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Bu ¢alismada, Mersin ili Tarsus ilgesinden temin edilen Sar1 Ulak Tarsus ¢esidi zeytin
ve Oba Cay’in drettigi siyah caydan elde edilen dogal fenolik ekstraktlar, bir sentetik
antioksidan olan Biitillendirilmis Hidroksi Toluen (BHT) ile karsilastirilmis ve dogal
ekstraktlarin antioksidan etkileri incelenmistir. Zeytin ve cay Orneklerinden fenolik
bilesiklerin ekstraksiyonu ve bunu izleyen analizler, Cukurova Universitesi Gida
Miihendisligi Boliimii Laboratuarlarinda yapilmstir.

Zeytin ve cay orneklerinin toplam fenol icerigi zeytinde 286 mg/100g; cayda ise 5649
mg/100 g kafeik asit esdegeri (CAE) olarak bulunmustur.

Zeytin ve cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ile sentetik bir antioksidan

olan BHT nin antioksidan aktiviteleri karsilagtirildiginda; 30., 60. ve sonlanma zamanlarinda
antioksidan aktivite siralamasi ¢ay > zeytin = BHT olarak bulumustur.
Zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ile BHT’ nin 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest kokiinli baglama kapasiteleri karsilastirlldiginda; cay
orneklerinin kok baglama kapasitesinin giiclii antioksidan 6zellikleri ile bilinen BHT den
daha yiiksek oldugu, zeytin orneklerinin kok baglama kapasitesinin ise BHT ile hemen
hemen ayni oldugu bulunmustur. Ayrica; zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen fenolik
ekstraktlarda oldugu gibi BHT 6rneklerinin de DPPH serbest kokiinii baglama yeteneginin
konsantrasyon ve zamana bagl olarak arttig1 bulunmustur.

Zeytin ve cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ve BHT nin antioksidan
aktiviteleri, substrat olarak aycicek yagi ve zeytinyagimin kullanildigr iki farkli sistemde
degerlendirilmistir. Substrat olarak aycicek yagi kullanilan denemede oksidasyon, substrat
olarak zeytinyagi kullanilan denemelere gére daha hizli gerceklesmistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin, Siyah Cay, BHT, Fenolik Bilesikler, Antioksidanlar




ABSTRACT

MSc THESIS

AN INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT EFFECTS OF PHENOLIC
EXTRACTS OBTAINED FROM SARI ULAK TARSUS OLIVE
AND BLACK TEA

Esra TURAN

DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

UNIVERSITY OF CUKUROVA
Supervisor : Yrd. Dog. Dr. Tiirkan KECELI
Yil : 2005, Sayfa:48
Jury : Yrd. Dog. Dr. Tiirkan KECELI

Prof. Dr. Ali ALTAN
Dog¢ Dr. Bilgehan GUZEL

In this research, natural phenolic extracts which was obtained from black tea that was
produced by Oba Cay and Sar1 Ulak Tarsus variety and grown in Tarsus in Mersin were
compared with BHT which was a synthetic antioxidant and the antioxidant effects of natural
phenolic extracts were investigated. Extraction of phenolic compounds from black tea and
olive samples and following analyses were done in Cukurova University Food Engineering
Labs.

Total phenolic contents of black tea and olive samples were found as 286 mg/100g for
olive and 5649 mg/100 g for black teas as CAE (Caffeic Acid Equivalent).

When the antioxidant effects of phenolic extracts which was obtained from black tea
and olive samples were compared with BHT; antioxidant effects were found as follows black
tea > olive > BHT for 30., 60. minutes and in final time. When the DPPH free radical
scavenging capacity of phenolic extracts which was obtained from black tea and olive
samples were compared with BHT; it was found that black tea samples had higher radical
scavenging capacity than BHT which was known with its strong antioxidant properties and
olive samples had equal radical scavenging capacity compared to BHT. In addition, it was
found that DPPH free radical scavenging capacity of BHT was increasing with concentration
and time as phenolic extracts which were obtained from black tea and olive samples.

Antioxidant activities of phenolic extracts which were obtained from black tea and
olive samples and BHT were evaluated in sunflower oil and olive oil. The oxidation in
sunflower oil was occurred more rapidly than the oxidation in olive oil as a substrate with/
without added phenolic extracts and BHT during experiments.

Key Words: Olive, Black Tea, BHT, Phenolic Compounds, Antioxidants
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1. GiRiS Esra TURAN

1 GIRIS
1.1 Zeytin

Zeytin agaci (Olea europa L.)’nin meyvesi ve Oleaceae familyasinin bir iiyesi
olan zeytinin anavataninin Giineydogu Anadolu Bolgesi’ni de i¢ine alan Yukari
Mezopotamya ve Giiney On Asya oldugu bildirilmektedir. Giiniimiizde zeytin
agacinin yetistirilmesi ve olgun meyveden zeytinyaginin iretimi Akdeniz
ilkelerinde zeytincilik uygulamalarinin en énemli par¢asini olusturmaktadir (Owen
ve ark., 2000).

FAO’nun 2004 yili Tarim Istatistiklerine gore; diinyada 8514300 hektar
alanda 15340488 ton zeytin iretilmektedir (FAO, 2004). Diinya zeytin agaci
varliginin ve zeytin iiretiminin yaklasik % 97’si Akdeniz iilkelerine aittir. Zeytin
iireticisi Akdeniz iilkelerinin basinda sirasiyla Italya, Ispanya, Yunanistan, Tiirkiye,
Tunus, Portekiz ve Fas gelmektedir (Anonim, 2005a).

DIE’nin 2001 yih istatistiklerine gore; Ulkemizde yaklasik 91700000 adedi
meyve veren ve 9900000 adedi meyve vermeyen olmak iizere toplam 101600000
zeytin agaci mevcuttur. Bu rakam diinyadaki zeytin agaci varliginin (700 milyon)
yaklasik % 13’iine karsilik gelmektedir.

Ulkemizde zeytin iiretimi; Ege, Marmara, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
Bolgelerinde yapilmaktadir (Anonim, 2005a Nas ve ark., 1998). FAO’nun 2004 y1ili
verilerine gore, lilkemizde yaklasik 597000 hektar alanda yaklasik olarak 1800000
ton zeytin tretilmektedir (FAO, 2004). Tiirkiye’de yetistirilen zeytinlerin % 75-80’1
yaglik, % 20-25’i ise sofralik olarak degerlendirilmektedir (DIE, 2001).

Tiirkiye’de 88 cesit zeytin goriilmektedir (Aktan ve Kalkan ,1999). Ayvalik
(Yaglik), Cakir, Cilli, Domat, Gemlik, Halhali, [zmir (Sofralik), Kilis (Yaglik),
Kiraz, Manzanilla, Memecik, Memeli, Nizip (Yaglik), Tavsan Yiiregi ve Uslu
(sofralik) Tiirkiye’de yetistirilen 6nemli zeytin ¢esitleri olarak sayilabilmektedir
(Pala ve ark, 2001).

Bitkilerde, fotosentez sonucu olusan karbonun yaklastk % 2’si fenolik
bilesiklere doniismektedir. Bu doniisiimiin aromatik amino asit metabolizmasi

sirasinda gerceklestigi varsayilmakta ve bu nedenle fenolik bilesikler, bitkilerde
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aromatik ikincil metabolit sayilmaktadir (Karadeniz ve Eksi, 2001). Fenolik
bilesikler, yapisinda bir benzen halkasi ile bu benzen halkasina baglh bir veya daha
cok sayida hidroksil gruplar icermektedirler. Sahip olduklar1 pek ¢ok biyolojik ve
kimyasal ozellikleri nedeniyle; serbest kokleri ve metal iyonlarini baglama ve singlet
oksijeni yatistirma oOzellikleri ile iyi bir antioksidan olabildikleri gibi esmerlesme
reaksiyonlarinda substrat olarak da gorev yapabilmektedirler (Keceli, 2000).

Fenolik bilesiklerin miktar1 ve tipi; ¢esit, olgunluk, yagis miktari, yiikseklik,
toprak kosullari, sicaklik vb. faktorlere baglh olarak degismektedir. Bu nedenle bazi
cesidler fenolik bilesiklerce zengin bazi cesidler ise fakirdir (Ryan ve Robarts, 1998;
Keceli, 2000). Zeytin ve zeytinyaginin besinsel, islevsel ve duyusal ozellikleri,
meyvenin fenolik igerigiyle yakindan ilgilidir (Rayn ve ark., 2001). Zeytin
tiketiminin yararli etkileri de, zeytinin fenolik icerigi ve antioksidan etkilerine
baglanmaktadir (Amiot ve ark., 1986; Esti ve ark., 1998; Ryan ve Robards, 1998).

Fenolik bilesikler, meyvenin duyusal 6zelliklerinde onemli parametrelerdir ve
ozellikle o-difenoller, meyve veya yagin oksidasyona karsi dayamkliliginda

antioksidan olarak gorev yapmaktadir (Keceli ve Gordon, 2001).

1.2 Cay

Tiirk insaninin giiniin her saatinde severek tiikettigi geleneksel bir icecek
olarak tiiketimi yildan yila artis gosteren cay (Artik ve Poyrazoglu, 1992); Camellia
sinensis’in yapraklarindan hazirlanmaktadir. Diinyadaki en popiiler icecek olan
cayin sinensis ve assamica olmak {iizere iki ana ¢esidi bulunmakta ve 30’dan fazla
ilkede yetistirilmektedir (Vinson ve Dabbagh, 1998).

Diinya niifusunun 2/3’1i tarafindan tiiketilen cay, diinyanin farkli bolgelerinde
farkli sekillerde (% 20 yesil, % 78 siyah, % 2 oolong) islenmektedir (Kuroda ve
Hara, 1999). Taze olarak toplanmis cay yapraklan hafifce ezilerek bilesenleri
tamamen okside olmakta ve yapraklar siyah renge donmektedir. Bu sekilde iiretilen
caya ‘“siyah cay” denilmektedir. “Yesil cay” ise yapraklarin oksidasyona
ugramamast i¢in toplandiktan hemen sonra buharla muamele edilerek dogal

bilesenleri ve aromas1 muhafaza edilerek elde edilen ¢caydir. Buna ilaveten siyah ve
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yesil cay arasinda olan (yar1 fermente olmus) ve acik havada 1-2 saat fermente
edilerek tiretilen “oolong cayr” olmak iizere ii¢ tip cay vardir (Vinson ve Dabbagh,
1998; Anonim, 2005b; Ozdemir, 2005). Siyah cay, diinya cay iiretiminin % 80’ini
olusturmaktadir (Vinson ve Dabbagh, 1998).

Cayin sadece etkili bir ila¢ aktivitesine sahip olmadigi ayrica miikemmel bir
icecek oldugu fark edilince, Ozellikle tropikal iilkelerde cayin yetistirilme alani
onemli Ol¢iide artmistir (Kuroda ve Hara, 1999).

FAO’nun 2004 yili istatistiklerine gore; diinyada 2460000 hektar alanda
3196881 ton cay iiretimi yapilmaktadir. Diinya caylik alan varligi ve cay iiretiminin
yaklasik % 50’si, Cin ve Hindistan’1n elinde bulunmaktadir (FAO, 2004).

Diinyadaki tiim c¢ay direticileri arasinda Tiirkiye; Hindistan, Cin, Srilanka,
Kenya ve Endonezya’dan sonra altinci sirada bulunmaktadir (Gunduc ve El-Nehir,
2003).

Tiirkiye’nin ¢aylik alan varligr 1992-93 yillarinda 89000 hektar iken, 1994
yilinda 77000 hektara diismiis ve 2003 yilina kadar bu degerde degisme
kaydedilemezken, 2004 yilindaki diisiisle birlikte bu deger 76700 hektar olmustur.
FAO’nun 2004 yili verilerine gore; Tiirkiye'nin kuru c¢ay iiretimi 1992 yilinda
164000 ton iken, 2004 yilinda 131000 tona diismiistiir (FAO, 2004).

Caymn bilesenleri arasinda, biiyiikk Olciide farmakolojik ©Onemi olan
polifenoller ve kafeindir. Kuru cay yapraklarinda % 30-35 oraninda (Serteser ve
GOk, 2003) bulunan ve temel cay bilesenleri olan fenolik bilesikler, demlemenin
kalitesine gore duyusal Ozelliklerle yakindan ilgilidir ve icece8in Kkalitesini
belirlemektedir (Kuroda ve Hara, 1999; Vinson, 1996). Caydaki polifenoller, giiclii
kok baglama ve indirgeme aktivitesine sahiptirler (Kuroda ve Hara, 1999). Cayda
bulunan polifenollerin miktar1; ¢esit, olgunluk derecesi, iklim, 151k, yagmur, sicaklik
ve besin yeterliligi gibi c¢evresel faktorler ile yaprak yasi, isleme metodu ve
derecesine gore degismektedir (Giirses ve Poyrazoglu, 1997; Kuroda ve Hara,
1999; Gunduc ve El-Nehir, 2003).

Bu calismada, zeytin ve ¢aydan elde edilen dogal fenolik ekstraktlarin, sentetik
antioksidanlardan Biitiillendirilmis Hidroksi Toluen (BHT) ile karsilastirilmasi ve

dogal ekstraktlarin antioksidan etkilerinin ortaya konulmasi amaclanmustir.
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2 ONCEKIi CALISMALAR
2.1 Zeytinin Bilesimi

Zeytin, besin icerigi acisindan oldukc¢a degerli bir iiriin olup, sekli ve rengi
ceside gore degismektedir. Zeytin tanesinin kimyasal bilesiminin énemli bir kismin
su ve yag olustururken protein, seliilloz, seker, mineral maddeler, hidrokarbonlar,
fenolik bilesikler ve tokoferoller de bilesimde yer almaktadir. Zeytinin bilesimini
etkileyen faktorler arasinda; olgunluk derecesi, yetistirildigi bolge ve cesit
bulunmaktadir (Vinha ve ark., 2005). Zeytin tanesinin ortalama bilesimi cizelge
2.1’de verilmistir. Bunlar arasinda zeytinde iz miktarda bulundugu halde
zeytinyagina gecerek, ozellikle yagi oksidasyona kars1 koruyarak antioksidan 6zellik
gosteren fenolik bilesikler, yagin rengi, lezzeti, oksidatif stabilitesi ve besin degeri

acisindan onemli rol oynamaktadir (Boskou, 1996).

Cizelge 2.1. Zeytin Tanesinin Ortalama Bilesimi (Kiritsakis, 1998)

Bilesim Miktar (%)
Su 50

Yag 22
Protein 1.6

Seker 19.1
Seliiloz 5.8
Mineral Madde (Kal) 1.5

Canbas ve Fenercioglu (1985), Adana’da yetistirilen bazi zeytin ¢esitlerinin su,
yag, protein ve seker iceriklerini sirasiyla, % 54.7-69.4, % 15.2-29.6, % 1.4-2.4 ve
% 2.3-4.5 olarak bulmuglardir.

Beltrdan ve ark. (2003), Ispanya’da yetistirilen 24 zeytin cesidinin bilesimini
arastirdiklar ¢calismalarinda; zeytinin tiim meyve olarak agirlik, pulp/cekirdek orani,
yag icerigi [kuru agirhk (DW)], yag icerigi [taze agirhk (FW)] ve nem igerigini
sirastyla 1.48-5.96 g, 3.29-8.48 g/g , %35.9-50.98 DW, %13.86-24.77 FW ve
%352.68-67.07 olarak belirlemislerdir.
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Rial ve Falque (2003), Picual cesidi zeytin ve ekstra sizma zeytinyaglarini
analiz etmis ve zeytinlerin hacmi, meyve agirligi, cekirdek agirligi, meyve
eti/cekirdek orani, nem icerigi, yag verimi ve % yag/kuru madde oranlarini sirasiyla
0.75-2.49 ml, 1.51-4.98 g/g, 0.28-0.37 g, 4.21-13.34 g/g, % 37.90-60.99, % 17.94-
29.39 ve % 35.31-52.34; yag orneklerinin serbest asitligini % oleik asit cinsinden
% 0,12-0,24 oleik asit ve peroksit indeksini 1.4-4.9 meqO,/kg olarak bildirmislerdir.

Aktan ve Kalkan (1999), farkli zeytin cesitleri iizerinde yaptiklar: ¢aligmalarla
fenolik maddelerden bazilarinin tek bir cesitte bulunabilecegini ve bazi fenolik
maddelerin miktarinda da ceside gore farkliliklar oldugunu gostermislerdir. Zeytinin
temel fenolik glikoziti olan oleuropeinin ceside gore degistigini ve yaglik bir cesit
olan Ayvalik ¢esidinde oleuropein miktarinin diger cesitlere oranla daha fazla

oldugunu bildirmislerdir.

2.2 Cayin Bilesimi

Taze cay filizlerinin kimyasal bilesimi ceside, iklime, toprak kosullarina ve o
yilki havalarin gisine bagli olarak farklilik gosterdigi gibi; elde edilen siyah ¢ayin
bilesimi de kullanilan cay filizlerinin bilesimine ve uygulanan teknolojik islemlere
gore degismektedir (Yurdagel, 1982). Ancak, fenolik maddeler ile pigment ve
vitaminler disinda taze ¢ay filizleri ile siyah cayin bilesimleri arasindaki fark ¢ok
azdir (Cizelge 2.2).

Cizelgeden de goriilebilecegi gibi korpe siirgiinler (taze filiz) de % 30 gibi
biiyiik bir paya sahip olan primer polifenollerin siyah c¢aydaki payr oksidasyon
sonucu % 5’e kadar diismekte ve bunun hemen % 90’a yakin bir kismi deme
gecmektedir. Yine isleme sirasinda meydana gelen oksidasyon sonucu siyah ¢ayin
bilesiminde % 25’e kadar varan miktarlarda okside polifenoller olusmakta ve bunun
yaklasik % 60’ cay demine gegmektedir (Altan, 2003).

Yurdagel (1984), 1982 yil1 iiriinii Tiirk paket ¢aylarinin kafein igeriklerinin %
2.03-2.39; Giirses ve Artik (1985), 1983 yili iiriinii Tiirk siyah caylarinin kafein
iceriginin % 3.42-4.34 arasinda degistigini bildirmislerdir. Kuru ¢ayda bulunan
kafeinnin yaklasik % 80’1 deme ge¢cmektedir. Buna gore 5-6 bardak cay icen bir kisi
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giinde 250-300 mg kafein almis olmaktadir (Yurdagel, 1984; Giirses ve Artik,
1985).

Cizelge 2.2 Taze Cay Filizi, Siyah Cay ve Cay Deminin Baslica Bilesenlerinin
Bilesimindeki Yaklasik Paylar1 (Kuru madde % Olarak) (Altan, 2003)

Taze filizdeki Siyah Caydaki Cay Demine Gecen

Bilesenin Adi Payi (%) Payi (%) (%)
Proteinler 15-26 15-26 Eser
Serbest Aminoasitler 4-7 4-7 3-4
Karbonhidratlar

-Basit Karbonhidratlar

_Pektik Maddeler 2-3 2-3 2-3

-Selliloz, Hemiseliiloz ?222 ?222 3'4
ve Lignin
Polifenoller

-Primer Polifenoller 25-30 4-5 3.5-45

-Sekonder Polifenoller 0 20-25 12-15
Alkoloidler

-Kafein 2-45 2-45 1.5-3.5
Mineral Maddeler 4-6 4-6 3-5
Lipitler 3-8 3-8 0
Pigmentler 1.0-1.5 0.5-1.0 Eser
Organik Asitler 0.5 - -
Ucucu Bilesikler 0.02

Cayin demlenme sirasinda suya gecebilen 6gelerinden yararlanilmaktadir ki
bunlarin baginda kafein gelmektedir. 180 ml kaynar suyla iki-ii¢ dakika demlenen
cayda, 30 mg civarinda kafein bulunmaktadir. Demlenme siiresi uzadik¢a bu miktar
yaklagik olarak 60 mg'a kadar ¢ikabilmektedir (Baysal, 2005).

Yesil cay uygun kosullarda hazirlandiginda C vitamini saglayabilmektedir.
Giinliik icilen 5 fincan (her fincan 180-200 ml) yesil ¢ay insamin C vitamini
gereksiniminin % 25-30'unu karsilayabilmektedir. Siyah ve yesil ¢ayda Onemli
miktarda E ve K vitamini bulunmasina karsin, suda coziinmediklerinden dolay1
icilen ¢aydaki miktarlarinin ¢ok az oldugu diisiiniilmektedir (Baysal, 2005).

Kuroda ve Hara (1999), giinde en az 1 fincan siyah cay tiikketimini kalp krizi
riskinin % 50 azalmasiyla bagdastirmaktadirlar. Ayrica; koroner kalp hastaligi

(CHD) goriilen kadimnlar ve erkekler arasinda yaptiklart calismalarinda, cayin
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yalnizca erkeklerde koroner kalp hastaligi ve yesil ¢ay tiiketimi arasinda koruyucu
bir baglanti oldugunu bulmuslardir.

Siyah cay, Tiirk insaninin giiniin her saatinde severek tiikettigi bir icecektir.
Cayin aranan icecek olmasinin bir 6nemli nedeni de icerdigi alkaloid maddelerdir.
Alkaloid madde olarak bilinen ¢ay bilesenleri ise; kafein, teofilin, teobromin ve
piirin tiirevleridir (Altan, 2003).

Caymn islenmesi sirasinda bir seri kimyasal degisikliklere ugrayarak cayin
ozellik kazanmasinda temel rolii oynayan polifenoller, c¢ay bitkisinde gallik asit ve
katesinin tiirevleri halinde bulunmaktadir. Ayrica; cayda bulunan polifenolik
bilesikler diger bitkilerdeki polifenollere benzememektedir. Bunlar, sadece cayda
bulunan nadir bilesiklerdir. Cay polifenollerinin, bir ¢cok degisik fizyolojik etkiye
sahip olmalarinin yam sira, gidalarin bozulmalarini onleyici, patojenik bakterilerin
gelisimini engelleyici ve hiperlipidemia, hipertansiyon ve hiperglisemi veya kanser
gibi c¢esitli hastaliklar1  Onleyici etkiye sahip olduklart da bildirilmektedir
(Poyrazoglu, 1995).

Ozdemir ve ark. (1991), 1. siirgiin doneminin baslangici, ortasi ve sonunda
hasat edilen yasli caylardan ortodoks metod ile kontrollii sartlarda siyah cay iireterek
siniflandirmis ve caylardan alinan 21 Ornekte su, ekstrakt, theaflavin (TF), seliiloz
ve toplam kiil miktarlarini sirasiyla % 4.66-6.04, % 29.18-36.94, 1.80-5.51 pmol/g,
% 10.24-18.81, % 4.27-6.61 olarak bulmuslardir.

Poyrazoglu ve Giirses (1991), islenmis Tiirk caylarinin kalite kontrol
kriterlerini Tiirk standartlarina (TS 4500) gore inceledikleri ¢alismalarinda; su (%
kuru madde (KM)), kiil (% KM), suda ¢oziinen kiil (% KM), suda ¢oziinen kiilde
alkalilik (% KM), asitte ¢oziinmeyen kiil (% KM), kafein (% KM), ham seliiloz (%
KM), fermente olmamis parca (%) ve toplam toz cay (%) oranlarini sirasiyla %
29.3-44.2, % 4.96-5.71, % 36.6-57, % 1.20-1.63, % 0.68-1.33, % 1.60-2.49, % 10.5-
16.2, % 0.12-1 ve % 15.8-39.2 olarak bildirmislerdir.

Kuroda ve Hara (1999), islenmemis caymn bilesimini kuru agirhigin %’si
cinsinden; % 30 karbonhidrat, % 4 seker, % 2 nisasta, % 11 pektin, % 13
pentozanlar, % 20 ham lif, % 2 protein, % 3 lipid, % 5 polifenol, % 7 kafein olarak

bildirmektedirler.
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2.3 Zeytin ve Cayda Bulunan Fenolik Bilesikler
2.3.1 Zeytin

Zeytin; baslica oleuropein, verbaskosit, ligrosit ve flavonollerin glikozit
tirevleri ile flavonlar, antosiyaninler ve glikozitleri ve fenolik asitleri icermektedir
(Montedoro ve ark., 1993; Esti ve ark., 1998; Saija ve ark., 1998; ve Tsimidou,
1998; Kecgeli ve Gordon, 2001). Zeytinin temel fenolik bilesenlerinin kimyasal

yapist sekil 2.1°de verilmistir.

HO.
X,

HO H /I
H ™
Hidroksitirozol HO g
OH
Rham-O CH,OH
m 0-CO-CH=CH OH
OH
HO Verbaskosit
Tirozol
Jey
" Hoo Y0 OOCH,
7
| S
N
HO ¢ OOCH, 2~ 0
O-Glu
B
_ 0 Ligrosit
O-Glu HO
Oleuropein m
HO HO™ ~O
3,4-dihidroksisinamik
asit (kafeik asit)
0]
OM
HO HO HO 0
OMe

4-hidroksi-3,5-dimetoksi
benzoik asit (sirenjik asit)

Sekil 2.1. Zeytinin Temel Fenolik Bilesenlerinin Kimyasal Yapist (Kegeli, 2000)

4-hidroksi-3-metoksi
sinamik asit (ferulik asit)
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Fenolik bilesikler, zeytin kalitesini bir ¢ok yolla etkileyebilmektedir. Ornegin;
oleuropein gibi baz1 6zel fenoller renk, tat ve lezzet gibi duyusal o6zellikleri
etkilemektedir. Zeytinin en onemli acilik maddesi oleuropeindir. Zeytinde olusan ve
aciliga katkida bulunan diger fenolik bilesikler; glikozitler, salidrosid, nuezhenid ve
nuezhenid oleosidi ve tirozol ve elenolik asit glikozit uclarini iceren bilesenlerdir
(Ryan ve ark., 1999a).

Fenolik bilesiklerin oksidasyonla esmerlesmesi sonucu olusan renk, sofralik
siyah zeytin i¢in istenilen bir degisimdir. Polifenollerin oksidatif kararmasi, zeytinde
bulunan enzimlerin (difenoloksidaz) veya zeytinde bulunmayan ve disaridan katilan
metal katyonlarinin katalitik etkisiyle olusmaktadir (Garcia ve ark., 1996; Robards
ve ark., 1999).

Yao ve ark. (2004)’da kloroform, etil asetat ve suyla karsilastirdiklarinda
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en uygun ¢ozgenin metanol oldugunu
belirtmislerdir.

Boskou ve ark. (2004), Yunan sofralik zeytin c¢esitlerini inceledikleri
calismalarinda; her tip sofralik zeytinin, tiire gore degisen miktarlarda fenolik bir
profile sahip oldugu ve her tip sofralik zeytinin bilesimindeki polifenollerin nitel ve
nicel iceriginin zeytinlerin toplam antioksidan kapasitesini degistirmekte oldugu
sonucuna varmislardir.

Son yillarda yapilan calismalar zeytin ve zeytinyaginda bulunan fenolik
bilesiklerden ozellikle oleuropein ve hidroksitirozolun koruyucu ve besinsel
ozellikleri oldugunu ortaya koymustur. Fenolik bilesiklerin koruyucu o6zellikleri
nedeni ile de insan sagliginda Oonemli bir rol oynadiklari ve fenolik maddelerin
antorogenik etkileri nedeniyle diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidatif
modifikasyonuna karsi hiicreleri koruduklarini da gostermistir (Visioli ve Galli,
1994, 1995; Le Tutour ve Guedon, 1992). Daha ileri ¢alismalar; zeytin ve
zeytinyagindaki fenolik bilesiklerin giinliik diyetlerle yeterince alinmasinin koroner
kalp hastaligi ve gastrointestinal gibi serbest oksijen koklerince olusturulan
hastaliklara kars1 da riski azalttigin1 gostermistir (Galli ve Visioli, 1999).

Zeytinde bulunan bazi flavon, flavonol ve siyanidin glikozitlerinin kimyasal

yapist sekil 2.2°de verilmistir.



2. ONCEKI CALISMALAR Esra TURAN

OH O OH O
Apigenin Apigenin7-glikozit

Luteolin-7-glikozit

1 on
HO O. O

OH O

Kuersetin Kuersetin-3-ramnozit
(rutin)

Siyanidin Siyanidin-3-glikozit Siyanidin-3-ramnozit

Sekil 2.2. Zeytinde Bulunan Bazi Flavon, Flavonol ve Siyanidin Glikozitlerinin
Kimyasal Yapis1 (Keceli, 2000)

Visoli ve Galli (1995), zeytinin fenolik bilesik iceriginin 50-800 mg/kg
degerleri arasinda oldugunu bildirmektedirler.

Vinha ve ark. (2004), 29 zeytin 6rnegindeki fenolik bilesikleri analiz ettikleri
arastirmalarinda, zeytin 6rneklerinin kurumaddede; oleuropein icerigini 388-21681
mg/kg, hidroksitirozol igerigini 1477-15763 mg/kg, verbaskosid icerigini 174
mg/kg, 5-kafeoilkuinik asit icerigini 12.5 mg/kg olarak bulmuslardir.

McDonald ve ark. (2001), Manzanilla c¢esidi zeytinden metanolik

ekstraksiyonla elde ettikleri fenolik bilesiklerin toplam miktarini, Folin-Ciocalteou

10
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metoduyla 0.6-390 mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru agirlik olarak
hesaplamiglardir.

McDonald ve ark. (2001), yag ekstraktlarinin fenolik icerigi ve antioksidan
aktivitesi lizerine yaptiklar ¢alismada; dondurularak kurutulmus zeytinlerden elde
edilen fenolik madde bilesenlerini, ultraviyole, kimyasal iyonizasyon ve
elektrosprey iyonizasyonu kullanarak yiiksek performansli sivi-kromotografisiyle
fraksiyonlara ayirmislardir. Bazi standartlarla birlikte bu fraksiyonlar bir sivi ve bir
lipid sisteminde antioksidan aktiviteleri acisindan test edilmistir. Cogu fraksiyonda
onemli derecede antioksidan aktivite goriilmiis ve bunun da fraksiyonun fenolik
bilesen icerigi ile iliskili oldugunu belirtmislerdir. Sonu¢ olarak arasticilar,
oksidasyon isleminin kinetiklerinin karmasikligina bagh olarak fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesi arastirilirken antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda ¢ok

yonlii arastirmanin gerektigine isaret etmislerdir.

23.2 Cay

Siyah cay, diinyadaki en popiiler icecektir. Popiilaritesinden dolayi, siyah
cayin flavonoid igerikleri hakkinda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Karakaya ve El-
Nehir, 1999). Daha 6nceki calismalarin cogunda cay katesinleri ve kafein, Ince
Tabaka Kromotografisi (TLC), Gaz Sivi Kromotografisi (GLC), HPLC veya
spektrofotometrik metotlarla analiz edilmistir. Fakat, antioksidan Ozellikleriyle
bilinen cayin Onemli bilesenleri olan serbest fenolik bilesenlerin belirlenmesi
izerine ¢ok az sayida arastirma bildirilmistir.

Yapilan ¢alismalar, 6zellikle epigallokatesin (EGC) ve epigallokatesin gallat
EGCG’1in cay yapragmin fermantasyonu siiresince enzimatik oksidasyona ve
kondansasyona ugrayarak theaflavinleri ve thearubijinleri olusturdugunu ortaya
cikarmustir (Roberts, 1956 ve Roberts ve ark., 1958). Cayda bulunan énemli fenolik
bilesiklerin kimyasal yapilar1 sekil 2.3, sekil 2.4, sekil 2.5’de verilmistir.

11
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Esra TURAN
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Sekil 2.3. Cayda Bulunan Baslica Primer Katesinler (Flavanoller) (Altan, 2003)
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Sekil 2.4. Cayda Bulunan Baslica Fenolik Asitler ve Depsitler (Altan, 2003)

Kaemferol -H|,R2 ve R;q: H
Kuersetin :R;fOH; Ry ve RyzH

Minsetin  :Ryve Rp=OH; Rq:zH

Sekil 2.5. Cayda Bulunan Baslica Flavonoller (Altan, 2003)

Poyrazoglu (1995), polifenoller olarak adlandirilan (-)-EGC ve (-)-EGCG’nin

polifenoloksidaz/peroksidaz en

daha sonra kondanse olarak alt

zimlerinin yardimlar ile Oncelikle o—kinonlara ve

1n saris1 bilesikler olan theaflavinlere ve kirmizimsi

kahverengi bilesikler olan thearubijinlere doniistiigiinii bildirmistir.

12
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Cayin bilesiminde bulunan theaflavin ve tiirevlerinin kimyasal yapist sekil

2.6’da verilmistir.

OH
Theaflavin Theaflavin monogallat A Theaflasin menogallat B

Sekil 2.6. Cayda Bulunan Theaflavin ve Tiirevlerinin Kimyasal Yapisi (Poyrazoglu,
1995)

Ulyavona (1963), flavonollerin cay bitkisinin vegatatif ve eseysel organlarinda
bulundugunu belirtmistir. Aym1 zamanda; cayin gen¢ yapraklart ve cicek
yapraklarinda da yiiksek oranda flavonol, ¢ay tohumunda ise % 0.03 oraninda
flavonol bulundugunu bununla birlikte; cay bitkisi yaslandik¢a, bitkideki flavonol
miktarinin 6nemli derecede azaldigini bildirmistir.

Polifenollerin, yesil ve siyah ¢ay iceceklerinde toplam kuru maddenin % 30-
42’sini olusturdugu bildirilmistir (Yen ve ark., 1997). Hertog ve ark. (1993), siyah
cayin toplam flavonoid icerigini 36.5 mg/kg olarak bildirmektedirler. Kuersetinin
cayda bulunan en 6nemli flavonoid oldugunu ve cesitli siyah caylarin kuersetin ve
kampesterol iceriklerinin sirasiyla 10-25 ve 6.3-17 mg/l arasinda degistigini
bildirmislerdir. Horie ve ark. (2002), HPLC ile belirledikleri cay yapraklarinin
kafein iceriginin % 2.23-2.63 arasinda oldugunu bildirmislerdir.

Metanol ile bir kez yapilan ekstraksiyondan sonra polifenollerin ve kafeinin
cogunun ¢ay dokusunda kaldigini, ikinci ekstraktin birinci ekstrakta gore daha fazla
katesin ve kafein igerdigini, liciincii ve dordiincii ekstraktlarin onemli miktarlarda
katesin ve kafein icerdigi bildirilmistir. Boylece ¢aydaki katesinler, fenolik asitler ve
kafeinin kantitatif analizleri icin coklu ekstraksiyon prosediiriiniin gerektigi

sonucuna vartlmistir. Bu calismanin sonuglarina goére, cayda bulunan baslica
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katesinler miktarlarina gore; EGCG, EGC, ECG, EC olarak siralanmistir (Zuo ve
ark., 2002).

Yang ve Wang (1993), bir fincan ¢ayin (200 ml) yaklasik olarak 142 mg
EGCG, 65 mg EGC, 28 mg ECG, 17 mg EC ve 76 mg kafein icerdigini
bildirmislerdir. Vinson ve Dabbagh (1998), yesil, oolong ve siyah ¢ayin toplam
fenolik madde igeriklerini sirastyla 12.315-17.400, 14.885-16.531 ve 11.987-28.455
mmol/L. degerleri arasinda bulmuslardir. Karakaya ve EI-Nehir (1999), HPLC ile
siyah cayin kuersetin icerigini 34.8 pg/l, kampesterol igerigini 110 pg/l olarak
bildirmektedirler.

Wang ve Helliwell (2001), HPLC ile siyah ve yesil caylardaki flavonolleri
belirledikleri ¢calismalarinda mirisitin, kuersetin, kampesterolii kuru agirlik bazinda
yesil ¢ay yapraklarinda sirasiyla 0.83-1.59 g/kg, 1.79-4.05 g/kg ve 1.56-3.31 g/kg;
siyah cay yapraklarinda sirasiyla 0.24-0.52 g/kg, 1.04-3.03 g/kg ve 1.72-2.31 g/kg
olarak belirlemislerdir.

Atoui ve ark. (2005), cay ve sifali bitki demlerinin polifenolik igerigini,
antioksidan aktivitesini ve fenolik profilini inceledikleri arastirmalarinda cayin
toplam fenolik bilesen igerigini Folin-Ciocalteu metoduyla 88-122 GAE/fincan
degerleri arasinda bulmuslardir (1 fincan = 240 ml).

Siyah cay Tiirkiye’de en c¢ok tiiketilen sicak icecektir. Karakaya ve El-Nehir
(1997) tarafindan 100 goniillii Tiirk tizerinde yapilan bir ¢alismada; 30 goniilliiniin
240-360 mg cay/giin tiikettigi bildirilmistir. Bu calismaya gore; caydan saglanan
giinliik toplam fenol alimi1 57-357 mg/giin olarak hesaplanmistir. Gunduc ve El-
Nehir (2003), siyah cayin toplam fenol icerigini 1492.26 mg/l, Vinson ve Dabbagh
(1998) ise 3551 mg/l olarak bildirmislerdir. Kisi basina giinliik saglanan fenolik

madde miktarini ise sirasiyla 441 mg/giin ve 345 mg/giin olarak bildirmislerdir.

2.4 Antioksidanlarin Lipid Oksidayonunu Onleme Mekanizmasi

Antioksidanlar, lipid oksidasyonunu engellemekte veya geciktirmektedir.
Boylece hem gidalarin kalitesi korunmakta hem de raf omrii uzamaktadir (Kiralan

ve ark., 2004). Oksidayonu Onlemek veya ortadan kaldirmak amaciyla gidalara
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antioksidanlar eklenmekte ve bu amacgla yillardir antioksidan olarak Biitillenmis
Hidroksi Toluen (BHT), Biitillenmis Hidroksi Anilin (BHA) ve Teri Biitil Hidroksi
Kinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir (Lindsey ve ark., 2001).
Ayrica antioksidan Ozellikleri oldugu bilinen fenolik bilesiklerin (dogal veya
sentetik) de lipid substratlarinda, lipid oksidasyonunu oOnledigi bildirilmektedir
(Nenadis ve ark., 2003).

Bir¢ok calismada, 6zgiin polifenollerin alkoksi kokleri ve hidroksil koklerini
tuttugu, lipid peroksil koklerini indirgedigi ve lipid peroksidasyonunu onledigi
bildirilmektedir (Sanchez-Moreno ve ark., 1998).

McDonald ve ark. (2001), linoleik asidin oksidasyonu iizerine ¢esitli fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitesini, TBARs olusumunun engellenmesi olarak
hesaplamis ve biitiin bilesiklerin 10-1000 mg/l araliginda antioksidan aktivite
gosterdigini bulmuslardir. Ayrica; farkli konsantrasyonlardaki farkli bulgulardan
dolay: bilesenlerin antioksidan aktivitesi hakkinda yorum yapmanin zor oldugunu
bildirmistir.

Zandi ve Gordon (1999), % 0.02, % 0.05, % 0.1 ve % 0.25
konsantrasyonundaki olgun cay yapragi ekstraktlarim1 60°C’de bekletilen diisiik
erusik asit igerikli kolza tohumu yagi icerisinde test etmislerdir. Yagin peroksit
degerinin 20 meq/kg’a ulagmasi i¢in gereken zamanlar: sirasiyla 7.66, 8.7, 11.73 ve
13.98 giin; peroksit degerinin 50 meqg/kg’a ulasmast icin gereken zamanlar1 da
sirastyla 10.93, 13.11, 15.54 ve >20 giin olarak bildirmektedirler. Konjuge dien
Olctimlerininde olgun c¢ay yapraklar1 ekstraktlarinin  antioksidan  etkisini
dogruladigin1 ve ekstraktlarin antioksidan etkilerinin konsantrasyonla birlikte
arttigin1 bulmuslardir.

Xu ve ark. (2003), yesil ¢ay ekstraktlarimi 65°C’de 1sitilan domuz yagi
icerisinde test etmislerdir. Ancak; sulu etanolik cay ekstraktlarinin domuz yagi
icerisinde 1yice karismadigindan, diisiik antioksidan aktivite goriilmesindeki nedenin
yag  fazinda  yesil cay  ekstraktlarinin  yeterince  c¢Oziinmediginden
kaynaklanabilecegini ileri siirmiislerdir. Frankel ve Meyer (2000), deneme

sistemlerinin heterojenligi ve heterofazikliginin, lipid substratinin c¢esidinin
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(doymamighk derecesi ve fizikokimyasal durumu) antioksidan etkinligini
belirlemede etkili oldugunu bildirmislerdir.

Lunder (1992), antioksidan aktivite ve EGCG arasinda iyi bir iliski oldugunu
ve genel olarak, ¢aydaki kafein miktarinin ¢ayin tiretimi sirasindaki fermantasyonun
derecesi ile iliskili oldugunu bildirmistir.

Yen ve Chen (1995), cesitli cay ekstraktlar1 (yesil ¢ay, oolong cay ve siyah
cay)’in antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Biitiin cay ekstraktlarinin onemli
Olclide antioksidan etki gosterdigini, antioksidan aktivite ve aktif oksijen {izerine
baglayici etkinin su siraya gore azaldigin1 bulmuslardir: yar1 fermente olmus ¢ay >
fermente olmamis ¢cay > fermente olmus cay. Arastiricilar, ¢cay yapraklarinda en
fazla bulunan bilesen grubu olan katesinlerin temel bir bilesen olarak antioksidan
ativiteden sorumlu oldugu sonucuna varmiglardir.

Nedanis ve ark. (2003), BHA, BHT, TBHQ, a-tokoferol, trolox ve CA gibi
bazi antioksidanlar1 fosfatidilkolin lipozomlar1 ve yag/su emiilsiyonlarinda
karsilastirmali  olarak c¢alismislardir. Sonuglar, BHA ve BHT’nin cok az
eklendiklerinde bile en yiiksek etkiye sahip oldugunu; a-tokoferoliin orta aktiviteye
sahip oldugunu; CA’nin pro-/antioksidan davranisinin konsantrasyona baglh
oldugunu; TBHQ’nun aktivitesinin CA’dan biraz daha 1y1 ve Troloxla
karsilastirilabilecek diizeyde oldugunu gostermistir.

Son yillarda, siyah c¢aym in vivo antioksidan aktivitesi calisilmis ve
antioksidan aktivitenin ortalama 8.477 mmol/L (4.275-12.110 mmol/L)
konsantrasyon tarafindan saglanabildigi bulunmustur. Epidemiolojik calismalar,
giinde 4 fincan siyah caydan fazlasini tiikketen insanlarin daha diisiik damar sertligi
ve koroner kalp hastalig1 riskine sahip oldugunu gostermektedir (Gunduc ve El-

Nehir, 2003).

2.4.1 Antioksidan Aktivitenin Degerlendirilmesi

2.4.1.1 DPPH Serbest Kok Baglama Metodu

DPPH serbest kok baglama metodu, lipid oksidasyonunu Onleyen

antioksidanlar i¢in genel olarak kabul edilmis bir mekanizmadir. Diger metodlarla
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karsilastirildiginda; DPPH serbest kok baglama metodu, antioksidan aktivitelerin
nisbi olarak kisa zamanda belirlenmesini saglamaktadir. Antioksidanlarin DPPH
serbest kokiinii baglama etkilerinin, bunlarin hidrojen (H) iyonu verme
yeteneklerinden kaynaklandig: diisiiniilmektedir (Chen ve Ho, 1997; Wang ve ark.,
1998).

DPPH serbest kok baglama metodunda, 6rneklerin H iyonu verme kapasiteleri,
stabil bir serbest kok DPPH kullanilarak arastirilmaktadir. H iyonu verme yatkinlig
olan bir bilesigin varliginda DPPH kokii indirgenir ve stabil serbest kok formu
olusur (El-Nehir ve Karakaya, 2003).

Chen ve Ho (1997), 6 dogal hidroksisinamik asitin [kafeik asit (CA), kaffeik
asit feniletil ester (CAPE), ferulik asit (FA), ferulik asit feniletil esteri (FAPE),
rosmarinik asit (RA) ve klorojenik asit (CHA)] antioksidadif ve serbest kok baglama
ozelliklerini tipik gida antioksidanlarindan tokoferol ve sentetik bir antioksidan olan
BHT’nin aktiviteleri ile karsilastirmis ve test bilesenlerinin DPPH kok baglama
aktivitesini, RA » CAPE > CA > CHA > a-tokoferol > FA > FAPE > BHT olarak
bildirmislerdir.

Baslangic DPPH' konsantrasyonunu % 50 azaltmak i¢in gereken Ornek
konsantrasyonu (EC50), antioksidan aktiviteyi hesaplamakta siklikla kullanilan bir
yontemdir. Diisiik EC50 degeri yiiksek antioksidan kapasiteyi gosterir. Diger bir
parametre ise antiradikal etkinlik (AE=1/EC50) veya antiradikal giictiir (ARP).
Antiradikal etkinligin yiiksek olmasi1 antioksidan aktivitenin yiiksek olmas1 anlamina
gelmektedir (El-Nehir ve Karakaya, 2003).

Brand-Williams ve ark. (1995), gallik asit, CA, askorbik asit, kuersetin ve
BHA’nin EC50 degerlerini sirasiyla 34 pM, 50 uM, 121 pM ve 110 uM olarak
bulmuslardir. von Gadow ve ark. (1997a) oolong, yesil ve siyah caylarin sulu
ekstraktlarinin antioksidan aktivitelerini DDPH serbest kok baglama metoduyla
Olcmiis caylarmin  antioksidan aktivitelerini % baglama kapasitesi cinsinden
sirastyla % 71.2, %90.8 ve % 81.7 olarak bulmuslardir.

Sanchez-Moreno ve ark. (1998), meyvelerde yaygin olarak bulunan
polifenollerin kinetik davranislarini inceledikleri ¢alismalarinda; DPPH ile elde

ettikleri sonuglara gore gallik asit, CA, askorbik asit, kuersetin, BHA ve rutin’in
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EC50 degerlerini sirasiyla 26, 69, 76, 84, 93 ve 102 olarak bulmuglardir. Visoli ve
ark. (1998), Akdeniz orijinli bitkilerin antioksidan aktivitelerini inceledikleri
arastirmasinda; zeytinyagl fenoliklerinden hidroksitirozol ve oleuropeinin EC50
degerlerini 3.2-91 uM ve 14.3-29.3 uM arasinda bulmuglardir.

Vinson ve Dabbagh (1998), cay fenollerinden gallik asit ve katesinin EC50
degerlerini 1.25 uM ve 0.67 uM; cay fraksiyonlarindan siyah ve yesil cay
ekstraktlariin EC50 degerlerini 0.59 pM ve 0.22 uM olarak hesaplamistir. Yesil,
oolong ve siyah cayimn EC50 degerlerini sirasiyla 0.23-0.99, 0.57-0.67 ve 0.38-1.07
pM; antioksidan potansiyelini  sirastyla 12439-75652, 22216-28436 ve 20901-
31544 fenol antioksidan indeksi olarak hesaplamiglardir.

Atoui ve ark. (2005), cay ve sifali bitki demlerinin polifenolik igerigini,
antioksidan aktivitesini ve fenolik profilini inceledikleri arastirmalarinda; DPPH
metoduyla ¢ay orneklerinin EC50 degerlerini 0.15 (0.38 kuersetin esdegeri ve 0.57
trolox esdegeri)-0.17 (0.34 kuersetin esdegeri ve 0.54 trolox esdegeri), AE (1/EC50)
degerlerini ise 5.57-6.65 degerleri arasinda bulmuslardir.

Fenolik bilesiklerin antioksidan etkileri; lipid koklerini kararli bilesikler haline
doniistiirerek zincir tepkimesini kirmak olup; birincil antioksidan olarak gorev
yapmaktadirlar (Altan, 1989). Fenolik bilesiklerden ayrilan hidrojenler, kararsiz
serbest (R) kokii ile birleserek inaktif iiriin olusturmaktadir. Fakat bu koklerdeki
elektronlar molekiil icerisinde yer degistirdiginden kararli serbest hibrit kokleri
olarak kalmaktadir (Nergiz ve Unal, 1989).

Von Gadow ve ark. (1997), doga icinde genis bir sekilde yayilmis olan fenolik
bilesenlerin antioksidan aktivitelerinin, bunlarin konjuge olmus halka yapilar1 ve
hidroksil gruplariyla ilgili oldugunu ileri siirmektedirler. Ayrica; orto- veya para-
pozisyonunda ikinci bir hidroksil grubunun bulunmasinin ek rezonans
stabilizasyonu ve o-kinon veya p-kinon olusumundan dolay1 antioksidan aktiviteyi
artirdig bildirilmistir (Chen ve Ho, 1997; von Gadow ve ark., 1997a; Wang ve ark.,
1998). Gaulejac ve ark. (1999), fenolik bilesiklerin serbest kok baglama
potansiyellerinin bunlarin kimyasal ve sterokimyasal yapilartyla yakindan iligkili

oldugunu bildirmektedirler.
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Bir¢ok epidemiyolojik calisma; meyve, sebze ve hububat alimi ile koroner
kalp hastaligi ve cesitli kanser hastaliklarinin olusumu arasinda ters bir iligki
oldugunu (Rice-Evans ve ark., 1997); ayrica kanser ve koroner kalp hastaliginin
diisik olusumuyla polifenolik  bilesiklerin ~ aliminin  baglantili  oldugunu
gostermektedir. Bu etkilerin, polifenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesinden
kaynaklandigina inanilmaktadir. Buna ek olarak, polifenolik bilesikler antialerjik,
antimutajenik, antibakteriyel ve insiilini arttirma ozelligine sahiptir (Gaulejac ve
ark., 1999; Murakami ve ark., 2003).

Yesil ¢ay polifenolleri (GOHs) ve resveratrol gibi bitki ve gidalardan tiiretilen
antioksidanlarin; kanser, yaslanma ve damar tikamikhigi gibi kronik kalp
problemlerine kars1 korumada onemli oldugu bildirilmistir. Yesil ¢ay yapraklarindan
ekstrakte edilen birka¢ polifenolik bilesigin; biyolojik sistemlerde lipid
peroksidasyonu, DNA hasar1 ve kanser hiicreleri olusumuna karsi iyi antioksidanlar
olabilecegi bulunmustur (Cai ve ark., 2002).

Bir ¢ok calismada, insan diyetinin bitki kokenli bilesenleri olan polifenolik
flavonoidlerin koruyucu ozellikleri arastirilmis ve biyoflavonoidlerin Ostrojenik
aktiviteleri, antialerjik ve antiviral etkileri kadar antimutajenik ve antikarsinojik
ozellikleri de oldugu bildirilmistir. Bu bilesenlerin  bircogunun lipid
peroksidasyonunu, LDL oksidasyonu ve oksijen tutucu kokleri inhibe eden

antioksidanlar gibi etki gosterdigi ileri siiriilmektedir (Rice-Evans ve ark., 1995).
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3 MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal

Bu caligmada materyal olarak, dogal ekstraktlar1 hazirlamak amaciyla Tarsus
yoresinden elde edilen Sar1 Ulak Tarsus zeytin cesidi, cay (Oba Cay) ve rafine
zeytinyagl (Tarig) kullanilmistir. Sentetik antioksidanlardan BHT, antioksidan
aktivitenin belirlenmesinde kullanilan 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) ve diger

kimyasal maddeler Sigma ve Merck firmalarindan saglanmugtir.

3.2 Yontem
3.2.1 Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Fenol bilesikleri; zeytin orneklerinden Keceli (2000); cay orneklerinden ise
Zandi ve Gordon (1999)’a, gore ekstrakte edilmis ve ekstraktlarin toplam fenol
icerikleri Guttfinger (1981)’e gore spektrofotometrik yontemle belirlenmistir. Zeytin
orneklerinin ekstraksiyonu asamasi sekil 3.1°de; ¢ay Orneklerinin ekstraksiyonu da
sekil 3.2°de verilmistir.

25-30 g Zeytin
v
Cekirdeklerin c¢ikarilmasi
. *
Ogiitme
v
%80 Etanol (C,HsOH) + %2 Sodyum metabisiilfit (Na,S,0s) ¢ozeltisi ile
Ekstraksiyon
v

Sulu ¢6zeltinin ayrilmasi ve karistmin 100 ml petrol eteri ile ekstraksiyonu

v
Etil asetat (100 ml) ile ayirma ve ekstraktin Sodyum Siilfat (Na,SOy ) ile
kurutulmasi, etil asetatin koyulastirilmasi

Fenolik madde fraksiyonu —— Toplam fenollerin
belirlenmesi
(UV-Vis spektrofotometre)

Sekil 3.1. Zeytinlerden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Analizi (Keceli, 2000)
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Ogiitiilmiis 5 gram cay yapragi
v

Geri sogutucu altinda 2 saat metanolle (1:5, v/v) kaynatma

v

Filtrasyon
Kalintinin metanolle (2x50 ml) yikanmasi
Cozgenin 50°C’de rota*ry evaporatorde ucurulmasi

Fenolik madde fraksiyonu — Toplam fenollerin
belirlenmesi
(UV-Vis
spektrofotometre)

Sekil 3.2. Caydan Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Analizi (Zandi ve Gordon,
1999)

3.2.2 Toplam Fenolik Bilesiklerin Belirlenmesi

Orneklerde toplam fenolik bilesikler Folin-Ciocalteou yontemi kullanilarak
belirlenmis, sonuclar kafeik asit ile hazirlanan standart egriden yararlanilarak

mg/ 100 g olarak hesaplanmistir (Guttfinger, 1981).

3.2.3 Ekstrakte Edilen Fenolik Bilesiklerin Antioksidan Etkisinin Belirlenmesi

3.2.3.1 Serbest Kok Baglama Ozelliklerinin 1,1 Diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH) Kullamilarak Belirlenmesi

Zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin antioksidan
aktivitesi, metanol icinde gerceklesen reaksiyonun zamana karsi degisiminin 515
nm’de spektrofotometre ile olciilmesiyle yapilmistir (Kegeli, 2000).

Zeytin ve caydan elde edilen fenolik ekstraktlar ve BHT icin, mol
Antioksidan/mol DPPH olarak hesaplanan farkli konsantrasyonlar hazirlanmistir.
0.1 ml metanolik fenol yada ekstrakt ¢ozeltilerine 2.9 ml 6 x 10 mol/l metanolik

DPPH c¢ozeltisi eklenerek; reaksiyon dengeye gelinceye kadar, absorbanstaki diisiis
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515 nm’de belirli araliklarla 6l¢iilmeye devam edilmistir. Reaksiyon kinetigi bir
grafige doniistiiriilmiis ve antioksidan aktivite bu grafige gore hesaplanmistir

(Keceli ve Gordon, 2001).

3.2.3.2 Lipid Oksidasyonu Onleme Ozelliklerinin Belirlenmesi

Zeytin ve caydan elde edilen fenolik ekstraktlarin lipid oksidasyonu sirasinda
antioksidan etkisinin belirlenmesi icin substrat olarak yag (rafine zeytinyagi ve
aycicek yagi) kullanilmis ve 60°C’lik etiivde bekletme sirasinda oksidasyonun
gelisimi izlenerek fenolik ekstraktlarin oksidasyonu onleme-geciktirme oOzellikleri
BHT ye kars1 belirlenmistir (Kegeli ve Gordon, 2001).

20 g yag ornekleri beherler icerisinde tanik ve antioksidan katilmis (dogal cay
veya zeytin ekstraktt ve BHT) 100, 200, 250 ve 500 ppm miktarlarinda
zenginlestirilmis olarak ayr1 ayr1 hazirlanmis ve farkli siireler ile bekletilmis;
zeytinyaginda 0, 2, 4, 6, 8 ve 10. giinlerde, aycicek yaginda 0, 2, 4, 6. giinlerde
oksidasyonun gelisimi takip edilmistir. Bu konsantrasyonlar zeytin ve cay
orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar i¢in Folin-Ciocalteau yontemiyle

belirlenen kafeik asit esdegeri (CAE) olarak hesaplanmistir.

3.2.3.3 Peroksit Degerinin Belirlenmesi

Peroksit degeri, oksidatif ransidite ol¢ctimiinde kullanilan degerlerden biridir.
Ikg yagdaki miliesdegergram oksijen olarak ifade edilir. Yaglarda ve yag asitlerinde
bulunan peroksitlerin miktarinin  belirlenmesini temel alan bu yoOntemde
peroksitlerin glasiyel asetik asit ¢ozeltisinde bulunan potasyum iyodiirdeki iyodu
serbest hale gecirmesinden yaralanilir (Altan, 1989, AOCS, 1994).

Peroksit degerinin 20 ve 50 meq/kg peroksit degerine ulagmasi i¢in gerekli
olan siireler, peroksit degerinin zamana kars1 olan grafiginden faydalanilarak

hesaplanmuistir.
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3.2.3.4 Konjuge Dienlerin Belirlenmesi

Oto-oksidasyon sonucunda malonik striiktiirdeki yag asitlerinde birbirini
izleyen 2 cift bagin bir metilen grubuyla ayrildigr durumlarda yalmizca merkezdeki
metilen aktif olur. Bu durumda serbest kok 2 etilenik bagla ¢evrilmis olur. Etilenik
baglardan biri digerine yaklasarak dienik konjuge sistem olusturur. Olusan bu dienik
konjuge sistemlerin toplam miktar1 bu yontemle belirlenebilir (Altan, 1989; AOCS,
1994).

3.2.4 istatistiksel Analizler

Denemeler 2 tekerriirlii olarak yiiriitiilmiis ve elde edilen veriler SPSS 10.0
istatistik paket programi kullanilarak tek yonlii varyans analizine tabii tutulmustur
ve onemli bulunan farkliliklar Duncan coklu karsilastirma testine gore %1 6nem

seviyesinde belirlenmistir (SPSS for Windows, 2001).
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4 ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Folin-Ciocalteau Yontemi ile Zeytin ve Cayda Bulunan Toplam Fenol
Iceriginin Belirlenmesi

Zeytin ve cay oOrneklerinden fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu icin bir kac
yontem denenmistir. Bunlar; zeytin icin McDonald ve ark. (2001) ve Keceli (2000);
cay icin Wang ve Helliwell (2001), Roeding-Penman ve Gordon (1998) ve Zandi ve
Gordon (1999)’dur.

Elde edilen sonuclara gore zeytin i¢in Kegeli (2000), cay i¢in Zandi ve Gordon
(1999) yontemleri tercih edilmistir. Kafeik asidin standart olarak kullanildigr egri

sekil 4.1°de gosterilmistir.

Kafeik Asit Standart Egrisi

0.8 - y = 0,0066x - 0,0105
07 - R? = 0,9949
0,6 -
0,5 1
0,4 - ./
0,3 1
0,2 -
0,1 1
0 : : : : : ‘
0 20 40 60 80 100 120

Absorbans (ortalama)

Kafeik Asit icerigi (mg/ml)

Sekil 4.1. Kafeik Asit Standart Egrisi
Folin-Ciocalteau Yontemi ile belirlenen toplam fenol igerigi kafeik asit

esdegeri (CAE) cinsinden zeytinde 286 mg/100 g CAE; cayda ise 5649 mg/100 g
CAE olarak bulunmustur.
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4.2  Fenolik Ekstraktlarim Antioksidan Aktivitesinin Metanol Icerisinde
Degerlendirilmesi

4.2.1 Deneme 1: DPPH Metodu ile Antioksidan Aktivitenin Degerlendirilmesi

Bu deneyde; zeytin ve cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin
DPPH serbest kokiinii baglama kapasiteleri, sentetik bir antioksidan olan BHT ile
karsilastirilmistir.

Zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen ve metanol icinde coziindiiriilen
fenolik ekstraktlarin 0.1 ml’si yine metanolle hazirlanan 6x10”°  mol/l
konsantrasyondaki DPPH ¢ozeltisinin 2.9 ml’sine eklenmistir. Absorbanstaki diisiis
515 nm’de 6l¢iilmiis ve reaksiyon sabitlenene kadar olciime devam edilmistir.

Hesaplamalar yapilirken (molekiill agirligi belirlenirken), zeytin ve cay
ekstraktlarinda bulunan fenol bilesiklerinin ortalama molekiil biiyiikliigiiniin
MW=300 oldugu kabul edilmistir (Keceli, 2000).

Fenolik ekstraktlarin DPPH ile reaksiyona girme hizlarindaki farkliliktan
dolay1; cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstaktlar 0.18, 0.9, 1.8 ve 3.6 x 10™
mol/l, zeytin orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ve BHT ise 1.8; 3.6; 5.4
ve 9 x 10™ mol/l konsantrasyonlarinda test edilmigtir.

Zeytin ve c¢ay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarinin ve BHT nin
DPPH kokiinii 30. ve 60. dakikalar ile sabitlenme zamanindaki baglama kapasiteleri
cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelgeden de goriilebilecegi gibi, 1.8x10™ mol/l konsantrasyonunda zeytin
ekstrakti iceren ornekler 30. ve 60. dakikalarda DPPH’in % 19.663 ve % 21.057’sin1
tutabilirken; bu oran aynmi konsantrasyondaki cay ekstrakti iceren Ornek icin %
27,485 ve % 42.612 ve aymi konsantrasyonda BHT iceren 6rnek icin % 8.026 ve %
13.152 olmustur (Cizelge 4.1).

Sabitlenme zamanlarina bakildiginda, 3.6x10™* mol/l konsantrasyonunda zeytin
ve cay ekstrakti iceren Ornekler sirasiyla % 50.425 ve % 87.905 oraninda DPPH
tutabilirken; bu oranin ayni konsantrasyonundaki BHT iceren 6rnek i¢in % 24.469

oldugu goriilmektedir (Cizelge 4.1).
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Cizelge 4.1. Fenolik Ekstraktlar ve BHT nin 1.8, 3.6x10™* M Konsantrasyonlarinda
DPPH Kokiinti 30. ve 60. Dakikalar ile Sabitlenme Zamanindaki
Baglama Kapasiteleri (%)

Antioksidan Konsantrasyon DPPH Kékiinii Baglama Kapasiteleri (%) Sabitlenme

Kaynagi  (x10™ mol/l) Sabitienme zamani

30. dakika  60. dakika (dakika)
zamani
a a a
cay 18 42.612 27.485 51.557 100
ekstrakti 5 ¢ 79.085°  84.520° 87.905° 100
b b b
zeytin 18 19.663 21.057 22.907 150
ekstrak 5 ¢ 37.840°  42.494 50.425" 150
18 8.026° 13.152° 14.151° 70
BHT 20
3.6 13.139° 22453 24.469°

* Satirlar yukarida asagiya incelendiginde (her konsantrasyon igin) farkli harflerle gosterilen
ortalama degerler arasinda farklilik vardir (p<0,01).

Zeytin ve caydan elde edilen fenolik ekstraktlart ve BHT nin , kok baglama
kapasitelerine iliskin verilerin istatistiksel analizlerine gore 30. 60. ve sabitlenme
zamaninda cay ekstrakti> zeytin ekstrakti1 > BHT olarak bulunmustur (p<0,01).
Cizelge 4.2. Zeytin Ekstraktlar1 ve BHT nin 5.4, 9.0x10* M Konsantrasyonlarinda

DPPH kokiinii 30. ve 60. Dakikalar ile Sabitlenme Zamanindaki
Baglama Kapasiteleri (%)

Antioksidan Konsantrasyon DPPH Kokini Baglama Kapasiteleri (%)  gapitlenme
Kaynagi  (x10™ mol/l) 30. dakika  60. dakika Sabitlenme Zamani

Zamani (dakika)
Zeytin 54 35.780 49.414 64.235 150
Ekstrakti g 57.457 70.637 87.461 150
5.4 12.966 29.147 31.833 70
BHT
9.0 19.206 37.762 43.569 70

Buna ileveten; 5.4 ve 9.0x10" mol/l konsantrasyonlarindaki zeytin
ekstraktlarmin  ve BHT Orneklerinin DPPH kokiinii baglama kapasiteleri
olciilmiistiir. 9.0x10* mol/l konsantrasyonunda zeytin ekstrakti iceren Ornek
sabitlenme zamaninda, DPPH’in % 87.461’ini tutabilirken; bu oran BHT iceren
ornek icin ancak % 43.569 olmustur (Cizelge 4.2).
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von Gadow ve ark. (1997a)’ya gore, daha yiiksek % baglama kapasitesi daha
fazla hidrojen verme yeteneginden kaynaklanmakta ve bundan dolay:1 daha yiiksek
antioksidan aktivite anlamina gelmektedir
Sénchez-Moreno ve ark. (1998)’e gore ARP (Antiradikal etkinlik= 1/EC50)
degerleri, baslangic DPPH konsantrasyonunu %50 azaltmak icin gereken
antioksidan miktarin1 hesaplamamiza yardimci olan ECS50 degerlerine gore
antioksidan ativiteyi test etmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilir.
Zeytin ve cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ile BHT nin analizi
sonucu elde edilen EC50 degerleri cizelge 4.3’de verilirken; ARP (1/EC50)

degerleri cizelge 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Fenolik Ekstraktlarin ve BHT nin Baslangic DPPH Konsantrasyonunu
% 50 Azaltmak R;in Gereken Antioksidan Miktar1 (EC50)

Baglangic DPPH Konsantrasyonunu %50 Azaltmak icin

Antioksidan Gereken Antioksidan Miktari (EC50)
Kaynagi
30. dakika 60. dakika Sabitlenme zamani
Zeytin 0.186 + 0.004° 0.396 + 0.007° 0.901 + 0.049°
cay 0.070 + 0.002° 0.142 £ 0.001° 0.225 + 0.001°
BHT 0.939 + 0.166% 0.860 + 0.126% 0.860 + 0.096%

* Satirlar yukarida asagiya incelendiginde farkli harflerle gosterilen ortalama degerler arasinda
farklilik vardir (p<0,01).

Antioksidan aktivite sonuclarinin istatistiksel analizlerine gore, 30. dakika i¢in
EC50 degerleri BHT > zeytin > cay olarak bulunurken; 60. dakika i¢in BHT >
zeytin > cay; sabitlenme zamani i¢in zeytin > BHT > cay olarak bulunmustur (p <
0.01). Daha diisik EC50 degerleri daha yiiksek antioksidan aktivite anlamina
geldiginden Orneklerin antioksidan aktiviteleri en fazla cayda, en az BHT’de
bulunmustur.

Fenolik esktraktlar ve BHT nin Antiradikal Etkinlik (ARP) verilerine iliskin
istatistiksel analizlerine gore; 30. ve 60. dakikalar icin ARP degerleri cay > zeytin >
BHT olarak bulunurken; sabitlenme zamani icin ¢ay > zeytin > BHT olarak

bulunmustur (p < 0.01). Daha yiiksek ARP degeri daha yiiksek antioksidan aktivite
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anlamina gelmektedir. Sabitlenme zamaninda en iyi antioksidan aktivite cay

ekstraktlarinda bulunmustur.

Cizelge 4.4. Fenolik Ekstraktlarin ve BHT nin Antiradikal Etkinligi (ARP = 1/EC50)

Antioksidan Antiradikal Etkinlik (ARP = 1/EC50)
Kaynag: ) ) )
30. dakika 60. dakika Sabitlenme zamani
zeytin 5,383 +0,102° 2,529 + 0,050° 1,112+ 0,058°
cay 14,862 + 1,346° 7,037 + 0,062% 4,452 +0,028°
BHT 0.947+0.190° 1,174+ 0.172° 1.170+0.131°

* Satirlar yukarida asagiya incelendiginde farkli harflerle gosterilen ortalama degerler arasinda
farklilik vardir (p<0,01).

Cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin toplam fenol icerigi
5649 mg/100 g CAE olmasina karsin zeytin drneklerinden elde edilen ekstraktlarin
toplam fenol igerigi 286 mg/100g CAE olarak bulunmustur. Bu durum; zeytinde
bulunan fenolik bilesiklerden 6zellikle ortodifenol yapisindaki oleuropein ve kafeik
asit gibi bilesenlerin iyi bir aktivite gostermesine karsin; cayda, gallik asit ve katesin
tiirevleri olarak bulunan epigallokatesinlerin kok baglama kapasitesinin daha yiiksek
olmasindan kaynaklanabilir. Bu durum her iki ekstraktta da bulunan fenol
bilesiklerinin farkliligina bagl olarak fenolik madde ekstraktlarinin toplam kok
baglama kapasitesinin etkilendigini gostermektedir.

Gunduc ve El-Nehir (2003), analiz ettikleri ¢ayr da kapsayan kat1 ve sivi
gidalarin EC50 degerleri ve toplam fenol igerigi arasinda onemli bir iliski olmadigi
sonucuna varmuslardir. Lunder (1992), epgallokatesingallat icerigi ile antioksidan
aktivite arasinda iyi bir iliski oldugunu ve caydaki katesinlerin miktarinin da cayin
tiretimi sirasindaki fermentasyonun derecesine baglh oldugunu bildirmistir.

von Gadow ve ark., (1997b) de; giiclii antioksidanlardan olan
gallokatesinlerin, siyah c¢ayin fermentasyonu sirasinda yiiksek oksidasyon
potansiyelleri ve yesil caydaki yiiksek konsantrasyonlaridan dolayir siyah cayin
temel fenolik bileseni olan thearubijinler ve theaflavinleri olusturmak igin
yapraklardaki polifenoloksidaz tarafindan Oncelikle oksitlendigini ve fenolik
kompozisyondaki bu degisimin de siyah cayda yesil caya gore DPPH kokiinii daha

az baglama kapasitesine yol acti§ini belirtmektedirler.
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Zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar, sentetik bir
antioksidan olan BHT ile karsilastinlldiginda cay ekstraktlarinin kok baglama
kapasitesinin gii¢lii antioksidan 6zellikleri ile bilinen BHT den daha yiiksek oldugu,
zeytin ekstraktlarinin kok baglama kapasitesinin ise BHT ile hemen hemen ayni
oldugu bulunmustur. Bu durum, cayda bulunan polifenollerin DPPH kokiinii

baglamada BHT den daha etkili oldugunu gostermektedir.

Baglama Kapasitesi (%)

0 25 50 75 100 125 150
Zaman (Dakika)

Sekil 4.2. Zeytin Orneklerinden Elde Edilen Fenolik Ekstraktlarin DPPH Serbest
Kokiinii Baglama Kapasitesi

Sekil 4.2°de; zeytin oOrneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin DPPH
serbest kokiinii baglama kapasitesi verilmistir. Sekilden de goriilebilecegi gibi;
zeytin Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraklarinin DPPH ile reaksiyonu olduk¢a
yavas seyretmistir ve sekilde reaksiyonun 150. dakikaya kadar olan kismi
gosterilmistir. Zeytin orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarinin DPPH serbest
kokiinii baglama yetenegi konsantrasyonuna bagli olarak artmustir.

Fenolik bilesiklerin DPPH koklerini baglama kapasitesi ve reaksiyon
kinetikleri, yapilar ile 6nemli dl¢iide iligkilidir. Kegeli (2000), 3,4 dihidroksifenil
asetik asit, protokatesik asit ve kafeik asit gibi o-difenollerde maksimum baglama
kapasitesi elde etmistir. Brand-Williams ve ark. (1995), kafeik, ferulik ve
protokatesik asitin yavas kinetik davranislarina ragmen bunlarin gii¢lii bir DPPH

baglama kapasitesine sahip oldugunu bildirmislerdir. Zeytin 6rneklerinden elde
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edilen fenolik ekstraktinin DPPH ile yavas reaksiyon gostermesinin de bu nedenden
kaynaklandigi diistiniilmektedir.

Cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin DPPH serbest kokiinii
baglama kapasitesi sekil 4.3’de gosterilmektedir. Sekilden de goriilebilecegi lizere
cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar, zeytin 6rneklerinden elde edilen
fenolik ekstraktlara gore DPPH kokii ile daha hizli (2 dakika) reaksiyona girmis

ancak 100. dakikaya kadar ol¢iimler alinmuastir.

——0,18x10-4 mol/Il 1,8x10-4 mol/l
—8—0,9 x 10-4 mol/l —— 3,6x 10-4 mol/I

AARARAAARS,

Baglama Kapasitesi (%)
D
o
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4.3. Cay Orneklerinden Elde Edilen Ekstraktlarn DPPH Serbest Kokiinii
Baglama Kapasitesi

Zeytin Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarda oldugu gibi cay
orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ile DPPH serbest kokiinii baglama
yetenegi konsantrasyonuna bagl olarak artmistir (Sekil 4.3).

Zandi ve Gordon (1999), cay yapraklarindan elde edilen fenolik ekstraktlarin
antioksidan etkisinin konsantrasyonla arttigini bildirmistir. Miller ve ark. (1996),
theaflavinlerin toplam antioksidan potansiyelleri veya trolox esdeger antioksidan
aktivitelerini 2,2’-azinobis-(3-ethylbenzothiazinoline-6 sulfonic asit) (ABTS) testi
ile belirlemislerdir. Sonuclar, bir antioksidan olarak theaflavin etkinliginin gallat
esterifikasyonuyla arttigin1 gostermistir.

Brand-Williams ve ark. (1995), DPPH ile potansiyel bir antioksidan
interaksiyonunun DPPH’in yapisal olusumuna bagli oldugunu ortaya koymustur.
Baz1 bilesikler, mevcut hidroksil grubu sayisina karsilik gelen DPPH molekiil
sayisini indirgeyerek DPPH ile ¢ok hizli bir sekilde reaksiyona girebilmektedir.
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BHT’nin DPPH serbest kokiinii baglama o6zelligi sekil 4.4’de gosterilmektedir.
Zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarda oldugu gibi BHT
orneklerinin de DPPH serbest kokiinii baglama yetenegi konsantrasyona bagl olarak

artmistir.

—o— 1,8 x 10-4 mol/Il 5,4 x 10-4 mol/l
—&— 3,6 x 10-4 mol/l —¢—9,0 x 10-4 mol/l
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Sekil 4.4. BHT Orneklerinin DPPH Serbest Kokiinii Baglama Kapasitesi

4.3 Antioksidan Aktivitenin Trigliserid Karisimlarinda Degerlendirilmesi

4.3.1 Deneme 2: Zeytin ve Caydan Elde Edilen Fenolik Ekstraktlar ve
BHT’nin Antioksidan Aktivitesinin 60°C’ye Isitilan Zeytinyagi Icerisinde
Degerlendirilmesi

Zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ile BHT;
zeytinyagina, 100 ve 250 mg/kg konsantrasyonlarinda eklenmis; katkili ve katkisiz
(kontrol) zeytinyaglar1 60°C’lik etiivde bekletilmistir. Bekleme sirasinda, érneklerin

peroksit degerinde meydana gelen degisimler sekil 4.5’de gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. Zeytinyag: Icerisinde 60°C’ye Isitilan Farkli Konsantrasyonlardaki
Orneklerin Peroksit Degerlerinde Meydana Gelen Degisimler

Peroksit degeri 10 meq/kg’in  {izerindeki yaglar ransit olarak
degerlendirilmektedir (Rossell, 1989). Denememizde orneklerin biiyiik bir kismi
depolama siiresi sonucunda bu degerin ¢ok iizerinde goriilmektedir (Sekil 4.7).
Zeytinyag1 substrat olarak kullanildigindan dolayi, bu denemede, zeytin ve cay
orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin oksidasyonu yavas seyretmistir.
Sekilden de goriilebilecegi gibi, 6rneklerde bir siire indiikklenme periyodu goriilmiis;
ancak 10. giinde 100 ppm konsantrasyonundaki cay ekstraktinin peroksit degeri
yaklagik olarak 92.071 meq/kg degerine ulagmustir.

100 ve 250 ppm konsantrasyonlarindaki ¢ay ekstraktlari, zeytinyagi i¢in pro-
oksidan etki gosterirken; 100 ve 250 ppm konsantrasyonundaki zeytin ekstraktlar
10. giiniin sonunda zeytinyagi icin antioksidan etki gostermistir.

Visoli ve Galli (1995), zeytinin fenolik bilesik iceriginin 50-800 mg/kg
arasinda bildirmektedir. Bu ¢alismada kullanilan Sar1 Ulak Tarsus cesidi zeytin,
heniiz yesil iken hasat edilmis ve 286 mg/100g CAE toplam fenolik bilesik icerigine
sahip oldugu bulunmustur. Zeytinlerin toplam ve o-difenol ve oleuropein icerikleri
olgunlasma ve cesit gibi bir¢cok faktor tarafindan etkilenmektedir (Esti ve ark.,
1998). Yesil iken toplanan zeytinler toplam fenoller 6zellikle oleuropein’in 6nemli

miktarlarim1 icermektedir (Amiot ve ark., 1986; Vlahov, 1992; Tsimidou, 1998 ve
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Ryan ve Robards, 1998). Bu nedenle baslangi¢ asamasinda 100 ve 250 ppm
konsantrasyonlarindaki zeytin ekstraktlarinda goriilen antioksidan aktivitenin bu
maddelerle iliskili oldugu diisiiniilmektedir.

Zeytinyag1 igerisinde 60°C’ye Isitilan orneklerin 20 ve 50 meq/kg peroksit

degerine ulasmasi i¢in gerekli olan siireler ¢izelge 4.5°de verilmistir.

Cizelge 4.5. Zeytinyag Icerisinde 60°C’ye Isitilan Orneklerin 20 ve 50 meg/kg
Peroksit Degerine Ulasmasi Icin Gerekli Olan Siireler

Zeytinyag igerisinde IPell'::ksit_ D_ﬁéer:n:(n ﬁO’ygr rer:lksit_D_?‘lgerirni: I510’y_(:
60°C’de Bekletilen Ornekler Ulasmasi icin gereken siire ulagmasi icin gereken siire

(saat + std sapma) (saat + std sapma)
Kontrol 106 +0.00°° 210+£11.03
100 ppm zeytin 104+ 0.00)°
250 ppm zeytin 108+ 0.00°
100 ppm cay 62 +0.00° 186 + 0.34
250 ppm cay 49 +0.85° 178 +5.09
100 ppm BHT 141 + 3.22°

250 ppm BHT

Cizelgeden de goriilebilecegi gibi; 250 ppm konsantrasyonundaki zeytin
ekstrakt1 ve 100 ppm konsantrasyonunda BHT iceren 6rnekler analizin siirdiiriildiigii
10 giin boyunca 50 meq/kg peroksit degerine ulasamazken; 250 ppm
konsantrasyonunda BHT iceren ornek analizin devam ettigi 10 giin boyunca, ne 20
meq/kg ne de 50 meqg/kg peroksit degerine ulagamamistir.

Orneklerin 20 meq/kg peroksit degerine ulasmas icin gerekli olan siirelerin
istatistiksel analizlerine gore stabilite siralamasi en iyiden baslayarak; 100 ppm BHT
> 250 ppm zeytin > kontrol > 100 ppm zeytin > 100 ppm ¢ay > 250 ppm cay olarak
degismektedir.
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Sekil 4.6. Zeytinyag: Icerisinde 60°C’ye Isitilan Farkli Konsantrasyonlardaki
Orneklerin Konjuge Dien Degerlerinde Meydana Gelen Degisimler

Orneklerin konjuge dien degerlerinde meydana gelen degisimler sekil 4.6’de
verilmigtir. 10. giin sonunda kontroliin konjuge dien degeri 0.766’ya ulasirken bu
deger 250 ppm konsantrasyondaki zeytin, cay ekstraktlart ve BHT i¢in sirasiyla
0.624; 0.912 ve 0.544 olarak bulunmustur.

4.3.2 Deneme 3: Zeytin ve Cay Orneklerinden Elde Edilen Fenolik Ekstraktlar
ve BHT’nin Antioksidan Aktivitesinin 60°C’ye Isitilan Aycicek Yag
I¢erisinde Degerlendirilmesi

Zeytin ve cay oOrnekelrinden elde edilen fenolik ekstraktlar ve BHT; aycicek
yagina, 100, 250 ve 500 mg/kg konsantrasyonlarinda eklenmis; katkili ve katkisiz
(kontrol) aycicek yaglari 60°C’lik etiivde bekletilmigtir. Bekleme sirasinda,
orneklerin peroksit degerlerinde meydana gelen degisimler sekil 4.7°de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.7. Aygicek Yag Icerisinde 60°C’ye Isitilan Farkli Konsantrasyonlardaki
Orneklerin Peroksit Degerlerinde Meydana Gelen Degisimler

Bu denemede substrat olarak aycicek yagi kullanilmis ve zeytinyagina gore
daha hizli bir oksidasyon gozlenmistir. Orneklerin tamami 2 giin icinde oksitlenmis
ve 6. giin itibariyle 500 ppm konsantrasyonundaki cay orneklerinden elde edilen
ekstrakt iceren Ornekte peroksit degeri yaklasik olarak 267.24 meq/kg degerine
ulagmustir.

100, 250 ve 500 ppm konsantrasyonundaki BHT ornekleri ve 100 ppm
konsantrasyonundaki zeytin ekstrakti analizin devam ettigi 6 giin boyunca aycicek
yagi i¢in antioksidan etki gostermistir. Zeytin ve ¢ay orneklerinden elde edilen 100,
250 ve 500 ppm konsantrasyonundaki ekstraktlar aycicek yagi icin pro-oksidan etki
gostermistir (Sekil 4.7).

Aycicek yag icerisinde 60°C’ye 1sitilan Orneklerin 20 ve 50 meq/kg peroksit

degerine ulasmasi i¢in gerekli olan siireler ¢izelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Aycicek Yag Icerisinde 60°C’ye Isitilan Orneklerin 20 ve 50 meq/kg

Peroksit Degerine Ulagmasi Icin Gerekli Olan Siireler

Peroksit Degerinin 20’ye

Peroksit Degerinin 50’ye

60°C’de Depolanan Ulagmasi icin Gereken Siire Ulagsmasi icin Gereken Siire
yaglar (saat £ std sapma) (saat + std sapma)
Kontrol 6.36 + 0.51 32.40 +5.09
100 ppm zeytin 5.52 +1.02 31.20 +5.09
250 ppm zeytin 5.64 £0.85 31.20 £ 6.45
500 ppm zeytin 5.64 + 0.51 28.80 +3.39
100 ppm cay 6.12+1.53 31.44 + 6.45
250 ppm cay 4.80 +0.00 22.08 + 0.00
500 ppm cay 3.24 £0.51 18.60 £ 2.55
100 ppm BHT 6.24 +2.04 35.40 + 9.33
250 ppm BHT 7.02 £ 0.00 32.64 £2.04
500 ppm BHT 5.04 £ 0.00 30.48 +2.72

Esra TURAN

Orneklerin konjuge dien degerlerindeki degisiklikler sekil 4.8’de verilmistir.
Sekilden de goriilebilecegi lizere konjuge dien olusumundaki degisiklikler peroksit

degerindeki degisikliklerle hemen hemen ayni zamanlarda meydana gelmistir.

—m— 100 ppm Zeytin  —a— 100 ppm cay —e— 100 ppm BHT  —x— Kontrol
—=—250 ppm zeytin  ——250 ppm cay ——250 ppm BHT ~ —e— 500 ppm BHT
—m— 500 ppm zeytin  —a— 500 ppm cay

Konjuge Dien (%)

Oksidasyon Zamani (Guin)

Sekil 4.8. Aycicek yagi Icerisinde 60°C’ye Isitilan Farkli Konsantrasyonlardaki
Orneklerin Konjuge Dien Degerlerinde Meydana Gelen Degisimler
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Orneklerde oksitlenme cok hizli bir sekilde meydana gelmis, ornekler ikinci
giinde oksitlenerek ¢ok yiiksek konjuge dien degerlerine ulagmistir. Kontrol ve 250
ppm konsantrasyondaki BHT’nin konjuge dien degeri 0. giin % 0.744 iken
denemenin son giinii bu degerler % 6.163 ve % 7.05’e ylikselmistir (Sekil 4.8).

Skerget ve ark. (2005), luteolin ve kampestrol, kuarsetin ve apigeninin aycicek
yag1 iizerindeki stabilizasonunu izledikleri caligmalarinda; apigeninin, aycicek
yaginda en yiiksek pro-oksidatif etkiye sahip oldugunu gostermistir. Roeding-
Penman ve Gordon (1998), aycicek yagina ilave edilen flavon ve flavonollerin daha
yiiksek konsantrasyonlarinin ya daha yiiksek oksidan yada daha yiiksek pro-oksidan
etki gostermesine neden oldugunu vurgulamiglardir.

Aycicek yagr ile yapilan denemelerde gozlenen hizli oksidasyon problemi,
linoleik ve linolenik asitlerin zeytinyaginda hakim olan oleik aside gore daha hizli
oksitlenmesi nedeni ile olabilir. Emiilsiyonlar gibi su igeren sistemlerde gozlenen
aktivite ile yag sistemlerinde gozlenen aktivite farklidir. Bunun sebebinin de;
ekstraktlar  icerisindeki  polifenollerin  ¢oziiniirliglintin ~ farkliligt ~ ve
hidrofobik/hidrofilik 6zellikleri olabilecegi ileri siiriilmektedir (gkerget ve ark.,
2005).

Zeytinyaginin substrat olarak kullanildigi denemenin aksine substrat olarak
aycicek yaginin kullanildigr denemede ekstraktlarin prooksidan etki gdstermesinin
bir nedeninin de aycicek yaginin yiiksek tokoferol igeriginden kaynaklanmis
olabilecegi diisiiniilmektedir. Bir¢ok arastirici tarafindan o-tokoferoliin zincir
reaksiyonlarin1  baglatan madde olarak hareket ederek o-tokoferoksil ve o-
tokoquinoperoksil koklerinin olusumu ile sonuglanan oksijenle interaksiyonundan
dolayr yiiksek konsantrasyonda pro-oksidan gibi davranabildigini gostermistir
(Cillard ve Cillard, 1980). «-tokoferoliin antioksidan aktivitesi, artan
konsantrasyonla  artmaya devam etmemekte ve  pro-oksidan  etkiye

doniisebilmektedir (Frankel ve ark., 1994 ve Huang ve ark., 1994, 1996).
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5 SONUC VE ONERILER

Yapilan calismada, zeytin ve cay Orneklerinden elde edilen dogal fenolik
ekstraktlar sentetik bir antioksidan olan BHT ile karsilastirilmis ve dogal
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri incelenmistir.

Elde edilen sonuclara gore zeytin ve c¢ay orneklerinden elde edilen fenolik
ekstraktlar ve BHT'nin EC50 ve ARP degerlerine gore antioksidan aktivite
siralamas1 cay > zeytin > BHT olarak bulunmustur. Bu sonug, zeytinde bulunan
fenolik bilesiklerden o©zellikle o-difenol yapisindaki oleuropein ve kafeik asitin
antioksidan kok stabilitesine karsin cayda gallik asit ve katesin tiirevleri olarak
bulunan epigallokatesinlerin kok baglama kapasitesinin yiiksek olmasina
baglanabilir. Bu durum her iki ekstrakta da bulunan fenolik bilesiklerin farkliligina
bagl olarak antioksidan aktivitenin etkilendigini gostermektedir.

Zeytin ve cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar ve BHT, reaksiyon
siiresi ve konsantrasyona bagli olarak farkli kok baglama o6zellikleri gostermistir.
Bununla birlikte, DDPH serbest kokiinii baglama 6zelligi bakimindan en iyi aktivite,
cay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarda gdzlenmistir. Bu durum, ¢ayda
bulunan katesin ve katesin tiirevlerinin DPPH kokiinii baglamada zeytin ve BHT den
daha etkili oldugunu gostermektedir.

Zeytin Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin DPPH ile reaksiyonu
oldukca yavas seyretmistir ve zeytin 6rneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin
DPPH serbest kokiinii baglama yetenegi konsantrasyona bagli olarak artmustir.
Zeytin oOrneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin DPPH ile yavas reaksiyona
girmesinin, zeytinde bulunan kafeik ve ferulik asidin yavas kinetik davraniglarindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Cay Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlar,
zeytin Orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlara gore DPPH serbest kokii ile
daha hizli (2 dakika) reaksiyona girmis ve zeytin Orneklerinden elde edilen fenolik
ekstraktlarda oldugu gibi DPPH serbest kokiinii baglama yetenegi konsantrasyona
baglh olarak artmistir. BHT nin DPPH serbest kokiinii baglama yetenegi, zeytin ve
cay orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarda oldugu gibi konsantrasyona bagl

olarak artmistir.
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Substrat olarak zeytinyaginin kullanmildigi denemelerde, zeytin ve c¢ay
orneklerinden elde edilen fenolik ekstraktlarin oksidasyonu oldukca yavas
seyretmistir. Sentetik bir antioksidan olan BHT nin (100 ve 250 mg/kg) en 1iyi
antioksidan oldugu bulunmustur. Peroksit Degeri 10 meq/kg’in iizerinde olan yaglar
ransit olarak degerlendirilmektedir ve orneklerimizin biiyiik bir kismi1 bu degerin ¢ok
tizerine c¢ikmistir. Substrat olarak aycicek yagimin kullanildigi denemede ise,
zeytinyagina gore daha hizli bir oksidasyon gozlenmis; Orneklerin tamami ikinci
giinde oksitlenmistir. Bunu sonucu olarak da, ornekler arasinda istatistiksel olarak bir
farklilik gozlenememistir.

BHT nin yag icerisinde iyi bir antioksidan aktivite gostermesi onun yagdaki iy1
coziiniirlik o0zelliginden kaynaklanmaktadir. Polar ozellikteki cay ve zeytin
ekstraktlarinin ise yag icerisindeki diisiik antioksidan aktiviteleri, yagin icerisinde
cOziiniirliiklerinin az olmasi ve daha ¢ok yag hava ara fazinda konsantre olmalari
sonucu olusan serbest koklerini onleme yeteneklerinin, BHT ye gore nispeten daha
diisiikk olmasindan kaynaklanmaktadir.

Bu durum polar o6zellikteki antioksidanlarin yag icerisinde iyi bir antioksidan
aktivite gostermemesinin nedenini aciklayan polar paradoks ile uyumludur (Frankel
ve ark., 1994). Ancak metanol icerisinde bu ekstraktlarin 1yi ¢oziinme 6zellikleri ve
DPPH serbest kokii ile hizli bir reaksiyona girmeleri antioksidan etkinliklerinin
artmasina neden olmustur. Bu nedenle antioksidan aktivite degerlendirilirken
antioksidanlarin sentetik ortamlar, yag ve yag-su (emiilsiyon) tipi ¢ok sistemli

irtinlerde degerlendirilmesi gerekmektedir.
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