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OZET

TEZIiN BASLIGI : Zeytinyag fabrikasi atiklarinda polifenol analizi ve 1s1l islemlerin
prina ekstraktlarinin polifenol konsantrasyonuna ve antioksidan
aktivitesine etkisi

YAZAR ADI : Sevgiil TERCAN

Tiirkiye diinya zeytinyag iiretiminde besinci, sofralik zeytin iiretiminde
dordiincii sirada yer almaktadir. Zeytinyagi tiretiminde siirekli ve kesikli olmak iizere
iki farkli yontem kullanilmaktadir. Her iki yontemde sivi atik; karasu ve kati atik;
prina olmak iizere iki yan iriin ortaya ¢ikmaktadir. Zeytinyagl iiretimi sezonluk
yapildigi i¢in, kisa siirede yiiksek miktarda olusan atiklar kirletici 6zelliklerinden
dolay1r c¢evre icin biiylikk tehdit olusturmaktadir. Zeytin ve zeytinyagr dogal
antioksidan ozellikte polifenol icerdigine gore karasu ve prinanin da bir polifenol
icerigi vardir. Piyasa degeri olan polifenollerin zeytinyagi yan iriinlerinden geri
kazanim1 hem ekonomik agidan 6nemlidir, hem de polifenollerin ayristirilmasi ile bu

yan iriinler cevre i¢in cok daha az zararl bir atik olacaktir.

Calismada kimyasal Ozellikleri belirlenen zeytin karasuyunun, toplam
polifenol igerigi numunenin kati ve sivi faza ayrilmasiyla hesaplandi. Karasudan
santrifiij separasyon ile ayrilan kek fazindan polifenollerin ekstraksiyon sartlari,
coziicii etanol kullanilarak: 0,0666 kek(g)/coziicii(ml) orani, 60°C sicaklik, 80
dakikalik toplam ekstraksiyon siiresi olarak belirlendi. Diger taraftan, etanol
kullanilarak 7,5g karasudan ayrilan kek ve 3g prinanin ekstraksiyonu gerceklestirildi.
Diisitk hacimli etanol kullanildiginda, prina ekstraktlarinin polifenol safligi
karasudan ayrilan kek ekstraktlarinin polifenol safligindan daha yiiksekti; yiiksek
hacimli etanol kullanildiginda ise kek ekstraktlarinin polifenol saflig1 prina

ekstraktlarindan daha yiiksek bulundu.

Ayrica prinadan polifenoller saf su ile ekstrakte edildi, ekstraktlar {i¢ farkli
sicaklikta (50°C, 75°C, 100°C), 105 dakika siireyle buharlastirilarak; 1s1l islemlerin
prina ekstraktlarmin polifenol konsantrasyonuna ve antioksidan aktivitesine etkisi

incelendi. Prina ekstraktlarinin buharlastirildigi her sicaklikta toplam polifenol



konsantrasyonunda bir azalma tespit edildi ve 1sitma siiresinin bir fonksiyonu olarak
toplam polifenol konsantrasyonunda 50 ve 75°C sicakliklar i¢in Onemli fark
goriilmedi. 50 ve 75°C sicakliklar arasinda toplam polifenol icerigi 105 dakika
sonunda %23 azaldi. Diger taraftan 100°C sicaklikta 105 dakika 1s1l islem polifenol
icerigini %65 azaltti. 100°C sicaklikta 1s1l islem ile gerceklesen polifenol azalmasi,
50 ve 75°C sicakliklarda goriilen polifenol azalmasindan daha yiiksektir. Korelasyon
katsayist (r?) incelendiginde, toplam polifenol bozunmasinin 50 ve 75°C
sicakliklardaki 1s1l islemlerde sifirinci mertebeden reaksiyon kinetigi izledigi
goriildii. Prina ekstraktlarindaki polifenollerin antioksidan aktivitesinin, ekstraktlarin
buharlastirilmas1 sirasinda polifenollerin 1s11 yikimina ek olarak polifenollerin

inaktivasyonu sonucu azaldigi belirlendi.
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SUMMARY

TITLE OF THE THESIS : Polyphenol analysis of olive oil mill wastes and the effect of
thermal treatments on polyphenol concentration and
antioxidant activity of olive cake extracts

AUTHOR : Sevgiil TERCAN

Turkey is the fifth largest olive oil producer and the fourth largest table olive
producer. Two different systems are used to produce olive oils such as batch and
continuous. In both processes two by-product occur, one is liquid waste; olive mill
wastewater and the other is solid waste; olive pomace. Because of olive oil
production is a seasonal process, huge amount of waste which is a huge danger for
environment, occur in short period of time. There are polyphenols not only in olive
and olive oil but also in olive mill wastewater and olive pomace. The extraction of
polyphenols from olive oil by-products can turn waste of olive oil production into a

valuable end product and also these wastes become less dangerous for environment.

In this work, olive mill wastewater whose chemical properties were examined
is separated into liquid and solid phases by filtration and total polyphenol content of
olive mill wastewater is determined by adding liquid and solid phase polifenol
content. And then the polyphenol extraction conditions of cake separated from olive
mill wastewater by centrifuge separation is found by using solvent ethanol as; 0,0666
cake(g)/solvent(ml) ratio, 60°C extraction temperature and 80 minutes total
extraction time. On the other hand ethanol was used for extraction of polyphenol
from 7,5g cake of OMWW and 3g olive pomace. When low volume ethanol is used,
purity of polyphenols in extract of olive pomace was higher than purity of
polyphenols in extract of cake of OMWW. However, when high volume ethanol is
used, purity of polyphenols in extract of cake of OMWW was higher than purity of

polyphenols in extract of olive pomace.
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Polyphenols were extracted from olive cake with distilled water and extract
phase was evaporated at three different temperatures (50°C, 75°C, 100°C) during 105
min. There was a decrease in total polyphenols concentration at each temperature
during the evaporation of polyphenols in the extract of olive cake and the
concentration of total polyphenols as a function of heating time does not appear
significantly different for temperatures of 50 and 75°C. At temperature between 50
and 75°C total polyphenol content decreased 23% at the end of 105 min. On the
other hand thermal treatment at 100°C temperature and 105 min decreased
polyphenol content 65% which is higher polyphenol reduction than polyphenol
reduction of heat treatment at 50 and 75°C. The examination of correlation
coefficient (r*) shows that total polyphenols degradation followed zero-order
reaction kinetics during a thermal treatment at 50 and 75°C. Antioxidant activity of
polyphenols in olive cake extract decreased as a result of inactivation of polyphenols
in addition to a thermal destruction of polyphenols during the evaporation of olive

cake extract.
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1. GIRIS

Zeytin (Olea europaea), meyvesi yenen Akdeniz iklimine 6zgii bir agac
tiirtidiir. Uzun Omiirli bir agactir, ortalama émrii 300—400 yildir ancak 2000 yasinda
zeytin agacina da rastlanmistir. Zeytinin ana vatani olan Anadolu’da zeytin ve
zeytinyag tarihin ¢ok eski devirlerinden beri 6nemli bir gida ve ticari iiriin olarak

degerlendirilmektedir.

Diinya zeytin ve zeytinyadi iiretiminin yaklasik %70’i Ispanya, Italya,
Yunanistan gibi Avrupa Birligi iilkelerince gergeklestirilmektedir. AB disindaki

onemli iiretici iilkelerin basinda Tiirkiye, Tunus, Suriye ve Fas gelmektedir.

Ulkemizde son verilere gore yaklasik 600 bin hektar alan iizerinde toplam
97,7 milyon adet zeytin agaci bulunmakta olup, bunun 87,5 milyonu meyve
vermektedir. Son on yilin ortalamasina gore 1,023 milyon ton/yil olan zeytin
tiretiminin %29’ una tekabiil eden 296 bin tonu yemeklige, %71 ine tekabiil eden 727
bin tonu yagliga ayrilmaktadir. Yaghiga ayrilan zeytin danesinden ise ortalama 105,9
bin ton zeytinyag: elde edilmistir. Ulkemiz son 10 yillik ortalamalara gore 1,023
milyon ton zeytin iiretimiyle Diinya zeytin iireticisi iilkeler arasinda dordiincii sirada,

105,9 bin ton zeytinyag: iiretimi ile de besinci sirada yer almaktadir (Kutkan, 2002).

Zeytinin zeytinyagina islenmesinde kesikli (geleneksel pres) ve siirekli
(santrifiij) olmak iizere iki farkli yontem kullanilmaktadir. Kullanilan bu yontemler
sonucunda karasu ve prina olmak iizere iki yan iiriin ortaya ¢cikmaktadir. Zeytinyagi
tiretimi sezonluk yapilmaktadir. Bir iiretim sezonu 3—4 ay siirdiigii i¢in kisa siirede
cok fazla s1v1 ve kat1 atik olugsmaktadir. Olusan atiklar icerdikleri yag, organik kirlilik
ve yaydiklart koku nedeniyle c¢evre icin Onemli kirlilik potansiyeli

olusturmaktadirlar.

Zeytinin islenmesi sirasinda olusan atiklardan biri olan kati atik prina
giinlimiizde giibre, hayvanlar i¢in yem ve yakit olarak kullamilmaktadir. Ayrica
prinanin yag igerigi vardir ve ¢oziicii kullanilarak prina yagi elde edilmektedir.

Prinanin en yaygin kullanim alan1 yiiksek enerji icerigi nedeniyle kurutularak yakit



amacglh kullanimidir. Doymaz ve ark. (2004) yaptiklart ¢alismada kabin tipi
kurutucuda prinanin kuruma davranisimi incelemislerdir. Caynak ve ark. (2009)
caligmalarinda alternatif yakit olarak, prina yagindan yenilenebilir ve temiz metil

ester liretmeyi amaclamislardir.

Zeytinin islenmesi sirasinda olusan atiklardan digeri olan sivi atik karasu
bilingsizce gol, akarsu ve denizlere verilmekte, cevre ic¢in biiyiikk tehdit
olusturmaktadir. Diinya iizerinde yiiksek oranda zeytin ve zeytinyagi isleyen ltalya,
Ispanya, Yunanistan, Tiirkiye gibi Akdeniz iilkeleri icin iiretim prosesi sonrasinda
acia cikan zeytin karasuyu, yiiksek kirletici 6zelliginden dolayr acilen ¢oziimii

gereken bir sorundur.

Zeytinyagt sektoriiniin - gelismesiyle {iretimin yaygin oldugu Akdeniz
ilkelerinde, karasuyun igeri8i, aritimi ve degerlendirilmesi konularinda yapilan
caligmalar on plana ¢cikmistir. Karasu, koyu renkli, kotii kokulu, bulanik, askida kati
madde icerigi olan, yiiksek organik yiike sahip bir yapidadir ve fenolik maddeler
icermektedir (Bubba ve ark., 2004). Borsani ve Ferrando (1996) zeytinden yag eldesi
sonucu olusan zeytin karasuyunu islemek amaciyla, italya’ da kapasitesi 300 m3/giin
olan bir atik su igsleme tesisi iizerinde ¢alismislardir. Allouche ve ark. (2004) ii¢ fazh
sistemlerde aciga cikan zeytin karasuyunda bulunan yiiksek katma degerli fenolik

bilesiklerin geri kazanimi i¢in etkili yontemin gelistirilmesi tizerinde ¢aligmiglardir.

Karasuda bulunan polifenoller, toksik etkiye sahip olmalarina ragmen
karasudan ayristirilmasi halinde ¢evre icin biiyiik tehdit olusturan ve herhangi bir
piyasa degeri olmayan zeytin karasuyundan polifenollerin eldesine imkan saglayacak
ve lilke ekonomisi agisindan oldukc¢a faydali olacaktir. Polifenollerin kozmetik,

kimya ve ila¢ sanayinde kullanimlar1 arastirilmaktadir.

Insan sagligini etkileyen stres cesitlerinden biri oksidatif strestir ki bir reaktif
oksijen tiiri (ROS) organizmadaki DNA, protein ve yag yapilarina zarar
verebilmektedir. Antioksidanlar bu reaktif oksijen tiirlerini temizler ve kanserli
bolgede hiicre ¢ogalmasini azaltirlar (Kampa ve ark., 2000; Meyer ve ark., 2005)
boylece antioksidanlar son zamanlarda biiyiik ilgi ¢ekmektedirler. Antioksidanlar

ayrica kalp ve damar hastaliklardan korunmak i¢in de tavsiye edilmektedir. Dogal ve



sentetik antioksidanlarin ikisi de ticari olarak temin edilebilir fakat sentetik
antioksidanlarin yan etkileri konusunda ¢esitli tartigmalar vardir. Bu nedenle dogal
antioksidanlar ¢alismalarda 6nem kazanmistir. Zeytinde bulunan polifenoller de
dogal antioksidanlardir, sofralik zeytin veya zeytinyagi tiiketilerek viicuda

alinmaktadir.

Karasudan antioksidan ozellik gosteren polifenollerin geri kazanimina
yonelik smirli  ¢alismalar bulunsa da prinanin polifenol igerigi ve prina
polifenollerinin geri kazanimi konusu heniiz ¢alisilmamistir. Zeytinden yag ekstrakte
edildikten sonra kalan atik prinadir. Oyleyse polifenoller sadece zeytinyaginda
bulunmamaktadir, prinanin da bir polifenol icerigi vardir. Polifenoller zeytinde
bulunuyorsa ve zeytin yoluyla tiiketilebiliyorsa, prinadan da ekstrakte edilebilir ve
sonra gida iriinlerine katilabilir veya yalmz tiiketilebilir. Prinadan polifenollerin
ekstraksiyonuyla atik olan prinadan degerli bir son iiriin elde edilebilir. Piyasa degeri
olan polifenollerin zeytinyagi yan iirlinlerinden geri kazanimi hem ekonomik ac¢idan
onemlidir, hem de polifenollerin ayristirilmasi ile bu yan iiriinler cevre icin cok daha

az zararl bir atik olacaktir.

Bu bilgiler 1s181inda bu ¢alismanin hipotezi sudur; zeytinyag iiretimi sirasinda
aciga cikan karasuya ek olarak prina atiklar1 da belirli polifenol icerirler. Antioksidan
aktiviteye sahip, piyasa degeri yiiksek polifenoller karasu ve prinadan ekstrakte
edilerek geri kazanilabilir ve konsantre iiriin eldesi gerceklestirilebilir. Polifenol
konsantrasyonu sirasinda uygulanacak 1s1l igslemler polifenol konsantrasyonuna ve

antioksidan aktiviteye etki edebilir.

Bu c¢alismanin amaci zeytinyag fabrikasi atiklarinin polifenol igeriklerinin
belirlenmesi, polifenol ekstraksiyonu, 1sil islem olarak buharlastirmanin prinadan
elde edilen ekstraktlarin polifenol konsantrasyonuna ve antioksidan aktivitesine
etkisinin hesaplanmas1 ve buharlastirma sirasinda prina ekstraktlarindaki polifenol
kayiplarinin reaksiyon derecesi, hiz sabiti, aktivasyon enerjisi gibi kinetik

parametrelerinin hesaplanmasidir.



2. GENEL BILGILER

Bu boliimde zeytinyag iiretim prosesleri, zeytinyagi iiretimi sirasinda olusan
yan iirlinler zeytin karasuyu ve prina, ¢cogunlukla polifenoller olarak isimlendirilen
fenolik bilesikler hakkinda bilgi verilmistir. Polifenollerin ekstraksiyonu, 1s1l
islemlerin polifenol konsantrasyonuna ve antioksidan aktiviteye etkisi konularina

deginilmistir.
2.1. Zeytinyag Uretim Prosesleri

Zeytinyagl iretimi; zeytini yikama, Ogiitme, kirma ve tiim prosesin ana
basamagini olusturan ekstraksiyon olmak iizere farkl islemler icermektedir. Olusan
atigin miktar1 ve kimyasal Ozellikleri kullanilan ekstraksiyon metoduna baglidir.
Yagin ekstraksiyonunda iki metot kullanilmaktadir. Bunlardan ilki sadece kiigiik
degisiklikler yapilarak yiizyillardir kullanilmakta olan geleneksel prestir. Santrifiij,

zeytinyagi endiistrisinin son yillarda kullandig1 bir islemdir.

Geleneksel pres oldukca eski bir teknoloji olmasina ragmen, hala bazi
zeytinyag ireticileri tarafindan kullanilmaktadir. Pres ile ekstraksiyon sonrasi yan
iiriin olarak zeytin kabugu ad1 verilen kati bir kisim ve zeytin karasuyundan aktarma
ile ayrilan zeytinyagini iceren emiilsiyon elde edilir. Diger taraftan Sekil 2.1.” de
tanmimlandig1 gibi ii¢ faz ve iki faz olmak iizere iki santrifiij sistemi vardir. U¢ fazlh
sistemde islem sonunda, bir kat1 (zeytin kabugu veya zeytin posasi) ve iki sivi (yag
ve atik su) olmak iizere {i¢ fraksiyon iiretilmektedir. Bu sistem pres ile
karsilastirildiginda tam otomasyon, daha iyi yag kalitesi, daha diisiik alan ihtiyaci
gibi avantajlara sahiptir. Ayn1 zamanda daha fazla su ve enerji tiiketimi, yiiksek atik
su iiretimi ve daha pahali donanim gibi bazi dezavantajlart da mevcuttur. 1991/1992
yillarinin sonunda zeytinyagi iiretiminde, zeytin karasu miktarin1 %75 azaltan yeni
bir santrifiij sistem gelistirilmistir. iki fazli olarak adlandirilan sistem, bir kat (1slak

posa) ve bir s1vi (zeytinyagi) olmak iizere iki faz iretmektedir (Roigh ve ark., 2000).



Uc Fazh Sistem iki Fazh Sistem

Zeytinler Zeytinler
(1000 kg) (1000 kg)
(0.1-0.12 m*) ﬂ (0.1-0.12 m*) ﬂ
—»| Yikama —»| Yikama
Kirma- Kirma-
Ogiitme Ogiitme
U u Islak
Sicak su Prina Posa
—P> Santrifiij/ —> Santrifiij/ —>
dekantasyon dekantasyon
(0.6-1,3 m%) u (~550 kg) ﬂ (~800 kg)
Yikama suyu Yag yikama/Yag1 Karasu Yikama suyu Yag yikama Atik su
—— »  geri kazanma L —P EEE—
u (~1-1,6 m’) U (~0,2 m’)
Zeytinyag1 Zeytinyagi
(~210kg) (~200 kg)

Sekil 2.1. Ug ve iki fazli santrifiij sistemleri (Alburquerque ve ark., 2004)

Zeytinyagl santrifiij islemi ile sivi fazdan ayrilmakta, yag fabrikalarinda
tiretilmek istenen zeytinyag simifina  gore islenerek rafine edilmekte ve
ambalajlanarak piyasaya verilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi’nin Yemeklik zeytinyagi
ve yemeklik prina yag1 hakkindaki tebligine (Teblig no:98/7) gbre zeytinyagi; sadece
zeytin agac1 meyvelerinden elde edilen yaglardir ve oOzellikleri goz Oniinde

bulundurularak siniflandirilmistir:

Natiirel Zeytinyagi: Zeytin agact meyvesinden dogal niteliklerinde
degisiklige neden olmayacak bir 1511 ortamda, sadece yikama, sizdirma, santrifiij ve
filtrasyon islemleri gibi mekanik veya fiziksel islemler uygulanarak elde edilen
berrak, yesilden sariya degisebilen renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda olan dogal

halinde gida olarak tiiketilebilen yaglardir.

a) Ekstra Natiirel Sizma: Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100

gramda 1,0 gramdan fazla olmayan yaglardir.

b) Natiirel Birinci: Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 2,0

gramdan fazla olmayan yaglardir.



¢) Natiirel Ikinci: Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden her 100 gramda 3,3

gramdan fazla olmayan yaglardir.

Rafine Zeytinyagi: Zeytin ham yaginin dogal trigliserit yapisinda degisiklige
yol agmayan metotlarla rafine edilmeleri sonucu elde edilen, sarinin degisik
tonlarinda rengi olan, kendine 0zgii tat ve kokuda bir yagdir. Serbest yag asitligi

oleik asit cinsinden her 100 gramda 0,3 gramdan fazla olmamalidir.

Riviera Zeytinyagi: Rafine zeytinyagt ile gida olarak dogrudan
tiikketilebilecek natiirel zeytinyaglar1i karistmindan olusan, yesilden sariya degisen
renkte, kendine 6zgii tat ve kokuda bir yagdir. Serbest yag asitligi oleik asit cinsinden

her 100 gramda 1,5 gramdan fazla olmamalidir.

Geleneksel pres yontemi ve ii¢ fazli sistemin ikisinde de zeytin karasuyu
aciga cikmaktadir. Zeytinyagi iiretiminde bir yan {iriin olarak ortaya ¢ikan karasu,

bilingsiz bir sekilde yillardir atik olarak topraga, akarsulara birakilmaktadir.

2.2. Zeytin Karasuyu ve Yapilan Calismalar

Zeytin karasuyu zeytinin cesidine, olgunluguna, yetistigi bolgenin iklim ve
toprak sartlarina, ekstraksiyon metoduna gore farklilik gostermektedir. Karasu koyu
renkli, kotii kokulu, bulanik, askida kati madde igerigi olan, yiiksek organik yiike
sahip bir yapidadir ve fenolik maddeler icermektedir (Bubba ve ark., 2004). Zeytin
karasuyu; bilesimi, icerigindeki yag ve etrafa yaydigi koku sebebiyle ¢evre agisindan
onemli bir kirlilik potansiyeli olusturmaktadir. Uretim sonunda cevreye atilan yiiksek
kirletici Ozelliklere sahip zeytin karasuyunun temizligi, zeytinyagi iiretiminde Onde

gelen diger diinya tilkeleri ve tilkemiz icin acilen ¢6ziimii gereken bir konudur.

Cevresel etkinin onlenmesi icin en ¢ok kullanilan seceneklerden biri zeytin
karasuyunun havuzlarda toplanmasi ve dogal olarak buharlasmaya birakilmasidir. Bu
islemin tercih edilmesinin sebebi, diisiik maliyeti ve Akdeniz iilkelerinin iklim
sartlarinin agikta buharlasmaya uygun olmasidir. Bununla beraber genis alan ihtiyaci,
cevreye yayilan koku, sizinti, hasere ¢ogalmasi gibi metodun olumsuz yonleri de

vardir. Yakin zamanlarda 6zel atik su isleme tesisleri de gelistirilmektedir ancak bu



isletmeler  zeytinyagi  sektorinde  ekonomik  ve  teknik  sebeplerden

yayginlastirilamamaktadir.

Gelisen zeytinya8 sektorii ile proses sonunda ¢ikan atiklardaki ani artig
zeytinyag Uretiminin yaygin oldugu Akdeniz iilkeleri ve iilkemiz i¢in bir yan {iriin
olan zeytin karasuyunun aritimi ve degerlendirilmesi konularinda yapilan ¢alismalari

on plana ¢ikarmistir.

Borsani ve Ferrando (1996) zeytinden yag eldesi sonucu olusan zeytin
karasuyunu islemek amaciyla, Italya’ da kapasitesi 300 m3/giin olan bir atik su
isleme tesisi iizerinde calismislardir. Isletme su adimlar iizerine kurulmustur: 1) Kirli
su depolama, 2) Yagin uzaklastirilmasi, 3) Askida katilarin c¢oktiiriilmesi, 4)
Polimerik membran ile teget filtrasyon, 5) Biyolojik islem. Calismada uygulanan
ultra filtrasyon isleminde c¢ikan siiziintiiniin (biyolojik isleme girmeden) kirletici
konsantrasyonunun, ham atik suya gore %50 diisiik oldugu vurgulanmigstir. Tiim
adimlar sonunda isletmeden ayrilan atik suyun biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOIs) ve
kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) degerlerinin diisiik limitler olan: BOIs 40 ppm, KOIi
160 ppm’ de tutuldugu belirtilmistir.

Turano ve ark. (2002) zeytin karasuyu ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada, hem
atiklarin sebep oldugu kirliligin azaltilmasin1 hem de atik suda bulunan yag, seker,
polifenol gibi bazi yararh iirlinlerin segici olarak ayristirllmasini amaclamislardir.
Yontem bir baslangi¢ adimi olarak askida kati maddelerin uzaklagtirildigi santrifiij
islemini icermektedir. Santrifiij sonrasi elde edilen temiz iist faz, gercek secici
ayirma isleminin gerceklestigi ultra filtrasyon sistemine verilmektedir. Santrifiij ve
ultra filtrasyon kombinasyonu KOI degerinde %90 azalmaya izin vermektedir.
Ustelik yaglarin membrandan geri gevrilmesiyle; tuz, seker, polifenolleri iceren
siizlintii kissmdan yagin ayrilmasi saglanmistir. Filtrasyon iglemi sonrasi, siiziintii
akimi organik fraksiyonunun ana olarak seker ve polifenoldan olustugu, antioksidan
ozellikleri sebebiyle bu fenolik maddelerin eczacilik alaninda ve gida koruyucusu

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Lesage-Meessen ve ark. (2001) ii¢ ve iki fazli santrifiij sistemlerde olusan

zeytinyagi atiklarinin iceriginde bulunan basit fenolik bilesikleri incelemislerdir.



Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonunun etil asetat ile gerceklestirildigi calismada, ii¢
ve iki fazli sistemlerde aciga c¢ikan zeytinyagr atigindaki toplam fenollerin sirasiyla
%28,8 ve 42,2 (kuru atiktaki agirlikga polifenol yilizdesi) geri kazaniminin
gerceklestirildigi belirtilmistir.

Allouche ve ark. (2004) ii¢ fazl sistemlerde agiga cikan zeytin karasuyunda
bulunan yiiksek katma degerli fenolik bilesiklerin geri kazanim i¢in etkili yontemin
gelistirilmesi lizerinde calismiglardir. Zeytin karasuyunda bulunan ana bilesiklerden
biri olan hidroksitrisoliin ekstraksiyonuna ve saflastirilmasina 6zel 6nem verilmistir.
Yapilan kesikli optimizasyon denemeleri karasudan fenolik monomerlerin geri
kazaniminda en etkili ¢oziiciiniin etil asetat oldugu ve en iyi ekstraksiyon veriminin
pH=2 degerinde alindig1 vurgulanmistir. Hidroksitrisoliin en iyi geri kazaniminin
(%85,46) iic asamal1 siirekli kars1 akim s1vi-sivi ekstraksiyon birimi kullanilarak elde
edildigi belirtilmistir. Yapilan calismada bir litre karasudan 1,225 g hidroksitrisol
elde edilmis, sonrasinda kromatografik sistem yoluyla litre karasudaki bir gram

hidroksitrisolun saflastirilmasi calisilmistir.

Russo ve ark. (2007) c¢alismasinda zeytinyagi prosesinden c¢ikan karasuyun,
sabit proses parametreleriyle calisan pilot tesiste, 6n islem olan santrifiij adim
kullanilmadan mikrofiltrayon ve ultra filtrasyon islemlerine tabi tutulmasini
incelemistir. Mikro filtrasyon ve ultra filtrasyondan ¢ikan siiziintiiler ters ozmos ile
yogunlastirilmig, siiziintiilerin kimyasal kompozisyonlar1 incelenmistir. Caligma
sonuglari, yiiksek kirlenme ve temizleme islemindeki zorluklar nedeniyle mikro
filtrasyon isleminin prosesin kritik boliimii oldugunu gostermistir. Seramik 1 Kd ve
polimerik 6 Kd membranlar kullanilarak yapilan ultra filtrasyon denemelerinin
hidroksitrisol seciciligi acisindan bir farklilik gostermedigi belirtilmistir. Ters ozmos
islemi %96 ve %99 araliginda degisen geri cevirme degerleriyle tiim bilesenleri
yogunlastirmaktadir. Mikro filtrasyon ve ultra filtrasyon siiziintiilerinin veya ters
ozmos konsantresinin ila¢ bilesimlerinde, ters ozmos siiziintiisiiniin icecek
endiistrisinde, mikro filtrasyon ve ultra filtrasyon konsantrelerinin ise giibre veya

biyogaz iiretiminde kullanilabilecegi belirtilmistir.

Ulkemizde karasu iizerine yapilan calismalar her gecen giin Onem

kazanmaktadir. Zeytin karasuyunun fiziksel kimyasal ve ileri yiikseltgenme



yontemleriyle aritimi  konusunda FEge Universitesi Miihendislik Fakiiltesi
Biyomiihendislik Boliimii’nde bir ¢alisma yapilmistir. Calismada zeytin karasuyunun
aritiminda kullanilan farkli yontemlere deginilmistir. Zeytin karasuyunun arittminda

kullanilan yontemler:

e Fiziksel yontemlerle aritilmasi (ylizeyde tutunma, sulama ve giibre
amagli kullanim, lagiinlerde buharlagtirma, vakumlu buharlastirma,
damitma, membran filtrasyon),

e Kimyasal yontemlerle aritilmasi (kimyasal ¢okeltim, kimyasal
yiikseltgeme),

® Biyolojik yontemlerle aritilmasi (aerobik biyolojik aritim, anaerobik
biyolojik aritim, biyolojik degerlendirme),

e Elektroliz yontemiyle aritilmast,

e Buharlastirma, Hidroliz, Yikseltgeme, Ultrafiltrasyon (EHO)

Yontemi

olarak siralanmistir. Calismada zeytin karasuyunun aritiminda uygulanan yontem,
karasuyun fiziksel, kimyasal ve ileri yiikseltgenme teknikleri uygulanarak aritilmasi
amaciyla gelistirilmistir. Oncelikle zeytin karasuyu, pihtilastirma-yumaklastirma-
coktiirme islemlerinin gerceklestirilecegi tanka alinir. Bu tankta zeytin karasuyu 6nce
pihtilastirma boélmesine alinarak pH degeri toz kireg ile istenen degere getirilir ve bu
degerde tutulur. Daha sonra yumaklastirma bolmesine alinir ve atik suyun 6zelligine
gore belirlenen miktar ve ozellikte gelistirilen toz polimer ¢ozeltisi eklenerek sudaki
coziinmiis ve askida bulunan katilarin yumaklagmasi saglanir. Yumaklasma
asamasindan sonra zeytin karasuyu ¢oktiirme bolmesine alinarak beklenir ve boylece
coktiirme islemi tamamlanir. Bu bolmede c¢okelen kati tankin altindan alinir. Cokelen
kati alindiktan sonra iistte kalan sivi, zeolit yataktan gecirilir ve yiikseltgeme tankina
alinir. Yiikseltgeme tankina alinan sivi, sodyum hipoklorit ¢ozeltisi eklenerek ve
havalandirma yapilarak yiikseltgenir. Bu asamadan sonra aritilmis su once bir zeolit
yataktan sonra da bir UV/ozon sisteminden gecirilir. Bu islem ardisik olarak veya
dolasimla yapilabilir. Son olarak aritilmis su klor giderimi amaciyla bir aktif karbon
yataktan gegirilir. Bu yontemle, KOI, fenolik bilesikler, BOls, AKM ile yag ve gres
giderimi  %98-100 gerceklestirilmektedir. Gelistirilen yontem Tiirk Patent



Enstitiisii'nde 2005-G-91726 numara ile kayith bulunmaktadir (Ikizoglu ve ark.,
2005).

Dokuz Eyliil Universitesi Cevre Miihendisligi Boliimiinde Ege Bolgesi
Sanayi Odas1 (EBSO) projesi kapsamindaki zeytinyagi isletmeleri i¢in durum tespiti,
karasu karakterizasyonu, karasu aritilabilirlik ¢calismalar1 ve sonuglarini iceren Zeytin
Karasuyu Aritimi1 Projesi (Izmir, 2003) gerceklestirilmistir. Yapilan calismada zeytin
tiretim prosesleri ve {iiretim prosesine bagli olarak olusan karasuyun kirlilik
karakteristiklerine, zeytinyag iiretimi atik sularmin (karasuyun) aritiminda, bertaraf
edilmesinde ve degerlendirilmesinde uygulanan yontemlere ve karasu numuneleri ile
yapilan aritilabilirlik denemelerine yer verilmistir. Zeytin yag iiretiminde olusan atik

suyun (karasu):

® Yogun viyolet-koyu kahve renkte, siyaha kadar renk,

e Kuvvetli, zeytinyagina 6zgii bir koku,

e Yiiksek derecede organik kirlilik (220 g/L’ye kadar KOI degerleri),

e KOI/BOIs orani 2,5-5 araliginda (zor ayrisabilir atik),

e pH degeri 3-5,9 araliginda,

e Yiiksek miktarda polifenol icerigi,

e Yiiksek miktarda kati madde icerigi (20 g/L toplam kati maddeye
kadar)

gibi 6zelliklere sahip oldugu belirtilmistir (Sengiil ve ark., 2003).

Aktas ve ark. (2001) yaptiklar1 ¢calismada, geleneksel ve siirekli sistemlerden
aliman toplam on yedi karasu numunesini karakterize etmislerdir. Kire¢ ile
muamelenin karasu numuneleri iizerindeki etkileri arastirilmis, muamele edilen
numunelerin igeriklerindeki diisiis tanimlanmistir. Kire¢ ile muamele islemi sonrasi
presleme ve santrifiij proseslerinden c¢ikan karasu numunelerinin KOI degerleri
sirastyla %41,5-46,2 azalulmistir. Yine bu uygulama ile presleme ve santrifiij
proseslerinden ¢ikan karasu numunelerinin sirasiyla toplam kati iceriginde %?29,3—
46,9, yag-gres iceriginde %94,9-95,8, polifenol igeriginde %73,5-62,5 azalma

gozlendigi belirtilmistir. Karasuyun kirletici 0zelliginin azaltilmasi i¢in Onerilen
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kire¢ ile muamelenin, kirecin diger kimyasallardan daha ucuz olusu ve kolay temin
edilebilmesi agisindan uygulanabilir bir yontem oldugu aciklanmistir. Ayrica
karasuyun iizerinde bir film olusturarak buharlagsmaya izin vermeyen yag tabakasi
kire¢ ile biiylik ol¢iide uzaklastirildigindan; islem sonrasit sivi fazin, havuzlarda

bulunan ham atik suya gore daha kolay buharlastig: belirtilmistir.

Saglhik ve ark. (2002) geleneksel ve siirekli sistemden aldiklar1 zeytin
karasuyu numunelerinde kire¢ uygulamasi ile yagin geri kazanimini ¢alismiglardir.
Karasu numunesi kire¢ ile muamele edilmis, bez plaka kullanilarak filtre edilmis,
filtre tizerinde kalan kisim kurutularak organik bir ¢oziicii ile ekstrakte edilmistir.
Uygulanan yontem ile yag % 70,6-96,4 arasinda geri kazanilabilmistir. Geri
kazanilan yag, saf yag olarak diisliniilemez ancak Ornegin sabun sanayinde
kullanilabilir. Karasudan yagin alinmasi ile atik suyun kirliligi azaltildigr gibi

ekonomik degeri olan yan iiriin geri kazanilir.

2.3. Prina ve Yapilan Calismalar

Prina, zeytinin zeytinyagina islenmesi sirasinda olusan kati atiktir ve zeytinin
cekirdek, kabuk ve etli kismini icermektedir. O halde prina biinyesinde yag ve karasu
ihtiva etmektedir. Prinanin igerigi zeytinin tipine, yetistigi bolgenin iklim ve toprak
sartlarina, zeytinden yag cikartilmasi sirasinda kullanilan  sisteme  gore
degismektedir. Prina zeytinyagi iiretim teknolojisine bagli olarak %3-6 yag

icermektedir.

Santrifiij sistemlerde zeytinyagi iiretimi sirasinda olusan kat1 yan iiriin, ii¢
fazli ve iki fazl sistemlerde onemli farkliliklar gostermektedir. iki fazli sistemlerde
olusan kat1 yan iirliniin nem icerigi (%60-70), ii¢ fazli sistemlerdeki kat1 yan iiriiniin
nem icerigi ile kiyaslandiginda (%35-40) oldukca yiiksektir. Uc fazli sistemlerin kat1
yan iriinii nemli bir kat1 olarak kabul edilirken, iki fazli sistemlerin yan {iriinii sulu
camur halindedir ve ‘alperujo’ olarak adlandirilmaktadir.  Zeytinyagi
ekstraksiyonunda kullanilan farkli sistemlere gore degisiklik gOsteren yan iiriinler

Tablo 2.1.’de 6zetlenmistir (Liebanes ve ark., 2006).
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Tablo 2.1. Zeytinyag: liretim proseslerine gore olusan yan iiriinler

Uretim Prosesi Girdiler Ciktilar
Geleneksel pres Zeytin (1000 kg) Yag (200 kg)
Yikama suyu (0,1-0,12 m3) Katr atik (400 kg: %25 su + %6
Enerji (40-63 kWsaat) yag)
Atik su (0,6 m’ )
Ug fazli dekantor ~ Zeytin (1000 kg) Yag (200 kg)

Yikama suyu (0,1-0,12 m3) Katr atik (500-600 kg: %40-50
Karistirma suyu (0,5-1 m®)  su + %4 yag)

Enerji (90-117 kWsaat) Atk su (~1-1,2 m3)

iki fazli dekantér ~ Zeytin (1000 kg) Yag (200 kg)
Yikama suyu (0,1-0,12 m3) Katr atik (800-950 kg: %60-70
Enerji (90-117 kWsaat) su + %3 yag)

Prina giinlimiizde giibre, hayvanlar icin yem ve yakit olarak kullanilmaktadir.
Ayrica prinadan ¢oziicii kullanilarak yag elde edilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi'nin
Yemeklik zeytinyagi ve yemeklik prina yagi hakkindaki tebligine (Teblig no:98/7)
gore: zeytinyagl, sadece zeytin agaci (Olea europaea sativa) meyvelerinden elde
edilen yaglardir. Solvent kullanilarak ekstrakte edilen veya reesterifikasyon islemi
gormiis (natiirel trigliserit yapisi degistirilmis) yaglar ve diger cins yaglarla karigimi
bu tanimin disindadir. Prina yagi ise prinanin (zeytin kiispesi) solventlerle
ekstraksiyonu sonucu elde edilen, reesterifikasyon isleminden ge¢memis, diger
yaglar ve karisimlan ile karistinlmamis yaglardir. Prina yagi hicbir kosulda
zeytinyagi olarak adlandirilamaz. Teblige gore rafine prina yagi, ham prina yaginin
dogal trigliserit yapisinda degisiklige yol a¢cmayan metotlarla rafine edilmeleri
sonucu elde edilen, rengi acgik saridan kahverengi sartya kadar degisebilen bir yagdir.
Rafine prina yag1 oldugu gibi veya natiirel zeytinyaglar ile karistirilarak tiiketime

sunulabilir.

Prinanin en yaygin kullanim alan yiiksek enerji icerigi nedeniyle yakit amach

kullanimidir. Zeytin agaglarmin tipine, topragin yapisina, iklim ve topraktaki
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besleyicilere bagl olarak prinanin 1s1l degeri degisse de yakit amacli kullanimi biiyiik

avantajlar saglamaktadir. Bu avantajlar:

e Uretilen birim enerji bagina yakit maliyetinin diisiik olmasi

¢ Augi tamamen degerlendirilerek ekolojik dengenin korunmasi

e Yanma sonucu olusan emisyonlarin fosil yakitlara goére daha az
olmasi

® Yakitin depolanmasinda bir sorun olmamasi

e Kil igeriginin (%1,5) diisiik olmasi (bu deger, islem gormemis
prinanin atik olarak kaplayacag: alan diistiniildiigiinde ithmal edilebilir

seviyededir)

olarak siralanmaktadir. Dezavantajlar ise:

e Uretimin yapildigi yerlerde kullanilmas1  gerekliligi  (nakliye
masraflarinin enerji tiretim maliyetine olumsuz etkisi)

e  Yillik rekoltenin diizensiz olmasi

olarak gosterilmektedir (Gorel ve ark., 2003).

Prinanin baslangic nem icerigi agirlikca %44,78 olmasma ragmen yiiksek
enerji icerigi sayesinde, giineste kurutulduktan sonra Tiirkiye’de firincilikta,
zeytinyagi isletmelerinde direk yakilarak kullanilmaktadir. Doymaz ve ark. (2004)
yaptiklart ¢alismada kabin tipi kurutucuda prinanin kuruma davranigini
incelemislerdir. Calismada ortam havasinin sicakligi 80 ile 110°C arasindadir ve
hava hiz1 1,2 m/saniye olarak sabit tutulmustur. Numune kalinliginin kurutma
karakteristigi {izerine etkisi, kurutma siiresi ve kuru iirliniin enerji Kkalitesi
incelenmistir. Liebanes ve ark. (2006) ise yaptiklar1 calismada iki fazli sistemlerde
olusan %60-70 nem igerikli kat1 yan {iriiniin akigkan yatak ile kurutulmasi iizerine
odaklanmiglardir. ki fazli sistemlerdeki kati yan iiriiniin akigkan yatakta
kurutulmasinin, diisiik hava sicakliklarinda (T<150°C) yiiksek kurutma verimi

saglamastyla uygun bir alternatif oldugunu gostermislerdir.
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Yenilenebilir enerji kaynaklari, fosil yakitlara gore daha diisiik maliyet ve
daha disiik kirlilik gosterdigi icin biiyiik ilgi ¢cekmektedir. Caynak ve ark. (2009)
caligmalarinda alternatif yakit olarak, prina yagindan yenilenebilir ve temiz metil
ester iretmeyi amaglamiglardir. Optimum iiretim kosullar1 deneysel olarak
belirlenmistir. En yiiksek verim %30 metanol/yag orani kullanilarak, 60°C sicaklikta
60 dakika siireyle NaOH katalisti ile elde edilmistir. Raporlanan optimum kosullar,

ekonomik ve ¢evre dostu sonuclarla endiistriyel proseslerde uygulama alani bulabilir.

Stasinakis ve ark. (2008) karasudaki toplam fenollerin tarimsal yan iiriin olan
prina ile uzaklastirllmasi iizerine bir calisma yapmislardir. Calismanin amaci
karasudaki toplam fenollerin, kat1 yan iiriin olan prina {izerine tutulmasini (sorption)
arastirmaktir. Deneyler, kurutulmus prina (OP-1), kurutulmus ve c¢oziicii ile
ekstrakte edilmis prina (OP-2) ve kurutulmus, ¢oziicii ile ekstrakte edilmis ve yarim
yakilmig prina (OP-3) olmak {izere ii¢ farkli cesit prina kullanlarak yiiriitiilmustiir.
Sonuglara gore OP-3 toplam fenollerin tutulmasinda yiiksek performans
gostermistir. Baglangic toplam fenol konsantrasyonu 56 mg/L olan numunede, 1 g/L.
OP-3 kullanildiginda toplam fenollerin %17’si uzaklastirilirken, 50 g/ OP-3
kullanildiginda uzaklastirilan toplam fenollerin %901 gectigi belirtilmistir. Sonuclar
dogrultusunda OP-3 numunesinin, zeytin karasuyundaki toplam fenollerin
uzaklastirilmasinda bir 6n islem olarak kullanilabilecegi vurgulanmistir. Kati atik
prinanin sorbent olarak kullanilmasiyla, ¢evresel sorun olan kati atik hacminin
azalacagina hem de endiistriyel atik sularin islenmesinin makul maliyetlerle

gerceklestirilebilecegine dikkat ¢ekilmistir.

2.4. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

Fenolik bilesikler yapisal olarak, bir aromatik halka ve buna baglh olarak
fonksiyonel tiirevleri de dahil bir veya daha fazla hidroksil gruplarini igeren
maddelerdir ve basit fenolik molekiillerden yiiksek polimerize bilesiklere
siniflandirilmaktadir. Bu yapisal cesitlilige karsin, bu grup bilesikler ¢ogunlukla
polifenoller olarak isimlendirilirler. Fenolik bilesikler ve daha yaygin olarak
kullanilan ismiyle polifenoller, benzen halkasi iceren maddelerdir. Hidroksibenzen

cogunlukla fenol adi ile anilir. Buna gore en basit fenolik bilesik, bir tane hidroksil
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grubu iceren benzen, yani fenoldiir. Diger tiim fenolik maddeler bundan
tiremislerdir. Fenoller oda sicakliginda renksiz bir siv1 ya da beyaz bir kat1 halinde

bulunurlar.

OH

Hidroksibenzen (fenol)

Sekil 2.2. En basit fenolik bilesik olan fenol

Meyve ve sebzeler fenolik bilesiklerin ana kaynaklaridir. Fenolik bilesikler,
bliyime ve cogalma, patojenlere karsi korunma gibi olaylarda ©nemli rol
oynamalarinin yaninda; meyve ve sebzelerin kendilerine 6zgii renklerinin ve duyusal
ozelliklerinin olusumunda da etkilidirler (Balasundram ve ark., 2006). Ustelik bazi
fenolik bilesiklerin antimikrobiyal ve antifungal etki gosterdigi bilinmektedir (Chun
ve ark., 2005). Simdiye kadar pek c¢ok bitkisel fenolik bilesik izole edilip
tanimlanmistir ve buna devamli olarak bulunan yeni fenolikler eklenmektedir.
Fenolik bilesiklerin  yapisal cesitliligi  bu  bilesiklerin  simiflandirilmasini
giiclestirmektedir. Fenolik asitler, flavonoidler ve taninler beslenme ac¢isindan kabul
edilen ana fenolik bilesik gruplaridir (Balasundram ve ark., 2006). Polifenollerin en

onemli biyolojik 6zellikleri ise antioksidan olarak gorev yapmalaridir.

Antioksidanlar yaglarin ve diger molekiillerin oksidasyonunu, oksitleyici
zincir reaksiyonunun baglayisim veya yayilmasini engelleyerek, onleyebilen veya
geciktirebilen bilesikler olarak tanimlanabilir. Fenolik bilesiklerin antioksidan
aktivitesi, serbest radikalleri yakalama, hidrojen atomu verme yeteneklerinden ileri
gelmektedir (Balasundram ve ark., 2006). Fenoller hidrojen atomunu serbest
radikallere bagislama egilimindedir bu nedenle yag oksidasyonu sirasinda yayilma
zincirini durdururlar (Ranalli ve ark., 2003). Insan saghgm etkileyen stres
cesitlerinden biri oksidatif strestir ki bir reaktif oksijen tiirti (ROS) organizmadaki

DNA, protein ve yag yapilarina zarar verebilmektedir. Antioksidanlar bu reaktif
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oksijen tiirlerini temizler ve kanserli bolgede hiicre ¢cogalmasini azaltirlar (Kampa ve
ark., 2000; Meyer ve ark., 2005) bdylece antioksidanlar son zamanlarda biiyiik ilgi
cekmektedirler. Kalp ve damar hastaliklar1 gibi kronik hastaliklarin, kanserin,
iltihapli  bagirsak sendromlarinin  ve  Alzheimer hastaliginin ilerlemesinin
geciktirilmesinde, fenolik antioksidanlarin Onemli rol oynadig:i belirtilmektedir

(Chun ve ark., 2005).

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, antioksidan ozelliklerinden dolay1
biiylik ilgi gdrmektedirler ve insan beslenmesinde 6nemli bir yer tutarlar. Fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitesi, yapiya; Ozellikle hidroksil gruplarinin sayr ve
pozisyonlarina ve aromatik halka iizerinde yer alan gruplarin dogasina baghdir.
Meyveler, sebzeler ve icecekler insanlarin beslenmesinde ana fenolik bilesik
kaynaklaridir. Gida ve tarim {iriinleri isleyen endiistriler, biiyiik miktarlarda dogal
antioksidan kaynagi olabilecek fenoliklerce zengin yan iriinler olusturmaktadir

(Balasundram ve ark., 2000).

Zeytin meyvesi, yapraklart ve yagi biofenol kaynagi olarak biiyiik ilgi
cekmektedir. Ornegin zeytin yapragi iyi bilinen bir biofenol kaynagidir ve
marketlerde bircok ticari isim altinda fonksiyonel gida olarak satilmaktadir.
Zeytinyaginin biofenol fraksiyonu, zeytin meyvesinin fenolik iceriginin sadece %2’
sini icermektedir; kalan %98’ 1 zeytin karasuyunda kaybolmaktadir (Obied ve ark.,

2005). Bu oran zeytin karasuyunu 6nemli bir polifenol kaynagi haline getirmektedir.

Zeytin karasuyunun fenolik profili karmasiktir, bu zorluk heniiz atiin
degerlendirilmesinde tamamen asilamamistir. Zeytin karasuyunda bulunan baslica
biofenoller; hydroxytyrosol, oleuropein, tyrosol, caffeic acid, vanillic acid,
verbascoside, elenolic acid, p-coumaric acid, catechol, rutin olarak belirtilmektedir.
Karasuyun biyoaktivitesi {izerinde yapilan c¢ogu calisma, antioksidan ve

antimikrobiyal aktivitesi tizerinde yogunlagmistir.

2.4.1. Polifenollerin Ekstraksiyonu

Biofenollerin analizinde ekstraksiyon islemi kullanilmaktadir; ekstraksiyonun
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amact numuneden matris bilesenlerin ekstraksiyonunu minimize ederken, tim
polifenollerin nicel olarak geri kazaniminm saglamaktir. Fenolik ekstraksiyonla ilgili
problem, diger biofenoller sitoplazmik bosluklardayken bazi biofenollerin hiicre
duvarina bagh kalmasidir. Ekstraksiyon metodunun, ¢oziiciiniin, ekstraksiyon siiresi
ve sicakligiin secimi 6nemlidir. Etil asetat, zeytin karasuyu gibi sulu matrislerden
biofenollerin ekstraksiyonunda siklikla kullanilmaktadir (Obied ve ark., 2005).
Hydroxytyrosol’ii hedef alan kapsamli bir c¢alismada, fenolik bilesiklerin geri
kazaniminda en uygun ¢oziiciiniin etil asetat oldugu belirtilmistir. Kullanilan tiim
coziiclilerin karasudan polifenolleri ekstrakte ettigi ancak ekstraksiyon giicleri
arasinda Onemli farkhiliklarin oldugu bulunmustur. Coziiciilerin ekstraksiyon
giicliniin su sirayla azaldig1 belirtilmistir: etil asetat > metil izobutil keton > metil etil
keton > dietil eter. Bu c¢alismada ayrica jel filtrasyonu kullanilarak zeytin
karasuyunda ii¢ fenolik fraksiyonun varligi gosterilmistir: yiiksek molekiillii kiitle
fraksiyonu (M > 250 kDa), orta molekiiler kiitle fraksiyonu (M = 13 kDa) ve
monomerik fenoller (M = 180 Da) (Allouche et al., 2004).

H H
COQCH
H OCH-
OH OH OH
Tyrosol Hydroxytyrosol Vanillic acid
COOH
O  COOCH,
HO
A~ 0 OH
OH OH OH
p-coumaric acid Elenclic acid Catechol
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O COOCH,
OH

Oleuropein
OGlu

Verbascoside

Rutin

Sekil 2.3. Zeytin karasuyunda bulunan baglica fenolik bilesikler (Obied ve ark.,
2005; Balasundram et al., 2006)

Fenoller, bir hidrojen atomunu serbest radikallere bagislama egilimindedirler,
boylece yag oksidasyonu sirasinda yayilma zincirini durdururlar. Zeytin
karasuyundaki fenol bilesikleri antioksidasyon potansiyeline gore farkli gruplarda
siniflandirilmaktadir. Karasuda bulunan ¢ogu fenol bilesikleri, az giivenli sentetik
antioksidanlara kiyasla daha yiiksek antioksidasyon potansiyeli gosterirler bu
nedenle endiistriyel anlamda gida maddelerinin  muhafazasinda sentetik

antioksidanlarin yerini alabilirler (Ranalli ve ark., 2003).
Zeytin karasuyundan ayrilan kekteki ve prinadaki polifenoller c¢oziiciilerle

ekstrakte edilebilirler. Ekstraksiyonun kati/¢coziicli orani, siiresi ve sicaklif

bitkilerden polifenollerin ekstraksiyonunu etkileyebilen faktorlerdir. Ekstraksiyon
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stiresinin, toplam polifenollerin zeytin yapragindan (Mylonaki ve ark., 2008), Inga
edulis yapragindan (Silva ve ark., 2007), badem kabugundan ve ¢cam talagindan (pine
saw dust) (Pinelo ve ark., 2004) geri kazanimin etkiledigi raporlanmistir fakat
toplam polifenollerin ¢am kabugundan (pine bark) geri kazanimini etkilememistir
(Jerez ve ark., 2006). Pinelo ve ark. (2004) ekstraksiyon sicakliginin badem
kabugundaki ve cam talasindaki polifenollerin geri kazanimina etkisini bulmustur ve
Silva ve ark. (2007) bunu Inga edulis yapraklari iizerinde yapmislardir fakat Jerez ve
ark. (2006) ekstraksiyon sicakliginin cam kabugu polifenollerinin geri kazanimi
tizerine kiiclik etkilerini hesaplamigslardir. Ekstrakte edilen bitki materyali miktari
basina kullanilan ¢o6ziicii miktart degistirilebilmektedir ve ekstrakte edilebilir
polifenoller {izerine ¢oziicii/bitki materyali oraninin etkisi ayrica ¢oziicii ¢esidi ve
sicakliga gore de degismektedir (Mylonaki ve ark., 2008, Pinelo ve ark., 2004, Silva
ve ark., 2007). Ekstraksiyon siiresinin, ¢oziicii/coziinen oraninin ¢esitli tirlinlerdeki
polifenol ekstraksiyonuna etkisi arastirilmis fakat karasudan ayrilan kek ve prina

tizerine etkisi arastirilmamustir.

2.4.2. Isil islemlerin Polifenol Konsantrasyonuna ve Antioksidan

Aktiviteye Etkisi

Polifenoller ¢oziicii kullanarak ekstrakte edilebilirler ve antioksidan olarak
kullanilirlar ancak c¢oziicti igerisindeki ekstrakte edilen polifenollerin konsantre
edilmesi gerekmektedir. Ekstrakte edilen polifenoller, buharlastirma ve kurutma gibi
bir 1s1l islemle konsantre edilebilirler fakat bu islemler ekstraktlardaki polifenollerin
miktarin1 ve aktivitesini etkileyebilir. Daud ve ark. (2007) kurutmanin kakao
cekirdegindeki polifenollerin bozunmasi iizerine etkisini ¢calismiglardir, Archana ve
ark. (1998) malt haline getirmenin ve kaynatarak agartmanin dar bitkisinin (pearl
millet) polifenol icerigi iizerine etkisini arastirmislardir ve Brenes ve ark. (2002) 1s1l
islemlerin, yaglarin antioksidan ve besin 6zellikleri iizerine etkisini raporlamiglardir.
Belirtilen caligsmalarda, 1s1l islem siiresince polifenoller gida iiriinlerinin igerisinde
kapsiillenmis durumdadir. Gida iriinlerinin igerisinde kapsiillenmis olarak bulunan
antioksidanlar iizerine 1s1l islemlerin etkisi hakkinda caligmalar bulunsa da, prinanin
su ekstraktlarinda bulunan polifenoller iizerine 1s1l islemlerin etkisini gosteren bir

calisma yoktur.
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Polifenollerin bircok fonksiyonu vardir ancak en yararli fonksiyonu
antioksidan olmalardir. Zeytinyagindaki polifenollerin antioksidan aktivitesi iizerine
sinirlt calisma vardir (Valanidis ve ark., 2004). Roy ve ark. (2007) 1s1l islemlerin
cesitli sebzelerin antioksidan aktivitesi iizerine etkisini incelemistir ve 75°C ile
100°C sicakliklardaki 1s1l islemin hem fenolik igerigi hem de anti-DPPH radikal
aktiviteyi azalttigim1 hesaplamiglardir. Bu yiizden anti-DPPH radikal aktivitenin
azalmasi fenolik icerigin azalmasinin sonucu olarak goriilmiistiir. Fakat antioksidan
aktivitedeki azalmanin polifenol icerigindeki azalmadan m1 bagka bir faktérden mi
kaynaklandig1r agik degildir ve polifenollerin antioksidan aktivitesi iizerine 1s1l

islemlerin etki mekanizmasi belirtilmemistir.

Buharlastirma ve kurutma gibi bir 1sil islemin modellenmesi, reaksiyon
mertebesi, hiz sabiti, aktivasyon enerjisi ve sicaklifin etkisini kapsayan kinetik
davranis hakkinda bilgi gerektirir. Kinetik 6zelliklerin bilinmesi sadece 1s1l islemin
modellenmesi i¢in gerekli degildir ayrica bir 1s1l islem sirasindaki polifenol
kayiplarinin tahmin edilmesi icin de gereklidir. Zeytindeki polifenollerin bozunma
kinetigi sinirlhi ¢calismada incelenmistir ki Campanella ve ark. (2008) 98°C sicaklikta
bir 1s1l isleme maruz kalan zeytinyagindaki polifenol bozunmasinin Kkinetik
analizinde model uydurma ve MacCallum metodunu kullanmislardir fakat ¢calismada

polifenol kayiplar1 kinetigi i¢in reaksiyon mertebesi belirtilmemistir.
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde, ¢alismada kullanilan materyallerin (zeytin karasuyu ve prina)
temini ve muhafazast konularinda bilgi verilmistir. Zeytin karasuyu ve prina

numunelerinde gerceklestirilen analiz metotlart ayrintili olarak belirtilmistir.
3.1. Materyal

Tiirkiye’ deki iklim sartlarinda zeytinin hasat donemi kasim, aralik, ocak
aylarim kapsamaktadir. Zeytinlerin hasat edilmesi ile zeytinyagi sikim islemi de
baslamaktadir. Calismada, zeytinin zeytinyagina islenmesi prosesi sirasinda sivi atik
olarak agiga cikan zeytin karasuyunun ve kati atik olan prinanin incelenmesi hedef
alindi. Karasu ve prina numuneleri Marmara Bolgesi’'nde bulunan Uzden Gida
Kontini Zeytinyag: Fabrikasi’'ndan (Intepe, Canakkale) 2007 yilinin Kasim ayinda
temin edildi. Isletmede bolgeye ait Ayvalik tipi yaghk zeytinlerin sikimi
gerceklestirilmektedir ve ii¢c-fazli sistem kullanilmaktadir. Zeytinin zeytinyagina
islenmesi yerinde incelendi, karasu ve prina numuneleri islemin gerceklestigi hattan
ayni anda temin edildi. Numuneler, koyu renkli agzi kapali plastik bidonlarda
440,5°C sicaklikta soguk odada (Alarko-Carrier, Procold 2, [stanbul), karanlikta

muhafaza edildi.
3.2. Metot

3.2.1. Zeytin Karasuyunun icerigi ve Polifenol Analizi

3.2.1.1. Toplam Kat1i Madde Tayini

Zeytin karasu numunesinin toplam kati1 tayininde 2540 B (Standart Methods
for the Examination of Water and Wastewater, 1998); cok iyi karistirilmis numune,
darasi alinmis krozede 103—105°C sicaklikta sabit tartima ulasana kadar kurutuldu ve
bos kroze iizerindeki agirlik artis1 toplam kat1 kabul edildi. Analizde 2,5-200 mg

arasinda kalinti verecek bir numune hacmi secildi. 103—105°C sicakliktaki etiivde
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(Ecocell 55, Grifelfing, Almanya) tutulan numuneler, etiivden alindiktan sonra
desikatorde sogutuldu ve agirhiklan tartildi. Agirhik Olciimlerinde hassas terazi
(Mettler-Toledo, PB503-S/FACT, Greifensee, Isvicre) kullamildi.  Olgiimler 2
tekrarl olarak yapildi. Sonuglar asagidaki esitlikle hesaplandi:

mg toplam kati/L. = (A-B) x 1000 / numune hacmi, ml

A = kurutulmus kalintinin agirligi + krozenin agirligi, mg

B = krozenin agirligl, mg

3.2.1.2. Askida Kat1i Madde Tayini

Numunenin toplam askida kati madde tayininde 2540 D (Standart Methods
for the Examination of Water and Wastewater, 1998); cok iyi bir sekilde karistirilmis
numune, agirligr standart olan filtre kagidindan (Borosilikat cam elyaf mikro fiber
filtre kagidi, 1,5 mikron, Whatman, 1ngi1tere) gecirildi ve tortu filtrede birakildi.
Tortu igeren filtre 103—105°C sicaklikta sabit tartima ulasincaya kadar kurutuldu ve
filtre kagidimin agirhgindaki artis, toplam askida kati madde kabul edildi. Agirlik
Olctimlerinde hassas terazi (Mettler-Toledo, PB503-S/FACT, Greifensee, Isvigre)
kullanildi. Olgiimler 2 tekrarli olarak yapildi. Sonuclar asagidaki esitlikle hesaplandi:

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

A = filtre agirhig + kurutulmus tortu, mg

B = filtre agirlig1, mg

3.2.1.3. pH Tayini

Zeytin karasuyu numunenin pH degeri pH metre (Mettler Toledo-Seven Easy,

Schwerzenbach, Isvicre) ile belirlendi. Olgiimler 2 tekrarli olarak yapildi.
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3.2.1.4. Yag Tayini

Numunenin yag igerigi, yag ve gres tayini metodu 5520 B (Standart Methods
for the Examination of Water and Wastewater, 1998) ile belirlendi. Bu analiz metodu
su-atik sularda yag ve gres miktar1 tayininde uygulanan kimyasal analiz metodunu
icermektedir. Numune icerisinde ¢oziilmiis ya da emiilsiyon halindeki yag ve gresin,
ayirici ¢oziiciilerle siki temasi ile sudan ayrilmasi esasina dayanmaktadir. Coziilmiis
ya da dagilmis haldeki yag ve gres, sudan n-hegzan yardimi ile ayrilmaktadir.
Numunenin asitligi, analize hazirlanmasi sirasinda 1:1 HCl (HCl %37, Riedel-de
Haén, Almanya) ile pH 2 ya da daha altina indirildi. 200 ml numune cam huni
kullanilarak ayirma hunisine alindi, 30 ml n-hegzan (Riedel-de Haén, Almanya) ilave
edildi ve 2 dakika kuvvetlice c¢alkalandi. Faz ayrimi i¢in bekletildi ve icerisinde az
miktarda organik tabaka bulunan sulu kisim orijinal numune kabina geri alindi.
Coziicli faz1 ise 10g susuz Na,SO4 (Riedel-de Haén, Almanya) ile birlikte filtre
kagidindan siiziilerek temiz, darasi alinmis cam balona aktarildi. Ekstraksiyon iki kez
30 ml c¢oziicii ilavesi ile yapildi. Cam balona aktarilan ¢oziicii faz, hazirlanan
distilasyon diizeneginin 85°C sicakliktaki su banyosuna yerlestirildi. Geri kazanilan
coziicii soguk su banyosundaki erlen igerisinde biriktirilir. Sisteme son dakikalarda
vakum uygulandi ve ¢oziicii damlaciklart durdugunda cam balon su banyosundan
alindi. En az 30 dakika desikatorde bekletilerek sogutuldu ve igerisinde yag-gres
bulunan balonun toplam agirh@ tartildi. Olgiimler 2 tekrarli olarak yapildi.
Numunenin yag icerigi asagidaki esitlikle hesaplandi:

mg yag-gres / L = (A-B) x 1000 / numune hacmi, ml

A = cam balonun toplam agirligi, mg

B = cam balonun darasi, mg

3.2.1.5. Toplam Azot Tayini

Numunede toplam azot tayini, toplam azot kiti (Total Nitrogen 14537 Cell
Test, Merck, Darmstadt, Almanya) kullanilarak foto metrik olarak yapildi. Organik
ve inorganik azot bilesikleri, Koroleff metoduna gore termoreaktorde bir oksitleyici

ajanla (ylikseltgeyen) muamele edildiginde nitrata doniismektedir. Bu nitrat,
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konsantre siilfiirik asitte, benzoik asit tiireviyle reaksiyona girerek kirmizi renkli bir
nitro bilesigi olusturmaktadir. Analiz sonucu olusan renk, fotometre (SQ118
Photometer, Merck, Darmstadt, Almanya) ile ol¢iildii. Foto metrik 6l¢iim, cihaza
toplam azot tayini i¢in kullanilan 140 numarali metod girilerek yapildi ve numunenin

toplam azot miktar1 (mg/L) belirlendi. Olgiimler 2 tekrarli olarak yapildi.

3.2.1.6. Kimyasal Oksijen Thtiyaci1 (KOI) Analizi

Numunenin kimyasal oksijen ihtiyaci, kapali refluks (geri akis) titrimetrik
metot 5220 C (Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater,
1998) kullanilarak yapildi. Pek cok organik madde kromik ve siilfiirik asit karigimi
ile kaynatildiginda oksitlenir. Numune giiclii asit cozeltisinde bilinen fazlalikta
potasyum dikromat (K,Cr,O;) ile refluks edilir. Parcalamadan sonra kalan
indirgenmemis K,Cr,O;, ferro amonyum siilfat (FAS) ile titre edilir. Boylece
tilketilen K,Cr,O7; miktar1 belirlenir ve oksitlenebilen maddeler oksijen esdegeri
(ekivalenti) cinsinden hesaplanir. Yiiksek KOI degerine sahip atik sular analize
baslamadan 6nce gerekli ol¢iide seyreltilmelidir. Analiz sirasinda Oncelikle standart
potasyum dikromat parcalama ¢ozeltisi (0,01667M), siilfiirik asit reaktifi, ferroin
indikator ¢ozeltisi, standart ferro amonyum siilfat titranti (FAS) (0,025M) ve
potasyum hidrojen fitalat (KHP) standardi metotta belirtildigi gibi hazirlandi. KHP,
1.176 mg O,/mg teorik KOI degerine sahiptir (Pitwell, L.R., 1983). Bu sayede
hazirlanan KHP standardinin KOI degeri bilinmektedir. Standart, numune gibi
analize alind1 ve KOI degeri bilindigi icin analizde kullanilan ¢ozeltilerin ve analiz
kosullarinin dogrulamasi gerceklestirildi. Analiz sirasinda ilk olarak numune ve
reaktif hacimlerine gore sec¢ilen cam tiipler (16x100 mm) ve kapaklar1 %20’lik
H,SOy ile yikandi. 2,5 ml numune tiipe kondu, iizerine 1,5 ml parcalama ¢ozeltisi ve
3,5 ml siilfiirik asit reaktifi dikkatlice ilave edildi. Tiiplerin kapaklar1 kapatildi ve
karistirildi. Daha sonra tiipler 150°C sicaklikta 2 saat termoreaktorde tutuldu. iki saat
sonra alinan numuneler oda sicakligina sogutuldu. Tiipler, titrasyonun kolay
yapilabilmesi icin cam beherlere bosaltildi. Icerisine 0,1 ml (2 damla) ferroin
indikatorii ilave edilerek, standardize edilmis 0,025M FAS ile titre edildi.
Titrasyonun son noktasi mavi-yesilden kirmizi-kahveye dondiigii andir. Titrasyon
sonunda bu renk doniisiimiiniin gerceklesmesi i¢in gerekli FAS hacimleri belirlendi.

2,5 ml saf su da sahit olarak kullanilmak iizere aymi sekilde analize alidi. Olgiimler
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2 tekrarli yapildi. Numunenin kimyasal oksijen ihtiyaci asagidaki esitlikle hesaplandi

ve elde edilen sonu¢ numune seyreltme faktoriiyle carpildi.

KOI (mg O,/L) = [ (A-B) x M x 8000 | / numune hacmi, ml

A = sahit i¢in kullanilan FAS, ml

B = numune i¢in kullanilan FAS, ml

M = FAS’ 1n molaritesi, 0,025M

8000 = oksijenin miliekivalent agirlig * 1000 ml/L

3.2.1.7. Toplam Organik Karbon (TOK) Analizi

Numunenin toplam organik karbon igerigi, TOK cihaz1 (Sievers 2244 AP
TOC) kullanilarak o6lciildii. Cihaz c¢oziinmiis organik karbon miktar1 Olctimii
yapmaktadir. Numune cihaza verilmeden filtreden gecirildi ve gerekli seyreltme
yapildi. Olciimler 2 tekrarli yapildi. Cihazdan alinan sonug seyreltme faktoriiyle

carpildr ve numunenin toplam organik karbon miktar1 (ppm) bulundu.

3.2.1.8. Toplam Seker Tayini

Numunenin toplam seker analizi fenol-siilfiirik asit (Dubois ve ark., 1956)
yontemi ile yapildi. Basit sekerler, oligosakkaritler, polisakkaritler veya bunlarin
tiirevleri, fenol ve siilfiirik asit ile tepkimeye sokuldugunda, seker konsantrasyonuyla
dogru orantili olarak artan siddette portakal saris1 renginde bir {iriin olusturur ki bu
rengin siddeti kolorimetrik olarak ol¢iilerek seker miktar: tayin edilir. Zeytin karasu
numunesine analize alinmadan once bir 6n islem (Mecozzi, 2005) uygulanarak
polisakkaritlerin monosakkaritlere hidrolizi saglandi. Uygulanan 6n islemde 100-150
mg numune, icerisinde 50 ml IM HCl (HCl %37, Riedel-de Haén, Almanya)
bulunan cam kaba kondu. Sonra ¢ozelti 100°C su banyosunda 120-150 dakika
tutuldu ve ¢ozelti oda sicakligina sogutuldu. Asit ¢ozeltisi standart ¢ozeltiler ile ayni
isleme tabi tutularak fenol-siilfiirik asit yontemi uygulandi. Standart egriyi

olusturmak icin, oncelikle %0,01’lik stok sukroz ¢ozeltisi hazirland1 ardindan da bu
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cozelti saf su ile seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda (20-100 mikrogram/ml)
cozeltiler elde edildi. Hazirlanan c¢ozeltiler ve Ornek cozeltisinden cam deney
tiiplerine 1’er ml alindi, her biri {izerine 1’er ml %5’lik fenol ¢ozeltisi (fenol saf,
Riedel-de Haén, Almanya) ve 5’er ml derisik H,SO,4 (Fluka, Almanya) ilave edilerek
tiipler karistirildi. 10 dakika 25-30°C’ ye ayarlanmis su banyosunda bekletildikten
sonra tekrar karistirilarak 20 dakika daha su banyosunda bekletildi. Orneklerin
absorbans degerleri UV/vis spektrometre (Lambda 35, Shelton, A.B.D) ile 490
nm’de Olciildii. Hazirlanan standart c¢ozeltilerin, seker konsantrasyonuna karsi
absorbans grafigi (Sekil 3.1.) cizildi. Elde edilen kalibrasyon egrisinden (r*=0,9903)
numunenin seker icerigi hesaplandi ve sonu¢ % agirlik olarak verildi. Olciimler 2

tekrarl olarak yapildi.

y=0,0128x-0,0102
R?=0,9903

L)

Absorbans (490 nm)
o o o o - -
o N O~ O o = N

20 40 60 80 100 120

o

Seker Konsantrasyonu (mikrogram/ml)

Sekil 3.1. Toplam seker analizinde elde edilen sukroz kalibrasyon egrisi

3.2.1.9. Toplam Polifenol Tayini

Zeytin  karasuyu numunesinin toplam polifenol igeriginin tespitinde
spektrofotometrik bir metot olan Folin-Ciocaulteu Yontemi (Singleton ve ark., 1999)
kullanildi. Metotta belirtilen Folin-Ciocaulteu’s phenol reagent, fenolin —OH
grubunu oksitlemektedir ve bu reaksiyon karakteristik mavi renge sahip bir {iriin
ortaya ¢ikarmaktadir. Cozeltilerin absorbans degerleri UV/vis spektrometre ile 725
nm’de okunur. Hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltilerden elde
edilen kalibrasyon egrisi kullanilarak, numunenin toplam polifenol miktar

hesaplanir.
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Numunedeki toplam polifenollerin analizi Bubba ve ark., (2004)’ ten
uyarlanarak gerceklestirildi. Analiz i¢in 10 ml zeytin karasuyu numunesi 1M HCI
(HCI %37, Riedel-de Haén, Almanya) ile pH 2’ye asitlendirildi ve 5’er mililitre etil
asetat (Riedel-de Haén, Almanya) ile ii¢ kez 23+2°C sicaklikta ekstrakte edildi.
Ekstraktlar birlestirildi, susuz sodyum siilfattan (Riedel-de Haén, Almanya) gecirildi.
Bu temiz ekstrakt fazdan 0,8 ml alind1 ve sonra 0,8 ml metanol (Riedel-de Haén,
Almanya), 0,2 ml Folin-Ciocalteau’s phenol reagent (Fluka, Isvigre) ve 0,4 ml
doymus sodyum karbonat (saf sodyum karbonat, Riedel-de Ha&n, Almanya) cozeltisi
ilave edildi. Elde edilen ¢ozelti saf su (GFL Water Stills 2008, Almanya) ile 10
ml’ye tamamlandi. Bu ¢ozeltiler oda kosullarinda bir saat karanlikta bekletildikten
sonra 1500 rpm’de 15 dakika santrifiij (Elektromag M4812P Santrifiij Cihazi,
[stanbul, Tiirkiye) edildi ve 725 nm’de UV/vis spektrometre (Lambda 35, Shelton,
A.B.D) kullanilarak absorbans ol¢iildii. Caffeic acid (Fluka, 1svigre) ile hazirlanan
farkli konsantrasyonlardaki (50-200 uM) standart c¢ozeltiler de numune ile ayni
sekilde analize alind1 ve caffeic acid konsantrasyonuna gore artan siddette mavi renk
gozlendi. Numunenin toplam polifenol konsantrasyonu, caffeic acid ile hazirlanan
farkli konsantrasyonlardaki standart ¢ozeltilerden elde edilen Sekil 3.2.’de gosterilen
kalibrasyon egrisi (r* = 0,9969) kullanilarak hesaplandi. Numunenin toplam polifenol

miktar1 caffeic acid esitligi (mg CAE/ml numune) ile ifade edildi.

0,4
0,35 1
0,3 -
0,25
0,2 -
0,15 1
0,1 -
0,05

y =0,0018x - 0,0251
R? = 0,9969

Absorbans (725nm)

0 50 100 150 200 250

Konsantrasyon (mikromolar)

Sekil 3.2. Toplam polifenol analizinde elde edilen caffeic acid kalibrasyon egrisi
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3.2.2. Karasudan Ayrilan Fazlarin incelenmesi

3.2.2.1. Karasu Numunesinden Filtrasyon ile Ayrilan Kati-sivi Fazlarmn

Incelenmesi

Karasu numunesinin polifenol icerigi ayrintili olarak incelendi. Orijinal
zeytin karasu numunesinin toplam polifenol analizinin ardindan, karasu numunesine
filtre kagidi (MN 640 we, Macherey-Nagel, Diiren, Almanya) kullanilarak filtrasyon
islemi uygulandi. Numune filtrenin iizerinde kalan, kati; filtreden gecen siiziintii, s1vi
faz olmak {iizere iki faza ayrildi. Bu fazlar ayr1 ayr1 boliim 3.2.1.9’da belirtildigi gibi

etil asetat ile ekstraksiyona tabi tutuldu ve toplam polifenol analizleri yapildi.

3.2.2.2. Karasu Numunesinden Santrifiij Separator ile Ayrillan Kek Fazinin

Incelenmesi

Zeytin karasu numunesi (5 L) santrifiij separatore (Siibitas DE-225 L/saat,
Istanbul, Tiirkiye) beslenerek kati partikiillerin karasudan ayrilmasi saglandi.
Separasyon c¢alismalart oda kosullarinda gergeklestirildi (23+2°C). Kek olarak
adlandirilan kati faz, karasu numunesi separatoriin diskleri arasindan gecerken
basligin duvarlarinda birikmektedir. Sivi faz ise diskler arasindan gecerken asagi
yonde hareket etmekte ve toplanarak bagligin iist kismindan sistemi terk etmektedir.
Sivi faz separatore bes kez geri beslenerek kati faz ayirma islemi tamamlandi.

Basligin duvarlarinda biriken kek siyrilarak kapakli cam bir kavanoza alindi.

3.2.2.3. Kek Numunelerinden Polifenol Ekstraksiyonu

Polifenollerin  kekten ekstraksiyonunda farkli calkalama ve toplam
ekstraksiyon siireleri, farkli ¢oziicii hacimleri ve ekstraksiyon sicakliklari olmak
tizere dort parametre incelendi. Tiim denemelerde homojen sekilde alinmig 7,5 g kek
numuneleri kullanildi. Ekstraksiyon isleminde ¢o6ziicii olarak etanol (Riedel-de Haén,
Avrupa) kullanildi. Toplam ekstraksiyon siiresi, ¢alkalamali su banyosunda (Niive
ST 402, Ankara, Tiirkiye) gerceklestirilen c¢alkalama ve karanlikta bekletme

basamaklarin1 icermektedir. Temiz ekstrakt faz eldesi icin ekstraksiyon isleminin
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ardindan numuneler kaba filtre kagidindan (MN 640 we, Macherey-Nagel, Diiren,

Almanya) siiziildii.

Oncelikle 10 dakikalik calkalama siiresi sabit tutularak farkli bekletme
siireleri uyguland1 ve 60, 70, 80, 90, 100 110, 120 dakikalik toplam ekstraksiyon
stirelerinde analizler gerceklestirildi. 7,5 g kat1 faz numunesi 18,75 ml etanol (0,4
numune/¢oziicli orani) ile calkalamali su banyosunda 23+2°C’ de 10 dakika tutuldu
ve belirlenen farkli siirelerde 23+2°C’ de karanlikta bekletilerek ekstrakte edildi.
Ekstraktlar kaba filtre kdgidindan gecirildi ve temiz ekstrakt faz elde edildi. Ikinci
boliimde 70 dakikalik bekletme siiresi sabit tutularak 10, 30, 50 dakikalik farkli

calkalama siirelerinde ekstraksiyon gerceklestirildi.

Uciincii boliimde 7,5 g agirhigindaki kek numuneleri, tespit edilen uygun
calkalama ve toplam ekstraksiyon siireleri kullanilarak 12,5; 15; 18,75; 25; 37.5;
56,25;75; 93,75; 112,5; 131,25; 150 ve 168,75 ml olmak tizere on iki farkli hacimde
coziicii ile ekstraksiyon iglemine tabi tutuldular. Dordiincii boliimde ise belirlenen
uygun calkalama, toplam ekstraksiyon siiresi ve c¢oziicii hacmi kullanilarak
ekstraksiyon islemi 20, 30, 40, 60, 80 °C olmak iizere bes farkli sicaklikta
gerceklestirildi.

3.2.2.4. Toplam Polifenol Tayini

Kek numunelerinin polifenol ekstraksiyonunda elde edilen temiz ekstrakt
fazdan 0,8 ml alindi ve bolim 3.2.1.9°da belirtildigi sekilde numunenin toplam
polifenol analizi gerceklestirildi. Kek numunesinin toplam polifenol miktar1 caffeic

acid esitligi (g CAE/100 g kek) ile ifade edildi ve sonuclar % agirlik olarak verildi.

3.2.3. Prinadan Polifenol Ekstraksiyonu ve Isil islemlerin Ekstrakt

Polifenol Konsantrasyonuna ve Antioksidan Aktiviteye Etkisi

3.2.3.1. Toplam Kati Madde Tayini

Prina numunelerinin toplam kati tayini, bolim 3.2.1.1°de belirtildigi gibi

yapildi. Metottan farkli olarak kullanilan numuneler kati olduklari icin kullanilan
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numune miktarlar1 agirlikga belirtildi ve toplam katt madde miktart % olarak

hesaplandi. Hesaplama asagidaki esitlikle yapildi:

% toplam kat1 = (A - B) x 100 / numune agirhig, g

A = kurutulmus kalintinin agirligi + krozenin agirhigi, g

B = krozenin agirhigi, g

3.2.3.2. Polifenol Ekstraksiyonu

2,37 g prina numunesi 112,5 ml saf su (GFL Water Stills 2008, Almanya) ile
calkalamali su banyosunda (Niive ST 402, Ankara, Tiirkiye) 23+2 °C sicaklikta 1 saat
ekstrakte edildi. Ekstraksiyon siirecinde numuneler 10 dakika ¢alkalamanin ardindan,
50 dakika sabit olarak bekletildi. Kaba partikiiller, filtre kagidi (MN 640 we,
Macherey-Nagel, Diiren, Almanya) ile filtrasyon sirasinda ayrildi ve temiz ekstrakt
faz elde edildi. Ekstrakt fazda kimyasal analizle polifenol varligi tespit edildikten

sonra, ekstrakt faz sonraki deneylerdeki analizler i¢in kullanildi.

3.2.3.3. Buharlastirma ile Polifenol Ekstraktlarina Isil islem Uygulamalar:

Polifenol ekstraktlari, tic farkli sicaklikta (50°C, 75°C, 100°C) 1sil islem
uygulanarak 105 dakika siireyle buharlastirildi. Uzeri kapatilmis dereceli kaptaki
polifenol ekstraktlari, 1siticili manyetik karistiricitya (Ikamag RCT, Staufen,
Almanya) yerlestirildi ve yukarida belirtilen sicakliklara 1sitildi. Ekstrakt sicakligi
belirlenen degere ulastiginda, dereceli kabin kapagi acildi ve ekstraktlar sabit
sicaklikta karistirilarak 105 dakika buharlastirildi. Buharlasma sona erene kadar
dereceli kaptan her 15 dakikada bir analizler icin numune alind1 ve buharlastirilan
numuneler konsantre olarak isimlendirildi. Buharlasma sirasinda numunelerin

hacimlerindeki azalma icinde bulunduklar1 dereceli kap ile olciildii.

3.2.3.4. Toplam Polifenol Tayini

Prina numunelerinin polifenol ekstraksiyonunda elde edilen temiz ekstrakt

fazdan 0,8 ml alindi ve bolim 3.2.1.9°da belirtildigi sekilde numunenin toplam
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polifenol analizi gergeklestirildi. Prina ekstraktlarinin toplam polifenol miktar

caffeic acid esitligi (mg CAE/ml numune) ile ifade edildi.

3.2.3.5. DPPH Serbest Radikal Yakalama Metodu ile Antioksidan Aktivite

Tayini

Prina ekstraktlarinin ve konsantrelerinin antioksidan aktivitesi, serbest radikal
metoduna (Brand-Williams ve ark., 1995 ) gore degerlendirildi. 2,6 ml ekstrakt veya
konsantre; metanol (Riedel-de Haén, Almanya) ile hazirlanan 3,9 ml 6x10°M DPPH
cozeltisine ilave edildi (2,2 Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Fluka, Almanya). Numuneler
iyice calkaland1 ve karanlikta bekletildi. Reaksiyon plateauya ulastiginda (¢ozelti
rengi mordan sartya dondiigiinde), numunelerin absorbanslart 517 nm’de olciildii.
Spektrometrede absorbansi sifirlamak igin methanol kullanildi ve antioksidan
icermeyen DPPH radikal ¢ozeltisinin absorbansi giinliik 6lciildii ve kontrol olarak
kullanildi. Bu ¢o6zelti sonraki kullanimlar icin 4°C sicaklikta karanlhikta saklandi.
Tim spektrometrik veriler UV/vis spektrometre (Lambda 35, Shelton, A.B.D)
kullanilarak elde edildi. DPPH radikali yakalama yiizdesi asagida verilen denkleme
gore hesapland1 (Yen, G. C. ve ark., 1994):

% tutma (inhibisyon) = ((A. — As) / Ac) x 100

A= kontroliin absorbansi

A¢= numunenin plateauya ulagtifi andaki absorbansi
3.2.3.6. Kinetik Hesaplamalar

Gida sistemlerinin gercek reaksiyon mekanizmasi ve kinetigi karmasiktir. Bu
yiizden gidalardaki reaksiyonlarin ¢ogunlukla ya sifirinci ya da birinci mertebeden
kinetik izledigi bildirilmektedir.

Polifenol kayiplarimin kinetigi su sekilde gosterildi:

dc,
dt

=k-C,’ (1)

_rA:_
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r4 = polifenol kayb1 hiz1

C4 = polifenol konsantrasyonu
a = hiz mertebesi

k = hiz sabiti

t = zaman

Sifirinc1 mertebeden reaksiyon ic¢in, 1 numarali esitligin integrali asagidaki

esitligi verir:

C,—C, =kt )

Birinci mertebeden reaksiyon i¢in, 1 numaral esitligin integrali asagidaki

esitligi verir:

C
In—2=k-t 3
C 3)

Ikinci mertebeden reaksiyon igin, 1 numarali esitligin integrali asagidaki

esitligi verir:
———=k-t 4)

Cy = baslangi¢ polifenol konsantrasyonu

C, = t (dakika) zamanindaki polifenol konsantrasyonu

Reaksiyon hizimin sicaklikla iligkisi Arrhenius denklemi ile nicel olarak

belirtilir:
k= A,exp(- E, /RT) 5)

E4 = aktivasyon enerjisi

R = evrensel gaz sabiti (1,98 cal/mol.K)
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T = mutlak sicaklik (K)
Ay = sabit

3.3. Istatistiksel Analiz

Calismada gerceklestirilen analizlerin sonuglari, en az iki Ol¢iimim
ortalamas1 alinarak standart sapma (+SD) ile birlikte verilmistir. Sonuclarin
istatistiksel analizinde Tek etken ANOVA (MS Excel) kullamilmistir ve p<0,05
oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Iki grup arasindaki
farkliliklarin incelenmesinde eslestirilmis t-testi kullanilmistir ve p<0,05 oldugu
durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Kinetik hesaplamalarinda elde

edilen veriler regresyon analizi ile degerlendirilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu boliimde, elde edilen deneysel veriler ile hesaplanan sonuclar tablo ve
grafikler kullanilarak verilmistir. Sonuclar, literatiirde belirtilen degerlerle

karsilastirilarak tartisitlmastir.

4.1. Zeytin Karasuyunun Kimyasal Ozellikleri ve Toplam

Polifenol Miktarimin Hesaplanmasi

Deneylerde kullanilan zeytin karasu numunesinin kimyasal 6zellikleri Tablo

4.1.de verilmistir.

Tablo 4.1. Zeytin karasu numunesinin kimyasal ozellikleri

Parametre Birim Deger

Ortalama = SD

Toplam kat1 madde g/l 64,2 +0,28
Toplam askida kat1 madde (AKM) g/L 20 £0,35
pH 4,95 £ 0,08
Yag-gres g/l 1,45 +£0,03
Toplam azot mg/L 107,5 £ 3,53
Kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI) g/l 98,5 £0,70
Toplam organik karbon (TOK) g/l 12,73 £ 0,51
Toplam seker % agirlik 1,02 £0,03
Toplam polifenol g/l 2,62 £0,01

Literatiirde karasuyla ilgili yapilan calismalarda, farkli zeytin karasuyu
numunelerinin  kimyasal icerikleri tayin edilmistir. Literatiir c¢alismalarinda
cogunlukla belirtilen karasuyla ilgili parametreler ve degerleri Tablo 4.2.°de

toplanmis ve karsilastirilmistir.
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Tablo 4.2. Deneylerde kullanilan zeytin karasu numunesinin kimyasal 6zellikleri (a) ve bir¢cok yazar tarafindan belirtilen zeytin karasuyu
kimyasal karakteristigi (b) Aktas ve ark., 2001; (c) Bubba ve ark., 2004; (d) Vlyssides ve ark., 1998; (e) Russo, 2007; (f) Borsani ve ark., 1996;
(g) Dhouib ve ark., 2006; (h, i) Roig ve ark., 2006.

(a) (b) (c) (d) (e) ® (® (h) (i)

Toplam kati madde 64,2+0,28 g/L. | 78,2+13,6 63,50+24,40 | 5,5-17,6 11,4 % 6,35 % 7,1 %

g/L g/L %
Toplam askida katt madde (AKM) 20+ 0,35 g/ | 27,6%5,1 32,5+3,3 21,65 8,9
(g/L)
pH 4,95 +0,08 4,8+0,3 5,24+0,19 | 4,80+0,80 4,5-6,0 4,74 5,46 4.8 4,93
Yag-gres (g/L) 1,45 +0,03 12,2+13,3 1,64+0,64 0,3-23 6,2 9,2 1,64 8,0
Toplam azot 107,5+3,53 78,8+39,6 5-20 g/L 1,58

mg/L mg/L g/L

Kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) 98,5+0,70 103,4+19,5 | 153,3+6,6 | 92,50+17,50 | 80-210 77,58 117 93 67
(g/L)
Toplam organik karbon (TOK) (g/L) | 12,73 £ 0,51 39,82+6,47 39,8
Toplam seker 1,02+0,03 % | 4,7+1,8 g/ 16,0+5,92 10-80 g/L. 12 g/LL 16,1 g/ | 4,8 g/L

(indirgen g/L (glikoz)

seker)
Toplam Polifenol (g/L) 2,62 +0,01 3,8+1.,5 10,65+4,08 3-11 0,85 9,2 10,7 0,98
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Tablo 4.2°de gorildiigii gibi literatiirde belirtilen zeytin karasu
numunelerinin  kimyasal  karakteristikleri ~ farklihlk  gostermektedir.  Ciinkii
caligmalarda kullanilan karasu numuneleri farkli iilkelerden ve farkli zeytinyagi
isletmelerinden temin edilmistir. Zeytin karasuyu oOzellikleri zeytinin cesidine,
olgunluguna, yetistigi bolgenin iklim ve toprak sartlarina, zeytinden yag elde edilis
metoduna gore degismektedir. Calismada kullandigimiz karasu numunesinin
hesaplanan kimyasal degerleri literatiir c¢alismalarinda belirtilen degerlerin

arasindadir.
4.1.1. Filtrasyon ile Ayrilan Kati-sivi Fazlarin Polifenol Icerigi

Tablo 4.1.de kimyasal Ozellikleri verilen karasu numunesinin polifenol
iceri8i ayrintili olarak incelendi. Orijinal zeytin karasu numunesinin ve bu numune
filtre kagidindan gegirildikten sonra elde edilen kat1 ve sivi fazlarin toplam polifenol

miktarlar1 Tablo 4.3.’te belirtildi.

Tablo 4.3. Orijinal zeytin karasu numunesinin ve kati-s1v1 fazlarin toplam polifenol

icerigi.
Numune Toplam Polifenol Miktar (g/L)
Ortalama + SD
Orijinal zeytin karasuyu 2,62 +£0,01
Zeytin karasuyu kat1 fazi 2,19 £ 0,09
Zeytin karasuyu s1v1 fazi 3,69 £ 0,03
Zeytin karasuyu kati ve sivi fazlari 5,88 £0,12

Sonuglar incelendiginde, sivi fazin toplam polifenol igeriginin (3,69+0,03
g/L) kat1 fazdan (2,19+0,09 g/L) ve orijinal karasu numunesinden (2,62+0,01 g/L)
yiiksek oldugu goriildii. Karasu numunesinin toplam polifenol igerigi, kati ve sivi
fazlarda ayr1 ayr1 tayin edilen polifenol miktarlar1 toplanarak hesaplandiginda

5,88+0,12 g/L bulundu.

Literatiirde zeytin karasuyunda polifenol analizi, karasu numunesinden

coziicii kullanarak polifenollerin ekstrakte edilmesi ve sonra ekstraktlarin analize
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alinmasi ile gerceklestirilmektedir. Etil asetat, zeytin karasuyu gibi sulu matrislerden
biofenollerin ekstraksiyonunda siklikla kullanilmaktadir (Obied ve ark., 2005).
Allouche ve ark. (2004) ii¢ fazli sistemden ¢ikan taze karasu numunesini 6nce ayirma
hunisinde ¢o6ziicii ile karistirmis sonra bekleterek olusan fazlardaki fenolik bilesikleri
HPLC teknigi kullanarak hesaplamistir. Calismada kesikli ekstraksiyonda
ekstraksiyon parametrelerinin optimizasyonu c¢alisilmis; fenolik bilesiklerin geri
kazaniminda en uygun ¢oziicliniin etil asetat, en iyi karasu pH’sinin pH=2 oldugu
belirtilmistir ayrica iic basamakli ekstraksiyonun yeterli oldugu vurgulanmustir.
Garcia ve ark. (2000) calismalarinda kullandiklar1 karasu numunesinin toplam fenol
analizinde; karasu numunesini HCI ile pH 2’ye asitlendirmis ve etil asetat kullanarak
ortam sicakliginda ii¢c kez ekstrakte etmistir. Uc organik fraksiyon birlestirilerek
susuz sodyum siilfattan gecirilmistir ve toplam fenol iceriginin hesaplanmasinda
Folin-Ciocaulteu Yontemi kullanilmistir. Dhouib ve ark. (2006) karasu numunesinin
toplam polifenol analizinde; oncelikle karasu numunesini santrifiij islemine tabi
tutmuglar daha sonra iist faz1 ii¢ kez etil asetat ile ekstrakte etmislerdir. Biriktirilen
organik fraksiyonlar kurutularak vakum altinda buharlastirilmistir. Polifenol analizi
GC-MS teknigiyle gerceklestirilmistir. Lesage-Meessen ve ark. (2001) karasu
numunelerini 6nce etanol ile stabilize etmis ve sonra filtrasyon ve santrifiij
kullanarak temizlemistir. Temizlenen numune HCl ile pH 3’e ayarlanip, etil asetat ile
iki kez ekstrakte edilmistir, elde edilen ekstraktlar kullanilarak Folin-Ciocaulteu

Yontemi ile numunenin fenol icerigi hesaplanmugtir.

Literatiir ¢alismalarinda, zeytin karasuyunun toplam polifenol icerigi ya
orijinal karasu numunesi kullanilarak ya da karasuya bazi 6n islemler uygulandiktan
sonra elde edilen temiz siv1 faz kullanilarak tayin edilmistir. Yaptifimiz ¢alismada,
orijinal zeytin karasu numunesinin ve bu numune filtre kagidindan gecirildikten
sonra elde edilen kati ve siv1 fazlarin toplam polifenol miktarlart ayr ayr1 incelendi.
Tablo 4.3.’teki sonuclara bakildiginda karasudan ayrilan kati fazin da polifenol
icerigi oldugu goriilmektedir. Oyleyse karasuyun toplam polifenol miktarinin, sadece
bazi 6n islemler uygulandiktan sonra elde edilen temiz sivi faz analiz edilerek
verilmesi orijinal karasuyun toplam polifenol igerigini temsil etmemektedir. Diger
taraftan, karasu numunesinin toplam polifenol igerigi, kat1 ve sivi fazlar ayr1 ayr
polifenol analizine alinip c¢ikan sonuglar toplanarak belirtildiginde (5,88 + 0,12 g/L),
orijinal karasuya (2,62+0,01 g/L) gore daha yiiksek toplam polifenol igerigi tespit
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edilmektedir. Oyleyse karasu numunesinin orijinal haliyle analizine alinmasinin,
toplam polifenol miktarinin tam olarak tespitini engelledigi sdylenebilir. Analizler
dogrultusunda zeytin karasu numunesinin hem sivi hem kati fazinin bir polifenol
icerigi oldugu tespit edildi Oyleyse toplam polifenol miktar1 tayininde, karasu
numunesinin kati-sivi fazlara ayrilarak analiz edilmesi, numunenin toplam polifenol
iceriginin daha dogru ifade edilmesini saglayacaktir. Sonu¢ olarak orijinal zeytin

karasu numunesinin toplam polifenol miktarinin 5,88 + 0,12 g/L oldugu soylenebilir.

4.1.2. Santrifiij Separasyon ile Ayrilan Fazlarin Ozellikleri Ve Kek
Fazimin Polifenol iceriginin Belirlenen Ekstraksiyon Sartlarinda

Hesaplanmasi

Orijinal zeytin karasu numunesinin ve santrifiij separator ile ayrilan kek ve

siv1 fazlarin toplam kati madde icerikleri Tablo 4.4.’te verildi.

Tablo 4.4. Zeytin karasu numunesinin ve santrifiij separatorden ¢ikan kek-sivi

fazlarin toplam kat1 madde icerikleri

Toplam Kat1 Madde (%)
Ortalama + SD

Zeytin karasuyu numunesi 6,42 + 0,03

S1vi faz 5,06 = 0,01

Kek fazi 16,85 + 0,05

Zeytin karasu numunesinin santrifiij separatore beslenmesiyle ayrilan sivi
fazin kimyasal Ozellikleri Tablo 4.5.te verildi ve orijinal karasu numunesinin

ozellikleriyle karsilastirildi.

Santrifiij separasyon islemine tabi tutulan karasu numunesinin toplam kati,
askida katr madde, KOI, toplam seker ve yag-gres degerlerinde diisme gozlenirken;
pH degeri ve polifenol iceriginde artis gozlendi. Santrifiij separasyon islemi sonrasi
numunedeki partikiillerin ve yagin biiyilk kismi ayrildi. Separasyon islemi ile

numunenin toplam kati iceriginde %21; toplam askida kat1 degerinde %69; yag-gres
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iceriginde %75; KOI degerinde %32; toplam seker miktarinda %30 azalma saptandu.

Toplam polifenol igceriginde ise %18 artis gozlendi.

Tablo 4.5. Orijinal zeytin karasu numunesinin (a) ve santrifiij separator ile ayrilan

siv1 fazin (b) kimyasal ozellikleri

Parametre Birim Deger (Ortalama + SD)
(a) (b)
Toplam kat1 madde g/l 64,2 +0,28 50,62 + 0,12
Toplam askida kati madde g/L. 20+ 0,35 6,21 £ 0,29
(AKM)
pH 4,95 +0,08 5,02 + 0,01
Yag-gres g/L 1,45 £ 0,03 0,36 £ 0,03
Kimyasal oksijen ihtiyaci g/l 98,5 +£0,70 67 +1,41
(KOI)
Toplam seker % agirhk 1,02 +0,03 0,71 £ 0,01
Toplam polifenol g/L. 2,62 +0,01 3,09 +£0,02

Santrifiij separasyon iglemi ile daha temiz faz elde edildi ancak bu sivi fazin
toplam polifenol igeriginin (3,09 + 0,02 g/L), orijinal karasudan daha yiiksek oldugu
tespit edildi. Bolim 4.1.1.°de de filtrasyon ile ayrilan sivi fazin polifenol igerigi
(3,69+0,03 g/L) karasuya (2,62+0,01 g/L) gore daha yiiksekti. Oyleyse karasudan
kat1 maddelerin uzaklastirilmasiyla, tespit edilen toplam polifenol miktarinda bir artis
goriilmektedir. Diger bir deyisle karasudaki katilarin, toplam polifenol miktari
tayinini engelledigi sdylenebilir. Ayrica separasyon islemi ile numunenin toplam kati
iceriginde %21 azalma goriiliirken, toplam polifenol igeriginde %18 artis
gozlenmektedir. Bu oranlarin birbirine yakin olmasi, numunenin toplam kat1 icerigi
ile tayin edilebilen toplam polifenol icerigi arasinda bir baglant1 olabilecegini

vurgulamaktadir.
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Separasyon ile elde edilen kekin toplam polifenol icerigi incelendi.
Polifenollerin etil asetat yerine saglik acisindan daha giivenli bir madde olan etanol
ile ekstraksiyonu arastirildi. Ekstrakte edilen polifenollerin gida ve ila¢ sanayinde
kullanilmas1 hedeflenmektedir bu yiizden kullanilan c¢oziiciiniin insan sagligina
zararsiz olmasi Onemlidir. Kek numunesinden polifenollerin ekstraksiyonu igin
sartlarin belirlenmesi amaciyla; farkli calkalama ve toplam ekstraksiyon siireleri,
farkli ¢oziicii hacimleri ve ekstraksiyon sicakliklari olmak iizere dort parametre
incelendi. Incelenen her parametre icin elde edilen ekstrakt kullanilarak numunenin

toplam polifenol miktar1 hesaplandi.

Toplam ekstraksiyon siiresi, uygulanan 10 dakika c¢alkalama ve farkl
bekletme siireleri toplamidir. 7,5g kek ve 18,75ml etanol (0,4 numune(g)/¢oziicii(ml)
orani) kullanilarak farkli siirelerde gerceklestirilen ekstraksiyon islemi ile numunenin
toplam polifenol miktar1 tespit edildi. Numunenin % agirlik olarak hesaplanan
toplam polifenol miktarinin, toplam ekstraksiyon siiresiyle degisimi (p<0,0005) Sekil
4.1.°de gosterildi.
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Sekil 4.1. Kekte tayin edilen toplam polifenol miktarinin ekstraksiyon siiresiyle

degisimi
Analizler dogrultusunda 10 dak. calkalama ve 70 dak. bekletme olmak iizere

toplam 80 dakikalik ekstraksiyon siiresi sonunda numunede en yiiksek toplam

polifenol miktart degeri (% 0,5809+0,0012) tespit edildi.
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Ekstraksiyon calismasinin ikinci boliimiinde farkli ¢alkalama siirelerinin kek
numunelerinden ekstrakte edilen toplam polifenol miktar1 {izerine etkisi incelendi.
Bu asamada bekletme siiresi olarak, en yiiksek toplam polifenol miktar1 degerinin
elde edildigi 70 dakika kullanildi. Numunenin tespit edilen toplam polifenol

miktarmin (%), ¢alkalama siiresiyle degisimi Sekil 4.2.”de gosterildi.
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Sekil 4.2. Kekte tayin edilen toplam polifenol miktarinin c¢alkalama siiresiyle

degisimi

Analizler sonucunda, farkli calkalama siirelerinin numunede tespit edilen
toplam polifenol miktarinda 6nemli bir degisiklige neden olmadig: belirlendi. 30 ve
50 dakikalik calkalama siirelerinin kullanilmasi halinde zaman ve maliyet kaybi
olacagindan, 10 dakikalik calkalama siiresi yeterli goriildii. Sonuglar dogrultusunda,
10 dakikalik calkalama ve 70 dakikalik karanlikta bekletmeyi iceren toplam 80

dakikalik siiresinin en etkili ekstraksiyon basamagi oldugu belirlendi.

Calismanin iiclincii boliimiinde, ekstraksiyonda kullanilan farkli ¢oziicii
hacimlerinin (12,5-168,75 ml) kek numunelerinde tespit edilen toplam polifenol
miktart lizerine etkisi incelendi. Denemelerde kek numune miktar1 aym tutuldu,
farkli numune/¢oziicii oranlar1 (0,0444-0,6 g/ml) kullanilarak ekstraksiyon islemi
gerceklestirildi. Bu asamada ekstraksiyon siiresi olarak, en yiiksek toplam polifenol
miktarinin elde edildigi 80 dakika kullanildi. Farkli numune/¢6ziicii oranlari
kullanilarak belirlenen kek numunesi toplam polifenol miktarlar1 Tablo 4.6.’da

verildi.
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Tablo 4.6. Ekstraksiyon isleminde farkli numune/¢oziicti oranlar1 kullanilarak tespit

edilen kek fazi toplam polifenol miktarlari

Numune(kek)/coziicii

orami (g/ml)

Toplam polifenol miktar: (%)

Ortalama + SD

0,6
0,5
0,4
0,3
0.2
0,1333
0,1
0,08
0,0666
0,0571
0,05
0,0444

0,3371+0,0069
0,4544+0,0008
0,5773+0,0004
0,8921+0,0058
1,3411+0,0039
2,0094+0,0100
2,3772+0,0145
3,1434+0,0146
3,5183+0,0273
3,0410+0,0382
3,0565+0,0329
2,9928+0,0092

Numunenin tespit edilen toplam polifenol miktarinin (%), ekstraksiyonda

kullanilan farkli ¢oziicti hacimleriyle degisimi (p<0,0000005) Sekil 4.3.’te gosterildi.
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Sekil 4.3. Kekte tayin edilen toplam polifenol miktarinin ¢oziicii (etanol) hacmiyle

degisimi
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Ekstraksiyonda kullanilan c¢oziicii hacmi artttkca numunede tespit edilen
toplam polifenol miktart belirli noktaya kadar artmakta daha sonra sabit kalmaktadir.
Analizler sonucunda ekstraksiyon isleminde c¢oziicii olarak 112,5 ml etanol
kullanilmast ile numunede en yiiksek toplam polifenol miktar1 degeri

(%3,5183+0,0273) tespit edildi.

Calismanin  dordiincii  boliimiinde, ekstraksiyonda uygulanan farkli
sicakliklarin kek numunelerinde tespit edilen toplam polifenol miktar1 iizerine etkisi
incelendi. 7,5 g kek numuneleri, en yiiksek toplam polifenol miktarinin elde edildigi
112,5 ml etanol ile 10 dakika ¢alkalama ve 70 dakika bekletme siirelerini iceren 80
dakikalik ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Ekstraksiyon 20, 30, 40, 60, 80 °C
olmak iizere bes farkli sicaklikta gerceklestirildi. Numunenin tespit edilen toplam
polifenol miktarinin (%), uygulanan ekstraksiyon sicakligiyla degisimi (p<0,00005)
Sekil 4.4.’te gosterildi.
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Sekil 4.4. Kekte tayin edilen toplam polifenol miktarinin uygulanan farkl

ekstraksiyon sicakliklartyla degisimi

20 ile 60°C arasinda, sicaklik arttikca toplam polifenol miktarinda da artig
goriilmekte ancak 60 ve 80°C arasinda Onemli bir degisme goriilmemektedir.
Analizler sonucunda ekstraksiyon isleminin 60 °C’de gerceklestirilmesiyle numunede

en yiiksek toplam polifenol miktar1 degeri (%4,2030+0,0131) tespit edildi.

Pinelo ve ark. (2004) ekstraksiyon sicakliginin badem kabugundaki ve ¢am

talasindaki polifenollerin geri kazanimina etkisini bulmustur ve Silva ve ark. (2007)
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bunu /nga edulis yapraklari ilizerinde yapmislardir fakat Jerez ve ark. (2006)
ekstraksiyon sicakligimin ¢am kabugu polifenollerinin geri kazanimi iizerine kiigiik

etkilerini hesaplamiglardir.

Karasudan separasyon ile elde edilen kek numunelerinden polifenollerin
ekstraksiyonunda; toplam ekstraksiyon siiresi, ¢alkalama siiresi, kullanilan ¢oziicii
hacmi ve sicaklik olmak {iizere dort farkli parametrenin numunede tespit edilen
toplam polifenol miktar1 {iizerine etkisi incelendi. Analizler sonucunda kek
numunelerinden etanol ile polifenollerin ekstraksiyonunda uygulanabilecek sartlar;
7,5 g numuneden 112,5 ml etanol (0,0666 numune(g)/¢oziicii(ml) orani) kullanilarak
60 °C’de, 10 dakika calkalama ve 70 dakikalik karanlikta bekletmeyi iceren toplam
80 dakikalik ekstraksiyon siiresi olarak belirlendi ve bu sartlarda kekin toplam
polifenol miktar1 % 4,2030+0,0131 olarak hesaplandi.

Zeytin karasuyunda yapilan toplam polifenol analizleri sonucunda, karasudan
ayrilan kati fazin da bir polifenol icerigi oldugu belirlendi. Oyleyse zeytinin
zeytinyagina islenmesi sirasinda kullanilan iti¢ fazli sistemlerde aciga cikan kati atik
prinanin da polifenol igerigi incelenmelidir. Kati numune oldugu i¢in kati-sivi

ekstraksiyonu uygulanarak prinadan polifenoller ekstrakte edilebilir.

Zeytin karasuyu dogrudan akarsulara verilmemelidir c¢iinkii kirlilige sebep
olur ve akarsulardaki mikrobiyal hayati etkiler bu yiizden temizlenmeli ve sonra
cevreye birakilmalidir. Zeytin karasuyu santrifiij ile kek ve daha temiz su fazina
ayrilir. Polifenoller ayrica zeytin karasuyundan ekstrakte edilmektedir (Gortzi ve
ark., 2008, Khofi ve ark., 2008, Allouche ve ark., 2004) boylece karasu, akarsulara
verilirken polifenollerin toksik etkisi azaltilmaktadir. Zeytin karasuyundan
polifenollerin ekstraksiyonu iizerine ¢alismalar olsa da zeytin karasuyundan ayrilan
kekten ve prinadan polifenollerin ekstraksiyonu hakkinda ¢alisma bulunmamakta
oysaki polifenoller sadece karasuda degil ayn1 zamanda zeytin karasuyundan ayrilan
kekte ve prinada da bulunmaktadir. Polifenoller zeytinde bulunuyorsa ve zeytin
yoluyla tiiketilebiliyorsa, zeytin karasuyundan elde edilen kekten ve prinadan da
ekstrakte edilebilir ve sonra gida iirlinlerine katilabilir veya yalmz tiiketilebilir.
Zeytin karasuyundan elde edilen kekten ve prinadan polifenollerin ekstraksiyonuyla

zeytinyag atiklarindan degerli son iiriin elde edilebilir.
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Etil asetat, zeytin karasuyu gibi sulu matrislerden biofenollerin
ekstraksiyonunda siklikla kullanilmaktadir (Obied ve ark., 2005). Hydroxytyrosolu
hedef alan kapsamli bir calismada, fenolik bilesiklerin geri kazaniminda en uygun
cOziiciiniin etil asetat oldugu belirtilmistir. Kullanilan tiim ¢o6ziiciilerin karasudan
polifenolleri ekstrakte ettigi ancak ekstraksiyon giigleri arasinda dnemli farkliliklarin
oldugu bulunmustur. Coziiciilerin ekstraksiyon giiciiniin su sirayla azaldigi
belirtilmistir: etil asetat > metil izobutil keton > metil etil keton > dietil eter
(Allouche et al.,, 2004). Tim ekstraksiyon islemleri organik coziiciiler ile
gerceklestirilmektedir. Bu ekstraksiyon yontemleri etkindir fakat ekstraktlar, kalinti
coziicliniin potansiyel toksik etkisi nedeniyle insanlarin tiiketimi i¢in giivenli degildir
(Nawaz et al., 2006). Bu asamada polifenollerin ekstraksiyonunda ¢oziicii olarak
etanol gibi insanlar i¢in daha az toksik etkiye sahip maddelerin kullanimi biiyiik

Onem tasimaktadir.

4.2. Prinadan Polifenol Ekstraksiyonu

Prinadaki polifenoller coziiciilerle ekstrakte edilebilirler. Ekstraksiyonun
coziicli/katt orani, siiresi ve sicakligr bitkilerden polifenollerin ekstraksiyonunu

etkileyebilen faktorlerdir.

Deneylerde kullanilan, zeytinin zeytinyagina islendigi tic fazli sistemlerde

ortaya cikan kati atik prinanin toplam kati madde igerigi %53,18 olarak hesaplandi.

Prina hem etanol hem su ile farkli coziicii/prina oranlar1 (5, 47 ml/g)
kullanilarak ekstrakte edildi. Analizlerde, (kek numunesi i¢in uygun ekstraksiyon
kosullarinin belirlendigi) en yiiksek toplam polifenol miktar1 degerinin tespit edildigi
10 dak. calkalama ve 70 dak. bekletme olmak iizere toplam 80 dakikalik

ekstraksiyon siiresi kullanildi.

Prina numunelerine uygulanan ekstraksiyon isleminin ardindan elde edilen
polifenol ekstraktlarinin, polifenolce yiizde saflik degerleri su sekilde belirlendi:
Ekstraktlarin toplam polifenol igerigi (g/L) hesaplandi ve ekstrakt toplam kati madde

miktart (g/L) bulundu. Ardindan bir litre ekstrakt baz alinarak; polifenollerin,
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ekstrakt toplam kat1 iceriginin yiizde kagini olusturdugu hesaplandi ve bu deger %

saflik olarak belirtildi.

4.2.1. Coziicii/Prina Oranmmin Etkisi

Ekstraksiyonda saf su ve etanol kullanilarak tayin edilen prina toplam
polifenol miktarinin; ayrica ¢oziicii olarak saf su ve etanol kullanilarak elde edilen
ekstraktlarin toplam polifenol miktarlarinin (g/L) ve polifenolce % saflik degerlerinin

farkli ¢oziicii/prina oranlariyla degisimi Sekil 4.5’te gosterildi.

Coziicii olarak su hacminin prinanin bir grami i¢in 5’ten 47 ml’ye arttirilmast,
tespit edilen prina toplam polifenol miktarim (Sekil 4.5.a.), yani prinadan ekstrakte
edilen polifenol miktarin1 arttirdi (p<0,0005) fakat artan etanol hacmi prinadan

ekstrakte edilen polifenol miktarini etkilemedi (p<0,65).

Coziicii/kati  oranmnin  yliksek  tutulmasi  ¢oziiciideki  polifenollerin
seyreltilmesini saglar, katinin icerisindeki konsantrasyon ile c¢oziicii arasindaki
konsantrasyon farkini (gradientini) arttirir ve sonra difiizyonu ve polifenollerin
katidan ¢oziiciiye ekstraksiyonunu arttirir. Pinelo ve ark. (2004) coziicii/kat1 oranini
5’ten 10’a c¢ikarinca, cam talasindan ve badem kabugundan diisiik sicakliklarda
(25°C) polifenollerin ekstraksiyonunu arttirmistir. Silva ve ark. (2007) ¢oziicii/kati
oraninin 10’dan 20’ye arttirilmasiyla, Inga edulis yapraklarindan etanol-su karigimi
ile polifenollerin ekstraksiyonunun arttifin1 belirtmislerdir ancak ¢oziicii/kati
oranindaki daha fazla bir artis (20’den 40’a ve 80’e) Inga adulis yapraklarindan
polifenollerin ekstraksiyonunu etkilememistir. Nawaz ve ark. (2006) kati/sivi
oraninin dortten bese attirilmasinin iiziim c¢ekirdeginden polifenol ekstraksiyonunu
arttirdigini1 fakat kati/sivi oranin ona ¢ikartilmasi gibi daha fazla bir artisin ekstrakte

edilen polifenol konsantrasyonunu azalttigini belirtmislerdir.
Coziici hacmi diisiik oldugunda etanol suya gore daha iyi polifenol

ekstraksiyonu saglamaktadir ancak ¢oziicii hacmi arttirildiginda su etanola gore daha

iyi polifenol ekstraksiyonu saglamaktadir (Sekil 4.5.c.). Prinadan ¢oziicii olarak
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etanol kullanilarak elde edilen ekstraktlarin polifenol safligi, diisitk hacimde etanol

kullanildiginda yiiksektir (p<0,005).
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Sekil 4.5. Ekstraksiyonda ¢oziicii olarak saf su ve etanol kullanilarak belirlenen prina
toplam polifenol miktarinin (a); ekstrakt toplam polifenol miktarlarinin (b) ve

polifenolce % saflik degerlerinin (c), farkli ¢oziicii/prina oraniyla degisimi
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Nawaz ve ark. (2006) etanolun ¢oziiniir proteinleri ¢okelttigini belirtmistir.
Etanol, ¢oziiniir maddeleri ¢okelterek safligi arttirabilir. Fakat ¢oziicti olarak yiiksek
hacimde su kullanildiginda elde edilen ekstraktlarin polifenol safligi, etanol

kullanilarak elde edilen ekstraktlarin polifenol safligindan yiiksektir.

Coziicii olarak yiiksek miktarda su kullanimi, polifenol ekstraktlarinin
kurutulmasi sirasinda fazla miktarda suyun buharlastirilmasi nedeniyle buharlastirma
maliyetini arttirir. Diisiik seviyede etanol kullanimi ise numune ig¢inde etanol
kaybindan ve kayip etanolun geri kazamimi i¢in etanol iceren numunenin
buharlastirilmas1 gerektiginden toplam ekstraksiyon maliyetini arttirir. Hangi
cOziiciiniin  kullanilacaginin  belirlenmesinde ekonomik proses optimizasyonu

yapmak gerekir.

4.2.2. Ekstraksiyon Zamanmnn Etkisi

2,37g prina ve coziicii olarak 112,5ml saf su ve etanol kullanilarak, farkli
ekstraksiyon siirelerinde (60, 80, 100 dakika) prina numunesinin toplam polifenol
miktarlar1 tayin edildi (Sekil 4.6). Artan ekstraksiyon siiresi, su (p<0,85) ve etanolun

(p<0,3) her ikisi ile geri kazanilan polifenol miktarim etkilemedi.
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Sekil 4.6. Prina toplam polifenol miktarinin ekstraksiyon siiresiyle degisimi

Mylonaki ve ark. (2008) artan ekstraksiyon zamaninin zeytin yapraklarindan

polifenol ekstraksiyonunu arttirdigini  bulmuslar, Pinelo ve ark. (2004) artan
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ekstraksiyon zamaninin ¢am talast ve badem kabugundan polifenollerin
ekstraksiyonunu arttirdigint belirtmislerdir. Silva ve ark. (2007) artan ekstraksiyon
zamaninin 35 dakikaya kadar Inga edulis yapraklarindan etanol-su karisimi ile
polifenollerin ekstraksiyonunu arttirdigin1 fakat ekstraksiyon zamanindaki daha
yiiksek artisin polifenol ekstraksiyonunu etkilemedigini bildirmislerdir. Jerez ve ark.
(2006) ise ekstraksiyon siiresinin toplam polifenollerin ¢cam kabugundan geri

kazanimin etkilemedigini bulmuslardir.

4.2.3. Karasudan Ayrilan Kekten Ve Prinadan Polifenollerin Geri

Kazammminin Karsilastirilmasi

Polifenollerin ekstraksiyonunda metanol, etanol, propanol, aseton, etil asetat,
dimetilformamid ve bunlarin kombinasyonu kullanilabilmektedir fakat coziicii
ekstrakt fazda kalabilir. Ekstrakte edilen bilesikler insan tiiketimi icin giivenli
olmalidir bu yiizden polifenollerin ekstraksiyonunda etanol gibi giivenilir ¢oziiciiler
kullanilmahidir. 7,5g karasudan ayrilan kek ve 3g prinadan polifenollerin
ekstraksiyonu i¢in 15’er ml etanol kullanildi. Ekstraksiyon sonrasinda her numune

icin esit hacimde (10 ml) etanol ekstraktti elde edildi.

Polifenollerin ekstraksiyonu i¢in etanol kullanildiginda, etanolun {ii¢te biri
karasudan ayrilan kekte ve prinada kalmaktadir dolayisiyla etanolun geri kazanimi
icin bu kaynaklarin buharlastirilmas1 gereklidir ve bu islem ekstraksiyon maliyetini
arttirir. Su ¢oziicli olarak alternatiftir, ucuz ¢oziicii oldugu i¢in geri kazanilmasi
gerekli degildir ve toplam ekstraksiyon maliyetini diisiiriir. Polifenoller prinadan su
ile ekstrakte edilebilir fakat polifenolleri, su icerigi yiiksek olan karasudan ayrilan
kekten su ile ekstrakte etmek miimkiin degildir. Bu yiizden ¢alisma, karasudan

ayrilan kekteki polifenollerin su ile ekstraksiyonuna yonlendirilmedi.

Polifenollerin ¢oziicii ile ekstraksiyonunda, ¢oziiciiniin buharlagtirilmas: ve
girisim yapan maddelerin polifenollerden uzaklagtirilmas: gerekir boylece ekstrakte
edilen polifenollerin saflig1 kaynak seciminde onemli faktordiir. Fakat polifenollerin
geri kazanimi i¢in kaynak olan karasudan ayrilan kek ve prinanin, ekstrakte edilen

polifenollerin safligina gore karsilastirilmasini1 gosteren ¢alisma yoktur.
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Polifenollerin geri kazanimi; bitki materyaline c¢oziicii ilavesi, bitki
materyalindeki polifenollerin ¢éziinmesi ve sonra polifenollerin bitki materyalinden
coziiciiye difiizyonu ile gerceklesen polifenollerin ekstraksiyonunu ve ardindan

coziiciiniin polifenollerden ayrilmasini kapsamaktadir.

Kek ve prina numunelerinin toplam polifenol miktarlarinin ve elde edilen
ekstraktlarin polifenolce % saflik degerlerinin ekstraksiyonda kullanilan coziicii

hacmiyle degisimi Sekil 4.7.’de gosterildi.
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Sekil 4.7. Kek ve prina numunelerinin toplam polifenol miktarlarinin (a) ve elde
edilen ekstraktlarin polifenolce % saflik degerlerinin (b) kullanilan ¢oziicli hacmiyle

degisimi
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Karasudan ayrilan kekten ve prinadan polifenollerin ekstraksiyonu ¢oziicii
olarak 15 ve 112,5 ml etanol kullanilarak karsilastirildiginda; diisiik hacimli etanol
kullanildiginda, prinadan keke gore daha fazla polifenol ekstrakte edildi fakat yiiksek
hacimli etanol kullanildiginda kekten ekstrakte edilen polifenoller prinaya gore daha
fazlaydi. Ekstraksiyonda kullanilan c¢oziicii (etanol) hacmi arttinldiginda kek
numunelerinden elde edilen ekstraktin polifenolce safligi artarak (p<0,0005) %52
degerine ulasti, prina numunelerinde ise c¢oOziicii hacmindeki artigla, elde edilen

ekstraktin polifenolce saflig1 azaldi (p<0,005).

4.3. Isil islemlerin Prina Ekstraktlarimin Polifenol

Konsantrasyonuna Ve Antioksidan Aktivitesine Etkisi

Isil islemlerin, ekstrakt polifenol konsantrasyonu ve antioksidan aktivitesi
tizerine etkisinin incelenmesinde; 2,37g prina ile ¢oziicii olarak 112,5ml saf su
kullanilarak, 23+2°C sicaklikta, bir saatte gerceklestirilen ekstraksiyon sonunda elde
edilen polifenol ekstraktlar1 kullanildi. Elde edilen polifenol ekstraktlarindan
cOziiciiniin  uzaklastirilmas1 ve polifenollerin  konsantre halde elde edilmesi
onemlidir. Ancak uygulanacak 1s1l iglemin polifenol konsantrasyonu ve antioksidan

aktivite tizerine etkileri bilinmelidir.

4.3.1. Isil islem Olarak Buharlastrmamn Toplam Polifenol icerigi

Uzerine EtKisi

Polifenol igeren prina ekstraktlar farkli sicakliklarda buharlastirildi boylece
orijinal ekstrakt hacmi 1s1l islem siiresince Sekil 4.8.’de gosterildigi gibi degisti

(p<0,0005).

Buharlagtirma, prina ekstrakt hacminin degismesiyle ve ekstraktta bulunan
polifenollerin 1s1l kaybiyla polifenol konsantrasyonunu etkileyebilir. Buharlagma
gerceklesirken numunelerin polifenol miktarlari, her ml buharlastirilan orijinal
ekstrakt icin mg polifenol olarak verildi. Boylece buharlagsma sirasindaki hacimsel

degismenin toplam polifenollerin konsantre edilmesi iizerine olan etkisi elimine
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edildi ve buharlastirma sicakliginin polifenol kayiplart iizerine olan etkisinin

anlasilmasi saglandi.

Hacim (ml)

0 T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105

Zaman (dakika)

Sekil 4.8. Farkli sicakliklarda uygulanan buharlastirma sirasinda ekstrakt hacminin

zamanla degisimi

50, 75, 100°C sicakliklarda buharlastirilan ekstraktlarin toplam polifenol
konsantrasyonlari, farkli zaman araliklar1 i¢in her ml buharlastirilan orijinal ekstrakt

basina mg polifenol olarak Sekil 4.9.”da gosterildi.
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Sekil 4.9. Farkli sicakliklarda konsantrasyon sirasinda ekstrakt polifenol iceriginin

zamanla degisimi

52



Ekstrakt baslangic toplam polifenol igerigi yaklasik 0,25 mg/ml ekstrakt
olarak hesaplandi ve buharlasma sirasinda ml orijinal ekstrakt basina bulunan
polifenol miktarinda azalma tespit edildi (p<0,0005) ki bu azalma oram sicakliga
baghdir. 50 ve 75°C sicakliklardaki buharlastirmada, toplam polifenollerin
konsantrasyonunda zamanla onemli bir farklilik goriilmemektedir (p<0,2). 50 ve
75°C sicakliklarda 105 dakikanin sonunda, toplam polifenol icerigi %23 azaldi ve
toplam polifenoldaki azalma 105 dakikaya kadar diizgiin bir sekilde devam etti.
Diger taraftan, 100°C sicaklikta 105 dakika uygulanan buharlastirma ile toplam
polifenol igerigi %65 azaldi ki bu oran, 50 ve 75°C sicakliklarda tespit edilen
polifenol icerigindeki azalmadan daha yiiksektir. 100°C sicaklikta, toplam polifenol
iceriginde 75 dakikaya kadar diizgiin; bundan sonra ise 105 dakikaya kadar keskin

bir azalma gozlendi.

Brenes ve ark. (2002) 180°C sicaklikta kizartma sirasinda, zeytinyagindaki
spesifik polifenollerde belirgin bir azalma; mikrodalga ile 10 dakika isitma ve
diidiiklii tencerede 30 dakika su ile kaynatma sirasinda da spesifik polifenollerde
kiiciik bir azalma hesaplamislardir. Calismamizda, 1s1l islem siiresini 75 dakikanin
altinda oldugu zamanlarda hesaplanan prina ekstraktlarindaki diisiik yiizdeli toplam
polifenol kayiplari; Brenes ve ark. (2002) tarafindan bildirilen spesifik
polifenollerdeki azalma ile benzer egilim gostermektedir. Ayrica Campanella ve ark.
(2008) da zeytinyaginin toplam polifenol igeriginin, 98°C sicaklikta 20 dakikaya
kadar hafifce azaldigim1 fakat 20 dakikadan sonra azalmanin keskin bir sekilde

gerceklestigini bulmuslardir.

4.3.2. Isil islem Olarak Buharlastirmanin Antioksidan Aktivite

Uzerine EtKisi

Zeytindeki fenolik bilesikler kuvvetli serbest radikal tutuculardir. Zeytinyagi
fraksiyonlari, DPPH gibi kararli radikalleri yakalarlar (Valanidis ve ark., 2004;
Carrasco-Pancorbo ve ark.,2007), reaksiyon DPPH ve antioksidan (AH) arasinda su
sekilde gerceklesir:

DPPH: + (AH),—» DPPH-H + (A"),
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Prina ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi ekstraktlarin buharlastirilmasi
sirasinda degisebilmektedir. Boylece buharlagsma sicakliginin, zamanla antioksidan
aktivitesine etkisi DPPH ile test edildi ve Sekil 4.10’da %DPPH radikali tutma olarak
belirtildi. Buharlasma sirasinda ekstrakt hacmi zamanla azald1 (Sekil 4.8.) ve her 15
dakikada konsantreden 3 ml numune alinarak analizler i¢in biriktirildi. Biriktirilen
2,6 ml konsantre, %DPPH radikali tutma analizinde kullanildi. Buharlastirma
islemine maruz birakilan polifenol ekstrakt konsantrelerinin DPPH radikali tutma

yiizdeleri Sekil 4.10.’da gosterildi.

Isil islem olan buharlastirmanin, antioksidan aktivite {izerine etkisini
aciklayabilmek icin polifenol ekstrakt konsantrelerindeki toplam polifenol, Sekil
4.10’da mg polifenol/ml konsantre olarak belirtildi. Konsantrenin mililitresindeki
toplam polifenol miktarinda, 50°C sicaklikta zamanla onemli bir degisiklik olmadi
(Sekil 4.10.a.). Ciinkii konsantrasyon islemi ile zamanla konsantrelerin toplam
polifenol miktar1 artmakta ancak, polifenollerin 1s1l kaybindan dolayr zamanla
toplam polifenol miktarinin azalmasi (Sekil 4.9.) bu artis1 ortbas etmektedir. Diger
taraftan konsantrenin mililitresindeki toplam polifenol miktari, 75°C sicakliktaki
buharlasma sirasinda az miktarda artarken (Sekil 4.10.b.); 100°C sicaklikta
gerceklestirilen buharlastirma sirasinda 60 dakikadan sonra Sekil 4.10.c.’de
goriildiigi gibi 6nemli artis gosterdi (p<0,0000005). Ciinkii buharlagsma siiresince
hacimsel azalma yiizdesi (Sekil 4.8.), polifenol azalma yiizdesinden (Sekil 4.9.) daha
yiiksekti.

75°C sicaklikta zamanla DPPH radikali tutma yiizdesinde 6nemli degisiklik
olmad1 (Sekil 4.10.b.), diger taraftan konsantrasyonun etkisinden dolay1 konsantrenin
mililitresindeki toplam polifenol miktarinda hafif bir artis tespit edildi. Konsantrenin
polifenol icerigi zamanla arttigina gore, DPPH radikali tutma yiizdesinin de zamanla
artmasit beklenmekteydi ama artis gézlenmedi. Bu sonug, buharlastirma gibi bir 1s1l
islemin, 75°C sicaklikta zamanla antioksidan aktiviteyi azaltifin1 gosterir.
Konsantrenin polifenol igeriginin artmasiyla, antioksidan aktivitenin de artmasi
beklendi. Ancak buharlastirmanin bir 1si1l islem olarak antioksidan aktiviteyi
azaltmasiyla, bu beklenen artis bastirildi. Onun i¢in DPPH radikali tutma

yiizdesindeki toplam etki degismedi.
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tutma aktivitesi ve polifenol icerigi kinetigi
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Prina ekstraktlarinin 100 °C sicaklikta buharlastirilmasi, DPPH radikali tutma
yiizdesi iizerinde farkli etkilerle sonuclandi. DPPH radikali tutma yiizdesi, 100°C
sicaklikta buharlagtirma sirasinda 60 dakikaya kadar degismedi fakat 60 dakikadan
105 dakikaya gidildikce Sekil 4.10.c.’de goriildigii gibi azaldi (p<0,000005).
Buharlastirma isleminin 60 ve 105 dakikalar1 sirasinda, konsantrenin hacmi azald1
fakat mililitre konsantredeki miligram polifenol miktar1 artti. 100°C sicaklikta
buharlagtirma sirasinda 60 dakikaya kadar olan DPPH radikali tutma yilizdesindeki
egilim, 75°C sicakliktaki egilim ile benzerdir. 100°C sicaklikta buharlastirma
sirasinda mililitre konsantredeki polifenol miktari, 60 dakikadan 105 dakikaya dogru
keskin sekilde artt1 fakat DPPH radikali tutma yiizdesi keskin sekilde azaldi.
Konsantrenin mililitresindeki polifenol miktar1 arttigi icin DPPH radikali tutma
yiizdesinin de artmasi beklendi fakat bu deger 50 ve 75°C sicakliklarda sabit kaldi,
buna karsin 100°C sicaklikta azaldi. 100°C sicaklikta gerceklesen DPPH radikali
tutma yiizdesindeki azalma, bu sicaklikta uygulanan buharlastirma gibi bir 1s1l
islemin polifenol miktarindaki azalmaya ek olarak polifenolleri inaktive etmesiyle

antioksidan aktiviteyi azalttigin1 gosterdi.

Valavanidis ve ark. (2004) antioksidan kapasitesini, baslangic DPPH
konsantrasyonunu %50 azaltmak icin gerekli olan numune miktarin1 belirten IC50
degerini kullanarak incelemistir ve cesitli yaglarin IC50 degerlerinin 160 ve 190°C
sicakliklarda 2 saat 1sitildiginda arttigini bulmustur. Roy ve ark. (2007) 1s1l islemlerin
cesitli sebzelerin antioksidan aktivitesi iizerine etkisini incelemistir ve 75°C ile
100°C sicakliklardaki 1s1l islemin hem fenolik igerigi hem de anti-DPPH radikal
aktiviteyi azalttigim1 hesaplamiglardir. Bu yiizden anti-DPPH radikal aktivitenin
azalmasi fenolik igerigin azalmasinin sonucu olarak goriilmiistiir. Calismamizda
buharlagtirma siiresince numune hacimleri sabit degildi ve bu siire iginde
numunelerin toplam polifenol miktar1 yogunlastirmanin etkisiyle arttirild.
Buharlastirma gibi bir 1s1l islemin prina ekstraktlarindaki polifenollerin aktivitesini
etkileme mekanizmasi su sekilde aciklanabilir; antioksidan aktivite, polifenol igerigin

azalmasina ek olarak polifenollerin inaktive edilmesi sonucu azalmastir.
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4.3.3. Buharlastirma Sirasindaki Polifenol Kayiplarinin Kinetik

Analizi

Toplam polifenol konsantrasyonu, sifirinct mertebeden (zamana Kkarsi
konsantrasyon), birinci mertebeden (zamana karsi Ln konsantrasyon) ve ikinci
mertebeden (zamana kars1 1/konsantrasyon) denklemlere yerlestirildi. Uc farkli
sicaklik icin baginti (korelasyon) katsayilar1 hesaplandi (Tablo 4.7.) ve en biiyiik
korelasyon katsayisinin (r*) elde edildigi denkleme bakilarak reaksiyon kinetiginin
kacinct mertebeden oldugu belirlendi. Korelasyon katsayilari (r*) incelendiginde,
toplam polifenol bozunmasinin 50 ve 75°C sicakliklardaki 1s1l islemlerde sifirinci
mertebeden reaksiyon kinetigi izledigi goriildii (50°C igin ’=0,99; 75°C icin
’=0,97). 100°C sicakliktaki 1s1l islem uygulamasi sonucu goriilen polifenol
bozunmast da sifirinct mertebeden reaksiyon kinetigi izlemektedir ancak I’ degeri 50

ve 75 °C sicakliklardaki 1s1l islemlerde elde edilen degerden daha diisiiktiir (1’=0,85).

Tablo 4.7. Farkli sicakliklarda hesaplanan korelasyon katsayisi (%) degerleri

Sicaklik (°C) r
Sifirinci mertebe  Birinci mertebe Ikinci mertebe
50 0,996 0,991 0,982
75 0,973 0,965 0,955
100 0,852 0,752 0,643

Gidalardaki reaksiyonlar sifirinci veya birinci mertebeden karakterize
edilirler. Kyi ve ark. (2005) kakao c¢ekirdegindeki polifenollerin enzimatik
reaksiyonlarimi birinci mertebeden hesaplamislardir fakat Franzen ve ark. (1990)
enzimatik  olmayan  reaksiyonlarin  sifirinct  mertebeden  gergeklestigini
raporlamiglardir. Calismamizda polifenoller kakao ¢ekirdeginde yapilan aragtirmanin

aksine su ekstraktlarindadir ve enzimatik reaksiyonlarla ¢calisilmamustir.
Farkli sicakliklardaki toplam polifenol bozunmalarinin hiz sabitleri (k),

sifirinct mertebeden hiz denklemine uygun olarak hesaplandi ve Tablo 4.8.°de

verildi.
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Tablo 4.8. Farkli sicakliklardaki hiz sabitleri

Sicaklik (°C) k (mol L™ min™)
50 2.96E-06
75 3.1E-06
100 8.17E-06

Tablo 4.8’deki sonuglar, sicakligin artmasiyla polifenol bozunma hizinin da
arttigim gostermektedir. 100°C sicaklikta hesaplanan k degerinin 50°C sicakliktaki
degerden yaklasik ii¢c kat biiylik olduguna dikkat edilmelidir. Diisiik sicakliklardaki
bozunma hizlar1 daha kiiciik oldugu i¢in polifenollerin 50 ve 75 °C sicakliklara 100°C
sicakliktan daha az duyarh oldugu sonucuna varilabilir. Polifenollerin bozunmasiyla
ilgili kinetik verilerin sinirli oldugu goz oOniine alindiginda, Campanella ve ark.
(2008) 98 °C sicaklikta bir 1s1l isleme maruz birakilan zeytinyagindaki polifenollerin
bozunmasi icin bulunan hiz sabitini ‘Model uydurma’ metoduyla hesaplamislardir.
Calismamizda toplam polifenoller icin elde ettigimiz hiz sabitleri, Campanella ve
ark. (2008) tarafindan bildirilen hiz sabitleriyle karsilastirildiginda birbirinden
farklidir. Hiz sabitlerinin  hesaplanmasinda farkli metotlarin  kullanilmast,
polifenollerin yag degil de su ekstraktlarinda bulunmasi elde edilen farkli sonuglarin

sebepleri olabilir.

Aktivasyon enerjisi (Ea), gaz sabiti R (1,98 kal/mol.K) ve cizilen In k’ya
karsihik 1/T (mutlak sicaklik) grafiginin egimi kullanilarak hesaplandi. Sifirinci
mertebeden hiz sabitine ve ilgili denklemlere uygun olarak, aktivasyon enerjisi 19,9
kJ/mol olarak hesaplandi. Campanella ve ark. (2008) 98, 120, 140, 160 ve 180°C
sicakliklarda 1s1l isleme maruz birakilan zeytinyagindaki polifenollerin bozunmalari
tizerine calismislardir ve aktivasyon enerjisini ‘Model uydurma’ metoduyla 36
kJ/mol olarak hesaplamislardir. Caligmamizda toplam polifenoller icin elde edilen
aktivasyon enerjisi, Campanella ve ark. (2008) tarafindan raporlanan aktivasyon
enerjisinden daha diisiiktiir. Campanella ve ark. (2008) calismalarinda aktivasyon
enerjisini hesaplamak i¢in 100 ve 180°C arasindaki sicakliklarda uygulanan 1sil
islemleri kullanmislardir. Aktivasyon enerjisinin hesaplanmasinda farkli sicaklik
araliklarinin ve metotlarin kullanilmasi elde edilen farkli sonuglarin sebepleri

olabilir.
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ekstraktlarinin hesaplanan deneysel ve teorik polifenol konsantrasyonlari
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Deneysel kayiplar, sifirinct mertebeden kinetikle elde edilen teorik
tahminlerle karsilastirildi (Sekil 4.11.). 50 ve 75°C sicakliklardaki buharlastirmada
tahminler deneysel degerlere olduk¢a yakindi ancak 100°C sicaklikta tahminler ve

deneysel veriler arasinda maksimum %?25 fark bulundu.

Prina ekstraktlarinin buharlastirildigi  her sicaklikta toplam polifenol
konsantrasyonunda bir azalma tespit edildi ve 1sitma siiresinin bir fonksiyonu olarak
toplam polifenol konsantrasyonunda 50 ve 75°C sicakliklar i¢in Onemli fark
goriilmedi. 50 ve 75°C sicakliklar arasinda toplam polifenol icerigi 105 dakika
sonunda %23 azaldi. Diger taraftan 100°C sicaklikta 105 dakika 1s1l islem polifenol
icerigini %65 azaltti. 100°C sicaklikta 1s1l islem ile gerceklesen polifenol azalmast,
50 ve 75°C sicakliklarda goriilen polifenol azalmasindan daha yiiksektir. Prina
ekstraktlarindaki polifenoller 75°C sicaklikta konsantre edilmelidir ciinkii polifenol
kayiplar1 75°C gibi diisiik sicakliklarda 100°C sicakliga gore daha diisiiktiir ve

polifenol konsantrasyonu 50 ve 75 °C sicakliklarda benzerdir.

Prina ekstraktlarindaki polifenollerin antioksidan aktivitesi, ekstraktlarin
buharlastirilmas1 sirasinda polifenollerin 1s11 yikimmna ek olarak polifenollerin
inaktivasyonu sonucu azaldi. Polifenoller antioksidan olarak rol oynadifina gore
buharlagtirma sicakliginin hesaplanmasinda sadece polifenol igerigine buharlastirma
sicakliginin etkisi degil, ayrica buharlastirma sicakliginin polifenollerin antioksidan

aktivitesi izerine etkisi de kritik faktordiir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Calismada elde edilen sonuglar bu béliimde 6zetlenmistir ve ileride konuyla

ilgili yapilacak caligmalar icin Oneriler verilmistir.

Zeytin karasu numunesinin hem sivi hem kat1 fazinin bir polifenol igerigi
oldugu tespit edilmistir. Oyleyse toplam polifenol miktar1 tayininde, karasu
numunesinin kati-sivi fazlara ayrilarak analiz edilmesi, numunenin toplam polifenol

iceriginin daha dogru ifade edilmesini saglayacaktir.

Zeytin karasuyunun santrifiij separatore beslenmesi ile elde edilen kek
fazindan, ¢oziicli etanol kullanilarak polifenollerin ekstraksiyon sartlari; 15 ml/g
coziicii/numune orani, 60°C ekstraksiyon sicakligi, 10 dakika calkalama ve 80
dakikalik toplam ekstraksiyon siiresi olarak belirlenmistir ve bu sartlarda kekin
toplam polifenol miktar1 % 4,2030+0,0131 olarak hesaplanmistir. Belirlenen

ekstraksiyon kosullarinda kekten polifenollerin etanol ile geri kazanimi miimkiindiir.

Calismada kat1 atik prinanin da bir polifenol igerigi oldugu tespit edilmistir.
Literatiirde prinanin polifenol igerigi ile ilgili calisma olmamasi, calismanin
Ozgiinliigli acisindan ¢ok onemlidir. Prinadan polifenoller etanol ve su ile ekstrakte
edilmistir. Yapilan ¢alismadan yola ¢ikilarak, prinadan polifenol geri kazanimi ic¢in

proses tasarimi yapilabilir.

Ayrica 1s1l islem olarak buharlagtirmanin prina ekstraktlarinin polifenol
konsantrasyonuna ve antioksidan aktivitesine etkisi de incelenmigstir. Prina
ekstraktlarindaki polifenollerin antioksidan aktivitesinin, ekstraktlarin
buharlastirilmasi sirasinda polifenollerin 1s11 yikimina ek olarak polifenollerin

inaktivasyonu sonucu azaldi belirlenmistir.
Polifenoller antioksidan olarak rol oynadigina gore buharlastirma sicakliginin

hesaplanmasinda sadece polifenol igerigine buharlastirma sicakliginin etkisi degil,

ayrica buharlastirma sicakliginin polifenollerin antioksidan aktivitesi iizerine etkisi
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de kritik faktordiir. Belirlenen bu kritik faktorler yapilan ¢alismalarda goz Oniine

alinmalidir.

Farkli sicakliklardaki toplam polifenol bozunmalarinin hangi mertebeden
reaksiyon kinetigi izledigi tespit edilmistir. Korelasyon katsayis1 (r*) incelendiginde,
toplam polifenol bozunmasinin 50 ve 75°C sicakliklardaki 1s1l islemlerde sifirinci
mertebeden reaksiyon kinetigi izledigi goriilmiistiir. 100°C sicakliktaki polifenol
bozunmasinin da sifirinct mertebeden reaksiyon kinetigi izledigi bulunmustur ancak
> degeri 50 ve 75°C sicakliklardaki 1s1l islemlerde elde edilen degerden daha
diisiiktiir. 50 ve 75°C sicakliklardaki buharlastirmada tahmin edilen polifenol
degerleri deneysel degerlere oldukca yakindir fakat 100°C sicaklikta tahminler ve
deneysel veriler arasinda %25 fark bulunmustur. Bundan dolay1 100°C gibi yiiksek
sicakliklarda polifenollerin bozunmasint 6ngormek icin farkli kinetik modeller

incelenmelidir.

Calismada, zeytinin zeytinyagina islenmesi sirasinda olusan karasu ve prina
atiklarinin polifenol igerige sahip oldugu belirlenmistir. Antioksidan 6zellige sahip
polifenollerin karasu ve prinadan geri kazanimui ile ¢evre i¢in biiyiik tehdit olusturan
bu atiklardan; ekonomik degeri olan yararh iiriin eldesi ve ¢evre icin daha az tehlikeli

atik olusumu miimkiin olacaktir.
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