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ONUR SOzU

Yilksek Lisans Tezi olarak sundugum “Portakal Kabugu Yagi ilavesinin Rafine
Zeytinyaginin  Oksidatif Stabilitesi ve Duyusal Ozelliklerine Etkisinin
Belirlenmesi” baslikli bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri disecek bir
yardima basvurmaksizin tarafimdan yazildigini ve yararlandigim batun kaynaklarin,
hem metin icinde hem de kaynakcada yontemine uygun bigcimde g0sterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Didem Burcu YAZLAK
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PORTAKAL KABUGU YAGI ILAVESININ RAFINE ZEYTINYAGININ
OKSIDATIF STABILITESI VE DUYUSAL OZELLIKLERINE ETKISININ
BELIRLENMESI

Didem Burcu YAZLAK

Indnl Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiistu
Gida Mihendisligi Bolimi

55 + xv sayfa

2011
Danisman: Dog. Dr. ihsan KARABULUT

Soguk pres portakal kabugu yagi (SPPKY), dondurularak kurutulan portakal
kabugunun kendisi (DKPK) ve DKPK’undan elde edilen hegzan (HE) ile aseton
ekstraktlari (AE) kullanilarak portakal kabugunun antioksidan etkisinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu kapsamda cesitli kromatografik ve spektrofotometrik teknikler
kullanilmis ve duyusal degerlendirme yapilmistir.

Cesitli oranlarda SPPKY rafine zeytinyagina (RZ) ilave edilerek duyusal
degerlendirme yapilmis ve en uygun konsantrasyon belirlenmistir. DKPK, HE ve
AE’lar1 da SPPKY ile ayni oranda RZ’ye ilave edilerek orneklerde DPPH, ABTS
yontemleri ile antioksidan kapasite, toplam fenolik ve toplam karotenoid miktarlari
belirlenmistir. RZ alumina dolgulu kolondan gegirilerek trigliseritler (RZ-TG) elde
edilmistir. Antioksidan iceren drnekler RZ ile RZ-TG’lerine ilave edildiginde olusan
oksidatif durum hizlandirilmis oksidasyon kosullarinda (60°C’de 24 gun) farkl
gunlerde ahnan o©rneklerde peroksit ve p-anisidin sayilari ile izlenmistir. Ayrica
ransimat cihazi kullanilarak ekstraktlarin indiiksiyon periyodu (zerine etkileri 130°C’de
saptanmistir.

Duyusal degerlendirmede %0,5 oraninda SPPKY ilavesi en ylksek begeniyi
kazanmustir. Ekstraktlarin ilave edilmesine bagl olarak RZ ve RZ-TG 6drneklerinde
SPPKY, DKPK veya ¢0ziicu ekstraktlarinin DPPH ve ABTS sonuglari oldukga farkli
bulunmustur (P < 0.05). Digerlerine kiyasla SPPKY en zayif antioksidan giictine
sahiptir. Antioksidan yapilar olarak kabul edilen toplam karotenoid ve fenolik miktarlari



en yuksek RZ ve RZ-TG’lerine ilave edilen AE’inda saptanmistir. Ancak yag
orneklerinde toplam karotenoidlerin antioksidatif etkilerinin disuk oldugu goérulmastur.
RZ-TG o6rneklerinde HE ile AE’nin ve RZ drneklerinde de HE’nin DPPH antiradikal
aktivitesi digerlerine kiyasla yiksek bulunmustur. Orneklerin indiksiyon periyotlari
dikkate alindiginda RZ-TG’lerine AE ilavesi en ylksek korumay! saglarken (1,16 saat),
DKPK igeren RZ en uzun induksiyon periyoduna sahip (2,73 saat) bulunmustur.

Hizlandirilmis oksidasyon denemesi sonuclarina gére RZ’na ilave edilen hegzan
ve aseton ekstraktlari oksidasyonun baslangic donemlerinde kontrole (RZ) kiyasla
peroksit olusumunu daha gucli engellemistir. Ancak, ileri oksidasyon surelerinde
ekstraktlarin etkilerinin azaldigi gézlenmistir. Oksidasyon diizeyleri RZ-TG agisindan
irdelendiginde saflastiriimis RZ-TG’nin hizhi bir sekilde okside oldugu (12. glinde
peroksit sayist 305,63+ 0.89 meqg/kg) gozlenmis ve AE ilavesinin oksidasyon
srelerinin tamaminda peroksit sayisini en dusik dizeyde tuttugu belirlenmistir. AE
ilave edilen RZ-TG igin benzer sonu¢ oksidasyon ginlerinin tamaminda p-anisidin
sayilarinda da saptanirken, HE’nin da bir miktar antioksidan etkiye sahip oldugu

gOzlenmistir.

Saptanan sonugclar dikkate alindiginda portakal kabuguna ait antioksidan yapilar
basta ucucu yag ve bitkisel yaglar olmak (zere pek c¢ok lipit iceren gida
formulasyonlarinda antioksidan olarak kullanilabilir durumdadir.

ANAHTAR KELIMELER: Portakal kabugu, ekstrakt, antioksidan aktivite, zeytinyag,
oksidasyon
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EFFECT OF ORANGE PEEL OIL ADDITION ON OXIDATIVE STABILITY AND
SENSORIAL PROPERTIES OF REFINED OLIVE OIL
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It was aimed to determine the antioxidant effect of orange peel by using cold
pressed orange peel oil (CPOPO), powdered freeze-dried orange peel (FDOP), hexane
(HE) and acetone (AE) extracts of FDOP. In this context various chromatographic and

spectrophotometric techniques were used and sensorial assessment was performed.

CPOPO was added to refined olive oil (ROO) at various concentrations in order
to select the best concentration by sensory analysis. FDOP, HE and AE were added to
ROO at same concentrations with CPOPO and the samples were evaluated afterwards
for their antioxidant capacity by DPPH and ABTS methods, total phenolics and total
carotenoids. ROO triacylglycerols (TAGs) was obtained by alumina column
chromatography. The samples containing antioxidant structures of orange peel were
added to ROO and ROO-TAG and the oxidation status was followed by peroxide and p-
anisidine values of the samples oxidized at accelerated oxidation conditions (60°C
during 24 day). Separately, induction periods of the samples were determined by
rancimat apparatus at 130°C.

Based on the sensory evaluation, addition of the CPOPO at the ratio of 0.5% was
selected for following experiments. Depending on the addition methods such as direct
addition of CPOP and FDOP or addition of solvent extracts of FDOP, considerably
different DPPH and ABTS values were observed (P < 0.05) in TAGs and ROO.
Compared to others, CPOP has the poorest antioxidant powers. The highest amount of



total carotenoids and phenolics, which are accepted as antioxidant constituents, were
observed in acetone extract (AE) added to ROO and TAGs. However, a weak
antioxidative effect of total carotenoid contents in oil system was observed. DPPH
antiradical activity of hegzan and acetone extracts in TAG system and HE in ROO were
higher than that of other extracts. When ransimat IP values were taken into account,
addition of AE to refined olive oil TAGs provided best protection (1.16 h) at analysis
conditions, in contrary, ROO containing FDOP has the longest IP value (2.73 h).

Compared to the control (ROO), addition of HE and AE to ROO prevented the
formation of the peroxides at initial stages of the oxidation during accelerated oxidation.
However, this effect decreased at prolonged oxidation days. When the oxidation levels
of ROO-TAG were taken into account, ROO-TAG oxidized rapidly (peroxide value
reached to 305.63+£0.89 meqg/kg at twelfth day) and the lowest peroxide values were
observed in ROO containing AE at all of oxidation times. The similar results were
observed for p-anisidin values in ROO-TAG containing AE. In addition, HE has also a
small amount of antioxidant power in ROO-TAG.

When the results were taken into account, it can be concluded that the
antioxidant structures from orange peel can be used as antioxidant in essential oils,

vegetable oils and the lipid containing foods.

KEYWORDS: Orange peel oil, extract, antioxidant activity, olive oil, oxidation
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1.GIRIS

Turk Gida Kodeksi Zeytinyadi ve Pirina Yagi Tebligi’ne gore [1] zeytinyag!,
sadece zeytin adacl, Olea europaea L. meyvelerinden elde edilen yaglardir. Cozlcl
kullanilarak ekstrakte edilen veya reesterifikasyon islemi ile dogal trigliserid yapisi
degistirilmis yaglar ve dider yaglarla karisimi bu tanimin disindadir. Zeytinyagi,
Natlrel zeytinyagl, Rafine zeytinyadi (RZ), Riviera zeytinyagi, Cesnili zeytinyagi
olmak (izere dort ana gruba ayrilir. RZ, ham zeytinyaginin dogal trigliserid yapisinda
degisiklige yol agmayan metotlarla rafine edilmeleri sonucu elde edilen ve serbest yag
asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 0,3 gramdan fazla olmayan yagdir [1].

Yiksek asitli veya dogrudan yemeye uygun olmayan natlrel zeytinyaglari ve
ham zeytinyaglari (%3,3’0Un (zerinde serbest yad asidi iceren) dogal trigliserid
yapisinda degisiklige yol acmayan fiziksel veya kimyasal rafinasyona tabi tutulmak
suretiyle RZ’ye (en ¢cok % 0,3 serbest yag asidi iceren) donustirilmektedir [2].

Yag§ bunyesindeki doymus veya doymamis yag asitleri; su, oksijen agir metal
iyonlari ve 1s1§in tek tek veya birlikte etkileri ile oksiasitlere dondsir. Doymamis yag
asitlerini oksiasitlere donustiren reaksiyonlar su, hidrojen peroksit ve oksijenin
esliginde olusurken, doymamis yag asitleri sadece oksijenin etkisi ile oksiasitlere
donismektedir. Otooksidasyon reaksiyonlarinda, ¢ok fazla ara driin meydana gelir.
Olusan bu ara rtinler yagin tat ve kokusunu kotl yonde etkiler, bu reaksiyonu 6nemli
kilan da budur. Cunku yagda olusan olumsuz tat ve koku yagin kalitesini bozmakta ve

ekonomik zarara yol agmaktadir [3].

Yemeklik kati ve sivi yaglarin kalitesini olumsuz yonde etkileyen bir seri
kimyasal reaksiyon, ya§ oksidasyonu olarak adlandiriimaktadir. Oksidasyon olayi,
hidrolitik ve oksidatif (otooksidasyon) olmak uzere iki sekilde gerceklesir. Hidrolitik
oksidasyon, daha c¢ok nispeten yiksek sicakliga sahip ve sulu ortamlarda gliserit
molekdllerinin gliserol ve yag asitlerine hidrolizi ile olmaktadir. Otooksidasyon ise
yaglarin bilesiminde bulunan doymamis yag asitlerinin oksijenle yikseltgenmesi ile
aldehit, keton, hidroksiasit, alkol ve kucuk molekullti yagd asitlerinin olusumuyla

sonuclanan bir seri olaylar zinciridir [4].

Oksidatif kararlihk bitkisel yag kullanicilari ve reticileri i¢in énemli bir kalite
kontrol parametresidir. Oksidasyon ile olusan bilesikler, yaglarin lezzetini, aromasini,



besin deQerini ve tim Kkalitesini olumsuz etkilemektedir. Bunun yaninda, bazi

oksidasyon urunleri potansiyel toksik 6zelligi tasirlar [5].

Yaglar ve yag icerikli triinler cesitli parcalanma reaksiyonlari ile ¢cok kisa stirede
bozulabilirler. Bu reaksiyonlardan en &nemlisi lipit oksidasyonudur [6]. Yag
oksidasyonu bulunduklari gidalarin degerini disurdigu gibi, insan vicudunda
gerceklesen lipit oksidasyonu kalp damar hastaliklarina kadar bircok anormal duruma
neden olabilir.  Antioksidanlarin eklenmesi yaglarin oksidasyonunu geciktirmede
etkilidir. BHA (Biitillenmis hidrokslanisol), BHT (Butillenmis hidroksitoluen), TBHQ
(Tersiyer butilhidrokinon) gibi sentetik antioksidanlarin kullanimi gidalarin raf dmriin
arttirabilir. Dogal antioksidanlardan daha ucuz ve etkili olduklari icin gida endustrisinde
genis 6lctde kullanilirlar. Buna karsin bu katkilarin guvenilirlikleri sorgulanmaktadir.
BHA’nin hayvan deneklerinde kanser yapici olabildigi rapor edilmistir. Bu kosullarda
daha guvenilir olan dogal antioksidanlarin kullanimi esastir [7].

Olea europaea L.’nin meyvesinden elde edilen preslenmis zeytinyagi
oksidasyona karsi diger yaglardan daha direnglidir. Clinkl bu yaglar fenolik bilesenleri
icerir [8].

Antioksidatif bircok madde dogal kaynaklarda bulunmaktadir. Ornegin Sheaber
ve Neeman [9] zeytinden elde edilen ekstraktlarda dogal antioksidan arastirmislar ve
gallik asit ve 6jenol gibi antioksidanlarin varligini saptamislardir. Kikuzaki ve Nakatani
[10] keklik otu yapraklarinda elde ettikleri ekstraktlarda bes antioksidatif bilesen
bulmuslardir. Karanfilde gallik asit ve 0jenol major antioksidan olarak saptanmistir
[11].

Son yillarda dogal kaynaklardan antioksidan elde etme calismalari yaygin olarak
yuratilmektedir. Dogal kaynaklardan elde edilen biberiye reginesi gibi ekstraktlarin
biftek domuz eti ve tavuk parcasinda yag oksidasyonunu onledigi gortlmastir.
Yerfistigl ve soya yaglarinda yer fistigi kabugu metanol ekstraktinin antioksidan etkisi
arastirilmis ve gugli etkiler saptanmistir [7]. Oksidatif stabilite (OS) veya yaglarin
dayaniklilik testi resmi bir yontem olarak yer almasa da, son yillarda bitin yemeklik
yaglarda raf 6mri agisindan dikkat ceken bir fizikokimyasal kalite parametresi olarak
onem tasimaktadir. Zeytinyaglarinda ve diger rafine yemeklik yaglarda baharatlarin

veya onlarin 6zitlerinin kullaniminin oksidatif stabilite Gzerine etkileri konusunda



cesitli calismalar bulunmaktadir. Bunlar arasinda natiirel zeytinyagina kekik, biberiye
ve defne ilavesi iceren ve gurme yaglari olarak tanimlanan ¢alismalar oldukga dikkat
cekici bulunmustur [12].

Bir baska calismada cesitli otlarin cesitli ekstraktlarinin rafine palm olein
yagindaki antioksidan etkileri hizlandirilmis oksidasyon kosullarinda arastiriimis ve
katildig1 yagin oksidatif stabilitelerini énemli Olglide gelistirdikleri belirlenmistir [13,
14].

Polifenol bakimindan zengin olan zeytin agaci yapragi ekstraktinin, aycicegi yagt,
zeytinya@! ve palmiye yaginda yapilan kizartmalarda oksidatif stabiliteye olan etkileri
arastirilmistir.  Toplam fenol icerigi, tokoferol bilesimi, oksidatif stabilitesi ve
antioksidan aktivitesi incelenerek, ekstraktin yaglar icin oksidatif stabiliteyi arttirici
ozellik tasidigi saptanmistir [15].

Ulkemizde turuncgil suyu Gretiminin yan Griini olarak turuncgil kabuk yagi da
uretilmektedir. Ekonomik degeri son derece yiksek olan bu 0riin elde edilme
yontemlerine gore endustride genis bir kullanim alani bulmaktadir. Turuncgil yaglari
terpenik hidrokarbonlar, alkoller, ketonlar, aldehitler, oksijenlenmis bilesikler ve diger
bilesikleri iceren kompleks bir karisimdir [16]. Portakal yaginin ugucu olmayan
kismindan Permethoxylated flavonlar, dehidrokabietik asit ve linoleil monogliserid
izole edilmis, bunlarin timinun gida bulasilarina ve fitopatojenik turlere karsi anti
fungal etki sergiledikleri goriilmistiir. izole edilen hexa- ve heptametoksi flavonlarin
Geotrichum candidum’a karsi 6nemli fungisidal etki sergiledikleri ve buna ek olarak bu
bilesenlerin antioksidan aktivite gosterdikleri saptanmistir. Ayrica bu bilesikler ¢ok
yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlardan biri olan tert-butyl-4-hydroxyanisol
dizeyinde antioksidan aktivite gostermistir, genis alanlarda kullanilan dogal bir
antioksidan olan tokoferol de izole edilmistir [17].

Bu calismanin amaci RZ ve RZ trigliseritlerine (RZ-TG) eklenen soguk pres
portakal kabugu yaginin (SPPKY), heksan ekstraktinin (HE), aseton ekstraktinin (AE)
ve RZ ile RZ-TG’lerine eklenen dondurularak kurutulmus portakal kabugu (DKPK) OS
ve duyusal 6zelliklere etkisinin belirlenmesidir. Bu amagla RZ ve RZ’den kolon
kromatografisi ile izole edilen RZ-TG kullaniimistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Zeytinyag!

Kimyasal olarak gidalardaki yag; 3 degerlikli bir alkol olan gliserinin 3 yag asidi
ile esterlesmesi sonucu olusan trigliserittir. Yemeklik sivi yaglar olarak zeytinyagi,
misirézi yagi, yerfistigi yagi, aycicegi yagl, soya yagl ve pamuk tohumu yagi gibi
bitkisel yaglar kullanihir [18]. Bitkisel yaglar; insan beslenmesinde karbonhidratlar ve
proteinlerle birlikte temel besin maddelerinden birisidir [19].

Zeytinyaglari zeytin agaci (Olea europaea sativa Hoffm. et Link) meyvesinden,
dogal 6zelliklerini degistirmeyecek bir sicaklikta sadece mekanik veya fiziksel islemler
(presleme, santrifijleme ve perkolsayon yontemleri) uygulanarak elde edilen, berrak,
yesilden sariya degisebilen renkte, kendine 6zgl tat ve kokuda olan dogal halinde gida
olarak tuketilebilen yaglardir [2].

Zeytinyaginda: serbest yag asitlerinin neden oldugu asitlik %21’den az ise
zeytinyagl “ekstra sizma”, %1-3 ise “sizma”, %3’ten yiksek ise rafine olarak
etiketlenir. Virgin zeytinyaglari rafine edilmedik¢e otooksidasyona Kkarsi yiksek
stabilite gosteren fenolik bilesenler bir dereceye kadar korunur [20].

Yemeklik zeytinyaglari elde edilislerine ve uygulanan islemlere gore; natirel
zeytinyagl, rafine zeytinyadi, natlrel ve RZ'nin karisimindan olusan riviera tip
zeytinyagi olarak 3 gruba ayrilir [18].



Cizelge 2.1. Zeytinyaginin bilesimi [18].

1. RZ-TG’ler (%95°den fazla)

Doymus yag asitleri %8-20 (ortalama %11,5)
Tekli doymamis yag asitleri %53-83 (ortalama %75)
Coklu doymamis yag asitleri %5-15 (ortalama %9,5)

2. Gliserid olmayan fraksiyonlar (%5’den daha az oranda)

Triterpen alkoller Ozellikle squalen

Steroller En basta (3-sitosterol
Antioksidanlar Tokoferoller

Tad ve koku maddeleri Polifenoller (6zellikle flavanoidler)

2.1.1. Zeytinyaginin oksidatif stabilitesi

Rafine edilmeden tiketilebilen zeytinyadi; genellikle rafinasyonun cesitli
asamalarinda diger bitkisel yaglardan ayrilan fenolik bilesenleri icerir. Rafine
edilmeyen zeytinyaginda toplam tokoferoliin %95’e varan kisminda a-tokoferol
hakimdir. Hem fenoller hem de tokoferoller yaglarin stabilitesine dikkate deger katki
saglar [21].

Yag asidi bilesimi yaninda oldukca etkili antioksidan bilesikler iceren islem
gérmemis zeytinyag! diger bitkisel yaglara gore daha uzun raf émriine sahiptir.
Zeytinyaginin guclu oksidatif stabilitesi kendine 6zgu triacilgliserol gruplarina ve polar
fenolik antioksidanlarin varligina baglanmaktadir [22].

2.2. Esansiyel Yaglar

Ucucu yaglar, bitkilerden su veya su buhari distilasyonu ile elde edilen, normal

kosullarda sivi, bazen donabilen, ugucu, kuvvetli kokulu ve yagimsi karisimlardir [22].

Bitki esansiyel yaglari cesitli bilesenlerin kompleks karisimidir, mono ve
sesquiterpenler, alkoller, esterler, aldehitler, ketonlari icerir [23].



Aclkta birakildiklarinda, oda sicakhginda bile buharlasabildiklerinden "ugucu
yag", eter gibi uctuklarindan “eterik yag"; glizel kokulu olmalari ve parfimeride
kullaniimalari nedeniyle "esansiyel yagd" gibi isimlerle anihrlar [24].

Ucucu yaglar, biyolojik etkileri yoninden de farkhliklar gostermektedirler [25].
Esansiyel yaglar ve aromatik bitkiler koruyucu ve antimikrobiyal oldugundan flora ve

hos koku verici olarak ytzyillardir kullanilirlar [23].

Kimyasal yapilarinda en biylk grubu terpenler olusturmaktadir Bununla birlikte
az miktarda alkoller, aldehitler, esterler, fenoller, azot ve kukurt iceren bilesiklerde
bulunmaktadir [26].

Terpenler, bes karbonlu bir hidrokarbon olan izopren birimlerinden meydana
gelmektedir. iki izoprenin birbirine baglanmasi ile meydana gelen terpene monoterpen
denir. Dort, alti ve sekiz izoprenin birbirine baglanmasi ile meydana gelen terpenlere
diterpenler, triterpenler ve tetra terpenler adi verilir [27]. Sudan hafif olan ugucu
yaglarin kirllma indeksleri genellikle yuksek olup, optikce aktif 6zelliktedirler. Isik ve
oksijenin etkisi ile reginelestikleri icin uzun sureli saklamalarda koyu renkli siselerde
agz1 kapali olarak muhafaza edilmelidirler [26].

2.3. Turunggillerin Kabugu
2.3.1. Turuncgillerin kabuk yapisi

Turuncgil meyve kabuklari ticari kullanim igin buyuk potansiyeli olan meyve

imalatinin yan drtnlerinden biridir [28].

Turuncgil kabuklari; flavedo ve albedo denen iki tabakadan olusur [29]. Flavedo
kabuk tabakasinin yaklasik %30’unu olustururken albedo tabakasi ise kabugun yaklasik
%70’ini olusturmaktadir. Portakala rengini veren flavedo tabakasi portakalin tiriine
gore turuncudan kirmiziya degisen renk araligina sahip olup karotenoid pigmentleri ve
eterik yaglar bakimindan zengindirler. Ozellikle icerdigi eterik yag bakimindan driine
acilik veren flavedo tabakasi diyet lifi dretiminde sikinti olusturmaktadir. Kabuk
kisminin alt katmanini olusturan albedo, sahip oldugu yiksek miktardaki lif icerigi
sebebiyle 6zellikle diyet lifi Uretiminde varhgi arzu edilen bir bolgedir. Zira bu bélge
pektin bakimindan oldukc¢a zengindir [30].



Turunggil kabuklarinin renkli kisimlarindan elde edilen yag, 100’den fazla
bilesikten olusmaktadir. Bu yaglarin bilesimi; terpenhidrokarbonlar, oksijenlenmis
bilesikler ve ucucu olmayan bilesikler olmak tzere 3 grupta toplanmaktadir. Oksijene
olmus bilesikler turuncgillerin tadinda 6nemli rol oynarlar. Bu da meyvenin cesidine,
isleme metoduna, olgunluguna, ¢evre sartlarina, asil kaynagina ve aga¢ gelisimine
baghdir [16].

2.3.2. Turuncgil kabuk yagi

Turunggil esansiyel yaglari; antimikrobiyal, antifungal, antioksidan gibi biyolojik
aktivitelerinden dolayr genellikle guvenilir olarak siniflandirilir. Farkh turuncgil
turlerinin  yaprak ve kabuklarindan elde edilen esansiyel vyaglarin kimyasal
kompozisyonunun tanimlanmasina yonelik birgok arastirma, fonksiyonel ve ekonomik

onemleri nedeniyle basariyla gergeklestirilmistir [28].

Turunggil yaglari terpenik hidrokarbonlar, alkoller, ketonlar, aldehitler,
oksijenlenmis bilesikler ve diger bilesikleri iceren kompleks bir karisimdir. Turuncgil
yaglarindaki 6nemli bazi bilesikler; a-piren, [B-piren, mirisin, limonin, y-terpiren,
valensen, sabinen, neral ve geranialdir. Ayrica turunggil yaglarindaki aldehitler arasinda
oktanal, dekanal ve sinensal gosterilebilir. Bir monoterpen olan limonin; lime ve diger
turuncgil yaglarinin ana bilesigidir. Turuncgil kabuk yaglarinda terpen miktari daha
fazla iken sesquiterpen igerigi daha azdir. Oksijenlenmis bilesikler alkoller, aldehitler,
ketonlar, asitler ve esterleri icermektedir. Bunlar karakteristik tat ve koku profilini
olusturmaktadir [16].

Cizelge 2.2. Turunggil kabuk yaglarindaki baslica bilesenler [16].

Monoterpenler  Sesquiterpenler  Asitler Alkoller Esterler Aldehitler
o-piren Bisabolen Asetik Sitronelol Geranil asetat  Asetaldehit
B-piren Kadinen Kaprik Linalol Linalil asetat  Sitral

. . - Metil-N-metil
a- terpinen Karyopilen Kaprilik  1-nonanol anthranilat n-dekanal
y -terpinen Desiklik ~ Oktanol Oktil asetat Geranial
d-limonin Formik o —terpineol Oktanal
Mirisin Oktilik Terpinen-4-ol
p-simen
Terpinolen
Sabinen
Kampen




2.4. Oksidasyon
2.4.1. Serbest radikaller

Bir serbest radikal son yorungesinde eslesmemis 1, 3, 5 gibi tek sayida
elektronlara sahip herhangi bir atom veya molekil olarak tanimlanir [31]. Kimyasal
bilesikler iki veya daha ¢ok elementin aralarinda kimyasal bag olusturmasi ile meydana
gelir. Bu baglar negatif yUkli elektronlarla sarilmistir ve bu elektronlarin dizeni
bilesige kararlihk saglar. Kararh bilesiklerin elektronlari ¢iftlenmis halde bulunur. EGer
elektron giftlenmemis ise molekil daha reaktif ve kararsiz duruma geger. Bir ya da daha
fazla sayida ciftlenmemis elektrona sahip element veya bilesiklere “serbest radikaller”
denir [32].

Serbest radikallerin olusum mekanizmalarina 0rnek olarak stiperoksit ve hidroksi
radikaline ait olanlar verilebilir. Oksijen molekiline disaridan bir elektron verildiginde
kararsiz bir yapi olan oksijen radikali olusur, bu radikal proton yikine karsi 1 fazla
elektron icerdigini gostermek igin (-) ve ciftlenmemis elektron varhgini belirtmek igin
(¢) isareti kullanilarak O2" - seklinde gosterilir ve sliperoksit radikali olarak adlandirilir
[33].

02-2 + 1e- - 02

Superoksit radikaline 1 elektron daha ilave edilirse hidroperoksit meydana
gelmektedir [33].

Serbest radikaller bir veya daha fazla eslesmemis elektrona sahip, kisa dmurld,
kararsiz, molekil agirhgi dusiik ve gok reaktif molekuller olarak tanimlanir [34]. Baska
molekiller ile ¢ok kolayca elektron aligverisine giren bu molekillere oksidan
molekdller veya reaktif oksijen turleri (ROT)’de denilmektedir [35].

BHA, BHT, TBHQ gibi sentetik antioksidanlarin kullanimi gidalarin raf dmriind
arttirabilir. Dogal antioksidanlardan daha ucuz ve etkili olduklari icin gida endustrisinde
genis 6lctde kullanilirlar. Buna karsin bu katkilarin guvenilirlikleri sorgulanmaktadir.
BHA’nin hayvan deneklerinde kanser yapici olabildigi rapor edilmistir. Bu kosullarda
daha guvenilir olan dogal antioksidanlarin kullanimi esastir [7].



Serbest radikal olusumu, organizmanin savunma kapasitesini astigi zaman
molekiiler hasar ortaya ¢ikar. Bu hasar biriktikge, sonugta hiicrelerin, organlarin ve
organizmanin bizzat kendisinin Olimine neden olacak sekilde hicresel fonksiyon
kademeli olarak azalrr. Oksidatif hasar bir seri hastalijin ve yaslanmanin esasi ve
gelisimi ile baglantili bulunmustur [32]. Serbest radikaller notralize edilmediklerinde
vucutta, hicre membrani proteinini yikarak hicreleri 6ldirmek, membran lipit ve
proteinlerini yok ederek hiicre membranini sertlestirip hiicre fonksiyonunu engellemek,
cekirdek membranini yararak nukleustaki genetik materyale etki edip DNA’y1 kirilma
ve mutasyonlara acgik hale getirmek, bagisiklik sistemindeki hicreleri yok ederek
bagisiklik sisteminin etkisini azaltmak yoluyla ciddi zararlanmalara neden olabilirler
[36].

2.4.2. Oksidasyon mekanizmasi

Coklu doymamis yag asitlerince zengin gidalar oksidatif bozulmalara daha ¢ok
maruz kalmaktadir. Oksidatif bozulma, gida Grinlerinin raf émrind sinirlandiran ve
kalite kaybina neden olan 6nemli faktorlerden biridir. Ayrica gida endustrisi agisindan
biyuk bir éneme sahiptir. Doymamis yaglarin oksidasyonu sirasinda hidroperoksitlere
ek olarak karbonil bilesikler, aldehitler, asitler, ketonlar, epoksitler gibi toksik bilesikler
olusur. Bunlarin sonucu olarak da gidalarin dokusunda, renginde, kokusunda ve tadinda
arzu edilmeyen degisimler olur [37].

Lipitlerin yaglarda ve yag iceren diger gida maddelerinde oksidasyonu, yalnizca
neden olduklari tat ve koku bozukluklari yoninden 6nem tasimaz. Bunun yaninda
oksidasyon sirasinda degisik tepkime Urlnlerinin insan sagligi acisindan tehlike
olusturmasi, hatta karsinojenik maddelerin olustugunun ileri strtilmesi, bu tepkimelerin
mekanizmas! ve olusan Urinlerin nitelikleri Gzerindeki arastirmalarin yogunlasmasini

zorunlu hale getirmistir [38].
Lipit otooksidasyonunun asamalari;

Reaksiyonun baglamasi;
Peroksi (R-O0), alkoksi(R-O") veya Alkil(Re)radikalleri olusumu
Reaksiyonun gelismesi;

1R +0; —» R-00°

@ R-00+RiH — , ROOH+R’
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® R-O+R{H ——»R-OH+R’
Reaksiyonun dallanmasi

(4) R-OOH ____ , RO+OH

(5) 2R-OOH — » R-0O0+R-O'+H,0

Reaksiyonun sona ermesi

(6)2R’ _
(7)2R+ R-0O0° — Stabil Uriinler
(8)2R-00 -

Lipitler 60°C’nin Uzerinde isitildiklarinda otooksidatif tepkimelerin seciciligi
azalarak olusan hidroperoksitler, derhal hidroksi- ve alkoksi radikallerine pargalanirlar.
Olusan bu yeni Uriinler ¢cok aktif maddeler olmalari nedeniyle, doymus yag asitlerinden
bile H" iyonu cekerek kendilerine baglarken, yeni aktif radikallerin olusumuna neden
olurlar [38].

2.5. Antioksidanlar
2.5.1. Lipitlerde oksidatif bozulma tepkimelerinin 6nlenmesi

Lipitlerde 0zellikle doymamis ya§ asitlerine bagh olarak olusan oksidatif

bozulmalar, 3 temel olanaktan yararlanilarak énlenebilir;

1. Yaglar veya yag iceren maddelerin islenme ve saklanmalari sirasinda mimkdin
oldugu kadar oksijenle temaslarinin kesilmesi. Bunun mimkin olmamasi durumunda
ise, yag veya gida maddesi icerisinde bir miktar glikozoksidaz enzimi katilarak, yag
icerisinde erimis oksijenin lipitlerle tepkimeye girmesinden 6nce, bu enzim tarafindan

kullanilmasi saglanir.

2. Yag ve yagh gidalarin, mimkin oldugunca disiik sicaklik derecelerinde ve
Istktan korunarak depolanmasi.

3. Antioksidan maddelerin kullaniimasi. [38].
Oksidasyona bagl olarak gergeklesen ransit tat ve kokunun olusmasinda

antioksidanlarin roli biyuktar. Antioksidanlar ransit driinleri ortadan kaldirmaz ya da
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oksidasyonu geri cevirmezler. Bu maddeler gidalara ilave edilerek oksidasyonun

olusmasini geciktirir ya da engellerler [37].

Bilindigi gibi antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidasyonlari
onleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine sahip maddelerdir
[36]. Metabolizmanin isleyisi sirasinda dogal bir proses olan oksidasyon sonucunda,
organizmada cesitli hasarlar yaratan ve kanser, kalp v.b. hayati 6neme sahip bazi kronik
hastaliklarin baslaticisi olan serbest radikallerin olusumu, bunlarla mucadele eden
antioksidan bilesiklere olan ilgiyi artirmis, bu konudaki ¢calismalar daha ¢ok gidalarin ve
farmasotik preparatlarin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesine yonelmistir [32].

2.6. Gida Sanayiinde Kullanlan Antioksidanlar

Dogal antioksidanlarin gida sanayinde kullanimlari, ¢cok eskilere dayanmaktadir.
Yapay antioksidanlar ise, son yillarda yayginlasmistir. Ornegin; ABD’de fazla yag
iceren gidalari muhafaza icin, 1940°li yillarin sonunda antioksidanlar kullaniimaya
baslanmistir. Bu amacla kullanilan ilk antioksidan olan BHA ile oldukca basaril
sonuclar alinmistir. Antioksidanlar, oksidasyonun radikal zincir mekanizmasinda stabil
ara Urunlerin olusumunu sa@layan zincir tepkimesini kirma amaciyla kullanilan
maddelerdir [39].

2.6.1. Yapay antioksidanlar

BHA, beyaz mumsu parcaciklar halindedir. BHT ise beyaz kristal gorintimdedir.
iki bilesikte yagda ¢oziinir ancak suda ¢oziinmezler BHA’ nin gida iginde tasinmasi
BHT’ den daha iyidir [39].

TBHQ, kizartma yaglarini oksidasyona karsi korumak igin en iyi antioksidan
olarak bilinmektedir. Bej renkli bir toz olan TBHQ, kati ve sivi yaglarda ¢ozinir. Tek
basina veya BHA ve/veya BHT ile kombine olarak kullanim daha uygundur. TBHQ ve
sitrik asit kombinasyonu, genellikle bitkisel yaglar, sorteningler ve bir 6lcide de
hayvansal yaglarda kullaniimaktadir [39].
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2.6.2. Gida kaynakli dogal antioksidanlar

Gidalardaki antioksidanlar, oksidasyondan kaynaklanan acilasmayi ve diger tat
bozulmalarini geciktirme veya 6nleme 6zelligine sahip olan maddelerdir. Tokoferoller,
askorbik asit, flavonoidler ve fenolik asitler en 6nemli dogal antioksidan gruplaridir
[41].

Meyve ve sebzeler antioksidatif aktivite gibi farkh biyoaktif 6zelliklere sahip
fitokimyasallari icermektedirler. Yapay antioksidanlarin kullanimi giderek azalmakta
iken dogal kaynakl antioksidanlara ilgi son yillarda artis gdstermekte ve bunlarin
bitkisel materyallerden elde edilmesi 6nem kazanmaktadir [41]. BHT ve BHA gibi
bilinen sentetik antioksidanlar toksik etkileri nedeniyle, yerini dogal antioksidanlara
birakmistir [42].

Pek cok arastirict uzun siredir besinlerin islenmesinde kullanilan BHT, BHA,
TBHQ ve propil galatlar (PG) gibi bazi sentetik antioksidanlarin canli organizmada
karsinojenik ve teratojenik etki gosterdigine dikkat cekmektedir. Tiketicilerde genelde
dogal antioksidanlari sentetik olanlara tercih etmektedir. Bu nedenle uzun sureden beri,
besinlerin koku ve tat gibi 6zelliklerini artirmak icin katki olarak kullanilan baharat ve
dogal aromatik bitkiler giderek énem kazanmistir. Dogal antioksidanlarin kaynagi ve
kullanimi ile ilgili bircok arastirma yapilmistir. Bu bitki ve baharatlarin bazilarinin
antioksidan kapasitelerinin, sentetik antioksidanlardan daha fazla oldugu kanitlanmistir.
Bu bitkilerin yapilarinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi serbest
radikalleri temizleme, metal iyonlarla bilesik olusturma ve tekli oksijen olusumunu

engelleme gibi 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir [37].

Vitaminler (A, C, E), fenolik bilesikler (fenolik asitler, flavonoidler v.b),
karotenoidler, tokoferoller ve peptitler (glutatyon, sistin) gibi bazi bilesikler dogal
antioksidanlari olusturmaktadir [43].

Aromatik bitkilerin antioksidan aktivitesi yapilarindaki fenolik bilesiklerle
iliskilidir. Bu bilesikler icerisinde en fazla bulunanlari flavonoidler, fenolik asitler ve
fenolik terpenlerdir. Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi, serbest radikalleri
temizleme, metal iyonlarla bilesik olusturma (metal selatlama) ve singlet (tekli) oksijen
olusumunu engelleme veya azaltma 6zelliklerinden kaynaklanmaktadir [44].
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Flavonoidler ve diger fenolik bilesikler cogunlukla bitkinin yaprak, cicek ve
odunsu kisimlarinda bulunmaktadir. Bu nedenle, genellikle aromatik bitkiler yaprak ve
cicek kisimlari kurutularak drog halinde ya da ekstraksiyon, destilasyon gibi
yontemlerle elde edilen ucucu ya§ ekstraktlari seklinde kullanilmaktadir. Aromatik
bitkilerin kimyasal bilesimi bircok etmene bagl olarak farklihk gdsterdiginden,
antioksidan etkileride degisebilmektedir [44].

Fenolik bilesiklerin, bitkilerde aromatik aminoasit metabolizmasi sirasinda
sentezlenen yan bilesiklerden olusan ikincil metabolitler olduklari varsayilmaktadir.
Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saghigi acisindan iglevleri, tat ve koku
olusumundaki etkileri renk olusumu ve degisimine katilmalari, antimikrobiyal ve
antioksidatif etki gostermeleri, enzim inhibasyonuna neden olmalari, degisik gidalarda
saflik kontrol kriteri olmalari gibi bir¢cok agidan 6nem tasimaktadirlar. Antioksidan etki,
fenol halkasinda —OH grubu sayisi arttikca artmakta ve ayni bilesikte ise bu etki meta-,
orto-, ve para- sirasi ile yukselmektedir. Fenolik bilesikler icinde en fazla antioksidan
etkiyi gallik asit, floroglusinik asit, kafeik asit ve gentisik asit gostermektedir [38].

Flavonoidler C6-C3-C6 difenilpropan yapisindadir ve fenil gruplari arasindaki
ucli karbon koprust oksijenle halka olusturmaktadir. Flavonoidler, bitkisel fenolik
bilesikler i¢inde en 6nemli grubu olustururlar ve flavan tirevleridir. Yapisal olarak bes
guruba ayrilirlar; antosiyanidinler, flavon ve flavonoller, flavanonlar, katesin ve

I6koantosiyanidinler proantosiyanidinler [38].

Antosiyanidinler, dogal olarak genellikle antosiyanin adi verilen glikozit
formunda bulunmaktadirlar. Meyve ve sebzelerin kirmizidan mora kadar degisen tipik
renkleri bu glikozitlerden kaynaklanmaktadir. Baslica antosiyanidinler; pelargonidin,
siyanidin, delfinidin, peonidin ve malvinidindir. Bunlar arasinda en yaygin bulunani

siyanidin olup, en cok tuketilen meyvelerin yaklasik %90’ inda saptanmistir [38].

Flavon ve flavon glikozitleri hemen her bitkide bulunurlar ve acik sari renkli
bilesiklerdir [38].

Tokoferoller, en yaygin ve en fazla bilinen dogal antioksidandir. Alfa, beta gama
ve delta homologlarin bir karisimi olarak bitki dokularinda bulunur. Antioksidan etkileri
deltadan alfaya azalirken vitamin E aktivitesi artmaktadir [39].
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Ozellikle zeytinyaginda 151-178 mg/kg arasinda, depolanmis zeytinyaginda ise

28-55 mg arasinda bulunur. Diger adiyla E vitamini olarak taninir [40].

Vitamin E yagda ¢6zunen zincir kirici bir antioksidandir. Vitamin E terimi bir
grup tokoferol ve tokotrienoller icin kullaniimaktadir. Bu grup igine giren tokoferoller
ve dort tokotrienol (a, B, y, 8 ) antioksidan aktiviteye sahiptir. Bunlardan a tokoferol

dogada en bol bulunan vitamin E’dir ve yiksek biyolojik aktiviteye sahiptir.

Tokoferoller, ROT’un 6zellikle singlet oksijen ve OH radikalini etkisiz hale getiren
antioksidatif bir fonksiyon tasimaktadirlar. Vitamin E lipit peroksidasyonunu
engellemekte ve diger oksidatif reaksiyonlar sirasinda meydana gelen radikallerin
etkisini 6nlemektedir [35].

C vitamini, suda yiksek ¢ozunurlik ¢zelligi gosteren hem asidik hem de indirgen
karakter tastyan bir vitamindir. Bu nitelikler lakton halkasindaki karbonil grubu ile
konjuge olan enediol yapidan kaynaklanmaktadir. Vitaminin dogal formu L-izomer
olup, D-izomer, L-izomerin %10 aktivitesine sahiptir [38].

Bitkiler, bazi bakteri, alg ve funguslar tarafindan sentezlenen, meyve ve sebzelere
saridan kirmiziya kadar degisen renkleri veren karotenoidler; genis dagilimlari, yapisal
farkhhklari, ¢ok cesitli etki ve fonksiyonlariyla dogada bulunan en énemli pigment
gruplarindan birini olusturmaktadir [33].

Likopen, fitoen, fitofluen; a-karoten, p-karoten, d-karoten ve y- karoten siklik
yapidaki karotenoidlerdir. Likopen yagda ¢ozunir bir karotenoid olup, B-karotenden en
az iki kat daha fazla antioksidan kapasiteye sahiptir [33].

Karotenoidler arasinda besleme fizyolojisi agisindan en dnemlisi -karotendir. [3-
karoten bircok meyve ve sebzenin bilesiminde yer alir. Bazende domateste oldugu gibi
bir ksantofil olan likopen ile birlikte bulunur. B-karoten organizmada A vitaminine
dontsugl icin provitamin A olarak islev yapar [38].

Karotenoidler singlet oksijen yakalayici ve antioksidan olarak da oldukga etkilidir.
Son zamanlarda biyolojik antioksidan olarak karotenoidler bir¢ok ¢alismanin ilgi odagi
olmustur. Canhlar, serbest radikallerin potansiyel yikici etkilerine karsi kendilerini
korumak icin cesitli enzimatik savunma sistemlerine (stperoksit dismutaz, katalaz,

peroksidaz, glutation peroksidaz vb.) sahiptir. Bu enzimatik savunma sistemlerinin
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etkinligi; karotenoidler, fenolik bilesikler, E vitamini, C vitamini, gibi dogal antioksidan
bilesikleri ve esansiyel iz minerallerin (Se, Cu, Zn) gidalarla yeterince alinmasina
baglidir. Ozellikle meyve ve sebzeler hem yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olmalari
hem de iyi bir antioksidan karisimi ve kombinasyonunu temsil etmeleri agisindan ¢ok
onemli dogal antioksidan kaynaklari arasinda sayilmaktadir [33].

2.7. Portakal Kabugu ve Portakal Kabuk Yaginin Antioksidan Etkisi

Meyve suyu endistrisinin yan riini olan turunggil kabugu ve tohumlarinin dogal
antioksidan olarak kullanilmasi ile degerlendirmeleri mimkinddr. Cesitli turuncgil
kabugu ve tohumlarinin ya methanol ekstraksiyonu ile ya da alkalin hidrolizisi ile elde
edilen extraktlari hizlandirilmis citronellal oksidasyon temel alinarak test edilmis ve
genellikle, cekirdeklerin antioksidan aktivitesinin kabuklardan daha yiksek oldugu
tespit edilmistir. HPLC teknigi ile yapilan bu degerlendirmede, methanol extraklarinin
flavonlar ve glikosile flavononlarca zengin oldugu buna karsin hidrolize edilen

extraklarin tamamen fenolik asit ve flavononlari icerdigi tespit edilmistir [45].

C.nobilis’un kabuk yaginin kimyasal kompozisyonu belirlendiginde, yagin major
bileseni limonen olarak belirlenmistir. Bu bileseni sirayla y-terpinen, linalol ve myrcene
takip etmektedir. Sonuclar degerlendirildiginde toplam yagin yaklasik %90’
monoterpenden meydana gelmektedir. ikinci bilyiik bilesen grubu monoterpeniodlar
olup sesquiterpenlerin az miktarlarda bulundugu belirlenmistir [46].

C.nobilis’un kabuk yaginin antioksidan aktivitesi birbirini tamamlayan 4 metot ile
belirlenmistir. B karoten/linoleik asit agartma metodunda konsantrasyon artisiyla yagin
antioksidan aktivitesinin arttigi saptanmistir. 20 mg/mL konsantrasyonda yagin
antioksidan 0zelligi %96,8 olarak saptanmistir ve bu etkinin antioksidan 6zelligi %98,1
olan pozitif kontrol BHT ve %97,7 olan a-tokoferol kadar etkili oldugu gértlmustir.
Yagn radikal suptrme etkisi ise 1,1-diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH) yontemi ile test
edilmistir. Yag 0,025 mg/mL konsantrasyonda herhangi bir radikal stpuricu etki
gOstermemistir. Ancak, yagin radikal stupirme etkisi 1,5 mg/mL konsantrasyonda
pozitif kontroller olan BHT ve a-tokoferolden yuksek bulunmustur [46].

Limonen; C.nobilis kabuk yaglari icin major bilesendir. Birgok meyve sebze ve
baharatta varhgi saptanmistir. Turuncgil meyvelerinin esas koku bileseni oldugu gibi

gida Ureticileri tarafinda tat-koku bileseni olarak kullaniimaktadir. Ayrica limonenin
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yiksek dozunun antikanserojen aktivite gosterdigi bildirilmektedir. Limonenin dusik
dozu gaz giderici etki gosterdigi ve safra tasi tedavisinde kullanildigi goriilmektedir
[46]. Yapilan bir calismada natlrel zeytinyaginin raf émri ve duyusal Ozellikleri
Uzerine soguk pres teknigi ile elde edilen esansiyel limon yaginin etkisi arastiriimistir.
Natlrel zeytinyagina %0,4 soguk pres esansiyel limon yagi karistirilmis ve 10 aylik
depolama suresi iginde esansiyel yaglarin eklendigi yaglar izlenmis ve kontrol érnegi
olan naturel zeytinyag! ile karsilastirilmistir. Aroma yaglarinin eklendigi yaglar bu stire
icinde kontrol 6rnegine gore daha ylksek oksidatif stabilite ve hos tat-koku gostermistir
[47].

Turunggil meyve kabugu esansiyel yaglari farkli alanlarda ticari kullanim
potansiyeli olan ve meyve suyu Uretiminde ortaya ¢ikan bir yan drindir. Bu yaglar
alkolsuz icecekler ya da dondurma gibi gida cesitlerinde tat-koku ingredienti olarak
kullanilir. Bilesimlerinde yer alan maddelerin ¢ogunun sahip oldugu antiseptik ¢zellik
farkli amaclarla kullanilabilmelerine olanak saglamaktadir [48].

Portakal yaginin ugucu olmayan kisminda bulunan permethoxylated flavonlar,
dehidrokabietik asit ve linoleil monogliserid izole edilmis ve gida bulasilari ile
fitopatojenik tiirlere karsi anti fungal etki sergiledikleri goriilmiistiir. izole edilen hexa-
ve heptametoksi flavonlarin Geotrichum candidum’a karst onemli fungisidal etki
sergiledikleri ve buna ek olarak bu bilesenlerin antioksidan aktivite gosterdikleri
saptanmistir.  Ayrica bu Dbilesikler ¢ok yaygin olarak kullanilan sentetik
antioksidanlardan biri olan BHA’nin gosterdigi etkiye benzer antioksidan aktivite

gOsterdigi gozlenmistir [49].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasallar

Bu tez calismasinda kullanilan kimyasallarin bircogu Sigma firmasindan temin
edilmistir. Farkh olanlar ilgili yerlerde belirtilmistir. Calismada; aseton, metanol,
DPPH, ABTS, n-hegzan, asetik asit, p-anisidin, izooktan, kloroform, trolox, folin

reaktifi, sodyum karbonat, nisasta ve aktif karbon kullaniimistir.
3.2. Kullanilan Alet, Ekipman ve Cihazlar

Tez Kapsaminda kullanilan cihaz ve gerecler; UV-VIS Spektrofotometre, HPLC
Sistemi, GC-MS sistemi, su banyosu, vorteks karistirici, santrifiij, etiiv, otomatik pipet
seti, rotary evaporator, terazi, dondurmali kurutucu, cam malzemeler (seffaf cam sise,

mezdr, erlen, beher, pipet)
3.3. Materyal

Tez kapsaminda portakal kabugu, SPPKY, RZ kullaniimistir. Portakal kabuklari
Malatya ilinde kasim-aralik aylarinda tuketime sunulan portakallardan elde edilmistir.
Portakal kabuklari dondurularak kurutulmus ve kullanilincaya kadar -20 °C’ de
muhafaza edilmistir. Ayrica soguk presleme teknigi ile Uretildigi bildirilen portakal
kabugu yagi (SPPKY) Froma Kimya (istanbul) firmasindan temin edilmistir. RZ (Taris)
bolgesel bir marketten saglanmistir.

3.4. Yontem

Cahsmada antioksidan o©zellikleri incelenecek olan SPPKY ve dondurularak
kurutulan portakal kabugundan farkli ¢oOziculerle ekstrakte edilen ekstraktlarin
antioksidan ve diger ozellikleri saptanmistir. Kolon kromatografisi ile saflastirilarak
elde edilen RZ-TG'lerine ve RZ’ ye, SPPKY ve portakal kabugunun cesitli ¢ozucu
ekstraktlari ilave edilerek antioksidan etkileri belirlenmistir. Ekstraktlarin eklendigi
yaglardaki antioksidan kapasiteleri farkli tekniklerle saptanmistir. SPPKY’nin ugucu
bilesenleri GC-MS teknigi ile belirlenmistir. Ekstraktlarin ve SPPKY’nin fenolik
bilesenlerinin belirlenmesinde HPLC teknigi kullaniimistir.

RZ ve RZ-TG’nin yag asidi bilesimi ise GC-FID teknigi ile belirlenmistir.
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RZ ve RZ-TG’ye antioksidan etkilerinin belirlenmesi amaciyla SPPKY ve
ekstraktlar ilave edilmis ve hizlandirilmis oksidasyon kosullarinda farkli ginlerde
peroksit ve p-anisidin sayilari belirlenmistir. Ayni amacla ornekler ransimat cihazi
kullanilarak da incelenmis ve indiiksiyon periyotlari saptanmistir.
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Yag Asidi Bilesiminin

OKSIDASYON

PV, p-AV analizleri yapildi.

Ransimat Analizi, Toplam
Fenolik Tayini, Toplam
Karotenoid Analizi, DPPH Testi,
ABTS Testi yapild.

OKSIDASYON

Bilesenlerin Belirlenmesi

Sekil 1.3. Tez kapsaminda izlenilen yontemin sematik gosterimi
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Belirlenmesi
> RZ
—» RZ-SPPKY
Rz —» RZ-HE
] — RZ-AE
Aktif Karbon ile — RZ-DKPK
Muamele Ya Asidi Bilesiminin
l 7 Belirlenmesi
Kolon
Kromatografisi »RZ-TG
l — RZ-TG-SPPKY
TG —»RZ-TG-HE
—»RZ-TG-AE
L RZ-TG-DKPK
SPPKY GC-MS ile Aromatik g

PV, p-AV analizleri yapildi.

Ransimat Analizi, Toplam
Fenolik Tayini, Toplam
Karotenoid Analizi, DPPH Testi,
ABTS Testi yapild.




3.4.1. Portakal kabuklarinin dondurularak kurutulmasi

Calismada kullanilacak portakal kabuklari dondurularak kurutulmus ve
antioksidan 6zelliklerin belirlenmesinde kullanilmistir. Kurutma de Ancos et al. [50]
tarafindan 6ngoraldugi sekilde yapilmistir. Laboratuara getirilen portakal kabuklari
kiglk parcalar seklinde kiyilmis, derin dondurucuda yaklasik 6-8 saat sure ile
dondurulmustur. Dondurucudan alinan 6rnekler dondurarak kurutucu (freze-drier)
cihazinda (Armfield, England) 5 mm-Hg basin¢g ve -50°C kondenser sicakliginda

kurutulmustur. Her bir kurutma islemi 12-15 saat sirmustur.
3.4.2. Portakal kabugundan ¢oziict ekstraksiyonu

Portakal kabugunun bilesiminde yer alan farkli polariteye sahip bilesenleri
ekstrakte etmek amaciyla farkl polaritede ¢ozuculer kullaniimistir. Bu amagla hegzan

ve aseton ¢oziict olarak kullaniimistir.

Dondurularak kurutulan toz haldeki portakal kabugu 50 gr 250 mL’lik
erlenmayere tartilmis ve Uzerine 150 mL ¢6zucl eklenmistir. Bu karisim 24 saat su
banyosunda ekstraksiyona birakilmis, stire sonunda Whatman No:1 siizge¢ kagidindan
stiziilerek filtre edilmistir. Geriye kalan kati kisimda da 2x50 mL ¢ozicl kullanilarak
ayni kosullarda ekstraksiyon gerceklestirilmistir. Elde edilen 3 ekstrakt birlestirilmistir.
COzucl rotary evaparatorden gecirilerek ayrilmis ve ekstraktlar elde edilmistir.

3.4.3. Rafine Zeytinyagindan trigliseritlerin elde edilmesi

RZ-TG’i preparatif kolon teknigine uygun olarak Karabulut ve ark.’nin [51]
uyguladigi yonteme gére aliminyum oksit doldurulan cam kolondan (40 cm x 2,6 mm)
hegzan kullanilarak ayriimistir.

3.4.3.1. Rafine Zeytinyaginin aktif karbon ile muamelesi

RZ’de bulunan ve 6zellikle karotenoid yapisinda bulunan renk maddeleri RZ-TG
molekiline benzer polariteye sahip olduklarindan kolon kromatografisi (¢0zucu olarak
hegzanin kullanildigi) ile RZ-TG’lerden ayrilamamaktadir. Bu nedenle ayrilmalarini
saglayabilmek icin kolon kromatografisi isleminden dnce aktif karbonla tanimlanan
kosullarda muamele edilmistir. Kisaca, RZ’ye kutlece %210 oraninda aktif karbon
eklenmis ve 60 °C de 6 saat stresince karistiriimistir. Elde edilen ¢camur kivamindaki
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kitleden yag filtrasyonla ayrilmistir. Bu asamada filtrasyonu hizlandirmak amaciyla
hekzan ilave edilmistir. Elde edilen filtrat veya ¢Ozicust uzaklastirilan RZ kolon
kromatografisi uygulamasinda kullaniimistir.

3.4.3.2. Aluminyum oksitin aktiflestirilmesi

Aliminyum oksit 100°C’ ye ayarlanmis etiivde 16 saat ardindan 220°C’lik firinda

8 saat bekletilerek aktive olmasi saglanmistir.
3.4.3.3. Kolon kromatografisi

Karabulut ve ark.’nin [51] uyguladigi yonteme gore yaklasik 150 g aktiflestirilmis
aluminyum oksit hegzan ile bulamac haline getirilerek alt ucuna cam yini yerlestirilen
cam kolona doldurulmustur. Doldurulan kolon 250 mL hegzan gecirilmek suretiyle
sartlandirilmistir. Esit hacimde hegzanda ¢Ozilen ve aktif karbon uygulamasindan
gecen RZ kolona verilmistir. Yaklasik 150 mL hegzan ile kolon eliie edilmis ve alt
kismindan RZ-TG-hegzan karisimi toplanmistir.  Ayrim esnasinda 1s1gin  neden
olabilecegi oksidasyonu engellemek amaciyla kolon aliminyum folyo ile kaplanmistir.
Elde edilen solisyondan hegzan, rotary evaporatdrde 37-40°C’de vakum altinda
ayrilarak RZ-TG elde edilmis ve kullanilincaya kadar -18°C’de saklanmistir.

3.4.4. Orneklerin hazirlanmasi

Saflastiriimis RZ-TG ve RZ’ye SPPKY, farkli ¢6zlictu ekstraktlari ve
dondurularak kurutulmus toz haldeki portakal kabugunun kendisi ilave edilmistir. ilave
edilecek miktara karar vermek amaciyla SPPKY’nin farkli oranlarda RZ’ye katildigi
ornekler kullanilarak duyusal degerlendirme yapiimis ve en yiksek puani alan %0,5’lik
oran bundan sonraki denemelerde ilave edilecek SPPKY ve ekstrakt miktari olarak
kabul edilmistir. %0,5 oraninda SPPKY veya ekstrakt iceren RZ-TG ve RZ karigsimi
hazirlamak amaciyla 0,325 g SPPKY veya ekstrakt RZ-TG veya RZ’ye eklenerek
toplam kitle 65 g’a tamamlanmistir.

Dondurularak kurutulmus toz haldeki portakal kabugunun RZ-TG ve RZ’ye ilave
edilmesi amaciyla 2 g DKPK RZ-TG ve RZ ile 80 g’a tamamlanmistir. Karisim magnet

ile 24 saat suresince karistirilmis ve stire sonunda santrifijlenerek ayriimistir.
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Bu sekilde elde edilen ¢rnekler hizlandirilmis oksidasyon denemesinde, toplam
fenolik madde miktari, antioksidan kapasite testleri (DPPH ve ABTS) ve ransimat

analizinde kullantimistir.
3.4.5. Analiz metodlari
3.4.5.1. Hizlandirilmis kosullarda oksidasyon

Toplam 5 g 6rnek (SPPKY/ekstrakt+RZ-TG/RZ) 15 mL hacimli seffaf cam
siselerde 60 °C de oksidasyona birakilmistir. Farkl ginlerde (2, 4, 8, 12, 16 ve 24)
ornekler alinarak oksidasyon diizeyleri peroksit ve p-anisidin sayilari ile belirlenmistir.

3.4.5.1.1 Peroksit sayisi tayini

AOCS official method Cd 8-53’te [53] tanimlandigi gibi belirlenmistir. Buna
gore; hazirlanan 6rneklerden 1,5 g kadar numune alinip Gzerine 10 mL Kkloroform ilave
edilerek yagin ¢coziinmesi saglanmistir. Daha sonra 15 mL asetik asit ve 1 mL doymus
Kl ilave edilmis, erlenin kapagi kapatilip 1 dk stresince calkalanmis, 5 dk karanlkta
tutulmustur. Sire sonunda 75 mL saf su ilave edilip 0,015 N Sodyum tiyosulfat ile
%1’lik nisasta ¢ozeltisi indikatorligunde titre edilmistir. Peroksit degeri asagidaki

formulle hesaplanmistir.

V; -Vy)xN
M

PS =

PS: Peroksit sayisi

Vi: Ormek icin harcanan sodyum tiyosulfat miktari (mL)

V0: Tanik i¢in harcanan sodyum tiyosulfat miktari (mL)

N : Sodyum tiyosiilfatin normalitesi
M : Ornek miktari (g)

3.4.5.1.2 P-anisidin tayini

AOCS official method Cd 18-90’da [53] tanimlandigi gibi belirlenmistir. Buna
gore; yaklasik 1 g Ornek 25 mL’lik 6lgl balonlarina tartilmistir. Tartilan 6rnekler
izooktan ile ¢ozllerek hacmi 25 mL’ye tamamlanmistir. Cozeltilerin absorbansini (Ab)
350 nm’de belirlenmis, c¢ozicl ile doldurulan diger kivet kor olarak kullaniimistir.
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Hazirlanan ¢ozeltilerden 5 mL deney tuptne alinmis, diger deney tiipline 5 mL izooktan
koyulmustur. Her iki tipe de 1 mL p-anisidin ¢0zeltisinden ilave edilip calkalanmistir.
10 dk bekledikten sonra birinci tipun absorbansini 350 nm’de okunmus, kor olarak

ikinci tup kullaniimistir.

Buna gore yaklasik 1 g 6rnek/25 mL izooktan ¢Ozeltisinin absorbansi 350 nm’de
kor olarak izooktan kullanilarak belirlenmistir. Bu sekilde hazirlanan 6rnek
solusyonundan 5 mL alinarak p-anisidin ¢ozeltisinden (0,25 g/100 mL asetik asit) 1 mL
eklenmis, ayni sekilde 1 mL de 5 mL izooktan ¢ozeltisine eklenmis (kor) ve tipler 10
dk suresince karanlikta bekletilmistir. Stire sonunda 350 nm’de kore karsi absorbansi

okunmustur. Sonu¢ asagidaki formul kullanilarak hesaplanmistir.

_ 25%(L2A, - A)
B M

—AS

P = AS: pAnisidin sayis

A, : RZ-TG ¢obzeltisinin p-anisidin eklendikten sonraki absorbans degeri

A, : RZ-TG ¢ozeltisinin absorbans degeri
M : Ornek miktari

3.4.5.2. Duyusal Test

Calismada yaglara ilave edilecek konsantrasyonlari belirlemek amaciyla duyusal
analiz olarak toplam begeni testi yapilmistir. Duyusal analiz 5 kisiden olusan panelist
grubu ile gergeklestirilmistir. Puanlamada numunelerin her bir niteligi 5 tam puan

uzerinden degderlendirilmistir.

Duyusal analizde panalistlere % 0,1, % 0,3; %0,5; %0,7; %0,9
konsantrasyonlardaki SPPKY-RZ 6rnekleri duyusal olarak test ettirilmis ve begenilerine
gore en yiuksek 5 ve en disiik 1 olacak sekilde farkli puanlar vermeleri istenmistir.

Ornek duyusal analiz formu Ek 1’de verilmistir.
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3.4.5.3. Yag asidi bilesiminin belirlenmesi

Metil esterleri, Sahin ve ark. [52]’nin kullandi§i yoneteme gore hazirlanmistir.
Buna gore; Folch ekstraksiyonu ile elde edilen lipit fraksiyonundan yaklasik 50 mg yag,
amber renkli viallere tartilmis ve tzerine 3 mL % 6 HCI igeren metanol eklenmistir.
Vialler vortekslenmis ve 75°C’ye ayarlanmis bir etlivde 2 saat bekletilmistir. Etlivden
cikarilan vialler buz Uzerinde bekletilerek sogutulmus, her bir viale 2 mL hegzan
eklenerek calkalanmis ve 2000 rpm’de 5 dk santrifijlenmistir. Hegzan fazi bir pastor

pipetiyle viallere alinarak yag asidi bilesimini tespit etmek amaciyla kullaniimistir.

Metil esterleri olusturulan &rneklerin yagd asidi bilesimi Agilent 7890A Gaz
kromotografi sistemi, 7683B serisi oto enjektor ve alev iyonizasyonu dedektori (FID)
ile belirlenmistir. Kromatografik ayrim icin HP-88 kapillar GC kolonu (100
mx0,25xmm, 0,20 pum film kahnhgi; J&W Scientific, USA) kullaniimistir.

Analiz sartlari; enjektor sicakligi; 250°C, firin sicakhgi programi; 140°C’de 5 dk,
4°C/dk artisla 240°C ve bu sicaklikta 10 dk bekleyecek sekilde belirlenmistir. Tasiyici
gaz olarak helyum (30 mL/dk akis hizi) kullantimis ve 1/30 split modu se¢ilmistir.
Ticari yag asidi metil esterleri karisimi, dis standart olarak, her bir yagd asidi metil
esterinin ¢ikis zamanini belirlemek icin kullanilmistir. Her bir yag asidinin % orani, o

yag asidine ait pikin kalan alaninin, toplam pik alanina bélimdinden elde edilmistir.
3.4.5.4. Ugucu aromatik bilesenlerin belirlenmesi

Ugucu aroma maddelerinin belirlenmesi amaciyla DB-Wax kapiler kolon (60 m
0,25 mm inner diameter. 0,25 pym film thickness; J&W scientific (Folsom, CA, USA))
bulunan GC (Shimadzu GC-2010)-MS (Shimadzu QP-2010) sistemi kullantimistir.
Hegzanda 1:10 oraninda seyreltilen SPPKY’den 1 pL otomatik enjektor vasitasiyla
sisteme verilmis, kolon sicakligi 40°C’de 2 dk ve ardindan 3°C/dk hizla 245°C’ye
yukselecek ve bu sicaklikta uygun sure calisacak sekilde programlanmistir. Enjeksiyon
blogu sicakligi 250°C olup 1:100 split orani kullaniimistir. Taslyici gaz olarak 1mL/dk
akis hizinda helyum kullanilmistir. Kdtle spektrometresi 70 eV’da 15-210 amu
araliginda electron impact (EI)-mode ‘da calistirilmistir. Ayrimi gercgeklestirilen aroma
bilesiklerinin tanimlanmasinda Wiley 7 (7" edition), National Institute of Standarts and
Technology (NIST) kitlphaneleri ve her bir pikin alikonma zamanlari ile hidrokarbon

standardinin C10 - C26 (Labor Dr. Ehrenstorfer-Schafers, Augsburg, Germany)
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alikonma zamanlari kullanilarak hesaplanan “Retention Index” (RI) degerleri referans
alinmistir. Sonuglar her bir pikin toplam pik alanina % orani seklinde verilmistir.
Analizler Ug paralelli olarak gergeklestirilmis ve ortalama degerler verilmistir.

3.4.5.5. Ransimat analizleri

Ransimat analizleri Fiskobirlik A.S. Entegre tesisleri laboratuarlarinda
gerceklestirilmistir  [54]. Calismada Methrom 743 (Herisau, isvicre) cihazi
kullanilmistir. Cihazin tiplerine yaklasik 4 g yag 6rneklerinden konulmus ve hava akis
hizi 20 litre/saat olarak ayarlanmistir. Cihaz 130 °C’ye ayarlanmis ve bu sicakliga ¢ikis
hizi 1,7 °C/dk olarak belirlenmistir. iletkenlige karsi zaman grafigindeki ani degisimin
oldugu donim noktasi cihaz tarafindan otomatik olarak belirlenmis ve indiiksiyon
zamani olarak kaydedilmistir. Ornek bir ransimat grafigi Ek 2’de verilmistir.

3.4.5.6. Toplam fenolik tayini

Yaglardan metanol ekstrakti hazirlama islemi Tuberoso ve ark.’nin [55]
kullandigi yonteme goére yapiimistir. Bu amagcla ekstrakt ilave edilen &rneklerden
(oksidasyona birakilmamig) 0,5 g tartilarak 1 mL %80 metanol ¢Ozeltisiyle deney
tiplerinde karistiritilmis ve 2 dk vortekslenmistir. Metanol fazi 2500 rpm’de 20 dk
santrifiij (Heraeus, Labofuge 200) ile ayrilmis ve bir pastor pipetiyle baska bir tupe
alinmistir. Kalan yagin uzerine yeniden 1 mL %80’lik metanol ¢ozeltisi eklenerek bu
islem 3 defa tekrarlanmistir. Elde edilen ekstraktlar birlestirilmis, tum 6rneklerde esit
hacim saglayabilmek icin 1 mL’ye metanolle tamamlanmis ve toplam fenolik madde
miktari analizinde kullanilmistir. Toplam fenolik madde miktari folin yontemiyle
belirlenmistir [56]. 100 pL ekstrakt suyla 1 mL’ye tamamlanmis ve tzerine 1 mL 10 kat
seyreltilmis folin reaktifi ve 3 dk sonra 1 mL %2’lik sodyum karbonat konmustur. Oda
sicakhginda 2 saat bekletilen karisimlarin absorbansi 700 nm’de okunmustur. Ornekler
icin yapilan islemlerin aynisi gallik asit icin de yapilmis ve sonuglar gallik asit esdegeri

olarak verilmistir.
3.4.5.7. Toplam karotenoid analizi

Ya@larda toplam karotenoid miktarlari spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Bunun i¢in yaglar hegzan icerisinde 10 kat seyreltilmis ve UV-vis spektrofotometrede
(Shimadzu 1800) absorbans degerleri ¢oziicliye karsi 450 nm’de 6lculmuistir [57].
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Standart grafik p-karotenin hegzan igindeki farkh konsantrasyonlardaki ¢Ozeltilerinin
absorbansi okunarak cizilmis ve 0Orneklerdeki toplam karotenoid miktari (-karoten
cinsinden ifade edilmistir. Ornek B-karoten standart egrisi Ek 3’te verilmistir.

3.4.5.8. DPPH testi

Bu test, Espin ve ark.’nin [58] 6nerdigi yontem modifiye edilerek uygulanmistir.
Buna gore; DPPH cozeltisi, etil asetatta hazirlanmis ve ¢ozeltinin absorbansi 520 nm’de
0,700£0,020 olacak sekilde seyreltilmistir. Deney tiplerine 200 mg yag tartilmis ve
Uzerine 1850 pL etil asetat ve 2,9 mL DPPH’ serbest radikal ¢ozeltisi eklenerek, 20
saniye vortekslenmistir. Karanlikta 30 dk’lik inkubasyon suresi sonunda Orneklerin
absorbansi etil asetata karsi kuvars kuvetlerde 520 nm’de ¢ift 1sin yollu
spektrofotometrede (Shimadzu 1700) okunmustur. Referans bilesik olarak Trolox
kullanilmis ve yaglarin antioksidan kapasiteleri Trolox cinsinden ifade edilmistir. Bu
amagcla Trolox’un 100 mg/100 mL stok cozeltisi etil asetat icinde hazirlanmistir. Daha
sonra bu stoktan alinan 50, 100, 200, 300, 400 ve 500 pL hacimler etil asetatla 5 mL’ye
tamamlanmistir. Bu ¢Ozeltilerden alinan 100’er pL Gzerine 2,9 mL DPPH cozeltisi
koyulmustur ve aynen orneklerde oldugu gibi 40 dk sonunda spektrofotometrede 6l¢im
alinmistir. Elde edilen absorbans degerlerine karsi deney karisimlarindaki Trolox
miktar1 grafige gecirilerek standart calisma egrisi elde edilmistir (Ek 4). Daha sonra
gerekli seyreltme faktorleri ile ¢arpilarak, antioksidan kapasite, gram yagda pg Trolox
esdegderi olarak hesaplanmistir.

3.4.5.9. ABTS testi

Bu test, Durmaz’in [59] onerdigi yontem kullanilarak uygulanmistir. ABTS’
radikali; potasyum peroksodisilfat (6,6 mg) ve ABTS (30 mg)’nin 7,8 mL sulu
cozeltisinin oda sicaklijinda 12-16 saat bekletilmesiyle elde edilmistir. Elde edilen
renkli ¢ozelti dondurularak kurutulmus ve bu toz, metanol: kloroform (1:1) karisimi
icerisinde ¢Ozulerek calisma icin gerekli ABTS solisyonu elde edilmistir. ABTS
¢ozeltisinin absorbansi 765 nm’de 0,700+0,020’ye ayarlanmistir. Deney tuplerine
orneklerden yaklasik 200 mg tartilarak tzerine 1750 uL metanol: kloroform karisimi ve
2,8 mL ABTS soliusyonu eklenmis ve vortekslenmistir. 6 dk sonra karisimlarin
absorbansi 750 nm’de metanol: kloroform karisimina karsi kuvars kiivetler kullanilarak
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okunmustur. Antioksidan kapasite Trolox cinsinden ifade edilmistir ve hesaplamalar
DPPH testindeki gibi yapilmistir [59].

3.4.5.10. istatistiksel Analiz

Arastirma sonuclari One-Way ANOVA (tek yonli varyans analizi) ile
incelenmistir. Orneklerin ortalamalarinin birbirinden farkli olup olmadiklari, Duncan
coklu karsilastirma testine gore belirlenmistir. Sonuglar (P < 0,05) 6nem seviyesinde
degerlendirilmistir. Farkl gruplarin istatistiksel olarak 6nem dlzeyleri a,b,c...seklinde
indislerle gosterilmistir. Tum istatistiksel analizlerin gergeklestirilmesinde SPSS paket

programi (stirim16.0) kullaniimistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI
4.1. Yag Asidi Bilesimi

Zeytinyaginda en énemli yag asidi olan oleik asit bilesiminin RZ-TG’de %71,14
RZ’de ise %71,94 oldugu gorilmustir. RZ-TG ve RZ’nin yag asitleri bilesimlerinin

birbirlerine yakin oldugu gérilmustdir.

Cizelge 4.1. Rafine zeytinyag! ve rafine zeytinyagi trigliseritlerinin yag asidi bilesimi

Yag asidi bilesimi (%)

Yag asitleri RZ-TG RZ

C16:0 12,50 #0,75a 11,13 +0,09a
Cl6:1 0,77 +0,01a 0,80 =0,04a
C17:0 0,12 +0,02a 0,09 +0,0la
Cl7:1 0,20 +0,02a 0,20 #0,0la
C18:0 2,64 +0,13a 2,31 +0,03b
Ci18:1 71,14 +£0,85a 71,94 +0,16a
C18:2 11,10 +0,26a 12,58 +0,00b
C18:3 0,64 +0,18a 0,45 =0,05a
C20:0 0,90 +0,39a 0,51 +0,04a
SFA 16,16 +1,25a 14,04 +0,15a

MUFA 72,10 +0,82a 72,93 =0,10a
PUFA 11,74 +0,43a 13,02 +0,05b

Kiglk harfler ayni satirda rafine zeytinyagi ile rafine zeytinyadi trigliseritlerinin yag asitleri
degerleri arasinda P < 0,05 diizeyinde farklihgi géstermektedir.

4.2. GC-MS ile Soguk Pres Portakal Kabugu Yaginin Aromatik Bilesenleri

Cizelge 4.2’de de anlasilacagr gibi SPPKY’de 48 cesit aroma bileseni
belirlenmistir. Elde edilen kromatogramda c¢ogunlugunu terpenlerin (23 adet, toplam
%90,49) olusturdugu 48 adet bilesenin tanimlanmasi yapilmistir. Diger bilesenler
aldehitler (12 adet, %5,67), alkoller (8 adet, %3,52), asetatlar (4 adet, %0,29) ve
ketonlar (1 adet, %0,14) olarak siniflandiriimistir. Belirlenen bilesenler arasinda

terpenler grubunda yer alan I-Limonene %72,71 oraniyla baslica bilesen olarak
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belirlenirken, B-Myrcene (%7,87), a-Pinene (%2,74), Sabinene (%2,25) ve Linalool
(%1,99) diger baslica bilesenler olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Soguk presleme ile elde edilmis portakal kabugu yaginin ucucu bilesenleri

Bilesik RI % RI %
A-pinene 1049 2.74£0.01 (E)-2-Decenal 1623 0.03+£0
Nopinen 1155 0170 1-Nonanol 1636 0.05+0
Sabinene 1169 2.25+£0.01 Citronellyl acetate 1638 0.03+£0.01
A-3-Carene 1201 1.10+0 (2)-B-Farnesene 1642 0.08+0
B-Myrcene 1216 7.87+£0.01 o-Humulene 1658 0.08 +£0.01
I-Limonene 1274 72.71+0.11 B-Citral 1663 0.54 £0.01
B-Phellandrene 1278 1.20+0.04 Terpineol 1679 0.80£0.01
(E)-B-Ocimene 1293 0.04 £0.01 Dodecanal 1690 0.37£0.03
I-Terpinen 1306 0.09+0.01 Germacrene D 1699 0.21+0.01
B-(Z)-ocimene 1310 0.23+£0.01 Neryl acetate 1705 0.07x0
p-Cymene 1331 0.06 £ 0.01 Valencene 1709 0.41+0.01
A- Terpinolen 1345 0.22 £0.00 Geranial 1715 0.82+£0.01
Octanal 1350 1.04 +0.01 Carvone 1725 0.14+0.01
Nonanal 1459 0.29£0.01 B-(E)-Farnesene 1728 0.06 £0.00
(E)-Limonene oxide 1516 0.11+£0.01 1-Decanol 1742 0.10£0.02
Trans-Sabinene hydrate 1518 0.07£0.01 (+)-B-Funebrene 1746 0.35+£0.01
Octyl acetate 1523 0.11+0 Perillal 1778 0.31+£0.01
B-Citronellal 1525 0.35+£0.01 (2)-Geraniol 1783 0.09+£0.01
Decanal 1536 1.52 +£0.03 2,4-Decadienal 1798 0.04 +£0.00
Linalool 1559 1.99+0 (2)-Carveol 1822 0.08 +0.01
1-Octanol 1566 0350 Guaniol 1831 0.06 +0
B-Elemene 1585 0.12+0.01 Limonen-10-yl acetate 1848 0.08+0
Undecanal 1590 0.10+0 Caryophylene oxide 1996 0.05+£0
Caryophyllene 1591 0.27£0.01 B-Sinensal 2237 0.26 £0.01

4.3. Oksidatif Stabilite Testleri

Oksidatif stabilite testlerinde RZ ve ondan elde edilen RZ-TG’ye portakal
kabuguna ait ekstraktlar ilave edilerek hizlandirilmis oksidasyon kosullarinda oksidatif
parametrelerin degisimi incelenmistir. Farkl gunlerde alinan 6rneklerde primer
oksidasyon uriinleri peroksit sayisi ve sekonder oksidasyon drtinleri ise p-anisidin sayisi

ile belirlenerek ilave edilen ekstraktlarin oksidasyon diizeyine etkisi belirlenmistir.

Bolum 3.4.4’te tanimlandigi sekilde % 0,5 konsantrasyonlarinda RZ-SPPKY
karisimi 60 °C de 24 giin boyunca oksidasyona birakilmis ve oksidatif degisimlerin
belirlenmesi amaciyla 2, 4, 8, 12, 16 ve 24. gunlerde peroksit sayisi (Cizelge 4.3.) ve p-
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anisidin sayisi (Cizelge 4.4) belirlenmistir. RZ-SPPKY karisimi (%0,5)’nin oksidasyon
stresi  SPPKY’nin antioksidatif etkisi dikkate alnarak RZ-TG’nin oksidasyon
stiresinden daha uzun, RZ ile ayni siire uygulamasi yapiimistir.

Bolum 3.4.4’te tanimlandigi sekilde % 0,5 konsantrasyonlarinda RZ-HE, RZ-AE
ve RZ-DKPK karisimi 60 °C de 24 giin boyunca oksidasyona birakilmis ve oksidatif
degisimlerin belirlenmesi amaciyla 2, 4, 8, 12, 16 ve 24. ginlerde peroksit sayisi
(Cizelge 4.3) ve p-anisidin sayisi (Cizelge 4.4) belirlenmistir. RZ-HE, RZ-AE ve RZ-
DKPK karisimlari (%0,5)’nin oksidasyon suresi HE, AE ve DKPK’nin antioksidatif
etkisi dikkate alinarak saf trigliseridin oksidasyon suresinden daha uzun, RZ ile ayni

stire uygulamasi yapilmistir.

Cesitli antioksidan 6geler ile yag asitlerinden olusan RZ-TG’leri biunyesinde
iceren RZ’nin oksidatif dayanimi fazla olacagindan analizler arasinda farklilik
gOzlemlenebilmesi icin oksidasyon suresi uzun tutulmus olup (24 giin) daha sik
arahklarla orneklemeler yapilarak analiz edilmistir. Peroksit sayisina ait sonuclar
Cizelge 4.3’de verilmistir.

Elde edilen sonuglara gére RZ’ye ilave edilen hegzan ve aseton ekstraktlari
oksidasyonun baslangic donemlerinde kontrole (RZ) kiyasla peroksit olusumunu daha
gucli engellemistir. RZ’nin ileri oksidasyon sirelerinde ekstraktlarin etkilerinin azaldigi
gOzlenmistir. DKPK ilave edilen RZ’de p-anisidin sayisinin kontrole kiyasla oksidasyon
stirelerinin tamaminda (24.gln haric) daha distik degerlerde oldugu saptanmistir.

Oksidasyon Ornekler arasindaki farkhliklar —oksidasyon siresi arttikga
belirginlesmistir (P < 0,05). Ayni oksidasyon ginlerinde Orneklerin peroksit sayilari
arasindaki farkliliklar baslangi¢ giinlerinde istatistiksel olarak farklilik gosterirken (P <
0,05), ilerleyen glinlerde ekstraktlar arasindaki farkliliklar giderek azalmistir (P > 0,05)
(16. Gun harig). Oksidasyon denemesin son giniinde (24. Gun) en disuk peroksit
sayisina RZ-SPPKY d&rneginde ulasiimistir (25,35 + 0,05 meqg/kg). RZ’nin kendisi 4. ve
16. Gin arasindaki oksidasyon denemelerinde diger érneklerden daha disik peroksit
sayisina sahiptir (12. glinde RZ-AE daha disuk).
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Cizelge 4.3. Cesitli portakal kabugu ekstraktlari ilavesinin RZ'nin oksidasyonu
stresince peroksit (meg/kg) sayisina etkisi

Oksidasyon
siiresi (guin)

Peroksit Sayisi (meg/kg)

o B~ DN

12
16
24

RZ RZ + SPPKY RZ + HE RZ + AE RZ + DKPK
5.42 £0.71aBC 6.40 £ 0.70aC 2.96 £ 0.02aA 4.68 + 0.36aB 4.95 £+ 0.00aB
6.45 + 0.68aA 6.96 + 0.69aA 6.43 + 0.75bA 6.44 + 0.72aA 7.17 = 0.34bA
8.64 + 0.68bA 10.19 = 0.02bA 10.13 £ 0.01cA 9.13 £ 0.02bA 9.11 + 1.40cA

13.72 £ 0.78cB
16.21 + 0.96dA
27.73 £ 0.61eA

14.74 £ 0.71cB
17.77 £ 0.21dB
25.35 = 0.05eA

15.25 £ 0.12dB
21.08 £ 0.61eC
27.88 + 2.09fA

11.63 £ 0.76cA
18.88 = 0.09dB
27.46 = 1.42eA

14.65 = 0.63dB
18.72 £ 0.10eB
28.40 + 0.04fA

RZ: rafine zeytinyagl, SPPKY:soguk preslenmis portakal kabugu yagdi, HE:hekzan ekstrakti,
AE: aseton ekstraktl, DKPK: dondurularak kurutulan portakal kabugu. Kii¢ik harfler yag +
portakal kabugu yaglari (ekstraktlari) icin farkh giinlerdeki degerler igin P < 0,05 diizeyinde
farkhihgi, biyik harfler ise ayni oksidasyon glnlerinde yag + portakal kabugu yaglar
(ekstraktlarr) arasindaki farklihgr P <0,05 diizeyinde gostermektedir.

Cizelge 4.4. Cesitli portakal kabugu ekstraktlari ilavesinin RZ oksidasyonu suresince p-
anisidin sayisina etkisi

Oksidasyon .
siiresi (giin) p-anisidin sayisi
Rz RZ + SPPKY RZ + HE RZ + AE RZ + DKPK

2 3,25 +£0,16aA 4,46 £ 0,13aB 4,30 £ 0,00aB 5,16 = 0,24aC 3,43 £ 0,14aA
4 3,43 £0,34aA 4,54 + 0,05aB 4,36 £ 0,03aB 5,40 £0,10abC 3,67 + 0,00bA
8 3,96 £ 0,00bB 4,58 £+ 0,04aC 4,48 £ 0,19aC 5,57 £0,00bcD 3,70 £ 0,01bA
12 4,40 = 0,00cB 4,73 £ 0,16aC 4,76 £ 0,00bC 5,61 +0,01bcD 3,99 + 0,09cA
16 4,42 +0,00cB 4,75 £ 0,15aC 4,90 £ 0,06bC 5,70 £ 0,09¢cD 4,09 + 0,05cA
24 4,64 + 0,10cA 5,32+ 0,12bC 5,46 + 0,15cC 6,23 + 0,05dD 4,94 £+ 0,10dB

Kiglk harfler yag + portakal kabugu yaglar (ekstraktlari) igin farkli gunlerdeki degerler igin P
> 0,05 diizeyinde farklihgi, buytk harfler ise ayni oksidasyon glinlerinde yag + portakal kabugu
yaglar (ekstraktlari) arasindaki farklihgi P < 0,05 diizeyinde gostermektedir. Kisaltmalar icin

bakiniz Cizelge 4.3.

RZ’nin aktif karbon, alumina kolon kromatografisi ile ayrilmasi ile elde edilen
RZ-TG’ler oksidasyon kosullarinda 12 gun sire ile okside edilmistir. Bilesiminde hicbir
antioksidan madde igermediginden, oksidasyon dayanimi RZ’ye kiyasla oldukc¢a disuk
olacag! dusuncesiyle oksidasyon suresi kisa tutulmus ve 2, 4, 8 ve 12. glnlerde
orneklemeler yapilarak peroksit ve p-anisidin sayilari belirlenmistir. RZ-TG’lerin
oksidasyonu ile peroksit ve p-anisidin sayilarinda gorilen degisimler Cizelge 4.5 ve
Cizelge 4.6’da verilmistir. Elde edilen degerlere gére RZ-TG fraksiyonunun peroksit ve
p-anisidin degerleri oldukca hizli bir sekilde yiikselis gdstermistir. ilk 2 giin sonunda
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peroksit ve p-anisidin degerleri sirasiyla 32,33 ve 1,55 seklinde belirlenmistir. RZ ile
kiyaslandiginda oldukca ylksek derecede oksidasyonun gercgeklestigi saptanmistir.
RZ’nin 12 glin stre sonunda ulastigi rakamsal degerlerden daha fazla peroksit ve p-

anisidin degderlerinin olustugu belirlenmistir.

Bolum 3.4.4’te tanimlandi§i sekilde % 0,5 konsantrasyonlarinda RZ-TG-SPPKY
ve RZ-TG-DKPK karisimi 60 °C de 12 gin boyunca oksidasyona birakilmis ve
oksidatif degisimlerin belirlenmesi amaciyla 2, 4, 8 ve 12. glinlerde peroksit sayisi ve p-
anisidin sayisi belirlenmistir. RZ-TG-SPPKY karisimi (%0,5) i¢in RZ-TG ile ayni stre
uygulamasi yapilmistir. RZ-TG-DKPK karisiminin oksidasyon stresi RZ-TG’nin

oksidasyon suresi ile ayni stire uygulamasi yapilmistir.

Bolum 3.4.4’te tanimlandigi sekilde % 0,5 konsantrasyonlarinda RZ-TG-HE
karisimi ve % 0,5 konsantrasyonlarinda RZ-TG-AE karisimi 60 °C de 24 giin boyunca
oksidasyona birakilmis ve oksidatif degisimlerin belirlenmesi amaciyla 2, 4, 8, 12, 16
ve 24. glnlerde peroksit sayisi ve p-anisidin sayisi belirlenmistir. RZ-TG-HE
karisiminin (%0,5) oksidasyon suresi HE'nin antioksidatif etkisi dikkate alinarak saf
trigliseridin oksidasyon siresinden daha uzun, RZ ile ayni sure uygulamasi yapilmistir.
RZ-TG-AE karisiminin (%0,5) oksidasyon siresi aseton ekstraktinin antioksidatif etkisi
dikkate alinarak saf trigliseridin oksidasyon stresinden daha uzun, RZ ile ayni sire
uygulamasi yapilmistir.

Oksidasyon duzeyleri RZ-TG agisindan irdelendiginde saflastirilmis RZ-TG’nin
hizli bir sekilde okside oldugu (12. glinde 305,63+ 0,89 meqg/kg) gbzlenmis ve aseton
ekstrakti ilavesinin oksidasyon surelerinin tamaminda peroksit sayisini en dustk
dizeyde tuttugu belirlenmistir. Aseton ekstrakti ilave edilen RZ-TG igin benzer sonug
oksidasyon gunlerinin tamaminda p-anisidin sayilarinda da saptanirken, hegzan
ekstraktinin da bir miktar antioksidan etkiye sahip oldugu gozlenmistir.
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Cizelge 4.5. Cesitli portakal kabugu ekstraktlari ilavesinin RZ-TG'lerinin oksidasyonu
stiresince peroksit (meg/kg) sayisina etkisi

Oksidasyon

siiresi (giin) RZ-TG RZ-TG-SPKKY  RZ-TG-HE RZ-TG-AE RZ-TG-DKPK
2 32,33+0,46aD 28,80 = 1,13aC 3,95 £ 0,03aB 1,98 + 0,01aA 3,45 + 0,69aB
4 80,78 £ 0,31bD 71,13 £ 1,23bC 4,94 +0,01aB 2,97 £ 0,72abA 5,92 £ 0,03bB
8 219,00 +1,41cD 199,16 + 1,18cC 6,09 + 0,03bA 5,07 +0,01bA 40,66 + 1,31cB
12 305,63 £ 0,89dA 291,62 = 0,54dC 9,17 £ 0,01cA 8,08 + 1,45cA 260,59 + 0,83dB
16 66,76 £ 1,08dB 13,77 £ 1,31dA
24 186,84 +0,28eB 152,25 + 1,40eA

RZ-TG: rafine zeytinya@i trigliseritleri, Diger kisaltmalar icin bakiniz Cizelge 4.3. Kiglk
harfler yag + portakal kabugu yaglari (ekstraktlari) icin farkh glinlerdeki degerler icin P > 0,05
dizeyinde farklihgi, buytk harfler ise ayni oksidasyon giinlerinde yag + portakal kabugu yaglari
(ekstraktlari) arasindaki farklihgi P > 0,05 diizeyinde gostermektedir.

Cizelge 4.6. Cesitli portakal kabugu ekstraktlari ilavesinin RZ-TG’lerinin oksidasyonu
stiresince p-anisidin sayisina etkisi

Oksidasyon RZ-TG RZ-TG-SPPKY RZ-TG-HE RZ-TG-AE RZ-TG-DKPK

siiresi (guin)
2 155+ 021aA  283+011aB 168 £000aA  2.35%008aAB 1,32 % 0.84aA
4 638+004bB  698+026bB  186+023aA  254+004abA 1,71 +0.72aA
8 1831 +148cB  1720+041cB  206+000aA  2,71+010abA 3,39 + 0433A
12 2880 +016dC  3126+051dC  2,95+007aA  299+017bcA 20,15 + 2.14bB
16 693+ 175bB  3.25+007cA 22,64 +0,00cC
24 2017 £232cB  1502+038dA 53,79 + 0,00dC

Kisaltmalar icin bakiniz Cizelge 4.3. ve Cizelge 4.5. Kiiciik harfler yag + portakal kabugu
yaglari (ekstraktlarr) icin farkli glinlerdeki degerler icin P > 0,05 dizeyinde farklihgi, blyik
harfler ise ayni oksidasyon gilinlerinde yag + portakal kabugu yaglari (ekstraktlari) arasindaki
farkhihg P > 0,05 diizeyinde gostermektedir.

4.4. Ransimat Testi

Bu testten elde edilen sonuglar Cizelge 4.7°de gO0sterilmistir. Oksidasyon
kosullarinda RZ ve RZ-SPPKY 0rneklerinin indiksiyon periyodu birbirine yakin
citkmistir.

RZ-TG’lerine HE, AE ve DKPK eklenmesi induksiyon periyodunu uzatmistir.
RZ-TG’nin induksiyon zamani 0,17 saat iken RZ-TG-HE, RZ-TG-AE ve RZ-TG-
DKPK d&rneklerinin indiksiyon periyodu RZ-TG’ye gore yuksek olup sirasi ile 0,77;
1,16; 0,86 saattir.
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RZ’na SPPKY, HE, AE ve DKPK eklenmis ve en yiiksek indiksiyon periyodu
degderini 2,73 saat ile RZ-DKPK 6drneginde ulasiimistir.

Cizelge 4.7. Portakal kabugu ekstraktlarinin RZ-TG’lerine ve RZ’ye % 0,5 oraninda
ilavesinin indiksiyon periyodu (zerine etkileri

Indiiksiyon
Ornek adi Periyodu
(Saat)
RZ-TG 0,17
RZ-TG-SPPKY 0,17
RZ-TG-HE 0,77
RZ-TG-AE 1,16
RZ-TG-DKPK 0,86
Rz 2,57
RZ+SPPKY 2,52
RZ-HE 2,68
RZ-AE 2,57
RZ-DKPK 2,73

Kisaltmalar igin bakiniz Cizelge 4.3,5.

4.5. Bilesim Analizleri
4.5.1. Toplam fenolik madde miktari

Ekstrakt ilave edilen ¢rneklerden toplam fenolik maddelerin ekstraksiyonunda
¢ozlcu olarak metanol+su karisimi (80 mL metanol+20 mL saf su) kullaniimistir.
Orneklerin toplam fenolik madde icerigi Cizelge 4.8’de verilmistir.

Diger orneklere kiyasla RZ-AE ‘nin 48,7 ug GAE/g yag degeri ile en yiksek
fenolik madde icerigine sahip oldugu belirlenmistir. RZ-AE’yi takiben en yiiksek
fenolik madde icerigine sahip Ornekler sirasi ile; RZ-DKPK (43,0 ug GAE/g yag),
RZ+SPPKY (38,5 ug GAE/g yag), RZ-HE (38,2 ug GAE/g yag), RZ (37,3 ug GAE/g
ya§), RZ-TG-AE (16,8 g GAE/g yag) RZ-TG-HE (7,5 g GAE/g yag), RZ-TG-DKPK
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(3,9 ug GAE/g yag), RZ-TG-SPPKY (3,6 ug GAE/g yag) ve en dustuk fenolik madde
icerigi ile RZ-TG (2,7 ug GAE/g yag)’dir.

Cizelge 4.8. Farkli portakal kabugu ekstraktlarinin toplam fenolik igerigi

Toplam Fenolik

Ormek (Mg GAE/g yag)
RZ-TG 2,7+0,01a

RZ-TG-SPPKY 3,6 £0,43ab
RZ-TG-HE 7,5+0,02b
RZ-TG-AE 16,8 £ 1,28¢

RZ-TG-DKPK 3,9+0,01ab
RZ 37,3+ 0,43d
RZ+SPPKY 38,5+ 2,13d
RZ-HE 38,2+ 1,70d
RZ-AE 48,7 + 4,68f

RZ-DKPK 43,0 £0,0e

Kisaltmalar igin bakiniz Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5. Rakamlarin yanindaki harfler RZ -RZ-
TG'leri/RZ’ ye portakal kabugu yagi/ekstrakti eklenmesinin toplam fenolik degerleri tzerine P
> 0,05 diizeyinde etkisini gostermektedir.

4.5.2. Toplam karotenoid miktari

Toplam karotenoidlerin spektrofotometrik belirlenmesinde; 6rnekler hegzanda
seyreltilerek karotenoidler ekstrakte edilmis ve 450 nm dalga boyunda absorbanslar
okunarak, saf B-karoten kullanilarak elde edilen kalibrasyon egrisi yardimiyla pg -
karoten /g yag cinsinden sonuglar elde edilmistir. Elde edilen sonuclara gore; RZ-AE
toplam karotenoid icerigi 52,3 ug B-karoten /g yag degeri ile en yuksek bulunurken,
bunu takiben RZ-TG-AE (51,7 pg B-karoten /g yag), RZ-TG-HE(34,2 ug B-karoten /g
yagd), RZ-HE (32,12 ug B-karoten /g yag), RZ-DKPK(14,4 ug B-karoten /g yag), RZ-
TG -DKPK (2,3 ug B-karoten /g yagd), RZ-SPPKY (1,5 pg B-karoten /g yag), RZ (0,9 ug
B-karoten /g yagd), RZ-TG-SPPKY (0,4 ug B-karoten /g yad) ve RZ-TG’nin en dusik
toplam karotenoid icerigine (0 pg B-karoten /g yag) sahip oldugu belirlenmistir.
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Cizelge 4.9. Farkli portakal kabugu ekstraktlarinin B-karoten cinsinden ifade edilen
toplam karotenoid icerikleri

Toplam Karotenoid

Ornek
(Mg /g yag)

RZ-TG 0A
RZ-TG — SPPKY 0,4 +0,04b
RZ-TG - HE 34,2 +0,03h
RZ-TG - AE 51,7 +0,21j
RZ-TG — DKPK 2,3+0,03e
RZ 0,9+0,07c
RZ — SPPKY 1,5+0,12d
RZ - HE 32,1+ 0,24g
RZ - AE 52,3+ 0,03k
RZ - DKPK 14,4 + 0,21f

Kisaltmalar icin bakiniz Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5. Rakamlarin yanindaki harfler farkli portakal
kabugu/yagi ekstraktlarinin toplam karotenoid icerikleri arasindaki farkhihg: P > 0,05 diizeyinde
etkisini ayni suitunda gdstermektedir.

4.6. Antioksidan Kapasite Testleri

incelenen Grneklerin antioksidan kapasitelerini ifade etmek amaciyla yaygin
olarak kullanilan DPPH ve ABTS metotlari kullanilmis ve sonucglar ayri basliklar
halinde asagida verilmistir.

4.6.1. DPPH testi

Orneklerin antioksidan kapasitelerinin DPPH reaktifi ile belirlenmesinde sonuglar
trolox esdegeri olarak hesaplanmis (ug trolox/g yad) ve sonuglar Cizelge 4.10’da

verilmistir.

Ornekler iginde en yiiksek antioksidan aktiviteye 248,4 g trolox/g yag degeri ile
RZ-HE 06rneginin sahip oldugu belirlenmistir. Bunu takiben sirasiyla en yiksek
antioksidan aktiviteye sahip olan érnekler; RZ-AE (240,5 pg trolox/g yag), RZ-DKPK
(232,5 pg trolox/g yag), RZ-SPPKY(229,9 ug trolox/g yag), RZ (227,2 ug trolox/g
yag), RZ-TG-HE (19,6 ug trolox/g yag), RZ-TG-AE(19,6 ug trolox/g yag), RZ-TG-
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DKPK (3,7 g trolox/g yag)’dir. RZ-TG ve RZ-TG-SPPKY ’nin antioksidan aktivitesi 0
Mg trolox/g yag olarak belirlenmistir.

DPPH indirgeme glclerinin yiksekligi bakimindan RZ-HE’den sonra; RZ-AE,
RZ-DKPK, RZ-SPPKY, RZ, RZ-TG-HE, RZ-TG-AE, RZ-TG-DKPK’dir. En dusik
degere sahip 6rnekler 0 pg trolox/g yag degerleri ile RZ-TG ve RZ-TG-SPPKY dir.

Cizelge 4.10. Farkh portakal kabugu ekstraktlarinin DPPH radikal stiptirme gucleri

Ornek DPPH
(Mg trolox/g yag)

RZ-RZ-TG 0

RZ-TG-SPPKY 0
RZ-TG-HE 19,6 £ 5,61b
RZ-TG-AE 19,6 +1,87b
RZ-TG-DKPK 3,7+1,87a
Rz 227,2 = 3,74c
RZ+SPPKY 229,9 + 3,74c
RZ-HE 248,4 + 3,74e
RZ-AE 240,5 = 0,00d
RZ-DKPK 232,5+ 3,74c

Kisaltmalar icin bakiniz Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5. Kiiik harfler RZ RZ-TG’leri/RZ’ye
portakal kabugu yagdi/ekstrakti eklenmesinin DPPH degerleri tzerine P > 0,05 diizeyinde
etkisini ayni siitunda gostermektedir.

4.6.2. ABTS testi

Orneklerin antioksidan kapasitelerinin ABTS reaktifi ile belirlenmesinde sonuglar
trolox esdegeri olarak hesaplanmis (ug trolox/g yad) ve sonuglar Cizelge 4.11’de

verilmistir.

Elde edilen sonuclara gore drnekler arasinda en yiksek radikal stipiirme glctine
sahip 6rnek 164,8 pg trolox/g yag degeri ile RZ-AE ‘dir. Bunu takiben sirasiyla en
yuksek antioksidan aktiviteye sahip olan érnekler; RZ-HE (157,2ug trolox/g yag), RZ-
DKPK (151,8ug trolox/g yagd), RZ (130,2ug trolox/g yag), RZ-SPPKY (128,8ug
trolox/g yag), RZ-TG-HE (49,3ug trolox/g yag), RZ-TG-AE(39,0ug trolox/g yag), RZ-
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TG (8,4ug trolox/g yad) RZ-TG-DKPK(6,8ug trolox/g yag) ve RZ-TG-SPPKY (6,7 ug

trolox/g yag)’dir.

Cizelge 4.11. Farkh portakal kabugu ekstraktlarinin ABTS radikal stiptirme gucleri

Ornek ABTS
(ug trolox/g yag)
RZ-TG 8.41.83a
RZ-TG-SPPKY 6.7 £ 4.14a
RZ-TG-HE 49.3 £7.96b
RZ-TG-AE 39.0 £ 0.56b
RZ-TG-DKPK 6.8 £ 8.01a
RZ 130.2 £ 9.67c
RZ-SPPKY 128.8 + 15.37c
RZ-HE 157.2 £ 4.45d
RZ-AE 164.8 £ 19.77d
RZ-DKPK 151.8 +1.72d

Kisaltmalar igin bakiniz Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5. Kiigiik harfler RZ-TGleri/RZ’na portakal
kabugu yagi/ekstrakti eklenmesinin ABTS degerleri tGzerine P > 0,05 dlzeyinde etkisini ayni

sttunda gostermektedir.
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5. TARTISMA

Ya@larda veya serbest yag asitlerinde 6zellikle de ¢cok doymamis yag asitlerinde
meydana gelen oksidasyon, lipit kimyasinda en énemli reaksiyonlardan biridir. Yag ve
yag iceren gidalarda kalite dusmesini etkileyen en 6nemli faktor oksidasyondur [60].

Oksidasyona karsi BHA ve BHT gibi sentetik antioksidanlar olarak kullanilirken
tiketicilerin sentetik antioksidanlarin glvenilirligi hakkindaki endiseleri dogal
antioksidanlara olan talebi arttirmistir [61]. Bu bakimdan yaglarin oksidasyonunu
Ozellikle dogal antioksidanlarla 6nlemek igin yapilacak calismalar nem kazanmaktadir.

Akademik ortamlarda dogal kaynaklardan elde edilen ekstraktlarin antioksidan
olarak kullaniimasina yonelik arastirmalar oldukca ilgi ¢ekmektedir. Elde edilecek
antioksidan yapilarin dogal olmasi sayesinde saglik tizerine olumsuz etkisinin olmamasi
ve bunun bir sonucu olarak tuketici guvenirligini kazanmasli, yeni antioksidan
kaynaklarinin arastiriimasini gerektirmistir. Ayrica gida korumada kullanilan kimyasal
maddelere yasal sinirlamalar getirilmesi nedeniyle, bitkilerden elde edilen ve
antioksidan olarak kullanilabilen ugucu yaglara olan talep her gecen gun artmaktadir
[62].

Bu amacla tez kapsaminda ydritulen calismalarda portakal kabugundan farkl
yollarla elde edilen ve antioksidan bilesenlerce zengin unsurlarin etkileri yag
sistemlerinde denenmistir. Uretim kosullarina bagli olarak biinyesinde bulunan
antioksidan yapilar rafine zeytinyagindan 6nemli dlglide uzaklagmaktadir. RZ bu haliyle
cok kisith bir tuketim oranina sahiptir ve genellikle sizma zeytinyagi ile karistirilarak
riviera tipi zeytinyadi Gretiminde kullaniimaktadir. RZ’nin tiketilebilirliginin
arttirlimasina ve oksidasyon stabilitesinin ylkseltilmesine katki saglamak amaciyla
RZ’ye portakal kabugundan elde edilen cesitli ekstraktlar ile ugucu yag ilave edilmistir.
Eklenen unsurlarin gercgek antioksidan etkisini belirginlestirmek amaciyla RZ’den kolon
kromatografisi ile elde edilen trigliseritler de kullantimistir.

CGahsmamizda, SPPKY’nin, HE’nin, AE’nin ve DKPK’nin antioksidan ozellikleri
farkli deney diizenekleri ile test edilmistir.

Portakal kabugu, meyve suyu endistrisinde atik olarak ortaya ¢ikan bir Grindr.
Bu atigin yeniden ekonomiye dénusimuind saglayabilmek ve degisik alanlarda farkl

amaclarla (antioksidan, antimikrobiyal veya aroma maddesi) kullanimlarinin
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belirlenebilmesi icin ucgucu fraksiyonlarinda yer alan bilesenlerin  bilinmesi
gerekmektedir. Bu amacla endustriyel olarak soguk presleme teknigi ile uretilen
portakal kabugu yaginin bilesenleri gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi (GC-MS)
teknigi ile belirlenmistir.

Elde edilen kromatogramda 48 adet bilesenin tanimlanmasi yapilmistir. Belirlenen
bilesenlerden miktari %1’den fazla olan bilesiklerin yaga 6zgu aromanin algilanmasinda
etkisinin fazla olacagi kabullenilerek yapilan degerlendirmede, en yiksek oranda
bulunan bilesikler major bilesen limonen olmak (zere; I-Limonene (%72,71), B-
Myrcene(% 7,87), a-pinene (% 2,74), Sabinene (%2,25), Linalool (%1,99), Decanal
(%1,52), B-Phellandrene (%1,20), 6-3-Carene(% 1,10), Octanal(%1,04) bulunmustur.
Limonen, monosiklik bir monoterpendir. Limonene’nin baslica antibakteriyal,
antifungal [63], antiprotozoan [64], antikanserojen aktiviteye ve sedatif 6zelliklere sahip
oldugu rapor edilmektedir [65].

Turunggil yaglarinin temelini olusturan terpenler glgcli antifungal ve antioksidan
aktiviteye sahiptir [48]. GC-MS ile soguk pres portakal kabugu yaginin aromatik
bilesenleri belirlenmis ve %72,71’inin I-Limonene oldugu goérdlmistir. Limonen
monosiklik bir monoterpendir. Calismalar limonenin antioksidan etkisinin gtgli radikal

spdrtcu etkisinden oldugunu gostermistir [46].

Portakal kabugu yagi, saglik acisindan ve duyusal 6zellikleri bakimindan pek gok
olumlu katkilarindan sz edilen limonen bilesenini bol miktarda igerdigi icin, baslica
gida endustrisinde olmak Uzere, ayrica duyusal olarak kaliteye yaptigi olumlu
etkilerinden dolayr da kozmetik, eczacilik ve parfim endustrisinde kullanimi s6z
konusu olacaktir.

DKPK ve bundan elde edilen hegzan ve aseton ekstraktlari ile ticari olarak satilan
SPPKY, RZ ve RZ-TG’ye ilave edilmis ve hizlandirilmis oksidasyon kosullarinda
(60°C) 24 gin suresince oksidasyona maruz birakilmistir. Farkli ginlerde alinan
orneklerde primer oksidasyon uriinleri peroksit sayisi ve sekonder oksidasyon Grtnleri
ise p-anisidin sayisi ile belirlenmistir. RZ’ye ilave edilen aseton ve hegzan ekstraktlari
oksidasyonun baslangic donemlerinde RZ’ye (kontrole) kiyasla peroksit olusumunu
daha kuvvetli engellemistir. RZ’nin ileri oksidasyon surelerinde ekstraktlarin etkilerinin
azaldig1 gozlenmistir. DKPK ilave edilen RZ’de p-anisidin sayisinin kontrole kiyasla

oksidasyon surelerinin tamaminda (24.gin hari¢) daha dustk degerlerde oldugu
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saptanmistir. Oksidasyon duzeyleri RZ-TG agisindan irdelendiginde saflastiriimis RZ-
TG’nin hizh bir sekilde okside oldugu gorulmis ve AE ilavesinin oksidasyon
slrelerinin tamaminda peroksit sayisini disuk dizeyde tuttugu belirlenmistir. AE ilave
edilen RZ-TG igin benzer sonug oksidasyon siresinin tamaminda p-anisidin sayilarinda
da saptanirken, HE nin antioksidan etkiye sahip oldugu g6zlenmistir.

Ransimat yontemi, ya§larda stabilitenin belirlenmesi amaciyla kullaniimaktadir.
Cihazin ¢alisma prensibi, iletkenlikteki degisimin belirlenmesi sonucunda elde edilen
derecelerin, sicakhda karsi logaritma raf omrl sonu grafiginde gosterilerek
yorumlanmasi esasina dayanmaktadir [42]. Ransimat testinde; DKPK ve HE’nin RZ
esas alindiginda oksidasyon stabilitesini oldukca arttirdiji ve antioksidan aktivite
gosterdigi, DKPK, HE, AE’nin RZ RZ-TG’leri esas alindiginda oksidasyon stabilitesini
oldukca arttirdigi ve antioksidan aktivite gosterdigi Cizelge 4.7°den acikca
gorilmektedir.

Cizelge 4.7’ de SPPKY’nin oksidasyon stabilitesini etkilemedigi ve antioksidan
etki goOstermedigi gortlmastur. Bunun nedeni antioksidan aktivitenin; sicaklik
derecesine, bilesim gibi faktorlere bagli olarak degismesi olabilir. Sicaklik antioksidan
aktivitede onemli bir parametredir. Ciinkii Ransimat testinde 130 °C gibi yiiksek
sicakhk, ekstraktlardaki etken maddelerin aktivite gostermesini engellemekte veya ters
yonde bir etki gostermesine neden olabildigi gibi, etken ucucu bilesenlerin ortamdan
ucarak kaybolmasina da neden oldugu distintlmektedir.

Ransimat cihazi ile belirlenen indlksiyon periyotlari arasinda AE’nin TG’lere ve
DKPK’nin RZ’ye ilavesi ile en yiiksek etkiler saglanmistir. ilave etme yontemlerine ve
antioksidan etkiyi belirleme sekline bagh olarak farkli etkiler saptanmistir. SPPKY
ilavesinin yiksek sicaklik denemelerinde disuk antioksidan etkiler gdstermesi,
SPPKY’nin bu sicakliklarda kolaylikla yagdan uzaklasmasinin bir sonucu olabilir.
Ekstraktlarin bilesiminde yer alan unsurlarin farklihgi degisik kosullarda saglanan
etkinin farklilasmasina neden olabilir.

RZ, RZ-SPPKY, RZ-HE, RZ-AE, RZ-DKPK, RZ-TG, RZ-TG-SPPKY, RZ-TG-
HE, RZ-TG-AE, RZ-TG-DKPK ornekleri icin antioksidan aktivite testleri yapiimistir.
Antioksidan aktivite testleri stabil sentetik radikaller olan ABTS ve DPPH kullanilarak
yaptimistir. Toplam fenol miktari yuksek olan ekstraktlarda DPPH ve ABTS
yontemleriyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri de yiksek bulunmustur.
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DPPH testinde sonuglar incelendiginde RZ ve RZ-SPPKY d&rnekleri antiradikal
etki gosterirken RZ-TG ve RZ-TG-SPPKY o6rneklerinde anti radikal etkiye
rastlanmamistir. Bu durum RZ’inda dogal olarak bulunan antioksidanlarin varligi ile

aciklanabilir.

ABTS testinde RZ iceren Orneklerde en yuksek antiradikal etkiyi 164,8 ug
trolox/g yag degeri ile RZ-AE 6rnedi gostermistir. Bunu sirasiyla; RZ-HE (157,2 ug
trolox/g yag), RZ-DKPK (151,8 ug trolox/g yag), RZ (130,2 ug trolox/g yag), RZ-
SPPKY (128,8 ug trolox/g yag) érnekleri takip etmektedir. RZ-TG iceren 6rneklerde ise
en yulksek antiradikal etkiyi 49,3 ug trolox/g yad degeri ile RZ-TG-HE 0&rnegi
gOstermistir. Bunu sirasiyla RZ-TG-AE (39,0 pg trolox/g yag), RZ-TG (8,4 pg trolox/g
yag), RZ-TG-DKPK (6,8 ug trolox/g yad) ve RZ-TG-DKPK(6,7 pg trolox/g yag)

ornegi izlemektedir.

Portakal kabugu ekstraktlari (HE ve AE), SPPKY ve DKPK bilesimlerinde farkl
Ozellikte (polarite gibi) ve miktarlarda antioksidan yapilari icermektedir bu nedenle
bunlarin yag sisteminde antioksidan getirileri farkli olacaktir. Benzer sekilde RZ ve RZ-
TG’de DPPH ve ABTS yontemleri ile test edilen antioksidan kapasite degerleri farkli
bulunmustur (P < 0,05). Digerlerine kiyasla SPPK’nin en disuk antioksidan giciine
sahip oldugu gorulmistur. En yilksek toplam karotenoid ve fenolik igerigi AE’de
saptanmistir. Ancak toplam karotenoidlerin yag sistemindeki antioksidan etkileri zayif
bulunmustur. HE ve AE’nin TG sistemindeki DPPH aktivitesi en yuksek bulunurken,
RZ’de HE’nin daha gucli etki gosterdigi gorulmustar.

Orneklerin ransimat cihaz! ile belirlenen indiiksiyon periyotlari ile toplam fenolik,
DPPH ve ABTS degerleri arasinda yiiksek korelasyon saptanirken toplam karotenoidler
ile dusiuk korelasyon bulunmustur. Orneklerin indiiksiyon periyotlari dikkate
alindiginda RZ-TG’lerine AE ilavesi en yilksek korumay! saglarken (1,16 saat), DKPK
iceren RZ en uzun induksiyon periyoduna sahip (2,73 saat) bulunmustur. Hesaplanan
korelasyon degerleri Cizelge 5.1’de verilmistir.
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Cizelge 5.1. Orneklerin indilksiyon periyotlari ile antioksidan unsurlari arasindaki

korelasyonlar

Indiiksiyon Toplam

Ornek Periyodu  karotenoid Toplam Fenolik ~ DPPH ABTS

o) (ug Jgyag) (MO GAE/G Yag) (ugtroloxig yag) (ugtrolox/g yag)
RZ-TG 0,17 0 2,7 0 8,4
RZ-TG+SPPKY 0,17 0,4 3,6 0 6,7
RZ-TG+HE 0,77 34,2 7,5 19,6 49,3
RZ-TG+AE 1,16 51,7 16,8 19,6 39,0
RZ-TG+DKPK 0,86 2,3 3,9 3,7 6,8
RZ 2,57 0,9 37,3 227,2 130,2
RZ+SPPKY 2,52 1,5 38,5 229,9 128,8
RZ+HE 2,68 32,1 38,2 248,4 157,2
RZ+AE 2,57 52,3 48,7 240,5 164,8
RZ +DKPK 2,73 14,4 43,0 2325 151,8
R2 0,0484 0,9427 0,9445 0,9361

Kisaltmalar Igin bakiniz Cizelge 4.3 ve Cizelge 4.5.

Bitkisel materyallerden antioksidan yapilarin izolasyonunda antioksidan yapilarin
bulundugu bitki kisimlari da dikkate alinarak farkli ekstraksiyon teknikleri
uygulanmaktadir. Ornek vermek gerekirse, ¢oziinebilir fenolik yapilar bitki matriksi
icerisinde daha ¢ok dis kisimlarda yuksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir [66].
Bitkisel antioksidanlarin izolasyonunda ¢0zicli ekstraksiyonu en yaygin kullanilan
tekniktir.  Ancak, ekstraksiyon verimi ve ekstraktin antioksidan aktivitesi,
ekstraksiyonda kullanilan ¢oziclnun yapisi ve 6zellikleri (polarite gibi) bitkisel yapida
bulunan antioksidanlarin ¢ézinurligind etkilemektedir. Polar c¢ozlcller polifenoller
gibi yapilarin elde edilmesinde yaygin olarak kullanilirken bu amacla metanol, etanol,
aseton ve etilasetat gibi ¢ozlculer tercih edilmektedir [67]. Ancak, hangi ¢6zucinun ve
ekstraksiyon tekniginin bitkisel yapida bulunan antioksidan yapilarin izolasyonunda en
uygun olacagina dair kesin bir sinirlama bulunmamaktadir [68]. Bitkide bulunan
antioksidan yapilarin 6zelliklerine goére her yapi icin farkh ¢ozuculerin kullanilarak en
yuksek antioksidan etkiyi saptayarak ¢0zucu se¢imi en uygun yoldur. Bu bakimdan, tez
calismasi kapsaminda detay! etkileri verilmeyen farkli ¢ozticuler (metanol, sulu metanol

ve etil asetat) calismanin baslangi¢ asamasinda denenmis ve en yiksek DPPH ve ABTS
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degerleri saptanan hegzan ve aseton ekstraktlari ile ¢alismaya devam edilmesine karar
verilmistir. RZ ve RZ-TG sistemlerinde eklenen ekstraktlardan farkli antioksidan
etkilerin saptanmasinin baslica nedeni de deginilen bu konularin bir sonucu olarak

ortaya gikmistir.

Ayrica portakal kabugu yaginin vitamin C (askorbik asit) bakimindan zengin
oldugu bildirilmistir [69]. S6z konusu madde polar karakterde oldugundan elde edilen
ekstraktlarda antioksidan etkinin farkh olmasinin diger bir nedenidir. Kullanilan
cozlcullerden 6zellikle hegzan polar karakterde olmadigindan C vitamini etkisinin
hegzan ekstraktinda tamamen sifir oldugu kabul edilebilir. Dogrudan DKPK ve SPPKY
ilavesinde ise askorbik asit bir miktar bulunabileceginden DPPH ve ABTS degerleri
peroksit, p-anisidin ve indiksiyon periyodu degerleri arasinda anlamh iliskiler
bulunmamasinin bir sebebi olarak kabul edilebilir. Benzer sekilde Citrus kabuklarinin
fenolik asitler ve flavonoidleri kapsayan fenolik bilesenlerce zengin oldugu saptanmistir
[70]. Bu bilesikler farkl polarite ve ¢ozlnurlik dzelliklerine sahip oldugundan saptanan
sonuglar arasindaki farkhihgin olusmasina katki sagladigr dustintlmektedir.

Yapilan bu calisma sonuglarina gére portakal kabuguna ait antioksidan etkiye
sahip bilesikler cesitli sekillerde ekstrakte edilmis ve degisik yontemlerle antioksidan
etkileri saptanmistir. Literatlir degerlendirmelerine [70] bakildiginda portakal kabugu
yaginin antioksidan yapilarinin polaritesi, yag ve trigliserit sistemlerine kiyasla daha
yiksek olmasina ragmen uygun 6zellikteki antioksidan yapilari iceren ekstraktlar yag
sistemlerinde de antioksidan etki gostermistir. Portakal kabuguna ait antioksidan yapilar
(basta ucucu yad ve bitkisel yaglar olmak Uzere) pek cok lipit iceren gida
formulasyonlarinda antioksidan olarak kullanilabilir durumdadir. Bu sekilde, 6zellikle
endlstriyel Oretimin bir ati§i olarak ortaya ¢ikan kabuklarin degerlendirilmesi ile
ekonomiye katki saglanmasi da s6z konusudur. Ayrica portakal kabugunun kendisinin,
sahip oldugu hosa giden aromatik 6zellikleri sayesinde, gidalarda kullaniimasi halinde
tiketici begenisini kazanabilmesi agisindan sorun ¢gikmayacagi 6ngorilmektedir.
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7. EKLER

Ek 1. Ornek Bir Duyusal Analiz Uygulama Formu

Size sunulan drnekleri begenilerinize gore en yiiksek 5 endisik 1 olacak sekilde farkli puanlar
vererek degerlendiriniz

ISIM:
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iceren Rafine Zeytinyagi

Tarih:

Ornek

Lezzet

koku

renk

Portakal aromasi

Toplam begeni

0,1

0,3

0,5

0,7

0,9

52




Ek 2. Ornek Ransimat Grafigi
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Ek 3. B-Karoten Standart Egrisi
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Ek 4. Ornek Bir Troloks Standart Grafigi
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