaglanmistir (Bolim 2.4.2). Bu
dogrultuda, Boliim 4.4°te icerigi verilen ortamlardan farkli olarak % 25 ZK1 igeren ortama,
ortamdaki derisimi 50 ve 350 mg/L olacak sekilde askorbik asit eklenerek D. hansenii ile
biyoaritimlar gerceklestirilmistir. Ayrica, S0 mg/L askorbik asit igeren biyoaritim ortami ile es
zamanlt olarak askorbik asit igermeyen % 25 ZKI1 ortaminin da biyoaritimi saglanarak,

kontrol grubu olusturulmustur.

Ik olarak, 50 mg/L askorbik asit derisimi varligmda % 25 ZK1 ortanminin D. hansenii ile 38 st
stiresince biyoaritimi gerceklestirilmistir. Mikroorganizma logaritmik artis fazmi biiyiik
Olciide ilk 23 st’te tamamladigi icin, pH degisimi disindaki degisimler 23 st siiresince
izlenmistir. Sekil 4.22°de, 50 mg/L askorbik asit varliginda % 25 ZK1 ortamimnin pH degisimi

yer almaktadir.
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Sekil 4.22. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK14+50 mg/L askorbik asit iceren
ortamin zamanla pH degisimi (T=30°C, N=150 rpm)
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50 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZKI1 ortammin toplam fenol derisimi ve toplam
antioksidan aktivitesi degisimi ile D. hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge
4.10’da verilmistir. 23 st sonunda ortamda toplam fenol derisimi % 33 ve toplam antioksidan
aktivitesi % 16 azalmistir. Cizelge 4.10°da verilen enzim aktivitelerinin disinda, lakkaz enzim
aktivitesinin de zamanla degisimi incelenmis, ancak bu enzimin aktivitesi gézlenmemistir. Bu
ortamda diisiik de olsa tirozinaz monofenolaz aktivitesi gozlenmistir. Tirozinaz difenolaz

aktivitesi zamanla diizenli bir degisim gostermemekle birlikte, genelde azalma gostermektedir.

Cizelge 4.10. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1+50 mg/L askorbik asit iceren
ortamin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim
siiresince goriilen D. hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Tirozinaz Tirozinaz Tannaz
(st) fenol antioksidan  monofenolaz difenolaz aktivitesi
derisimi aktivitesi aktivitesi aktivitesi (U/mL)
(mg/L) (% in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 68.21 62.89 - - -
t=14 47.14 57.98 3 27 0.06
t=17 56.07 56.44 0 32 0
t=23 45.71 52.99 0 23 0

50 mg/L askorbik asit iceren % 25 ZKI ortaminda meydana gelen fenolik bilesenlerin
degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alinan 6rneklerin kantitatif HPLC analizi ile
izlenmistir. Sekil 4.23’te, biyoaritimin t=0. st ve t= 23. st anlarma ait kromatogramlarin

karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 4.23. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1+50 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamin t=0. st ve t=23. st anlarmna ait kromatogramlarin karsilastirilmas: (T=30°C, N=150

rpm)

Biyoaritim siiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derigimi hesaplanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4. 11°de verilmistir.

Buna gore, ortamda sadece hidroksitirozoliin kullanildig1 goriilmiistiir.

Cizelge 4.11. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1+50 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen (mg/L) t=0. st t=14. st t=17. st t=23. st
Hidroksitirozol 2.7 2.4 2.3 1.4
Tirozol 9.8 8.1 10.4 10.5
Vanilik asit 1.8 1.7 1.7 1.8
4-Metilkatesol 15 1.7 1.7 1.5

50 mg/L askorbik asit varliginda yapilan biyoaritimla es zamanli olarak, askorbik asit
icermeyen % 25 ZK1 ortammin (kontrol) 38 st siire ile biyoaritimi yapilmis, bu ortama ait
zamanla pH degisimi Sekil 4.24’te verilmistir. 50 mg/L askorbik asit iceren ortamin pH
degisimi ile karsilastirildiginda, askorbik asitin pH artisini yavaslattigi goriilmistiir.
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Sekil 4.24. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortamiin (kontrol) zamanla pH
degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Kontrol ortammin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile D.
hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.12’de verilmistir. 38 st sonunda % 23
fenol giderimi saglanirken toplam antioksidan aktivitesi % 24 azalmistir. Cizelge 4.12°de
verilen enzim aktivitelerinin disinda, lakkaz enzim aktivitesinin de zamanla degisimi
incelenmis, ancak bu enzimin aktivitesi gozlenmemistir. Enzim aktivitelerinin zamanla

degisimine bakildiginda, genel olarak zamanla azaldiklar1 goriilmektedir.

50 mg/L askorbik asit igeren ortamin 23. st’ine ait toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan
aktivitesi sonuclar1 (Cizelge 4.10) ile kontrol ortaminin 23. st’ine ait toplam fenol derisimi ve
toplam antioksidan aktivitesi sonuglar1 (Cizelge 4.12) karsilastirildiginda, askorbik asit iceren
ortamda toplam fenol giderimi ve toplam antioksidan aktivite azalmasinin daha fazla oldugu

goriilmektedir.
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Cizelge 4.12. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortamimin (kontrol) toplam fenol
derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen D.
hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Tirozinaz Tirozinaz Tannaz
(st) fenol antioksidan  monofenolaz difenolaz aktivitesi
derisimi aktivitesi aktivitesi aktivitesi (U/mL)
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)

t=0 57.86 59.89 - - -
t=14 60.71 57.53 4.5 20 0.05
t=17 53.21 55.17 3 75 0.13
t=20 57.14 54.17 0 24 0.05
t=23 54.76 54.45 0 19 0.09
t=38 44.64 45.28 0 20 0

Kontrol ortaminda meydana gelen fenolik bilesenlerin degisimi, biyoaritim siiresince farkli
zamanlarda alman Orneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmistir. Sekil 4.25°te,

biyoaritimin t=0. st ve t= 38. st anlarma ait kromatogramlarin karsilastirilmas1 yer almaktadir.
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Sekil 4.25. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortammnin (kontrol) t=0. st ve t=38.
st anlarina ait kromatogramlarm karsilastirilmasi (T=30°C, N=150 rpm)
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Biyoaritim siiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4. 13’te verilmistir. 50
mg/L askorbik asit varliginda gerceklestirilen biyoaritim sonrasi ortamda bulunan
hidroksitirozol miktar1 ile kontrol ortaminda gerceklestirilen biyoaritim sonrasi ortamda
bulunan hidroksitirozol miktar1 birbiri ile 6zdestir (Cizelge 4.11 ve 4.13). Biyoaritim siiresince
sadece hidroksitirozol kullanilmig, diger fenolik bilesenler parcalanamamistir. Sonug olarak,
% 25 ZK1 ortammnin D. hansenii ile biyoaritimi sirasinda ortamda 50 mg/L askorbik asit

bulunmasinin, ortamda hidroksitirozol birikimini saglayamadigi sonucuna ulasilmistir.

Cizelge 4.13. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortaminda (kontrol) bulunan
fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=0. st t=14. st t=17. st t=20. st t=23. st t=38. st

(mg/L)

Hidroksitirozol 2.5 2.8 2.2 1.4 1.3 1.2
Tirozol 9.9 9.5 9.3 10.5 10.9 10.6
Vanilik asit 1.9 1.9 1.8 1.8 1.9 1.9
4-Metilkatesol 1.2 1.7 1.6 1.6 1.6 1.6

Son olarak, 350 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZKI1 ortamimnin, farkli zamanlarda alman
ornekler ile 38 st biyoaritimi incelenmistir. Sekil 4.26’da, 350 mg/L askorbik asit i¢eren

biyoaritim ortammin zamanla pH degisimi goriilmektedir.

71



8,5

75

pH
\]

65 |

5,5 1 1 1 1 1 1 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40

zaman (st)

Sekil 4.26. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamim zamanla pH degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

350 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZKI1 ortammin toplam fenol derisimi ve toplam
antioksidan aktivitesi degisimi ile D. hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge
4.14°te verilmistir. Cizelge 4.14°te verilen enzim aktivitelerinin disinda, tirozinaz
monofenolaz enzim aktivitesinin de zamanla degisimi incelenmis, ancak bu enzimin aktivitesi
goriilmemistir. 38 st sonunda % 25 toplam fenol giderimi saglanirken toplam antioksidan
aktivitesi % 40 azalmistir. Biyoaritim siiresince toplam fenol derisiminin, askorbik asit
icermeyen Ortam 1 ve Ortam 2’de meydana gelen degisime gore daha az oldugu, toplam
antioksidan aktivitesi degisiminin ise benzer oldugu sonucuna ulasilmistir. Enzim aktiviteleri
incelendiginde ise, tirozinaz difenolaz aktivitesinin zamanla azaldigi, tannaz enziminin ise

logaritmik fazin sonlarma dogru aktivite gdsterdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.14. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit iceren
ortamin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim
siiresince goriilen D. hansenii’ye ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam fenol Toplam Tirozinaz Tannaz
(st) derisimi antioksidan difenolaz aktivitesi
(mg/L) aktivitesi aktivitesi (U/mL)
(% in.) (U/mL)

t=0 61.07 63.41 - -
t=14 59.29 57.86 26 0
t=17 52.86 52.88 17 0
t=20 51.43 51.05 18 0.085
t=23 45.71 40.03 16 0.062
t=38 46.07 38.00 19 0.051

350 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZK1 ortaminda meydana gelen fenolik bilesenlerin
degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alman 6rneklerin kantitatif HPLC analizi ile
izlenmistir. Sekil 4.27°de, biyoaritimin baslangic ve son anlarma ait kromatogramlarin

karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 4.27. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamm t=0. st ve t=38. st anlarma ait kromatogramlarin karsilastirilmas: (T=30°C, N=150

rpm)
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Biyoaritim stiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4. 15°te verilmistir. D.
hansenii, zeytin karasuyunda bulanan fenolik bilesenlerden sadece hidroksitirozolii
kullanmistir. Hidroksitirozol miktari, askorbik asit i¢ermeyen ikinci ortamda bulunan
miktardan (Cizelge 4. 9) daha az olmasina karsin (Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.15), askorbik asit
varliginda ortamdaki hidroksitirozol tamamen tiiketilmemistir. Buna gore, ortama eklenen

askorbik asitin az da olsa hidroksitirozol birikimine etki ettigi sdylenebilir.

350 mg/L varhginda yapilan biyoaritima ait sonuglar1 (Cizelge 4.15), 50 mg/L varliginda
gerceklestirilen biyoaritimin sonuglar1 (Cizelge 4.11) ve askorbik asit igermeyen kontrol
ortamimna ait sonuglar (Cizelge 4.13) ile karsilastirildiginda, biyoaritim siiresince yaklasik
olarak ayni oranda hidroksitirozol tiiketildigi gorilmiistiir. Ayrica, Sekil 4.27°de goriildiigii
gibi kalma siiresi yaklasik olarak 48. dk’ya karsiik gelen, ilk olarak 38. st’e ait
kromatogramda goriilen ve mevcut olan ticari 6zellikteki fenolik bilesenlerin kalma siireleri ile

yakinlik gostermediginden tanimlanamayan yeni bir pik gézlenmektedir.

Cizelge 4.15. D. hansenii ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=0. st t=14.st  t=17.st  t=20. st t=23. st t=38. st

(mg/L)

Hidroksitirozol 4.9 4.6 3.9 3.7 2.9 0.7
Tirozol 11.4 10.8 10.7 11.4 9.2 11.2
Katesol 0.5 0.4 0.3 0.3 0.2 0.2
Vanilik asit 2.1 2.0 2.0 2.2 1.8 2.2
4-Metilkatesol 1.6 15 1.4 1.6 1.5 1.7

Calismanin bu boliimiinde, biyoaritim ortamlarma farkli derisimlerde askorbik asit eklenerek,

ortamda bulunan hidroksitirozoliin derisiminin azalmamasi amag¢lanmistir. Sekil 4.28’de, 50

ve 350 mg/L askorbik asit iceren biyoaritim ortamlar1 ile % 25 ZK2 ortaminda (kontrol)
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zamanla hidroksitirozol derisiminde meydana gelen bagil degisim yer almaktadir. % 25 ZK2
(kontrol) ortami askorbik asit icermemesine karsin hidroksitirozol derisimi 14. st’e kadar
artmustir, bunun nedeni D. hansenii’nin tirozinaz monofenolaz aktivitesi ile tirozolden
hidroksitirozol olusumunu katalizlemesi ya da oleuropeinin pargalanmasi ile olusan
hidroksitirozol olabilir. Zeytin karasuyu ortami kompleks bir ortam oldugundan, enzim
mekanizmalarini ortaya koyabilmek oldukg¢a zordur, cilinkii zeytin karasuyu fenol pargalayici
enzimlere substrat olabilecek genis bir aralikta fenolik bilesen icermektedir. Askorbik asit
varliginda ticari formdaki tirozinaz enzimi ile muamele edilen zeytin karasuyu ortamlarinda
ise ortama eklenen enzim saf oldugu i¢in aktivitesi olduk¢a yiiksektir ve etki mekanizmasi
oldukg¢a net olarak goriilmektedir (Sekil 4.15 ve 4.16). Sekil 4.28’¢ bakildiginda, 350 mg/L
askorbik asit iceren biyoaritim ortammda zamanla hidroksitirozoliin azalmasi, 50 mg/L
askorbik asit iceren biyoaritim ortamma gore daha yavastir. Ancak biyoaritim ortamlarma
askorbik asit ilavesi ile beklenildigi gibi ortamda hidroksitirozol birikimi saglanamamus,

yalnizca hidroksitirozoliin daha yavas tiiketilmesi basarilabilmistir.
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Sekil 4.28. % 25 ZK1 ortamu (kontrol) ile 50 ve 350 mg/L askorbik asit varliginda % 25 ZK1
ortammin D. hansenii ile biyoaritimi sirasinda zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozol
miktarmin bagil degisimi (T=30°C, N=150 rpm)
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Calisma siiresince zeytin karasuyu +4°C’de muhafaza edilmistir. Ancak saklama sirasinda
icerisinde bulunan fenolik bilesenlerin derisimin azaldigi, 6rneklerin t=0. st’ine ait kantitatif
HPLC analizi sonuglar1 karsilastirildiginda goriilmiistiir (Cizelge 4.9 ve Cizelge 4.11). Ayrica,
baslangigta ZK1’in yapisinda bulunan katesol (Sekil 4.21), sonraki analizlerde (Sekil 4.23 ve
Sekil 4.25) saklama siiresince muhtemelen hava ile okside oldugu igin goériilmemistir. Bu
nedenle ileri deneylerde yapist degismeden kullanilmak iizere zeytin karasuyu, kii¢iik
hacimlere boliinerek -30°C’de saklanmis, deneyde kullanilacak miktar1 oda sicaklifmna

getirilerek kullanilmastir.

4.6. Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu Biyoaritim

Rhodotorula glutinis ile 2 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L maya 6ziiti ile % 5, 20, 25 ve 50 zeytin
karasuyu (ZK1) iceren dort farkl ortamda dort farkl biyoaritim gergeklestirilmistir.

[Ik olarak % 5 ZK1 igeren ortamda 48 st siiresince pH degisimi ile lakkaz, mangan peroksidaz
ve tannaz enzim aktivitelerinin degisimi izlenmistir. Sekil 4.29°da, % 5 ZK1 ortaminin 48 st
stiresince pH degisimi gorilmektedir. Sekil 4.29’a gore, ilk 20 st uyum fazinda olan R.

glutinis, 38. st sonunda logaritmik artis fazin1 tamamlayarak duragan faza girmistir.
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Sekil 4.29. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 5 ZK1 ortammin zamanla pH degisimi
(T=30°C, N=150 rpm)

Farkli zamanlarda alinan 6rneklerde lakkaz (t=24, 38 ve 48. st), mangan peroksidaz (t=38 ve
48. st) ve tannaz (t=38 ve 48. st) enzim aktivitelerine bakilmis, ancak hi¢gbir enzim aktivitesi
gbzlenmemistir. Bunun nedeninin, % 5 ZK1 ortamimin zeytin karasuyu derigsimi diisiik oldugu
icin R. glutinis tarafindan kullanilacak fenolik bilesenlerin de derisimi diisiik olmasindan

dolay1 enzimlerin indiiklenememesi oldugu diisiiniilmiistiir.

Ikinci olarak, % 5 ZK1 derisimi % 20’ye arttirilip diger kosullar ayn1 olacak sekilde R. glutinis
ile 46 st siireli bir biyoaritim gergeklestirilmistir. Biyoaritim siiresince pH, enzim aktiviteleri,
toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimleri incelenmistir. Sekil 4.30°da
% 20 ZK1 ortaminin biyoaritim siiresince pH degisimi goriilmektedir. Sekil 4.30°da, ilk 20 st
ornek alinmadigr i¢in mikroorganizmanin uyum fazi ve logaritmik ¢ogalma fazma girdigi
zaman dilimi goriilmemekte; ancak 26. st sonunda logaritmik fazi tamamlayarak duragan faza

girdigi goriilmektedir.
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Sekil 4.30. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 20 ZK1 ortaminin zamanla pH degisimi
(T=30°C, N=150 rpm)

% 20 ZK1 ortaminin biyoaritimda 47 st siiresince meydana gelen toplam fenol derisimi ile
toplam antioksidan aktivitesi degisimi Cizelge 4.16’da verilmistir. 47 st sonunda % 61 toplam
fenol giderimi saglanirken toplam antioksidan aktivitesi % 65 azalmistir. Cizelge 4.16’ya gore,
logaritmik ¢ogalma fazinda toplam fenol tiiketiminin biiyiik bir kismi tamamlanarak ortamin
toplam antioksidan aktivitesi de biiylik Olglide diismiis, logaritmik fazin sonlarinda ve
sonrasinda toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi fazla degismemistir. Farkli
zamanlarda (t= 20, 23, 26 ve 47. st) alinan 6rneklerde lakkaz, tirozinaz monofenolaz, mangan
peroksidaz ve tannaz enzim aktiviteleri olglilmiistiir. t=23. st anina ait 6rnekte 76 U/mL
aktiviteye sahip tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi ile 0.1 U/mL aktiviteye sahip tannaz

enzim aktivitesi gériilmiis; bunlarin disinda enzim aktivitesi gdzlenmemistir.
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Cizelge 4.16. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 20 ZK1 ortammin biyoaritim siiresince
toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam fenol derisimi Toplam antioksidan
(st) (mg/L) aktivitesi
(%in.)
t=0 87.14 80.23
t=23 36.43 31.50
t=26 38.54 28.75
t=47 34.29 28.31

Zeytin karasuyu derisimi % 5’ten % 20’ye arttirildiginda, R. glutinis i¢in ortamda bulunan
fenolik bilesenlerin derisimi artmis, dolayisi ile fenol parcgalayict enzimlerin substrat bulmasi
kolaylasmis oldugundan % 20 ZK1 ortaminda R. glutinis’e ait fenol pargalayict enzim

aktiviteleri gézlenmistir.

Zeytin karasuyu derisimi % 25°e arttirilip diger kosullar sabit tutularak tiglincii biyoaritim
ortami hazirlanmustir. R. glutinis ile 47 st siiresince % 25 ZKI1 ortammin biyoaritimi
gergeklestirilmis, biyoaritim siliresince pH, enzim aktiviteleri, toplam fenol derisimi ve toplam
antioksidan aktivitesi degisimleri ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi
incelenmistir. Sekil 4.31’de % 25 ZK1 ortaminin biyoaritim siiresince pH degisimi
goriilmektedir. Buna gore, % 25 ZKI1 ortaminda R. glutinis 14 st sonunda uyum fazini
tamamlayarak logaritmik artis fazina girdigi, 23. st’ten sonra ise duragan faza girdigi

goriilmektedir.
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Sekil 4.31. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortammin zamanla pH degisimi
(T=30°C, N=150 rpm)

% 25 ZK1 ortammnin biyoaritimda 47 st siiresince meydana gelen toplam fenol derisimi,
toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi
Cizelge 4.17°de yer almaktadir. 47 st sonunda % 61 toplam fenol giderimi saglanirken toplam
antioksidan aktivitesi % 60 azalmistir. Cizelge 4.17°de yer alan enzim aktivitelerinin disinda,
lakkaz ve mangan peroksidaz enzim aktivitelerinin de zamanla degisimi incelenmis, ancak bu
enzimlerin aktivitesi goriilmemistir. % 25 ZK1 ortaminda, R. glutinis’e ait fenol pargalayict
enzim aktivitelerinin genel olarak Once artma, sonrasinda azalma egiliminde olduklar
goriilmektedir. Cizelge 4.17°de goriilen enzim aktiviteleri, % 5 ZK1 ve % 20 ZK1
ortamlarinda goriilen aktiviteler ile karsilastirildiginda, artan zeytin karasuyu derisimi ile fenol
parcalayict enzim aktivitelerinin de arttigi goriilmektedir. Ayrica artan zeytin karasuyu
derisimi ile substrat miktarinin artmasi, diger ortamlarda goriilen aktivitelerden farkli olarak

tannaz enzim aktivitesinin de goriilmesini saglamistir.
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Cizelge 4.17. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortaminin toplam fenol derigimi ve
toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen R. glutinis’e ait enzim

aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Tirozinaz Tirozinaz Tannaz
(st) fenol antioksidan  monofenolaz difenolaz aktivitesi
derisimi aktivitesi aktivitesi aktivitesi (U/mL)
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)

t=0 81.79 77.05 - - -
t=14 80.00 74.48 4 19 0.075
t=17 73.21 73.03 30 33 0.086
t=20 57.14 52.97 0 - 0.051
t=23 49.64 46.23 25 12 0
t=39 39.29 30.02 0 16 0
t=44 36.79 34.83 0 18 -
t=47 31.79 30.50 10 25 0.063

% 25 ZK1 ortammin R. glutinis ile biyoaritimi sirasinda zeytin karasuyunda bulunan fenolik

bilesenlerin degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alman 6rneklerin kantitatit HPLC

analizi ile izlenmistir. Sekil 4.32’de 6rnek olarak biyoaritimin baslangi¢ ve son anlarina ait

kromatogramlarin karsilastirilmasi verilmistir.
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Sekil 4.32. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK1 ortaminin t=0. st ve t=47. st anlarina
ait kromatogramlarin karsilastirilmasi: (T=30°C, N=150 rpm)
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Biyoaritim stiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak, elde edilen sonuglar Cizelge 4.18°de verilmistir. Bu
sonuglara gore R. glutinis, zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerden tanimli olanlarin
timiini kullanmus, vanilik asit disinda ortamda bulunan fenolik bilesenlerin tiimiini
tilketmistir. Ayrica, Sekil 4.32’de goriildigli gibi kalma siiresi yaklasik olarak 37. dk’ya
karsilik gelen, ilk olarak 20 st’e ait kromatogramda goriilen ve mevcut olan ticari 6zellikteki
fenolik bilesenlerin kalma siireleri ile yakinlik gostermediginden tanimlanamayan yeni bir pik

gozlenmektedir.

Cizelge 4.18. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZKI1 ortammda bulunan fenolik
bilesenlerin degisimi (30°C, 150 rpm)

Fenolik t=0. t=14. t=17. t=20. t=23. t=39. t=44. t=47.
bilesen st st st st st st st st
(mg/L)

Hidroksitirozol 8.8 10.2 9.4 3.1 0 0 0 0
Tirozol 10.4 9.7 9.5 3.6 0 0 0 0
Katesol 0.9 0.3 0.1 0.1 0 0 0 0
Vanilik asit 1.9 0.7 1.0 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
4-Metilkatesol 14 0.4 0 0 0 0 0 0

R. glutinis ile % 25 ZK1 ortaminda yapilan biyoaritim sonucunda, R. glutinis’in zeytin
karasuyunda bulunan fenolik bilesenleri etkin bir sekilde kullandig1 goriilmiistiir. R. glutinis
logaritmik artig fazin1 tamamlamadan, ortamda bulunan hidroksitirozol, tirozol, katesol ve 4-

metilkatesoliin tamamini tiiketmistir.

Son olarak zeytin karasuyu derisimi % 50’ye arttirilip diger kosullar sabit tutularak doérdiincii
biyoaritim ortami hazirlanmistir. R. glutinis ile 61 st siiresince gergeklestirilen biyoaritim
sirasinda pH, enzim aktiviteleri, toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi

degisimleri ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi farkli zamanlarda
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alman oOrnekler ile incelenmistir. Sekil 4.33’te biyoaritim siiresince meydana gelen pH
degisimi goriilmektedir. R. glutinis’in % 50 ZK1 ortamina uyumu, ortamin zeytin karasuyu
icerigi yiiksek oldugu i¢in uzun siirmiistiir. Ornek alma siireleri, biiyiime evresinin net olarak
belirlenmesi i¢in uygun olmadigindan, sadece R. glutinis’in 37-44. st zaman araliginda

logaritmik artis fazinda oldugu s6ylenebilir.
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Sekil 4.33. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1 ortammin zamanla pH degisimi
(T=30°C, N=150 rpm)

% 50 ZK1 ortammin biyoaritimda 61 st siiresince meydana gelen toplam fenol derisimi,
toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi
Cizelge 4.19’da verilmistir. 61 st sonunda % 63 toplam fenol giderimi saglanirken toplam
antioksidan aktivitesi % 47 azalmistir. Cizelge 4.19°da verilen enzim aktivitelerinin diginda,
lakkaz ve mangan peroksidaz enzim aktivitelerinin de zamanla degisimi incelenmis, ancak bu
enzimlerin aktivitesi gézlenmemistir. % 50 ZK1 ortaminda, R. glutinis’e ait fenol parcalayict
enzim aktiviteleri zamanla diizenli bir degisim gostermemekle birlikte, tirozinaz monofenolaz
enzim aktivitesi ile tirozinaz difenolaz ve tannaz enzim aktiviteleri ilk belirlendikleri andan

sonra zamanla azalma egilimi gostermislerdir.
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Cizelge 4.19. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1 ortaminin toplam fenol derisimi ve
toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen R. glutinis’e ait enzim

aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Tirozinaz Tirozinaz Tannaz
(st) fenol antioksidan  monofenolaz difenolaz aktivitesi
derisimi aktivitesi aktivitesi aktivitesi (U/mL)
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 137.50 93.73 - - -
t=37 123.21 91.54 50 45 0.08
t=41 81.43 78.84 15 46 0.07
t=44 60.48 66.38 - 40 0
t=61 51.19 50.00 0 25 0

% 50 ZK1 ortaminm R. glutinis ile biyoaritimi sirasinda zeytin karasuyunda bulunan fenolik

bilesenlerin degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alman 6rneklerin kantitatit HPLC

analizi ile izlenmistir. Sekil 4.34’te ornek olarak biyoaritimin baslangi¢ ve son anlarna ait

kromatogramlarin karsilastirilmasi verilmistir.

Al

hidroksitirozol

tirozol

vanilik asit

4-metilkatesol

/ig standart

/katesol
v

—1t=0. st
—1=61. st

2.00 16

od 24,00 32,00

48’00 56,00

B4 00

72.00 ‘280,00

Sekil 4.34. R. glutinis ile biyoaritim1 saglanan % 50 ZK1 ortamimin t=0. st ve t=61. st anlarina
ait kromatogramlarin karsilastirilmasi: (T=30°C, N=150 rpm)
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Biyoaritim stiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak, elde edilen sonuglar Cizelge 4.20°de verilmistir. Bu
sonuglara gore R. glutinis, zeytin karasuyunda bulanan fenolik bilesenlerden tanimli olanlarin
timiini kullanmistir. Cizelge 4.20°de verilen sonuglar, % 25 ZK1 ortaminda meydana gelen
degisimler (Cizelge 4.18) ile karsilastirildiginda, ortamda bulunan fenolik bilesenlerin
tilketiminin daha ileri saatlerde oldugu ve % 50 ZK1 ortaminda % 25 ZK1 ortamimdan farkli

olarak ortamdaki vanilik asitin de tiiketildigi goriilmektedir.

Cizelge 4.20. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZKI1 ortaminda bulunan fenolik
bilesenlerin degisimi (30°C, 150 rpm)

Fenolik bilesen t=0. st t=37. st t=41. st t=44. st t=61. st
(mg/L)

Hidroksitirozol 17.1 58.1 10.4 0 0
Tirozol 16.9 27.6 10.0 0 0
Katesol 2.8 0 0 0 0
Vanilik asit 3.0 1.7 0 0 0
4-Metilkatesol 2.1 0 0 0 0

R. glutinis ile % 50 ZK1 ortaminda yapilan biyoaritim sonucunda, yiikksek zeytin karasuyu
derisiminde R. glutinis’in fenol pargalayici enzim aktivitelerinin de yiiksek oldugu ve ortamda

bulunan tiim fenolik bilesenleri tiikettigi goriilmiistiir.

D. hansenii ve R. glutinis mayalariyla yapilan biyoaritimlar i¢in, kontrol grubu olusturularak
icerisinde mikroorganizma bulunmayan % 25 ZK2 ve 5 g/l amonyum siilfat ile 1 g/L maya
Oziiti igeren ortam, mikroorganizmalarla biyoaritimi gerceklestirilen ortamlarla ayni
kosullarda inkiibe edilerek farkli zamanlarda alinan 6rneklere ait toplam fenol derisimi, toplam
antioksidan aktivitesi ve kantitatif HPLC analizleri yapilmistir. Kontrol grubuna ait toplam
fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi tayini sonuglar1 Cizelge 4.21°de verilmistir.
Buna gore, 75 st inkiibasyon sonunda toplam fenol derisimi % 7.7 kadar azalirken, toplam
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antioksidan aktivitesi degismemistir. Bu dogrultuda, zeytin karasuyunda bulunan fenolik

bilesenlerin hava ile temasi sonucu fenolik bilesenlerin az da olsa okside olarak toplam fenol

derisimini azalttig1 sonucuna varilmigtir.

Cizelge 4.21. % 25 ZK2 igeren mikroorganizmasiz ortam (Kontrol) igin inkiibasyonu
siiresince toplam fenol ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam fenol derisimi Toplam antioksidan
(st) (mg/L) aktivitesi (%in.)
t=0 237.50 95.78
t=21 227.50 -
t=24 227.50 -
t=27 228.93 -
t=30 223.93 -
t=45 231.79 96.11
t=48 233.57 96.11
t=51 237.14 96.03
t=54 247.50 96.03
t=57 219.64 96.19
t=70 220.36 96.27
t=75 219.29 -

Kontrol ortamimin inkiibasyonu siiresince zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin

degisimi, farkli zamanlarda alinan Orneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmistir. Sekil

4.35°te Ornek olarak inkiibasyonun baslangic ve son anlarma ait kromatogramlarin

karsilagtirilmasi verilmistir.
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Sekil 4.35. % 25 ZK2 igeren mikroorganizmasiz ortam (Kontrol) i¢in t=0. st ve t=75. st
anlarma ait HPLC kromatogramlarmin karsilastirilmasi (T=30°C, N=150 rpm)

HPLC kantitatif analizlarinden, mikroorganizma bulunmayan ortamda zeytin karasuyunun
hava ile oksidasyonu sonucu fenolik maddelerin derisimlerinde degisiklik meydana gelip
gelmedigi hesaplanmistir. Kantitatif HPLC sonucu elde edilen degerler Cizelge 4.22°de

verilmistir.

Cizelge 4.22. % 25 ZK2 igeren mikroorganizmasiz ortamin (Kontrol) inkiibasyonu siiresince
icerisinde bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=0.st  t=21.st t=24.st t=27.st t=30.st t=45.st
(mg/L)

Hidroksitirozol 142.2 131.0 129.2 133.1 136.0 137.7
Tirozol 17.9 15.2 14.6 155 16.0 17.3
Katesol 2.4 1.9 1.8 2.6 2.6 2.7
Vanilik asit 5.8 5.4 5.3 5.4 5.3 55
4-Metilkatesol 1.9 1.8 1.7 1.6 1.6 1.7
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Cizelge 4.22. (devam) % 25 ZK2 igeren mikroorganizmasiz ortamin (Kontrol) inkiibasyonu
siiresince icerisinde bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=48.st t=51.st t=54.st t=57.st t=70.st t=75. st
(mg/L)

Hidroksitirozol 144.7 138.5 154.5 140.2 140.9 132.4
Tirozol 17.3 16.3 17.9 17.6 17.5 16.8
Katesol 2.8 2.8 3.1 2.8 2.9 2.6
Vanilik asit 5.7 5.6 6.4 5.8 5.8 5.6
4-Metilkatesol 1.8 1.8 2.0 1.8 1.7 1.8

Cizelge 4.22’ye gore, hidroksitirozol, tirozol, vanilik asit ve 4-metilkatesol mikroorganizma
bulunmayan ortamda 75 st sonunda hava ile belli miktarlarda oksitlenmislerdir. Bu deger,
hidroksitirozol i¢in % 7, tirozol i¢in % 6, vanilik asit i¢in % 3 ve 4-metilkatesol i¢in % 5’tir.
Katesol ise 75 st inkiibasyon sonunda % 8’lik bir artis gostermistir. Bu artisin sebebi, bazi

fenolik bilesenlerin hava ile oksidasyonu sonucu katesole doniismesi diistiniilmiistiir.

4.7. Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu Biyoaritimi Sirasinda Hidroksitirozol

Birikimi

4.7.1. Biyoaritim ortamina askorbik asit ilavesi ile hidroksitirozol birikimi

Bolim 2.4.2°de verilen bilgiler dogrultusunda, R. glutinis ile biyoaritim sirasinda ortamda
degerli bir antioksidan olan hidroksitirozoliin birikimini saglayabilmek i¢in, bes farkli
derigimde askorbik asit (50, 100, 200, 400 ve 1000 mg/L), 5 g/L (NH4),SO4 ve 1 g/L maya
oziiti iceren % 50 ZK1 ya da % 25 ZK2 ortamlarma eklenerek bes farkli biyoaritim
gerceklestirilmigtir.
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[k olarak, 50 mg/L askorbik asit iceren % 50 ZK1 ortaminimn R. glutinis ile 91 st biyoaritimi
gerceklestirilmistir. Ayrica askorbik asit igermeyen % 50 ZK1 ortaminin, % 50 ZK1+ 50 mg/L
askorbik asit ortamu ile es zamanli olarak R. glutinis ile 67 st biyoaritimi saglanarak kontrol
grubu olusturulmustur. Sekil 4.35’te % 50 ZK1 ve % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit iceren
ortamlarm R. glutinis ile biyoaritimi sirasinda meydana gelen pH degisimi goriilmektedir.
Sekil 4.36’da, biyoaritim ortamima askorbik asit eklenmesinin pH artigini yavaslattig

goriilmektedir.
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Sekil 4.36. R. glutinis ile biyoaritimi1 saglanan % 50 ZK1 (Kontrol 1) ve % 50 ZK1+50 mg/L
askorbik asit igeren ortamlarin zamanla pH degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

% 50 ZK1 ortammin (Kontrol 1) toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi
degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.23’te, % 50 ZK1+ 50
mg/L askobik asit i¢eren ortaminin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi
degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.24’te verilmistir. % 50
ZK1 ortaminda (Kontrol 1) 67 st sonunda toplam fenol derisiminde % 73 ve toplam
antioksidan aktivitesinde % 51 azalma gorilmiistiir. Buna karsin % 50 ZK1+50 mg/L
askorbik asit igeren ortamda 91 st sonunda toplam fenol derisiminde % 67 ve toplam
antioksidan aktivitesinde % 59 azalma goriilmiistiir. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ve % 50ZK1+50
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mg/L askorbik asit igeren ortamlarin toplam fenol derisiminde ve toplam antioksidan
aktivitesinde meydana gelen azalmalar birbirine yakmdir. Cizelge 4.23’te verilen enzim
aktivitelerinin diginda, tannaz enzim aktivitesinin de zamanla degisimi incelenmis, ancak bu
enzimin aktivitesi gozlenmemistir. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ve % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit
iceren biyoaritim ortamlarinda gézlenen R. glutinis’e ait enzim aktiviteleri karsilastirildiginda,
her iki ortamda da diisiik lakkaz aktivitesi ve tirozinaz monofenolaz aktivitesi gorildiigii,
tirozinaz difenolaz aktivitesinin her iki ortamda da benzer degisim gostererek dnce artip sonra
azalma egiliminde oldugu sdylenebilir. Ancak, biyoaritim ortamina 50 mg/L askorbik asit

eklenmesi enzimlerin aktivite degerlerinin biiyiikliiklerinde 6nemli bir degisim yapmamustir.

Cizelge 4.23. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1 i¢eren ortamin (Kontrol 1) toplam
fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen R.
glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz Tirozinaz
(st) fenol antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz
derisimi aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 101.43 82.99 - - -
t=37 51.43 61.62 0 0 36
t=41 36.79 46.68 5.5x10™ 0 45
t=44 30.48 44.09 0 0 37
t=61 27.14 33.61 0 25 36
t=67 27.50 40.46 0 0 34
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Cizelge 4.24. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim
siiresince goriilen R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz  Tirozinaz Tannaz
(st) fenol  antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz aktivitesi
derisimi  aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi (U/mL)
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)

t=0 92.14 88.59 - - - -
t=37 75.36 72.30 1.1x10° 20 31 0
t=41 60.36 71.78 0 0 50 0
t=44 40.71 58.51 0 0 44 0
t=61 31.67 47.09 0 0 21 0.05
t=67 28.93 42.01 0 5 26 0.11

t=91 30.00 36.51 - - - -

% 50 ZK1 (Kontrol 1) ve 50 mg/L askorbik asit igeren % 50 ZK1 ortamlarinda meydana gelen
fenolik bilesenlerin degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alinan 6rneklerin
kantitatif HPLC analizi ile izlenmistir. Sekil 4.37 ve 4. 38’de, biyoaritimlarin baslangi¢ ve son

anlarina ait kromatogramlarmn karsilastirilmasi yer almaktadir.

o.020] —t=0. st

oo hidroksitirozol —1=67. st

0012 tirozol L e
= / / vanilik asit i¢ standart
7 4-metilkatesol
] / bilinmeyen
= pik

0,002
0,000

.00 .00 16,00 24,00 =z.00 410,00 43,00 56,00 54,00 72,00 ‘20,00

Sekil 4.37. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1 ortamimin (Kontrol 1) t=0. st ve t=67.
st anlarma ait kromatogramlarm karsilagtirilmasi (T=30°C, N=150 rpm)
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Sekil 4.38. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamm t=0. st ve t=91. st anlarma ait kromatogramlarm karsilastirilmas: (T=30°C, N=150

rpm)

Biyoaritim siiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak elde edilen sonucglar Cizelge 4.25 ve 4.26°da
verilmistir. 50 mg/L askorbik asit igeren % 50 ZK1 ortaminda hidroksitirozoliin zamanla
azalmasi, % 50 ZK1 ortamina gore (Kontrol 1) daha yavastir; ancak sonu¢ olarak her iki
ortamda da hidroksitirozol tamamen tiiketildiginden, ortama eklenen 50 mg/L askorbik asitin
hidroksitirozol birikimine etki etmedigi belirlenmistir. Bunun yaninda, ilk olarak t=37. st’e ait
kromatogramda goriilen ve biyoaritim sonuna kadar ortamda bulunan, kalma siiresi yaklasik
olarak 35. dk’ya karsilik gelen ve mevcut olan ticari 6zellikteki fenolik bilesenlerin kalma

stireleri ile yakinlik géstermediginden tanimlanamayan yeni bir pik gozlenmektedir.
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Cizelge 4.25. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1 ortaminda (Kontrol 1) bulunan
fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=0. st t=37. st t=41. st t=44. St t=61. st t=67. st
(mg/L)

Hidroksitirozol 5.7 1.3 0 0 0 0
Tirozol 19.2 8.0 1.7 0.5 0.4 0.5
Vanilik asit 3.1 0.4 0.5 0.5 0.5 0.6
4-Metilkatesol 3.0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.26. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit iceren
ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=0.st t=37.st t=41.st t=44.st t=61.st t=67.St t=91. st
(mg/L)

Hidroksitirozol 6.2 2.1 0.9 0 0 0 0
Tirozol 15.2 10.2 6.0 0.6 0.4 0.6 0.7
Vanilik asit 2.7 0.5 0.6 0.5 0.6 0.6 0.5
4-Metilkatesol 2.5 0 0 0 0 0 0

Biyoaritim ortamina askorbik asit eklenmesi ile zamanla hidroksitriozol derisiminin
degismemesi ya da tirozinaz monofenolaz aktivitesi ve askorbik asit varligina bagl olarak
hidroksitirozol derisiminde artis beklenmektedir. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ile % 50 ZK1+50
mg/L askorbik asit igeren biyoaritim ortamlarinda hidroksitirozol derisiminin zamanla bagil
olarak degisimi Sekil 4.39°da verilmistir. Sekil 4.39°da, hidroksitirozol derisiminin her iki
ortamda da zamanla azaldigi, ancak 50 mg/L askorbik asit igeren % 50 ZKI ortaminda
azalmanin daha yavas oldugu goriilmektedir. Buna karsin, ortama eklenen 50 mg/L askorbik

asitin hidroksitirozol birikiminde yeterli olmadigindan beklenen sonug goriilememistir.
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Sekil 4.39. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ile % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit igeren ortamlarin R.
glutinis ile biyoaritimlar1 sirasinda zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozol miktarinin
bagil degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Ikinci olarak, 50 mg/L askorbik asit derisimi 100 mg/L’e arttirilip diger kosullar ayn1 tutularak
% 25 ZK2 ortaminda R. glutinis ile 70 st biyoaritim gerceklestirilirken es zamanli olarak da
askorbik asit igermeyen % 25 ZK2 ortami hazirlanip 70 st R. glutinis ile biyoaritimi yapilarak
kontrol grubu olusturulmustur. Sekil 4.40’ta % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100 mg/L
askorbik asit igeren ortamlarmn R. glutinis ile biyoaritimi sirasinda meydana gelen pH degisimi
goriilmektedir. Sekil 4.40’a bakildigimnda 100 mg/L askorbik asit varliginin pH degisimine etki
etmedigi goriilmektedir. Her iki ortam igin de R. glutinis’in, 20-62. st araliginda logaritmik

fazda oldugu, sonrasinda duragan faza girdigi sdylenebilir.
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Sekil 4.40. R. gutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100 mg/L
askorbik asit igeren ortamlarin zamanla pH degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

% 25 ZK2 ortammin (Kontrol 2) toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi
degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.27°te, 100 mg/L askorbik
asit igeren % 25 ZK2 ortammin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi
degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.28’de verilmistir. % 25
ZK2 ortaminda (Kontrol 2) 70 st sonunda toplam fenol derisiminde % 78 ve toplam
antioksidan aktivitesinde % 37 azalma gorilmiistiir. Buna karsin 100 mg/L askorbik asit
iceren % 25 ZK2 ortaminda 70 st sonunda toplam fenol derisiminde % 85 ve toplam
antioksidan aktivitesinde % 42 azalma goriilmiistiir. % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100
mg/L askorbik asit i¢eren ortamlarin biyoaritm sonunda toplam fenol giderimleri ve toplam
antioksidan aktivitelerindeki azalma birbirine oldukga yakmdir. % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve 100
mg/L askorbik asit i¢eren % 25 ZK2 ortamlarinda gézlenen R. glutinis’e ait enzim aktiviteleri
karsilastirildiginda, her iki ortamda da duragan fazin baslarinda diisiik lakkaz aktivitesi
goriildiigli, tirozinaz monofenolaz aktivitesinin diizenli bir degisim gostermedigi ve tirozinaz

difenolaz aktivitesinin dnce artip sonra sabit kaldi1g1 sdylenebilir.
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Cizelge 4.27. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminin (Kontrol 2) toplam
fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen R.
glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz Tirozinaz
(st) fenol antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz
derisimi aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 335.71 95.48 - - -
t=13 312.50 94.50 - - -
t=17 296.07 94.89 - - -
t=37 272.50 95.38 - - -
t=44 251.43 95.58 0 0 53
t=47 230.36 95.00 0 0 45
t=62 74.29 74.16 0 0 39
=66 80.00 63.56 1.4x10™ 5 40
t=70 74.64 60.22 0 0 38

Cizelge 4.28. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim
siiresince goriilen R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz Tirozinaz
(st) fenol antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz
derisimi aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 326.43 94.89 - - -
t=13 301.07 95.78 - - -
t=17 271.07 95.09 - - -
t=37 254.64 95.19 - - -
t=44 222.14 95.58 0 10 45
t=47 199.29 94.69 0 0 35
t=62 47.86 69.74 0 0 37
t=66 38.93 61.98 1.4x10™ 0 38
t=70 47.86 54.71 0 0 30
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% 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit igeren biyoaritim ortamlarinda
meydana gelen fenolik bilesenlerin zamanla degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda
alinan 6rneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmistir. Sekil 4.41 ve 4. 42°de biyoaritimlarin

baslangi¢ ve son anlarina ait kromatogramlarin karsilagtirilmasi yer almaktadir.
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Sekil 4.41. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminin (Kontrol 2) t=0. st ve t=70.
st anlarina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi (T=30°C, N=150 rpm)
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Sekil 4.42. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamm t=0. st ve t=70. st anlarma ait kromatogramlarin karsilastirilmas: (T=30°C, N=150

rpm)
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Biyoaritim siiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.29 ve 4.30°da
verilmistir. % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit igeren biyoaritim
ortamlarinda zamanla fenolik bilesenlerin derigimlerinin zamanla degisimleri benzer davranis

gostermistir.

Cizelge 4.29. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminda (Kontrol 2) bulunan
fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik t=0. t=13. t=17. t=37. t=44. t=47. t=62. t=66. t=70.
bilesen st st st st st st st st st
(mg/L)

Hidroksitirozol 1329 193.6 177.6 209.3 118.0 95.3 0.9 0.1 0.1
Tirozol 172 269 248 267 112 9.3 0 0 0
Katesol 3.5 1.8 2.3 2.7 1.8 1.9 2.2 2.2 2.1
Vanilik asit 3.8 2.9 2.6 2.0 1.2 1.1 15 14 14
4-Metilkatesol 2.1 2.6 14 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.30. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik t=0. t=13. t=17. t=37. t=44. t=47. t=62. t=66. t=70.
bilesen st st st st st st st st st
(mg/L)

Hidroksitirozol 125.4 133.3 119.8 121.3 103.7 85.7 0.1 0.2 0.1
Tirozol 16.7 190 177 16.0 10.0 7.5 0 0 0
Katesol 3.3 1.6 1.5 14 1.7 15 1.9 1.8 15
Vanilik asit 3.7 1.9 1.8 14 1.1 0.7 1.3 1.3 1.0
4-Metilkatesol 1.3 1.3 1.1 0 0 0 0 0 0
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100 mg/L askorbik asit derisiminin hidroksitirozol birikimine etkisi denendikten sonra, 200 ve
400 mg/L askorbik asit derisimlerinin etkisi, % 25 ZK2 ortamima 5 g/L. (NH4),SO4 ve 1 g/L
maya 0ziitli eklenerek R. glutinis ile iki farkli biyoaritim gerceklestirilerek ayni deney setinde
incelenmistir. Ayni1 zamanda askorbik asit icermeyen % 25 ZK2 ortami da ayn1 kosullarda R.
glutinis ile aritilarak bir kontrol grubu olusturulmustur. Her ti¢ ortamin 70 st siiren biyoaritimi
stiresince, pH, toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivite degisimi ile fenolik
bilesenlerinin degisimi incelenmesine karsin, yalnizca % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit ve
% 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit igeren biyoaritim ortamlarmin zamanla enzim
aktivitelerinde meydana gelen degisim izlenmistir. Sekil 4.43’te askorbik asit olmadiginda
(Kontrol 3) ve 200 mg/L ile 400 mg/L askorbik asit varliginda R. glutinis ile % 25 ZK2
ortaminin biyoaritimi sirasinda zamanla meydana gelen pH degisimleri goriilmektedir. Sekil
4.43’te gorildiigi gibi askorbik asit derisimi 200 mg/L’den 400 mg/L’e arttirildiginda pH

daha diisiik degerlerde olmakla beraber zamanla artmaktadir.
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Sekil 4.43. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 (Kontrol 3), % 25 ZK2+200 mg/L
askorbik asit ve % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit iceren ortamlarin zamanla pH degisimi
(T=30°C, N=150 rpm)
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% 25 ZK2 ortammim (Kontrol 3) toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi
degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.31°de; % 25 ZK2+200
mg/L askorbik asit i¢geren biyoaritim ortaminimn toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan
aktivitesi degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.32’de ve % 25
ZK2+400 mg/L askorbik asit igeren ortaminin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan
aktivitesi degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.33’te
verilmistir. % 25 ZK2 ortaminda (Kontrol 3) 70 st sonunda toplam fenol derisiminde % 81 ve
toplam antioksidan aktivitesinde % 44 azalma goriilmiistiir. Buna karsin % 25 ZK2+200 mg/L
askorbik asit igeren biyoaritim ortaminda 70 st sonunda toplam fenol derisiminde % 79 ve
toplam antioksidan aktivitesinde % 40 azalma; % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit iceren
biyoaritim ortaminda 70 st sonunda toplam fenol derisiminde % 80 ve toplam antioksidan
aktivitesinde % 48 azalma goriilmiistiir. Cizelge 4.31-4.33’te verildigi tzere, % 25 ZK2
(Kontrol 3) ile 200 ve 400 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZK2 ortamlarinda biyoaritim
sonunda hemen hemen esit miktarda toplam fenol giderimi saglanmis ve esit miktarda
antioksidan aktivitesinde azalma goriilmiistiir. Enzim aktivite degisimleri 200 ve 400 mg/L
askorbik asit iceren ZK2 ortamlarinda benzer 6zellik géstermis olmakla birlikte, lakkaz enzim
aktvitesi hemen hemen Ornek alinan her saatte gdzlenmis, tirozinaz monofenolaz aktivitesi
dalgalanmal1 degisim gdstermis ve tirozinaz difenolaz aktivitesi genellenecek olursa azalma

egilimi gostermistir.
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Cizelge 4.31. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminin (Kontrol 3) toplam
fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen R.
glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman (st) Toplam fenol derisimi Toplam antioksidan
(mg/L) aktivitesi
(%in.)
t=0 332.14 95.25
t=15 280.00 -
t=38 325.71 95.49
t=41 323.21 95.57
=44 284.64 95.41
=47 227.14 95.57
t=50 202.50 95.41
t=62 70.00 61.64
t=65 60.71 54.63
t=70 64.29 52.94
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Cizelge 4.32. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit iceren
ortamin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim
siiresince goriilen R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz Tirozinaz
(st) fenol antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz
derisimi aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 364.29 95.54 - - -
t=15 267.50 - - - -
t=38 342.86 95.62 1.4x10™ 0 38
t=41 315.36 95.62 4.2x10™ 0 43
t=44 289.29 95.62 1.4x10* 10 45
t=47 266.79 95.70 0 0 32
t=50 218.93 95.70 - - 35
t=62 85.71 62.02 1.4x10* 0 27
t=65 80.00 56.37 1.4x10™ 0 28
t=70 75.24 57.01 - - -

102



Cizelge 4.33. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit iceren
ortamin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim
siiresince goriilen R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz Tirozinaz
(st) fenol antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz
derisimi aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 368.57 95.71 - - -
t=15 296.79 - - - -
t=38 345.36 95.78 1.4x10* 0 35
t=41 323.93 95.71 2.8x10™ 10 31
t=44 311.43 95.71 1.4x10* 10 56
t=47 295.71 95.78 1.4x10* 5 32
t=50 292.50 95.86 - - 36
t=62 103.33 70.65 1.4x10* 5 18
t=65 87.14 60.19 1.4x10™ - -
t=70 74.05 49.26 - - -

% 25 ZK2 (Kontrol 3) ile 200 ve 400 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZK2 ortamlarinda

meydana gelen fenolik bilesenlerin degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alinan

orneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmistir. Sekil 4.44-4.46°da, biyoaritimlarin baslangic

ve son anlarina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi yer almaktadir.
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Sekil 4.44. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminin (Kontrol 3) t=0. st ve t=70.
st anlarma ait kromatogramlarm karsilastirilmasi (T=30°C, N=150 rpm)
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Sekil 4.45. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamm t=0. st ve t=70. st anlarma ait kromatogramlarin karsilastirilmas: (T=30°C, N=150

rpm)
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Sekil 4.46. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamm t=0. st ve t=70. st anlarma ait kromatogramlarm karsilastiriimas: (T=30°C, N=150

rpm)

Biyoaritim siiresince yapilan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.34-4.36°da
verilmistir. % 25 ZK2 (Kontrol 3) ile 200 ve 400 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZK2
biyoaritim ortamlarinda zamanla fenolik bilesenlerin derisimlerinin degisimi benzer davranig
gostermesine karsin artan askorbik asit derisimi ile birlikte ortamdaki hidroksitirozoliin
tiketim hizinda azalma oldugu goriilmektedir. % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortamimda 62. st
sonunda baslangigta ortamda bulunan hidroksitirozoliin tamamina yakmi (= % 99.9)
tiikenirken, % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit igeren biyoaritim ortaminda yaklasik olarak %
99.6’s1 ve % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit iceren biyoaritim ortaminda % 91.2°si

tiiketilmistir.
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Cizelge 4.34. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminda (Kontrol 3) bulunan
fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik t=0.st t=15. t=38. t=41. t=44. t=47. t=50. t=62. 1=65. t=70.
bilesen st st st st st st st st st
(mg/L)

Hidroksitirozol 155.0 157.0 210.6 189.9 171.1 139.8 105.7 0.3 01 01
Tirozol 207 215 276 208 155 100 7.3 0 0 0
Katesol 4.7 1.7 29 29 33 3.3 34 31 3.0 31
Vanilik asit 4.9 2.3 1.9 1.9 1.9 2.0 21 2.0 20 21
4-Metilkatesol 3.5 1.2 0 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.35. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik t=0. t=15. t=38. t=41. t=44. t=47. t=50. t=62. t=65. t=70.
bilesen st st st st st st st st st st
(mg/L)

Hidroksitirozol 185.6 155.0 200.7 185.3 157.8 166.0 124.8 0.8 0.2 0.2
Tirozol 243 212 256 221 137 110 6.7 0 0 0
Katesol 0.2 1.6 2.5 2.7 2.6 3.4 3.0 3.0 31 29
Vanilik asit 5.7 2.0 1.7 1.6 1.3 1.9 18 21 21 19
4-Metilkatesol 1.7 1.2 0 0 0 0 0 0 0 0

Cizelge 4.36. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit iceren
ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik t=0. t=15. t=38. t=41. t=44. t=47. t=50. t=62. t=65. t=70.
bilesen st st st st st st st st st st
(mg/L)

Hidroksitirozol 130.9 161.7 204.6 207.5 1154 99.9 88.7 115 0.3 0.2
Tirozol 139 225 272 263 10.8 7.4 5.4 0 0 0
Katesol 1.8 1.6 2.6 2.7 1.7 1.7 18 1.9 42 28
Vanilik asit 4.0 2.8 1.8 1.3 0.9 0.9 08 1.3 19 20
4-Metilkatesol 1.4 1.3 0 0 0 0 0 0 0 0
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Son olarak, askorbik asit derisimi 1000 mg/L’e arttirilip, % 25 ZK2 ortamina 5 g/L. (NH4)2SO4
ve 1 g/L maya oziitii eklenerek R. glutinis ile 75 st biyoaritim gergeklestirilmistir. Ayni
zamanda askorbik asit icermeyen % 25 ZK2 ortammin ayni kosullarda R. glutinis ile
biyoaritimi gergeklestirilerek bir kontrol grubu olusturulmustur. Biyoaritimlar siiresince
ortamlarm pH, toplam fenol derisimi, toplam antioksidan aktivitesi, R. glutinis’e ait fenol
parcalayict enzim aktivitelerinin degisimi ile ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi
farkli zamanlarda alinan 6rnekler ile incelenmistir. Sekil 4.47°de % 25 ZK2 (Kontrol 4) ve %
25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit igeren ortamlarin R. glutinis ile biyoaritimi sirasinda
meydana gelen pH degisimi goriilmektedir. Sekil 4.47°ye gore, ortama eklenen askorbik asit,

pH artisini yavaslatmistir.

—eo— % 25 ZK2 (kontrol 4)
--++0--- 05 50 ZK2+1000 mg/L askorbik asit

7
T
o
6
S S R
4 . I | |
0 10 20 30 40 - - . |
zaman (st)

Sekil 4.47. R. gutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 (Kontrol 4) ve % 25 ZK2+1000 mg/L
askorbik asit iceren ortamlarin zamanla pH degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

% 25 ZK2 ortammin (Kontrol 4) toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi
degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.37’de, 1000 mg/L
askorbik asit iceren % 25 ZK2 ortammin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan
aktivitesi degisimi ile R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi Cizelge 4.38’de
verilmistir. % 25 ZK2 ortaminda (Kontrol 4) 75 st sonunda toplam fenol derisiminde % 78 ve

toplam antioksidan aktivitesinde % 47 azalma goriilmesine karsin; 1000 mg/L askorbik asit
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iceren % 25 ZK2 ortamimda 75 st sonunda toplam fenol derisiminde % 75 ve toplam
antioksidan aktivitesinde % 32 azalma goriilmiistiir. Cizelge 4.37 ve 4.38°de verildigi tizere, %
25 ZK2 (Kontrol 4) ile 1000 mg/L askorbik asit iceren % 25 ZK2 ortamlarinda biyoaritim
sonunda hemen hemen esit degerde fenol giderimi saglanmis olmasma karsin, 1000 mg/L
askorbik asit igeren ortamda toplam antioksidan aktivitesindeki azalma daha azdir. Bunun
nedeni, ortamda yiiksek miktarda bulunan antioksidan 6zelligindeki askorbik asit olabilir. iki
ortama ait enzim aktivitelerinin degisimi incelendiginde, % 25 ZK1+1000 mg/L askorbik asit
iceren ortamda tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi disinda goriilen enzim aktiviteleri, %
25 ZK2 ortaminda goriilen enzim aktivitelerinin degerlerinden daha diisiiktiir. Ancak tirozinaz
monofenolaz % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit igeren ortamda oldukga yiiksek aktivite

degerleri géstermistir.

Cizelge 4.37. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortammin (Kontrol 4) toplam
fenol derigimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim siiresince goriilen R.
glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz Tirozinaz
(st) fenol antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz
derisimi aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 293.21 94.69 - - -
t=21 182.50 - - - -
t=24 224.64 - - - -
t=27 235.00 - - - -
t=30 239.29 - - - -
t=45 220.00 95.15 4.2x10™ 10 35
t=48 199.64 95.15 0 0 31
t=51 159.29 94.88 2.8x10™ 0 35
t=54 117.50 94.14 0 0 33
t=57 94.29 80.15 1.4x10™ 0 24
t=70 77.62 58.37 1.4x10™ - 24
t=75 65.48 50.59 2.8x10™ 10 30
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Cizelge 4.38. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit iceren
ortamin toplam fenol derisimi ve toplam antioksidan aktivitesi degisimi ile biyoaritim
siiresince goriilen R. glutinis’e ait enzim aktivitelerinin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Zaman Toplam Toplam Lakkaz Tirozinaz Tirozinaz
(st) fenol antioksidan aktivitesi monofenolaz difenolaz
derisimi aktivitesi (U/mL) aktivitesi aktivitesi
(mg/L) (%in.) (U/mL) (U/mL)
t=0 320.36 95.60 - - -
t=21 226.67 - - - -
t=24 246.43 - - - -
t=27 240.00 - - - -
t=30 226.43 - - - -
t=45 256.42 95.52 0 55 10
t=48 257.50 95.43 0 45 12
t=51 234.29 95.43 0 20 34
t=54 202.86 95.18 4.2x10° 15 33
t=57 155.71 93.40 0 0 33
t=70 80.00 66.07 0 0 28
t=75 80.71 64.80 0 0 23

% 25 ZK2 (Kontrol 4) ve 1000 mg/L askorbik asit igeren % 25 ZK2 ortamlarinda meydana
gelen fenolik bilesenlerin zamanla degisimi, biyoaritim siiresince farkli zamanlarda alinan
orneklerin kantitatif HPLC analizleri ile izlenmistir. Ornek olarak Sekil 4.48 ve 4. 49°da

biyoaritimlarin baslangi¢ ve son anlarina ait kromatogramlarin karsilastirilmasi yer almaktadir.
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Sekil 4.48. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminin (Kontrol 4) t=0. st ve t=75.
st anlarma ait kromatogramlarm karsilastirilmas: (T=30°C, N=150 rpm)
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Sekil 4.49. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamm t=0. st ve t=75. st anlarma ait kromatogramlarmn karsilastirilmas: (T=30°C, N=150

rpm)

Biyoaritim siiresince yapilan Kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan,
fenolik bilesenlerin derisimi hesaplanarak elde edilen sonuglar Cizelge 4.39 ve 4.40’ta
verilmistir. % 25 ZK2 (Kontrol 4) ve % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit i¢eren biyoaritim
ortamlarinda zamanla fenolik bilesenlerin derisimlerinin degisimi benzer davranis
gostermesine karsin, % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit igeren biyoaritim ortaminda bulunan

hidroksitirozoliin derisimi zamanla daha yavas azalmig, biyoaritim sonunda % 25 ZK2
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(Kontrol 4) ortaminda baslangigtakinin % 1.5’i kadar hidroksitirozol bulunurken, % 25
ZK2+1000 mg/L askorbik asit igeren ortamda baslangigtakinin % 3.5°i kadar hidroksitirozol

bulunmaktadir.

Cizelge 4.39. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminda (Kontrol 4) bulunan
fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen 1=0. st t=21.st t=24.st t=27.st t=30.st t=45. St
(mg/L)

Hidroksitirozol 157.6 109.3 137.6 151.1 165.0 137.0
Tirozol 25.1 23.5 28.2 25.6 32.7 18.9
Katesol 2.8 0.3 0.5 0.5 0.6 1.0
Vanilik asit 6.3 1.7 1.9 1.6 1.9 2.5
4-Metilkatesol 1.6 1.3 1.7 0.5 0.9 0

Cizelge 4.39. (devam) R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2 ortaminda (Kontrol 4)
bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=48.st t=51.st t=H4.st t=57.st t=70.st t=75.St
(mg/L)

Hidroksitirozol 110.3 88.6 48.0 21.7 2.7 2.3
Tirozol 13.8 10.5 5.9 1.0 0.1 0.5
Katesol 1.2 1.0 1.0 1.1 1.3 1.1
Vanilik asit 2.5 2.6 2.5 2.7 3.0 2.7
4-Metilkatesol 0 0 0 0 0 0
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Cizelge 4.40. R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit i¢eren
ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen 1=0. st t=21.st t=24.st t=27.st t=30.st t=45. St
(mg/L)

Hidroksitirozol 172.9 117.1 141.9 144.6 137.3 148.6
Tirozol 30.8 23.1 28.4 24.8 22.7 18.6
Katesol 3.2 0.4 0.7 0.5 0.6 0.9
Vanilik asit 6.5 1.8 1.9 1.7 15 1.6
4-Metilkatesol 2.1 15 1.7 0.4 0.5 0

Cizelge 4.40. (devam) R. glutinis ile biyoaritimi saglanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit
igeren ortamda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi (T=30°C, N=150 rpm)

Fenolik bilesen t=48.st t=51.st t=H4.st t=57.st t=70.st t=75.St
(mg/L)

Hidroksitirozol 145.9 125.5 117.5 75.9 6.7 6.1
Tirozol 17.7 14.8 14.0 6.3 0.6 0.5
Katesol 1.1 0.9 1.1 1.0 1.1 1.1
Vanilik asit 1.8 1.7 2.1 2.1 2.4 2.4
4-Metilkatesol 0 0 0 0 0 0

Calismanin bu boliimiinde, biyoaritim ortamlarma farkli derisimlerde askorbik asit eklenerek,
ortamda bulunan hidroksitirozoliin derisiminin azalmamas1 amag¢lanmstir. Sekil 4.49°da; 100,
200, 400 ve 1000 mg/L askorbik asit igeren biyoaritim ortamlar1 ile % 25 ZK2 ortaminda
(Kontrol 3) zamanla hidroksitirozol derisiminde meydana gelen bagil degisimler birlikte yer
almaktadir. % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortami askorbik asit igermemesine karsin hidroksitirozol
derisimi 38. st’e kadar artmustir. Bunun nedeni R. glutinis’in tirozinaz monofenolaz aktivitesi
ile tirozolden hidroksitirozol olusumunu katalizlemesi ya da oleuropeinin parcalanmasi ile
olusan hidroksitirozol olabilir. 100 mg/L ve 200 mg/L askorbik asit varliginda, ortamda
hidroksitirozol birikiminin % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortamindakine gore daha az oldugu Sekil
4.50°de goriilmektedir. Dolayisi ile 100 ve 200 mg/L askorbik asit ¢aligilan ortam kosullarinda
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hidroksitirozol birikimi i¢in yeterli olmamistir. 400 mg/L askorbik asit varliginda ise 41. st’de
baslangigtaki hidroksitirozoliin % 158’1 kadar hidroksitirozol bulunmaktadir; yani 400 mg/L
askorbik asit varhiginda % 25 ZK2 ortaminda hidroksitirozol birikimi saglanmigtir. 1000 mg/L
askorbik asit varliginda ise ortamda hidroksitirozol birikimi miimkiin olmamis; ancak
hidroksitirozoliin tiiketimi daha yavas olmakla birlikte biyoaritim sonunda ortamda hala
hidroksitirozol bulunmaktadir. Sekil 4.50°de askorbik asit igeren ortamlarla kiyaslamak amaci
ile ti¢ farkli kontrol grubunu temsilen % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortamina ait veriler kullanilmistir.
Kontrol ortamlarina ait biyoaritimlar es zamanl yapilmadig: i¢in, bu ortamlara ait veriler
birebir es degildir, ancak birbirlerine olduk¢a yakindir. % 25 ZK2 ortami (Kontrol 3), iki farkl
biyoaritim ortamina (% 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit ve % 25 ZK2+400 mg/L askorbik
asit) ait kontrol grubu oldugundan, Sekil 4.50’de bu ortama ait veriler kullanilmistir.
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Sekil 4.50. % 25 ZK2 (Kontrol 3), % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit, % 25 ZK2+200 mg/L
askorbik asit, % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit ve % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit
iceren ortamlarm R. glutinis ile biyoaritimlar1 sirasinda zeytin karasuyunda bulunan
hidroksitirozol miktarmin bagil degisimi (T=30°C, N=150 rpm)
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4.7.2. Dinlenen Rhodotorula glutinis ile tirozolden hidroksitirozol iiretimi

Boliim 2.4.2°de verilen bilgiler dogrultusunda, aktif ¢cogalmasini 5 g/L. amonyum siilfat ve 1
g/L maya 0ziitii iceren % 25 ZK2 ortaminda tamamlamis R. glutinis, 44. st sonunda,
hidroksitirozoliin onciilii olan tirozol i¢eren iiretim ortamlarma (50 mM pH 6.5 potasyum
fosfat tamponunda 0.1 ya da 1 g/L tirozol ile % 100 ZK2 ekstrakt1) aktarilarak hidroksitirozol
iretimi amaglanmistir. Ayrica, 0.1 g/L tirozol i¢eren iiretim ortamina askorbik asit eklenerek

(4000 mg/L) ortamda hidroksitirozol birikimi amaciyla bir deneme daha yapilmustir.

0.1 ve 1 g/L tirozol igeren ortamlara paralel olarak, 0.1 g/L tirozol igeren ortam hazirlanarak
hiicre aktarilmamig bir kontrol grubu olusturulmustur. 0.1 ve 1 g/L tirozol i¢eren ortamlar 66
st siireyle inkiibe edilmis, t=0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 30 ve 66. st’de alinan 6rnekler kantitatif
olarak HPLC ile analizlenmistir. Her iki ortam i¢in de elde edilen sonuglar, R. glutinis’in etkin
bir sekilde tirozolii kullandigini gdstermektedir. Inkiibasyonun 1. st’i sonunda ortamda
bulunan tirozoliin tamamina yakin1 tiikketilmistir. Ancak t=66. st’e kadar tiriin (hidroksitirozol)
olusumu gézlenmemis; t=66. st’te alinan 6rneklere ait analizlerde ise, hidroksitirozole ait pik

olusmustur (Sekil 4.51-4.52). Kontrol grubunda ise inkiibasyon siiresince degisiklik

gdzlenmemistir.
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Sekil 4.51. Dinlenen R. glutinis ile iglem gdren, 0.1 g/L tirozol igeren ortamin t=0. st ve t=66.
st anlarma ait kromatogramlarin karsilastirilmasi
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Sekil 4.52. Dinlenen R. glutinis ile islem goren, 1 g/L tirozol igeren ortamin t=0. st ve t=66. st
anlarina ait kromatogramlarm karsilastirilmasi

0.1 g/L tirozol bulunan ortama derisimi 4000 g/L olacak sekilde askorbik asit eklenerek 80 st
stiresince yapilan denemenin sonucunda, beklenilen hidroksitirozol birikimi gdzlenmemis,

tirozol yine 1. st’in sonuda tamamen tiiketilmistir.

Zeytin karasuyu ekstrakti iceren ortamda ise hiicresel aktivite goriilmemis, 80 st siiresince

fenolik bilesenlerde bir degisiklik gozlenmemistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu caligmada, farkli zeytinyagi tiretim donemlerinde ayni isletmeden saglanan iki farkl zeytin
karasuyu (ZK1 ve ZK2) kullanilmistir. Her iki zeytin karasuyu da ayni fenolik bilesen
dagilimina sahip olmasima karsin, toplam fenol derisimleri birbirinden farklidir. Bu nedenle
calisma siiresince, kullanilan zeytin karasuyu tiiriine bagli olarak mikroorganizmanin
cogalmasida, biyoaritimin saglanmasinda ve enzim aktivitelerinde kontrol edilemeyen
degisimler gozlenmistir. Kullanilan ZK1’in toplam fenol derisimi ZK2’ye gore daha diisiik
oldugu i¢in Rhodotorula glutinis ile %50 ZK1 derisimine kadar olan ortamlarda ¢ogalma ve
biyoaritim saglanirken, ZK2 kullanildigi zaman % 25’ten daha derisik ortamlarda hiicre
aktivitesi gozlenmemistir. Debaryomyces hansenii ile ise en yiiksek %25 ZKI1 ortaminda

biyoaritim yapilmstir.

Calisma siiresince, zeytin karasuyu saklama kosullarina gére de yapisal degisim gostermistir.
Farkli zamanlarda yapilan biyoaritimlarin baslangi¢c anlarina ait toplam fenol derisimleri
farkhidir. Calismanin baslangicinda kullanilan ZK1, +4°C’de saklanmasina karsin toplam fenol
miktarinin zamanla azaldig: belirlenmistir. Bunun nedeni, yapida bulunan fenolik bilesenlerin
saklama sirasinda hava ile oksidasyonudur. Bu oksidasyonun Oniine gegebilmek i¢in, daha
sonra kullanilan ZK2 -30°C’de saklanmis ve kullanim siiresi i¢inde yapilan analizlerde toplam

fenol derisiminde 6nemli bir degisim saptanmamistir.

Caligmada kullanilan R. glutinis ve D. hansenii mayalar1 daha Once zeytin karasuyu
biyoaritiminda kullanilmadiklar1 i¢in, karasuda bulunan fenolleri pargalayici enzimleri
hakkinda literatiirde herhangi bir bilgi yer almamaktadir. R. glutinis ve D. hansenii ile yapilan
biyoaritimlardaki enzimatik mekanizmayi aydinlatmasma yardimci olmak amaciyla ticari
enzimlerle yapilan denemelerde, zeytin karasuyuna fenol parcalayici enzimler tek tek katilarak
bu enzimler ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin degisimi incelenmistir. Ticari

lakkaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan ve analizlenen tiim fenolik bilesenlere etki
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etmesi ancak tirozinaz enziminin vanilik asit digindaki bilesenlere etki etmesi sonucunda,
D’Annibale et al. (2000) tarafindan yapilan ¢alismada da belirtildigi gibi lakkaz enziminin
tirozinaza gore daha genis substrat spektrumuna sahip oldugu belirlenmistir. Canfora et al.
(2008) da caligmalarinda, zeytin karasuyunda bulunan fenolik maddelerin sentetik ve dogal
karigimlarmin, lakkaz enzimi tarafindan oksidasyonunu incelemislerdir. Bu calismaya gore
fenolik bilesenler ayr1 ayr1 ¢ozeltilerde bulundugunda, sentetik karigimlar1 hazirlandiginda ve
zeytin karasuyu ekstraktinda lakkaz enzimi tarafindan doniisiim yiizdeleri birbirinden farklidir.
Buna gore, bu yiiksek lisans caligmasinda ticari lakkaz enzimi ile yapilan g¢alismalarda,
ortamdaki fenolik bilesenlerin tiiketiminin birbiriyle ilintili olarak degistigi distintilebilir.
Elektron verici gruplara (-CHs; -CH,CHs;) sahip fenoliklerin (6rnegin; 4-metilkatesol)
elektronu birakmasi daha kolay oldugundan, oncelikle bu fenolikler kullanilir. Elektronu alan
gruplara (-NO,, -Cl, -COOH) sahip bilesenler (6rnegin; vanilik asit) ise daha zor katalizlenir
(Canfora et al. 2008). Ayrica, bir karisimda bulunan fenolik maddelerin sayis1 arttikca, fenolik
madddelerin davranisinin daha karisik bir hal aldig1 bilinmektedir (Gianfreda et al. 2003).

Bu ¢alismada mayalar ile yapilan biyoaritimlarda, D. hansenii’nin zeytin karasuyunda bulunan
fenolik bilesenlerden balica hidroksitirozolii ve bir miktar da tirozolii, R. glutinis’in ise zeytin
karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerden hidroksitirozol, tirozol, katesol, vanilik asit ve 4-

metilkatesolii kullandig1 belirlenmistir.

R. glutinis ve D. hansenii mayalarmin zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenleri
kullanirken, ortama fenol parcalayici enzim salgiladiklar1 diisiiniilmektedir. Zeytin
karasuyunda bulunan fenolik bilesenler gbz Oniine alindiginda, bu enzimler oksidorediiktaz
sinifina dahil olan tirozinaz monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz, lignin peroksidaz ve
mangan peroksidaz enzimleri ile hidrolaz smnifina dahil olan tannaz enzimi olabilecegi
ongoriilmiistiir. Caligma siiresince, her iki maya tiirii i¢in de biyoaritim ortamlarindan alinan
orneklerde lignin peroksidaz disindaki fenol parcalayici enzimlerin aktiviteleri 6lgiilmiistiir.
Biyoaritim ortamlarinda D. hansenii’ye ait, tirozinaz difenolaz ve tannaz enzim aktiviteleri

goriilmiistiir. Tirozinaz difenolaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozole etki
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ederek kinon olusturmasi beklenmektedir. Bu enzimin katalizledigi reaksiyon, olusan kinon
HPLC analizi ile takip edilemedigi i¢in sadece substrat tiiketimi takibine bagli olarak
yapilmistir. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenirken, substrat tiiketimi kantitatif
HPLC analizi ile yapilmistir. Tirozinaz difenolaz aktivitesi goriilirken ortamdaki
hidroksitirozol derisiminin azalmasi, D. hansenii’nin tirozinaz difenolaz aktivitesine sahip
oldugunu desteklemektedir. Bunu yanisira, gériilen tannaz enzim aktivitesi, veri tabanlarindan
elde edilen D. hansenii’nin tannaz enzimine ait gen bolgesini tasidig bilgisi ile ortiismektedir.
Tannaz enziminin katalizledigi tepkimenin substrat ve iriiniin HPLC analizi ile takip

edilememesi, bu enzim iizerinde ileri ¢alismalarda durulmamasimin sebebidir.

Calismada, R. glutinis ile biyoaritimi gergeklestirilen ortamlardan alinan orneklerde ise
tirozinaz monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz ve tannaz enzimlere ait aktiviteler
goriilmiistiir. R. glutinis ile gergeklestirilen biyoaritimlarda, D. hansenii ile gergeklestirilen
biyoaritimlara gore daha yiiksek toplam fenol giderimi saglanmustir. R. glutinis’in sahip
oldugu fenol pargalayici enzimlerin sayisinin D. hansenii’ye gore daha fazla olmasi bunu

aciklamaktadir.

Her iki maya tiirii icin de biyoaritim ortamlarma askorbik asit eklenerek hidroksitirozol
birikimi saglanmaya calisilmistir. D. hansenii’nin tirozinaz enziminin yalnizca difenolaz
aktivitesine sahip olmasi, R. glutinis’in ise hem tirozinaz monofenolaz hem de tirozinaz
difenolaz aktivitelerini tasimasi, R. glutinis’i hidroksitirozol birikiminde daha avantajh
kilmistir. Ciinkli, R. glutinis’in sahip oldugu tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi ile
ortamdaki tirozol molekiillerinin  hidroksitirozol —molekiillerine  doniistiirmesi  de
beklenmektedir. Ortamda bulunan hidroksitirozol ve ayrica tirozinaz monofenolaz enziminin
tirozolii hidroksillemesi ile olusan hidroksitirozol, tirozinaz difenolaz aktivitesi ile kinona
doniisiirken; ortamda bulunan askorbik asit kinondan tekrar hidroksitirozol olusumunu
saglamaktadir. Bu c¢alisgmada, D. hansenii ile askorbik asit varliginda gergeklestirilen
biyoaritimlarda ortamda hidroksitirozol birikimi saglanamazken; R. glutinis ile askorbik asit

varliginda yapilan biyoaritimlarda ortamdaki hidroksitirozoliin tamamen tiikenmesi 6nlenmis
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ve hidroksitirozoliin askorbik asit icermeyen ortamlara nazaran daha zamanla daha yavas
azalmasi saglanmustir. Ticari enzimler ile yapilan denemeler sonucunda ise, zeytin karasuyuna
eklenen tirozinaz enzimi varliginda, artan askorbik asit derisimi ile birlikte artan
hidroksitirozol birikimi saglanmis, 10 mM askorbik asit varliginda 1 st sonunda maksimum
deger olan 9 kat hidroksitirozol birikimi elde edilmistir. Saf enzimle calisildigi durumda
beklenen sonuca ulasmak miimkiin olmustur. Mikroorganizmalar kullanildiginda ise
metabolizmada yer alan ¢ok sayida enzimin kontrolii saglanamadigi igin hidroksitirozol

birikimi miimkiin olmamustir.

Dinlenen R. glutinis hiicreleri ile yapilan denemelerde, zeytin karasuyu i¢eren ortamlarda 6n
cogalma gergeklestirilerek, mikroorganizmanin enzimlerinin indiikklenmesi ve ortamda
bulunan tirozol hiicre ¢ogalmasi i¢in degil de sekonder metabolit liretiminde kullanmasi
amaglanmistir. Bu denemelerin sonucunda, tirozoliin R. glutinis tarafindan metabolize edildigi
gbzlenmis, ancak hidroksitirozol olusumu yalnizca sinirli sayida 6rnekte goriilmiis ve zamanla
degisimi izlenememistir. Zeytin karasuyu ekstrakti ile yapilan denemede ise hiicresel aktivite
goriilmemistir. Bunun nedeni, hiicrelerin 6n ¢ogalma ortaminda yeterince ¢ogalamadan tliretim
ortamina aktarilmis olmas1 olabilir. Ayrica, tirozol igeren ortama askorbik asit eklenmesi,
hidroksitirozol birikimini saglayamamistir. Bunun nedeni ise, Uygun askorbik asit derigiminin
yakalanamamis olmasi olabilecegi gibi mikroorganizmanin askorbik asiti de metabolize etmis

olmasi olabilir.

Degerli bir antioksidan olan hidroksitirozoliin tarimsal bir atik olan zeytin karasuyundan elde
edilebilmesi biiyiik bir kazangtir. Bu dogrultuda, R. glutinis ile ileri ¢aligmalarla biyoaritim

sirasinda hidroksitirozol birikimi i¢in optimizasyon yapilmasi 6nerilmektedir.
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EK 1 Deneylerde Kullanilan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler

Kimyasal/Biyokimyasal Madde Firma Katalog no
ABTS Sigma A1888
ABTS Sigma A3219
Agar Scharlau 07-004
Amonyum siilfat Merck 1.01217
Asetik asit Riedel-de Haén 27225
Asetonitril Merck 1.00030
L-Askorbik asit Sigma-Aldrich A92902
BSA Sigma A9647
Demir (III) kloriir hekzahidrat Merck 1.03943
2,5-Dihidroksibenzoik asit Aldrich 149357
3,4-Dihidroksifenilasetik asit Aldrich 850217
Dipotasyum hidrojen fosfat Merck 1.05104
Disodyumtartarat-dihidrat Merck 1.06663
L-DOPA Sigma D9628
DPPH Aldrich D913-2
EDTA Sigma-Aldrich E9884
Etil asetat Sigma 27227
Ferulik asit Fluka 46278
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma 9252
o-Fosforik asit Merck 1.00573
Gallik asit Sigma G7384
Glukoz Applichem Al1349
Guaiakol Sigma G5502
Hidrojen peroksit Merck 1.07209
Hidroklorik asit Sigma 07102
3-Hidroksifenilasetik asit Aldrich H4990
4-Hidroksifenilasetik asit Fluka 56140
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EK 1 (devam) Deneylerde Kullanilan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler

2-(4-Hidroksifenil)etanol

3-Hidroksi-4-metoksifenilasetik asit

Kafeik asit

Katesol

p-Kumarik asit

Malt 6ziiti

Lakkaz

Lakkaz

Mangan peroksidaz
Mangan siilfat monohidrat
Maya 0ziitii

Metanol

4-Metilkatesol

Oleuropein

Pepton

Potasyum dihidrojen fosfat
Potasyum fosfat monobazik
SDS

Sinapik asit

t-Sinamik asit

Sodyum asetat

Sodyum fosfat dibazik heptahidrat
Sodyum hidroksit

Sodyum klortir

Siilfiirik asit

Sirincik asit

Tannaz

Tannik asit

Fluka

Aldrich

Sigma
Sigma-Aldrich
Sigma
Scharlau
Novozym
Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich
Fluka

Merck

Aldrich

Sigma

Fluka

Merck
Riedel-de Haén
Merck

Aldrich
Aldrich

Merck
Riedel-de Haén
Sigma-Aldrich
Applichem
Merck

Sigma

Sigma
Sigma-Aldrich

79058
716391
C0625
C9510
C9008
07-080
51003
38429
93014
M8179
70161
1.06007
M34200
08889
70171
1.04873
30407
8.22050
D7927
C80857
1.06268
04274
06203
A2942
1.00713
S6881
42395
40304
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EK 1 (devam) Deneylerde Kullanilan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler

L-Tartarik asit Sigma-Aldrich
L-Tirozin Sigma-Aldrich
Tirozinaz Sigma
Trietanolamin Merck

Vanilik asit Fluka

33801
T3754
13824
1.08379
94770
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EK 2 Toplam Fenol Derisimi Hesab1

Zeytin karasuyu Orneklerine ait toplam fenol derisimleri hesaplanirken, Sekil Ek-2.1°de
verilen grafige ait denklem kullanilarak sonuglar pirogallol esiti (mg/L) cinsinden
hesaplanmistir (Karakaya 2011). Her ornek i¢in ii¢ paralel fenol tayini yapilmis, dlgiilen iig
absorbans degerinin ortalamas: almarak Sekil Ek-1’de yer alan denklemden toplam fenol

derisimi hesaplanmstir.

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
toplam fenol derisimi (mg/L, pirogallol cinsinden)

Sekil Ek-2.1. Toplam fenol derisimi hesabinda kullanilan kalibrasyon grafigi
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EK 3 Toplam Fenol Derisimi Tayini Yonteminin Dogrulugu ve Tekrarlanabilirligi

Toplam fenol derigsimi tayini yonteminin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini belirleyebilmek
icin, ayn1 p-kumarik asit ¢ozeltisi i¢cin 5 kez toplam fenol derigimi tayini yapilarak, yonteme

ait standart sapma degeri Est.(Ek 3.1) kullanilarak hesaplanmustir.

JONLELTE EK )

Est.(EK-3.1) i¢in:

S = standart sapma

Xi = ornege ait deger

Xort = orneklere ait ortalama deger
n = ornek sayisi

Cizelge Ek-3.1°deki veriler Est.(Ek-3.1)’e uygulandiginda, toplam fenol tayini yonteminin

standart sapmasi 0.594 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), toplam fenol derisimine ait degerlerin ortalamasinin %

0.41’ine karsilik gelmektedir.
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Cizelge Ek-3.1. Toplam fenol tayini yontemine ait standart sapma degerinin hesaplanmasi

xi (mg/L) Xi- Xort (Xi- Xort)*
145.00 -0.142 0.020164
145.71 0.568 0.322624
145.00 -0.142 0.020164
144.29 -0.852 0.725904
145.71 0.568 0.322364
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EK 4 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini Yonteminin Dogrulugu ve Tekrarlanabilirligi

Toplam antioksidan aktivite tayini yonteminin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini
belirleyebilmek i¢in, ayn1 4-metilkatesol ¢6zeltisi i¢in 5 kez toplam antioksidan aktivite tayini

yapilarak, yonteme ait standart sapma degeri Est.(Ek 3.1) kullanilarak hesaplanmistir.

Cizelge Ek-4.1°deki veriler Est.(Ek-3.1)’e uygulandiginda, toplam antioksidan aktivite tayini

yonteminin standart sapmasi 0.538 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), toplam antioksidan aktivitesine ait degerlerin

ortalamasinin % 0.6’sma karsilik gelmektedir.

Cizelge Ek-4.1. Toplam antioksidan aktivite tayini yontemine ait standart sapma degerinin
hesaplanmasi

Xi (% in.) Xi- Xort (Xi- Xort)”
89.60 0.482 0.232324
89.77 0.652 0.425104
88.85 -0.268 0.071824
88.85 -0.268 0.071824
88.52 -0.598 0.357604
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EK 5 Tirozinaz Monofenolaz Enzim Aktivite Tayini Yonteminin Dogrulugu ve

Tekrarlanabilirligi

Tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayin yonteminin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini
belirleyebilmek i¢in, ayni ticari enzim preparatinin aktivitesine 5 kez bakilarak, yonteme ait

standart sapma degeri Est.(Ek 3.1) kullanilarak hesaplanmistir.

Cizelge Ek-5.1°deki veriler Est.(Ek-3.1)’e uygulandiginda, tirozinaz monofenolaz enzim

aktivite tayin yonteminin standart sapmas1 20.736 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), tirozinaz monofenolaz aktivitesine ait degerlerin

ortalamasinin % 12.12’sine karsilik gelmektedir.

Cizelge Ek-5.1. Toplam antioksidan aktivite tayini yontemine ait standart sapma degerinin
hesaplanmasi

xi (U/mL) Xi- Xort (Xi- Xort)?
155 16 256

205 34 1156
165 6 36

175 4 16

155 16 256
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EK 6 Tirozinaz Difenolaz Enzim Aktivite Tayini Yonteminin Dogrulugu ve

Tekrarlanabilirligi

Tirozinaz difenolaz enzim aktivite tayin yonteminin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini
belirleyebilmek i¢in, ayni ticari enzim preparatinin aktivitesine 5 kez bakilarak, yonteme ait

standart sapma degeri Est.(Ek 3.1) kullanilarak hesaplanmustir.

Cizelge Ek-6.1"deki veriler Est.(Ek-3.1)’e uygulandiginda, tirozinaz difenolaz enzim aktivite

tayin yonteminin standart sapmasi1 392.587 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), tirozinaz difenolaz aktivitesine ait degerlerin ortalamasinin

% 5.11’ine karsilik gelmektedir.

Cizelge Ek-6.1. Toplam antioksidan aktivite tayini yontemine ait standart sapma degerinin
hesaplanmasi

xi (U/mL) Xi- Xort (Xi- Xort)?
7803 123.4 15227.56
8047 367.4 134982.8
7248 -431.6 186278.6
7277 -402.6 162086.8
8023 343.4 117923.6
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EK 7 Lakkaz Enzim Aktivite Tayini Yonteminin Dogrulugu ve Tekrarlanabilirligi

Lakkaz enzim aktivite tayin yonteminin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini belirleyebilmek
icin, ayni1 ticari enzim preparatinin aktivitesine (substrat: kat1 ABTS) 5 kez bakilarak, yonteme

ait standart sapma degeri Est.(Ek 3.1) kullanilarak hesaplanmustir.

Cizelge Ek-7.1°deki veriler Est.(Ek-3.1)’e uygulandiginda, lakkaz enzim aktivite tayin

yonteminin standart sapmasi 0.006 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), lakkaz aktivitesine ait degerlerin ortalamasinin % 5.35’ine

karsilik gelmektedir.

Cizelge Ek-7.1. Lakkaz aktivite tayin yontemine ait standart sapma degerinin hesaplanmasi

xi (U/mL) Xi- Xort (Xi- Xort)”
0.121 0.0088 0.00007744
0.112 -0.0002 4x10°
0.105 -0.0072 0.00005184
0.109 -0.0032 0.00001024
0.114 0.0018 3.24x10°
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EK 8 Kantitatif HPLC Analiz Yonteminin Dogrulugu ve Tekrarlanabilirligi

Kantitatif HPLC analiz yonteminin dogrulugu ve tekrarlanabilirligini belirleyebilmek igin,
caligmada i¢ standart olarak kullanilan 0.005 mg/mL derisimindeki p-kumarik asit ¢ozeltisi
(metanolde) 5 kez HPLC ile analizlenmistir. Analiz sonucu elde edilen p-kumarik aside ait
pikin alan degerlerinden ve kalma siirelerinden her ikisi i¢in de standart sapma degerleri

Est.(Ek 3.1) kullanilarak hesaplanmaistir.

Cizelge Ek-8.1°deki veriler Est.(Ek-3.1)’e uygulandiginda, kantitatif HPLC analizinde elde
edilen pike ait standart sapma degeri 9341.223 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), pik alanlarina ait degerlerin ortalamasmin % 0.54’iine

karsilik gelmektedir.

Cizelge Ek-8.1. Kantitatif HPLC analiz yonteminde elde dilen pike ait alanin standart sapma
degerinin hesaplanmasi

Xi (LVxdk) Xi~ Xort (Xi- Xort)?
1730889 14280.6 203935536
1708476 -8132.4 66135930
1719462 2853.6 8143033
1716000 -608.4 370150.56
1708215 -8393.4 70449164
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Cizelge Ek-8.2. Kantitatif HPLC analiz yonteminde kalma siiresine ait standart sapma
degerinin hesaplanmasi

Xi (dk) Xi- Xort (Xi- Xort)”
40.902 0.2678 0.071717
40.347 -0.2872 0.082484
40.581 -0.0532 0.00283

40.678 0.0438 0.001918
40.663 0.0288 0.000829

Cizelge Ek-8.2°deki veriler Est.(Ek-3.1)’e uygulandiginda, kantitatif HPLC analizinde kalma

sliresine ait standart sapma degeri 0.2 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), kalma siirelerine ait degerlerin ortalamasinin % 0.49’una

karsilik gelmektedir.

137



EK 9 Oleuropeinin Asidik Hidrolizi

Hidroksitirozol, zeytin karasuyunda oldukg¢a yiliksek miktarda bulunan, ancak ticari olarak elde
edilmesi zor bir fenolik bilesen oldugundan c¢alismada Walter et el. (1973) tarafindan
kullanilan oleuropeinin asidik hidroliz yontemi kullanilarak elde edilmistir. Bunun i¢in, 50 mg
oleuropein ve 10 mL 1 N H,SO; rodajli balona alinarak bir geri sogutucuya baglanmistir.
Hidroliz isleminin gerceklesecegi balon, 100°C’de sabit sicakliktaki 1sitma yag1 icerisine
konulmus ve 1 st hidroliz siliresince yag ve reaksiyon ortam siirekli olarak karigtirilmistir. Bu
stire sonunda hidroliz sonlandirilarak hidrolizat oda sicakliina getirilmistir. Daha sonra
hidrolizatin pH’1 NaOH ile 2’ye getirilmis ve {i¢c kez 10 ml etil asetat ile ekstrakte edilmistir.
Etil asetat, tek baslikli ddner buharlastiricidda 45°C°de 150 rpm’de uzaklastirilmistir.
Buharlastirmadan sonra kalan madde HPLC’de analizlenmek iizere 10 ml metanolde

¢Oziilmiistiir.
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EK 10 Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bilesenlerin ICsy Degerlerinin

Hesaplanmasi

Zeytin karasuyunda var oldugu literatiirde ve HPLC analizleri ile yapilan ¢aligmada belirlenen
fenolik bilesenlerden; 3,4-dihidroksifenilasetik asit, ferulik asit, kafeik asit, katesol, 4-
metilkatesol, oleuropein, oleuropein hidrolizati, tirozol, vanilik asit ve bilinen bir antioksidan
olan askorbik asitin 1Csq degerleri ile ZK1 ve ZK2 ekstraktlarina ait 1Cso degerleri Sekil Ek-

10.1°de verilen grafiklerden hesaplanmistir.

3,4-Dihidroksifenilasetik asit Ferulik asit
120 100
100 | . . [ 80 | > 1
.
80 | b= 1229138\ 114129:1\
g T 7.6028 +x £ . = 314590 + x
£ eof 2
= £ owl
401 - L)
20 . or -
0 0 1‘0 éﬂ 3‘0 4‘0 50 ° 0 2‘0 4‘0 6‘0 SIU 100
derisim (mg/L) derisim (mg/L)
Kafeik asit Katesol
120 120
100 | 100 }
. [ [} . 4
80 | . v 116,6947 x 80 | o 108.0830x
H T69579 +x g 43379+ x
2 6| £ e0f
a0 | a0}
L]
20| 20
0 ! . . . 0 . . L .
0 10 20 30 40 30 0 20 40 60 80 100
derisim (mg/L) derisim (mg/L)
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Oleuropein Oleuropein hidrolizati
120
120
100 |
100 | . [
* . 119.2032x
111,2722x y=
20 y= 80 0,0110 +x
_ 471231+ x z
% 6k z 80 |
40 F 40 |
20 20 /=
0 - L 0 L L . L
0 200 400 600 800 1000 0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0,10
toplam fenol derisimi (mg/L) U/seyreltme katsayisi
4-Metilkatesol Tirozol
120 50
» 1 40 |
L]
v 111,2915x
§ T 75452 4+ x g 30
) =3
3 £ . ve 66,1884 x
f _§ " 15885088 + x
& F oo
L)
10|
. . . 0 . . . .
0 20 40 60 80 100 0 500 1000 1500 2000 2500
derisim (mg/L) derisim (mg/L)
Vanilik asit Askorbik asit
50 120
a0 | L
Ve 103,8071x
. V==
30r 58.5948x é- 1L,0172 + x
V=
Z T 3689214 +x z
20 | §
-
10
20
0 . . X X 0
0 200 400 600 800 1000 0 200 200 500 200 1000

derisim (mg/L)
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ZK1

120

100 |

80

% inhibisyon

40 |1

20

120

ZK2

60 |

v 106,4640x
T 148367 +x

. L " " .
100 200 300 400 500

toplam fenol derisimi (mg/L)

600

% inhibisyon

100 |

80 |

60

40 |

20 |

v 114,5825x
T252449 +x

50

. " ! "
100 180 200 250

toplam fenol derisimi (mg/L)

Sekil Ek-10.1. Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlere ait % inhibisyon grafikleri
vt yu yon g

Verilen grafiklere ait denklemlerden, “y=50" igin hesaplanan “X” degerleri ICso degerlerini
vermistir. Oleuropein hidrolizatina ait hidroksitirozol derisimi bilinmediginden, apsiste
“l/seyreltme katsayis1” kullanilmistir. Ornegin, grafikte 5 kat seyreltilmis oleuropein
hidrolizatina ait apsis degeri “1/5=0.2” degerine karsilik gelmektedir. Zeytin karasuyu
ekstratlarma ait grafiklerde ise, zeytin karasuyu ekstraktlarindan seyreltmeler yapilmas,
yapilan seyreltmeler sonucu elde edilen Orneklerin toplam fenol derisimi, baslangi¢ toplam

fenol derisimi esas almarak hesaplanmistir. Hesaplamalar sonucu elde edilen ICsy degerleri,

Cizelge Ek-10.1’de verilmistir.
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Cizelge Ek-10.1. Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlere ait ICsg degerleri

Bilesen 1Cs0(mg/L)
Askorbik asit 10.24
Fenolik bilesen ICso (Mg/L)
3,4-Dihidroksifenilasetik asit 5.21

Ferulik asit 24.53
Kafeik asit 5.22
Katesol 3.73
4-Metilkatesol 6.15
Oleuropein 38.45
Tirozol 4906.32
Vanilik asit 2146.19
Zeytin karasuyu ICso (Mg/L)
ZK1 13.14

ZK2 19.54
Fenolik bilesen ICso (1/seyreltme katsayisi)

Oleuropein hidrolizat1 (Hidroksitirozol)

7.95x10°°
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EK 11 Tirozol ve Oleuropein Hidrolizatimn (Hidroksitirozol) Kalitatif HPLC Analizine

Ait Kromatogramlar
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Sekil Ek-11.1. 0.05 mg/mL tirozoliin kalitatif HPLC analizine ait kromatogram
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Sekil Ek-11.2. Oleuropein hidrolizatinin (hidroksitirozol) kalitatif HPLC analizine ait
kromatogram

143



EK 12 Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bilesenlerin Kantitatif HPLC ile Analizi

icin Hazirlanan Kalibrasyon Grafikleri

Zeytin karasuyunda (ZK1 ve ZK2) bulunan fenolik bilesenler, standart katma yontemi ile
belirlendikten sonra, kantitatif HPLC analizlerinde kullanilmak tizere belirlenen her bir fenolik
bilesenin ayr1 ayr1 kalibrasyon grafigi cizilmistir. Katesol, 4-metilkatesol, tirozol ve vanilik
asitin farkli derisimleri, ayni hacimde 0.005 mg/mL derisime sahip p-kumarik asit (i¢ standart)
cozeltisi ile karistirilarak analizlenmistir. Her bir fenolik bilesen icin ii¢ farkli derisimde
caligilmis, yapilan HPLC analizi sonucu elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil Ek-12.1-
12.4’te verilmistir. Hidroksitirozol ticari olarak elde edilemediginden ve oleuropeinin asidik
hidrolizi sonucu elde edilen hidrolizatin (hidroksitirozol) derisimi de bilinmediginden,
hidroksitirozol i¢in kalibrasyon grafigi ¢izilememistir. Bunun yerine hesaplamalarda, kimyasal
yapist oldukca benzer olan tirozol i¢in ¢izilmis olan kalibrasyon grafigi kullanilmistir (Sekil

Ek-12.3).
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10 } y = 96,17x
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0,075 0,085 0,095 0,105 0,115 0,125 0,135 0,145 0,155

derisim (mg/mL)

Sekil Ek-12.1. Kantitatif HPLC analizinde kullanilmak iizere hazirlanmig katesole ait olan
kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek-12.2. Kantitatif HPLC analizinde kullanilmak tizere hazirlanmis 4-metilkatesole ait
olan kalibrasyon grafigi
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Sekil Ek-12.3. Kantitatif HPLC analizinde kullanilmak {izere hazirlanmis tirozole ait olan
kalibrasyon grafigi
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y =179,81x
R?=0,9946

< 15
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Sekil Ek-12.4. Kantitatif HPLC analizinde kullanilmak tizere hazirlanmig vanilik asite ait olan
kalibrasyon grafigi
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EK 13 Zeytin Karasuyu Ekstraktlarinda Bulunan Fenolik Bilesenlere Ait Piklerin

Standart Katma Yontemi ile Belirlenmesi

] — ZK1
0.14] — ZKl+oleuropein hidrolizati (hidroksitirozol)

/ hidroksitirozol

———— YT T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,00 8,00 16,00 24,00 32,00 40,00 48,00 56,00 64,00 72,00 80,00
Minutes

Sekil Ek-13.1. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK1 ekstraktina ait HPLC kromatogramu ile ZK1
ekstraktina 10 kat seyreltilmis oleuropein hidrolizati (hidroksitirozol)
eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC kromatograminin karsilastirilmasi

n_nec;
] — ZK1
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0,050 /
= ]
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Minutes

Sekil Ek-13.2. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK1 ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK1
ekstraktina tirozol c¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC
kromatograminin karsilastirilmast
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1 — ZK1
0.070 — ZKl+katesol
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Sekil Ek-13.3. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK1 ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK1
ekstraktina katesol ¢oOzeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC
kromatogramiin karsilastirilmasi

] — 7K1
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Sekil Ek-13.4. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK1 ekstraktma ait HPLC kromatogram ile ZK1
ekstraktina vanilik asit ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karigima ait HPLC
kromatograminin karsilastirilmasi
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Sekil Ek-13.5. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK1 ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK1
ekstraktina 4-metilkatesol ¢cozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC
kromatogramiin karsilastirilmasi
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Sekil Ek-13.6. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK2 ekstraktina ait HPLC kromatogramu ile ZK2
ekstraktina 10 kat seyreltilmis oleuropein hidrolizat1 (hidroksitirozol)
eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC kromatograminin karsilagtirilmasi
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Sekil Ek-13.7. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK2 ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK2
ekstraktma tirozol ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC
kromatogramiin karsilastirilmasi

0,70

— ZK2
— ZK2+katesol

AU
\\\Ialwwwglwllaw

:

o
[N

\Q\I\\EI-SI\\\C\JII\I

M
Y

.00 16.00 24,00 32,00 40,00 48.00 56,00 64,00 72.00 20,00
Minutes

=]
[=]

o
[=}
=]

Sekil Ek-13.8. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK2 ekstraktina ait HPLC kromatogramu ile ZK2
ekstraktina katesol ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC
kromatograminin karsilastirilmasi
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Sekil Ek-13.9. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK2 ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK2
ekstraktina vanilik asit ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC
kromatogramiin karsilastirilmasi
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Sekil Ek-13.10. Metanol ile 2 kat seyreltilmis ZK2 ekstraktina ait HPLC kromatogramu ile
ZK2 ekstraktina 4-metilkatesol ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima
ait HPLC kromatograminin karsilastiriimasi
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