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DPPH metodu birgok gida iiriiniiniin toplam antioksidan seviyesinin 6l¢iilmesinde en ¢ok kullanilan
metotlardan biridir. Schaal firin testi, Aktif Oksijen Metodu (AOM) ve Ransimat analiz metodu
yaglarin oksidasyon kararliliginin tespitinde kullanilan metotlardir. Bu ¢alismada rafine aygigek yagi,
rafine musir6zii yagi ve sizma zeytinyaginin oksidasyon kararliliklari ransimat 743 ile toplam
antioksidan tayini DPPH metodu yardimiyla tespit edilmis toplam antioksidan miktariyla oksidasyon
kararlilig1 arasindaki iligki tespit edilmeye calisilmistir. Caligmanin sonucuna gore antioksidan igerigi
ve oksidasyon kararlilig1 en yiiksek yag sizma zeytinyagi, en diisiik Rafine aygicek yagi olarak tespit
edilmigtir. Yaglarin farkli olmasina ragmen antioksidan igerigin yaglarin oksidasyon kararliliklarina
olumlu etki yaptig1 gozlenmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta muhafaza edilen metil alkol i¢inde
DPPH ¢ozeltisinin etkinligi de degerlendirilmis olup 15. Dakikada etkinligi %3,45 azalmig; 30.
Dakikada %6,21 azalmis; 45. Dakikada ise %17,53 azalmstir.

Anahtar kelimeler: DPPH, Oksidasyon Kararliligi, UV Spektrofotometri, Antioksidan

EVALUATION OF TOTAL ANTIOXIDANT AMOUNT AND OXIDATION STABILITY IN
EDIBLE OILS

ABSTRACT

The DPPH method is one of the most commonly used methods of measuring the total antioxidant
level of many food products. The Schaal furnace test, the Active Oxygen Method (AOM) and the
Rancimat analysis method are methods used to determine the oxidation stability of oils. In this study,
the oxidation stability of refined sunflower oil, refined corn oil and extra virgin olive oil was analyzed
with ransimat 743 total antioxidant value was determined by DPPH method. The relationship between
total antioxidant amount and oxidation stability has been determined. According to the results of the
study, the highest antioxidant content and oxidation stability has determined as oil extra virgin olive
oil and the lowest refined sunflower oil. Although the oils are different, antioxidant oils have been
shown to have a positive effect on oxidation stability. The activity of the DPPH solution in methyl
alcohol has maintained at room temperature and in the dark has also evaluated and the activity
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decreased 3.45% at 15 minutes; decreased 6.21% at the 30th minute; decreased 17.53%. at the 45th
minute.

Keywords: DPPH, Oxidation Stability, UV Spectrophotometry, Antioxidant
1. GIRIS

Antioksidan bilesikler reaktif oksijen tiirlerinden kaynaklanan zararli oksidasyon proseslerini
onleyebilir, geciktirebilir ya da erteleyebilir. Bunlar, hiicreler ve makro molekiilleri oksidasyon
sonrast olusan zararli molekiillerden korumasi sebebiyle saglik i¢in son derece yararli bilesikler olarak
karakterize edilir. Antioksidanlar gidalarin raf omriinii, besin degeri ve gida iriinlerinin kalitesini
etkilemekte olup depolama sirasinda gida iriinleri bozulmasimi yavaglatabilir[1]. Bir biyolojik
maddenin antioksidan faaliyetini 6lgmek i¢in ¢esitli metotlar kullanilir. En sik kullanilanlar radikal
yapida kromojen bilesikler igeren ve oksijen tiirlerini indirgeyici ydntemlerdir. Bu yontemler
kolayligi, hiz ve hassasiyeti nedeniyle popiilerdir. Antioksidanlarin varligina bu radikal kromojenlerin
kaybolmasi yol agar. En yaygin olarak kullanilanlar ABTS ve DPPH yontemleridir. Bazi yaygin
olarak kullanilan diger metotlar FRAP metodu, ORAC metodu, PCL metodu olarak sdylenebilir.
DPPH metodu Blois(1958) tarafindan verilmis olup daha sonra Brand-Williams, Cuvelier ve Berset
(1995) ve Sa'nchez-Moreno, Larrauri ve Saura-Calixto (1998) tarafindan modifiye edilmistir [2],[4].
DPPH c¢ozeltisi hidrojen atomu verebilecek bir maddeyle karistirildiginda indirgenerek renk
degisimine neden olur(Sekil 1). (DPPH; CigH;,NsOs, M=394,33)[4],[5]. DPPH radikali bir elektron
veya hidrojen kabul ederek istikrarli, diamagnetik molekdil haline gelir ve olusan bilesik oksitlenmeye
kars1 oldukg¢a direnglidir[2]. DPPH yontemi ugucu yaglarda sabit yaglarda ve bitki ekstraktlarindaki
toplam antioksidan tayininde oldukga fazla kullanilmaktadir [6],[8]. DPPH metodunda toluen, karbon
tetrakloriir kloroform, aseton, etil asetat, dietil eter gibi ¢oziiciiler kullanilabilmekte fakat yemeklik
yaglarda en uygun ¢ozelti 2-propanol olarak tespit edilmistir[1].

DPPH’1n etanoldeki ¢6zeltisi mor renklidir ve 515 nm’de maksimum absorbans verir. Antioksidan
tarafindan indirgenince rengi agildigi igin(sar1) reaksiyonun ilerleyisi spektrofotometre ile izlenir.
DPPH’n renginin solmasi antioksidan konsantrasyonu ile orantilidir [9].

Herhangi bir t zamaninda kalan DPPH’1n yiizdesi Denklem 1°den hesaplanir.
Ar
%DPPHkalan = A_ %X 100 (1)
0

Ay baslangi¢ absorbansi, t ise A; zamaninda absorbans olup 517 nanometrede sirayla 6lgiiliir. Serbest
radikal siipiiriicii aktivite derecesi, Denklem 2’den hesaplanir.

DPPH serbest radikal siipiiriicii (%) = 2Xentroi=A0mek 1 2

Agontrol

Axonro, DPPH’1n tek basina absorbansi, Ay farklt konsantrasyonlarda ekstrakt igeren DPPH’in
absorbansidir[10]. DPPH yonteminde absorbans dlglimleri genellikle 515 ile 520 nm dalga boylarinda
yapilir[11]. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazill (DPPH radikali) 517 nm de metanol ve aseton iginde
absorbansi 25°C 1s1k altinda sirayla 120 dakikada %20 ve %35 azalirken karanlikta 150 dakika 6nemli
bir degisme gozlemlenmemektedir. DPPH radikali %21 oksijen ve 151k altinda 90 dakikada bozulma
oran1 %1 oksijen altinda bozulma oranindan oldukga yiiksektir. Metanol, pH 4 tampon ¢dzeltisi i¢inde
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DPPH absorbansi, aseton pH 10 tampon ¢ozeltisi iginde DPPH absorbansi, 120 dakika boyunca 151k
altinda, sirastyla, %55 ve 80 azalmistir[12].
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Sekil 1. Antioksidan varliginda DPPH’in mor renkten sar1 renge doniismesi[13].

Oksidatif ransitide ya da oto-oksidasyon gelisimi yenilebilir sivi ve kat1 yaglarin depolama 6mrii ve
gida kullanimini etkileyen belirleyici faktordiir. Lipidlerin oto-oksidasyonu molekiiler oksijen ve
doymamis yag asitleri arasinda olusan bir serbest radikal zincir mekanizmasi yoluyla serbest
radikallerin, peroksit serbest radikaller ve hidroperoksitlerin olusmasini igeren dogal bir siiregtir.
Hidroperoksitler, bunlar arasinda aldehitler, ketonlar, alkoller ve asitler gibi ikincil reaksiyon
iriinlerini olusturmak iizere ayrisan, istenmeyen koku ve tatlara neden olan ve yagm kalitesini
etkileyen dengesiz bilesiklerdir. Oksidatif stabilite ve sivi yaglarin bozulmasi, antioksidan ve
prooksidan ozelliklere sahip mindr bilesiklerin baglangi¢c konsantrasyonuna, sicaklik, 11k, oksijen
mevcudiyeti ve depolama kosullarina baglidir. Antioksidanlar inhibe ya da oksidatif siirecine
miidahale ve yaygin olarak lipid oksidasyonunu geciktirmek icin kullanilan bilesiklerdir. Giiniimiizde
yenilebilir yaglara sentetik antioksidanlarin giivenligi sorgulandigi i¢in dogal antioksidanlar ilavesi
onerilmektedir. Antioksidanlar, kendi eylemlerine gore birincil veya zincir kiran ve ikincil veya
onleyici olarak siniflandirilmaktadir. Birincil antioksidanlar peroksil radikalleri ile reaksiyona
girebilen, onlari daha kararli iriinlere doniistiiren bilesiklerdir ve tokoferoller bu kategoride yer
almaktadir. Ikincil antioksidanlar metal iyonlar1 arasinda bag olusturan, oksijen tutucu,
hidroperoksitler radikal olmayan iiriinlere doniistiiren UV radyasyonu absorblayan ve tekli oksijenin
devre dis1 birakilmasini saglayan Ozelliktedirler. ikincil antioksidanlardan yaygm olanlari,
karotenoidler, sitrik asit, askorbik asit ve askorbil palmitatdir. Ayrica, bazi antioksidanlar digerleri
tarafindan geri doniistiriilebilir; mesela, askorbik asit a-tokoferol radikallerinden ya da oksidasyon
iriinlerinden yeniden olusturulabilir[14]. Ransimat metodu arttirilmig sicaklik ve hava ile temas
ettirilerek iirtiniin hizlandirilmis oksidasyon testidir. Yaglar haftalar/aylar yerine saatler iginde oto-
oksidasyona ugratilir. Sabit yliksek bir sicaklikta, reaksiyon kabi icinde bulunan Ornekten hava
gecirilir. Bu islem sirasinda yag asitleri oksitlenir. Testin sonunda, ugucu ikincil reaksiyon tiriinleri,
hava akim ile 6lgme kabina aktarilir ve 6lgiim ¢ozeltisi (deiyonize su) tarafindan emilir. Olgiim
solisyonunun elektrik iletkenligi reaksiyon iirtinlerinin emilimi nedeniyle artmaktadir. Deiyonize
suyun iletkenligi zamana kars1 grafie gegirilir. ikincil reaksiyon iiriinleri olusuncaya kadar gegen
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siireye indiiksiyon zamani denir. Indiiksiyon zamani oksidasyon kararliligin1 karakterize etmektedir.
Indiiksiyon periyodu egrinin ikinci tiirevinde maksimum kirilma noktastyla tespit edilir[15].

Ransimat, oksidatif stabiliteye karst dayanmiklilign siirekli Olgen periyodik analitik tespitler
gerektirmeyen, bu nedenle, titrasyon i¢in organik solventleri gerektirmeyen bir makinedir[16]. Schaal
firm testi, Aktif Oksijen Metodu (AOM) metodlari yaglarin oksidasyon kararliliklarmin tespit
edilmesinde kullanilan metodlar olup bu metodlarda yaglarin peroksit degerleri kullaniimaktadir.
Peroksitler yagin yapisini bozarak kendi ozelliklerini goéstermelerini engellemektedirler. Bu ise
istenmeyen bir durumdur. Hemen hemen biitiin gida iriinleri hem kendi biinyelerinde hemde havadaki
oksijenle etkileserek peroksitleri olusturmaktadir[17], [18]. Oksidasyon siirecinin erken asamalarinda
tiretilen hidroperoksitler peroksit degerini ifade etmektedir. Peroksitler, aldehit keton gibi ikinci
oksidasyon iirlinlerine doniiserek oksidasyonun ilerleyen asamalarinda degerleri diismektedir. Bu
nedenle anisidin degeri gibi ikincil oksidasyon ftrinlerini de olgerek birincil oksidasyon firlin
miktarlartyla birlestirmek 6nemlidir. Peroksit degeri ve anisidin degerinin kombinasyonu TOTOX
degeri olarak adlandirilir ve birincil ve ikincil oksidasyon iriinlerinin toplam 6l¢iistidiir[19]. Bu
calismada yemeklik yaglarin antioksidan i¢eriginin oksidasyon kararliligina etkisi tespit edilerek, en
¢ok tiiketilen bitkisel yemeklik yaglarin saglik agisindan degerlendirilmesi amaglanmistir.

2. MATERYAL VE METOT
2.1. DPPH metodu yardimiyla toplam antioksidan miktar tayini

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali kullanilarak
Blois’in metoduna gore yapilmigtir[2]. DPPH metodu ile toplam antioksidan tayininde Thermo
Multiskan markali UV spektrofotometre cihazi kullanilmistir. Yemeklik yaglar piyasada satilan
yaglardan temin edilmigtir. DPPH radikalinin 20mg/100ml metil alkol i¢indeki ¢ozeltisi
hazirlanmigtir.  0,5’er gram rafine aycicek yagi, rafine misirdzli yagi ve sizma zeytinyagr 10ml’lik
cam tiiplere alinip metil alkol ile hacimleri 3ml’ye tamamlanmigtir. DPPH radikalinin 20mg/100ml
metil alkol icindeki c¢ozeltisinden 1 ml ilave edilip son hacim yine metil alkol ile 4ml’ye
tamamlanmustir. 30. Dakika da 517nm’de absorbsiyon degerleri okunmustur. Kontroliin absorbansi
20mg/100ml metil alkol i¢ginde DPPH ¢6zeltisinin 1ml’si ile 3ml metil alkol karisimi 0. Dakikada 517
nm dalga boyunda absorbansi okunarak kontrol olarak kaydedilmistir. Deneyler ii¢ tekrar okumayla
gergeklestirilmis olup deney sonuglarinin ortalamasi alimustir.

% Inhibisyon Denklem 3’den hesaplanmustir.

%inhibisyon = [(Kontroliin absorbansi — Ornegin absorbansi) /Kontroliin absorbansi]x100 (3)
DPPH ¢ozeltisinin 45 dakika i¢indeki etkinligide bu ¢alismada degerlendirilmistir.

2.2. Ransimat 743 ile oksidasyon kararhlik tayini

Ransimat analizleri standart ransimat metoduna goére yapilmistir. Bu metod da sicaklik 120°C, 6rnek
miktar1 3 g, hava akis1 20 L/h, su miktar1 60 mL ‘dir. Arastirmada iletkenligi 0,055 ps ultra saf su

kullanilmigtir. Bu metoda uygun olarak deneysel ¢aligmalar iki tekrarli yapilmis deney sonuglarinin
ortalamasi verilmistir.
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3. BULGULAR

DPPH metodunda 0. Dakikada kontroliin absorbanst 1,535 olarak tespit edilmistir. UV
spektrofotometresinde 30. Dakikalarda okunan absorbsiyon ve % radikal siiplirme aktivitesi degerleri
Cizelge 1°de verilmektedir. Ayni zamanda %20’lik Metil alkol icinde DPPH’mn etkinligindeki
azalmada oda kosullarinda tespit edilmis olup Cizelge 2’de verilmistir. Ransimat analiz sonuglarina
gore 120°C’de raf 6mrii en diisiik olan yag rafine Aygcicek yagi olup indiiksiyon zamani ortalama 1,83
saat; rafine misirdzii yaginin 4,24 saat; sizma zeytinyaginin 4,97 olarak tespit edilmistir.

Cizelge 1. UV spektrofotometrede DPPH radikali igeren yaglarin % radikal siipiirme aktivitesi
degerleri ve ayn1 yag numunelerinin 120 °C’ de elde edilen Ransimat analiz sonuglari.

Ransimat
DPPH Metodu Sonuclar: Deney
Sonuglari
30 % Radikal siipiirme
Numune Adi " aktivitesi Indiiksiyon
dakika A — Ax
Kontrol Ornek zamani
A()rnek x100
AKontrol
Rafine Aycicek Yagi 1,420 7,492 1,83
Rafine Misirozii Yagi 0,903 41,173 4,24
Sizma Zeytinyagi 0,489 68,143 4,97

Cizelge 2. DPPH radikalinin metil alkol icindeki ¢ozeltisinin (20mg/100ml) 517nm’de absorbsiyon
degisimi.

Si 0. 15. 30. 45,
ure dakika | dakika | dakika | dakika

Absorbsiyon

G17nm) | 2492 | 2406 | 2337 | 2055

4. TARTISMA VE SONUC

Aycicegi yagi E vitamini acisindan zengin olup zeytinyagi ise polifenol ve tokoferol gibi
antioksidanlar agisindan zengin oldugu bilinmektedir[20]. % Inhibisyon degeri 68,143 ile en yiiksek
olan yag sizma zeytinyagi olarak bulunmus olup antioksidan degeri en yiiksek yagdir. Antioksidan
degeri en disiik yag ise rafine Aygicek yagi olarak tespit edilmis olup % radikal siipiirme aktivitesi
degeride(7,492) en diisiik yagdir. Antioksidan icerik besin degerini ve kalitesini arttirip, iriiniin
oksidasyonunu engellemesi ya da azaltmasi sebebiyle bu ¢aligmanin sonucuna gore saglik agisindan
sizma zeytinyagi en kaliteli yag olarak tespit edilmistir. Ransimat analiz sonuglarina gore rafine
aycicek yagi oksidasyon kararliligi en diisik yag olup sizma zeytinyagi ise en kararli yagdir.
Zeytinyagimin giiglii oksidasyon stabilitesine sahip olmasinin sebebi hem ¢oklu doymamis yag
asitlerinin az miktarda bulunmasindan hem de tokoferoller ve polifenoller gibi antioksidan maddeleri
icermesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir Tirkiye'de elde edilen zeytinyaglarinin oleik asit
miktarlart %68-73 araliginda degismektedir. Bununla birlikte, pinoresinol fenolik bilesigi major
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bilesendir(yag kategorisine bagl olarak 5-77 mg / kg) [21]. Ispanya ve italyada yapilan farkli
¢alismalarda zeytinyag: ve oleik asit igerigi yiiksek yaglarin tiiketimiyle meme kanseri arasinda ters
iliski oldugu tespit edilmistir [22],[24]. En ¢ok tiiketilen yag olmasi sebebiyle rafine aygicek yaginin
kalitesinin arttirilmast hususunda girisimlerde bulunulmasi onerilmektedir. Antioksidanlar inhibe ya
da oksidatif siirecine miidahale ve yaygmn olarak lipid oksidasyonunu geciktirmek igin
kullanildigindan rafine aygicek yagina dogal antioksidan ilavesi de Onerilebilir. Yiiksek sicaklik
gerektiren gida pisirme islemlerinde bu ¢aligmanin sonucuna gore Aygicek yaginin kullanilmasi
uygun degildir. Rafinasyon sirasinda kimyasal kalintilar ve sicaklikla olusan trans yag asitleri
sebebiyle rafine yaglara oranla sizma zeytinyaginin gidalarda kullanilmasi da saglik agisindan
onerilmektedir.

20 mg/100 ml Metil alkol i¢indeki DPPH ¢ozeltisinin oda kosullarindaki etkinligindeki degisimde
tespit edilmistir. Cizelge 2’de verilen bu sonuglara gore oda kosullarinda ve karanlikta muhafaza
edilen DPPH ¢ozeltisinin 15. Dakikada etkinligi %3,45 azalmis; 30. Dakikada %6,21 azalmis; 45.
Dakikada ise %17,53 azalmustir.
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