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Ozet

Bu calismada, Gemlik zeytin ¢esidinden elde edilen zeytinyaginin fenol bilesikleri icerikleri ve antioksidan
kapasiteleri incelenmistir. Fenol bilesiklerinin analizleri zit fazli, diyot array detektorlit HPLC cihaziyla ve
tanimlamalart ise stvi kromatografisi-kiitle spektrometrisi (LC-MS) ile gerceklestirilmistir. Arastirmada,
hidroksitirozol, 4-hidroksibenzoik asit, tirozol, 2,3-dihidroksibenzoik asit, kafeik asit, vanilik asit,
vanilin, sirinjik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinamik asit, apigenin ve luteolin olmak tizere toplam
13 adet fenol bilesigi tanimlanmistir. Tirozoliin (9.85 mg/kg) zeytinyaginda en baskin olan fenol bilesigi
oldugu ve bunu sirasiyla apigenin (5.40 mg/kg) ve hidroksitirozol'in (3.21 mg/kg) izledigi saptanmustir.
Antioksidan kapasite analizleri DPPH ve ABTS yontemleri kullanilarak gerceklestirilmistir. Fenol
bilesikleri ile antioksidan kapasite analizleri (DPPH ve ABTS) arasinda (R* = 0.657-0.817) ve kullanilan
yontemler arasinda (R? = 0.933) korelasyonlar saptanmustir.

Anahtar kelimeler: Gemlik, zeytinyagi, fenol bilesikleri, antioksidan aktivite, Olea europaea
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DETERMINATION OF PHENOLIC COMPOUNDS AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF VIRGIN OLIVE OIL
OBTAINED FROM CV. GEMLIK (Olea europaea)

Abstract

In this study, phenolic content and antioxidant capacity of olive oil obtained from cv. Gemlik were
investigated. Phenolic composition was detected by high performance liquid chromatography (HPLC)
coupled with diode array detector and characterized by liquid chromatography-mass spectrometry
(LC-MS). A total of 13 different phenolic compounds, including hydroxytyrosol, 4-hydroxybenzoic
acid, tyrosol, 2 3-dihydroxybenzoic acid, caffeic acid, vanillic acid, vanilin, syringic acid, p-coumaric
acid, ferulic acid, cinnamic acid, apigenin and luteolin were identified. Tyrosol (9.85 mg/kg) determined
as the main phenols found in olive oil and followed by apigenin (5.40 mg/kg) and hydroxytyrosol
(3.21 mg/kg) respectively. Antioxidant activity of olive oil was measured by using the DPPH and ABTS

assays. A high correlation between total phenolic content and antioxidant capacity (R* = 0.657-0.817)
along with applied methods (R? = 0.933) were determined.

Keywords: Gemlik, olive oil, phenolic compounds, antioxidant activity, Olea europaea

GIRiS

Bitkisel yaglar icerisinde zeytinyagi Akdeniz
diyetinde besleyici ve duyusal nitelikleri acisindan
temel besin maddesidir. Ozellikle icerdigi fenol
bilesikleri ve antioksidan kapasitelerinden dolay1
insan saghgt tizerinde buylk bir 6neme sahiptir
(D). Yapilan ¢alismalarda geleneksel Akdeniz
diyetiyle beslenen insanlarda zeytinyaginin dogal
yapisinda bulunan fenol bilesiklerine bagli olarak
hastaliga yakalanma ve 6lim oraninin distigu
bildirilmistir (2-6). Zeytinyaglarindaki fenol
bilesikleri arasinda hidroksitirozol ve kafeik asit
yaglarin raf omri ve ozellikle de oksidasyona
dayaniklilig1 tizerinde 6nemli rol oynamaktadir
(7). Zeytinlerde bu bilesiklerin yani sira tirozol,
p-hidroksibenzoik, o-kumarik ve p-kumarik asit
gibi diger fenollerin de bulunmasina karsin
bunlarin antioksidan kapasiteleri dustktir (8).
Fenol asitleri saglik acisindan faydalar1 ve
antioksidan 6zelliklerinin yaninda renk ve duyusal
kalite tizerinde de etkilidir. Ozellikle lezzet,
burukluk ve sertlik gibi organoleptik 6zellikler
uzerine etkilidirler. Fenol asitleri ayrica, enzimatik
esmerlesmeyi Onlemesi ve gidalari korumasi
acisindan  da Onem tasimaktadir (4, 9).
Zeytinyaglarinda bulunan fenol bilesiklerinin
miktar ¢eside, iklim kosullarina, meyve olgunluguna
ve yag ekstraksiyon yontemine bagli olarak
degismektedir. Bu faktorler arasinda en 6nemli
etkiye sahip parametre ise cesittir (1, 10-12).
Criado ve ark. (13) tarafindan yapilan bir calismada,
Ispanya’nin farkli bolgelerinde vyetistirilen

Arbequina ¢esidinin fenol bilesiklerindeki degisim
incelenmis, arastirmada yiiksek bolgelerde yetisen
cesitten elde edilen zeytinyaginda hidroksitirozol
ve tirozol miktarlart daha fazla bulunmustur.
Tasioula ve ark. (11), Yunanistan’da yetisen
Lianolia ¢esidinden elde edilen sizma zeytinyaginda
hidroksitirozol ve tirozol’'un baskin olan fenol
bilesikleri oldugunu bildirmislerdir.

Son yillarda, fenol bilesikleri ve antioksidan aktivite
tizerine yapilan arastirmalar artis gostermistir (7, 14).
Antioksidanlarin hiicrelerin aerobik solunumu
sirasinda meydana gelen reaktif oksijen tiirlerine
karst vicudun savunma sisteminde Onemli
etkisi bulunmaktadir. Diyetle fazla miktarda
antioksidanlarin alinimi reaktif oksijen tiirlerine
kars1 yeterli olabilir ve boylece canli sistemlerde
normal fizyolojik fonksiyonlar yerine getirilir.
Ulkemizde yetistirilen bazi zeytin cesitlerinin ve
bunlardan elde edilen zeytinyaglarinin genel
bilesimleri (15-18) ve fenol bilesimleri tizerine
(19-2D) cesitli calismalar yapilmistir. Ancak, Giretimi
bakimindan 6nemli bir potansiyeli olan Gemlik
cesidinden elde edilen yagin fenol bilesimi ve
antioksidan potansiyelini konu alan sistemli bir
arastirmaya rastlanmamistir.

Bu calismada, Gemlik zeytin cesidinden elde
edilen yagda fiziksel ve kimyasal 6zellikler, fenol
bilesikleri ve antioksidan aktivitenin belirlenmesi
amaclanmustir.



MATERYAL VE METOT

Materyal

Arastirma, Hatay ilinin Erzin ilcesinde 6zel bir
ureticiye ait yaklasik 12 yaslarindaki Gemlik zeytin
cesidi ile kurulu bahgede yurttilmustir. Calisma
tesadif parselleri deneme desenine gore Ug
tekerriirlii olarak kurulmus, 6 agac bir tekerriir
olarak kabul edilmistir. Zeytin 6rnekleri 2011
hasat yilinda el ile toplanmustir. Zeytin 6rnekleri et
ve kabuk rengi dikkate alinarak siniflandirilmis,
orneklerin olgunluk indeksinin (OD 3.8 oldugu
belirlenmistir (19). Zeytinyag: ekstraksiyonunda
iki fazli santrifij sistemiyle calisan 30 kg/saat
kapasiteli Oliomio mini (ftalya) cihazi kullanilmistir.
Proses suyu gerektirmeyen ve Uretim sonucunda
sadece iki faz ( yag ve pirina) olusturan sistemlere
2-fazli proses denir. Bu sistemde tiretim boyunca
proses suyu eklenmez. Proses sonrasinda yag ve
pirina olmak tzere iki faz olusur. Bu sistemde
swvi faz (karasu) olusmamaktadir. Karasu pirina
ile birlikte aciga cikmaktadir. Elde edilen yaglar
analizler yapilincaya kadar koyu renkli cam
siselerde, serin, kuru ve karanlik bir ortamda
muhafaza edilmistir (22).

Yontem
Kimyasal analizler

Zeytinyaginda kimyasal olarak serbest yag asitleri,
peroksit sayisi analizleri ve renk analizi yapilmustir.
Serbest yag asitleri miktart oleik asit cinsinden %
olarak hesaplanmistir (23). Peroksit degeri,
yaglarda bulunan aktif oksijen miktarinin olctisi
olup, 1 kg yagda bulunan peroksit oksijenin
miliekivalent cinsinden miktarini ifade etmektedir
(23, 24). Renk olctimleri kolorimetre (HUNTERLAB
ColorQuestXE-USA) kullanilarak yapilmis, degerler
L*, a* ve b* verileri saptanarak belirlenmistir.
Analizler 3 tekerrtrlt olarak yapilmistir.

Fenol bilesikleri analizi

Zeytinlerden fenol bilesiklerinin ekstraksiyonu
Uluslararast Zeytinyagi Konseyi tarafindan belirtilen
yonteme gore yapidmis (25) ve elde edilen
ekstraktlar 0.45 pm’lik membran filtrelerden
gecirilerek HPLC’ye enjekte edilmistir (7, 14)
Fenol bilesiklerinin analizlerinde c¢ift pompali,
diyot array detektorli Agilent 1100 (Agilent

Technologies, Palo Alto CA-USA) marka HPLC ve
Beckman Ultrasphere C18 ODS (250 x 4.6 mm x
5p) marka kolon kullanilmistir. Fenol bilesiklerinin
tanisi, kullanilan standart maddelerin alikonma
zamanlarn ve spektrumlarindan, literatiir verilerinden
ve LC-MS yonteminden yararlanilarak yapilmustir.
LC-MS analizleri Thermo Scientific marka
elektrosprey kiitle spektrometrisi (Thermo Scientific,
LCQ Deca XP MAX) kullanilarak negatif modda
gerceklestirilmistir (26). Standart madde olarak
tirozol, kafeik asit, vanilik asit, sinnamik asit,
p-kumarik asit ve ferulik asit (Extrasynthese,
France) kullanimistir. Her bir standart madde
icin bes farkli konsantrasyonda ¢ozelti hazirlanmis
ve HPLC’ye enjekte edilerek her bir bilesik i¢in
kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Bu egrilerden
de bilesiklerin miktarlari belirlenmistir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Zeytinyaginin antioksidan aktivitesi DPPH ve
ABTS olmak tzere iki farkli yontemle belirlenmistir.
DPPH yonteminde, serbest radikalleri dnleme
yetenegini Olcebilen DPPH (2,2, difenil 1-pikri
hidrazil) kullanilmis ve metanol icerisinde
gerceklesen reaksiyonun zamana karst degisiminin
515 nm’de UV-Vis (Schimadzu-UV1201-Kyoto-Japan)
spektrofotometredeki 6l¢cim sonuclarina gore
yapilmistir (27,28). ABTS yontemi Saafi ve ark.
29nin  kullandigr yonteme gore yapilmustir.
Bu yontem icin 7 mM ABTS (2,2'-Azino-bis
3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) 2.45 mM
potasyumbistilfat ile kanistirlarak karanlik ortamda
12-16 saat bekletilmis ve daha sonra bu
karisim sodyum asetat (pH 4.5) tamponu ile
spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda
0.700£0.01 absorbans olacak sekilde seyreltilmistir.
Daha sonra 20 pL zeytinyagi ekstraktina 2.98 mL
hazirlanan tampon karistirillarak, 10 dakika sonra
spektrofotometrede 734 nm dalga boyunda
absorbans ol¢tlmiustur. Elde edilen absorbans
degerleri Trolox (10-100 pmol/L) standart egim
cizelgesi ile hesaplanarak sonuclar mM Trolox/kg
cinsinden ifade edilmistir. Analizler Shimadzu
marka UV-Vis spektrofoto-metre (UV-Vis Shimadzu
1201, Kyoto-Japan) kullanilarak gerceklestirilmistir.

istatistiksel analiz

Istatistiksel analizler icin SigmaPlot 11.0 (Systat
Software Inc, San Jose, Calif.) programindan
yararlanilmistir. Fenol bilesikleri ve antioksidan
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kapasite verileri arasindaki korelasyonlar Pearson
korelasyon analizi ile yapilmis ve sonuglar ortalama
+ standart sapma olarak verilmistir. Anlamlilik
sinirt olarak P< 0.05 kabul edilmistir.

SONUC VE TARTISMA
Zeytinyaginin Kimyasal Bilesimi

Zeytinyaginda belirlenen serbest yag asitleri,
peroksit degeri ve renk analiz sonuclar Cizelge
1’de verilmistir. Serbest yag asitleri degeri oleik
asit cinsinden % 1.02 olarak tespit edilmistir. Bu
deger natlrel zeytinyaglarinda maksimum limit
olarak kabul edilen % 2 degerinin altinda
bulunmustur (30). Tanilgan ve ark. (31) farkli
zeytin cesitlerinden elde edilen yaglar Gizerine
yaptiklari ¢alismada en yiksek serbest yag asitleri
degerini Gemlik ¢esidinde (% 1.7) saptamislardir.
Canakkale Bolgesi'nde yetisen zeytinlerden elde
edilen yaglarda serbest yag asitleri degerinin %
0.37 ile 9.47 arasinda degistigi bildirilmistir (17).
Manisa’'nin Alasehir ilcesinden saglanan Gemlik
zeytinlerinden elde edilen zeytinyaginda hasat
zamaninin etkisine bagli olarak serbest yag asitleri
degeri en fazla % 0.38 olarak tespit edilmistir
(32). Turkiye’'deki bazi zeytinyaglarinin c¢eside,
cografik bolgeye ve hasat yilina bagli olarak
siniflandirlddigi 2005-2007 yillarint kapsayan bir
calismada Gemlik cesidinde serbest yag asidi
degeri % 0.16 olarak saptanmustir (16). Italya'nin
Sardunya ve Fransa’nin Korsika adalarindan
temin edilen zeytinlerden elde edilen 12 farkli
zeytinyagi orneginde asitlik degerlerinin % 0.20
ile 1.34 arasinda degistigi saptanmustir (33).

Zeytinyaginda peroksit degeri 8.85 olarak
belirlenmistir (Cizelge 1). Zeytinyaglarinda
peroksit degeri natiirel zeytinyaglarinda maksimum
limit olarak kabul edilen 20 meq oksijen/kg yag
degerinin altindadir (30). Turkiye'nin Dogu
Akdeniz Bolgesi'nde vyetistirilen Kilis yaglik,
Halhali, Karamani, Hasebi ve Nizip yaglik

Cizelge 1. Zeytinyaginin kimyasal bilesimi.

cesitlerinden elde edilen yaglarda peroksit
degerleri 4.30 (Nizip yaglik) ile 8.81 (Karamani)
arasinda degistigi saptanmustir (15). Sardunya
(Italya) ve Korsika (Fransa) bolgelerinden temin
edilen 12 farkl zeytinyaginda peroksit degerleri
3.28-16.15 arasinda degismistir (33). Yapilan
calismalarla kiyaslandiginda Gemlik zeytinyaginin
peroksit degeri diger c¢alismalarla uyum
icerisindedir.

Renk olctim degerleri, yemeklik yaglarda tiiketici
tercihleri icin 6nemli kalite gostergesi olarak
kullaniimaktadir (34). Renk Ol¢ctimleri yaglarin
bilesiminde bulunan pigmentlerin yaga verdigi
dogal rengin durumunu kontrol etmek amaciyla
yapilmaktadir (35). Zeytinlerin olgunlasma
sirecinde ve zeytinyaglarinin depolanmasi
sirasinda dogal renk pigmentlerinin parcalanmasi
ve bazi yeni trlnlerin olusmasiyla kazanilan
renk karakteristikleri kalite ile iliskili olup, yagin
tazeligi hakkinda bilgi vermektedir. Ayn1 zamanda
renk, tiiketici tercihini etkileyen 6nemli bir kalite
kriteridir (36, 37). Renk o6l¢ciimiinde L* degeri
53.36, a* degeri 0.96 ve b* degeri 62.04 olarak
belirlenmistir. Pristouri ve ark. (38) depolama
stresine bagli olarak Yunan Koroneiki
zeytinyaginda L* degerinin 51.18 ile 60.93 arasinda,
a* degerinin -2.46 ile -4.16 arasinda ve b* degerinin
ise 33.42 ile 41.64 arasinda degistigini bildirmislerdir.
Ulkemiz Gemlik ¢esidi {izerine yapilan bir calismada
hasat zamanina bagli olarak L* degerinin 25.17-
65.25, a* degerinin -20.44 ile -5.48 ve b* degerinin
ise 38.95 ile -1.40 arasinda degistigi belirtilmistir (32).
Literattrlerde belirtilen bu sonuclar calismamizda
elde edilen verilerle benzerlik gostermektedir. TS
341 ve Gida Kodeksine gore natiirel zeytinyaglarinin
renk degerlerine ait herhangi bir alt ve/veya tst
limitin bulunmadigi, arastirma sonucu elde edilen
renk degerlerinin baska calismalarla farklilik
gosterdigi  bildirilmistir. Bu farkliligin  zeytin
cesidine, hasat zamani ve sekline, uygulanan
teknolojiye, muhafaza ve depolama kosullari gibi
faktorlere bagli olarak ortaya c¢ikabilecegi
belirtilmistir (17).

Analizler Saptanan veriler Literatur verileri Kaynaklar
Serbest yag asitleri (%oleik asit) 1.02+0.05 0.12-2.997 17,18, 46- 48
Peroksit degeri (meg/kg) 8.85+0.17 2.0 -26.02 18, 35, 46- 48
L 53.36%0.15 34.61 —-92.07 13,17, 46
a 0.96+0.04 -14.28 — (-0.61) 13,17, 46
b* 62.04+0.33 16.29 - 108.8 13,17, 46




Zeytinyaginin Fenol Bilesikleri

Zeytinyaginda HPLC-DAD-MS metodu ile belirlenen
fenol bilesikleri ve miktarlari Cizelge 2’de
verilmistir.

Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi

Fenoller serbest radikalleri tutma 6zelligi gostererek
insan viicudunu bunlarin verecegi cesitli zararlardan
da korurlar (43, 44). Gemlik cesidine ait

Cizelge 2. Gemlik gesidinden elde edilen zeytinyaginda saptanan fenol bilesikleri

Bilesikler Belirlenen miktar Literatur verileri Kaynaklar
(mgrkg) (mg/kg)
Hidroksitirozol 3.21£0.02 0.07-7.36 7, 21,26
4-hidroksibenzoik asit 0.03+0.01 0-0.69 7,21
Tirozol 9.85+0.04 0.25-19.3 7, 21,26
2,3-dihidroksibenzoik asit 0.06+0.01 0-0.99 7,21
Kafeik asit 0.08+0.01 0-0.05 7,21
Vanilik asit 0.08+0.01 0-0.86 7,21,40
Vanilin 0.02+0.01 0-0.85 7,21,40
Sirinjik asit 0.49+0.02 0.02-0.4 7,21,40
p-kumarik asit 0.88+0.02 0.01-0.96 7,21,40
Ferulik asit 0.22+0.01 0-0.28 7,21, 26,40
Sinnamik asit 0.76+0.24 0-255 21,7
Apigenin 5.40+0.03 0-24.06 7,21,26
Luteolin 1.28+0.03 0-43.76 7,21, 26,40
zeytinyaginda antioksidan aktivite DPPH

Arastirmada, hidroksitirozol, 4-hidroksibenzoik
asit, tirozol, 2,3-dihidroksibenzoik asit, kafeik asit,
vanilik asit, vanilin, sirinjik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, sinamik asit, apigenin ve luteolin olmak
tizere toplam 13 adet fenol bilesigi saptanmistir
(Sekil 1). Calismada, tirozol'in (9.85 mg/kg)
zeytinyaginda baskin fenol bilesigi oldugu ve
bunu sirastyla apigenin  (5.40 mg/kg) ve
hidroksitirozol'tin (3.21 mg/kg) izledigi gozlenmistir.
Benzer calismalarda tirozol ve hidroksitirozolin
zeytinyaglarinda baskin olan fenol bilesikleri oldugu
belirtilmistir (6, 39). Alkan ve ark. (7) iki yilt kapsayan
arastirmada hidroksitirozol'in miktarinin 1.13-18.57
mg/kg arasinda degistigini belirtmistir. Yapilan
arastirmalarda zeytinyaglarinin fenol igeriklerine
ait literatir verileri Cizelge 2’de verilmistir (7,
20, 25). Goruldugu gibi bu veriler calismamizda
elde ettigimiz degerlerle uyum icerisindedir.
Fenollerin miktar: zeytinin yetistigi bolgenin
kosullarina, yag ektraksiyon metoduna ve depolama
kosullarina bagli olarak degismektedir (41).
Turkiye’de uretilen zeytinyaglarinda fenol
bilesiklerinin tespiti izerine yapilan bir ¢alismada
fenol asitlerinden vanilik asit, sirinjik asit ve
pkumarik asit belirlenmis ve miktarlarinin sirastyla
0.33-0.83 mg/kg, 0.49-1.46 mg/kg ve 0.5-10.37
mg/kg arasinda degistigi belirtilmistir (42).

yonteminde 0.76£0.03 mM Trolox/kg ve ABTS
yonteminde ise 1.34+0.08 mM Trolox/kg olarak
tespit edilmistir. ABTS yontemi kullanilarak
yapilan benzer arastirmalarda zeytinyaglarindaki
antioksidan aktivitenin 0.25-1.79 mM Trolox/kg
arasinda degistigi bildirilmistir (45, 46).

i | .
P L

pt

il | &
P T .

Sekil 1. Zeytinyagindaki fenol bilesiklerinin 280nm’deki
HPLC kromatgrami

(1: Hidroksitirozol, 2: 4-hidroksibenzoik asit, 3: Tirozol,
4: 2,3-dihidroksibenzoik asit, 5:Kafeik asit, 6: Vanilik asit,
7: Vanilin, 8: Sirinjik asit, 9: p-kumarik asit, 10: Ferulik asit,
11: Sinnamik asit, 12: Apigenin, 13 :Luteolin)

Yapilan istatistiksel degerlendirmelerde toplam
fenol bilesikleri icerigi ile antioksidan kapasite
arasinda yiiksek korelasyon (R*= 0.657-0.817)
saptanmistir. Benzer sekilde hidroksitirozol,
sinnamik asiz, apigenin ve luteolin bilesiklerinde
yiksek korelasyon elde edilmistir. (Cizelge 3).
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Arastirmada ayrica DPPH ve ABTS yontemleri
de karsilastirilmis ve iki yontem arasinda yiiksek
korelasyon (R*= 0.933) saptanmustir.

Cizelge 3. Fenol bilesikleri icerigi ile DPPH ve ABTS
yéntemleriyle saptanan antioksidan aktivite arasindaki
korelasyonlar

DPPH ABTS
DPPH 1 0.933
ABTS 0.933 1
Hidroksitirozol 0.560 0.761
4-hidroksibenzoik asit 0.342 0.115
Tirozol 0.208 0.462
2,3-dihidroksibenzoik asit 0.003 0.360
Kafeik asit -0.381 -0.035
Vanilik asit -0.199 0.150
Vanilin -0.337 -0.063
Sirinjik asit 0.051 0.375
p-kumarik asit 0.125 0.461
Ferulik asit 0.076 0.424
Sinnamik asit 0.334 0.522
Apigenin 0.291 0.529
Luteolin 0.315 0.528
Toplam fenol bilesikleri 0.657 0.817

Yapilan calisma sonucunda tlkemizin énemli
yaglik cesidi olan Gemlik zeytininden elde
edilen yagin fiziksel ve kimyasal ozellikleri,
fenol bilesikleri ve antioksidan kapasiteleri
belirlenmistir. Toplam 13 adet fenol bilesiginin
saptandig arastrmada, DPPH ve ABTS yontemleri
kullanilarak antioksidan kapasite de saptanmustir.
Elde edilen veriler dinya literatiirine girmis
ve Ulkemiz yerli cesitlerinden elde edilmis
zeytinyaglar verileri ile uyum icerisindedir. Yapilan
bu calisma, zeytin cesitlerimiz icin veri bankasi
olusturmast ve zeytinyag: arastiricilart icin kaynak
teskil etmesi acisindan faydali olacaktir.
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