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Bu yüksek lisans çalıĢmasında, zeytin karasuyunun, Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii 

mayaları ile ayrı ayrı biyolojik arıtımı sırasında; ortamdaki fenolik bileĢenlerin parçalanmasını 

katalizleyen enzimlerin aktivitelerinin izlenmesi, toplam fenol deriĢimi ile her bir fenolik bileĢenin 

deriĢimindeki değiĢikliğin belirlenmesi ve aynı zamanda toplam antioksidan aktivitesindeki 

değiĢikliklerin gözlenmesi amaçlanmıĢtır. Ayrıca, askorbik asit ilavesi ile biyoarıtım ortamında değerli 

bir antioksidan olan hidroksitirozolün birikimi de incelenmiĢtir. Bu doğrultuda, biyoarıtımlar 

çalkalamalı hava banyosunda, 30
o
C ve 150 rpm‟de gerçekleĢtirilerek zeytin karasuyu özelliklerinin ve 

deriĢiminin her bir maya ile gerçekleĢtirilen biyoarıtımlara etkisi incelenmiĢtir. Biyoarıtım süresince, 

R. glutinis ve D. hansenii‟ye ait tirozinaz monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz, mangan peroksidaz 

ve tannaz enzimlerinin aktiviteleri ölçülmüĢ; zamanla tirozol, hidroksitirozol, kateĢol, 4-metilkateĢol 

ve vanilik asit deriĢimlerindeki değiĢimler belirlenmiĢtir. Biyoarıtım ortamlarına eklenen farklı 

değerleri ile askorbik asitin hidroksitirozol birikimine etkisi incelenmiĢtir. Sonuç olarak, her iki maya 

da farklı enzim aktiviteleri ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenleri farklı miktarda 

kullanmıĢlardır. D. hansenii ile biyoarıtımı gerçekleĢtirilen ortamlara eklenen askorbik asit, 

hidroksitirozol birikimini sağlamamıĢtır; ancak R. glutinis ile biyoarıtım ortamına eklenen yüksek 

miktardaki askorbik asit ile hidroksitirozolün tamamen tüketilmesi önlenmiĢtir. 
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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
o
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. GİRİŞ 

 

 

Zeytinyağı üretim prosesinin sıvı atığı olan zeytin karasuyu, bir yandan toksik özellik taĢıdığı 

için arıtılması gereken, diğer yandan da değerli antioksidanlar içeren bir cevherdir. Zeytin 

meyvesinde bulunan fenolik maddelerin büyük bir kısmı antioksidan özelliktedir ve zeytinyağı 

üretimi sırasında, bu antioksidan özelliğindeki fenolik maddelerin % 98‟i zeytin karasuyuna 

geçmektedir (Obied et al. 2005). 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan temel fenolik bileĢenler; sinamik asit türevleri (o-kumarik asit, p-

kumarik asit, kafeik asit ve ferulik asit), benzoik asit türevleri (protokateĢuik asit, tirozol ve 

hidroksitirozol) ile diğer fenolik bileĢenler (kateĢol, 4-metilkateĢol, p-kresol ve resorsinol) 

olarak gruplandırılabilir. Bu fenolik bileĢenler, değiĢen büyüklükte antioksidan aktivitelerine 

sahiptirler. Zeytin karasuyunun özellikleri iklime, zeytinin yetiĢtirildiği bölgeye ve üretim 

prosesine bağlı olarak değiĢmesine karĢın, hidroksitirozol genellikle zeytin karasuyunda bol 

miktarda bulunan fenolik bileĢenler arasındadır (Niaounakis and Halvadakis 2006). 

 

 

Antioksidanlar, serbest radikallerle reaksiyona girerek -karbohidrat, DNA, protein ve lipidler 

gibi substratların oksitlenmelerini önlemek veya geciktirmek suretiyle- hücrelere zarar 

vermelerini engelleyen moleküllerdir. Antioksidan grubu maddeler, aynı zamanda endüstriyel 

ürünlerde katkı maddesi olarak da kullanılmaktadırlar. Yakıtlarda ve yağlarda oksidasyonun, 

benzinde motorun tıkanmasına neden olan artıkları oluĢturan polimerizasyonun ve kauçuk, 

plastik ve yapıĢtırıcılarda güç ve esneklik kaybına neden olan oksidatif bozulmanın 

engellenmesinde kullanılırlar. Ayrıca ruj ve nemlendirici gibi yağ bazlı kozmetik ürünlerde de 

bozulmanın önlenmesi amacıyla da kullanılmaktadırlar. En aktif antioksidanlar fenolik ve 

polifenolik bileĢiklerdir. Ham zeytinyağındaki fenolik bileĢenler arasında ise en kuvvetli  

antioksidan hidroksitrozoldür (Bendini et al. 2007). Hidroksitirozol, doğal besin antioksidanı 

olarak ve fonksiyonel gıdaların, farmasötik çözeltilerin ve kozmetiklerin hazırlanmasında 
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kullanılır (Fernández-Bolaños et al. 2006); aynı zamanda antimikrobiyal ve antikarsinojenik 

etkisi de vardır (Bouallagui and Sayadi 2006). 

 

 

Zeytin karasuyunun biyoarıtımı sırasında, yapıda bulunan fenolik bileĢenler 

mikroorganizmalar tarafından kullanılmaktadır. Fenolik bileĢenlerin parçalanmasında görev 

yapan enzimler, mikroorganizma türüne, kullanılan substrata ve ortam koĢullarına göre 

değiĢmesine karĢın genellikle oksidoredüktaz grubu enzimlerdir ve zeytin karasuyundaki 

fenollerin parçalanmasında baĢlıca lakkaz, lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve tirozinaz 

enzimleri ile hidrolaz grubuna dahil olan tannaz enzimi aktivite gösterir. Zeytin karasuyundaki 

fenolik bileĢenleri parçalayarak organik yükün azalmasını sağlayan enzimlerin katalitik etki 

yaptığı reaksiyon yolizlerinin son veya ara ürünleri antioksidan özellik taĢıyan fenolikler 

olabilir (Liebgott et al. 2008).  

 

 

ÇalıĢmada kullanılan Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula glutinis daha önce zeytin 

karasuyu biyoarıtımında kullanılmamıĢ mayalardır. Ancak D. hansenii‟nin fenolik yapıdaki 

ferulik asiti (Mathew et al. 2007), R. glutinis‟in ise, klorofenolleri, sinapik asiti ve fenolü 

kullandığı bilinmektedir (Walker 1973, Gupta et al. 1986, Katayama-Hirayama et al. 1995). 

Ayrıca, 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 

bölgesine sahip olduğu bildirilmiĢtir. 

 

 

Bu çalıĢmada, „Zeytinyağı Fabrikası Sıvı Atığının Özelliklerinin ĠyileĢtirilmesi ve Antioksidan 

Üretiminde Kullanılması için Biyoproses GeliĢtirilmesi‟ (TÜBĠTAK-109M290) isimli proje 

kapsamında, R. glutinis ve D. hansenii mayaları ile zeytin karasuyunun biyoarıtımı 

gerçekleĢtirilirken, bu mayalara ait fenol parçalayıcı enzim aktivitelerinin değiĢiminin ve bu 

enzim aktiviteleri sonucu ortamdaki fenolik bileĢenlerde meydana gelen değiĢimin 

incelenmesi ile biyoarıtım ortamında değerli bir antioksidan olan hidroksitirozolün birikiminin 

sağlanması amaçlanmıĢtır. R. glutinis ve D. hansenii mayalarının zeytin karasuyu ortamında 
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çoğalmaları, fenolik bileĢenleri parçalamaları ve ilgili enzim aktivitelerinin belirlenmesi ile 

ilgili bir çalıĢmanın literatürde henüz yer almamıĢ olması nedeniyle çalıĢma konusu özgün bir 

nitelik taĢımaktadır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

 

 

2.1. Zeytin Karasuyu ve Zeytin Karasuyunun Arıtımı 

 

 

Zeytinyağı, Akdeniz tipi beslenmenin temelini oluĢturan önemli bir gıda maddesidir. Akdeniz 

ülkelerinde, büyük miktarlarda zeytinyağı, geleneksel ve endüstriyel zeytin öğütücüleri 

kullanılarak sınırlı bir süre içinde (genellikle Ekim ile Aralık ayları arasında) üretilmektedir. 

Zeytinyağı üretimi ile eĢ zamanlı olarak, büyük miktarlarda (3x10
7
 m

3
/yıl) zeytin karasuyu 

veya vejetasyon suyu olarak adlandırılan sıvı atık da oluĢmaktadır (Iamarino et al. 2009). 2010 

yılında dünyada yıllık zeytinyağı üretimi 3269249 ton olarak bildirilmiĢtir 

(http://faostat.fao.org/site/636/DesktopDefault.aspx? PageID=636# ancor., 2012). Bu üretimin 

% 45.5‟i Ġspanya‟ya, % 16.8‟i Ġtalya‟ya, % 10.8‟i Yunanistan‟a ait iken, % 4.9‟luk kısmı 

Türkiye‟ye aittir (http://faostat.fao.org/site/636/ DesktopDefault. aspx?PageID=636# ancor., 

2012). 

 

 

Zeytinyağı üretimi için, farklı atık ürünleri olan farklı yöntemler kullanılmaktadır. Geleneksel 

üretim yöntemi olan zeytin preslemenin yerini, zaman içinde zeytinyağını katıdan santrifüj 

yoluyla ayıran modern yöntemler almıĢtır. Yaygın olarak kullanılan bu modern yöntemler, iki-

fazlı ve üç-fazlı santrifüj sistemleridir (McNamara et al. 2008). Geleneksel üretim yöntemi 

kesikli proses olmasına karĢın, iki-fazlı ve üç fazlı santrifüj sistemleri sürekli proseslerdir.  

 

 

Geleneksel üretim prosesinde, zeytinler yıkanır, ezilir ve sıcak su eklenerek yoğrulur. Elde 

edilen hamur preslenerek yağı süzülür. Presleme sonrası elde edilen sıvı -zeytin suyu- eklenen 

su ve yağ artığı içerir. Son olarak zeytinyağı sudan dikey santrifüjleme ile ya da dekantasyon 

ile ayırılır (Azbar 2004). 

 

 

http://faostat.fao.org/site/636/DesktopDefault.aspx?%20PageID=636# ancor
http://faostat.fao.org/site/636/%20Desktop
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Üç-fazlı santrifüj sistemlerinde, prosese su eklenir ve üç faz (zeytinyağı, zeytin karasuyu ve 

pirina) oluĢur. Ġki-fazlı sistemler ise iki faz içerirler (zeytinyağı ve sıvı-katı karıĢımı) (Azbar 

2004).  

 

 

Zeytin karasuyu, 1000 kg zeytin baĢına prosese bağlı olarak 0.5-1.5 m
3
 hacimde oluĢmaktadır. 

Kesikli proses sonucunda oluĢan zeytin karasuyu (0.5-1.0 m
3
/1000 kg zeytin), sürekli proses 

sonucunda oluĢan zeytin karasuyundan (1.0-1.5 m
3
/1000 kg zeytin) daha az olmasına karĢın 

daha yoğundur (Paraskeva and Diamadopulos 2006). 

 

 

Sürekli proseslerde, yatay santrifüj, sürekli iĢletime olanak sağlar. Sürekli santrifüjün 

prosesinin geleneksel pres teknolojisine göre avantajları; üretimin artması, iĢgücü maliyetinin 

düĢmesi, daha az alan ihtiyacı, daha yüksek kalite, geliĢmiĢ proses kontrolü ve kolaylaĢtırılmıĢ 

otomatizasyondur. Ancak, presleme teknolojisine göre daha fazla sermayeye gereksinim 

duyulur (Azbar 2004). 

 

 

Zeytin karasuyu, sahip olduğu koyu mor-koyu kahverenginden siyaha kadar yoğun rengi, 

güçlü zeytinyağı kokusu, yüksek organik kirliliği, asidik pH‟ı, yüksek elektrik iletkenliği, 

yüksek fenol içeriği ve yüksek katı madde içeriği ile karakterize edilir. Ġçerdiği yüksek organik 

kirliliği, 35-110 g/L arasında değiĢen biyolojik oksijen ihtiyacı (BOĠ) ve 40-220 g/L arasında 

değiĢen kimyasal oksijen ihtiyacı (KOĠ) ile ifade edilebilir. Ayrıca zeytin karasuyunun içerdiği 

toplam organik karbon miktarı 25-45 g/L arasında, pH‟ı 4-6 arasında ve içerdiği fenolik 

bileĢenlerin deriĢimi 0.5-24 g/L arasında değiĢmektedir (Niaounakis and Halvadakis 2006). 

Zeytin karasuyunun organik karbon içeriğini, kuru ağırlığının % 60‟ı kadarını oluĢturan 

Ģekerler (sukroz, glukoz, mannoz ve fruktoz) ile içerdiği 30‟dan fazla fenolik bileĢik 

oluĢturmaktadır (McNamara et al. 2008, Niaounakis and Halvadakis 2006). Zeytin karasuyu 

fenolik içeriği ve içerdiği uzun zincirli yağ asitleri nedeni ile yüksek düzeyde fitotoksik ve 

antimikrobiyal etkilere sahiptir (McNamara et al. 2008).  
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Zeytin karasuyunun bileĢimi sabit değildir Zeytin çeĢidine, zeytinlerin olgunluğuna, su 

içeriğine, toprağın iĢlenmesine, hasat zamanına,  pestisit ve gübre varlığına, iklim koĢullarına, 

zeytinyağı ekstraksiyon prosesine ve saklama süresine bağlı olarak zeytin karasuyunun 

bileĢimi değiĢir (Niaounakis and Halvadakis 2006).  

 

 

Zeytin karasuyu arıtımında çeĢitli yöntemler kullanılmaktadır. Bu yöntemler; fiziksel proses, 

termal proses, fizikokimyasal proses, biyolojik proses ve birleĢtirilmiĢ proseslerdir. Fiziksel 

prosesler; seyreltme, sedimentasyon, filtrasyon, flotasyon, santrifüj teknikleri ile 

mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters osmos gibi membran teknolojilerini 

içerir. Termal prosesler; evaporasyon-distilasyon ve kurutma gibi fizikotermal prosesler ile 

yanma, piroliz ve güneĢ altında lagünlerde bekletme gibi geri dönüĢümsüz termokimyasal 

prosesleri içerir. Fizikokimyasal prosesler; nötralizasyon, presipitasyon-flokulasyon, 

adsorbsiyon, kimyasal oksidasyon prosesi ile iyon değiĢimi gibi yöntemleri içerir. Biyolojik 

prosesler ise; anaerobik, aerobik, aerobik-anaerobik prosesler ile kompostlama, 

fitoremediasyon ve tarımsal alanların sulanması gibi yöntemlerdir. Bu yöntemlerin bazılarının 

kendi aralarında bazılarının birleĢtirilmesiyle de arıtım yapılır (Niaounakis and Halvadakis 

2006). 

 

 

2.2. Zeytin Karasuyunun Fenolik Bileşimi ve Fenol Parçalayıcı Enzimler 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan biyofenollerin oluĢumu, meyvenin çeĢidi ve olgunluğuna, iklim 

koĢullarına, depolama süresine ve proses tekniğine bağlı olarak değiĢir (Obied et al. 2005).  

 

 

Zeytinin hem etli kısmı hem de çekirdeği fenolik bileĢikler açısından zengindir. Bu fenolik 

bileĢikler, zeytinin iĢlenmesi sırasında serbest kalırlar, su ve yağ fazı arasında dağılırlar. Bir 

kısım fenolik bileĢik ise zeytin kekinde tutulur. Serbest kalan fenolik bileĢiklerin su ve yağ 

fazı arasındaki dağılımı, fenolik bileĢenlerin bu iki fazdaki çözünürlüklerine göre değiĢir. 
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Zeytin fenolleri doğada amfifilik (hem hidrofilik, hem hidrofobik) özellik gösterirler ve su 

fazında yağ fazından daha çok çözünürler. Zeytinyağında bulunan fenollerin deriĢimi 50-100 

mg/g yağ arasında zeytinin çeĢidine göre değiĢir (Niaounakis and Halvadakis 2006). 

Zeytinyağının biyofenolik fraksiyonu, zeytin meyvesinin toplam fenol içeriğinin yalnızca % 

2‟sini içerir, kalan % 98‟lik kısmı ise zeytin karasuyuna geçer. Zeytin karasuyunda bulunan 

biyofenoller meyvede doğal olarak oluĢabilecekleri gibi, proses sırasında yağ ve atık faz 

arasında dağılım sırasında da oluĢabilirler (Obied et al. 2005). Zeytin karasuyunda bulunan 

fenoller, depolama süresince, yıkımı oldukça zor olan yüksek molekül ağırlıklı polimerlere 

polimerize olma eğilimindedirler (Morillo et al. 2009). 

 

 

Zeytin karasuyunda tanımlanan ve miktarları belirlenen hidrofilik fenollerin yaygın grupları; 

fenolik alkoller, fenolik asitler, fenil alkoller, sekoiridoidler, flavonoidler ve lignanlardır. 

Zeytin karasuyunda 30‟dan fazla fenolik bileĢik tanımlanmıĢtır. ġekil 2.1‟de, literatürde 

bulunan zeytin karasuyunda tanımlanmıĢ temel fenolik bileĢikler yer almaktadır (Niaounakis 

and Halvadakis 2006).  

 

 

 
 

ġekil 2.1. Zeytin karasuyunda bulunan temel fenolik bileĢikler (Niaounakis and Halvadakis 

2006) 
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Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢiklerin bir grubu, sinamik asitten türevlenmiĢtir. Bu 

grup; o- ve p- kumarik asit (4-hidroksisinamik asit), kafeik asit (3,4-dihidroksisinamik asit) ve 

ferulik asitten (4-hidroksi-3-metoksisinamik asit) oluĢmaktadır. Zeytin karasuyunda bulunan 

diğer grup fenolik bileĢenler ise benzoik asitten türevlenmiĢtir. Bu grup ise; protokateĢuik asit, 

tirozol ve hidroksitirozol gibi β-3,4-dihidroksifeniletanol türevlerinden oluĢur. Zeytin 

karasuyunda bulunan diğer fenoller; kateĢol, 4-metilkateĢol, p-kresol ve resorsinoldür 

(Niaounakis and Halvadakis 2006). 

  

 

Zeytin karasuyuda bulunan fenolik bileĢikler antioksidan özelliğindedir. Antioksidanlar düĢük 

deriĢimlerinde, yükseltgenebilen substratlar ile karĢılaĢtırıldığında, pro-oksidanın baĢlattığı 

substratın oksidasyonunu önemli ölçüde önleyen ya da geciktiren maddelerdir. Pro-oksidanlar, 

lipidlerde, proteinlerde ve nükleik asitlerde oksidatif hasara neden olan ve bunu çeĢitli 

patolojik olaylarla ve/veya hastalıklarla sonuçlandıran toksik maddelerdir. Kimyasal olarak, 

pro-oksidanlar patolojik öneme sahip oksidanlardır. Antioksidanlar, toksisiteye sahip olmayan 

ya da düĢük toksisiteye sahip olan ürün oluĢumu ile pro-oksidanları etkin bir Ģekilde 

indirgerler (Prior et al. 1999). Antioksidanlar, metabolizma için ve günlük hayatı 

kolaylaĢtırmada büyük bir öneme sahiptir. Canlılar için savunma sistemi olarak görev 

yaptıkları gibi, endüstriyel alanda özellikle gıda sektörü ve plastik sektöründe katkı maddesi 

olarak görev almaktadırlar. 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢikler arasında hidroksitirozol (3,4-

dihidroksifeniletanol), antioksidan özelliği nedeni ile dikkat çekici bir bileĢiktir. 

Hidroksitirozol, güçlü antioksidan aktivitesine sahiptir ve insan sağlığı için önem arz eder. In 

vitro‟da yapılan çalıĢmalar sonucunda, hidroksitirozolün düĢük yoğunluklu lipoprotein 

oksidasyonunu inhibe ettiği, serbest radikalleri bağladığı, trombositlerin bir araya gelmesini 

inhibe ettiği, insan nötrofilleri için lökotrien ürettiği ve hücre korumasını sağladığı 

görülmüĢtür. Hidroksitirozolün ayrıca, in vitro çalıĢmalar ile gram pozitif ve gram negatif 

bakterilere karĢı antibakteriyel ajan olduğu ispatlanmıĢtır (Allouche et al. 2004). 
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Hidroksitirozol son zamanlara kadar ticari olarak bulunmazken, son zamanlarda araĢtırmalarda 

kullanılmak üzere ticari olarak sağlanabilmekte (1000-2000 $/g) ve antioksidan olarak farklı 

markalarda piyasada bulunmaktadır (Obied et al. 2005). Hidroksitirozol üretimi için farklı 

yöntemler geliĢtirilmiĢtir. Bu yöntemler; kimyasal sentez, oleuropeinin hidrolizi, saflaĢtırılmıĢ 

tirozinazın biyokatalizör olarak kullanımı ile enzimatik sentez, zeytin karasuyundan 

laboratuvar ölçekli saflaĢtırma ve iki-fazlı üretim prosesinin sıvı-katı atığının hidrotermal 

muamelesidir (Allouche et al. 2004). 

 

 

Zeytin karasuyu, biyoaktif bir polifenol olan oleuropein açısından oldukça zengindir. 

Oleuropein, üç yapısal alt birimden oluĢmaktadır. Bu alt birimler; bir polifenol olan 

hidroksitirozol, bir sekoiridoid olan elenolik asit ve glukozdur (ġekil 2.2). Hidroksitirozol 

zeytin ürünlerinde basit fenol olarak bulunabileceği gibi, elenolik asitle oleuropein oluĢturmak 

üzere esterleĢebilir ve aglikonu verbaskozid molekülünün parçası olabilir (Khoufi et al. 2011). 

Hidroksitirozolün zeytinyağının ekstraksiyonu sırasında esteraz aktivitesi ile oleuropeinin 

hidrolizi sonucu oluĢtuğu düĢünülmektedir (Obied et al. 2005).   

 

 

 

 

ġekil 2.2. Oleuropeinin β-galaktozidaz ve esteraz enzimleri ile hidrolizi (Khoufi et al. 2011) 
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Fki et al. (2005) tarafından yapılan bir çalıĢmada, zeytin karasuyu ekstraktında bulunan 

fenolik bileĢenlerin antioksidan aktiviteleri, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) üzerindeki 

radikal tutma etkileri belirlenerek (IC50) karĢılaĢtırılmıĢtır. Buna göre; zeytin karasuyundan 

elde edilen orto-dihidroksillenmiĢ aromatik bileĢenler, DPPH üzerinde yüksek aktivite 

sergilemiĢtir. Bu bileĢiklerden hidroksitirozole ait IC50 değeri 0.57 µg/mL, 3,4-

dihidroksifenilasetik aside ait IC50 değeri ise 0.64 µg/mL olarak belirlenmiĢtir. Ancak, sadece 

bir hidroksil fonksiyonuna sahip tirozol ve p-hidroksifenilasetik asite ait aktiviteler ise daha 

düĢüktür; sırasıyla IC50=10.9 ve 12 µg/mL‟dir. Zeytin karasuyunda bulunan ferulik asit, kafeik 

asit ve p-kumarik asit için elde edilen IC50 değerleri de sırasıyla 1.21, 0.87 ve 9.50 µg/mL‟dir. 

 

 

Fenolik maddelerin parçalanmasında görev yapan enzimler, mikroorganizma türüne, 

kullanılan substrata ve koĢullara göre değiĢmesine karĢın genellikle oksidoredüktaz grubu 

enzimlerdir ve zeytin karasuyundaki fenollerin parçalanmasında baĢlıca 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 gösterir. 

Ayrıca, hidrolaz sınıfında bulunan tannaz enzimi (EC 3.1.1.20) de zeytin karasuyunda bulunan 

fenolik bileĢiklere etki edebilir.  

 

 

Lakkaz (benzendiol: oksijen oxidoredüktaz), katalitik merkezinde bakır atomları içeren, % 15-

25‟i glikoprotein olan, özellikle beyaz çürükçül funguslar ve yüksek bitkiler tarafından 

üretilen polifenol oksidaz grubuna ait hücre dıĢı bir enzimdir (Baldrian 2006, Rodriguez et al. 

1997). Lakkaz, substratın oksidasyonun katalizlerken oksijenin suya indirgenmesini sağlar 

(ġekil 2.3). Genellikle substratı p-dihidroksi fenol ya da diğer fenolik bileĢikler olabileceği 

gibi çevre kirliliğine yol açan fenolik olmayan bileĢikler de olabilir. Tipik fungal lakkaz 

enzimi, yaklaĢık 60-70 kDa ağırlığında bir proteindir,  izoelektrik noktası pH 4.0 civarında ve 

optimum pH değeri asidik bölgededir. Aktivite gösterdiği sıcaklık 50-70
o
C arasında değiĢir 

(Baldrian 2006). 
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ġekil 2.3. Lakkaz enziminin genel kataliz reaksiyonu (Dwivedi et al. 2011) 

 

 

Lakkazlar, biyoteknolojik uygulamalar için çeĢitli avantajlar sunar; klorlanmıĢ fenolikleri 

içeren ksenobiyotikleri, sentetik boyaları, pestisitleri ve polisiklik aromatik hidrokarbonları 

oksitleyebilirler (Baldrian 2006). Ayrıca, lakkazın olası bir fonksiyonu, funguslar için toksik 

olan ve ligninin yıkımı ile oluĢan düĢük molekül ağırlıklı kinonların ve fenollerin 

detoksifikasyonu olabilir (Rodriguez et al. 1997). Lakkazın düĢük substrat spesifikliği ve 

kirlilikleri öncelikli olarak okside edebilme yeteneği, zeytin karasuyunun arıtımında da ilgi 

çekmektedir (Niaounakis and Halvadakis 2006). Lakkazlar, peroksidazlar gibi hidrojen 

peroksit ilavesine gerek duymadıkları için belirgin bir üstünlüğe sahiptirler ve tirozinazdan 

daha fazla çeĢitte substrata etki ederler (D‟Annibale et al. 2000).  

 

 

Lignin peroksidaz (1,2-bis(3,4-dimetoksifenil)propan-1,3-diol:hidrojen-peroksit 

oksidoredüktaz), bazı fungus türleri tarafından üretilen, lignin yıkımından sorumlu hücre dıĢı 

bir enzimdir (http://en.wikipedia.org/wiki/Lignin_peroxidase., 2010). Lignin peroksidaz, 

lakkaz ve mangan peroksidaz enzimleri gibi düĢük substrat spesifikliğine sahiptir (Crognale et 

al. 2006). Lignin peroksidaz enziminin katalizlediği reaksiyon ġekil 2.4‟te görülmektedir. 
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ġekil 2.4. Lignin peroksidaz enziminin genel kataliz reaksiyonu (http://www.brenda-

enzymes.info/Mol/reaction-popup.php4?id=36999&type=I&displayType=marvin., 2010) 

 

 

Farklı kaynaklardan elde edilen lignin peroksidaz enziminin, rekalsitrant aromatik bileĢiklerin 

çeĢitli türlerini mineralize ettiği ve fenolik bileĢiklerin ve polisiklik aromatiklerin bir grubunu 

okside ettiği görülmüĢtür (Durán and Esposito 2000). 

  

 

Mangan peroksidaz (Mn(II): hidrojen peroksit oksidoredüktaz), ligninolitik funguslar 

tarafından salgılanan, oksidoredüktaz sınıfına ait hücre dıĢı bir enzimdir. Hem proteininin 

glikozillenmesiyle oluĢan bu enzimin molekül ağırlığı 40-50 kDa aralığında değiĢir. Mangan 

peroksidaz öncelikli olarak odun ve toprakta bulunan mangan (II) iyonlarını (Mn
2+

), okzalik 

asit gibi fungal Ģelatlayıcı ajanlar tarafından stabil hale getirilen oldukça reaktif Mn
3+

 

iyonlarına oksitler (ġekil 2.5). ġelatlanmıĢ Mn
3+

, düĢük molekül ağırlığına sahip, difüze 

olabilen redoks-mediatörü gibi davranır.  Bu mediatör, lignin yapısındaki fenoliklere atak 

yapar ve kendiliğinden parçalanmaya eğilimli kararsız serbest radikaller oluĢur. Mangan 

peroksidaz, in vitro çalıĢmalarda tüm lignoselülozları olduğu gibi doğal ve sentetik ligninleri 

de okside eder ve depolimerizasyonunu sağlar (Hofrichter 2002). 

 

 

  2 Mn(II)  +  2 H
+
  +  H2O2      2 Mn(III)  +  2 H2O 

 

ġekil 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 çekici bir parçalama potansiyeline sahiptir. Ligninle 

birlikte çeĢitli organik kirlilikleri oksitler ve lignin sülfonik asitlerinin uzaklaĢtırılması için 

atık su arıtımı gibi biyoteknolojik uygulamalarda, koyun yününden bitki atıklarını 

uzaklaĢtırmada, tehlikeli kimyasalların eliminasyonunda kullanılır (Nüske et al. 2002). 

 

 

Tirozinaz, monofenolaz (monofenol, L-DOPA: oksijen oksidoredüktaz) ve difenolaz (1,2-

benzendiol: oksijen oksidoredüktaz) olmak üzere iki farklı enzim aktivitesine sahip, bakır 

içeren oksidoredüktaz sınıfı bir enzimdir. Tirozinaz, ortamda bulunan monofenollerin o-

difenollere orto hidroksilasyonunu monofenolaz (krezolaz) aktivitesi ile, oluĢan o-difenollerin 

o-kinonlara oksidasyonunu ise difenolaz (kateĢolaz) aktivitesi ile katalizler (ġekil 2.6). OluĢan 

o-kinonlar kararlı değildir ve zamanla enzimatik olmayan polimerizasyon reaksiyonlarıyla 

kahverengi pigmentlere dönüĢürler (Espín et al.2001). 

 

 

 

 

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

 

 

Son zamanlarda, endüstriyel uygulamalarda tirozinaz kullanımına ilgi artmaktadır. Çay, 

kahve, kakao gibi bitki türevli gıda ürünlerinde farklı organoleptik özellikler üretilmesinde 

geleneksel olarak tirozinazlar kullanılmaktadır. Bununla birlikte, sebze ve meyvelerde 

meydana gelen esmerleĢme reaksiyonları tirozinaz enzimi ile iliĢkili olduğundan, gıda 

endüstrisinde tirozinaz enzim aktivitesi kontrolü için yöntemler araĢtırılmaktadır. Tirozinazlar 

çapraz bağlama yeteneğine sahip oldukları için, gıda ve gıda dıĢı proseslerde ilginç 
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uygulamalarda kullanılabilirler. Tirozinazların peptidler, proteinler ve karbohidratlar arasında 

kovalent bağ oluĢumunu katalizlediği gösterilmiĢtir (Selinheimo et al. 2007). 

 

 

Tannaz (tannin açilhidrolaz); tannik asit, metil gallat, etil gallat, n-propil gallat ve izoamil 

gallat gibi hidrolizlenebilen tanninlerin yıkımını katalizleyen hidrolaz sınıfı hücre dıĢı bir 

enzimdir. Tannaz, tannik asidin ester bağlarına etki ederek, tannik asidi gallik asit ve glukoza 

hidrolizler (ġekil 2.7). Tannaz; bakteriler, mayalar ve funguslar tarafından üretilir (Aguilar et 

al. 2007). 

 

 

 

 

ġekil 2.7. Tannaz enziminin genel kataliz reaksiyonu (Mondal et al. 2001) 

 

 

Tannaz enzimi, farklı uygulama alanlarına sahiptir. Uygulamaların baĢında, çabuk çay 

üretiminde kullanılması gelmektedir. Yiyecek ve içecek sektöründe, tanninlerin istenilmeyen 

etkilerini gidermek için kullanılır. Bir diğer önemli uygulama alanı ise, gallik asit ve 

propilgallat üretimidir. Gallik asit, farmasötik endüstrisinde antibakteriyel ilaçların sentezi için 

kullanılmaktadır. Propilgallat ise gıda antioksidanı olarak önem teĢkil eder (Belmares et al. 

2004). 
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2.3. Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula glutinis 

 

 

Debaryomyces hansenii, patojenik olmayan, 4 M deriĢime kadar NaCl‟ye dayanıklı bir maya 

türüdür. D. hansenii, ekstremofilik bir mayadır; osmotolerant, kserotolerant ve halotolerant 

özelliktedir ve ayrıca yağ biriktirebilme özelliğine sahiptir. Biyoteknolojik uygulama alanı çok 

geniĢ olan D. hansenii baĢlıca; süt ürünlerinin üretiminde, et fermentasyonunda, litik enzim, 

değerli kimyasal ve alditol üretiminde kullanılmaktadır (Breuer and Harms 2006). 

 

 

Rhodotorula glutinis, „pembe maya‟ olarak bilinmektedir. R. glutinis, karotenoid üreten 

(özellikle β-karoten), yağ biriktirebilme özelliğine sahip bir mayadır (Aksu ve Eren 2007).  

 

 

Debaryomyces hansenii ve Rhodotorula glutinis mayaları, daha önce zeytin karasuyu 

biyoarıtımında kullanılmamıĢlardır. Ancak her iki maya türünün de fenolik bileĢenleri 

kullandığı bilgisi literatürde yer almaktadır. D. hansenii‟nin fenolik yapıdaki maddeleri 

dönüĢüme uğrattığı, Mathew et al. (2007) tarafından yapılan bir çalıĢmada belirtilmiĢtir. Söz 

konusu çalıĢmada fenolik yapıdaki ferulik asitin yine fenolik yapıdaki guaiakol ve vanillin 

metabolitlerine dönüĢümü yer almaktadır. Ayrıca, D. hansenii‟nin geniĢ bir substrat 

spektrumuna ve çevre çalıĢmalarında kullanım potansiyeline sahip olduğu (Breuer and Harms 

2006) ve tannaz enzimi içerdiği bilgilerine ulaĢılmıĢtır (http://www.uniprot.org/uniprot 

/Q6BXU9 #section_name., 2009). R. glutinis için ise, Katayama-Hirayama et. al (1995) 

tarafından yapılan çalıĢmada karbon kaynağı olarak fenolü kullandığı, Gupta et al. (1986) 

tarafından yapılan çalıĢmada fenolik yapıdaki sinapik asiti parçaladığı ve Walker (1973) 

tarafından yapılan çalıĢmada ise klorofenolleri metabolize ettiği belirtilmiĢtir. Ayrıca, lakkaz 

enzimi içerdiği bilgisine ulaĢılmıĢtır (http://www.uniprot.org/uniprot/B2DFU1., 2009). 
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2.4. Zeytin Karasuyunun Funguslarla Biyoarıtımı 

 

 

Zeytin karasuyunun arıtımında, farklı mikroorganizmalar (bakteriler ve funguslar) ve farklı 

prosesler denenmiĢtir. Biyolojik arıtım prosesleri, zeytin karasuyu arıtımında önemli ölçüde 

KOĠ, fenol ve renk giderimi sağlayarak etkin bir uygulama oluĢturmaktadır (McNamara et al. 

2008). Funguslar ile yapılan arıtımlarda, etkin bir Ģekilde KOĠ ve toksisite giderimi sağlandığı 

görülmüĢtür. 

 

 

Zeytin karasuyunun funguslarla biyoarıtımında; beyaz çürükçül mantarlar, Aspergillus sp. ve 

farklı maya türleri olmak üzere üç tip organizma ile çalıĢılmıĢtır. Funguslar, KOĠ giderimi ve 

basit fenoliklerin uzaklaĢtırılması dıĢında, zeytin karasuyunun renk gideriminde de etkindirler 

(McNamara et al. 2008). 

 

 

YeĢilada vd (1995) yaptıkları çalıĢmada, beyaz çürükçül mantar türü olan Funalia trogii ile 

zeytin karasuyu biyoarıtımında, statik iĢletimde % 31 renk ve % 77 fenol giderimi; karıĢtırmalı 

iĢletimde % 38 renk ve % 72 fenol giderimi ile birlikte % 40 KOĠ giderimi sağlamıĢlardır. 

 

 

Sayadi and Ellouz (1995) yaptıkları çalıĢmada, Phanerochaete chrysosporium kullanarak 

zeytin karasuyunun renk giderimine mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz enzimlerinin 

etkilerini incelemiĢlerdir. P.chrysosporium yüksek düzeyde Mn(II) deriĢimi içeren ortamda 

yüksek düzeyde mangan peroksidaz enzimi (0.65 mM) üretmesine karĢın zeytin karasuyunda 

düĢük düzeyde (% 25) renk giderimi sağlanmıĢtır. Bunun aksine, P.chrysosporium düĢük 

düzeyde Mn(II) deriĢimi içeren ortamda yüksek düzeyde lignin peroksidaz enzimi (0.3 mM) 

üretmiĢ, zeytin karasuyunda yüksek düzeyde (%70‟ten fazla) renk giderimi sağlanmıĢtır. 

Kültür ortamında, artan Mn(II) deriĢimi ile birlikte zeytin karasuyunun renk giderimi ve lignin 

peroksidaz aktivitesi azalmaktadır. 
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Tsioulpas et al. (2002) yaptıkları çalıĢmada, Pleutrotus türlerinin zeytin karasuyundan 

fenolleri uzaklaĢtırabilme yeteneğini incelemiĢlerdir. Mikroorganizmaların, sterilizasyon 

dıĢında herhangi bir öniĢlem görmemiĢ ve herhangi bir ek besin içermeyen zeytin karasuyunda 

çoğalma yetenekleri test edilmiĢtir. 10-14 gün sonunda çoğalma ortamlarında (% 75 ZK) 

ölçülen en yüksek lakkaz aktivitesi (110.3-301.7 U/L) ile baĢlangıçtaki fenolik bileĢenlerin % 

69-76‟sı giderilmiĢ ve zeytin karasuyunun siyah rengi sarı-kahverengi olmuĢtur. 

 

 

Literatürde, zeytin karasuyu arıtımında Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii 

mayalarının kullanımına dair bilgi olmadığı gibi, tirozinaz enziminin etkisi hakkında da 

herhangi bir bilgi bulunmamaktadır. Bu nedenle, bu bölümde funguslar ile zeytin karasuyunun 

biyoarıtımında enzimatik değiĢimleri inceleyen örnek bir çalıĢma olarak olarak Trametes 

versicolor‟un kullanımı özetlenmiĢtir. 

 

 

Ergül vd (2009), yaptıkları çalıĢmada beyaz çürükçül mantar türü olan Trametes versicolor‟u 

zeytin karasuyu ortamına adapte ettikten sonra kullanarak, zeytin karasuyunun fenolik 

içeriğini azaltmayı amaçlamıĢlardır. Bu doğrultuda karıĢtırmalı ve durağan iĢletimde 

erlenlerde ve karıĢtırmalı tank reaktöründe farklı biyoarıtımlar gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

 

Ġki kat seyreltilmiĢ 50 mL zeytin karasuyu ile 20 gün boyunca karıĢtırmalı (200 rpm, 26
o
C) ve 

durağan (26
o
C) olarak erlenlerde yapılan biyoarıtımlar süresince, zamanla toplam fenol 

deriĢimi, renk, toplam Ģeker miktarı değiĢimi ile lakkaz aktivitesi ve mangan peroksidaz enzim 

aktivitelerine ait değiĢimler incelenmiĢtir. KarıĢtırmalı erlen denemelerinde, toplam fenol 

giderimi inkübasyonun 2. gününde, renk giderimi ise inkübasyonun 3. gününde baĢlamıĢtır. 

Ġnkübasyon periyodunun sonunda, maksimum toplam fenol giderimine (% 83.5) ve 

maksimum renk giderimine (% 63) ulaĢılmıĢtır. Ayrıca, kültür ortamında lakkaz ve mangan 

peroksidaz enzim aktiviteleri görülmüĢ ancak lignin peroksidaz enzim aktivitesi 

görülmemiĢtir. Lakkaz enzim aktivitesi, inkübasyonun 3. gününde saptanmıĢ, 6. güne kadar 

artarak maksimum seviyeye ulaĢmıĢ ve 7. gün ile birlikte azalmaya baĢlamıĢtır. Diğer yandan 
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maksimum mangan peroksidaz enzim aktivitesi (88.34  7.10 U/L), inkübasyonun 4. gününde 

ölçülmüĢtür.  

 

 

KarıĢtırmalı erlen denemelerine paralel olarak yapılan durağan kültür denemelerinde, benzer 

sonuçlar elde edilmiĢtir. Toplam fenol içeriği düĢerken lakkaz aktivitesi artmıĢ ve 9. günde 

maksimum aktivite değerlerine ulaĢılmıĢtır (881.60 64.2 U/L). Maksimum mangan 

peroksidaz aktivitesi (50.10  4.41 U/L) ise inkübasyonun 14. gününde görülmüĢtür. 

 

 

SeyreltilmemiĢ zeytin karasuyu (50 mL) kullanılarak yapılan erlen denemelerinde, 16 gün 

boyunca zamanla toplam fenol deriĢimi, renk, toplam Ģeker miktarı değiĢimi ile lakkaz ve 

mangan peroksidaz aktiviteleri incelenmiĢtir. Ġki kat seyreltilmiĢ zeytin karasuyu ile yapılan 

biyoarıtım sonucu elde edilen toplam fenol giderimi % 85 iken, seyreltilmemiĢ zeytin 

karasuyu ile yapılan biyoarıtım sonrası elde edilen toplam fenol giderimi % 78‟dir. 

SeyreltilmemiĢ zeytin karasuyu ortamında maksimum lakkaz enzim aktivitesi (734.12  38.22 

U/L) ve mangan peroksidaz enzim aktivitesi (120.05 10.81 U/L) inkübasyonun 11. gününde 

ölçülmüĢtür. 

 

 

KarıĢtırmalı tank reaktöründe yapılan biyoarıtımlarda seyreltilmemiĢ zeytin karasuyu 

kullanılarak farklı havalandırma hızlarının (0, 0.1, 0.25, 0.5 ve 1.0 vvm ) çalıĢmada zamanla 

değiĢimi incelenen parametrelere etkisi incelenmiĢtir. Bunun sonucunda, havalandırma 

yapılmadığı zaman toplam fenol giderimi, renk giderimi ve toplam Ģeker miktarı azalmasının 

sağlanamadığı ve lakkaz ile mangan peroksidaz enzim aktivitelerinin olmadığı görülmüĢtür. 

0.25 vvm havalandırma hızının çok etkili olduğu görülmüĢtür.  
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2.5. Mikrobiyal Aktivite ile Hidroksitirozol Birikimi 

 

 

Zeytin karasuyunda hidroksitirozol ve hidroksitirozolün öncülü olan tirozolün bulunması, 

zeytin karasuyunun hidroksitirozol eldesi için önemli bir kaynak olduğuna dikkati 

çekmektedir. Bu doğrultuda, mikrobiyal aktivite ile farklı yöntemler kullanılarak 

hidroksitirozol birikimi sağlanabilir. 

 

 

2.5.1. Saflaştırılmış enzim kullanılarak hidroksitirozol üretimi 

 

 

Espín et al. (2001), hidroksitirozolü, tirozinaz ve askorbik asit varlığında, monofenolik öncül 

tirozolden elde etmiĢlerdir. ÇalıĢmada ticari olarak sağlanan tirozinaz enzimi, bir monofenol 

olan tirozolün bir o-difenol olan hidroksitirozole orto-hidroksilasyonunu (monofenolaz 

aktivitesi) ve hidroksitirozolün bir o-kinon olan 3,4-kinonfeniletanole oksidasyonunu 

(difenolaz aktivitesi) katalizlemektedir (ġekil 2.8). OluĢan o-kinon kararlı değildir ve zamanla 

enzimatik olmayan reaksiyonla kahverengi pigmentlere dönüĢür. Bu dönüĢümü engellemek 

için reaksiyona askorbik asit eklenmiĢtir. Bu koĢullar altında reaksiyon ilerlememiĢ ve o-kinon 

hidroksitirozole indirgenmiĢtir; böylece sistemde oluĢan denge ile tirozol ve askorbik asit 

deriĢimleri azalırken hidroksitirozol birikmiĢtir (ġekil 2.8). Ortamda askorbik asit olduğu 

sürece hidroksitirozol birikimi devam etmiĢtir. 
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ġekil 2.8 Tirozinaz ve askorbik asit varlığında hidroksitirozolün öncülü olan tirozolden üretimi 

(Espín et al. 2001) 

 

 

2.5.2. Mikroorganizmalar kullanılarak hidroksitirozol üretimi 

 

 

Allouche et al. (2004), Pseudomonas aeruginosa bakterisi ile öncül olarak sentetik tirozol 

kullanarak hidroksitirozol sentezini gerçekleĢtirmiĢtir. P.aeruginosa tarafından hidroksitirozol 

üretimi, daha önceden durağan faza kadar çoğaltılmıĢ hücreleri içeren kültür ortamına tirozol 

eklenmesi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Hidroksitirozol verimini yükseltmek ve sonrasında hücreler 

tarafından yıkımını önlemek için, dinlenen hücreler kullanılmıĢtır. Çoğalma süresince tirozolü 

kullanan hücreler, önemli miktarda hidroksitirozol, az miktarda p-hidroksifenilasetik asit ve 

3,4-dihidroksifenilasetik asit oluĢumu gerçekleĢtirmiĢlerdir. Ön çoğalma ortamından reaksiyon 

ortamına aktarılan P. aeruginosa hücrelerinin aktarım sırasındaki çoğalma evrelerinin, üretim 

ortamına eklenen karbon kaynağının (glukoz, tirozol, kateĢol, p-hidroksibenzoik asit, p-

hidroksifenilasetik asit, p-kumarik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit), reaksiyon ortamına 

eklenen tirozol deriĢiminin ve üretim ortamına eklenen biyokütle deriĢiminin hidroksitirozol 

üretimine etkileri incelenmiĢtir. Çoğalma evrelerinin etkisi incelendiğinde, maksimum 

düzeyde hidroksitirozol birikimi (1.4 g/L) logaritmik artıĢ fazının sonunda bulunan hücrelerin 

kullanıldığı ortamda, % 70 biyodönüĢüm verimi ile elde edilmiĢtir. Üretim ortamındaki karbon 

kaynaklarının etkisi incelendiğinde, maksimum düzeyde hidroksitirozol birikimi % 70 

biyodönüĢüm verimi ile tirozol varlığında elde edilmiĢtir. Tirozol deriĢiminin etkisi 
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incelendiğinde ise maksimum biyodönüĢüm verimi (% 82) 4 g/L tirozol deriĢimde elde 

edilmiĢtir. Maksimum hidroksitirozol veriminin 4 g/L‟ye kadar olan tirozol ile arttığı, tirozol 

miktarının fazlasının (>4 g/L) ise toksik etki yaptığı görülmüĢtür. 5 g/L yaĢ ağırlığa sahip 

biyokütle ile çalıĢıldığında, % 96 biyodönüĢüm verimi elde edilmiĢtir. ÇalıĢmada, P. 

aeruginosa bakterileri ile yüksek verimle hidroksitirozol üretimi gerçekleĢtirilmiĢtir. 

Hidroksitirozol, bu bakteriler tarafından kolayca yıkılabileceğinden, dinlenen hücreler 

kullanılmıĢ ve böylece yüksek verim elde edilmiĢtir.  

 

 

Brooks et al. (2006), tirozinaz aktivitesine sahip Pseudomonas putida F6 hücre özütlerini 

kullanarak, hücre özütlerini kalsiyum aljinat matrise immobilize etmiĢlerdir. P.putida‟ya ait 

immobilize hücre özütleri, immobilize olmayan hücre özütlerinden tirozolü substrat olarak % 

21 daha fazla tüketmiĢlerdir; ancak, yaklaĢık aynı düzeyde hidroksitirozol birikimi 

gözlenmiĢtir. Tirozolün substrat olarak kullanılarak tamamının uzaklaĢtırılması ve maksimum 

hidroksitirozol birikiminin sağlanması için farklı yaklaĢımlar denenmiĢtir. Bu yaklaĢımlar; 

askorbik asit ilavesi, immobilize hücre özütlerinin yıkanması ve tekrar kullanılması, biyolojik 

olarak dönüĢümün sağlanması için taze immobilize hücre özütlerinin eklenmesi ve baĢlangıç 

tirozol deriĢiminin değiĢimidir. ÇalıĢmada kullanılan P.putida F6, topraktan izole edilmiĢ ve 

P.putida F6, karbon ve enerji kaynağı olarak sadece fenilasetik asit bulunan kesikli kültürde 

çoğaltılarak üretim için serbest ve kalsiyum aljinat boncuklara tutuklanarak içerisinde tirozol 

bulunan ortama aktarılmıĢtır. Ġmmobilize bakteriyel tirozinaz aktivitesi ile tirozol 

dönüĢümünün optimizasyonu, substratın tamamının uzaklaĢtırılması ve askorbik asit 

varlığında toplam % 77 verim ile sonuçlanmıĢtır. Hidroksitirozolün üretim ortamından geri 

kazanımı, basit katı faz ekstraksiyonu ile sağlanmıĢtır.  

 

 

Bouallagui and Sayadi (2006) yaptıkları çalıĢmada, Pseudomonas aeruginosa‟yı kalsiyum 

aljinat boncuklara immobilize ederek, immobilize hücrelerle tirozol üzerinden hidroksitirozol 

üretimini gerçekleĢtirmiĢlerdir. Tirozolün hidroksitirozole biyodönüĢümü, P. aeruginosa‟ya 

ait dinlenen hücrelerin kalsiyum aljinat boncuklara immobilize edilmesiyle baĢarılmıĢtır. 

Ġmmobilizasyon, hücrelere serbest hücrelere göre daha fazla tirozol tolere edebilme avantajı 
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sağlamaktadır. Kesikli sistemde, 5 g/L tirozol varlığında, kalsiyum aljinat boncuklara 

immobilize edilen hücreler ile % 86 biyodönüĢüm verimine ulaĢılmıĢtır. ÇalıĢmada, 

P.aeruginosa, 5 sene boyunca zeytin karasuyu ile sulanan (100 m
3
/st) topraktan izole edilmiĢ, 

karbon ve enerji kaynağı olarak sadece tirozol kullanılmıĢtır. Tirozol hidroksilasyonu, tirozol 

bulunan minimal ortamda logaritmik fazın sonuna kadar çoğalan hücreler tarafından 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Serbest hücreler ortamdan alınıp üretim ortamına aktarıldığında, 4 g/L 

tirozol varlığında 7 st inkübasyon sonunda % 86 hidroksitirozol verimi elde edilmiĢtir. 

Logaritmik fazın sonunda kalsiyum aljinata immobilize edilmiĢ hücreler ile 2 g/L tirozol 

varlığında 20 st inkübasyon sonunda % 70 hidroksitirozol verimine ulaĢılmıĢtır. 

Hidroksitirozol oluĢumuna inokulum miktarının etkisini incelemek için, biyodönüĢüm 

ortamına farklı oranlarda (% 10, 20 ve 30 (h/h)) kalsiyum aljinat boncukları ortama 

verilmiĢtir. Sonuçlar, hidroksitirozol veriminin boncuk inokulum miktarı ile yakından iliĢkili 

olduğunu göstermiĢtir. Maksimum hidroksitirozol verimi, % 20 (h/h) inokulum miktarı ile 

elde edilmiĢtir. Hidroksitirozol üretimi ve tirozol deriĢimi arasındaki iliĢki, 2-6 g/L arasında 

değiĢen tirozol deriĢimleri denenerek incelenmiĢtir. BiyodönüĢüm ortamının tirozol deriĢimi 

arttıkça, hidroksitirozol veriminin de arttığı görülmüĢtür. Ancak en yüksek hidroksitirozol 

verimi (% 86), 5 g/L deriĢiminde tirozol varlığında immobilize hücreler kullanılarak elde 

edilmiĢtir. Bu deriĢimin üzerinde, hidroksitirozol ciddi bir Ģekilde azalmaktadır.  

 

 

Bouallagui and Sayadi (2006) tarafından yapılan bu çalıĢmada, tirozolün biyodönüĢümü 

üzerinden hidroksitirozol üretimi için serbest ve immobilize hücreler kullanılmıĢtır. 

Hidroksitirozol, tirozol yıkımı yol izinin bir ara ürünü olarak tanımlanmaktadır. ÇalıĢmanın 

deney Ģartları altında, hidroksitirozolün 3,4-dihidroksifenilasetik asit vermek üzere daha ileri 

okside olduğu bulunmuĢtur. P.aeruginosa‟da aromatik bileĢiklerin metabolik yolizi 

incelenebilir. Ancak, reaksiyona oksijen ilavesi yapıldığında, tirozol p-hidroksifenilasetik asite 

ve 3,4-dihidroksifenilasetik asite dönüĢür (ġekil 2.9).  
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ġekil 2.9. P.aeruginosa tarafından tirozol metabolizması için önerilen yol izi (Bouallagui and 

Sayadi 2006) 

 

 

Allouche and Sayadi (2005) yaptıkları bir çalıĢmada, tirozol izomerlerinin Serratia 

marcescens bakterileri tarafından dönüĢümü ile yüksek katma değere sahip fenolik bileĢiklerin 

üretimi için etkili bir yöntem araĢtırmıĢlardır. S.marcescens, bir toprak bakterisi grubudur ve 

p-tirozolü (4-hidroksifeniletanol) tek karbon ve enerji kaynağı olarak kullanarak 

çoğalmalarına göre izole edilmiĢtir. S.marcescens suĢunun p-tirozol varlığında çoğalması, 

hidroksitirozol oluĢumunun artması ile sonuçlanabilir. Hidroksitirozolün optimum verimi 

(%80), 1 g/L p-tirozol bulunan ön çoğalma ortamına, logaritmik artıĢ fazının sonunda 2 g/L p-

tirozol eklenmesiyle 7 st inkübasyon sonunda elde edilmiĢtir. Ayrıca substrat spesifikliği, m-

tirozolün (3-hidroksifeniletanol) ve o-tirozolün (2-hidroksifeniletanol) substrat olarak 

kullanılmasıyla incelenmiĢtir. S.marcescens suĢu, m-tirozol ve o-tirozolü, kullanılan substratın 

yan zincirindeki karbonlarını oksitleyerek 3-hidroksifenilasetik asite ve 2-hidroksifenilasetik 

asite tamamen dönüĢtürmüĢtür. Yapılan bu çalıĢmada, öncül olarak p-tirozol (4-

hidroksifeniletanol), m-tirozol (3-hidroksifenilasetik asit) ve o-tirozol (2-hidroksifeniletanol) 

kullanılarak; hidroksitirozolün, 2-hidroksifenilasetik asitin ve 3-hidroksifenilasetik asitin basit 

mikrobiyal dönüĢüm ile sentezlenmesiyle ilgilenilmiĢtir. S.marcescens suĢu tarafından 

gerçekleĢtirilen hidroksilasyon reaksiyonunun substrat spesifikliğini görmek için, m-tirozolün 

(3-hidroksifeniletanol) ve o-tirozolün (2-hidroksifeniletanol) biyodönüĢümü incelenmiĢtir. 

GC-MS analizleri ile m-tirozolün ve o-tirozolün S.marcescens tarafından 3-hidroksifenilasetik 

asit ve 2-hidroksifenilasetik asite dönüĢtürüldüğü görülmüĢtür. Bu sonuç, S.marcescens‟in, var 
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olan hidroksil grubu sadece para pozisyonunda olduğunda (p-tirozol) aromatik halkayı 

hidroksillediğini göstermektedir. Diğer iki izomer ile (m-tirozol ve o-tirozol), yan zincirdeki 

karbon atomu asetik asite okside olur. S.marcescens suĢu tarafından p-tirozolün 

hidroksilasyonu, substrat spesifik bir reaksiyondur. S.marcescens suĢu, bütünüyle m-tirozol ve 

o-tirozolü 3-hidroksifenilasetik asit ve 2-hidroksifenilasetik asite aromatik bileĢikleri 

kullanmadan dönüĢtürmüĢtür. Maksimum 3-hidroksifenilasetik asit ve 2-hidroksifenilasetik 

asit deriĢimleri (1.1 g/L), 4.5 st sonrasında % 100 molar verime ulaĢmıĢtır. Ayrıca, m-tirozolde 

baĢlangıçta ve o-tirozolde 4 st sonrasında biyodönüĢüm reaksiyonları baĢlamıĢtır.  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

 

 

3.1. Materyal 

 

 

ÇalıĢmada, ticari olarak sağlanan farklı maya türleri Rhodotorula glutinis (DSM 70398) ve 

Debaryomyces hansenii (NRRL Y-7426) kullanılmıĢtır. Ortam hazırlama ve analizlerde 

kullanılan kimyasallar analitik saflıkta, biyokimyasallar mikrobiyolojik saflıkta, HPLC 

analizlerinde kullanılan çözücüler ise kromatografik saflıktadır (EK 1). Zeytin karasuyu, 

Biyolojik Bilimler AraĢtırma GeliĢtirme ve Üretim A.ġ. tarafından Taylıeli Zeytin ve 

Zeytinyağı ĠĢletmesi‟nden (Burhaniye/Balıkesir) (iki ve üç fazlı üretim) sağlanmıĢtır. 

ÇalıĢmada ZK1 (pH 4.33, toplam fenol deriĢimi: 400 mg/L) ve ZK2 (pH 4.30, toplam fenol 

deriĢimi: 1810 mg/L) olarak adlandırılan farklı üretim dönemlerine ait zeytin karasuları 

kullanılmıĢtır.    

 

 

3.2. Yöntem 

 

 

3.2.1. Ticari fenol parçalayıcı enzimler ile zeytin karasuyunun biyoarıtımının incelendiği 

ortamlar  

 

 

Fenol parçalayıcı özellikteki enzimlerden tirozinaz, lakkaz (katı ve sıvı formda), mangan 

peroksidaz ve tannaz enzimlerinin, zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlere etkisini 

belirleyebilmek amacıyla, zeytin karasuyu ile bu enzimlerin ticari formları muamele 

edilmiĢtir. Bu doğrultuda, 100 mL‟lik erlenlerde, 20 mL‟lik biyoarıtım ortamları, +4
o
C‟de 

12000xg‟de (10000 rpm) santrifüjlenmiĢ (Hettich Rotina 35 R) zeytin karasuyuna farklı 

aktivitelere sahip enzimler (etiketteki aktivitelerine göre; tirozinaz: 564 U (0.3 mg), lakkaz 
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(katı form): 3.5 U (5.3 mg), lakkaz (sıvı form): 3150 LAMU (3 mL), mangan peroksidaz: 0.02 

U (0.2 mg) ve tannaz: 3.2 U (8.6 mg)) eklenerek hazırlanmıĢtır.  

 

 

Tirozinaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlere etkisi belirlendikten sonra 

biyoarıtım ortamlarına askorbik asit eklenerek, ortamda hidroksitirozol birikimi 

amaçlanmıĢtır. Bu amaç doğrultusunda 20 mL zeytin karasuyuna tirozinaz (564 U) ve farklı 

deriĢimlerde askorbik asit (2, 5 ve 10 mM) eklenerek paralel deneyler yapılmıĢtır. 

 

 

Enzimatik reaksiyonların tümü, 30
o
C‟de 150 rpm karıĢtırma hızında çalkalamalı hava 

banyosunda (Edmund Bühler TH 30 ve Shel Lab S16/S16R) 24 st süre ile gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

 

3.2.2. Mikroorganizmaların saklanması ve çoğalma ortamları  

 

 

3.2.2.1. Mikroorganizmaların saklanması 

 

 

Mikroorganizmaların uzun süre aktivitelerini kaybetmeden saklanabilmesi için, zeytin 

karasuyu ile hazırlanan, agar içeren katı besi ortamları (10 g/L glukoz, 5 g/L pepton (soybean), 

3 g/L maya özütü, 3 g/L malt özütü ve 20 g/L agar) ile ticari olarak sağlanan boncuklar (Pro-

Lab Diagnostics Microbank
TM

) kullanılmıĢtır. Belirli periyodlar ile agar içeren besi ortamında 

bulunan mikroorganizmalar, agar içeren yeni besi ortamlarına aktarılarak tazelenmiĢtir. Agar 

içeren katı besi ortamında bulunan mikroorganizmalar +4
o
C‟de, mikroorganizmaların 

tutuklandığı boncuklar -30
o
C‟de muhafaza edilmiĢtir. 
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3.2.2.2. Ön çoğalma ortamı 

 

 

Ön çoğalma ortamı, mikroorganizmaların biyoarıtım ortamına aktarılmadan önce aktif hale 

geçirilmesi ve sayıca arttırılması için kullanılan ortamdır. R. glutinis için katı ve sıvı olmak 

üzere iki farklı ön çoğalma ortamı, D. hansenii için ise yalnızca katı ön çoğalma ortamı 

kullanılmıĢtır. Her iki maya türü için katı ön çoğalma ortamı olarak, agar içeren katı besin 

ortamı kullanılmıĢtır. Hazırlanan katı ortamlar, 10 g/L glukoz, 5 g/L pepton (soybean), 3 g/L 

maya özütü, 3 g/L malt özütü ve 15 g/L agar içeren UYM‟den (Universal Yeast Medium) 

farklı olarak, 20 g/L agar içerecek Ģekilde, distile su yerine, +4
o
C‟de 12000xg‟de (10000 rpm) 

santrifüjlenmiĢ zeytin karasuyu ile hazırlanmıĢtır. Ortamlar 121
o
C‟de 20 dk süreyle otoklavda 

(ALP CL-40M Sterilizatör) sterilize edilerek, laminer akıĢ kabininde (BIOLAB Faster BHG 

2004) tüplere dökülmüĢtür. Tüpler eğik konuma getirilerek oda sıcaklığında agarın donması 

beklenmiĢtir. Hazırlanan eğik agarlar donduktan sonra laminer akıĢ kabininde, daha önceden 

çoğaltılmıĢ olan mikroorganizmalar +4
o
C‟den alınarak agarlara ekilmiĢtir. 30

o
C‟de 24 st süre 

ile inkübe edilen (Friocell 222) mikroorganizmaların ön çoğalması tamamlanmıĢtır.   

 

 

R. glutinis için ayrıca, % 50 ZK içeren biyoarıtım ortamına aktarılmak üzere bir sıvı ön 

çoğalma ortamı hazırlanmıĢtır. Sıvı ön çoğalma ortamı, 2 g/L amonyum sülfat ve 1 g/L maya 

özütü ile % 50 ZK içerecek Ģekilde hazırlanmıĢtır. Katı ön çoğalma ortamında 24 st inkübe 

edilen R. glutinis hücreleri, hazırlanan sıvı ön çoğalma ortamına aktarılarak 30
o
C‟de 150 rpm 

karıĢtırma hızında 16 st inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon süresi sonunda ön çoğalma ortamından 

alınan 20 mL örnek,% 50 ZK içeren 180 mL biyoarıtım ortamına aktarılmıĢtır. 

 

 

3.2.2.3. Sıvı çoğalma ve biyoarıtım ortamları 

 

 

Sıvı ortamlar, iki farklı amaç doğrultusunda hazırlanmıĢtır. Birinci amaç, mikroorganizmaların 

çoğalması ile biyoarıtım gerçekleĢirken, mikroorganizmaların gösterdiği fenol parçalayıcı 
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enzim aktivitelerini ve bu aktivitelerin sonucu ortamda meydana gelen fenolik değiĢimleri 

incelemeye yöneliktir. Ġkinci amaç ise, mikroorganizmalar ile biyoarıtım gerçekleĢtirilirken, 

ortama askorbik asit ilave edilmesi ile ortamda hidroksitirozol birikimini sağlamaya yöneliktir.  

 

 

Birinci amaç doğrultusunda, D. hansenii için 1 g/L maya özütü,  5 g/L (NH4)2SO4 ve % 25 

zeytin karasuyu içeren sıvı ortamlar hazırlanmıĢtır. R. glutinis için ise 1 g/L maya özütü, 2 ya 

da 5 g/L (NH4)2SO4 ile farklı deriĢimlerde zeytin karasuyu içeren (% 5, 20, 25 ve 50) sıvı 

ortamlar hazırlanmıĢtır. Hazırlanan ortamlar 121
o
C‟de 20 dk otoklav ile sterilize edilmiĢ, ön 

çoğalmasını tamamlamıĢ mikroorganizmalar laminer akıĢ kabininde steril ortamlara inoküle 

edilmiĢtir. 

 

 

Ġkinci amaç doğrultusunda, D. hansenii için 1 g/L maya özütü, 5 g/L (NH4)2SO4 ve % 25 ZK 

içeren sıvı ortamlar hazırlanıp 121
o
C‟de 20 dk sterilize edildikten sonra, ortamlara 30 dk süre 

ile UV ıĢık altında sterilize edilmiĢ farklı deriĢimlerde (50 ve 350 mg/L) askorbik asit 

eklenerek ön çoğalmasını tamamlamıĢ mikroorganizmalar laminer akıĢ kabininde steril 

ortamlara inoküle edilmiĢtir. R. glutinis için ise 1 g/L maya özütü, 2 ya da 5 g/L (NH4)2SO4 ve 

farklı deriĢimlerde zeytin karasuyu (% 25, 50) içeren sıvı ortamlar hazırlanıp 121
o
C‟de 20 dk 

sterilize edildikten sonra, ortamlara 30 dk süre ile UV ıĢık altında sterilize edilmiĢ farklı 

deriĢimlerde (50, 100, 200, 400 ve 1000 mg/L) askorbik asit eklenerek ön çoğalmasını 

tamamlamıĢ mikroorganizmalar laminer akıĢ kabininde steril ortamlara inoküle edilmiĢtir.  

 

 

Biyoarıtımların tümü, 200 mL‟lik ortamlar hazırlanarak 500 mL‟lik erlenlerde, 30
o
C‟de 150 

rpm karıĢtırma hızında, çalkalamalı hava banyosunda gerçekleĢtirilmiĢtir. Zeytin karasuyu 

ortamlara aktarılmadan önce, +4
o
C‟de 12000xg‟de (10000 rpm) santrifüjlenmiĢtir. 
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3.2.3. Dinlenen R. glutinis hücreleri ile hidroksitirozol üretimi için çoğalma ve üretim 

ortamları 

 

 

Dinlenen hücre, çoğalma periyodunu tamamlamıĢ, aktif olarak çoğalmayan hücrelerdir. R. 

glutinis ön çoğalma ortamından (katı) sıvı çoğalma ve biyoarıtım ortamlarına (% 25 ZK, 1 g/L 

maya özütü, 5 g/L (NH4)2SO4) aktarılıp logaritmik artıĢ fazının sonuna değin çoğaltıldıktan 

sonra (t=44. st) hücreler, 500xg‟de (417 rpm) 10 dk 3 kez santrifüjlenip 50 mM pH 6.5 

potasyum fosfat tamponu ile yıkanmıĢ, iki farklı deriĢimde tirozol (1 ve 0.1 g/L) ve zeytin 

karasuyu (%100) ekstraktı içeren 50 mM pH 6.5 potasyum fosfat tamponuna alınmıĢtır. 

Ayrıca, 0.1 g/L tirozol içeren ortama 30 dk süre ile UV ıĢık altında sterilize edilmiĢ askorbik 

asit (4000 mg/L) eklenerek ortamda hidroksitirozol birikimine yönelik paralel bir deney daha 

yapılmıĢtır. Hazırlanan 25 mL‟lik ortamlar, 30
o
C‟de 150 rpm karıĢtırma hızında çalkalamalı 

hava banyosunda inkübe edilmiĢtir. 

 

 

3.3. Analizler 

 

 

3.3.1. pH ölçümü 

 

 

Biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örnekler, +4
o
C‟de 12000xg‟de (10000 rpm) 

santrifüjlendikten sonra, örneklere ait süpernatantların pH‟ı ölçülerek (Sartorius PP-25) 

zamanla pH değiĢimi izlenmiĢtir.  
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3.3.2. Toplam fenol derişimi tayini 

 

 

Biyoarıtım ortamlarından farklı zamanlarda alınan örnekler belirli aĢamalardan geçirildikten 

sonra toplam fenol deriĢimleri ölçülmüĢtür. Bu aĢamalar sırası ile aĢağıda verildiği gibidir: 

 

 

Ekstraksiyon: Farklı zamanlarda alınan örneklerin pH değerleri kaydedildikten sonra, 

örneklerin pH‟ı, % 9‟luk HCl çözeltisi ile yaklaĢık 2‟ye ayarlanmıĢtır. pH‟ı ayarlanan 

örnekler, etil asetat ile 1:1 (h/h) oranı sağlanacak Ģekilde, 3 kez ekstrakte edilerek etil asetat 

fazı, susuz sodyum sülfat bulunan ortamda toplanmıĢtır (Ayed et al. 2005). 

 

 

Evaporasyon: Ekstraksiyon sonrası toplanan etil asetat fazı, susuz sodyum sülfat ortamdan 

uzaklaĢtırıldıktan sonra 45
o
C‟de 40 rpm‟de beĢ baĢlıklı döner buharlaĢtırıcıda (Heidolph) 30 

dk buharlaĢtırılmıĢtır.  

 

 

Kalıntıların metanol fazına alınması: Etil asetat uzaklaĢtıktan sonra kalan fenol kalıntıları, 

örnek hacmi : metonol hacmi 1:1 oranında olacak Ģekilde metanol içinde çözülerek metanol 

fazına alınmıĢtır. 

 

 

Bu aĢamalar tamamlandıktan sonra, Folin-Ciocalteu yöntemi ile toplam fenol tayini 

yapılmıĢtır (Ayed et al. 2005). Yöntem uygulanırken, cam bir tüpe 20 µL örnek, 1580 µL 

distile su ve 100 µL Folin reaktifi koyularak vorteks ile iyi bir karıĢtırma sağlanmıĢt ır. 8 dk 

bekleme süresinin ardından 300 µL doygun sodyum karbonat çözeltisi eklenip iyi bir 

karıĢtırma sağlandıktan sonra ağzı kapalı tüpler 40
o
C su banyosunda 30 dk bekletilmiĢtir. Bu 

süre sonunda örneklerin absorbansları λ=765 nm‟de okunarak kaydedilmiĢtir (Shimadzu UV-

1601).  
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Kaydedilen absorbans değerleri ile önceden hazırlanmıĢ olan kalibrasyon grafiğinden 

yararlanılarak örneklere ait toplam fenol deriĢim değerleri hesaplanmıĢtır. Hesaplamada 

kullanılan kalibrasyon grafiği EK 2‟de verilmiĢtir. 

 

 

Toplam fenol deriĢimi yöntem geliĢtirme çalıĢmaları Bölüm 4.1.1‟de verilmiĢtir.  

 

 

Toplam fenol tayini yönteminin doğruluğunu ve tekrarlanabilirliğini belirlemek için, tekrarlı 

analizler yapılarak yönteme ait standart sapma değeri hesaplanmıĢtır (EK 3). 

 

 

3.3.3. Toplam antioksidan aktivitesi tayini 

 

 

Biyoarıtım ortamlarından farklı zamanlarda alınan örneklere ait toplam antioksidan aktivitesi, 

örneklerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) üzerindeki serbest radikal tutma etkisi 

belirlenerek hesaplanmıĢtır. Bunun için öncelikle Bölüm 3.3.2‟de belirtilen aĢamalar 

(ekstraksiyon, evaporasyon, kalıntıların metanol fazına alınması) gerçekleĢtirilmiĢ, metanol 

fazına alınmıĢ örneklere toplam antioksidan aktivite tayini yapılmıĢtır. ÇalıĢmada, Fki et al. 

(2005) tarafından kullanılmıĢ olan yöntem modifiye edilip örneklere uygulanarak toplam 

antioksidan aktivite tayini gerçekleĢtirilmiĢtir. Buna göre, 4 mL metanol fazında bulunan 

örnek ile 10 mL 1.5x10
-4 

M deriĢimine sahip DPPH çözeltisi (metanol içinde) bir tüpte iyice 

karıĢtırılarak ağzı kapalı bir Ģekilde oda sıcaklığında 30 dk karanlıkta bekletilmiĢtir. EĢ 

zamanlı olarak, 4 mL metanol ve 10 mL 1.5x10
-4 

M DPPH çözeltisi karıĢtırılıp kontrol olarak 

oda sıcaklığında 30 dk karanlıkta bekletilmiĢtir. Bekleme süresinin ardından örneğe ve 

kontrole ait absorbans değerleri λ=520 nm‟de ölçülerek EĢt.(3.1)‟den toplam antioksidan 

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

 

 

% inhibisyon= [(Akontrol - Aörnek) / Akontrol ]x100                                                                    (3.1) 



32 

 

Toplam antioksidan aktivite tayini için geliĢtirilen bu yönteme ait basamaklar, Bölüm 4.1.2‟de 

verilmiĢtir. Ayrıca toplam antioksidan aktivite tayin yönteminin doğruluğunu ve 

tekrarlanabilirliğini belirlemek için, tekrarlı analizler yapılarak yönteme ait standart sapma 

değeri hesaplanmıĢtır (EK 4). 

 

 

3.3.4. Tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayini 

 

 

Tirozinaz monofenolaz aktivite tayin yöntemi, enzimin substratlarından biri olan tirozinin, 

tirozinaz enziminin monofenolaz aktivitesi ile dihidroksifenilalanine (DOPA) oksitlemesi 

temeline dayanmaktadır. Bu çalıĢmada, tirozinaz monofenolaz aktivite tayin yöntemi 

Wortington Enzyme Manual referans alınarak geliĢtirilmiĢtir (http://www.worthington 

biochem.com/TY/assay.html., 2010). Uygulanan yönteme göre, oda sıcaklığında, 1080 μL 0.5 

M pH 6.5 fosfat tamponu, 1000 μL 0.01 M L-tirozin çözeltisi (0.5 M pH 6.5 fosfat 

tamponunda) ve 900 μL distile su bir cam tüpe alınıp vorteks ile karıĢtırılmıĢtır. Cam tüp 

içerisinde hazırlanmıĢ olan ortamdan 5 dk süre ile oksijen gazı geçirilmiĢtir. Oksijene doyan 

ortama, 20 μL ortamdan alınan örnek eklenerek, vorteks ile karıĢtırıldıktan sonra reaksiyon 

ortamı spektrofotometre küvetine alınmıĢtır. Örneğin eklenmesiyle baĢlayan reaksiyonda 

meydana gelen absorbans değiĢimi 30 dk süresince =280 nm‟de izlenmiĢtir. Kör olarak, 

içerisinde ortamdan alınan örnek yerine aynı hacimde iĢlem görmemiĢ, aynı ortamın t=0. st 

anına ait ortamını bulunduran reaksiyon ortamı kullanılmıĢtır. Aktivite hesabı yapılırken 1 

Ünite (U), oda sıcaklığında, pH 6.5‟te, 1 dakikada, =280 nm dalga boyunda 0.001 birimlik 

absorbans değiĢimi olarak tanımlanmıĢtır. Absorbans değiĢiminin doğrusal olarak artıĢ 

gösterdiği bölge (t1-t2), aktivite tayini hesaplanırken esas alınmıĢ, hesaplama EĢt.(3.2) 

kullanılarak yapılmıĢtır. 
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Tirozinaz monofenolaz aktivite tayini için geliĢtirilen bu yönteme ait basamaklar, Bölüm 

4.1.3‟te verilmiĢtir. Ayrıca, tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayin yöntemininin 

doğruluğunu ve tekrarlanabilirliğini belirlemek için, tekrarlı analizler yapılarak yönteme ait 

standart sapma değeri hesaplanmıĢtır (EK 5). 

 

 

3.3.5. Tirozinaz difenolaz enzim aktivite tayini 

 

 

Tirozinaz difenolaz aktivite tayin yöntemi, substrat olarak kullanılan L-DOPA‟nın tirozinaz 

enziminin difenolaz aktivitesi ile L-DOPA-kinona dönüĢümünün spektrofotometrik olarak 

izlenmesine dayanmaktadır. Bu çalıĢmada, tirozinaz difenolaz aktivite tayin yöntemi, Sigma-

Aldrich‟te bulunan enzim aktivite tayin yöntemi referans alınarak geliĢtirilmiĢtir 

(http://www.sigmaaldrich.com/etc/medialib/docs/Sigma/General_Information/2/tyrosinase.Par

.0001.File.dat/tyrosinase.pdf., 2011). Buna göre, oda sıcaklığında, 2600 µL 50 mM pH 6.5 

potasyum fosfat tamponu, 100 µL 5 mM L-DOPA çözeltisi (50 mM pH 6.5 potasyum fosfat 

tamponunda), 100 µL 2,1 mM askorbik asit çözeltisi (50 mM pH 6.5 potasyum fosfat 

tamponunda), 100 µL 0,065 mM EDTA çözeltisi (50 mM pH 6.5 potasyum fosfat 

tamponunda) ve 100 µL ortamdan alınan örnek karıĢtırılarak spektrofotometre küvetine 

alınmıĢtır. Ortamdan alınan örneğin eklenmesiyle baĢlayan reaksiyonda meydana gelen 

absorbans değiĢimi, 10 dk süresince =265 nm‟de izlenmiĢtir. Kör hazırlanırken örnekten 

farklı olarak, 2700 µL 50 mM pH 6.5 potasyum fosfat tamponu ve 100 µL iĢlem görmemiĢ, 

aynı ortamın t=0. st anına ait ortam konulmuĢ, askorbik asit ve ortamdan alınan örnek 

konulmamıĢtır. Aktivite hesabı yapılırken; 1 Ünite (U), oda sıcaklığında, pH 6.5‟te, 1 

dakikada, =265 nm dalga boyunda 0.001 birimlik absorbans değiĢimi olarak tanımlanmıĢtır. 

Absorbans değiĢimi izlendiği süre boyunca doğrusal olarak azalma gösterdiğinden, aktivite 

hesaplanırken 10 dakikalık absorbans değiĢimi esas alınıp, hesaplama EĢt.(3.3) kullanılarak 

yapılmıĢtır. 
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Tirozinaz difenolaz aktivite tayini için geliĢtirilen bu yönteme ait basamaklar, Bölüm 4.1.4‟te 

verilmiĢtir. Ayrıca, tirozinaz difenolaz enzim aktivite tayin yöntemininin doğruluğunu ve 

tekrarlanabilirliğini belirlemek için, tekrarlı analizler yapılarak yönteme ait standart sapma  

değeri hesaplanmıĢtır (EK 6). 

 

 

3.3.6. Lakkaz enzim aktivite tayini 

 

 

Lakkaz enzim aktivite tayini, substrat olarak kullanılan 2,2‟-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-

sülfonik asit) (ABTS)‟in lakkaz tarafından oksitlenmesiyle oluĢan renk değiĢiminin, 

spektrofotometrik olarak ölçümüne dayanarak yapılmıĢtır. ABTS‟nin oksitlenmesiyle 

absorbansta artıĢ meydana gelmektedir. Bu çalıĢmada, Palmieri et al. (1997) tarafından 

kullanılan lakkaz aktivite tayin yöntemi modifiye edilerek kullanılmıĢtır. Buna göre, oda 

sıcaklığında, 20 μL ortamdan alınan örnek, 880 μL 0.1 M pH 3.0 fosfat-sitrat tamponu ve 100 

μL 1 mM ABTS çözeltisi (0.1 M pH 3.0 fosfat-sitrat tamponunda hazırlanmıĢ ya da ticari 

ABTS çözeltisi) karıĢtırılarak reaksiyon ortamı hazırlanmıĢ ve ortamda meydana gelen renk 

değiĢimi  spektrofotometrede =420 nm‟de 20 dk süresince izlenmiĢtir. Kör olarak, içerisinde  

ortamdan alınan örnek yerine iĢlem görmemiĢ, aynı ortamın t=0. st anına ait ortamını 

bulunduran reaksiyon ortamı kullanılmıĢtır. Aktivite hesabı yapılırken 1 Ünite (U), 1 dakikada 

1 µmol ürün oluĢturan enzim miktarı olarak tanımlanmıĢtır. Absorbans değiĢiminin doğrusal 

olarak artıĢ gösterdiği bölge (t1-t2), aktivite tayini hesaplanırken esas alınmıĢ, hesaplama 

EĢt.(3.4) kullanılarak yapılmıĢtır. 
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EĢt.(3.4) için: 

 

 

A = absorbanstaki değiĢim  

t = zaman aralığı (dk) (t2-t1) 

 =  oksitlenmiĢ ABTS için molar absorptivite katsayısı  

                       36000 M
-1

cm
-1 

(Solís-Oba et al. 2005)
 

b = spektrofotometre küvet geniĢliği (1 cm) 

V = toplam reaksiyon hacmi (L) 

 

 

Lakkaz aktivite tayini için geliĢtirilen bu yönteme ait basamaklar, Bölüm 4.1.5‟te verilmiĢtir. 

Ayrıca, lakkaz enzim aktivite tayin yöntemininin doğruluğunu ve tekrarlanabilirliğini 

belirlemek için, tekrarlı analizler yapılarak yönteme ait standart sapma  değeri hesaplanmıĢtır 

(EK 7). 

 

 

3.3.7. Mangan peroksidaz enzim aktivite tayini 

 

 

Mangan peroksidaz aktivite tayin yöntemi, oda sıcaklığında H2O2 varlığında guaiakolün 

oksidasyonunun spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanmaktadır. Bu çalıĢmada, 

Ergül et al. (2009) tarafından, Paszczyński et al. (1988) tarafından kullanıldığı bildirilen, 

mangan peroksidaz aktivite tayin yöntemi modifiye edilerek kullanılmıĢtır.  Yöntemde, 50 μL 

ortamdan alınan örnek, 650 μL 0.5 M pH 5.0 sodyum tartarat tamponu, 100 μL 1 mM MnSO4 

çözeltisi, 100 μL 1 mM guaiakol çözeltisi ve 100 μL 1 mM H2O2 çözeltisinden oluĢan 

reaksiyon ortamı vortekslenerek karıĢtırılmıĢ ve spektrofotometreye alınan ortamın 

absorbansındaki değiĢim =465 nm‟de 20 dk süresince izlenmiĢtir. Reaksiyon H2O2‟nin 

eklenmesiyle baĢlamaktadır. Kör olarak, içerisinde  ortamdan alınan örnek yerine iĢlem 

görmemiĢ aynı ortamın t=0. st anına ait ortamını bulunduran reaksiyon ortamı kullanılmıĢtır. 

Aktivite hesabı yapılırken 1 Ünite (U), 1 dakikada 1 µmol guaiakolü oksitleyen enzim miktarı 
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olarak tanımlanmıĢtır. Absorbans değiĢiminin doğrusal olarak artıĢ gösterdiği bölge (t1-t2), 

aktivite tayini hesaplanırken esas alınmıĢ, hesaplama EĢt.(3.5) kullanılarak yapılmıĢtır. 
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EĢt.(3.5) için: 

 

 

A =  absorbanstaki değiĢim 

t =  zaman aralığı (dk) (t2-t1) 

 =  oksitlenmiĢ guaiakol için molar absorptivite katsayısı 

                61000 M
-1

 cm
-1

 (Kwon et al. 2001) 

b =  spektrofotometre küvet geniĢliği (1 cm) 

V =  toplam reaksiyon hacmi (L) 

 

 

Mangan peroksidaz aktivite tayini için geliĢtirilen bu yönteme ait basamaklar, Bölüm 4.1.6‟da 

verilmiĢtir. 

 

 

3.3.8. Tannaz enzim aktivite tayini 

                                                          

 

Tannaz aktivite tayin yöntemi, tannik asitte enzimatik reaksiyon sonrası meydana gelen 

değiĢimlerin spektrofotometrik ölçümüne dayanmaktadır. Tannik asit, tannaz tarafından 

hidrolize edilmekte, hidroliz sonucu glukoz ve gallik asit oluĢmaktadır. Hidrolize uğramayan 

tannik asit ise BSA ile çöktürülmektedir. Bu çalıĢmada kullanılan tannaz aktivite tayin 

yöntemi, Mondal et al. (2001) ve Kanberoğlu (2006) tarafından kullanılan tannaz aktivite tayin 
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yöntemlerinin modifiye edilmesi ile geliĢtirilmiĢtir. Reaksiyon, 0.3 mL % 0.5‟lik tannik asit 

çözeltisi (0.2 M pH 5.0 asetat tamponunda) ve 0.05 mL ortamdan alınan örneğin vorteks ile 

karıĢtırılarak 40
o
C su banyosunda 30 dk inkübasyonu ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Ġnkübasyon 

süresi sonunda 0.3 mL 1 mg/mL BSA çözeltisi (0.2 M pH 5.0 asetat tampon ile hazırlanmıĢ 

0.17 M NaCl çözeltisinde) eklenerek reaksiyon sonlandırılmıĢtır. BSA eklenmesi ile tannik 

asit BSA‟ya bağlanır ve birlikte çökerler. BSA çözeltisinin eklenmesinden sonra tüpler vorteks 

ile karıĢtılıp, 5000xg‟de (6240 rpm) 5 dk santrifüjlenmiĢtir. Santrifüj sonrası üst sıvı atılmıĢ, 

BSA-tannik asit kompleksi içeren pellete 3 mL % 1‟lik SDS çözeltisi (% 5‟lik trietanolamin 

çözeltisinde) eklenerek pellet iyice çözünene kadar karıĢtırılmıĢ, son olarak 1 mL  0.01 M 

FeCl3 çözeltisi (0.01 N HCl çözeltisinde) eklendikten sonra tekrar karıĢtırılmıĢtır. Tannik asit 

FeCl3 ile kahverengi renk oluĢturmaktadır. 15 dk renk oluĢumunun kararlı hale gelmesi için 

oda koĢullarında beklenilmiĢ, bu süre sonunda =530 nm‟de absorbans ölçülmüĢtür.  Aktivite 

hesabı için ise denatüre enzim kullanılarak, denatüre örnek hazırlanmıĢtır. Denatüre enzim, 

0.05 mL enzim çözeltisinin 100
o
C‟de 10 dk inkübasyonu ile gerçekleĢtirilmiĢ, diğer 

basamaklar örneğe uygulanan basamaklar ile aynı olacak Ģekilde gerçekleĢtirilmiĢtir. Kör 

çözelti için ise 0.3 mL tannik asit çözeltisi yerine 0.2 M pH 5.0 asetat tamponu kullanılarak 

aynı basamaklar izlenmiĢtir. Spektrofotometre kör çözeltiye karĢı sıfırlanmıĢ, denatüre örnek 

ve örneğe ait absorbans değerleri “AÖ” “AD” olacak Ģekilde okunmuĢtur. Bir dakikada 1 L 

hacimde 1 µmol tannik asiti hidroliz eden enzim miktarı olarak tanımlanan tannaz aktivitesi 

EĢt.(3.6) yardımıyla hesaplanmıĢtır. 
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EĢt.(3.6) için:  

 

 

AD = denatüre örneğe ait absorbans değeri 

AÖ = örneğe ait absorbans değeri 

t = reaksiyon süresi (30 dk) 

v = enzim hacmi (0.05 mL)   

 =  tannik asit için =530 nm‟deki molar absorptivite katsayısı 

                       0.577 μM
-1

cm
-1

  (Mondal et al. 2001) 

 

 

Tannaz aktivite tayini için geliĢtirilen bu yönteme ait basamaklar, Bölüm 4.1.7‟de verilmiĢtir.  

 

 

3.3.9. HPLC analizleri 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin, biyoarıtım süresince değiĢimlerini kalitatif 

ve kantitatif olarak izlemek amacı ile, farklı zamanlarda alınan örneklerin HPLC analizi 

yapılmıĢtır.  

 

 

3.3.9.1. Kalitatif analiz 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan fenollerin kalitatif analizi için kullanılan yöntem, Fki et al. (2005) 

tarafından kullanılan HPLC analiz yöntemi esas alınarak geliĢtirilmiĢtir. Örneklerin HPLC 

analizlerinin yapılabilmesi için, öncelikle Bölüm 3.3.2‟de belirtilen aĢamalar (ekstraksiyon, 

evaporasyon, kalıntıların metanol fazına alınması) gerçekleĢtirilmiĢtir. Sonrasında metanol 

fazına alınmıĢ örnekler 0.45 μm PVDF filtreden (Millipore Millex-HV) süzülerek HPLC 

analizi için hazır hale getirilmiĢtir. Analizlerde kullanılan taĢıyıcı fazlar bidistile su kullanarak 



39 

 

hazırlanmıĢ (Millipore MilliQ Gradient) ve 0.45 μm PVDF membrandan (Millipore 

Durapore®) vakumlu pompa (Millipore WP6122050) yardımı ile süzülmüĢtür. Son olarak 

taĢıyıcı fazların içinde bulunan gaz kabarcıkları, 30 dk süre ile ultrasonik banyoda  (Elma S 30 

H) uzaklaĢtırılarak HPLC için kullanıma hazır hale getirilmiĢtir. Analizler, Waters Alliance 

2695 cihazında yapılmıĢtır. Analiz koĢulları Çizelge 3.1‟de verilmiĢtir.   

 

 

Çizelge 3.1. HPLC analiz koĢulları  

 

Değişken Özellik 

Kolon XTerra RP18   (Waters) 

Kolon boyutu  4.6 mm x 150 mm x 5 µm 

Hareketli faz akıĢ hızı  0.3 mL/dk 

Kolon sıcaklığı  25
o
C 

Dedektör  UV-VIS Dual Absorbance Detector  (Waters 2487) 

Dalga boyu 280 nm 

TaĢıyıcı faz A %70 : %30 asetonitril (ACN) : bidistile su (H2O) 

TaĢıyıcı faz B  % 0.1 o-fosforik asit (o-H3PO4) 

Enjeksiyon hacmi 20 µL 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin HPLC ile analizleri için, gradyen program 

kullanılarak kromatografik ayırma sağlanmıĢtır (Çizelge 3.2).  
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Çizelge 3.2. HPLC analizlerinde uygulanan gradyen program  

 

t (dk) Taşıyıcı faz A 

(70:30, ACN:H2O) 

Taşıyıcı faz B 

(% 0.1 o-H3PO4) 

0 20 80 

45 30 70 

52.5 50 50 

80 20 80 

 

 

3.3.9.2. Kantitatif analiz 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin kantitatif analizi için, iç standart yöntemi 

kullanılmıĢtır. Tüm analizlerde iç standart olarak 0.005 mg/mL deriĢiminde metanolde 

hazırlanmıĢ p-kumarik asit çözeltisi kullanılmıĢtır. Analizlerde metanol fazında bulunan örnek 

ile p-kumarik asit çözeltisinin hacim oranı 1:1 olarak uygulanmıĢtır.  

 

 

Kalitatif ve kantitatif HPLC analizleri için geliĢtirilen yönteme ait basamaklar, Bölüm 4.1.8‟de 

verilmiĢtir. Ayrıca kantitatif HPLC analizyönteminin doğruluğunu ve tekrarlanabilirliğini 

belirlemek için, tekrarlı analizler yapılarak yönteme ait standart sapma değeri hesaplanmıĢtır 

(EK 8). 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

 

 

4.1. Yöntem Geliştirme 

 

 

4.1.1. Toplam fenol derişimi  

 

 

Biyoarıtım ortamlarından farklı zamanlarda alınan örneklere ait toplam fenol deriĢimi tayini 

için yöntem geliĢtirilirken, evaporasyon sonrası kalıntıların toplandığı farklı çözücü türleri 

denenmiĢtir. Ayed et al. (2005) tarafından kullanılan toplam fenol deriĢimi tayin yöntemi, 

metanol ve etanol fazına alınmıĢ örnekler için ayrı ayrı denenmiĢtir. Bu denemeler sonucunda, 

örneklerin etanol ya da metanol çözücüsünde bulunmasının toplam fenol deriĢimi sonucunu 

değiĢtirmediği görülmüĢtür. Toplam antioksidan aktivitesi tayininde kullanılan DPPH
 

radikalinin en iyi metanolde çözündüğü göz önüne alınarak, analizlerde aynı örnekleri 

kullanabilmek için örneklerin metanol fazına alınmasına karar verilmiĢ, tüm çalıĢmada çözücü 

olarak metanol kullanılmıĢtır.  

 

 

4.1.2. Toplam antioksidan aktivitesi  

 

 

Zeytin karasuyunda DPPH ile toplam antioksidan aktivitesi tayini için yöntem geliĢtirme 

çalıĢmalarında, çözücü tür ve miktarı, DPPH deriĢimi, toplam reaksiyon hacmi ve inkübasyon 

koĢulları değiĢtirilerek antioksidan aktivite değeri (IC50) bilinen standartlar ile tekrarlanabilir 

sonuçlar alınan en uygun değerler seçilmiĢtir. 

 

 

IC50, baĢlangıç DPPH deriĢimini % 50 azaltmak (inhibe etmek) için gereken antioksidan 

miktarıdır. DüĢük IC50 değeri yüksek antioksidan aktivitenin varlığını göstermektedir. 
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Zeytin karasuyunun antioksidan aktivite değerini ifade etmek ve bilinen antioksidanlar 

(standartlar) ile karĢılaĢtırmak amacıyla IC50 değerleri hesaplanmıĢtır. ÇalıĢmada antioksidan 

standartları olarak 3,4-dihidroksifenilasetik asit, ferulik asit, kafeik asit, kateĢol, 4-

metilkateĢol, oleuropein hidrolizatı (hidroksitirozol), tirozol ve vanilik asit kullanılmıĢtır. 

Hidroksitirozolün ticari olarak sağlanması zor olduğu için, çalıĢmada hidroksitirozol, ticari 

olarak sağlanan oleuropeinin asidik hidrolizi ile elde edilmiĢtir (Walter et al. 1973). 

Oleuropeinin asidik hidrolizine iliĢkin bilgiler EK 9‟da verilmiĢtir. Sözü edilen standartlar ile 

ZK1 ve ZK2 ekstraktlarına ait IC50 değerlerini hesaplamak amacıyla, örneklerin farklı 

deriĢimleri için DPPH ile reaksiyon gerçekleĢtirilmiĢ ve Bölüm 3.3.3‟te verilen EĢt.(3.1) 

yardımı ile % inhibisyon değerleri hesaplandıktan sonra inhibisyon eğrileri (log-doz) 

çizilmiĢtir. Eğrilere ait denklemlerden, inhibisyon değeri %50‟ye karĢılık gelen deriĢim IC50 

değeri olarak belirlenmiĢtir (EK 10). 

 

 

4.1.3. Tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi  

 

 

Tirozinaz monofenolaz aktivitesi tayini için yöntem geliĢtirme çalıĢmalarında, öncelikle Atlow 

et al. (1984) tarafından kullanılan tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayin yöntemi 

denenmiĢtir. Ancak bu yöntem zeytin karasuyuna uygulandığında sonuç elde edilemediği için, 

bileĢenlerin deriĢimi ve hacimleri değiĢtirilerek modifiye edilmiĢ, sonuç olarak enzim deriĢimi 

azaltılarak tekrarlanabilir ve zeytin karasuyuna  uygulanabilir olan ve Bölüm 3.3.4‟te anlatılan 

tayin yöntemi oluĢturulmuĢtur.   

 

 

Tirozinaz monofenolaz aktivitesi için kontrol amaçlı yapılan deneylerde ticari enzim preparatı 

(Sigma T3824) kullanılmıĢtır. Ticari enzim preparatının etiketinde enzimin aktivitesi 1881 

U/mg katı (substrat: L-tirozin, pH 6.5, 25
o
C, λ=280 nm) olarak verilmektedir. Bu çalıĢmada 

geliĢtirilen yöntem kullanılarak, Bölüm 3.3.4‟te verilen EĢt.(3.2)‟den hesaplanan aktivite 

değeri ise 4750 U/mg katı‟dır. ġekil 4.1‟de ticari enzim ile aktivite ölçümünde elde edilen 

tirozin oksidasyon grafiği yer almaktadır. Yöntemde baĢlangıç gecikme fazından sonra elde 
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edilen doğrunun eğimi (30-40 dk) kullanılarak aktivite hesabı yapılmıĢtır. Yapılan denemeler 

ile yöntemin zeytin karasuyu için kullanılabileceği de belirlenmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.1. Tirozinaz enziminin katalizlediği tirozin oksidasyonunda doğrusal absorbans artıĢı 

 

 

4.1.4. Tirozinaz difenolaz enzim aktivitesi  

 

 

Tirozinaz difenolaz aktivitesi tayini için yöntem geliĢtirme çalıĢmalarında, Bölüm 3.3.5‟te 

anlatılan tayin yöntemi, zeytin karasuyuna uygulanabilir olacak Ģekilde oluĢturulmuĢtur.  

 

 

Tirozinaz difenolaz aktivitesi için kontrol amaçlı yapılan deneylerde ticari enzim preparatı 

(Sigma T3824) kullanılmıĢtır. Ticari enzim prepatratının etiketinde enzimin aktivitesi 1881 

U/mg katı (substrat: L-tirozin, pH 6.5, 25
o
C, λ=280 nm) olarak verilmektedir. Bu çalıĢmada 

geliĢtirilen yöntem kullanılarak, Bölüm 3.3.5‟te verilen EĢt.(3.3)‟ten hesaplanan aktivite 

değeri ise 78450 U/mg katı‟dır. ġekil 4.2‟de ticari enzim ile aktivite ölçümünde elde edilen L-

DOPA oksidasyon grafiği yer almaktadır. Yöntemde 10 dakika süresince izlenen absorbans 

değiĢiminin, doğrusal olduğu 2 dakikalık zaman dilimine ait bölgenin eğimi kullanılmıĢtır. 

Yapılan denemeler ile yöntemin zeytin karasuyu için kullanılabileceği de belirlenmiĢtir.  

y = 0,001x - 0,0224 

R² = 0,9979 
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ġekil 4.2. Tirozinaz enziminin katalizlediği L-DOPA oksidasyonunda doğrusal absorbans 

azalması 

 

 

4.1.5. Lakkaz enzim aktivitesi  

 

 

Lakkaz aktivitesi tayini için yöntem geliĢtirme çalıĢmalarında, literatürde yer alan farklı 

substratların kullanıldığı yöntemler denenmiĢtir. Ancak, bazı yöntemler tekrarlanabilir sonuç 

vermemiĢ, bazı yöntemler ise zeytin karasuyuna uygulanamamıĢtır. Bölüm 3.3.6‟da anlatılan 

yöntem ise tekrarlanabilir ve zeytin karasuyuna en uygulanabilir yöntem olarak 

belirlendiğinden, çalıĢmada kullanılmak üzere seçilmiĢtir.  

 

 

Lakkaz aktivitesi için kontrol amaçlı yapılan deneylerde ticari enzim preparatı (Sigma 38429) 

kullanılmıĢtır. Ticari enzim prepatratının etiketinde enzimin aktivitesi 0.66 U/mg (substrat: 

kateĢol, pH 6, 25
o
C) olarak verilmektedir. Bu çalıĢmada geliĢtirilen yöntem ile substratın 

(ABTS) ticari çözeltisi ve katı formundan hazırlanan çözeltisi kullanılarak iki Ģekilde aktivite 

hesaplanmıĢtır. Bölüm 3.3.6‟da verilen EĢt.(3.4)‟ten hesaplanan aktivite değerleri, 0.55 U/mg 

katı (substrat: ticari ABTS çözeltisi) ve 1.03 U/mg katı‟dır (substrat: katı formdan hazırlanan 

ABTS çözeltisi). ġekil 4.3 ve ġekil 4.4‟te ticari enzimler ile aktivite ölçümünde elde edilen 

y = -0,3138x + 0,7992 

R² = 0,9988 

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

0,7

0,8

0,9

0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8 2

A
2
6
5

 

zaman (dk) 



45 

 

ABTS oksidasyon grafikleri yer almaktadır. Yöntemde 20 dakika süresince izlenen absorbans 

değiĢiminin, ġekil 4.3‟te doğrusal olduğu 10 dakikalık zaman dilimine (5-15 dk), ġekil 4.4‟te 

doğrusal olduğu 7 dakikalık zaman dilimine (3-10) ait bölgenin eğimi  kullanılmıĢtır. Yapılan 

denemeler ile her iki yöntemin de zeytin karasuyu için kullanılabileceği de belirlenmiĢtir.  

 

 

 

 

ġekil 4.3. Lakkaz enziminin katalizlediği ABTS (ticari çözelti) oksidasyonunda doğrusal 

absorbans artıĢı 

 

 

 
 

ġekil 4.4. Lakkaz enziminin katalizlediği ABTS (katı formdan hazırlanan çözelti) 

oksidasyonunda doğrusal absorbans artıĢı 
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4.1.6. Mangan peroksidaz enzim aktivitesi  

 

 

Mangan peroksidaz aktivitesi tayini için yöntem geliĢtirme çalıĢmalarında, Bölüm 3.3.7‟de 

anlatılan tayin yöntemi zeytin karasuyuna uygulanabilir olacak Ģekilde oluĢturulmuĢtur.  

 

 

Mangan peroksidaz aktivitesi için kontrol amaçlı yapılan denemelerde ticari enzim preparatı 

(Sigma 93014) kullanılmıĢtır. Ticari enzim prepatratının etiketinde enzimin aktivitesi 98.4 U/g  

(substrat: Mn
2+

, pH 4.5, 25
o
C) olarak verilmektedir. Bu çalıĢmada geliĢtirilen yöntem 

kullanılarak, Bölüm 3.3.7‟de verilen EĢt.(3.5)‟ten hesaplanan aktivite değeri ise 7030 U/g 

katı‟dır. ġekil 4.5‟te ticari enzim ile aktivite ölçümünde elde edilen guaiakol oksidasyon 

grafiği yer almaktadır. Yöntemde 20 dk süresince izlenen absorbans değiĢiminin, doğrusal 

olduğu zaman dilimine (5-15 dk) ait bölgenin eğimi kullanılmıĢtır. Yapılan denemeler ile 

yöntemin zeytin karasuyu için kullanılabileceği de belirlenmiĢtir.  

 

 

 

 

ġekil 4.5. Mangan peroksidaz enziminin katalizlediği Mn
2+

 oksidasyonunda doğrusal 

absorbans artıĢı 
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4.1.7. Tannaz enzim aktivitesi  

 

 

Tannaz aktivitesi için yöntem geliĢtirme çalıĢmalarında, literatürde önerilen, substratı aynı 

ancak aktivite tayininde kullanılan diğer bileĢenlerin farklılık gösterdiği yöntemler 

denenmiĢtir. Ancak, bazı yöntemler, ticari enzim ile tekrarlanabilir sonuç vermemiĢtir. Bölüm 

3.3.8‟de anlatılan yöntem ise tekrarlanabilir ve zeytin karasuyuna en uygulanabilir yöntem 

olarak belirlenmiĢ ve çalıĢmada kullanılmak üzere seçilmiĢtir. 

 

 

Tannaz aktivitesi için kontrol amaçlı yapılan deneylerde ticari enzim preparatı (Sigma 42395) 

kullanılmıĢtır. Ticari enzim prepatratının etiketinde enzimin aktivitesi 369 U/g  (substrat: 

tannik asit, pH 4.7, 30
o
C, λ=310 nm) olarak verilmektedir. Bu çalıĢmada geliĢtirilen yöntem 

kullanılarak, deneysel veriler ile Bölüm 3.3.8‟de verilen EĢt.(3.6)‟dan hesaplanan aktivite 

değeri ise 190 U/g katı‟dır. Yapılan denemeler ile yöntemin zeytin karasuyu için 

kullanılabileceği de belirlenmiĢtir.  

 

 

4.1.8. Kalitatif ve kantitatif HPLC analizleri 

 

  

Zeytin karasuyunda HPLC analizleri için yöntem geliĢtirme çalıĢmalarında kalitatif analiz için 

akıĢ hızı, enjeksiyon hacmi, dalga boyu, gradyen program; kantitatif analiz için ise iç standart 

değiĢtirilerek farklı yöntemler denenmiĢ, sonuç olarak Bölüm 3.3.9‟da verilen yöntemin zeytin 

karasuyu için uygun olduğuna karar verilmiĢtir. 

 

 

Yöntem geliĢtirme çalıĢmalarında, öncelikle zeytin karasuyuna ait örnekler kalitatif olarak 

HPLC ile analizlenmiĢtir. Sonrasında, bu örneklerde bulunan fenolik bileĢenlere ait piklerin 

tanımlanabilmesi için, ticari olarak sağlanan 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, kateĢol, p-kumarik 

asit, 4-metilkateĢol, t-sinamik asit, sinapik asit, Ģirincik asit, tirozol (2-(4-hidroksifenil)etanol), 

vanilik asit) ile çalıĢmada elde edilen oleuropein hidrolizatı (hidroksitirozol) HPLC ile kalitatif 

olarak analizlenmiĢ, yani kolonda kalma süreleri belirlenmiĢtir. Örnek olarak tirozol ve 

oleuropein hidrolizatının (hidroksitirozol) kalitatif HPLC analizi sonucu elde edilen 

kromatogramlar EK 11‟de verilmiĢtir.  

 

 

Zeytin karasuyu örneklerine ait fenolik maddeler kalitatif olarak tespit edildikten sonra, 

tanımlanan her bir fenolik bileĢen için farklı deriĢimlerde standart çözeltisi ile 0.005 mg/mL 

deriĢimindeki p-kumarik asit (iç standart) çözeltisi karıĢtırılarak yapılan HPLC analizleri 

sonucunda, standartlara ait kalibrasyon grafikleri çizilmiĢtir. Çizilen kalibrasyon grafikleri EK 

12‟de verilmiĢtir. 

 

 

4.2. Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bileşenlerin HPLC ile Tanımlanması ve 

Derişimlerinin Belirlenmesi 

 

 

ÇalıĢmada kullanılan, ZK1 ve ZK2 olarak isimlendirilen zeytin karasularına ait ekstraktlar 

HPLC ile kalitatif olarak analizlenmiĢ ve bu örneklere ait kromatogramlarda bulunan piklerin 

kalma süreleri ile standartlara ait kalma süreleri karĢılaĢtırılmıĢtır. KarĢılaĢtırma sonrası 

tanımlama yapılmak üzere, kalma süreleri örnek piklerinin kalma sürelerine yakın olan 

standartlar, standart katma yöntemi ile örneklere eklenerek analizlenmiĢtir. Bu analizler 

sonucu ZK1 ve ZK2‟de bulunan ve λ=280 nm‟de belirlenebilen fenolik bileĢenler 

tanımlanmıĢır (ġekil 4.6 ve 4.7). Kullanılan zeytin karasularında bulunan fenolik bileĢenlerin 

tanımlanmalarına ait kromatogramlar EK 13‟te verilmiĢtir. 
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ġekil 4.6. Zeytin karasuyu 1 (ZK1) ekstraktının kalitatif HPLC analizine ait kromatogram 

 

 

 

 

ġekil 4.7. Zeytin karasuyu 2 (ZK2) ekstraktının kalitatif HPLC analizine ait kromatogram 

 

 

HPLC analizleri için örnek hazırlanırken çözücü olarak kullanılan metanol de kullanılan analiz 

programıyla analizlenmiĢtir. Yapılan analizler sonucu elde edilen kromatogramlarda, analizin 

10. dk‟sına kadar ve 50. dk‟sından sonra görülen tanımsız pikler, metanole ait kromatogramda 

da görülmüĢtür (ġekil 4.8). Bu nedenle, tanımlamayan bu piklerin, analizlerde kromatografik 

saflıkta çözücü kullanıldığı için, kolondan ileri geldiği düĢünülmüĢtür. 

hidroksitirozol 

tirozol 
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vanilik asit 

4-metilkateĢol 
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ġekil 4.8. HPLC analizlerinde çözücü olarak kullanılan metanole ait kromatogram 

 

 

Kullanılan zeytin karasuyu (ZK1 ve ZK2) ekstraktlarında bulunan fenolik bileĢenlerin 

deriĢimlerinin belirlenmesi için, örneklere iç standart (0.005 mg/mL p-kumarik asit) katılarak, 

EK 12‟de verilen kalibrasyon grafiklerine ait denklemlerden, her bir fenolik bileĢenin her bir 

zeytin karasuyu ekstraktındaki deriĢimi hesaplanmıĢtır. Yapılan hesaplamalar sonucu elde 

edilen deriĢimler, Çizelge 4. 1‟de verilmiĢtir.  

 

 

Çizelge 4.1. Zeytin karasuyu (ZK1 ve ZK2) ekstraktlarının kantitatif HPLC analizine ait 

sonuçlar 

 

Fenolik bileşen Yapısı ZK1 (mg/L) ZK2 (mg/L) 

Hidroksitirozol 

 

115.9 559.9 

Tirozol      

 

50.3 78.2 

KateĢol 

 

8.2 16.3 

Vanilik asit 

 

9.5 16 

4-MetilkateĢol  

 

10.3 12.3 
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4.3. Ticari Fenol Parçalayıcı Enzimler ile Zeytin Karasuyunun Fenolik İçeriğinin 

Değişimi 

 

 

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin fenol parçalayıcı enzimler ile değiĢimini ve 

ortama askorbik asit eklendiğinde ortamda hidroksitirozol birikimini incelemek için ticari 

olarak sağlanan fenol parçalayıcı enzimlerle yapılan denemelerin sonuçları, kalitatif ve 

kantitatif HPLC analizleri ile elde edilmiĢtir. 

 

 

Ticari tirozinaz, lakkaz (katı ve sıvı), mangan peroksidaz ve tannaz enzimleri ile Bölüm 

3.2.1‟de verilen koĢullarda 24 st muamele edilen zeytin karasuyu (ZK1) ortamlarından t=0, 

0.5, 1, 3, 5 ve 24. st anlarında alınan örnekler, HPLC ile kalitatif olarak analizlenmiĢtir. 

Kalitatif HPLC analiz sonuçlarına göre, ticari olarak sağlanan her bir enzimin, zeytin 

karasuyunda tanımlanmıĢ olan fenolik bileĢenlerden hangilerini substrat olarak kullandığı 

belirlenmiĢtir. Örnek kromatogramlar ġekil 4.9-4.12‟de verilmiĢtir.  

 

 

 

 

ġekil 4.9. Ticari tirozinaz enzimi ile iĢlem gören % 100 ZK1 için t=0. st ve t=24. st anlarına ait 

HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 

rpm) 

 

 

        t=0. st 

        t=24. st 

hidroksitirozol 

tirozol 

kateĢol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 
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ġekil 4.10. Ticari lakkaz (katı ve sıvı) enzimleri ile iĢlem gören % 100 ZK1 için t=0. st ve 

t=24. st anlarına ait HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (5.3 mg katı lakkaz ya da 3 

mL sıvı lakkaz / 20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm)  

 

 

 

 

 

ġekil 4.11. Ticari mangan peroksidaz enzimi ile iĢlem gören % 100 ZK1 için t=0. st ve t=24. st 

anlarına ait HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (0.2 mg mangan peroksidaz / 20 mL 

ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm)  

 

 

 

        t=0. st 

        t=24. st (katı lakkaz) 

        t=24. st (sıvı lakkaz) 
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ġekil 4.12. Ticari tannaz enzimi ile iĢlem gören % 100 ZK1 için t=0. st ve t=24. st anlarına ait 

HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (8.6 mg tannaz / 20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 

rpm) 

 

 

 

ġekil 4.9-4.12‟de verilen kromatogramlardan elde edilen nitel sonuçlar, Çizelge 4.2‟de 

verilmiĢtir. Buna göre; hidroksitirozol, tirozol, kateĢol ve 4-metilkateĢolün tirozinaz ile lakkaz 

enzimleri (katı ve sıvı) tarafından, hidroksitirozolün aynı zamanda mangan peroksidaz enzimi 

tarafından ve vanilik asitin ise yalnızca lakkaz enzimleri (katı ve sıvı) tarafından kullanılmıĢ 

olduğu belirlenmiĢtir. 

 

 

Çizelge 4.2. Ticari olarak elde edilen fenol parçalayıcı enzimlerin zeytin karasuyunda (ZK1) 

bulunan fenolik bileĢenleri substrat olarak kullanımı (0.3 mg tirozinaz, 5.3 mg katı lakkaz, 3 

mL sıvı lakkaz, 0.2 mg mangan peroksidaz ya da 8.6 mg tannaz / 20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 

rpm) 

 

 

Fenolik  

Bileşen 

Tirozinaz Lakkaz 

(katı) 

Lakkaz 

(sıvı) 

Mangan 

peroksidaz 

Tannaz 

Hidroksitirozol + + + + - 

Tirozol + + + - - 

KateĢol + + + - - 

Vanilik asit - + + - - 

4-MetilkateĢol  + + + - - 

 

        t=0. st 

        t=24. st 

hidroksitirozol 
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kateĢol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 
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Tirozinaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerden hidroksitirozol ve 

tirozole etki ettiği belirlendikten sonra, literatürde yer alan bilgiler doğrultusunda (Bölüm 

2.4.2), ortama farklı deriĢimlerde askorbik asit eklenerek hidroksitirozol birikimi 

amaçlanmıĢtır. 

 

 

2, 5 ve 10 mM (35, 88 ve 176 mg/L) askorbik asit içeren zeytin karasuyu ortamları, ticari 

tirozinaz enzimi ile Bölüm 3.2.1‟de verilen koĢullarda ayrı ayrı 24 st muamele edilerek, t=0, 

0.5, 1, 3, 5 ve 24. st anlarında alınan örnekler HPLC ile analizlenmiĢtir. Kantitatif HPLC 

analizi sonucu, askorbik asit deriĢiminin hidroksitirozol birikimi üzerine etkisi belirlenmiĢtir. 

Her bir ortama ait örnek kromatogramlar ġekil 4.13-4.15‟te verilmiĢtir.  

 

 

 

 

ġekil 4.13. 2 mM askorbik asit varlığında ticari tirozinaz ile iĢlem gören % 100 ZK1 için t=0. 

st ve t=24. st anlarına ait HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (0.3 mg tirozinaz / 20 

mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

        t=0. st 

        t=24. st hidroksitirozol 

tirozol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 
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ġekil 4.14. 5 mM askorbik asit varlığında ticari tirozinaz ile iĢlem gören % 100 ZK1 için t=0. 

st ve t=24. st anlarına ait HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (0.3 mg tirozinaz / 20 

mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

 

 

ġekil 4.15. 10 mM askorbik asit varlığında ticari tirozinaz ile iĢlem gören % 100 ZK1 için t=0. 

st ve t=24. st anlarına ait HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (0.3 mg tirozinaz / 20 

mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

24 st süresince farklı zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen 

kromatogramlardan 2, 5 ve 10 mM askorbik asit içeren ve ticari tirozinaz ile muamele edilen 

% 100 ZK1 ortamlarında bulunan fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak Çizelge 4.3-4.5‟te 

verilmiĢtir.  
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        t=24. st 
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vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 

iç standart 



56 

 

Çizelge 4.3. 2 mM askorbik asit içeren  % 100 ZK1 ortamının tirozinaz ile muamelesi sonucu 

zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1, 

T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L)  

2 mM askorbik asit 

 

 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 11.5 

Vanilik asit 9.1 7.4 7.5 7.4 7.1 7.5 

4-MetilkateĢol  10.9 3.3 3.6 3.5 2.5 2.6 

 

 

Çizelge 4.4. 5 mM askorbik asit içeren  % 100 ZK1 ortamının tirozinaz ile muamelesi sonucu 

zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1, 

T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L)  

5 mM askorbik asit 

 

 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-MetilkateĢol  6.0 0.9 0.9 0.9 0.8 0.8 
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Çizelge 4.5. 10 mM askorbik asit içeren  % 100 ZK1 ortamının tirozinaz ile muamelesi sonucu 

zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (0.3 mg tirozinaz / 20 mL ZK1, 

T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L)  

10 mM askorbik asit 

 

 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 31.4 13.4 8.5 6.7 10.8 7.8 

Vanilik asit 4.9 5.8 5.1 4.7 5.0 4.8 

4-MetilkateĢol  5.9 0 0 0 0 0 

 

 

Hidroksitirozol birikiminde önemli rol oynayan, 2, 5 ve 10 mM askorbik asit varlığında  % 

100 ZK1‟de bulunan tirozol ve hidroksitirozolün deriĢimlerinin zamanla değiĢimi ġekil 4.16 

ve 4.17‟de verilmiĢtir. Buna göre, her üç askorbik asit deriĢiminde de azalan tirozol deriĢimi 

ile birlikte hidroksitirozol deriĢimi artmaktadır. Ancak, zaman ilerledikçe ortamda biriken 

hidroksitirozolün ileri tepkimeler ile parçalandığı gözlenmiĢtir. Bu artıĢ ve azalıĢ, tirozinaz 

enziminin difenolaz aktivitesi ile tirozolden hidroksitirozol oluĢum mekanizması (Bölüm 

2.4.2) ile örtüĢmektedir. 
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ġekil 4.16. 2, 5, ve 10 mM askorbik asit varlığında % 100 ZK1 ortamının tirozinaz enzimi ile 

muamelesi sırasında zeytin karasuyunda bulunan tirozol miktarının bağıl değiĢimi (0.3 mg 

tirozinaz / 20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

 

 

 

ġekil 4.17. 2, 5, ve 10 mM askorbik asit varlığında % 100 ZK1 ortamının tirozinaz enzimi ile 

muamelesi sırasında zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozol miktarının bağıl değiĢimi (0.3 

mg tirozinaz / 20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm) 
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Elde edilen sonuçlara göre, 2 mM askorbik asitin çalıĢılan koĢullarda ortamda hidroksitirozol 

birikimini sağlamaya yeterli değildir. Ancak askorbik asit deriĢimi 5 ve 10 mM‟a 

arttırıldığında, ortamda hidroksitirozol birikiminin artan askorbik asit deriĢimi ile birlikte 

arttığı görülmüĢtür. 

 

 

Ticari enzimlerle yapılan denemeler için, kontrol grubu oluĢturularak içerisinde enzim 

bulunmayan zeytin karasuyu ortamı, enzim içeren ortamlarla aynı koĢullarda inkübe edilerek 

farklı zamanlarda alınan örnekler kantitatif olarak HPLC ile analizlenmiĢtir. Kontrol grubuna 

ait kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogram, ġekil 4.18‟de verilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 4.18. Enzimsiz ortamda inkübe edilen % 100 ZK1 için t=0. st ve t=24. st anlarına ait 

HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

ġekil 4.18‟de verilen, iĢlem görmemiĢ zeytin karasuyunun inkübasyonunun t=0. st ve t= 24. st 

anlarına ait kromatogramlarda, enzim bulunmayan ortamda zeytin karasuyunun hava ile 

oksidasyonu sonucu, fenolik maddelerin deriĢimlerinde değiĢiklik meydana gelip gelmediği 

incelenmiĢtir. Kantitatif HPLC sonucu elde edilen değerler Çizelge 4.6‟da verilmiĢtir. 
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        t=24. st 
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Çizelge 4.6. % 100 ZK1 ortamının (kontrol) enzimsiz ortamda inkübasyonu süresince 

içerisinde bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (20 mL ZK1, T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L)  

% 100 ZK1 (kontrol) 

 

 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 5.4 

Tirozol 39.8 35.9 33.1 34.9 34.7 38.7 

Vanilik asit 6.5 6.5 5.3 5.5 5.5 6.0 

4-MetilkateĢol  7.7 7.7 6.4 6.7 6.8 7.7 

 

 

Çizelge 4.6‟da verilen sonuçlara göre, hidroksitirozol, tirozol ve vanilik asit enzimsiz ortamda 

24 st sonunda hava ile belli miktarlarda okside olmuĢlardır. Bu değer, hidroksitirozol için % 

10, tirozol için % 2.8 ve vanilik asit için % 7.7‟dir.  

 

 

Ticari enzimlerle yapılan denemeler sonucunda, fenol parçalayıcı enzimlerden tirozinaz 

enziminin, zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin büyük çoğunluğunu etkin bir 

Ģekilde substrat olarak kullandığı görülmüĢtür. ÇalıĢılan koĢullarda ortamda hidroksitirozol 

birikimini sağlamak üzere, ortama 10 mM askorbik asit eklenmesi ile 1 st inkübasyon sonrası 

9 kat hidroksitirozol birikimi sağlanmıĢtır.  

 

 

4.4. Debaryomyces hansenii ile Zeytin Karasuyu Biyoarıtımı 

 

 

Debaryomyces hansenii ile zeytin karasuyu içeren iki farklı ortamda, biyoarıtım süresince 

meydana gelen enzimatik değiĢimleri görmek amacıyla, iki farklı biyoarıtım yapılmıĢtır. Her 

iki ortam da % 25 ZK1, 5 g/L (NH4)2SO4 ve 1 g/L maya özütü içeriğine sahip olacak Ģekilde 

hazırlanmıĢtır.  
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Birinci ortamın (Ortam 1) 89 st süre ile D. hansenii tarafından biyoarıtımı sağlanmıĢ, farklı 

zamanlarda alınan örnekler ile bu süre zarfında meydana gelen pH değiĢimi, tirozinaz 

monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz, mangan peroksidaz ve tannaz enzim aktiviteleri 

değiĢimi, toplam fenol deriĢimi değiĢimi ile toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi 

incelenmiĢtir. ġekil 4.19‟da, biyoarıtım ortamının zamanla pH değiĢimi görülmektedir. 

ÇalıĢmada, pH değiĢimi hücre çoğalmasına ve toplam fenol giderimine karĢılık gelmektedir. 

Bu nedenle pH değiĢimine ait grafiklerden, mikroorganizmanın büyüme evrelerine ait çıkarım 

yapılabilir. ġekil 4.19‟a göre, ilk 14 st örnek alınmadığı için D. hansenii‟nin uyum fazının 

belirlenemediği, ancak t=39. st‟te logaritmik fazı tamamlayarak durağan faza girdiği 

söylenebilir. 

 

 

 

 

ġekil 4.19. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (Ortam 1) zamanla pH 

değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

  

 

Ortam 1‟e ait toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile D. 

hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.7‟de verilmiĢtir. Biyoarıtım süresince, 

toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi zamanla azalmaktadır. 89 st biyoarıtım 

sonunda toplam fenol giderimi % 34 iken, zeytin karasuyunun toplam antioksidan 

aktivitesinde % 65 azalma belirlenmiĢtir. Çizelge 4.7‟de verilen tirozinaz difenolaz enzim 
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aktivitesinin dıĢında, tirozinaz monofenolaz, lakkaz, mangan peroksidaz ve tannaz enzim 

aktivitelerinin de zamanla değiĢimi incelenmiĢ; ancak bu enzimlere ait aktiviteler 

gözlenmemiĢtir. Aktivitesi gözlenen tek enzim olan tirozinaz difenolaz enziminin aktivitesinin 

ise zamanla azaldığı görülmüĢtür. 

 

 

Çizelge 4.7. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (Ortam 1) toplam fenol 

deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen D. 

hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

 Zaman 

(st) 

Toplam fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi 

(% in.) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(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 sonuçlarından, D. hansenii‟nin % 25 ZK1 ortamındaki davranıĢı 

belirlenmiĢtir. Ortam 2, Ortam 1 ile özdeĢ olarak hazırlanmıĢ; ancak bu kez 38 st süren 

biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örneklerde pH değiĢimi, tirozinaz monofenolaz, 

tirozinaz difenolaz, lakkaz ve tannaz enzim aktiviteleri değiĢimi, toplam fenol deriĢimi 

değiĢimi ile toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi yanında kantitatif HPLC analizi ile zeytin 

karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin deriĢimlerinin de değiĢimi incelenmiĢtir. ġekil 
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4.20‟de, biyoarıtım ortamının zamanla pH değiĢimi görülmektedir. ġekil 4.20‟ye göre, Ortam 

2‟nin biyoarıtımı, logaritmik fazın sonlarında sonlandırılmıĢtır. 

 

 

ġekil 4.20. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (Ortam 2) zamanla pH 

değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Ġkinci ortama (Ortam 2) ait toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile 

D. hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.8‟de verilmiĢtir. Biyoarıtım 

süresince, toplam fenol deriĢimi ile toplam antioksidan aktivitesi zamanla azalmaktadır. 38 st 

biyoarıtım sonunda toplam fenol gideriminde ve toplam antioksidan aktivitesinde % 39 

azalma belirlenmiĢtir. Çizelge 4.8‟de verilen enzim aktivitelerinin dıĢında, tirozinaz 

monofenolaz ve lakkaz enzim aktivitelerinin de zamanla değiĢimi incelenmiĢ, ancak bu 

enzimlerin aktivitesi gözlenmemiĢtir. Ölçülen enzim aktivitelerinin değiĢiminin çok düzenli 

olmadığı görülmektedir. Literatürde D. hansenii‟de tanımlanmıĢ olan tannaz enziminin 

aktivitesi (http://www.uniprot.org/uniprot /Q6BXU9 #section_name., 2009), düĢük de olsa bu 

kez gözlenebilmiĢtir. 
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Çizelge 4.8. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (Ortam 2) toplam fenol 

deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen D. 

hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Zaman 

(st) 

Toplam fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(% in.) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tannaz 

aktivitesi 

(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 

t=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 bileĢenlerin değiĢimi, 

biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC analizi ile 

izlenmiĢtir. ġekil 4.21‟de, biyoarıtımın baĢlangıç ve son anlarına ait kromatogramların 

karĢılaĢtırılması verilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 4.21. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (Ortam 2) t=0. st ve t=38. 

st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 
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Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4. 9‟da verilmiĢtir. Bu 

sonuçlara göre D. hansenii, zeytin karasuyunda bulunan fenolik sadece hidroksitirozolü 

kullanmıĢtır. Ayrıca, ilk olarak t=23. st‟e ait kromatogramda görülen, kalma süresi yaklaĢık 

olarak 48. dk‟ya karĢılık gelen ve mevcut olan ticari özellikteki fenolik bileĢenlerin kalma 

süreleri ile yakınlık göstermediğinden bilinmeyen yeni bir pik de gözlenmektedir. 

 

 

Çizelge 4.9. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamında (Ortam 2) bulunan 

fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

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

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 

KateĢol 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-MetilkateĢol  1.9 2.7 2.0 2.7 1.9 1.6 

 

 

D. hansenii ile % 25 ZK1 ortamlarında yapılan biyoarıtımlar sonucunda, D. hansenii‟nin 

zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerden hidroksitirozolü tirozinaz difenolaz 

enziminin substratı olarak kullandığı görülmüĢtür. Tannaz enziminin etki ettiği substrat ve 

oluĢturduğu ürün yapılan HPLC analizleri ile takip edilememiĢtir. 

 

 

4.5. Debaryomyces hansenii ile Zeytin Karasuyu Biyoarıtımı Sırasında Ortama Askorbik 

Asit İlavesi ile Hidroksitirozol Birikimi 

 

 

% 25 ZK1 ortamlarında, D. hansenii‟ye ait tirozinaz difenolaz aktivitesi görülmesi ve 

kantitatif HPLC sonuçları, ortamda bulunan hidroksitirozolün tüketildiğini göstermektedir. 

Hidroksitirozol, biyoarıtım ortamında tirozinaz difenolaz enzim aktivitesi ile ilgili kinona 
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dönüĢmektedir. ÇalıĢmanın bu bölümünde, ortama askorbik asit ilave edilerek, oluĢan 

kinondan hidroksitirozol oluĢumunun sağlanması amaçlanmıĢtır (Bölüm 2.4.2). Bu 

doğrultuda, Bölüm 4.4‟te içeriği verilen ortamlardan farklı olarak % 25 ZK1 içeren ortama, 

ortamdaki deriĢimi 50 ve 350 mg/L olacak Ģekilde askorbik asit eklenerek D. hansenii ile 

biyoarıtımlar gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca, 50 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamı ile eĢ 

zamanlı olarak askorbik asit içermeyen % 25 ZK1 ortamının da biyoarıtımı sağlanarak, 

kontrol grubu oluĢturulmuĢtur. 

 

 

Ġlk olarak, 50 mg/L askorbik asit deriĢimi varlığında % 25 ZK1 ortamının D. hansenii ile 38 st 

süresince biyoarıtımı gerçekleĢtirilmiĢtir. Mikroorganizma logaritmik artıĢ fazını büyük 

ölçüde ilk 23 st‟te tamamladığı için, pH değiĢimi dıĢındaki değiĢimler 23 st süresince 

izlenmiĢtir. ġekil 4.22‟de, 50 mg/L askorbik asit varlığında % 25 ZK1 ortamının pH değiĢimi 

yer almaktadır. 

 

 

 

 

ġekil 4.22. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın zamanla pH değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 
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50 mg/L askorbik asit içeren  % 25 ZK1 ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam 

antioksidan aktivitesi değiĢimi ile D. hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 

4.10‟da verilmiĢtir. 23 st sonunda ortamda toplam fenol deriĢimi % 33 ve toplam antioksidan 

aktivitesi % 16 azalmıĢtır. Çizelge 4.10‟da verilen enzim aktivitelerinin dıĢında, lakkaz enzim 

aktivitesinin de zamanla değiĢimi incelenmiĢ, ancak bu enzimin aktivitesi gözlenmemiĢtir. Bu 

ortamda düĢük de olsa tirozinaz monofenolaz aktivitesi gözlenmiĢtir. Tirozinaz difenolaz 

aktivitesi zamanla düzenli bir değiĢim göstermemekle birlikte, genelde azalma göstermektedir. 

 

 

Çizelge 4.10. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım 

süresince görülen D. hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(% in.) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tannaz 

aktivitesi 

(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 içeren % 25 ZK1 ortamında meydana gelen fenolik bileĢenlerin 

değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC analizi ile 

izlenmiĢtir. ġekil 4.23‟te, biyoarıtımın t=0. st ve t= 23. st anlarına ait kromatogramların 

karĢılaĢtırılması verilmiĢtir. 
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ġekil 4.23. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın t=0. st ve t=23. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 

rpm) 

 

 

Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4. 11‟de verilmiĢtir. 

Buna göre, ortamda sadece hidroksitirozolün kullanıldığı görülmüĢtür.  

 

 

Çizelge 4.11. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Fenolik bileşen (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-MetilkateĢol  1.5 1.7 1.7 1.5 

 

 

50 mg/L askorbik asit varlığında yapılan biyoarıtımla eĢ zamanlı olarak, askorbik asit 

içermeyen % 25 ZK1 ortamının (kontrol) 38 st süre ile biyoarıtımı yapılmıĢ, bu ortama ait 

zamanla pH değiĢimi ġekil 4.24‟te verilmiĢtir. 50 mg/L askorbik asit içeren ortamın pH 

değiĢimi ile karĢılaĢtırıldığında, askorbik asitin pH artıĢını yavaĢlattığı görülmüĢtür. 

        t=0. st 

        t=23. st 

hidroksitirozol 

tirozol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 
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ġekil 4.24. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (kontrol) zamanla pH 

değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Kontrol ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile D. 

hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.12‟de verilmiĢtir. 38 st sonunda % 23 

fenol giderimi sağlanırken toplam antioksidan aktivitesi % 24 azalmıĢtır. Çizelge 4.12‟de 

verilen enzim aktivitelerinin dıĢında, lakkaz enzim aktivitesinin de zamanla değiĢimi 

incelenmiĢ, ancak bu enzimin aktivitesi gözlenmemiĢtir. Enzim aktivitelerinin zamanla 

değiĢimine bakıldığında, genel olarak zamanla azaldıkları görülmektedir. 

 

 

50 mg/L askorbik asit içeren ortamın 23. st‟ine ait toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan 

aktivitesi sonuçları (Çizelge 4.10) ile kontrol ortamının 23. st‟ine ait toplam fenol deriĢimi ve 

toplam antioksidan aktivitesi sonuçları (Çizelge 4.12) karĢılaĢtırıldığında, askorbik asit içeren 

ortamda toplam fenol giderimi ve toplam antioksidan aktivite azalmasının daha fazla olduğu 

görülmektedir. 
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Çizelge 4.12. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (kontrol) toplam fenol 

deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen D. 

hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(% in.) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tannaz 

aktivitesi 

(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 ortamında meydana gelen fenolik bileĢenlerin değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı 

zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmiĢtir. ġekil 4.25‟te, 

biyoarıtımın t=0. st ve t= 38. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması yer almaktadır.  

 

 

 

 

ġekil 4.25. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının (kontrol) t=0. st ve t=38. 

st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

hidroksitirozol 

tirozol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 

        t=0. st 

        t=38. st 
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Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4. 13‟te verilmiĢtir. 50 

mg/L askorbik asit varlığında gerçekleĢtirilen biyoarıtım sonrası ortamda bulunan 

hidroksitirozol miktarı ile kontrol ortamında gerçekleĢtirilen biyoarıtım sonrası ortamda 

bulunan hidroksitirozol miktarı birbiri ile özdeĢtir (Çizelge 4.11 ve 4.13). Biyoarıtım süresince 

sadece hidroksitirozol kullanılmıĢ, diğer fenolik bileĢenler parçalanamamıĢtır. Sonuç olarak, 

% 25 ZK1 ortamının D. hansenii ile biyoarıtımı sırasında ortamda 50 mg/L askorbik asit 

bulunmasının, ortamda hidroksitirozol birikimini sağlayamadığı sonucuna ulaĢılmıĢtır.  

 

 

Çizelge 4.13. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamında (kontrol) bulunan 

fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

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

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-MetilkateĢol  1.2 1.7 1.6 1.6 1.6 1.6 

 

 

Son olarak, 350 mg/L askorbik asit içeren % 25 ZK1 ortamının, farklı zamanlarda alınan 

örnekler ile 38 st biyoarıtımı incelenmiĢtir. ġekil 4.26‟da, 350 mg/L askorbik asit içeren 

biyoarıtım ortamının zamanla pH değiĢimi görülmektedir. 
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ġekil 4.26. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın zamanla pH değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

350 mg/L askorbik asit içeren  % 25 ZK1 ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam 

antioksidan aktivitesi değiĢimi ile D. hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 

4.14‟te verilmiĢtir. Çizelge 4.14‟te verilen enzim aktivitelerinin dıĢında, tirozinaz 

monofenolaz enzim aktivitesinin de zamanla değiĢimi incelenmiĢ, ancak bu enzimin aktivitesi 

görülmemiĢtir. 38 st sonunda % 25 toplam fenol giderimi sağlanırken toplam antioksidan 

aktivitesi % 40 azalmıĢtır. Biyoarıtım süresince toplam fenol deriĢiminin, askorbik asit 

içermeyen Ortam 1 ve Ortam 2‟de meydana gelen değiĢime göre daha az olduğu, toplam 

antioksidan aktivitesi değiĢiminin ise benzer olduğu sonucuna ulaĢılmıĢtır. Enzim aktiviteleri 

incelendiğinde ise, tirozinaz difenolaz aktivitesinin zamanla azaldığı, tannaz enziminin ise 

logaritmik fazın sonlarına doğru aktivite gösterdiği görülmektedir. 
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Çizelge 4.14. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım 

süresince görülen D. hansenii‟ye ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Zaman 

(st) 

Toplam fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(% in.) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tannaz 

aktivitesi 

(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 içeren % 25 ZK1 ortamında meydana gelen fenolik bileĢenlerin 

değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC analizi ile 

izlenmiĢtir. ġekil 4.27‟de, biyoarıtımın baĢlangıç ve son anlarına ait kromatogramların 

karĢılaĢtırılması verilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 4.27. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın t=0. st ve t=38. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 

rpm) 

        t=0. st 

        t=38. st 

hidroksitirozol 

tirozol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 

kateĢol bilinmeyen 

pik 
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Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4. 15‟te verilmiĢtir. D. 

hansenii, zeytin karasuyunda bulanan fenolik bileĢenlerden sadece hidroksitirozolü 

kullanmıĢtır. Hidroksitirozol miktarı, askorbik asit içermeyen ikinci ortamda bulunan 

miktardan (Çizelge 4. 9)  daha az olmasına karĢın (Çizelge 4.11 ve Çizelge 4.15), askorbik asit 

varlığında ortamdaki hidroksitirozol tamamen tüketilmemiĢtir. Buna göre, ortama eklenen 

askorbik asitin az da olsa hidroksitirozol birikimine etki ettiği söylenebilir.  

 

 

350 mg/L varlığında yapılan biyoarıtıma ait sonuçları (Çizelge 4.15), 50 mg/L varlığında 

gerçekleĢtirilen biyoarıtımın sonuçları (Çizelge 4.11) ve askorbik asit içermeyen kontrol 

ortamına ait sonuçlar (Çizelge 4.13) ile karĢılaĢtırıldığında, biyoarıtım süresince yaklaĢık 

olarak aynı oranda hidroksitirozol tüketildiği görülmüĢtür. Ayrıca, ġekil 4.27‟de görüldüğü 

gibi kalma süresi yaklaĢık olarak 48. dk‟ya karĢılık gelen, ilk olarak 38. st‟e ait 

kromatogramda görülen ve mevcut olan ticari özellikteki fenolik bileĢenlerin kalma süreleri ile 

yakınlık göstermediğinden tanımlanamayan yeni bir pik gözlenmektedir. 

 

 

Çizelge 4.15. D. hansenii ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1+350 mg/L askorbik asit içeren 

ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

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

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 

KateĢol 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-MetilkateĢol  1.6 1.5 1.4 1.6 1.5 1.7 

 

 

ÇalıĢmanın bu bölümünde, biyoarıtım ortamlarına farklı deriĢimlerde askorbik asit eklenerek, 

ortamda bulunan hidroksitirozolün deriĢiminin azalmaması amaçlanmıĢtır. ġekil 4.28‟de, 50 

ve 350 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamları ile % 25 ZK2 ortamında (kontrol) 
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zamanla hidroksitirozol deriĢiminde meydana gelen bağıl değiĢim yer almaktadır. % 25 ZK2 

(kontrol) ortamı askorbik asit içermemesine karĢın hidroksitirozol deriĢimi 14. st‟e kadar 

artmıĢtır, bunun nedeni D. hansenii‟nin tirozinaz monofenolaz aktivitesi ile tirozolden 

hidroksitirozol oluĢumunu katalizlemesi ya da oleuropeinin parçalanması ile oluĢan 

hidroksitirozol olabilir. Zeytin karasuyu ortamı kompleks bir ortam olduğundan, enzim 

mekanizmalarını ortaya koyabilmek oldukça zordur, çünkü zeytin karasuyu fenol parçalayıcı 

enzimlere substrat olabilecek geniĢ bir aralıkta fenolik bileĢen içermektedir. Askorbik asit 

varlığında ticari formdaki tirozinaz enzimi ile muamele edilen zeytin karasuyu ortamlarında 

ise ortama eklenen enzim saf olduğu için aktivitesi oldukça yüksektir ve etki mekanizması 

oldukça net olarak görülmektedir (ġekil 4.15 ve 4.16). ġekil 4.28‟e bakıldığında, 350 mg/L 

askorbik asit içeren biyoarıtım ortamında zamanla hidroksitirozolün azalması, 50 mg/L 

askorbik asit içeren biyoarıtım ortamına göre daha yavaĢtır. Ancak biyoarıtım ortamlarına 

askorbik asit ilavesi ile beklenildiği gibi ortamda hidroksitirozol birikimi sağlanamamıĢ, 

yalnızca hidroksitirozolün daha yavaĢ tüketilmesi baĢarılabilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 4.28. % 25 ZK1 ortamı (kontrol) ile 50 ve 350 mg/L askorbik asit varlığında % 25 ZK1 

ortamının D. hansenii ile biyoarıtımı sırasında zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozol 

miktarının bağıl değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 
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ÇalıĢma süresince zeytin karasuyu +4
o
C‟de muhafaza edilmiĢtir. Ancak saklama sırasında 

içerisinde bulunan fenolik bileĢenlerin deriĢimin azaldığı, örneklerin t=0. st‟ine ait kantitatif 

HPLC analizi sonuçları karĢılaĢtırıldığında görülmüĢtür (Çizelge 4.9 ve Çizelge 4.11). Ayrıca, 

baĢlangıçta ZK1‟in yapısında bulunan kateĢol (ġekil 4.21), sonraki analizlerde (ġekil 4.23 ve 

ġekil 4.25) saklama süresince muhtemelen hava ile okside olduğu için görülmemiĢtir. Bu 

nedenle ileri deneylerde yapısı değiĢmeden kullanılmak üzere zeytin karasuyu, küçük 

hacimlere bölünerek -30
o
C‟de saklanmıĢ, deneyde kullanılacak miktarı oda sıcaklığına 

getirilerek kullanılmıĢtır. 

 

 

4.6. Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu Biyoarıtımı 

 

 

Rhodotorula glutinis ile 2 g/L (NH4)2SO4, 1 g/L maya özütü ile % 5, 20, 25 ve 50 zeytin 

karasuyu (ZK1) içeren dört farklı ortamda dört farklı biyoarıtım gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

 

Ġlk olarak % 5 ZK1 içeren ortamda 48 st süresince pH değiĢimi ile lakkaz, mangan peroksidaz 

ve tannaz enzim aktivitelerinin değiĢimi izlenmiĢtir. ġekil 4.29‟da, % 5 ZK1 ortamının 48 st 

süresince pH değiĢimi görülmektedir. ġekil 4.29‟a göre, ilk 20 st uyum fazında olan R. 

glutinis, 38. st sonunda logaritmik artıĢ fazını tamamlayarak durağan faza girmiĢtir. 
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ġekil 4.29. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 5 ZK1 ortamının zamanla pH değiĢimi 

(T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Farklı zamanlarda alınan örneklerde lakkaz (t=24, 38 ve 48. st), mangan peroksidaz (t=38 ve 

48. st) ve tannaz (t=38 ve 48. st) enzim aktivitelerine bakılmıĢ, ancak hiçbir enzim aktivitesi 

gözlenmemiĢtir. Bunun nedeninin, % 5 ZK1 ortamının zeytin karasuyu deriĢimi düĢük olduğu 

için R. glutinis tarafından kullanılacak fenolik bileĢenlerin de deriĢimi düĢük olmasından 

dolayı enzimlerin indüklenememesi olduğu düĢünülmüĢtür.  

 

 

Ġkinci olarak, % 5 ZK1 deriĢimi % 20‟ye arttırılıp diğer koĢullar aynı olacak Ģekilde R. glutinis 

ile 46 st süreli bir biyoarıtım gerçekleĢtirilmiĢtir. Biyoarıtım süresince pH, enzim aktiviteleri, 

toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimleri incelenmiĢtir. ġekil 4.30‟da 

% 20 ZK1 ortamının biyoarıtım süresince pH değiĢimi görülmektedir. ġekil 4.30‟da, ilk 20 st 

örnek alınmadığı için mikroorganizmanın uyum fazı ve logaritmik çoğalma fazına girdiği 

zaman dilimi görülmemekte; ancak 26. st sonunda logaritmik fazı tamamlayarak durağan faza 

girdiği görülmektedir. 
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ġekil 4.30. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 20 ZK1 ortamının zamanla pH değiĢimi 

(T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

% 20 ZK1 ortamının biyoarıtımda 47 st süresince meydana gelen toplam fenol deriĢimi ile 

toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi Çizelge 4.16‟da verilmiĢtir. 47 st sonunda % 61 toplam 

fenol giderimi sağlanırken toplam antioksidan aktivitesi % 65 azalmıĢtır. Çizelge 4.16‟ya göre, 

logaritmik çoğalma fazında toplam fenol tüketiminin büyük bir kısmı tamamlanarak ortamın 

toplam antioksidan aktivitesi de büyük ölçüde düĢmüĢ, logaritmik fazın sonlarında ve 

sonrasında toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi fazla değiĢmemiĢtir. Farklı 

zamanlarda (t= 20, 23, 26 ve 47. st) alınan örneklerde lakkaz, tirozinaz monofenolaz, mangan 

peroksidaz ve tannaz enzim aktiviteleri ölçülmüĢtür. t=23. st anına ait örnekte 76 U/mL 

aktiviteye sahip tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi ile 0.1 U/mL aktiviteye sahip tannaz 

enzim aktivitesi görülmüĢ; bunların dıĢında enzim aktivitesi gözlenmemiĢtir. 
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Çizelge 4.16. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 20 ZK1 ortamının biyoarıtım süresince 

toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam fenol derişimi 

(mg/L) 

Toplam antioksidan 

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 deriĢimi % 5‟ten % 20‟ye arttırıldığında, R. glutinis için ortamda bulunan 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi artmıĢ, dolayısı ile fenol parçalayıcı enzimlerin substrat bulması 

kolaylaĢmıĢ olduğundan % 20 ZK1 ortamında R. glutinis‟e ait fenol parçalayıcı enzim 

aktiviteleri gözlenmiĢtir.  

 

 

Zeytin karasuyu deriĢimi % 25‟e arttırılıp diğer koĢullar sabit tutularak üçüncü biyoarıtım 

ortamı hazırlanmıĢtır. R. glutinis ile 47 st süresince % 25 ZK1 ortamının biyoarıtımı 

gerçekleĢtirilmiĢ, biyoarıtım süresince pH, enzim aktiviteleri, toplam fenol deriĢimi ve toplam 

antioksidan aktivitesi değiĢimleri ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi 

incelenmiĢtir. ġekil 4.31‟de % 25 ZK1 ortamının biyoarıtım süresince pH değiĢimi 

görülmektedir. Buna göre, % 25 ZK1 ortamında R. glutinis 14 st sonunda uyum fazını 

tamamlayarak logaritmik artıĢ fazına girdiği, 23. st‟ten sonra ise durağan faza girdiği 

görülmektedir. 
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ġekil 4.31. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının zamanla pH değiĢimi 

(T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

% 25 ZK1 ortamının biyoarıtımda 47 st süresince meydana gelen toplam fenol deriĢimi, 

toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi 

Çizelge 4.17‟de yer almaktadır. 47 st sonunda % 61 toplam fenol giderimi sağlanırken toplam 

antioksidan aktivitesi % 60 azalmıĢtır. Çizelge 4.17‟de yer alan enzim aktivitelerinin dıĢında, 

lakkaz ve mangan peroksidaz enzim aktivitelerinin de zamanla değiĢimi incelenmiĢ, ancak bu 

enzimlerin aktivitesi görülmemiĢtir. % 25 ZK1 ortamında, R. glutinis‟e ait fenol parçalayıcı 

enzim aktivitelerinin genel olarak önce artma, sonrasında azalma eğiliminde oldukları 

görülmektedir. Çizelge 4.17‟de görülen enzim aktiviteleri, % 5 ZK1 ve % 20 ZK1 

ortamlarında görülen aktiviteler ile karĢılaĢtırıldığında, artan zeytin karasuyu deriĢimi ile fenol 

parçalayıcı enzim aktivitelerinin de arttığı görülmektedir. Ayrıca artan zeytin karasuyu 

deriĢimi ile substrat miktarının artması, diğer ortamlarda görülen aktivitelerden farklı olarak 

tannaz enzim aktivitesinin de görülmesini sağlamıĢtır. 
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Çizelge 4.17. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının toplam fenol deriĢimi ve 

toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen R. glutinis‟e ait enzim 

aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tannaz 

aktivitesi 

(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 ortamının R. glutinis ile biyoarıtımı sırasında zeytin karasuyunda bulunan fenolik 

bileĢenlerin değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC 

analizi ile izlenmiĢtir. ġekil 4.32‟de örnek olarak biyoarıtımın baĢlangıç ve son anlarına ait 

kromatogramların karĢılaĢtırılması verilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 4.32. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamının t=0. st ve t=47. st anlarına 

ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

        t=0. st 

        t=47. st 
hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol 
kateĢol 

iç standart 

bilinmeyen 

pik 
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Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak, elde edilen sonuçlar Çizelge 4.18‟de verilmiĢtir. Bu 

sonuçlara göre R. glutinis, zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerden tanımlı olanların 

tümünü kullanmıĢ, vanilik asit dıĢında ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin tümünü 

tüketmiĢtir. Ayrıca, ġekil 4.32‟de görüldüğü gibi kalma süresi yaklaĢık olarak 37. dk‟ya 

karĢılık gelen, ilk olarak 20 st‟e ait kromatogramda görülen ve mevcut olan ticari özellikteki 

fenolik bileĢenlerin kalma süreleri ile yakınlık göstermediğinden tanımlanamayan yeni bir pik 

gözlenmektedir.  

 

 

Çizelge 4.18. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK1 ortamında bulunan fenolik 

bileĢenlerin değiĢimi (30
o
C, 150 rpm) 

 

Fenolik 

bileşen 

(mg/L) 

t=0.  

st 

t=14. 

st 

t=17. 

st 

t=20. 

st 

t=23. 

st 

t=39. 

st 

t=44. 

st 

t=47. 

st 

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 

KateĢol 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-MetilkateĢol  1.4 0.4 0 0 0 0 0 0 

 

 

R. glutinis ile % 25 ZK1 ortamında yapılan biyoarıtım sonucunda, R. glutinis‟in zeytin 

karasuyunda bulunan fenolik bileĢenleri etkin bir Ģekilde kullandığı görülmüĢtür. R. glutinis 

logaritmik artıĢ fazını tamamlamadan, ortamda bulunan hidroksitirozol, tirozol, kateĢol ve 4-

metilkateĢolün tamamını tüketmiĢtir. 

 

 

Son olarak zeytin karasuyu deriĢimi % 50‟ye arttırılıp diğer koĢullar sabit tutularak dördüncü 

biyoarıtım ortamı hazırlanmıĢtır. R. glutinis ile 61 st süresince gerçekleĢtirilen biyoarıtım 

sırasında pH, enzim aktiviteleri, toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi 

değiĢimleri ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi farklı zamanlarda 
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alınan örnekler ile incelenmiĢtir. ġekil 4.33‟te biyoarıtım süresince meydana gelen pH 

değiĢimi görülmektedir. R. glutinis‟in % 50 ZK1 ortamına uyumu, ortamın zeytin karasuyu 

içeriği yüksek olduğu için uzun sürmüĢtür. Örnek alma süreleri, büyüme evresinin net olarak 

belirlenmesi için uygun olmadığından, sadece R. glutinis‟in 37-44. st zaman aralığında 

logaritmik artıĢ fazında olduğu söylenebilir. 

 

 

 

 

ġekil 4.33. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 ortamının zamanla pH değiĢimi 

(T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

% 50 ZK1 ortamının biyoarıtımda 61 st süresince meydana gelen toplam fenol deriĢimi, 

toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi 

Çizelge 4.19‟da verilmiĢtir. 61 st sonunda % 63 toplam fenol giderimi sağlanırken toplam 

antioksidan aktivitesi % 47 azalmıĢtır. Çizelge 4.19‟da verilen enzim aktivitelerinin dıĢında, 

lakkaz ve mangan peroksidaz enzim aktivitelerinin de zamanla değiĢimi incelenmiĢ, ancak bu 

enzimlerin aktivitesi gözlenmemiĢtir. % 50 ZK1 ortamında, R. glutinis‟e ait fenol parçalayıcı 

enzim aktiviteleri zamanla düzenli bir değiĢim göstermemekle birlikte, tirozinaz monofenolaz 

enzim aktivitesi ile tirozinaz difenolaz ve tannaz enzim aktiviteleri ilk belirlendikleri andan 

sonra zamanla azalma eğilimi göstermiĢlerdir. 
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Çizelge 4.19. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 ortamının toplam fenol deriĢimi ve 

toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen R. glutinis‟e ait enzim 

aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tannaz 

aktivitesi 

(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 ortamının R. glutinis ile biyoarıtımı sırasında zeytin karasuyunda bulunan fenolik 

bileĢenlerin değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC 

analizi ile izlenmiĢtir. ġekil 4.34‟te örnek olarak biyoarıtımın baĢlangıç ve son anlarına ait 

kromatogramların karĢılaĢtırılması verilmiĢtir. 

 

 

 

 

ġekil 4.34. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 ortamının t=0. st ve t=61. st anlarına 

ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

hidroksitirozol 

tirozol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 

kateĢol 

        t=0. st 

        t=61. st 
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Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak, elde edilen sonuçlar Çizelge 4.20‟de verilmiĢtir. Bu 

sonuçlara göre R. glutinis, zeytin karasuyunda bulanan fenolik bileĢenlerden tanımlı olanların 

tümünü kullanmıĢtır. Çizelge 4.20‟de verilen sonuçlar, % 25 ZK1 ortamında meydana gelen 

değiĢimler (Çizelge 4.18) ile karĢılaĢtırıldığında, ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin 

tüketiminin daha ileri saatlerde olduğu ve % 50 ZK1 ortamında % 25 ZK1 ortamından farklı 

olarak ortamdaki vanilik asitin de tüketildiği görülmektedir. 

 

 

Çizelge 4.20. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 ortamında bulunan fenolik 

bileĢenlerin değiĢimi (30
o
C, 150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=0. st t=37. st t=41. st t=44. st t=61. st 

Hidroksitirozol 17.1 58.1 10.4 0 0 

Tirozol 16.9 27.6 10.0 0 0 

KateĢol 2.8 0 0 0 0 

Vanilik asit 3.0 1.7 0 0 0 

4-MetilkateĢol  2.1 0 0 0 0 

 

 

R. glutinis ile % 50 ZK1 ortamında yapılan biyoarıtım sonucunda, yüksek zeytin karasuyu 

deriĢiminde R. glutinis‟in fenol parçalayıcı enzim aktivitelerinin de yüksek olduğu ve ortamda 

bulunan tüm fenolik bileĢenleri tükettiği görülmüĢtür. 

 

 

D. hansenii ve R. glutinis mayalarıyla yapılan biyoarıtımlar için, kontrol grubu oluĢturularak 

içerisinde mikroorganizma bulunmayan  % 25 ZK2 ve 5 g/L amonyum sülfat ile 1 g/L maya 

özütü içeren ortam, mikroorganizmalarla biyoarıtımı gerçekleĢtirilen ortamlarla aynı 

koĢullarda inkübe edilerek farklı zamanlarda alınan örneklere ait toplam fenol deriĢimi, toplam 

antioksidan aktivitesi ve kantitatif HPLC analizleri yapılmıĢtır. Kontrol grubuna ait toplam 

fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi tayini sonuçları Çizelge 4.21‟de verilmiĢtir. 

Buna göre, 75 st inkübasyon sonunda toplam fenol deriĢimi % 7.7 kadar azalırken, toplam 
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antioksidan aktivitesi değiĢmemiĢtir. Bu doğrultuda, zeytin karasuyunda bulunan fenolik 

bileĢenlerin hava ile teması sonucu fenolik bileĢenlerin az da olsa okside olarak toplam fenol 

deriĢimini azalttığı sonucuna varılmıĢtır.  

 

 

Çizelge 4.21. % 25 ZK2 içeren mikroorganizmasız ortam (Kontrol) için inkübasyonu 

süresince toplam fenol ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam fenol derişimi 

(mg/L) 

Toplam antioksidan 

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 ortamının inkübasyonu süresince zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin 

değiĢimi, farklı zamanlarda alınan örneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmiĢtir. ġekil 

4.35‟te örnek olarak inkübasyonun baĢlangıç ve son anlarına ait kromatogramların 

karĢılaĢtırılması verilmiĢtir. 
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ġekil 4.35. % 25 ZK2 içeren mikroorganizmasız ortam (Kontrol) için t=0. st ve t=75. st 

anlarına ait HPLC kromatogramlarının karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

HPLC kantitatif analizlarinden, mikroorganizma bulunmayan ortamda zeytin karasuyunun 

hava ile oksidasyonu sonucu fenolik maddelerin deriĢimlerinde değiĢiklik meydana gelip 

gelmediği hesaplanmıĢtır. Kantitatif HPLC sonucu elde edilen değerler Çizelge 4.22‟de 

verilmiĢtir. 

 

 

Çizelge 4.22. % 25 ZK2 içeren mikroorganizmasız ortamın (Kontrol) inkübasyonu süresince 

içerisinde bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=0. st t=21. st t=24. st t=27. st t=30. st t=45. st 

Hidroksitirozol 142.2 131.0 129.2 133.1 136.0 137.7 

Tirozol 17.9 15.2 14.6 15.5 16.0 17.3 

KateĢol 2.4 1.9 1.8 2.6 2.6 2.7 

Vanilik asit 5.8 5.4 5.3 5.4 5.3 5.5 

4-MetilkateĢol  1.9 1.8 1.7 1.6 1.6 1.7 

 

 

 

 

        t=0. st 
        t=75. st 

hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 

kateĢol 
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Çizelge 4.22. (devam) % 25 ZK2 içeren mikroorganizmasız ortamın (Kontrol) inkübasyonu 

süresince içerisinde bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=48. st t=51. st t=54. st t=57. st t=70. st t=75. st 

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 

KateĢol 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-MetilkateĢol  1.8 1.8 2.0 1.8 1.7 1.8 

 

 

Çizelge 4.22‟ye göre, hidroksitirozol, tirozol, vanilik asit ve 4-metilkateĢol mikroorganizma 

bulunmayan ortamda 75 st sonunda hava ile belli miktarlarda oksitlenmiĢlerdir. Bu değer, 

hidroksitirozol için % 7, tirozol için % 6, vanilik asit için % 3 ve 4-metilkateĢol için % 5‟tir. 

KateĢol ise 75 st inkübasyon sonunda % 8‟lik bir artıĢ göstermiĢtir. Bu artıĢın sebebi, bazı 

fenolik bileĢenlerin hava ile oksidasyonu sonucu kateĢole dönüĢmesi düĢünülmüĢtür. 

 

 

4.7. Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu Biyoarıtımı Sırasında Hidroksitirozol 

Birikimi 

 

 

4.7.1. Biyoarıtım ortamına askorbik asit ilavesi ile hidroksitirozol birikimi 

 

 

Bölüm 2.4.2‟de verilen bilgiler doğrultusunda, R. glutinis ile biyoarıtım sırasında ortamda 

değerli bir antioksidan olan hidroksitirozolün birikimini sağlayabilmek için, beĢ farklı 

deriĢimde askorbik asit (50, 100, 200, 400 ve 1000 mg/L), 5 g/L (NH4)2SO4 ve 1 g/L maya 

özütü içeren % 50 ZK1 ya da % 25 ZK2 ortamlarına eklenerek beĢ farklı biyoarıtım 

gerçekleĢtirilmiĢtir.  
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Ġlk olarak, 50 mg/L askorbik asit içeren % 50 ZK1 ortamının R. glutinis ile 91 st biyoarıtımı 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ayrıca askorbik asit içermeyen % 50 ZK1 ortamının, % 50 ZK1+ 50 mg/L 

askorbik asit ortamı ile eĢ zamanlı olarak R. glutinis ile 67 st biyoarıtımı sağlanarak kontrol 

grubu oluĢturulmuĢtur. ġekil 4.35‟te % 50 ZK1 ve % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamların R. glutinis ile biyoarıtımı sırasında meydana gelen pH değiĢimi görülmektedir. 

ġekil 4.36‟da, biyoarıtım ortamına askorbik asit eklenmesinin pH artıĢını yavaĢlattığı 

görülmektedir. 

 

 

 

 

ġekil 4.36. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 (Kontrol 1) ve % 50 ZK1+50 mg/L 

askorbik asit içeren ortamların zamanla pH değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

% 50 ZK1 ortamının (Kontrol 1) toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi 

değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.23‟te, % 50 ZK1+ 50 

mg/L askobik asit içeren ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi 

değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.24‟te verilmiĢtir. % 50 

ZK1 ortamında (Kontrol 1) 67 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 73 ve toplam 

antioksidan aktivitesinde  % 51 azalma görülmüĢtür. Buna karĢın % 50 ZK1+50 mg/L 

askorbik asit içeren ortamda 91 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 67 ve toplam 

antioksidan aktivitesinde % 59 azalma görülmüĢtür. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ve % 50ZK1+50 
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mg/L askorbik asit içeren ortamların toplam fenol deriĢiminde ve toplam antioksidan 

aktivitesinde meydana gelen azalmalar birbirine yakındır. Çizelge 4.23‟te verilen enzim 

aktivitelerinin dıĢında, tannaz enzim aktivitesinin de zamanla değiĢimi incelenmiĢ, ancak bu 

enzimin aktivitesi gözlenmemiĢtir. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ve % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit 

içeren biyoarıtım ortamlarında gözlenen R. glutinis‟e ait enzim aktiviteleri karĢılaĢtırıldığında, 

her iki ortamda da düĢük lakkaz aktivitesi ve tirozinaz monofenolaz aktivitesi görüldüğü, 

tirozinaz difenolaz aktivitesinin her iki ortamda da benzer değiĢim göstererek önce artıp sonra 

azalma eğiliminde olduğu söylenebilir. Ancak, biyoarıtım ortamına 50 mg/L askorbik asit 

eklenmesi enzimlerin aktivite değerlerinin büyüklüklerinde önemli bir değiĢim yapmamıĢtır. 

 

 

Çizelge 4.23. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 içeren ortamın (Kontrol 1) toplam 

fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen R. 

glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(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
-4

 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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Çizelge 4.24. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım 

süresince görülen R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman  

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tannaz 

aktivitesi  

(U/mL) 

t=0 92.14 88.59 - - - - 

t=37 75.36 72.30 1.1x10
-3

 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 içeren % 50 ZK1 ortamlarında meydana gelen 

fenolik bileĢenlerin değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan örneklerin 

kantitatif HPLC analizi ile izlenmiĢtir. ġekil 4.37 ve 4. 38‟de, biyoarıtımların baĢlangıç ve son 

anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması yer almaktadır.  

 

 

 

 

ġekil 4.37. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 ortamının (Kontrol 1) t=0. st ve t=67. 

st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

        t=0. st 

        t=67. st hidroksitirozol 

tirozol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 

bilinmeyen 

pik 



92 

 

 

 

ġekil 4.38. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın t=0. st ve t=91. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 

rpm)  

 

 

Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4.25 ve 4.26‟da 

verilmiĢtir. 50 mg/L askorbik asit içeren % 50 ZK1 ortamında hidroksitirozolün zamanla 

azalması, % 50 ZK1 ortamına göre (Kontrol 1) daha yavaĢtır; ancak sonuç olarak her iki 

ortamda da hidroksitirozol tamamen tüketildiğinden, ortama eklenen 50 mg/L askorbik asitin 

hidroksitirozol birikimine etki etmediği belirlenmiĢtir. Bunun yanında, ilk olarak t=37. st‟e ait 

kromatogramda görülen ve biyoarıtım sonuna kadar ortamda bulunan, kalma süresi yaklaĢık 

olarak 35. dk‟ya karĢılık gelen ve mevcut olan ticari özellikteki fenolik bileĢenlerin kalma 

süreleri ile yakınlık göstermediğinden tanımlanamayan yeni bir pik gözlenmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        t=0. st 

        t=91. st 
hidroksitirozol 

tirozol 
vanilik asit 

4-metilkateĢol 

iç standart 

bilinmeyen 

pik 
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Çizelge 4.25. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1 ortamında (Kontrol 1) bulunan 

fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=0. st t=37. st t=41. st t=44. St t=61. st t=67. st 

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-MetilkateĢol  3.0 0 0 0 0 0 

 

 

Çizelge 4.26. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren 

ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=0. st t=37. st t=41. st t=44. st t=61. st t=67. St t=91. st 

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-MetilkateĢol  2.5 0 0 0 0 0 0 

 

 

Biyoarıtım ortamına askorbik asit eklenmesi ile zamanla hidroksitriozol deriĢiminin 

değiĢmemesi ya da tirozinaz monofenolaz aktivitesi ve askorbik asit varlığına bağlı olarak 

hidroksitirozol deriĢiminde artıĢ beklenmektedir. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ile % 50 ZK1+50 

mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamlarında hidroksitirozol deriĢiminin zamanla bağıl 

olarak değiĢimi ġekil 4.39‟da verilmiĢtir. ġekil 4.39‟da, hidroksitirozol deriĢiminin her iki 

ortamda da zamanla azaldığı, ancak 50 mg/L askorbik asit içeren % 50 ZK1 ortamında 

azalmanın daha yavaĢ olduğu görülmektedir. Buna karĢın, ortama eklenen 50 mg/L askorbik 

asitin hidroksitirozol birikiminde yeterli olmadığından beklenen sonuç görülememiĢtir.  
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ġekil 4.39. % 50 ZK1 (Kontrol 1) ile % 50 ZK1+50 mg/L askorbik asit içeren ortamların R. 

glutinis ile biyoarıtımları sırasında zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozol miktarının 

bağıl değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

Ġkinci olarak, 50 mg/L askorbik asit deriĢimi 100 mg/L‟e arttırılıp diğer koĢullar aynı tutularak 

% 25 ZK2 ortamında R. glutinis ile 70 st biyoarıtım gerçekleĢtirilirken eĢ zamanlı olarak da 

askorbik asit içermeyen % 25 ZK2 ortamı hazırlanıp 70 st R. glutinis ile biyoarıtımı yapılarak 

kontrol grubu oluĢturulmuĢtur. ġekil 4.40‟ta % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve  % 25 ZK2+100 mg/L 

askorbik asit içeren ortamların R. glutinis ile biyoarıtımı sırasında meydana gelen pH değiĢimi 

görülmektedir.  ġekil 4.40‟a bakıldığında 100 mg/L askorbik asit varlığının pH değiĢimine etki 

etmediği görülmektedir. Her iki ortam için de R. glutinis‟in, 20-62. st aralığında logaritmik 

fazda olduğu, sonrasında durağan faza girdiği söylenebilir. 
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ġekil 4.40. R. gutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100 mg/L 

askorbik asit içeren ortamların zamanla pH değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

% 25 ZK2 ortamının (Kontrol 2) toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi 

değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.27‟te, 100 mg/L askorbik 

asit içeren % 25 ZK2 ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi 

değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.28‟de verilmiĢtir. % 25 

ZK2 ortamında (Kontrol 2) 70 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 78 ve toplam 

antioksidan aktivitesinde  % 37 azalma görülmüĢtür. Buna karĢın 100 mg/L askorbik asit 

içeren % 25 ZK2 ortamında 70 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 85 ve toplam 

antioksidan aktivitesinde % 42 azalma görülmüĢtür.  % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100 

mg/L askorbik asit içeren ortamların biyoarıtm sonunda toplam fenol giderimleri ve toplam 

antioksidan aktivitelerindeki azalma birbirine oldukça yakındır. % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve 100 

mg/L askorbik asit içeren % 25 ZK2 ortamlarında gözlenen R. glutinis‟e ait enzim aktiviteleri 

karĢılaĢtırıldığında, her iki ortamda da durağan fazın baĢlarında düĢük lakkaz aktivitesi 

görüldüğü,  tirozinaz monofenolaz aktivitesinin düzenli bir değiĢim göstermediği ve tirozinaz 

difenolaz aktivitesinin önce artıp sonra sabit kaldığı söylenebilir. 
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Çizelge 4.27. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamının (Kontrol 2) toplam 

fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen R. 

glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(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 

t=66 80.00 63.56 1.4x10
-4

 5 40 

t=70 74.64 60.22 0 0 38 

 

Çizelge 4.28. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım 

süresince görülen R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(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
-4

 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 içeren biyoarıtım ortamlarında 

meydana gelen fenolik bileĢenlerin zamanla değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda 

alınan örneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmiĢtir.  ġekil 4.41 ve 4. 42‟de biyoarıtımların 

baĢlangıç ve son anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması yer almaktadır.  

 

 

 

ġekil 4.41. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamının (Kontrol 2) t=0. st ve t=70. 

st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

 

 

ġekil 4.42. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın t=0. st ve t=70. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 

rpm)  

 

 

        t=0. st 

        t=70. st 

        t=0. st 

        t=70. st 

hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol kateĢol 
iç standart 

hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol 
kateĢol 

iç standart 
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Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4.29 ve 4.30‟da 

verilmiĢtir. % 25 ZK2 (Kontrol 2) ve % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım 

ortamlarında zamanla fenolik bileĢenlerin deriĢimlerinin zamanla değiĢimleri benzer davranıĢ 

göstermiĢtir. 

 

 

Çizelge 4.29. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamında (Kontrol 2) bulunan 

fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik 

bileşen 

(mg/L) 

t=0. 

st 

t=13. 

st 

t=17. 

st 

t=37. 

st 

t=44. 

st 

t=47. 

st 

t=62. 

st 

t=66. 

st 

t=70. 

st 

Hidroksitirozol 132.9 193.6 177.6 209.3 118.0 95.3 0.9 0.1 0.1 

Tirozol 17.2 26.9 24.8 26.7 11.2 9.3 0 0 0 

KateĢol 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 1.5 1.4 1.4 

4-MetilkateĢol  2.1 2.6 1.4 0 0 0 0 0 0 

 

 

Çizelge 4.30. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+100 mg/L askorbik asit içeren 

ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik 

bileşen 

(mg/L) 

t=0. 

st 

t=13. 

st 

t=17. 

st 

t=37. 

st 

t=44. 

st 

t=47. 

st 

t=62. 

st 

t=66. 

st 

t=70. 

st 

Hidroksitirozol 125.4 133.3 119.8 121.3 103.7 85.7 0.1 0.2 0.1 

Tirozol 16.7 19.0 17.7 16.0 10.0 7.5 0 0 0 

KateĢol 3.3 1.6 1.5 1.4 1.7 1.5 1.9 1.8 1.5 

Vanilik asit 3.7 1.9 1.8 1.4 1.1 0.7 1.3 1.3 1.0 

4-MetilkateĢol  1.3 1.3 1.1 0 0 0 0 0 0 
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100 mg/L askorbik asit deriĢiminin hidroksitirozol birikimine etkisi denendikten sonra, 200 ve 

400 mg/L askorbik asit deriĢimlerinin etkisi, % 25 ZK2 ortamına 5 g/L (NH4)2SO4 ve 1 g/L 

maya özütü eklenerek R. glutinis ile iki farklı biyoarıtım gerçekleĢtirilerek aynı deney setinde 

incelenmiĢtir. Aynı zamanda askorbik asit içermeyen % 25 ZK2 ortamı da aynı koĢullarda R. 

glutinis ile arıtılarak bir kontrol grubu oluĢturulmuĢtur. Her üç ortamın 70 st süren biyoarıtımı 

süresince, pH, toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivite değiĢimi ile fenolik 

bileĢenlerinin değiĢimi incelenmesine karĢın, yalnızca % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit ve 

% 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamlarının zamanla enzim 

aktivitelerinde meydana gelen değiĢim izlenmiĢtir. ġekil 4.43‟te askorbik asit olmadığında 

(Kontrol 3) ve 200 mg/L ile 400 mg/L askorbik asit varlığında R. glutinis ile % 25 ZK2 

ortamının biyoarıtımı sırasında zamanla meydana gelen pH değiĢimleri görülmektedir. ġekil 

4.43‟te görüldüğü gibi askorbik asit deriĢimi 200 mg/L‟den 400 mg/L‟e arttırıldığında pH 

daha düĢük değerlerde olmakla beraber zamanla artmaktadır.  

 

 

 

 

ġekil 4.43. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 (Kontrol 3), % 25 ZK2+200 mg/L 

askorbik asit ve  % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren ortamların zamanla pH değiĢimi 

(T=30
o
C, N=150 rpm) 
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% 25 ZK2 ortamının (Kontrol 3) toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi 

değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.31‟de; % 25 ZK2+200 

mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan 

aktivitesi değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.32‟de ve % 25 

ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan 

aktivitesi değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.33‟te 

verilmiĢtir. % 25 ZK2 ortamında (Kontrol 3) 70 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 81 ve 

toplam antioksidan aktivitesinde  % 44 azalma görülmüĢtür. Buna karĢın % 25 ZK2+200 mg/L 

askorbik asit içeren biyoarıtım ortamında 70 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 79 ve 

toplam antioksidan aktivitesinde % 40 azalma; % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren 

biyoarıtım ortamında 70 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 80 ve toplam antioksidan 

aktivitesinde % 48 azalma görülmüĢtür. Çizelge 4.31-4.33‟te verildiği üzere, % 25 ZK2 

(Kontrol 3) ile 200 ve 400 mg/L askorbik asit içeren % 25 ZK2 ortamlarında biyoarıtım 

sonunda hemen hemen eĢit miktarda toplam fenol giderimi sağlanmıĢ ve eĢit miktarda 

antioksidan aktivitesinde azalma görülmüĢtür. Enzim aktivite değiĢimleri 200 ve 400 mg/L 

askorbik asit içeren ZK2 ortamlarında benzer özellik göstermiĢ olmakla birlikte, lakkaz enzim 

aktvitesi hemen hemen örnek alınan her saatte gözlenmiĢ, tirozinaz monofenolaz aktivitesi 

dalgalanmalı değiĢim göstermiĢ ve tirozinaz difenolaz aktivitesi genellenecek olursa azalma 

eğilimi göstermiĢtir. 
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Çizelge 4.31. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamının (Kontrol 3) toplam 

fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen R. 

glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman (st) Toplam fenol derişimi 

(mg/L) 

Toplam antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

t=0 332.14 95.25 

t=15 280.00 - 

t=38 325.71 95.49 

t=41 323.21 95.57 

t=44 284.64 95.41 

t=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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Çizelge 4.32. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım 

süresince görülen R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

t=0 364.29 95.54 - - - 

t=15 267.50 - - - - 

t=38 342.86 95.62 1.4x10
-4

 0 38 

t=41 315.36 95.62 4.2x10
-4

 0 43 

t=44 289.29 95.62 1.4x10
-4

 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
-4

 0 27 

t=65 80.00 56.37 1.4x10
-4

 0 28 

t=70 75.24 57.01 - - - 
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Çizelge 4.33. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım 

süresince görülen R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

t=0 368.57 95.71 - - - 

t=15 296.79 - - - - 

t=38 345.36 95.78 1.4x10
-4

 0 35 

t=41 323.93 95.71 2.8x10
-4

 10 31 

t=44 311.43 95.71 1.4x10
-4

 10 56 

t=47 295.71 95.78 1.4x10
-4

 5 32 

t=50 292.50 95.86 - - 36 

t=62 103.33 70.65 1.4x10
-4

 5 18 

t=65 87.14 60.19 1.4x10
-4

 - - 

t=70 74.05 49.26 - - - 

 

 

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

meydana gelen fenolik bileĢenlerin değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan 

örneklerin kantitatif HPLC analizi ile izlenmiĢtir. ġekil 4.44-4.46‟da, biyoarıtımların baĢlangıç 

ve son anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması yer almaktadır.  
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ġekil 4.44. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamının (Kontrol 3) t=0. st ve t=70. 

st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

 

 

ġekil 4.45. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın t=0. st ve t=70. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 

rpm)  

 

 

 

        t=0. st 

        t=70. st 
hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol 
kateĢol 

iç standart 

        t=0. st 
        t=70. st 

hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol kateĢol 
iç standart 
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ġekil 4.46. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın t=0. st ve t=70. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 

rpm)  

 

 

Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4.34-4.36‟da 

verilmiĢtir. % 25 ZK2 (Kontrol 3) ile 200 ve 400 mg/L askorbik asit içeren  % 25 ZK2 

biyoarıtım ortamlarında zamanla fenolik bileĢenlerin deriĢimlerinin değiĢimi benzer davranıĢ 

göstermesine karĢın artan askorbik asit deriĢimi ile birlikte ortamdaki hidroksitirozolün 

tüketim hızında azalma olduğu görülmektedir. % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortamında 62. st 

sonunda baĢlangıçta ortamda bulunan hidroksitirozolün tamamına yakını (   % 99.9) 

tükenirken, % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamında yaklaĢık olarak % 

99.6‟sı ve % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamında % 91.2‟si 

tüketilmiĢtir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

        t=0. st 

        t=70. st 

hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol kateĢol 
iç standart 
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Çizelge 4.34. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamında (Kontrol 3) bulunan 

fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik 

bileşen 

(mg/L) 

t=0. st t=15. 

st 

t=38. 

st 

t=41. 

st 

t=44. 

st 

t=47. 

st 

t=50. 

st 

t=62. 

st 

t=65. 

st 

t=70. 

st 

Hidroksitirozol 155.0 157.0 210.6 189.9 171.1 139.8 105.7 0.3 0.1 0.1 

Tirozol 20.7 21.5 27.6 20.8 15.5 10.0 7.3 0 0 0 

KateĢol 4.7 1.7 2.9 2.9 3.3 3.3 3.4 3.1 3.0 3.1 

Vanilik asit 4.9 2.3 1.9 1.9 1.9 2.0 2.1 2.0 2.0 2.1 

4-MetilkateĢol  3.5 1.2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

 

Çizelge 4.35. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit içeren 

ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik 

bileşen 

(mg/L) 

t=0.  

st 

t=15. 

st 

t=38. 

st 

t=41. 

st 

t=44. 

st 

t=47. 

st 

t=50. 

st 

t=62. 

st 

t=65. 

st 

t=70. 

st 

Hidroksitirozol 185.6 155.0 200.7 185.3 157.8 166.0 124.8 0.8 0.2 0.2 

Tirozol 24.3 21.2 25.6 22.1 13.7 11.0 6.7 0 0 0 

KateĢol 0.2 1.6 2.5 2.7 2.6 3.4 3.0 3.0 3.1 2.9 

Vanilik asit 5.7 2.0 1.7 1.6 1.3 1.9 1.8 2.1 2.1 1.9 

4-MetilkateĢol  1.7 1.2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 

 

Çizelge 4.36. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+400 mg/L askorbik asit içeren 

ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik 

bileşen 

(mg/L) 

t=0.  

st 

t=15. 

st 

t=38. 

st 

t=41. 

st 

t=44. 

st 

t=47. 

st 

t=50. 

st 

t=62. 

st 

t=65. 

st 

t=70. 

st 

Hidroksitirozol 130.9 161.7 204.6 207.5 115.4 99.9 88.7 11.5 0.3 0.2 

Tirozol 13.9 22.5 27.2 26.3 10.8 7.4 5.4 0 0 0 

KateĢol 1.8 1.6 2.6 2.7 1.7 1.7 1.8 1.9 4.2 2.8 

Vanilik asit 4.0 2.8 1.8 1.3 0.9 0.9 0.8 1.3 1.9 2.0 

4-MetilkateĢol  1.4 1.3 0 0 0 0 0 0 0 0 
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Son olarak, askorbik asit deriĢimi 1000 mg/L‟e arttırılıp, % 25 ZK2 ortamına 5 g/L (NH4)2SO4 

ve 1 g/L maya özütü eklenerek R. glutinis ile 75 st biyoarıtım gerçekleĢtirilmiĢtir. Aynı 

zamanda askorbik asit içermeyen % 25 ZK2 ortamının aynı koĢullarda R. glutinis ile 

biyoarıtımı gerçekleĢtirilerek bir kontrol grubu oluĢturulmuĢtur. Biyoarıtımlar süresince 

ortamların pH, toplam fenol deriĢimi, toplam antioksidan aktivitesi, R. glutinis‟e ait fenol 

parçalayıcı enzim aktivitelerinin değiĢimi ile ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi 

farklı zamanlarda alınan örnekler ile incelenmiĢtir. ġekil 4.47‟de % 25 ZK2 (Kontrol 4) ve % 

25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren ortamların R. glutinis ile biyoarıtımı sırasında 

meydana gelen pH değiĢimi görülmektedir. ġekil 4.47‟ye göre, ortama eklenen askorbik asit, 

pH artıĢını yavaĢlatmıĢtır.  

 

 

 

 

ġekil 4.47. R. gutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 (Kontrol 4) ve % 25 ZK2+1000 mg/L 

askorbik asit içeren ortamların zamanla pH değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

% 25 ZK2 ortamının (Kontrol 4) toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi 

değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.37‟de, 1000 mg/L 

askorbik asit içeren % 25 ZK2 ortamının toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan 

aktivitesi değiĢimi ile R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi Çizelge 4.38‟de 

verilmiĢtir. % 25 ZK2 ortamında (Kontrol 4) 75 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 78 ve 

toplam antioksidan aktivitesinde % 47 azalma görülmesine karĢın; 1000 mg/L askorbik asit 

4
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zaman (st) 

% 25 ZK2 (kontrol 4)

% 50 ZK2+1000 mg/L askorbik asit
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içeren % 25 ZK2 ortamında 75 st sonunda toplam fenol deriĢiminde % 75 ve toplam 

antioksidan aktivitesinde % 32 azalma görülmüĢtür. Çizelge 4.37 ve 4.38‟de verildiği üzere, % 

25 ZK2 (Kontrol 4) ile 1000 mg/L askorbik asit içeren % 25 ZK2 ortamlarında biyoarıtım 

sonunda hemen hemen eĢit değerde fenol giderimi sağlanmıĢ olmasına karĢın, 1000 mg/L 

askorbik asit içeren ortamda toplam antioksidan aktivitesindeki azalma daha azdır. Bunun 

nedeni, ortamda yüksek miktarda bulunan antioksidan özelliğindeki askorbik asit olabilir. Ġki 

ortama ait enzim aktivitelerinin değiĢimi incelendiğinde, % 25 ZK1+1000 mg/L askorbik asit 

içeren ortamda tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi dıĢında görülen enzim aktiviteleri, % 

25 ZK2 ortamında görülen enzim aktivitelerinin değerlerinden daha düĢüktür. Ancak tirozinaz 

monofenolaz % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren ortamda oldukça yüksek aktivite 

değerleri göstermiĢtir. 

 

 

Çizelge 4.37. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamının (Kontrol 4) toplam 

fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım süresince görülen R. 

glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(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
-4

 10 35 

t=48 199.64 95.15 0 0 31 

t=51 159.29 94.88 2.8x10
-4

 0 35 

t=54 117.50 94.14 0 0 33 

t=57 94.29 80.15 1.4x10
-4

 0 24 

t=70 77.62 58.37 1.4x10
-4

 - 24 

t=75 65.48 50.59 2.8x10
-4

 10 30 
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Çizelge 4.38. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın toplam fenol deriĢimi ve toplam antioksidan aktivitesi değiĢimi ile biyoarıtım 

süresince görülen R. glutinis‟e ait enzim aktivitelerinin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Zaman 

(st) 

Toplam 

fenol 

derişimi 

(mg/L) 

Toplam 

antioksidan 

aktivitesi  

(%in.) 

Lakkaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

monofenolaz 

aktivitesi 

(U/mL) 

Tirozinaz 

difenolaz 

aktivitesi 

(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
-3

 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 içeren % 25 ZK2 ortamlarında meydana 

gelen fenolik bileĢenlerin zamanla değiĢimi, biyoarıtım süresince farklı zamanlarda alınan 

örneklerin kantitatif HPLC analizleri ile izlenmiĢtir.  Örnek olarak ġekil 4.48 ve 4. 49‟da 

biyoarıtımların baĢlangıç ve son anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması yer almaktadır.  
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ġekil 4.48. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamının (Kontrol 4) t=0. st ve t=75. 

st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

 

 

 

ġekil 4.49. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren 

ortamın t=0. st ve t=75. st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması (T=30
o
C, N=150 

rpm)  

 

 

Biyoarıtım süresince yapılan kantitatif HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlardan, 

fenolik bileĢenlerin deriĢimi hesaplanarak elde edilen sonuçlar Çizelge 4.39 ve 4.40‟ta 

verilmiĢtir. % 25 ZK2 (Kontrol 4) ve % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım 

ortamlarında zamanla fenolik bileĢenlerin deriĢimlerinin değiĢimi benzer davranıĢ 

göstermesine karĢın, % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamında bulunan 

hidroksitirozolün deriĢimi zamanla daha yavaĢ azalmıĢ, biyoarıtım sonunda % 25 ZK2 

        t=0. st 

        t=75. st 

hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol 
kateĢol 

iç standart 

        t=0. st 

        t=75. st 
hidroksitirozol 

tirozol vanilik asit 

4-metilkateĢol kateĢol 
iç standart 



111 

 

(Kontrol 4) ortamında baĢlangıçtakinin % 1.5‟i kadar hidroksitirozol bulunurken, % 25 

ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren ortamda baĢlangıçtakinin % 3.5‟i kadar hidroksitirozol 

bulunmaktadır. 

 

 

Çizelge 4.39. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamında (Kontrol 4) bulunan 

fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=0. st t=21. st t=24. st t=27. st t=30. st t=45. St 

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 

KateĢol 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-MetilkateĢol  1.6 1.3 1.7 0.5 0.9 0 

 

 

Çizelge 4.39. (devam) R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2 ortamında (Kontrol 4) 

bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=48. st t=51. st t=54. st t=57. st t=70. st t=75. St 

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 

KateĢol 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-MetilkateĢol  0 0 0 0 0 0 
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Çizelge 4.40. R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit içeren 

ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=0. st t=21. st t=24. st t=27. st t=30. st t=45. St 

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 

KateĢol 3.2 0.4 0.7 0.5 0.6 0.9 

Vanilik asit 6.5 1.8 1.9 1.7 1.5 1.6 

4-MetilkateĢol  2.1 1.5 1.7 0.4 0.5 0 

 

 

Çizelge 4.40. (devam) R. glutinis ile biyoarıtımı sağlanan % 25 ZK2+1000 mg/L askorbik asit 

içeren ortamda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 

 

Fenolik bileşen 

(mg/L) 

t=48. st t=51. st t=54. st t=57. st t=70. st t=75. St 

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 

KateĢol 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-MetilkateĢol  0 0 0 0 0 0 

 

 

ÇalıĢmanın bu bölümünde, biyoarıtım ortamlarına farklı deriĢimlerde askorbik asit eklenerek, 

ortamda bulunan hidroksitirozolün deriĢiminin azalmaması amaçlanmıĢtır. ġekil 4.49‟da; 100, 

200, 400 ve 1000 mg/L askorbik asit içeren biyoarıtım ortamları ile % 25 ZK2 ortamında 

(Kontrol 3) zamanla hidroksitirozol deriĢiminde meydana gelen bağıl değiĢimler birlikte yer 

almaktadır. % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortamı askorbik asit içermemesine karĢın hidroksitirozol 

deriĢimi 38. st‟e kadar artmıĢtır. Bunun nedeni R. glutinis‟in tirozinaz monofenolaz aktivitesi 

ile tirozolden hidroksitirozol oluĢumunu katalizlemesi ya da oleuropeinin parçalanması ile 

oluĢan hidroksitirozol olabilir. 100 mg/L ve 200 mg/L askorbik asit varlığında, ortamda 

hidroksitirozol birikiminin % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortamındakine göre daha az olduğu ġekil 

4.50‟de görülmektedir. Dolayısı ile 100 ve 200 mg/L askorbik asit çalıĢılan ortam koĢullarında 
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hidroksitirozol birikimi için yeterli olmamıĢtır.  400 mg/L askorbik asit varlığında ise 41. st‟de 

baĢlangıçtaki hidroksitirozolün % 158‟i kadar hidroksitirozol bulunmaktadır; yani 400 mg/L 

askorbik asit varlığında % 25 ZK2 ortamında hidroksitirozol birikimi sağlanmıĢtır. 1000 mg/L 

askorbik asit varlığında ise ortamda hidroksitirozol birikimi mümkün olmamıĢ; ancak 

hidroksitirozolün tüketimi daha yavaĢ olmakla birlikte biyoarıtım sonunda ortamda hala 

hidroksitirozol bulunmaktadır. ġekil 4.50‟de askorbik asit içeren ortamlarla kıyaslamak amacı 

ile üç farklı kontrol grubunu temsilen % 25 ZK2 (Kontrol 3) ortamına ait veriler kullanılmıĢtır. 

Kontrol ortamlarına ait biyoarıtımlar eĢ zamanlı yapılmadığı için, bu ortamlara ait veriler 

birebir eĢ değildir, ancak birbirlerine oldukça yakındır. % 25 ZK2 ortamı (Kontrol 3), iki farklı 

biyoarıtım ortamına (% 25 ZK2+200 mg/L askorbik asit ve % 25 ZK2+400 mg/L askorbik 

asit) ait kontrol grubu olduğundan, ġekil 4.50‟de bu ortama ait veriler kullanılmıĢtır. 

 

 

 

 

ġekil 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 

içeren ortamların R. glutinis ile biyoarıtımları sırasında zeytin karasuyunda bulunan 

hidroksitirozol miktarının bağıl değiĢimi (T=30
o
C, N=150 rpm) 
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4.7.2. Dinlenen Rhodotorula glutinis ile tirozolden hidroksitirozol üretimi 

 

 

Bölüm 2.4.2‟de verilen bilgiler doğrultusunda, aktif çoğalmasını 5 g/L amonyum sülfat ve 1 

g/L maya özütü içeren % 25 ZK2 ortamında tamamlamıĢ R. glutinis,  44. st sonunda, 

hidroksitirozolün öncülü olan tirozol içeren üretim ortamlarına (50 mM pH 6.5 potasyum 

fosfat tamponunda 0.1 ya da 1 g/L tirozol ile % 100 ZK2 ekstraktı) aktarılarak hidroksitirozol 

üretimi amaçlanmıĢtır. Ayrıca, 0.1 g/L tirozol içeren üretim ortamına askorbik asit eklenerek 

(4000 mg/L) ortamda hidroksitirozol birikimi amacıyla bir deneme daha yapılmıĢtır. 

 

 

0.1 ve 1 g/L tirozol içeren ortamlara paralel olarak, 0.1 g/L tirozol içeren ortam hazırlanarak 

hücre aktarılmamıĢ bir kontrol grubu oluĢturulmuĢtur. 0.1 ve 1 g/L tirozol içeren ortamlar 66 

st süreyle inkübe edilmiĢ, t=0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 30 ve 66. st‟de alınan örnekler kantitatif 

olarak HPLC ile analizlenmiĢtir. Her iki ortam için de elde edilen sonuçlar, R. glutinis‟in etkin 

bir Ģekilde tirozolü kullandığını göstermektedir. Ġnkübasyonun 1. st‟i sonunda ortamda 

bulunan tirozolün tamamına yakını tüketilmiĢtir. Ancak t=66. st‟e kadar ürün (hidroksitirozol) 

oluĢumu gözlenmemiĢ; t=66. st‟te alınan örneklere ait analizlerde ise, hidroksitirozole ait pik 

oluĢmuĢtur (ġekil 4.51-4.52). Kontrol grubunda ise inkübasyon süresince değiĢiklik 

gözlenmemiĢtir. 

 

 

 

ġekil 4.51. Dinlenen R. glutinis ile iĢlem gören, 0.1 g/L tirozol içeren ortamın t=0. st ve t=66. 

st anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması 

        t=0. st 

        t=66. st 

iç standart 

hidroksitirozol 

tirozol 
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ġekil 4.52. Dinlenen R. glutinis ile iĢlem gören, 1 g/L tirozol içeren ortamın t=0. st ve t=66. st 

anlarına ait kromatogramların karĢılaĢtırılması 

 

 

0.1 g/L tirozol bulunan ortama deriĢimi 4000 g/L olacak Ģekilde askorbik asit eklenerek 80 st 

süresince yapılan denemenin sonucunda, beklenilen hidroksitirozol birikimi gözlenmemiĢ, 

tirozol yine 1. st‟in sonuda tamamen tüketilmiĢtir. 

 

 

Zeytin karasuyu ekstraktı içeren ortamda ise hücresel aktivite görülmemiĢ, 80 st süresince 

fenolik bileĢenlerde bir değiĢiklik gözlenmemiĢtir. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

        t=0. st 

        t=66. st 

iç standart 

hidroksitirozol 

tirozol 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

 

Bu çalıĢmada, farklı zeytinyağı üretim dönemlerinde aynı iĢletmeden sağlanan iki farklı zeytin 

karasuyu (ZK1 ve ZK2) kullanılmıĢtır. Her iki zeytin karasuyu da aynı fenolik bileĢen 

dağılımına sahip olmasına karĢın, toplam fenol deriĢimleri birbirinden farklıdır. Bu nedenle 

çalıĢma süresince, kullanılan zeytin karasuyu türüne bağlı olarak mikroorganizmanın 

çoğalmasında, biyoarıtımın sağlanmasında ve enzim aktivitelerinde kontrol edilemeyen 

değiĢimler gözlenmiĢtir. Kullanılan ZK1‟in toplam fenol deriĢimi ZK2‟ye göre daha düĢük 

olduğu için Rhodotorula glutinis ile %50 ZK1 deriĢimine kadar olan ortamlarda çoğalma ve 

biyoarıtım sağlanırken, ZK2 kullanıldığı zaman % 25‟ten daha deriĢik ortamlarda hücre 

aktivitesi gözlenmemiĢtir. Debaryomyces hansenii ile ise en yüksek %25 ZK1 ortamında 

biyoarıtım yapılmıĢtır. 

 

 

ÇalıĢma süresince, zeytin karasuyu saklama koĢullarına göre de yapısal değiĢim göstermiĢtir. 

Farklı zamanlarda yapılan biyoarıtımların baĢlangıç anlarına ait toplam fenol deriĢimleri 

farklıdır. ÇalıĢmanın baĢlangıcında kullanılan ZK1, +4
o
C‟de saklanmasına karĢın toplam fenol 

miktarının zamanla azaldığı belirlenmiĢtir. Bunun nedeni, yapıda bulunan fenolik bileĢenlerin 

saklama sırasında hava ile oksidasyonudur. Bu oksidasyonun önüne geçebilmek için, daha 

sonra kullanılan ZK2 -30
o
C‟de saklanmıĢ ve kullanım süresi içinde yapılan analizlerde toplam 

fenol deriĢiminde önemli bir değiĢim saptanmamıĢtır. 

 

 

ÇalıĢmada kullanılan R. glutinis ve D. hansenii mayaları daha önce zeytin karasuyu 

biyoarıtımında kullanılmadıkları için, karasuda bulunan fenolleri parçalayıcı enzimleri 

hakkında literatürde herhangi bir bilgi yer almamaktadır. R. glutinis ve D. hansenii ile yapılan 

biyoarıtımlardaki enzimatik mekanizmayı aydınlatmasına yardımcı olmak amacıyla t icari 

enzimlerle yapılan denemelerde, zeytin karasuyuna fenol parçalayıcı enzimler tek tek katılarak 

bu enzimler ile zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerin değiĢimi incelenmiĢtir. Ticari 

lakkaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan ve analizlenen tüm fenolik bileĢenlere etki 
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etmesi ancak tirozinaz enziminin vanilik asit dıĢındaki bileĢenlere etki etmesi sonucunda, 

D‟Annibale et al. (2000) tarafından yapılan çalıĢmada da belirtildiği gibi lakkaz enziminin 

tirozinaza göre daha geniĢ substrat spektrumuna sahip olduğu belirlenmiĢtir. Canfora et al. 

(2008) da çalıĢmalarında, zeytin karasuyunda bulunan fenolik maddelerin sentetik ve doğal 

karıĢımlarının, lakkaz enzimi tarafından oksidasyonunu incelemiĢlerdir. Bu çalıĢmaya göre 

fenolik bileĢenler ayrı ayrı çözeltilerde bulunduğunda, sentetik karıĢımları hazırlandığında ve 

zeytin karasuyu ekstraktında lakkaz enzimi tarafından dönüĢüm yüzdeleri birbirinden farklıdır. 

Buna göre, bu yüksek lisans çalıĢmasında ticari lakkaz enzimi ile yapılan çalıĢmalarda, 

ortamdaki fenolik bileĢenlerin tüketiminin birbiriyle ilintili olarak değiĢtiği düĢünülebilir. 

Elektron verici gruplara (-CH3 -CH2CH3) sahip fenoliklerin (örneğin; 4-metilkateĢol) 

elektronu bırakması daha kolay olduğundan, öncelikle bu fenolikler kullanılır. Elektronu alan 

gruplara (-NO2, -Cl, -COOH) sahip bileĢenler (örneğin; vanilik asit) ise daha zor katalizlenir 

(Canfora et al. 2008). Ayrıca, bir karıĢımda bulunan fenolik maddelerin sayısı arttıkça, fenolik 

madddelerin davranıĢının daha karıĢık bir hal aldığı bilinmektedir (Gianfreda et al. 2003). 

 

 

Bu çalıĢmada mayalar ile yapılan biyoarıtımlarda, D. hansenii‟nin zeytin karasuyunda bulunan 

fenolik bileĢenlerden balıca hidroksitirozolü ve bir miktar da tirozolü, R. glutinis‟in ise zeytin 

karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlerden hidroksitirozol, tirozol, kateĢol, vanilik asit ve 4-

metilkateĢolü kullandığı belirlenmiĢtir.  

 

 

R. glutinis ve D. hansenii mayalarının zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenleri 

kullanırken, ortama fenol parçalayıcı enzim salgıladıkları düĢünülmektedir. Zeytin 

karasuyunda bulunan fenolik bileĢenler göz önüne alındığında, bu enzimler oksidoredüktaz 

sınıfına dahil olan tirozinaz monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz, lignin peroksidaz ve 

mangan peroksidaz enzimleri ile hidrolaz sınıfına dahil olan tannaz enzimi olabileceği 

öngörülmüĢtür. ÇalıĢma süresince, her iki maya türü için de biyoarıtım ortamlarından alınan 

örneklerde lignin peroksidaz dıĢındaki fenol parçalayıcı enzimlerin aktiviteleri ölçülmüĢtür. 

Biyoarıtım ortamlarında D. hansenii‟ye ait, tirozinaz difenolaz ve tannaz enzim aktiviteleri 

görülmüĢtür. Tirozinaz difenolaz enziminin zeytin karasuyunda bulunan hidroksitirozole etki 
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ederek kinon oluĢturması beklenmektedir. Bu enzimin katalizlediği reaksiyon, oluĢan kinon 

HPLC analizi ile takip edilemediği için sadece substrat tüketimi takibine bağlı olarak 

yapılmıĢtır. Enzim aktivitesi spektrofotometrik olarak belirlenirken, substrat tüketimi kantitatif 

HPLC analizi ile yapılmıĢtır. Tirozinaz difenolaz aktivitesi görülürken ortamdaki 

hidroksitirozol deriĢiminin azalması, D. hansenii‟nin tirozinaz difenolaz aktivitesine sahip 

olduğunu desteklemektedir. Bunu yanısıra, görülen tannaz enzim aktivitesi, veri tabanlarından 

elde edilen D. hansenii‟nin tannaz enzimine ait gen bölgesini taĢıdığı bilgisi ile örtüĢmektedir. 

Tannaz enziminin katalizlediği tepkimenin substrat ve ürünün HPLC analizi ile takip 

edilememesi, bu enzim üzerinde ileri çalıĢmalarda durulmamasının sebebidir.  

 

 

ÇalıĢmada, R. glutinis ile biyoarıtımı gerçekleĢtirilen ortamlardan alınan örneklerde ise 

tirozinaz monofenolaz, tirozinaz difenolaz, lakkaz ve tannaz enzimlere ait aktiviteler 

görülmüĢtür. R. glutinis ile gerçekleĢtirilen biyoarıtımlarda, D. hansenii ile gerçekleĢtirilen 

biyoarıtımlara göre daha yüksek toplam fenol giderimi sağlanmıĢtır. R. glutinis‟in sahip 

olduğu fenol parçalayıcı enzimlerin sayısının D. hansenii‟ye göre daha fazla olması bunu 

açıklamaktadır. 

 

 

Her iki maya türü için de biyoarıtım ortamlarına askorbik asit eklenerek hidroksitirozol 

birikimi sağlanmaya çalıĢılmıĢtır. D. hansenii‟nin tirozinaz enziminin yalnızca difenolaz 

aktivitesine sahip olması, R. glutinis‟in ise hem tirozinaz monofenolaz hem de tirozinaz 

difenolaz aktivitelerini taĢıması, R. glutinis’i hidroksitirozol birikiminde daha avantajlı 

kılmıĢtır. Çünkü, R. glutinis’in sahip olduğu tirozinaz monofenolaz enzim aktivitesi ile 

ortamdaki tirozol moleküllerinin hidroksitirozol moleküllerine dönüĢtürmesi de 

beklenmektedir. Ortamda bulunan hidroksitirozol ve ayrıca tirozinaz monofenolaz enziminin 

tirozolü hidroksillemesi ile oluĢan hidroksitirozol, tirozinaz difenolaz aktivitesi ile kinona 

dönüĢürken; ortamda bulunan askorbik asit kinondan tekrar hidroksitirozol oluĢumunu 

sağlamaktadır. Bu çalıĢmada, D. hansenii ile askorbik asit varlığında gerçekleĢtirilen 

biyoarıtımlarda ortamda hidroksitirozol birikimi sağlanamazken; R. glutinis ile askorbik asit 

varlığında yapılan biyoarıtımlarda ortamdaki hidroksitirozolün tamamen tükenmesi önlenmiĢ 
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ve hidroksitirozolün askorbik asit içermeyen ortamlara nazaran daha zamanla daha yavaĢ 

azalması sağlanmıĢtır. Ticari enzimler ile yapılan denemeler sonucunda ise, zeytin karasuyuna 

eklenen tirozinaz enzimi varlığında, artan askorbik asit deriĢimi ile birlikte artan 

hidroksitirozol birikimi sağlanmıĢ, 10 mM askorbik asit varlığında 1 st sonunda maksimum 

değer olan 9 kat hidroksitirozol birikimi elde edilmiĢtir. Saf enzimle çalıĢıldığı durumda 

beklenen sonuca ulaĢmak mümkün olmuĢtur. Mikroorganizmalar kullanıldığında ise 

metabolizmada yer alan çok sayıda enzimin kontrolü sağlanamadığı için hidroksitirozol 

birikimi mümkün olmamıĢtır.  

 

 

Dinlenen R. glutinis hücreleri ile yapılan denemelerde, zeytin karasuyu içeren ortamlarda ön 

çoğalma gerçekleĢtirilerek, mikroorganizmanın enzimlerinin indüklenmesi ve ortamda 

bulunan tirozol hücre çoğalması için değil de sekonder metabolit üretiminde kullanması 

amaçlanmıĢtır. Bu denemelerin sonucunda, tirozolün R. glutinis tarafından metabolize edildiği 

gözlenmiĢ, ancak hidroksitirozol oluĢumu yalnızca sınırlı sayıda örnekte görülmüĢ ve zamanla 

değiĢimi izlenememiĢtir. Zeytin karasuyu ekstraktı ile yapılan denemede ise hücresel aktivite 

görülmemiĢtir. Bunun nedeni, hücrelerin ön çoğalma ortamında yeterince çoğalamadan üretim 

ortamına aktarılmıĢ olması olabilir. Ayrıca, tirozol içeren ortama askorbik asit eklenmesi, 

hidroksitirozol birikimini sağlayamamıĢtır. Bunun nedeni ise, uygun askorbik asit deriĢiminin 

yakalanamamıĢ olması olabileceği gibi mikroorganizmanın askorbik asiti de metabolize etmiĢ 

olması olabilir. 

 

 

Değerli bir antioksidan olan hidroksitirozolün tarımsal bir atık olan zeytin karasuyundan elde 

edilebilmesi büyük bir kazançtır. Bu doğrultuda, R. glutinis ile ileri çalıĢmalarla biyoarıtım 

sırasında hidroksitirozol birikimi için optimizasyon yapılması önerilmektedir.  
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EK 1 Deneylerde Kullanılan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler 

 

Kimyasal/Biyokimyasal Madde Firma Katalog no 

ABTS Sigma A1888 

ABTS Sigma A3219 

Agar Scharlau 07-004 

Amonyum sülfat Merck 1.01217 

Asetik asit Riedel-de Haën 27225 

Asetonitril Merck 1.00030 

L-Askorbik asit Sigma-Aldrich A92902 

BSA Sigma A9647 

Demir (III) klorür 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 A1349 

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 Kullanılan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler 

 

2-(4-Hidroksifenil)etanol Fluka 79058 

3-Hidroksi-4-metoksifenilasetik asit Aldrich 716391 

Kafeik asit Sigma C0625 

KateĢol Sigma-Aldrich C9510 

p-Kumarik asit Sigma C9008 

Malt özütü Scharlau 07-080 

Lakkaz Novozym 51003 

Lakkaz Sigma 38429 

Mangan peroksidaz Sigma 93014 

Mangan sülfat monohidrat Sigma-Aldrich M8179 

Maya özütü Fluka 70161 

Metanol Merck 1.06007 

4-MetilkateĢol Aldrich M34200 

Oleuropein Sigma O8889 

Pepton Fluka 70171 

Potasyum dihidrojen fosfat Merck 1.04873 

Potasyum fosfat monobazik Riedel-de Haën 30407 

SDS Merck 8.22050 

Sinapik asit Aldrich D7927 

t-Sinamik asit Aldrich C80857 

Sodyum asetat Merck 1.06268 

Sodyum fosfat dibazik heptahidrat Riedel-de Haën 04274 

Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 06203 

Sodyum klorür Applichem A2942 

Sülfürik asit Merck 1.00713 

ġirincik asit Sigma S6881 

Tannaz Sigma 42395 

Tannik asit Sigma-Aldrich 40304 
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EK 1 (devam) Deneylerde Kullanılan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler 

 

L-Tartarik asit Sigma-Aldrich 33801 

L-Tirozin Sigma-Aldrich T3754 

Tirozinaz Sigma T3824 

Trietanolamin Merck 1.08379 

Vanilik asit Fluka 94770 
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EK 2 Toplam Fenol Derişimi Hesabı 

 

 

Zeytin karasuyu örneklerine ait toplam fenol deriĢimleri hesaplanırken, ġekil Ek-2.1‟de 

verilen grafiğe ait denklem kullanılarak sonuçlar pirogallol eĢiti (mg/L) cinsinden 

hesaplanmıĢtır (Karakaya 2011). Her örnek için üç paralel fenol tayini yapılmıĢ, ölçülen üç 

absorbans değerinin ortalaması alınarak ġekil Ek-1‟de yer alan denklemden toplam fenol 

deriĢimi hesaplanmıĢtır.  

 

 

 

 

ġekil Ek-2.1. Toplam fenol deriĢimi hesabında kullanılan kalibrasyon grafiği 
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EK 3 Toplam Fenol Derişimi Tayini Yönteminin Doğruluğu ve Tekrarlanabilirliği 

 

 

Toplam fenol deriĢimi tayini yönteminin doğruluğu ve tekrarlanabilirliğini belirleyebilmek 

için, aynı p-kumarik asit çözeltisi için 5 kez toplam fenol deriĢimi tayini yapılarak, yönteme 

ait standart sapma değeri EĢt.(Ek 3.1) kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

1

)( 2







n

xx
S

orti
                                                                                                         (EK 3.1) 

 

 

EĢt.(EK-3.1) için: 

 

 

S = standart sapma  

xi = örneğe ait değer 

xort =  örneklere ait ortalama değer  

n = örnek sayısı 

 

 

Çizelge Ek-3.1‟deki veriler EĢt.(Ek-3.1)‟e uygulandığında, toplam fenol tayini yönteminin 

standart sapması 0.594 olarak bulunmuĢtur.  

 

 

Bulunan standart sapma değeri (S), toplam fenol deriĢimine ait değerlerin ortalamasının % 

0.41‟ine karĢılık gelmektedir.  
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Çizelge Ek-3.1. Toplam fenol tayini yöntemine ait standart sapma değerinin hesaplanması 

 

xi (mg/L) xi- xort (xi- xort)
2
 

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 Yönteminin Doğruluğu ve Tekrarlanabilirliği 

 

 

Toplam antioksidan aktivite tayini yönteminin doğruluğu ve tekrarlanabilirliğini 

belirleyebilmek için, aynı 4-metilkateĢol çözeltisi için 5 kez toplam antioksidan aktivite tayini 

yapılarak, yönteme ait standart sapma değeri EĢt.(Ek 3.1) kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

Çizelge Ek-4.1‟deki veriler EĢt.(Ek-3.1)‟e uygulandığında, toplam antioksidan aktivite tayini 

yönteminin standart sapması 0.538 olarak bulunmuĢtur.  

 

  

Bulunan standart sapma değeri (S), toplam antioksidan aktivitesine ait değerlerin 

ortalamasının % 0.6‟sına karĢılık gelmektedir.  

 

 

Çizelge Ek-4.1. Toplam antioksidan aktivite tayini yöntemine ait standart sapma değerinin 

hesaplanması 

 

xi (% in.) xi- xort (xi- xort)
2
 

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 Yönteminin Doğruluğu ve 

Tekrarlanabilirliği 

 

 

Tirozinaz monofenolaz enzim aktivite tayin yönteminin doğruluğu ve tekrarlanabilirliğini 

belirleyebilmek için, aynı ticari enzim preparatının aktivitesine 5 kez bakılarak, yönteme ait 

standart sapma değeri EĢt.(Ek 3.1) kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

Çizelge Ek-5.1‟deki veriler EĢt.(Ek-3.1)‟e uygulandığında, tirozinaz monofenolaz enzim 

aktivite tayin yönteminin standart sapması 20.736 olarak bulunmuĢtur.  

 

 

Bulunan standart sapma değeri (S), tirozinaz monofenolaz aktivitesine ait değerlerin 

ortalamasının % 12.12‟sine karĢılık gelmektedir.  

 

 

Çizelge Ek-5.1. Toplam antioksidan aktivite tayini yöntemine ait standart sapma değerinin 

hesaplanması 

 

xi (U/mL) xi- xort (xi- xort)
2
 

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 Yönteminin Doğruluğu ve 

Tekrarlanabilirliği 

 

 

Tirozinaz difenolaz enzim aktivite tayin yönteminin doğruluğu ve tekrarlanabilirliğini 

belirleyebilmek için, aynı ticari enzim preparatının aktivitesine 5 kez bakılarak, yönteme ait 

standart sapma değeri EĢt.(Ek 3.1) kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

Çizelge Ek-6.1‟deki veriler EĢt.(Ek-3.1)‟e uygulandığında, tirozinaz difenolaz enzim aktivite 

tayin yönteminin standart sapması 392.587 olarak bulunmuĢtur.  

 

 

Bulunan standart sapma değeri (S), tirozinaz difenolaz aktivitesine ait değerlerin ortalamasının 

% 5.11‟ine karĢılık gelmektedir.  

 

 

Çizelge Ek-6.1. Toplam antioksidan aktivite tayini yöntemine ait standart sapma değerinin 

hesaplanması 

 

xi (U/mL) xi- xort (xi- xort)
2
 

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 Yönteminin Doğruluğu ve Tekrarlanabilirliği 

 

 

Lakkaz enzim aktivite tayin yönteminin doğruluğu ve tekrarlanabilirliğini belirleyebilmek 

için, aynı ticari enzim preparatının aktivitesine (substrat: katı ABTS) 5 kez bakılarak, yönteme 

ait standart sapma değeri EĢt.(Ek 3.1) kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

Çizelge Ek-7.1‟deki veriler EĢt.(Ek-3.1)‟e uygulandığında, lakkaz enzim aktivite tayin 

yönteminin standart sapması 0.006 olarak bulunmuĢtur.  

 

 

Bulunan standart sapma değeri (S), lakkaz aktivitesine ait değerlerin ortalamasının % 5.35‟ine 

karĢılık gelmektedir.  

 

 

Çizelge Ek-7.1. Lakkaz aktivite tayin yöntemine ait standart sapma değerinin hesaplanması 

 

xi (U/mL) xi- xort (xi- xort)
2
 

0.121 0.0088 0.00007744 

0.112 -0.0002 4x10
-8

 

0.105 -0.0072 0.00005184 

0.109 -0.0032 0.00001024 

0.114 0.0018 3.24x10
-6
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EK 8 Kantitatif HPLC Analiz Yönteminin Doğruluğu ve Tekrarlanabilirliği 

 

 

Kantitatif HPLC analiz yönteminin doğruluğu ve tekrarlanabilirliğini belirleyebilmek için, 

çalıĢmada iç standart olarak kullanılan 0.005 mg/mL deriĢimindeki p-kumarik asit çözeltisi 

(metanolde) 5 kez HPLC ile analizlenmiĢtir. Analiz sonucu elde edilen p-kumarik aside ait 

pikin alan değerlerinden ve kalma sürelerinden her ikisi için de standart sapma değerleri 

EĢt.(Ek 3.1) kullanılarak hesaplanmıĢtır.  

 

 

Çizelge Ek-8.1‟deki veriler EĢt.(Ek-3.1)‟e uygulandığında, kantitatif HPLC analizinde elde 

edilen pike ait standart sapma değeri 9341.223 olarak bulunmuĢtur.  

 

 

Bulunan standart sapma değeri (S), pik alanlarına ait değerlerin ortalamasının % 0.54‟üne 

karĢılık gelmektedir.  

 

 

Çizelge Ek-8.1. Kantitatif HPLC analiz yönteminde elde dilen pike ait alanın standart sapma 

değerinin hesaplanması 

 

xi (µVxdk) xi- xort (xi- xort)
2
 

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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Çizelge Ek-8.2. Kantitatif HPLC analiz yönteminde kalma süresine ait standart sapma 

değerinin hesaplanması 

 

xi (dk) xi- xort (xi- xort)
2
 

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 

 

 

Çizelge Ek-8.2‟deki veriler EĢt.(Ek-3.1)‟e uygulandığında, kantitatif HPLC analizinde kalma 

süresine ait standart sapma değeri 0.2 olarak bulunmuĢtur.  

 

 

Bulunan standart sapma değeri (S), kalma sürelerine ait değerlerin ortalamasının % 0.49‟una 

karĢılık gelmektedir.  
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EK 9 Oleuropeinin Asidik Hidrolizi 

 

 

Hidroksitirozol, zeytin karasuyunda oldukça yüksek miktarda bulunan, ancak ticari olarak elde 

edilmesi zor bir fenolik bileĢen olduğundan çalıĢmada Walter et el. (1973) tarafından 

kullanılan oleuropeinin asidik hidroliz yöntemi kullanılarak elde edilmiĢtir. Bunun için, 50 mg 

oleuropein ve 10 mL 1 N H2SO4 rodajlı balona alınarak bir geri soğutucuya bağlanmıĢtır. 

Hidroliz iĢleminin gerçekleĢeceği balon, 100
o
C‟de sabit sıcaklıktaki ısıtma yağı içerisine 

konulmuĢ ve 1 st hidroliz süresince yağ ve reaksiyon ortamı sürekli olarak karıĢtırılmıĢtır. Bu 

süre sonunda hidroliz sonlandırılarak hidrolizat oda sıcaklığına getirilmiĢtir. Daha sonra 

hidrolizatın pH‟ı NaOH ile 2‟ye getirilmiĢ ve üç kez 10 ml etil asetat ile ekstrakte edilmiĢtir. 

Etil asetat, tek baĢlıklı döner buharlaĢtırıcıda 45
o
C‟de 150 rpm‟de uzaklaĢtırılmıĢtır. 

BuharlaĢtırmadan sonra kalan madde HPLC‟de analizlenmek üzere 10 ml metanolde 

çözülmüĢtür. 
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EK 10 Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bileşenlerin IC50 Değerlerinin 

Hesaplanması 

 

 

Zeytin karasuyunda var olduğu literatürde ve HPLC analizleri ile yapılan çalıĢmada belirlenen 

fenolik bileĢenlerden; 3,4-dihidroksifenilasetik asit, ferulik asit, kafeik asit, kateĢol, 4-

metilkateĢol, oleuropein, oleuropein hidrolizatı, tirozol, vanilik asit ve bilinen bir antioksidan 

olan askorbik asitin IC50 değerleri ile ZK1 ve ZK2 ekstraktlarına ait IC50 değerleri ġekil Ek-

10.1‟de verilen grafiklerden hesaplanmıĢtır. 

 

 

        3,4-Dihidroksifenilasetik asit       Ferulik asit 

 

 

 

        Kafeik asit     KateĢol 
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         Oleuropein                    Oleuropein hidrolizatı 

  

 

 

         4-MetilkateĢol                          Tirozol 

 

 

 

       Vanilik asit     Askorbik asit  
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         ZK1                ZK2       

 

 

ġekil Ek-10.1. Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlere ait % inhibisyon grafikleri 

 

 

Verilen grafiklere ait denklemlerden, “y=50” için hesaplanan “x” değerleri IC50 değerlerini 

vermiĢtir. Oleuropein hidrolizatına ait hidroksitirozol deriĢimi bilinmediğinden, apsiste 

“1/seyreltme katsayısı” kullanılmıĢtır. Örneğin, grafikte 5 kat seyreltilmiĢ oleuropein 

hidrolizatına ait apsis değeri “1/5=0.2” değerine karĢılık gelmektedir. Zeytin karasuyu 

ekstratlarına ait grafiklerde ise, zeytin karasuyu ekstraktlarından seyreltmeler yapılmıĢ, 

yapılan seyreltmeler sonucu elde edilen örneklerin toplam fenol deriĢimi, baĢlangıç toplam 

fenol deriĢimi esas alınarak hesaplanmıĢtır. Hesaplamalar sonucu elde edilen IC50 değerleri, 

Çizelge Ek-10.1‟de verilmiĢtir. 
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Çizelge Ek-10.1. Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bileĢenlere ait IC50 değerleri 

 

Bileşen IC50(mg/L) 

Askorbik asit 10.24 

Fenolik bileşen IC50 (mg/L) 

3,4-Dihidroksifenilasetik asit 5.21 

Ferulik asit 24.53 

Kafeik asit 5.22 

KateĢol 3.73 

4-MetilkateĢol 6.15 

Oleuropein 38.45 

Tirozol 4906.32 

Vanilik asit 2146.19 

Zeytin karasuyu IC50 (mg/L) 

ZK1 13.14 

ZK2 19.54 

Fenolik bileşen IC50 (1/seyreltme katsayısı) 

Oleuropein hidrolizatı (Hidroksitirozol) 7.95x10
-3
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EK 11 Tirozol ve Oleuropein Hidrolizatının (Hidroksitirozol) Kalitatif HPLC Analizine 

Ait Kromatogramlar 

 

 

 

 

ġekil Ek-11.1. 0.05 mg/mL tirozolün kalitatif HPLC analizine ait kromatogram 

 

 

 

 
 

ġekil Ek-11.2. Oleuropein hidrolizatının (hidroksitirozol) kalitatif HPLC analizine ait 

kromatogram 
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EK 12  Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bileşenlerin Kantitatif HPLC ile Analizi 

için Hazırlanan Kalibrasyon Grafikleri 

 

 

Zeytin karasuyunda (ZK1 ve ZK2) bulunan fenolik bileĢenler, standart katma yöntemi ile 

belirlendikten sonra, kantitatif HPLC analizlerinde kullanılmak üzere belirlenen her bir fenolik 

bileĢenin ayrı ayrı kalibrasyon grafiği çizilmiĢtir. KateĢol, 4-metilkateĢol, tirozol ve vanilik 

asitin farklı deriĢimleri, aynı hacimde 0.005 mg/mL deriĢime sahip p-kumarik asit (iç standart) 

çözeltisi ile karıĢtırılarak analizlenmiĢtir. Her bir fenolik bileĢen için üç farklı deriĢimde 

çalıĢılmıĢ, yapılan HPLC analizi sonucu elde edilen kalibrasyon grafikleri ġekil Ek-12.1-

12.4‟te verilmiĢtir. Hidroksitirozol ticari olarak elde edilemediğinden ve oleuropeinin asidik 

hidrolizi sonucu elde edilen hidrolizatın (hidroksitirozol) deriĢimi de bilinmediğinden, 

hidroksitirozol için kalibrasyon grafiği çizilememiĢtir. Bunun yerine hesaplamalarda, kimyasal 

yapısı oldukça benzer olan tirozol için çizilmiĢ olan kalibrasyon grafiği kullanılmıĢtır (ġekil 

Ek-12.3).    

 

 

 

 

ġekil Ek-12.1. Kantitatif HPLC analizinde kullanılmak üzere hazırlanmıĢ kateĢole ait olan 

kalibrasyon grafiği 
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ġekil Ek-12.2. Kantitatif HPLC analizinde kullanılmak üzere hazırlanmıĢ 4-metilkateĢole ait 

olan kalibrasyon grafiği 

 

 

 

 

 

ġekil Ek-12.3. Kantitatif HPLC analizinde kullanılmak üzere hazırlanmıĢ tirozole ait olan 

kalibrasyon grafiği 
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ġekil Ek-12.4. Kantitatif HPLC analizinde kullanılmak üzere hazırlanmıĢ vanilik asite ait olan 

kalibrasyon grafiği 
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EK 13 Zeytin Karasuyu Ekstraktlarında Bulunan Fenolik Bileşenlere Ait Piklerin 

Standart Katma Yöntemi ile Belirlenmesi 

 

 

 

 

ġekil Ek-13.1. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK1 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK1 

ekstraktına 10 kat seyreltilmiĢ oleuropein hidrolizatı (hidroksitirozol) 

eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

 

ġekil Ek-13.2. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK1 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK1 

ekstraktına tirozol çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC 

kromatogramının karĢılaĢtırılması 

         ZK1  

         ZK1+oleuropein hidrolizatı (hidroksitirozol) 

         ZK1  
         ZK1+tirozol 

hidroksitirozol 

tirozol 
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ġekil Ek-13.3. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK1 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK1 

ekstraktına kateĢol çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC 

kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 
 

ġekil Ek-13.4. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK1 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK1 

ekstraktına vanilik asit çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC 

kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

 

 

 

         ZK1  
         ZK1+kateĢol 

          ZK1  

          ZK1+vanilik asit 

kateĢol 

vanilik asit 
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ġekil Ek-13.5. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK1 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK1 

ekstraktına 4-metilkateĢol çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC 

kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

 

ġekil Ek-13.6. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK2 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK2 

ekstraktına 10 kat seyreltilmiĢ oleuropein hidrolizatı (hidroksitirozol) 

eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

 

           ZK1  

           ZK1+4-metilkateĢol 

         ZK2  

         ZK2+oleuropein hidrolizatı (hidroksitirozol) 

4-metilkateĢol 

hidroksitirozol 
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ġekil Ek-13.7. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK2 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK2 

ekstraktına tirozol çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC 

kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

 

ġekil Ek-13.8. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK2 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK2 

ekstraktına kateĢol çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC 

kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

         ZK2  

         ZK2+tirozol 

         ZK2  

         ZK2+kateĢol 

tirozol 

kateĢol 



151 

 

 

 

ġekil Ek-13.9. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK2 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile ZK2 

ekstraktına vanilik asit çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma ait HPLC 

kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

 

ġekil Ek-13.10. Metanol ile 2 kat seyreltilmiĢ ZK2 ekstraktına ait HPLC kromatogramı ile 

ZK2 ekstraktına 4-metilkateĢol çözeltisi eklenmesiyle elde edilen karıĢıma 

ait HPLC kromatogramının karĢılaĢtırılması 

 

 

 

          ZK2  
          ZK2+vanilik asit 

           ZK2  

           ZK2+4-metilkateĢol 

vanilik asit 

4-metilkateĢol 
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