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OZET

Findik Yagimmin Oksidatif Stabilitesi: Yagin Kalitatif ve Kinetik Parametreleri
Uzerine Antioksidanlarin Etkileri

YUKSEK LiSANS TEZi

Ozge GULMEZ

Istanbul Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Damisman : Doc. Dr. Selin SAHIN SEVGILI

Yag endiistrisinde {irlin kalitesini etkileyen en 6nemli sorunlardan birisi lipid oksidasyonudur.
Lipid oksidasyonunun kinetik ve termodinamik o6zellikleri uygun sekilde anlasilirsa, gida
rtinlerinin formiilasyonu, bir gida sisteminde mevcut olan yagin kalitesini arttirmak ve
istenmeyen bozunma iirlinlerinin gorlinlimiinii azaltmak i¢in ayarlanabilir. Bu c¢alismada,
findik yagi Rancimat yontemi ile dort farkli sicaklikta (110, 120, 130 ve 140 °C)
hizlandirilmis kosullar altinda oksitlenmistir. Lipid oksidasyonunun kinetik parametrelerini
belirlemek, yagin kokenini ayirt etmek, yaglardaki farkliliklart ve benzerlikleri karakterize
etmek acgisindan 6nemlidir. Dolayisiyla katkisiz ve ¢esitli sentetik ve dogal antioksidanlar ile
zenginlestirilmis findik yaglarinda hizlandirilmis kosullarda meydana gelen oksidasyona ait
kinetik veriler elde edilmistir. Ayrica, yagin oksidatif stabilitesi i¢in aktivasyon enerjisi,
entalpi ve entropi gibi termodinamik parametreleri de tayin edilmistir.  Oksidasyon

reaksiyonunun sicaklik bagimliligi Arrhenius denklemiyle ifade edilmistir. Findik yaginin
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oksidatif kararlilig1 i¢in reaksiyon hiz sabiti (K), aktivasyon enerjisi (Ej), entalpi degisimi
(AH™), entropi degisimi (AS™") ve Gibbs serbest enerjisi (AG™") Arrhenius ve Aktiflesmis

Kompleks yaklagimlarina gére hesaplanmuistir.

Diger taraftan, gida endiistrisinde bilinen bu kalite problemi antioksidanlar gibi katki
maddeleri ile elimine edilebilmektedirler. Sagliga olan etkileri hala kanitlanmamis oldugu
halde, biitillenmis hidroksi toluen (BHT) ve tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) sik¢a kullanilan
sentetik antioksidanlardir. Bu nedenle, fenolik bilesikler, karotenoidler, tokoferoller,
pigmentler, vitaminler ve bitkisel ekstraktlar dahil olmak iizere fitokimyasal maddeler gibi
dogal kaynaklardan tiiretilmis katki maddeleri uygulamasina giderek daha fazla ilgi soz
konusudur. Bu ¢alismada findik yagi oksidatif stabilite ve antioksidan aktivite parametrelerine
gore de degerlendirilmistir. S6z konusu yag gallik asit, B-karoten, gallik asit ve p-karoten
karisim1 ve zeytin yapragi ekstrakti ile zenginlestirilmistir. Kontrol maksadiyla BHT ve
TBHQ de sentetik katki maddesi olarak findik yagina ilave edilmis ve sonuglar
karsilastirilmistir.  Son olarak, islem gormiis ve islem goérmemis yagin fenolik igerigi,
antioksidan aktivite, peroksit degeri ve indiikksiyon siiresi gibi kalite parametreleri de

karsilastirilmistir.

Aralik 2018, 106 sayfa.

Anahtar kelimeler: Gida giivenligi, findik yagi, oksidatif satbilite, lipid oksidasyonu,
kinetik, termodinamik.
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Oxidative Stability Of Hazelnut Oil: Effects Of Antioxidants On The
Quialitative and Kinetic Parameters Of The Qil
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Lipid oxidation is one of the major concerns to product quality in oil industry. If the kinetic
and thermodynamic properties of lipid oxidation are understood properly, formulations of
food products can be adjusted to enhance the quality of the product and to prevent the
degradation problems. In this study, hazelnut oil was oxidized at four different temperature
values (110, 120, 130 ve 140 °C) under accelerated conditions through Rancimat method. It is
important to determine the kinetic parameters of lipid oxidation, to distinguish the origin of
oil, to characterize differences and similarities in fat-containing food products. Therefore,
Kinetic data for oxidation in accelerated conditions were obtained in pure and enriched (with
various synthetic and natural antioxidants) hazelnut oils. Additionally, thermodynamic
parameters such as activation energy, enthalpy and entropy were determined for the oxidative
stability of the oils. The temperature dependence of the oxidation reaction was expressed by
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the Arrhenius equation. For the oxidative stability of hazelnut oil, the reaction rate constant
(), activation energy (E,), enthalpy change (AH"™), entropy change (AS™™) and Gibbs free
energy (AG™") were calculated according to Arrhenius and Activated Complex approaches.

On the other hand, this quality problem in the food industry can be eliminated with additives
such as antioxidants. Although the health effects are still unproven, butylated hydroxy toluene
(BHT) and tertiary butylhydroquinone (TBHQ) are frequently used as synthetic antioxidants.
Therefore, there is increasing interest in the application of additives derived from natural
sources such as phytochemicals including phenolic compounds, carotenoids, tocopherols,
pigments, vitamins and plant extracts. In this study, hazelnut oil was evaluated according to
the parameters of oxidative stability and antioxidant activity. The oil was enriched with gallic
acid, B-carotene, a mixture of gallic acid and (-carotene and olive leaf extract, respectively.
BHT and TBHQ were also added to hazelnut oil as a synthetic additive in order to compare
the results. Consequently, quality parameters such as phenolic content, antioxidant activity,
peroxide value and induction time of the treated and untreated oils were compared.

December 2018, 106 pages.

Keywords: Food safety, hazelnut oil, oxidative stability, lipid oxidation, Kkinetic,
thermodynamics.
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1. GIRIS

Yaglar, temel besin maddelerinden biri olup; insan beslenmesinde ve insanlarin yasamsal
faaliyetlerini siirdiirebilmesinde 6nemli bir yere sahiptir. Bitkisel ve hayvansal kaynaklardan
elde edilen yaglar; enerji kaynagi olmalarinin yaninda, A, D, E ve K gibi vitaminleri
icermeleri, viicut icin gerekli olan fakat viicut tarafindan sentezlenemeyen temel yag
asitlerinin kaynagi olmalari, tokluk hissini artirarak acitkmayi geciktirmeleri, yemeklere lezzet
ve tat vermeleri agisindan insan hayatinda 6nemli bir yere sahiptir ( Giil ve ark., 2016). Gida
sektorlinde bitkisel yaga duyulan bu ihtiyacin artmasi sonucunda bitkisel yaglarin {iretiminden
tiiketiciye ulasana kadar var olan besin degerini korumasi ve daha uzun siire bozunmadan

kalabilmesi amaclanmaktadir (Bodoira ve dig., 2017).

Lipid oksidasyonu, bitkisel yagin kalite Ozelliklerini ve raf Omriinii belirleyen Kritik
faktorlerden biridir (Da Silva and Jorge, 2014). Bu faktor yagin tat, koku, doku, lezzet ve
goriinimiinde istenmeyen degisikliklere sebep olur. Ayrica lipid oksidasyonu yagda ¢oziinen
vitaminleri de yok eder (Gallego ve dig., 2013). Yag ve yagh gidalarda meydana gelen
otooksidasyonlarin mevcut yontemlerle engellenemedigi durumlarda, antioksidanlar ve
sinerjistler bu gorevi yerine getirmek amaciyla devreye girer. Antioksidanlar, gidalarda
tatsizligin ve oksidasyon sonucu olusan toksik bilesiklerin olusumunun 6niine ge¢mek i¢in
kullanilabilecek etkili katki maddeleridir. Sinerjistler ise antioksidanlarin etkinligini arttirmak

icin kullanilabilecek destekleyici maddelerdir (Keskin, 1981).

Antioksidanlar, gidalarda gesitli etkilerle meydana gelen otooksidasyonun baglama ve
yayllma asamalarinda, yapilarinda bulunan hidrojenleri oksidasyon sonucu olusan serbest
radikallere vererek oksidasyonu engelleyen ve bunun sonucu olarak gidada olusabilecek
zararlar1 Onleyen bilesenlerdir. Bu maddelerin en onemli ozellikleri az miktarlarinin bile
oldukga etkili olmasidir. Yenilebilir yaglara eklenen antioksidanlar, yagin termal kararliligini
artirmali ve 1sil bozunmaya karsi doymamis yag asitlerini de korumalidir. Sentetik
antioksidanlarin giivenligi, uzun siireli alim sirasinda olas1 toksik etkilerinden dolay:
tartismali bir konu oldugundan bunlari, insan dogasiyla daha uyumlu olan dogal
antioksidanlarla degistirmeye ¢alismak mantikli gériinmektedir. Saglikli beslenme konusunda

insanlarin giderek bilinglenmesiyle onceden kullannomina daha c¢ok bagvurulan sentetik



antioksidanlar yerini dogal antioksidanlara birakmaya baslamistir. Bu durumun sonucu
olarak; arastirmacilar, dogal antioksidanlar konusunda yogun bir arastirma yapmaya

baslamistir (Sherwin, 1990; Fernandez-Lopez ve dig., 2005).

Fenolik bilesikler, gidalarin antioksidan potansiyellerinin énemli bir belirleyicisi oldugundan
dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilir. Bu 6zelliklerinin yanm1 sira fenolik
bilesiklerden elde edilen faydali etkilerin onlarin antioksidan aktivitelerine baglanmis olmasi,
fenolik bilesiklere olan ilgisi arttirmis ve bu bilesikler lizerinde yapilan arastirma sayisi
giderek artmistir (Balasundram ve dig., 2006). Kekik, biberiye, adagayi, zeytin yapragi, yesil
cay, susam gibi bitkisel kaynaklardan elde edilen ekstraktlar dogal antioksidan kaynagidir.
Son yillarda yapilan ¢alismalarda dogal antioksidanlarin ¢ogunun, farkli yemeklik yaglarda
sentetik antioksidanlara nazaran daha fazla antioksidatif aktivite ve termal stabiliteye sahip
oldugu gosterilmistir ( Taghvaei ve Jafari, 2013; Kozlowska ve Gruczynska, 2018).

Findik bademden sonra diinyada en yaygin yetistiriciligi yapilan sert kabuklu meyvedir.
Tiirkiye de diinyanin en 6nemli findik {iretici iilkesi olup, diinya findik iiretiminin yaklasik
%70’1, iilkemiz tarafindan gerceklestirilmektedir (Anon. 2017, syf. 4). Bu tez kapsaminda,
tilkemiz ve diinya acisindan tiiketimi ve dnemi yiiksek olan findiktan elde edilen findik yag:
aragtirma materyali olarak se¢ilmistir. Bu ¢alismada findik yagi oksidatif stabilite ve
antioksidan aktivite parametrelerine gore de degerlendirilmistir. S6z konusu yag gallik asit ve
karoten ile zenginlestirilip, zeytin yapragi da dogal bir antioksidan kaynagi olarak yagin
kalitesini arttirmaya yonelik olarak kullanilmistir. Kontrol maksadiyla biitillenmis hidroksi
toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol (BHA) ve tersiyer butil hidrokinon (TBHQ) da
sentetik katki maddesi olarak findik yagina ilave edilip ve sonuglar karsilastirililmistir. Son
olarak, islem gormiis ve islem gérmemis yagin fenolik, karoten igerikleri, antioksidan aktivite

ve indiiksiyon siiresi gibi kalite parametreleri de karsilastirilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. FINDIK

Findik, Fagales takimimin Betulaceae familyasinin Coryleae alt familyasinin, Corylus cinsine
girer. Findik yetistiriciligi, diinyada yayginlik acgisindan bademden sonra ikinci sirada
gelmektedir. Findik, en yaygin olarak Tiirkiye olmak iizere, Italya, ispanya, Amerika Birlesik
Devletleri, Cin, Iran, Yunanistan, Fransa, Azerbeycan, Rusya, Kirgizistan, Portekiz, Beyaz
Rusya, Moldova, Tacikistan, Giircistan, Ukrayna, Tunus, Macaristan, Kibris ve Kamerun gibi
tilkelerde de yetistirilmektedir. Tirkiye, toplam findik tiretiminin % 65'ini gergeklestirerek
diinyanin en biiyiik findik iireticisi konumundadir. 2017-2018 déneminde, Tiirkiye 120 iilkeye
287 milyon ton findik ihra¢ ederek yaklasik 1,78 milyar ABD dolar1 elde etmistir. Bunu yani
sira tarimsal Uirlin ihracatimizda yaklastk % 15-20’lik payr olan findigin en Onemli
ozelliklerinden birisi, lilkemize getirdigi doviz girdisinin tamamin1 milli kaynaklardan

saglamasidir (Anon. 2017, syf. 3, Ermis ve dig., 2018).

Tiirk findig: kaliteye gore “Giresun” ve “Levant” olmak tizere iki gruba ayrilmistir. Sekline
ve aromatik 6zelligine gore bagka bir siniflandirma grubu, “yuvarlak™ ve “sivri” olmak {izere
iki tiirQi igerir. Giresun kalite findiklar1 Giresun ilinin tamaminda ve Trabzon ilinin bazi
ilgelerinde yetistirilmektedir. Bu tiirler arasinda bulunan Tombul findik diinya capinda bilinir.
Tiirk Levant ¢esitlerinin yag igerigi, Giresun kalite findiklarindan daha diisiik olmasina
ragmen diger lilkelerde yetisen benzer tiirlerden daha yiiksektir (Anon. 2018 syf. 1; Altun ve
dig., 2011).

Findik, essiz lezzeti, dokusu ve findik i¢inin %60’ 1n1 olusturan lipid bilesikleri nedeniyle
oldukca degerlidir Findik meyvesi yemis olarak tiiketildigi gibi pastacilikta, helvacilikta,
tatlicilikta ve 6zellikle ¢ikolata endiistrisinde oldukga fazla kullanilmaktadir. (Savage ve dig.,
1997). Lezzetli ve besleyici olmasinin yani sira findik, insan saglig: iizerinde yararli etkilere
sahiptir. Iceriginde bulunan tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleri, (baslica oleik asit), protein,
karbonhidrat, diyet lifi, vitaminler (E vitamini), mineraller, fitosteroller (esas olarak a-
sitosterol) ve antioksidan fenolikler maddeler sebebiyle, kalp sagligin1 korumaya ve yiiksek
kolestrol degerlerini diistirmeye yardimci olmaktadir (Parcerisa ve dig., 1998; Sabaté ve Ang,

2009; Alasalvar ve dig., 2003; Ghirardello ve dig., 2016).



Findik, diger kabuklu yemisler arasinda en iyi E vitamini ve iyi bir dogal antioksidan kaynagi
olarak 6nemli bir yere sahiptir. Vitamin E veya R-tokoferol, bir lipid ¢oziilebilir fenolik
antioksidan olma 6zelligine sahiptir. Fenoliklerin antioksidan aktiviteleri serbest radikallere
bir hidrojen atomu baglanma yetenegidir (Alasalvar ve dig., 2003). Ciinkii dogal antioksidan
iceren gidalarin tiiketilmesi, serbest radikal etkisi ile olusan oksidatif stres kosullarindan
kaynakli istenmeyen durumlar1 ve saglik risklerini en aza indirgeme kullanilabilecek kabul
edilebilir bir segenektir (Nijveldt ve dig., 2001). Findikta fenolik ve hidroksisinnamik asitler
(gallik asit, kafeik asit, protokansik asit, vanilin asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinapik asit),
flavonoidler (katesin, kuersetin, mirisetin, kaempferol) ve vitaminler (vitamin E: a- tokoferol)
gibi cesitli fenolik antioksidanlarin varligi bilinmektedir. Bu bilesikler findiga, serbest
radikallerin viicutta meydana getirdigi hasar1 azaltabilecek dogal antioksidan kaynagi olma
ozelligi saglamistir (Alasalvar ve dig.,2006; Altun ve dig., 2011). Findigin fenolik igerigi
findik kalitesini degerlendirmede Onemli bir 6l¢iit olarak kullanilabilir. Bununla birlikte,

depolama stabilitesini de etkileyebilen bir faktordiir (Yurttas ve dig., 2000).

2.1.1 Findik Yag

Yaglar; insan viicudunda, enerji kaynagi, yapisal bir bilesen ve giiclii biyolojik diizenleyici
olmak tizere {i¢ sekilde tiiketmektedir (Mendil ve dig., 2009). Ayrica, yaglar insan viicudunda
meydana gelen metabolik reaksiyonlarda énemli bir role sahiptir. Ozellikle de bitkisel yaglar
kolesterol azaltic1 etkileri sebebiyle son derece faydali ve bir o kadar da popiilerdir. Bitkisel
yaglar, doymus olan ve diger kimyasallarla (6zellikle oksijen) kolayca reaksiyona girmeyen
hayvansal yaglarin aksine, daha reaktiftir (Llorent-Martinez ve dig., 2011). Yagli tohumlarda,
yapidaki mevcut enerjinin biiyiikk bir kismi1 yag olarak depolanmistir. Findik, yer fistigs,
aycicegi gibi dogrudan yiyecek olarak tiiketilebilen yagli tohumlarinin yani sira, spesifik
olarak yag ve kiispe eldesi i¢in islenen yagl tohumlar da mevcuttur. Bitkisel yaglar, ¢esitli
bitkilerin yagli tohumlarindan veya meyve kisimlarindan presleme, ¢6ziicli ekstraksiyonu

veya her ikisinin bir arada kullanildig1 yontemlerle elde edilmektedirler (Sarag, 2011).

Findik ¢esitli sekillerde tiiketilmektedir. I¢ findigin %80’i ¢ikolata sanayinde (kiyilmus,
dilimlenmis, 6gitiilmiis olarak) biskiivi, sekerleme, tatli, pasta ve dondurma yapiminda
kullamlmaktadir. Ulke icerisinde bu sekilde tiiketilemeyen veya ihra¢ edilerek
degerlendirilemeyen findiklar ise yaglik olarak kullanilmaktadir. insan beslenmesinde énemli

bir yeri olan findik yagi, icerdigi yag asidi bilesimi bakimidan zeytinyagina benzedigi icin



beslenmede Onemli bir yag ¢esidi olarak diisiiniilmektedir ve bu ylizden kullaniminin

yayginlastirilmasi amaglanmaktadir (Tung ve dig., 2014).

Ulusal Gida Kompozisyon Veri Tabani verilerine gore, 100 gram findik yag igerisinde, 66,04
g tekli doymamuis yag asidi (oleik asit), 21,78 g coklu doymamis yag asidi, 7,65 g doymus yag
asidi (palmitik asit, stearik asit, arasidik asit, behenik asit, lignoserik asit, palmitoleik asit)
bulunmaktadir. Yine veri tabaninda bulunan toplam tekli doymamis yag asidi miktari
verilerine gore, sivi ve kati yaglar grubunda findik yagi sirasiyla sizma, riviera, rafine
zeytinyagindan sonra en yiiksek tekli doymamis yag asidi igerigine sahip olan yagdir. Bu

siray1 ayni grupta kanola yagi, aycicegi ve misir yag takip etmektedir.

Bunlarin yan1 sira 100 gram findik yaginin igerisinde, insan saglig1 agisindan oldukca énemli
olan E vitamini 37,08 a-TE (Alfa Tokoferol Esdegeri) miktarinda bulunmaktadir. Sivi ve kati
yaglar grubunda 47,83 o-TE miktarinda E vitamini iceren Aygcigek yagi basi ¢cekmekteyken,
findik yag1 igerdigi E vitamini miktar1 ile ikinci sirada yer almaktadir. Rafine zeytinyagi ise
11,96 o-TE E vitamini miktar1 ile grupta daha alt siralarda yer almaktadir. Yine bu verilere
gore 100 g findik yag icerisinde 37,1 mg alfa tokoferol bulunmaktadir (Anon. 2018; Ermis ve
dig. 2018).

2.2. BITKIiSEL YAGLARIN OKSIDASYONU (LiPiD OKSIDASYONU) VE
ANTIOKSIDAN MEKANIZMASI

Lipidler gidalarin en 6nemli yapisal ve fonksiyonel bilesenleridir. lipidler gidalarin icersinde

az miktarda bulunsalar bile 6nemli derecede etki gosterirler (Frankel, 2012).

Lipid oksidasyonu, dogal ve islenmis gidalarin kalitesindeki azalmanin en Onemli
nedenlerinden biridir. Lipid oksidasyonu gidalarin lezzet, doku, besin degeri, renk gibi birgok
kalite ozellikleri 6nemli dlclide etkilemektedir. Bu durum ise gida endiistrisinde biiytlik bir

ekonomik endiseye sebep olmaktadir (Chaiyasit ve dig., 2007).

Lipid oksidasyonu; ¢oklu doymamis yaglarda, ¢esitli katalizorlerin etkisiyle meydana gelen
oktet agiklara oksijenin baglanmasiyla olusan ve kendi kendini katalizleyerek devam eden
bir reaksiyon zinciridir. Bu olay sonucu esansiyel yag asitleri bozularak, gidalarda meydana

gelen acilagsma sonucunda kotii tat, koku ve aroma olusturur buna ek olarak gida maddesinin



besin degeri olumsuz etkilenir (Ozcelik ve Evranuz, 1998). Lipid oksidasyonu ayn1 zamanda
yagin i¢inde bulunan esansiyel yag asitlerini de yok eder ve zehirli bilesikler ile oksitlenmis
polimerlerin olusmasina sebep olur (Choe ve Min, 2006). Sicaklik, oksijen varligi, 151k, nem,
agir metaller yagin doymamighigi (en 6nemli faktor), lipid oksidasyonunu yol agan baslica
etmenler olarak sayilabilir. Genel olarak bu etmenlerin tiimii gidaya ayn1 anda etki ettigi i¢in
hangi etmenin ne zaman ve ne siddetle etki ettiginin kestirilmesi giigtiir. (Merrill ve dig.,

2008; Yu, S.H. ve dig., 2013).

Antioksidan maddeler, bitkisel ve hayvansal yag icerigine sahip gida maddelerinin iretimi,
depolanmas1 ve sevkiyati sirasinda meydana gelebilecek oto-oksidasyon kaynakli zararlarin
Oonlenmesinde kullanilan en 6nemli katki maddelerdir. Yag icerigine sahip gidalarda tat
kaybmnin ve lipid oksidasyonundan ileri gelen toksik bilesenlerin olusumunun Oniine
gecilmesi, olusabilecek hiicre ve biyolojik hasarlarinin engellenmesi i¢in ilave edilmektedir
(Bilgin ve dig., 2013; Taghvaei ve Jafari, 2013). Bu biyoaktif maddeler hidrojen dondrii
olarak davranirlar ve toksik maddeleri daha az toksik etkiye sahip tiirlere doniistiiriirler.
Baslatma (1), cogaltma (2 ve 3) ve sonlandirma (4, 5 ve 6) basamaklarini igeren zincir
reaksiyonu su sekilde 6zetlenebilir (Yanishlieva ve Marinova, 2001; Aluyor ve Ori-Jesu,
2008):

R- + AH — > RH + A- (2.1)
ROH

RO
ROOH

ROO-

RO- + A —————» ROA (2.2)

ROO- ROOA

ROO- + RH ———— ROOH + R- (2.3)

A- + 0, —  AOQO° (2.4)



AOO- + RH —_— > R + AOOH (2.5)

A + RH —» AH + R* (2.6)

Reaksiyon 2.1-2.6'da da goriildiigii gibi, bu sekilde olusturulan antioksidan radikali (A*),

eslenmemis elektronun, aromatik halka tizerindeki oksijen atomu ile yer degistirmesiyle

dengelenir.

2.3. DOGAL/SENTETIK KATKI MADDELERININ ONEMi

2.3.1. Dogal Katki Maddeleri

Bitkiler ¢cok eski tarihlerden bu yana hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de tibbi agidan dnemli bulunan bitkiler yiizyillardan beri
halk arasinda oldukca yaygindir. Son yillarda artan hastaliklara karsi sentetik yapili ilaclarin
bazen yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasi dogal triinlerin kullanimina olan ilgiyi
arttirmis ve bu amagcla birgok bitki mikrobiyolojik farmakolojik yonlerden ¢ok yonlii olarak
aragtirtlmaya baslanmistir (Kirbag ve Zengin, 2006). Bitkiler antioksidan ve antimikrobiyal
Ozelliklere sahip fenolik bilesikler icerdiginden oldukg¢a degerlidir. S6z konusu olan bu
maddelerin elde edilmesi ve kullanim1 ¢ok 6nemlidir. Bu degerli biyoaktif maddeler bitkinin
kendisi tarafindan iiretilirken mikroorganizma ve radyasyona karsi bir savunma mekanizmasi
olarak kullanilmaktadir. Bu maddeler bitkiye, antioksidan, antihipertansif, antimikrobiyal ve
antitimor aktivitelerine sahip olma 0Ozelligi kazandirmaktadir. Boylece bitki; viriislere,
bakterilere, mantarlara ve gesitli enfeksiyonlara karsi yararl etkilere sahip hale gelirken,
tansiyonu diisiirmek, kardiyovaskiiler rahatsizliklarin oniline ge¢mek, kanser ve g¢esitli
virtislerin sebep oldugu hastaliklar tedavi etmek gibi pek ¢ok saglhiga faydali 6zelligin de
sorumlusu olur. Dolayisiyla gida, ilag ve kozmetik endiistrinde s6z konusu bitkilerden elde
edilen ekstraktlar1 ¢esitli uygulamalarda kullanmak icin artan bir ilgi vardir (Cordell, 2000;
Balasundram ve dig., 2006; Hayouni ve dig., 2007; Lee ve dig., 2009; Berber ve dig., 2013;
Rahaiee ve dig., 2015).



Bitkisel ekstraktlar, ¢ok eski tarihlerden bu yana hastaliklarin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan ve tibbi 6zellikleri bilinen bitkilerin meyvelerinden, yapraklarindan, ¢igeklerinden,
agaclarindan, koklerinden, reginelerinden veya tohumlarindan elde edilen karmasik yapili
karigimlardir (Sahin ve Bilgin, 2017). Bitkinin farkli kisimlarindan elde edilen bu
ekstraktlarin 6zellikleri birbirinden farklidir. Bitki tohumlarindan elde edilen ekstraktlarin yag
asidi icerikleri yaprak ve kokten elde edilen ekstraktlara gore daha fazladir. Kurutulmus,
boyutu kiiciiltiilmiis ve toz haline getirilmis her bitki veya bir siv1 kullarak kaynatma sonucu
elde edilen bitki suyu ekstrakt degildir. Ekstrakt eldesinde en 6nemli husus istenilen bitki
etken maddesinin bozunmadan kazanimidir. Bu sebeple etken maddeyi elde etmek icin
yapilabilecek islemler diisiik sicaklik ve algak basingta yapilmahdir (Karakas, 2003).
Bitkilerden ekstrakt elde etmek i¢in kullanilan baslica yontemler ¢oziicii ekstraksiyonu, buhar
distilasyonu, Soxhlet ekstraksiyonu, Homojenizator Destekli Ekstraksiyon, Ultrason Destekli
Esktraksiyon, Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon ve Siiperkritik CO, Ekstraksiyonu seklinde
stralanabilir (Sahin ve dig., 2011; Bilgin ve dig., 2013; Sahin ve dig., 2017)

Bu tez kapsaminda findik yagi, gallik asit ve karoten ile zenginlestirilecektir. Ayrica zeytin
yapragi da dogal bir antioksidan kaynagi olarak yagin kalitesini arttirmaya yonelik olarak

degerlendirilmistir.

2.3.1.1. Zeytin yaprag:

Zeytin yapragi, zeytin meyvelerinin hasat siirecinde elde edilen bir tarimsal atik yan iriini
olup, zeytin agacinin diger kisimlari gibi 6nemli biyofenoller igerir. Yapraklarin rengi,
doganin ve konsantrasyonun etkisine bagli olarak meyvenin rengine ve tadina katkida
bulunur. Yapraklardaki biyofenoller meyve ve dallardan farklidir. Halkbilimciler yiizlerce
yildir Orta Dogu kiiltiiriinde zeytin yapraklarindan yapilan cayin Okstriik, bogaz agrisi,
feverand sistit gibi hastaliklara karsi tedavi edici etkilerini anlatmaktadir. Buna ek olarak
yapraklar, dermatolojik hastaliklarin tedavisi i¢in de kullanildigindan bahsedilmistir. Zeytin
yapragi ilk olarak eski Misir'da tibbi olarak kullanilmis ve goksel giiciin sembolii olmustur.
Yapraktan ¢ikarilan yag§ mumyalama torenlerinde kullanilmistir. Zeytin yapragi, Ozellikle
Akdeniz kiiltiirlerinde de, soguk alginligi, sitma, dang, siddetli ishal ve dis, kulak, idrar yollar
ve cerrahi enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmistir. Zeytin yapragindan elde edilen sivi veya
tablet seklindeki ekstraktlar; diyabet, yiiksek kan basinci, kardiyovaskiiler hastaliklar, soguk

alginlig, idrar yolu enfeksiyonlari, kronik yorgunluk sendromu, gibi hastaliklara karsi ve



bagisiklik sistemini desteklemeye yonelik kullanilmistir. Bunun yami sira kozmetik
endiistrisinde yaslanma karsit1 aktiviteleri i¢in kullanilan zeytin yapragi ekstrakti igeren
tiriinler mevcuttur. Zeytin yapragi ekstresinden yapilan ilaglar sadece insan sagligi i¢in degil,
ayni zamanda antibiyotik ve antiparaziter Ozelliklerinden dolay1r hayvan sagligi icin de

kullanilmaktadir (Sahin ve Bilgin 2017; Marsilio ve dig., 2001; Gao ve dig., 2008

2.3.1.2. Gallik Asit

Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit) (Sekil 2.1), bitkilerde en Onemli polifenolik
bilesiklerden biridir ve tanen aktif olarak var oldugu bilinir. Gallik asit ve tiirevleri liziimde,
mangoda, cevizde, yesil ¢ayda, birgok meyvede ve buna ilaveten liziimden elde edilen sarapta

bulunan ana polifenolik bilesikler olarak kabul gérmektedir (Isuzugawa ve dig., 2001).

0O
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Sekil 2. 1: Gallik Asit’in kimyasal yapisi.

Bu bilesikler normal hiicrelerden daha ytliksek duyarliliga sahip tiimor hiicrelerinde farkli ve
yararli biyolojik aktiviteler gostermektedir. Bunun sebebi olarak bu bilesiklerin miikemmel
bir serbest radikal siipiirebilme 6zelligi gosterilebilir. Bu antioksidan etkisinden dolayi, GA
igeren bitki ekstraklar1 antidiyabetik, antianjiyogenik antimelanojenik 6zellige sahiptir. Bunun
yant sira kalp damarlarinda meydana gelen tikanikliklarda ve oksidatif etki sebebiyle olusan
karaciger ve bobrek hasarlarinda engelleyici etki gostermistir. GA ayrica gidada, kozmetikte
ve farmasotikte bir antioksidan olarak kullanilmaktadir ve farmakolojik dozlarda memeliler
icin toksik etki gostermemektedir (Isuzugawa ve dig., 2001; Singh ve dig., 2004; Bastianetto
ve dig., 2006; Zhao ve dig., 2011).
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2.3.1.3 Karotenoidler

Karotenoidler, genisletilmis bir konjuge ¢ift bag sistemi igeren bir lipofilik bitki
renklendiricileri siifidir ve B-karoten (Sekil 2.2) ile likopen (Sekil 2.3), bu sinifin en 6nemli
bilesikleridir. B-karoten lipit ¢ozebilir bir provitamindir. Reaktif oksijeni siipiirme ve lipit
oksidasyonunu 6nleme kabiliyetine sahip en gii¢lii antioksidanlardan biridir. Insan kaninda ve
dokularinda en fazla bulunan karotenoidler; B-karoten, a-karoten, likopen, B-kriptoksantin,
lutein ve zeaksantindir (Condron ve dig., 2014; Weber ve Grune, 2012; Samaniego-Sanchez
ve dig., 2010).

Sekil 2. 2: B-karoten ’in kimyasal yapisi.

Sekil 2. 3: Likopenin’in kimyasal yapisi.

Yapisal oOzellikleri nedeniyle karotenoidler, reaktif oksijen tiirlerinin, o6zellikle singlet
molekiiler oksijen ve peroksil radikalleri ¢ok iyi bir sekilde siipiiriicii etkiye sahiptirler. Bu
islemde, karotenoid kimyasal olarak radikal ile reaksiyona girer ve yapidaki konjuge ¢ift bag
sistemi dogrudan tahrip olur. Karotenoidler bu siirecte tokoferol ile sinerjistik olarak etki
gosterirler. Ayrica, karotenoidlerin karisimlari; tek basia olan bilesiklerden daha etkilidir.
Karotenoidlerin kanser, metabolik hastalik ve kardiyovaskiiler hastalik gibi insan sagligi
acisindan tehdit olusturan bir dizi hastaliga karsi koruma saglamaktadir (Jomova ve Valko,
2013). Karotenoidler, gida renklendiricileri, yem takviyeleri olarak kullanilirken daha yakin
zamanlarda nutrasotik, kozmetik ve farmasotik amagh olarak da kullanilmaya baslanmistir.

Mikroorganizmalar ve bitkiler 600'den fazla farkli karotenoid yapiy1 sentezlemelerine
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ragmen, yararli miktarlarda sadece birkag¢ karotenoid yapi iiretilebilir. Karotenoidlerin 6nemli
antikanserojenik aktiviteler sergiledigi ve kronik hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli bir rol
oynadiginin kesfedilmesi, yeni karotenoid tiirlerinin sentezi ve bu bilesiklerin miihendislik

hiicrelerinde ekonomik iiretimi lizerine ¢aligmalari tetiklemistir (Oroian ve Escriche, 2015).

2.3.2 Sentetik Katki Maddeleri

2.3.2.1 Biitillenmis hidroksi toluen (BHT)

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) (Sekil 2.4) yag ve yagh gidalarda oksidatif bozulmay1
onlemek i¢in kullanilan sentetik bir antioksidandir. BHT nin yani sira biitillenmis hidroksi
anisol (BHA) da 1950'lerden beri kullanilan en yaygin iki sentetik antioksidandan biridir.
BHA ve BHT, bircok ticari gidada az miktarda bulunurlar ve bu nedenle bir¢ok insanin
beslenmesinin kiigiik bir kismini olustururlar. Fakat gida iriinlerinde BHA ve BHT' nin
yaygin kullanimi ve dolayistyla insanlarin bu sentetik katki maddelerine uzun siireli ve yaygin

olarak maruz kalmasi1 nedeniyle, potansiyel saglik risklerinin arastirilmasi Onemlidir

(Botterweckve dig., 2000).

OH

Sekil 2. 4: Biitillenmis hidroksi toluen’in kimyasal yapisi.

2.3.2.2 Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ)

Tersiyer Butil Hidrokinon (TBHQ) (Sekil 2.5), doymamus bitkisel yaglar hayvansal yaglar ve
et driinleri igin % 0,02'den az konsantrasyonlarda etkili bir koruyucu olarak kullanilan
sentetik bir katki maddesidir. Gidanin lezzetini, kokusunu, dokusunu degistirmeyen ve
demirin varhi§inda bile gidada renk bozulmasina yol agmayan bu katki maddesi ayn1 zamanda
kozmetik iirlinlerinde de % 0,1'den az konsantrasyonlarda kullanilir (Eskandani ve dig.,
2014).
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Sekil 2. 5: Tersiyer Butil Hidrokinon’un kimyasal yapisi.

2.4. YAGLARIN KALIiTE PARAMETRELERI

2.4.1. Oksidatif Stabilite

Yenilebilir yaglarin kalitesi ve stabilitesi, yagin tiiketici tarafindan kabul edilebilirligini ve
piyasa degerini etkileyen baglica parametrelerdendir. Bu nedenle, yag endiistrisinde tiiketici
tarafindan kabul edilebilir yagin tretilmesi ve yag kalitesinin korunmasi i¢in yagin kalite

kontroliiniin gergeklestirilmesi ¢cok dnemlidir.

Oksidatif stabilite, yenilebilir yaglarin kalitesini belirleyen en 6nemli parametrelerden biridir.
Yenilebilir yaglarin oksitlenmesi, zincirleme reaksiyonu yoluyla gerceklesmektedir (Frankel,
1993; Coppin ve Pike, 2001). Yiiksek oranda oksitlenmis kat1 ve sivi yaglarda, aldehitler,
ketonlar, furanonlar, laktonlar, hidrokarbonlar, organik asitler ve polimerik bilesikler
meydana gelir. (Ostrowska-Ligeza ve dig., 2010). Bu nedenle, lipid oksidasyonu reaksiyonu,
yag veya yag ihtiva eden gidalarin kokusunda ve karakteristik oOzelliklerinde giderek
kotiilesen ve hos olmayan kokularin, tadin ortaya cikmasiyla karakterize edilebilir. Lipid
oksidasyonunun hizla artisindan Onceki zaman, oksidatif stabilitenin bir Olcilistidiir ve

indiiksiyon zamani olarak adlandirilir. (Souza ve dig., 2004)

Bu parametrenin Aktif Oksijen Metodu (AOM; AOCS Metodu Cd 12-57) ile belirlenmesi,
peroksit degerinin siirekli olarak tayin edilmesi nedeniyle zaman ve maliyet agisindan
kullanima elverisli degildir. Bu nedenle yenilebilir yagin oksidatif stabilitesini
degerlendirmek i¢in bir takim yontemler gelistirilmistir ( Tan ve dig., 2002 ; Polavka ve dig.,
2005; Ostrowska-Ligeza ve dig., 2010). Alternatif, hizlandirilmis yontemlerden biri de
Ransimat metodudur. Ransimat, titrasyon gibi ekstra bir analitik analiz gerektirmeden
Ol¢iimlerin siirekli yapildigi basit ve kullamigh bir yontemdir. Kullanilan 6rnek miktari,

iiriiniin icerisinden gegirilecek havanin akis hizi ve sicakligi olmak iizere sadece {li¢ parametre
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ile yag igerigine sahip lriiniin oksidatif stabilitesini tayin etmek miimkiindiir. Bu yontem

ucucu bozunma tiriinlerinin kondiiktometrik tayinine dayanmaktadir (Kurtulbas ve dig, 2018).

Hava girisi B
. <— Olgum kab:

Bealslyon hcrolari
tupu
Absorpsiyon
Yag ornegi soli(lsy;)nu
su

Isitica

Sekil 2. 6: Oksidatif stabilite dl¢limiinde kullanilan ransimat cihazinin galigma prensibinin sematik
olarak gosterimi.

Burada iletkenligin zamana kars1 degeri otomatik olarak ¢izililir ve degerlendirme, deneyin
bitmesinden sonra grafiksel olarak yapilir. Bu yontemde belli periyotlarla titrasyonlarin

yapilmasi i¢in gerekli olmadigi i¢in harcanan ¢aba, oldukca azdir (Laubli ve Bruttel, 1986).

2.4.2. Peroksit Degeri

Peroksitler yagin oksidasyonu sirasinda olusan bilesiklerdir. Bu sebeple peroksit sayisi ile
yagin bozunmasi arasinda dogru oranti bulunmaktadir. Yaglar rafta bekleme siireleri boyunca
bazi etkiler sonucu degisime ugrayabilir. Depolama ortaminda bulunan oksijen miktari, metal
iyonu ve sicaklik gibi etkiler yagin bozulmasina yol agar. Iste peroksit sayisinin tayini bize bu

bozunmalar hakkinda bilgi alma sans1 saglar. (Bozan, 2006)

2.4.3. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar yaglarda, olusan oto-oksidasyon reaksiyon mekanizmalarina etki ederek
acilagma, tat, renk bozulmasi ve kotii koku gibi olaylarin meydana gelmesini geciktirir veya
timiiyle engeller. Bu sayede hem yagin kalitesi korunmus, hem ekstra bir besleyici katki

saglanmig hem de yagin raf omrii uzatilmis olur (Sahin ve dig., 2016)
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2.4.4. Fenolik Madde icerigi

Fenolik bilesikler veya diger adiyla polifenoller, bitkiler aleminde en yaygimn var olan madde
grubudur. Bu bilesiklerin “polifenol” olarak da bilinmesinin sebebi yapilarinda fonksiyonel
tirevler igeren hidrosil (-OH) gruplariyla, dallanmig aromatik benzen halkalari i¢germesidir.
Fenolik bilesikler sahip olduklar1 bu 6zellikleri sonucunda bir hidrojenini vererek hidrojen
vericisi olarak gorev alabilir ve bu durum fenolik bilesigin antioksidan olarak etki

gostermesini saglar (Vermerris ve Nicholson, 2006).

Fenolik bilesikler gida igin tat ve koku olusumundaki etkileri, renk olusumu ve degisimine
katilmalari, enzim inhibisyonuna neden olmalari, degisik gidalarda saflik kontrol kriteri
olmalar1 gibi birgok agidan Onem tasimaktadirlar. Ayrica, fenolik bilesiklerin kronik
hastaliklarin 6nlenmesinde 6nemli rol oynadigini kanitlayan bir¢cok ¢alisma mevcuttur. Bu
bilesiklerin olumlu saglik etkilerinin basinda kalp damar hastalig1 riskini azaltmalar1 bunun

yani sira antikanser ve antiviral 6zellikleri gelmektedir (Lee, 2004).

2.5. KATI — SIVI EKSTRAKSiYONU

Ekstraksiyon; kat1 veya sivi fazda bulunan ve farkli ¢oziiniirliige sahip bilesenlerin, bu farkli
¢Oziiniirliik 6zellikleri yardimi ile s1vi faza alinmasi islemidir. Sivi-sivi ekstraksiyonu ve kati-
stvi ekstraksiyonu olarak iki sekilde gerceklesir. Sivi-sivi ekstraksiyonunda; birbirine
karigmayan iki sivinin yogunluk farkindan yararlanilarak ayirma gergeklesir. Kati - sivi
ekstraksiyonunda, kat1 iginde bulunan bir maddenin bu maddeyi biiyiik dlglide ¢ozebilen sivi
bir ¢6ziicli ile muamele edilmesiyle ile kat1 igerisindeki istenilen maddenin sivi ¢6ziicliye

gecmesi saglanir. Kati - sivi ekstraksiyonun temel basamaklar1 su sekildedir;

Coziiciiniin kat1 matris i¢ine girisi,

Kati igerisindeki istenilen bilesenin ¢oziinmesi

Cozlinen bilesenin kat1 matrisin digina aktarilmasi

Ekstakte edilen ¢oziinen bilesenlerin kat1 matriksin dis yilizeyinden ¢ozeltiye gegmesi

Ekstraktin katiya gore hareketi

I T o

Ekstrakt ve katinin ayrilmasi (Yagcioglu, 2015).

Biyoaktif bilesiklerin, ¢6ziicii yardimiyla kati bitki materyallerinden ekstraksiyonu,

fitokimyasal agidan zengin {riinlerin iiretiminde 6nemli bir adimdir. Maserasyon ve soxhlet
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ekstraksiyonu gibi ekstraksiyon yontemleri ile ¢esitli bitkilerden 6nemli birgok fenolik bilesik
elde edilebilir. Fakat, bu geleneksel ekstraksiyon yontemlerinin genellikle zaman alic1 ve
diisiik verime sahip olmasi nedeniyle son yillarda otomasyona imkan veren, ekstraksiyon
stirelerini kisaltan ve organik ¢oziiciinlin tiiketimini azaltan yeni ekstraksiyon teknikleri
gelistirilmistir (Prakash Maran ve dig., 2017).

Biz c¢alismalarimizda ileri ekstraksiyon yontemlerinden biri olan homojenizator destekli

ekstraksiyon yontemini inceledik.

2.5.1. Homojenizator Destekli Ekstraksiyon

Homojenizator destekli ekstraksiyon, Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunun gelismis bir versiyonu
olup kisabir zaman diliminde yiiksek verim saglayan yeni nesil bir metottur.
Homojenizasyonda ekstraksiyon islemine tabii tutulacak kati materyal, kiicik boyutlara
ufalandiktan sonra belirli bir miktar ¢oziicii igine alinir ve ayni zamanda homojenizatdr ile
yiiksek devirde karistirma saglanir. Homojenizasyon sonrasinda kati madde partikiil boyutuna
parcalanmis olur. Bu sekilde hem daha homojen dagilmis bir bir ekstrakt hazirlanirken hem
de ekstraktin ¢oOziicii sivi ile temas yilizeyi de arttirilarak ekstraksiyon performansi
tyilestirilmis olur. Homojenizasyon islemi sonrasi kati materyal ylizeyindeki gozeneklerin
stviyla temast arttigindan ¢ok kisa siirede yliksek verimde ekstraksiyon saglanir (Bilgin ve

dig., 2013).

2.6. OPTIMIZASYON

Optimizasyon bir sistem, proses veya {riinden maksimum fayda elde etmek i¢in
performansini iyilestirmek anlamina gelmektedir (Bezerra ve dig., 2008). Optimizasyon
terimi, miimkiin olan en iyi yaniti lireten bir prosediiriin uygulanacagi kosullar1 kesfetme
yontemleri olarak kimyada yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Araujo ve Brereton, 1996)

Analitik kimyadaki geleneksel optimizasyona bakildiginda, bir faktoriin deneysel bir tepki
tizerindeki etkisini izleyerek gerceklestirildigi goriilmektedir. Geleneksel yontemde, sadece
bir parametre degistirilirken, digerleri sabit bir seviyede tutulmaktadir. Bu optimizasyon
teknigi, her seferinde tek degisken (one-variable-at-a-time) yaklagimi olarak bilinir. Bu
yaklasimin baglica dezavantaji, incelenen degiskenler arasindaki etkilesim etkilerini goz ardi
etmesidir. Sonu¢ olarak, bu teknik parametrenin yanit {izerindeki tiim etkilerini

gostermemektedir (Lundstedt ve dig,. 1998). Tek faktorlii optimizasyonun bir diger
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dezavantaji, aragtirmay1 yiiriitmek i¢in gerekli olan deney sayisindaki artistir, bu da zaman ve
giderlerin artmasina ve ayrica reaktif maddelerin ve malzemelerin tiiketiminde bir artisa yol
agmaktadir. Iste bu tiir problemlerin &niine gecebilmek igin cok degiskenli istatistiksel
teknikler kullanilmaktadir. Bu tekniklerden birisi de Yanit Yiizey Yaklagimidir (YYY). YYY,
bir veri setinin istatistiksel ongoriilerini yapabilme amaci ile davranisin1 tanimlayan, deneysel
verilere bir polinom denkleminin uymasina dayanan matematiksel ve istatistiksel tekniklerin
bir araya getirilmesidir. Bu yontem, ozellikle bir cevap degiskeninin (bagimli degiskenin)
birden fazla sayida bagimsiz degisken tarafindan etkilendigi durumlarda uygulanabilmektedir.
Amag, en iyi sistem performansini elde etmek i¢in s6z konusu degiskenlerin seviyelerini ayni
anda optimize etmektir (Bezerra ve dig., 2008).
YYY metodolojisini uygulamadan 6nce, oncelikle iizerinde calisilan deneysel bolgede hangi
deneylerin gerceklestirilmesi gerektigini tanimlayan deneysel bir tasarim segilmelidir. Bu
amagla bazi deneysel matrisler vardir. Birinci mertebeden modeller i¢in deneysel tasarimlar
(mesela faktoriyel tasarimlar), veri seti egriligi gostermediginde kullanilabilir (Hanrahan ve
Lu, 2006). Ancak, lineer fonksiyonlarla tanimlanamayan deneysel verilere cevap
fonksiyonunu yaklasik olarak tahmin etmek igin, li¢ seviyeli faktoriyel, Box — Behnken,
merkezi kompozit ve Doehlert tasarimlari gibi ikinci dereceden tepki yiizeyleri i¢in deneysel
tasarimlar kullanilmalidir.
YYY, Box ve galisma arkadaslar1 tarafindan 50'li yillarda gelistirilmistir (Gilmour, 2006). Bu
terim, matematiksel modelin uygunlugundan sonra olusturulan grafiksel perspektiften ortaya
cikmistir ve kullanimi, kemometriye iligkin metinlerde yaygin olarak benimsenmistir. Bu
terim, deneysel tasarima iliskin elde edilen deneysel verilere ampirik modellerin uyumunu
temel alan bir matematiksel ve istatistiksel teknikler grubundan olusur. Bu amaca yonelik
olarak, incelenen sistemi tanimlamak i¢in dogrusal veya 2. dereceden polinom fonksiyonlar
kullanilir ve sonug olarak, deney kosullarinin optimizasyonuna kadar arastirir (Teofilo ve
Ferreira, 2006).
Bir optimizasyon teknigi olarak YYY uygulamasinda s6z konusu olan asamalar su sekilde
siralanabilir:

e (Calismanin amacina gore, sistem {izerinde ana etkileri oldugu diisiiniilen bagimsiz

degiskenlerin se¢imi.
e Deney tasarimmin se¢imi ve secilen deney matrisine gore deneylerin

gerceklestirilmesi.
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Elde edilen deneysel verilerin bir polinom fonksiyonunun uyumu araciligiyla
matematik-istatistiksel analizi.

Modelin uygunlugunun degerlendirilmesi.

Optimal bolgeye dogru bir yer degistirme gergeklestirme olasiliginin gerekliliginin
dogrulanmasi.

Calisilan her bir degisken i¢in optimum degerlerin elde edilmesi (Bezerra ve dig.,

2008).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. MALZEME

Bu calismada kullanilan findik yagi 6rnekleri tiim ¢aligmalarda ayni 6rnegin kullanilmasini
saglamak icin tek seferde yerel bir marketten alinmis olup ticari bir markanin riiniidiir.
Zeytin yapragr oOrnekleri Marmara Bolgesi’'nde bulunan Avsa Adasi’dan toplanmustir.
Yapraklar Gemlik tiirii zeytinlere aittir. Hasat donemi zeytin yapragiin fenolik seviyesini
onemli oranda degistirdigi icin (Sahin ve dig 2012), yapraklarin fenolik madde agisindan en
yiikksek doneme sahip oldugu Kasim (2016) ayinda toplanan 6rnekler katki maddesi olarak

degerlendirilmistir.

Calismalarimizda kullandigimiz etanol, metanol ve asetonitril Merck firmasindan temin
edilmis olup, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazoline-6-
stilfonik asit) diamonyum tuzu (ABTS), 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit (trolox), 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (neokuproin), Folin-Cioacalteu reaktifi, sodyum
karbonat (NayCOyg), gallik asit, hidroklorik asit, sodyum hidroksit, oleuropein, verbaskozit ve
lutein-7-glukozit Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Kloroform, hekzan, asetik asit ve
nisasta, potasyum persiilfat, sodyum nitrit ve aliiminyum kloriir de yine Merck firmasindan
temin edilmistir. Potasyum iyodiir Sigma-Aldrich’ten ve B-karoten ise Fluko’dan temin

edilmistir.

3.2. CIHAZLAR

Yaglarin stabilitesi Ransimat (Metrohm) 892 cihaz1 ile gergeklestirilirken, cihazda yapilan
tayinler esnasinda kullanilan saf su i¢cin Human Power I markali su aritma cihazi
kullanilmigtir. Homojenizator destekli ekstraksiyon islemi i¢in IKA T25 Digital- ULTRA
TURRAX marka dijital homojenizator, sivi ekstraktlarin kurutulmasi i¢in doner buharlastirici
(BUCHI, R-215) kullanilmistir. Spektrofotometrik analiz sonuglarinin okunmasi i¢in PG
INSTRUMENT- T60 UV-Visible Spectrophotometer marka UV Spektrofotometresi
kullanilmistir. Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ise Agilent 1260 (Agilent,
Waldbronn, USA) marka ve modeldir. HPLC ile birlikte kullanilan kolon ise Agilent Eclipse
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Plus C18 RRHD 18 (3 mm x 5 mm; 1,8 um)’dir. Ayrica santrifiij islemleri i¢in Niive (CN
180) marka santrifiij, 6rnek hazirlamak i¢in ise Heidolph marka vorteks ve SHIMADZU

marka terazi gibi arag-gereclerden de faydalanilmistir.
Calismalarimiz,

I.  Zeytin yapragindan optimum kosullarda ekstrakt eldesi
Il.  Zeytin yaprag: ekstraktinin igeriginin incelenmesi
I1l.  Findik yagmin zeytin yapragi ekstrakti ve diger dogal/sentetik katki maddeleri ile
zenginlestirilmesi
IV.  Findik yagimin oksidatif stabilitesinin incelenmesi olmak iizere 4 ayri arastirma

lizerinden yiiriitiilmiistiir.

3.3. EKSTRAKT ELDESI

3.3.1. Homozenizator Destekli Ekstraksiyon

Klasik ¢oziicli ekstraksiyonunun gelismis bir versiyonu olan homojenizatér destekli
ekstraksiyon; yliksek devirde homojenizasyon sirasinda asir1 1sinmadan kaynakli bitkide
meydana gelebilecek bozunmay1 engellemek icin sistem, 15 saniye agik 5 saniye kapali olmak

tizere toplam 45 sn 7000 rpm’de calistirilarak kullanilmastir.

Calismalar sirasinda 50 mL’lik polietilen satrifiij tiipleri igerisine belirli miktarlarda 6rnek
konulup {izerine yine belirlenen miktarda ¢oziicii ilave edilmistir. Hazirlanan bu ekstraktlar
gida sektoriinde kullanilmast amaglandigindan ¢oziicli olarak su ve ¢evre dostu alkol olarak
da bilinen etil alkoliin (EtOH) farkli oranlardaki karisimlart kullanilmistir. Sicaklik, EtOH
konsantrasyonu, ekstraksiyon siiresi ve karistirma hizi teker teker kontrol degiskeni olarak

secilmis, optimum sonuglar bulunmaya calisilmistir.
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3 faktorlii ve 3 seviyeli Yiizey Merkezli Kompozit (YMK) tasarimi uygulanarak deneysel
tasarim yapilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3. 1: Zeytin yapraklarinin homojenizator ile ekstraksiyonunda uygulanan proses parametreleri,
birimleri, sembolleri ve seviye degerleri.

Kod ve seviye

Parametre Birim Sembol
-1 0 1
EtOH konsantrasyonu %, viv A 30 50 70
Ekstraksiyon siiresi dak B 0,5 1,0 1,5
Karigtirma hizi rpm C 4000 7000 10000

3.4. EKSTRAKT iCERIGIiNiN iINCELENMESi

3.4.1. Spektrofotometrik Yontemler

Homojenizator ile elde edilen zeytin yapragi ekstraktinin toplam fenolik madde ve
antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde spektrofotometrik yontemler kullanilmisgtir.
Toplam fenolik madde (TPM) tayini (Bilgin ve Sahin, 2013) ve toplam flavonoid madde
(TFM) ile fenolik madde profili; DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metodu ile antioksidan
aktivite (AA) belirlenmistir.

3.4.1.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesi, yapidaki hidroksil gruplar1 ve dolayis: ile
bitki ekstraktinin serbest radikallere karsi sahip oldugu antioksidan aktivite hakkinda fikir
olusturmak acisindan oldukc¢a onemlidir. Cilinkii bitki ekstraklarmin toplam fenolik madde

miktar1 ve antioksidan kapasitesi arasindaki iliski dogrusaldir (Oztan, 2006; Sahin, 2011).

Tayinler, sonuglarin kesinliginin kanitlanabilirligi agisindan 3 tekrarli olarak yapilmistir.
Bunun i¢in 3 ayr1 kiivete ayn1 6rnekten alinip 3 ayr1 deneme yapilmasi saglanmistir. Tayin

sonucu olarak bu 3 degerin ortalamasi kullanilmistir.
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4 mL'lik plastik kiivetlere;

I. 20 pL 6rnek

Il. 380 pL destile su
I, 2000 pL %10’luk folin ¢ozeltisi
V. 1600 pL 0,1 N Na,COs ¢ozeltisi

Yukarida verilen siraya gore eklenerek her kiivet karistirilmistir. 30 dakika boyunca
karanlikta bekletilen 6rnekler 765 nm dalga boyuna ayarlanip 6rnek igerisinde kullanilmis
olan saf ¢oziicii ile sifirlanmig UV-spektrofotometre cihazinda (Sekil 3.1) tayin edilir ve
sonuglar kaydedilir. Kaydedilen bu sonuglar gram kuru madde basina gallik asit es degeri
(mg-GAE/g-kuru madde) cinsinden hesaplanmustir.

Sekil 3. 1: PG INSTRUMENT- T60 UV-Visible Marka Spektrofotometre.

3.4.1.2. Toplam Flavonoid Madde Tayini

Zeytin yapragr ekstraktinin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesinde Sakanaka ve
arkadaslar1 tarafindan belirtilmis olan kalorimetrik bir yontem modifiye edilerek kullanilmistir
(Sakanaka ve dig., 2005). Kisaca bu yontemde 0,125 mL ekstrakt i¢ine 1,375 ml destile su
ilave edilir. Daha sonra karigima, 75 pL %35’°lik sodyum nitrit ( NaNO; ) ¢ozeltisi eklenerek 6
dak bekletilir ve sonrasinda 150 uL %10 aliiminyum kloriir (AlCl3) kloriir eklenerek 5 daha
bekletilir. Siire sonunda karigim iizerine 0,5 mL 1 M sodyum hidroksit (NaOH) ¢ozeltisi ve
275uL destile su eklenir ve karigtirilir. Absorbans degeri, 510 nm'de UV-spektropfotometre
cithazinda olciiliir. Belirlenen bu sonuglar gram kuru madde basina mg (+) - katesin esdegeri

(mg-KE/ g-KM) cinsinden ifade edilmistir (Sahin, 2015).
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3.4.1.3. DPPH Yontemi ile AA Tayini
DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikal stipiirme yonteminde, kararli ve sentetik bir
radikal olan DPPH (Sekil 3.2) kullanilir ve antioksidanin DPPH tarafindan olusan bu serbest

radikali stiplirebilme miktar1 Olgiilerek antioksidan aktivite tayin edilir (Pokorny ve dig.,
2001).

-N NO>

NO,

Sekil 3. 2: DPPH radikalinin kimyasal yapisi.
DPPH, koyu mor renkte bir radikaldir. Bu radikal antioksidan maddeden bir proton aldiginda,

yani antioksidan madde tarafindan indirgendiginde (Sekil 3.3) a,o- difenil-p-pikrilhidrazil
molekiiliine doniisiir bunun sonucunda koyu mor renkli ¢ozelti acik sar1 hale gelir (Sekil 3.4)

(Pokorny ve dig., 2001; Huang ve dig., 2005).

NO, NO,
. H

o,N N—N + AH—> O,N N—N + A"
NO, NO,

Sekil 3. 3: DPPH radikalinin indirgenme reaksiyonu.
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Sekil 3. 4: DPPH radikalinin indirgenmesi sirasinda renk degisimi.
DPPH radikalinin 500 uM’lik c¢ozeltisi hazirlanip, 100 pM’a seyreltilmistir. Bitkisel
ekstraktlar seyreltik ¢ozeltiye karistirilip, 30 dakika oda sicakliginda karanlikta muhafaza
edilerek 517 nm’de 6l¢iim yapilmistir (YU ve dig., 2005). Sonuglar yine trolox es degeri

cinsinden sunulmustur.

3.4.2. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC)

Zeytin yapragi ekstraktinin sahip oldugu fenolik madde igeriginin incelenmesi i¢in HPLC
metodu kullanilmigtir. Bu yontemde kullanilan gradient eliisyon programi Tablo 3.2°de
gosterilmistir. Ornekteki fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve tanimlanmas: icin, bilesiklerin
kolondaki alitkonma siiresi ve UV-spektrumlarmin ilgili standart maddelere ait siire ve
spektrumlarmin  karsilastirilmistir.  Fenolik  bilesiklere ait piklerin tanimlanmasi ve
biiyiikliiklerinin hesaplanmasi, bilesiklerin maksimum absorbans degeri verdigi dalga
boyunda gergeklestirilmistir. Bu sebeple ekstraktin fenolik madde iceriginin analizi i¢in 276
nm dalga boyu secilmistir. Bilesiklerin miktarlarinin tespit edilmesinde bilesiklere ait HPLC
kromatogramlarindan elde edilmis alanlar ve standart maddelerin ara stok c¢ozeltileri ile

hazirlanmis kalibrasyon egrilerinden yararlanilmistir.



24

Bireysel fenolik bilesenler Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) ile

gerceklestirilmistir. Sartlar ve uygulanan gradient programi Tablo 3.2 ile sunulmustur.

Tablo 3. 2: HPLC’de uygulanan gradient programi ve analiz sartlari.

Sartlar Program
Agilent 1260 (Agilent, Waldbronn, ABD) (model)  Siire (dak) A (%) B (%)
Agilent Eclipse Plus C18 RRHD 18 (3mm x 5 0,0 100 0

mm; 1,8 um) (kolon)

Mobil faz A: Su+% 0,1 formik asit (v/v) 0,5 100 0

Mobil faz B: Asetonitril+% 0,1 formik asit (v/v)

276 nm (tespit dalga boyu) 7,0 60 40
1 mL/dak (akis hiz1) 7,1 0 100
40°C (kolon sicaklig) 8,6 0 100
20 uL (enjeksiyon hacmi) 8,7 100 0

3.5. BITKISEL YAGLARIN EKSTRAKSIiYON iLE ZENGINLESTIiRILMESI

Zenginlestirme iglemlerinde findik yagi; HDE ile ekstrakte edilmis zeytin yapragi ve
dogal/sentetik katki maddeleri ile kati-sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmustur. Coziciisi
ucurulmus zeytin yapragi ekstrakti ve dogal/sentetik katki maddeleri toz halinde yagin
icerisine ilave edilmistir. Calismanin bu kapsaminda homojenizatérden yararlanilarak HDE
yontemi uygulanmistir ¢iinkii bu yontemde; yiiksek sicaklik veya yiiksek basing gibi
parametrelere ihtiyag duyulmadigindan o6zellikle sicakliga duyarli dogal iiriinlerin

korunmasinda saglanmaistir.
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3.5.1. Homojenizator Destekli Ekstraksiyon

Ekstrakte edilmis zeytin yapragimin ve diger dogal/ sentetik katki maddelerinin, findik yagina

uygulanmasi islemi ile zenginlestirme gergeklestirilir.

Bu yontemde belirli bir miktar findik yaginin igerisine optimum miktarlarda zeytin yapragi
ekstrakti ve dogal/ sentetik katki maddeleri eklenmis ve optimum siirede homojenizasyona
tabi tutulmustur. Bu optimum degerlere gesitli on denemeler gerceklestirilerek Kkarar
verilmistir. Ekstraksiyon iglemi de her bir 6rnek i¢in 3 kez uygulanmis olup 3 tekrarl 6lglim
yapilmasi saglanmistir. Denemeler oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Karigtirma islemi
sirasinda agia ¢ikacak 1sinin fenolik bilesikleri bozmasini engellemek icin ekstraksiyon
islemi periyotlar halinde tamamlanmistir. Bu sirada Ornegin 1s1k ile oksidasyonunu
engellemek i¢in polietilen santrifiij tiipleri aliminyum folyo ile sarilmis ve ornek icin gerekli
olan karanlik ortam bu sekilde saglanmistir Oda kosullarinda c¢alisan ve son derece basit bir
cihaz olan homojenizatori etkileyecek bagimsiz degiskenler karistirma hizi, siiresi ve

eklenecek olan kati ekstrakt miktari ile sinirhidir (Sekil 3.5)

mﬁ

Sekil 3. 5: IKA T25 Digital- ULTRA TURRAX marka dijital homojenizator.
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3.6. BITKIiSEL YAGLARIN STABILIiTESININ iNCELENMESI

Cesitli katki maddeleri ile zenginlestirilmis olan findik yaglarina toplam fenolik, serbest
radikalleri siipiirme etkisi, peroksit degeri ve oksidatif stabilite gibi cesitli testler yapilarak
yaglarda meydana gelen kalite iyilestirilmeleri, miidahale edilmemis olan findik yagi ile

karsilastirilarak tespit edilmistir.

3.6.1. Toplam Fenolik Madde

Tayinde kullanilacak 6rnegin hazirlanmasi i¢in sirasiyla asagidaki adimlar izlenmistir:

5,1 g yag 50 ml’lik santrifiij tiipiine tartilir.

Belirlenmis olan ekstrakt miktar: tartimin tizerine eklenir.
Homojenizatérde uygun siire ve devirde karigtirilir.
Karigimdan 2 gram 6rnek bagka bir santrifiij tiipiine tartilir.
Yeni tartimin {izerine belirlenen miktarda %100 hekzan eklenir.
Karigim 7000 rpm / 30 sn boyunca homojenizatore tabi tutulur.

Uzerine belirlenen miktarda %100 metanol (MeOH) eklenir.

N N N N N N SR

Karigim 7000 rpm / 60 saniye boyunca homojenizatore tabi tutulur ve 15 mL’lik

santrifiij tliplerine alinir.

<\

3500 rpm / 15 dakika boyunca santrifiij cihazinda fazlara ayrilmasi i¢in karigtirtlir.

<

Fazlara ayrilmis olan karigimin iist fazi temiz bir siringa yardimiyla gekilerek yine temiz
bir santrifiij tlipline konur.

Alt faza belirlenen miktarda %100 MeOH eklenir.

7000 rpm / 60 saniye boyunca homojenizatore tabi tutulur.

3500 dev / 15 dakika boyunca santrifiij cihazinda fazlara ayrilmasi i¢in karigtirlir.

NSERNER NN

Fazlara ayrilmis olan karisimin {ist faz1 siringayla cekilerek daha 6nceden ayrilmis olan
iist fazla birlestirilir.

v’ Birlesen iist fazlar vorteks yardimiyla karigtirilir ve filtreden gegirilerek viyallere alinir.
4 mL'lik plastik kiivetlere sirasiyla;

e 20 uL 6rnek
e 380 pL destile su
e 2000 uL %10’luk folin ¢ozeltisi



27

e 1600 pL 0,1 N Nay,COs3 ¢ozeltisi eklenerek her kiivet karnstirtlmistir. 30 dakika
boyunca karanlikta beklemeye almip, 765 nm'de MeOH ile sifirlanarak
spektrofotometrik olarak oOl¢iilmiistiir. Sonuglar litre yag basina mg gallik asit es

degeri (ppm) cinsinden verilmistir.

3.6.2. ABTS Yontemi ile AA Tayini

Bu metod ile ABTS (Sekil 3.6) [2,2’-azonobis(3-etilbenzothiazoline-6-sulfonat] peroksil veya
diger oksidanlara okside olur ve radikal katyonu (ABTSe") olusur. Olusan radikal katyonu
olduk¢a koyu bir renge sahiptir. Antioksidan kapasitesi Ol¢giilecek test bileseninin ABTS
radikal katyonu ile direkt olarak reaksiyona girmesi ve yapisinda bulunan antioksidanlar ile
radikal katyonun meydana getirdigi bozucu etkiyi azaltir. Bu azalma, renk siddetindeki

azalma Olciilerek belirlenir (Sekil 3.7) (Prior ve dig., 2005).

HsC
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Sekil 3. 6: ABTS nin kimyasal yapisi.
Deney 3 tekrarli olarak yapilir. Bunun i¢in asagida verilen miktarlar her 6rnek i¢in 3 ayri

kiivete doldurulur. Tayinde 4 mL’lik plastik tek kullanimlik kiivet kullanilmistir.

Bu yontem ile AA tayininde, 2850 uLseyreltik ABTS ¢ozeltisine 150 pL Ornek ilave
edilmistir (RE ve dig., 1999) 10 dakika sonra ¢ozeltilerin absorbansi 734 nm’de okunmustur.
Absorbans ile referans olarak alinan trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik
asit) bilesiginin konsantrasyonu arasindaki kalibrasyon dogrusundan yararlanilarak

bilinmeyen konsantrasyonlar hesaplanmistir. Sonuglar % inhibisyon cinsinden verilmistir.
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Sekil 3. 7: ABTS radikalinin indirgenmesi sirasinda renk degisimi.
Yaglarm antioksidan kapasitesini tayin edilirken ABTS metodu uygulanmustir. Ornek
hazirlig1 i¢in toplam fenolik madde tayinindeki adimlar aynen izlenmistir. Derisik ABTS

cozeltisi hazirligr icin 100 mL'lik erlene sirasiyla;

e 00,1920 g ABTS

e 50 mL destile su

e 0,0331 g K»S,0g (potasyum tiyosiilfat) eklenir ve kuvvetlice ¢alkalanir. Aliminyum
folyoya sarilan derisik ABTS deney 6ncesinde 1 gece (16 saat) karanlikta bekletilir.

Tayinde seyreltik ABTS c¢ozeltisi kullanilmistir. Cozeltiyi seyreltmek i¢in 1 gece onceden
hazirlanmis derisik ABTS ¢ozeltisine uygun miktarda (genellikle 800 pL derisik ABTS’ye 80
mL %80’lik MeOH ¢ozeltisi uygun bulunmustur.) %80°’lik MeOH ¢ozeltisi eklenir. 734
nm’de %80 MeOH ile sifirlanmis UV cihazinda yaklasik olarak 0,7 absorbans degerine
karsilik gelen ABTS ¢ozeltisi kullanilir.

Deneyler yine 3 tekrarli olarak yapilmistir. 4 mL'lik plastik kiivetlere sirasiyla;

e 30 uL 6rnek
e 3 mL seyreltik ABTS eklenir.

X1 degeri (kontrol degeri) icin kullanilacak kiivetlere 30 uL 6rnek yerine 30 puL %100’ Lik
MeOH konur.
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Kiivetler 5 saniye boyunca ultrasonik banyoda karistirilir, ardindan 5 dakika boyunca
karanlikta bekletilir. 734 nm'de %80’lik MeOH ile sifirlanarak spektrofotometrik olarak
Ol¢iilir. Yaglarin antioksidan aktivitesi ABTS radikalini siipiirme kabiliyeti (%inhibisyon)
olarak ifade edilmistir. Serbest radikali inhibe etme kabiliyeti agagidaki denklem kullanilarak

hesaplanmaistir:
AA(%inhibisyon)= (AKontrol — Abrnek)/AKontrol x 100 (3.1)

AKontrol, seyreltik ABTS ¢ozeltisinin absorbansini, A6rnek ise 6rnegin absorbansini temsil

etmektedir.

3.6.3. Peroksit Degeri

1 kg yagin igerisinde bulunan aktif oksijenin miligram cinsinden degeri peroksit miktari
olarak ifade edilir (meg-O,/kg-yag). Kloroform ve asetik asit ile muamele edilmis yag
karisimin {izerine potasyum iyodiir (KI) ¢ozeltisi de ilave edilerek bir siire karanlikta
reaksiyona tabi tutulur. A¢iga ¢ikan iyot, sodyum tiyosiilfat (Na,S,03) ¢ozeltisine karsi titre
edilir (Elhussein ve dig., 2018).

Peroksit degerinin tayininde sirasiyla agagidaki islemler uygulanmistir (Sekil 3.8):

%1’lik nisasta ¢ozeltisi hazirlanir.

Cozelti bir 1sitic1 yardimiyla rengi berraklasincaya kadar kaynatilir.

v

v

v KI ¢ozeltisi hazirlanir.

v" 0,01 N Na,S,03 ¢ozeltisi hazirlanir.
v

250 mL’lik erlene ekstrakt ile optimum kosullarda homojenizasyona tabi tutulmus 1

gram yag ornegi tartilir. Tartim not edilir.

<

Yag Ornegi iizerine belirlenen miktarda %100°lik kloroform eklenir, c¢okca
calkalanir.

Karisima belirlenen miktarda %100°liik asetik asit eklenir ve tekrar calkalanir.

1 mL KI ¢ozeltisi eklenir. 1 dakika boyunca kuvvetlice galkalanir.

Karisim bir siire karanlikta bekletilir.

Bekletilen karisim {izerine belirlenen miktarda destile su eklenerek ¢alkalanir.

1 mL %1’lik nisasta ¢ozeltisi eklenir (saridan mora renk degisimi gozlenir.).

N N NN

Temiz bir siringa 0,01 N Na2S203 ¢ozeltisi ile doldurulur. Tarti, dolu siringayla sifirlanir.
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v" Karisim 0,01 N Na2S203 ¢ozeltisi ile titre edilir. Mor renkten sariya/seffafa ilk gecis
aninda titrasyon durdurulur.

v’ Sifirlanmus tart: iizerinde siringa yeniden tartilir ve sarfiyat not edilir.

v Kontrol degiskeni olarak secilen herhangi bir zenginlestirme islemine ugramamis yaga

da ayni1 islemler uygulanir.

1 gram yag 6rnegi

q}’ Destile
%100°luk Su 0,01N Na;S‘_\O3
kloroform gdzeltisi
%100’luk 1ml %1k
asetik asit r‘l}, Nisasta
Cozeltisi
I1mLKI
¢ozeltisi
// \ / / \\
\ / / \
/ \ / \ )

Sekil 3. 8: Peroksit degeri tayini sematik gosterimi.
Peroksit degerini hesaplarken asagidaki esitlikten faydalanilmistir:

PD= [(V1-Vo)X N]/M (3.2)
PD: Peroksit degeri (meg-O,/kg-yag)
V1: Ornek i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat miktar1 (mL)
Vo: Tanik i¢in harcanan sodyum tiyosiilfat miktari (mL)
N: Sodyum tiyosiilfatin normalitesi
M: Ornek miktar1 (g)

3.6.4. Oksidatif Stabilite (Ransimat Metodu)

Analiz edilecek yaglarin oksidasyon kararliligi Ransimat cihazi ile belirlenir (Sekil 3.9).

Cihazm tiiplerine yag orneklerinden yaklagik 3 g konularak, belirli sicaklikta yag 6rneginin
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icerisinden saatte 20 L hava gegirilir. Yiiksek sicakliga maruz kalan yag 6rneginden ayrilan
ucucu organik asitler yag numunesinden gegen ince kapiler borular yardimiyla ultra saf su
iceren kaplara tasiir. Yag Orneginin oksidasyonu ile ultra saf suyun iletkenligi arasinda

dogrusal bir iligki gozlenir. (Duman ve dig., 2015).

Sekil 3. 9: Metrohm marka Ransimat cihazi

Hizlandirilmis oksidasyon sartlarina (110, 120, 130 ve 140 °C) getirilen cihazda,
iletkenlige kars1 zaman grafigindeki ani degisimin oldugu doniim noktasi otomatik olarak
tayin edilir ve indiiksiyon siiresi (/S) olarak kaydedilir. Sekil 3.10 a, b, c, saf ve
zenginlestirilmis yag orneklerinin oksidasyona karsi direnclerini ve IS’lerini temsil

etmektedirler.
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Sekil 3. 10: 140 °C’de oksidasyona maruz birakilan findik yaglarinin 6rnek ransimat grafikleri a)
katkisiz findik yagi1 b) gallik asit ile miidahele edilmis findik yag: ¢) TBHQ ile miidahele
edilmis findik yagi.

3.6.5 Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi

Yaglarin yapisinin aydinlatilmasi i¢in Fourier Dontistimlii Kizilotesi-Zayiflatilmis Toplam
Yansima (FTIR-ATR) spektrokopisi, bir Bruker Alpha FTIR spektrometresi (Bruker Optic
GmbH, Ettlingen, Almanya) kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.7. MERKEZi KOMPOZIT TASARIM

Merkezi kompozit tasarim ilk olarak Box ve Wilson tarafindan sunulmustur (Box ve Wilson,

1951). Bu tasarim asagidaki kisimlardan olugmaktadir:

e Tam faktoriyel veya kesirli faktoriyel tasarim
e Ek bir tasarim, genellikle deneysel noktalarin merkezden uzakligi olan (a) bir yildiz
tasarimi
e Merkezi bir nokta.
Sekil 11 a ve b iki ve ii¢ degiskenin optimizasyonu i¢in tam merkezi kompozit tasarimi

gostermektedir (Bezerra ve dig., 2008).
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Sekil 3. 11: Optimizasyon i¢in merkezi kompozit tasarimlar: (a) iki degisken (o = 1,41) ve (b) ii¢
degisken (a = 1,68). (@) Faktoriyel tasarim noktalari, (0) eksenel noktalar ve (o) merkezi nokta.

Merkezi kompozit tasarimlar agagidaki 6zellikleri sergilemektedirler:

1. N=K*+ 2k + Cp ile deneysel ¢alisma sayist hesaplanir. Burada k faktor sayisini, C,
ise merkezi noktadaki tekrar sayisini gostermektedir.

2. o-degerleri degiskenlerin sayisina baghdir ve
o =20 (3.3)
ile hesaplanir. iki, ii¢ ve dort degisken igin sirasiyla, 1,41; 1,68 ve 2,00’ dir.

3. Tiim faktorler beg seviyede (—a, —1, 0, +1, + o) ¢aligilir.

Sekil 11 a ve b sirasiyla iki ve ii¢ degiskenli optimizasyon i¢in merkezi kompozit tasarimlarin

gosterimlerini sergilemektedir.

Bu ¢alismada, YYY araciligiyla Yiizey Merkezli Kompozit (YMK) tasarimi uygulanmistir. Bu
yontem icin Design-Expert (Statease, Minneapolis, MN, USA) yazilimi (versiyon 11)
kullanilmustir.  Ikinci dereceden polinom modeli asagida verilen denklem ile ifade

edilmektedir:
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Y:Bo+zk:BiXi+Zk:BiiXi2+§ Zk: Bixix;te
i=1 i=1 =1 ji+l (3.4)

Bo: Sabit

Bi: Lineer etki katsayisi

Bii: Ikinci dereceden kuvvetin etki katsayisi
Bij (i ve j = 4): Etkilesim katsayisi

Xi (i = 1-4): Kodlanmamuis faktor

Y: Yanit (bagimli degisken)

3.8. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Model uyumunu degerlendirmek ve degiskenler arasindaki etkilesimi belirlemek igin yine
ayni yazilimi kullanarak varyans analizi (ANOVA) testi kullanilmistir. Ayrica model
uyumunun dogrulanmasi i¢in bagimsiz ve bagimli degiskenlere uyum eksikligi (lack of fit)

testi uygulanmustir.

Diger taraftan, ti¢ tekrarli 6lglimlerin ortalamalari, InStat® yazilimi (GraphPad, San Diego,
CA, ABD) kullanilarak ANOVA testi ile istatistiksel olarak analiz edilmistir. Yine aym

yazilim ile Tukey testi uygulanarak ortalamalar arasindaki farkliliklarin 6nemi dl¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. ZEYTIN YAPRAGI EKSTRAKTININ HAZIRLANMASI

Zeytin yapraklari kurutulup 6giitiildiikten sonra homojenizator destegi ile ekstrakte edilmistir.
Deney plani, Design Expert paket programi kullanilarak YYY yontemi aracilifiyla YMK
tasarim uygulamasi ile gerceklestirilmistir. Tablo 4.1, deneysel ¢alismalarda kullanilmis olan
deneysel tasarimi sergilemektedir. Her bir kosulun toplam fenolik ve flavonoid madde
miktarlarina ve ekstraktlarin serbest radikalleri siiplirme aktivitine etkisi li¢ tekrarli 6lglimlerin

sonucu (+standart sapma) seklinde verismistir.

Tablo 4. 1: Zeytin yapraklarinin homojenizator ile ekstraksiyonunda YYY vasitasiyla YMK tasarimi
ile elde edilen deneysel tasarim ve elde edilen bulgular*.

A B C TPM TFM AA
(%, viv) (dak) (rpm) (mg-GAE/g-KM) (mg-KE/g-KM)  (%inhibisyon)

1 30 1 7000 41,12+0,007 49,5410,002 93,550,006
2 30 0,5 4000 39,540,005 44,740,001 93,5+0,007
3 50 0,5 7000 38,77+0,004 55,63+0,003 94,1+0,009
4 30 15 10000 44,71+0,002 54,37+0,002 93,440,007
) 70 0,5 4000 37,730,007 45,170,004 94,3+0,011
6 30 15 4000 44,95+0,003 52,67+0,001 93,550,005
7 50 1 7000 38,450,007 57+0,001 94+0,006

8 50 1 4000 38,19+0,007 50,1+0,003 93,85+0,004
9 70 0,5 10000 34,31+0,002 41,69+0,002 94,240,013
10 70 1 7000 37,720,001 43,6%0,003 94,1+0,008
11 30 0,5 10000 39,69+0,006 41,31+0,004 93,5+0,003
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12 50 15 7000 40,7+0,008 59,09+0,003 94,1+0,008
13 50 1 7000 38,33+0,007 57,84+0,002 94+0,007
14 50 1 7000 38,47+0,005 56,98+0,003 94,140,002
15 50 1 7000 38,540,004 56,99+0,003 93,95+0,003
16 50 1 7000 38,62+0,003 57,21+0,002 93,950,003
17 70 15 10000 34,54+0,0017 48,05+0,004 94,3+0,006
18 70 15 4000 37,140,002 46,37+0,005 94,2+0,004
19 50 1 10000 37,47+0,008 61,01+0,003 93,950,009
20 50 1 7000 38,44+0,001 57,12+0,002 93,950,005

* Veriler ortalama =+ standart sapmay1 gostermektedir.

4.1.1. Modelleme ve Optimizasyon

Design Expert paket programi, iistte bahsedilmis olan deneysel tasarimin yaninda her bir
cevap degeri (TPM, TFM ve AA) i¢in proses degiskenleri agisindan (¢oziicli konsantrasyonu,
ekstraksiyon siiresi ve karigtirma hizi) s6z konusu sistemin modellenmesi ve optimum proses
sartlarinin hesaplanmasi i¢in de kullanilmistir. Tablo 4.2, ilgili yaprak drneklerinden ekstrakte
edilmis ve sirasiyla TPM, TFM ve AA i¢in tiiretilmis olan kuadratik polinom modellerini

gostermektedir.
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Tablo 4. 2: YYY vasitasiyla YMK tasarimu ile tiiretilmis model esitlikleri ve modellerin uyumluluk
gostergeleri.

Bagimh
Esitlik R® R%aj
degisken

38,61-2,86A+120B-0,6750C-1,36AB-
TPM ) , , 0,9658  0,9350
0,7412AC+0,0538BC+0,5968A%+0,9118B-0,9932C

56,94-1,78A+3,20B+0,7380C-1,68AB-0,0088AC+1,29BC-
TFM i . 09126  0,8339
10,01A%+0,7850B%-1,02C

93,99+0,355A-0,01B+0,00C+0,0125AB+0,0125AC+0,00BC-
AA ) , , 0,9586  0,9214
0,1545A%+0,1205B8%0,0795C

Tablo 4.2’de de goriildiigii gibi, kodlanmis (degiskenleri yiiksek seviyeleri +1, disiik
seviyeleri ise -1 olarak) proses parametreleri ile olusturulmus olan denklemler her bir
bagimsiz degiskenin belirli seviyeleri i¢in bagimli degisken hakkinda tahminde bulunmak i¢in
kullanilabilmektedir. Diger taraftan, s6z konusu tasarim yoOntemi ile tiiretilmis olan
denklemlerin R* ve Rzadj degerlerinin bire yakin olmasi da 3 cevap icin hesaplanan
denklemlerin bagimli ve bagimsiz degiskenler arasindaki iliskiyi agiklamaya yeterli oldugunu

gostermektedir.

Sonuglarin varyans analizi ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi yapilmis ve ilgili bilgiler
her bir bagimli degisken i¢in sirasiyla Tablo 4.3, 4.4 ve 4.5 ile sunulmustur. F degerlerinin
yiiksek olmasi ve p degelerinin 0.05’ten kii¢iik olmasi1 s6z konusu ii¢ denkleminde deneysel
veri setleri i¢in uygun ve istatistiksel olarak onemli bulundugunu gostermektedir. Zaten bir
onceki kisimda da R? ve Rzadj degerlerinin 1’e yakin oldugu belirtilmis ve modellerin datalar

ile uyumlu sonuglar verdigi hatirlatilmigt1 (Tablo 4.2).
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Tablo 4. 3: Toplam fenolik madde i¢in tiiretilmis olan ikinci dereceden model denklemin ANOVA ile
istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

Kareler Serbestlik  Ortalama

Kaynak toplan derecesi kare F-degeri  p-degeri

Model 124,91 9 13,88 31,37 <0,0001
ﬁ;ritg]';asyonu 81,62 1 81,62 18449  <0,0001
B-Ekstraksiyon siiresi 14,40 1 14,40 32,55 0,0002
C-Karistirma hizi 456 1 456 10,30 0,0093
AB 14,77 1 14,77 33,38 0,0002
AC 4,40 1 4,40 9,94 0,0103
BC 0,0231 1 0,0231 0,0522 0,8238
A2 0,9795 1 0,9795 2,21 0,1676
B? 2,29 1 2,29 5,17 0,0463
c 2,71 1 2,71 6,13 0,0328
Kalint1 4,42 10 0,4424

Uyum eksikligi 4,38 5 0,8752 90,79 <0,0001
Saf hata 0,0482 5 0,0096

Genel Toplam 129,34 19

Varyasyon katsayis1 (%) = 1,71

TPM’nin ekstraksiyonunda en etkili proses parametresi solvent konsatrasyonu (p<0,0001)
olarak bulunmus, bunu ekstraksiyon siiresi ve karistirma hizi takip etmistir (Tablo 4.3). EtOH

konsantrasyonunun her iki degisken ile etkilesimi de nemli bulunmustur (p<0,05).
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Tablo 4. 4: Toplam flavonoid madde igin tiiretilmis olan ikinci dereceden model denklemin ANOVA
ile istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

Kaynak Kareler Serbestli_k Ortalama F-degeri o-degeri
toplamu derecesi kare

Model 693,28 9 77,03 11,60 0,0003
ﬁ;ritg]';asyonu 31,51 1 31,51 474 0,0544
B-Ekstraksiyon siiresi 102,46 1 102,46 15,43 0,0028
C-Karistirma hizi 5,45 1 5,45 0,8202 0,3864
AB 22,55 1 22,55 3,40 0,0952
AC 0,0006 1 0,0006 0,0001 0,9925
BC 13,24 1 13,24 1,99 0,1884
A? 275,28 1 275,28 41,46  <0,0001
B2 1,69 1 1,69 0,2552 0,6244
c 2,86 1 2,86 0,4309 0,5264
Residual 66,40 10 6,64

Lack of Fit 65,85 5 13,17 120,17 < 0,0001
Pure Error 0,5480 5 0,1096

Cor Total 759,69 19

Varyasyon katsayisi (%) = 4,97

TFM’nin ekstraksiyonunda en etkili proses parametresi solvent konsatrasyonunun (p<0,0001)

ikinci dereceden kuvveti bulunmus, bunu ekstraksiyon siiresi takip etmistir (Tablo 4.4).

Etkilesimler bu proses i¢in 6nemli bulunmamistir (p>0,05).

AA’nin ekstraksiyonunda en etkili proses parametresi solvent konsatrasyonu (p<0,0001)

olarak bulunmus, bunu EtOH kompozisyonunun ve ekstraksiyon siiresinin ikinci dereceden

kuvveti takip etmistir (Tablo 4.5). Etkilesimler bu silire¢ icin de Onemli bulunmamistir

(p>0,05).
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Tablo 4. 5: Antoksidan aktivite ic¢in tiiretilmis olan ikinci dereceden model denklemin ANOVA ile
istatistiksel olarak degerlendirilmesi.

Kareler Serbestlik  Ortalama

Kaynak toplan derecesi kare F-degeri  p-degeri

Model 1,39 9 0,1547 25,75  <0,0001
ﬁ;ritg]';asyonu 1,26 1 1,26 209,80 < 0,0001
B-Ekstraksiyon siiresi 0,0010 1 0,0010 0,1665 0,6919
C-Karistirma hizi 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
AB 0,0012 1 0,0012 0,2081 0,6580
AC 0,0012 1 0,0012 0,2081 0,6580
BC 0,0000 1 0,0000 0,0000 1,0000
A2 0,0657 1 0,0657 10,93 0,0079
B2 0,0399 1 0,0399 6,64 0,0275
c 0,0174 1 0,0174 2,90 0,1196
Residual 0,0601 10 0,0060

Lack of Fit 0,0430 5 0,0086 2,52 0,1670
Pure Error 0,0171 5 0,0034

Cor Total 1,45 19

Varyasyon katsayis1 (%) = 0,083

Tablo 4.2°de verilmis olan denklem ile olusturulmus olan ii¢ boyutlu tepki yiizeyleri Sekil
4.1-4.9 ile gosterilmistir. Bu sekillerde her bir parametrenin cevap degiskenine ve birbirine

olan etkisi de gorsel olarak sunulmustur.

Sek 4.1-4.3, fenolik madde miktarina ilgili degiskenlerin etkilerini gostermektedir. Sekil 4.1,
¢oziicii konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresinin TPM miktarina etkisini sergilemektedir.
Ektsraksiyon siiresinin artmasi ve EtOH konsantrasyonunun azalmasi ile ekstrakte edilen

madde miktar1 artmistir.
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TPM (mg-GAE/g-KM)
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0,9
B: Ekstraksiyon siiresi (dak) 0,7 40  A: EtOH konsantrasyonu (%)
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Sekil 4. 1: Sabit karistirma hizinda (7000 rpm) ekstraksiyon siiresi ve EtOH kompozisyonunun toplam
fenolik madde miktarina etkisi.

Sekil 4.2 ise karistirma hizi ve EtOH oraninin TPM miktarina etkisini sergilemektedir.

Karigtirma hizinin artmasi belirli bir degere kadar ekstrakte edilen TPM’yi arttirmis, ardindan

degisimde belirgin bir yiikselis gdzlenmemistir
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Sekil 4. 2: Sabit ekstraksiyon siiresinde (1 dak) karistirma hiz1 ve EtOH kompozisyonunun toplam
fenolik madde miktarina etkisi.
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Sekil 4.3 ise karigtirma hiz1 ve ekstraksiyon siiresinin TPM miktarina etkisini sergilemektedir.

Yukarida bahsedilen etkiler bu grafikte de sergilenmistir.
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Sekil 4. 3: Sabit EtOH konsantrasyonunda (%50, v/v) ekstraksiyon siiresi ve karigtirma hizinin toplam
fenolik madde miktarina etkisi
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Sekil 4.4, ¢oziicii konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresinin TFM miktarina etkisini
sergilemektedir. Ektsraksiyon siiresinin artmasi ile verim artmistir. EtOH konsantrasyonunun
artmasi baslangicta TFM verimini arttirmis, belirli bir seviyeden sonra ise (>%50) ekstrakte

edilen fenolik madde miktar1 diismeye baslamistir.

TFM (mg-KE/g-KM)
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Sekil 4. 4: Sabit karistirma hizinda (7000 rpm) ekstraksiyon siiresi ve EtOH kompozisyonunun toplam
flavonoid madde miktarina etkisi.
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Sekil 4.5 ile karistirma hiz1 ve EtOH oraninin TFM miktarina etkisi goriilmektedir. Karistirma

hizinin artmasi ekstraksiyonda belirgin bir etki géstermemistir.
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Sekil 4. 5: Sabit ekstraksiyon siiresinde (1 dak) karistirma hiz1 ve EtOH kompozisyonunun toplam
flavonoid madde miktarina etkisi.
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Sekil 4.6 ise karistirma hiz1 ve ekstraksiyon siiresinin TPM miktarina etkisini sergilemektedir.

Ekstraksiyon siiresinin artmas1 TFM miktarini artirmastir.
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Sekil 4. 6: Sabit EtOH konsantrasyonunda (%50, v/v) ekstraksiyon siiresi ve karigtirma hizinin toplam
flavonoid madde miktarina etkisi.
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Sekil 4. 7: Sabit karistirma hizinda (7000 rpm) ekstraksiyon siiresi ve EtOH kompozisyonunun
antioksidan aktiviteye etkisi.

Sekil 4.7, ¢oziicii konsantrasyonu ve ekstraksiyon siiresinin ekstrakte edilen ekstraktin
antioksidan aktivitesine etkisini sergilemektedir. Ektsraksiyon siiresinin artmasi ile verim
once azalmig, ardindan bir artis gozlenmistir. EtOH konsantrasyonunun artmasi ise AA’yi

belirgin bir sekilde arttirmistir.
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AA (% inhibisyon)
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Sekil 4. 8: Sabit ekstraksiyon siiresinde (1 dak) karistirma hizi ve EtOH kompozisyonunun
antioksidan aktiviteye etkisi.

Sekil 4.8 ile karistirma hiz1 ve EtOH oraninin AA’ye etkisi goriilmektedir. Karistirma hizinin

artmasi ekstraksiyonda belirgin bir etki gostermemistir.
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Sekil 4. 9: Sabit EtOH konsantrasyonunda (%50, v/v) ekstraksiyon siiresi ve karigtirma hizinin
antioksidan aktiviteye etkisi.

Sekil 4.9 ile karistirma hizi ve ekstraksiyon siiresinin AA’ya etkisi goriilmektedir.
Ekstraksiyon siiresinin artmasi baslangigta ¢ok ¢ok az miktarda verimi azaltmistir. Belirli bir

degerden sonra ise (>1 dak) ekstrakte edilen iiriiniin antioksidan aktivite etkisi ¢ok hafif bir

sekilde artmaya baslamistir.



51

Tablo 4.6 ile YYY yaklasimi kullanilarak hesaplanmis olan optimum ekstraksiyon kosullar
ve bu kosullarda gbézlenen en yiiksek TPM, TFM ve AA degerleri verilmistir

Tablo 4. 6: YYY ile hesaplanan optimum ekstraksiyon kosulu ve bu kosullarda elde edilen maksimum
cevap degerleri.

Maksimum
Optimum TPM TFM -
ekstraksiyon (Mg-GAE/g- (Mg-KE/g- . |
oinhibisyon
kosullar: KM) KM) Yy
A (%, vlv) 47,46
B (dak) 1,5 41,30 61,01 94,05

C (rpm) 6721

Bu kosullarda elde edilmis olan zeytin yapragi ekstraktinin baglica fenolik bilesikleri HPLC
ile analiz edilmis ve sonuglar Tablo 4.7 ile verilmistir. S6z konusu ekstrakt numunesine ait
HPLC kromatogrami Sekil 4.10 ile gosterilmistir. Goriildiigii gibi, zeytin yapragi ekstraktinin
ana bileseni oleuropeindir. Zeytin yapraginin pek ¢ok farmakolojik etkisi de bu bilesene

atfedilmektedir( Sahin ve Bilgin, 2017).

Tablo 4. 7: Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilmis olan zeytin yapragi ekstraktinin fenolik
bilegenlerinin karsilagtirilmasi*.

Oleuropein Verbaskozit Rutin
(Mg-GAE/g-KM) (mg-GAE/g-KM) (mg-GAE/g-KM)
257,49+10.11 57,08+1.10 5,26+0.80

* Veriler ortalama + standart sapmay1 gostermektedir.
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Sekil 4. 10: Optimum ekstraksiyon kosullarinda elde edilmis olan zeytin yapragi ekstraktinin HPLC
kromatogramiu.

4.2. SAF VE iSLENMIS FINDIK YAGLARININ KALITE PARAMETRELERI

Polifenoller, flavonoidler, karotenoidler, tokoferoller ve biyolojik aktiviteye sahip klorofiller
gibi fitokimyasallar, yenilenebilir yaglarin kalitesi agisindan degerlendirilmesinde biiyiik rol
oynamaktadir (Hrncirik ve Fritsche, 2005). Tablo 4.8, farkli dogal ve sentetik katki maddeleri
ile islenmis findik yaginin kalitatif parametrelerindeki (toplam polifenoller ve antioksidan
aktivite) degisimleri gostermektedir. Findik yaglarinin icerigindeki fenolik madde miktarinin
yagin serbest radikalleri siipiirme aktivitesi ile iliskili oldugu goriilmektedir (R?>0,75). Bu
tatmin edici korelasyon dikkate alindiginda, findik yaginin polar fenolik bilesenlerinin
cogunlukla antioksidan kapasitesinden sorumlu oldugu sonucuna varabiliriz. Zira B-karoten
gibi lipofilik bir katkinin yagin antioksidan kapasitisine katkisi digerlerine nazaran oldukga
disiiktiir (Tablo 4.8). Katki maddeleri acisindan degerlendirdigimizde en yiiksek
zenginlesmenin gallik asitle gergeklestigini hatta sentetik bir katki maddesi olan TBHQ’dan
bile yiiksek bir etkiye sahip oldugunu sdyleyebiliriz. Bu iki maddeyi zeytin yaprag: ekstrakti
takip etmektedir. Gidalarda sik kullanilan diger bir sentetik katki maddeside BHT dir. Bu
madde fenolik madde miktarina br katkida bulunmamis ama antioksidan aktiviteyi

arttirmistir.
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Tablo 4. 8: Farkli katki maddeleri ile muamele edilen findik yagmin kalitatif parametrelerindeki

degisimler*.
Yag TPM AA
Ornegi (mg/L) (%inhibisyon)
Saf 60,500,001 2,050,001
Gallik asit 95,500,003 38,490,009
B-Karoten 70,50+0,003a 4,18+0.001
Gallik asit+p-karoten ' 0-20£0,001a 8,65+0,001
Zeytin yaprag 78,00:£0,004 19,500,003
ekstrakti
TBHQ 80,500,003 9,530,001
A 57,120,002 6,300,003

*Veriler ortalama + standart sapmay1 gostermektedir. Ortak harfleri paylasan satirlar istatistiksel

olarak ayni sonuglar1 belirtmektedir (p>0,05).

Yagin peroksit degeri (PD) de iirliniin kalite parametresi olarak degerlendirilmektedir (Rafiee

ve dig., 2012; Taghvaei ve dig., 2014). PD, yagda bulunan birincil lipid oksidasyon iiriinlerini

ifade etmektedir. Tablo 4.9, 80 giin boyunca ortam kosullarinda karanlikta tutulan 6rneklerin

peroksit degerlerini gostermektedir. Beklenildigi iizere saf findik yagi, biyoaktif igeriginden

dolay1 oksidasyona karsi en az aktiviteyi gostermistir (Tablo 4.8). Ornekler, 65. ve 80.

giinlerden sonra peroksit degerlerinde istatistiksel olarak 6nemli Olclide farkli degerler

gostermistir (p<0,001).
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Tablo 4. 9: Karanlik ortam kosullarinda depolanmis olan islenmis ve islenmemis findik yaglariin
peroksit degerlerindeki (meg-O,/kg-yag) degisim*.

Siire (giin)

Yag
ormegi O 4 7 10 13 16 19 27 36 50 65 80
Saf 18,43+0,40a 21,12+0,12 23,45+0.07a 27,17+0,01a 30,81+0,04 34,05+0,08 40,37+0,03 52,30+0,05 68,44+0,33 96,58+0,47 120,82+0,09 155,33+0,65
Gallik
) 15,65+0,83b 18,27+0,40a 21,64+0,06 25,84+0,61b 27,58+0,06 30,81+0,15 33,44+0,12a 42,63+0,91 51,17+0,03 65,74+0,32 84,79+0,05 107,58+0,99
asit
16,49+0,06bc 17,95+0,30a 23,08+0,07a 27,36+0,08a 28,17+0,18a 29,48+0,24 30,90+0,02 39,90+0,02 50,04+0,13 63,42+0,04 82,02+0,13 96,64+0,22
karoten
Gallik
aSit+B- 16,77+0,17cd 19,95+0,14b 23,23+0,03a 26,22+0,16b 28,16+0,13a 28,81+0,03a 34,04+0,11 33,93+0,52 44,13+0,00 56,23+0,20a 71,23+0,97 83,04+0,47
karoten
Zeytin
- 16,64+0,20bc
yapragl 19,14+0,05 20,38+0,35 21,87+0,22¢c 24,30+0,12 25,06+0,01 26,93+0,22 30,76+0,18 41,80+0,01 52,22+0,02 64,86+0,18 81,12+0,18
e
ekstrakti
TBHQ 14,71+0,03 17,07+0,04 19,32+0,35 22,40+0,24c 23,88+0,12 25,88+0,02a 29,85+0,05 38,29+0,26 44,92+0,31 56,59+0,15a 68,18+0,98 87,04+0,69
17,55+0,24ad
BHT 20,28+0,12b 22,26+0,28 23,84+0,01 26,94+0,21 28,50+0,10 33,10+0,29 46,00+0,55 61,07+0,01 80,97+0,10 95,50+0,61 102,32+0,49

e

*Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay1 gostermektedir. Ortak harfleri paylasan satirlar istatistiksel

olarak ayni sonuglar1 belirtmektedir (p>0,05).
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Birlikte, oksidasyona karsi ayni egilime sahip olduklar1 Sekil 4.11 ile gosterilmistir. PD ile

depolama periyodu arasinda dogrusal bir korelasyon (R%>0,98) gdzlenmistir.

160 .
140
*SAF
120 * BGALLIK ASIT
~ B ABETA-KAROTEN
:;} 100 * A X GALLIK ASIT+BETA KAROTEN
c) . -
E gN 80 n % X ZEYTIN YAPRAGI EKSTRAKTI
O, . ®TBHQ
> M @
g 60 BHT
- L 4 ! %
40 a é g
20 ﬁﬁ“a
0
0 20 40 60 80 100

Siire (giin)

Sekil 4. 11: Saf ve farkli katki maddeleri ile islenmis findik yaglarinin zamanla peroksit degerindeki
degisim.

Yenilebilir bir yagin kalitesi, biyoaktif bilesenlerinin yaninda oksidatif stabilitesi ile de
degerlendirilebilir (Sahin ve dig., 2017). Saf ve islenmis yaglarin oksidatif stabilitesi, Tablo 4.
10 'da goriildiigii gibi iiriiniin kalite parametresi olarak degerlendirilmistir. Indiiksiyon siiresi,
oksidasyona karst yagin dayanikliliginin karakterize edilmesinin bir gostergesidir. Yag
orneklerinin oksidasyona kars1 stabilitesi, yiikseltilmis sicaklik degerlerinde (24 saatten daha
kisa bir siire boyunca 110-140°C' de) hizli hidroperoksit ayrismasi nedeniyle hizlandirilmis

oksidasyon kosullar1 altinda 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 4. 10: Farkli katki maddeleri ile muamele edilmis findik yaginin indiiksiyon siirelerine gore

Indiiksiyon siiresi (saat)

Yag

ornegi 110°C 120°C 130°C 140°C
Saf 13,67+0,012 6,17+0,014 3,11+0,007 1,56+0,000
Gallik asit 42,60+0,007 19,44-+0,000 7,85+0,000 3,90+0,000
B-karoten 12,47+0,004 5,76+0,003 2,76+0,001 1,40+0,000
Gallik asit+p-karoten 18,88+0,004 8,48+0,002 4,22+0,009 2,18+0,009
Zeytin yaprag ekstrakti 80,008 7,400,004 4,010,014 2,00+0,011
TBHO 21,350,014  12,89+0,001  5,92+0,004 3,10+0,010
BHT 13,15:0,024  6,05:0,008 2,88+0,001 1,52+0,004

*Veriler ortalama + standart sapmay1 gostermektedir. Tiim veriler istatistiksel olarak farkli sonuglari
belirtmektedir (p<0,001).

Tablo 4.10, dogal gallik asidin, yaglarin stabilitesini arttirmada sentetik olanlardan daha iistiin
oldugunu goéstermektedir. Islenmemis numuneye gore yagin raf omriinii yaklasik 3 kat
arttirmistir. Benzer sekilde Artajo ve arkadaslari da zeytinyaginin raf omriinii arttirmada
gallik asidin diger fenolik bilesiklere gore icin en iyi performansi gosterdigini gézlemlemistir
(Artajo ve dig., 2006). Bu durum, fenolik halka igindeki bir 3,4,5-trihidroksi fonksiyonel
grubunun (Tablo 4.11), diger katki maddelerinden daha yiiksek bir proton dislokasyonuna izin

veren yapist ile agiklanmaktadir.
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Tablo 4. 11: Bu ¢alismada findik yagina uygulanan sentetik ve dogal katki maddeleri

Katka Sentetik/ Molekiil Molekiil agirhg Molekiil vapisi®
maddesi Dogal formulii (9/mol) yap
. HO
TBHQ Sentetik C10H1402 166,22 /I
N"oH
. HO
BHT Sentetik C15H24O 220,35
OH
HO OH
Gallik asit Dogal C;HgOs 170,12
HO O

ﬁ' karoten Dogal C40H55 536,89
Zeytin
Y Dogal - - -
yapragi**

* ACD/ChemSketch 12,0 bilgisayar yazilimu ile ¢izilmistir.

** Zeytin yaprag igerisindeki dogal antioksidan 6zellikteki baslica fenolik bilesenler Sekil 4.12 ile
gosterilmistir.
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OH
OH
OH
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Ho" Y © ¥
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HO' Y “OH
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Sekil 4. 12: Zeytin yapragi igerisindeki baslica fenolik bilesiklerin molekiil yapilar (a) verbaskozit (b)
rutin (c) oleuropein.

Gallik asidi TBHQ, gallik asidin karoten ile olan sinerjismi ve zeytin yapragi ekstrakti takip
etmistir. Aslinda, BHT segilen bitkisel yagin oksidatif stabilitesini gelistirmek igin yetersiz
bulunmustur. Bu, ilgili sentetik antioksidanin termal stabilitesine baglanabilir. Santos ve
arkadaglari ticari sentetik antioksidanlarin 1s1 direncinin TBHQ> BHA> BHT sirasina gore
oldugunu gostermistir (Santos ve dig., 2012). Bu nedenle, bu tez kapsaminda elde edilen
bulgular TBHQ'nun genel olarak tiim yag tiirlerinin dayanikliligin1 arttirmak igin yeterli

oldugu s6z konusu rapor ile tutarlidir.

Diger taraftan, litre yag basina 200 mg karotenin (katki maddesi konsantrasyonu tizerindeki
yasal gida ve saglik komitelerinin kisitlamalarindan dolay1) oksidatif hasara karsi koruyucu
olacak kadar etkili olmadigi goriilmiistiir. Ayrica, daha yiiksek seviyelerde karotenin
eklenmesi, kalitatif (ayirt edici renk ve lezzet) bakis acisindan pratik olmayacaktir (Warner ve
Frankel 1987).
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4.2.1. Findik Yag Icerisindeki Katki Maddelerinin Yaga Kazandirdiklar1 Kalite

Parametrelerine Gore Karsilastirilmasi

Tablo 4.12, farkli dogal ve sentetik fitokimyasallarla islenen findik yaglarinin kalitatif

parametrelerindeki artislar1 6zetlemektedir.

Goriildigi gibi tim parametrelerde en yiliksek artis1 gallik asit gOstermistir. Ayrica, tim
durumlarda en yiiksek fenolik madde ve antioksidan kapasitesi en yiiksek indiiksiyon siiresine
sebebiyet vermemistir. Bu, yagin oksidatif stabilitesinin sadece toplam biyofenoller ile degil,
ayni zamanda segilmis ana bireysel bilesiklerin veya vitaminler, mineraller, asitler, sekerler ve
bunlarin sinerjik etkileri gibi diger maddelerin varligiyla da iliskili oldugu gercegi ile
aciklanabilir. Zira Folin testi genellikle 6rnekte bulunan molekiillerin toplam aromatik halka

sayisini tanimlamaktadir (Corrales dig., 2008).

Tablo 4. 12: Cesitli katki maddeleri ile muamele edilmis findik yaglarimin kalite parametrelerindeki

artig*®.
TPM AA Indiiksiyon siiresi
Katki maddesi
(%) (kat) (kat)
Gallik asit 57,85 18,78 =3
B-karoten 16,53 2,03 T.E.
Gallik asit+p-karoten 16,53 4,22 ~14
Zeytin yapragi 28,93 9,51 ~1,3
ekstrakti
TBHQ 33,06 4,65 ~2
BHT T.E** 3,07 T.E.

*Veriler ortalama + standart sapmay1 gostermektedir.
**T.E.: Tespit edilmedi.
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4.2.2 Findik Yaglarimin infrared Spektrumlar

Saf ve islenmis findik yaglarinin (gallik asit ve B-karoten ile) kizilotesi spektrumlari, Sekil

413 ile gosterilmistir. Spektrumlar, 4000-500 cm™ arasindaki dalga boyu araligini

kapsamaktadir.
1,4
ﬁ 1,2 —— SAF
—
5 L
1 ——— GALLIK ASiT
2 - -
o BETA-KAROTEN
Q 08
&) |
0,6
0,4
0 1000 2000 3000 4000 5000

Dalga boyu (cm™)

Sekil 4. 13: Saf findik yag1 ve gallik asit ve B-karoten ile zenginlestirilmis findik yaglarinin kiziltesi
spektrumlari.

Zenginlestirilmis findik yaglari, katki maddesi bilesiminin IR spektrumunda tespit
edilemeyecek kadar diisiik olmasindan dolayi, islenmemis yag ile ayni bantlar1 liretmistir.
Gallik aside ait 3010 ila 3670 cm™’da bulunan -OH fonksiyonel grubunu kapsayan pikler
tespit edilmemistir. 1750-1735 cm™ arasinda goriilen en keskin pik, esterlerin C=0O
gerilmesine karsilik gelmektedir. Ayrica, 1150 cm™ civarindaki orta bantlar, esterlerin C-O'
sundan gelir. Yaklagik 1450 cm™ deki bantlar, alkenlarin C-H gerilmesine katkida bulunur.
2930 ve 2850 cm™ de bulunan iki keskin bolge -CH, grubuna tekamiil eder (Focke ve dig.,
2012). 700-725 cm™ deki bant, yag asitlerine ait uzun - (CHg),- zincirlerine karsilik
gelmektedir (Uluata ve Ozdemir, 2012).

4.3. LiPID OKSIDASYONUNUN KINETIK VE TERMODINAMIK OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Lipid oksidasyonu, yag endiistrisindeki Uriin kalitesini etkileyen en Onemli sorunlardan

biridir. Lipid oksidasyonunun kinetik ve termodinamik 6zellikleri uygun sekilde anlasilirsa,
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gida triinlerinin formiilasyonu, bir gida sisteminde mevcut olan yagin kalitesini arttirmak ve
istenmeyen bozunma {iriinlerinin goriiniimiinii azaltmak i¢in ayarlanabilir (Tan ve dig., 2001).
Ancak, bitkisel yaglardaki oksidatif stabiliteyi degerlendirmek i¢in Rancimat yontemiyle elde
edilen kinetik ve termodinamik veri sayist son derece azdir. Kowalski ve arkadaslar1 gesitli
sicaklik degerleri altinda (90-160 °C) kolza tohumu, aygigegi ve soya fasulyesi yaglarini
hizlandirilmis kosullar altinda oksitlemek i¢in Rancimat aparatin1 kullanmistir (Kowalski ve
dig., 2004). Arhenius modeli ve aktiflesmis kompleks teorisi ile her bir yag igin k, Es, AH™"
ve AS™" degerlerini hesaplamislardir. Benzer sekilde Ostrowska-Ligeza ve arkadaslar1 aym
denklemleri Rancimat test kosullar1 (100-140 °C) altinda birkag ticari zeytinyagimn lipid
oksidasyonu i¢in ayni parametreleri hesaplamak i¢in uygulamistir (Ostrowska-Ligeza ve dig.,
2010). Baz1 bitkisel yaglarin (rafine edilmis kanola, misir, soya fasiilyesi ve ayc¢icegi yaglari)
oksidasyona karst direnci de, 100, 110, 120 ve 130 °C sicaklik degerlerinde Rancimat ile
benzer kinetik parametrelere gore izlenmistir (Farhoosh ve dig., 2008). Farhoosh ve Hoseini-
Yazdi, hizlandirilmis Rancimat kosullar1 (100-130 °C) altinda elde edilen kinetik ¢alismalarla
ilgili olarak zeytinyagi oksidasyon siirecini bildirmislerdir (Farhoosh ve Hoseini-Yazdi,
2014). Bitkisel yaglarda meydana gelen lipid oksidasyonu, her sistem i¢in spesifiktir. Bu
nedenle, her bir yag sistemi i¢in ilgili irinlerin 6zelliklerini ayirt etmek maksadiyla Arrhenius
denklemi yeniden iiretilmelidir (Tan ve dig. 2001). Bilindigi kadariyla findik yagi, Arrhenius

kinetigi ve termodinamik parametreleri agisindan incelenmemistir.

4.3.1 Kinetik Calismalar

Asagidaki model, indiiksiyon zamani (oksidasyona karsi yagin kararliligl) ve sicaklik
arasindaki iliskiyi agiklamaktadir. S6z konusu denklem, sicaklik ile oksidasyon periyodu

arasindaki kuvvetli iligkiyi belirtmektedir:

logZS =a(t) +b (4.1)

IS: Indiiksiyon siiresi (saat)
t: Sicaklik (°C)

a ve b: Denkleme ait katsayilar
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Sekil 4.14- 4.20 sirasiyla saf ve farkli katki maddeleri ile islenmis olan findik yaglarinin
sicaklik-oksidasyon siiresi arasindaki iliskiyi sergilemektedir. Sekillerden de anlasildig gibi
korelasyon katsayilarmin 1’e son derece yakin olmasi (R>>0,98) bu iiriinlerin oda sicakhiginda
raf miirlerinin ilgili denklemlerden tahmin edilebilecegini gostermektedir. Ilgili denklemler
kullanilarak oda sicakliginda (25°C) muhafaza edilen {riinlerin tahmini raf Omiirlerinin 8 ile

57 ay arasinda degistigi sOylenebilir.

1,2

0,8 y =-0,0313x + 4,5598
R2=10,9987
0,6

Log iS

0,4

0,2

80 100 120 140 160

T(C)

Sekil 4. 14: Saf findik yaginin oksidasyonunda Rancimat indiiksiyon siiresi ile sicaklik arasindaki
iliski.
Sekil 4.14 ile hicbir katki maddesi ilave edilmemis olan findik yaginin sicakliga karsi

oksidasyonu sergilenmektedir.
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Sekil 4. 15: Gallik asit katkili findik yaginin oksidasyonunda Rancimat indiiksiyon siiresi ile sicaklik
arasindaki iligki.

Sekil 4.15 ile gallik asit katkili findik yaginin sicakliga kars1 oksidasyonu sergilenmektedir.
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Sekil 4. 16: B-karoten katkili findik yagmin oksidasyonunda Rancimat indiiksiyon siiresi ile sicaklik
arasindaki iligki.

Sekil 4.16 ile B-karoten katkil1 findik yaginin sicakliga karsi oksidasyonu sergilenmektedir.
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Sekil 4. 17: Gallik asit+fB-karoten katkili findik yaginin oksidasyonunda Rancimat indiiksiyon siiresi
ile sicaklik arasindaki iligki.

Sekil 4.17 ile gallik asit+f-karoten katkili findik yaginin sicakliga karsi oksidasyonu
sergilenmektedir.
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Sekil 4. 18: Zeytin yapragi ekstrakti katkili findik yagmin oksidasyonunda Rancimat indiiksiyon
stiresi ile sicaklik arasindaki iliski.

Sekil 4.18 ile zeytin yapragi ekstrakti ile zenginlestirilmis findik yaginin sicakliga karsi

oksidasyonu sergilenmektedir.



65

1,6
1,4
12 y = -0,0285x + 4,4909
1 R2=0,9939
0,8
0,6
0,4
0,2

Log IS

80 100 120 140 160

T(C)

Sekil 4. 19: TBHQ katkili findik yaginin oksidasyonunda Rancimat indiiksiyon siiresi ile sicaklik
arasindaki iligki.

Sekil 4.19 ile sentetik bir antioksidan olan TBHQ katkili findik yagmin sicakliga kars
oksidasyonu sergilenmektedir.
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Sekil 4. 20: BHT katkili findik yagmin oksidasyonunda Rancimat indiiksiyon siiresi ile sicaklik
arasindaki iligki.

Sekil 4.20 ile yine sentetik bir antioksidan olan BHT katkil1 findik yagmin sicakliga karsi

oksidasyonu sergilenmektedir.
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Yag iceren gida iiriinlerindeki lipid oksidasyonu birinci dereceden kinetik reaksiyon olarak
kabul edildiginden, reaksiyon hizi sabiti (K), /S (saat™) ‘'nin tersi ile belirtilir (Tan ve dig.,
2001). Hiz sabitinin sicakliga olan gii¢lii bagimlilig1 en iyi Arrhenius denklemi ile karakterize

edilmektedir:

Ink=InAa_Fal (4.2)
RT

E.: Aktivasyon enerjisi (kJ mol™)
A: Frekans faktorii

R: Evrensel gaz sabiti (J mol™ K™
T: Mutlak sicaklik (K)

Islem gérmemis ve zenginlestirilmis tiim yag Orneklerine ait olan lipid oksidasyonuna ait
reaksiyon hiz sabitleri ile mutlak sicaklik arasindaki iliski Arhenius esitligine dayanilarak
olusturulmus ve sirastyla Sekil 4.21 ile 4.27 ile gosterilen grafikler ile gorsel olarak

sunulmustur.
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Sekil 4. 21: Saf findik yaginin oksidasyonunda reaksiyon hiz sabiti ile sicaklik arasindaki iligki.
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Sekil 4. 22: Gallik asit katkili findik yagmm oksidasyonunda reaksiyon hiz sabiti ile sicaklik
arasindaki iligki.
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Sekil 4. 23: B-karoten katkili findik yaginin oksidasyonunda reaksiyon hiz sabiti ile sicaklik arasindaki
iligki.
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Sekil 4. 24: Gallik asit+p-karoten katkili findik yagmin oksidasyonunda reaksiyon hiz sabiti ile
sicaklik arasindaki iligki.
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Sekil 4. 25: Zeytin yapragi ekstrakti katkili findik yaginin oksidasyonunda reaksiyon hiz sabiti ile
sicaklik arasindaki iliski.
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Sekil 4. 26: TBHQ katkili findik yaginin oksidasyonunda reaksiyon hiz sabiti ile sicaklik arasindaki
iligki.
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0,0q240  0,00245  0,00250 0,00255 0,00260 0,00265
-0,5

Lnk

15 y = -11428x + 27,263
' R2=0,9995

UT (K

Sekil 4. 27: BHT katkili findik yaginin oksidasyonunda reaksiyon hiz sabiti ile sicaklik arasindaki
iliski.

Tablo 4.13, Rancimat dl¢iimlerinin ve Arrhenius modelinin regresyon analizi ile elde edilen

kinetik parametreleri ve oksidasyon reaksiyon hizi sabitlerini 6zetlemektedir. Sicaklik ve

reaksiyon hizi sabiti arasindaki dogrusal iliski hemen fark edilmektedir. Sicakligin

arttirilmasi, oksidasyon reaksiyonunun hiz sabitinde artisa neden olmustur.

Aktivasyon enerjisi, olusacak kimyasal reaksiyonu karsilamak i¢in gereken minimum enerji
ihtiyacidir (Farhoosh ve dig., 2014). Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalar ile uyumlu olarak
(Farhoosh ve dig., 2008; Ostrowska-Ligeza ve dig., 2010;Tan ve dig., 2001), bu ¢alismanin
Ea degerleri 86,30 ile 106,34 kJ mol™ arasinda degismektedir. Antioksidan katki maddesine
bagli olarak aktivasyon enerjisi ne kadar yiiksek olursa, yiiksek sicaklik degerlerinde

oksidasyona daha elverislidir (Galvan ve dig., 2013).
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Tablo 4. 13: Saf ve islenmis findik yaginda gergeklesen lipid oksidasyonunda kinetik parametreler.

B_

. Zeytin

Gallik B- karoten o
Parametre Saf asit karoten +Gallik YaPrag TBHQ BHT

. ekstrakti
asit
logIT =a(t)+b

a -0,0313 -0,0351 -0,0317 -0,0312 -0,0309 -0,0285 -0,0313
b 45598 54871 45717  4,6867 4,6133  4,4909 4,5525
R? 0,9987 09978  0,9992  0,9980 0,9953  0,9939 0,9981

k(h')110°C’de  0,0732  0,0235 0,0802  0,0530 0,0573  0,0468 0,0760
k(h)120°C’de 0,621  0,0514 0,1736  0,1179 0,351 0,0776 0,1653
k(h") 130°C’de  0,3215 0,1274 0,3623  0,2370 0,2494  0,1689 0,3472
k(h') 140°C’de  0,6410 0,2564  0,7143  0,4587 0,5000 0,3226  0,6579

E. (kI mol™) 94,75 106,34 96,05 94,48 93,64 86,30 95,01

R? 0,9996  0,9983 1 0,9995 09971 0,9912 0,9995

4.3.2 Termodinamik Calismalar

Bir oksidasyon prosesinin spontan/spontan olmayan ve endodermik/ekzotermik gibi
karakteristikleri hakkinda bilgi sahibi olabilmek ic¢in s6z konusu sistemin termodinamik
olarak incelenmesi gerekmektedir. Entalpi (AH"™) ve entropi (AS™), Aktiflesmis Kompleks

Teoremi araciligiyla Eyring denkleminden hesaplanir:

T

kg: Boltzmann sabiti (1.38065x10% J K™)

h: Planck sabiti (6.62608x10** J s)

Her bir sistem i¢in hesaplanan entalpi ve entropi degerleri In(k/T) ile 1/T arasinda ¢izilen

grafiklerin egim ve eksenlerini kestigi noktalardan hesaplanmistir (Sekil 4.28-4.34).
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-5
5400240  0,00245  0,00250  0,00255  0,00260  0,00265

y =-10999x + 20,156
R?=0,9996

Ln (k/T)

UT (K

Sekil 4. 28: Saf findik yaginin oksidasyon reaksiyonunda mutlak sicakligin tersine karsilik In(k/T)
grafigi.

-50500240  0,00245 0,00250 0,00255 0,00260  0,00265

y =-12394x + 22,631
-8 R?=10,9982

Ln (k/T)

UT (K

Sekil 4. 29: Gallik asit katkili findik yaginin oksidasyon reaksiyonunda mutlak sicakligin tersine
karsilik In(k/T) grafigi.
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-7 y =-11155x + 20,647
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Ln (k/T)

UT (K

Sekil 4. 30: B-karoten katkili findik yagimin oksidasyon reaksiyonunda mutlak sicakligin tersine
karsilik In(k/T) grafigi.

5300240  0,00245  0,00250  0,00255  0,00260  0,00265

-7 y = -10966x + 19,753
75 R =0,9994

Ln (k/T)

UT (K

Sekil 4. 31: Gallik asit+p-karoten katkili findik yaginin oksidasyon reaksiyonunda mutlak sicakligin
tersine karsilik In(k/T) grafigi.
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Sekil 4. 32: Zeytin yapragi ekstrakti katkili findik yaginin oksidasyon reaksiyonunda mutlak sicakligin
tersine karsilik In(k/T) grafigi.

5300240  0,00245  0,00250  0,00255  0,00260  0,00265
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Sekil 4. 33: TBHQ katkili findik yaginin oksidasyon reaksiyonunda mutlak sicakligin tersine karsilik
In(k/T) grafigi.
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R2=0,9994
-7,5
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UT (K

Sekil 4. 34: BHT katkili findik yaginin oksidasyon reaksiyonunda mutlak sicakligin tersine karsilik
In(k/T) grafigi.

Gibbs serbest enerji degisimi (AG™™, kJ mol™), AH™ (kJ mol™), R ve T kullamlarak temel

termodinamik esitligi ile hesaplanir:

AG™ = AH* —TAS™ (4.4)

Tablo 4.14, (4.3) ve (4.4) numarali denklemler ile hesaplanan termodinamik parametreleri
(tim sicaklik degerlerinde) sunmaktadir. Kimyasal reaksiyonun kendiliginden mi yoksa
kendiliginden olmayarak mi1 ve ekzotermik veya endotermik olup olmayacagina karar vermek
i¢in ilgili bagimli termodinamik faktorler gereklidir. Islenmis ve islenmemis findik yagindaki
oksidasyonda Gibbs serbest enerji degisiminin pozitif oldugu goézlenmistir. Bu, yagin
oksidasyon reaksiyonunun kendiliginden ve enderjik yapisinin bir gostergesidir (Galvan ve
dig., 2013; Ong ve di., 2013). Bu calisma kapsaminda edinilen bulgular, 100-130 °C'de
zeytinyag1 oksidasyonu sirasinda pozitif Gibbs serbest enerji degisimlerinin gézlemlendigi

Farhoosh ve Hoseini-Yazdi'ninki ile tutarlidir (Farhoosh ve dig., 2014).

Diger taraftan, entalpi degisiminin pozitif bliylikligi, lipid oksidasyonun tiim sistemler i¢in
endotermik oldugunu gostermektedir. Bu sonug, kinetik ¢alismalarla da kanitlanmis ve artan
sicaklik ile artan reaksiyon hizinin siirecin endotermik oldugunu desteklemistir. Bu bulgu Tan
ve arkadaslarinin ¢esitli bitkisel yaglarin lipid oksidasyonu sirasinda gézlemlemis olduklar

sonug ile paralel bulunmustur (Tan ve dig., 2001). Dahasi, en biiyiik antioksidan kapasiteye
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sahip olan yag (gallik asit ile muamele edilmis) en yliksek entalpi degerini gostermistir. Bu
sonug, antioksidatif katki maddesinin oksidasyon reaksiyonunu daha yavas hale getirme

kabiliyeti ile agiklanabilir (Buosi ve dig., 2016)

Ayrica, entropinin pozitif entalpi ile birlikte negatif sonucu, spontan olmayan bir reaksiyonun
belirtisidir. Gallik asit ile muamele edilen findik yag1 en diisiik negatif entropiye sahip
bulunmustur. Bu durum, zenginlestirilmis {irtiniin daha fazla katki maddesini gecis kosuluna
karigtirarak daha karmasik hale gelmesi ile agiklanabilir (Choi ve dig., 2011; Spacino ve dig.,
2015).

Tablo 4. 14: Saf ve islenmis findik yaginda gerceklesen lipid oksidasyonunda termodinamik
parametreler.

B- Zeytin
Gallik - karoten 9
Parametre Saf asit kalPoten +Gallik Yaprag TBHQ  BHT
el ekstrakti
AG™ (k] mol™) 102,93 106,64 102,66 103,93 103,62 104,61 102,81
383,15 K
AG™ (k] mol™) 103,23 106,73 102,91 104,27 103,97 105,18 103,10
393,15 K
AG™ (k] mol™) 103,53 106,83 103,17 10460 104,31 105,74 103,39
403,15 K
AG™ (k] mol™) 103,83 106,92 103,43 104,93 104,66 106,30 103,67
413,15 K
AH™ (kJ mol™) 91,45 103,04 9274 91,17 90,33 8299 91,71
AS* (I K*mol™) -29,96 939 -2588 -3331 -34,68 56,43  -28,96

R? 0,9996 0,9982 0,9999 0,9994  0,9969 0,9905 0,9994
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5. TARTISMA VE SONUC

* Bu ¢alismanin bulgular, findik yagina dogal antioksidan olarak bir litre yag basina 200 mg
fitokimyasal ilave edilmesinin, yagin oksidatif stabilitesinin artmasina katkida bulunmasinin
yan1 sira, kalite parametrelerinin biiyiilk Olclide artmasina da katkida bulundugunu

gostermektedir.

* Genel olarak, findik yaginin dogal katki maddeleri ile stabilizasyonu, 6zellikle BHT gibi

sentetik olandan daha iistiin bulunmustur.
 Qallik asit ¢alisilan fitokimyasallar igerisinde en yiiksek etkinligi gostermistir.

* Oda sicakliginda (25°C) muhafaza edilen iriinlerin tahmini raf omiirleri 8 ile 57 ay
arasinda degisecek sekilde hesaplanmistir. Gallik asit, findik yaginin raf dmriinii 8 aydan 57

aya ¢ikarmistir.

* Ayrica, bu caligmanin kinetik ve termodinamik bulgulari, findik yagindaki lipid
oksidasyonunun, antioksidan aktiviteye daha fazla katkida bulunan fitokimyasallardan biiyiik

6l¢iide etkilendigini gostermistir.

* Termodinamik faktorlere bagli olarak, hem saf hem de islenmemis findik yaglarinda
oksidasyon reaksiyonunun dogasi, bunun endotermik, spontan olmayan ve enderjik bir siire¢

oldugunu kanitlamaktadir.

* Sonug olarak, bu dogal gida katki maddeleri, ekstra besinsel 6zellikler saglamanin yani sira

yag iceren gida liriinlerinin raf dmriiniin uzatilmasinda 6nemli bir rol oynayabilir.
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