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OZET

PROPOLISIN AYCICEK YAGININ TERMAL OKSiDASYONU UZERINDEKI
KORUYUCU ETKISININ MOLEKULER DUZEYDE ARASTIRILMASI

Kiibra GULSEN
Diizce Universitesi
Lisansiistli Egitim Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali
Yiiksek Lisans Tezi
Danigman: Dog. Dr. Giilgiin CAKMAK ARSLAN
Haziran 2023, 102 sayfa

Yiiksek doymamis yag asidi icerigi nedeniyle saglikl bir yag olarak kabul edilen aygicek
yagt (AY) ucuz fiyatindan dolayr yemeklerde ve kizartmalarda en c¢ok tercih edilen
bitkisel yaglardan birisidir. Ancak 1sil islem sirasinda bu yagda meydana gelen
oksidasyon, sagligimiz i¢in zararl birgok bilesigin olusumuna sebep oldugundan AY’nin
oksidatif stabilitesini artiracak dogal antioksidan maddelere ihtiya¢ vardir. Bal arilar
tarafindan kovani korumak i¢in toplanan ¢esitli bitkisel iiriinlerin regineli bir karigimi
olan propolis (PRPLS), polifenoller ve flavonoidler gibi bircok antioksidan madde
icermektedir. Bu ¢alismanin amaci, AY’de 1s1l islem sirasinda meydana gelen termal
oksidasyona karst PRPLS’nin koruyucu bir etkiye sahip olup olmadiginin molekiiler
diizeyde ortaya ¢ikarilmasidir. Bu amagla, kontrol (PRPLS ve BHT igermeyen) ve cesitli
konsantrasyonlarda PRPLS (1000, 1500 ve 2000 ppm) ve BHT (100 ppm) ilave edilmis
yaglar fritozde gilinliik 8 saatlik periyotlar halinde toplam 24 saat boyunca 180 °C’de
s1tilmis ve her iki saatte bir alinan 6rnekler Azaltilmis toplam yansima-Fourier Doniisiim
Kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi ile incelenmistir. Ayrica kontrol ve 2000 ppm
PRPLS ilave edilmis yaglar total antioksidant seviyesi (TAS)/total oksidant seviyesi
(TOS) analizi ve termogravimetrik analiz-diferansiyel termal analiz (TGA-DTA)
teknikleri ile de incelenmistir. ATR-FTIR spektroskopi sonuglari, 1sitma isleminden
sonra meydana gelen oksidasyon sonucu kontrol AY’de birincil ve ikincil oksidasyon
tirinleri (3482 ve 1745 cm™ bantlar1) ve trans-doymamus yag asitleri (987 ve 965 cm™
bantlar1) ile ilgili bantlarin alanlarinin arttigini, cis yag asitleri ile ilgili bantlarin (3009 ve
722 cm™ bantlar1) alanlarmin azaldigini gdstermistir. 2000 ppm PRPLS ilavesi BHT'ye
benzer sekilde yaglardaki tiim bu oksidasyon siirecini engellemistir. Temel bilesen analizi
(PCA), TAS/TOS analizi ve DTA-TGA sonuglar1 2000 ppm PRPLS’nin AY’nin termal
oksidasyonu flizerinde koruyucu bir etkiye sahip oldugu sonucunu dogrulamistir.
Calismamizin sonuglari, PRPLS’nin yaglardaki termal oksidasyonu engellemek i¢in
etkili bir dogal antioksidan olarak Onerilebilecegini ve yemeklik yag endiistrisinde
sentetik antioksidanlar yerine kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar sozciikler: Aycicek yagi; Azaltilmis toplam yansima-Fourier Doniisiim

Kizilotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi; Oksidatif stabilite; Propolis; Termogravimetrik
analiz-diferansiyel termal analiz (TGA-DTA).
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE PROTECTIVE EFFECT OF PROPOLIS ON
THERMAL OXIDATION OF SUNFLOWER OIL AT MOLECULAR LEVEL

Kiibra GULSEN
Diizce University
Graduate School, Department of Biology
Master’s Thesis
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Giilgiin CAKMAK ARSLAN
June 2023, 102 pages

Sunflower oil (SFO), which is considered a healthy oil due to its high unsaturated fatty
acid content, is one of the most preferred vegetable oils in cooking and frying due to its
cheap price. However, since the oxidation of this oil during heat treatment causes the
formation of many compounds harmful to our health, there is a need for natural
antioxidant substances that will increase the oxidative stability of SFO. Propolis
(PRPLYS), a resinous mixture of various plant products collected by honeybees to protect
the hive, contains many antioxidant substances such as polyphenols and flavonoids. The
aim of this study is to determine whether PRPLS has a protective effect against thermal
oxidation that occurs during heat treatment at the molecular level. For this purpose,
control (PRPLS and BHT free) and various concentrations of PRPLS (1000, 1500 and
2000 ppm) and BHT (100 ppm) added oils were heated in a deep fryer at 180 °C for a
total of 24 hours in 8-hour period and samples taken every two hours were analyzed by
Attenuated Total Reflectance-Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR) spectroscopy. In
addition, control and 2000 ppm PRPLS added oils were analyzed by total antioxidant
status (TAS)/total oxidant status (TOS) analysis and thermogravimetric analysis-
differential thermal analysis (TGA-DTA) techniques. ATR-FTIR spectroscopy results
showed that the areas of the bands related to primary and secondary oxidation products
(3482 and 1745 cm™ bands) and trans-unsaturated fatty acids (987 and 965 cm™ bands)
increased while the areas of the bands related to cis fatty acids (3009 and 722 cm™* bands)
decreased in the control SFO as a result of the oxidation that occurred after heating. The
addition of 2000 ppm PRPLS inhibited all these oxidation processes in oils similar to
BHT. Principal component analysis (PCA), TAS/TOS analysis and DTA-TGA confirmed
the conclusion that 2000 ppm PRPLS has a protective effect on the thermal oxidation of
AY. The results of our study demonstrated that PRPLS can be recommended as an
effective natural antioxidant to inhibit thermal oxidation in oils and it can be utilized
instead of synthetic antioxidants in edible oil industry.

KEYWORDS: Attenuated total reflection-Fourier Transform Infrared (ATR-FTIR)
spectroscopy; Oxidative stability; Propolis; Sunflower oil; Thermogravimetric analysis-
differential thermal analysis (TGA-DTA).
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1. GIRIS

1.1. YEMEKLIK YAGLAR

Insan viicudu yaglar1 yapisal bilesen, biyolojik diizenleyici ve enerji kaynagi olarak
kullanmaktadir [1]. Diyetle alinan yaglar, sadece viicuda enerji saglamakla kalmaz,
viicudumuz i¢in vazgecilmez olan bazi yag asitlerini icerir ve bircok dogal ve islenmis
gidanin lezzetine katkida bulunur [2]. Ayrica, yaglar viicut sicakliginin ve dokularin
korunmasinda, A, D, E ve K vitamini gibi yagda c¢oziinen vitaminlerin viicutta

kullanilmasinda ve daha birgok 6nemli islevin yerine getirilmesinde aktif rol oynar [3].

Elde edildigi kaynaga gore yaglar hayvansal ve bitkisel olmak tizere ikiye ayrilir. Bitkisel
yaglar, bitkilerin tohum, meyve ve tahil tanelerinden elde edilir. Bitkisel yaglar diinya
capinda yemeklik yag tiikketiminin %80’inini olusturur. Cesitli kaynaklardan elde edilen
bitkisel yaglar arasinda en ¢ok bilinenleri zeytinyagi, aygicegi yagi, misirdzi yagi, kolza
yagi, kanola yagi ve soya yagi olarak sayilabilir. Tirkiye’de yaygin olarak tiiketilen
yaglar Cizelge 1.1.de listelenmistir. Cizelgeden goriildiigii gibi iilkemizde en yaygin
tiiketilen yag %76’lik gibi bir oranla aygicek yagidir.

Cizelge 1.1. Tiirkiye’de yaygin olarak tiiketilen yaglar (%).

Aygigek yagi 76

Misirozu yagi

Kanola yagi

Pamuk yag1

Palm yag1

A b M~ O O

Aspir yag1

Bitkisel yaglarin yapisinda ¢ok biiylik bir oranda (%95-98) triacilgliseroller ve
fitosteroller , tokoferoller, fenolik bilesikler, vitaminler, hidrokarbonlar ve ugucu organik
bilesikler gibi baz1 kii¢iik bilesenler (%2-5) bulunur [4]. Bitkisel yaglar, doymus yag
asitleri, tekli doymamis yag asitleri ve ¢oklu doymamis yag asitleri olmak iizere dnemli

yag asiti gruplarimi igermektedir [5]. Bu gruplarda bulunan oleik asit (omega-9) ve
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esansiyel yag asitleri olarak bilinen linoleik (omega-6) ve linolenik (omega-3) yag
asitlerinin kompozisyonu yemeklik yaglarin kalitesini belirlemektedir. Bitkisel
yenilebilir yaglarin, bazi istisnalar olmakla birlikte hemen hemen hepsinin igerigindeki
doymamis yag asitleri cis formundadir [6], [7]. Bitkisel yaglar, hayvansal yaglarla
karsilastirildiginda yiiksek tekli ve ¢oklu doymamis yag asitleri ve diisiik kolesterol
seviyeleri nedeniyle daha saglikli bir diyet igin tercih edilmektedir. Ancak bu yaglar
doymus yag asidi iceren hayvansal kaynakli yaglara gore oksidasyona daha fazla maruz
kalirlar ve daha diisiik oksidatif stabiliteye sahiptirler [8]. Kardiyovaskiiler hastalik
riskini azaltmak, daha iyi bir metabolizma faaliyeti, insana enerji ve besin bilesenleri
saglamak gibi bir¢ok fayda saglayan bitkisel yaglar giinliik diyetimizin olduk¢a 6nemli
bir parcasidir [9].

1.2. AYCICEK YAGI (AY)

Aygigegi (Helianthus annuus), insan sagligina 6nemli derecede katkida bulunan diyet lifi
kaynag1 olarak diinya ¢apinda yetistirilen yagl tohum bitkisidir ve tohumundan elde
edilen yag aycicek yagi (AY) olarak bilinmektedir [10]. Aycigegi tohumunda bulunan
fitosteroller, kolestrol seviyerini diisiirmede, bagisiklif1 artirmada ve kolon kanseri
olusumunu azaltmada oldukga etkilidir [11]. Ay¢i¢egi diinyada ve tilkemizde ekilen yag
bitkileri igerisinde en biiyiik yeri tutmaktadir [12]. Yag oran1 %39-45 arasinda degisen
aycekirdegi tohumlarindan iglenerek elde edilen AY presleme, 6ziitleme vb. islemlerden
gecirildikten sonra rafinasyona tabi tutularak elde edilen, berrak, sivi halde bir yagdir.
Endiistriyel uygulamalarda ve insan beslenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir [13].
Evlerde yemek pisirmek icin, gida endiistrisinde ise margarin ve tereyagi yapiminda,
cerez ve ekmek tiretiminde hammadde olarak kullanilmaktadir [14]. Cizelge 1.2.’de
AY’nin yag asidi bilesimi gosterilmektedir. AY’nin temel yag asitleri linoleik, oleik,
stearik ve palmitik asittir. AY ayrica karotenoidler, mumlar, lesitin ve tokoferoller igerir
[15].



Cizelge 1.2. AY nin yag asidi bilesimi [15]-[19].

Yag Asitleri Miktan (%)
Miristik asit (C14:0) 0,03-0,1
Palmitik asit (C16:0) 5,54-6,62
Stearik asit (C18:0) 2,94-3,63
Oleik asit (C18:1) 30,61- 36,44
Linoleik asit (C18:2) 50,85-60,20
a-Linolenik asit (C18:3) 0,02-3,68
Arasidik asit (C20:0) 0,0-0,65

AY, mitkemmel bir esansiyel yag asidi kaynagi olup ucuz fiyati nedeniyle yemeklerde ve
kizartmalarda yaygin olarak tercih edilmektedir [13]. AY’de en bol bulunan yag asidi
olan linoleik asitin kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltmak gibi sagliga bir¢ok yararl
etkisi vardir [4]. Yapilan ¢alismalarda, AY igeriginde yiiksek oranda bulunan bir diger
yag asiti olan oleik asitin, lipit profili, glikoz metabolizmasi ve kan basinci gibi faktorler
tizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir [20]. Standart bir AY ’nin igerisinde
bulunan tokoferol ve fitoseroller, toplam plazma kolestrolii ve diisiikk yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolestrol seviyelerini disiirmesi gibi gesitli terapdtik etkileriyle
oldukga ilgi ¢ekicidir [21], [22]. AY nin sagliga olan katkilari bilindiginden AY bazli
gidalara da talep giderek artmaktadir. Bu nedenle, diinya capinda beslenme
gereksinimlerini karsilamada AY’ye artan bir talep vardir. AY sadece insan tiiketimi i¢in

iiretilmemekte ayn1 zamanda endiistriler i¢cin hammadde olarak iiretilmektedir.

1.3. KIZARTMA iSLEMI

Diinyanin her yerinde yaygin olarak kullanilan hizli ve ayn1 zamanda basit bir pisirme
teknigi olan kizartma islemi, gida maddeleri ile yemeklik yag arasindaki 1s1, kiitle
transferini ve karmasik etkilesimleri igerir [23], [24]. Kizartma islemi, s1g (temasli)

kizartma ve derin kizartma olmak iizere ikiye ayrilir.

Evlerde ve bir¢ok endiistriyel alanda uygulanan derin kizartma metodunda gidalar, 150-
200 °C sicaklik derecesinde yaga tamamen daldirilip, tikketilmeye uygun hale getirilir
[25]. Kizartma isleminde temel ekonomik faktor yagin maliyetidir. Bu nedenle isletme
sahipleri yiyecek hazirlama masraflarint en aza indirmek icin yagi tekrar tekrar

kullanmaktadir. Duyusal 6zellikleri nedeniyle tiiketicinin talebini karsilayan kizartilmig



gidalarin saglik agisindan da tiiketici kaygilarini kargilamasi 6nemlidir [26]. Derin yagda
kizartma sirasinda, yagin tekrar tekrar kullanilmasi ile birlikte atmosferik oksijen
varliginda, yagda bozunma firiinlerinin olusumuna neden olan hidroliz, oksidasyon ve
polimerizasyon reaksiyonlart meydana gelmekte ve bu ylizden yagda fiziksel ve kimyasal
degisimler meydana gelmektedir [16], [24]. Kizartma yag yiiksek sicakliga maruz
kaldiginda, hidroperoksitler ve aldehitler gibi toksik bilesikler meydana gelir ve bu
bilesikler besin tarafindan emilir (Sekil 1.1.). Toksik bilesik iceren bu besinler
tiikketildikten sonra sindirim sistemine girmekte ve ardindan da sistemik dolasima
katilmaktadir [27]. Ozetle, kizartma islemine tabii tutulan yaglarm, gidalarin bir pargasi

haline gelmesi sebebiyle, kizartma yaglarinin kalitesi biiylik 6nem tagimaktadir.

Ugucu bilegikler,
antioksidanlar

|
HAVALANDIRMA SOGURMA, BUHARLASMA
o2 -
OKSIDASYON
i @ v buhar
: > HiDROLIZ
serbest yag asitleri
w N N . di-mono giliseritler
hidroperoksitier-. (;OZUNURLEsTIRME gliserin

- renklenmis gida bilegikleri

-

FISSION DEHIDHASYON SERBEST RADIKALLE
Alkoller, aldehitler & Dimer,trimer,epoksitier,alkoller
asitler, hidrokarbonlar hidrokarbonlar

ISITMA - dimer halkali

bilesikleri

Sekil 1.1. Kizartma iglemi sirasinda meydana gelen reaksiyonlar [28].

1.4. LIPIiT OKSIDASYONU

Lipit oksidasyonu, oOzellikle ¢oklu doymamis yag asidince zengin yaglarda yiiksek
sicaklikta, ¢ift baglara oksijen baglanmasi ile meydana gelen ve kendini katalizleyerek
devam eden reaksiyon zinciridir [29]. Yaglarin oksidatif stabilitesi ise, oksidasyona karsi
gosterdikleri direng olarak tanimlanabilir. Yagin oksidatif bozulmaya kars1 gosterdigi
direng hem onun dogal kalitesi hem de uygulanan kosullarin ortak bir fonksiyonudur [30].
Yaglarin oksidasyonundaki tepkime hizi, kismi oksijen basinci, yagin oksijenle temas
ettigi yilizey alaninin genisligi, yagin bilesimindeki yag asitlerinin kimyasal 6zellikleri ve

miktari, sicaklik ve nem gibi depolama sartlari ve igerdigi prooksidan ve antioksidanlarin



etkinligine ve miktarina bagli olarak degisiklik gostermektedir.

Oksidasyon siireci, indiiksiyon fazi, yayilma (gelisme) fazi ve zincir pargalanmasi

(sonlandirma) fazi1 olmak iizere ili¢ asamada gergeklesir [31].
— Indiiksiyon Faz1

Lipit oksidasyonunun baslangi¢ asamasinda doymamis yag asidi, ¢ift bagina komsu
metilen grubundaki karbon atomuna bagl kararsiz yapidaki hidrojen atomunun yapidan
kopmast ile aktif radikaline (Re) parcalanmaktadir [32]. Bu reaksiyon ortamda bulunan

oksijen, 1s1, 151k ve ¢ok degerlikli metal iyonlar1 gibi etkenlerin varliginda gerceklesir.

Bu asamada yaglarin kimyasal diziliminde ¢ok biiyiik degisikler olmaz.

RH - R.+ H.
— Tepkimenin Gelismesi

Baslangi¢ asamasinda olusan lipit alkil radikali R., molekiiler oksijenle hizla reaksiyona
girerek peroksil radikalini ( ROO. ) olusturur. Bu radikal de lipide ( RH) etki ederek
hidroperoksitleri (ROOH) olusturur. Bu basamakta yeniden bir alkil radikali olusur o da
molekiiler oksijenle tekrar tepkimeye girer. Boylece bir dongii meydana gelir.
Reaksiyonun bu yolla tekrar etmesi sonucu hidroperoksitlerin olusumu giderek artar.
Lipit oksidasyonunda hidroperoksitler birincil bozunma firiinleridir. Olusan serbest
radikaller ayrigabilir ve bu ayrisma sonucunda aldehitler, ketonlar, alkoller ve asitler gibi
daha kii¢lik molekiiller olusur. Bu ugucu bilesenler yagl gidalarin bozulmasi sirasinda

lezzetin degisimine neden olan baslica etmenlerdir [33], [34].
R.+ O2 — ROO.
ROO.+ RH — ROOH + R.
— Zincir Parcalanmasi

Uciincii asamada; olusan peroksitler ve hidroperoksitler parcalanarak aldehit, keton,



alkol, hidrokarbon, ugucu organik asit, alkoller ve epoksi bilesiklere doniisiir ve bu
bilesikler ikincil oksidasyon tirlinii olarak bilinmektedir [29][35][36]. Bu olusumlar da

yagda aroma, koku degisimine ve renkte koyulagsmaya neden olur.

R.+ R.—- R-R
R.+ ROO.— ROOR
ROO. + ROO.— O: + ROOR

Doymamis yaglarin oksidasyonu, gidalarda kotii koku olusmasiyla ve besin degerinde
kayiplara neden olarak, gida kalitesinin bozulmasinin en biiyiik sebeplerinden biridir. Bu
reaksiyonlar sonucunda gida kalitesinin bozulmasinin yaninda kizartilmis gidanin besin
degerine zarar veren saglik i¢in zararli birgok bilesik olusmaktadir [24]. Bu oksidasyon
reaksiyonlar1 sirasinda meydana gelen hidroperoksitler, kotii kokulu bazi karbon
bilesenleri, malondialdehit, alkan, alken gibi bilesenler; yaglarin duyusal ve kimyasal
kalitesini etkiledigi gibi, viicutta kanser, diyabet, kalp hastaliklar1 ve doku hasarlanmasi

gibi olumsuz durumlara da yol agmaktadir [37].

Isitilmis  yaglarin saglik iizerindeki olumsuz etkileri bircok bilimsel calismada
gosterilmistir. Ornegin, dumanlanma noktasmin {izerinde termal olarak oksitlenmis
kanola, AY ve zeytinyagmin uzun siire tiiketilmesinin, hem yiiksek hem de diisiik
dozlarda yag birikimi ve oksidatif stres yoluyla karacigerin fonksiyonunu ve histolojik
yapisint onemli Ol¢iide bozabilecegini bildirmistir [38]. Bir baska c¢alismada, diyetle
polimerize edilmis ve termoksitlenmis aygicegi tohumu yagmin plazma ve HDL'deki
kolesterol ve fosfolipit seviyelerini; karaciger ve plazma lipoproteinlerindeki
tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) seviyelerini arttirdigi bildirilmistir [39].
Ayrica arastirmacilar, hiperlipidemi ve aterosklerozu indiiklemek i¢in tekrar tekrar
isitilmig zeytinyagi, kanola ve aycigek yagini karigtirarak, 16 hafta boyunca (doz = 2
ml/kg/giin) kontrol grubu hari¢ diger gruptaki tavsanlara vermislerdir. Bu ¢alismanin
sonucunda, tekrar tekrar 1sitilmis yag ile beslenen tavsanlarda aortik arkin yaklasik %80-

85'ini kaplayan genis ateromatoz plak olusumu rapor edilmistir [40].

1.5. ANTIOKSIDANLAR

Gidalarin yapisinda ciddi degisimler meydana getiren oksidasyon reaksiyonlarini

onlemek amaciyla, treticiler tarafindan en yaygin kullanilan yontemlerden birisi yaga



antioksidan madde ilave edilmesidir. Antioksidanlar, atmosferik oksijen veya reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) etkisi altinda meydana gelen oksidasyon proseslerini inhibe

edebilen veya geciktirebilen 6zel bilesiklerdir [41].
Antioksidanlarin serbest radikallere etki mekanizmasi, 4 farkli yolla gerceklesir [42].

1. Siipiirme Etkisi (Scavenging): Oksidatif 6zelligi olan molekiillerin daha az zararh
olan molekiillere doniismesi olayidir. Bu etki, genellikle antioksidan enzimler tarafindan

gergeklestirilir.

2. Sondiirme Etkisi (Queching): Oksidan ozellikteki molekiile bir hidrojen atomu
transfer ederek onlarin etkisiz hale doniismesi olayidir. Genellikle Vitamin E-C ve

flavonoidler bu tarz etkiye sahiptirler.

3. Zincir Reaksiyonlarmm1 Kirma Etkisi (Chain Breaking): Oksidan o6zellikteki
molekiilleri kendilerine baglayarak etkilerini yok ederler. Hemoglobin, seruloplazmin bu

ozelliktedirler.

4. Onarma Etkisi (Repair): Hasar gormiis biyomolekiilii onararak oksidatif 6zellikteki

molekiillerin vermis oldugu hasarin ortadan kaldirilmasi olayidir.

Yaglarda antioksidanlarin isleyis mekanizmasina bakildiginda, antioksidanlar oksidasyon
islemi sirasinda olusan lipit peroksi radikalleri veya lipit alkil radikalleri gibi serbest
radikalleri temizler, singlet oksijeni sondiiriir, gecis metallerini kontrol eder ve
duyarlastiricilart etkisiz hale getirir [43]. BOylece antioksidanlar, lipit oksidasyonu
sirasinda radikal temizleyiciler olarak hareket ederek, onlar1 daha kararli ve radikal

olmayan iiriinlere doniistiirerek yayilma asamalarini yavaslatir [44].

Kaynaklarina gore antioksidanlar, dogal ve sentetik antioksidanlar olmak iizere iki gruba
ayrilir. Yaglarda dogal antioksidanlarin varlig1 ya da sentetik antioksidanlarin eklenmesi
ile lipit oksidasyonunun baslangici ve ilerlemesi geciktirilebilir.

1.5.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, Sekil 1. 2.'de gosterildigi gibi iki sinifa ayrilabilir:

1) Enzimatik (endojen) antioksidanlar

2) Enzimatik olmayan (ekzojen) antioksidanlar [45][46].

Enzimler, diisiik molekiiler agirlikli molekiillerdir ve endojen olarak iretilirler

[45]. Endojen antioksidanlar, organizmanin oksidasyon reaksiyonlarma karsi tam bir
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kontroliinii ve tam korumasii saglayamadiginda, eksojen antioksidanlara ihtiyag
duyulmaktadir. Bircok enzimatik olmayan antioksidan, farkli kimyasal sinif gruplarini
iceren diyet kaynaklarindan elde edilir. Sekil 1.2.'de goriilebilecegi gibi polifenoller

enzimatik olmayan antioksidanlarin en biiyiik sinifin1 olusturmaktadir [47].

Katalaz
Peroksidaz
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enzimler
Glutatyon

(1) Endojen veya enzimatik Siiperoksit dismutaz

antioksidanlar

\

Glukoz 6-fosfat
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enzimler £700 D
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Sekil 1.2. Dogal Antioksidanlarin siniflandirilmasi [47].

Dogal antioksidanlarin oksidatif hasarlara kars1 diyetlerde kullanimi hizla artmaktadir.
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Bu bilesiklerin insan sagligi iizerinde bir¢ok olumlu etkisi vardir. Meyveler, sebzeler ve
aromatik bitkiler dogal antioksidan kaynagi olarak dikkat ¢ekmektedir. Bitkilerin
antioksidan aktivitesi yapilarindaki fenolik bilesiklerle iliskilidir. Bu bilesikler igerisinde
en fazla bulunanlar1 flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik terpenlerdir [47]. E vitamini
olarak bilinen tokoferoller ve tokotrienoller, yaglarda dogal olarak bulunan dogal
antioksidanlardir [48]. Gidalarin islenmesi sirasinda yagli tohumlarda bulunan dogal
antioksidanlar yagda ¢6ziinebilen (lipofilik) ve hidrofilik fraksiyonlara ayrilir. Lipofilik

antioksidanlarin ¢ogu presleme ya da solvent ekstraksiyonuyla yaga geger [49].

Dogal olarak olusan antioksidanlar, oksidasyona kars1 belirli bir miktarda koruma saglar.
Ancak dogal antioksidanlar genellikle isleme veya depolama sirasinda kaybolur. Bu
durum yaglara eksojen antioksidanlarin eklenmesini gerektirir [50]. Yaglara dogal
antioksidan olarak, tokoferoller [51], karotenoidler [52], askorbik asit [53], fenolik asitler
[54] ve flavonoidlerin [55] ilave edilmektedir. Dogal antioksidanlarin gida sistemlerinde
kullanilmasindaki en 6nemli zorluklar arasinda diisiik ¢oziiniirliik, disik raf omri,
ambalajlama, cevresel streslerden (1s1k, oksijen, yiiksek sicaklik ve pH) kaynaklanan

kayiplar ve fenolik bilesiklerin istenmeyen aromasi gibi pek ¢ok kisitlama yer almaktadir

[56].

1.5.2. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar oksidatif stabiliteyi artirmak ic¢in kasitli olarak yaga eklenen
bilesiklerdir. Bu bilesikler lipit oksidasyonunu inhibe etmek ve gidalarda bayatlamanin
olusmasmi geciktirmek i¢in kullanilmaktadir ve genellikle basarili olduklari

bilinmektedir.
Gida sanayinde yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlar asagida listelenmistir:

Biitillenmis Hidroksianisol (BHA): Bu antioksidan ticari olarak 3-tersiyerbiitil-4-
hidroksianisol (%85) ile 2-tersiyerbiitil-4-hidroksianisol (%15) izomerlerinin karigimi
halindedir. Beyaz, mumsu kat1 bir yapiya sahip olup, bitkisel ve hayvansal yaglarda
kullanilmaktadir [57].

Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT): BHT (2,6-ditersiyer biitil-4-metil fenol); beyaz
renkli kristal yapidadir. Bu yiizden firinda pisirme ve kizartma gibi islemlerde daha fazla

ortamda kalir ve gidaya dayaniklilik kazandirir.

Propil Galat (PG): Gallik asitin esteri olan ve beyaz renkte kati kristaller halindeki propil


https://www.sciencedirect.com/topics/physics-and-astronomy/phenolic-compound

gallat, hayvansal ve bitkisel yaglarda en ¢ok kullanilan sentetik antioksidandir [57].

Tersiyer Biitil Hidrokinon (TBHQ): Beyaz ile acik kahverengi arasi renkte kristal
yapida olup bitkisel yaglar i¢in ¢ok etkili bir antioksidandir.

oH oH
(HaChRC COCHR
= CHy
| —’_CHJ
= CHiy
CHy CiZHy
BHT BHA
(3.5 -di-tert bitii-4-hidroksiiolueny (teri-hili | -d-metolsifenol )y
CH COOCHy
ZICHs R
HO OH
OH OH
TBHO Propilzallat

Sekil 1.3. Sentetik antioksidanlarin yapisi [58].

BHT ve BHA, ortam ve hizlandirilmis depolama sicakliklarinda etkili antioksidanlar
olmasma ragmen yiyeceklerin kizartilmasi sirasinda nispeten az koruma saglar [59]
[60]. Bu antioksidanlarin yiiksek sicakliklarda buharlastiklart bilinmektedir ve bu
nedenle kizartma yaginda termooksidatif bozulmaya kars1 koruma saglayacak kadar uzun
stire kalmazlar [61]. Zayif korumanin yani sira, 6zellikle kizartma kosullari altinda,
yaygin sentetik antioksidanlarin kullanima, insan saglig tizerinde algilanan zararh etkileri

nedeniyle de sinirlandirilmistir [60].

1.5.2.1. Bitkisel Yaglarda Kullanilan Sentetik Antioksidanlarin Saglik Uzerindeki Etkileri

Yukarida bahsedildigi gibi kizartma yaglarinda en fazla kullanilan sentetik antioksidanlar
BHA, BHT ve TBHQ’dur [62]. Ancak bu sentetik antioksidanlarin kanserden diyabete
birgok hastaliga sebep oldugu &nceki calismalarda gosterilmistir. Ornegin, ergenlik
oncesi disi Wistar sicanlari iizerinde yapilan bir calismada, BHT ile muamele edilen disi
sicanlarda endometriyal stroma 6demi gozlemlediklerini ve hem BHT’nin hem de

BHA’nin endokrin bozucu etkilere sahip olduklarini bildirmislerdir [63]. Yapilan bir
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diger caligmada, izole edilmis perflize sican karacigeri ve izole edilmis mitokondri
tizerinde BHA'nin, mitokondri iginde iiretilen ATP'ye bagli olan biyosentetik yollari
(glukoneogenez) ve amonyak detoksifikasyonunu inhibe ettigini ve ek bir gozlem olarak
BHA’nin reaktif oksijen tiirlerini (ROS) artirtigini bildirmislerdir [64]. BHA ile beslenen
Erkek Fischer 344 si¢can gruplarinda, 6n mide ve idrar kesesi tizerinde karsinomlar ve bazi
epitelyal hiicrelerde biiylimeler gézlemlemislerdir [65]. Ayrica, BHT'nin karsinogenez
gibi potansiyel etkileri nedeniyle sigan karacigeri, bobrek ve akcigeri lizerinde olumsuz
etkileri [66], BHA'nin, karaciger hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini (ROS) artirtig1 [64]
sitotoksik etkisi [67] ve kanserojen etkisi [65], [68] oldugu farkli g¢alismalarda
gosterilmistir.

Giinlimiizde saglik giivenligi lizerinde yarattig1 endiseler nedeniyle Japonya, Kanada,
ABD ve bir¢cok Avrupa iilkesinde sentetik antioksidanlarin kullanimlar1 kisitlanmistir
[69]. Tirk Gida Kodeksi-Renklendiriciler ve Tatlandiricilar Disindaki Gida Katki
Maddeleri Tebligine gore kizartma yaglarinda BHT nin izin verilen maximum dozu 100

ppm olarak siirlandirilmistir.

Son yillarda sentetik antioksidanlarin insan sagligi ilizerindeki olumsuz etkilerinin
yarattigl endiseler nedeniyle yaglarin oksidatif stabilitesinin artirilmasi i¢in yapay
antioksidanlarin yerine dogal antioksidanlarin kullanilmasi ¢ok 6nem kazanmustir [70].
Ayrica dogal antioksidanlarin saglik tizerine olumlu etkiler gostermesi, yagin stabilitesini
artirmada sentetik antioksidanlar kadar etkili veya daha fazla etkili olabilmeleri ve
ekonomik a¢idan uygun olmalari, yagda ve suda ¢oziinebilme gibi fonksiyonlar1 olmasi

nedeniyle arastirmalar dogal antioksidan kaynaklari {izerine yogunlasmistir [71].

1.6. PROPOLIS

Propolis (PRPLS), bal arilarinin (Apis mellifera L.) bitkilerin yapraklarindan, ¢icek
tomurcuklarindan, kabuklarindan, dallarindan, filizlerinden topladiklar: bitki salgilarini
birlestirerek kovan i¢inde kendi enzimleri araciliiyla degisiklige ugratarak
olusturduklar reginemsi yapiskan, keskin ve giizel kokulu organik bir tiriindiir [72]. Bal
arilar1 kovana tasidiklari bu maddeyi, bal mumu ile karistirarak giiglii bir yapiskan madde
tiretir ve bu iiriin diinya ¢apinda ytizyillardir geleneksel tipta kullanilmaktadir [73], [74].
PRPLS arilar tarafindan kovan duvarlarin1 kaplamak, bosluk ve catlaklari doldurmak ve
oldiirtilen istilaci boceklerin mumyalanmasinda kullanilir [75]. PRPLS’nin kaynagini

olusturan bitkiler; kavak (Populus spp.), kayin (Fagus sylvatica), hus (Betula alba),
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kestane (Castanea sativa), atkestanesi (Aesculus hippocastanum), akcaaga¢ (Alnus
glutinosa) ve gesitli koniferlerdir [76]. Dogal bir ar1 iiriinii olan PRPLS sagligi gelistiren

ve hastaliklar1 6nleyen bir diyet takviyesi olarak diinya ¢apinda bir iine sahiptir [77].

Sekil 1.4. Ham PRPLS.

Ham PRPLS’nin bilesimi kaynagia gore degismekle birlikte, genellikle re¢ine, mum,
esansiyel ve aromatik yaglar, polen ve diger organik bilesiklerden olusmaktadir. Bu

bilesiklerin yiizde dagilimlar Sekil 1.5.°teki grafikte gosterilmektedir.

B %50-60 Recine ve zamksi maddeler
B %30-40 Mumlar ve yag asitleri
M %5-10 Ugucu yaglar

%5 Polen

Sekil 1.5. Ham PRPLS’nin bilesimi [12].

1.6.1. Propolisin Fiziksel Ozellikleri

PRPLS’nin rengi reginenin kaynagina bagl olarak sarimsi yesilden, kirmizi ve koyu

kahverengiye kadar degisebildigi gibi seffaf da olabilmektedir. Fiziksel yapist serttir,
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sogukta kirillgan, sicakta yapiskandir. Oda sicakliginda lipofilik, sert ve kirilgan yapida;
isitildiginda ise daha esnek, doviilebilir ve yapiskan halde olur [78]. PRPLS toplamak
i¢cin kullanilan bitki kaynagiin bilesimi, PRPLS nin kimyasal yapisin1 belirlemektedir.
Rengi, kokusu ve tibbi karakteristikleri, sezona ve kaynaga bagli olarak degisebilmektedir

[79].

PRPLS aseton, eter, kloroform gibi organik ¢oziiciilerde kismen ¢oziinlirken suda ¢ok az
¢Oziinlir veya hi¢ ¢oziinmez. PRPLS’in %95°lik alkolde yiiksek oranda ¢oziindiigi
bilinmektedir. Tibbi alanda genellikle PRPLS’nin %70’lik alkolde ¢oziinerek elde
edilmis ekstraktlari tercih edilmektedir [80], [81].

1.6.2. Propolisin Kimyasal Ozellikleri ve icerigi

PRPLS’nin bilesenleri iklim, mevsim, bdlge ve yila bagl olarak degistiginden kimyasal
formiilii sabit degildir [82]. Yapilan ¢alismalarda, PRPLS’nin polifenoller (flavonoid
aglikonlar, fenolik asitler) ve onlarin esterleri, fenolik aldehitler, alkoller ve ketonlar,
sekuiterpen kinonlar, kumarinler, steroidler, aminoasitler ve inorganik bilesikler gibi gibi
giiclii antioksidan 6zellige sahip yapilar kapsayan 300°den fazla bilesikten olustugu
bildirilmigtir [12]. PRPLS’nin bilesiminin toplandig1 cografi bolgeye [83] ve botanik
kokenine bagli olarak degistigi de bilinmektedir [84]. Cizelge 1.3.’de PRPLS’teki

bilesikler verilmistir.

Cizelge 1.3. PRPLS igeriginde bulunan baslica bilesikler.

Gruplar Tanlmlanan Gruplar Tanlmlanan
Bilegik Sayisi Bilegik Sayisi
Flavonoidler 38 Diger asit ve tlrevleri 8
Hidroksiflavonlar 27 Alkoller, Ketonllar,.Fen.ollerve 1
Heteroaromatik bilegikler
Hidroksiflavononlar 11 Terpenve Sekuterpen alkol ve tirevleri 7
Kalkonlar 2 Sekuterpen ve triterpen hidrokarbonlar 11
Benzoik asit ve tirevleri 12 Alifatik hidrokarbonlar 6
Asitler 8 Mineraller 22
Esterler 4 Steroller ve steroid hidrokarbonlar 6
Bezaldehittirevleri 2 Sekerler 7
fé:z:?;!r?lkol,Sinam'\kas'\tve 1 Aminoasitler 2
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1.6.3. Fenolik Bilesikler (Polifenoller)

PRPLS’nin biyolojik aktivitesi, agirlikli olarak igerigindeki fenolik bilesiklere atfedilir
[85], [86] ve bu bilesikler esas olarak PRPLS’nin antioksidan 6zelliginden sorumludur
[87]. Fenolik veya polifenol terimi kimyasal olarak kisaca, sahip oldugu aromatik halkada
cesitli fonksiyonel gruplara (esterler, metil esterler, glikozitler vb.) ilaveten hidroksil
grubu tasiyan madde olarak tanimlanir. Fenol kendisi de dogal bir {iriindiir ama ¢ogu
fenolik bilesik iki veya daha fazla sayida hidroksil grubu tasir [88]. Fenolik antioksidanlar
hidroksil grubundan lipit radikallerine bir hidrojen atomu vererek lipit oksidasyonunu
engellemek suretiyle radikal olmayan bilesiklere doniistirler. Bu sekilde olusan
antioksidan serbest radikali stabildir ve daha sonraki asamada yag asidinin oksidasyonuna
sebep olmamaktadir. PRPLS’teki fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak
tizere iki gruba ayrilir [89]. Cizelge 1.4.’de yi1gilca PRPLS’ninde bulunan fenolik asitler

ve flavonoidler gosterilmektedir.

Cizelge 1.4. HPLC-DAD ile Yigilca PRPLS’ ninin %70 EEP ekstraktinin kimyasal
bilesimi [84].

Fenolik Asitler Flavonoidler
3-4 Dimetoksisinamik Asit Biochanin
Protokateuik Asit Kafeik asit fenil ester
Trans Sinnamik Asit Katesin
Kumarik asit Hesperidin
Ferulik asit Kaempferol
Rosmarinik Asit Pinobanksin
Trans Ferulik Asit Pinostrobin
Gallik asit Apigenin
Naringenin

PRPLS'nin en onemli aktif bilesenleri olan flavonoidler, fenolik asitler, fenolik asit
esterleri ve terpenoidler toplam miktarmin %70'ini olusturmaktadir ve hepsi yiiksek
antioksidan aktiviteye sahiptir [85][90][91]. Genelde polifenolik bilesikler bu miktarin
%S58'ini, flavonoidler ise bu %58'in %20'sini olusturur [92]. Bu antioksidan bilesikler,
indirgeyici ajanlar, hidrojen vericileri, metal selatorleri ve tekli oksijen tiirlerinin

stiptirticiileri olarak gorev yapar [93], [94] ve lipit peroksidasyon siirecini yavaglatarak
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gida tiriinlerinin raf dmriind iyilestirir [78].

Fenolik bilesikler; gida maddelerinin goriiniis, tat ve lezzet gibi tiikketim agisindan 6nemli
olan kalite Ozellikleri tizerine etkileri ve dogal antioksidan olarak insan sagligi iizerine
olumlu etkileri nedeniyle 6nemli bilesenlerdir [89]. Flavonoidler giiglii antioksidanlardir
ve serbest radikal siipiirme yetenegine sahiptirler. Hidrojenlerin ayrilmasiyla olusan
flavonoid radikalleri, ortamdaki eser metallerle selat halka olusturarak kararli duruma
gecerler. Fenolik bilesiklerin, biitiin bitkisel yaglarin ¢oklu doymamis yag asitlerinin
oksidatif stabilitesi i¢in ¢ok 6nemli oldugu bildirilmistir. Ayrica, dogal antioksidanlar
bakimindan zengin yemeklik yaglar, kronik hastaliklarin riskini azaltmada rol
oynayabilirler [95]. PRPLS’te bulunan flavonoid ve diger fenolik madde igeriginin,

kanser ve kalp hastalig1 gelisimini 6nleyici bir rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir [96].

1.6.4. Propolisin Gidalarda Kullanimi

PRPLS’nin gidaya eklenmesi, gida iiriiniiniin raf 6mrii ve giivenligi lizerinde olumlu bir
etki yaratarak biyolojik koruma saglar ve ayni1 zamanda besinsel avantajlart korurken
kimyasal katki maddelerinin kullaniminin azaltilmasini saglayan ilging bir teknolojidir
[97]. Bu nedenle PRPLS’in antioksidan, antimikrobiyal ve antifungal aktiviteleri
sayesinde gida endiistrisinde birden fazla kullanimi vardir. Ornegin, arastirmacilar siitlii
iceceklerde konjuge linoleik asit ile PRPLS’in bir antioksidan ajan olarak kullanimini
arastirmistir [98]. Bu ¢alismanin sonucunda arastirmacilar, PRPLS’in siitlii i¢eceklerin
islenmesi ve depolanmasi sirasinda meydana gelen oksidasyon sonucu olusan aldehit
olusumunu engelledigini ve bunun kullanilan PRPLS eksraktinin yiiksek antioksidan
kapasitesi ile ilgili oldugunu bildirmistir. Yapilan bir diger ¢alismada, biraya 0.25 g/L'ye
kadar PRPLS 6zii eklemis ve demleme sirasinda meydana gelen oksidasyon siirecinde bir
azalma oldugunu tespit edilmistir [99]. Ayni zamanda PRPLS’in yiiksek polifenol igerigi
sayesinde ortaya ¢ikan iriiniin fenolik fraksiyonunda bir artig bulunmustur [99]. Bilim
insanlarmin yapmis oldugu calismada 0,1 mg/mL PRPLS ilavesinin elma suyunun
pastorizasyon islemi sirasinda oksidasyon reaksiyonundan korudugunu bildirmistir [100].
Baska bir ¢alismada arastirmacilar, pastdrizasyon islemi uygulanan gazsiz icecekler
tizerinde antioksidan kapasiteyi artirmak i¢in, dogal bir koruyucu olan PRPLS’i sorbat’in
alternatifi olarak onermistir [101]. Yogurt hazirlanmasinda Brezilya kirmizi PRPLS’inin
kullaniminin potasyum sorbat kullanimina gore daha iyi antioksidan aktivite gosterdigi

bildirilmistir [102]. Baska bir ¢alismada, PRPLS’nin balik yaginin depolama sirasinda
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lipit oksidasyonu tizerinde BHT den de daha iyi koruma sagladigini gostermistir [103].
Bunlara ilaveten, PRPLS nin shibuta filetolarinin [37], tavukgdgsii filetolarinin [104] ve
sigir koftelerinin [105] raf omriinii uzatmak igin dogal bir antioksidan madde olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

PRPLS’nin antioksidan aktivitesinin i¢erigindeki polifenollerden kaynaklandig: gesitli
caligmalarda kanitlanmistir [87], [106], [107] ve PRPLS’in polifenol igerigi ile
antioksidan aktivitesi arasinda giiglii bir pozitif korelasyon oldugu bildirilmistir [72],
[108]. PRPLS’deki polifenoller esas olarak, gallik asit, kafeik asit, pinocembrin,
pinobanksin, p-kumarik asit, krisin, galangin, hesperitin, kaemferol, naringenin gibi

fenolik asitler ve atesin, kuarsetin ve siyanidin gibi flavonoidler sayilabilir.

1.7. ELEKTROMANYETIK ISIMA VE SPEKTROSKOPI

Elektromanyetik 1s1ma ile madde arasindaki dalga boyuna bagli etkilesimi inceleyen
bilim dalina “spektroskopi” denir. Spektrometrik yontemler ve spektrometri ifadeleri ise,
madde miktarini ya da bir maddenin belirli bir tiiriinii belirlemede spektroskopi teknigini
kullanma seklinde tanimlanabilir. Genel olarak dl¢liim yapilan cihaza ise spektrometre
denir. Elektromanyetik spektrum, radyo dalgalar1, mikrodalgalar, kizildtesi, goriiniir 151k,
ultraviyole, X 1sinlar1 ve gama 1sinlar1t olmak {izere, elektromanyetik radyasyon

dalgasinin frekansina gore kategorilere ayrilir.

Electromagnetic Spectrum

Wavelength (Meters)
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Sekil 1.6. Elektromanyetik spektrum.

Madde ve elektromanyetik radyasyon arasindaki etkilesim, atomlarin ya da elektronlarin

enerji seviyeleri arasinda gecise neden olabilir. Bu gegis enerji seviyeleri arasinda
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meydana gelir. Elektronun bir enerji durumundan digerine tasinmasi i¢in enerjiye ihtiyac
vardir. Bu durum sekilde gosterilen Jablonsky enerji diyagramui ile agiklanabilir. Burada,
molekiillerin temel durumdan, uyarilmis duruma gegisi gosterilmektedir. Gelen fotonun

enerjisi temel ve uyarilmis durumlar arasindaki enerji degisimine esitse uyarilma
meydana gelir [109].
absorption emission

A exicted states
—_—— ——

g AE=hv AE = hv

——@— ground state ——¥—
Sekil 1.7. Jablonsky enerji diyagrami [109].

Energy

1.7.1. Infrared (Kizilotesi) Spektroskopisi

Elektromanyetik spektrumun kizilétesi bolgesi 14.000 cm™ ve 4 cm™ arasinda olup, yakin
kiziltesi bolge (14.000-4.000 cm™), orta kizilotesi bolge (4.000-400 cm™) ve uzak
kizildtesi bolge (400-4 cm™) olmak iizere ii¢ bélgeye ayrilmaktadir [110]. Kizilotesi
spektroskopisi, titresim modlarina dayali olarak kizilotesi bolgesindeki molekiillerin

absorbsiyonunu ve iletimini incelemek tizere gelistirilen bir tekniktir.

\ e FIRST EXCITED STATE

@m

\ ~VIBRATIONAL LEVELS

e GROUND STATE

b

ENERGY

P & ﬂﬂﬂ/

DISTANCE BETWEEN ELECTRONS AND NUCLEUS
OR BETWEEN ATOMS IN A MOLECULE

Sekil 1.8. Titresim gegislerini gosteren enerji diizeyi diyagrami [111].

Kizilétesi 15181in, madde tarafindan absorbe edilebilmesi i¢in, molekiiliin kovalent

baglarinin dipol momentine sahip olmasi gerekmektedir. Eger molekiiliin elektrik dipol
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momenti kiziltesi 151k ile degisiklige ugruyor ise molekiil kizilotesi absorpsiyon gosterir
ve molekiiliin kimyasal baglar titresim hareketleri yapar [112]. Molekiiller kizilGtesi
radyasyonlarla 1sinlandiginda, fotonlarin absorpsiyonu yoluyla temel halden uyarilmis

duruma uyarilirlar.

Molekiiler titresim gerilme ve egilme titresimleri olmak iizere iki ana sekilde olusur
[113]. Karmasik bir molekiil gz 6niine alindiginda sekilde gosterildigi gibi, simetrik ve
antisimetrik gerilme, makaslama, sallanma, burkulma ve salinma (dalgalanma) olmak

tizere 6 farkl sekilde titresebilir.

. N S L S
YWY

Simetrik Gerilme Antisimetrik Gerilme Salinma
(Dalgalanma)

e /N

Sallanma Burkulma Makaslama

Sekil 1.9. Bir kizilotesi spektrumunda tespit edilebilen molekiiler dipol moment
degisikligi ile iligkili titresim modlar1 [114].
Spektrum, kizildtesi radyasyonunu absorbe eden fonksiyonel gruplarin (6rnegin, N-H,
CH2, C=0) toplam kimyasal bilesimi hakkinda bilgi verir. Herhangi bir molekiildeki
fonksiyonel grup ya da bag, kizil6tesi spektrumunda kendisine karsilik gelen bir banta
sahiptir ve bdylece, lipitler, karbonhidratlar, proteinler ve niikleik asitler gibi biyolojik
olarak dneme sahip ¢esitli makromolekiiller bir kizil6tesi spektrumu ile analiz edilebilir
[115][117]. Kizil6tesi spektrumu iizerinden bilgi edinmek igin, frekans kaymalari,

bantlarin altinda kalan alan ve yiikseklikleri, bant genislikleri analiz edilir.



1.7.2. Fourier Doniisiim Kizilotesi (FTIR) Spektroskopisi

FTIR spektroskopisi, 15181n kizilotesi yogunluguna karsi dalga sayisini, matematiksel
Fourier doniisiimii yontemi ile 6l¢en kimyasal analitik bir tekniktir. Tipik bir FTIR
spektrometresinin bilesenlerini bir 151k kaynagi, numune hiicresi, dedektor, amplifikator
ve kaydedici bir bilgisayar olusturmaktadir. Kaynaktan gelen kizildtesi radyasyonu
interferometreden gecerek dedektdre ulagir. Sinyal yiikseltildikten sonra amplifikator
tarafindan dijital bir sinyale doniistiiriiliir. Olusan bu sinyal daha sonra Fourier

dontistimiiniin gergeklestirildigi bilgisayara aktarilir.

A
vie
',,: P interferometre

Isik Kaynag ‘
2\ A A [
Ornek EI w—- ; i 1 | |

/ Fourier Fe—— r————
A0 1900 300 2 0@ 15900 we
d('inﬁsiimii Waven umber (am')
Bilgisayar
Dedektor — b Spektrum
interferogram

Sekil 1.10. Fourier doniisiim kizilétesi (FTIR) spektrometresi.
1.7.3. Azaltilmis Toplam Yansima (ATR)-FTIR Spektroskopisi

Glniimiizde FTIR spektroskopisinin en yaygmn kullanim teknigi ATR-FTIR
spektroskopisidir. Kalitatif ve kantitatif analizler i¢in kullanilan bu teknikte, numune
hazirligina gerek olmamasi ATR-FTIR spektroskopisini hizli bir yontem haline getirir.
Azaltilmis toplam yansima (ATR) iinitesinin ¢alisma prensibi, 1s1n ile bir numune temas
ettiginde, yansiyan kizilotesi radyasyonda meydana gelen degisimlerin Ol¢lilmesine
dayanir. Kizilotesi radyasyon, belirli bir agida, yiiksek kirilma indisine sahip ve optik
olarak da yogun bir kristal lizerine yonlendirilir. Bu i¢ yansima kristal ylizeyinden gecer
ve numuneye ulagtifinda kaybolan bir dalga yaratir. Bu kaybolan dalga, numunenin hedef
spektrum bolgesindeki enerjiyi absorbe etmesi ile zayiflar. Her kaybolan dalgadan gelen
zayiflatigmis enerji, kristalin karsi ucundan ¢ikan ve kizildtesi spektrometresindeki
detektore iletilen kizildtesi radyasyonuna geri gonderilir ve daha sonra sistem bir

kizil6tesi spektrumu olusturur.
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Sekil 1.11. ATR Unitesinin sematik gosterimi.

ATR iinitesinin kristali i¢in en yaygin kullanilanlar1 ¢inko selenit (ZnSe) ve germanyum
(Ge) olsa da elmas, kizilotesi ileten amorf malzeme (AMTIR) ya da silikon malzeme de
kullanilabilir. Fakat kolay temizlenebilmesi, suya dayanikli olmasi ve uygun maliyetli

olmasi gibi 6zellikleri ¢inko selenit’in (ZnSe) tercih edilmesini saglar.
ATR-FTIR spektroskopisinin avantajlari:

- Numune, kimyasal bir 6n isleme gerek olmadan kullanilabilir.

- Kat, s1v1 ve gaz halinde bulunan numunelerin ¢ekimi yapilabilir.

- Kizil6tesi radyasyonu yapisal ve fonksiyonel olarak tahribatsizdir yani numunede
bir degisiklik meydana getirmez [118]

- Cok az miktarda numune yeterlidir [119].

- Dedektor tarafindan tiim frekanslar ayn1 anda algilandig1 i¢in tam bir spektrum
elde etmek igin gereken siire ¢ok kisadir [109].

- Jacquinot’un avantaji olarak adlandirilan diisiik giiriiltiili bir spektrum verir
[109].

- Sonuglarin, nicel ve nitel olarak yorumlanabilmesine olanak saglar.

- Tek bir spektrumdan, fonksiyonel gruplardaki tiim degisiklikler aninda tespit
edilebilir [120].

Gegmiste ATR-FTIR spektroskopisi, findik yag: ve natiirel sizma zeytinyaginin kizartma
sirasindaki oksidatif stabilitesinin degerlendirilmesinde [121], ¢esitli yemeklik yaglarin
(kolza, musir, kizartma, aygigegi) uzun termal oksidatif kinetik ve stabilitesinin
karsilastirilmasinda [122], yiiksek sicakligin bazi yemeklik yaglarin kalitesi iizerindeki
etkilerini arastirmada [123], [124], farkli pisirme tekniklerinin yag kalitesi iizerindeki
etkilerinin incelenmesinde [125] ve aygigek yagmin lipit oksidasyonunu geciktirmede
tiziim ¢ekirdegi ekstraktinin kullanilmasinin degerlendirilmesinde [126] kullanilmistir.
ATR-FTIR spektroskopisi uzun numune hazirlama prosediirleri, tehlikeli Kimyasal

reaktifler veya coziiciilerin kullanilmasini gerektirmedigi i¢in ve ayni zamanda hizli,
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zararsiz bir teknik olmasi sebebi ile son zamanlarda yag analizlerinde 6ne ¢ikan bir teknik

olmustur.

1.8. TERMAL ANALIZ

Termal analiz, numuneye uygulanan 1s1l islemlerle, numunede meydana gelen
reaksiyonlarin bir sonucu olarak kiitle ve enerji degisimlerinin analizi i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde, incelenmek istenen numuneye belirli bir 1sitma ya da sogutma
programi uygulanir ve numunede meydana gelen fiziksel ve kimyasal degisimler
gdzlemlenir [127]. Ornegin, numunenin erime ve donma gibi fiziksel hali, kimyasal form
degisimi, kiigiik gruplara boliinmesi, oksidasyon ya da atmosferde bulunan diger gazlar
ile etkilesimi, absorbsiyon veya desorbsiyon, sicakligin etkisi ile biiziilme ya da
genisleme gibi maddenin boyutlarinda ve numunenin elektriksel 6zelliklerinde meydana
gelen degisimler analiz edilebilir. Bu degisimler yaygin olarak termogravimetrik (TGA),
diferansiyel termal analiz (DTA) ve diferansiyel taramali kalorimetre (DSC) ile

Olgtilmektedir [127].

1.8.1. Termogravimetrik Analiz (TGA)

TGA’da, numuneye kontrollii bir sicaklik yontemi uygulandiginda, kiitlesinde meydana
gelebilecek olan azalma, sicakligin ya da zamanin fonksiyonu olarak Olg¢iiliir [128].

Olgiim sonucu elde edilen egrilere “termal bozunma egrileri” ya da “termogram” denir.

Genelleme yapilacak olursa meydana gelen sicaklik artigi, su gibi ugucu bilesiklerin
yapidan uzaklagsmasi ya da maddenin ayrismasina sebep oldugu i¢in kiitle kayb1 meydana

gelir [128].

Termogravimetri cihazi hassas bir terazi, iyi1 bir 1sitici (firin), sicaklik ve kiitle degisimini
otomatik olarak kaydeden bir sistem, inert gazli bir temizleyici ve analiz sirasinda gaz

kesebilen veya degistirebilen pargalardan olusmustur (Sekil 1.12).
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Sekil 1.12. TGA nin sematik bir gésterimi [129].

1.8.2. Diferansiyel Termal Analiz (DTA)

DTA yontemi, 1s1l islem karsisinda inert davranan bir referans ve analiz edilecek numune,
kontrollii olarak sogutulan ya da 1sitilan bir ortamda maruz birakildiklari sicaklik degisimi
karsisinda referans ile numune arasinda olusan sicaklik farkinin kaydedilmesini igerir
[130]. Bu yontemde, numune ve referans materyali ayni kaynak tarafindan dereceli olarak
sitilir. Isitma islemi sirasinda numunede endotermik ya da ekzotermik olmak iizere
termal reaksiyonlar gergeklesir. Numune ve referans madde arasindaki sicaklik farki
thermocouple tarafindan oOl¢iiliir, uygulanan sicakligin fonksiyonu olarak incelenir ve
daha sonra grafige gecirilir. Grafikteki diiz giden bir pik diisiise gecerse endotermik
degisiklik oldugunu, eger yiikselise gecerse de ekzotermik bir degisiklik oldugunu

gosterir. Sekil 1.13 DTA cihazinin sematik diyagramini gostermektedir.

1sitici

atmosfer kontrol

i_h

1
bilgisayar
referans ornek
termokupl termokupl
kaydedici —

Sekil 1.13. DTA sematik diyagram [129].
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Glintimiizde kullanilan modern cihazlar TGA ve DTA yontemlerini ayni1 cihaz icerisinde
es zamanlt olarak kaydetmektedir. Bu cihaz, hem faz doniisiimiine bagl olarak olusan

hem de agirlik kaybina bagh olarak olusan pikleri ayirt edebilmeyi miimkiin kilar.

TGA-DTA az miktarda numune gereksinimi, basit islem protokolleri, belirli bir kimyasal
ya da ¢oziicii gerektirmemesi, tekrarlanabilir veriler saglamasi nedeniyle oksitadif
stabilite belirlemede kullanilan diger yontemlerle iyi bir korelasyona sahiptir [131]. Bu
yontemlerin diisiik maliyetli olmasi ile beraber yiiksek dogruluk derecesine sahip, uygun

ve etkili yontemler oldugu bilinmektedir [132].

Gegmiste TGA-DTA yontemi es zamanli olarak, farkli bitkisel yaglarin oksidatif
bozunma siirecinden kaynaklanan agirlik degisiminin degerlendirilmesinde [133], [134],
bitkisel yaglarin termal oksidasyonunun incelenmesinde [50], [135], yemeklik yaglarin
termal bozunma profilinin analiz edilmesinde [136], termal oksidasyonun baslangic
sicakligt  (Tonset) parametresinin  belirlenmesinde [132], sizma zeytinyagindaki
trigliseritlerin kinetik ¢alismasinda [137], ¢esitli antioksidanlarin yaglarin termal
bozunma davranisi lizerindeki etkisi ve yagin oksidatif stabilitesi ile antioksidan aktivitesi
arasindaki iliskiyi incelemek i¢in [138], [139] rafine ve saf yaglarinin termal davranislar
ve termooksidatif stabilitelerinin belirlenmesinin yaninda ayrisma entalpilerini incelemek

icin kullanilmistir [140].

1.9. CALISMANIN AMACI

Diinyada hizli niifus artisi, asir1 kentlesme ve zamandan tasarruf etme istegi sonucunda,
basta kizarmis yiyecekler olmak iizere, tiiketime hazir gidalarin iiretim miktarlar1 ve
tiirleri artmugtir. Patates, misir cipsi, tavuk ve balik gibi bircok gida yagda kizartilarak
hazirlanmaktadir. Ancak, 150-200 °C gibi yiiksek sicakliklarda gerceklesen kizartma
islemi sirasinda, yaglar 1siyla birlikte oksijene ve neme maruz kalmakta ve sonugta yagin
kalitesini etkileyen oksidasyon, polimerizasyon, hidroliz vb. kimyasal reaksiyonlar
meydana gelmektedir. Ozellikle termal oksidasyon isleminden sonra yaglarda olusan
peroksitler, hidroperoksitler, aldehitler, ketonlar, serbest radikaller ve trans yag asitleri

gibi bilesikler insan sagligini tehdit etmektedir.

Icerdigi yiiksek orandaki doymamus yag asidi miktarindan dolay: saglikli bir yag olarak
kabul edilen AY ucuz fiyati nedeniyle yemeklerde ve kizartmalarda en ¢ok tercih edilen

bitkisel yaglardan birisidir. Ancak AY gibi ¢oklu doymamis yag asidi i¢erigi yiiksek olan
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yaglarin oksidasyona karsi ¢ok duyarli olduklart bilinmektedir. Dolayisiyla 1sil islem
sirasinda AY’nin oksidasyonunu engelleyerek iginde zararli bilesiklerin olugmasini

Onlemek ve stabilitesini artirmak insan sagligi i¢in son derece onemlidir.

Yaglarin stabilitesini arttirmak i¢in uzun yillardir sentetik antioksidan maddeler
kullanilmaktadir. Son yillarda sentetik antioksidanlarin insan saglig iizerindeki olumsuz
etkilerinin yarattig1 endiseler nedeniyle yaglarin oksidatif stabilitesinin artirilmasi i¢in
yapay antioksidanlarin yerine dogal antioksidanlarin kullanilmas1 6nem kazanmistir. Bu
dogal antioksidanlardan en ¢ok tercih edilenlerden birisi olan tokoferollerin yaglarda
yiiksek koruyuculuk aktivitesi bildirilmis olmasina ragmen 1s1l islem sirasinda kullanilan
yiiksek sicakliklarda kararsiz olduklari ve bu nedenle kizartma yaglarinda sinirli bir
korumaya sahip olduklar1 bilinmektedir. Yemeklik yaglara eklenen antioksidanlar yag:
1s1] bozulmaya kars1 korumanin yani sira ayn1 zamanda kendisi de yliksek bir termal
kararliliga sahip olmalidir. Dolayisiyla yemeklik yaglarda kullanilabilecek yiiksek
sicakliklara dayanikli dogal antioksidan maddelere ihtiya¢ vardir. Bazi bitkisel
ekstraktlarda bol miktarda bulunan polifenollerin yiiksek sicakliklara tokoferoller gibi
endojen antioksidanlardan ve BHT, BHA gibi sentetik antioksidanlardan daha dayanikli
oldugu ve sitilmig yaglarda daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi Onceki

caligmalarda rapor edilmistir.

Dogadaki en degerli polifenol kaynaklarindan birisi olarak kabul edilen propolis
(PRPLS), bal arilarinin kovani yabanci istilacilardan korumak igin bitkilerin gesitli
kisimlarindan topladigi ham maddelerle iirettigi re¢inemsi bir maddedir. Propolisteki
fenolik asitler, fenolik asit esterleri, flavonoidler ve terpenoidler en &nemli aktif
bilesenlerdir ve yiiksek antioksidan Ozellik gostermektedir. Bu bilesiklerin serbest
radikalleri temizledigi ve bdylece lipitler, proteinler, vitaminler vb. biyomolekiilleri

oksidatif hasardan korudugu gosterilmistir

Propolisin gii¢lii antioksidan o6zelligi ve igerdigi polifenollerin yiliksek sicakliklara
dayanikli oldugu bilindiginden yemeklik yaglarda dogal bir antioksidan madde olarak
kullanilabilecegi diisiniilmektedir. Bu ¢alismada amacimiz, AY’de 1s1l islem sirasinda
meydana gelen termal oksidasyona karsi PRPLS’in koruyucu bir etkiye sahip olup
olmadigiin ortaya cikarilmasidir. Calismamizda, molekiillerin konsantrasyon, yap1 ve
fonksiyonlarin1 molekiiler diizeyde inceleme imkani veren ATR-FTIR spektroskopisi,
molekiillerin termal ve fiziksel 6zellikleri hakkinda bilgi veren TGA-DTA ve bir
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biyokimyasal test olan TAS/TOS analizi kullanilarak, AY’de meydana gelen
oksidasyonun derecesi ve bu oksidasyon iizerinde farkli konsantrasyonlardaki PRPLS
ekstraktlarinin koruyucu etkisinin olup olmadigr sentetik bir antioksidan olan BHT ile

karsilastirmali olarak;

lipit oksidasyonunun en 6nemli gostergelerinden olan cis- ve trans-doymamis yag

asidi miktarlarindaki degisimlerin incelenmesi,

— Dbirincil ve ikincil oksidasyon iiriinlerinin miktarinin incelenmesi,

— oksidasyon derecesinin PCA kemometrik analiz yontemi ile incelenmesi

— yaglarin bozunma profilinin ve termal kararliliginin incelenmesi,

— DTA egrilerinden elde edilen termal bozunma baslangi¢ sicakliklarinin (Tonset)

incelenmesi,

— TGA egrilerinden elde edilen yiizde kiitle kaybi degerlerinin incelenmesi,

— yag orneklerindeki total oksidan (TOS), total antioksidan seviyelerinin (TAS) ve

oksidatif stres indeksi (OSI) degerlerinin incelenmesi ile degerlendirilmistir.

25



2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. PROPOLIS EKSTRAKSIYONU HAZIRLAMA

Bu calismada, Diizce Universitesi Aricilik Arastirma Gelistirme ve Uygulama
Merkezi’'nden (DAGEM) temin edilen, 2021 yili yaz mevsiminde Diizce yoresinden
toplanmis PRPLS numuneleri kullanilmistir. Ham PRPLS o6rnekleri ekstraksiyon
islemine kadar derin dondurucuda (-20 °C) muhafaza edilmistir. Etanol PRPLS’teki
polifenolleri korudugu ve toksik olmadigi i¢cin ¢alismamizda PRPLS’nin etanolik
ekstrakt1 kullanilmistir [108]. Ham PRPLS’ten 300 g tartildi ve laboratuvar tipi gii¢lii bir
ogiitiiciide ogiitiildii. Uzerine 1500 mL (1:5 w/v), %96’lik etanol eklenerek, manyetik
karigtirict ile 500 rpm’de oda sicakliginda, 1s1k almayacak ortamda 5 giin boyunca
karistirildi. Elde edilen etanol ekstrakti iki kez filtre kagidindan siiziildii. Alkol, 40 °C’de
indirgenmis basing altinda bir rotasyonlu evoporatorde (Heidolph, Almanya)
buharlastirildi. Evoporasyon sonrasi kalan 150 g PRPLS’e, 750 mL (1:5 w/v), %70’lik
etanol eklendi ve manyetik karigtiricida 1 giin karistirildi [141]. Elde edilen etanolli
PRPLS ekstrakti 1 giin boyunca -80 °C’de bekletildikten sonra, -52 °C’de 0,97 atm basing
altinda liyofilizatérde (Christ Alpha 1-2 LD plus, Almanya) toz haline getirildi. Toz
haline getirilen PRPLS 6rnekleri kullanilincaya kadar +4 °C’te 151k almayacak sekilde

muhafaza edilmistir.

Sekil 2.1. 500 rpm’e ayarlanmig manyetik karistiricidaki PRPLS.
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Sekil 2.2. Rotary evaporatorde PRPLS ekstraktinin i¢indeki etil alkoliin ugurulmasi.

Sekil 2.3. Liyofilizatorde PRPLS toz ekstraktinin elde edilmesi.
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Sekil 2.4. Liyafilizatorde elde edilen toz PRPLS ekstrakti.

2.2. PRPLS EKSTRAKSIYONUNUN KARAKTERIZASYONU

2.2.1. HPLC Bilesen Analizi

Bu caligmada Kafeik Asit Fenil Ester (CAPE), Quercetin ve Kaempferol fenolik
bilesiklerinin miktar1 belirlendi. Bu fenolik bilesiklerin standartlar1 Sigma Aldrich’ten
alindi (CAPE >%97,0, quercetin >%95,0, kaempferol >%90,0) PRPLS eksraktindan 5 g
tartilarak iizeri 45 mL etanol (%96°11k) ile tamamlandi. Hazirlanan ¢ozelti 15 dakikalik
ultrasonik ekstraksiyondan sonra 2 saat boyunca vortexlendi. Siizlildiikten sonra siselendi
ve HPLC cihazina (Shimadzu LC-20AT) enjekte edildi. Cihazda 5 pm, 4,6x250 mm
ODS kolon kullanildi. Mobil faz olarak (75:25) oraninda metanol/ultrasafsu kullanildi.
Ornekler 1,0 mL/dk akis hizinda izokratik olarak yiiriitiildii. Eksratlardaki bilesenlerin
ayrilmasi i¢in 15 dakikalik bir calisma gerceklestirildi. Daha 6nce ayr1 ayr tespit edilen
standartlarin alikonma siirelerine gore tanimlama gergeklestirildi. Pikler PDA dedektorii
yardimiyla belirlenerek kantifikasyonu yapildi. CAPE 325 nm, quercetin ve kaempferol
254 nm’de tespit edildi [142].

2.2.2. Toplam Fenolik Madde Analizi

PRPLS ekstraktinin toplam fenolik madde igerigi Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak
belirlendi [93], [143]. Standart fenolik bilesik olarak gallik asit (GA) (Sigma-Aldrich,
ABD) kullanildi. Bu yonteme gore kalibrasyon i¢in 1000 ppm Gallik asit (GA) (Sigma-
Aldrich, ABD) stok ¢ozeltisinin degisen konsantrasyonlari (500; 250; 125; 62,5; 31,25;
15,625 ppm) hazirlandi. Standart ¢ozeltisini hazirlamak igin tliplere degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan GA’dan 40 pl alinarak tizerine 1360 pl saf su, 800 pul 0,5
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N Folin reaktifi ve renk belirteci olarak 800 pul Na2COs (%7.5) (Sigma-Aldrich, ABD) bir
test tiipiine eklendi. Kor i¢in numune yerine, 1400 pl saf su, 800 ul 0,5 N Folin reaktifi
ve 800 ul NaxCOs3 (%7,5) igeren tiipler yerlestirildi. PRPLS ekstraktindan 40 pl alinarak
tizerine 1360 pl saf su, 800 pl 0,5 N Folin reaktifi ve 800 ul Na2CO3 (%7.5) (Sigma-
Aldrich, ABD) konuldu. Hazirlanan bu ¢ozeltiler 30 dakikalik inkiibasyondan sonra
absorbans, UV Spektrofotometre cihazinda (Shimadzu, UV-1800), 760 nm’de okundu.
Gallik asit ve fenolik bilesikler i¢in sonuglar mg gallik asit esdegeri/g (GAE/g) olarak
sunuldu. Tiim deneyler ii¢ kopya halinde gerceklestirildi.

2.2.3. Toplam Flavonoid Madde Analizi

PRPLS’nin toplam flavonoid igeriginin belirlenmesi i¢in aliiminyum kloriir (AICls)
(Sigma-Aldrich, ABD) kalorimetrik yontemi kullanildi [144]. Standart flavonoid bilesik
olarak Quercetin (QE) (Sigma-Aldrich, ABD) kullanildi. Toplam flavonoid tayini igin
standart olarak 1000 ppm stok kuersetin (QE) ¢ozeltisi kullanild1 ve seri seyreltme ile
degisen konsantrasyonlarda (250; 125; 62,5; 31,25; 15,625 ppm) 6 farkli standart elde
edildi. 100 pl kuersetin (QE) ¢ozeltisi alinarak 4000 pl saf su ve 100 pl AIClz ile
karistirldi. Kor i¢in 4100 pl saf su ve 100 pl AlClIs kullanildi. PRPLS ekstraktindan 100
ul aliarak iizerine 4000 pul saf su ve 100 pl AlCIz konuldu. Karisimlar 60 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra reaksiyon karigimlarinin absorbanst UV spektrofotometrede
(Shimadzu, UV-1800) 415 nm’de kore karsi Olgiildii. Test numunelerindeki toplam
flavonoid igeriginin konsantrasyonu, mg kuersetin esdegeri (QE)/g olarak ifade edildi.

Tiim deneyler ti¢ kopya halinde gerceklestirildi.

2.2.4. DPPH (2,2 Diphenyl 1 picrylhydrazyl) Radikal Temizleme Aktivitesi

Sivi PRPLS eksraktlarina (1/10, 2/10, 3/10, 4/10 ve 5/10 mL) seyreltme islemleri yapildu.
Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bu numunelerden 1’er mL alinarak farkli test
tiiplerine konuldu. %99 safliktaki metanol kullanilarak 1 M konsantrasyonunda DPPH
(Sigma Aldrich) ¢ozeltisi hazirlandi. Test tiiplerine alinan 1’er mL’lik numuneler
hazirlanan DPPH ¢6zeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi ve 30 dakika boyunca karanlikta
inkiibe edildi. Her bir numune kuvars kiivetlere alindi ve UV spektrofotometre cihazinda
(Shimadzu, UV-1800) 515 nm’de absorbans degerleri 6l¢iildii. Sonuglar, ICso (DPPH’1n
%50’sini temizlemek i¢in gerekli konsantrasyon) mg/mL olarak ifade edildi [145].
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2.3. YAG ORNEKLERININ HAZIRLANMASI

Calismamizda yerel marketten satin alinmis 2021 yili tiretimi AY kullanilmistir.

Sekil 2.5. Caligmada kullanilan AY 6rnegi.

2.4. YAG ASIDi iCERIGININ BELIRLENMESI

Calismada, Agilent 5975C Kkiitle spektrometresi (GC—MS; Agilent Technology, CA,
ABD) ile birlestirilmis bir Agilent 7890 gaz kromatografisi kullanildi. Cihaz, Agilent HP-
SMS (30 m x 0.25 mm; id: 0.25 pm) kolonu ile donaltildi. Kiitiiphane olarak Wiley and
NIST (Wiley Registry of Mass Spectral Data, 7th Edition, NIST 98 Library) kullanilmigtir
[146].

2.5. YAG ORNEKLERININ TERMAL iSLEMi

Yagin 1sitma iglemi icin, endiistriyel tipte 3 Litre kapasiteli (Remta, Tiirkiye) fritoz
kullanilmistir.  Fritoziin sicaklik kontroliiniin yapilmast igin, fritdzlin igine sivi
termometresi yerlestirilmistir. 2,5 litre yag konulan fritéziin sicakligi 180 °C’ye
ayarlanmistir. AY ornekleri, kontrol (PRPLS ve BHT ilave edilmemis), 1000 ppm, 1500
ppm ve 2000 ppm PRPLS ilave edilmis ve 100 ppm BHT ilave edilmis seklinde 5 gruba
ayrilmigtir. Bu ¢alismada, BHT pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 22/05/2008 tarihli ve
26883 sayili Resmi Gazete’de yaymmlanan Tiirk Gida Kodeksi “Sartli Izin Verilen
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Koruyucular ve Antioksidanlar” tebliginde BHT nin yemeklik yaglar i¢in izin verilen
maximum miktar1 100 ppm oldugu i¢in ¢alismamizda yaga ilave etmek i¢in bu miktar
tercih edilmistir. Isitma islemine baslamadan 6nce tiim yag 6rneklerinden 5 mL alinarak
amber cam siselere aktarilmistir. Yaglar 3 giin boyunca giinde 8 saat olmak {izere
toplamda 24 saat 1sitilmig ve bu yaglardan her iki saatte bir 5 mL 6rnek alinmistir. Bu
calismada, bir restoranin giinde ortalama 8 saat 3 giin yag kullanmasina esdeger olarak
24 saat yag kullandig1 kabul edilerek bazi restoranlarda uygulanan kosullarin aynisi
olusturulmaya ¢alisilmigtir [147]. Kizartma yaglarimin 1si1l kararliligr ile ilgili daha 6nce
yapilan bir¢ok ¢alismada bu ¢alismada kullandigimiz 1sitma siiresi kullanilmistir [121],
[148], [149]. Alinan ornekler analize kadar buzdolabinda (+4 °C) kapakli amber cam

sisede saklanmistir. Her numunenin 1s1l islemi iki kez tekrarlanmistir.

Sekil 2.6. Isitma islemini gerceklestirmek iizere igine s1vi termometresi yerlestirilmis
fritoz.

2.6. ATR-FTIR SPEKTROSKOPI CALISMASI

Yag numunelerinin ATR-FTIR spektrumlari, ATR aksesuarina (PerkinElmer Ltf.,
Ingiltere) bagli olan Spektrum Two FTIR spektroskopisi ile kaydedilmistir. ATR-FTIR

spektroskopi kristalinin iizerine 5 pL. yag numunesi damlatilmis ve spektrumlar oda
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sicakliginda 4000-450 cm™ dalga sayis1 araliginda 32 tarama ile 4 cm™ ¢oziiniirliikte
kaydedilmigtir. ATR {initesinin kristali, her yeni numune 6l¢iimiinden 6nce etanol ile
temizlenmis ve her Ol¢iimden once yeni bir arka plan (background) spektrumu
kaydedilmistir. Sonuglarin giivenilirligini artirmak i¢in her numuneden 3 kez ¢ekim
yapilmis ve boylece her 1sitma zamani i¢in 6 spektrum elde edilmistir. Elde edilen 6
spektrumun ortalamasi alinarak isitma zamanini temsil eden tek bir spektrum elde

edilmistir.

Sekil 2.7. Calismamizda kullandigimiz ATR-FTIR spektroskopisi.

2.6.1. ATR-FTIR Spektroskopisi Verilerinin Analizi

ATR-FTIR bantlarinin analizleri Spectrum 100 yazilimi (Perkin-Elmer) kullanilarak
yapilmistir. ATR-FTIR spektroskopisi ile elde edilen spektrum bantlarinin altinda kalan
alanlar ve bu alanlarin oranlarindaki degisimler belirlenmistir. Cizelge 2.1.’de bantlarin
altinda kalan alanlar hesaplanirken kullanilan baseline noktalar1 ve spektral bolgeler

verilmistir.
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kullanilan bant parametreleri.

Cizelge 2.1. AY spektrumundaki bantlarin altinda kalan alanlarin hesaplanmasi i¢in

Bant Baslangic Bitis Base 1 Base 2
Dalgasayisi
(cm)
3482 3600 3250 3600 3250
3009 3040 2990 3040 2990
2954 2990 2950 2990 2800
2923 2950 2881 2990 2800
2871 2881 2869 2990 2800
2856 2869 2810 2990 2800
1745 1790 1682 1790 1682
1654 1667 1632 1667 1632
1462 1496 1425 1496 1408
1418 1425 1408 1496 1408
1398 1408 1391 1408 1331
1378 1391 1370 1408 1331
1238 1260 1216 1391 1000
1160 1216 1127 1391 1000
1119 1127 1110 1391 1000
1097 1110 1069 1395 1000
987 996 978 996 931
965 978 931 996 931
722 800 629 800 629

Spektral veriler ile 1sitma siiresi arasindaki iliskiyi belirlemek igin lineer regresyon analizi
yapilmistir [121], [150]. Korelasyon katsayilari (Pearson katsayilari), egriler ve egrilerin
denklemleri Microsoft Excel v14 kullanilarak elde edildi.

Temel bilesen analizi (PCA = principle component analysis) Unscrambler X 10.4 (Camo,
NO) Multivariate Analysis (MVA) yazilimi kullanilarak yapildi. Sonuglar skor plot

olarak verildi.
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2.7. TERMAL ANALIZ

Termal analiz, DTG 60 H SHIMADZU (Kyoto, Japonya) Simultaneous DTA-TG
Apparatus model cihazda termogravimetrik analiz (TGA) yontemiyle gerceklestirildi.

Yag numunelerinden 15-25 mg araliginda 6rnek tartilarak pana alindi. Oda sicakligindan

800°C’ye kadar 10°C/dk 1sitma kuru hava akisi altinda gergeklestirildi [151].

2.8. BIYOKIMYASAL OLCUMLER

Biyokimyasal 6l¢iimlerde kullanilmak iizere oncelikle ¢alisma tamponlar1 hazirlandi.
Calisma tamponu hazirlamak amaciyla 6ncelikle 1 hacim metanol ve 1 hacim saf su
homojen sekilde karistirildi. Daha sonra tampona 1 hacim yag ilave edilip 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edilerek, yagdaki antioksidan ve oksidanlarin tampona ge¢cmesi
saglandi. Inkiibasyon sonunda numune 5000 rpm +4 'de 20 dk santrifiij edildi ve iiste

¢ikan siipernatant (yag) kismi atilip, alttaki tampon standart prosediirle ¢alisildu.

2.8.1. Total Antioksidan Seviyenin Olciilmesi

Total antioksidan seviye (TAS) 6l¢limii ticari olarak temin edilebilen, Rel Assay marka
ticari kit ile yapildi (Rel Assay, Tiirkiye). Erel tarafindan gelistirilen bu yontemde,
numunedeki antioksidanlar koyu mavi-yesil renkli ABTS (2,2 ' - Azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikal soliisyonunu, renksiz ABTS formuna gevirir.
ABTS, konsantrasyonlarina ve antioksidan kapasitelerine gore antioksidanlar tarafindan
coziilebilen bir radikal katyonudur ve hidrojen peroksit varlifinda, oksitlendiginde
karakteristik absorpsiyon spektrumuna sahip {iriin retir. Spektrofotometrede 660 nm
absorbansda takibi yapilan reaksiyonda rengin a¢ilma orani numunenin total antioksidan
miktariyla iliskilidir. Test, miikemmel hassasiyet degerlerine (%3’ten daha diisiik)

sahiptir. Sonuglar mmol Trolox esdegeri/L olarak verildi [152].

2.8.2. Total Oksidan Seviyenin (TOS) Olgiilmesi

Total oksidan seviye (TOS) degerleri, ticari olarak temin edilebilen, Rel Assay marka kit
ile yapildi (Rel Assay, Tirkiye). Olgiimler 660 nm dalga boyuna ayarlanmis
spektrofotometre ile yapildi. Numunede bulunan oksidanlar, demir iyonu-o-dianisidin
kompleksini demir iyonuna oksitledi. Oksidasyon hizi, ortamda bol miktarda bulunan
gliserol molekiilleri ile arttirildi. Asidik bir ortamda ferrik iyon, ksilenol ile turuncu renkli

bir kompleks tliretmektedir. Numunede bulunan toplam oksidan molekiil miktar1 ile
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iligkili olan bu renk yogunlugu spektrofotometrik olarak 6l¢iilebilmektedir. Kalibrasyon
hidrojen peroksit ile yapildi ve sonuglar pumol H202 equivalent/L (litre bagina mikromolar

hidrojen peroksit esdegeri) olarak ifade edildi [153].

2.8.3. Oksidatif Stres Indeksinin Saptanmasi

Olgiimlerden elde edilen TOS/TAS orani oksidatif stres indeksini (OSI) vermektedir.
Hesaplama yapabilmek i¢in elde edilen TAS degeri umol/L'ye doniistiiriildii ve OSI

degeri asagida belirtilen formiile gore hesaplandi:

OSI (istege bagl birim) = TOS (umol H20. equivalent/L) / TAS (umol Trolox
equivalent/L) *100 [153], [154].
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3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. BULGULAR

3.1.1. Aycicek Yagimin Karakterizasyonu

Bu ¢aligmada kullanilan AY’nin yag asidi kompozisyonu Cizelge 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Aycicek yag1 yag asidi kompozisyonu.

Yag asidi Miktar (%)
Miristik asit (C14:0) 0,762
Palmitik asit (C16:0) 12,78
Stearik asit (C18:0) 5,30
Oleik asit (C18:1) 27,33
Linoleik asit (C18:2) 55,44
a-linolenik asit (C18:3) 1,11
Arasidik asit (C22:0) 1,28

Cizelgeden goriildiigi gibi AY temel olarak, linoleik, palmitik, stearik, arasidik, oleik, a-
linolenik ve miristik asitlerden olusmaktadir. Yag asitleri arasinda doymus, tekli
doymamis ve ¢coklu doymamis yag asitlerinin en yiliksek yiizdesi sirasiyla palmitik asit,
oleik asit, linoleik asit olmustur. Beklendigi gibi AY’de en bol bulunan yag asidi %55,44
ile bir ¢esit coklu doymamais yag asidi olan linoleik asittir. Daha 6nce yapilan ¢alismalarda
Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden ve bazi iilkelerden toplanan AY’lerde linoleik asit
miktarinin %50.85-60.20 arasinda oldugu tespit edilmistir [15], [19], [155]. Diger yag
asitlerinin miktarlar1 arasinda kii¢iik farkliliklar olmakla birlikte bu ¢alismada 6lgiilen
AY’deki linoleik asit miktar1 6nceki ¢aligmalarla uyumludur. Yag asidi i¢eriklerindeki bu
kiiciik farkhiliklar bitki genotipindeki ve su temini ve sicaklik gibi ¢evre kosullarindaki

degisikliklere baglanabilir [156]—[158].

3.1.2. Propolis Ekstraktinin Karakterizasyonu

Caligmamizda kullandigimiz PRPLS’nin etanolik ekstraktinda antioksidant 6zelligi iyi

bilinen kafeik asit fenil ester (CAPE), quercetin ve kaempferol maddelerinin ve toplam
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fenolik ve flavonoid madde miktar 6l¢iimii ile antioksidan kapasite analizi yapilmistir.

Madde miktar ve antioksidan kapasite analizi sonuglar1 Cizelge 3.2.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. PRPLS nin igerik ve antioksidan karakteristigi.

No | Bilesikler Birim Sonu¢

1 Kafeik asit fenil ester (CAPE) mg/g 6,164 + 0,0037
2 Quercetin mg/g 0,470 +0,0029
3 Kaempferol mg/g 1,563 + 0,0038
4 Toplam fenolik madde mg GAE/g | 105,45+0,10
5 Toplam flavonoid madde mg QE /g 48,01 +1.19
6 | Antioksidan kapasite (I1Cso) mg/mL 1.98 £+ 0.005

3.1.3. ATR-FTIR Spektroskopisi Sonuc¢lari

ATR-FTIR spektroskopisi ile molekiillerin konsantrasyon, yapt ve fonksiyonlari
hakkinda molekiiler diizeyde 6nemli bilgiler elde edilebilir. Calismamizda ATR-FTIR
spektroskopisi, AY’nin kizartma islemi sirasindaki oksidatif stabilitesini ve PRPLS’nin
AY’nin termal oksidasyonu iizerinde koruyucu etkisinin olup olmadigini arastirmak igin
kullanilmustir. Sekil 3.1. isititlmamis AY’den elde edilmis ATR-FTIR spektrumunu
gostermektedir. Sekilde baslica bantlar numaralandirilmig ve her bir bantin literatiire gore
tanim1 Cizelge 3.3.de verilmistir. Sekil 3.1.’den de goriildiigii gibi AY’ye ait FTIR
spektrumu, bircok farkli fonksiyonel gruptan kaynaklanan sogurma bantlar1 igeren

oldukca karmasik bir spektrumdur.
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Sekil 3.1. AY nin 4000-500 cm™ bolgesindeki ATR-FTIR spektrumu.



Cizelge 3.3. AY ’nin ATR-FTIR spektrumundaki baslica sogurma bantlarinin
fonksiyonel gruplari ve literatiire gore tanimlar1 [19], [121], [124], [159], [160].

Bant | Dalga Sayis1 | Fonksiyonel Gruplarm Tanim
No (cm?)
1 3482 —C=0 (ester) trigliserit
2 3009 =C-H (cis) ¢ift baglarin simetrik gerilmesi
3 2954 -C-H (antisimetrik) CH3 gruplarimin gerilmesi
4 2923 -C-H (antisimetrik) CH; gruplarimin gerilmesi
5 2871 -C-H (simetrik) CH3 gruplarinin gerilmesi
6 2856 -C-H (simetrik) CH gruplarimin gerilmesi
7 1745 -C=0 (Kkarbonil ester) trigliseritlerin gerilmesi
8 1654 -C=C (cis) olefinlerin gerilmesi
9 1462 -C-H CH: gruplarmin biikiilmesi
10 1418 -C-H cis-disiibstitiie edilmis olefinlerin egilme (sallanma) titresimi
11 1398 =C-H (cis) olefinik gruplarin diizlem ig¢i biikiilme titresimi
12 1378 -C-H CH: gruplarmin egilme titresimleri
13 1238 -C-O (ester) CH; gruplarimin gerilmesi ve -C-H biikiilmesi
14 1160 -C-O (ester) CH; gruplarimin gerilmesi ve -C-H biikiilmesi
15 1119 -C-O (ester) gerilme
16 1097 -C-O (ester) stretching
17 987 Olefinik gruplarin konjuge -C-H (trans) egilme titresimleri
18 965 -C-H izole trans olefinlerin biikiilmesi
19 722 Cis-distibstitiie olefinlerin CH; sallanma ve diizlem dis1 titresimleri

Sekil 3.2.’de 1sit1lmamus ve 24 saat boyunca 1sitilmis AY nin 3650-3200 cm, 3035-2800
cm? ve 1800-500 cm™ spektral bolgelerindeki ATR-FTIR spektrumlari verilmistir.
Sekillerden goriildiigii gibi 1sitilmamis ve 24 saat boyunca 1siya maruz birakilmis AY
spektrumlarinda bazi bantlarda (#1, 2, 7, 17, 18, 19) énemli farkliliklar vardir. Onemli
farklarin oldugu bu spektral bantlar analiz edilerek 1sitma islemi sirasinda AY’de
meydana gelen degisimler hakkinda bilgi sahibi olunabilir. Esas olarak, birincil ve ikincil
oksidasyon {iriinleri, cis ve trans yag asitlerine atfedilebilecek olan bu karakteristik
bantlarda gozlenen farkliliklarin, 1sitma islemi sirasinda yagda meydana gelen
oksidasyona bagli yapisal ve kompozisyonel degisiklikler ile ilgili oldugu ve bu
degisikliklerin yaglarda meydana gelen oksidasyonun degerlendirilmesi igin
kullanilabilecegi diistintilmiistiir. Bu nedenle, calismamizda bu bantlarin detayl: analizleri

yapilarak yaglarda meydana gelen termal oksidasyonun boyutu hakkinda bilgi edinilmeye
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Sekil 3.2. Isitilmamis ve 24 saat boyunca 1sitilmis AY ’nin A) 3650-3200, B) 3035-
2800, C)1800-500cm™* dalga sayisi araligindaki ATR-FTIR spektrumu.

40



Spesifik molekiillerden kaynaklanan bantlarin intensitileri ve/veya altlarinda kalan
alanlar, o fonksiyonel grubun o ornekteki konsantrasyonu ile dogru orantilidir. Bu
nedenle kizilotesi spektroskopi c¢alismalarinda bantlarin alanlari analiz edilerek o
fonksiyonel grubun temsil ettigi maddenin miktar1 hakkinda bilgi sahibi olunabilir [121].
Bu calismada ayrica sistemdeki molekiillerin konsantrasyonu hakkinda bilgi sahibi olmak
icin alan oranlari da analiz edilmistir [121], [160]. Alan oranlarinin incelenmesi, deney
sirasindaki herhangi bir farkliliktan kaynaklanabilecek hatalar1 elimine etmeyi miimkiin
kildig1 i¢in daha dogru ve giivenilir bilgi vermektedir. Isitilmamis ve 1sitilmis yag
orneklerinden elde edilen spektrumlar arasindaki farklar1 daha net gérebilmek igin ATR-

FTIR spektrumlari farkli dalga sayis1 bolgelerine ayrilmistir.

Sekil 3.3. 1sitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat boyunca 1sitilmis kontrol (PRPLS ve BHT ilave
edilmemis), 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis AY’lerden elde edilen
spektrumlarin 3600-3250 cm™ bolgesini gostermektedir. Calismamizda, yaglardan
1sitma igslemi baslamadan 6nce ve 24 saatlik 1sitma periyodu boyunca her iki saatte bir
numune alinmasina ragmen, spektral farklari daha goriiniir kilmak i¢in bu sekillerde

sadece 1sitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat 1sitilmis numunelerin spektrumlari verilmistir.

3600-3250 cm™* bolgesinde, yaklasik 3482 cm™'deki kizildtesi bant (bant no: 1), gliserit
esterlerinin karbonil absorpsiyonlarina baglanir [160]. Bu boélge ayni zamanda
hidroperoksitlerdeki ~OH gerilme titresimlerine atfedilen yaklasik 3444 cm™'de sinyal
veren ve ikincil oksidasyon iiriinlerine atfedilen yaklasik 3530 cm™'de sinyal veren iki
fakli bant daha igerir [161], [162]. Sekil 3.3.’ten gorildigi gibi 1sitilmamis AY
spektrumlarinda 3444 ve 3530 cm™’de herhangi bir bant ortaya ¢ikmamustir. Bu sonug,
isititlmamis AY’de hidroperoksitlerin ve ikincil oksidasyon fiirlinlerinin olmadigini
gostermektedir. Oksidasyon islemi devam ettikge numunedeki hidroperoksit
konsantrasyonu arttigi i¢cin 3444 cm?® bantinin absorpsiyonu artar. Ancak
hidroperoksitlerin stabil olmadigr ve lipit oksidasyon siirecinde ikincil oksidasyon
triinlerine doniistiigli bilinmektedir. Bu nedenle, 1sitilmis yaglarda ikincil oksidasyon
tirtinlerinin de absorbansinin artmasi beklenmektedir. Sekil 2'de goriildiigii gibi 3530 cm”
L'deki bantin absorpsiyonu 1sitma islemi sirasinda artmis ve bu artis 3444 cm™'de bantta
gozlenen artistan daha belirgin diizeyde ortaya ¢ikmustir. Bunun nedeni, birincil
oksidasyon iirlinlerinin yiiksek sicakliklarda hizla ayrigmasi ve ikincil oksidasyon
{iriinlerine déniismesi olabilir. 3444 ve 3530 cm™ bantlar1, 3482 cm™de goriinen gliserit

ester banti ile ortiistiigli i¢in bu bantin sinyal siddeti/alaninda artisa neden olur [160].
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Boylece kizilotesi spektroskopi ¢alismalarinda oksidasyon sirasinda hidroperoksitlerin ve
ikincil oksidasyon iiriinlerinin miktar1 hakkinda bilgi elde etmek igin 3482 cm™ bantinin
sinyal siddeti/alan analizinden yararlanilabilir [121]. Sekil 3.3A'dan goruldigia gibi,
kontrol AY’de bu bantin sinyal siddeti/alan1 1sitma isleminden sonra artmistir ve bu artis
1sitma siiresinin artmasiyla daha carpici hale gelmistir. 1000 ppm ve 1500 ppm PRPLS
eklendikten sonra 1sitilmig AY’den elde edilen spektrumlardaki degisikliklerin
kontrolden elde edilen spektrumlara benzer oldugu Sekil 3.3A-C'den goriilebilir. Sekil
3.3D ve E incelendiginde, 2000 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis AY’lerin 1sitilmamis
ve 1sitilmig spektrumlart arasinda dnemli bir fark olmadigi, spektrumlarin neredeyse {ist
tiste cakistig1 goriilmektedir. Bu sonug 2000 ppm PRPLS'in AY’de 1s1l islem sirasindaki
oksidasyon {lrlinii olusumunu engelledigini ve calismamizda pozitif kontrol olarak

kullandigimiz BHT kadar etkili oldugunu gostermistir.

Kontrol 1000 ppm PSPLS

SOGURMA (A.U.)
SOGURMA (A.U.)

3600 3550 3500 3450 3400 3350 3300 2350 3600 3550 3500 3450 3400 3350 3300 3250
DALGA SAYISI (em™) DALGA SAYTST (em )

i 1500 ppm PSPLS 1 2000 ppm PSPLS

SOGURMA (A.U.)
SOGURMA (A.U)

3600 3550 3500 3450 3400 3350 3300 3250

3600 3550 3500 3450 3400 3350 3300 3250

DALGA SAYISI (em™) DALGA SAYTST (em ™)

1 BHT

SOGURMA (A.U.)

3550 3500 3450 3400 33s0 3300 3250
DALGA SAYISI (em™?)

Sekil 3.3. 3600-3250 cm! spektral bolgesinde 1sitilmamis 6, 12, 18, 24 saat boyunca
isitilmig A) kontrol, B) 1000 ppm PRPLS, C) 1500 ppm PRPLS, D) 2000 ppm PRPLS,
E) BHT eklenmis AY’ nin ATR-FTIR spektrumlari.

Calismamizda, analiz edilen spektral parametreler ile 1sitma siiresi arasindaki iligkiyi
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degerlendirmek i¢in elde edilen spektral veriler kullanilarak lineer regresyon analizi
yaptlmistir. Spektral sekillerde sadece isitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat 1sitilmig
numunelerin spektrumlar1 verilmesine ragmen regresyon grafiklerinde, elde edilen tiim
veriler verilmistir. Lineer regresyon grafiginde, FTIR spektrumlarindan elde edilen alan
ve alan oran degerleri ile sicaklik degiskeni arasinda nicel dogrusal bir iliski ortaya
cikmistir. Bu sekillerde lineer regresyon denklemleri ve elde edilen korelasyon katsayilar
(R) da gosterilmistir. Korelasyon, iki veri setinden alinan degerlerin uyumudur ve
arastirilan veriler arasindaki iliskinin derecesini ifade eder. Korelasyon katsayisi, bir
degiskenin degerindeki degisikliklerin digerinin degerindeki degisikliklerle ne Olciide
iligkili oldugunu gosterir [163]. Dolayisiyla bu katsayilar, dogrusal iliski giiciinii
tanimlayan nicel bir 6lglimii temsil eder [123]. Lineer regresyon analizi bitkisel yaglarin
oksidatif stabilitesinin degerlendirilmesinde 6nceki ¢alismalarda da kullanilmistir [121],

[124].

Sekil 3.4A 3482 cm™ bantinin altinda kalan alan ile yaglara uygulanan 1sitma siiresi
arasindaki korelasyonlar1 gostermektedir. Sekilden goriildiigii gibi bu bantin alan
degerlerindeki degisimler ile 1sitma siiresi arasinda tiim yaglar icin oldukga yiiksek
korelasyon katsayilar1 elde edilmistir. Bu degerler genel olarak 0,91°den biiyiiktiir.
Sekildeki regresyon egrileri, 1sitma siiresi arttik¢a bu bantin altinda kalan alanin arttigini
ve 1sitma siiresi arttik¢a bu artigin daha belirgin hale geldigini agikga gostermektedir. Bu
sonug, 1stya maruz kalan AY’de birincil ve ikincil oksidasyon iirlinlerinin miktarimin
arttigini dogrulamaktadir. Sekil 3.4A’dan goriildigi gibi kontrol, 1000 ve 1500 ppm
PRPLS ilaveli AY lerin egim degerleri birbirine olduk¢a yakindir (kontrol: 0,0037, 1000
ppm PRPLS: 0,0033, 1500 ppm PRPLS: 0,0036), 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY nin
egim degeri ise onlardan ¢ok daha diisiiktiir (0,001). Ayrica bu sekillerden goriildiigii gibi
2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’nin egim degeri, BHT ilave edilmis AY nin egim
degerine (0,0012) ¢ok yakindir ve korelasyon egrileri neredeyse iist iiste ¢akigmstir.
Benzer sekilde bu bantin Sekil 3.4B’de verilmis olan 3482/2923 c¢cm™ bant alan oran
degerlerindeki egim degerleri karsilagtirildiginda kontrol, 1000 ve 1500 ppm PRPLS
ilaveli AY’lerin egim degerinin (0,0005) birbirine esit oldugu goriilmiistiir. Bu oran
degerlerindeki egim degerleri karsilastirildiginda en diisiik egim degeri 2000 ppm PRPLS
ilaveli AY’de 0,0001 olarak belirlenirken bu degeri 0,0002 ile BHT ilaveli AY takip
etmistir. Sekil 3.4B’de goriildiigii gibi kontrol, 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilaveli AY lerin
korelasyon egrileri iist iiste ¢akisirken, 2000 ppm PRPLS ve BHT ilaveli yaglarin egrileri

43



de neredeyse lst iiste ¢akismistir. Bu sonug, alan analizinden elde edilen sonucu

dogrulamis ve 1000 ve 1500 pmm PRPLS ilavesinin hidroperoksit olusumunu

engellemede basarili olamadigini, 2000 ppm PRPLS ilavesinin ise hidroperoksit

olusumunu engellemede BHT den bile daha iyi diizeyde basarili oldugunu gostermistir.

A

Bant Alani

Bant Alan Orani
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Sekil 3.4. Isil islemden sonraki 24 saat i¢cinde 13 farkli 6rnekleme zamanina gore
AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarindaki A) 3482 cm™ bantinin alani ve B)
3482/2923 cm! alan oram degerlerindeki degisiklikler.

Sekil 3.5 1sitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat boyunca 1sitilmig kontrol (PRPLS ve BHT ilave
edilmemis), 1000, 1500 ve 2000 PRPLS ve BHT ilave edilmis AY’lerden elde edilen

spektrumlarin 3035-2990 cm™ bolgesini gostermektedir. Bu bolgede bulunan 3009 cm™

bant1 (bant no: 2), doymamis yag asitlerinin cis-olefinik ¢ift baglarinin C-H gerilme

titresimlerinden kaynaklanmaktadir [123]. Bu nedenle, bu bantin altindaki alan analiz

edilerek, 1s1l islem sirasinda doymamais yag asitlerinin cis ¢ift baglarinin miktar1 hakkinda

degerli bilgiler elde edilebilir. Sekil 3.5A’dan goriildigii gibi, kontrol yagda bu bantin
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altindaki alan 1sitma siiresi arttik¢a azalmigtir ve bu azalma 1siya maruz kalma siiresinin
artmasiyla daha belirgin hale gelmistir. Sekil 3.5B-C’den 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilave
edilmesi ile elde edilen spektrumlardaki degisimlerin kontrolde meydana gelen
degisimlere oldukca benzedigi ve 1sitma siiresi arttikca bu bantin altinda kalan alanin
azaldig1 goriilmektedir. Sekil 3.5D’de verilmis olan 2000 ppm PRPLS ilave edilmis
AY’nin spektrumlarina bakildiginda degisim oraninin diger yag gruplarina gore ¢ok daha
az oldugu ve 6, 12, 18, 24 saat boyunca 1sitilmis yaglarin spektrumlarinin 1sitilmamis AY
spektrumuna olduke¢a yakin oldugu goriilmektedir. Sekil 3.5E’de verilmis olan BHT ilave
edilmis AY nin spektrumlarindaki degisimler incelendiginde bu yagda da 1sitma stiresi
arttikca 3009 cm™ bantinin altinda kalan alanin azaldign goriilmiistiir. Ancak bu
azalmanin orani kontrol, 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilave edilmis yaglardaki kadar biiyiik
olmamakla birlikte 2000 ppm PRPLS ilave edilmis yagdaki kadar kiigiik te olmamistir.
Bu sonug, 2000 ppm PRPLS’nin AY’de 1s1l islem sirasinda doymamuis cis ¢ift baglarin

miktarindaki azalmay1 engellemede BHT den ¢ok daha etkili oldugunu gostermistir.
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Kontrol 1000 ppm PSPLS
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Sekil 3.5. 3035-2990 cm'™? spektral bolgesinde 1sitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat boyunca
1isitilmis A) kontrol, B) 1000 ppm PRPLS, C) 1500 ppm PRPLS, D) 2000 ppm PRPLS,
E) BHT eklenmis AY’ nin ATR-FTIR spektrumlari.

Sekil 3.6, 3009 cm™* bant1 ve 3009/2923 cm™ bant alan oranu ile ilgili kontrol (PRPLS ve
BHT ilave edilmemis), 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve ppm BHT ilave edilmis
AY’nin FTIR verileri ile 1sitma siiresi arasindaki korelasyonlar1 gostermektedir.
Sekillerden gortildiigii gibi R degerleri genel olarak 0,94’ten biytktiir. Sekil 3.6A’da
verilen alan degerlerindeki degisimleri gdsteren egrilerin egim  degerleri
karsilastirildiginda kontrol (0,0027), 1000 ppm (0,0031) ve 1500 ppm (0,0027) PRPLS
ilaveli AY’nin egim degerlerinin birbirine olduk¢a yakin oldugu goriilmektedir. 2000
ppm PRPLS ilave edilmis AY nin egim degerinin (0,0012) bu yaglarin egim degerinin
yarisindan bile daha diisiik oldugu goriilmiistiir. BHT ilave edilmis yagin egim degeri ise
kontrol ve 2000 ppm PRPLS ilave edilmis yagin egim degerleri arasindadir (0,002). Bu
bantin Sekil 3.6B’de verilmis olan 3009/2923 cm™ bant alan oran degerlerindeki egim
degerleri karsilastirildiginda kontrol, 1000 ppm ve 1500 ppm PRPLS ilavesinin alan oran
egim degerinin (0,0005) birbirine esit oldugu goriilmektedir. Bu sekildeki en diisiik egim
degerine sahip olan 2000 ppm PRPLS ilaveli AY’de egim degeri 0,0002 olarak
belirlenirken bu degeri 0,0003 ile BHT ilaveli AY takip etmistir. Bu sonug¢ 1000 ve 1500
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ppm PRPLS ilavesinin doymamis cis yag asidi miktarindaki azalmay1 engellemede
basarili olamadigini, 2000 ppm PRPLS ilavesinin doymamis cis ¢ift bag miktarindaki

azalmayi engellemede BHT den bile ¢cok daha 1yi diizeyde basarili oldugunu gostermistir.

0,35
y=-0,0012x+0,34
R=0,94

0,33

u
y=-0,0027x+ 0,3351
R=0,99

0,31

£ 0,29
L]
=<
P
g o y = -0,0027x+ 0,3351 e
o
R=0,99 ® &
0,25 y=-0,0031x + 0,3322
R=0,99
0,23
(4] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (s)

+ Kontrol e 1000 ppm PRPLS & 1500 ppm PRPLS ® 2000 ppm PRPLS

B 3009/2923 cm™!

0,055
y = -0,0002x + 0,0526

R=0,97

0,05

y=-0,0005x+ 0,0518

£
©
5 oo - pa— R:=0,99
s &
o X\
< op4 y = -0,0005x + 0,0514\>\.\‘\.\'
E R=0,99
0,035 y = -0,0005x + 0,0515
R=0,99
0,03 1 . ‘ . ‘ ; . r . ‘ ‘ r ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (s)

» Kontrol e 1000 ppm PRPLS & 1500 ppm PRPLS m 2000 ppm PRPLS

Sekil 3.6. Isil islemden sonraki 24 saat i¢cinde 13 farkli 6rnekleme zamanina gore
AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarindaki A) 3009 cm™ bantinin alani ve B)
3009/2923 cm! alan oram degerlerindeki degisiklikler.

Sekil 3.7 1sitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat boyunca 1sitilmig kontrol (PRPLS ve BHT ilave
edilmemis), 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis AY’lerden elde edilen
spektrumlarin  1770-1710 cm™ bolgesini gdstermektedir. 1770-1710 cm™ bolgesi
aldehitler, ketonlar ve esterler dahil olmak {zere trigliseritlerin karboksilik asit
titresimlerinden sinyaller alir [159]. Bu bolgedeki 1745 cm™ banti (bant no:7) esas olarak

lipitlerdeki karbonil esterlere atfedilir. Yukarida bahsedildigi gibi, oksidasyonun ilk
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basamaginda olusan hidroperoksitlerin pargalanmasiyla alkoller, serbest yag asitleri,
esterler, ketonlar ve aldehitler gibi bir¢ok ikincil oksidasyon iirlinleri olusur [29][164].
Bu yeni bilesikler 1745 cm™ bantinin 6zelliklerinde baz1 degisikliklere neden olur. Daha
onceki calismalarda, 1745 cm™ bantindaki degisikliklerin, karbonil gruplart igeren ikincil
oksidasyon iiriinlerinden kaynaklanan 1728 cm™de olusan banttan kaynaklandig
gdsterilmistir [123], [159]. 1728 cm™ bant1 1745 cm™ bantma ¢ok yakin oldugundan bu
bantta bir genislemeye ve alan degerinde bir artisa neden olur. Sekil 3.6A’da gorildiigi
gibi kontrol (PRPLS ve BHT ilave edilmemis) AY’de 1sitma stiresi arttikca bu bantin
altinda kalan alan artmistir. 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilaveli yaglardan elde edilen
spektrumlarda meydana gelen degisimler kontrol AY’ye benzerdir (Sekil 3.7B ve C)
Sekil 3.7D ve E’den 2000 ppm PRPLS ve BHT ilavesi ile birlikte isitilmamis AY
spektrumlarinin, 6, 12, 18 ve 24 saat 1sitilmig AY spektrumlarina oldukga yakin oldugu
goriilmektedir. Bu sonug, kontrol (PRPLS ve BHT ilave edilmemis), 1000 ppm PRPLS
ve 1500 ppm PRPLS ilaveli AY’nin 1745 cm™ bantindaki degisimlerin 2000 ppm PRPLS
ve BHT eklenmis AY’deki degisimlere kiyasla daha yiliksek oranda gerceklestigini

gostermektedir.
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Kontrol 1000 ppm PSPLS
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Sekil 3.7. 1770-1710 cm! spektral bolgesinde 1sitilmamis 6, 12, 18, 24 saat boyunca
1isitilmis A) kontrol, B) 1000 ppm PRPLS, C) 1500 ppm PRPLS, D) 2000 ppm PRPLS,
E) BHT eklenmis AY nin ATR-FTIR spektrumlari.

Sekil 3.8, 1745 cm™ bantinin altinda kalan alan ve 1745/2923 cm™ bant alan orani ile
ilgili kontrol (PRPLS ve BHT ilave edilmemis), 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve BHT
ilave edilmis AY’lerden elde edilen FTIR wverileri ile 1sitma siiresi arasindaki
korelasyonlar1 gostermektedir. Bu grafiklerden goriildiigii gibi R degerleri 0,85’in
tizerindedir. Sekil 3.8A’da verilmis olan regresyon grafigindeki egim degerleri
karsilastirildiginda kontrol (0.0132), 1000 ppm (0,0139) ve 1500 ppm PRPLS (0.0127)
eklenmis yaglarin egim degerlerinin birbirine oldukga yakin oldugu, 2000 ppm PRPLS
eklenmis yagin egim degerinin (0.0043 ) bu yaglardan oldukga diisiik oldugu ve BHT
eklenmis yaga (0.0029) olduk¢a yakin oldugu goriilmiistiir. Bu bantin Sekil 3.8B’de
verilmis olan 1745/2923 cm™ bant alan oran degerlerindeki egim degerleri
karsilastirildiginda 0,0003 ile en diisiik egim degerine 2000 ppm PRPLS eklenmis AY
oldugu goriilmektedir. Bu egim degerini 0,0008 ile BHT eklenmis AY takip ederken
kontrol, 1000 ppm ve 1500 ppm PRPLS eklenmis AY egim degerlerinin birbirine oldukca
yakin oldugu (kontrol: 0,0011, 1000 ppm PRPLS: 0,0009, 1500 ppm PRPLS: 0,001)
goriilmektedir. Bu sonug, 2000 ppm PRPLS ilavesinin AY de 1s1l islem sirasindaki ikincil
oksidasyon {iriinleri olusumunu engellemede BHT’den bile etkili oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 3.8. Isil islemden sonraki 24 saat i¢inde 13 farkli 6rnekleme zamanina gore
AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarmdaki A) 1745 cm™ bantinin alani ve B)
1745/2923 cm™* alan oran1 degerlerindeki degisiklikler.

Sekil 3.9, 1sitilmamus ve 6, 12, 18, 24 saat boyunca 1sitilmig kontrol (PRPLS ve BHT ilave
edilmemis), 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve ppm BHT ilave edilmis AY ’lerden elde
edilen spektrumlarm 1000-630 cm™ bélgesini gostermektedir. 1000-630 cm?
spektroskopik bolgesinde, 987 cm™'deki bant (bant no:17) hidroperoksitlerin C-H trans-
konjuge dien gruplarinin biikiilme titresimlerinden, 965 cm™'deki bant (bant no:18)
sistemdeki trans yag asitlerinden kaynaklanmaktadir. 722 cm™'deki (bant no:19) bant ise
cis-disiibstitiie olefinlerin diizlem dis1 titresimlerinden kaynaklanmaktadir [159], [162].
Bu nedenle, bu bolge analiz edilerek hem cis hem de trans izomerler hakkinda bilgi elde

edilebilir.
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Kontrol v 1000 ppm PSPLS 13
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Sekil 3.9. 1000-630 cm™ spektral bolgesinde 1sitilmamis 6, 12, 18, 24 saat boyunca
isitilmis A) kontrol, B) 1000 ppm PRPLS, C) 1500 ppm PRPLS, D) 2000 ppm PRPLS,
E) BHT eklenmis AY’ nin ATR-FTIR spektrumlari.

Yukarida da bahsedildigi gibi FTIR calismalarinda, 987 ve 965 cm™’deki kizilotesi
bantlar, sistemdeki trans yag asitlerinin oranindaki degisiklikler hakkinda bilgi elde
etmek i¢in kullanilabilir. Sekil 3.9°da goriildiigli gibi, trans-konjuge dien gruplarindan
kaynaklanan 987 cm™ banti 1sitilmamis yaglarda neredeyse yok denecek kadar zayiftir.
Isitma siiresi arttikca bu bantin altinda kalan alan degeri kontrol, 1000 ve 1500 ppm
PRPLS eklenmis AY o6rneklerinde 6nemli oranda artmistir (Sekil 3.9A, B ve C). 2000
ppm PRPLS ve BHT eklenmis yagda bu bantin alaninda 1sitma isleminden sonra az
miktarda bir artis oldugu, 1sitilmamis ve 1sitilmig yaglardan elde edilen spektrumlarin
neredeyse {ist iiste cakistig1 goriilmiistiir (Sekil 3.9D ve E). Sekil 3.10, 987 cm™ bant1 ve
987/2923 cm! bant alan oran ile ilgili kontrol, 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve ppm
BHT ilave edilmis AY’lerden elde edilen FTIR verileri ile 1sitma siiresi arasi arasindaki
korelasyonlar1 gostermektedir. Bu grafikler iizerinde gosterilen R degerleri genel olarak
0,93’ten biiytiktiir. Bu bantla ilgili alan regresyon grafigine bakildiginda (Sekil 3.10A)
kontrol, 1000 ppm ve 1500 ppm PRPLS eklenmis AY egim degerinin neredeyse birbirine
esit oldugu (~0,002), 2000 ppm PRPLS (0,0011) ve BHT ilaveli (0,0012) AY ’lerin egim
degerlerinin  bu yaglardan oldukc¢a diisiik oldugu ve birbirine yakin oldugu
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goriilmektedir. Bu bantla ilgili Sekil 3.10B’de verilen 987/2923 cm™ bant alan oranlarmin
regresyon egrilerinin egim degerleri karsilastirildiginda 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilaveli
AY’lerin egim degerinin, kontrol AY egim degerine esit oldugu (0,0003), 2000 ppm
PRPLS ve BHT eklenmis AY egim degerinin bu yaglardan diisiik ve birbirine esit oldugu
(0,0002) goriilmektedir. Bu sonu¢ 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’de 1s1l islem
sirasindaki trans yag asidi miktarindaki artmayr engelledigini ve BHT kadar etkili

oldugunu gostermistir.
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Sekil 3.10. Isil islemden sonraki 24 saat iginde 13 farkli 6rnekleme zamanina gore
AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarindaki A) 987cm™ bantinin alan1 ve B)
987/2923 cm™ alan oran1 degerlerindeki degisiklikler.

Ikincil oksidasyon iiriinlerindeki trans cift baglardan kaynaklanan 965 cm™ bantindaki
degisimler incelendiginde bu bantin 1sitilmamig tiim yag 6rneklerinde ¢ok zayif oldugu
goriilmektedir (Sekil 3.9A-E). Sekil 3.9A’dan goriildiigii gibi kontrol AY’de 1sitma siiresi
arttikga bu bantin altinda kalan alan daha belirgin hale gelmistir. Sekil 3.9B ve C’den
goriildiigi gibi 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilave edilmis AY spektrumlarinin, kontrol
AY’ye olduke¢a benzedigi goriilmektedir. Sekil 3.9D ve E’den 2000 ppm PRPLS ve BHT
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ilave edilmis AY’de 1sitma siiresi arttikga bant alaninda meydana gelen artig oraninin

diger yaglara oranla oldukca diisiik oldugu goriilmektedir.

Sekil 3.11, 965 bant1 ve 965/2923 cm™® bant alan orani ile ilgili kontrol, 1000, 1500 ve
2000 ppm PRPLS ve ppm BHT ilave edilmis AY’lerden elde edilen FTIR verileri ile
1sitma siiresi arasindaki korelasyonlar1 gostermektedir. Bu grafiklerden goriildiigii gibi R
degerleri 0,97 nin {izerindedir. Bu bantla ilgili alan regresyon grafigine bakildiginda
(Sekil 3.11A) en diisiik egim degerine BHT ilaveli AY nin (0,0015) sahip oldugu, 2000
ppm PRPLS ilaveli AY’ nin egim degerinin (0,0018) bu degere olduk¢a yakin oldugu
goriilmektedir. Kontrol AY nin egim degerinin (0,0032), 1000 ppm PRPLS ilaveli AY
egim degerinin (0,004) ve 1500 ppm PRPLS ilaveli AY egim degerinin (0,0026) bu
degerlerden oldukca diisiik oldugu goriilmektedir. Bu bantla ilgili Sekil 3.11B’de verilmis
olan 965/2923 cm™ alan oran degerlerindeki degisimler karsilastirildiginda en diisiik egim
degeri BHT eklenmis AY’de 0,0002 olarak belirlenirken bu degeri, 0,0003 ile 2000 ppm
PRPLS eklenmis AY takip etmistir. Bu degeri 0,0006 ile 1000 ppm PRPLS ilaveli AY,
0,0005 ile kontrol AY ve 0,0004 ile 1500 ppm PRPLS eklenmis AY takip etmistir. Bu
sonug, 2000 ppm PRPLS’nin AY’de 1s1l islem sirasindaki trans yag asidi olusumunu
BHT’ye yakin oranda engelledigini gostermektedir.
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Sekil 3.11. Isil islemden sonraki 24 saat iginde 13 farkli 6rnekleme zamanina gore
AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarmdaki A) 965 cm™ bantmin alani ve B)
965/2923 cm™ alan orami1 degerlerindeki degisiklikler.

722 cmt bant, tipk1 3009 cm™ bant1 gibi doymamus yag asitlerinin cis ¢ift baglariyla ilgili
bilgi vermektedir [160]. Sekil 3.9A’dan goriildigii gibi kontrol AY’de 1sitma iglemi
siiresinin artmasi ile birlikte bu bantin altinda kalan alan azalmistir ve 1sitma siiresi
arttikca bu fark daha belirgin hale gelmistir. Sekil 3.9B ve C’den 1000 ve 1500 ppm
PRPLS ilave edilmis AY’lerde de tipki kontrol AY de oldugu gibi 1sitma siiresi arttikca
bu bantin altinda kalan alanin azaldig1 goriilmektedir. Sekil 3.9D ve E’deki 2000 ppm
PRPLS ilave edilmis ve BHT ilave edilmis AY’lerde degisimler incelendiginde 1sitma
siiresine bagli olarak spektrumlarda belirgin bir degisiklik meydana gelmedigi ve bu

spektrumlarin neredeyse iist iiste cakistigi goriilmektedir.

Sekil 3.12, 722 bant1 ve 722/2923 cm™ bant alan orani ile ilgili kontrol, 1000, 1500 ve
2000 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis AY’lerden elde edilen FTIR verileri ile 1sitma

siiresi arasindaki korelasyonlar1 gostermektedir. Bu sekillerden korelasyon degerlerinin
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oldukea yiiksek oldugu (0,96, 0,98 ve 0,99) goriilmektedir. Korelasyon egrilerinin egim
degerleri karsilastirildiginda en diisiik egim degerine (0,0065) 2000 ppm PRPLS ilave
edilmis AY nin sahip oldugu goriilmektedir. Benzer sekilde Sekil 3.12B’de verilmis olan
722/2923 cm? bant alan oran degisimleri ile ilgili egrilerin egim degerleri
karsilagtirildiginda en diigiikk egim degerine 0,0013 ile 2000 ppm PRPLS eklenmis
AY’nin sahip oldugu goriilmektedir. Bu degeri 0,002 ile BHT, 0,0033 ile 1500 ppm
PRPLS eklenmis AY, 0,0035 ile kontrol AY ve 0,004 ile 1000 ppm PRPLS eklenmis
AY ’nin takip ettigi gériilmektedir. Bu sonug¢ 2000 ppm PRPLS’ nin AY’de doymamus cis
cift bag miktarindaki azalmayi belirgin bir sekilde engelledigini gostermektedir.

A 722 cm!

39 y = -0,0185x + 3,7826

- R=0,99
4 y =-0,0065x + 3,7581

Bant Alani

y=-0,0176x+ 3,7591
33 R=0,98

~—0

y = -0,0208x + 3,7099 \'\‘,
9 R=0,99
31
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Zaman (s)

* Kontrol e 1000 ppm PRPLS 4 1500 ppm PRPLS = 2000 ppm PRPLS

B 722/2923 cm!

y =-0,0035x + 0,5845

R=0,99 y=-0,0013x+0,5818
=V

R=0,98

Bant Alan Orami

0,49 y =-0,0033x+ 0,5772 = e
R=0,99
0,47 y =-0,004x + 0,5757
0,45 R=0,99
0,43
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Zaman (s)

«+ Kontrol ® 1000 ppm PRPLS 4 1500 ppm PRPLS ® 2000 ppm PRPLS

Sekil 3.12. Isil islemden sonraki 24 saat i¢inde 13 farkli 6rnekleme zamanina gore
AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlaridaki A) 722 cm™ bantinin alani ve B)
722/2923 cm alan oram degerlerindeki degisiklikler.

3.1.3.1. Kemometrik Analiz

Sekil 3.13 A, B, C, D sirastyla kontrol, 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve BHT ilave
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edilmis AY’ler icin PCA’nin skor plotlarmi gostermektedir. Sekilden goriildiigii gibi
maximum varyasyon degerleri oldukca yiiksektir (PC1+PC2: kontrol ve BHT igin %97,
1000 ppm PRPLS i¢in %98, 1500 ppm PRPLS i¢in %95, 2000 ppm PRPLS i¢in %93) ve
PCA yaglar1t milkemmel bir sekilde ayirt edebilmektedir. Sekil 3.13A’da goriildigi gibi
1isititlmamus (0 saat) ve 2, 4, 6, 8, 10 s 1sitilmis kontrol numuneleri PC1’in pozitif tarafinda,
diger yag numuneleri (12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 s istilmis) negatif tarafinda
kiimelenmistir. Ayrica bu sekilden goriildiigii gibi 1sitilmamis kontrol AY PC2’nin
negatif ¢eyregine yerlesmis ve PC2’nin pozitif tarafina yerlesmis olan 2, 4, 6, 8 saat
isitilmis AY Orneklerinden oldukga uzakta kiimelenmistir. Bu sonug, 1sitilmamis ve
isitilmig kontrol yag ornekleri arasinda son derece agik bir ayrim oldugunu, kontrol
AY’de 2 saatlik 1s1l islemden sonra bile yapisal ve kompozisyonel degisimler meydana
gelmeye basladigini ve bu degisikliklerin 10 saatlik 1s1l islemden sonra ¢ok daha dramatik
boyutlara ulastigin1 gostermistir. Sekil 3.13 B ve C ve E’de verilmis olan 1000 ve 1500
ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis AYlerin skor plotlari incelendiginde ayrimin kontrol
AY’ye benzedigi ancak yag numunelerinin birbirlerine oldukca yakin kiimelendikleri
goriilmektedir. Bu sonug 1000 ve 1500 ppm PRPLS ve BHT ilavesi ile birlikte yagin
bilesiminin ve yapisinin 1s1l islem boyunca degistigini ancak bu degisimin boyutlarinin
kontrol AY’de oldugu kadar dramatik boyutlarda olmadigimi gostermistir. Sekil
3.13D’deki 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’nin skor grafigine bakildiginda
isitilmamis (0 saat) ve 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 s sitilmis AY 6rneklerinin PC1’in pozitif
tarafinda yer aldig1 diger AY o6rneklerinin (16, 18, 20, 22, 24 s 1sitilmig) PC1’in negatif
tarafinda yer aldig1 goriilmektedir. Ayrica bu sekillerden 1sitilmamis AY 6rneginin 2, 4,
6, 8 saat 1sitilmis AY Orneklerine oldukca yakin kiimelendigi goriilmektedir. Bu sonug,
2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’nin yapisinin ve kompozisyonunun ilk 14 saat
boyunca, kontrole gore daha az degisime ugradigini yani PRPLS’in yagda meydana gelen
oksidatif hasar1 engellemede 14 saat boyunca ciddi derecede basarili oldugunu

gostermistir.

56



Scores A

0,002 -
(Kontrol)
8s 6s
0,001 24 165
. -
225 145 4s
E:. - . . 2s
33 0
et 20s
) .
18s
oL . 125 10s
0,001 . .
0s
-
0,002 : : . . ‘
0,006 0,004 0,002 0 0,002 0,004 0,006
PC-1(%90)
Scores B
(1000 ppm PRPLS)
0,001 - 45
L]
8s
24s s 2s
32s LA
T Ns 161;5
£ L] .
e,
> 0 2s
®)] .
[«W
-0,001 -
i 185 108 0.5
L] .
0,01 0
PC-1 (% 94)
Scores C
(1500 ppm PRPLS)
0,002
8s
68
* oS
0,001 - 24s 165 -
L] 145
®e12
225 ® 125
o~ 0 - [ ]
et 205 Os
[ ]
1-0.001
@}
=
0,002
0.5
-0,003 185
L ]
0 0,01

PC-1(% 82)

Sekil 3.13. 24 saatlik 1s1] islem boyunca 13 kez 6rneklenmis kontrol (A), 1000 ppm
PRPLS (B), 1500 ppm PRPLS (C), 2000 ppm PRPLS (D) ve BHT (E) ilave edilmis
AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarinin 3035-2800 cm-1 spektral araliklar1 i¢in
PCA skor grafikleri.
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Sekil 3.13. (devam) 24 saatlik 1s1l islem boyunca 13 kez 6rneklenmis kontrol (A), 1000
ppm PRPLS (B), 1500 ppm PRPLS (C), 2000 ppm PRPLS (D) ve BHT (E) ilave
edilmis AY’den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarmimn 3035-2800 cm™ spektral
araliklar1 i¢in PCA skor grafikleri.

Caligmamizda, 2000 ppm PRPLSmin analiz edilen tiim parametreler i¢in koruma
sagladig1 belirlendiginden, PCA ayrica kontrol ve 2000 ppm PRPLS katkili yaglara
birlikte uygulanmistir. Sekil 3.14 1sitma islemi sirasinda her iki saatte bir 6rneklenen
kontrol ve 2000 ppm PRPLS eklenmis AY’lerden elde edilen spektrumlarin PCA skor
grafigini gostermektedir. Sekil 3.14’ten gorildigii gibi, maksimum varyasyon degeri
(PC1 + PC2 = %97) oldukga yiiksektir. Sekilden ayrica 1sitilmamig (0 saat) ve nispeten
kisa siireli (2, 4, 6, 8 saat) 1sitilmis kontrol AY o6rneklerinin PC1'in pozitif tarafinda ve
daha uzun siire (10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 saat) 1sitilmis kontrol AY numunelerinin
PCl'in negatif tarafinda kiimelendigi ve isitilmamis kontrol AY’nin, 2, 4, 6, 8 saat
isitilmig kontrol AY orneklerinden oldukga uzaga yerlestigi goriilmektedir. Bu sonug,
1sitilmamis ve 1sitilmis kontrol yag numuneleri arasinda ¢ok net bir ayrim oldugunu,

kontrol AY’de 2 saat 1stya maruz kaldiktan sonra bile yagda 6nemli derecede yapisal ve
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bilesimsel degisiklikler meydana geldigini ve bu degisikliklerin 8. saatten sonra ¢ok daha
dramatik boyutlara ulagtigin1 gdstermistir. Ayrica bu sekil, 2000 ppm PRPLS eklenmis
AY numunelerinin tamaminin isitilmamis ve kisa siireli (2, 4, 6, 8 saat) 1sitilmis kontrol
AY numuneleri ile birlikte PC1'in pozitif tarafinda ve kisa siireli 1sitilmig kontrol AY
numunelerine ¢ok yakin kiimelendigini gostermektedir. Bu sonug, 2000 ppm PRPLS
eklenmis AY'nin yapisinin ve bilesiminin 24 saat boyunca ¢ok az yani PRPLS'nin

yagdaki oksidatif hasar oranini1 azaltmada basarili oldugunu gostermistir.

Scores
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*e pg_ FP6
. Cs .e
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Sekil 3.14. 24 saatlik 1s1l islem boyunca 13 kez drneklenmis kontrol (C) ve 2000 ppm
PRPLS (P) ilave edilmis AY den elde edilen ATR-FTIR spektrumlarmin 4000-450 cm™
spektral araliklar1 icin PCA skor grafigi.

3.1.4. Termal Analiz Sonuglari

Calismamizda kullandigimiz AY ’nin oksidatif stabilitesi ve PRPLS’nin AY ’nin oksidatif
stabilitesine etkileri ayrica izotermal olmayan TGA ve DTA teknikleri ile incelenmistir.
ATR-FTIR spektroskopisi sonuglarimiz AY’ye eklenen 1000 ve 1500 ppm PRPLS
ilavesinin AY’de belirgin bir koruma saglamadigin1 ancak 2000 ppm PRPLS ilavesinin
pozitif kontrol olarak kullandigimiz BHT’den bile daha iyi koruma sagladigini
gostermistir. Bu nedenle calismamizda 2000 ppm PRPLS ilavesinin AY’de gergekten
koruma saglayip saglamadigini dogrulamak i¢in termal analiz kontrol (PRPLS ve BHT

icermeyen) ve 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’ler lizerinde gerceklestirilmistir.

Kontrol ve 2000 ppm PRPLS eklenmis AY nin termogravimetrik profillerinin kizartma
siiresi ve sicakliga bagli olarak nasil degistigini tespit etmek amaciyla yaglar oda

sicakligindan 800 °C’ye kadar 1sitilmis ve bu yaglarin es zamanli TGA ve DTA egrileri
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elde edilmistir. Sekil 3.15 bu ¢alismada kullanilan kontrol ve 2000 ppm PRPLS eklenmis
AY’nin kuru hava akisinda elde edilmis TGA ve DTA egrilerini gostermektedir. Elde

edilen TGA ve DTA egrileri analiz edilen yaglarin termal davranisini agik¢a gostermistir.
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90.00
13500 j
120.00 8000
: 1 4 600.00
105.00 70.00 -
90.00 60.00
75.00 50.00 1 40000
60.00 4000
45.00 30.00 - Sicakhk
j AY DTA
30.00 2000 AYTGA - 200.00
15.00 ,
10.00
0.00 4 f
0.00 -
-15.00 E - T T T T T T T T T T T T T T T T T 3 -0.00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80
Zaman (dakika)
B) DTA TGA oC
uv %
165.00 10000 1 4 800.00
15000 3 20.00 |
13500 8000
4 600.00
120.00 2000
105.00
60.00 |
9000
7500 ] 5000 -+ 400.00
60.00 4000
4500 3 ]
30.00 Sicaklik
3000 000 ] AV+PRPLSDTA | 200.00
500 1 AY+PRPLS TG4
1000
0.00
1500 3 000 7 4 -0.00

-0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80

Zaman (dakika)

Sekil 3.15. Kuru hava akisinda elde edilmis A) Kontrol AY ve B) 2000 ppm PRPLS
ilave edilmis AY nin TGA ve DTA egrileri.

Sekil 3.16’de verilmis olan DTA egrileri, kontrol AY ve 2000 ppm PRPLS eklenmis AY
numunelerinde ekzotermik olaylar1 gostererek yaglarda oksidatif ayrismanin meydana
geldigini ortaya ¢ikarmistir. Yagda meydana gelen termal bozunma islemi muhtemelen
200-380 °C araliginda ¢oklu doymamis, 380-480 °C araliginda tekli doymamis ve 480-
600 °C araliginda doymus yag asitlerinin ayrismasma karsilik gelen 3 adimda
gerceklesmistir [136]. Yaglarin meydana getirdigi pikler incelendiginde 2000 ppm
PRPLS ilave edilmis AY nin termal davranisinin kontrol AY nin termal davranisindan

farkli oldugu goriilmektedir.
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Sekil 3.16. A) Kontrol AY ve B) 2000 ppm PRPLS eklenmis AY 'nin kuru hava
akisinda elde edilmis DTA egrileri.

DTA egrilerinde termal bozunma ya da oksidasyona bagli bozunma, degredasyon
peakinden 6nce gelen bozunma baslangi¢ sicakligt (Tonset) ile gosterilir. Bu noktadan 6nce
hi¢ veya ¢ok az kiitle kayb1 olur. Sekil 3.17A ve B, Sekil 3.16 iizerinde isaretlenmis
bolgeden elde edilen kontrol AY ve 2000 ppm PRPLS eklenmis AY nin DTA egrilerinin
Tonset degerlerini gostermektedir. Sekilde Tonset degerinin kontrol AY igin 187,57 °C, 2000
ppm PRPLS eklenmis AY igin 192,69 °C oldugu goriilmektedir. Termal oksidasyon
stabilitesi baslangi¢ sicakligi ile degerlendirildiginden, daha yiiksek Tonset, sicakliga karsi
daha fazla toleransin yani sira daha iyi termal stabilite anlamina gelir [132]. Dolayisiyla
bu sonu¢ AY’nin igerigindeki ¢oklu doymamis yag asiti miktarinin fazla olmasi ile
oksidasyona olduk¢a duyarli oldugunu ve PRPLS ilavesinin AY ’nin termal stabilitesini

artirdig1 sonucunu dogrulamistir.
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Sekil 3.17. A) Kontrol AY ve B) 2000 ppm PRPLS eklenmis AY nin DTA egrilerinin
onset degerleri.

TGA programlanmis ve diizenli sicakliga maruz birakilmis numunedeki kiitle degisimini
Olgen bir tekniktir ve TGA egrilerindeki en Onemli nokta kiitle kaybinin bagladig:
noktadir. Bu nokta termal bozunma baslangic sicakligi olarak adlandirilir [165]. Kiitle
kaybi, yaglarda gosterilen baslangi¢ sicakliginin hemen ardindan TGA egrisinde %]1’lik
bozunma ile baglamaktadir [166]. TGA cihazindan gegirilen oksijen gazinin AY
tarafindan alim1 sonucunda hidroperoksitler olusur. Bu durum yagin agirhiini artirir.
Oksidasyonun ilerlemesi ile meydana gelen bag boliinmesi, karbon dioksit ve kisa zincirli
asitler, aldehitler, ketonlar ve alkoller gibi iiriinler tarafindan ugucu bilesikler meydana
gelir. Bunlar difiize olur, ugucu hale gelir ve yagin agirligi azalir (Sekil 3.18.) [133],
[167]. Cihazda sicaklik artis1 devam ettik¢e yagda meydana gelen gesitli reaksiyonlar ve
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buharlasmadan dolay1 birgok degisiklik meydana gelir. Sekil 3.18, kontrol AY ve 2000
ppm PRPLS ilave edilmis AY’den kuru hava akisinda elde edilen TGA egrilerini
gostermektedir. Kaydedilen TGA egrilerinin baslangicinda, numunelerde ¢oziicii
bulunmadigindan bunlarin yaklasik olarak termal-oksidatif stabilitelerini dogrulayan bir
plato gozlenir [168]. Sekil 3.18’den goriildiigii tizere yaglarda yaklasik 200 °C’ye kadar
bir plato gozlemlenmistir. Bu sonu¢ yaglarin termal stabilitesinin yaklagik 200 °C’ye
kadar korundugunu gostermektedir. Numune tamamen yandiginda ve TGA egrisi hemen
hemen diiz hale geldiginde, ayn1 dogru iizerindeki ekstrapolasyonun ve asagi dogru
tegetin kesisimi Toff olarak adlandirilir [169]. Bu sekilden goriildiigii gibi, kuru hava
akisinin oksidatif ortaminda neredeyse yaglar igin Toff un yaklasik 600 °C oldugu goriiliir
ve bu sicakliktan sonra pratik olarak 6nemli bir kalint1 yoktur. Bu sekillerden elde edilen
verilerden yararlanarak her basamaktaki kiitle kaybinin hangi sicaklikta basladigi ve

bittigi hesaplanmis ve bu degerler Cizelge 3.4’de verilmistir.
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Sekil 3.18. A) Kontrol AY ve B) 2000 ppm PRPLS eklenmis AY ’nin kuru hava
akisinda elde edilmis TGA egrileri.

Cizelge 3.4. Kontrol (AY) ve 2000 ppm PRPLS eklenmis AY’nin (PAY) TGA
egrilerinden elde edilen termal bozunma verileri.

Kiitle Kaybi (%) Sicaklik Araligi (°C)
1.Adim | 2. Adim | 3. Adim | 1. Adim 2. Adim 3. Adim
AY 37,924 51,946 10,015 187,57-375,5 375,5-474,03 474,03-536,82

AY+PRPLS 35,890 49,963 12,735 192,69-377,17  377,17-461,06  461,06-530,93

Cizelge 3.4°deki 1. ve 2. adim kiitle kayiplari karsilastirildiginda PRPLS eklenmis AY’de
(%35,890 ve %49,963) kontrol AY’de meydana gelen kiitle kaybina (%37,924 ve

%351,946) gore daha diisiik oranlarda gerceklestigi goriilmektedir. Bu kiitle kayiplarinin
kontrol AY’de (187,57 °C) PRPLS ilave edilmis AY ye gore (192,69 °C) ¢ok daha diisiik

sicaklikta basladig1 tespit edilmistir. Bu sonug 2000 ppm PRPLS ilavesinin AY’nin
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termal oksidasyon iizerinde koruma sagladigini gostermis ve ATR-FTIR sonuglarini
desteklemistir. PRPLS’in igerigindeki fenolik bilesiklerin yiliksek sicakliklara dayanikli
olmasi, AY’de ger¢eklesen oksidasyona karsi koruma saglamis olabilir [170].

3.1.5. TAS-TOS Analiz Sonuclari

Calismamizda ATR-FTIR spektroskopisi ve TGA-DTA teknikleri ile elde ettigimiz
verileri desteklemek igin ayrica oksidatif stres parametreleri olan antioksidan, oksidan
kapasitesi ve oksidatif stres indeksi (OSI) belirlenmistir. Yaglarin antioksidan
kapasitelerinin belirlenmesi i¢in TAS Kiti, oksidan kapasitelerinin belirlenmesi igin TOS
kiti kullanilmistir. TOS degerinin TAS degerine oranlanmasi ile OSI degerleri elde
edilmistir. TAS-TOS analizlerinde de tipk: termal analizde oldugu gibi kontrol ve 2000
ppm PRPLS ilaveli AY ler karsilastirilmistir.

Kontrol ve 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’lerin 1s1l islem sonrasinda TAS ve TOS
degerlerinde meydana gelen degisimler Cizelge 3.5’ de verilmistir. Sekil 3.19 isitilmamis
ve 6, 12, 18, 24 saat boyunca 1sitildiktan sonra alinan numunelerden elde edilen TAS ve
TOS degerlerinin kontrol ve 2000 ppm PRPLS ilaveli AY’ler i¢in karsilastirmasini
gostermektedir. Calismamizda 1sitilmamis ve her iki saatte bir alinan numunelerden
Olgtimler yapilmis olmasma ragmen, farkliliklar1 daha goriiniir kilmak igin bar
diyagramlarinda sadece 1sitilmamis ve 6, 12, 18 ve 24 saat 1sitilmis yaglarin degerleri

verilmistir. Ancak cizelgelerde elde edilen tiim veriler verilmistir.
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Cizelge 3.5. Kontrol ve 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’den elde edilen TAS ve TOS degerlerinde, 1s1l islemden sonraki 24 saat i¢inde
13 6rnekleme zamanina gore meydana gelen degisiklikler. Isitilan numunelerde 1sitilmamis yaga gore gézlenen degisimler ylizde olarak
TAS ve TOS degerlerinin altinda verilmistir. (-) 1sitilmamis yaga gore bir azalmay1 ve (+) bir artis1 gosterir.

TAS(mmol/L)

Isitma Zamani (saat)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
AY 0,23 0,114 | 0,101 0,098 | 0,094 | 0,081 0,084 | 0,076 0,087 0,083 0,1 0,057 0,058
%-50,4 | %-56,1 | %-57,4 | %-59,1 | %-64,8 | %-63,5 | %-66,9 %-62,2 | %-63,9 %-56,5 | %-75,2 | %-74,8
PAY | 0,46 0,43 0,35 0,34 0,27 0,22 0,27 0,19 0,2 0,17 0,065 | 0,063 | 0,04
%-6,5 | %-23,9 | %-25,1 | %-41,3 | %-52,2 | %-41,3 | %-58,7 %-56,5 | %-63,0 %-85,9 | %-86,3 | %-91,3
TOS (umol/L)

Isitma Zamani (saat)
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
AY 132,6 133,1 134,8 132,9 133,1 134,2 135,1 132,4 134,8 136,2 137,6 139,6 138,6
%0,4 %1,7 %0,2 %0,4 %1,2 %1,9 %-0,2 %1,7 %2,7 %3,8 %5,3 %4,5
PAY | 231,3 235,2 2348 233,3 234,2 234,2 236,3 | 236,2 235,7 2355 2354 | 236 236,5
%1,7 %1,5 %0,9 %1,3 %1,3 %2,2 %0,2 %1,9 %-0,08 %1,8 %2,0 %2,3
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Sekil 3.19. Isitilmamus ve 6, 12, 18, 24 saat 1sitilmig A) kontrol ve B) PRPLS ilaveli
AY'nin (PAY) TAS degerlerinin karsilagtirmasi.

Cizelge 3.5 ve Sekil 3.19A’dan goriildiigii lizere, 1sitma siiresi arttikca AY’de TAS degeri
azalmistir ve PRPLS ilavesi isitilmamis yagda TAS miktarini artirmigtir. Isitma siiresi
arttikga tipki PRPLS ilavesiz yagda oldugu gibi PRPLS ilaveli yagda da TAS degeri
azalmigtir. Ancak bu azalmanin oran1 PRPLS ilaveli yag i¢in farkli olmustur. Kontrol AY
grubunda 2 saatlik 1sitma isleminin uygulanmasiyla TAS degerinin %50,4 oraninda
azaldig1 gortilmektedir. 2000 ppm PRPLS eklenmis AY de ise bu degerde 2. saatte sadece
%6,5 oraninda bir azalma meydana gelmistir. ilk 18 saat boyunca PRPLS ilaveli yagda
meydana gelen azalma orani kontrol yaga gore daha diisiik olmustur. 18. saatten durum
tam tersine donmiistiir. Bu sonug, ilk 18 saatte 2000 ppm PRPLS eklenmis AY’de 1sitma

stiresi arttikca TAS diizeylerindeki azalmanin kontrol grubuna gore daha diisiik oldugu
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sonucunu ortaya konmustur. Cizelge 3.5 ve Sekil 3.19B’den goriildiigi gibi kontrol ve
PRPLS ilaveli yaglarda termal islemle birlikte TOS degerleri artmistir ve 1sitma siiresiyle

birlikte bu degerlerde ¢ok biiyiik degisiklikler olmamastir.

TOS degerinin TAS degerine oranlanmasi ile elde edilen OSI rolatif bir deger oldugundan
bize yaglarin oksidatif stres diizeyini karsilastirmak i¢in daha gilivenilir bir veri saglar.
Cizelge 3.6 kontrol ve 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’de 1s1l islem sonrasinda OSI
degerlerinde meydana gelen degisimleri, Sekil 3.20 ise 1sitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat
boyunca 1sitildiktan sonra alinan numunelerden elde edilen OSI degerlerinin toplu

karsilastirmasini gostermektedir.
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Cizelge 3.6. Kontrol ve PRPLS ilaveli AY'den elde edilen OSI degerlerinde, 1s1l islemden sonraki 24 saat i¢inde 13 6rnekleme zamanina
gore meydana gelen degisiklikler. Isitilan numunelerde 1sitilmamis yaga gore gozlenen degisimler yiizde olarak OSI degerlerinin altinda
verilmistir.

OSI (Goreceli Birim)

Isitma Zamam (saat)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

AY | 57,65217 | 116,7544 | 133,4653 | 135,6122 | 141,5957 | 165,679 | 160,8333 | 174,2105 | 154,9425 | 164,0964 | 137,6 244,9123 | 238,9555

%102,5 | %1315 | %1352 | %1456 | %187,4 | %1789 | %2022 | %168,8 | %184,6 | %138,7 | %324,8 | %314,5
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PAY | 50,28261 | 54,69767 | 67,08571 | 68,61765 | 86,74074 | 106,4545 | 87,51852 | 124,3158 | 117,85 138,5294 | 362,1538 | 374,6032 | 591,25

%8,8 %33,4 %36,5 %72,5 %111,7 | %741 %147,2 | %1344 | %1755 | %620,2 | %644,9 | %1075,9
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Sekil 3.20. Isitilmamis ve 6, 12, 18, 24 saat 1sitilmis kontrol ve PRPLS ilaveli AY'nin
OSI degerlerinin karsilagtirmasi.

Cizelge 3.6 ve Sekil 3.20°den goriildiigii tizere OSI degerleri de tipki TOS degerlerinde
oldugu gibi hem kontrol hem de PRPLS ilaveli yaglarda artmistir. PRPLS ilavesinden
sonra AY’de ilk 18 saat boyunca OSI degerleri kontrolden daha diisiik ¢ikmistir ancak
son saatlere dogru bu durum degismis 20. saatten sonra OSI degeri kontrolden daha biiyiik
cikmistir. 2000 ppm PRPLS eklenmis AY’de artan TAS ile oksidan molekiillerinin neden
oldugu oksidatif stres engellenmis ve boylece bu yagda 18. saate kadar daha diigiik OSI
degerleri elde edilmistir. Bu sonu¢ PRPLS ilavesinin AY’de 1s1 etkisiyle olusan oksidatif

stresi engellemede basarili oldugu sonucunu dogrulamistir.

3.2. TARTISMA

Yemeklik yaglarin bozunmasinda en dnemli etkenlerden biri olan oksidasyon, yaglarin
kalitesinde ve besin degerinde azalmaya neden olur. Bu nedenle yaglarin kalitesini
aragtiran ¢alismalar agirlikli olarak lipit oksidasyonuna odaklanmaktadir. Lipit
bozunmasi oda sicakliginda oldukga yavas ilerleyen bir siire¢ oldugundan, yaglarin
oksidatif stabilitesini kisa siirede tahmin etmek i¢in hizlandirilmis prosediirler
kullanilmaktadir. Yaglarin oksidatif stabilitesini degerlendirmek i¢in kullanilan
yaklagimlardan birisi, onlar1 kizartma sicakligi gibi yiiksek sicakliklarda belli bir siire
isitmaktir [171], [172]. Calismamizda, oncelikle AY’de kizartma sicakliginda meydana
gelen termal oksidasyon kaynakli yapisal ve kompozisyonel degisiklikler ATR-FTIR
spektroskopisi ile belirlenmistir. Daha sonra bu degisikliklere karst PRPLS nin koruyucu

etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi i¢in yine aymi teknikle PRPLS ilave edilmemis
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(kontrol), 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve 100 ppm BHT (pozitif kontrol) ilave
edilmis AY’ler karsilastirilmistir. Ayrica, calismamizda elde ettigimiz ATR-FTIR
sonuglarini desteklemek i¢in TGA-DTA ve TAS-TOS analizleri de gergeklestirilmistir.

Isitma islemi boyunca yaglarda meydana gelen lipit oksidasyonu ortamdaki oksijenin yag
asidi zincirinde bulunan ¢ift baglar ile reaksiyona girmesi sonucunda gergeklesir.
Oksidasyon sirasinda yiiksek 1sinin etkisiyle yag asitlerinden bir H atomu uzaklastirilir
ve sonugcta bir lipit alkil radikali olusur. Yag asidinden ayrilan H yerine molekiiler oksijen
baglanarak birincil oksidasyon iiriinleri olarak bilinen aktif peroksitler ve sonrasinda
hidroperoksitler olusur. Peroksitler kararsiz bilesiklerdir ve katalizor gibi etki ederek
oksidasyonun devamini saglar ve bundan sonra otooksidasyon serbest radikal zincir
reaksiyonu seklinde devam eder. Bu bilesiklerin parcalanmasi ile ikincil oksidasyon
tirlinleri (alifatik aldehitler, ketonlar, hidrokarbonlar, asitler vb.) olarak bilinen bilesikler
olusur [29]. Lipit oksidasyonu sirasinda, bazi bilesiklerin oksidasyonuna ek olarak,
doymamig yag asitlerinin cis/trans izomerizasyonu, trans ve serbest yag asitlerinin
olusumuna yol agan trigliseritlerin hidrolizi gibi baz1 baska bozunma siiregleri de
gerceklesir. Yaglarda meydana gelen bu reaksiyonlarin tiimii yagin bozulmasina katkida
bulunur. ATR-FTIR spektroskopisi ile elde edilen spektral bantlarin alan degerleri
ve/veya alan degerlerinin birbirlerine gore oranlarindaki degisimler belirlenerek birincil
ve ikincil oksidasyon {iriinleri, cis- ve trans-doymamis yag asidi miktarlarindaki
degisimler saptanabilir. ATR-FTIR spektroskopi ¢alismalarinda, bir sistemde sirastyla
3600-3250 cm™ ve 1780-1680 cm™ bolgeleri analiz edilerek birincil (hidroperoksitler) ve
ikincil oksidasyon iiriinleri, 3035-2990 cm™ ve 1000-630 cm™ bélgeleri analiz edilerek
Cis-trans izomerizasyonu hakkinda bilgi sahibi olunabilir [121]. Bu nedenle
caligmamizda, ATR-FTIR spektroskopisi ile AY’de lipit oksidasyonu sonucu meydana
gelen degisimlerin ve PRPLS’in bu degisimler iizerindeki koruyucu etkisinin

belirlenmesi amaciyla bu spektral bolgeler analiz edilmistir.

3009 cm™ banti, doymamis yag asitlerinin cis-olefinik ¢ift baglarmin C-H gerilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir [123]. Dolayistyla, 3009 cm™ bantinin alanindaki ve
3009/2923 cm™ alan oramindaki degisiklikler analiz edilerek, 1sitma islemi sirasinda
AY’deki doymamis yag asitlerin cis ¢ift baglarinin miktar1 hakkinda degerli bilgiler elde
edilebilir. Isitma isleminden sonra tiim yaglarda 3009 cm™ bantimin alaninda ve

3009/2923 cm™ alan oraninda azalma gozlenmistir (Sekil 3.5.; Sekil 3.6.). Bu sonug,
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doymamig yag asitlerinin cis ¢ift baglarinin konsantrasyonunun 1sitma isleminden sonra
azaldigin1 gostermistir. Ancak bu azalmanin boyutu her yag i¢in farkli olmustur.
Yaglardaki bu bantla ilgili regresyon grafiklerinden elde edilen egim degerleri
karsilastirildiginda 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilaveli yaglardan elde edilen egim
degerlerinin kontrole yakin veya esit oldugu ve 2000 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis
AY’lerin egim degerinden daha yiiksek oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.6.). Hem alan hem
de alan oran analiz egrilerinde en diisiik egim degerine 2000 ppm PRPLS ilave edilmis
AY sahip olmustur. Egim degerinin diisiik olmas1 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’de
meydana gelen degisimin diger yag gruplarina kiyasla daha diisiik oranda ve daha yavas
gerceklestigini gostermektedir. Bu sonuglar, doymamis yag asitlerinin cis ¢ift baglarinin
konsantrasyonunun 1sitma isleminden sonra azaldigini, 1000 ve 1500 ppm PRPLS
ilavesinin bu azalmay1 engellemede basarili olamadigini, BHT ilavesinin bir dereceye
kadar basarili oldugunu ve 2000 ppm PRPLS ilavesinin bu azalmay1 biiylik oranda
engelledigini gostermistir [123].

Bu bulgu, doymamus yag asitlerinin cis ¢ift baglarindan kaynaklanan bir diger bant olan
722 cm™ bantinin analizinden elde edilen sonuglarla giiclii bir sekilde desteklenmistir
[123], [173]. Benzer sekilde, bu bantin alan1 ve 722/2923 cm™ alan orami tiim yag
gruplarinda 1sitma isleminden sonra azalmistir (Sekil 3.9.). Tipk1 3009 cm™ bantinda
oldugu gibi, bu bantla ilgili regresyon grafiklerinde en diisiik egim degerine 2000 ppm
PRPLS ilave edilmis AY nin sahip oldugu goriilmiistiir (Sekil 3.12.). Bu sonug, 2000
ppm PRPLS ilavesinin cis yag asidi miktarindaki azalmayi engelledigi sonucunu
dogrulamistir. 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilave edilmis AY’lerin egim degerlerinin
kontrol AY’ye oldukca yakin olmasi bu konsantrasyonlarin cis yag asitlerini korumada
basarili olamadiklarii gostermistir. BHT ilave edilmis AY nin egim degerinin kontrolle
2000 ppm PRPLS ilaveli yag arasinda olmasi, BHT ilavesinin cis yag asitlerini bir
dereceye kadar korudugunu ancak 2000 ppm PRPLS kadar basarili olamadigini

gostermistir.

Doymamis yag asitlerinin cis ¢ift baglarinda meydana gelen bu azalma, 1sitma sirasinda
sistemde meydana gelen ardisitk veya eszamanli bir¢ok reaksiyondan olusan lipit
oksidasyonuna baglanabilir. Yukarida tartisildig1 gibi, oksidasyonun ilk asamasinda, H
atomlar1 yag asitlerinden ayrilir ve lipit alkil radikalleri tiretilir. Bu H atomunu ayirmak

i¢in gereken enerji miktari, H’nin yag asidindeki konumuna bagl olarak degisir. iki ¢ift
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bag arasinda bir karbon atomuna bagli H atomlarini uzaklastirmak igin gereken enerji
daha az oldugundan, bu hidrojenler yag asidinden kolayca ayrilir ve karbon radikalinin
yanindaki cift bag, bir sonraki daha kararli karbon atomuna gecer ve yapisini cis
formundan trans formuna degistirir [29]. Boylece, bu oksidasyon reaksiyonlari, gift
baglarin yeniden diizenlenmesine neden olur ve cis ¢ift baglarinin kaybi ve bunlarin trans
gruplaria izomerizasyonu meydana gelir. 3009 ve 722 cm™ bantlarinin alan degerlerinde
ve 3009/2923 cm™ ve 722/2923 cm™ alan oran degerlerinde gozledigimiz azalmalar
1sitma iglemi sirasinda, cis ¢ift baglarin kaybolmasi nedeniyle doymamislik derecesindeki
azalmayr gostermistir. AY’nin stabilitesi, cis ¢ift bag miktarlar1 agisindan
karsilastirildiginda, 3009 ve 722 cm™ bantlarina iliskin sonuglar en kararli yagin 2000
ppm PRPLS ilave edilmis AY ’nin oldugunu gostermistir.

Bu c¢alismada, 1s1 etkisiyle trans doymamis yag asitlerinin miktarinda meydana gelen
degisimleri ve bu degisimleri PRPLS ilavesinin engelleyip engellemedigini belirlemek

! ve 965 cm? bantlar1 incelenmistir. 987 cm™ bant1 oksidasyon veya

icin 987 cm’
izomerizasyon TUrilinlerindeki konjuge C-H trans olefinik gruplarinin egilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir [174]. Isitma isleminden sonra bu bantin alaninda ve
987/2923 cm™ alan oraninda tiim yag gruplarinda artis gdzlenmistir (Sekil 3.9.). Kontrol,
1000 ve 1500 ppm PRPLS ilave edilmis yaglardan elde edilen egim degerlerinin birbirine
esit oldugu ve 2000 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis yaglardan olduk¢a yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3.10). Bu sonug bu yaglarda trans yag asidi miktarinin 1s1l islem
arttikca arttiginit ve 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilavesinin bu artis1 engellemede basarili
olamadigini gostermistir. Buna karsilik 2000 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis yaglarin
egim degerlerinin diger yaglara gore diisiik olmasi ve birbirine olduk¢a yakin veya esit
olmast bu yaglarda trans yag asidi miktarindaki artisin daha diisiik oranlarda
gerceklestigini gostermistir. Bu sonug¢ 2000 ppm PRPLS ve BHT ilavesinin 1s1l islem
boyunca yaglarda konjuge trans yag olusumunu engellemede basarili oldugunu

gostermistir.

Sistemdeki trans doymamis yag asitlerinin miktar1 hakkinda bilgi veren bir diger bant
olan 965 cm™ bant1 izole edilmis trans olefinlerin C-H fonksiyonel gruplarinin egilme
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Isitma isleminden sonra 965 cm™ bantinin alaninda
ve 965/2923 cm™? alan oraninda tiim yag gruplarinda artis gdzlenmistir (Sekil 3.9.).
Benzer sekilde kontrol ve 1000 ppm PRPLS ilave edilmis yaglarin egim degerleri

73



birbirine yakin ve diger yaglara gore oldukca yiiksek ¢ikmistir. Bu sonug kontrol yagda
1s1l islemin trans yag asidi miktarin1 artirdigi sonucunu dogrulamis ayrica 1000 ppm
PRPLS ilavesinin bu artis1 engellemede basarili olamadigint gostermistir. 1500 ppm
PRPLS ilave edilmis yagin egim degeri kontrol ve 1000 ppm PRPLS ilave edilmis yagdan
daha diisiik ¢itkmistir. En diisiik egim degerine BHT ilave edilmis AY sahip olmus bunu
2000 ppm PRPLS ilaveli AY takip etmistir (Sekil 3.11.). Bu sonug, 1500 ve 2000 ppm
PRPLS ilavesinin 1s1l islemle artan trans yag asidi olusumunu engelledigini ve 2000 ppm

PRPLS ilavesinin neredeyse BHT kadar basarili oldugunu gostermistir.

Yukarida tartisildigi gibi, oksidasyon islemi sirasinda cis ¢ift baglarin kaybolmasi ve trans
yag asidi triinlerinin ortaya ¢ikmasi es zamanli olarak meydana gelir. Bu nedenle, 3009
ve 722 cm™'deki bantlarin alanlarinda ve 3009/2923 ve 722/2923 cm™ alan oranlarinda
gbzlenen azalmalar ve 987, 965 cm™'deki bantlarin alanlarinda ve 965/2923 ve 965/2923
cm? alan oranlarinda gozlenen artislar 1sitilmis yag numunelerinde ¢ift baglarin
konjugasyonunu Ve cis-trans izomerizasyonu meydana geldigini ortaya ¢ikarmistir. Tim
yaglarda 1s1l islemle azalan cis- doymamislik seviyesi ve artan trans-yag asidi miktari
seklinde genel bir egilim izlenmistir. Fakat sicakligin 2000 ppm PRPLS ilave edilmis
AY’de, bu cis-trans doniisiimii tizerindeki etkisinin, diger yaglar i¢in gbézlenenden ¢ok
daha diisiik oranda ortaya ¢iktig1 goriilmiistiir. Bu sonug, 2000 ppm PRPLS ilave edilmis
AY’nin diger yag gruplarina kiyasla termal oksidasyona karsi daha direngli oldugunu

gostermistir.

Sistemdeki birincil (hidroperoksitler) ve ikincil oksidasyon iirinleri hakkinda bilgi sahibi
olmak icin kullanilan 3482 cm? bant1 trigliseritlerin ester gruplarindan
kaynaklanmaktadir. Oksidasyon prosesi ilerledikge numunedeki birincil ve ikincil
oksidasyon iriinlerinin miktarinin ve bunlarin kizilétesi spektrumda absorpsiyonunun
artt1g1 bilinmektedir. Hidroperoksitlerdeki —OH gerilme titresimlerine atfedilen 3444 cm”
L*deki ve ikincil oksidasyon iiriinlerine atfedilen 3530 cm™’deki kizildtesi bantlarinin
absorbanslarinin 1s1tma siiresi arttik¢a artmasi ve 3482 cm bantryla rtiismesi sonucunda
bu bantin absorbans/alaninda bir artis meydana gelir [160]. PRPLS nin birincil ve ikincil
oksidasyon {iriinlerinin miktarinda meydana gelen artis oranini diisiiriip diigiirmedigini
anlamak i¢in 3482 cm™ bant1 alan ve 3482/2923 cm™ oran verileri incelenmistir. Isil
islemden sonra bu parametreler tiim yaglarda artmis ancak bu artisin boyutunun en

yiiksek oldugu yag kontrol AY olmustur (Sekil 3.3.). 1000 ve 1500 ppm PRPLS ilaveli
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yaglardan elde edilen egim degerleri kontrole olduk¢a yakin ya da esit ¢cikmistir. Bu
sonug, kontrol AY’de birincil ve ikincil oksidasyon {iriinlerinin arttigini, 1000 ve 1500
ppm PRPLS ilavesinin bu artis1 engellemede basarili olmadigini gostermistir. En diisiik
egim degerine 2000 ppm PRPLS ilaveli yag sahip olmus onu BHT ilaveli yagin egim
degeri izlemistir (Sekil 3.4). Bu sonu¢ 2000 ppm PRPLS ilavesinin AY’de birincil ve
ikincil oksidasyon iiriinii olusumunu BHT’den bile daha iyi derecede engelledigini

gostermistir.

Lipit oksidasyonu sirasinda, birincil oksidasyon iiriinlerinin ayrismasi ile olusan esterler,
asitler, ketonlar ve aldehitler gibi ikincil oksidasyon {irlinleri 1745 cm™ bantinin bazi
ozelliklerinde degisikliklere sebep olmaktadir [2], [175]. Karbonil (C=0) esterlerin
gerilme titresimlerinden kaynaklanan bu bantin alan1 ve alan orani analiz edilerek yeni
olusan ikincil oksidasyon iirlinleri hakkinda bilgiler elde edilebilir [159]. PRPLS’nin
yaglardaki ikincil oksidasyon {rlinlerinin miktarinin = olusumunu  engelleyip
engellemedigini anlamak icin 1745 cm™ bant1 alan ve 1745/2923 cm™ alan oranlarindaki
degisimler incelenmistir. Yaglardan elde edilen 1745 cm™ bant1 alan verilerinden elde
edilen egim degerlerindeki degisimler kiyaslandiginda tiim yaglarda artis oldugu, bu
artisin boyutunun kontrol ve 1000 ppm PRPLS ilaveli yaglarda oldukga yiiksek oldugu
tespit edilmistir (Sekil 3.7.). Bu sonug, kontrol AY’de ikincil oksidasyon iriinlerinin
arttigini, 1000 ppm PRPLS ilavesinin bu artis1 engellemede basarili olamadigini
gostermistir. 1500 ppm PRPLS ilave edilmis yagdan elde edilen egrinin egim degerinin
bu iki yagdan diisiik ¢cikmasi bu dozun ikincil oksidasyon iiriinlerinde 1s1l islem etkisiyle
meydana gelen artis1 engellemede az da olsa bir dereceye kadar basarili oldugunu
gostermistir. Tiim yaglar i¢inde en diisiikk e§im degerlerine 2000 ppm PRPLS ve BHT
ilave edilmis yaglar sahip olmustur (Sekil 3.8.). Bu sonu¢ 2000 PRPLS ilavesinin AY de

ikincil oksidasyon iiriinlerinin olusumunu engelledigini gostermistir.

Yemeklik yaglarin ¢ogunun FTIR spektrumlar1 benzer goriinse de, bilesimlerindeki
degiskenlik nedeniyle iki farkli yemeklik yagin spektrumundaki karakteristik dalga
sayilarinda ve spesifik bant sinyal siddetlerinde kiigiik farkliliklar vardir [176], [177]. Bu
kiictik farkliliklar zaman zaman gorsel olarak tespit edilemez ve bu sorunu ¢dzmek igin,
yemeklik yagdaki degisimin kalitatif ve kantitatif tespiti igin FTIR spektral
verilerine temel bilesen analizi (PCA = principle component analysis) uygulanabilir.

PCA, veriler hakkinda genel bir fikir veren ve verilerdeki aykir1 degerleri, gruplar1 ve
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egilimleri ortaya ¢ikaran bir analiz yontemidir. PCA, verilerdeki varyasyonu, her bir
ornek i¢in bir puanin hesaplandigi, temel bilesenler olarak adlandirilan daha az sayida
degiskene indirgeyerek calisir [178]. PCA daha once gergeklestirilmis bazi yag
calismalarinda kullanilmastir [121], [179], [180]. Calismamizda, ATR-FTIR bantlarinin
analizinden elde edilen bulgular1 desteklemek ve yaglarin farkli 1sitma zaman araliklarina
gore ayrimini izlemek i¢in kizilotesi spektrumlara PCA uygulanmistir. Spektrumlarin
PCA analizi, ¢ok kiigiik spektral degisikliklerin gorsellestirilmesini saglamis ve bunlarin

yorumlanmasini kolaylastirmistir.

PCA oncelikle kontrol, 1000, 1500 ve 2000 ppm PRPLS ve BHT ilaveli AY’ler i¢in ayr1
ayr1 yapilmistir. Analiz sonuglarimiz, yag orneklerinin ¢esitli 1sitma zaman araliklarina
gore PCA grafiklerinde basarili bir sekilde ayrildigint gostermistir (Sekil 3.13.). PCA
grafiklerinde elde edilen sonuglar yukarida belirtilen sonuglart dogrulamistir. Kontrol,
1000 ve 1500 ppm PRPLS ve BHT ilave edilmis AY lerin skor plotlar1 incelendiginde
ayrimlarin birbirine olduk¢a benzer sekilde ortaya ¢iktigir goriilmiistiir. Bu yaglarda
isititlmamus ve ilk 10 saat boyunca 1sitilmis yaglar PC1’in pozitif ¢eyreginde, 12. saatten
sonrakiler negatif ¢ceyreginde yerlesmis olmasina ragmen kontrol AY disindaki 6rneklerin
birbirine oldukc¢a yakin kiimelendigi goriilmiistiir. Bu sonug kontrol, 1000 ve 1500 ppm
PRPLS ve BHT ilave edilmis yaglarda 1s1l islem boyunca degistigini, 10. saatten sonra
bu degisimin daha belirgin oldugunu ancak kontrol AY’deki degisimlerin daha dramatik
boyutlarda oldugunu gostermistir. 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY nin skor grafigi
incelendiginde ilk 14 saat 1sil islem uygulanmis yaglarin digerlerinden ayrildig
goriilmiistiir. Bu sonuglar, 1s1l igslemin kontrol AY’de énemli degisimlere sebep oldugu
ve 2000 ppm PRPLS ilavesinin bu degisiklikleri dnemli derecede engelledigi sonucunu

dogrulamstir.

PCA analizi kontrol ve 2000 ppm PRPLS ilave edilmig AY’lere bir arada uygulandiginda
kontrol ve ilk 8 saat boyunca 1sitilmis yaglarin 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’lerin
tamamu ile birlikte PC1’in pozitif ¢eyreginde yer aldigi goriilmiistir (Sekil 3.14.). Bu
sonug, kontrol AY’de ilk 8 saat boyunca 6nemli yapisal degisimler meydana geldigini,
2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY’de ise 24 saat boyunca dnemli degisimler olmadigini
gostermistir. Grafik tizerindeki 1sitilmamis ve 1sitilmig kontrol AY spektrumlarinin
birbirinden uzakta bulunmasi 1s1l islemin baglamasiyla birlikte yagda meydana gelen

degisimin biiyiikliiglinii géstermistir. Bu sonuglar, 1s1l islemin kontrol AY'nin yapisinda,
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iceriginde ve bilesiminde 6nemli degisikliklere neden oldugu ve 2000 ppm PRPLS
ilavesinin lipit oksidasyonuna kars1 giiclii bir koruyucu etki gosterdigi spektroskopik
bulgularini dogrulamaktadir.

Calismamizda AY ’nin oksidatif stabilitesi iizerinde PRPLS’nin koruyucu etkisinin olup
olmadigini test etmek amaciyla termal analiz teknikleri olan TGA ve DTA teknikleri
kullanilmistir. Termoanalitik teknikler, bu calisma i¢in termal kararlilik ve 1s1l islem
uygulamasi sirasinda meydana gelen bozunma reaksiyonlarini ve PRPLS’nin bu
bozunma reaksiyonlar1 iizerindeki etkisinin degerlendirilmesini miimkiin kilmistir. Bu
tekniklerde ¢alisma esnasinda az miktarda numune gereklidir ve sonuglar olduk¢a hizl
bir sekilde elde edilebilmektedir. DTA egrilerinden Tonset degerleri, TGA egrilerinden
yiizde kiitle kayb1 ve kiitle kaybinin baslangi¢ sicakliklari elde edilmis ve bu degerler
kiyaslanmistir. Kontrol ve PRPLS ilave edilmis yaglarin Tonset degerleri
karsilagtirildiginda PRPLS ilavesinin bu degeri yiiksek degerlere dogru kaydirdig
gozlenmistir (Sekil 3.17). Daha yiiksek Tonset degeri daha yiiksek bir termal stabiliteye
isaret ettiginden bu sonu¢ PRPLS nin AY ’nin termal stabilitesini artirdigini géstermistir.
TGA egrilerinden elde edilen 1. ve 2. adim kiitle kayb1 degerleri karsilastirildiginda
kontrol AY’deki kiitle kaybinin PRPLS ilaveli yagdan daha yiiksek oranda oldugu tespit
edilmistir (Cizelge 3.4.). Ayrica 2000 ppm PRPLS ilavesi kiitle kayiplarinin basladigi
sicakliklart daha yiiksek degerlere dogru kaydirmistir. Tiim bu sonuglar 2000 ppm PRPLS
ilavesinin AY’yi termal bozunmadan korudugunu gostermistir ve ATR-FTIR sonuglarimi

desteklemistir.

Calismamizda ayrica AY’de 1s1 etkisiyle meydana gelen oksidatif stresin
engellenmesinde PRPLS’nin koruyucu etkisinin olup olmadigini anlamak amaciyla
ayrica biyokimyasal bir analiz yontemi olan TAS/TOS analizi gergeklestirilmistir.
Numunenin i¢indeki toplam antioksidan madde miktarmi veren bir deger olan TAS
degerleri karsilagtirildiginda, 1sitilmamis AY’de bu deger PRPLS ilavesinden sonra
artmistir. Isil islemle birlikte TAS degerleri kontrol ve PRPLS ilaveli yaglarda azalmistir
ancak bu azalmanmn boyutu PRPLS ilaveli yagda ¢ok daha diisiik oranda meydana
gelmistir (Sekil 3.19 A). Bu sonug, PRPLS ilavesinin AY’yi 1s1l etkiden korudugunu
gostermistir. TOS degerleri karsilastirildiginda 1sitma siiresiyle birlikte bu degerlerde ¢cok
biiyiik degisiklikler olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.19 B). TAS degerinin TOS degerine

oranlanmasi ile elde edilen OSI degerleri karsilastirildiginda 1sitilmamis AY’de bu
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degerin PRPLS ilavesinden sonra diistiigii gozlenmistir (Sekil 3.20). Sistemdeki oksidatif
stresin boyutu hakkinda bilgi veren OSI degerinin diisiik ¢ikmasi PRPLS ilavesinin
yagdaki oksidatif stresi azalttigini1 géstermistir. Isitma islemi ile birlikte OSI degerleri her
iki yagda da artmistir. Ancak bu artisin boyutu PRPLS ilaveli yagda 6zellikle ilk 18 saat
daha diisiik boyutlarda gerceklesmistir. Bu sonug, PRPLS’nin AY’de 1s1 etkisiyle olusan
oksidatif stresi engellemede basarili oldugunu, bu engellemenin 18 saat boyunca devam

ettigini, 18. saatten sonra olduk¢a azaldigin1 gostermektedir.

Bu ¢alismada belirli kizil6tesi bantlarin alanlar1 ve alan oran degerleri analiz edilerek
AY’nin termal oksidasyonu hakkinda degerli bilgiler elde edilmistir. Isitma isleminden
sonra kontrol (PRPLS veya BHT igermeyen) AY spektrumunda 3482 cm™ ve 1745 cmt
bantlarinin degerlerindeki artislar birincil ve ikincil oksidasyon iriinlerinin miktarinin
arttigini, 3009 cm™ ve 722 cm™ bantlarinin alan degerlerindeki azalmalar sistemdeki cis-
doymamis yag asidi miktarmin azaldigini, 965 cm™ ve 987 cm™ bantlarmin alan
degerlerindeki artiglar sistemdeki trans doymamis yag asitlerinin miktarinin arttigini
gostermistir. Bu sonucglar AY’nin termal oksidasyona karsi olduk¢a duyarli oldugunu
gostermistir. Termal analiz ve OSI sonuglarimiz da 1s1l islemin AY’nin yapisinda ve
bilesiminde 6nemli degisimlere sebep oldugu sonucunu dogrulamistir. Oksidasyon
reaksiyonlarinin hizinin gesitli faktorlerden etkilendigi ve bu faktorlerden en 6nemlisinin
yagdaki doymamis yag asidi miktar1 oldugu bilinmektedir. Lipitlerin yapisindaki yag
asitlerinin C=C ¢ift baglari, ¢esitli oksidasyon reaksiyonlarinda aktif bolgeler olarak islev
goriir [29]. Bu nedenle oksidatif bozunma doymamis yag asidi miktar1 yiiksek olan
yaglarda daha fazla ve daha hizli gerceklesir. Yag asitlerinin yapisinda bulundurdugu iki
cift bagin, tek ¢ift bagin varligindan 10-40 kat daha hizli oksidasyona neden oldugu
bilinmektedir [181]. Yani yagin igerdigi doymamis yag asidi miktar1 ve yag asitlerinin
doymamishk derecesi arttik¢a yag oksidasyona karsi daha duyarli hale gelir. Literatiirle
uyumlu olarak c¢alismamizda kullandigimiz AY’nin bilesiminde en yiiksek oranda
bulunan yag asidinin bir gesit ¢oklu doymamis yag asidi olan linoleik asit (%55,44)
oldugu tespit edilmistir [13]. Sonug olarak AY’de 1sitma siiresi arttik¢a siddeti artan lipit
oksidasyonunun en temel nedeni igerdigi yiiksek miktardaki ¢oklu doymamis yag asidi
miktaridir. AY’deki yiiksek miktardaki doymamis yag asitleri, 6zellikle linoleik asit, onu
oksidasyon siirecine daha duyarli hale getirmistir. Sonug¢larimizla uyumlu olarak 6énceki
calismalarda AY nin yag asidi icerigi 1sitma isleminden 6nce ve sonra analiz edilmis ve

1s1l islemden sonra linoleik asit miktarinin 6nemli derecede azaldigi bildirilmistir [182],
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[183].

Yukarida agiklanan tiim sonuglar, 1s1l islemden dnce 2000 ppm PRPLS ilavesinin AY’de
lipit oksidasyonunu 6nemli oranda engelledigini ortaya ¢ikarmistir. Yapilan ¢alismalar,
PRPLS’ nin polifenol igerigi ile antioksidan aktivitesi arasinda ¢ok gii¢lii bir korelasyon
bulundugunu ve dolayisiyla PRPLS’nin antioksidan aktivitesinin esas olarak
bilesimindeki polifenollerden kaynaklandigini gdstermistir [106], [107]. PRPLS’teki
polifenoller esas olarak kafeik asit, gallik asit, pinocembrin, pinobanksin, p-kumarik asit,
krisin, galangin, hesperetin, kaempferol, naringenin gibi fenolik asitler ve quercetin,
katesin, siyanidin gibi flavonoidlerdir. Bu c¢alismada kullandigimiz PRPLS’teki
quercetin, kaempherol, kafeik asit fenetil ester (CAPE), toplam fenolik ve flavonoid
madde miktarinin oldukga yiiksek oldugu tespit edilmistir (Cizelge 3.2.). CAPE yiiksek
antioksidan aktivitesi ile ilgili olarak PRPLS'deki en 6nemli bilesiklerden biridir [184].
Calismamizda kullanilan PRPLS'min CAPE miktar1 6,164 + 0,0037 mg/g olarak
belirlenmistir. Bu deger, Tiirkiye'nin 23 farkli bolgesinden elde edilen [185], Cin'in ¢esitli
bolgelerinden elde edilen [79] ve Brezilya'nin kuzeydogu bolgesinden elde edilen PRPLS
degerleri ile uyumludur (2017) [72]. PRPLS'in kuersetin (0,470 £ 0,0029 mg/g) ve
kaempferol (1,563 + 0,0038 mg/g) miktarlar1 da literatiirle uyumlu bulunmustur [72],
[79]. Calismamizda kullandigimiz PRPLS'nin toplam fenolik madde miktar1 105.45 +
0.10 mg GAE/g ve toplam flavonoid madde miktar1 48.01 = 1.19 mg QE/g olarak
belirlendi. Bu degerler de literatiirde bildirilen degerler ile uyumludur. Farkli botanik
orijinli Tirk PRPLS'"lerinin toplam fenolik madde miktarini degerlendirmek igin daha
once yapilan ¢aligmalarda bu deger 87,62-127,39 GAE/g [186], baska ¢alismalarda ise
16,13-178,34 GAE/g [187] ve 27,48-199,69 GAE/g olarak belirlenmistir [188]. Benzer
sekilde toplam flavonoid madde igerigi 1,24-51,23 mg QE/g [187] ve 30,73-291,75 mg
QE/g olarak bildirilmistir [188]. DPPH siipiirme yontemi ile degerlendirilen PRPLS'nin
antioksidan aktivitesine iliskin ICso degeri 1,98 + 0,005 mg/mL olarak belirlenmistir.
Belirlenen bu deger Romanya PRPLS’sinden elde ettigi degerler (0,3-5,6 mg/mL) ile
uyumlu [189] olmakla birlikte Malezya PRPLS'si igin bildirmis oldugu degerden (4,27
mg/mL) daha diisiiktiir [190].

Polifenollerin antioksidan potansiyeli, yapilarindaki hidroksil gruplarina ve bunlarin
serbest radikal siiptirme fonksiyonlarini olusturmaya yardimci olan yapisal 6zelliklerine

baglanabilir [191]. Bu bilesikler hidrojen vericileri, indirgeyici ajanlar, reaktif oksijen
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tiirlerinin siipiiriiciileri, metal selatorleri olarak hareket edebilir ve reaktif oksijen
tiirlerinin olusumunu engelleyerek, gecis metal iyonlarini azaltarak, siiperoksit ve peroksi
radikallerini yakalayarak veya serbest radikal zincir reaksiyonlarmi kirarak lipit
peroksidasyonunu onleyebilirler [93], [94]. Polifenollerin oksidasyonu geciktirme ya da
engelleme yeteneginin arkasindaki temel mekanizmalar serbest radikalleri veya metalleri
inaktive etmekle ile ilgili olsa da gidalardaki antioksidan aktiviteleri biiyiik 6l¢iide aktif
oksidasyon bolgelerindeki etkin lokasyonlaridir [192]. Hidrofilik bilesikler olan
polifenoller, bulunduklar1 ¢cevreye bagh olarak hidrofobik ya da hidrofilik etkilesimler
olusturacak surfaktan benzeri bir karaktere sahiptir ve bu 6zellik onlarin belli ara yiizlerde
birikmelerini saglar [193]. Onceki calismalarda lipit sistemlerinde hidrofilik
antioksidanlarin oksidasyona karsi lipofilik antioksidanlardan daha etkili bir sekilde
koruma sagladigi gosterilmistir [194]. Ciinkii lipofilik antioksidanlar yagda ¢6ziintirken,
polifenoller gibi hidrofilik antioksidanlar hava-yag arayiiziinde kalmakta ve oksijene
ulagsmay1 engelleyen koruyucu bir film olusturmaktadir [195], [196]. Bu nedenle
PRPLS’nin kizartma yaglarinin oksidasyonu iizerindeki koruyucu etkisi igindeki
polifenollerin hidrofilik 6zellige sahip olmalar1 nedeniyle hava-yag arafazinda oksijene
ulasmay1 engelleyen koruyucu bir film olusturmalarina baglanabilir. Bazi bitkisel
ekstraktlarda bol miktarda bulunan polifenollerin yiiksek sicakliklara tokoferoller gibi
endojen antioksidanlardan ve BHT, BHA gibi sentetik antioksidanlardan daha dayanikli
oldugu ve sitilmis yaglarda daha yiliksek antioksidan aktivite gosterdigi Onceki
calismalarda rapor edilmistir [30], [195]. Ornegin, polifenollerin 1sitilmis yaglarda
tokoferollerden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini rapor edilmistir [195].
Avokado ve zeytin yaprak ekstraktlarinin kanola ve AY ’nin termal stabilitesi tizerindeki
etkilerinin karsilastirildig: bir ¢alismada zeytin yapraginin her iki yagda da daha yiiksek
koruma gosterdigi rapor edilmistir [197]. Bunun sebebini arastiran arastirmacilar, zeytin
yapraginin avokado yapragindan daha fazla miktarda polifenol i¢cerdigini ve daha ytiksek
antioksidan aktivite gdsterdigini tespit etmis ve dolayisiyla bu sonucu zeytin yapraginin
icindeki polifenollerin yiiksek sicakliklardaki koruyucu etkisine baglamistir [195]. Ayrica
daha once gerceklestirilen diger bazi ¢alismalarda yliksek miktarda polifenol icerdigi
bilinen biberiye ve adagay1 [198], nar kabugu [8], kekik [199] gibi bitkisel ektraktlarin

derin yagda kizartma sirasinda yaglarin termal stabilitesini artirdigi rapor edilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, dogadaki en degerli polifenol kaynaklarindan birisi olarak kabul edilen
PRPLS’nin AY’de 1s1l islem sirasinda meydana gelen termal oksidasyona kars1 koruyucu
bir etkiye sahip olup olmadig1 spektroskopik (ATR-FTIR spektroskopisi), termal (TGA-
DTA) ve biyokimyasal (TAS/TOS analizi) teknikler kullanilarak ortaya ¢ikartilmaya

calisiimustir.

Calismamizda kontrol (PRPLS ve BHT ilave edilmemis), 1000, 1500 ve 2000 ppm
PRPLS ve 100 ppm BHT ilave edilmis AY ’lere giinde 8 saat olmak {izere toplamda 24
saat boyunca fritozde 180 °C’de 1si1l islem uygulanmistir. Bu yaglardan isitma iglemi
baslamadan Once ve basladiktan sonra her iki saatte bir numuneler alinmis ve incelemeler

bu 6rnekler lizerinde gergeklestirilmistir.

Calismamizda ATR-FTIR spektroskopisi ile elde edilen spektrumlardaki belirli kizil6tesi
bantlar analiz edilerek, termal yag oksidasyonu hakkinda degerli bilgiler elde edilmistir.
3009 ve 722 cm? bantlarinin altinda kalan alanlar, 3009/2923 ve 722/2923 cm™
oranlarindaki degisimler ve 987 ve 965 cm? bantlarinin altinda kalan alanlar, 987/2923
cmt ve 965/2923 cm oranlarindaki degisimler analiz edilerek cis-trans izomerizasyonu;
3482 cm™ ve 3482/2923 cm™ oranindaki degisimler ve 1744 cm™ ve 1744/2923 cm?
oranindaki degisimler analiz edilerek birincil ve ikincil oksidasyon tiriinlerinin miktarlar
hakkinda degerli bilgiler elde edilmistir. ATR-FTIR spektroskopi sonuglarimiz, 1sil
islemin kontrol yagda oksidasyonu indiikleyerek birincil ve ikincil oksidasyon
driinlerinin miktarinda artisa, cis yag asidi miktarinda azalmaya ve trans yag asidi
miktarinda artiga sebep oldugunu gostermistir. AY’ye 1s1l islemden once ilave edilen
1000 ppm PRPLS termal oksidasyonu engellemede basarili olamamis, 1500 ppm PRPLS
sadece birkag parametre lizerinde koruma saglamistir. Isitma isleminden 6nce yaga 2000
ppm PRPLS ilavesi, AY’deki tim bu yapisal ve bilesimsel degisikliklerin oranlarini
BHT'ye benzer sekilde azaltmis ve tiim oksidasyon reaksiyonlarini engellemistir. ATR-
FTIR spektrumlaria uyguladigimiz PCA sonuglarimiz da oksidasyona kars1 en dayanikli

yagin 2000 ppm PRPLS ilave edilmis AY oldugunu dogrulamistir.

DTA egrilerinden elde edilen bozunma baslangic sicakligi (Tonset) degerleri
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karsilastirildiginda 2000 ppm PRPLS ilaveli yagda bu degerin kontrol yagdan daha
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Benzer sekilde TGA egrilerinden elde edilen yiizde kiitle
kayb1 degeri yaga 2000 ppm PRPLS ilave edildikten sonra azalmistir. Ayrica, TAS/TOS
analiz sonuglarimiza gére 2000 ppm PRPLS ilavesinden sonra TAS degerleri artmis, OSI
degerleri diismiistiir. Bu sonuglar 2000 ppm PRPLS ilavesinin AY iizerinde oksidatif
bozunmay1 geciktirdigini gostermis ve ATR-FTIR spektroskopi sonuglarimizi

dogrulamistir

Elde ettigimiz tiim sonuclar degerlendirildiginde, ¢alismamiz AY ’nin 1s1l isleme karsi
oldukca duyarli bir yag oldugunu, 1sil islemden sonra AY’de Onemli yapisal ve
kompozisyonel degisimler meydana geldigini gostermistir. Bu degisimler agirlikli olarak,
yagda 1s1 etkisiyle meydana gelen lipit oksidasyonu reaksiyonlarinin bir sonucu olarak
ortaya ¢ikmistir. AY nin oksidasyona karsi duyarli olmasinin sebebi icerigindeki ¢oklu
doymamis yag asiti miktarinin fazla olmasina baglanabilir. PRPLS ilavesi AY deki tiim
bu yapisal ve kompozisyonel degisimleri engellemistir. Isitma islemi boyunca tiim yag
gruplar1 arasinda inhibitor etkinin en fazla 2000 ppm’lik PRPLS konsantrasyonu ilave

edilen AY’de oldugu goriilmiistiir.

ATR-FTIR spektroskopisi, DTA/TGA ve TAS/TOS analizi teknikleri kullanarak
gerceklestirdigimiz bu ¢alisma, PRPLS nin AY deki termal oksidasyona karsi koruyucu
etkisini ortaya ¢ikaran ilk calismadir. Sonuglarimiz, PRPLS’nin AY’de 1si1l islem
sirasinda meydana gelen lipit oksidasyonuna kars1 giiclii bir koruyucu etki gosterdigini
kanitlamistir.  PRPLS’nin  bu koruyucu etkisi yapisinda bol miktarda bulunan
polifenollerin termal olarak kararli olmalarina ve bu bilesiklerin hava-yag arafazinda
koruyucu bir film olugturmalarina baglanabilir. Sonug olarak, PRPLS yemeklik yaglarin
termal oksidasyona kars1 korunmasi i¢in sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek giicli,

dogal bir antioksidan madde olarak dnerilebilir.

PRPLS'nin yemeklik yaglarda bir antioksidan olarak kullanilmasi oksidasyona karst iyi
bir koruma saglamanin yani sira yiiksek fenolik bilesik igerigi nedeniyle bir¢ok olumlu
saglik etkisi saglayacaktir. Bu nedenle ¢alismamiz, PRPLS nin pisirilerek tiiketilmesi
gereken gidalarda dogal bir antioksidan madde olarak kullanimi ig¢in ileride
gerceklestirilecek olan ¢alismalara 1s1k tutacaktir. Bu anlamda insan sagliginin
korunmasina ve evrensel bilime katki saglayacaktir. Ancak, PRPLS ekstraktlarinin
yaglara ilave edilerek kullanilmasi yaglarin goriiniim, doku, koku/aroma ve tat/lezzet gibi

duyusal o6zelliklerinde bazi1 degisikliklere neden olabilir. Bu nedenle PRPLS katkili
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yaglarin tiiketici tarafindan kabul edilebilirligi ile ilgili ek ¢aligmalar yapilmalidir. Ayrica
baz1 klinik caligmalar PRPLS'de bulunan bilesiklerin alerjiye sebep olabilecegini
bildirmistir. Bu yiizden kisilerde alerjik reaksiyon ve riskleri elimine etmek i¢in PRPLS

kullanimina iliskin 6nlemler alinmalidir.

Bu ¢alisma ayn1 zamanda ATR-FTIR spektroskopinin kemometrik yontemlerle birlikte
yemeklik yaglarin oksidatif stabilitesinin ve yaglardaki antioksidan maddelerin
etkinliginin degerlendirilmesinde hizli ve verimli bir teknik olarak kullanilabilecegini

gostermistir.
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