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OZET

ZEYTINYAGI SANAYi ATIGI OLAN ZEYTIN KARASUYU OzUTUNUN BAzZI
OZELLIKLERININ iINCELENMESI VE EKONOMIiK KULLANILABILIRLIGINIiN
ARASTIRILMASI

Alper BABADOSTU

Kimya Anabilim Dali

Yiksek Lisans Tezi

Tez Danismani: Dog. Dr. Aysegtl PEKSEL

Diinya zeytinyagi liretiminde ispanya, italya, Yunanistan ve Tiirkiye gibi Akdeniz lkeleri
basi cekmektedir. Ancak, Uretim prosesi sonrasinda aciga ¢ikan ve yulksek kirletici
ozelliklerine sahip zeytin karasuyu (atiksu) bu tlkeler icin ivedilikle ¢dzlilmesi gereken
bir sorundur. Karasu, organik madde, kati madde, kimyasal oksijen ihtiyaci, fenolik
madde igerigi ¢ok ylksek bir atiktir ve asidik pH’ ya sahiptir. Bunun yaninda yulksek
antimikrobiyal etki gostermektedir. Bu nedenle karasuyun verimli bir bicimde
degerlendirilerek cevreye en az zarar verebilecek hale getirilmesi oldukca dnemlidir.

Bu calismada oOncelikle, Ayvalik yoresinde bulunan zeytinyagi liretim tesisinden alinan
zeytin karasuyunun karakteristik 6zellikleri incelenmistir. pH, askida kati madde, yag ve
gres, kimyasal oksijen ihtiyaci, toplam azot icerigi, toplam organik madde ve toplam
fenolik bilesik miktari gibi karakteristikleri belirlenmistir. KOi 192 g/L , askida kati
madde miktari 9,80 g/L, yag ve gres icerigi 13,09 g/L, pH 4,8, toplam organik karbon
miktari 94,20 g/L , toplam N miktari 0,623 g/L ve toplam fenolik bilesik miktari 800
mg/L olarak bulunmustur. Bu c¢alismada kullanilan zeytinyagi karasuyu diger
calismalarda incelenen numuneler gibi yiiksek kirlilik derecesine sahiptir.

Karakterizasyondan sonra zeytin karasuyu ekstraksiyonu gerceklestirilmis ve HPLC ile
zeytin karasuyu ekstraktindaki fenolik bilesiklerin ilk 6nce kalitatif daha sonra kantitatif
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analizi yapilmistir. Analiz sonrasinda hidroksitirozol 511,6 mg/L, tirozol 79,8 mg/L,
katesol 17,1 mg/L, vanilik asit 15,4 mg/L ve 4-metilkatesol 11,3 mg/L olarak tespit
edilmistir. Sonug olarak dogal antioksidan 6zellik gosteren fenolik bilesikleri yiiksek
miktarda icerdigi bulunmustur.

Calismanin son asamasinda zeytin karasuyunun antioksidan kapasitesi belirlenmistir.
Bu amacla zeytin karasuyu orneklerinde indirgeme giicli, toplam antioksidan aktivite
tayini, DPPHe radikali tutucu etki ve ABTSe+ radikali tutucu etki gibi antioksidan
ozellikler incelenmis ve sonuglar bazi standart antioksidanlarla ( BHT, Troloks, a-
tokoferol) karsilastirilmistir. Sonu¢ olarak zeytin karasuyu, standart antioksidanlar
kadar yuksek antioksidan aktivite godstermistir. Sonuglar zeytin karasuyunun sahip
oldugu antioksidan ozelliklerin, icerdigi dogal fenolik bilesiklerden dolayi oldugunu ve
bu dogal bilesiklerin izole edildigi taktirde c¢esitli alanlarda kullanilabilecegini
gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin karasuyu, antioksidan aktivite, fenolik bilesikler, zeytin
karasuyu karakterizasyonu, HPLC

YILDIZ TEKNiK UNIVERSITESiI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SOME FEATURES AND ECONOMIC RESEARCH OF
USABILITY OF OLIVE MILL WASTEWATER IN OLIVE OIL INDUSTRY

Alper BABADOSTU

Department of Chemistry

MSc. Thesis

Adviser: Assoc.Prof.Dr. Aysegiil PEKSEL

Italy, Spain, Greece, Turkey and many other Mediterranian countries have a strong
market place in the world with huge amounts of olive oil production. As a result of the
olive oil production in these countries, olive mill wastewaters (OMW) are produced
and represent a great environmental problem. OMW wastewaters have an organic
matter matrix with a wide spectrum of organics, solid matter, oil and grease, acidity
pH. Main characters of olive mill wastewaters can be defined with its high phenolic
content, high suspended solids and high COD levels. On the other hand it shows that
large antioxidant activity and antimicrobial effect. Therefore olive wastewater has to
evaluated for least harm to the environment.

In this study, firstly, characterization of olive mill wastewater is determined which is
from olive oil production facility located in the region of Ayvalik. It was found that KOi
192 g/L, suspended solids content 9,8 g/L, oil and grease 13,09 g/L, pH 4,8, total
organic carbon content 94,2 g/L, total N content 0,623 g/L and total fenol content was
800 mg/L . When other studies have investigated,olive mill wastewaters have high
pollution as our study.

After characterization of olive mill wastewater, extraction was performed and
gualitative and quantitative analysis of the phenolic compounds was carried out in
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OMW by HPLC systems. It was found out that hydroxytyrosol 511,6 mg/L, tyrosol 79,8
mg/L, catechol 17,1 mg/L, vanilic acide 15,4 mg/L and 4-methylcatechol 11,3 mg/L. As
a result high amounts of phenolic compounds was found to contain which are showing
the natural antioxidant properties.

Finally, It was determined that the antioxidant effects of olive mill wastewater known
to exhibit high antioxidant capacity. Antioxidative features of OMW samples such as
reducing power, total antioxidant activity, DPPH radical, ABTSe+ radical scavenging
activities were investigated and results were compared to some standard antioxidants
(BHT, Trolox, a-tocopherol). As a result , OMW showed antioxidant activity as high as
the standard antioxidants. Therefore these naturel antioxidants can isolated from
OMW and can be used in various industries.

Keywords: Olive mill wastewater, phenolic compounds, antioxidant activity,
characterization of olive mill wastewater, HPLC
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Tirkiye’nin de iginde bulundugu Akdeniz Ulkelerinde zeytin ve zeytinyagl Uretimi
ekonomik anlamda olduk¢a 6nemli bir yere sahiptir. Diinya zeytinyagl Uretiminin
%97’si Akdeniz Ulkelerinde gergeklestiriimektedir. Diinya ¢apindaki zeytinyagi tretimi
yilda yaklasik 2 milyon ton olarak tahmin edilmekle birlikte, bu tretimin %80-84’liniln
Avrupa Birligi tarafindan gerceklestirildigi bildirilmektedir [1]. Zeytinyaginin Uretimi
esnasinda cevre lizerinde olumsuz etkiler birakan zeytin karasuyu olusmaktadir. Zeytin
karasuyunun yliksek derecede organik kirliligi, asidik pH’a sahip olmasi, yiksek
miktarda polifenol icerigi, kotli kokusu ve ylksek derecede kati madde igerigi nedeniyle
kirletici olmasi acilen ¢6zlilmesi gereken bir sorundur. Zeytincilik sektériniin ¢ézmesi
gereken bir problem haline gelen karasu; dogal sulari renklendirme, sucul yasami
tehdit etme, ylizey ve yer alti suyu kirliligine neden olma, toprak kalitesini ve bitki

bliyimesini degistirme, koku yaratma gibi cesitli olumsuz etkilere sahiptir [2].

Karasu bilindigi tizere karmasik bir organik yapiya sahiptir. Bu organik yiki yapisinda
bulunan polifenoller, pektinler, polialkoller ve lipidler olusturur. Yapilan cesitli
analizlerde karasuda bulunan baslica polifenoller; Hidroksitirozol, tirozol, katesol,

kafeik asit, 4-metilkatesol, vanilik asit ve para-kumarik asit olarak saptanmistir.

Reaktif oksijen birikimi organizmada bulunan veya gidayla alinan antioksidanlarla
dengelenmedigi takdirde oksidatif stres olusmaktadir. Oksidatif stres ile DNA ve hiicre
membranlari gibi biyolojik yapilarin oksidatif hasarina neden olabilen radikalik zincir

reaksiyonlari meydana gelmektedir. Bu hasarlar kanser, koroner kalp rahatsizligl,



hiicresel yipranma ve yaslanma, mutajenizm, bagisiklik sistemi hastaliklari ve
lipoprotein (LDL) oksidasyonu gibi hasarlara sebep olur. Antioksidanlar, serbest
radikallerin bu gibi olumsuz etkilerini 6nemli o&lgiide ©nleyen bilesiklerdir.
Antioksidanlar, kendi elektronlarini serbest radikallere aktararak onlari noétralize eder
ve elektron verdikleri halde kararl yapilarindan dolayi serbest radikallere donismezler
[3]. Ancak bu savunma sistemi bitin bu hasarlardan tam olarak korunmak igin yeterli
gelememekte ve dolayisiyla insan viicudunun bu oksidatif hasardan korunmasinda
antioksidan alimlari yardimci olabilmektedir. Zeytin karasuyunun fenolik bilesiklerce
zengin yapisi ve fenolik bilesiklerin de antioksidan 06zellik gostermesi bilimsel
calismalarla ortaya konmustur. Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilegikler arasinda
hidroksitirozol (3,4-dihidroksifeniletanol), antioksidan 6zelligi nedeni ile dikkat cekici
bir bilesiktir [4]. Hidroksitirozol, gliglii antioksidan aktivitesine sahiptir ve insan sagligi
icin 6nem arz eder. In vitro’da yapilan g¢alismalar sonucunda, hidroksitirozolliin dislk
yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu inhibe ettigi, serbest radikalleri bagladigi,
trombositlerin bir araya gelmesini inhibe ettigi, insan noétrofilleri igin [6kotrien Urettigi

ve hiicre korumasini sagladigi gérilmastir.

Karasuda bulunan fenolik bilesikler, toksik etkiye sahip olmalarina ragmen ayrigtiriimasi
halinde ¢evre icin blyik tehdit olusturan ve herhangi bir piyasa degeri olmayan zeytin
karasuyundan fenolik bilesik eldesine imkan saglayacak ve llke ekonomisi agisindan
oldukcga faydali olacaktir. Bu bilesiklerin kozmetik, kimya ve ilag sanayinde kullanimlari

arastirilmaktadir [5].

Bazi fiziksel ve kimyasal islemlerle zeytin karasuyundaki bu antioksidan maddeler
seyreltik ¢ozelti olarak elde edilebilmektedir. Antioksidanlar sicakliga oldukca hassas
maddelerdir ve geleneksel ayristirma yontemleri ile ayristiriimasi mimkin degildir. Bu
maddelerin diuslik sicaklikta dondurarak kurutularak kristal toz halinde Uretilmeleri
mumkiin olacaktir. Herhangi bir piyasa degeri olmayan ve cevre icinde tehdit olusturan
zeytin karasuyundan antioksidan lretimi (ilkemiz ekonomisi agisindan faydali olacaktir.

Gunlmuzde dogal antioksidanlara ilgi giderek artmaktadir [6].



1.2 Amag

Gunumuzde fenolik bilesiklerin Gretimi ve dogal antioksidan 06zellik gosteren
molekdllerin eldesi igin bir¢ok kaynak kullaniimaktadir. Dinya genelinde fazla miktarda
Uretimi olan zeytinyaginin atik GrinU olan zeytin karasuyu, bertaraf edilmesi igin
calismalar yapilmaktadir. Zeytin karasuyunun icerdigi fenolik bilesikler ile dogal
antioksidan kaynagi olarak farkli alanlarda degerlendirmeleri c¢evresel, sosyal,

ekonomik ve saglik agisindan oldukga 6nemlidir.

Bu c¢alismada Ayvalik yoresinde bulunan zeytinyagi Uretim tesisinden alinan zeytin
karasuyunun karakteristik 6zelliklerinin ve kirlilik parametrelerinin belirlenmesi, fenolik
bilesik igeriginin incelenmesi ve antioksidan aktivite yeteneginin belirlenmesi lGzerine

yapilan in vitro ¢calismalari ele alinacaktir.

1.3 Hipotez

Calismamizda zeytin karasuyunun pH, askida kati madde miktari (AKM), yag ve gres
icerigi, kimyasal oksijen ihtiyaci (KOIi), toplam organik karbon (TOK), toplam azot
miktari ve toplam fenolik bilesik miktari ile ilgili karakteristik 6zellikleri belirlenmistir.
Yiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile icerdigi fenolik bilesiklerin kalitatif ve
kantitatif analizi gergeklestirildikten sonra zeytin karasuyunun antioksidan aktivite
yetenegi incelenmistir. Antioksidan aktivite ol¢iimlerinde; indirgeme gicl, toplam
antioksidan aktivite tayini, DPPH radikal giderme aktivitesi, ABTS radikal giderme
aktivitesi gibi yontemler kullanilmis ve nasil bir antioksidan aktivite gosterdigi standart

antioksidanlar ile karsilastirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BiLGIi

2.1 Zeytin ve Zeytinyagi

Zeytin (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) familyasindan, meyvesi yenen, sicak
iklimi seven, Akdeniz ve Marmara iklimine 6zgi, en kotl toprak kosullarinda bile tabii
olarak yetisebilen, doganin ilk agaci olarak tanimlanir. Zeytin agacinin etli ve yaglh olan
meyvesi, Once yesil olgunlastik¢a parlak siyah bir renk alir. Bu meyvenin etli kismindan
ve c¢ekirdeginden elde edilen yag zeytinyagi olarak adlandirilir ve diger bitkisel yaglara

gore onemli Ustunliklere sahiptir.

Sekil 2.1 Zeytin dali

Zeytinyagl, hicbir kimyasal islem géormeden direk olarak zeytinin sikilmasi ve hafifligi ile
diger bilesenlerden (karasu ve pirina) ayrilmasi ile ortaya cikarilir. Son verilere gore
yillik zeytinyagi Uretimi; diinyada 2,88 milyon ton iken {ilkemizde 147 bin ton

civarindadir [7].



2.1.1 Diinyada Zeytin ve Zeytinyagi Sektorii

2009/2010 sezonunda dinyada dretilen sofralik zeytin miktari yaklasik olarak
1.982.500 tondur. Bu Uretimde en blylik pay Akdeniz tlkelerinindir. En blylk Gretim
degeri 678.000 ton ile Avrupa Birligi Ulkelerine aittir. Bu (lkeleri, 390.000 ton ile
Turkiye, 300.000 ton ile Misir, 135.000 ton ile Suriye, 100.000 ton ile Fas ve 90.000 ton
ile Cezayir izlemektedir. Avrupa birligi icerisinde en buyuk tGretim degerleri ise; 475.000

ton ile ispanya, 115.000 ton ile Yunanistan ve 67.000 ton ile italya’ya aittir [7].

Sofralik zeytin Uretimine paralel olarak zeytinyagi Uretiminde de Akdeniz Ulkeleri basi
¢ekmektedir. En blylk Gretim ise yine Avrupa Birligi Ulkelerindedir. Birlik Glkelerinde
2009/2010 donemi verilerine gore yillik Gretim 2,15 milyon ton iken bu degeri; 150.000
ton ile Suriye, 147.000 ton ile Turkiye, 140.000 ton ile Tunus ve 95.000 ton ile Fas
izlemektedir. Diger (ulkelerin zeytinyagl Uretimleri ise olduk¢a duslik degerler
almaktadir. Avrupa Birligi icerisinde en buyuk Uretim degerleri ise; 1.200.000 ton ile

ispanya, 540.000 ton ile italya ve 348.000 ton ile Yunanistan’a aittir [7].

2.1.2 Tirkiye’de Zeytin ve Zeytinyagi Sektori

Zeytincilik Arastirma Enstitlisi verilerine gore; Tirkiye’de islenen tarim alanlarinin
%2,2’si zeytinliktir ve bu alan toplami 595.000 ha’dir. Aydin, izmir, Mugla, Balikesir,
Bursa, Manisa, Canakkale, Tekirdag, Hatay illeri basta olmak Uzere toplam 36 ilde
zeytin Uretimi yapilmaktadir. Uretimde basi ceken iller; Aydin (%24), Balikesir (%17) ve
izmir(%14) Tirkiye’deki toplam iretimin yarisindan fazlasini teskil etmektedir.
Turkiye’de (retilen zeytinin  %70,6'st  yaghk %29,4’G ise sofralik amaciyla
kullanilmaktadir. Tirkiye'de cesitli olceklerde 850 civarinda zeytinyagl fabrikasi
bulunmakta olup yaklasik 500.000 aile gecimini zeytincilikten saglamaktadir. Agac

sayisi 98 milyon adet olup bu sayi giderek artmaktadir [8].

Turkiye sofralik zeytin Gretiminde dinyada ikinci, zeytinyagi Uretiminde ise diinyada
dordincu tlke konumundadir. 2009/2010 dénemi verilerine gére Turkiye’de yilhk

sofralik zeytin ve zeytinyagi Uiretim degerleri sirasiyla; 390.000 ve 147.000 tondur [7].

Turkiye icin zeytin Uretiminde en biyik sorunlardan biri periyodisite yani Gretimin bir

yil az, bir yil ok olmasidir. Bu durum zeytin agacinin dogasindan kaynaklanmaktadir.



Ancak periyodisitenin etkisi, zeytinciligi gelismis Ulkelerin ¢ogunda, gereken bakim
islemlerinin yapilmasiyla ¢ok distk diizeylere indirilmistir. Ayrica llkemizdeki agag
verimleri de zeytincilik agisindan gelismis Ulkelere gore dusik kalmaktadir. Turkiye'de

agac basina tretim 9-10 kg iken, bu deger ispanya’da 25 kg, italya’da 30 kg civarindadir

2004/05 sezonu verilerine gore dunyada zeytin ihracati 449.000 tondur ve giderek
artmaktadir. Sofralik zeytin ihracatinda en biiyiik payr %42 ile ispanya almakta, onu
%12 ile Turkiye ve Fas, %11 ile Arjantin, %7 ile Suriye ve Yunanistan, %3 ile Peru, %1 ile
Misir ve %5 ile diger Ulkeler izlmektedir. ispanya Urettigi sofralik zeytinin yaklasik
%40’1n1, Yunanistan %35’ini, Fas ise %75’ini ihrag¢ edebilirken, Tirkiye’de bu oran 2006

rakamlarina gore %15 gibi diisik bir degerdedir.

2.1.3 Zeytinyagi Uretim Prosesleri

Zeytin yagl Uretiminde ilk olarak én islemler yapilir. On islemler yapraklarin
uzaklastiriimasi takibinde yikama, zeytinlerin kirilmasi ve ardindan zeytin hamurunun

yogrulmasi (malaksasyon) islemlerini icerir [9].

Zeytinyagl Uretim prosesleri prosesin isletme sekline gore ikiye ayrilmaktadir.
Bunlardan ilki konvansiyonel olarak bilinen kesikli pres sistemi, digeri ise modern
sistem olarak adlandirilan surekli (kontinl) sistemlerdir. Ayrica zeytinyagi Uretim
prosesleri ¢ikan Urinlerin ¢esitliligine goére de ikiye ayrilirlar. Proses sonucunda
zeytinyagi, karasu ve prina Uretilen sistemler 3 fazli Uretim prosesleri, proses
sonrasinda zeytinyagi ve pirina karasu karisimi elde edilen proseslere de iki fazh tGretim
prosesleri denmektedir. Tim bu ayrimlara gore zeytinyagi Uretim proses tipleri sekil

2.2’de gosterilmistir.

Geleneksel kesikli tip proseslerde zeytin 6n islemler ile kivamlandirihp bir siire pres
islemine tabi tutulmaktadir. Bu siirede posa kismindan sizan yag ve karasu kati fazdan
ayrilmaktadir. Olusan sivi fazdaki karasu ve yag santriflij proseslerine verilerek karasu

ve yagin birbirinden ayrilmasi saglanmaktadir [10].



ZEYTIN

YAPRAK AYIRMA VE YIKAMA
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Sekil 2.2 Zeytinyag Uretim prosesleri akim semasi

Bu tip prosesler artan Uretim kapasitelerine cevap veremediklerinden yerlerini siirekli

Uretim proseslerine devretmektedir.

Surekli Gretim prosesleri ise santriflij prosesine dayanmaktadir. Bu proseste sirekli
olarak bir hammadde girdisi ve siirekli olarak bir zeytinyagi tGretimi s6z konusudur. Bu
proseste zeytin kirildiktan ve ezildikten sonra faz ayriminin olabilmesi icin olusan
hamura yliksek miktarda su verilmektedir. Olusan bu karisim santrifiij dekantorler
yardimiyla cesitli fazlara ayrilmaktadir. Eger proses olarak iki fazli Gretim prosesi
secilmis ise santrifiij dekantor sonrasinda zeytinyagi ve karasu pirina karisimi ayri ayri 2
faz olarak elde edilirken, (¢ fazli Giretim prosesi secildiyse zeytinyagl, karasu ve pirina
ayri ayri 3 faz olarak alinmaktadir. Ayrica elde edilen zeytinyagi fazi bir dekantore daha

verilerek karasuyun tamamen ayrilmasi saglanmaktadir [10].

2.1.3.1 Klasik Sistemler

On islemlerden gecip yeterli kivama gelen hamura pres yardimiyla baski uygulanarak
sivi fazi olusturan yag ve karasuyun birbirinden ayrilmasi esasina dayanir [9]. Sekil

2.3’de gosterilen hidrolik presler kullanilarak c¢ikartihr.



Sekil 2.3 Pres sistemi

Bu Uretim sistemi besleme, hammadde depolama, temizleme, kabuk kirma ve ezme,
kurutma-kavurma, sikma, filtrasyon/dekantasyon Unitelerinden olusmaktadir.
Olusturulan hamurun birlesimi %20 yag, %25 kati madde, %55 zeytin 6z suyu
bicimindedir [11]. Presleme prosesinde zeytinler su ile yikanir ve su ilavesi ile yogrulur,
bu sebeple Uretim sonrasinda agiga ¢ikan karasu miktari artar. Elde edilen hamur daha
sonra preslenerek, yag ve vejetasyon suyu (karasu) ayrilir, kati faz ise bir yan riin olan

prina olarak elde edilir [12].

Pres yonteminin bazi olumlu ve olumsuz yonleri mevcuttur. Olumlu yonler arasinda;
yatirim maliyetinin dislik, pres pargalarinin basit ve saglam olmasi, enerji tGretiminin ve
prinanin nem igeriginin disik olmasi sayilabilir. Bunun yani sira Gretim sonrasinda
olusan karasuyun ¢ok az miktarda olmasi ve yag iceriginin distk olmasi bu prosesin en

onemli avantajlarindandir.

Olumsuz yonleri arasinda ise; ekipmanin hantal olmasi, is gicl gereksiniminin fazla
olmasi sayilabilir. Olusan karasuyun az miktarda olmasina karsin kirlilik degerlerinin
daha yiksek olmasi ve kullanilan disklerin temizlik ve bakiminin zor olmasi ve kolay
kontamine olabilmeleri bu sistemin sakincalarindandir. Sistemin kesikli olmasi da

baslica bir dezavantajdir [9].



2.1.3.2 Modern Sistemler

Zeytin hamurundaki sivi fazin (yag ve karasu) kati fazdan yiiksek hizda doénen
santrifljler (dekantorler) yardimiyla ayrilmasi esasina dayanir. Bu Uretim sistemi,
besleme, yikama, kirma ve hamur hazirlama Unitelerinden olusmaktadir. Sirekli
sistemlerde presin yerini santrifij (dekantor) almistir. Kullanilan dekantérlere 6rnek

Sekil 2.4’ te verilmistir. Kullanilan dekantore bagl olarak iki farkli proses mevcuttur.

Uc fazlh Uretim Sistemi: Proses suyu gerektiren iretim sonrasinda (i¢ faz (yag, prina ve

karasu) olusturan di¢ fazli sistemdir. Onemli miktarda proses suyu eklenir. Bu sebeple

klasik sisteminin 3 kati fazla hacimde karasu olusmaktadir [13].

iki Fazli Uretim Sistemi: Proses suyu kullanimina gerek olmayan ve lretim sonrasinda

sadece iki faz olusumuna miisade eden ( yag ve prina) iki fazli tiretim sistemidir. Uretim
boyunca proses suyu eklenmez. Yag ve prina olusur. Ekolojik olarak cazip bir sistemdir.
Bunun sebebi sivi faz yani karasu, lretim sonucunda olusmamaktadir. Karasuyun
blyik bolimu pirina ile birlikte aciga cikmaktadir ve olusan kati faz %50-60 su, %2-3

oraninda yag icermektedir [13].

Sekil 2.4 Sarekli sistemde ornek diizenek

Sirekli sistemin dnemli avantajlari vardir. Bunlar sirasiyla:

Otomasyona uygun bir sistem olmasi, siirekli ya da yari siirekli olmasi ve is gici
gereksiniminin dislik olmasidir. Bunlarin yaninda ayni giinde Uretimi gerceklestirme

imkani, daha fazla Gretim olanag), daha iyi kalite kontrolli, daha az oda ve yer



gereksinimi, gelistirilmis proses kontrolli ve otomasyonu avantajlar olarak siralanabilir

[14].

Sirekli sistemin dezavantajlari ise; yatirrm maliyeti ve enerji tiiketimi yliksektir. Pirina
yuksek oranda su igerir. Olusan bliyik miktardaki sivi faz bir miktar yag kaybina neden

olur [9].

2.2 Karasuyun Yapisi, Olusumu ve Fiziksel, Kimyasal Ozellikleri

2.2.1 Zeytin Karasuyu

Zeytin meyvesi birlesiminde yilksek konsantrasyonlarda hidrofilik ve lipofilik fenolik
bilesikler igerir. Bu maddeler kati agirligin %1-3’ kadardir [15]. Baslica lipofilik fenoller
“krezol” olarak tanimlanirlar. Hidrofilik fenoller ise fenolik asitler, fenolik alkoller, tat
vericilerdir. Oleuropein, dimetiloleupein, elenolik asit, hidroksitirozol zeytinde

bulundugu bilinen 6nemli fenollerdir [15], [16], [17].

Kesikli sistemlerde olusan karasu miktari 1 ton sikilan zeytin basina yaklasik 0,5 — 0,8
m>diir. Strekli sistemlerde ise uygulanan yéntemin 2 fazl veya 3 fazli olmasina bagli
olarak atik su miktari farkhlik géstermektedir. 2 fazli stirekli sistemlerde proses suyu
kullanilmadigindan sistemde olusan karasu prina icinde kalmakta ve atik olarak karasu
olusmamaktadir. 3 fazl sistemlerde ise 1 ton sikilan zeytin basina yaklasik 1,2-1,7 m?
karasu Uretilmektedir. Tlrkiye’deki iretim prosesleri dikkate alindiginda 3 fazli strekli
sistem uygulamasinin yaklasik %80 oraninda oldugu, Uretilen 170.000 ton zeytinyagina
karsilik yaklasik 950.000 ton zeytin gerektigi ve bu cercevede yilda yaklasik 1.000.000

m? karasu olusacag beklenmektedir.

Karasu, zeytinyagi islemi sirasinda olusan; tamami organik, koyu kahverenkli ve mineral

maddeler bakimindan zengin, asidik nitelikte, sivi atiktir.

10



Sekil 2.5 Zeytin karasuyu

Karasuyun vyapisi kantitatif ve kalitatif olarak asagidaki etkenler uyarinca farklilk

gosterir:

eZeytinin cgesitliligi

eZeytinlerin olgunlugu

eZeytinlerin su icerigi

eTopragin islenmesi

eHasat zamani

ePestisitlerin ve glibrelerin cesitliligi

eiklimsel kosullar

Bu arada zeytinyaginin Uretimi sirasinda ¢ok su kullanimi ise karasuyun seyrelmesine
yol agarak yapisini yine onemli 6lglide degistirir. Karasuyun aritima goénderilmeden
Oonce depolanmasi ise karasuyun yapisinda énemli ol¢lide farklar yaratir. Depolama
sonrasinda, karasuyun asitliligi, cokme o6zellikleri, organik yukl ve askida kati madde

miktari gibi kimyasal 6zellikleri 6nemli farkhliklar géstermektedir.

Ayrica karasu asagidaki ayirt edici fiziksel ve kimyasal 6zellikleriyle hemen goze

carpmaktadir [18], [19];

eYogun koyu kahve- siyah rengi

eKuvvetli spesifik (agir) zeytinyagi kokusu
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eYiiksek miktarda organik kirletici bulundurmasi (318 g/L KOI kadar)

eAsidik pH’lar (3-5,5 arasi)

eYliksek elektrik iletkenligi

eYlksek fenolik bilesik icerigi

oYiliksek kati madde icerigi
Zeytin karasuyunun topraéa_ dogrudan verilmesi, topragin goézeneklilik ve pH gibi
fiziksel ve kimyasal Ozelliklerini etkiler. Ancak, karasuyun sulamada dogrudan
kullanimindaki temel zorluk, fitotoksik etki gosteren ve bitki tohum gelisimini inhibe
edebilen fenolik bilesenlerin yiiksek derisimidir. Karasuyun koyu renkli fenollerinin
ylksek derisimi, karasularin da rengini bozar; ayrica, ylksek indirgen seker derisimi
mikroorganizmalarin solunumunu stimile eder ki bu da suda ¢6ziinmis oksijen

derisimini azaltarak canlilarin yasamini etkiler [20].

2.2.2 Zeytin Karasuyunun Bilegimi

Karasuyun bilesimi genel olarak % 83-96 su, % 3,5-15 organik maddeler, % 0,2-2,0
mineral tuzlardan olusmaktadir. Ayrica zeytin bitkisi 6zsuyu, degerli iz elementleri ve
potasyum, fosfor vb. organik bilesenleri ve pektinler, seker, fenolik bilesikleri ve bitkisel
yaglari da yiiksek miktarda icermektedir. Bu tir atiksular, icerdigi aromatik bilesikler,
basit ve kompleks sekerlerden dolayl, ylksek enerji potansiyeline sahiptir.
Zeytinyaglarindan sizan ve elde edilen yag icinden suyla yikanarak alinan, organik
maddece zengin karasuyun bilesimi: uygulanan teknolojiye, tretim tiriine bagli olarak
farkliiklar gostermektedir. Asagida verilen Cizelge 2.1’de zeytinyagl (retiminde

kullanilan farkli proseslerin su kullanimlari ve atiksu 6zellikleri verilmistir [21].

Cizelge 2.1 Zeytinyagi Gretiminde kullanilan proseslerin su kullanim ve atiksu 6zellikleri

[21].
Proses Tipi Proses Suyu (L) Atiksu Karakteristikleri
Hacim (L) KOT (g/'kaz)
Kesikli (Pres) 0-40 40-50 90-130
Surekli (3-faz) S0-70 00-110 60-90
Surekli (2-faz) 0 5-10 10-15

12



Zeytinyagl endustrisi atiksularinin yapisinda bulunan organik maddeler, polifenoller,
karbohidratlar, polisakkaritler, seker, azot bilesikleri, polialkoller, yag ve gres, bu suyun

onemli kirletici 6zellikleri arasinda yer almaktadir.

Karasuyun, yiiksek biyokimyasal oksijen ihtiyaci (BOi = 50-100 g/L), kimyasal oksijen
ihtiyaci (KOI = 80-220 g/L) ve toplam organik karbon (TOK = 10-110 g/L), icerigi
nedeniyle, aritimi 6nem tasimaktadir. Zeytinyagl karasularinin yapilarinda bulunan
tanninler, polifenoller ve polialkoller, antimikrobiyal aktiviteye ve bu nedenle de

ylksek toksisiteye sahiptirler [22].

Uretim bazinda ¢ikan karasu karakteri incelendiginde kesikli (iretim sistemlerinde daha
az karasu olugmaktadir. Ayrica kirletici yiukinin organik madde bazinda 90.000 —
130.000 mg/L KOI, 3 fazlh siirekli sistemlerde 40.000 - 220.000 mg/L KOIi ve 2 fazl
sistemlerde ise 10.000 — 15.000 mg/L KOi arasinda degistigi goriilmektedir. Bu
atiksularin askida kati madde miktarinin kesikli sistemlerde ortalama olarak 4.500

mg/L, 3 fazli surekli sistemlerde ise 2.500 mg/L oldugu belirtilmektedir [11].

Klasik ve surekli yontemle zeytinyagl Uretimi yapan tesislerden c¢ikan karasularin

bilesimleri Cizelge 2.2’de verilmistir.

Cizelge 2.2 Klasik ve siirekli yontemle zeytinyagi Gretimi yapan tesislerden gikan
karasularin bilesimleri [11]

Parametre Klasik Yontemde Siirekli Yontemde Atilan
Atilan Karasu Karasu
pH 4,5-5 4,7-5,2
Toplam Kati Madde %12 %3
Toplam Ugucu Kati %10,5 %2,6
Madde
Toplam Mineral Kati %1,5 %0,4
Madde
Askida Kati Madde %0,1 %0,9
Kimyasal Oksijen ihtiyaci | 120-200 44
(/L)
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Cizelge 2.2 Klasik ve siirekli yontemle zeytinyagi Gretimi yapan tesislerden ¢ikan
karasularin bilesimleri (devami)

Parametre Klasik Yontemde Siirekli Yontemde Atilan
Atilan Karasu Karasu
Biyokimyasal Oksijen 90-140 33
ihtiyaci (g/L)
Seker %2-8 %1
Toplam Azot %5-2 %0,28
Organik Asitler %0,5-1 -
Polialkoller %1-1,5 %1
Pektin, Tanin vb. %1 %0,37
Polifenoller %1-2,4 %0,5
Yag ve Gres %0,03-10 %0,5-2,3

Ayrica karasu kirlilik karakteristikleri ile ilgili yapilan galismalar Cizelge 2.3’de verilmis,
buna gore cesitli liretim proseslerinden olusan atiklarin standart olmayip farklilk

gosterdikleri gorilmiustar.

Gizelge 2.3 Karasu kirlilik karakteristiklerine iliskin literatlir 6zet

Parametre [23] [24] [25] [26] [27] [28] [29]
(1974) || (1981) || (1992) || (1993) (1998) (2006) (2009)

pH - 4,7 5,3 3-5,9 5,1 - 4,9
KOi (g/L) 195 - 109 40-220 122 262- 151,4
301
BOI (g/L) 38 - 41 23-100 42,0
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Cizelge 2.3 Karasu kirlilik karakteristiklerine iliskin literatiir 6zet (devami)

Parametre [23] [24] [25] [26] [27] [28] [29]
(1974) || (1981) || (1992) || (1993) (1998) (2006) (2009)
TKM (g/L) - 1-3 19 1-20 102 128 66,0
TOK (g/L) - - 16.7 81 -
Yag ve - - 2.33 1-23 9.8 3.5 15,4
Gres (g/L)
Ucucu 5-10 0.78 10 0.96 0.95 -
Organik -
Asitler
(/L)
Toplam 0.81 0.3 0.6 1.2 0.95 0.5 -
Azot (g/L)

Bitkisel Urlinler kapsaminda zeytin yapragi ve karasuyunun antioksidan etkilerini
arastiran cok sayida in vitro calisma yapilmistir. Bouaziz ve ark. [30] tarafindan Tunus
bolgesinde yetisen zeytin tirlerinde bulunan saf flavonoidler ve diistik molekil agirhkli
fenoller serbest radikal supirme aktiviteleri bakimindan kendi aralarinda ve
batillendirilmis hidroksitoluen (BHT) ile karsilastiriimistir. Elde edilen sonuclara gore,
BHT’e gore en yiiksek antioksidan aktiviteyi hidroksitirosol’iin daha sonra kafeik asitin

ve kuarsetinin gosterdigi bildirilmistir.

Bir baska calismada [31], hidroksitirosol'lin ve oleuropein’in oksidasyona karsi BHT ve

vitamin E'den ¢ok daha etkili oldugu saptanmustir.

Bir grup arastirici tarafindan da [32], hidroksitirosol ve kafeik asitin -orto grubunda iki
hidroksil grubunun bulunmasi yiiksek antioksidan aktivite gostermelerine, tirosol, p-

kumarik asit ve p-hidroksifenilasetikasidin ise tek hidroksil grubu icermeleri ise dislk
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antioksidan aktivite gostermelerine neden oldugu seklinde bir agiklama yapilmistir.
Zeytin karasuyu ile yapilan c¢alhsmalarda agirlikli olarak ana etken maddesi
hidroksitirosol lzerinde durulmakla birlikte Cardinali ve ark. [33], tarafindan zeytin
karasuyunun antioksidan etkiye sahip bir diger 6nemli bileseninin verbaskosid oldugu
bildirilmektedir. Obied ve ark. [34], tarafindan da hidroksitirosol asilohidroelenolat ve
p-kumarol-6’-sekologanosid (komselogosid) olmak Uzere iki yeni biofenolik bilesik
tanimlanmis ve bu bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin hidroksitirosol ve oleuropeine

gore daha yiiksek oldugu ortaya konmustur.

Azbar vd. [35], zeytin karasularinin anaerobik aritimindan 6nce 6n aritma olarak ¢esitli
koagtlantlar kullanarak kimyasal ¢oktiirme prosesini denemislerdir. Koaglilant olarak
Al,SO4, FeSO, ve FeClz kullaniimistir. Her bir koagilant icin 3 farklh dozaj degeri
uygulanmis ve optimum dozaj degerleri belirlenmistir. Kimyasal c¢oktliirme
uygulamalarindan 6nce karasu numunesi asitle parcalama islemine tabi tutulmustur.
Asitle parcalama islemiyle birlikte KOI ve fenol konsantrasyonlari sirasiyla %15,0 ve
%4,3’l0k giderim verimleri ile 83,2 g/L ve 3,9 g/L degerlerine inmistir. Calisma sonunda
en yiksek KOi giderim verimi 6 g/L Al,SO, dozajiyla %47 olarak, en yiiksek fenol
giderimi ise 6 g/L FeSO,4 dozajiyla %53 olarak elde edilmistir.

Hanafi vd. [36], tarafindan yapilan calismada zeytin karasularinin elektrokoagtilasyon
ile artiminda KOIi, polifenol ve renk giderim verimleri ile aritma maliyetleri
arastirilmistir. Bunun i¢in kullanilan karasu o6rnegi ham karasu numunesinin 5 kat
seyreltilmesi ve filtrelenmesi ile elde edilmistir. Calisilan karasu numunesinin KOI
konsantrasyonu 20 g/L, polifenol konsantrasyonu 0,26 g/L ve iletkenlik degeri 3,6
mS/cm’dir. Yapilan calismada elektrokoagilasyon suresi, akim yogunlugu ve eklenen
elektrolit ¢ozeltisinin optimum degerleri arastirilmistir. Buna gbre en iyi sonuglarin,
karasuya 2 g/L NaCl ¢ozeltisi eklenen numunede, elektrokoagilasyon siiresi olarak 15
dakikada ve akim yogunlugu olarak 25 mA/cm? degerinde elde edildigi tespit edilmistir.
Bu optimum siirelerde elde edilen KOi, polifenol ve renk giderim verimleri %70’in
izerinde gerceklesmistir. Giderilen KOi’nin kg’i basina harcanan enerji degeri 2,63 kWh
olarak bulunurken, harcanan aliminyum elektrot miktari 85 g olarak gerceklesmistir.
Elektrokoagiilasyon isleminin maliyeti ise giderilen KOi’nin kg’i basina 0,27 Avro olarak
tespit edilmistir.
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2.3 Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis yoriingelerinde bir veya birden fazla giftlesmemis elektron ihtiva
eden atom veya molekillerdir. Bu yapidaki maddeler ¢iftlesmemis elektronlarindan
dolayi oldukga reaktif ve zararhdirlar. Serbest radikaller pozitif yikliu (katyon), negatif

yukli (anyon), veya elektriksel olarak notral olabilirler [37], [38].

Biyolojik sistemlerdeki serbest radikallerin en énemlisi, oksijenden olusan radikallerdir.
Serbest oksijen radikali biyokimyasinda anahtar roli oynayan maddeler oksijenin
kendisi, sliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksil radikali ve gecis metalleri iyonlari

anahtar roldedir [39].

2.3.1 Serbest Radikallerin Olusumu

icinde bulundugumuz cevrede cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar nedeniyle
devamli bir radikal yapimi vardir. Hiicresel kosullarda da ciddi bir miktar ve gesitlilikte
radikaller Uretilmektedir. Nerede ve nasil Uretildiklerine bakilmaksizin, radikaller

baslica 3 temel mekanizma ile olusurlar [40].

- Kovalent baglarin homolitik kirilmasi ile;

Yiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiksek sicaklik (500-600 °C) kimyasal
baglarin kirllmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri
ayri ayri atomlar Gzerinde kaliyorsa, bu tir kirilmaya homolitik kirllma denir ve her iki
atom (zerinde de paylasiimamis elektron kalir. Organik molekillerdeki baglarin

heterolitik kirllmasi durumunda zit yukla iyon giftleri olusur ve bu tiirler de reaktiftir.

X:Y — X-+Y:

-Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi ile;

Radikal ozelligi bulunmayan bir molekiilden elektron kaybi sirasinda dis orbitalinde
paylasiimamis elektron kaliyorsa, radikal formu olusur. Ornegin askorbik asit, glutatyon
ve tokoferoller (E vitamini) gibi hiicresel antioksidanlar, radikal tiirlere tek elektron

verip radikalleri indirgerken, kendilerinin radikal formlari olusur. Glutatyon (GSH)
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radikalleri indirgerken, kendisinin tiyil radikali (GS) olusur. iki tiyil radikalinin birbiriyle

tepkimesi sonucu olusan tir ise glutatyonun oksitlenmis (GSSG) formudur.

X:Y — X:+Y'

- Normal bir molekiile elektron transferi ile;

Radikal oOzelligi tasimayan bir molekiile tek elektron transferi ile dis orbitalinde
paylasilmamis elektron olusturuluyorsa, bu tir indirgenme radikal olusumuna neden
olabilir. Ornegin molekiiler oksijenin tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan
superoksitin olusumuna neden olur. Bu mekanizma ile radikal yapimi biyolojik

sistemlerde yaygin olarak gerceklestiginden canlilar igcin 6nemlidir [40].

A+e —» A~

2.3.2 Serbest Radikal Kaynaklari

Serbest radikal kaynaklari endojen ve eksojen olmak Uzere iki genel baslik altinda

siniflandirilabilir.

2.3.2.1 Endojen Kaynaklar

- Mitokondriyal ve mikrozomal e transport zinciri;

Hiicrelerdeki en biylik serbest radikal kaynagi, elektron transport zincirinden elektron
sizintisidir. Mitokondri i¢ zarinda yerlesmis oksidatif fosforilasyon zinciri bilesenleri
blyik oranda indirgendigi zaman mitokondriyal stiperoksit radikal Gretimi de artar.
Endoplazmik retikulum ve niikleer membranda serbest radikal liretimi ise membrana
bagl sitokromlarin oksidasyonundan kaynaklanir. Membrana bagli sitokrom P-450 ve
b5, doymamis yag asitleri ve ksenbiyotikleri redikte ederken dioksijen ve diger

substratlari okside eder [39].

- Peroksizomlar, oksidan enzimler ve proteinler;

Peroksizomlar, gicli hicresel hidrojen peroksit kaynagidir. Bu yapilarin iceriginde

¢okca bulunan, D-amino asit oksidaz, lirat oksidaz, L-alfa-hidroksi asit oksidaz ve yag
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asidi acil KoA oksidaz gibi oksidazlar hidrojen peroksit aciga cikarici 6zellige sahiptirler.
Cogu enzimin katalitik sikluslari esnasinda serbest radikaller olusur. Ksantin oksidaz da
bu enzimlerden biri olup normalde dehidrogenaz olarak etki eder ve herhangi bir
serbest radikalin olusumuna sebep olmaz. Ancak in vivo olarak olusturulan iskemi, bu
enzimin dehidrogenaz formundan oksidaz formuna donlismesine ve stiperoksid radikali
olusmasina neden olur. Aldehid oksidaz, dihidrooratat dehidrogenaz, flavoprotein
dehidrogenaz, amino asid oksidaz ve triptofan dioksigenaz gibi enzimlerde benzer

sekilde radikal olusmasina sebep olurlar [39].

- Arasidonik asit dongiisiiniin aktivasyonu;

Arasidonik asit metabolizmasi reakif oksijen tirlerinin 6nemli bir kaynagidir. Fagositik
hicrelerin uyarilmasi fosfolipaz ve protein kinazin aktivasyonuna ve plazma
membraninda arasidonik asidin salinimina yol agar. Aragidonik asidin enzimatik

oksidasyonuyla da cesitli serbest radikal ara trlinleri meydana gelir [39].
Arasidonik Asid

Siklooksigenaz Lipoksigenaz

Porfirin Radikalleri

OH

Peroksidler
Prostaglandin Hidroperoksieikosa
Endoperoksit tetraenoik asit

GSH
Serbest Peroksidaz\
Radikal ara Peroksitler
drdnleri
v
Tromboksanlar Prostaglandinlar Hidroksieikosa

tetraenoik asid

Sekil 2.6 Arasidonik asit metabolizmasi sirasinda serbest radikallerin sentezi [39]
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- Oksidatif stress yapici durumlar;

iskemi, bir organa gelen kan akiminin, &zellikle cerrahi islemler ve organ
transplantasyonu gibi cesitli nedenlerle yetersiz hale gelmesi veya durmasidir. iskemi
sonucunda doku hipokside kalir ve hipoksik doku hasari ortaya ¢ikar. iskeminin uzun
sirmesi sonucunda hicrelerin butinligu kaybolur, hatta hiicresel 6lim meydana gelir.
iskemili bir dokuda kan akiminin yeniden baslamasi durumunda (reperfiizyon), ézellikle
dokuya gelip yerlesen polimorfonikleo |6kosit tarafindan salinan serbest oksijen

radikalleri, dokudaki yikimi arttirici etki yaparlar [41].

-Fagositik hiicreler;

Fagositik hiicreler, enfeksiyona karsi viicudun hiicresel cevabini baslatan hiicrelerdir.
Bu hticreler: nétrofiller, monositler ve makrofajlar, eozinofiller, lenfositler, endotenyal
hiicrelerdir. Fagosit hicreler, fagositoz sirasinda bakterileri 6ldiirmek icin hidrojen
peroksid veya hipoklor6éz asid meydana getirirler. Bu islemleri 6nemli iki tir

mekanizma ile gergeklestirirler [42]:

- Miyeloperoksidaz sistemi

- NADPH (Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat) oksidaz sistemi
- Plazma Membrani;

Plazma membraninda bulunan lipoksigenaz, prostaglandin sentetaz, fagositlerde
bulunan NADPH oksidaz, lipid peroksidasyonuna sebep olan serbest radikallerin
kaynaklaridirlar. Fagositoz esnasinda, oksijen kullanimi arttigindan oksijenden
siperoksid dolayisiyla hidrojen peroksid aciga cikisi da artar. Bu nedenle fagositik
hiicrelerin plazma membranlari NADPH oksidazin aracilik ettigi serbest radikal

Uretiminde 6nemli bir kaynaktir [42].

2.3.2.2 Eksojen Kaynaklar

Serbest radikallerin meydana gelmesinde zararli gines isinlarinin (UV), X isinlarinin,
sigarada bulunan zararl maddelerin, alkollerin, yaglarin olusumu ve yikimi olaylarinin,

sanayi atiklarinin, ylkseltgeme egilimi blyik olan metallerin, araglarin egzozundan
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¢tkan dumanlarin, ozonun (03), kirli havanin ve pis suyun etkili olabilecegi bilinmektedir

[43].

2.3.3 Serbest Radikal Tiirleri

Cizelge 2.4 Serbest radikal turleri

Oksijen Merkezli Serbest Radikaller

Karbon Merkezli Serbest Radikaller

Stiperoksit radikali (0,")
Hidroksi radikali (HO®)
Singlet oksijen (O,)
Peroksinitrit radikali (ONOO")
Alkolsil radikali

Peroksil radikali

Lipid radikali (L")
Lipidperoksit radikali (LOO")
Karboksil radikali (LCOO®)

Trikloro metil radikali ("CCl)

Azot Merkezli Serbest Radikaller

Demir Merkezli Serbest Radikal

Nitrik oksit (NO)
Azot dioksit (NO,)

Perferril radikali

Hidrojen Merkezli Serbest Radikal

Kiiktuirt Merkezli Serbest Radikal

Hidrojen atomu (H)

Tiyil radikali (RS")

Radikal olmayan Toksik Metabolitler

Hidrojen peroksit (H,0,)
Ozan (03)
Lipid hidroperoksit (LOOH)

2.3.3.1 Siiperoksit Radikali

Slperoksit radikali canhlarda olustugu ilk gosterilen radikal olup genel olarak

mekanizma ile Uretilir [40].




1. indirgeyici ©zellikteki biyomolekiiller oksijene tek elektron verip kendileri
oksitlenirlerken stiperoksit radikali olusur. Hidrokinonlar, flavinler, tiyoller,
katekolaminler, ferrodoksinler, indirgenmis niikleotidler gibi ylzlerce biyolojik molekiil

aerobik ortamda oksitlenirken stiperoksit yapimina neden olurlar.
Fe’ +0, — Fe* + 0,

Cu'+0, —» Cu*"+0,¢

2. Basda ¢esitli dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak Uzere, ylzlerce enzimin katalitik

etkisi sirasinda stperoksit radikali bir Griin olarak olusabilir.

3. Mitokondrideki enerji metabolizmasi sirasinda oksijen kullanilirken, tlketilen
oksijenin %1-5 kadari stperoksit yapimi ile sonlanir. Buradaki radikal yapiminin nedeni
NADH dehidrogenaz ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilardan oksijene elektron

kacaginin olmasidir.

4. Aktive edilen fagositik I6kositler bol miktarda stiperoksit treterek fagozom icine ve
bulunduklari ortama verirler. Antibakteriyel etki icin gerekli olan bu radikal yapimi,

daha reaktif tiirlerin olusumunu da baslatir.

Superoksit radikali kendisi direkt olarak zarar vermez. Bu radikal anyonun asil 6nemi,
hidrojen peroksit kaynagi olmasi ve gegis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasidir.

Slperoksit radikali diisiik pH degerlerinde daha reaktifdir, oksidan perhidroksi radikali
(HOe®;) olusturmak tzere protonlanir [38].

Siperoksit radikali ile perhidroksi radikali birbirleriyle reaksiyona girince biri okside
olur digeri indirgenir. Bu dismutasyon reaksiyonunda molekiiler oksijen ve hidrojen
peroksit meydana gelir [38].

HOje + Oy + HY — 0, + H,0,

Aerobik canlilarda sliperoksitlerin H,O,'ye cevrilmesi katalitik aktivitesi ¢ok yliksek bir

enzim olan siperoksit dismutaz (SOD) tarafindan katalizlenir [40].

Superoksit radikalinin fizyolojik bir serbest radikal olan nitrik oksit (NOe) ile birlesmesi

sonucu bir reaktif oksijen tiirl olan peroksinitrit (ONOO’) meydana gelir. Peroksinitrit,

22



nitrit (NO,) ve nitrat (NO3’) olusturmak lzere metabolize edilir. Peroksinitrit, azot
dioksit (NO,"), hidroksil radikali (OH®), nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik Uriinlere

dénusebilir ki nitrik oksitin (NO" ) zararli etkilerinden peroksinitrit sorumludur [38].

2.3.3.2 Hidrojen Peroksit (H,0,)

Hidrojen peroksit (H,0,), stiperoksidin ¢evresindeki molekillerden bir elektron almasi
veya molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekillerden iki elektron almasi sonucu olusan

peroksitin iki proton (H") ile birlesmesi sonucu meydana gelir [38].
020_ +e + 2HJr —_—> H202

Oz+2e_+2H+ —— > H,0,

Biyolojik sistemlerde hidrojen peroksidin asil lretimi, sliperoksidin (Oe)
dismutasyonu ile olur [2].

20,0 + 2H'—— H,0,+0;

Hidrojen peroksit bir serbest radikal olmadigi halde reaktif oksijen tirleri (ROS)
kapsamina girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Cunki Fe**
veya diger gecis metallerinin varliginda Fenton reaksiyonu sonucu, slperoksit
radikalinin (O,-") varliginda Haber-Weiss reaksiyonu sonucu en reaktif ve zarar verici

serbest oksijen radikali olan hidroksil radikali (OH") olusturur [38].
Fe’" + H,0, — Fe** + OH" + OH~ (Fenton Reaksiyonu)

H+

0O, + H,0, 0, + H,0 + OH" (Haber-Weiss Reaksiyonu)

2.3.3.3 Hidroksil Radikali

Hidroksil radikali (OH"), Fenton reaksiyonu ve Haber-Weiss reaksiyonu sonucu hidrojen
peroksitin gegis metallerinin varliginda indirgenmesi sonucu olugmaktadir. Bir de suyun
yiksek enerijili iyonize edici radyasyona maruz kalmasi sonucunda olusur.
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H-O-H —> He+eOH (2.13)

Hidroksil radikali oldukca reaktif bir oksidan radikaldir ve yarilanma émri ¢ok kisadir.
Tioller ve yag asitleri gibi molekiillerden bir proton kopararak tiyil radikalleri (RSe) ve

farkh yeni radikallerin olusumunu saglarlar [39].

Hidroksil radikali, sekerler, aminoasitler, fosfolipitler, DNA bazi ve organik asitlerde
yasayan neredeyse tiim molekiil tiirleriyle yiiksek oranda tepkimeye girerler. Ornegin

metil alkol ile [37];
CH3;OH + e«OH — H,O + ¢CH,0OH tepkimesini gerceklestirirler.

2.3.3.4 Singlet Oksijen

Singlet Oksijen (0;), ortaklanmamis elektrona sahip olmadigi icin radikal olmayan
reaktif oksijen molekilidir. Bu molekil serbest radikal reaksiyonlari sonucu
olusabildigi gibi serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina da neden olabilir. Singlet
oksijen, oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters yoninde

olan baska bir orbitalle yer degistirmesi sonucu meydana gelir [39].

2.3.3.5 Nitrik Oksit Radikali

NO, endotel hiicreler, vaskiiler diiz kas hicreleri, néronlar, trombosit, markofaj ve
notrofil gibi cok farklh memeli hiicre tiplerinde sentezlenir. NO veya bazi ilgili reaktif
nitrojen tirleri, trombosit agregasyonunu onlemek icin bir nérotransmiter gibi haraket
eder. Ayrica bunlar, timor hiicreleri, parazit ve bakterilere karsi bagisiklik sisteminin
savunma molekuilleridir. Ancak fazla miktarda NO, peroksinitrit ve diger reaktif nitrojen
turlerinin, potansiyel sitotoksik ve hiicreyi cevreleyen hasarlara yol agma

kabiliyetlerinin oldugu kabul edilmektedir.

Nitrik oksitin stperoksit dismutaz (SOD) enzimiyle yarismaya girmesi ve siperoksit
(O,¢7) radikaliyle etkilesmesi sonucu peroksinitrit (ONOQO™) olusur. Boylece nitrik oksitin

fizyolojik etkisi inhibe edilir, oksidatif etkisi ortaya cikar.

O, + NOe —>» ONOO (peroksinitritin)
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Peroksinitrit, nitrik oksit toksisitesinin baslica sorumlusudur. Peroksinitritin proteinlere
dogrudan zararli etkileri vardir ve azot dioksit (NO,e), hidroksil radikali (OHe),

nitronyum iyonu (NO,") gibi toksik triinlere dénusir [38].

2.3.4 Serbest Radikallerin Etkileri

Serbest radikaller hiicrelerin lipid, protein, DNA, karbohidrat ve enzim gibi tim 6nemli

bilesiklerine etki ederler. Radikallerin bu etkilerini asagidaki basliklarda incelenebilir.

2.3.4.1 Serbest Radikallerin Membran Lipidlerine Etkileri

Biyomolekdillerin hepsi serbest radikaller tarafindan etkilenir ama lipidler en hassas
olanidir. Lipid peroksidasyonu, organizmada olusan serbest oksijen radikalin etkisiyle
membran yapisinda bulunan doymamis yag asidi zincirinden bir hidrojen atomunun
uzaklastiriimasiyla baslar. Boylece yag asidi zinciri lipid radikali 6zelligi kazanmis olur.

Olusan lipid radikali dayaniksizdir ve bir dizi degisiklige ugrar.

Xe+lH —> XH+Le

Molekildeki cift baglarin pozisyonlarinin degismesiyle dien konjugatlari olusur ve sonra

lipid radikalinin oksijen ile birlesmesiyle de lipid peroksid radikali (LOO®) olusur.

Lipid peroksil radikalleri membran yapisinda bulunan diger doymamis yag asitlerini
etkileyerek yeni lipid radikallerin olusumuna sebep olurlar. Kendileride agiga ¢ikan

hidrojen atomlarini alip lipid hidroperoksitlerine donusiirler.
Le + O, —» LOOQe

LOOe +LH — Le +LOOH

Lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonlari iki lipid peroksid radikali etkilesinceye kadar

devam eder ve siklik peroksid (LOOL) olusumu ile sonlanir [44].

LOOe + LOOe —>» LOOOOL

LOOOOL — radikal olmayan urinler + O,
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2.3.4.2 Proteinlere Etkileri

Proteinlerin serbest radikallerden etkilenme dereceleri aminoasit komposizyonlarina
baghdir. Doymamis bag ve silfir ihtiva eden molekillerin serbest radikallerle
reaktivitesi ylksek oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, sistein
gibi aminoasitlere sahip proteinler serbest radikallerden kolayca etkilenirler. Ozellikle
sulfir radikalleri ve karbon merkezli radikaller meydana gelir. Bu reaksiyonlar sonucu
immunglobilin G ve alblmin gibi fazla sayida dislilfid bagi bulunduran proteinlerin Ug¢
boyutlu yapilari bozulur. Béylece normal fonksiyonlarini yerine getiremezler. “Hem”

proteinleri de serbest radikallerden dnemli oranda zarar gorirler [39].

2.3.4.3 Serbest Radikallerin Metabolizmadaki Olumsuz Etkileri

Reaktif oksijen tirlerinin artmasi sonucu saghkli hicrelerde apopitoz, hiicresel
islevlerde bozukluklar ve inflamasyon meydana gelebilir. Bu olumsuz durumlar

ateroskleroz, Alzheimer, Parkinson gibi dejeneratif hastaliklara sebebiyet verir [45].

Hiicre tahribati
DNA hasa
> Mutasyonlar
Niikleotid koenzim aktivitesinin tahribat
[ NAD(P)H’in redoks konumunda degigim
Enzimlerde tiol-bagli yapilarda karigiklik
[ Disiilfit baglarin bozulmas:

Lipid ve proteinlerin kovalent baglanmasi

Lipid metabolizmasi ve enzim aktivitesinde degisiklikler
Proteinlerde hasar sonucu, protein turnover’s artar
Lipid peroksidasyonu, membran yap1 ve fonksiyonunda degisiklikler

Sekonder lipid peroksit iiriinleri ve buna bagh diger hiicre
membran yapilannda ve fonksiyonlarinda bozulmalar.

Membran proteinlerinde hasar, membran transportu bozulabilir.

Sekil 2.7 Canh organizmada serbest radikal ile hasar olusabilecek durumlar [46]
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DNA (deoksiriboniikleik asit)’ nin tim vyapisal elemanlari oksidatif hasara karsi
hassastirlar . DNA’nin reaktif oksijen radikalleri tarafindan oksidasyona ugratilmasi DNA
zincirinde kirilmalara ve DNA tamirinde bozulmalara yol agip mutagenezi arttirabilir,

kanser gelisimine ve hiicre yaslanmasina neden olabilir [47].

2.4 Antioksidanlar ve Antioksidan Aktivite

2.4.1 Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
supirerek hicrenin zarar gormesini engelleyen ve vyapisinda genellikle fenolik

fonksiyon tasiyan molekillerdir [48].

Vicutta kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarini
vererek serbest radikalleri notralize etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline
gelmemeleridir [49]. Antioksidanlarin insan saghgindaki yerini belirleyen en 6nemli
faktorler, onlarin kimyasal yapilar, c¢ozunurlikleri, yapi/aktivite iliskileri ve dogal

kaynaklardan elde edilebilmeleridir [50].

Canli sistemlerde gerceklesen biitin fizyolojik stirecler; enzim, hormon ve iz elementler
gibi farkl ajanlar tarafindan yodnetilen oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlarinin
kompleks kombinasyonlarini igerir. Canlilarda redoks dengesinde meydana gelebilecek
herhangi bir degisiklik, hlicrelerin ve doku fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olabilir.
Antioksidan maddeler dokularda dogal olarak bulunur ve farkli oksidasyon
reaksiyonlarini diizenler. Ayrica, antioksidan maddeler veya antioksidan savunma
sistemlerinde bulunan bazi bilesenlerin endojen sentezinde meydana gelebilecek bir

yetersizlik, farkh hastalik tiirlerini meydana getirebilir [51].

2.4.2 Antioksidan Aktivite

Canlilar vyasamsal faaliyetleri devam ettirebilmeleri icin enerjiye gereksinim
duymaktadirlar. Bu enerji, glukoz ve yag asitleri gibi molekdillerin oksidasyonu ile elde
edilmektedir. Ancak, oksidasyon reaksiyonlari sonucunda reaktif oksijen formlari (ROS)
olarak adlandirilan, aralarinda kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklarin da bulundugu
bircok kronik hastaligin baslamasina neden olan ve yapisinda oksijen iceren serbest
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radikaller olusmaktadir. Bu serbest radikaller, DNA’larin ve proteinlerin zarar

gormesine neden olmaktadirlar.

Oksijen tliketen organizmalarin timdinde; lipit, protein ve DNA gibi biyolojik
molekillerin oksidasyonunu o6nleyen enzimatik veya enzimatik olmayan c¢esitli
antioksidan bilesikler bulunmaktadir. Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz
(GSH-Px) ve katalaz (CAT) en onemli antioksidan enzimlerdir. Enzimatik olmayan
antioksidan bilesikler ise; basta askorbik asit (C vitamini), a-Tokoferol (E vitamini),
karotenoidler, polifenoller olmak (izere, indirgenmis glutatyon, albumin, seruloplazmin

ve ferritinden olusmaktadir [52].

HS
0
© oo A A AN
HOOC,_ PAVANe,
= H

H, 0

@)
I
=i

Sekil 2.8 Askorbik asit ve glutatyon kimyasal yapilari

Genel olarak, bu antioksidanlar asagida belirtilen bir ya da birka¢ yolla oksidanlari

etkisiz hale getirirler;

1- Toplayic Etki (Scavenging): Oksidanlari daha zayif yeni bir molekile doénistiirerek

etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve molekiiller bu yolla etki eder.

2- Bastirict Etki (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine

denir. Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki eder.

3- Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin, seriiloplazmin ve

agir metaller oksidanlari kendilerine baglar ve inaktive eder.
4- Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormis biyomolekdlleri onarirlar.

Belirtilen bu yollar arasindan; polifenoller, serbest radikalleri baglamak, metallerle
kelat olusturmak ve lipoksigenaz enzimini inaktive etmek suretiyle antioksidan etki
gostermektedir [53]. Buna karsin; askorbik asit, E vitamini ile provitamin A aktivitesi
gosteren R-karoten, oksijenin reaktif formlarini inaktive etmek suretiyle bu etkiyi
gostermektedir.

28



Antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla bircok yontem bulunmaktadir. Bu
yontemlerin bir bolim{ hidrojen atomu transferi (HAT) reaksiyonuna dayanmakta,
diger bir bolimu ise elektron transferi (ET) yontemine dayanmaktadir. HAT'ne dayal
antoksidan aktivite o6l¢im yontemlerinde; antioksidan (AH) ve lipid (LH), azo
bilesiklerinin pargalanmasi ile olusan peroksi radikalleri igin yarismaktadir [54]. Bu

reaksiyonlar esitlik olarak asagida verilmistir.

ROOe + AH 5>ROOH + Ae

ROOe + LH -ROOH + Le

HAT'ne dayali yontemler arasinda; oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) ile

toplam radikal tutma antioksidan parametresi (TRAP) yontemleri bulunmaktadir.

ET’ ne dayali yontemler ise, antioksidan tarafindan indirgenen oksidanin renginde
meydana gelen degisimleri 6lgmektedir. Renkteki degisim ile antioksidan aktivite
arasinda bir bag kurulmaktadir [54]. ET’ne dayal yontemler arasinda; Troloks esdeger
antioksidan kapasitesi (ABTS/TEAC), 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal tutma kapasitesi
(DPPH), ferrik iyon indirgeme antioksidan parametresi (FRAP) ve N,N-dimetil-p-

fenilendiamin analizi (DMPD) yontemleri bulunmaktadir.

2.4.3 Enzimatik Antioksidanlar

2.4.3.1 Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Slperoksitin hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene donisimini katalizleyen

enzimdir.
20,0 +2H'—» H,0,+0,

Beyinde yaygin bir sekilde bulunur ve aktivitesi yas artisiyla orantili olarak artar.
insanlarda 2 tipi olan bu enzim, sitozolde bulunan dimerik Cu ve Zn ihtiva eden Cu, Zn-
SOD ile mitokondride bulunan ve tetramerik Mn ihtiva eden Mn-SOD seklinde 2
izomerdir [55]. Her iki SOD’un katalizledigi reaksiyon aynidir. Bu enzimin fizyolojik

fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri stiperoksit serbest radikallerinin zararli
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etkilerine karsi korur. Ayrica SOD fagosite edilmis bakterilerin intraseliler

oldirilmesinde de rol oynar [39].

2.4.3.2 Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px)

Glutatyon peroksidaz, H,O, ve lipid peroksitlerin indirgenmesinde goérev alir.
indirgenmis glutatyona ihtiya¢c duyar. Peroksitten su olusumunu saglayan tepkimeyi

katalize eder:
H,0, + 2GSH - 2H,0 + GSSG

H,0," in dlstk konsantrasyonlarinda katalaz, yiksek konsantrasyonlarinda glutatyon

peroksidaz daha aktiftir [56].

Glutatyon redliktaz esas olarak glutatyon peroksidaz katalizasyonu sonucu olusan

okside glutatyonun indirgenmesi reaksiyonunu katalizler:
GSSG + NADPH + H+ > 2GSH+NADP"

Glutatyon transferaz arasidonik ve linoleik asit hidroperoksitleri basta olmak lizere lipid

peroksitlerin detoksifikasyonunda gorev alir [56].

2.4.3.3 Katalaz (CAT)

Hidrojen peroksiti su ve molekiler oksijene donistiren reaksiyonu katalizler:
2H,0, - 2H,0 + O,

Katalaz organizmada tiim hiicrelerde 6zellikle peroksizomlarda bulunur [39], [56].

Katalaz (H,O,: H,0, oksido-rediiktaz) yapisinda doért tane hem grubu bulunan bir
hemoproteindir. Katalaz esas olarak peroksizomlarda daha az olarak sitozolde ve
mikrozomal fraksiyonda bulunur. Granililomatoz hiicrelerde katalaz, hicreyi kendi
solunumsal patlamasina karsi koruma islevi de gorir. Hidrojen peroksidi (H,0,) ortadan

kaldirarak hidroksil serbest radikali (OHe) olusumunu onler.
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2.4.4 Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

2.4.4.1 E Vitamini

Dogada 7 farkli izomer yapisinda bulunan Tokoferoller, baslica bitkisel Griinlerde
mevcutturlar. Hayvan organizmasi pek az miktarda igerir. Ozellikle bitkisel yaglarda,
yesil yaprakl sebzelerde, baklagillerde, ceviz, findik, sit, yumurtada bulunurlar.
Tokoferoller, monofenolik yapidaki dogal antioksidanlardir. Antioksidan etkileri vitamin

etkilerinin tersine olarak a’dan y’ya dogru artar [57].

2.4.4.2 CVitamini

Kapal formili CgHgOg olan bir ketolaktondur. Yapisi karbohidratlardan heksozlara
benzer. Hayvanlarin ¢ogu C vitamini sentezini kendisi yapabilirken insanlar yapamaz. C
vitamini vicutta hidroksilasyon reaksiyonlari ve demir emiliminde goérev alir. Ayrica
sulu peroksil radikalleri ile reaksiyona girerek antioksidan gorevini de yerine getirir

[42].

Kapiler damarlarin zedelenmesine bagli petesi ve ekimozlar gorilir. Cocuklarda C
vitamini eksikligi sonucu Barlow hastaligi ile kurbaga ayagi pozisyonu gorulir, dis etleri

siser ve kanar.

C vitamini en ¢ok yabani gil tohumu, limongiller, kus Gzimi, taze sebze ve
meyvelerde, 6zellikle portakal, greyfurt gibi turuncgillerde, ¢ig lahana, domates ve
salgamda bulunur. Viicutta depolanmadigindan, her giin diizenli olarak alinmasi

gerekir [42].

2.5 Fenoller ve Zeytin Karasuyu

2.5.1 Fenolik Bilesikler ve Antioksidan Etkileri

Fenolik bilesikler, bir aromatik halka ve buna bagli olarak fonksiyonel tiirevleri de dahil
bir ya da birden fazla hidroksil grubu iceren maddeler olarak tanimlanmaktadir. Gida
bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saghgi acisindan islevleri, tat, koku ve renk
olusumundaki etkileri, renk degisimlerine katkilari, antimikrobiyal ve antioksidan etki

gostermeleri, enzim inhibisyonuna neden olmalari ve degisik gidalarda saflik kontrol
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kriteri olmalarn gibi bir¢ok agidan 6nem tasimaktadir. Antioksidan etki, fenol
halkasindaki hidroksil grubu sayisi ile artmakta ve ayni bilesikte bu etki meta-, orto-, ve

para- sirasl ile ylikselmektedir [58], [59], [60].

Fenolikler en aktif dogal antioksidanlar olup, antioksidan etkileri serbest radikalleri
baglamalari, metallerle selat olusturmalari ve lipoksigenaz enzimini inaktive etmeleri
ile gerceklesmektedir [60]. Bir polifenoliin antioksidan olarak tanimlanabilmesi igin iki
Ozellige sahip olmasi gerekmektedir. Birincisi, disik konsantrasyonlarda bile
oksidasyonu geciktirebilme, yavaslatma veya onleme yetenegine sahip olmasi, ikincisi

de kendisi serbest radikale donustlglinde stabil bir formda kalabilmesidir [61], [62].

Birgok bitkisel kaynakl gida, en gli¢li antioksidanlardan olan fenolik fitokimyasallar
icermekte ve oksidatif zararlara karsi viicut savunmasina katkida bulunmaktadir. Bu
bilesikler hem gidalari bozulmalara karsi korumakta hem de tiketilmeleri sonucu
viicudumuza antioksidan madde saglamaktadirlar. Bitkisel gidalarda bulunan fenolik
maddeler; fenolik asitler, flavonoidler, lignanlar ve stilbenler gibi alt gruplara
ayrilmaktadir. Bunlardan o6zellikle fenolik asitler ve flavonoidler antioksidan olarak
onem tasimaktadir. Antioksidan davranislarindan dolayi flavonoidler, diyette bulunan

en onemli antikarsinojenlerden biri olarak kabul edilmektedir [15], [58], [61], [62].

Antioksidan aktivite gosteren fenolik maddelere soya fasulyesi izoflavon glikozitleri
(genistein, diadzein, glisitein) ve fenolik asitleri (hidroksisinamik asitler ve p-
hidroksibenzoik asitler), yer fistig1 flavonoidleri (kuarsetin ve rutin), pirin¢ dis kabugu
fenoligi (isoviteksin), yulaf fenoligi (avenantiramidler), bugday kepegi fenoligi (ferulik
asit), susam tohumu fenoligi (sesamol), cay fenolikleri (katesin ve tiirevleri) ve biberiye
fenolikleri (rozmarik asit ve karnosik asit) 6rnek olarak verilebilir [62]. Flavanonlar
genelde turuncgillerde ve nanede, flavonlar ise maydanozda bulunurlar. Katesinler
yiksek miktarda yesil ve siyah ¢ayda, antosiyaninler kiraz ve cilekte, izoflavonlar ise

nohut ve soya gibi baklagillerde bulunur.

2.5.2 Zeytin Karasuyunun Fenolik Bilesimi

Karasu bilindigi Uzere genis spektruma yayillmis bir organik madde matrisine sahiptir.

Bu organik yuki yapisinda bulunan polifenoller, pektinler, polialkoller ve lipidler
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olusturur. Bunlarin arasindan karasuya onemli bir kirlilik yiki saglayan bileseni icinde
bulunan fenolik bilesiklerdir. Zeytinin ¢ekirdek ve meyve kisimlari fenolik bilesikler
acisindan zengindir. Bu bilesikler zeytinyagi (iretim prosesleri sirasinda ortaya cikarlar
ve atiksu ve yag arasinda boéliintrler. Bu fenolikler amfifilik yapidadirlar ve bundan
otlrd suda yagda olduklarindan daha cok c¢ozlndrler, bu da atiksudaki yiksek fenol

icerigini aciklamaktadir.

Fenollerin biyolojik aritma Ustiinde inhibe edici etkisinin olusu da karasuyun biyolojik
olarak aritilabilirligini gliclestirmektedir. Bilindigi izere fenoller, aromatik halkaya bir ya
da daha fazla hidroksil grubunun baglandigi aromatik bilesiklerdir. Polifenoller ise her
molekiilde birden fazla fenol grubunun bulundugu bilesiklerdir. Polifenoller genelde
bitkilerde bulunur ve bitkilerin renklenmelerinden, 6rnegin sonbahardaki yaprak
renklerinden sorumludurlar [90]. Antioksidan 6zellikleri nedeniyle insan sagligina olan

faydalari bilinmekte ve arastirilmaktadir.

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesiklerin olusumu, meyvenin cesidi ve
olgunluguna, iklim kosullarina, depolama siresine ve proses teknigine bagh olarak

degisir [63].

Zeytinyaginin fenolik bilesik fraksiyonu, zeytin meyvesinin toplam fenolik igeriginin
yalnizca % 2’sini igerir, kalan % 98’lik kismi ise zeytin karasuyuna geger [64]. Zeytin
karasuyunda bulunan biyofenolikler meyvede dogal olarak olusabilecekleri gibi, proses
sirasinda yag ve atik faz arasinda dagihm sirasinda da olusabilirler [63]. Zeytin
karasuyunda bulunan fenolik bilesikler, depolama siresince, yikimi oldukc¢a zor olan

ylksek molekl agirlikli polimerlere polimerize olma egilimindedirler [65].

Zeytin karasuyunda tanimlanan ve miktarlari belirlenen hidrofilik fenol bilesiklerin
yaygin gruplari; fenolik alkoller, fenolik asitler, fenil alkoller, sekoiridoidler, flavonoidler
ve lignanlardir. Zeytin karasuyunda 30’dan fazla fenolik bilesik tanimlanmistir. Sekil
2.9’da, literatiirde bulunan zeytin karasuyunda tanimlanmis temel fenolik bilesikler yer

almaktadir [64].
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Sekil 2.9 Zeytin karasuyunda bulunan temel fenolik bilesikler [64]

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesiklerin bir grubu, sinamik asitten
tlrevlenmistir. Bu grup; o- ve p- kumarik asit (4-hidroksisinamik asit), kafeik asit (3,4-
dihidroksisinamik asit) ve ferulik asitten (4-hidroksi-3-metoksisinamik asit)
olusmaktadir. Zeytin karasuyunda bulunan diger grup fenolik bilesenler ise benzoik
asitten tdrevlenmistir. Bu grup ise; tirozol ve hidroksitirozol gibi B-3,4-
dihidroksifeniletanol tirevlerinden olusur. Zeytin karasuyunda bulunan diger
fenolikler; katesol, 4-metilkatesol, p-kresol ve resorsinoldir. Zeytin karasuyunda

bulunan fenolik bilesikler antioksidan 6zelligindedir [64].

Zeytin yaprag! ve zeytin karasuyunun toplam fenol bilesik icerigi zeytinin toplanma
zamani, olgunluk derecesi, varyetesine, yetistigi toprak, iklim kosullari, zeytinyagi
Uretim prosesleri ve depolanma kosullari gibi degisik etkenlere bagh olarak farklilik
gosterir. Nitekim zeytin olgunlastik¢a elde edilen karasuyun toplam polifenol iceriginde
azalma oldugu saptanmistir. Ancak zeytinin olgunlasmasi ve islenmesi sirasinda
oleuropein azalirken onun serbest komponenti olan hidroksitirosol diizeyinde artis

oldugu bildirilmektedir.

Hidroksitirozol, tirozol ve katesol gibi bazi fenolik maddeler karasuyun bakteri

antagonizmi fitotoksisitesi gibi biyolojik etkilerinin sorumlulari olarak gosterilebilirler.
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Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesikler arasinda hidroksitirozol (3,4-
dihidroksifeniletanol), antioksidan o6zelligi nedeni ile dikkat c¢ekici bir bilesiktir.
Hidroksitirozol, glicli antioksidan aktivitesine sahiptir ve insan saglig icin nem arz
eder. In vitro ortamda vyapilan g¢alismalar sonucunda, hidroksitirozoliin distk
yogunluklu lipoprotein oksidasyonunu inhibe ettigi, serbest radikalleri bagladigi,
trombositlerin bir araya gelmesini inhibe ettigi, insan notrofilleri igin |0kotrien Grettigi
ve hlicre korumasini sagladigi gortlmustir. Hidroksitirozollin ayrica, in vitro calismalar
ile gram pozitif ve gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel ajan oldugu

ispatlanmistir [66].

Hidroksitirozol son zamanlara kadar ticari olarak bulunmazken, son zamanlarda
arastirmalarda kullanilmak Uzere ticari olarak saglanabilmekte (1000-2000 $/g) ve
antioksidan olarak farkli markalarda piyasada bulunmaktadir [63]. Hidroksitirozol
Uretimi icin farklh yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler; kimyasal sentez,
oleuropeinin hidrolizi, saflastirilmis tirozinazin biyokatalizér olarak kullanimi ile
enzimatik sentez, zeytin karasuyundan laboratuvar 6lcekli saflastirma ve iki-fazh tGretim

prosesinin sivi-kati atiginin hidrotermal muamelesidir [66].

Zeytin karasuyu, biyoaktif bir polifenol olan oleuropein acisindan oldukca zengindir.
Oleuropein, (g yapisal alt birimden olusmaktadir. Bu alt birimler; bir polifenol olan
hidroksitirozol, bir sekoiridoid olan elenolik asit ve glukozdur. Hidroksitirozol zeytin
Urlinlerinde basit fenol olarak bulunabilecegi gibi, elenolik asitle oleuropein olusturmak
Uzere esterlesebilir ve aglikonu verbaskozid molekiliniin parcasi olabilir [67].
Hidroksitirozoliin  zeytinyaginin  ekstraksiyonu sirasinda esteraz aktivitesi ile

oleuropeinin hidrolizi sonucu olustugu distnilmektedir [63].

OH

m ,OCH,
___LL_.. Q I@ % + Glucose

HQCH ) HO CH..CH H.CH

OH
O-C sH1104
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Sekil 2.10 Oleuropein yapisi ve hidroliz Grlnleri

hldrcksmrozol Elenolik asit oleuropeinaglikonu
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Yapilan gesitli HPLC (yliksek basingli sivi kromotografi) analizlerinde karasuda bulunan
baslica fenolik maddeler; 3,4-dihidroksifeniletanol; 3,4- dihidroksibenzoik asit; katesol;
4-hidroksibenzoik asit; tirozol; kafeik asit; 4-metilkatesol; 3-hidroksifenilpropionik asit;
para-kumarik asit; veratrik asit; 3,4,5-trimetoksibenzoik asit; trans-sinamik asit olarak

saptanmistir .

Fki vd. [32] tarafindan yapilan bir calismada, zeytin karasuyu ekstraktinda bulunan
fenolik bilesenlerin  antioksidan aktiviteleri, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
Uzerindeki radikal tutma etkileri belirlenerek (ECso) degerleri karsilastirilmistir. Buna
gore; zeytin karasuyundan elde edilen orto-dihidroksillenmis aromatik bilesenler, DPPH
Uzerinde yuksek aktivite sergilemistir. Bu bilesiklerden hidroksitirozole ait ECso degeri
0,57 pg/mL, 3,4-dihidroksifenilasetik aside ait ECso degeri ise 0,64 pg/mL olarak
belirlenmistir. Ancak, sadece bir hidroksil fonksiyonuna sahip tirozol ve p-
hidroksifenilasetik asite ait aktiviteler ise daha disuktir; sirasiyla EC50=10,9 ve 12
pug/mL’dir. Zeytin karasuyunda bulunan ferulik asit, kafeik asit ve p-kumarik asit icin

elde edilen ECso degerleri de sirasiyla 1,21, 0,87 ve 9,50 pg/mL’dir.
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BOLUM 3

DENEYSEL CALISMALAR

3.1 Kullanilan Materyaller ve Cihazlar

3.1.1 Kullanilan Zeytin Karasuyunun Temin Edilmesi

Deneylerde kullanilan zeytin karasuyu ornekleri 02.09.2013 Balikesir Gomeg
Bolgesinde faaliyet gdsteren Kozakli Tarim Urtinleri Tic. Ltd’den temin edilerek, ¢calisma
suresince +4 °C de saklanmistir. Bu fabrikada, Edremit korfezi ve Ayvalik bolgesinde
yetistirilen zeytinlerin islenmesiyle zeytinyagi elde edilmektedir. Bu Uretim tesisinde
zeytin karasuyu, 3-fazli proses sistemi kullanilarak retilen zeytin yagi isleminden elde

edilmistir.

3.1.2 Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler asagidaki Cizelge 3.1’ de gdosterilmistir

Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal Firma / Katalog numarasi
Na,S0, Merck / 1066432500
n-Hekzan Merck / 1.04368

NaOH Fluka / 71690
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler (devam)

Kimyasal Firma / Katalog numarasi

K,Cr,04 Sigma / 207802

HCI (%37) Riedel / 07102

Ferro Amonyum sulfat Sigma / 215406
Ferroin indikator Merck / 1091610100

Tween-20

Merck / 1.067657

Sulfirik asit

Merck / 1.00713

Amonyum siilfat

Merck / 1.01217

C4Hg0, Sigma / 319902
a-tokoferol Fluka / 95240
Troloks Fluka / 56510

Trikloroasetik asit

Sigma /33731

Sodyum asetat

Sigma / S-7545

KoHPOq4 Fluka / 60356

Metanol Riedel-de Haén / 24229
Linoleik asit Sigma / L-1268
Kloroform Merck / 1.02445
KsFe(CN)g Sigma / P-8131

FeCls Fluka / 44943

FeCl, Fluka / 44939

Etanol Merck / 1.00983

Folin-Ciocalteu reaktifi

Sigma / 9252

Asetonitril

Merck / 1.00030

o-Fosforik asit

Merck / 1.00573
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Cizelge 3.1 Calismada kullanilan kimyasal maddeler (devam)

Kimyasal Firma / Katalog numarasi

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

Sigma / D-9132

Butillendirilmis

hidroksitoluen

Fluka / 34750

Amonyum tiyosiyanat

Merck / 1.01213

2,2’-Azino-bis(3
etilbenzenothiazolin-6-
stlfonik asit)

Sigma / A-1888

2,5-Dihidroksibenzoik asit

Sigma / 149357

3,4-Dihidroksifenilasetik
asit

Sigma / 850217

Ferulik asit Fluka / 46278
Gallik asit Sigma / G7384
3-Hidroksi-4- Sigma / 716391
metoksifenilasetik asit

Kafeik asit Sigma / C0625
Katesol Sigma / C9510
p-Kumarik asit Sigma / C9008
4-Metilkatesol Sigma / M34200

2-(4-Hidroksifenil)etanol

Fluka / 79058

Vanilik asit Fluka / 94770

Borik asit Merck / 1001625000
Oleuropein Sigma / 08889
Sodyum tiyosilfat Sigma / 217247
Potasyum sulfat Sigma / P0772

Bakir (Il) stlfat Merck / 1027805000
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3.1.3 Kullanilan Cihazlar ve Geregler
eSpektrofotometre : Shimadzu UV-2101 PC ve PERKIN ELMER LAMBDA 25 UV/VIS
eSpektrofotometrik dlglimler igin : Quartz Kiivet (HELLMA (45x12.5 mm))
eMembran Filtre (Schleicher&Schuell 0.45 um): izolasyon prosediiriinde kullanild.
eAnalitik tartimlar igin : Sartorius analitik dijital terazi
eNUlve Etlav
eZeytin karasuyunu siizmek igin : Filtre kagidi, 1,5 mikron, Whatman
eHach Lange Toplam Organik Karbon kiti : LCK 381 TOK test kitleri
oEtil asetati ugurmak icin : Heidolph marka evaporator

eCozeltileri HPLC analizine hazirlamak ic¢in : Millex-HV Filtre Millipore Durapore®

membran Millipore WP6122050 vakum pompasi
eElma S30 H ultrasonik banyo
eFenol kalitatif ve kantitatif analizleri icin: Agilent HPLC sistemi
eBuzdolabi: Bosch
eDestile su cihazi : GFL 2001/4
eManyetik karistirici : Chiltern Hotplate HS31
epH Metre: Sartorius Basic Meter PB-11
eSantrifiij cihazi: Hettich Zentrifugen EBA-20, SIGMA 3K 30

oSu banyosu: GFL 1086
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3.2 Kullanilan Metodlar

3.2.1 Karasu Karakterizasyonu

3.2.1.1 pH Tayini

Zeytin karasuyu numunesinin pH degeri, pH metre (Sartorius Basic Meter PB-11) ile

belirlendi.

3.2.1.2 Askida Kati Madde (AKM) Tayini

Numunenin toplam askida kati madde tayininde 2540 D [68] standart metodu
kullanilmistir. Cok iyi bir sekilde karistirilmis numune, agirligi standart olan filtre
kagidindan (Borosilikat cam elyaf mikro fiber filtre kagidi, 1,5 mikron, Whatman,
ingiltere) gecirildi ve tortu filtrede birakildi. Tortu iceren filtre 103—1052C sicaklikta
sabit tartima ulasincaya kadar kurutuldu ve filtre kagidinin agirhgindaki artis, toplam
Whatman ,askida kati madde kabul edildi. Agirlik lclimlerinde hassas terazi (Sartorius)

kullanildi. Sonuglar asagidaki esitlikle hesaplandi:

mg toplam askida kati madde/L = (A-B) x (1000 ml/L) / numune hacmi (mL)

A =filtre agirligi + kurutulmus tortu, mg

B = filtre agirhgi, mg

3.2.1.3 Yag ve Gres Tayini

Numunenin yag icerigi, standart yag ve gres tayini metodu 5520 B [68] ile belirlendi. Bu
analiz metodu su-atik sularda yag ve gres miktari tayininde uygulanan kimyasal analiz
metodunu icermektedir. Numune icerisinde ¢6ziilmis ya da emilsiyon halindeki yag ve
gresin, ayirici ¢ozlcllerle siki temasi ile sudan ayrilmasi esasina dayanmaktadir.
Coziulmus ya da dagilmis haldeki yag ve gres, sudan n-hekzan yardimi ile ayrilmaktadir.
Numunenin asitligi, analize hazirlanmasi sirasinda 1 : 1 HCI (HCI %37,Merck) ile pH 2 ye
indirildi. 200 ml numune cam huni kullanilarak ayirma hunisine alindi, 30 ml n-hekzan
(Merck) ilave edildi ve 2 dakika kuvvetlice calkalandi. Faz ayrimi icin bekletildi ve

icerisinde az miktarda organik tabaka bulunan sulu kisim orijinal numune kabina geri
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alindi. Cozici fazi ise 10g susuz Na,SO,4 (Merck) ile birlikte filtre kdgidindan sizulerek
temiz, darasi alinmis cam balona aktarildi. Ekstraksiyon iki kez 30 ml ¢6zlici ilavesi ile
yapildi. Cam balona aktarilan ¢ozlici faz, hazirlanan distilasyon dlizeneginin 85°C
sicakhktaki su banyosuna yerlestirildi. Geri kazanilan ¢6ziicii soguk su banyosundaki
erlen icerisinde biriktirildi. Sisteme son dakikalarda vakum uygulandi ve c¢o6zlici
damlaciklari durdugunda cam balon su banyosundan alindi. En az 30 dakika
desikatorde bekletilerek sogutuldu ve icerisinde yag-gres bulunan balonun toplam

agirhg tartildi. Numunenin yag ve gres icerigi asagidaki esitlikle hesaplandi:
mg yag-gres / L = (A-B) x (1000 ml/L) / numune hacmi (mL)
A = cam balonun toplam agirligi, mg

B = cam balonun darasi, mg

3.2.1.4 Kimyasal Oksijen ihtiyac (KOI) Tayini

Numunenin kimyasal oksijen ihtiyaci, kapali refluks (geri akig) titrimetrik metot 5220 C
[68] kullanilarak yapildi. Pek ¢ok organik madde kromik ve silfiirik asit karisimi ile
kaynatildiginda oksitlenir. Numune glicli asit ¢ozeltisinde bilinen fazlalikta potasyum
dikromat (K,Cr,05) ile refluks edilir. Parcalamadan sonra kalan indirgenmemis K,Cr,0,
ferro amonyum silfat (FAS) ile titre edilir. Boylece tiiketilen K,Cr,0; miktari belirlenir
ve oksitlenebilen maddeler oksijen esdegeri (ekivalenti) cinsinden hesaplanir. Yiksek
KOIi degerine sahip atik sular analize baslamadan énce gerekli 6lciide seyreltilmelidir.
Analiz sirasinda oncelikle standart potasyum dikromat pargalama ¢ozeltisi (0,01667M),
sulfirik asit reaktifi, ferroin indikator ¢ozeltisi, standart ferro amonyum siilfat titranti
(FAS) (0,025M) ve potasyum hidrojen ftalat (KHP) standardi metotta belirtildigi gibi
hazirlandi. KHP, 1.176 mg O,/mg teorik KOi degerine sahiptir [76]. Bu sayede
hazirlanan KHP standardinin KOI degeri bilinmektedir. Standart, numune gibi analize
alindi ve KOI degeri bilindigi icin analizde kullanilan ¢ozeltilerin ve analiz kosullarinin
dogrulamasi gerceklestirildi. Analiz sirasinda ilk olarak numune ve reaktif hacimlerine
gore secilen cam tipler (16x100 mm) ve kapaklari %20’lik H,SO, ile yikandi. 2,5 ml
numune tlipe kondu, lGzerine 1,5 ml parcalama c¢ozeltisi ve 3,5 ml silfirik asit reaktifi
dikkatlice ilave edildi. Tiplerin kapaklari kapatildi ve karistirildi. Daha sonra tiipler
150°C sicaklikta 2 saat termoreaktérde tutuldu. iki saat sonra alinan numuneler oda
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sicakligina sogutuldu. Tupler, titrasyonun kolay yapilabilmesi icin cam erlenlere
bosaltildi. icerisine 0,1 ml (2 damla) ferroin indikatérii ilave edilerek, standardize
edilmis 0,025M FAS ile titre edildi. Titrasyonun son noktasi mavi-yesilden kirmizi-
kahveye dondugl andir. Titrasyon sonunda bu renk dénisiminin gerceklesmesi igin
gerekli FAS hacimleri belirlendi. 2,5 ml saf su da sahit olarak kullaniimak Gzere ayni

sekilde analize alindi.

KOi(mg 0,/L) = [ (A-B) x M x 8 x 1000 ml/L ] / Vsrmek(ml)
A = sahit i¢in kullanilan FAS, ml

B = numune igin kullanilan FAS, ml

M = FAS’ in molaritesi, 0,025M

8000 = oksijenin miliekivalent agirhigi x 1000 ml/L

3.2.1.5 Toplam Organik Karbon (TOK) Tayini

Gahsilan karasu numunesine toplam organik karbon miktarinin belirlenmesi igin TOK
analizleri yapilmistir. Toplam organik karbon tayini, zeytin karasuyu 1:4 seyreltilerek
Hach Lange Toplam Organik Karbon test kitleri ile yapilmistir. Karasudaki toplam
karbon (TK) ve toplam inorganik karbon (TIK) asitlendirme ve oksitleme araciligiyla
karbon dioksite (CO,) donistirilir. Olusan karbon dioksit membrandan indikator
soliisyona gecer. indikatdr soliisyonunun renginin degismesi fotometrik olarak 435
nm’de belirlenir (60-735 mg/L). TOK miktari toplam karbondan toplam inorganik

karbon gikarilarak bulunur.

3.2.1.6 Toplam Azot Tayini

Karasu orneklerinde azot belirlenmesi Kjeldahl yontemi ile yapilmistir. Bu yontemin
esasl, organik bilesikler halindeki azotun derisik H,SO, ile yas yakilmak suretiyle
amonyum azotu haline donustiiriilmesi, amonyum haline donustiiriilen azotun daha
sonra kuvvetli alkalin ortamda damitilmasi ve agiga ¢ikan amonyagin bir asit icerisinde

tutularak titre edilmesi yontemine dayanmaktadir [69].
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Cizelge 3. 2 Tahmini azot miktarina gore segilecek 6rnek hacmi

Tahmin edilen azot Ornek hacmi

miktan

<5mgN/L 200 mL
5-10mg N /L 100 mL
20-50 mg N /L 50 mL
50-100 mg N /L 25 mL
>100 mg N /L 10 mL

10 mL numune alinarak kjeldahl balonuna konulur. Pargalama reaktifi, 134 g K,SO4 ve
7,3 g CuSO4 800 mL suda c¢ozillir ve 134 mL derisik silfirik asit ekleyip bir litreye
tamamlanarak hazirlanir. Numunenin Uzerine 50 mL parcalama reaktifi eklenir.
Pargalama reaktifinden sonra birkag adet cam boncuk kjeldahl balonuna igine birakilir.
Kjeldahl balonu parcalama cihazina konulur ve parcalama fani acilir. Cam balonun
icinde yaklastk 5 mL numune kalincaya kadar (beyaz duman yok oluncaya kadar)
parcalama islemine devam edilir. Parcalama islemi tamamlandiktan sonra, cam
balondaki numune 300 mL’ ye tamamlanir. Daha sonra 50 mL nétralizasyon ayiraci
(50g NaOH ve 25g Na,S,03, 1 L) ¢Ozeltisi eklenir. Cam balon distilasyon cihazina
yerlestirilir. Bir erlene 50 mL borik asit konulur ve distilasyon cihazina yerlestirilir.
Distilasyon islemi baslatilir ve erlende 250-300 mL arasi numune toplanana kadar
distilasyona devam edilir. Olusan distilat 0.02 N standart sulfirik asit ¢ozeltisi ile soluk

lavanta rengine dontlinceye kadar titre edilir.
mg N/L = [ (A-B) x N x 1000 x 14 ]/ V (mL)
A = Numune igin titrasyonda harcanan H,S0O, titrasyon ¢ozeltisi hacmi, ml

B = Sahit icin titrasyonda harcanan H,SO, titrasyon ¢ozeltisi hacmi , ml

N = H,SO, titrasyon ¢ozeltisinin normalitesi

3.2.1.7 Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Zeytin  karasuyu numunesinin toplam fenolik bilesik iceriginin tespitinde
spektrofotometrik bir metot olan Folin-Ciocaulteu Yontemi [70] kullanildi. Metotta
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belirtilen Folin-Ciocaulteu reaktifi, fenoliin —OH grubunu oksitlemektedir ve bu
reaksiyon karakteristik mavi renge sahip bir riin ortaya ¢ikarmaktadir. Hazirlanan
ornek ekstraktindan 1 mL alindi ve 45 mL destile su ilave edildi. Daha sonra 1 mL Folin
reaktifi ve 3 mL %2’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek ve 2 saat inklibasyon

gerceklestirildi. Son olarak 760 nm ‘de spektrofotometik olarak absorbansi dlclldd.

Pirokatesol ile hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki (25-50-75-100 pg/mL) standart
¢ozeltiler de numune ile ayni sekilde analize alindi ve pirokatesol konsantrasyonuna
gore artan siddette mavi renk gozlendi. 1 mL zeytin karasuyu icin toplam fenolik bilesik
icerigi kullanilan standartin pug esdegeri olarak hesaplandi. Hesaplamada pirokatesol

standart egrisinden elde edilen y= 0,002x esitligi kullanildi.

3.2.2 HPLC Analizleri

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesiklerin kalitatif ve kantitatif analizi igin

hazirlanan 6rneklere HPLC analizi yapilmistir.

3.2.2.1 Kalitatif Analiz

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesiklerin kalitatif analizi icin kullanilan yontem,
Fki vd. [32] tarafindan kullanilan HPLC analiz yontemi esas alinarak gelistirilmistir.
Orneklerin HPLC analizlerinin yapilabilmesi icin, dncelikle asagida belirtilen asamalar

(ekstraksiyon, evaporasyon, kalintilarin metanol fazina alinmasi) gerceklestirilmistir.

Ekstraksiyon: Zeytin karasuyu 6rneginin (50 mL) pH degeri kaydedildikten sonra, pH’i,
% 9’luk HCI ¢ozeltisi ile yaklasik 2’ye ayarlanmigtir. pH’1 ayarlanan 6rnek, etil asetat ile
1:1 (v/v) orani saglanacak sekilde, 3 kez ekstrakte edilerek etil asetat fazi, susuz

sodyum siilfat bulunan ortamda toplanmistir [71].

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

Kalintilarin _metanol fazina _alinmasi: Etil asetat uzaklastiktan sonra kalan fenol

kalintilari, 6rnek : metonol hacmi 1:1 oraninda olacak sekilde metanol icinde ¢oziilerek

metanol fazina alinmistir.
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Sonrasinda metanol fazina alinmis 6rnekler 0.45 um PVDF filtreden (Millipore Millex-
HV) siizilerek HPLC analizi igin hazir hale getirilmistir. Analizlerde kullanilan tasiyici
fazlar bidistile su kullanarak hazirlanmis (Millipore MilliQ Gradient) ve 0.45 um PVDF
membrandan (Millipore Durapore®) vakumlu pompa yardimi ile slzllmuistiir. Son
olarak tasiyici fazlarin iginde bulunan gaz kabarciklari, 30 dk sire ile ultrasonik banyoda
(Elma S 30 H) uzaklastirilarak HPLC icin kullanima hazir hale getirilmistir. Analizler,

Agilent HPLC cihazinda yapilmigtir. Analiz kosullar Cizelge 3.3’de verilmistir.

Gizelge 3.3 HPLC analiz kosullari

DEGISKEN OZELLIK

Kolon Boyutu 4.6 mm x 150 mm x5 pum

Kolon XTerra RP18

Dedektor UV-VIS Dual Absorbance Detector

Hareketli Faz Akis hizi 0.3 mL/dk

Dalga Boyu 280 nm

Kolon Sicakhgi 25°C

Enjeksiyon Hacmi 25 uL

Tasiyicl Faz A 70 : 30 asetonitril : bidistile su

Tasiyici Faz B % 0.1 o-fosforik asit (0-H3POj4)

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin HPLC ile analizleri icin, gradyen

program kullanilarak kromatografik ayirma saglanmistir (Cizelge 3.4).

Cizelge 3. 4 HPLC analizlerinde uygulanan gradyen program

| T(dk) Tasiyici Faz A Tasiyici Faz B
I R

—
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Cizelge 3.4 HPLC analizlerinde uygulanan gradyen program (devami)

T(dk) | Tasiyici Faz A Tasiyici Faz B

.

3.2.2.2 Kantitatif Analiz

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenlerin kantitatif analizi icin, i¢ standart
yontemi kullanilmistir. Tum analizlerde i¢ standart olarak 0.005 mg/mL derisiminde
metanolde hazirlanmis p-kumarik asit ¢ozeltisi kullanilmistir. Analizlerde metanol
fazinda bulunan o6rnek ile p-kumarik asit ¢0Ozeltisinin hacim orani 1:1 olarak

uygulanmistir.

Kalitatif ve kantitatif HPLC analizleri igin gelistirilen yonteme ait basamaklar, Bolim
4.2’de verilmistir. Ayrica kantitatif HPLC analiz yonteminin dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini belirlemek igin, tekrarli analizler yapilarak yénteme ait standart

sapma degeri hesaplanmistir.

3.2.2.3 Oleuropeinin Asidik Hidrolizi

Hidroksitirozol, zeytin karasuyunda oldukc¢a yliksek miktarda bulunan, ancak ticari
olarak elde edilmesi zor bir fenolik bilesen oldugundan galismada Walter vd. [72]
tarafindan kullanilan oleuropein’in asidik hidroliz yontemi kullanilarak elde edilmistir.
Bunun icin, 50 mg oleuropein ve 10 mL 1 N H,SO,4 rodajli balona alinarak bir geri
sogutucuya baglanmistir. Hidroliz isleminin gerceklesecegi balon, 100°C’de sabit
sicakliktaki isitma yagi icerisine konulmus ve 1 saat hidroliz siiresince yag ve reaksiyon
ortami siirekli olarak karistirilmistir. Bu siire sonunda hidroliz sonlandirilarak hidrolizat
oda sicakhgina getirilmistir. Daha sonra hidrolizatin pH’1 NaOH ile 2’ye getirilmis ve (g
kez 10 ml etil asetat ile ekstrakte edilmistir. Etil asetat, tek baslikl doner
buharlastiricida 45°C’de 150 rpm’de uzaklastinlmistir. Buharlastirmadan sonra kalan

madde HPLC'de analizlenmek tizere 10 ml metanolde ¢ozulmistir.
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3.2.3 Antioksidan Aktivite Tayin Metodlar

3.2.3.1 indirgeme Giicii

indirgeme giicli tayini Oyaizu metoduna gére yapilmistir [73]. 25-100 pg/mL’lik
standart (a-tokoferol , BHT , Trolox ve zeytin karasuyu) ve numune ¢ozeltiler hazirlandi.
Bu ¢ozeltilerden 1 mL alindi ve lizerlerine pH 6.6 olan 0,2 M fosfat tamponundan 2,5
mL ilave edildi. Daha sonra % 1’lik K3[Fe(CN)s]’ dan 2,5 mL ilave edilerek karisim su
banyosunda 50 °C’de 20 dakika inkiibe edildi. Bu islemden sonra reaksiyon
karisimlarina 2,5 mL % 10’luk triklorasetikasit (TCA) ilave edildi. Tupler karistirildi. 3000
rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Cdzeltinin Ust fazindan 2,5 mL alindi. Uzerine 2,5 mL
destile su ve 0,5 mL % 0,1lik FeCl; ilave edildi. 10 dakika bekletildi.
Spektrofotometrede 700 nm’de ayirag korline karsi absorbans degeri 6l¢tldi. Koérin
hazirlanmasinda 5 mL destile su alindi ve Uzerine 0,5 mL FeCl; ilave edildi. Bu
yontemde Fe**iin ne kadarinin Fe2+'ye donlstigl 700 nm’de spektrofotometrik olarak
dlctilebilir. 700 nm dalga boyundaki yiiksek absorbans degeri ortamdaki Fe®"nin

fazlaligini gostermektedir. Ornek ve standartlarin indirgenme giici  egrileri

konsantrasyon ve bu konsantrasyonlara karsilik gelen absorbanslar arasinda cizildi.

3.2.3.2 DPPH Radikal Giderme Aktivitesi

DPPH metodu bir Griinin hangi diizeyde serbest radikal 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil’i

indirgeyebilecegini 6lgen bir metoddur [82].

Ayrica bu yontem Urinlerin saklama sureleriyle iliskili olarak antioksidatif kapasitesini

Olgmek icin sik¢a kullanilan bir yontemdir [83].

DPPH bir serbest radikaldir ve bir elektron veya hidrojen radikali ile etkileserek stabil

diyamagnetik bir molekil olma egilimindedir.

Molekilde bir serbest elektronun yer degistirmesi menekse renginin olusmasina neden
olur. DPPH c¢oOzeltisi hidrojen atomu verebilen madde (antioksidan) ile karistirildig
zaman koyu menekse rengin kaybi ile indirgenmis form olusur. Antioksidan tarafindan

DPPH serbest radikaline proton transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbans azalmasina
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neden olur. Bu stire¢ gorlinlr alanda spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar

takip edilir [74].

DPPH’In 20 mg/L konsantrasyondaki ¢ozeltisi giinlik olarak hazirlandi. Bundan 1,5 mL
alinarak Gzerine farkli konsantrasyonlarda (a-tokoferol , BHT , Troloks ve ZK igin ; 2,5-
20 pg/mL) hazirlanan numune ve standart g¢ozeltilerden 1 mL ilave edildi. Standart
olarak a-tokoferol, BHT ve Troloks kullanildi. 5. dakikada kore karsi absorbans degeri
517 nm’de spektrofotometrede 6lgildi. Kontrol olarak 1,5 mL DPPH ve 1 mL metanol
¢Ozeltisi kullanildi. Kor olarak sadece metanol kullanildi. Azalan absorbans degeri geriye

kalan DPPH ¢ozelti miktarini yani DPPH radikal giderme aktivitesini vermektedir [75].
DPPH radikal giderme aktivitesi (% inhibisyon ) asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi :
DPPH Radikal giderme aktivitesi (%) = [(Ao-A1)/Ag]x100

Ag= Kontrol absorbans degeri

A;= Ornek veya standartin absorbans degeri

N—N NO,

Sekil 3.1 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikalinin yapisi

3.2.3.3 ABTS Radikal Giderme Aktivitesi

ABTS radikal sliptirme aktivitesi Arnao vd. [84] tarafindan gelistirilen metod ile tayin
edildi. 1 mL destile suda 7,4 mM ABTSe+ [2,2’-Azino-bis (3-etilbenzenothiazolin-6-
sulfonik asit)] c¢ozilerek Uzerine 1 mL 2,6 mM potasyum persilfat eklendi. Oda
sicakliginda 12-16 saat karanlikta bekletildi. Bu karisimdan 1 mL alindi ve Gizerine 60 mL
metanol ilave edildi. Bu c¢Ozeltinin absorbansi 734 nm’de spektrofotometrede

metanole karsi okundu. ABTSe+ radikal katyonunun 734 nm’deki absorbansi 1.1 olacak
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sekilde ayarlandi. Her deney igin bu karisim taze hazirlandi. Hazirlanan metanolli
ABTSe+ cozeltisinden 2,85 mL alindi. Uzerine 0,15 mL standart ve numune ¢ézeltisi (
25, 50, 75, 100 pg/mL) konuldu. 2 saat karanlikta bekletildi. Spektrofotometrede 734
nm’de absorbans degeri okundu. Standart olarak rutin (25-100 ug/mL), kontrol olarak
ise numune yerine metanol igeren reaksiyon karisimi kullanildi. Azalan absorbans
ortamdan yok edilen ABTSe+ radikallerinin miktarini verir. % ABTSe+ radikal giderme

aktivitesi asagidaki formile goére hesaplandi.
ABTSe+ radikal giderme aktivitesi (%)=[ (Ag-A1) / Ao] x 100
Aq= Kontrol absorbans degeri

A,= Ornek veya standartin absorbans degeri

3.2.3.4 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini Metodu

Toplam antioksidan aktivite tayini Osawa ve Namiki [85] tarafindan gelistirilen
tiyosiyanat metoduna gére yapildi. Oncelikle farkli konsantrasyonlarda ZK érnekleri ile
standart ¢ozeltiler (25-100 mg/mL) hazirlandi. Bu ¢6zeltilerin izerine toplam hacim 2,5
mL olacak sekilde potasyum fosfat tampon ¢ozeltisi eklendi. Bu karisimlarin lzerinede
2,5 mL linoleik asit emiilsiyonu ilave edilip 37 °C’de karanlikda inklibasyona birakildi.
Herhangi bir standart veya 6rnek ¢ozelti eklenmeden 2,5ml potasyum fosfat tamponu
(0,04M, pH 7,0) ve 2,5mL linoleik asit emiilsiyonundan olusan kontrol numuneleride
inkiibasyona birakildi. Linoleik asit emilsiyonu, linoleik asit (155uL) ve Tween-20’nin
(175uL) potasyum fosfat tamponu (0,04M, pH 7,0) ile 50mL’ye seyreltiimesinden
olusmaktadir. 24 saat araliklarla, inkiibe edilmis 6rneklerden 0,1mL alinip lizerine
4,7mL %75’lik etanol, 0,1mL %30’luk amonyum tiyosiyanat ¢ozeltisi ve %3,5’luk HCl ile
hazirlanmis 0,1mL 0,02M FeCl, ¢ézeltisi eklendi. lyice karistirilip 3 dk bekletildikden
sonra spektrofotometrede 500 nm’de absorbans degerleri belirlendi. Lipid

peroksidasyonunun % inhibisyonu asagidaki formille hesaplandi.
% inhibisyon = ((Ag-A1) / Ag x 100)
Aq: kontrol reaksiyonunun absorbansi

A:1: numune veya standardin absorbansi
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BOLUM 4

SONUC VE ONERILER

4.1 Zeytin Karasuyu Karakterizasyonu

Bu calismada elde edilen sonuclara gore; deneylerde kullanilan zeytin karasu

numunesinin kimyasal 6zellikleri ¢izelge 4.1’ de verilmistir.

Cizelge 4.1 Zeytin karasuyu karakterizasyon sonuclari

R RN

Erm
| Toplam Organik Karbon (g/L)
[reptom 7o
| Toplam Fenolik Bilesik Tayini (mg/L)

Cizelge 4.2’ deki sonuglar ile literatiirde belirtilen zeytin karasu numunelerinin kimyasal

karakteristikleri farklihk gostermektedir. Clinki literatlirdeki ¢alismalarda kullanilan

karasu numuneleri farkh Ulkelerden ve farkh zeytinyagi isletmelerinden temin
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edilmistir. Zeytin karasuyu 0Ozellikleri zeytinin gesidine, olgunluguna, yetistigi bolgenin

iklim ve toprak sartlarina, zeytinden yag elde edilis metoduna gore degismektedir.

Cizelge 4.2 Zeytin karasuyu karakteristik 6zelliklerinin karsilastirilmasi

[79]
(2012)

[77] [87] [29]
Parametre Bu (2000) (2005) (2009)

caligma (israil)

MLJMDQ‘
\

(Tiirkiye) [I (Fransa) || (ispanya)

Yag ve Gres 13,09 12,2 - 15,4 -
(s/L)

| KOi (g/L) | 103,4 | 161 | 151,4 | 116

Toplam
Organik
Karbon (g/L)

Toplam N
Tayini (g/L)

Toplam
Fenolik
Bilesik Tayini

(mg/L)

4.2 Kalitatif ve Kantitatif HPLC Analizleri

Zeytin karasuyunda HPLC analizleri icin yontem gelistirme calismalarinda kalitatif analiz
icin akis hizi, enjeksiyon hacmi, dalga boyu, gradyen program; kantitatif analiz icin ise i¢
standart degistirilerek farkli yontemler denenmis, sonug¢ olarak Bolim 3.2.2.1'de

verilen yontemin zeytin karasuyu i¢in uygun olduguna karar verilmistir.

Yontem gelistirme calismalarinda, oncelikle zeytin karasuyuna ait Ornekler kalitatif
olarak HPLC ile analizlenmistir. Sonrasinda, bu drneklerde bulunan fenolik bilesenlere

ait piklerin tanimlanabilmesi icin, ticari olarak saglanan standartlar (2,5-
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dihidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, ferulik asit, gallik asit , 3-hidroksi-
4-metoksifenilasetik asit, kafeik asit, katesol, p-kumarik asit, 4-metilkatesol, tirozol (2-
(4-hidroksifenil)etanol), vanilik asit) ile calismada elde edilen oleuropein hidrolizati
(hidroksitirozol) HPLC ile kalitatif olarak analizlenmis, yani kolonda kalma sureleri
belirlenmistir. Ornek olarak tirozol ve oleuropein hidrolizatinin (hidroksitirozol) kalitatif

HPLC analizi sonucu elde edilen kromatogramlar Sekil 4.1 ve 4.2’de verilmistir.

had
[=]
[}
o

[=]

Q

I
IIII?IIII'I

0,00
0.000 ——rtr ——
000 | 800 1600 | 2400 = 3200 4000 4800 5600 6400 | 7200  80.00
Minutes

Sekil 4.1 0.05 mg/mL tirozolln kalitatif HPLC analizine ait kromatogram

1,60
1,401
1.20]
1.00-
- 0.50]
0.601
0.40]
0.20]
UDC,:;,\__J LM\_»—‘/\—«’\—/\/\_/;,‘/\A_AA—/\.\M
ooo’ ' ' 'spo | 1m0 | z4o0 || 3zoo | | 4noo || asod | 0 se00 | s400 | 7200 | 60,00
Minutes
Sekil 4.2 Oleuropein hidrolizatinin (hidroksitirozol) kalitatif HPLC analizine ait
kromatogram
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Zeytin karasuyu ornegine ait fenolik maddeler kalitatif olarak tespit edildikten sonra,
tanimlanan her bir fenolik bilesen igin farkh derisimlerde standart ¢ozeltisi ile 0.005
mg/mL derisimindeki p-kumarik asit (i¢ standart) ¢ozeltisi karistirilarak yapilan HPLC

analizleri sonucunda, standartlara ait kalibrasyon grafikleri gizilmistir.

4.2.1 Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bilesenlerin Kantitatif HPLC ile Analizi

icin Hazirlanan Kalibrasyon Grafikleri

Zeytin karasuyunda bulunan fenolik bilesenler, standart katma yontemi ile
belirlendikten sonra, kantitatif HPLC analizlerinde kullanilmak Gzere belirlenen her bir
fenolik bilesenin ayri ayri kalibrasyon grafigi cizilmistir. Katesol, 4-metilkatesol, tirozol
ve vanilik asitin farkh derisimleri, ayni hacimde 0.005 mg/mL derisime sahip p-kumarik
asit (ic standart) ¢ozeltisi ile karistirilarak analizlenmistir. Her bir fenolik bilesen igin Ug¢
farkl derisimde calisiimis, yapilan HPLC analizi sonucu elde edilen kalibrasyon grafikleri
asagida verilmistir. Hidroksitirozol ticari olarak elde edilemediginden ve oleuropeinin
asidik hidrolizi sonucu elde edilen hidrolizatin (hidroksitirozol) derisimi de
bilinmediginden, hidroksitirozol icin kalibrasyon grafigi cizilememistir. Bunun yerine
hesaplamalarda, kimyasal yapisi oldukca benzer olan tirozol icin cizilmis olan

kalibrasyon grafigi kullanilmistir.

35

30 y=96,17x

2
25 R*=0,9702

20

15
10 o—”//’/k’//

5

AZSO

o
0,075 0,095 0,115 0,135 0,155
Derisim{mg/mL)

Sekil 4.3 Kantitatif HPLC analizinde kullaniimak lizere hazirlanmis katesol’e ait olan
kalibrasyon grafigi
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35

30

25
y=101,04x%
20 R?=0,9972

AZSU

15

10

5

0
6,05 00,085 0,085 0,105 0,115 0,125 0,135 0,145 0,155

Derisim{mg/mL)

Sekil 4.4 Kantitatif HPLC analizinde kullaniimak (izere hazirlanmis 4-metilkatesol’e ait
olan kalibrasyon grafigi

35

30

25 y = 64,434x

R?=0,9848
20

AZED

15

10

0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45 0,5 0,55

Derisim{mg/mL)

Sekil 4.5 Kantitatif HPLC analizinde kullanilmak (izere hazirlanmis tirozol’e ait olan
kalibrasyon grafigi
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35

30

25

20

I"_\280

15

10

5

0
6,075 0,085 0,095 0,105 0,115 0,125 0,135 0,145 0,155

Derisim{mg/mL)

Sekil 4.6 Kantitatif HPLC analizinde kullanilmak Gzere hazirlanmis vanilik asit’e ait olan
kalibrasyon grafigi

4.2.2 Zeytin Karasuyunda Bulunan Fenolik Bilesenlerin HPLC ile Tanimlanmasi ve

Derisimlerinin Belirlenmesi

GCahsmada kullanilan zeytin karasuyuna ait ekstraktlar HPLC ile kalitatif olarak
analizlenmis ve bu orneklere ait kromatogramlarda bulunan piklerin kalma sireleri ile
standartlara ait kalma sireleri karsilastirilmistir. Karsilastirma sonrasi tanimlama
yapilmak tizere, kalma sureleri 6rnek piklerinin kalma stirelerine yakin olan standartlar,
standart katma yontemi ile 6rneklere eklenerek analizlenmistir. Bu analizler sonucu
karasuda bulunan ve A=280 nm’de belirlenebilen fenolik bilesenler tanimlanmistir
(sekil 4.12). Kullanilan zeytin karasularinda bulunan fenolik bilesenlerin

tanimlanmalarina ait kromatogramlar asagida verilmistir.
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Sekil 4.7 Zeytin karasuyu ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK ekstraktina

oleuropein hidrolizati (hidroksitirozol) eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC

kromatograminin karsilastirilmasi
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Sekil 4.8 Zeytin karasuyu ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK ekstraktina tirozol
¢Ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC kromatograminin karsilastiriimasi
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Sekil 4.9 Zeytin karasuyu ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK ekstraktina katesol

¢Ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karigima ait HPLC kromatograminin karsilastiriimasi
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o
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e
o

8

— 7K
= 7K +vanilik asit

/ vanilik asit

Sekil
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4.10 Zeytin karasuyu ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK ekstraktina vanilik
asit ¢cozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC kromatograminin
karsilastirilmasi

58



] —_— 7K
——ZK +4-metilkatesol

/ 4-metilkatesol

Minutes

Sekil 4.11 Zeytin karasuyu ekstraktina ait HPLC kromatogrami ile ZK ekstraktina 4-
metilkatesol ¢ozeltisi eklenmesiyle elde edilen karisima ait HPLC kromatograminin
karsilastirilmasi

10 hidroksitirozol

1.00]
o ‘-K?-

0, M

tirozol

o vanilik asit

o katesc}l

o 4-metilkatesol

ulun—gw —f\‘*—'-"‘-———"'rﬂh A\'V“—_-\_ —

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

T

[=

Minutes

Sekil 4.12 Zeytin karasuyu ekstraktinin kalitatif HPLC analizine ait kromatogram

HPLC analizleri icin 6rnek hazirlanirken ¢oziict olarak kullanilan metanol de kullanilan
analiz programiyla analizlenmistir. Yapilan analizler sonucu elde edilen
kromatogramlarda, analizin 10. Dk’sina kadar ve 50. Dk’sindan sonra gortilen tanimsiz
pikler, metanole ait kromatogramda da gorilmustir (sekil 4.13). Bu nedenle,
tanimlanamayan bu piklerin, analizlerde kromatografik saflikta ¢6ztict kullanildig icin,

kolondan ileri geldigi distnilmustdr.
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Sekil 4.13 HPLC analizlerinde ¢6zlicl olarak kullanilan metanole ait kromatogram

Kullanilan zeytin karasuyu ekstraktlarinda bulunan fenolik bilesenlerin derisimlerinin

belirlenmesi icin, 6rneklere i¢ standart (0.005 mg/mL p-kumarik asit) katilarak, 4.2.1’de

verilen kalibrasyon grafiklerine ait denklemlerden, her bir fenolik bilesenin zeytin

karasuyu ekstraktindaki derisimi hesaplanmistir.

Yapilan hesaplamalar sonucu elde edilen derisimler, Cizelge 4. 3’ de verilmistir.

Cizelge 4.3 Zeytin karasuyu ekstraktinin kantitatif HPLC analizine ait sonuglar

Fenolik Bilesen

Yapisi

ZK (mg/1)

Hidroksitirozol

Tirozol

Katesol

Vanilik Asit

4-Metilkatesol

<oH 511,6
HO
e
HO

o
[
=2 >
[ O 15,4
T
o
H3C OH

OoOH

17,1

11,3




Cizelge 4.4 Zeytin karasuyu ekstraktinin kantitatif HPLC sonucunun
karsilastirilmasi

[80] [79] [78]
Fenoller Bu ¢alisma (_2010) (2000) (2007)
(mg/L) (ltalya) (italya) (ispanya)

Hidroksitirozol | 511,6 | 1112 | 438 | 1224
Tirozol | 79,8 | 223 | 173 | 145
Katesol ‘l 17,1 ‘l - ‘l 234 ‘l - “
Vanilik asit | | | |
|4 -Metilkatesol | | | |

4.2.3 Kantitatif HPLC Analiz Yonteminin Dogrulugu ve Tekrarlanabilirligi

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

standart sapma degerleri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir.

g \/Z(x}. —;x'm,f)2

n—1

S = standart sapma

Xi = 6rnege ait deger

xort = drneklere ait ortalama deger
n = ornek sayisi

Cizelge 4.5’'deki veriler esitlige uygulandiginda, kantitatif HPLC analizinde elde edilen

pike ait standart sapma degeri 9341.223 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), pik alanlarina ait degerlerin ortalamasinin %

0.54’line karsilik gelmektedir.
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Gizelge 4.5 Kantitatif HPLC analiz yénteminde elde dilen pike ait alanin standart sapma
degerinin hesaplanmasi

x; (UVxdk) Xi- Xort (Xi- Xort)"
1730889 14280.6 203935536
1708476 -8132.4 66135930
1719462 2853.6 8143033
1716000 -608.4 370150.56
1708215 -8393 .4 70449164

Cizelge 4.6 Kantitatif HPLC analiz yonteminde kalma siresine ait standart sapma
degerinin hesaplanmasi

x; (dk) Xi- Xort (Xi- Xore)”
40.902 0.2678 0.071717
40.347 _0.2872 0.082484
40.581 ~0.0532 0.00283

40.678 0.0438 0.001918
40.663 0.0288 0.000829

Cizelge 4.6’deki veriler esitlige uygulandiginda, kantitatif HPLC analizinde kalma

slresine ait standart sapma degeri 0.2 olarak bulunmustur.

Bulunan standart sapma degeri (S), kalma sirelerine ait degerlerin ortalamasinin %

0.49’una karsilik gelmektedir.
4.3 Antioksidan Aktivite

4.3.1 indirgeme Giicii

Oyaizu metodu kullanilarak [73] farkl konsantrasyondaki zeytin karasuyunun Fe™
Fe+2'ye indirgeme glict kabiliyeti standart antioksidanlarla karsilastirilarak tayin edildi.
Sonuclar Sekil 4.14’ te gosterilmistir. Absorbans degerlerindeki artis ortamdaki Fe*?
miktari ile dogru orantihdir. ZK’ nun indirgeme gicl standartlara oranla ve her
konsantrasyonda daha fazla bulunmustur. Bu da zeytin karasuyu 6rneklerinin, elektron
verici olarak, serbest radikallerle tepkimeye girdigini ve onlari daha stabil Griinlere

donustirerek radikal zincir reaksiyonunu sonlandirdigini gosterir.
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Sekil 4.14 Zeytin karasuyunun indirgeme glicl

4.3.2 DPPH Radikal Giderme Aktivitesi

DPPH radikali slipirme aktivitesi tayininde zeytin karasuyu o&rnekleri ile standart
antioksidanlarin % inhibisyon sonuclari sekil 4.15’ te gosterilmistir. 30 dakika
inklibasyon islemi sonucunda zeytin karasuyunun DPPH radikali stipirme aktiviteleri
standart antioksidanlarla karsilastirilmistir. 2,5 ug/mL konsantrasyonda ZK'nun DPPH
radikali tutucu etkisi %41 olarak bulunmustur. Ayni konsantrasyonda BHT, Trolox ve a-
tokoferol ‘un etkisi sirasiyla %43, %40 ve % 19,2 "dir. Diger artan konsantrasyonlarda
ise a-tokoferol’ den yliksek ve diger standartlara oldukca yakin sonuclar elde edilmistir.
Bu sonuclara gore zeytin karasuyu oldukca yiksek DPPH radikali tutucu etkiye sahiptir.
ZK icin, serbest radikalleri stpiriici yetenege sahip oldugunu ve neredeyse yapay

antioksidanlar kadar serbest radikal tutucu oldugunu ifade edebiliriz.
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DPPH Radikal Giderme Aktivitesi
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Sekil 4.15 Zeytin karasuyunun DPPH radikal giderme aktivitesi

4.3.3 ABTS Radikal Giderme Aktivitesi

ABTS radikali slplrme aktivitesi tayininde zeytin karasuyu ornegi ile standart

antioksidanlarin % inhibisyon sonuglar sekil 4.16’ da gosterilmistir. Hesaplanan %

inhibisiyon sonuglarina gére, ZK’ nun ABTS radikali sliplirme aktivitesi standart

antioksidanlarla karsilastirildiginda ¢ok daha fazladir. ZK her konsantrasyonda cok

ylksek antioksidatif etki gostermistir.
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Sekil 4.16 Zeytin karasuyunun ABTS radikal giderme aktivitesi
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4.3.4 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktiviteyi degerlendirmek igin bircok farkli yontem gelistirilmistir. Bu
calismada ZK'nun toplam antioksidan aktivitesi linoleik asit emilsiyonunda tiyosiyanat
metodu ile tayin edildi. Lipid oksidasyonunun ilk asamalarindaki peroksit miktari, 24
saat araliklarla olglldi. ZK' nun ve standartlarin linoleik asit peroksidasyonuna etkileri
sekil 4.17’ de gosterilmistir. Standart antioksidanlar ile ZK karsilastirildiginda, 25 pg/mL
ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda %74 ve %91,3 etki ile en ylksek toplam antioksidan
aktiviteyi gostermistir. 50 ve 75 pg/mL konsantrasyonlarda ise Trolox ve a-
tokoferol’den fazla BHT’ den biraz az bir aktivite sergilemektedir. Elde edilen sonuglara

gore ZK oldukca yiliksek toplam antioksidan etkiye sahiptir.

Total Antioksidan Aktivite Tayini
100
90 =
"’_//I —4—TOKOFEROL

§ 80 ' ~8-TROLOX
2 55 //jl/ BHT
£ — / —=K
60

50 /

40

0 20 40 60 80 100
Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.17 Zeytin karasuyunun toplam antioksidan aktivitesi

4.4 Genel Degerlendirme ve Oneriler

Akdeniz Ulkeleri icin 6nemli endistriyel proseslerden biri olan zeytinyag Uretimi

sonrasinda olusan atiksular, ‘karasu’ olarak tanimlanmaktadir.

Karasu yiksek organik kirlilik ve fenolik bilesik icermektedir. Bu organik Kkirlilik

yapisinda bulunan polifenoller, pektinler, polialkoller ve lipidler olusturur. Yapilan
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cesitli analizlerde karasuda bulunan baslica polifenoller; hidroksitirozol, tirozol, katesol,

kafeik asit, 4-metilkatesol, vanilik asit ve para-kumarik asit olarak saptanmistir.

Bu calisma kapsaminda Ayvalik yoresinde bulunan zeytinyagi liretim tesisinden alinan
zeytin karasuyunun pH, askida kati madde miktari (AKM), yag ve gres igerigi, kimyasal
oksijen ihtiyaci (KOI), toplam organik karbon (TOK), toplam azot miktari ve toplam
fenolik bilesik miktari gibi karakteristik 6zelligi incelenmis ve farkli Ulkelerdeki
zeytinkarasulari ile karsilastiriimistir. HPLC ile kalitatif ve kantitatif analizler ile fenolik
bilesikler tespit edilmis ve miktarlari bulunmustur. Farkh bolgelere goére bu sonuglar
karsilastirilmistir. Son olarak indirgeme giici, toplam antioksidan aktivite tayini, DPPH
radikal giderme aktivitesi, ABTS radikal giderme aktivitesi gibi yontemlerle antioksidan

aktivite yetenegi standart antioksidanlar ile karsilastiriimistir.

Oncelikle karasuyun karakterizasyonu incelenmis; KOI sonucu 192 g/L , askida kati
madde miktar1 9,8 g/L, yag ve gres icerigi 13,09 g/L , pH 4,8 , toplam organik karbon
miktari 94,2 g/L, toplam N miktari 0,623 g/L ve toplam fenolik bilesik miktari 800 mg/L
olarak bulunmustur. Elde edilden bu sonuglar, yapilan diger ¢alismalarda oldugu gibi
zeytin karasuyunun yliksek organik icerige, asidik bir pH’ ya ve fenolik bilesiklere sahip

oldugunu gostermektedir.

Esra vd. [77], Ulkemizde yaptiklari ¢alisma sonucu KOIi 103,4 g/L , yag ve gres icerigi
12,2 g/L, pH 4,5, toplam N miktari 0,12 g/L ve toplam fenolik bilrsik miktari 1800 mg/L
olarak, Mohammed vd. [87] Fransa’da yaptiklari calisma sonucu KOi 161 g/L, TOK 78
g/L, pH 4,7, toplam N miktar 0,59 g/L ve toplam fenolik bilesik miktari 3900 mg/L
olarak bulmustur. Farkh Ulkelerde yapilan calismalara bakildiginda zeytin karasuyu
iceriginin, zeytinin  yetistigi bolgenin oOzelliklerine gore farklihk gosterdigi

gorilmektedir.

Zeytin karasuyunun HPLC ile kalitatif ve kantitatif analizi calismasinda; zeytin karasuyu
ekstraktinda bulunan fenolik bilesenlere ait piklerin tanimlanabilmesi icin, ticari olarak
saglanan standartlar (2,5-dihidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, ferulik
asit, gallik asit , 3-hidroksi-4-metoksifenilasetik asit, kafeik asit, katesol, p-kumarik asit,
4-metilkatesol, tirozol (2-(4-hidroksifenil)etanol), vanilik asit) ile calismada elde edilen

oleuropein hidrolizati HPLC ile kalitatif olarak analizlenmis, yani kolonda kalma siireleri
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belirlenmistir ve bdylece fenolik bilegikler tespit edilmistir. Kantitatif analiz igin
ekstraktlarin i¢ standart yontemiyle analizi sonrasi hazirlanan kalibrasyon grafiklerine
ait denklemlerden, her bir fenolik bilesenin zeytin karasuyu ekstraktindaki derigimi
hesaplanmistir. Sonug olarak hidroksitirozol 511,6 mg/L, tirozol 79,8 mg/L, katesol 17,1
mg/L, vanilik asit 15,4 mg/L ve 4-metilkatesol 11,3 mg/L olarak tespit edilmistir.

D’Annibale vd. [79] yaptiklari ¢calismalar sonucu olarak hidroksitirozol 438 mg/L, tirozol
173 mg/L, katesol 234 mg/L, 4-metilkatesol 39,2 mg/L olarak, De Marco vd. [78] ise

hidroksitirozol 1224 mg/L, tirozol 145 mg/L ve vanilik asit 174 mg/L olarak bulmustur.

Bulunan degerler, HPLC sonuglarinin dogrulugunu ve ayni zamanda karasu fenolik
bilesik iceriginin zeytinin yetistigi bolgeye ait karakteristik 6zelliklere bagl olarak
degistigini gostermektedir. Ayrica karasuyun yuksek antioksidan aktivite gdstermesi,
icerdigi hidroksitirozol, tirozol, katesol gibi antioksidan 6zellik gosteren fenolik

birlesiklerin varligi ve miktarlarinin fazla olmasindandir.

Antioksidan bilesiklerin aktiviteleri, radikal zincir reaksiyonlari dnleme, radikal giderme
veya indirgeme gilicii gibi temel antioksidatif 6zelliklerden kaynaklanmaktadir.
Potansiyel antioksidan aktivitenin 6nemli bir gostergesi indirgeyici glctir [73]. Zeytin
karasuyunun antioksidan aktivite ¢alismasinda; karasuyun indirgeme glcl, c¢alisilan
tiim konsantrasyonlarda standartlara oranla daha fazla bulunmustur. indirgeme giicd,
yuksek fenolik bilesen icerigi ile uygunluk gostermektedir. Bunun sonucunda zeytin
karasuyunun standart antioksidanlara goére daha fazla indirgeme glici kapasitesi

oldugunu soyleyebiliriz.

Zeytin karasuyunun DPPH radikali slplirme aktiviteleri standart antioksidanlarla
karsilastirilmistir. 2,5 pg/mL konsantrasyonda zeytin karasuyunun DPPH radikali tutucu
etkisi %41 olarak bulunmustur. Ayni konsantrasyonda BHT, Trolox ve a-tokoferol "un
etkisi sirasiyla %43, %40 ve % 19,2 'dir. Karasuyun disiik konsantrasyonda en iyi DPPH
radikali tutucu etkiye sahip oldugu saptanmistir. Artan konsantrasyonlarda neredeyse
yapay antioksidanlar kadar serbest radikal tutucu etki géstermistir. Sonuc olarak zeytin
karasuyu yiksek derecede serbest radikalleri stipiriicii yetenege sahiptir. Lafkaa vd.
[86] yaptigi calismada zeytin karasuyunun DPPH radikali stplrme aktivitesini 20

mg/mL konsantrasyon icin %61,1 olarak bulmustur. Obied vd. [34] ise 5 mg/mL
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konsantrasyonda %58,4 inhibisyon oldugunu gostermistir. Bu ¢alismada ise yukaridaki
konsantrasyonlar karsilastirildiginda sirasiyla %77 ve %47 olarak inhibisyon degerleri

elde edilmistir.

ABTS radikali stpirme aktivitesi standart antioksidanlarla karsilastirildiginda; zeytin
karasuyu her konsantrasyonda cok yiksek % inhibisyon gostermistir. ABTS serbest
radikali DPPH serbest radikalinden daha reaktiftir. Dogal bilesiklerin serbest radikal
giderme aktivitesini belirlemek igin genellikle DPPH kullanilmasina ragmen, ¢ozinurlik
ve girisim problemi olustugunda ABTS serbest radikali giderme etkisine bakilir. ABTS
radikal yakalama aktivitesinin yiksek olmasi antioksidan aktivitenin de yliksek
oldugunu gosterir [81]. Zeytin karasuyu dogal ve sentetik antioksidanlara gore cok
daha fazla aktivite gostermistir. Lafkaa vd. [86] ABTS radikali stiipirme aktivitesi icin
yaptigi calismada 25 mg/mL konsantrasyonda %36,7 inhibisyon bulurken bu calismada
elde edilen deger %41,8'dir.

Karasuyun toplam antioksidan aktivitesi standart antioksidanlar ile karsilastirildiginda
dlsuk konsantrasyonda (25 pg/mL) ve yiksek konsantrasyonda (100 pug/mL) en ylksek
toplam antioksidan aktiviteyi (%74 ve %91,3) gostermistir. 50 ve 75 pg/mL
konsantrasyonlarda ise Trolox ve a-tokoferol’den oldukga fazla, BHT ile hemen hemen
ayni aktiviteyi sergilemistir. Elde edilen sonuglara goére zeytin karasuyu yilksek

antioksidan etkiye sahiptir.

Bu ¢alismadan elde edilen sonuglar degerlendirildiginde; zeytin karasuyu asidik pH’a ve
yuksek organik madde icerigine sahiptir. Ayrica, askida kati madde, yag ve fenolik

bilesikleri de yliksek miktarda icermektedir.

Hidroksitirozol, tirozol, katesol ve vanilik asit gibi antioksidan aktivite gdsteren fenolik
bilesikleri fazla miktarda bulundurmaktadir ve standart antioksidanlara gore daha fazla
antioksidan aktivite gostermistir. Diger calismalarla da karsilastirildiginda zeytin

karasuyu antioksidan aktivite sonuglari tutarlilik géstermektedir.

Zeytinyag) Ureticileri karasu aritma sistemlerini, cok yiksek maliyete sahip oldugundan
dolayi uygulamakta cekinmektedirler. Uretim sirasinda zeytinyagi hammaddesi disinda
herhangi bir madde kullanilmamasina ragmen, olusan karasuyun; organik madde

icerigi cok yuksektir. Bu goz 6nline alinarak, zeytin karasuyu yem sektori ile hayvan
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beslemede yaygin olarak kullanilan antioksidanlara alternatif, dogal antioksidan olarak

kullanimlarina yer verilebilir.

Zeytin karasuyunun icerdigi fenolik bilesikleri dogal antioksidan veya antimikrobiyal
madde kaynagl olarak farkh alanlarda degerlendirmek cevresel, sosyal, ekonomik ve
saghk agisindan olduk¢a o©nemlidir. Bazi fiziksel ve kimyasal islemlerle zeytin
karasuyundaki antioksidan 6zellik gbsteren maddeler izole edilip gida, hayvancilik, ilag
vb. alanlarda kullanilabilir. Herhangi bir piyasa degeri olmayan ve cevre icin tehdit
olusturan zeytin karasuyundan antioksidan liretimi Glkemiz ekonomisi acisindan faydali
olacaktir. Ginlmuzde dogal antioksidanlara ilgi giderek artmaktadir. Bu ¢alismada elde
edilen verilere gore zeytin karasuyu sentetik antioksidanlardan daha fazla aktivite

gostermistir.

Karasudaki fenolik bilesiklerin konsantrasyonu 0,5 ile 24 g/L arasi degismektedir [88] ve
bu degisim lretim prosesine baglidir. Calismada elde edilen sonuglara gore de toplam
fenolik bilesik derisimi 800 mg/L iken hidroksitirozol derisimi 511,6 mg/L bulunmustur.
Toplam fenolik bilesigin %60’in1 hidroksitirozol olusturmaktadir [89]. Zeytinyaginin
ekstraksiyon islemi sirasinda tiim oleuropeinin %80’i hidroksitirozol’e hidroliz sonucu
donismektedir. Bu da hidroksitirozollin zeytin karasuyunda bol miktarda bulunmasini
aciklamaktadir. Hidroksitirozol son zamanlara kadar ticari olarak bulunmazken, son
zamanlarda arastirmalarda kullanilmak Uzere ticari olarak saglanabilmekte (1000-2000
S/g) ve antioksidan olarak farkli markalarda piyasada bulunmaktadir [34]. Bu sonuclar

dogrultusunda hidroksitirozol Gretimi zeytin karasuyundan gerceklestirilebilir.

Sonuc olarak maliyet ve ¢alisma glclinlin zeytin karasuyunun aritimi i¢in harcanmasi
yerine c¢alismamiz sonucu on gordigimiz sekilde degerlendirilmesi  cevresel,

ekonomik ve saglik alaninda ¢ok daha faydali olacaktir.
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