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OzZET

Bu galismada kullanilan piring kepegi yag1 % 37 oleik asit (C18:1) ve % 42 linoleik asit (C18:2),
findik yagi ise % 79 oleik asit (C18:1) ve %13 linoleik asit (C18:2) icermesi yoniinden doymamisg

yag asitlerince oldukga zengin bitkisel yaglardir.

Bu calismada, bitkisel yaglarin ozonlanarak yapilarinin modifiye edilmesi ile antimikrobiyal
aktiviteleri incelendi. Findik yadinin ozonlanmasi sonucu kayda deger bir degisme gézlenmedi.
Piring kepegdi yaginin ozonlanmasi sonucu elde edilen, ozonlanmig piring kepegdi yagdi
(ORBO)'nin peroksit sayisi 10,21 mmol-equiv.Kg™"den 972,71 mmol-equiv.Kg™'e cikmistir.
ORBO’nun minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) degerleri 0,73 — 1,88 mg/mL arasinda
kullanilan test mikroorganizmasina gére degismistir. Boylece, en iyi MIC degerinin Enterobacter

aerogenes Uzerinde (0,73 mg/mL) oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pirin¢g Kepegdi Yagi, Findik Yagi, Ozon, Ozonlama, Antimikrobiyal Aktivite,
RBO, HO.



ABSTRACT

In this study in used; rice bran oil (RBO) containing 37% oleic asid (C18:1) and 42% lineoic asid
(C18:2) and hazelnut oil (HO) containing 79% oleic asid (C18:1) and 13% lineoic asid (C18:2)

are quiately great vegetable oils owing to the unsaturated fatty asid.

Antimicrobial activities has been examined by modifying to ozonize the structure of these oils.
Any appreciable variation has not been observed, considering to ozonize the hazelnut oil
(OHO). Also peroxide value of ozonized rice bran oil (ORBO) has increased from 10,21 mmol-
equiv.kg'1 to 972,71 mmol-equiv.kg'1, considering to the conclusion of ozonation of the rice bran
oil. It has observed that minimum inhibition concentration (MIC) values of ORBO has changed
by test microorganism whose value is between 0.73 and 1.88 mg/ml, so optimum MIC value has

been observed on Enterobacter aerogenes (0.73 mg/ml).

Keywords: Rice Bran QOil, Hazelnut Oil, Ozone, Ozonize, Antimicrobial activity, RBO, HO.
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1. GIRIS

Ozon kimyasi, 1840 yilinda Schénbein’in ozon gazini elektrikli makinelerin elektrotlarinin
yaninda, kokusundan dolayi farketmesi sonucu kesfetmesi ile baslamistir. Schénbein bu gaza,
Yunanca’ da “Tanrinin nefesi” anlamina gelen ozon ismini vermistir. Cok reaktif bir gaz olan
ozon, oksijen gazinin allotropik modifiyesi halinde ¢ oksijen atomlu bir molekuildir. Ozonun
etilen ile reaksiyona sokulmasi sonucu, ozonun ilk reaksiyonu bulunmustur ve bu, ozonun ¢ift

baglarla reaksiyona girdigini ve onlari pargaladigini géstermistir [1].

Ozon; oksidatif, antibakteriyel ve antiviral etkilerinden dolayi icme suyu dezenfeksiyonu, dogal
tedavi, atik su artimi, havuz dezenfeksiyonu, atik gazlarin ve kirli topraklarin aritiimasi, insan

tedavisi, sterilizasyon gibi pek ¢ok alanda kullaniimaktadir [1].

200 yih askin bir zamandir bitkisel yaglarin karakteristik yapilari akademik arastirmalarin ana
konularindan olmustur. Ozellikle son yiizyllin son vyarisindan itibaren kimya ve biyokimya
alanlarinda elde edilen yeni bulgular sayesinde, ¢ok gesitli olan dogal Urtinler ve onlarin
fonksiyonlari ile ilgili mekanizmalar anlagiimaya baglamistir [2]. Bitkisel yaglarin %97-98’i
trigliserit yapisindadir. Yaglarin dogal yapilari ve karakterleri, icerisinde barindirdiklari doymus
ve doymamis yag asitlerine baghdir [3]. Bitkisel yaglardaki doymamis trigliseritler yaga birgok

olumlu 6zellik katmaktadir [4].

Ozonun bitkisel yaglarla olan reaksiyonlari, bitkisel yaglardaki doymamis yag asitlerinde
bulunan karbon — karbon ¢ift baglari ile meydana gelmektedir [2]. Ozonlanmig bitkisel yaglar,
dogal bitkisel yaglara goére ¢ok daha karmasik yapilara sahiptir [3]. Glinimizde ozonun gift
baglarla olan reaksiyonu, butlin bilim dinyasi tarafindan kabul gérmis bir mekanizma olan
Criegee mekanizmasi ile agiklanir [1]. Ozonun bitkisel yadlarla etkilesimi sonucunda
hidroperoksitler, ozonidler, aldehitler, peroksitler, diperoksitler ve poliperoksitler gibi

oksijenlenmis bilesikler meydana gelir [2,3].

Ozonlanan bitkisel yaglar farkli farkh bir¢ok kullanim alanina sahiptir [4]. Ozonlanmis bitkisel
yaglarin, bakterilere ve mantarlara karsi etkileri; gida, kozmetik, farmakoloji sanayi gibi
alanlarda kullaniimasi ile de yakindan ilgilidir [4]. Ozellikle ozonidler ve peroksitler antiseptik

etkileri nedenleriyle tibbi alanda blyUk yarar saglamaktadir [3].

Piring kepegi yag, icerdigi tokoferoller, tokotrienoller, y-oryzanol ve birgok sabunlagmayan
bilesenlerin yani sira lesitin, karotenoidler gibi disik konsantrasyonlarda bulunan diger

bilesenleri de iceren o6nemli bir kaynaktir [5]. Ayrica piring kepegi yagi, doymamis yag



asitlerince de oldukga zengindir. igerisinde % 37—43 oleik (C18:1), %31-37 linoleik (C18:2) asit
barindirir [6,7]. Findik yagdi da, pirin¢ kepegdi yagdi gibi, tokoferoller ve sabunlasmayan bilesenler
yonunden zengin bir bitkisel yag turidur ve doymamis yag asitlerince de oldukgca zengindir.
icerisinde % 55 — 78 oleik (C18:1), % 4 — 21 linoleik (C18:2) asit barindirir [8,9].

1.1. CALISMANIN AMACI

Bu calismanin amaci, igerisinde barindirdi§i zengin bilesenlerden dolayi tercih edilmis olan
piring kepedi yagi ile findik yaginin ozonlanmasidir. Ozonlama sonucu elde edilen Urinlerdeki
kimyasal degisimlerin peroksit, asit, iyot sayilarindaki degisim ile saptanmasi ve de

antimikrobiyal aktivitelerin belirlenmesidir.



2. LITERATUR OZETLERI

2.1. OZON

Ozon (0O3), U¢ tane oksijen atomunun
birlesmesi ile olusan gaz halinde bir
molekildir. Ozon, renksizdir ve keskin,
karakteristik bir kokuya sahiptir [10]. Bu koku
¢ogunlukla, ilkkbaharda gok gurdltili saganak
yagmur sonrasinda hissedilen  kokuya

benzetilerek tanimlanir [11].

Ozon, cok eskilerden beri bilinmekte olan bir

Sekil 2.1. Ozon molekili

gazdir. Ozon ismi, sahip oldugu karakteristik
kokusuna istinaden, Yunanca “Tanrinin Nefesi” anlamina gelen “Ozein” kelimesinden
gelmektedir [10].

Ozon kelimesi, ilk kez 1840 yilinda laboratuar ortaminda bu gazi sentezleyen Alman Kimyager
Christian Friedrich Schénbein tarafindan kullaniimigtir [12]. Bu da ayni zamandan ozon gazinin
tarihteki ilk kegsfi olarak kabul edilmektedir. Ozon gazinin etkileri ise daha sonralari bilimsel

arastirmalar neticesinde saptanmistir. Bu etkilerden ilerleyen bdlimlerde bahsedecegiz.

Atmosferdeki ozonun % 90'ina yakini, yer ylzeyinden itibaren 20 — 50 km seviyeleri arasinda
bulunan Stratosfer tabakasi iginde yer alir. Maksimum ozon yogunlugu ise 10 ppm ile 19 — 23.
km’ ler civarindadir. Geri
kalan %10’luk ozon miktari

Ekzosfer et T
ise yerden 10 — 15. km'ye Jreqp—

kadar uzanan  Troposfer Termosfor g 300 ki

tabakasi icinde  Nfesosfer —t 50k
bulunmaktadir [10]. Stratosfer

Troposfer
Ozon tabakasi dinya

cevresinde esit olarak
dagiimamistir. Dinya yuzeyi
Uzerinde herhangi bir yerdeki

ozon miktar;; dogal olarak Sekil 2.2. Atmosfer tabakalari



enlemle, mevsimlerle ve ginden gune degdisim gdsterir. Genelde normal sartlar altinda ozon

tabakasi kutuplar tzerinde en kalin ve ekvator etrafinda en incedir [11].

Glines radyasyonu c¢ok daha dolaysiz ve 3
GUNES
buna bagli olarak da ¢ok daha siddetli OZONUN OLUSUM MEKANIZMASI

oldugundan, stratosferik ozon ekvator

Uzerinde yuksek miktarlarda dretilir. Buna

karsilik stratosferik rizgarlar ve farkl

stratosferik basinglar, ozonun ekvatordan \«
kutuplara dogru hareket etmesine neden

olurlar [11].

Daha 6ncede bahsettigimiz gibi ozon (O;),

U¢ tane oksijen atomunun (O) birlesmesi ile Ozon Yiiksek Enerjili UV

olugur. Bu olusum; oksijen molekilinin Ismlarmmca Etkilenmektedir
(Oy) atomik oksijene (O) ayrilmasindan

sonra, bagka bir oksijen moleklli (O) ile a

carpismasi ile meydana gelir. Oksijen

molekulinin ayrigmasi icin gerekli olan
enerji dogal olarak ya da ticari amagla
uretilerek, oksijen atomu elde edilebilir [11]. .
Sekil 2.3. Ozonun atmosferde olusumu

Ozonun  dogal olarak  olusumunda,

glnesten gelen ultra-violet isinlar ile gok gurultili saganak yagmur sirasindaki yildirimlar
bulunur [11]. Dogal yolla ozon olusumunda ilk etapta, atmosferden glinesten gelen ylksek
enerjili ultraviyole radyasyonunun (gérinir ve uzun dalga boylu) etkisiyle oksijen molekuli (O,)
pargalanarak, serbest oksijen atomu haline dénismektedir (I). Daha sonra bu serbest haldeki
oksijen atomlari (O) yine ultraviyole radyasyonunun etkisiyle, oksijen molekiline (O,)
garpigsmasi sonucu, oksijen molekili ile birleserek ozon molekulind (O3) olusturmaktadir (Il)

[10].

l. O, + hv —> 20
Il. 0 + 0, + M —> O3 + M
M. O, + O —> 0, 0,

M: Reaksiyon esnasinda agiga gikan enerjiyi tasiyan tGgtnci bir molekildir (N ,, O ,) [10].

Sekil 2.4. Ozonun olugsum reaksiyonu



Ayrica ozon, elektroliz, fotokimyasal reaksiyon, radyokimyasal reaksiyon ya da elektrik bosalimi
ile oksijen iceren bir gazdan duretilebilir. Elektrik bosalimi sistemi ¢ogunlukla su ve atik-su

dezenfeksiyonu uygulamalarinda kullanilan ticari bir uygulamadir [11].

Ozon, endustriyel olarak ozon jeneratorleri yardimiyla oksijen molekilinden uretilir. Genel
olarak, ozon jeneratorleri oncelikle oksijen molekllini pargalar. Bunun sonucunda olusan
serbest oksijen radikali ¢ift atomlu bir oksijen molekiliine garparak ¢ atomlu ozon molekulinu
olugturur. O — O bagini kirmak icin ylksek miktarda enerji gereklidir. Bu enerji ultraviyole
radyasyon (188 nm dalga boyunda) ya da Corona-Desarj metodu kullanilarak ozon
jeneratérinde Uretilebilir ve serbest oksijen radikali olusturulabilir. Ticari jeneratérlerde

cogunlukla Corona desarj metodu kullanilir [13].

Corona desarj sisteminde iki adet elektrot vardir, bunlardan biri yliksek digeri algak gerilimlidir.
Bu elektrotlar, seramik bir yalitkanla ayriimistir ve aralarinda dar bir desarj tlineli vardir (Sekil
2.5.). Elektronlar yeterli miktarda kinetik enerjiye ulastiyinda (6 - 7 ev) oksijen molekulu
atomlarina ayrilir ve oksijen molekiilleri ile ¢carpigsmalar neticesinde, her bir oksijen atomu ozon
formuna dénusur. Jeneratdér hava pompalarsa % 1 — 3 oraninda ozon Uretilir. E§er jeneratér saf
oksijen ile beslenirse bu durumda % 6 oraninda ozon retilir. Uretilen ozon gazi, kisa bir siire

icinde tekrar bozunarak oksijen atomu olusturdugundan depolanamaz [13].
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Sekil 2.5. Corona-Desarj sistemi

2.1.1. Fiziksel Ozellikleri

Ozon (O3) kararsiz bir gazdir. Normal kosullarda ozon mavi renkte bir gazdir ama bu renk,
yogunlasmis bir halde oldugu zaman gdrulebilmektedir. Ozonun havadaki kararlligi sudaki

kararhhigindan daha iyidir ama her iki durumda da bu kararliik ¢ok uzun siirmez. Suda



¢bzunmis ozonun yari dmrl, sudaki fosfatlarin ve karbonatlarin konsantrasyonuna bagl olarak

8 dakika ile 14 saat arasi oldugu saptanmistir [11].

Sicaklik ¢ogu zaman havada ¢6zinmis ozonun ya da oksijenin kararliligini 6nemli 6lgiide
etkiler. Oda sicakhginda, temiz bir kap igerisinde ozonun yari émri 20 saat ile 100 saat
arasinda degismektedir. 120 °C’ de ozonun yari dmrii sadece 11 — 112 dakika, 250 °C’ de ise
0,04 — 0,4 saniye olarak saptanmistir. Ozonun bu karakteristik Ozelligi, ozon jeneratori
tasariminda sodutma sisteminin ne kadar gerekli oldugunun bir géstergesidir. Ayrica, olasi ozon

gazi sizintilarindan dolayi ozon Uretimi yapilan odada iyi bir havalandirma sistemi de sarttir [11].

Gaz ozon, havadaki konsantrasyonu 240 g/m>e (havanin agirlikga % 20’si) ulastiginda
patlayicidir. Neyse ki ozon gazinin su ya da atik-su dezenfeksiyon sistemlerindeki maksimum

konsantrasyonunun 50 g/m3 derisimi gecmedigi saptanmistir (havanin agirlikga % 4,1°i ) [11].

Ozonun sivilardaki ¢ézinurliigu  énemlidir. Ozellikle ozon dezenfeksiyon sistemlerinde
dezenfeksiyon suya transfer edilen ozonun konsantrasyonuna baglhdir. Henry yasasina gore
ozon sistemlerinde, sivida ¢ézinen ozon gazinin miktari, sabit sicaklikta, ozon gazinin sivi

Uzerindeki kismi basinci arttikga artar. Matematiksel olarak Henry Yasasi su sekilde aciklanir;
H=P/C ya da P=HxC

P = Gazin sivi tzerindeki kismi basinci (atm),
C = Swvi ile dengede bulunan, sivi igindeki gazin mol fraksiyonu,
H = Henry yasasi sabiti (Sicaklikla degisir.) (atm / mol fraksiyonu) [11].

2.1.2. Kimyasal Ozellikler

Ozon ¢ok kuvvetli bir oksidan ajandir, 2,07 V’luk oksidasyon potansiyeline sahiptir [11]. Ozon
kimyasal yapisi itibariyle oksijenin kimyasal bir kuzenidir ve radikal Ozelligi tasimaktadir.
Bununla birlikte, florin ve persiilfattan sonra, bilinen Gglinct en gi¢li oksidan maddedir ve ¢ok
etkili bir dezenfektandir [10,11].
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Sekil 2.6. Ozonun kimyasal formli ve bag agisi



Oksijen atmosferde; oksijen atomu (O), oksijen molekill (O,) ve ozon molekill (Os) olarak Ug
ayri formda bulunmaktadir [10]. Ozon bircok organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyona
girebilir. Cogunlukla oksidasyon reaksiyonlari sonucunda elde edilen Urin, ilk bilesene gore

daha az toksik etkiye sahiptir.

2O < _ o Ox

Sekil 2.7. Ozonun lewis yapisi

Yapilan bir¢cok galismada ozonun organik ve inorganik bilesiklerle reaksiyonlari tanimlanmistir.

Bunlardan bazilar su sekildedir;
2.1.2.1. inorganik Bilesikler ile Reaksiyonlari

inorganik bilesenlerin ozonla reaksiyonlari gogunlukla atik-su dezenfeksiyonunda meydana
gelmekte olup, ozonla reaksiyona giren bu bilesenler gogunlukla; silfit, nitrit,

ferrolar, manganlar ve amonyum iyonlaridir [11].

Sdlftr: Sulfurin oksidasyon derecesi kullanilan ozonun miktarina ve temas siresine baghdir.
Organik sulfurler, sulfonlar, silfoksitler ve silfonik asitlere okside olmaktadir. Silfir iyonu ise

sulfure, sulfide ve sulfata okside olmaktadir [11].

Azot Bilesikleri: Organik nitrirler, nitroso bilesikleri ve hidroksil aminlerin oksidasyonu kullanilan
ozonun miktarina ve temas siresine baghdir. Amonyagdin oksidasyon reaksiyonu, amonyagin
konsantrasyona bir etki olarak HO ~ katalitik etkisi ile pH degerinin 7 — 9 araligina gelmesi ile
olur. Baslangigtaki amonyum konsantrasyonu azot cinsinden 28 mg/L, pH 7.0 ve temas suresi
30 dakika iken % 8 amonyum reduiksiyonu oldugu saptanmistir. Nitrlir iyonu ¢ok hizl bir sekilde
nitrat iyonuna okside olmaktadir. 1 mg/L nitririin nitrata okside olabilmesi igin 2mg/L ozon
gerekli oldugu saptanmistir [11].

Demir ve Manganez: Ozonun demir ve manganez iyonlari ile reaksiyonu ¢6ziinmez bir tortu

olugturur. Demir iyonu HO ™ ile ¢dziinmez bir tortu halinde ferrike okside olur. Benzer sekilde

manganez iyonlari da HO ile ¢bzlinmez bir tortu olugturarak mangenik iyona okside olur [11].

Siyandr: Toksik siyanlr iyonu ozonla ¢ok kolay ylkseltgenir ve siyanat iyonundan daha az

toksiktir. DUsUk pH degerinde siyanat iyonu hidroliz sonucu karbon dioksit ve azot olusturur [11].



2.1.2.2. Organik Bilesikler ile Reaksiyonlar

Cesitli arastirmacilar ozonun farkli organik bilesiklerle reaksiyonlarini derinlemesine

arastirmigtir. Bu reaksiyonlardan bazilar su sekildedir;

Aromatik Bilesikler: Fenol, sulu ¢ozeltisinde kolayca ozonla reaksiyona girer. Oksalik ve asetik

asidin ozonlanmasi, bir UV 15131 ya da hidrojen peroksit gibi bir katalizériin yoklugunda nispeten
daha kararhdir. Krezoller ve ksilenollerin ozon ile oksidasyonu fenollere gére daha hizlidir.
Piren, fenantren ve naftalin halka kismindan okside olur. Klorobenzenin ozonla reaksiyonu

fenole gore daha yavas gerceklesir [11].

Alifatik Bilesikler: Doymus alifatik hidrokarbonlarin ozon ile reaksiyonuna iliskin bir bulgu

bulunmamaktadir. Ayni sekilde trihalometanin ozonla oksidasyonuna dair bir bulgu
bulunmamaktadir. Ozonun UV radyasyon ile kombine bir sekilde kloroformu oksidasyona
ugratmasi sonucu klorlir iyonu olusur fakat organik oksidasyon drini tespit edilmemistir.

Doymamis alifatik ve alisiklik bilegikler ozonla reaksiyon verirler [11].

Pestisitler: Paratiyon ve malatiyonun ozonlanmasi ise orta dereceli para okzon ve baslangi¢
maddesinden daha toksik olan mala okzon Urtnleri olusur. Ozonlama igleminin devami okzonu
azaltir fakat ilk duruma goére daha fazla ozon gerekir. Heptakloriin ozonlanmasi ile kararl bir
uriin elde edilmemistir. Aldrin ve 2,4,5-T kolayca ozon ile okside olur fakat dieldrin, klordan,

lindan, DDT ve endosllfan ozon tarafindan ¢ok az etkilenir [11].

Hiimik Asit: Himik maddeler ozonlama karsi dayanikhdirlar, uzun sdreli ozonlama iglemi
sonucu kiglk miktarli asetik, oksalik, formik ve tereftalik asit ile karbon dioksit ve fenolik
bilesikler olugur. Himik maddelerin, ozonlanmasini takiben klorlama islemi sonucu (8 dakika
kadar) trihalometan formuna indirgendigi saptanmistir. Ozonlanmis organik maddeler genellikle

okside olmamis baslangi¢ bilesiklerine gore daha kolay biyolojik bozunma ugrarlar [11].



2.2. OZONLAMA

Ozonlama, yaklasik olarak yuz yili askin bir siiredir bilenen bir islem olmasina karsin, kimyanin

ve teknolojinin ilerlemesine bagl olarak kiymeti yeni anlasiimig bir islemdir [10].

ilk olarak 1840 yilinda Schénbein tarafindan kesfedilen ozon, 1886 yilinda havanin ozonlanmis
havanin kirlenmis suyu sterilize etmesinde kullanilmistir. ilk ozon gazi kullanilan icme suyu
tesisi 1893 yilinda Oudshoorn, Hollanda’da yapilmistir. Fransizlarin Oudshoorn tesisinde
¢alismalari ve pilot testleri sonrasinda 1906 yilinda Nice, Fransa’ da ozonlu su tesisi yapilmistir.
Nice, ozonun ilk kullanildigr 1906 yilindan beri “Ozonlanmis igme suyu tesisinin dogum yeri”
olarak aniimaktadir [10,11].

1903 - 1906 yillari arasinda ABD’ de bitkiler icin su aritimi alaninda kullanildi. Bu zaman araligi
ayni zamanda, klorun ilk defa kullanim zamanina da denk gelir. 1940’ larda Ozon, igme suyu
aritiminda kullanilir hale gelmistir. Ancak, o sirada ozon uretimi hala ¢ok zor ve pahali bir
yontemdi [11]. Bu sebepten dolayl o dénemlerde ozonun kullanimi yani ozonlama iglemi pek

tercih edilen bir islem degildi.

1980’lere gelindiginde ise ozon kullanimi, teknolojinin gelismesiyle, daha da yayildi ve kullanim
alanlari ¢ogaldi. Ozon artik havuzlarda, sogutma sistemlerinde, kaplicalarda dezenfektan olarak
kullanihyordu. Ozon, cesitli endustrilere girerek buralarda kullanim alanlarini arttirdi. Suyun
aritilmasi, siyanurll gazlarin yok edilmesi gibi hem maddi agidan kar, hem de saglik agisindan
yarar saglayan alanlarda kullanildi. Ozonun buytk o6lgekte ilk kullanimi ise, ABD’ nin Los

Angeles sehrinde, sehir suyunun aritmasinda kullanilmaya baglanmis olmasidir [11].

Ozonla yapilan gesitli calimsalar ve deneyler sonucunda, ozonun gii¢li bir oksitleyici olmasi
sayesinde suda ve havada koku giderici, mikrop kirici, ortami kirleten pek c¢ok organik
molekulin yok edicisi olarak kullanilabilecegi anlasiimis ve kabul gérmistir. Ozonlu havanin
dezenfeksiyon amaciyla kullaniimasi, ozonun yuksek oksitleyici etkisi ile ilgilidir. Ozon,
ortamdaki hava kirliligi ve koétl kokulari yok etmesi sayesinde, insanlara ferahlik ve zindelik hissi

verir; daha iyi diginmelerini ve konsantrasyonlarinin devamliligini saglamaktadir [11].

Ozonun gida sektoriinde dezenfektan olarak yaygin kullanim alani bulunmaktadir. Ozon higbir
kalinti birakmaz; gida maddesinin kendisiyle herhangi bir reaksiyona girmesi s6z konusu
olmadidi igin ozonlama, dezenfeksiyon icin kullanilabilecek en saglikli ve en ¢evreci yontem
olmaktadir [11].
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Ozonlama iglemi bahsettigimiz gibi igme suyu ve atik su dezenfeksiyonunda kullanmaktayken

gunumuzde, ¢gogunlukla medikal uygulamalar icin kullaniimaktadir [14].

2.2.1. Bitkisel Yaglarin Ozonlanmasi

200 yih askin bir zamandir bitkisel yaglarin karakteristik yapilari akademik arastirmalarin ana
konularindan olmustur. Ozellikle son yiizyllin son yarisindan itibaren kimya ve biyokimya
alanlarinda elde edilen yeni bulgular sayesinde, ¢ok c¢esitli olan dogal Urtnler ve onlarin
fonksiyonlari ile ilgili mekanizmalar anlasiimaya baglamistir [2].

Bitkisel yaglarin % 97 — 98'i trigliserid yapisindadir. Yaglarin dogal yapilari ve karakterleri,
icerisinde barindirdiklari doymus ve doymamis yag asitlerine baghdir. Oleik, stearik, palmitik,
linoleik, laurik, mistirik ve linolenik asit bu yag asitlerindendir ve bunlarin hepsinin bag yapilari
gliserol yapisinin tlrevleri seklindedir [3].

Bitkisel yaglardaki doymamis trigliseritler yaga birgok olumlu 6zellik katmaktadir. Cift baglar,
hidrojenasyonda da oldugu gibi siklikla yagdlarin kimyasal modifikasyonlar i¢in kullaniimaktadir.
Trigliseritlerin ozonlanmasi bir diger reaksiyon tlrudir ve son zamanlarda oldukga ilgi
cekmektedir [4].

Ozonun bitkisel yaglarla olan reaksiyonlari, bitkisel yaglardaki doymamis yag asitlerinde
bulunan karbon—karbon ¢ift baglari ile meydana gelmektedir [2]. Ozonlanmis bitkisel yaglar,
dogal bitkisel yaglara goére ¢ok daha karmasik yapilara sahiptir [3]. Ozonun bitkisel yaglarla
etkilesimi sonucunda hidroperoksitler, ozonidler, aldehitler, peroksitler, diperoksitler ve
poliperoksitler gibi oksijenlenmis bilesikler meydana gelir [2,3]. Bu oksijenlenmis Urtnler birgok
biyolojik aktiviteye duyarhdir.

Doymamis vyaglardan elde edilen oksijenlenmis drinler, kosulsuz olarak reaksiyonun
gerceklestigi sartlara baglhdir. Bu sartlar arasinda; reaksiyonun nerede gercgeklestirildigi,
reaksiyon sicaklgi, reaktor tipi, reaksiyon karisimin karistirilmasi, ayarlan ozon dozu gibi sartlar
bulunur [2].

Ozonlanan bitkisel yaglar farkh farkli birgok kullanim alanina sahiptir. Ornegin; modifiyeli
biyodizel gibi. Ozonlanmis bitkisel yaglarin, bakterilere ve mantarlara karsi etkileri; gida,
kozmetik, farmakoloji sanayi gibi alanlarda kullaniimasi ile de yakindan ilgilidir [4]. Ozellikle

ozonidler ve peroksitler antiseptik etkileri nedenleriyle tip alaninda blytk yarar saglamaktadir

[4].
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Ozonlanmis bitkisel yaglarin tedavi edici olarak kullaniimasi hala bir tartisma konusu
durumundadir. Ozon ve ozonlanmig bitkisel yaglar tedavi yéninden bir¢ok olumlu etkiye sahiptir

fakat kullanimi halen Ortodoks tibbinda tam olarak kabul gérmemistir [4].

Ozonlanmis bitkisel yaglarin fizikokimyasal 0Ozelliklerinin bilinmesi, onlarin karakterleri ve
Ozellikleri agisindan oldukga Onemlidir. Ozonlanmis bitkisel yaglarin kalitelerinin
tanimlanmasinda ve ozonlama isleminin takibinin de peroksit, asit ve iyot sayilarinin

saptanmasi gibi analitik metotlar kullanilir [2].
2.2.2. Ozonun Bitkisel Yaglar ile Reaksiyonu — Criegee Mekanizmasi

Ozonun bitkisel yaglar ve lipitlerle olan reaksiyonu, bitkisel yaglardaki doymamis trigliseritlerdeki
karbon — karbon ¢ift baglari ile meydana gelir. Bu reaksiyon mekanizmasi Criegee mekanizmasi
olarak bilinir [15].

Criegee mekanizmasina gore, ozonun karbon — karbon ¢ift bagina katilmasi sonucu, kararsiz
ozonid bilesigi olan 1,2,3,-tri-oxolane (1) Grind olusur ve hizl bir sekilde aldehit (1l) ve karbonil
oksit (lll) bilesiklerine bozunur. Su ve herhangi bir ¢éziiciinin bulunmadigi ortamda Il ve llI
tekrardan dizenlenerek 1,2,4-trioksolan (Cis ve Trans Criegee Ozonidi) (IV) ana urinu ile
polimerik ozonid (V) Urlnlerine dénusur. Eger ortamda su bulunuyorsa, bu durumda karbonil

ozonid (1) bilesigi hidroksialkilhidroperoksit (VI) Grtiiniine déntsur [1,16,17].
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Sekil 2.8. Ozonun doymamis yag asitleri ile reaksiyonu, Criegee Mekanizmasi [15,17]

Yukarida acikladigimiz gibi, ozonun bitkisel yaglardaki doymamis yag asitleri ile reaksiyonu
sonucunda oksijenlemis Urtnler olarak hidroperoksitler, ozonidler ve aldehitler olusur.

Diaz ve Gavin (2007), ozonun bitkisel yaglardaki doymamis trigliseritler ile reaksiyonu sonucu
olugan urunleri tespit edebilmek amaciyla, dogal yag asitlerinden biri olan ve hemen hemen
batin bitkisel yaglarda ve lipitlerde bulunan linoleik asidi baz alarak, metil linoati ozonlamislardir
ve de ozonlanmis metil linoatin 'H ve ®*C NMR spektrumlarini inceleyerek olusan oksijenlenmis

urinler olan ozonidler, hidroperoksitler ve aldehitleri (Sekil 2.9.) tespit etmislerdir 9,
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Sekil 2.9. Ozonun metil linoat ile reaksiyonu sonucu olusan oksijenlenmis bilesikler [15]

2.2.3. Ozonlanmis Bitkisel Yaglar ile ilgili Galigmalar

Ozonlanmis bitkisel yaglar virtsler, bakteriler ve mantarlar Gzerinde antimikrobiyal etki
gOstermektedir [18].

Zeytinyagi ve aygicegi yagi farkli yad asidi bilesenlerini ylksek miktarda igermektedir.
Zeytinyadi oleik asit (% 65 — 85) yonunden, ay cicedi yagdi linoleik asit (% 48 — 74) yoéninden
zengindir. Bu yaglarin doymamig yag asitlerince zengin olmasi, bilesimlerinde ylksek miktarda

vitamin E gibi antioksidan maddeler bulunmasindan ve ozonun gugli bir dezenfektan ve de
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antimikrobiyal etkiye sahip olmasindan dolayi, doymamis yag asitleri iceren bitkisel yaglarin
ozonlanmasi Uzerine galismalar yapilmistir. Bu ¢alismalarda antimikrobiyal ve anti bakteriyel

etkilere sahip tibbi ve kozmetik amagli Urlnler elde edinmesi planlanmistir [2].
Diaz, M.F., vd. (2006) yaptiklari ¢alismada ozonlanmis zeytin yagi ile ozonlanmis aygicegi

yagini kimyasal ve antimikrobiyal yénden kiyaslamislar. Yaptiklari c¢alismalar sonucunda
ozonlanmisg bitkisel yaglarin antimikrobiyal etki gosterdiklerini saptamigtir [2].

Cizelge 2.1. Ozonlanmig aygicegdi ve zeytin yaginin antimikrobiyal aktiviteleri (mg/ml) [2]

Yaglar Ozonlanmis Aygicegi Yagi Ozonlanmis Zeytin Yagi

Ip @ 862 2.506 735 2.439
MICs® MBCs® MICs® MBCs” MICs® MBCs® MICs® MBCs”

SaF‘ 4,5 22,25 0,95 11,12 4,5 22,25 0,95 11,12

Ec® 9,5 22,25 0,95 11,12 9,5 22,25 0,95 11,12

P.a° 14,25 22,25 0,95 22,25 14,25 44.5 0,95 11,12

B.s.° 14,25 44.5 0,95 22,25 14,25 44.5 0,95 22,25

@Peroksit sayisi (mmol-equiv/kg).
®MICs: Minimum inhibisyon konsantrasyonu; MBCs: Minimum bakteriyel konsantrasyonu.

°S.a: Staphylococcus aureus ATCC 6538; Esherichia coli ATCC 10536; Pseudomona aeruginosa ATCC 27853; Bacillus
subtilis ATCC 6633.
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2.3.KULLANILAN BITKILSEL YAGLAR

2.3.1. Piring Ve Piring Kepegi

2.3.1.1. Piring

Dunya nifusunun yarisinin baglica kalori kaynagi olan piring (Oryza Sativa), tahil bitkileri icinde
bugdaydan sonra en ¢ok yetistirilen, dinyadaki en dnemli bitkisel besin kaynaklarindan biridir
[19,20]. Aslinda dinyanin bati bdliminden ¢ok dogusunda 6énem tasiyan bu degerli tahil,
Ozellikle Asya’ nin Cin, Japonya, Hindistan gibi fazla niifuslu Glkeleri ile Malezya ve Filipinler gibi
sicak yorelerinde halkin temel besinini olusturur [20]. Cok cesitli iklim kosullarina uyum
saglamis ve yaklagik 6.000 turli olan pirincin yayilma alani, 53° kuzey ve 40° giiney enlemleri

arasinda bulunur [19].

Hasadi yapilan piring, yani celtik tam
anlamiyla, kapcik ve kavuzlarla kapl
bugdaysi bir tanedir. Piring, bu ¢ok sert
kabuk cikarilarak yenebilir hale gelir
[19,20]. Kabugu cikarildiktan sonra
elde edilen taneye esmer piring veya
kargo  denilir ve baslangictaki
agirhginin ancak % 60 — 70’i kadardir.
Fakat bu esmer pirin¢g tohum kilifinin
¢ok sert olan tabakalarini korumaya
devam eder; bu tabakalarda baglica
vitaminler ve madensel tuzlar bulunur.
Bu tabakalari pargcalayan mekanik
agartma islemi, parlatma ve cilalama, -
beyaz piring- elde etmeyi ve gerekirse

alt rtnleri almayi saglar [19].

Celtigin islemesinden ¢ikan Urinlerin
en blyilk bilesenini % 70 ile piring Sekil 2.10. Celtik bitkisi.
(endosperm) olusturur ve % 20 oraninda kabuk agiga ¢ikar. Geri kalan % 10’luk kismin % 8'ini

pirin¢ kepegi, % 2'sini ise piring tohumu olusturur [7].
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2.3.1.1.a. Pirincin Kullanim Alanlari

insan beslenmesinde piring, suda, buharda veya yagh bir madde iginde pisirildikten sonra
tuketilir. Ayrica, lapalarin, hamurlarin, kuru pastanin ve alkollin (piring rakisi) hazirlanmasinda
kullanihr [19]. Piring taneleri 6gutllerek un ve nisasta da elde edilir. Piring unundan yapilan
hamur maya tutmadigi, yani kabarmadigi i¢cin ekmek yapiminda kullanilmaz. Ama gene de
Asya' nin dogusundaki bazi bdlgelerde piring unundan gézleme gibi bazi yassi hamur Urinleri

yapilir. Piring unu ve nisasta en ¢ok sutli tath yapiminda ve pastacilikta kullanilir [20].

Japonya’ da piringten mayalandirilarak saki denen bir ¢esit bira yapilir. Cin ve Hindistan’ da da
buna benzer alkollt i¢kiler hazirlanir. Piring hasatindan sonra arta kalan saplar, piring kepegi ve
tanelerin parlatiimasinda kalan un hayvanlara yedirilir. Ayrica saplarindan sapka, yer yaygisi,
¢anta ve ayakkabi gibi bazi hasir egya yapilir [20]. Piring samani ve ¢eltik kabugu da evlerde
enerji kaynag olabilir [19]. Piring koklerinin yakilmasiyla elde edilen killer ise piring tarlalarinin

topragina gubre olarak katilir [20].

2.3.1.1.b. Diinya’da ve Tiirkiye’de Piring Uretimi

Pirincin baslica Uretim alani, anayurdu olan Asya’ nin nemli ve tropikal bolgeleridir ve diinyadaki
toplam piring Uretiminin % 90’1 Asya’ da gergeklesir [19,20]. Asya’ da kisi basina 70 — 100 kg’dir;
1980’li yillarda Japonya ve Tayland’ da bu oranda bir azalma olmustur; aksine Afrika’ da ¢ok
fazla artmis ve 40 — 70 kg’'a ulasmistir; ithal edilen piring, bu Ulkelerdeki dari gibi yerel Urinlerin
neredeyse yarisi kadar daha ucuzdur. Piring tiketimi, Latin Amerika' da 50 — 80 kg’dir; Avrupa’
da ve ABD’de ise 5 — 6 kg1 bulur [19].

Tarkiye’de piring tariminin en buyidk bolimi Marmara, Karadeniz ve Ege bélgelerinde yapilir
[20]. Turkiye' de 2008 yih itibari ile geltik ekimi yapilan toplam 995 bin dekarlik alandan alinan
celtik (kabuklu piring) Grinu toplam 753 bin ton olup, bu geltikten 452 bin ton piring Gretilmistir
[21].

Cizelge 2.2. Turkiye'de yillara gore ¢eltik ve piring Uretimi [22]
(Ton — Tons)

2004 2005 2006 2007 2008

Celtik — Rice in the husk 490.000 600.000 696.000 648.000 735.325
Pirin¢ — Rice 294.000 360.000 417.600 388.800 451.995
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2.3.1.2. Piring Kepegi

Piring kepegi, pirincin islenmesi sirasinda, esmer piringten beyaz piring Uretilirken agiga cikan,

esmer piringteki dis tabaka (kepek) olup blinyesinde bir miktar tohum da bulundurur [22].

Piring kepeginin iki ana kullanim alani mevcuttur. Bu kullanim alanlari; hayvan yemlerine
karistirlmak suretiyle yem olarak kullaniimasi ve piring kepegdi yagr kaynadi olarak
kullaniimasidir [23].

Piring kepegi bazi fitokimyasallari yiksek miktarda igermektedir ki bunlar antioksidan 6zellige
sahiptirler [24]. Yapilan kimyasal ¢alismalar sonucunda piring kepeginin ¢6zellikle y-oryzanol ve

vitamin E tarafindan olduk¢a zengin oldugunu ortaya koymustur [22].

Yagli piring kepegi Yagi alinmig piring kepegi

Sekil 2.11. Yagli ve yagdi alinmis piring kepegi

Pirin¢ kepegi, 6nemli sabunlagsmayan bilesenlerin en énemli kaynaklarindan biri oldugu igin, son
yillarda, kimyasal bilesimi ve bu bilesenlerin saflastirimasi konusunda buyik ilgi odagi
olmustur.

2.3.1.2.a. Piring Kepeginin Kimyasal Bilesimi
Piring kepedi icerisinde barindirdigi lipitler, mineraller ve vitaminlerden dolayr oldukca

besleyicidir. Pirin¢g kepeginde bulunan bu bilesenler, piring tiriine ve iklim sartlarina bagh olarak
degismektedir [25]. Piring kepegi icerisinde % 12 — 25 piring kepegi yagi % 6 — 14 ham lif
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icermektedir [23,25]. Piring kepedinin icerisinde bulunan bu yad % 98 oraninda ekstrakte
edilebilir [25].

Piring kepeginin icerisinde dogal halde sekiz ¢esit vitamin E bulunmaktadir; bunlardan dérdi (a,
B, y, ©) tokoferol, diger dordii ise (a, B, y, 0) tokotrienoldir. y-oryzanol ise ferulik asit esterleri ile
sterollerin bir karigimidir ' *®. Piring kepegindeki y-oryzanol’ (in miktari, tokoferol ve tokotrienol
miktarindan agirlik¢ca 13 — 20 kat daha fazladir [24].

Amissah, J.G.N. vd (2003) yaptiklari ¢alismada, on alti ¢esit piring kepeginin (BETA, B189, GK
88, GRUG 7, IR 64, IR 66, IR 68, ITA 72, ITA 222, ITA 304, ITA 334, ITA 402, ITA 406, Mr.
More, TOX 3108, WAR 100) tlrlerine gore igerisinde barindirdiklari besleyici bilesenleri
incelemiglerdir. Bu arastirmanin sonucunda, incelenen piring kepegi turlerinde, % 7,63 — 13,03
nem, % 13,85 — 19,85 ham yag, % 7,33 — 13,40 ham lif, % 11,53 — 15,35 ham protein, % 8,47 —
22,18 kl, % 26,61 — 46,34 karbonhidrat, 26,30 — 51,00 mg/100g fosfor, 48,20 — 74,00 mg/100g
potasyum, 5,55 — 9,53 mg/100g kalsiyum icerdigi tespit edilmis ve 100 g pring kepeginin 43,76 —
380,39 Kcal enerji icerdigi saptanmistir [23].

2.3.1.2.b. Piring Kepeginin Faydalar

Piring kepegdi yagi igerisindeki antioksidan bilesenler, insanlardaki ve hayvanlardaki disik
yogunluktaki lipoproteinleri ve kolesteroli dusurir [26]. Piring kepegi Uzerine; kanser,
karacigerdeki yag, bobrek tasi, kalp hastaligi, hyperlipidemia, hypercalciuria gibi hastaliklara

karsi savascl etkisi ve antioksidatif etkisi nedenleriyle olduk¢a fazla ¢alisma yapilmistir [22].

Piring kepedi c¢ogunlukla tarim, gida ve kozmetik—medikal sektérinde kullanilir. Piring
fitokimyasallarinin 6nemli fizyolojik ve farmakolojik 6zellikleri sayesinde hastaliklari 6nleme ve
sagliga faydalarini daha iyi anlayabilmek amaciyla cesitli galismalar yapilmaya halen devam
etmektedir [22].

2.3.2. Piring Kepegi Yagi

Piring kepegi yagi, gida ve endustriyel amagcli kullanilmak igin piring kepegdinden ekstrakte
edilen bir yagdir [27]. Piring kepegi yagd: (Rice Bran QOil - RBO) Japonya, Cin, Kore, Tayvan,
Tayland ve Pakistan gibi 6zellikle Asya ulkelerinde yemeklik yag olarak kullaniimaktadir [6]. Bu
yag, bati Ulkelerinde ise, giderek artan bir potansiyel ile besleyici bir dogal gida olarak

gOrulmektedir.
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Pirin¢c kepegdi yagdi, Ozellikle igerisinde barindirdigi \
sabunlagsmayan maddelerden dolayi, saglik igin ¥
essiz bir fayda saglamaktadir. Bu bilesenlerden en
Onemlisi, piring kepeginde de bulunan ve ferulat

esterlerinin bir karigsimi olan y-oryzanol’ dir [6].

Aslinda piring kepegi yaginin Ulkemizde ve bati
Ulkelerinde az Uretilmesinin ana sebebi, zor bir

isleme slrecine sahip olmasina baglanabilir [6].

2.3.2.1. Piring Kepegi Yaginin Bilegimi Resim 2.12. Rafine edilmis piring kepegi
yagl.
Ham piring kepegi yagi, % 88 — 89 dogal lipitler, % 3 — 4 mumsu yaplilar, % 2 — 4 serbest yag

asitleri ve yaklasik olarak % 4 sabunlagmayan bilesenlerden olusur [26].

Piring kepegdi yagi, bir cok bitkisel yag ile kiyaslandigi zaman, igerisinde farkli miktarlarda
bulunan bircok mindr bilesene sahip oldugu goérulmektedir [7]. Piring kepegdi ve piring kepegi
yagi, ¢ok az yag turinde bulunan y-oryzanol’ Gin en iyi kaynaklarindan birisidir [7,27]. Piring
kepegdi yagdi bunyesinde, ylksek miktarda serbest yag asidi (FFA), sakizimsi ve mumsu yapilar,
sabunlasmayan bilesenler ve pigmentler gibi bir ¢ok bilesenin yani sira, tokoferol, tokotrienol
(tokoller) ve fitosterolleri de icermektedir [27]. Ayrica, piring kepe@i yagdi, yuksek miktarda

diyabetik lifler ile B-kompleks vitaminleri de icermektedir [28].
2.3.2.1.a. y-Oryzanol Ve Vitamin E

y-oryzanol, 10 tane triterpen alkolinin ferulat esterlerinin karisimidir ve kandaki kolesterol
seviyesini dislrmektedir, sinir sistemini korumakta olan bir karisimdir [29]. y-Oryzanol bilesikleri
ferulik asit tUrevleri icerdiginden c¢ok gugcli bir antioksidan etkiye sahiptir [30]. Piring kepegi
yaginda bulunan en énemli bilesen olan y-oryzanol'in dért ana bileseni 24-metilensikloartanl
ferulat, kampesterol ferulat, sikloartenol ferulat ve sitosterol ferulattir. Ham yaglarin ¢cogu 1 — 5

glkg fitosterol igerirken, piring kepegi yagi 30 g/kg’a kadar fitosterol igerebilmektedir [7].

Pirin¢ kepegi yagi (RBO) igerisinde bulunan y-oryzanol bilesikleri Sekil 2.13.’de verilmistir.
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Sekil 2.13. y-Oryzanol’'un kimyasal yapilari [29]
Vitamin E farkli antioksidan ve biyolojik aktiviteye sahip 8 kimyasal bilesikten meydana

gelmektedir: a-(alfa), B(beta), y(gama), d(delta) tokoferoller ve a-(alfa), B(beta), y(gama),
O(delta) tokotrienoller.

a-tokoferol, R1=R,=R3=CHj; y-tokoferol, Rj=R,=CH3; R;=H
a-tokotrienol, R;=R,=R;=CHj y-tokotrienol, R;=R,=CH3; R;=H
B-tokoferol, Rj=R3;=CHj3; R,=H o-tokoferol, Ri=R,=R;=H
B-tokotrienol, R1=R3;=CHj3; R,=H o-tokotrienol, R;=R,=R;=H

Sekil 2.14. Vitamin E’ nin Kimyasal Yapisi.

Tokoferoller, 3 izoprenoid birimlerinden meydana gelen bir doymus yan zincirlerle karakterize
edilmektedir ve doymamis tokotrienollere benzemektedir (a, B, y, ©). Tokoferoller, fitol ve
trimetilhidrokinondan tiiremis bir alkoldlr ve organik ¢oziiclilerde ¢oziinlr. Esterifiye olmamis
formu, kolaylikla okside olabilir. Baslica dort tokoferol vardir: a, B, y ve 6. Ancak aktivite olarak

en fazla taninani a- tokoferoldur.

2.3.2.2. Pirin¢g Kepegi Yaginin Ekstraksiyonu Ve Rafinasyonu

Ticari olarak pirin¢g kepeg@i yaginin ekstraksiyonu organik ¢dzuculer kullanilarak yapilir. Birgok
arastirmada ve endustriyel calismada piring kepe@i yadi ekstraksiyonu sirasinda, yuksek
miktarda yad ekstraksiyonu yapmasi ve de kolay uygulanabilir olmasi nedenleriyle ¢oziicu

olarak n-hekzan kullaniimasi tercih edilir [28].
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Hekzan kullanimi ayni zamanda bazi problemleri de ne yazik ki beraberinde getirir. Hekzan ile
ekstrakte edilmis pirin¢ kepegdi yagd! yuksek miktarda serbest yag asidi (FFA) igeridinin yani sira,
sakizimsi ve mumsu yapllar ile sabunlagsmayan bilesenlere de sahiptir. Ayrica, koyu yesil—
kahverengi bir renkten acik sariya calan bir renge sahip olur. Bu sebeplerden dolayi,
rafinasyona ihtiya¢ vardir [28]. Ayrica hekzan, alev alma potansiyeline sahiptir ve de insan ve

cevre icin tehlikelidir [26].

Etanol ve izopropanol gibi kisa zincirli alkoller, daha guvenli olma ve kontrol edilebilmesi
bakimindan ekstraksiyon i¢in alternatif ¢ézlculerdir. Alkol ile ekstraksiyon yapilmis yagda daha
cok fosfatit ve sabunlagsmayan bilesen bulunur. izopropanol ile ekstraksiyon yapilmis piring
kepegdi yagdi B-vitaminlerince daha zengindir, etanolle ekstraksiyon yapilmig piring kepegi yagi

ise tokoferoller ve B-vitaminlerince oldukga zengindir [26].

Cizelge 2.3.” de goruldigu gibi ¢bzicu tlrini, ¢ézlcl oraninin ve sicakligin degistiriimesi, hem
ekstrakte edilen yag miktarinda hem de yagin icerisindeki bilesenlerin miktarlarinda énemili

Olciide degisim meydana getirmektedir.

Cizelge 2.3. Farkh ¢ozicu oranlarinda ve farkh sicakliklarda ekstrakte edilen ham yag, Vitamin
E ve Oryzanol miktarlar [26]

Hekzan ile Ekstraksiyon izopropanol ile Ekstraksiyon

Ham Yag® Vitamin E°> Oryzanol® Ham Yag® Vitamin E® Oryzanol®

Oran (w / w)°

2:1 186,2 133,4 2510 170,5 145,9 2452

3:1 206,3 150,7 2815 186,5 160,5 2657
Sicaklik (°C)

40 192,8 137,2 2615 173,0 148,5 2471

60 199,7 146,9 2709 184,1 157,9 2638

?Degerler, g / kg Piring Kepegi.

l’Degerler, mg / kg Piring Kepegi.

g Coziict / g Piring kepegi.

Piring kepegi yagi da, yemeklik hale getirilirken, diger yaglarda oldugu gibi nétralizasyon,
agartma, mumsu yapilarin giderilmesi ve deodorizasyon islemlerine tabi tutulur. Piring kepegi
yaginin igerisinde barindirdigi mindr bilesenler, piring kepegdi yagdinin rafinasyonunu diger
bitkisel yaglara gbére daha karmasik ve zor bir hale sokar [7]. Ham pirin¢ kepegi yaginin
rafinasyonu sirasinda, igerisindeki sabunlagsmayan bilesenlerin (Cizelge 2.4.) degisimi ve

tokollerin degisimi (Cizelge 2.5.) asagida verilmistir.
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Cizelge 2.4. Pirinc kepegi yagdinin kimyasal rafinasyonu sirasinda sabunlagsmayan
bilesenlerdeki degisimi

Parametre Ham Notralize Agartiimig Mumsu yapilari Deodorizasyon
(9/100 g) RBO? RBO? RBO? gideriimis RBO? sonrasi RBO?
Sab. Bil.” 5,4 4,2 3.8 3,6 2,7
Squalene 0,028 0,022 0,021 0,019 0,008
T. Sterol® 2,94 2,15 1,92 1,91 1,83
T. Tokol® 0,078 0,080 0,078 0,078 0,062

?RBO, Piring Kepegi Yagi.

®Sab. Bil., Sabunlagsmayan Bilesenler.

°T. Sterol, Toplam Sterol.

. Tokol, Toplam Tokoferol ve Tokotrienol.

Cizelge 2.5. Piring kepegi yaginin kimyasal rafinasyonu sirasinda tokoferollerin ylzdesel
bilesimi.

Tokoller (%) Ham Notralize Agartilmig Mumsu yapilari Deodorizasyon
RBO? RBO? RBO? gideriimis RBO? sonrasi RBO?
a-Tokoferol 11,7 12,9 16,6 17,0 17,2
y-Tokoferol 15,6 15,5 15,1 15,2 15,2
a-Tokotrienol 3,7 4,2 4,4 4,5 53
y-Tokotrienol 66,7 65,4 62,6 62,5 61,8
O-Tokotrienol 2,2 2,0 1,3 0,9 0,5

?RBO, Piring Kepegi Yagi.
2.3.3. Findik Ve Findik Yagi

Findik, sert kabuklu meyvelerden, Betulaceae familyasi, Corylus cinsi i¢erisinde Corylus vellana
olarak yer almaktadir. Aga¢ Uzerinde gelismekte ve sert kabuk tarafindan korunmaktadir.
Dlinyada Turkiye’ nin karadeniz kiyilarinda, Avrupa’ nin giineyinde (italya, ispanya, Portekiz ve
Fransa) ve Amerika Birlesik Devletleri nin bazi boélgelerinde (Oregon, Washington)
yetismektedir [31]. Findik drlnlerinde tat, lezzet ve aroma verici olarak da kullaniimaktadir.
Kabuksuz findiklarin % 80’i ¢ikolata Uretiminde, % 15’i seker, biskivi ve pastacilik trlnlerinde;
kalan % 5’i de herhangi bir islem gdrmeden dogal olarak tuketilmektedir. Uygunsuz depo
kosullarinda kiflenmis ya da hasat ve tasima sirasinda ve mekanik garpmalar sonucunda zarar
gérmus findiklar yag endustrisinde kullaniimaktadir. Findiktan ayrilan sert kabuk yakacak
olarak degerlendirildigi gibi boya endustrisinde de kullaniimaktadir. Bunun yaninda suni tahta,

kontrplak ve désemelik mantarli musamba yapiminda da kullaniimaktadir [31,32].

Cizelge 2.6. Turkiye’ de yillara gore findik tretimi [33]
Ton - Tons

2004 2005 2006 2007 2008

Findik - Hazelnut 350.000 530.000 661.000 530.000 800.791
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2.3.3.1. Findigin Ve Findik Yaginin Kimyasal Bilegimi

Findidin kimyasal bilesimi turden tlre degismekte, iklim ve yetistirme kosullari, yukseklik ve
topragin durumu (jeolojik kosullar) gibi diger kosullar da bunu etkilemektedir [34]. Farkh cografik
bolgelerde hasat edilen bazi findik gesitlerinin yag asit kompozisyonunlarinin gesitler arasinda
onemli farkhliklar bulunmasina ragmen a-tokoferol ve sterol igeriklerinin cografi orijinlerine bagli

Onemli degisiklik gdéstermemektedir [35].

Findigin en énemli besin dgdeleri yag, protein, karbonhidrat, vitaminler ve minerallerdir. Tekli ve
¢coklu doymamis yag asitleri yoninden iyi bir kaynak oldugu igin findigin tiketimi, Toplam
kolesterol degisiminde LDL (low density lipoprotein) seviyesini distrdigu bilinmektedir [36].
Diyette findik tiketiminin saghkl oldugunu ve plazma kolesterol seviyesini azalttigini ve ayni
zamanda kolesterole dayali kalp damar hastaliklarini énledigini de bilinmektedir. Buna ek olarak
vitamin E (a-tokoferol) yonunden iyi bir kaynak oldugu belirtilen findigin tiketim miktarinin
artmasiyla kalp rahatsizliklarindan kaynaklanan 6limlerin ve ani élimlerin azaldigi belirtiimistir
[36].

Findikta, bu yararl bilesenlerin yani sira % 57 — 63 oraninda ham yag bulunmaktadir. Bunun
yani sira, ham protein agisindan da oldukga zengin olan findik, % 18 — 22 oraninda protein

igerir [31].

Cizelge 2.7. Findik yaginin tokol bilisimi [35]

Tokoller Degerler * (mg/100g)

a- Tokoferol 21,40 — 34,50

- Tokoferol 0,75-1,42

y- Tokoferol 7,26 — 22,00

0- Tokoferol 0,18 - 0,93

a- Tokoferol 0-0,27

- Tokoferol 0,08 - 0,11

y- Tokoferol 0,16 — 0,31
Toplam Tokol 41,40 — 46,90
Vitamin E 23,90 — 36,10

“Degerler Farkli Findik Tarlerinin Deger Arali@idir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

Bu ¢alismada RBO kaynagi olarak kullanilan piring kepegdi Manisa’ da yerel bir piring Ureticiden
temin edilmistir. Calismada kullanilan findik yagi ise, maliyeti diisirmek amaciyla hazir alinmis
olup, Kardelen Tarim Urlinleri Gida Maddeleri Temizlik Malz. Ve Konf. Kozmetik ltriyat Toptan
Pazarlama ith. ihr. Ltd. Sti. (Ankara, Tirkiye) firmasinin Urettigi, rafinasyon islemine tabi

tutulmus bir son Urdnddr ve yerel saticidan temin edilmistir.

Ozonlama sirasinda kullanilan ozon jeneratérii Ozon Marine Ozon Jeneratérii imalat ve Teknik
Servis Ltd. Sti. ([zmir, Tiirkiye) firmasi tarafindan temin edilmis olup, ozonlama islemi de Ozon

Marine firmasinda yapilmistir.

Ayrica, ozonlanmig yaglarin antimikrobiyal etkileri ydninden kiyaslanmasi sirasinda kullanilan
ozonlanmis zeytinyagi (OLIO), Ozon Marine firmasi tarafindan hazir olarak temin edilmistir ve
OLIO, 21 gun sure ile gece gindiz 24 saat devamli olarak 10 litre zeytinyaginin ozonlanmasi

ile Uretilmigtir.

3.2. METOT

3.2.1. islemler

3.2.1.1. Pirin¢ Kepegi Yagi Ekstraksiyonu

Piring kepeginden (RB) piring kepegdi yagi (RBO) ekstraksiyonu Soxhlet ekstraksiyonu yontemi
kullanilarak yapildi.

Ekstraksiyon, karsilagstirmali verim analizi yapilabilmesi amaciyla paralel ¢alisan birbirinden

bagimsiz iki ayri soxhlet ekstraksiyonu diizenegi kurularak gerceklestirildi.

Ekstraksiyon, 500 ml’ lik yuvarlak dipli cam balona, 350 ml ¢6zlclU konulmasi suretiyle, soxhlet
aparatina her seferinde, siizge¢ kagidina sariimis olan 40 g piring kepegdi numunesi konularak
ve 60 °C'de, 3 saat slreyle sirklilasyon yapmasi saglanacak seklinde gergeklestirildi. Bu slre
zarfinda 6 — 7 defa sirkiilasyon meydana geldi. ilk seferde, ¢oziiciiden li¢ adet 40 g'lik RB
ekstraksiyonu yapilmis olup, diger ekstraksiyonda ise dort sefer 40 g’lik piring kepeginin

ekstraksiyonu yapilmistir. Tek seferde konulmus olan ¢ézicuden, dort sefer 40,00 g’lik kepegin
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ekstraksiyonu yapilirken, toplamda her bir partide ortalama 160 g’lik piring kepegi kullaniimigtir.
160 g piring kepegdi kullanimi sonucunda, ¢ézici-yag karisimi alinip, 500 ml'lik cam balona
yeni c¢ozuclu konularak c¢ozucu yenilendi. Ekstraksiyon sirasinda c¢ozuclu olarak n-hekzan

(Merck, Darmstadt, Almanya) kullanildi.

Ekstraksiyon sonucu, 500 ml'lik cam balondaki karigsim, déner evaporatore baglandi. Cézicd,
45 °C’de 150 devir/dakika'da vakum altinda 30 dakika boyunca uguruldu. Elde edilen
islenmemis —ham- piring kepegi yagi (CRBO — Crude Rice Bran Qil), kombine edilmis sakizimsi

ve mumsu yapllari giderme (Dewaxing & Degumming) islemine tabi tutuldu.

Findik yag: hazir olarak temin edildigi icin, ekstraksiyon islemi findik yaginda

gergeklestiriimemistir.
3.2.1.2. Sakizimsi Ve Mumsu Yapilarin Giderilmesi

Ham RBO (100 g) 250 ml’ lik behere konuldu ve Uzerine agirlik¢a % 5 oraninda saf su eklendi.
32 9C’ de 1 saat boyunca devamli olarak karigtirildi. 30 dakikalik stre doldugunda, karisima 30
dakika boyunca dakikada 6000 devir gerceklestirecek sekilde santrifiij islemi yapildi [15]. Ustteki
faz, mumsu ve sakizimsi yapilardan arindiriimis yag kismi olup, alt faz ise mumsu ve sakizimsi

yapllari iceren sulu kisimdir.

Ust faz olan mumsu ve sakizimsi yapilardan arindiriimis RBO (dRBO—dewaxing & degumming

RBO) alinarak diger iglemlere tabi tutuldu.

Findik yagi hazir olarak temin edildidi i¢in, sakizimsi ve mumsu yapilarin giderilmesi islemi

findik yaginda gergeklestiriimemistir.
3.2.1.3. Bitkisel Yaglarin Ozonlanmasi iglemi
Ozonlama islemi sirasinda endustriyel ozon jeneratért kullanildi. Kullanilan jeneratoér, elektrik

akimi ile O, gazinin O3 gazina doénusturilmesi prensibine dayanarak ¢alismaktadir. Kullanilan

ozon jeneratoérunun dzellikleri Cizelge 3.1.’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Ozon jeneratorunin 6zellikleri.

Jeneratdr Elektrot Tipi Corona Desarj (LLC)
Sabit Calisma Voltaji (Sebeke) (V) 220
Calisma Frekansi (Hz) 50

Trafo Voltaji (V) 16.000

Enerji Tiketimi (Watt/h) 800 — 1000
Gaz Debisi (It/h) 1050 — 2500
Ozon Uretimi (g/h) 10

Ozon / Oksijen Yogunlugu (%) 4-6

Sistemden disariya bir hortum vasitasiyla alinan O3 gazi, hortum ucuna, kiiglk ve yuvarlak bir

akvaryum difizérQ takilmasi ve bu difizériin yag igerisine daldiriimasi suretiyle gergeklestirildi.

Ozonlanacak olan yagdan, 45 g alinarak 5 cm’lik ebatlarindaki agzi kapakli cam kavonoza
konuldu. Onceden, kapaga acilmis olan delikten, jeneratérden gelen hortum gegirilerek hortum,
akvaryum difizériine baglandi ve difizér yag icerisine daldirildi. Cam kavanozun agzi
kapatilarak, ozon gazinin yag igerisinden gegcmesi suretiyle yadin ozonlanmasi saglandi.
Akvaryum difizért, hortumdan gelen ozon gazinin yag ile tam etkilesmeden digsari g¢ikisini

Onlemek amaciyla kullaniimigtir.

Ozonlama iglemi, piring kepegi yagi ve findik yaginin, her biri icin 3 saat ve 5 saat olmak Uzere

iki ayri numune Uzerinde c¢alisiimasi ile gergeklestirildi.

Ozonlanmis bitkisel yaglar (piring kepegdi yagi, findik yadi ve zeytinyadi) diger islemlere tabi
tutuldu.

3.2.2. Analizler

3.2.2.1. Kimyasal Analizler

3.2.2.1.a. Asit Sayisi

Asit sayisi Ix, 1 gram numunenin iginde bulunan serbest asitleri nétrallestirmek igin gerekli olan

potasyum hidroksit miktarinin miligram cinsinden ifadesidir. [38].

10,00 gram numunenin (m g) esit hacimde karistirlmis ve 0,7 M potasyum hidroksit, 0,5 ml

fenolftaleyn indikatori esliginde noétrallestiriimis 50 ml’ lik etil alkol — eter karigiminda ¢ozuldr.
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Numune ¢6ziindikten sonra 0,7 M potasyum hidroksit 15 saniye boyunca degismeyen pembe

renk goérininceye dek titre edilir (n, ml cinsinden 0,1 M potasyum hidroksit miktarr) [38].

5.610xn
m

In=

3.2.2.1.b. iyot Sayisi

iyot sayisi /;, 100 gram numuneye gram cinsinden baglanabilen holojen miktarinin, iyot

cinsinden hesaplanmasidir [39].

Cizelge 3.2. Beklenen iyot sayisina gore kullanilacak numune miktari [40]

Beklenen |, Degeri Numune Miktari (g)
20’ den az 1,0
20-60 0,5-0,25
60 — 100 0,25- 0,15
100’ den fazla 0,15- 0,10

Beklenen iyot sayisina gore cizelge 3.2.de tanimlanmis olan miktarda (m g) numune, iyice
kurutulmus ya da glasiyal asetik asit R ile galkalanmis 250 ml'lik cam kapakli balona konulur ve
15 ml kloroform ile ¢ozulur. Yavasca 25,0 ml iyodin bromiir ¢bzeltisi ilave edilir. Kapak kapatilir
ve belli araliklarla galkalanarak 30 dakika boyunca karanlkta bekletilir. 100 g/I' lik potasyum
iyodiir 10 ml ve 100 mI’ de saf su ilave edilir. 0,7 M sodyum tiyosiilfat ile sari renk kaybolana
dek calkalanarak titre edilir. 5 ml nigasta ¢ézeltisi R ilave edilir ve 0,17 M sodyum tiyosiilfat ile
renk degisimi kalici olana dek titre edilir (n4, ml cinsinden 0,7 M sodyum tiyostilfat miktari). Ayni

kosullarda kor analiz yapilir (n,, ml cinsinden 0,7 M sodyum tiyosiilfat miktar) [39].

1,269 X (n2 —n1)

m

Ii=

3.2.2.1.c. Peroksit Sayisi

Peroksit sayisi I, tanimlanan metoda gore tespit edilen, 1000 g numune igerisinde bulunan

peroksitlerdeki aktif oksijenin miliequvalent cinsinden sayisal bir degeridir [40].

5,00 g numune (m g) 250 ml'lik cam kapakli erlene konulur. Uzerine, 2 hacim kloroform ve 3
hacim glasiyal asetik asit iceren 30 ml karisim eklenir. Karistirilarak numune ¢6zilir ve 0,5 mi

doymus potasyum iyodiir ¢bzeltisi R eklenir. 1 dakika boyunca galkalanir ve ardindan 30 ml saf
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su ilave edilir. Kalici sari renk gorinene dek devamli karigtirilarak 0,07 M sodyum tiyosiilfat ile
titre edilir. 5 ml nigasta ¢ézeltisi R ilave edilir ve renk dedisimi durana dek, devaml ¢alkalanarak
titrasyona devam edilir (n4, ml cinsinden 0,01 M sodyum tiyosiilfat miktari). Ayni kosullarda kor
analiz yapilir (n, ml cinsinden 0,07 M sodyum tiyosdiilfat miktari). Kér analiz sirasinda kullanilan

0,01 M sodyum tiyosiilfat in hacmi 0,1 ml’ den fazla olmamalidir [40].

_ 10 X (n1 —m2)
m

Ir

3.2.2.2. Yag Asidi Kompozisyonu Analizi

Analiz AOAC International’in standart metodundan faydalanilarak yapilmistir. AOAC (996.06)
metoduna gore gaz kromotografisi (GC) kullaniimistir. 20 mikrolitre yag alinip, tzerine 500
mikrolitre Metanol — izooktan (Merck, Darmstad, Almanya) (80:20) i¢inde hazirlanan sodyum
metilat (Merck, Darmstad, Almanya) igeren ¢ozeltiden ilave edilerek bir gece tlirevlenmesi igin
beklenilmistir. Uzerine 500 uL izooktan (Merck, Darmstad, Almanya) ilave edilerek st faz alinip
sisteme verilmigtir. Kullanilan GC/MS ‘in 6zellikleri: QP 5050 GC/MS GC: Shimadzu 17 A MS:
Quadrapole Dedektér dir. GC’ nin ¢calisma sartlar Cizelge 3.3.’te verilmistir.

Cizelge 3.3. Gaz kromotografisinin ¢alisma sartlari.

Enjeksiyon Blodu Sicakhgi 230 °C

Detektdr Sicakligi 230 °C

Akis Hizi 14 psi

FID Detektor Akimi 70 eV

iyonlagma Turl El

Kullanilan Gaz Helyum

Kullanilan Kolon FFAP 50m * 0,32 mm, 0,25 ym

Sicaklik Programi 120 °C’ de 1 dakika, 230 °C’ ye kadar 6 °C/dk’ ik

artis ve 230 °C’ de 30 dakika bekleme

3.2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

3.2.3.1. Agar Diflizyon Yontemi

Antimikrobiyal aktivite tespiti calismalarinda asagidaki test mikroorganizmalari kullaniimistir.

1. Escherichia coli ATCC 39628
2. Staphylococcus aureus ATCC 6538P
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. Sarcina lutea ATCC 9341NA

. Bacillus subtilis ATCC 6633

. Salmonella typhimurium CCM 5445

. Enterobacter aerogenes ATCC 13048

. Enterococcus faecalis ATCC 29212

. Enterobacter cloacae ATCC 13047D

. Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
0. Candida albicans ATCC 10231

2 © O N O A oWw

Bu test mikroorganizmalarindan dokuz tanesi bakteri ve bir tanesi de (Candida albicans)
mikrofungustur. Test mikroorganizmalari Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Bélimd,
Temel ve Endustriyel Mikrobiyoloji Anabilim Dali kiiltir koleksiyonundan alinmistir. Ozonlanmis
Piring Kepegi Yagina (Ozonized Rice Bran Oil, ORBO) ait érnekler 250 mg/ml olacak sekilde
etanolde ¢ozilerek, antimikrobiyal aktivite taramalari agar difizyon yéntemi ile yapilmistir [41].
Bu yéntemde besi yeri olarak bakteriler igin Mueller Hinton Agar (MHA), mikrofungus icgin ise
Patates Dekstroz Agar (PDA) kullaniimigtir. Kullanilan yag o6rneklerinin  besi yerinde
difizyonunu saglamak i¢in 100 ml besi yerine 2 ml Tween 80 ilavesi yapilmigtir. Test
mikroorganizmalarindan bakteriler Mueller Hinton Broth, maya ise Patates Dekstroz Broth icine
asllanarak uygun sicaklik derecesinde bir gece (maya 2 gece) bekletilmiglerdir. Uzun stredir
soguk kosullarda bekletilen mikroorganizmalar bu sekilde aktif hale getiriimis ve sayica artis
saglanmistir. Daha sonra test mikroorganizmalarinin yogunlugu McFarland yogunluk gizelgesi
No: 0.5 yardimiyla 1.0 x 10° koloni olusturan birim (kob)/ml’ye (C. albicans ise 1.0 x 10* kob/mL)
ayarlanmis ve igerisinde 25 mL uygun steril besi yeri bulunan Petri kaplarina 50 pl aktarilarak
steril pamuklu ¢ubuk yardimiyla tim besi yeri ylizeyine dagitiimistir. 30 dakika beklenerek besi
yerinin aktarilan test organizmasini emmesi saglanmig, ardindan steril kosullarda agar
yuzeyinde 6 mm capinda 4’er adet kuyucuk acimistir. Bu kuyucuklara her bir ozonlanmig
orneklerden elde edilen etanol slspansiyonlarindan 60 pl (2 mg/gukur) steril kosullarda
aktarilmistir. Ayrica ayni miktarda kullanilan ¢oziiciide negatif kontrol amaciyla kuyucuklara
aktariimistir. Bunlarin yani sira karsilastirma yapabilmek amaci ile bazi standart ticari
antibiyotiklere [Nalidiksik asit (30 pg/disk); Novobiyosin (30 ug/disk); Ampisilin (10 pg/disk);
Penisilin G (10 i.u./disk); Eritromisin (15 pg/disk); Imipenem (10 pg/disk); Vankomisin (30
pg/disk); Kloramfenikol (30 pg/disk) ve Nistatin (10 pg/disk)] ait diskler de Petri kaplarina
yerlestirilmislerdir (pozitif kontrol). Daha sonra Petri kaplari uygun sicaklik degerlerinde 24 — 48
saat siire ile inkilbasyona alinmistir. inkiilbasyon sonunda kuyucuklarin etrafinda gériilen
inhibisyon zonlari milimetrik olarak dlgulerek kaydedilmistir. Tim antimikrobiyal aktivite tespiti

¢alismalar Ug tekrarli olarak yapilmistir [41,42].
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3.2.3.2. Minimum Iinhibisyon Konsantrasyon (MIC)’ larin Belirlenmesi

Test bakterileri igin ¢ift kuvvetli Mueller Hinton Broth (MHB, Oxoid), Candida albicans igin yine
cift kuvvetli Patates Dekstroz Broth (PDB, Oxoid) hazirlanmistir. Bu besi yerlerinin sterilizasyon
oncesi ve sonrasi pH’ lari kontrol edilerek dogrulanmistir. Kullanilan indikator 2,3-5 Trifenil
Tetrazolium Klorir' dir (2,3-5 Triphenyl Tetrazolium Chloride; TTC, Merck K35881980). TTC,
0.018 g/L olacak bigimde steril distile su ile hazirlanarak filtrasyon ile sterilize edilmistir. Pozitif
kontrol icin kullanilan antibiyotikler Neomisin, Gentamisin ve Nistatindir. Butln besi yerleri ve

kimyasallar taze hazirlandiktan sonra kullanilincaya kadar +4°C’ de muhafaza edilmistir [14,42)].

Ozonlanmis Orneklerimiz 10 mg/mL olacak sekilde saf etanolde homojen karistiriimis
(aktarmadan 6nce vortex ile tlplerin karistiriimasi daha uygun olmaktadir) antibiyotikler ise steril
distile su ile 150 pg/mL konsantrasyonda hazirlanarak filtrasyon ile sterilize edilerek stok sivilari
olusturulmustur. Nistatinin suda ¢ézundrligini artirmak igin az miktarda etanolde
hazirlandiktan sonra uygun konsantrasyonu yakalamak igin steril distile su ilave edilmistir.
Ozonlanmis érneklerin denenen konsantrasyonlari 10 — 0.0196 mg/mL; antibiyotiklerin ise 150 —

0.293 pg/mL araligindadir. Stok sivilar kullanilincaya kadar +4°C’ de saklanmistir.

ilk denemelerin dogrultusunda, ozonlanmis numunelerin etkili oldugu mikroorganizmalardan; S.
aureus, E. coli, B. subtilis, E. aerogenes ve C. albicans MIC belirlenmesi igin secilmislerdir.
Bakteriler MHB’ da 37°C’ de 18-24 saat; maya ise PDB’ da 30 °C’ de 48 saat blydtilerek
aktiflestirilmistir. Test organizmalarinin uygun yodunluga ayarlanabilmesi i¢in CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute, 2003 ve 2006) standartlari g6z dniinde bulundurularak 0.5 ya da
1.0 McFarland yodunluk cizelgesi hazirlanmigtir. Ancak bu mikroorganizmalarin optik
yogunluklari degiskenlik gosterdiginden uygun besi yerlerinde kilturleri yapilarak yogunluklari
dogrulanmistir. Uygun seyreltmeleri aseptik sartlar altinda canllik degerleri g6z 6nunde
bulundurularak yapiimistir; MIC degerlerinin tespitinde son yogunluk bakteriler igin 5 x 10°

koloni olusturan birim (kob)/mL, maya igin ise 5 x 10° kob/mL dir [14,42,44].

Mikro seyreltme yonteminde 96’li gukur igeren steril mikro seyreltme plakalari aseptik kosullarda
hazirlanmistir. Ozonlanmis veya kontrol antibiyotiklerinin her birinden 100 yL alinarak 12’li yatay
gukur siralarinin soldan birincisine aktariimigtir. Diger ¢ukurlara ise oncelikle seyreltme sivisi
olarak 50’ser pL, bakteriler icin MHB maya icin ise PDB (gift kuvvetli) aktariimistir. Daha sonra,
test materyalinin (ozonlanmis 6rnek veya antibiyotik) aktarildigi ilk ¢ukurdan 50 pL alinarak
yanindaki 2. gukura ilave edilmistir. Homojen karigim saglandiktan sonra 2. gukurdan yine 50 pL
alinarak yanindaki 3. c¢ukura aktarimis ve bu islem onuncu yatay c¢ukura kadar

gerceklestirilerek  test materyallerinin  azalan konsantrasyonlarda seri seyreltmeleri
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hazirlanmistir. En son olarak mikro pipette kalan 50 pL test materyali atilmigtir. Bu islemlerin
ardindan, daha Onceden yogdunlugu ayarlanmis mikroorganizma Kkdltirlerinden 50°ser L
alinarak yatay cukur sirasinda 1’den 11’e kadar sirasiyla aktarilmis, 12. ¢ukurcuda ise sadece
100 pL steril sivi besi yerinden ilave edilmigtir. Bu sekilde calisilan her bir mikroseyreltme
plakasinda azalan miktarlarda ozonlanmis numune igeren 10 adet cukur (1-10. gukurlar),
blylime kontroll igin sadece mikroorganizma asilanan gukur (11. gukur) ve besi yeri sterilite
kontroll igin ayrilan bir adet gukur (12. gukur) bulunmaktadir. Paralel denemelerle pozitif kontrol
icin secilen antibiyotiklerde ayni islemlere tabi tutulmustur. Bu sekilde hazirlanan plakalar
aseptik kosullarda dehidrasyonu engellemek icin ince naylon filmlerle dikkatlice sarilarak,
bakteriler icin 37 °C’de 18 — 24 saat, maya icin ise 30 °C'de 24 — 36 saat inkibasyona
alinmistir. Teste tabi tutulan 6rnekler ve pozitif kontrol antibiyotikleri igin tim denemeler 3

tekrarh yUriatilmis ve ortalama degerleri hesaplanmistir.

TTC ile mikro seyreltme plakalarinda sonuglar su sekilde degerlendirilmistir. inkiibasyon
sonrasinda her bir gukura daha énceden hazirlanan TTC’ den 15 pl aktarilarak 37 °C’de 1 saat
reaksiyona birakilmistir. Sire sonunda renk degisiminin goériimedigi ilk ¢ukurdaki en dusuk
drnek ya da antibiyotik konsantrasyonu MIC olarak degerlendiriimistir. Renklenme (menekse-
pembe ya da bazi durumlarda tugla kirmizisi) mikrobiyal blyimeyle beraber gergeklesmektedir.
Gunki metabolik olarak aktif mikroorganizmalar dehidrogenaz enzimiyle TTC'yi formazan
(pembe-kirmizi) adi verilen intraselliler maddeye indirger. Yukarida agiklandigi Gzere bulyime
kontroli ve sterilite kontroli i¢in ayrilan ¢ukurcuklardaki reaksiyonlarla beraber
degerlendirmelerin yapilmasi daha yararli olmaktadir. Ayni zamanda plakalar kuvvetli 11k

altinda blyUmenin gdstergesi olan bulaniklik agisindan da degerlendirilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. ISLEMLER

4.1.1. Piring Kepegi Yagi (RBO) Ekstraksiyonu Bulgulari Ve Tartismasi

Ekstraksiyon sonu elde edilen ham piring kepegi yagdinin miktari ve verimi Cizelge 4.1.de

verilmistir.

Cizelge 4.1. Ham piring kepegdi yagdi1 miktari ve verimi.

Parti No. RB® miktari (g) CRBO® miktari (g) Verim (%)

1 130,10 24,15 18,56

2 155,36 29,23 18,81

3 162,54 30,76 18,92

4 160,25 30,11 18,79

5 161,84 30,46 18,82

6 160,81 30,22 18,79
Toplam 930,90 174,93 18,78

?RB, Piring Kepegi (Rice Bran); CRBO, Ham Piring Kepegi Yagi (Crude Rice Bran Oil).

Piring kepedinin % 13 — 23 aralidinda yag icerdigi bilinmektedir. Bazi ¢alismalarda ise piring
kepegdindeki yagin, tirine gore degisiklik gdstermekle birlikte ylzdesel olarak % 10,1 — 22,4 ve

% 13,3 — 19,8 araliklarinda degistigi seklinde farkli bulgular da mevcuttur [23].

Cizelge 4.1 de goruldugu gibi, calismamiz sirasinda yaptigimiz ekstraksiyonda, ortalama %
18,78’ luk bir verim ile 930,90 g piring kepeginden, 174,93 g ham piring kepegi yagi elde edildi.
Bu verimi, piring kepegdi yagdi ekstraksiyonu ile ilgili diger calismalarla kiyasladigimiz zaman,
ekstraksiyon verimimizin oldukga iyi bir degere sahip oldugu gértlmektedir.

4.1.2. Sakizimsi Ve Mumsu Yapilarin Giderilmesi Bulgulari Ve Tartigsmasi

Ham piring kepegi yagindaki (CRBO) sakizimsi ve mumsu yapilarin giderilmesi isleminin

sonuglari ve verimi Cizelge 4.2. de gosterilmistir.
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Cizelge 4.2. Sakizimsi ve mumsu yapilari giderilmis piring kepegdi yag: (dRBO)’nin miktari ve
verimi

Parti No. CRBO® miktari (g) dRBO® miktari (g) Verim (%)
1 40,02 32,90 82,21
2 40,05 32,95 82,27
3 40,03 32,93 82,26
4 40,07 32,96 82,26
Toplam 160,17 131,74 82,25

#CRBO, Ham Piring Kepegi Yagi (Crude Rice Bran Oil); dRBO, Sakizimsi ve Mumsu Yapilari Giderilmig Piring Kepegi
Yag (Dewaxing & Degumming Rice Bran Oil).

Glinudmizde genellikle, sakizim ve mumsu yapilari giderme islemleri, ayri ayr iki basamak
halinde yapilir. Bu islemlerden 6zellikle sakizimsi yapilari giderme islemi sirasinda agirlik¢ca % 2
oraninda fosforik asit kullanilir [37,45]. Kimyasal rafinasyon sirasinda dodal yagda azalma ve y-
oryzanol ile diger bioaktif bilesiklerde de kayip meydana gelir. Ayrica fosforik asit, fosfatitleri

gideremez ve yagin rengi koyu olur. Bundan dolayi da yuksek kaliteli bir yag elde edilemez [45].

Bu sebeplerden dolayi, sakizimsi ve mumsu yapilari giderebilmek i¢in bir cok kimyasal ydntem
olmasina karsin, bizim bu yapilari su ile gidermemizin nedeni, hem ekonomik, hem

uygulanmasi kolay, hem de etkili bir ydntem olmasidir.

Uygulanan iglem sonucu 160,17 g ham pirin¢g kepegi yagindan (CRBO) % 82,25’lik bir verim ile
131,74 g sakizimsi ve mumsu yapilari giderilmis piring kepegdi yadi (dRBO) elde edilmistir.

4.1.3. Ozonlama iglemi Bulgulari Ve Tartigmasi

Ozonlama islemi, her iki yag turl icin de 3 saat ve 5 saat olmak lizere ikiser numune Uzerinde
yapilmasi planlandi. Ozonlama islemi gergeklestirilirken meydana gelen degisikliklerin takibi ise

belli periyotlarla fotograflanarak gérsel olarak gercgeklestirildi.

Ozonlama igleminin bitkisel yaglar tGizerinde meydana getirdigi kimyasal degisiklerin takibi ise,
asit, iyot ve peroksit sayilarinin tayin edilmesi ile gerceklestirildi. Ozonlama yapilan yag
miktarinin dusik olmasi ve ozon jeneratérinin, laboratuar tipi degil de, endustriyel tipte bir
jeneratoér olmasi ve ozonlama igleminin laboratuar ortami disinda yapilmasi nedenleriyle, belli
periyotlarla asit, iyot, peroksit degerlerinin analizi yapiilmamis olup, sadece baslangictaki ve

ozonlama iglemi sonundaki numunelerin asit, iyot, peroksit degerleri analizleri yapiimistir.
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Ham piring kepegi yagi (CRBO)’ nin ozonlanmasinin gorsel takibine iligkin fotograflar Sekil 4.1.

ve Sekil 4.2.’de verilmistir;

5. Dakika

10. Dakika 15. Dakika
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20. Dakika 25. Dakika

\:__

30. Dakika 35. Dakika
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»
-

40. Dakika

50. Dakika
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L

1 Saat 15 Dakika 1 Saat 30 Dakika

1 Saat 45 Dakika 2 Saat
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2 Saat 30 Dakika 3 Saat (Reaksiyon Sonu)

Sekil 4.1. Sakizimsi ve mumsu yapilari giderilmis piring kepegi yad: (dRBO)nin U¢ saat
ozonlanmasinin gorsel takibi (ORBO3h).

Sekil 4.1.’de gorilecegi gibi, ozonlama sirasinda renk, 6zellikle ilk yarim saatte hizli bir sekilde
acllmis ve ilk saatin sonuna kadar da acilmaya devam etmigtir. Ayni zamanda yagin
akigkanliginda da bir katilagsma gézlemlenmistir Daha sonrasinda ise renk degisimi ¢ok fazla
g6zlenmemis olup, kivamdaki koyulasma —katilasma— devam etmistir. Yagin kivamindaki bu
katilasma, yagin akiskanhgini durdurmamistir, sadece azaltmistir. Ug saatlik siire sonunda,
sistem kapatilmis olup ve ozonlanmis piring kepegdi yadi (ORBO3h) diger analizler igin isleme

alinmak igin +4 °C’de saklanmistir.

Ozonlama iglemi, oda sicakliginda yapilmis olup, ozonlama esnasinda, Isi artisi gdzlenmemis
olup, bu sebepten dolayl da, herhangi bir sogutma sistemi kullaniimasina ihtiya¢ duyulmamistir.
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Reaksiyon Baslangici (0.Dakika) 5. Dakika

10. Dakika 15. Dakika
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20. Dakika 25. Dakika

30. Dakika 35. Dakika
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37. Dakika 38. Dakika

38. Dakika 39. Dakika
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40. Dakika

Sekil 4.2. Sakizimsi ve mumsu yapilari giderilmis piring kepegi yagr (dRBO)'nin 40 Dakika
Ozonlanmasinin Gérsel Takibi (ORBO30min).

Piring kepeg@i yaginin ozonlamasi sirasinda, 5 saat boyunca ozon gazina tabi tutularak
ozonlanacak olan numune Uzerinde calisilirken, ilk yarim saatlik stre sonrasinda yagin
renginde, yagdaki ani bir 1sI artigina paralel olarak acilma meydana geldi. Bu renk aciimasini
takiben, ani bir képlirme ve arkasindan da yagin renginde ani bir kararma — koyulasma
meydana geldi (Sekil 4.2.). Bunun sebebinin ne olabilecedi konusunda yapilan teorik arastirma
sonucu nedenin; asiri 1sinmaya bagl olarak yagin ozon/oksijen gazi karisimindaki oksijen
molekull ile reaksiyonuna girmis olabilecedi ve bunun sonucunda da, yadin yanmasi

neticesinde yagdin kararmis olmasi durumu agir basmaktadir.

Findik yaginin ozonlanmasi islemi, piring kepegi yadinin ozonlanmasi ile ayni kosullarda
gerceklestirildi. Fakat ozonlama islemi sirasinda goérsel olarak renk degisimi ya da kivamda —
viskozitede— gorsel olarak herhangi bir degisim goézlemlenmedi. Bu sebepten findik yaginin

ozonlanma islemine ait gorsel fotograflar eklenmedi.



44

4.2. ANALIZLER

4.2.1. Peroksit, Asit Ve iyot Sayilari Analiz Bulgulari

Piring kepegi yaginin ve findik yaginin, ozonlamadan 6énce ve sonraki durumlarina ait asit, iyot

ve peroksit sayilari Cizelge 4.3.’de verilmistir.

Gizelge 4.3. Peroksit, Asit Ve iyot Sayilar!.

Peroksit Sayisi (mmol-equiv. kg™)

islem Gérmemis Ozonlanmig Ozonlanmig
Yag Yag (3 saat) Yag (5 Saat)

dRBO *? 10,21+ 0,28 ° 972,71 £ 13,56 © -
HO? 1,32+0,11° 4,22+0,16 ¢ 8,74+0,62°

Asit Sayisi (mg KOH g™

islem Gormemis Ozonlanmisg Ozonlanmisg
Yag Yag (3 saat) Yag (5 Saat)
dRBO * 64,52° + 1,46 83,07°+1,37° -
HO* 44,25 +1,18° 47,32°+ 1,56 ° 53,84 +1,38°

iyot Sayisi (g iyot /100 g)

islem Gormemis Ozonlanmisg Ozonlanmisg
Yag Yag (3 saat) Yag (5 Saat)

dRBO * 102,23° +1,17°° 42,32 +1,43° -
HO ® 88,43 £1,12 81,86 + 1,14 76,13+ 1,29

2dRBO, Sakizimsi Ve Mumsu Yapilari Giderilmis Piring Kepegi Yagi; HO, Findik Yagu.
b Degerler Ug analizin ortalamasidir.
°Standart Sapma.

4.2.2. Yag Asidi Kompozisyonu Analizi Bulgulari

Piring kepegi yaginin ve findik yaginin yag asidi kompozisyonlari Cizelge 4.4.’ da verilmistir.
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Cizelge 4.4. Pirin¢ Kepegdi Yagdi ve Findik Yaginin Yag Asidi Kompozisyonlari.

Yag Asitleri dRBO? (%) HO? (%)
Mistirik Asit (C14:0) 0,27 0,03
Palmitik Asit (C16:0) 15,67 5,09
Palmitoleik Asit (C16:1) 0,12 0,16
Stearik Asit (18:0) 1,25 2,22
Oleik Asit (C18:1) 37,34 79,11
Linoleik Asit (C18:2) 41,95 12,80
Linolenik Asit (C18:3) 1,38 0,12
Arasidik Asit (C20:0) 0,43 0,00
Gadoleik Asit (C20:1) 0,42 0,17

?dRBO, sakizimsi ve mumsu yapilari giderilmis piring kepegi yagi; HO, findik yag.

4.2.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi Bulgulari Ve Tartigsmasi

Ozonlanmis yag Orneklerinin etanolle elde edilen sollsyonlarinin inhibisyon zon ¢api degerleri
Cizelge 4.5. 'de verilmig ve test mikroorganizmalari Gzerindeki etkileri Sekil 4.3. ve Sekil 4.4.” de
gosterilmistir. inhibisyon zon gapinin degeri standart antibiyotiklerin zon ¢api degerleri ile
kiyaslanarak ayni mikroorganizma Uzerinde standart antibiyotige gore daha etkin, ayni etkinlikte
ve daha az etkili sonuglarina ulasiimaktadir. Bdylece standart antibiyotiklere direncli

mikroorganizmalara karsi etkili ozonlanmis 6rneklerin olup olmadigi ortaya ¢ikmaktadir.

Calismamiz neticesinde kullanilan ozonlanmis piring kepegdi yaginin oldukga ylksek degerlerde
test edilen mikroorganizmalar Gzerine etkili olduklari tespit edilmistir. Genellikle 3 saat sireyle
ozonlanan RBO; 15 — 34 mm arasinda degisen dederlerde mikroorganizmalar Uzerine etkili
olmustur. Bu degerler pozitif kontrol olarak kullanilan standart antibiyotiklerin inhibisyon
degerleriyle karsilastirilabilecek niteliktedir. Negatif kontrol olarak kullandigimiz ozonlanmamis
piring kepegi yagi (Dewaxed & Degummed Rice Bran Oil, dRBO) nin mikroorganizmalar
Uzerine higbir inhibisyon etkisi bulunmamaktadir. 30 dakika sireyle ozonlanan RBO’ da ise yine
antimikrobiyal aktivite goriilmis ancak daha dusik sonuglar elde edilmistir. Dolayisiyla 3 saatlik
surenin ozonlamada yeterli oldugunu disinmekteyiz. Calismada tespit ettigimiz diger énemli bir
noktanin ORBO’ nun mikroorganizmalar arasinda ayrim gobzetmeden hepsine etkili
olabilecegidir. Diger bir deyisle, hem Gram (+), hem Gram (-) bakteriler hem de mayalar tzerine

oldukca yuksek degerlerde inhibisyon etkisi gérulmustar.

On denemelerle elde ettigimiz bilgiler 1s1§inda, ORBO’ nun 5 farkli mikroorganizmaya karsi MIC

degerleri mikro seyreltme yontemiyle tespit edilmistir (Cizelge 4.6.). Bu yontem hizli ve hassas
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olmasi ve az miktarda materyalin kullaniimasina olanak saglamasiyla makro broth seyreltme ve
agar difizyon yontemlerine gore olduk¢a avantajlidir. Diger taraftan mikrobiyal buyumeyle
beraber metabolizmaya dayali olarak reaksiyon verebilen indikatdr boyalarin ya da reaktiflerin
belli oranlarda testlere ilave edilmesiyle sonuglar daha dogru ve kolay okunabilir olmaktadir .,
Bu yo6ntemin giinimizde farkli organizmalara, dogal Uriinlere, bitki ya da fungus ekstrelerinin
farklihgina ve izole edilen aktif metaboliktin saflik derecesi ve tipine goére degisik
modifikasyonlari yapilmaktadir. Ancak metodun temel prensibi ayni olmakla beraber
mikroorganizmalarin bu tir maddelere karsi hassasiyetlerinin belirlenmesinde uluslar arasi
standartlara (CLSI) uyma mecburiyeti vardir. Ginimuzle bu metotla beraber kullanilabilen bazi
indikatorler Fenol Red (FR), Rezazurin, Tetrazolium Klorit (TTC), Bromcresol Purple gibi

maddelerdir.

ORBO’ nun MIC degerleri 0.73 — 1.88 mg/mL arasinda kullanilan test mikroorganizmasina gére
degismekle beraber en iyi MIC degeri Enterobacter aerogenes Uzerinedir (0.73 mg/mL). MIC
degerlerine goére test edilen mikroorganizmalarin ORBO’ ya karsi hassasiyetleri en hassastan
en direncliye dogru; E. aerogenes, B. subtilis, S. aureus, E. coli ve C. albicans seklindedir.
Cizelge 4.5.” den kullandidimiz test mikroorganizmalarinin tedavide kullanilan godu antibiyotige

direncli olduklarini gérmekteyiz.
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Gizelge 4.5. Ozonlanmis Yag Orneklerinin Antimikrobiyal Aktivite Sonuglari (zon gapi / mm)

Test Mikroorganizmalari® (Inhibisyon zonu, mm) b

Ornek Sa Ec SI Bs St Se Ea Ef Ecl Ca

ORBO3h 24 22 16 26 15 24 34 16 22 25

ORBO30min 14 18 12 18 16 14 30 10 16 16

OLIO 0O 122 0 10 0 0 20 0 10 10
dRBO o 0O 8 0O 8 0 0 O 0 O
HO 0O 0 12 0 10 0 12 0 0 ©
OHO3h O 0O O 10 O 8 12 0 0 O©
OHOS5h 0O 10 0 10 O 0 12 0 0 10
NK* 6 4 4 6 4 8 6 6 6 8
AMP*® 1% 0 26 10° 0 0 6% 16 16 ND
P 24 0 20° 8 0 0 6% 24 128 ND
ERY 20 128 26 15 28 28 24 30 158 ND
IPM 34 30 40 34 30 24 30 40 30 ND
VA 12 0 15 0 28 0 6% 16 16 ND
CLH 20 26 30 30 40 128 1287 30 26 ND
NV 32 0 28 13°% 40 20 17°® 28 22 ND
NA 20 26 10 32 0% 30 26 30 12 ND
NYS ND ND ND ND ND ND ND ND ND 22

#S.a - Staphylococcus aureus; E.c - Escherichia coli; S.I - Sarcina lutea; B.s - Bacillus subtilis; S.t - Salmonella
typhimurium; S.e - Staphylococcus epidermidis;. E.a. Enterobacter aerogenes; E.f - Enterococcus faecalis; E.cl -
Enterobacter cloaceae; C.a - Candida albicans. inhibisyon zon gapi mm cinsinden olup, cukur gaplarini (6 mm)
kapsamaktadir, negatif kontrol inhibisyonuna esit ya da altindaki degerler 0 olarak belirtiimistir; ortalama deger
hesaplamasi igin, n = 3; 0 — inhibisyon yok; NK — negatif kontrol. R: direncli, ND: belilenmedi, Bakteriler MHA, maya
PDA ortaminda test edilmigtir. °NA - Nalidiksik asit(30 pg/disk); NV - Novobiyosin (30 ug/disk); AMP - Ampisillin (10
pg/disk); P - Penisilin G (10 i.u./disk); ERY - Eritromisin (15 pg/disk); IPM - Imipenem (10 pg/disk); VA - Vankomisin (30
pg/disk); CHL - Kloramfenikol (30 pg/disk); NYS - Nistatin (10 pg/disk). ORBO3h - Ozonized Rice Bran Oil 3 hour, 3
saat Ozonlanmig Piring Kepegi Yagi; ORBO30min — 30 Ozonized Rice Bran Oil 30 min, 30 dakika Ozonlanmis Piring
Kepegi Yagi; dRBO — Dewaxed & Degummed Rice Bran Oil, Sakizimsi ve Mumsu Yapilari Giderilmis Piring Kepegi
Yagi; OLIO — Ozonized Olive Oil, Ozonlanmis Zeytin Yagi, HO — Hazelnut Oil, Findik Yagi, OHO3h — Ozonized
Hazelnut Oil 3 hours, 3 saat Ozonlanmis Findik Yagi; OHO5h — Ozonized Hazelnut Oil 5 hours, 5 saat Ozonlanmis
Findik Yagu.
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Gizelge 4.6. Ozonlanmis Yag Orneklerinin (mg/mL) Ve Standart Antibiyotiklerin (ug/mL) MIC
Degerleri.

Mikroorganizmalar”
S.a E.c B.s E.a C.a
ORBO® 1.15+025 167+065 1.05+032 0.73+£0.25 1.88%0.68
Neomisin 27.08 +9.88 5.73+2.07 7.81*234 6.25+234 ND
Gentamisin 391117 6251234 521*156 4.43%*0.78 ND
Nistatin ND ND ND ND 0.49+£0.29

#S.a - Staphylococcus aureus; E.c - Escherichia coli; B.s - Bacillus subtilis; E.a. Enterobacter aerogenes; C.a - Candida
albicans. ND — belirlenmedi. Bakteriler i¢in test ortami: MHB; Maya icin test ortami: PDB.

PORBO MIC degeri 6 test ortalamasi + standart sapmasi, antibiyotiklerin ise 6 test ortalamasi + standart sapmasidir.
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A)B. subtilis (tersten gorinls), B) B. subtilis (6nden goériinis), C) E. aerogenes (tersten goriinus), D) E. aerogenes
(6nden gorinus), E) S. epidermidis (tersten goriinls), F) S. epidermidis (6nden goriinis). ORBO — Ozonized Rice Bran
Oil, Ozonlanmis Piring Kepegi Yagi; dRBO — Dewaxed & Degummed Rice Bran Oil, Ozonlanmamis, Ham Piring Kepegi
Yagi; OZY — Ozonlanmis Zeytin Yagi

Sekil 4.3. ORBO’nun bazi mikroorganizmalar izerine inhibisyon etkisi
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A) E. coli (tersten gorlinlg), B) E. clocaea (tersten gériinig), C) C. albicans (tersten gériinis), D) C. albicans (6nden
gorinls). ORBO — Ozonized Rice Bran Oil, Ozonlanmig Piring Kepegi Yagi; RRBO (dRBO) — Dewaxed & Degummed

Rice Bran Oil, Ozonlanmamis Piring Kepegi Yagdi; OZY ve OOO — Ozonlanmis Zeytin Yagi, Ozonized Olive Oil.

Sekil 4.4. ORBO’nun bazi mikroorganizmalar Uzerine inhibisyon etkisi
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5. SONUG VE ONERILER

5.1.SONUC

Bolim 2.'de sunulmus olan literatir calismalari baz alinarak gergeklestiriimis olan bu
¢alismada, icerisinde birgcok yararli bileseni barindiran fakat o6zellikle igerisindeki zengin y-
oryzanol ile ilgi odadl olmus olan piring kepegi yadi ve yine ayni sekilde igerisindeki birgok
yararh bilesen barindirmasiyla ilgi odagi olmus fakat yagi ile o kadar ilgi gérememis olan findik
meyvesinin yagi Uzerine, dinyada son vyillarda populer olan ozonlanmis bitkisel yaglarla ilgili
arastirmalar uyguladik. Bu arastirmalar sonucunda insan beslenmesinde ¢ok 6nemli bir yeri
olan findik yaginin, ozonlanmasi sonucu elde edilmis olan Uriinde kayda deger bir degisim
olmadigi saptanmistir. Bunun nedeni, oleik asit (% 79) ydninden zengin olan findik yaginin,
iceriginde ylzde olarak az miktarda ¢ift bag bulunduruyor olmasi olabilir ya da ozon gazi ile

daha verimli bir tepkimeye girebilmesi i¢cin daha uzun ozonlama sturesine ihtiyag duyuyor olabilir.

Piring kepeginin % 13 — 23 oraninda yag icerdigi ve bu yagin % 98 oraninda ekstrakte
edilebildigi bilinmektedir. Yaptigimiz calismada yadi kendimiz ekstrakte ettik ve % 18,28
oraninda yag elde ettik. Ham pirin¢ kepegi yagdi! sakizimsi ve mumsu yapilari giderildikten sonra
elde edilen yagin sahip oldugu iyot indeksi oldukga yuksekti. Ayrica icerisinde % 37 oleik asit
(C:18:1) ve % 42 linoleik asit (C:18:2) icermesinden dolayi da, doymamis yag asitleri yoniinden
oldukga zengin olmasinin yani sira, findik yagina ile kiyaslandigi zaman neredeyse yaklasik 2
kat daha fazla karbon — karbon ¢ift bagdi icerdigi saptandi. Piring kepeginin 3 saat ozonlanmasi
ile elde edilmis olan nihai Griin ORBO, oldukga yuUksek peroksit degerine sahip olmakla birlikte,
¢ift baglarin sayisinda, yapilan iyot sayisi analizi neticesinde ciddi bir azalma oldugu gézlendi.

Buradan piring kepegi yadinin ozon gazi ile oldukga verimli bir tepkime verdigi anlagiimaktadir.

Pirin¢c kepegdi yaginin daha iyi ozonlanmasi ve de antimikrobiyal aktivite de daha etkili olmasinin
bir diger nedeni de, igerisinde barindirigi ve hi¢ bir kaynakta bulunmayan y-Oryzanol yapisi
olabilir. y-Oryzanol, bilindigi gibi antimikrobiyal, anti bakteriyel gibi bir ¢ok olumlu etkiye sahip
olan ferulik asit tlrevlerinin olusturdugu bir yapilar butintdir. y-Oryzanol yapisi geregi

antioksidan etki de géstermekte olup biinyesinde de oldukga fazla ¢ift bag icermektedir.

Yapilan antimikrobiyal aktivite belirleme caligmalarindan énce, yapilan 6n denemelerde hazir
olarak temin edilmis olan ozonlanmig zeytin yagi (OLIO), OHO ile kiyaslandigi zaman nerdeyse
OHO ile ayni aktiviteyi gosterdigi saptanmistir. OLIO’ nun 21 gin, gece-gindiz devaml
ozonlama islemine tabi tutuldugu g6z onine alindiginda, en etkin antimikrobiyal aktivite belirtisi

OLIO’ da beklenmekte iken OLIO’ nun OHO ile neredeyse ayni zon ¢aplarina sahip oldugu
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gOrualmastar. OLIO, OHO ve ORBO’ nun kiyaslanmasinda ise ORBO’ nun ¢ok daha etkili oldugu

go6rulmis ve ORBO, MIC degerlerinin belilenmesinde ilgi odagi olmustur.

Genellikle 3 saat sireyle ozonlanan dRBO; 15 — 34 mm arasinda degisen degerlerde
mikroorganizmalar Uzerine etkili olmustur. ORBO’ nun MIC degerleri 0.73 — 1.88 mg/mL
arasinda kullanilan test mikroorganizmasina goére degismekle beraber en iyi MIC degeri
Enterobacter aerogenes Uzerinedir (0.73 mg/mL). MIC degerlerine gore test edilen
mikroorganizmalarin ORBO’ ya kars! hassasiyetleri en hassastan en direncgliye dogru; E.
aerogenes, B. subtilis, S. aureus, E. coli ve C. albicans seklindedir. Cizelge 4.5 den
kullandigimiz test mikroorganizmalarinin tedavide kullanilan ¢ogu antibiyotige direngli

olduklarini gérulmektedir.

Hatta bu organizmalardan bazilari godul direng géstermektedir. Diger taraftan MIC degerlerinin
disUk olmasi da g6z 6niinde bulundurulursa 3 saat slireyle ozonlanan RBO guinimizde bazi
hastaliklarin dzellikle ylizeysel bakteriyel deri enfeksiyonlari ile mantar hastaliklarini (mikozlarin)
tedavisinde kullanilabilir. Yaralanmalarin Gzeri ozonlanmis pirin¢g kepegdi yadiyla kaplanarak,
mikrobiyal enfeksiyonlardan korunulabilir. Ayrica ginimuzde ameliyat sonrasi sonucu hastane

enfeksiyonlarinin (sekonder enfeksiyon) dniine ORBO ile gegilebilir.

5.2.ONERILER

Oncelikli olarak calismamizin temelini Glkemizde zengin olarak bulunan pirincin, isleme siireci
sonundaki ati§i olan ve hayvansal gida amagh kullanilan piring kepeginin nasil
degerlendirilebilecedi ve de Ulkemizde bol miktarda bulunan findik meyvesinden nasil daha
verimli yararlanabilecedimiz olusturdugun, calismamiz ¢ok genis kapsaml gerceklestirimemis
olup, bu calisma bir 6n caligma niteliginde gerceklesmistir. Bu sebeple oncelikli olarak, piring
kepegi yaginin farkli ozonlama sireleri ve farkli ozon dozlari kullanilarak g¢esitli numuneler
Uretilmesi, akabinde bunlarin gaz kromotografisi ydntemi ile yag asitlerindeki ylzdesel
degisimler ile iyot ve peroksit sayilarinin takibinin yapilmasi gerekmektedir. Boylelikle ideal

ozonlama stresi belirlenecektir.

Bu islemleri takiben ORBO’ nun tedavi ve korunma yéntemlerini uygulamadan énce ORBO’ nun
insan vucuduna toksik etkisinin bulunup bulunmadigini en azindan uygulanabilecek dozunun
hayvan denemeleriyle baglanarak belirlenmesi, ilave c¢alismalarla antioksidan ve sitotoksik

etkilerinin tespit edilerek bizim bulgularimizin desteklenmesi gerekmektedir.
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