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OZET

ZEYTIN AGACI YAPRAKLARINDAN SUPERKR iTiK-CO, ILE EKSTRAKT
ELDESI VE BIiLESIMINDEKI OLEUROPEIN MIiKTARININ INCELENMESI

Bu calsmada zeytin gaci Olea europaepyapraklarindan farkli yéntemlerle ekstrakt
elde edilmesi ve eksrakt bgienindeki oleuropein miktarinin elde etme yontentieri
gore incelenmesi hedeflengtit. Bu amagla ilkemizde (Menemeigmir) yetien
Memeli tlrd zeytin gaclarindan toplanmy kurutulmy ve @utilmis yapraklardan
klasik ¢cozucu ekstraksiyonu, sokslet ekstraksiyoausuperkritik karbondioksit (SC-
CO,) ekstraksiyonu yontemleri ile g#i isletme parametrelerinde ekstrakt elde
edilmistir. Elde edilen ekstraktlarin oleuropein igesivi kromatografisi—elektrosprey
iyonizasyonu- kombine kitle spektrometresi (LC-B&/MS) yontemi ile
gerceklgtirilmi stir.

Zeytin ggacinin turanun, ggrafi konumunun ve 6rnek alma zamaninin yapraktde el
edilen ekstrakt icerisindeki toplam fenolik madde temel fenolik bilgiklere
(oleuropein, verbaskozit, luteolin @-glukozit ve luteolin 4'O-glukozit) etkilerinin
incelendgi calisma kapsaminda, ayni ygirme kaullari altinda ve ayni boélgede
bulunan (San Antonio, Teksas) 25 farkl tirdekitzeggaci yapr&l ekstrakti ile dort
farkl cografik konumda (San Antonio, Seadrift, Brazoria \enf& Fe) yegen ayni tlr
(Arbequina) zeytin gaci yaprgl ekstrakti incelenmgtir. Fenolik madde profilinin
mevsimsel olarak dgsimini gozlemlemek icin yapraklagubat ve Haziran aylarinda
olmak uzere iki farkli donemde toplargtm. Elde edilen ekstraktlarda temel fenolik
maddelerin analizi HPLC ile, toplam fenolik maddenabeleri ise UV-
Spektrofotometresi ile gercekteilmi stir.

Ayrica bitkiler Gzerindeki gevresel faktorlerin énemlilerinden birisi olan su stresinin
zeytin aacl Uzerindeki etkileri, ekstraktin icgimdeki toplam fenolik madde ve
aminoasit miktarlari agisindan incelestini Iki farkh tir (Koroneiki ve Arbequina)

zeytin gacl, iki alternatif sicaklik arainda sera icerisinde gtzlemlersti

Elde edilen bulgular, varyans analizi (ANOVA) yomtekullanilarak istatiksel olarak
degerlendirilmigtir. ~ Zeytin yapraklarindan oleuropein eldesi i¢iBC-CQ ile
ekstraksiyonda yardimci c¢ozicl tartd ve miktarinieringi oldukca etkiledii
gorulmistr.  Zeytin gaci turinun yapraktaki fenolik madde profilinde (e
farkhliklara yol actgl bulunmytur. Ancak toplam fenolik madde miktarinin tirler
arasinda cok farkli olmagh ve s@uk hava keullarinda daha ylksek oldu
gozlenmgtir. Su stresi altindakigaclarin yapraklarindan elde edilen fenolik madde ve
aminoasit miktarlarinda agtmeydana gelgi goralmustar.
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SUMMARY

OBTAINING OF OLIVE LEAF EXTRACT WITH SUPERCRITICAL  CO2AND
INVESTIGATION OF THE OLEUROPEIN CONTENT IN THE EXTR ACT

This study aimed to obtain extracts from olive t{@&a europaepleaves by means of
different methods, and to investigate the oleunomeintent in extracts with respect to
these methods. For this purpose, dried and gréeenes picked from olive trees of
Memeli cultivar (Menemenizmir) were extracted with conventional solvent agtion,
soxhlet extraction and supercritical carbondiox{@C-CQ) extraction methods in
different operation conditions. The oleuropein teoi of obtained extracts was
analyzed by usinga liquid chromatography-electrospray ionization-tamdenass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS) technique.

Within the scope of investigating the effects a¥eltree cultivar, geographical location
and sampling period on total phenolic content andinmphenolic compounds
(oleuropein, verbascoside, luteolinCfglucoside and luteolin 43-glucoside), 25
varieties of olive tree leaves cultivated in thensageographical area (San Antonio,
Texas) under the same cultural conditions, as a®lthe same variety of olive tree
(Arbequina) leaves cultivated in four different geaphical areas (San Antonio,
Seadrift, Brazoria and Santa Fe) were evaluated.ordler to observe the phenolic
profile regarding the season change, leaves wetegiin February and June. The
analysis of individual phenolic compounds and tgaénolic content of the obtained
extracts were performed by HPLC and UV-Spectropmetoy, respectively.

In addition, effects of water stress on olive treghkich is one of the most important
environmental factor influencing plants, were iigeged in terms of total phenolic
compound and amino acid contents. Two different&iof olive tree (Koroneiki and
Arbequina) were observed in green house under liwmative temperature ranges.

The results were evaluated statistically by usimglysis of variance (ANOVA) method.
It was observed that the type and amount of coestlused in SC-CQextraction has
affected considerably the extraction efficiencywéas found that the olive tree cultivar
leads to differences in phenolic compound profilBut the total phenolic content
among the cultivars did not change with varietyirees and were found higher under
cold weather conditions. Both total phenolic amdireo acid contents of olive tree
leaves increased by water stress.
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1. GIRIS

Bitkisel ekstraktlar, taze veya kurutulgnbir bitkinin meyvelerinden, yapraklarindan,
ciceklerinden, odunlarindan, recinelerinden ve igidlerinden cgtli yontemlerle elde
edilen karmak karsimlardir. Hippocrates'e gore hasta bir insanieggitmek icin ilk
olarak ruhsal tedavi uygulanmalidir. Sonug¢ alinfgadakdirde bitkisel tedaviye
basvurulmalidir. Son care olarak ise hasta ameliyatmedidir [1]. Bu prensip
cercevesinde bahsedilen bitkisel tedavi yontemnugitizde yerini etki kayrga yine
bitkiler olan ilacla tedaviye birakgtir. Ancak bitkilerin icerdii degerli bilesenlerin
dogrudan veya farklsekillerde izole edilerek tedavi amagcli kullangdalternatif tip da
ginimuize kadar suUregektir. Bitkiler aleminin binlerce tlrinin herbiriniayri bir
kimya laboratuari oldgu distnulirse, yuzyillardir bircok bitki hakkinda yapmila
argtirmalarin sonugclari géz ardi edilmemelidir. Dungalik teskilatinin (World
Health Organisation, WHO) 91 ulke Uzerinde yaparatirmaya goére tedavi amach
kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktari 20.00Gvarindadir. Bunlardan 500 kadarinin
dretiminin yapildgl kaydedilmektedir. Ayrica ggsik amaclarla kullanilan bitkilerin
¢cok azi farmokopilerde (kodeks) kayithdir. Turkdeksinde kayith bitki sayisi 140
civarindadir. Halbuki halk arasinda tibbi amagiddnilan bitki sayisi ¢ok fazladir [2].
Dunyanin gelimis Ulkeleri 0zellikle tedavide bitkisel kaynaklara ngmis
durumdadirlar. Tibbi tedavide kullanilan ilaclanemli bir kismini dgal kaynakli
ilaclar olwturmaktadir. Dg@al kaynakli ilaclarin kullanim orani ggnis Glkelerde %
60, gelsmekte olan Ulkelerde ise % 4 civarindadir. Bugiimkiye florasinda 9000'in
Uzerinde bitki t0rd oldgu kabul edilmgtir. Bu bitkilerin 1000 kadari, ila¢ ve baharat
bitkileridir [3].

Antik caglardan beri kullanilan ve bazi deneyimlerden sobrdunan gidalarin
dayaniklilgini artirma yontemleri, ayni zamanda antioksidaaral etkili bitkisel
urinlerin kullanimini kapsamaktadir.ilk olarak beslenme maksadiyla kullanilan
bitkilerin tedavi edici 6zelfii daha sonradan kkedilmistir. Misir papirtsleri, kinis ve
hintyaginin tibbi, kozmetik ve katki maddesi olarak kulldrgl binlerce receteden



bahsetmektedir.ibrani ve Cin yazmalari bugiin cok faydali olan 2@d®iyi detayli
olarak anlatmaktadir. Grek ve Ronimparatorluklarinda, bitkilerin tedavi edici
Ozellikleri ile ilgili genis bir stre¢ bulunmaktadir. 16. ylzyllda aromatik sifali
bitkileri sicak suya koyaisvigreli botanist Paracelsus, bitkilerin tedavicedizelligine
onemli bir katkida bulunnytir.  19. ylzyilda ise Fransiz amamacilar, parfime olan
talebin artmasi ile beraber ghnamalarini bitkiler Gzerinde ygunlastirarak ekstrakt elde
etmek icin yeni prosedurler ggirmislerdir [1]. Bircogu tesaduifen, birgau da merak
sonucu denenerek etkileri aglan dagal ilaclar, kulaktan kulga yayilarak herkes
tarafindan taninmive vyillar gectikce daha farkh bitkilerin {dea dertlere de deva
olduklar anlailmistir. Diger bir gelsme de bu bitkilerin, beslenmede lezzet, koku, tad
verici ve ktah acici 6zelliklerinin anf@imasi ve kullaniminin yayginimasi suretiyle

olmustur.

Dogal antioksidan aktivitelerinden 6tiri bitkilerdgdolifenollerin tayini cok 6énemlidir.
Bitkiler, fenolik komponentleri mikroorganizma ve Ugu ultraviyole (UV)
radyasyonuna kar bir savunma mekanizmasi olarak sentezlemektedude glcli
antioksidan ozellik gostermektedirler.  Antioksitlan ygz ihtiva eden gidalara
tatsizlgin ve lipid oksidasyonundan ileri gelen toksik kdelerin olymasinin
onlenmesi icin ilave edilmekted[#-8]. Yani oksidasyon reaksiyonlari yiyeceklerde
yalnizca vitamin ve tat kaybina neden olmazlar,i @amanda serbest radikaller gibi
oksitleyen drunler okiurmaktadirlar ve bu radikaller istenmeyen kimyasal
reaksiyonlari bgatmaktadirlar. Bu oto-oksidasyon reaksiyonlarinleinek icin veya
bunlardan kaginmak igin, antioksidanlar uzun yadiakullaniimaktadir. Ayrica, kalp
ve damar rahatsizliklari, kanser,sy&e baisiklik sistemi ile ilgili rahatsizliklar gibi
belirli hastaliklarin asil sebebinin serbest raliigkaoldugu bilinmektedir. Dgal
antioksidan maddeler bu serbest radikallerin zaratkilerini yok ederek kronik
rahatsizliklara kar da potansiyel faydalar gamaktadir[9, 1. Ancak sglkh
beslenme konusunda giderek artan bir bilinclenme s@n vyillarda yapay
antioksidanlarin  toksik etkilerinin anidmasiyla, kullanimlarinda sinirlamalar
getiriimesi sonucu dgal antioksidanlar ygun bir sekilde aratirilmaya balanmstir.
Burada belirtiimesi gereken birgir 6nemli ayrinti ise, kimyasal antioksidanlaraskar
s6z konusu olan bu endi sadece gida g kozmetik ve ila¢ endustrileri icin de

gecerli oldgudur. Dolayisiyla bu t¢ sektor bir araya gelerignKsiyonel gidg “ gida



takviyeleri ve “nutrosoétiklef olarak bilinen Grtinler tGzerinde ganlasmislardir [11].
Ayrica polifenoller, yuksek antioksidatif 6zellikleyaninda antimikrobiyal, antiviral ve

enfeksiyon giderici 6zelliklere de sahiptirfdr2-14.

Dogal bitki ekstraktlari Amerika, Avrupa ve Uzak Rdda pazari surekli buytyen
yuksek katma dgerli Grunlerdir. Turkiye’de ¢cok sayida endemikkbibulunmakta ve
blyuk bir kismi ticari olarak gerlendirilememektedir. Ulkemizden hammadde olarak
ihrac edilen bazi bitkilerin, bu llkelerde ekstigksu yapiimakta ve esas katmazde
ulke dsinda kalmaktadir. Bitkisel 6zut eldesine yonelileal bir ekstraksiyon stireci
hizli, basit ve ucuz olmalidir. Ekstrakte edileraddeler kayip ve bozunmaya
ugramadan elde edilmeli, ilaveten bir safiema gerektirmemeli ve atik ¢oziciu
icermemelidir. Klasik ¢dzlclu ekstraksiyonu basituz ve kuramsal olarak yegtais

bir yontem olarak dfuik sicakliklarda elde edilebilen, sicgediduyarli maddelerin elde
edilmesinde tercih edilebilir olmasinagnaen, bir takim dezavantajlari bulunmaktadir.
Bunlarin en bginda yuksek is1 ve c¢ozlcu gereksinimi gelmekte@ienelde cevre,
salik ve guvenlik acisindan zararli ¢ozuculer kullavaktadir. Kullanilan 1s1 ve
¢cObzlculer drin kalitesini etkilemekte, dolayisiyisal bozunmaya grayan hassas
maddelerin ekstraksiyonu icin geleneksel c¢ozucutraksiyonu uygun bir metod
olmaktan uzaklgnaktadir. Ayrica ekstraksiyondan elde edilen ig&yreltiktir. Hedef
arinin c¢ozucuden ayrilip dgklendirilmesi icin ek bir ayirma siemine gerek
duyulmaktadir. islem suresi uzun ve maliyeti yuksektir. Ekonomik faemakolojik
oneminden 6turl derli olan ve dger yandansik, oksijen, pH ve sicaklik etkilerine
karsi bir o kadar da duyarl bie&klerin elde edilmesinde ¢ozicu ekstraksiyonu bu
haliyle yetersiz kalmaktadir. Polifenoller gibi azktarda bulunan, ama cok gili
olan maddelerirgeker, protein veya metaller gibi cokstge kimyasal bilesenin yer
aldigil karmaik canli organizmalardan ekstrakte edilmesi supesinen az kayba
ugrayarak elde edilmesinde hizli ve guvenilir bir ign olarak stperkritik agkan
ekstraksiyonu (Supercritical Fluid Extraction, SBBnhtemi literatlirde onerilrgiir [4,
6-9, 15-29.

Diger taraftan, bitki ekstraktlarinin stperkritik ghkanlar ile ekstraksiyonu hakkinda
yapilan argtirmalarin sinirli olmasi nedeniyle bir standardian eksiklgi de

bulunmaktadir[30, 3]. Dogal maddelerin kati yapisina siki gearla balanan



solutenin superkritiksartlardaki ¢oztcu ile etkiggmini tahmin etmek son derece zor
olmaktadir. Dolayisiyla dml maddelerin superkritik afdan ekstraksiyonu ile elde
edilmesi hususunda daha ggm aratirmalar yapilmalidir.  Biyoaktif bikenlerin
kazanimini optimize etmek icin ekstraksiyon prasesetkileyen parametreler
arggtinimahdir. Ayrica bitkisel gidalarin yan Urunlele, atiklar son derece gerli
olan biyoaktif maddelerden ekstrakt geri kazaniehe edilebilirlgi kolay ve higbir
ekonomik dgeri olmayan kaynaklarin gerlendirilmesi acisindan da énemli bir hizmet
haline gelmgtir. Bu sekilde atik tasfiyesinin azaltilmasi hem ekononegknhde ekolojik

acilardan kazancli olmaktad®, 11, 12, 3R

Zeytin ggaci yapraklarinda bulunan ¢gh@a polifenolik bilgen olan dleuropeiri, cogu

argtirmacilar tarafindan zeytin yagnain tedavi edici 6zelfinden sorumlu ana
komponent olarak kabul edilmektedir. Zira bu gigen bozulma Uriinleri dahi biyolojik
olarak aktif maddelerdir. Oleuropein, @b antioksidan 6zelinden dolay! bir¢ok
medikal mudahalede de kullaniimaktadir. Antioksfdézelligine ilave olarak viris,

bakteri, maya, mantar, kuf vegeir parazitlere kar antimikrobiyal etkiye de sahiptir.

Bu calsmada, Turkiye’'de zirai ve ekonomik acilardan ondmiibitki olan zeytin gaci
(Olea europaep yapra argtirma materyali olarak secilgtir. Zira zeytin &acl,
sadece meyvesi ile gié yagl, dal, koki ve yapga ile de ¢cok dgerlidir. Hatta son
zamanlarda yapilan catnalar zeytin yapr@anin biyoaktif bilgenlerce, zeytin ya ve
meyvesi ile kiyaslanacak seviyede zengin glohu gostermektedir. Hasat edilen
zeytinin toplam girliginin % 10'unu kapsayan zeytin yapradeserlendiriimedgi
takdirde zirai bir atik olarak kalmaktadir. Bu yarinin ekonomik ve farmakolojik
onemi g6z onunde tutularak icgindeki deserli maddelerin daha verimli bigekilde
elde edilebilmesi icin uygun ekstraksiyon metodléeghis edilmelidir.  CUnkd,
numunenin hazirlagn ve uygulanan ekstraksiyon proseduri bitki dokdsumevcut

ikincil metabolitlerin orijinal yapisini dgstirebilmektedir[33-37.

Ekstrakt icerisindeki fenolik madde miktarini drrezirlamaartlari ve uygulanan elde
etme yontemleri dinda zeytin gacinin cinsi, hasat dénemi, cevresel ve iklimsel

kosullar, bitki hastaliklari, toprak gmli, cografik bdlge, olgunluk, nem icedii gibi pek



cok faktoruin etkilemesi s6z konusu ofdmdan, belirli bir bilgen elde edilirken uygun

zeytin gacl turinin secilmesi unutulmamalif3B-44.

Arastirma materyali olarak kullanilan yapraklarin alfdzeytin @&aclarinin gevresel
faktorler kagisinda gosterdi tepkiler de icegindeki bilesenlerin d&ilimini oldukca
etkilemektedir. Su stresi (water stress), bu fd&tin en 6nemlilerinden birisidir.
Zeytin gaaclarinin su stresi k@sinda gostermi olduklari tepkiler, yapraklarinin
icerdigi fenolik madde ve aminoasit miktarlarinda ortayengaktadir. Su stresi altinda
gozlenen fenolik madde ve aminoasit miktarlarindadks, bitkiyi sulama programlari
ve kuraklga dayanikl bitki tdrlerinin belirlenmesi acisinddrr deserlendirme
parametresi olarak kabul edilebilmektedir. Suyusitk oldusu ya da maliyetinin
yuksek oldgu durumlarda bitkinin su stresinden en fazla etidig donemin bilinmesi

yine sulama programi agisindan 6nemljds-5Q.

Bu bilgiler siginda gercekligirilen bu tez cahimasinin amaclagu sekilde siralanabilir:

» Ucuz, kuramsal olarak yegiis, basit bir kati — sivi ekstraksiyon proseduri ile
zeytin yapraklarinin ekstraksiyonunda ¢oziictu oldmakanilan maddelerin ve
dengeye gelme zamaninin, ekstraksiyon performangn#erginde en bol
bulunan biyolojik olarak aktif, farmakolojik olarakrlt etkileri olan oleuropein
bilesiginin miktarina etkilerini gézlemlemek,

» Sokslet yontemi ile ekstrakte edilen zeytin yapaakidan elde edilen ekstrakt ve
oleuropein miktarlarina farkli ¢ézicu turlerinirkigrini incelemek,

e Zeytin yapraklarini yardimci ¢ozicl (su, etanol,tanel gibi) varlginda
superkritik CQ (SC - CQ) ekstraksiyonu ile ekstrakte etmek ve bu yontemde
kullanilan caitli isletme parametrelerinin (yardimci ¢ozucu miktarisiba ve
sicaklik) ayri ayri ekstrakt ve oleuropein verirmeretkilerini incelemek,

e SC - CQ ekstraksiyonundan elde edilen bulgulari soksletomhe ile elde
edilenlerle kiyaslamak,

» Farkli zeytin gaci turlerinden toplanan zeytin yapraklarinin igiedeki fenolik
madde profilini analiz etmek suretiyle zeytigaal tirtnin ekstrakt bgeni

Uzerindeki etkisini gorebilmek,



« Iki farkll donemde §ubat ve Haziran aylari) ayni zeytigaglarindan toplanan
yapraklarin fenolik madde profilinin mevsimsel @lkmasil dgistigini izlemek,

e Ayni tir zeytin @aclarindan toplanan yapraklarin fenolik madde mikta
cografi konumun etkilerini gézlemlemek,

» Cevresel faktorlerin en dnemlilerinden biri olan swesinin zeytin gaclarina
etkisini gorebilmek icin su stresi kasinda gostermi olduklari tepkileri,
yapraklarinin icerdii fenolik madde ve aminoasit miktarlari cinsinddade
ederek gostermek,

e Su stresi altinda farkh tir zeytingaclarini sera kallarinda goézlemleyerek
yapraklarindaki toplam fenolik madde ve aminoasiktamlarinin dgisimini

incelemektir.

Dogal bitkisel ilaclara olan ygun yonelim ve kozmetik sanayindeki buyik geleye
bakarak, elimizde bulunan gik maliyetli ve ylksek elde edilebilie sahip cok
onemli bir hammadde olan zeytin yagwman ciddiyetle farkina varip, bu konuda
calismalar yapmanin gegeortadadir. Ozet olarak bu gahayla tilkemizde biyik bir
ticari deseri olan zeytin gaclarinin yapraklarindan ekstrakt elde edilerekefiliz
ekonomisine katkida bulunmak amaclanmaktadirgebDiaraftan, biyoaktif bikgenlerin
kazanimini optimize etmek icin ekstraksiyon prasesetkileyen parametreler
irdelenerek, bitki ekstraktlarinin stperkritik gikan ekstraksiyonu ile eldesi hakkinda
yapilacak olan gier calgmalara dasik tutarak bu konularda yapilacak gramalara

katki sglanmasi da yine bu tez gahasinin hedefleri arasinda yer almaktadir.

2. GENEL KISIMLAR

2.1. BITKISEL EKSTRAKTLARIN ONEM 1

Gunumuzde gida, farmasotik ve kozmetik endUstritkri d@al Grinlere duyulan
ihtiya¢ konusunda, daha 6nce aidudan ¢ok daha fazla bir duyarlilik mevcuttur. Bu
durum, tuketicilerin sglik ve ¢cevre konusunda artan ilgilerinin bir sonwtarak ortaya



ctkmis olup, birgok bitki, sebze ve meyvede bulunangadoekstraktlarin ggtli
hastaliklari 6nlegi, rehabilite ettgi ve yglanmayi geciktirdii de ayrica bilimsel
olarak gozlemlenmgtir. Son yillarda artan hastaliklara fasentetik yapili ilaclarin
yetersiz kalmasi ve yan etkilerinin saptanmasgatioliriinlere kan bir egilime
zorlamstir. Bu amagla bircok bitki antioksidatif, antidekiyel, antiviral ve antifungal
etkileri bakimindan farmakolojik yonlerden c¢ok yidnlolarak argtiriimaktadir.
Metabolizmaya yararli, hastaliklardan korunmayadyar eden fonksiyonel gidalara

olan ilgi de her gecen gtin biraz daha fazla artadakt

Bitkisel ekstraktlar iceginde fitokimyasallar ile fonksiyonel gidalar ve ragotikler
olarak isimlendirilen, basiklik sistemini giclendiren, hatta gida takviyesarak da
kullanilabilen tarli maddelerden gmaktadir. Bu tir maddeler geleneksel formlarda
sunulabildgi gibi tablet ve kapsul gibi formlarda da tuketilktedirler. Fonksiyonel
gidalar, dgal antioksidanlar, lifli yapilar gibi fitokimyasaidan olgmaktaktadir.
Ozellikle meyve ve sebzelerde bulunan fitokimyasallinsan viicudundaki serbest

radikaller ile birlgerek, hiicreleri zararl radikallerin saldirilarindeorumaktadirlar.

2.1.1. Fitokimyasallar (Bitki kimyasallarr)

Fitokimyasallar, makrobesinler denilen karbohidya; ve proteinler ile sgigimiz icin
gerekli olan 13 adet vitamin ve 17 adet mineraligindla olan bitkisel kaynakli,
cogunlukla polifenollerden okan ve insan y@aminda gerekli olan bij&lerdir.
Bitkilerin icinde bulunan bu kimyasallar meyvelesebzelere, tahillara ve baklagillere
renk ve lezzet veren, hastaliklara skadogal korumay! sglayan, sgligl gelistirici
besinlerdir. Fizyolojik ve morfolojik 6zelliklerslen 6tlri sentetik antioksidanlara
alternatif olarak gorulmektedirler [51]. Fitokimsallar fenolik bilgikler, terpenoid
bilesikler, alkoloid bilsikler ve azot ihtiva eden gier maddelerden ojmaktadir §ekil
2.1) [52].



Fitokimyasallar

' Fenolik bilesikler l | Terpenoid bilegikler l | Alkoloid bilegikler l E\Zot ihtiva eden diger maddelea

Antosiyanin Monoterpenoid Betalain Nonprotein
Antoklor Iridoid Diterpenoid aminoasit
Benzofuran Seskiterpenoid Indol Amin
Kromon Seskiterpen lakton Monoterpen Purimidin
Kumarin Diterpenoid Seskiterpen

Flavonoid Triterpenoid saponin Peptid

Flavonon Kardenolid Pirolidin

Flavon Bufadienolid Piperidin

Tzoflavonoid Fitosterol Pirolizidin

Lignan Kinolin

Fenol ve fenolik Kinolizidin

asitler

Fenolik keton

Tanin

Ksanton

Fenilpropanoid

Stilbenoit

Ksanton

Sekil 2.1: Fitokimyasallarin siniflandiriimasi

2.1.2. Fonksiyonel Gidalar ve Nutrosotikler

Fonksiyonel gida ve nutrasotik terimleri, tek végausim halde bulunan bir veya birden
cok bitki kimyasalinin bir gida Grininin Bilmine girerek, destek veya sinerjistik
etkiyle kronik hastaliklarin gaiminde koruyucu, 6nleyici ve muhtemelen tedavi edic
etki gostermesi olarak ifade edilmektedir. Bu nelddn yararlari hayvan ve izole
organ deneyleri, epidemiyolojik ve Kklinik ¢ginalarla ortaya koyulmaktadir [53]. Yani
bu gidalarla ilgili sglik iddialar kesin bilimsel kanitlara dayandirilhaar.

Nutrasotik ve fonksiyonel gida terimleri sik sikrlrlerinin yerine kullanilsa bile,

nutrasotik hem ajila gelm hem de farkh (tablet, kapsul, vs.) gida ve gidasenlerini



tarif ederken, fonksiyonel gida geleneksel gidantarini ifade etmektedir. Nutrasotik,
hastaliklarin tedavisinde veya Onlenmesindgiga yararlar bilimsel olarak ispatlangni
toksik olmayan, herhangi bir gida degthr. Fonksiyonel gida ise hastalik riskini azalta

ve sglik Uzerinde yararli etki gosteren besin madde$tBi.

Fonksiyonel gidalar kesinlikle,

« llag, kapsul veya herhangi bir diyet dgstermuna sahip olmamalidir.

* Bilim dunyasi tarafindan etkileri onaylangrmalmalidir.

* Beslenme bakimindan yeterli olmanin yani sira, #téchir veya birden fazla
fonksiyon Uzerine iyi olma halini glama ve/veya hastalik riskini azaltma gibi
olumlu etkilere sahip olmalidir.

* Normal gida tiketim modelinin bir parcasi olmalidir

2.1.3. Fenolik Bilsikler

Fenolik bilesikler ya da 6teki ismiyle polifenoller, bitkiler eininde en yaygin bulunan
maddeler gurubunu ojturmaktadirlar. Bu bilgkler bitkilerin ikincil metabolizma
dranleri olarak tanimlanmaktadirlar. Bitkilerdetdeentez sonucu afan karbonun %
2'si fenolik bilesiklere donigmektedir. Bu dondimin aromatik aminoasit
metabolizmasi sirasinda gerceki@ varsaylimakta ve bu nedenle fenolik kilder,
bitkilerde ikincil (sekonder) metabolit olarak aatariimaktadirlar. kincil metabolitler
proteinler, nukleik asitler, karbohidratlar, %ar ve kofaktdrler gibi birincil
metabolitlerden farkhdirlar. Birincil metabolitlieorganizmanin blyime ve gghesi
icin gerekli olan metaryellerin sentezinden sorutoilar. ikincil metabolitler ise sinirli
bir dagihm gosterirler ve metabolizmada berlirgin  bir gderi yoktur [54].
“Polifenolikler” terimi fonksiyonel tirevler icerehidrosil (-OH ) gruplariyla, dallanmi
aromatik benzen halkalari iceren bikder olarak tanimlanmaktadirlar. Buna gére en
basit fenolik bilesik, bir tane hidroksil grubu re@ benzen, yani fenoldur. g tim
fenolik maddeler bundan turegtardir. Fenoller oda sicakinda renksiz bir sivi ya da
beyaz bir kati halinde bulunurlar [55]. GunumiZdiékisel kaynaklarda okiugu
bilinen dagal fenolik bilesikler 8000’den fazladir. Bu bi&klerin en yaygin ve en
bilinen grubu 4000'den fazla sayisi ile flavonordiee onlarin turevleridir [56, 57].
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Fenolik bilsikler buytiime ve ¢galma, patojenlere karkorunma gibi olaylarda 6nemli
rol oynamalarinin yaninda; meyve ve sebzelerin ikemde 6zgu renklerinin ve duyusal
Ozelliklerinin olwumunda da etkilidirler. Renk, acilik, burukluk,,t&bku ve Grinin
oksidatif stabilitesine etki edebilmektedirler. diesel fonksiyonu olmamasinagraen
gidalardaki fenoliklerin gdik Uzerine olumlu etkilerinin oldgu pek cok defa
kanitlanmgtir.  Fenolik maddeler antioksidan 6zelliklerindétiirii radikal toplayici
olmalarinin yaninda, antimikrobiyal, antiinflamatwa antitrombotik, antihipertansif ve
hipoglisemik 6zellikleri de bilinmektedir. Belkidnolik bilssiklerin en eski tedavi
uygulamasi fenolin antiseptik olarak kullaniimasidiBugin bile % 1.4
konsantrasyonundaki fenol oral anestezide uygul&tada. Fenolik bilgiklerin bir
diger cok sik uygulama alani ise g@ri@emleridir. Fenolik yapida bulunan aromatik
halka, gingten gelen UV radyasyonunun (280 ile 315 nm aragipdabsorbe

edilmesini sglayarak gungyaniklarini dnlemektedir [55].

2.1.4. Fenolik Bilgiklerin Antioksidan Aktivitesi

2.1.4.1. Serbest Radikaller

Kuantum kimyasina goére ancak iki elektron bigimayapisina girebilir. Ayrica iki
elekronun ters donudogrultusunda olmasi gerekir. Yani yukariyagdo donen bir
elektronun g asaglya dgru donen bir elektrondur. Elektron ciftleri oldakgararlidir

ve insan vicudunun neredeyse tum elektronlari r@eltifti halinde bulunur. Bir Ba
koptusunda elektronlar ya birlikte kalir (ikisi de bircmba katilir) ya da ayrilirlar (biri
bir atoma, dieri digerine). Eer birlikte kalirlarsa olgan atom bir iyon olur, ger
ayrilirlarsa da serbest radikaller @glu. Yani cok daha genel bir tanim yapilacak olursa
ortaklanmanmy elektron iceren atom, atom gurubu veya molekidlerbest radikal
olarak tanimlanirlar. Ancak Ee Cu*, Mn** ve Mc* gibi geci metalleri de
ortaklanmamy elektronlara sahip olduklari halde serbest radikddrak kabul
edilmezler. Fakat serbest radikal @imunda 6nemli rol oynamaktadirlar. Serbest
radikaller katyon, anyon veya elektriksel olarakrabolabilirler. Serbest radikaller
yasam icin gereklidir. Elektron transferi, enerji tirei ve pek cok dier metabolik
islevde temel olgtururlar. Ama @er zincir reaksiyonu kontrolsiiz bir davrani

gosterirse hiicrede hasarlara neden olmaktadir.
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Bilinen butun canli tdrleri, organik molekilleringindeki oksijene gereksinim
duymaktadirlar.  Anaerobik canlilardaki oksijenioksik etkisinin nedeni, reaktif
oksijen turlerine kan savunma sisteminin bulunmamasidir. Oksijen sad@aerobik
turlerde dgil, yasamlar icin mutlaka molekuler oksijene goanli olan canlilarda da
toksik etkili olabilmektedir.

Oksijenin canlilardaki toksik etkileri blaca iki tir mekanizma ile gercekimektedir:

* Molektler oksijenin bazi enzimleri inhibe etmesi

» Serbest oksijen radikalleri

Yani metabolik §lemler esnasinda gecis metallerini {Fee Cu gibi metaller) iceren
enzimler vasitasiyla molekiler oksijene tek elakiian transferi suretiyle oksidasyon
reaksiyonlarl meydana gelmektedir. Molekuler ahsijyliksek derecede superoksit
radikali (Oy), hidrojen peroksit (kD.), hidroksil radikali (OH) ve nitrik oksit (NO)
radikali gibi reaktif oksijen turleri (ROT9lusturma gilimindedir [53, 58-60].

Vicutta Uretilen radikaller her zaman tehlikeli kasal tarler olarak
degerlendiriimemelidir. Oksijenin biyokimyasal tepkiteede kullaniimasi igin reaktif
formlarina cevrilmesi zorunludur. Steroid yapidakok sayidaki bilgklerin,
eikozanoidler gibi  biyolojik aktif molekullerin  sé#ri, ksenobiyotiklerin
detoksifikasyonu, cok sayidaki oksidaz ve hidraksilenzimlerinin etkileri icin
sitotoksik etkilere sahip htcrelerin fonksiyonlain radikal yapimi olmazsa olmaz bir
kosuldur.

2.1.4.2. Oksidatif Stres

Organizmada hicresel savunma mekanizmasi vasaasnddan kaldirilandan daha
fazla ROT meydana gelmesi oksidatif stodgrak tanimlanmaktadir. Hucrede olusan
ROT, antioksidan savunma sistemleri tarafindandarigkaldirilmaktadir. Ancak bazen

sigara, alkol, virUsler, gugeisinlari, X sinlari ve kozmik ginlar, sanayi atiklari,
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otomobil egzos gazlari, ozongiametaller, kirli su ve hava gibi gdetkilerin varlg: ile

organizmada bulunan bu oksijen turleri gereken@daitafmiktarda bulunur ve hicresel
savunma mekanizmas! vasitasiyla ortadan kaldialandaha fazla reaktif oksijen
olusabilir.  Ayni zamanda aktive olmgufagositler stres sonucu biyolojik olarak

uretilebilmektedirler.

Serbest radikallere Bh hiicre hasargu sekillerde gerceklgebilmektedir:

 Membran lipitlerinin peroksidasyonuHicre membraninin stabilizasyonunu
bozar.

» Disdlfit bagl olusumu: Proteinlerin konfiglrasyonlarini bozarak vicuttaki
metabolik aktivitelerini engeller.

* DNA hasari: Serbest radikal etkisiyle DNA'nin yapisinin ggenesi
mutasyonlara ve hatta canlinigeg hucrelerindeki mutasyona dda olarak

dollerin 6lmesine neden olur.

Yukarida belirtilen sebeplerden 6tirt serbest mtikin miktari arttikca 6nce ynma
hizlanir, hiicre 6liumu, sonra doku 6limiu daha s@adeyin damarlarinin tahribatina

varan hasarlar ofur. Serbest radikallere glahastaliklar t¢ bguk altinda toplanabilir:

* Genetge bali (Fanconi's anemisi, bloom sendromu, down sendjom

* Cevresel bilgenler (meslek hastaliklari, zehirlenmeler, virus bakteriyel
enfeksiyonlar)

* Hem genetik hem de cevresel (byigal astim, seker hastaj, kanser,
kardiyovaskuler hastaliklar veggirleri)

2.1.4.3. Antioksidan Savunma Mekanizmasi

Vicutta olusan serbest radikallerin inaktivasyomiicksidan adi verilen savunma
mekanizmalariyla gercelgiriimektedir. Antioksidanlar hedef molekillerdedksidatif

hasari engelleyen veya geciktiren veya etkisinltamanaddelerdif55]. Organizmayi
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oksidatif etkilere kan dengede tutabilmek icin gerekli olan endojen \kzogen
antioksidanlarin toplam etkisi antioksidan kapasitdusturmaktadir.

Antioksidanlar hidrojen atomu vericisi olarak etgsterirler ve zincir olgturan
radikalleri daha az reaktif tirlere daniirirler Sekil 2.2) [61].

Hiicre

Serbest
radikal

Sekil 2.2: Serbest radikalin nétralizasyonu

Tipik olarak bu olay, serbest radikallerin radik&inayan molekuile nétralizasyogieémi
esnasinda antioksidan molekillerinin serbest régliténigmesi anlamina gelmektedir.
Fakat radikale dom@gn antioksidan molekili genellikle noétralize olnserbest
radikalden daha az reaktiftir. Antioksidan molekiglok blytk olabilmektedir, kka
bir antioksidan tarafindan kolayca noétralize ojnolabilir ve/veya kendi serbest radikal
durumunu yok etmek icin kendindeska bir mekanizmaya sahip olabilir [62Zayif
bagli hidrojen atomlarina sahip molekuller serbestikalteri nétralize etmek icin bu
hidrojen atomlarini elektron gibi kullanabilmektder. Hidrojen atomlar indirgeme
esdeserleri diye adlandirilirlar ve bu hidrojenlere gahmolekiller indirgennsi

duzeydedirler.

Bu sekilde olgan antioksidan radikali oksijen atomu ile aromdtiklka Uzerindeki
cifttesmems elektronun yer d#éstirmesiyle stabilize olur. Bu nedenle antioksidan

molekdller yapilarinda genellikle fenolik gurugitéar.
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ROT besinlerin bozunmalarina da yol agmaktadir. TR@ antioksidan savunma
sistemlerinin dengesigi biyolojik olarak ilgili makro molekillerde kimyas
degisikliklerle sonuclanabilmektedir. Bu @iklikler tretim, proses, depolanma ve
tuketiciye ulagtiriimasi sirasinda, 0Ozellikle besinlerin ana gatderinden birisi olan
yaglarin bozunmalarina yol acarak tat, koku, gokjimiesleyici dgerlerinin digmesi ve
zararli kimyasal maddelerin glmasi gibi istenmeyen fiziksel ve kimyasalgganler
seklinde ortaya ¢cikmaktadir. Bu dengesizlikler gek hastakin balangic ve gekimi
icin uygun pato biyokimyasal mekanizma gleemaktadir. Antioksidanlarin
beslenmedeki roll ise diyetin temel bir maddesndlpidlerin oksidatif bozulmasini

onleme yoluyla gida kalitesini korumaktir.

Dogal antioksidan kaynaklarini genel olarak bitki fekanaddeleri olusturmaktadir.
Dolayisiyla bu maddeler insan metabolizmasinda walgrdaki savunmalarinin
yaninda bitkinin kendisini de radyasyon vesitlie mikrobiyal enfeksiyonlara kar
korumaktadirlar. Olgan radikal yeni bir serbest radikal glumunu bglatmamali veya
zincir reaksiyonu ile hizli bir oksidasyona maruairkamalidir. Bu yonden fenolik
antioksidanlar milkkemmelHse € dondrlerdir. Olgan fenoksi radikali aromatik halka
etrafindaki citlememg elektronlarin lokalizasyon dgiklikleri ile dengelenmektedir.
Ayrica antioksidan etki, fenol halkasinda - OH grugayisi arttikca artmakta ve ayni

bilesikte ise bu etki meta -, orto -, ve para - sirksyilkselmektedir.

2.1.5. Fenolik Bilgiklerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bakteriler, bir hicreli ve hiicre cekirgieolmayan prokaryot canhlardir. Genellikle
bitki ve hayvanlar tzerinde parazit olaralsgmaktadirlar. Dunyadaki atik maddelerin
ortadan kaldirilmasina, madde dongusunun gergeklsine ve kullangimiz birgok
arinin (mayalama) ofumuna neden olmalarinin yaninda, b@goda o6nemli
hastaliklarin nedenini ojturmaktadir. Bolinerek cok hizli bjekilde tGremektedirler.
Hastalik yapan bakterilere de halk arasinda mildepr. Bakteriler, ¢gtli sekillerde
hastalik belirtilerine neden olabilirler. g&r vicudun savunma mekanizmasi skar

koyamazsa, @ar1 derecede sayilarl artan bakteriler konak dokdaumekanik bir baski
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olusturmaktadirlar. Cgalma hizlar viicudun Igssiklik sisteminin kapasitesinisarsa
sonug¢ son derece tehlikeli hale gelebilir. Sayilailyarlari buldgunda vicudun
dokularina zarar verirler ve mikro toksin denilentfirt tretirler ki bu daha da tehlikeli
bir durumdur. Bakteriler, dgsen kaullara ve ortama hemen uyumgkamaktadirlar.
Cok hizl sekilde Uremeleri genetik mutasyonlari meydana @etk turlli antibiyotik
ilaclarin etki gbstermemesine sebebiyet vermekt@dy 64] Virlsler ise bakterilerden
daha kucuk, ggalmak icin baka bir hiicreye girmek zorunda olan varliklardirengi
baslarina bir metabolizmaya sahip gléerdir. Konakladiklari hiicrenin ginda kristal
halde bulunurlar. Ancak canli bir hiicreye girdikide kendi kalitsal malzemelerini o
hiicreye kopyalatirlar. Buslemler icin hicrenin organellerini kullanirlar. {déce
cogalirlar ve hicreden cikarlar. Genellikle hicreyargalayarak dari cikarlar.
Virtsler kan, tukurik ve beden sivilar, kema ve 6ksirme gibi yollarla bun

AIDS, grip, sarilik ve uguk gibi hastaliklara yaaalar.

Insan baisiklik sisteminin patolojik organizmalar tarafindistilasi her gecen giin biraz
daha artmaktadir.  Dolayisiyla, her gecen gun dalaa gucli antibiyotikler
gelistiriimektedir. Fakat bu organizmalar, bilim adamtan yeni bir antibiyotik
gelistirmesinden c¢ok daha hizli Dbirsekilde mutasyona (kaltsal gigim)
ugramaktadirlar. Bgsiklhk sisteminin  kendisi de mutasyonagrayarak, eski
antibiyotiklere kagi duyarsizlamaktadir. Aratirmalara gore, kalp rahatsizliklari ve
kanserden sonra Ug¢unciu sirada olan enfeksiyonédltkder sonucu 6lim orani 1980
yilindan 1992'ye kadar % 58 oraninda agtimi Dunya sglik orgati (WHO), bitkilerle
oldugu gibi geleneksel iyilgirme yollarini tavsiye etmektedir. Bu sebeplelinbi
dunyasinda bitkisel ekstraktlar gibi @d Urlinlere dgru giderek artan bir merak hizla
yukselmektedir [63].

Fenolik bilesiklerin virus ve bakterilere kar etkileri su sekilde siralanabilir:

» Ozel virus hucrelerini etkisiz hale getirerek ya ldasmalarini, geimelerini
onleyerek hiicre membrani Gzerinde yayilmalarinvesed virtitik enfeksiyonlari
engellemektedirler,

* Cssitli mikroplarin hayatta kalabilmesi icin gerekliam belirli aminoasitlerin

uretimini 6nlemektedirler,
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* Enfeksiyona grams insan hicresine direkt girerek daha ileri mikratbiy
dretimin olmasini engellemektedirler,
* Bagisikhk sistemini uyararak ¢é@li mikroplarla micadele etmesini

salamaktadirlar [64].

Bahsedilenlerle beraber gida endustrisinin de terhetleflerinden birisi gida
bozulmalarini 6nlemek ve gida givenii saslamak maksadiyla gida icerisindeki
mikroorganizmalari kontrol altina almaktir. Bunugin 1sil islemler, dondurma,
kurutma ve ginlama gibi tirld yontemlerden faydalaniimaktadir. Fakat bu
yontemlerden 1sil slemler gidalarin besleyici 06zellni kaybetmesine yol
acabilmektedir. Oer yontemlerin de maliyetli olmasi s6z konusu diabktedir. Bu
nedenle Urinlere katki maddesi ilave edilerek nfikral aktivitenin azaltilmasi yoluna
basvurulmalidir. Busekilde Urlinlerin ambalaji acildiktan sonra da $itelsi uzun sire
muhafaza edilebilmektedir. Gidalarin saklanmasiyitayillardir kullaniimakta olan

tuz ve ceitli baharatlar bu durumun aciklamasinda ¢ok 6nemlgulardir.

Ayrica sanayilgmis tlkelerde nufusun % 30’'undan fazlasi gida kaynla&staliklardan
muzdariptir. Bu durumun 6niine gegebilmek igin tadda sentetik katki maddeleri
kullaniimaktadir. Bunun yaninda WHO, kardiyovaskilhastaliklarin okumunu
onleyebilmek adina gidalarin bozunmamasi igin kuda tuzun azaltiimasi konusunda
yetkililere ca&rida bulunmaktadir.  Tuz miktarinin azaltilmasi, rdyacu  katki
maddelerinin kullanimini gerektirmektedir. Bu nelge gidalarin emniyeti acisindan
antimikrobiyal katki maddesi olarak fenolik kompatierin ilave edilmesi s6z konusu
olabilmektedir [65].

2.2. ZEYTIN AGACI

Zeytin gzacl diinya tizerinde ekiligaclar icerisinde en eski olanlardan birisidir. ©kl
uc buyik dinin kutsal kitaplarinda bereket, paakil, uzun 6mur ve olgunfun simgesi

olarak adindan sz ettirmektedir. Kullanimi oliggiioyunlarinda kazananlarin zeytin
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yapraklari ile taclandirlg antik donemlere kadar uzanmaktadir. Yuzyillakarsin,
selametin ve bollgun sembolididr. Zeytin dali, Bigeis Milletler'in resmi olarak

bars semboludir [63].

Zeytin ve dger Uriinleriispanya,italya, Fransa, Yunanistaisrail, Cezayir, Tunus,
Turkiye ve Akdeniz adalarinda geleneksel ilaclearak nesilden nesile aktarilgtir.
Gunumuzde ise zeytin bitkisi, meyvesi vegyacisindan ¢cok dnemlidir. Arap yarim
adasi, Hindistan alt kitasi ve Asya’da da yaygimasina rgmen, dinya zeytin
mahsulinin yakkk 9% 98'ini (yaklgik 11 milyon ton) Akdeniz boélgesi
karsilamaktadir. Son yillarda Avusturalya’da da zeyyietistiricili gi gelismekte ve
subtropikal iklime en uygun tirlerin belirlenmesi aksadi ile argirmalar
yurattlmektedir [66]. Yaprandan cekirdgine ¢ok faydalli olan zeytingacinin odunu
da cok degerlidir. Curimeye kar son derece dayaniklidir. Sert ve parlak odunu
damarlarinin gizeli nedeni ile eski gdarda heykel yapiminda kullanilgnve bugiin

de mobilya yapiminda kullaniimaktadir.

2.2.1. Zeytin Agacinin Tarihgesi

Zeytin yapra@ fosilleri ve cekirdek kalintilari Gzerine yapilgalsmalar bizi yaklak
50.000 yil geriye goéturmektedir. Soéylenceler veaekler bir yana, zeytingacinin
anavataninin neresi olguna dair kesin bigey séylenememektedir. Bazilarina gore
Anadolu, Suriye vdran; bazilarina gore Girit, Yunanistan; kimilerigére ise Kuzey
Afrika, Atlas Dgslari, Asagi Misir oldusu iddia edilmektedir. Bu konuda
arkeobotanikgiler, tarihciler ve arkeologlar arasrbir gorg birligi bulunmamaktadir
[67, 68]. 1.O. 4000 yillarinda Dgu Akdeniz'de yaayan bir kavmin dgal varligini
binlerce yildir sirdiren delicelerD{ea europaeableaster yabani zeytin gaci) islah
ettigi kabul edilmektedir. Bu tarihten itibaren insamtadeliceleri alayarak, denizler
Otesi baka topraklari bu gacla tamngtirarak, yeni Gretim teknikleri gslirerek,
bilgilerini nesilden nesile aktararak bu sureci sgantadiklari soylenebilir.1.O. 3000
yillarinda Ortadgu’lu tlccarlar tarafindan Kibris ve Girit'e getmlstir. Yunanllar
zeytinyai ve sarap gelirleri ile kurduklar bir koloni ile Sicighlara, sonra Romalilara

ve onlardan da Fransizlarispanyollara ve nihayet Portekizlilere grastir.  Kimi
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tarihgiler de zeytinintalya’ya Yunanistan’dan ¢g de Tunus’tan getirildii goristni
savunmaktadir. Aslen bir Akdeniz bitkisi olan 2y16. ylzyildan itibaren Hiristiyan
misyonerler tarafindan Meksika, Arjantin, PeruSiye gotlriimdstir. 18. yuzyilda
da Kuzey Amerika’'da zeytinlikler kurulmaya g@nmstir. Bugln Yeni Zelanda,
Avusturalya, Glney Afrika ve hatta Cin'de zeytingd blyuk ilgi gosterilmektedir [67,
68].

2.2.2. Zeytin Asacinin Morfolojik Ozellikleri ve Yeti sme Kosullari

Zeytin giacl, lamiales takiminin 24 cins ve yakka900 tirden olgan “Oleaceaé

(zeytingiller) familyasindan gelmektedir. Leylalgsemin, di budak gacinin da icinde
bulundigu “Olea” cinsinden olup bu cinsi@lea europeaurindendir [67-71]. Bdica

“Olea europaea oleaster(yabani/delice) ve Olea europaea satiVva(ehli) adiyla

bilinen iki farkh tur olarak varfiini surdirmektedir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1: Zeytin gacinin taksonomik olarak siniflandiriimasi

Alem Plantae (Bitkiler)
Bolum Magnoliophyta (Kapali tohumlular)
Sinif Magnoliopsida iki genekliler)
Takim Lamiales
Familya Oleaceae (Zeytingiller)
Cins Olea
Tar E. oleaster (yabani)

E. sativa (ehli)

isim Olea europaea
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Zeytin gzacl kslarin yumyak, yazlarin ise sicak gegtibolgelerde yetitiriimektedir.
Zeytin ggacl 0 °C civarindaki sicakliklari sever. Cunku degerler a&gacin bitkisel
dinlenmesini s@layarak daha verimli olmasina sebep olmaktadirkafFa 12 °C’nin
altindaki sicakliklara toleransli giegir. Zeytin gzaci icin en buylk olumsuzluklar ga
don olmak tzere,sa 1si farkliliklari ve kuraklktir. Buekilde ihman - sicak iklime
uyumlu olmasi ve fazla zengin olmayan kirecli tdgama sevmesi zeytinin tipik bir
Akdeniz gaci old@gunun gostergesidii69, 73. Zeytin yetstiricili gini bu denizin yani
Akdeniz’in gevresinde bulunan ulkelerle sinirli @lmasinin sebebi s6z konusu

Ulkelerde yaanan benzer iklim kallaridir.

Olea europaea oleaste(delice) 3-5 m boylanabilen bir c¢ali gorinimindedi
Yapraklari derimsi, tst yluzi koyu gie alt yuzi gumgidir. Taneleri ufak, koyu yé
renkte ve meyveleri yenilecek 6zelliktegidir. Zeytin denilenOlea europaea sativa
ise 15 m kadar boylanabilen yayvan tepeli lgagir. Geni, kivrimh, yamru yumru bir

goOvdesi vardir.

Zeytin gaclan fidandan yeiigi gibi asi yontemi ile de yegtiriimektedir. En yaygin
yol cekirdeklerin sacilmasi ile kendi kendine yeti yabani zeytinin (delice)
asllanmasidir. Bazen deih delice yerinden sokulup zeytinliklere dikilerglogaltilir.

Bu yontemle dikilen gaclar 3 yilda Griin vermektedir. Tam verim verelgginicin 10 —

15 yil gecmesi gereklidir. A yontemi sadece yabani zeytigaglarina uygulanmaz.
Daha ylUksek verim almak amaci ile sdi nitelikteki ehli zeytin gaclarina da
uygulanmaktadir. Fidandan yetn zeytinler 5 yildan sonra meyve verecek duruma
gelmektedir. 25 yandan sonra ise en verimli donemine girmektedi. bir bakim ile

yuzlerce yil Griin verebilmektedir ki bu bakim,

o Zeytinliklerin strtlmesini
* Agagclarin dallarinin budanmasini
* Toprain guglendirilmesini

» Zararhlarla mucadeleyi kapsamaktadir.

Zeytin gzacinin kokleri 1.5 m derinlere inebilse bile gewdrak yeraltinda 80 cm

civarinda ygunlasmaktadir. Yapra 20 - 86 mm boyunda, 5 - 17 mm ggrgindedir.
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Yapraklarin ucunda sivri bir ¢ikinti bulunmaktad¥aprazin tst yuzi koyu gri yél ve
ikinci yilini gecirdikten sonra ttyler dokulmektedi Zeytin @&acinin bir farki da her
mevsim yaprakli kalabilmesidir. Yapraklarin kusgrarmg, dokiimi olmasi gacin
lyi bakilmadginin, yeterli su almaginin ve toprgin gubreye ihtiyaci oldgunun bir
gostergesidir [67, 68].

Zeytin yetitiricili ginde unutulmamasi gereken en 6nemli unsurlardanyeistirilecek
olan bolgenin iklimine ve topgana en dayanikli zeytin cinsinin saptanmasidir.riésy
zeytinin yalik, sofralik veya ygl sofralik olarak kullanim maksadina gore bdlgeye
uygun ceidin secilmesi gereklidir. Bunun yaninda dikim zammin Kasim ve Mart
aylari arasinda olmasigacin dinlenme dénemi olmasi acisindan 6énemlidirrazA
bakimindan ise @mli araziler guing isinlarinin yakici etkilerini azalggindan drtinden
daha fazla verim elde edilmesinigtamaktadir [73]. Zeytincilik sabir gerektiren ¢ok
mesakkatli bir stir. Bir yilin kil hasatla, baharlargaclarin bakimi ile yazi ise temizlik

ve diger Wraslarla gecmektedir:

Ocak: Toprak suraltr ve yeni dikimler igin gukurlar agili

Subat: Agaclar budanir. Gubreleme vglama yapilir.

Mart: Agaclar tomurcuklanmaya gar. ilaglamalar yapilir ve yabani otlar temizlenir.
Nisan: Bahcelerde toprallenmeye devam edilir.

Mayis: Ciceklenme bgar. Kurak donemlerde gubrelemenin ardindan sulgapalir.
Haziran: Tanelenme bgar. Zararhlarla micadele edilir.

Temmuz, gustos ve EylulTaneler buyir ve cekirdesertlsir.

Ekim: Yesil salamuralik ¢gtlerin hasatina bdanir.

Kasim:Yaglik zeytinler hasat edilir.

Aralik: Hasat sona erer.

Zeytinin olgunlamasi zeytinin tlrine gore gismektedir. Hasat zamani tire gha
olarak farklilk gosterdii gibi iklim kosullarina gore de Eylil sonundaskenip Subat’a
kadar devam edebil[67, 68, 7(.
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2.2.3. Zeytin Agacinin Dinya Uzerindeki Dailimi

Dunya uzerinde ekonomik anlamda 37 Ulkede zeytietirar yapiimaktadir [74].
Yaklasik 10 milyon hektar alan tzerinde 890 milyon zew@aci yetstiriimekte olup,
ginimuizde ABD, Arjantin, Peru, Meksika gibi Amerikaiasi tlkeleri, Gliney Afrika,
Avusturalya, Yeni Zelanda va Cin’de zeytinliklett gide yayginlik kazansa da zeytin
ekonomik olarak dinyanin her yerinde yetilebilen bir meyve dgildir. Dunya
Uzerindeki zeytin gaci varlginin yaklgik % 98’ i Turkiye'nin de i¢cinde bulundiw 30
—-40 ° enlemleri arasinda, kuzey yarim kirede veelgen Akdeniz havzasinda
bulunmaktadi{75]. Ispanya hem 210 milyonga¢c hem de 2 milyon 200 bin hektar
zeytinligiyle dunyanin en blyik zeytin dreticisidirikinci sirayi italya almaktadir.
Yunanistan 123 milyon zeytingaci ile Turkiye'den daha fazlagaca sahiptir, fakat
zeytinliklerin kapladgl alan 730 bin hektar olup Turkiye’den azdir. Tsir@® milyon
agacl ile bainci siradadir ve 1600 bin hektar zeytinlik alaandiinya ikincisidir.
Tarkiye, 877 bin hektara yayilan 95 milyon zeytigaayla dinya zeytinliklerinin ve

zeytin gacinin % 10’dan fazlasina sahigtg].

Konuya zeytincilik agisindan bakilacak olursa, ggikl 13 milyon ton olan dinya dane
zeytin Uretiminin % 86’s1, alti tipik Akdeniz Ulkesle ygunlasmistir.  Sirasiyla,
Uretiminin % 26’siispanya, % 23’Utalya, % 15’i Yunanistan, % 9'u Turkiye, % 8'i
Tunus ve % 5'i Fas tarafindangsanmaktadir [74]. Zeytinya Uretiminde isdspanya,
italya ve Yunanistan ilk (¢ sirayl almakta, Tirkiige Tunus ile dordincugi
paylamaktadir. Fas ve Portekiz de 6nemli miktarda ndige sahiptir. Suriye ise son
yillarda gosterdii buyik gelsme ile Turkiye'nin dnemli rakipleri arasinda yemalya

adaydir.

Dunya Uzerindeki zeytinliklerin % 10'undan fazlesisahip olan Turkiye, dinya
zeytinya Uretiminin % 5’ten azini dretmektedir. OrtalaB&0 zeytinygl fabrikasiyla
Tarkiye dinyada zeytinga UOretiminde bgnci sirada yer almaktadir [76].
Yunanistan'in ki basi yillik zeytinyagsl tuketimi 17 kg iken bizde bu sayi 1 kg'dir.
ftalyanlar diinya zeytinga lretiminin % 33’lni ispanyollar % 22’sini, Yunanlilar %
11'ini, Amerikalilar ise % 5’ini tUketmektedirlerBiz ise sadece % 3’'Unu tiketmekteyiz
[68].
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2.2.4. Zeytin Agacinin Turkiye’deki Durumu

Zeytin engebeli yorelerde tek kaltar bitkisi ikehafif egimli arazilerde bsta incir
olmak Uzereseftali, mandalina ve antep figt) hatta ceitli sebzelerle kagik olarak
yetistirilmektedir [67]. Toplam seksen bir ilimizin atualtisinda zeytin Uretimine
rastlanmaktadir. Turkiye zeytin alanlari, toplamm alanlarinin % 2’sini ve gebahce

alanlarinin ise % 22’sini ofturmaktadir [74].

Sekil 2.3'te Glkemizde bulunan zeytigaclarinin dgilimi gosterilmgtir [77]:

Sekil 2.3: Turkiye'de bdlgelere gore zeytigaei d&ilimi (numaralandirma bolgelerigac
sayisina gbre coktan azagdo yapiimstir)

Turkiye'de d&lik ve taglik arazilerde bulunan delicelerin sayisi bilinmémeelir. Asag
dagilimina bakacak olursakSékil 2.4) en 6nemli iller sirasiyla Aydidzmir, Mugla,
Balikesir, Bursa, Manisa, Kilis, Hatay ve Canaklgair [67]. Agirlikli olarak
Akdeniz’de yetjtirilse de bu bdgeden wuzak bolgelerde de zeytigacea
rastlaniimasinin sebebi Akdeniz'i aratmayan benkkm kosullaridir. S6z konusu
kosullar baharlarin y&sh gecmesi, yaz aylarinin kuru ve gighekislarin ise ihk

gecmesidir.
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Milvon adet zeytin agaci

Sekil 2.4: Turkiye’de dnemli zeytinci illeringa¢ sayisi

Ulkemizde 30 csit zeytin gaci bulunmaktadir. Bunlari alfabetik olarak syatiak

olursak;

Ayvalik, Buyuk topak ulak, Cakir, Cejte, Celebi, Cilli, Domat, Edincik su,g&burun,
Erkence, Gemlik, Halhaliizmir sofralik, Kalembezi, Kan celebi, Karamiirse] Kilis
yaglik, Kiraz, Manzanilla, Memecik, Memeli, Nizip ghk, Samanl, Sari kabi, Sar
ulak, Savrani, Tasan yurei, Uslu, Y& celebi ve Yamalak kabasi [70].

2.2.5. Zeytin Meyvesi

Zeytin meyvesi ovalsekilde, sofralik zeytin veya zeytinga olarak ttketilebilen,
Akdeniz diyetinde temel Wiakaynaklarindan birisidir. Bazi zeytin turleri salfk zeytin
olarak tuketilmeye miusaitken bazilari d& yain uygun olabilmektedif41]. Zeytinin

bir cicekten olgun bir meyveye d&miesi cok karmgk bir strectir. Bu slre¢ zeytinin
diger bolumlerinin modifikasyonunu, hicre duvarinirytkai, zarin yumgamasini ve
karbohidrat birikimini icermektedir.ilk asamada zeytin meyvesi ¢ok hizli iekilde
bUyumektedir ve bunu daha yauar buyime dénemi takip etmektedir. Ardindan gene
ilkine benzer bir hizdaki geline donemine gecilmektedir. Cekirdeftee meyve

gelisiminin ilk zamanlarinda yani ciceklenmenin ardinddd hafta sonra meydana
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gelmektedir ve sivi endospermin kagrteasina kadar devam etmektedir. Bu geli
prosesi zeytinde meyvenin glumu, cekirdeklgme ve olgunlgma esnasinda gm
olusumu ve birikmesgeklinde 3 anagamaya ayrilabilmektedir. Meyve verme hiicresel
bélinme ve hiicre boyutunda aite karakterize edilmektedir. Odugtaanin ardindan
yag asidi sentezleri ve hizli bir et hucresinin bliy@mbeglamaktadir.  Zeytinin
biylmesinde ve ¥a birikim asamasinda yani sonsamada Urinin ebati tayin
edilebilmektedir. Zeytinin olgunmas! aylar stren uzun ve yavhir sirectir ve
yetistirilen bolgeye, ture, sulama imkanlarina, sigaklibali olarak farkliliklar

gostermektedif72].

Zeytin tanesi turane gore biyuk farklihklar gostektedir. Bazi turler 1.5 g gelirken
bazisi da 17 g gelebilmektedir. Ornek olarak Ulizei® yetien zeytin tirleri arasindan

en irisi 7.5 g geleidzmir sofralik ve en kugtii ise 1.75 g gelen Kilis gk cesitleridir.

Oval ya da elipseklindeki zeytin anotomik olarak sap (pedical), kdalfepidermis), et
(mesocarpe), cekirdek (endocarpe), cekirdek ici dga tohum (embriyon) olarak
ayrilmaktadir.  Zeytin meyvesinin besinsel ve bojél bir deger tagiyan kismi
agirhginin % 66-85’ini olyturan et kismidir (Tablo 2.2). Kagw ile yense de bu
koruyucu dokunun besin geri yoktur. Bu kismin meyve dalinda iken ya glandigi
sirada koruyucu 6zefli bulunmaktadir. Delicelerin meyvesinin cekigdenispeten
blyuktir. Dolayisiyla eti az, gaorani dguk (% 30) ve tadi ¢cok acidir [67, 70, 77].
Zeytini 6teki cekirdekli meyvelerden farkli kilagerigindeki seker ve yg miktarlaridir.
Seker miktar1 % 2 ile 6 arasinda iken bu oragedibenzer meyvelerde % 12'dir. ¥a
orani ise zeytin meyvesinde % 15 ile 30 arasindasideen, digerlerinde ortalama %
1.5'tur.

Zeytin meyvesi sofralik ve gak olmak Gzere iksekilde dgerlendiriimektedir. Devlet
Istatistik Enstitiisii agarmalarina gore, Tlrkiye'de Uretilen zeytinlerin 68'i yag

Uretimine ve % 28’i de sofrada kullaniimak Gzerésyeilmektedir [76].
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Tablo 2.2: Zeytin meyvesinin fiziksel 6zelliklerebilegimi

Fiziksel dzellikler Miktar Bilesim Miktar
Dane &irligi 2-12g¢g Su % 50-70
Cekirdek orani % 13 - 30 Yag % 15-30
Et (pulp) orani % 66 - 85 Protein % 1.6
Meyve kabgu % 1.53.5 Seliloz % 5.8
Seker % 2-6
Kl % 1.5

Zeytinin hasat zamani besin Bilmini etkileyebilmektedir.  Asit seviyesi sai
yukselecginden, airi olgunlgamalarindan kacinmak gereklidir. Cok erken hasat
edildiginde ise icegiindeki ya miktari sinirli olacaktir. En iyi toplama zamamwytinin
yesile dOndigu vakittir. Mor ve akabinde siyah rengi @lohda asitlgi ve yas icerigi de

git gide artmaktadir.

Zeytinin fenolik komponent komposizyonunun tir ihgtelik ve nicelik agisindan
degistigi gorulmektedir [39, 41-43, 72, 78-80]. Oleuropdiim zeytin cgitlerinde
bulunurken, dimetiloleuropein ve verbaskozit tum@lb olarak mevcut olan fenolik
bilesiklerdir. Kucuk meyveler yuksek oleuropein vesik verbaskozit miktari ile
karakterize edilirken, iri meyveler tam teggkilde karakterize edilmektedir. Zeytinin
biyofenol seviyesi meyvaninsia olgunlgmasi ile beraber azalmaktadir. Fakat 1k
iklimlerde vyetgtirilen zeytinlerin daha hizli bigekilde olgunlamasi ve biyofenol
acisindan sauk iklimdekilerden daha zengin §arermesi gibi istisnai durumlar da s6z
konusu olabilmektedir [78]. Ayrica uygulanan sugagartlarinin zeytinin biyoaktif
bilesenler acisindan icggini etkiledigine dair argtirmalar da mevcuttuf45, 46, 48,
72].
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2.3. ZEYTIN YAPRAGI

Fenolik bilsikler zeytin &acinin tim boélimlerinde olgu gibi yapraklarinda da
bulunmaktadir. Yaprakta bulunan fenolik kikker dogasi ve konsantrasyonunagha
olarak meyvanin rengine ve tadina katkida bulunenal¢ miktar cgtli dokular
arasinda 6nemli derecede farkliliklar gostermekt¢d®]. Yapraktaki polifenoller
cicekteki, govdedeki ve meyvadakinden farklidirapyakta bulunanlarigeker icergi
daha azdir ve superkritik karbondioksit ekstraksiyoile daha kolay ekstrakte
edilebilmektedif4].

Zeytin yapra icerdigi degerli fenolik maddeler ve yiksek antioksidan kapesitle
onemi her gecen gin artan bir drin olmasingmen yaygin bir kullanim alani
bulamamgtir. Bilinen balica kullanim alanlargu sekilde sayilabilir:

* Kurutulduktan sonra yakit olarak tuketilmektedir.

e Hayvan yemi olarak kullaniimaktadir.

» Fazla olgunlamis zeytinlerden elde edilen zeytingaa, Uretim gamasinda %
2 ile 3 oraninda zeytin yapia ilave edilmektedir.  Olguniais meyve
icerisindeki biyoaktif bilgen miktarindaki d§ils ve ygida meydana gelecek
olan antioksidan madde &cbusekilde telafi edilmg olmaktadir.

» Zeytin yaprg ekstrakti marketlerde tabletler halinde de tidigé gida destek

artnleri olarak sunulmaktadi83, 81.

2.3.1. Zeytin Yapragginin Farmakolojik Etkileri

Zeytin yapr& cayinin Ortadgu kultirinde oOksurik, B@az &risi, atg, sistit gibi
rahatsizliklarda yizlerce yildir kullanifgina dair kanitlar bulunmaktadir. Bununla
beraber yapgan lapasi da yanik, kati vesislik gibi deri problemlerinde kullanilngtir
[63]. Zeytin yaprginin ilk kullaniminin, medikal amacli olarak Misiarda baladig

bilinmektedir. Zeytin yapr@a onlarin kdltirinde gicun simgesiydi.  Yapraktan
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ekstrakte ettikleri ya, krallarini mumyalama torenlerinde kullanirlardeytin yaprai,
diger kiltirlerde de beslenme ve tibbi sebeplerleakuiingtir. Ozellikle Akdeniz
kultarlerinde enfeksiyon, ok alginlgl ve aci gibi cgitli saglik durumlarinda zeytin
yaprasl kullaniimsstir. 19. Yidzyilin ortalarinda zeytin yagradan yapilan ¢ay sitmaya
karsi kininden bile daha etkili bir care olgtur. Bu cayingiltere’ de son derece popiler
hale gelmgtir. Denizcilerin tropik kolonilerden dénerken béerlerinde getirdikleri
hastaliklari tedavi etmtir [33, 64. Gunumuzde ise pek ¢cok marka zeytin ygpra
icerikli bitkisel ila¢ piyasada hazir preparatldarak ya da tabletler halinde diyabette,
hipertansiyonda,  kardiyovaskiler  rahatsizliklardagripte,  Uriner  sistem
rahatsizliklarinda, kronik halsizlikte, hastalarmekahat déneminde, kotl huylu
kolestrolin dglrtlmesinde, dejeneratif eklem rahatsizliklari siiueklem boélgelerinde
agril  sislikler), sindzit, vicudun dgal baisiklik sisteminin desteklenmesinde
kullaniimaktadir. Kozmetikte ise, zeytin yapraekstrakti iceren Grlnler antioksidan
etkileriyle cilt bakiminda kullaniimaktadir. “Amtging” kirlerinin hemen hepsinde yer
almaktadir. Zeytin yappa ekstraktindan yapilan ilaglar yalniz insaglga icin degil,
hayvan sgliginda da kullaniimaya knmstir. Evcil hayvanlarin hazir mamalarinda
ve bitkisel ilaclarinda hem ¢al antibiyotik hem de antiparazitik etkisi sebebiyl
kullaniimaktadir. Yapilan son deneysel ve teodksgalar, zeytin yapga ekstraktinin
ev sahibi hicrelere HIV virist gimi kaptarak anti-HIV aktiviteye sahip olgunu
gostermgtir. Saydgimiz tim bu durumlar zeytin yapraklarinin mevcigedibiyolojik

aktif maddelerinin yaninda sahip ofglufenolik bileenlerine atfedilmektedir10].

2.3.1.1. Antioksidan Etkisi

Zeytin yaprginin icerdgi cok sayidaki fenolik bilgen guclu serbest radikal temizleme
kapasitesine sahiptir [10, 38, 75, 79, 82, 83]telilsbu komponentler birarada sinerjik
bir etki gostermektedir. Yapilgplan testlere goére (in vitro) flavonoidler, rutkatesin

ve luteolin, C ve E vitaminlerden neredeyse 2.5 #aha fazla antioksidan etki
gostermektedir [66]. Oleuropein ve hidroksitiragolBHT, C ve E vitaminleri gibi
antioksidanlar ile ayni ya da daha etkili gidugdsterilmgtir [69, 83]. Bir baka
calismada ise rutin > kagen > = |uteolin > zeytin yapr& ekstrakti= hidroksitirosol >

diosmetin > kafeik asit > verbaskozit > oleuropeiluteolin —7— glukozit= vanillik asit
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= diosmetin -7— glukozit > apigenin —7— glukozitiro$ol > vanilinseklinde bir serbest
radikal temizleme yetege siralamasi elde edilgtir. Burada dikkat ¢eken bir gir
nokta ise flavonoidler, oleuropeosidler ve fenolleasindaki sinerjik etkiden 6turd
zeytin yaprg ekstraktinin C ve E vitaminlerinden daha yuksekoksidan aktiviteye
sahip olmasidir [84]. Yapraklarin olgughaasi ile beraber antioksidan kapasitesinin
degisiminin incelendgi bir calismada, yetikin yapraklarin yeni yapraklara kiyasla daha

yuksek oranda antioksidan kapasiteye sahipgldiozlenmgtir [85].

2.3.1.2. Antiinflamatuar ve Antitrombotik Etkisi

Antiinflamasyon 0Ozellsi Ozellikle oleuropein, hidroksitirosol, oleik asiluteolin ve
apigeninden ileri gelmektedir. Oleuropein ve hiditirosol inflamasyona sevk eden
yollardaki I6kotrien B4 olgumunu engellemektedirler. Bu polifenoller pihti

toplasmasini, lipoksijenazi ve eikosanoid Uretimini deddwabilmektedirler [66].

2.3.1.3. Antimikrobiyal Etkisi

Zeytin yaprg ekstraktinin tarli bakteri, viris, maya ve maat&agl antimikrobiyal
etkisi bulunmaktadir. Brait ve bademcik iltihabi gibi yaygin bakteriyel ekégyonlar,
kadinlarin vajinal bolgelerinde alan mantar enfeksiyonlart ve ucuk gibi virltik
enfeksiyonlarin tedavisinde zeytin yagraekstrakti kullaniimaktadir [58, 64, 66].
Yapilmis olan bir calgmada (in vitro) ise mantar gginini 6nlemede en etkin fenolik
bilesenin tirosol oldgu ve bunu sirasi ile kage ve oleuropeinin takip efi
gorulmdstar. Bilesenleri izole etmek yerine ham ekstrakti kullanmarnibesenlerin
sinerjik olarak etki ettiklerinde c¢ok daha iyi s@nwerdikleri gézlendiinden daha
uygun olabilmektedir [75, 86, 87]. Zeytin yaprakstrakti icerisindeki komponentler
patojenlerle sawanak ve onlari yok etmek gnda vicudun kasiklik sisteminin bu
mikroplara kagi daha etkili olmasini da gamaktadir [64].

Zeytin yaprgindaki biyoaktif bilgenlerin bakteri ve mantar gghini geciktirdigi
ve/veya Onledii yonunde gercekigiriimis olan aragtirmalar bu bilgenlerin gida katki
maddesi ve hgre ile micadelede kullanilabilegei gostermektedir [87].
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2.3.1.4. Antihipertansif Etkisi

Canlilarda (in vivo) yapilmi olan calsmalar kan basincini dirme 6zellgini
dogrulamaktadir. Bazi agarmalarda, 0zel olarak hazirlangmolan zeytin yapr&
ekstrakti, hayvanlara g yolu ile verildginde kan basincini dirtctu bir etki
gosterdgi gozlenmgtir [58, 66].

2.3.1.5. Hipoglisemik Aktivitesi

Zeytin yaprg ekstrakti deney hayvanlarinda hipoglisemik akeivgostermitir ve bu
aktiviteden sorumlu bikgklerden biri oleuropeosidedir. Bu madde aloksba# seker
hastalgl olan hayvanlarda antidiyabetik aktivite Gretmelkt¢71, 83, 88-91].

2.3.1.6. Dger Aktiviteler

Geleneksel metinlerde zeytin yagnain kani durdurucu ve antiseptik offluve sguk
alginliklarina midahalede su igerisinde kaynatdaiale edilen 6zutin faydal olgu
da anlatiimaktadir.

2.3.2. Zeytin Yaprgginda Rastlanan Biyoaktif Bilesenler

Cogu bitki gibi zeytin gaci da surekli olarak yuksek sicaklik ve UV radyamy gibi
cevresel strese maruz kalmaktadir. Bu durumasl kdnitkinin - buttnliEini
koruyabilmesi ve kendini savunabilmesi icin antidies 6zellik talyan fenolik asitler,
fenolik alkoller, sekoiridoidler ve flavonoidler lgi c¢esitli fenolik bilesikleri

uretmektedir. SOz konusu hienlerin nitel ve nicel olarak @gimi zeytin gacinin
turd, yaprain olgunlama derecesiDacus Oleaolarak bilinen zeytin sirig tarafindan
meydana gelebilecek muhtemel bir boceklenme, iklencgrafi konum gibi ceitli

faktorler tarafindan dgsmektedir [82]. Zeytin yapfa iceriginin buytk miktarini
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fenolik bilesikler olustursa da terpenik bigéler, lipofilik komponentler ve turlu ger
bilesenlere de rastlamak mimkuandg§ekil 2.5).

Zeytin Yapragimn Bilesenleri

Fenolik Bilegikler Terpenler| | Lipofik Bieikier | Digerer|

Oleanolik asit Doymus hidrokarbonlar Mannitol
Maslinik asit Skualen
ik asi [fa-amiri k
Sekoiridoidler [Fzg(;l;}lfemt:f r] Fenolik alkoller] Ve e ;ﬁ“a-stokoferol
; L Trigliseridler
gﬁwﬂ(}lpelm ‘ E;fmi(as'ﬁ Tirosol beta-karoten
oleuropein cikasit Hidroksitirosol | | Lineer alkoller
Vetbaskozit Vanilin Yas asifleri
Ligtrosid Flavonlar Flavonollar| °
Oleurosid
Luteolin-7-0-glukozit Luteoln
Luteolin-4-0-glukozit Rutin
Apigenin-7-\-glukozit Apigenin
Diosmetin-7--glukozit Diosmetin
Katesin

Sekil 2.5: Zeytin yaprg ekstraktinin bilgenlerine aisematik gosterimi

Zeytin yaprg&nda tayin edilmi olan sekoiridoidler oleuropeosid olarak da
adlandiriimaktadir.  Bunlar oleuropein, dimetilal@pein, ligstrosid, verbaskozit,
oleosit dimetilester, oleuropeinin bir izomeri olaleurosidseklinde sayilabilir. Ayrica
luteolin —7—O— glukozit, apigenin -7—O— glukoziytin, luteolin ve apigenin gibi
onemli miktarda da flavonoid gurubundan olan fenahaddeleri icermektedir. Fakat
burada adi gecen bgenlerden fenolik asitler, fenolik alkoller ve flavaidler gibi
biyoaktif bilesenler tirli meyve ve sebzede bulunurken, oleurogginsekoiridoidler,
sadece zeytin gacinin Qlea europaep da icinde oldgu zeytingiller Qleaceag
ailesine ait bitkilerde mevcuttur. SekoiridoidlBem terpenik hem de hidroksi aromatik
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ikincil metabolitlerdir. Sekoiridoidler olarak atidirilan fenolik bilgikler, molekul
yapisinda hem elenolik asit hem de elenolik agiinevlerinin varlg ile karakterize
edilmektedir. Oleuropein, dimetiloleuropein, liggit ve nidzhinide bu tirde en fazla
bulunan sekoiridoidlerdif54, 78, 83, 9P

Fenolik komponentler dinda a-amirin, maslinik asit ve oleanolik asit gibi terple
guruplara da rastlanmaktadir. Ozellikle de biyi&laktivitesinden 6tlri tizerine sayisiz
calsma yapilmg olan oleanolik asit, yapgan kuru &irhiginin yaklgik % 3'Gnd
olusturmaktadif33, 93.

Zeytin yaprg& doymu hidrokarbonlar, skualen, vaks-tokoferol, trigliseridler,3-
karoten, lineer alkoller ve yaasitleri (palmitik, oleik ve linoleik asitler) gilcesitli
yagda co6zinen bikgkleri de ppm mertebesinde ihtiva etmektedir. Mevc
hidrokarbonlarin karbon sayisi 29 ile 33,{€ Cs3) arasinda dgsmektedir. Vakslari
yag asitleri ile terpenik alkollerden (palmitik, olete linoleik) olymaktadir. Hekzanli
zeytin yapr@l ekstraktinda analiz edilentokoferol,3-karoten,a- ve B-amirin, skualen
insan fizyolojik sistemini module edebilen biyodkbilesenlerdir. Dolayisiyla bu
bilesiklerin farmasotik, kozmetik ve gida endustrileengoklu uygulamalari vardir.
Fakat, burada unutulmamasi gereken zeytin gapma meyvesinin aksine oleik asit ya
da skualen gibi doymagyag asitlerini bol miktarda ihtiva etmemesidi6]. Zeytin
yaprazl sadece zeytingiller familyasinin sentezleyeBilBir bilesik olan mannitokeker
alkolinu de icermektedir. Mannitol, mannozun bik#itol tirevidir. Sukrozun %
70’ine tekabul eden tatlandirma potansiyeline gahi®is curimelerine yol agmaz ve
insanlardaki metabolizmasi insiline gha olmadgindan diyabetikliler tarafindan
kullanimi uygundur. Antioksidan olarak etkilerinpaninda ciddi kafa yaralanmalarinda
beyin ici basinci djiiriict etkisi de bulunmaktadir. Zeytin yagiran bir graminda 10
ile 20 mg arasinda bu karbohidrattan bulunmaki{&di.

Zeytin yaprg! ekstrakti ve asitli % 1'in altinda olan natirel sizma zeytingyguksek

kaliteli fenolik komponent kayr@a olarak kabul edilmektedirler. Avusturalya’da
yapilms olan bir test sonucuna gore, toplam fenol mik2&0—-800 mg/L arasinda olan
ekstra saf zeytin y¥ana kiyasla, zeytin yapga ekstrakti icerisindeki toplam fenol

seviyesi 6360 ile 8190 mg/L olarak tayin edgtini[66].
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Tum bilesenleri bir yana, icerdi fenolik bilesikler acisindan ¢ok derli olan zeytin
yaprainin fenolik profilini irdeleyen ¢cajmalar icerisinde, zeytin yapfaekstraktinin
ana fenolik komponentlerinin nitel ve nicel olatalin edildgi bir calismadan edinilen

bulgular Tablo 2.3’te sunulngtur [84].

Zeytin yaprginin sahip oldgu s6z konusu fenolik biggkler, saf zeytinyginin
kalitesinin dgerlendiriimesinde dikkate alinmasi gereken Oneumttdrlerdir. Cunku
bu bilesenler zeytin yainin oto—oksidasyon stabiletisinden ve duyusallikiezinden

kismen de olsa sorumludurla?].

Tablo 2.3: Zeytin yapga ekstrakti i¢cerisinde bulunan ana fenolik kikéer ve bu bilgiklerin
kuru ekstrakt temelinden % miktarlar

Fenolik komponent % Miktar
(kuru ekstrakt miktari izerinden)

Oleuropein 24.54
Hidroksitirosol 1.46
Luteolin 7—O- glukozit 1.38
Apigenin 7-O- glukozit 1.37
Verbaskozit 1.11
Tirosol 0.71
Vanilik asit 0.63
Diosmetin 7-O- glukozit 0.54
Kafeik asit 0.34
Luteolin 0.21
Rutin 0.05
Diosmetin 0.05
Vanilin 0.05

Katesin 0.04
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2.3.2.1. Oleuropein

1908 yilinda Bourquelot ve Vintilesco tarafindarytz@n meyvesi tUzerinde yapilan bir
calismada oleuropein olarak adlandirilan fenolik biefk fark edilmistir. Bu bilesigi
kristal yapili olmayan, oldukg¢a acli, suda ve alkatdziinebilen ve eterde ¢oziinemeyen
madde olarak anlatglardir. Daha sonra yapilan gahalarda da elenolik asit ve
dihidroksifeniletanolden okan ester yapisi aydinlatilghr [84, 85, 94. Cazu
arggtirmaci yaprgin tedavi edici 6zeliinin, bunyesinde en bol bulunan fenolik kile
olan oleuropeinden kaynaklagdidistincesinde hem fikirdirler. Cinkd bu maddenin
hidroliz Griinlerinin de biyolojik faydasi 6nemlidi4, 10, 33, 42, 63, 64, p1 Ustelik
zeytin @aci Uzerinde bu maddeyi en fazla ihtiva eden ydarakr. Zeytin y&i
icerisindeki orani % 0.005 ile 0.12 arasindgigieken, bu dger zeytin kara sularinda %
0.87'ye kadar cikmaktadir.  Zira zeytin gyain apolar karakterde olmasi ve
oleuropeinin ise polar bir madde olarak zeytin katgyunda daha fazla bulunmasi
beklenilen bir durumdur. Zeytin yagnadaki seviyesi ise % 1 ile 14 arasinda
desismektedir[78, 9Q. Biyolojik degeri anlgildiktan sonra kurthal, yasemin, leylak
gibi zeytin yapr&l disindaki pek ¢cok oleuropein kayglada aratirilmaya balanmstir
[95, 99.

B-glukosilat elenolik asitli bir (3,4-dihidroksi fdh etanol (hidroksitirosol) olan
oleuropein, zeytin meyvesi ve yapmn ana fenoludur[43, 80, 95, 97, 98
Dolayisiyla yine dgerli bir dgzal antioksidan madde olan hidroksitirosolin varidan
sorumlu olan komponent de oleuropeindir. Zeytoleuropein seviyesi meyvanigia
olgunlgmasi ile beraber azaffindan, olgunlgmams zeytinin aci tadinin sebebi de
oleuropeindif82]. Molekul formalt GsH3z,0,3ve molekdl &rhig 540.514 g/mol olup
organik yapisgekil 2.6’da verilmgtir [99].
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Sekil 2.6: Oleuropeinin organik yapisi

Oleuropein virts, bakteri, maya, mantar, kuf vgediparazitlere kar antimikrobiyal
etkiye sahiptir[84]. Oleuropeinin icegiindeki elenolik asidin de bu etkiye katkida
bulundwgu laboratuar kgullarinda kanitlanmgtir. Oleuropeinden hidroliz yolu ile elde
edilen kalsiyum enolatin da antiviral ve antibaktalr aktiviteleri kanitlanmtir [33, 74,
95]. Dogal antioksidan Ozelinden oOturd de pek c¢ok medikal muidahalede
kullaniimaktadir. Trombosit birikimini ve eikosadouretimini dnleyerek hicreyi ve
organizmay! korumaktadir. Koroner gemeesinde rol oynayan membran lipid
oksidasyonunu koruyarak kardiyoloji ile ilgili raisaliklari énlemektedir. Obezite
problemlerinin Ustesinden gelebilmek icin lipid m=@blizmasini iyilgtirmektedir.
Kanser hastalarinda enzimleri korumakta ve ylksaksiyon hicre o6limund
Oonlemektedif83, 88-9]1. Disuk yogunluklu lipoproteinlerin (LDL) seviyesinde % 30
oraninda azalma glamaktadif33].

[63].

Oleuropeinin antioksidan kapasitesinin yiksek olnmfadka yapisindaki o-dihidroksi
(katesol) yapisina atfedilmektedii84]. Bu madde yiiksek bir anioksidan kapasiteye
sahip olsa bile saf haldeki antioksidan kapasisesirlidir. Bu durum oleuropeinin
parcalanarak kendisinden cok daha guclu olan hsgiiobsola parcalanmasi ve bdylece
ekstraktin toplam antioksidan kapasitesinin artnilasaciklanabilmektedir. Bir ger

aciklama ise ekstrakt icerisindeki fenolik maddelsinerjik etkisiseklinde yapilabilir.
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2.3.2.2. Verbaskozit

Zeytingiller familyasindan olan bitkilerde yaygitaak bulunan ger bir polifenol ise
verbaskozittirf100. Kafeik asit ile hidroksitirosolden meydana gelan ester olan
verbaskozitin molekil formalt fHz¢015 ve molekdl @irhgr 624.59 g/mol olup,

organik yapisgekil 2.7’de gosterilmitir [101].

HO 0 s
LR SO

HO
oH

Sekil 2.7: Verbaskozitin organik yapisi

Verbaskozit oleuropeinin aksine tim zeytin tirldenmevcut olmayan bir fenolik
bilesiktir. Ayrica yine oleuropein i¢in s6z konusu oldarumun aksine kicik zeytin
meyvelerinde dgilk miktarlarda, iri meyvelerde ise ylksek miktadiarverbaskozit
bulunmaktadir. Zeytin yapraklari ile yapilan gadalara bakildiinda 100 g kuru
yaprain 5.3 g verbaskozit icergli gorulmdstar [78]. Oleuropein icepi agisindan da
cok fakir olan zeytin yanin icerisinde ¢gu zaman verbaskozit bigine rastlanmach
gorulmistir. Hatta bu durumu telafi etmek adina yapilalsgelarda zeytin yapga
icerisindeki fenolik bilgenlerin turlu ekstraksiyon prosesleri ilegygerisine transferi
gerceklatirilmi s ve yain litresi bgina 2 mg verbaskozit olacakkilde bir zenginlgme
meydana getirilngtir [89].
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Eroin tuketimi ile beraber beyinde meydana gelersiddtif hasarin tedavisinde
kullaniimaktadi{88, 89. Ayrica, tipki oleuropein gibi trombosit birikimide dnledgi
gorulmistir. Yapilms olan calgmalar, verbaskozitin deri tumorlerine kasitotoksik
ve sitostatik aktiviteye sahip olgunu gostermstir. Bu fenolik glukozitin fare kalbinde
kardiyoaktif bilegiklerden biri old@gu da séylenmektedir. Bu tir farmakolojik
etkilerinin yaninda antibakteriyel ve antiviral g¢ki de yapilan in vitro ¢caymalarla

kanitlanmgtir [10Q.

2.3.2.3. Luteolin 7-O-glukozit

Luteolin 7-O-glukozit, apigenin 7-rutinosit ve luteolin 4'O-glukozit gibi zeytin
yapraginda en fazla bulunan flavonoidlerden birisidit0Z. Molekul formuli
C21H20011 ve molekul girligr 448.38 g/mol olan luteolin ©-glukozitin organik yapisi
Sekil 2.8’de verilmgtir [103.

HO .
HO OH

o OH H

e

Sekil 2.8: Luteolin 70©-glukozitin organik yapisi

Damar sertlii gibi patojenlerin olgumunun bir sebebi olan aortik damar kasi
hiicrelerinin anormal agini 6nlemektedi{83, 88, 89. Antioksidan potansiyeli ise
Troloks testi ile 6lgllmgive sentetik bir antioksidan olan butillersrhidroksi toluenden
(BHT) daha kuvvetli oldgu goralmigtir. Saperoksit radikallerinin stpurilmesinde E
vitaminin iki katl potansiyele sahiptir. Tedaviigdzelliginden faydalanilarak tlser ve
egzama tedavilerinde 6nemli olan merhem ve kreral&udlaniimaktadir. iltihap, ba

agrisi ve sinir hastayl gibi durumlarda Cin’de kullanilan ilaglarin iceinde de
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bulunmaktadif104]. Katir tirn& bitkisinden elde edilngiolan luteolin 70-glukozitin
kilcal damarlari guclendirdi goralmdstar [105.

2.3.2.4. Luteolin 4’-O-glukozit

Luteolin 4’-O-glukozit de luteolin 7-glukozit gibi zeytin yapraanda en bol bulunan
flavonoid gurubu fenolik bilgklerinden birisidir[102. Flavonoidler, bitkiler aleminde
onemli miktarlarda (% 0.5 ile 1.5) sentezlenen fdidcevleridirler. Tum flavonoidler,
3' - 4' dihidroksi konfiglrasyonu ile antioksidaktigiteye sahiptirler. Dolayisiyla bu
bilesikler gidalarda serbest radikalleri siipirme etéstermektedirler. 4000'den fazla
flavonoid tespit edilngtir. Bitkilerin icerigindeki bu komponentler bitkiyi ultraviyole
radyasyonu, patojenler ve otcullardan korumaktadi$ekil 2.9'da da gosterildi gibi
flavonoidler flavonlar, flavononlar, izoflavonlar,flavonoller, flavanoller ve

antosiyaninler olmak tzere 6 guruba ayrilmaktadjB&, 57.

Flavanol Flavon Flavonol  Flavanon Izoflaven  Antosivanidin

Sekil 2.9: Flavonoidlerin siniflandiriimalari ve engik yapilari

Flavonoidlerin flavon sinifindarilesik olan luteolin 4’-O-glukozit oleuropeosidler
(oleuropein, verbaskozit, ligstrosid, oleurosid )vigibi zeytingiller familyasinda
fazlasiyla bulunmaktad(i54]. Tipki luteolin 7O-glukozit gibi metabolizmada dikkate

deger bir tamamlayici rol Gstlenmektedir04].
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Molekdl formilu GiH20011 ve molekal @irligi 448.38 g/mol olan luteolin 40-

glukozitin organik yapis$ekil 2.10’da gosterilmiir [104.

OH

Sekil 2.10: Luteolin 4'©-glukozitin organik yapisi

2.3.3. Zeytin Yapragginin Bilesimini Etkileyen Cevresel Faktorler

Dunya iklim sisteminde dasikliklere neden olan kiresel i1sinmayaghaolarak
dinyanin bazi bolgelerinde kasirgalar, seller w&imdarin siddeti ve siklgl artarken
bazi bolgelerde uzun surediddetli kurakliklar ve ¢ollgme etkili olmaktadir. kgin
sicakliklar artarken, ilkbahar erken gelmekte, sdrao gecikmektedir. Kisacasi
iklimler degismekte ve bu désikliklere dayanamayan bitki tirleri de ya azalmaysa
da yok olmaktadirlar. Yani bitkiler tGzerinde 6nemérim kayiplar yganmaktadir.
Dunya nufusunun artmasi ve tarim alanlarinin bweargore yetersiz olmasi, birim

alandan daha fazla verim elde etme gerghitiiiortaya koymaktadir.

Bitki binyesindeki biyoaktif bilgenlerin seviyeleri hasat, elde etme ve depolama
asamalarinda cgtli faktorlerin etkisi altinda dgsmektedir [38-44. Bitkiler farkh
cevresel faktorlerin (kuraklik, sicaklik, radyasysn baskini, rizgar, kar ve buz ortisu
gibi fiziksel faktorler; hava kirlilgi, bitki besin elementleri, pestisitler, toksinlénzlar,
toprak pH’1 gibi kimyasal faktorler; yabani bitkile bocekler, mikroorganizmalar,
hayvanlar gibi biyotik faktorler) etkisi altinda ggamlarini sirdirmeye cairlarken, bu

faktorlerdeki herhangi bir astiveya azaly bitkide stres meydana getirmektedir. Stres,
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bitkide mevcut olan s6z konusu biyoaktif kgalerden ikincil metabolitlerin miktarinin

degisiminde dnemli derecede etkili olmaktafdis-54.

2.3.3.1. Su Stresi

Hucreler hicre zari denilen ince bir zarla cevirled. Bu zar, protein ve
fosfolipitlerden olygmus cift kath sivi bir biyolojik membran olarak diindlebilir,
dolayisiyla secici gecirgendir.  Bazi maddeleringrgesine izin verirken bazi
maddelerin gegine izin vermez. Suyun hicre zarindan gieggmoz denilen fiziki bir
yolla meydana gelmektedir. Yari gecirgen bir zaakrilmi bir ortamda suyun
konsantrasyonun yuksek olglu yerden diiik oldusu yere dgru bir gegme glimi
vardir. Bu geg, her iki taraftaki konsantrasyoniteoluncaya kadar devam eder. Bu
olaya osmoz denir. Bitkideki mevcut bu osmotik wuar bitkinin su stresine adapte
olabilmesini sglayan 6nemli proseslerden birisidir. Yetersiz sugaruz birakilan
bitkiler aminoasit (pirolin, aspartik asit gibi)rqiein, seker (sukroz, glukoz, mannitol
gibi) ve organik asitleri sentezlemekte ve biriktektedirler. S6z konusu maddelerin
konsantrasyonunun yiiksek olmasi suyun bu hilcral&xenasini sglayarak, bitki

dokularinin topraktaki diilk suya toleransini artirmaktag4i].

Sudaki yetersiziie kagi verilen tepki, bitkinin tirt ile de ilgilidir. Grek olarak zeytin
agacl, dokularinin su ihtiyacini azaltarak su stresitirenebilmektedif46]. Zeytin
agacl kurak, subtropik iklimin yandgl Akdeniz bolgesine 6zgu olarak kuraklik ve
yuksek sicaklik gibi cevreartlarina kagi uyum gosterebilmektedir.  Dolayisiyla
kurakliga yuksek tolerans gostermekte, terlemeyi ve sunalm kontrol etmekte ve
bazi antioksidan enzimlerinin aktivitesini artirntedir. Su stresi, zeytingaclarinin
yaprak anatomisinde de ggkliklere sebep olmaktadir. Bu gaiklik, kurakliga
adaptasyonda faydali olmaktadir. Su stresi alkingaprasin boyutunun kigulmesi ve
buna paralel olarak yaprak htcreleriningyalugundaki arty, yaprak liflerini ve
stomasini artirmaktadir ki, yari kurak bdélgelerd# blan yiksek sicaklik ve gupme

radyasyonuna uyumu gamaktadif45].



40

Her gecen gin hizla artan dinya nufusunun yetesldmebilmesi igin tarimsal
drtnlerin dretiminin de o oranda artmasi gereknaikteTarim yapilan alanlarin sinirli
olmasi nedeniyle artan nidfusun beslenebilmesi abo@k alandan alinacak verimin
yukselmesi ile mimkin olacaktir. Kurak ve yaridubolgelerde yaz aylarinda g
kosullar altinda bitki gelimesi icin gerekli suyun glanmasi mimkin olmamaktadir.
Ozellikle yasisin ¢cok az olmasi son yillarda sik sik kuraklik tdayile kagilasiimasi,
su kaynaklarinin cok iyi kullaniimasi konusunu géme getirmektedir. Dunyanin
blayuk bir kismi kurak iklim kgullari altindayken kultira yapilan tim bitkiler mgi
gelistirme kosullari da dikkate alinarak kurakgh dayanikliik konusunda gerekli
calismalarin yapilmasi kacginilmaz olgtur. Kurak dénemlerde su eksiklinedeniyle
arin kaybini en aza indirmek veya tamamen ortadaidirnak icin optimum su

uygulama programlari gstiriimeye calgiimaktadir.

2.4. KATI - SIVI EKSTRAKS iYONU

Karigimlari ayirmada farkli yontemler izlenmesingsmen hepsinin 6zinde iki faz
olusturmak ve daha sonra bu fazlari mekanik tekniklertbirinden ayirmak ana fikri
yatmaktadir. Heterojen kammlarda zaten iki faz oldiw icin bu tir kagimlarin
ayrilmalari nispeten daha kolaydir. Bu temeldela ypkarak ekstraksiyonun tanimi,
herhangi bir madde karminda bulunan bir ya da birka¢c maddeyi uygun ékilteden
bir ¢oziicl veya ¢Ozicu kemmi kullanmak suretiyle ayirmgeklinde yapilabilirf107].
Ekstraksiyon glemi destilasyon, kromatografi, osmoz, kristalizasytermodifizyon
metodlarina benzeekilde fiziksel bir ayirma yontemidir. Bu tarz y@mlerin dsinda
bir de kimyasal ayirma yontemleri mevcuttur. Masgletroliin saflgiriimasinda
sulfirik asitten faydalanilir ve neticesinde aroikdiilesikler elde edilir. Bu proseste
kimyasal olarak sulfolanma gercefite ve olian stlfonik asit HSO, fazlasinda
¢bzunur, organik fazda c¢Ozinmez. Fiziksel metodlddimyasal metodlara bazi

Ustinlikleri s6z konusudur:
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» Bilesenlerin hicbiri bozunmaz ve hicbir yan Grin ghaz. Kimyasal
yontemlerde bazi bifenler kayba grar ve genel olarak ayrilmasi ¢ok zor olan
yan urdnler olgabilir. Bu yan Urtnlerin ayrilmasi da bir maliygibblemidir.
Bu sebepten dolay! fiziksel metodlar daha kuflanson Urlnlerin elde
edilmesine imkan ggamaktadirlar.

* Genellikle fiziksel yontemler ¢cok daha ucuzdurziksel yontemlerde maliyet
neredeyse yalnizca harcanacak enerji ve ekipmdiyatann tekelindedir.
Ancak kimyasal yontemlerde ihtiya¢ duyulan kimyasalzemeler de maliyeti
etkiler ve bu maddeler de enerji ve ekipmanin yaawldukca maliyetlidirler.

Ekstraksiyonda fazlardan biri katigéiri sivi olabildgi gibi her ikisi de sivi olabilir. Bu
durumlara gore sirasiyla, kati - sivi ve sivi 4 gkstraksiyonlarindan bahsedilebilir.
Sivi - sivi ekstraksiyonu, ¢ozelti icinde ¢Ozunnhir maddeyi, bu ¢ozeltiyi kendisiyle
karsmayan bgka bir sivi ile calkalayarak almalemidir. Sivi — sivi ekstraksiyonu
fenol, anilin, nitrath aromatikler gibi yuksek kagma noktali organiklerin sudan
uzaklgtiriimasinda; formik asit, asetik asit ve formaldefibi hidrojen ba! ihtiva eden
organiklerin sudan uzakdariimasinda; tibbi Grinler, aromalar, tatlandlagi gida
artnleri gibi i1stya duyarli maddelerin saflailmasinda; kaprolaktam, adiponitril,
akrilik asit ve zirai kimyasallar gibi maddeleriaaksiyonlardan geri kazaniminda; bazi

petrol fraksiyonlarinin ayrilmasinda gebir uygulama alani bulmaktadir [108].

Kati — sivi ekstraksiyonu ise kati bir faz icerd@nolan ve katidan 6zutleme (leaching),
sivida Ozitleme (lixiviation) ve yikama (washingpigkavramlari da kapsayan bir
terimdir. Cok bilesenli bir katidan istenilen bifenin bir ¢ozici ile ¢ozilerek ayriimasi
islemidir. Sivi — sivi ekstraksiyonuna benzemekle berabea darla zaman alan ve
daha zor bir surectir. Zira kati icerisindeki aifion sividakinden daha yata. Kati —
sivi ekstraksiyonuna gunlik hayattan en guzel ogagkveya kahve yapimidir. Bakirin
filizlerinden seyreltik silfirik asitle kazanimipya fasilyesinden soya gain, seker
pancarindarsekerin, baliktan balik yanin, bitkilerden esanslarin, ¢ay ve kahveden
kafeinin elde edilmesi de yine kati - sivi ekstrpssu ile gerceklgen proseslerdir
[109].



42

Kati - sivi ekstraksiyon yonteminde, kati icindduman madde, bu maddeyi blyuk
Olciide cozebilen bir ¢ozicu yardimiyla algdigin ¢bzicunin segimi son derece

onemlidir. Co6zicu seciminde dikkat edilmesi gerekasuslasu sekilde siralanabilir:

* “Benzer benzeri c¢ozer” prensibinden yola cikarakenden maddenin
ekstraksiyonunda secimli olmalidir.

e Kullanilan c¢6zict kimyasal olarak kararli olmalidir Sistemdeki dier
komponentlere ve kullanilan techizatin malzemekarg inert davranmalidir.

* Kolay temin edilebilmeli ve maliyeti diatk olmalidir.

» DuslUk korrozivite, dguk viskozite, dgik bir donma noktasi, giik bir spesifik
ISI ve buharlgma 1sisl, d§ilk alevlenme veya patlama noktasi gibi fiziksel

Ozelliklere sahip olmalidir [110].

Burada c¢ozucunin ekstrakte edilecek kati malzenmegar da 6nemlidir. Cozicu
miktarinin ytiksek olmasi ekstrakt verimini arttirda, ekstraksiyon sonucunda elde
edilecek urunun seyreltik olmasi ve bu ¢ozicuylablatirmak icin harcanacak enerji
distinuldigiinde, solutenin ¢ozucudeki doygunluk noktasinglibalarak c¢o6zicu

kapasitesi belirlenmelidir.

Cozucd ile ekstrakte edilecek malzemenin temagatia- sivi ekstraksiyonunda dnemli
bir diger husustur. Kutle iletimi kati faz ile sivi fazaaindaki ara yuzey ile orantili
oldugundan kati malzemenin boyutunun kugcultilmesi eksty@anu hizlandirmaktadir.
Bitkilerin ekstraksiyonu hicresel yapiya sahip denadan dolayr gier maddelerin
ekstraksiyonundan biraz daha farkh olmaktadir. tkiBdokusu duvarlarla sarilsi
hicrelerden olgmaktadir. Kurutulmg bir bitkisel malzemenin ¢6zicu ile

ekstraksiyonu, iki gamali bir prosestir. Bunlar;

1. Bitki 0Uzerindeki porlarin gegiemesini kolaylatirmak icin ¢oOzucu ile
Islatilmasi, bdylece bitki dokusunun hidrasyonygigmesi,

2. Bu gensletilmis porlardan ¢oziiclye solutenin diftizyon ve osmotispslerle

gechi.



Solutenin ¢oOzuclye geqni salayan ekstraksiyon mekanizmasi ise iki fiziksel

fenomenden ibarettir:

» Bitki hiicrelerinde var olan solutenin difizyon gézuciye gegcmesi,
» Ufaltma ile duvarlar parcalanan hicrenin ¢ozuai yikanarak icegindeki

solutenin ¢ozlcuye gecmesi.

Sekil 2.11'de bitkisel bir doku Uzerinde vuku bulakstraksiyon mekanizmagematik
olarak gosterilmtir [1].

/

@,

Céoziicii ile yikama

Sekil 2.11: Bitki hiicre dokusunwematik gosterimi

S6z konusu ekstraksiyonda meydana gelen kutlemiled sebebiyet veren itici guc,
ekstrakte edilecek maddelerin bitkideki konsantvatyrt ile c¢ozucideki
konsantrasyonlari arasindaki farktir.

Kati — sivi ekstraksiyonslemleri geleneksel ve ileri metotlar olmak Uzere gkup
halinde incelenebilir. Klasik ¢ozucl ekstraksiyoma sokslet metodu geleneksel

yontemlerdir. Ekstrakte edilecek metaryel direldrak ¢ozicul igerisine batirilaga
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gibi 1s1 ve kamtirma gibi takviye gucler uygulanabilmektedir. Kila bir ¢ozlcu
ekstraksiyonunun Barisi 1si ve/veya kattirma ile beraber secilen ¢ozicuyeshar.
Bu yontemlerdesiemlerin uzun strmesi, blyuk miktarlarda ¢ozlcietiikinin olmasi
ve bu cozlculeri geri kazanirken meydana gelen gkikenerji tuketimi gibi
dezavantajlar, ileri ayirma yontemlerinin ghoasina sebep olrgwr.  Superkritik
akiskan ekstraksiyonu, ultrason destekli esktraksiydhrédsound-Assisted Extraction,
UAE), mikrodalga destekli ekstraksiyon (Microwavesisted Extraction, MAE),
hizlandirilms ¢o6zicl ekstraksiyonu (Accelerated Solvent ExtoactiASE) gibi
yontemler geleneksel yontemlere nazaran yatirimyetédri yiksek olmasina ganen
hem hizli hem de oldukca etkilidirler [111].

2.4.1. Sokslet Yontemi

Sokslet yontemi, eskiden beri kullanilan ve ekdiydndaki performansi tamamen
secilen ¢ozuciye Iha olan standart bir tekniktirSekil 2.12 ile aparati gosterilgolan

sokslet metodunun caina prensibiu sekilde ifade edilebilif111]:

Balon icerisinde bulunan ve isitici ile kaynatilgiziici buharlarn goitucuya d@ru
ilerleyerek burada ygunlagsmaktadir. Y@unlasan ¢ozicu kartuicerisine yerlgtirilmi g
olan kati maddenin i¢cinden gecerek kati icindekut®yi alip sifon yaparak balona geri
donmektedir. Sifon sayisi arttikca balonda kaynay@zticlu icindeki ekstrakte edilen

madde miktari da artmaktadir.
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Sekil 2.12: Sokslet aparati. 1- Kaynama balonu,dksgt ekstraktori, 3- $atma suyu gisi,
4- Yogunlastiricl, 5- Sgutma suyu cilki.

Sokslet metodu ile elde edilen drun icerisindekizigi, buharlgtirmayla
uzaklgtinimaktadir. Dolayisiyla, ekstraksiyon ve bulbgma sicakliklarinin Grindn
kalitesi Uzerinde dnemli etkileri bulunmaktadir.ayama noktasi yuksek bir ¢ézici
secildginde slem icin gerekli uzun ekstraksiyon ve buhamia sureleri, elde edilen
ekstraktin goéruntisind daha koyu renkli hale gedmeektedir. Yuksek kaynama
noktalli ¢ozuculerin geri kazanimi vakum uygulanavalga membran ile ayrilarak da

yapilabilir.

Sokslet, her ne kadar ucuz, basit, filtrasyon bagam ihtiya¢c duymayan, yegmis bir
yontem olsa da pek cok dezavantaji bulunmaktaBkstraksiyon suresi uzundur. Bu
uzun ekstraksiyon streleri kararsiz komponentldsozunmasina yol ac¢maktadir.

Prosesi hizlandirabilecek bir kgirrma imkani da bulunmamaktadir. Cok fazla
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miktarda ¢OzucU tuketimi s6z konusudur. Bu da ulgnasi gereken ¢oOzici igin

harcanan enerjinin yiksek olmasina yol agcmak{ddi#.

2.4.2. Superkritik Akiskan Ekstraksiyonu

Klasik  ¢ozlici  ekstraksiyonu, proseslerde kullanilasivi  kargimlarinin
¢cozunarluklerinin ve 06zelliklerinin argdmasi ile zaman igerisinde gglrilmi stir.
Superkritik akskan ekstraksiyonu gatirilen metodlardan biri olup, ¢Ozicu olarak
kullanilan akskanin (c@u kez CQ'tir) kritik Gstt kosullarda sahip oldgu Ustin ¢6zme
glcunden faydalaniimasi esasina dayanir. Bir nmaddeitik noktasi ilk kez Boron
Cagniard de La Tour tarafindan 1822’de gozlemletimi 1879 yilinda Royal Society
seminerlerinde (Londra) Hannay ve Hogart, metabjealirler gibi kati maddelerin
superkritik metanol ve C@te ¢ozuldigind rapor ederek bir bakima yeni bir solventin
olasilgini da gostermgi olmuwlardir. Birkag yil sonra Eduard Buchner uzun stiben
calismanin ardindan bir model bjik olarak naftalinin stperkritik C@icindeki
¢Ozunurlignd olgmigtar. Francis 1954'te yayinlagl bir makalede 261 tane farkl
bilesenin stperkritik CQ icerisinde c¢cozundiuini belirtmgtir.  Stperkritik akgkan
ekstraksiyonunun ticari uygulamalari ise yalnizca®6A yilindan itibaren

gerceklatirilmistir [15, 113.

Diger taraftan endustrinin géi alanlarinda tiketilen ¢ok buyuk miktarlardaiganik
cOzuculer, cevreye c¢ok ciddi bir tehdit gliurmaktadi{114, 11%. Bu sebepten dolayi
tehlikeli ¢ozuculerin Uretimi ve tiketiminin siraridiriimasi veya tamamen ortadan
kaldirlmasi amaciyla 1987 yilinda Montreal Protékaakdim edilmgtir [15].
Ozellikle Cevre Koruma Ajansi (Environmental Prdi@e Agency, EPA) ve Amerikan
Gida veilag Yonetimi (U S Food and Drug Administration, Fp#iperkritik akskan
ekstraksiyonu metodlarinin ggini icin bu kapsamda caba goéstermektedir. Bunun
disinda Avrupa Gida Guvedii Otoritesi (European Food Safety Authority, EFS#)i
kuruluslar da daha temiz teknolojiler icin turlt kisitlalawagetirmektedirler. Sonug
olarak cevreye zarar veren, organik c¢ozucullerinetiitkini gerektirmeyen yeni
tekniklerin kullanimi konusunda diinya ¢apinda buliikbaski s6z konusudur. 1970’li

yillarin  sonundan itibaren ¢al Grunlerin ayrilmasinda superkritik gkanlar
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kullaniimaktadir. Fakat uzunca bir sire, ticarigulamalar yalnizca bir ka¢ Urdn
Uzerinde kalmgtir. 1980’lerde bu konu Uzerinde yapilangya argtirma saysi 1990’1l
yillarda ciddi bir azalma gostergtir [30, 3]. Gunumuzde ise farkli proses ve
ekipmanin gelttiriimesi ile bu acgik kapatiimaktadir. Son yillargzapilan argirma
sayisinin artmasi da bu ilginin bir gostergesidiuna ilave olarak 1990’ yillardan beri

endustriyel superkritik akkan ekstraksiyonu uygulamalari ¢cok sayida patemisal

[15].
Superkritik akskan ekstraksiyonunda gkan olarak uygun stperkritik 6zelliklere sahip

olmasi nedeniyle uygulamalarin yaila% 98’'inde CQ kullaniimaktadif{30]. Tipik

bir stperkritik akgkan ekstraksiyorsieminin aks diyagramiSekil 2.13'te verilmstir.

Ekstraktor

Pompa

Isttict

?) NI

\

CO,Dongiisii

Ot

Sogutucu

SviCO,
Ayirict

Sekil 2.13: Superkritik akkan ekstraksiyon sistemingematik gosterimi

Buna gore sistemdeki sivi GOnce bir pompa ile istenilen basinggdane ayarlanir.
Buradan bir isiticiya gonderilen gkan istenilen sicaklik gerine 1sitilir. Boylece

superkritik sicaklik ve basing gerlerine getirilmg olan akskan, sicakigl sabit tutulan
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bir ekstraktore gonderilir. Ekstraktbrde bulunaadde ile temas sonucu, superkritik
CO,de c¢Ozunen kagim bir ayirictya alinir ve basincit girdlir.  Basincinin
disUridlmesi sirasinda ¢bzme gicuni kaybedeskak Uriinden ayrilir.  Ayricidan
alinan CQ gazinin geri kazanimi igin bir &otucuda sicakyn distrilmektedir.
Sasutucundan c¢ikan sivi G@ekrar sisteme beslenmek tzere sivi,@Pinden alinan
akimla kargtinlir. Elde edilen trin ya da drtnler ayiricialtindan toplanir.

Superkritik akgkan ekstraksiyon yontemi yeni gidalar, gida katkaddeleri ve

farmosotikler gibi Grlnlerin geffiriimesi icin gunimizde o6nemli bir alternatiftir.
Ayrica cevresel acidan ¢Ozicu tuketimini azaltneaddustriyel yan Uriinlerden kiymetli
bilesikleri elde etmek ve ortamdan hilkleri uzaklgtirmak gibi bazi avantajlarini
kanitlamstir. Superkritik akgkan ekstraksiyonu sonunda, ¢6zicu olarak kullar@@p

normal kagullarda gaz haline gecip ortamdan kolayca ayril@dkt Dolayisiyla
ekstraksiyon sonrasi ayrilmasi istenen madderennséyen bilgenlerden temizlenmesi

ve yasunlastiriimasi gibi ekstraksiyon sonrasi yontemlere gds@mamaktadir.

2.4.2.1. Kritik Sicaklik ve Kritik Basing

Bir gazin davrasi, basincin artmasi ve sicaih azalmasiyla ideallikten giderek daha
cok sapmaktadir. Bu kollarin sinirinda gazlar sivganaktadir. Bir gazin sicakh
arttikca gazin sivikuriimasi guclemekte ve dolayisiyla da yuksek basing uygulamasi
gerekmektedir. Her gaz icin dyle bir sicaklikzgde vardir ki bu sicak@in tstlinde ne
kadar yuksek basin¢ uygulanirsa uygulansin galagimlamaz. Bu sicakia o gazin
“kritik sicaklgl” denir. Bir gazi kritik sicak@inda sivilatirmak icin gerekli minimum
basinca iseKritik basing” denir §ekil 2.14). Kritik sicaklik dyle bir sicaklik naksidir

ki, bu noktadan sonraki sicaklik gexlerinde maddenin gaz ve sivi hali birbirinden
kesin olarak ayirt edilememektedir. Yani madde gez sivi halini bir arada

gOsterebildii gibi, ne sadece gaz ne de sadece sivi gibi haethektedif11§.

“Superkritik hal”, bir maddenin alabilegekritik basing ve kritik sicaklik dgerlerinden
daha yuksek deerlere ulamasi halinde alagahaldir. Bundan kasit, 0 maddenin gaz ve
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sivi halinin denge durumunda kalmasinglagan en yuksek sicaklik ve basing

degerleridir.
Kritik sartlar Siiperkritik akiskan
altindaki s
P
kritile 1
S siiperkritik nokta
Kafi
L=
=
w
[}
] )
/a)nama noktast
P Y
iiclii nokta Gaz
& Tkrilik
Sicakhk

Sekil 2.14: Maddenin sicaklik - basing faz diyagrami

2.4.2.2. Superkritik Alkan

Bir maddenin sicaklik-basing faz diyagramindgekfl 2.14), gaz-sivi dengegesi
Uzerinde ileriye dgru hareket edilecek olursa, sicaklik ve basinanaktadir. Isil
genlgmeler nedeniyle sivinin ganlugu azalirken, basincin artmasindan dolay! gazin
yogunlugu artmaya bgdamaktadir. Giderek iki fazin ganluklari birbirine yaklgarak,

gaz ve sivi arasindaki farklar kaybolur v@riebir kritik noktaya gelir. Bu noktada
madde artik ékiskan” olarak adlandirilabilir. Boylece maddenin sicgklkritik

sicaklginin, basinci ise kritik basincinin Uzerine cildhgihda kati, sivi ve gaz



50

fazlarindan daha farkli yeni bir bolge ortaya ¢ikarbu bolgedeki akkan “stperkritik

akiskan” olarak tanimlanif117-12].

Cok sik kullanilan bir akkan olan karbondioksidin stiperkritik gakan halini alirken
gecirdigi faz desisimi Sekil 2.15 ile gosterilngtir [122. Sekle gore, bgta CGQ'in sivi

ve gaz fazlarl belirgin bigekilde ayirt edilmektedir (1). Ara ylzey yani mekiis
rahatlikla farkedilmektedir. Sicagln artmasi ile beraber meniskis kaybolmaya
baslamaktadir (2). Sicallin daha fazla artmasi sivi ve gazsynoluklarini birbirine
yaklastirmakta ve meniskusun farkedilmesini gigglenektedir (3). Kiritik sicaklik ve
basin¢ dgerlerine ulalldiginda ise ara yluzey tamamen ortadan kalkmaktayvsigaz

fazlar artik ayirt edilememektedir (4).

Sekil 2.15: Karbondioksitin stiperkritik hali alirkierfaz desisimleri
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Degerli ve ortam keullarina duyarli ham maddelerin sutperkritik gdanlarla
ekstraksiyonu sleminde kullanilacak akkanin secimi son derece Onemlidir. Bu
secimde, ham maddelerin glkan icindeki cozundrigll, akskanin kimyasal kararlg,
ekonomik ve kolay bulunabilen bir gkan olmasi ve toksik, patlayici ve yanici
olmamasi gibi guvenlik sorunlari géz 6ninde tutdicha Tablo 2.4'te bazi 6nemli
¢Ozucdlerin kritik sicaklik ve basing gkrleri verilmitir.

Tablo 2.4: Stperkritik akkan ekstraksiyonunda kullanilabilecek saf ¢ozuculer

Cozucu Kritik Kritik Kritik Yo gunluk
Sicaklik Basing (g/mL)
(°C) (atm)
Metan -83.2 45.40 0.162
Etilen 9.3 49.64 0.218
Kloroformetan 28.9 38.68 0.579
Karbondioksit 31.06 72.83 0.468
Etan 32.3 48.16 0.203
Propilen 91.9 45.59 0.233
Propan 96.7 41.84 0.217
Amonyak 132.5 111.52 0.235
Dietil eter 194.6 35.92 0.265
Pentan 196.5 33.26 0.237
Aseton 235 46.4 0.278
Metanol 239.5 79.84 0.272
Benzen 289 48.26 0.302
Toluen 318.6 40.56 0.292
Pridin 346.9 55.56 0.312
Su 374.2 217.11 0.322

Ksenon 16.6 57.63 1.113
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Literatirde yapilan c¢aimalar, stuperkritik akkan ekstraksiyonunda uygulamalarin %
98'den fazlasinin CQile gerceklstirildi gini gostermektedir. Bu da Gnh ekstraktan
olarak bu teknolojiye ne kadar hakim opgdumu gostermektedif30]. Ekstraksiyon

isleminde CQkullaniminin getirdii avantajlarisu sekilde siralamak mamkuinddr:

Faz dengesi:
» Dusuk molekdl girhkli hidrokarbon ve oksijenli organik biilerle kolay
karisabildigi icin iyi bir cozucuddr.
* Sudaki c¢ozeltilerden organik maddelerin kolaylikiskstrakte edilmesi
mumkuanddr.
» Diger organik ¢ozuculerle katastirildiginda uguculgu yuksektir. Bu nedenle
ariiniin geri alimi ve C£n sisteme yeniden cevrilmesi kolaydir.
Tasima ozellikleri:
* Viskozitesi dguktur.
» Difuzyon katsayisi yuksek ol@undan kati kisimlara kolayca nifuz eder.
* Isil iletim 6zellikleri ok iyidir.
Termodinamik Ozellikleri:
« 31.06 °C ve 72.83 atm olan kritik sicaklik ve kritik bagimleserlerine
kolaylikla ulgilabilir.
* Buharlgma isisi kucgik oldtundan, 6zellikle kritik noktaya yakin boélgede
dUsUk enerjiye ihtiya¢ duyar.
Guvenilirlik:
» Toksik desildir.
» Cevre acisindan herhangi bir problemstlumaz.
* Yanici deildir.
» Korozif 6zellik gostermez.
Ekonomi:
* Maliyeti disUktar.

» Kolaylikla ve saf halde eldesi mumkundab-29.
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2.4.2.3. Superkritik Akkan Ekstraksiyonunu Etkileyen Parametreler

Superkritik akskan ekstraksiyonunu etkileyen gigkenlerin optimum dgerlerinin
kullanimi, istenilen maddenin geri kazanimi aciamdon derece onemlidir. Bu
yontemde her bir parametrenin ger bir parametre Uzerine etkisi s6z konusu
olabilmektedir.  Ayrica, elde edilen verinin galugundan emin olabilmek igin

tekrarlarin, kalite kontrollerinin ve cihaz bakimryapilmasi gerekmektedir.

* Numune hazirlama ve akanin aksi: Yeni bir metod gelitirirken dikkate
alinmasi gereken ilk husus numunenin boyutuna keeamektir. Boyutun
kigulmesi ekstraksiyonu hizlandirmaktadir.  Fakakjskanin akginda da
aksakliklara sebep olmaktadir. Akhizi sorununu ortadan kaldirmak icin
numune kiresel cam veya deniz kumu gibi inert mizdidepaketlenmelidir. Bu
maddeler numuneyi kati ve gecirgen olmayan birkapa dayatmaktan kurtarir
ve bdylece numune yaimin istenilen gecirgergde sahip olmasi gaanir.
Ekstraksiyon hicresinin ggrive ciks kisimlarina yerlgirilen filtreler de
akiskan akginin dizenli olmasina yardimci olmaktadir. Ayricanalitin
muhtemel bir degrade olma ve buhgmi@a gibi sonuclarinin dniine gecilebilmesi
icin drnek bir sivi yardimi olmaksizin homojeniggkilde bulunmalidir. S0z
edilenlere ilave olarak numune icerisindeki suywarlhigl ya da yoklgu bu
ekstraksiyon yonteminde cok onemli bir rol oynanaakt. Su, ekstrakte
edilecek malzemenin matrisine, soluteye ve miktaribal olarak
ekstraksiyonun yararina veya zararina olabilir. di¥&nin yapisindaki porlar
acarak matrisigismesine ve dolayisiyla akianin solute ile daha iyi etkiiene
girmesine sebep olarak ekstraksiyon verimini dstinaektedir. Ayrica, polar
maddelerin ekstraksiyonunda superkritik sglanin polaritesini arttiran bir
yardimci ¢ozicu gibi rol oynayabilmektedir. ger taraftan, ekstraksiyon
esnasinda buz alumuna bgl olarak vana veya musiun tikanmasina neden
olmaktadif19, 2§.

e Tanecik boyutu ve homojenlikEkstrakte edilecek maddenin kati icinden

difizlenmesi yava oldugu icin kati materyal ekstrakte edilmeden ©6nce
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ufalanmalidir. Yizey alani artirilgmolan numune, ¢ozici ile yekilde daha
fazla temas edebilmektedir. Fakat burada uyguntdmecik boyut arah
secilmelidir. Cunkl tanecik boyutunun biyik olmakstraksiyonu diftizyon
kontrollii hale getirerek ekstraksiyon suresini ortadir. Boyutun ¢ok kicik
olmasi ise ekstraktorde duzenli bir gdan akgini engelleyebilmektedir. Clnku
¢cok kugcuk partiktllerin nem kapma hizi yikselmekte yapskanligl
artmaktadir. Bu durum da sistemin hatlarinda vegaalarinda tikanmalara
sebep olmaktadir. Ayrica ¢cok kucuk partikillerimzgy alaninin biyik olmasi
Ozellikle dgzal maddelerin ekstraksiyonunda matristen desorbeuobnalitin
tekrardan adsorbe olmasina yol acabilmekte ve doldg ekstraksiyon verimini
disUrmektedir[19, 2§. Boyut kucultirken numunenin dondurulmasi da yine
homojenizasyon acisindan tavsiye edilen bir durumddrnesi donmuy olarak
muhafaza edebilmek icin kuru buz ya da sivi azotllakunina

basvurulabilmektedir.

Kurutma: Ekstraksiyon glemine bavurmadan yapilmasi gereken ilk &gleim
ekstrakte edilecek malzemenin kurutulmasidir. Nenwarligi nedeniyle
ekipmanin vanalarinda clabilecek tikaniklar mekanik olarak aksakliklara ve
dolayisiyla zaman ve verim kayiplarina yol acabktadir. Bitkilerdeki suyun
uzaklgtirimasinda MgS@ NaSO, gibi maddelere, silika jel, diatome toprak,
hidromatriks gibi adsorbentlere ve 2, 2 dimetoksipan, dietoksi propan gibi
asetallere baurulmaktadir. Bu tir maddeler kurutmanin yana skstraktor
icerisindeki 6lu hacmin de bertaraf edilmesinilamaktadir. Ayrica akkan ile
numunune arasindaki temasi artirmaktadir. Yalorada MgS@ NaSO, gibi
maddeler dierlerinden daha pahali olma, iIsinma ve tikanma |@nabri
cikaracaksekilde ufak parcalardan almna gibi dezavantajlara sahiptir.

Buna ilaveten vakumda, liyofilizasyon (dondurarakrikma) ve acik havada
olmak Uzere ggtli kurutma yontemleri de uygulanabilmektedir. Kitmadaki
esas, urun kalitesini bozmadan en kisa siurede vezeenerji harcayarak

icerigindeki nemi uzaklgtirmaktir[19, 2§.
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e Yardimci ¢Ozicu etkisiEkstraksiyon gleminde dg@rudan bir polar ¢6zici
kullanmak yerine, apolar bir ¢ozicl olan superkri€O, icerisine belirli
oranlarda polar bir ¢ozticu ilave etmek suretiyleigiintn polaritesinde bir ayt
salama yoluna gidilmektedir. Yardimci ¢bzicunun tueldveya ¢Oziclu sistemi

icerisindeki orani ekstraksiyonun verimini dnendrelcede etkilemektedir.

Ekstrakte edilcek maddenin matrisine ve solutenatrise olan afinitesine Bh olarak
yardimci ¢ozicunin ekstraksiyona etkisi gkkilde aciklanmaktadif22, 24-26, 123,
124.

1. Akigkan icerisindeki solute ile yardimci ¢Ozucu araakacetkilesimin
bir neticesi olarak solutenin superkritik gkan icerisindeki
¢OzUnUrliglna arttirmak,

2. Hucre uzerindeki porlari agarak, matrigigmesini sglamak, ve boylece
solutenin matrisden superkritik akana iletimini kolaylatirmaktir.

Buradaki durum 6zetle stperkritik gkan, yardimci ¢6zict ve matriks olmak tzere U¢
metaryalin birbiri ile olan ifkisi ile meydana gelmektedir. SGyle ki, bu tir
sistemlerdeki verim aginda polar bir ¢ozicunun kullaniimasi ile ¢ozUngiidi

arttinlmasiseklindeki bir aciklama yetersiz kalmaktadir.

Superkritik akgkan ekstraksiyonunun kullanilma sebeplerinden Oe&i az miktarda
¢Ozlcu tuketimi oldguna gére mumkun olgwnca diguk oranda yardimci ¢ozucu ilave
ekstrakt miktarinda sa1 bir artsa ve dolayisiyla ekstrakt alim hattinda tarll
problemlere de sebep olabilmektefl28]. Solute ile matris arasindaki etkilelerin
fazla old@gu durumlarda ise yardimci ¢Ozicl seviyesinin yuksékasl ekstrakt
veriminde pek fazla etkili olmayabilmektedji2l]. Bu durumda ekstraksiyonda,
ekstrakte edilecek metaryalin ve istenilen d@l@n yapisi daha fazla 6ne cikmaktadir.
Yardimci ¢Ozicunun fazla ilave edilmesinin bir aeantaji da zayif seciciie de yol
acmasidir. Klorofiller ve mumsu maddeler gibi yeksafsizlik olsturan bilgenler de

aranilan madde ile beraber ekstrakte edilebilmékted
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Superkritik akgskan ekstraksiyonu yonteminde @Omodifiye etmek icin genel olarak
kullanilan yardimci ¢ozulculer dielektrik sabitlea polarite indeksleri ile beraber Tablo
2.5'te verilmgtir [125.

Tablo 2.5: Superkritik akkan ekstraksiyonu yonteminde €i0nodifiye etmek i¢in kullanilan
¢ozuculer ve sahip olduklari dielektrik sabitleei polarite indeksleri

Yardimci ¢ozicu Dielektrik sabiti Polarite indeksi

(20 °C)
Metanol 32.70 5.1
Etanol 24.30 4.3
Propan-1-ol 20.33 4.0
Propan-2-ol 19.30 3.9
Hekzan-1-ol 13.30 35
2-Metoksietanol 16.93 5.5
Tetrahidrofuran 7.58 4.0
1,4-Dioksan 2.25 4.8
Asetonitril 37.50 5.8
Diklorometan 8.93 3.1
Kloroform 481 4.1
Propilen karbonat 69.00 6.1
N,N-Dimetilasetamid 37.78 6.5
Dimetil sulfoksid 46.68 7.2
Formik asit 58.50 -
Su 80.10 10.2
Karbon disulfit 2.64 -

» Sicakhk: Superkritik akgkan ekstraksiyonunda sicakh artmasi c¢6zicu
molekdlleri arasindaki mesafeyi artirarak ¢ozucugéni siperkritik algkanin

yogunlugunun azalmasina sebep olmaktadir. Bu durum ¢ozdgunlugun
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azalmasiyla beraber gkanin ¢cdzme gucunt azaltmasklinde agiklanabilir [6,
28, 59, 113, 118-121, 126-128]. Fakat ayni durarklif bir acidan da
yorumlanabilmektedir. Soyle ki, sicaklik art ¢ozict molekullerinin kendi
icindeki etkilgimini azaltarak (yani aradaki mesafeyi acarak) cdzile
¢cbziinen madde molekileri arasindaki etkme arttirmakta ve dolayisiyla
ekstraksiyon veriminin artmasinigamaktadir. Ayrica, sicalgin artmasi ile
akiskanin difuzivitesi ve akkanliginin artmasi da solutenin matrisden
superkritik akkan ortamina geginde etkili olmaktadir[26]. Bu yontemde
sicaklik artginin bir diger 6nemli etkisi de solutenin buhar basincini yliksek
verimi artirmasidir [4, 59, 127, 129].

Basing: Superkritik akgkanin c¢6zme gucu, yonlugunun bir fonksiyonu
oldugundan ve ygunlugun da basincin artmasi ile beraber artmasi teneslind
yola cikarak, sistemin basincinin artmasi ile eksiyon veriminin de argi
soylenmektedir [6, 28, 59, 113, 118-121, 126-12Burada s6z konusu olan
diger bir durum ise basincin artmasi ilegyalugu artan algkanin kendi
icerisindeki molekdllerinin  etkilgminin artmasi ve c¢o6zinen ile olan

etkilesiminin azalmasi ve dolayisiyla ekstraksiyon verimidUsmesidir.

Akis hizi: Stperkritik akgkanin ekstraksiyondaki akhizinin digik olmasi hem
daha az miktarda ajkan tiketimini sglamakta hem de ajkanin matris
icindeki kalma suresi arfiindan ekstrakte edilen maddenin alinmasi
kolaylasmaktadir. Akg hizinin yiksek olmasi ise daha fazla miktardgkai
kullanimini  gerektirmektedir. Qer taraftan algl hizinin ytksek olmasi
ekstraksiyonu hizlandirmakta ve daha fazla ¢ozidiamkldigindan daha fazla
verim elde edilmesini gdamaktadir [130]. Alg hizinin ekstraksiyon verimine
etkisi ekstrakte edilecek metaryalin yapisi ilald#idir. Bazi drnekler tizerinde
etkisi yuksek iken bazilarinda hemen hemen hi¢setkimayabilmektedir.
Dolayisiyla aky hizi ile ekstraksiyon verimi arasindakiskiyi kurarken hem

teorik temeller hem de pratikte yontem gi@limeye ihtiyac vardir [131].
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« Cikis vanasi sicakdi: Uriin verimi acisindan onemli bir g@ir parametre ise
cikis vanasi sicak@idir. Akiskanin ekstraktori terk edip normal atmosfer
kosullarina c¢iks yaptgl hatta (vanada), genlmeden dolayr @ri sgguma
meydana gelmektedir. Cgkvanasi sicakli ekstraksiyon sicaldinin biraz
Uzerinde tutularak sistem icerisinde donmadan Kdgnan tikanmalarin 6éntine

gecilebilmekte ve muhtemel bir aksaklik engellelmabktedir [117].

2.4.2.4. Superkritik Akkan Ekstraksiyonunun Uygulama Alanlari

Bu teknolojinin endustriyel uygulamalari olan kadea kafeinin veserbet¢i otundan
aci asitlerin ekstraksiyonu cok bilinen proseslerdikindeki amag, 6zel bir bikeni
yani kafeini uzaklgtinrarak hem kahvenin ticari gerini arttirmakt hem de kafeini
ticari olarak ayrica deerlendirmektir. Dgerinde ise amac sadece ticargee yuksek
bir bileseni serbetci otundan ekstrakte ederek elde etmektir. blinen uygulamalar
disinda trigliseridlerin ve y& asitlerinin aritiimasi, dgal Urtunlerden gilerin,
baharatlarin ve esansiyelgarin ekstraksiyonu, antioksidan maddelerin Uretuhisik
yag ve diguk kollestrolli gida maddelerinin Uretimi, tatindsecimli olarak nikotinin

ayrilmasi da yine bu tekgiiendustriyel capta kullanan uygulama alanlanl, [125].

Superkritik akskan ekstraksiyonu uygulamalarinda ekstrakte ediddie malzemenin
ideal kabul edilebilmesi icin gecirgeginin iyi, etkilesimlere imkan veren gepibir
yuzey alanina sahip yeterince ufalagnfmir kati olmasi gerekmektedir. Toprak,
partiktller ve kurutulup ufalanm bitkiler stperkritik akgkan ekstraksiyonu
uygulamalarinda ekstrakte edilen tipik metaryeilerdPolimerler gibi yari gecirgen
malzemeler de cok kotl olmamakla beraber kismisgeighkan tanidiklari igin yine
ekstrakte edilebilecek maddelerdir. En koétli oreekse balik gibi 1slak organizma
dokularidir.  CunklU bunlar gecirgen gldirler. Kurutma yontemine Baurmak
mumkundur, fakat bu seferde rutin bir kullanimdatek bir @ama ilave etmek hem

maliyeti arttiracak hem de vakit kaybina nedenaitac [132].

Bu alanda yapilan ag@rmalarin baytk bir kismini cevre ile ilgili cafnalar
olusturmaktadir. Topraktan pestisitleringlametallerin ve sure¢ akimlarindan toksik
atiklarin uzaklgtirilmasi gibi c¢evresel Orneklerden organik kidéérin ayriimasi
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calismalarinda buyudk ilgiye sahip olmasinda G® apolar yapida bir akkan
olmasinin 6nemi vardir. Ozellikle de poliaromatikirokarbonlar gibi polar olmayan

kirleticileri uzaklgtirmada CQ tartsmasiz ideal bir ¢dzcu olmaktadir.

Kahveden kafeinin uzakjarilmasi dginda ceitli gida bilegenlerinden yglarin
uzaklgtirimasi da en eski uygulamalarindandir. Bunladisinda gidadaki ger
uygulamalari aroma ve ucucu B#alerin bitkisel ve gida maddelerinden ekstraksiyon
gidalarin paketlenmesi ile gidaya bwaa pestisit kalintilarinin ve polimer katki
maddelerinin uzakkriimasidir. Y&l tohumlardan ygn ve lipofilik antioksidan
maddelerin ekstrakte edilmesi gida sektoriindekulaygalardir.

Kati yapisinin icerisine gecmipolimer katki maddelerinin organik coézlculer ile
ekstraksiyonu ¢ok zor olmaktadir. Dolayisiylaiakiviskozite ve yuksek difuziviteye
sahip bir superkritik akkan, polimer matrisine kolaylikla nifuz edebilmekte

ayrilmay1 hizlandirmaktadir [132].

Ayrica komirden ve bitimden gagddbilir maddeler ve y&darin ekstraksiyonu,
yaglardan asfaltin uzakgairiimasi, kalinti ekstraksiyonu ve jeolojik elumlardan yg
ve gaz kazanimi gibi superkritik akan ekstraksiyonunun kullanifgi bir diger

endustriyel sektor ise petrokimyadir [120].

Oliime sebebiyet veren wturucu, kokain gibi uyaricilarin gkisi, sporcular tarafindan
uyaricl olarak kullanilan bazi kortizonlaringhesi, parmak izi tayini ve patlayici
maddelerin belirlenmesi gibi adli tipta da suUpeikri akiskan ekstraksiyonu

uygulamalarina rastlamak mamkundur [133].

Sekil 2.16'da superkritik akkan ekstraksiyonu yonteminin uygulama alanlari
O0zetlenmektedir [31]. Endustrining# alanlarinda tiketilen cok biyik miktarlardaki
organik c¢ozuculer ve bunlarin cevreye c¢ok ciddi bahdit olgturmasi, bunun
neticesinde EPA, FDA ve EFSA gibi turlu otoriteterdinya capinda gostergmi
olduklarn bulyuk baski, temiz bir teknoloji olma yada ilerleyen stperkritik afiaan

ekstraksiyonu kullanimini 6zellikle de cevresel wiggnalarda (% 41) kacinilmaz hale
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getirmektedir. Endustriyel, gida ve biyomedikabdeatuar uygulamalari da yiksek
potansiyele sahiptir [30, 31].

Diger
%17

Eczacilik

%7 Cevre
% 41

Gida
% 14

Endustriyel
%21

Sekil 2.16: Superkritik alkkan ekstraksiyonunun uygulama alanlari

2.4.3. Kati — Sivi Ekstraksiyonunda Kullanilan Dger Ileri Teknikler

Bitkilerde mevcut olan degrli ve az miktarda bulunan fitokimyasallarin
ekstraksiyonunda ekstraksiyon siresini kisaltmékjicu tiketimini azaltmak, ekstrakt
verimini artirip, Urdn kalitesini yukseltmek ve ge\irlili ginin dnine gecebilmek icin
ileri ekstraksiyon tekniklerinden faydalaniimaktadSuperkritik akgkan ekstraksiyonu
disinda ultrason destekli esktraksiyon (UAE), mikragatestekli ekstraksiyon (MAE),
hizlandirilmg ¢ozuci ekstraksiyonu (ASE) gibi yontemler konvgosel yontemlere
nazaran yatirrm maliyetleri yiksek olmasingman hem hizli hem de oldukca etkili
teknolojilerdir[111].
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2.4.3.1. Ultrason destekli ekstraksiyon (Ultrasowsdisted extraction, UAE)

20 kHz'den daha yuksek frekansa sahip olan sesaldaigkati, sivi veya gaz
icerisindeki mekanik titrgmlerdir. Mekanik titrgimler mekanik basin¢ dalgalarina
doniserek enerjiyi ortama ve ortamda dalgayla temas edaddeye aktarmaktadir.
Ultrason ekstrakte edilecek maddenin hucreleringgayarak partikillerin boyutunu
kicultmekte ve bdylece kati ylzeyindeki ultrasojgkn kati ve sivi faz ile temasini

arttirarak ¢ozticinun istenilen ekstrakta diflizyankaolaylagtirmaktadir.

Bu ekstraksiyon sistemi ucuz, basit ve oldukcalietdmasi nedeniyle geleneksel
yontemlere iyi bir alternatifti. Hem hizli olmalsem de dgiik sicakliklarda da iyi bir
performans gostermesi 6zellikle 1siya duyarli, kara maddelerin ekstraksiyonunda
oldukca etkili hale gelmektedir. Bu yontemde, adtvna grayan bitkisel dokularda
hicre duvarlari hasar gorur ve bekilde doku igerisindeki solutenin saéri ¢ikmasi
kolaylasir. Bitki icerisindeki bu maddelerin ¢ozicU icenes kitle transferi artmakta ve
ekstraksiyon kisa stirede tamamlanmaktadir. Bueyddé yiksek basing gibi yudlara
da ihtiya¢c duyulmamaktadir. Yalniz bu sistemdekdikedilmesi gereken bazi hususlar
vardir. Ultrasonun kendisi bir 1s1 meydana ge@gedcin, ekstraksiyon boyunca
sicaklik kontrol edilmelidir. Ayrica uzun ekstraksn suresinin yaratagafazladan bir

sonikasyon urunun kalitesine zarar verebilmektfiiy 111, 134].

2.4.3.2. Mikrodalga destekli ekstraksiyon (Microwaassisted extraction, MAE)

Mikrodalgalar 0.3 - 300 GHz arginda dgisen elektromanyetik radyasyonlardir. Bu
metod ile d@al GrUnlerin ekstraksiyonu 2.5 ile 75 GHz'de geteglirilmektedir.
Mikrodalga ile isitmanin avantaji molekullerin dipomotasyonu ile zayif hidrojen
baglarinin kopmasidir. Ayrica, ortamda bulunan butgdads iyonlar, ¢ozucunin kati
metaryel icerisine nufuzunu arttirarak analitin @@mesini kolaylgtirmaktadir.
Ortamin viskozitesinin yiksek olmasi molekiler sytanu etkileyerek bu mekanizmayi
engellemektedir. Klasik temas yoluyla isi iletigiintemlerinin aksine, mikrodalgalar

numunenin tamamini ayni anda 1sitmaktadir.
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Bu yontemde mikrodalga enerjisi kullanilarak calmiksekilde isitma s6z konusudur.
Mikrodalga destekli ekstraktorler acik ve kapamak Gzere iki tarlidar. Acgik olanlar
atmosferik basingta yorutilmektedir.  Kapali olatida ise yiksek basing ve
sicakliklarda cajiimaktadir. Mikrodalga destekli ekstraksiyondatsat boyutunun
secimi onemlidir. Cunkd bu yontemde ekstraksiyosumrlayici adimi matris yapisi
icindeki bilesenlerin ¢dzucilye difizyonudur. Boyutun kicgik olmgiszey alanini
arttirarak bitki matrisi ile ¢ozicunin etkiimini arttirmaktadir. Cozicl seciminde
dielektrik sabiti son derece 6nemli olan bigeli parametredir. Secilen ¢dzucunin
yuksek bir dielektrik sabitine sahip olmasi ve rotkalga enerjisini ¢ok iyi absorbe
etmesi gerekmektedir. Etanol, metanol ve su gdztculer mikrodalga enerjisi ile
Isitilabilecek kadar yeterli polariteye sahiptirledielektrik sabitleri dglik olan hekzan
ve toluen gibi apolar ¢ozticller ise mikrodalga elsekstraksiyon icin uygun gédir.

Bu yontemde, kati malzemenin yapisi da ekstraksiyaikileyebilmektedir. Kullanilan
¢cobzlicunun dielektrik sabiti dik olduysunda, metaryelin kendisi mikrodalgalar ile
etkilesebilmekte ve bdylece ¢oziici 1sinmamaktadir. Bdytedurum, 1siya duyarh

bilesiklerin ekstraksiyonu icin blyuk bir avantaj haligelmektedir [135].

DusUk ekstraksiyon suresi, az ¢ozicu tuketimi gibiraggarinin olmasi mikrodalga
destekli ekstraksiyon yontemini ekonomik ve pradiflardan biyoaktif metaryellerin
ekstraksiyonu icin dnemli bir ileri ekstraksiyonkmesi haline getirmektedir. [Zer

taraftan, elde edilen drindn filtre edilmesi veyantsifljlenmesi gibi proseste ek
basamaklara ihtiyac olmasi yontemin dezavantagandir. Ayrica solute ve ¢oOzucU

apolar veya ucgucu olgunda bu yontem yetersiz kalabilmektedir [90, 111].

2.4.3.3. Hizlandinlnyi ¢ozticl ekstraksiyonu (Accelerated solvent exttacASE)

Bu yontemde 50 ile 200 °C sicakhk ve 10 ile 15 MBasing dgerlerinde
calisiimaktadir. Bu sebepten dolaylr basinci arttiglngbziici ekstraksiyonu da
denilebilir. Ekstraksiyonun basin¢ altinda yurit@kinin nedeni yiuksek sicakliktaki
¢bzlcuyud sivi halde muhafaza etmektir. Hizlandigilg6zucl ekstraksiyonu siresince
¢Ozlcu kritiksartlarinin altinda bulunmaktadir. Yuksek sicakékstraksiyon kinegini
arttirmakta, yuksek basin¢g da c¢ozuciyu sivi haldmdkta ve bdylece guvenli ve

surekli bir ekstraksiyon meydana gelmektedir. Aagriyiksek basin¢ ekstraksiyon
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hicresinin hizli birsekilde dolmasini sgamakta ve siviyr kati struktir igerisine
girmeye zorlamaktadir. Yilksek sicaklik da sivimiskozitesini azaltip, solute ile
matris arasindaki Igar zayiflatip, difizyonunu arttirarak ekstraksiyo

hizlandirmaktadir.

Hizlandinlmg ¢oOzicl ekstraksiyonu, genelde cevre ile ilgiliigablarda yuksek
sicakliklara dayanikh kirleticilerin ekstraksiyamia faydalanilan bir yontemdir.
Bitkisel ham maddelerden fitokimyasallar gibi malddie ekstraksiyonu ile ilgili

yapilms olan calsma sayisi ise ¢ok azdir [111, 135].

Tablo 2.6'da farkh ekstraksiyon proseslerinin sitte faktorler bakimindan
karsilastirilmasi yapilmgtir. Bu tabloya bakil@gnnda sokslet metodunun yatirim
maliyeti acisindan en ucuz yontem gidugorilmektedir. Fakat ¢ozlcu tuketimi ve
ekstraksiyon siresi oldukca yuksektir. Mikrodatigstekli ekstraksiyon yontemi ile
kiyaslandginda, ultrason destekli ekstraksiyon daha ucuzulakmi daha kolay olan
bir sistemdir. Mikrodalga destekli ekstraksiyom isem yatirim maliyeti bakimindan
makul olup, bu yontem ile hem az miktarda ¢ozudketiini hem de ¢ok hizli bir
ekstraksiyon gercekdgginden tercih edilebilir bir yontemdir. Fakat bunggmde de
saflgtirma gamasina ihtiya¢c olmakta ve ekstraksiyon hicrelem iuzun siren
soggutma zamanlari gerekmektedir. Ayrica, ¢cozicu @&lakallanilacak maddelerin
mikrodalgalari absorbe edebilme durumu s6z konuklugondan, ekstraksiyonda
secgilecek c¢o6zucl sayisi da sinirh hale gelmektedirHizlandirilmg ¢ozucu
ekstraksiyonu, sokslet metoduna bengedjin karmaik bir proses dgldir. Fakat
yatirrm maliyeti yuksek ve superkritik akan ekstraksiyonu ile kiyaslarinda ¢ozticu

tuketimi fazladir. Dolayisiyla Uriin saftema basam@na da ihtiya¢ duymaktadir [31].



64

Tablo 2.6:Sokslet, ultrason destekli ekstraksiyon (UAE), mdalga destekli ekstraksiyon
(MAE), hizlandiriimg ¢oziict ekstraksiyonu (ASE) ve slUperkritiksidan ekstraksiyonu (SFE)
yontemlerinin prosesi etkileyengi faktérler bakimindan kiyaslanmasi

Faktor Sokslet UAE MAE ASE SFE
Yatirim Distk DusUk Orta Yiksek Yiksek
maliyeti

L Uzun Kisa Kisa Kisa Kisa
Proses siliresi

(48 saate kadar) (< 30 dakika) (< 30 dakika) (< 30 dakika) (< 60 dakika)

Cozicl Yuksek Normal Az Normal Cok az
tiketimi
(200 —500 mL) (<100 mL) (<40 mL) (<100 mL) (<5mL)
I\/I.e'god Basit Basit Basit Basit Laboratuar
gelistirme S
seviyesinde
Uriin Gerekli Gerekli Gerekli Gerekli Gerekli deil
saflastirma

2.5. ANALiZ YONTEMLER i

Bitkilerde bulunan dgerli bilesenlere olan ilgi her gecen gin biraz daha artmaktad
Yapilan aragtirmalar bitkinin orijinini, kimyasini, biyoaktivé@sini, klinik dncesi ve
Klinik calismalarini kapsamaktadir. Ayrica fenolik Bilder ekstrakte edildikten sonra
degrade olma ve ekstrakt icindekigeli bilesenler ile kompleks okturmaya gilimi
olan maddelerdir. Bu nedenle analiz yontemindecedgbzicunin turd, ekstraksiyon
suresi ve ekstraksiyon metodu gibi parametreler treksiyon protokolinin
gelistiriimesinde cok 6nemlidir [136].Sekil 2.17 biyoaktif maddelerin analizlerini de
iceren argtirmalarin yillara gére dalimini géstermekte olup, buna gore 1980 yilinda
yapilan yayin sayisi 15 iken, 2002 yilinda bu $&@)'lere ulamistir [137]. Dolayisiyla

bu bilesiklerin karakterizasyonu ve nicel analizleri de diidir argtirma alani haline

gelmistir.
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2005
[
—503 599 2004
2003
e
426 2002
]
358 2001
_M2 291 2000
]
1999
I 71 1997
I 08 1996
N 34 1995
- 32 1994
m 20 1993
m 23 1992
m 13 1991
m9 1990
m 14 1989
m 24 1988
] 1987
H 14 1986
=1 1084
9
m 14 1983
=15 101
mi 1980

Sekil 2.17: 1980 senesinden itibaren biyoaktif maeidézerine yayinlanan agama sayisi

Fenolik bileiklerin tayini icin denenmi metodlarin ¢gunlugu yuksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) ve UV spektrofotometrisinintel almaktadir. Cunki bu
tekniklerde yiksek kaynama noktali maddeler olarolig bilesikleri ucucu bir forma

sokmak icin gerekli olan tirevlendirmgeamlerine ihtiya¢ duyulmamaktadir.
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2.5.1. Spektroskopik Teknikler

Spektrofotometri, stk kaynai ile prizma arasina yesgrilen renkli maddenin stk
spektrumunun bazi renklerini absorplamasi ve kdrnssyona gore spektrumda zayif
veya kuvvetli bant gostermesi 6zgilie dayanan miktar tayin yontemidir. Kisacasi
elektromanyetik ginlar ile madde arasindaki etlji;nden yararlanan yontemlerdir.
Enerji dizeyleri arasindaki gelgr sonucu ortaya cikan spektrum d&lgtulmektedir.
Spektroskopik yontemlersinin absorplanmasina dayanan spektrofotometri (UV-
Visible), kolorimetri, atomik absorpsiyon spektrogisi, NMR spektroskopisi, ESR
(Elektron Spin Rezonans) spektroskopisi metodlargmin yayllmasina dayanan kitle
spektroskopisi, emisyon spektroskopisi, atomik &oms spektroskopisi, fluoresan

spektroskopisi ve radyokimyasal yontengeklinde guruplandirilabilir [138].

Spektrofotometrede 6lgcimi yapilacak 6rnek bir kiigetisine konur. Kuivet igerisine
konmu renkli bir ¢ozeltiden ¢ikarsik siddeti (1), ¢cozeltiye girensik siddetinden (o)
daha kucuktir. Coézeltiden cikagmk siddetinin ¢cozeltiye girensik siddetine orani
(I/1o) transmitansT™) olarak tanimlanmaktadir. T’nin tersinin logarésn absorbang\j
olarak bilinmektedir. Bu da ¢Ozeltiden ge¢ergin ne kadarinin absorbe edfutin
gostergesidirgekil 2.18).

T= — 2.1)

A=log = (2.2)
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Homojen bir absorplayici ortam

Sekil 2.18: Homojen bir absorplayici ortamdargin gecsi: |o, tabakaya gelenik siddeti; I,
tabakadan cikanik siddeti.

UV spektrofotometrisinin esasi da yine bir kalily@s esrisinin hazirlanip, bilinmeyen
numunenin absorbansinin 6l¢culip briearacilgiyla dersiminin saptanmasidir. Bu
yontem hem yuksek maliyetli cihazlara gerek kalnmadabuk sonug¢ alinan hem kolay
hem de dgruluk derecesi yuksek olan bir yontemdir. Ayricer Imaddenin kendine
O0zglu bir absorplama piki olgu icin selektivitesi yiksektir. Cok duk

konsantrasyonlardaki maddelerin bile analizi ydphtaektedir.

2.5.1.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini, oksidasyon-reduksiy@aksiyonlarina dayanmasi ve
bitki ekstraktinin toplam fenolik madde miktari detioksidan aktivitesi arasinda lineer
bir iliskinin olmasi nedeniyle, ekstraktin antioksidan Ilsiigsi hakkinda dasik

tutmaktadir.

Yontemde fenolik bilgkler Folin reaktifi ile 750 — 765 nm’de gozlenedil renkli bir

kompleks olgturmaktadir. Fakat fenolik maddelerin reaktif isaksiyon verebilmesi
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icin ortamin alkali hale getiriimesi gerekmektedBu da sodyum karbonat ¢ozeltisinin
ilave edilmesi ile gercek$@riimektedir.

2.5.2. Kromatografik Teknikler

Kromatografi, cok basit bir ifade ile bir kaamdaki ¢gitli maddelerin haraketli bir faz
yardimi ile sabit bir faz lzerinden gecirilmelee bu geg esnasinda farkh hizlarla
hareket etmeleri esasina dayanmaktadir. Kromdtdgramaddeler birbirine
karsmayan iki faz arasinda gérlar. Hareketli olan fobil faZ, sabit olan ise
“stasyoner faz'olarak da adlandiriimaktadir. Sabit faz, koloarak adlandirilan bir
tip icine doldurulmg, godzenekli partikillerden ojmaktadir. Hareketli faz ise bu
bosluklari doldurmakta ve kolon boyunca maddeleri &lethektedir. Hareketli fazda
daha cok dalima usrayan maddeler daha hizli hareket ederken, sabiafaagilimi
yuksek olan maddeler daha yavharaket ederler. Kolondan cikan her maddenin
konsantrasyon profiligik” olarak adlandirilmaktadir. Piklerin gturdugu grafige de

“kromatogram”denir.

Kullanilan faza go6re, haraketli faz olarak gaz,itsddz olarak da sivi kullanilan
kromatografi tiriine gaz kromatografisi (GC); hathké&az olarak sivi kullanilan
kromatografi tlriine sivi kromatografisi (LC) deniKritik sicaklik Gzerindeki sicakhk
deserlerine kadar isitilip, basing ile sigtialan akgkanlar ile gercekigirilen

kromatografi ise suiperkritik aj{dan kromatografisi (SFC) olarak bilinmektedir .

2.5.2.1. Yuksek Performansh Sivi Kromatografifl(g)

Yuksek performans, yuksek hiz ve yiksek rezolusyagirmalari ifade etmektedir. Bu
da cok kucuk capl (< 2Qm) kolon dolgu maddeleri kullanilarak@anmaktadir. Bu
sekilde band gegiemesi azaltilarak daha dar pikler elde edilmektedKicuk capl
kolon dolgu maddeleri kullaniigindan, kolon boyunca hareketli fazin ilerlemesini
sgilamak icin yiksek basing gerekmektedir. Bu selmemelayr yontem yiksek
basinch sivi kromatografisi olarak da adlandiritadir.
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HPLC cihazi kolon, pompa, enjeksiyon uniteleri (manenjeksiyon valfleri ve basit
otomatik enjektorler), dedektor ve kaydedicidensolaktadir §ekil 2.19). Cozlcu ya
da ¢ozuci kagimi ile doldurulmy olan hareketli faz deposuna ucunda filtre bulunan
pompa gir hortumu daldinilir. Pompaya hava kagcmamasi ittire fcoziicliye tamamen
dalms durumda olmalidir. Pompanin dizgin g@ilmesi icin hatlarda hava
olmamaldir. Pompa, depodan @dihareketli fazi enjeksiyon sistemine gonderir.
Enjeksiyon sisteminden hareketli faz ilgitean 6rnek ayirmanin gercektiggi kolona
gelir. Kolondon hareketli faz ile birbirinden ayms halde cikan elisyon buradan
dedektore aktarilir.  Cihazin O6nemli bir kismi olatedektoérin goérevi 6Ornek
konsantrasyonu ile orantili elektriksel bir cevaptinektir. Ornek bilgenleri UV veya
gorunir alandakisigl absorplayan fonksiyonel guruplar iceriyorsa UMWigiir alan
dedektort ilk tercih olmalidir. Bununsthda fluoresans dedektorleri, elektrokimyasal
detektorler, refraktif indeks dedektorleri, ampeetnk dedektorler ve kitle

spektrometresi gibi dedektor tipleride mevcuttur.

Kolon
— N
O || Pompalama Enjeksiyon Kavdedici
sistemi sistemi aydedict

Hareketli faz
deposu

Atik deposu

Sekil 2.19: HPLC cihaz! akisemasi

HPLC’de ayirma normal faz ve ters faz olmak Uzé&rdilrli olmaktadir. Normal faz
durumunda polar bir sabit faz ve apolar bir harekar kullaniimaktadir. Polaritesi
yuksek olan analit sabit fazla daha fazla etkilekte ve bdylece kolonu daha gec¢ terk

etmektedir. Apolar olanlar ise polar olana gorbadaz tutunarak kolondan daha 6nce
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ctkmaktadir. Kolon dolgu maddesi olarak silikajel alimina kullaniimaktadir. Silika
jelin polar olan —OH ugclari dolgu maddesine polzeltik kazandirmaktadir [139].

Ters faz sivi kromatografisi (RP—-LC), sabit fazpolar, haraketli fazin ise polar olgu
bir kromatografidir. Apolar sabit faz genelliklg @e Gg dolgu malzemeleridir. Dolgu
maddesi olarak kullanilan silikanin pol&rhi azaltmak icin yizeyi 8 veya 18 karbonlu
hidrokarbon ile kaplanmaktadir. Fenolik Bilderin HPLC ile ayrilmasi genel olarak
ters faz (RP) kolonlar vasitasi ile gercgkiektedir. Fenolik bilgkler gibi polaritesi
yuksek olan maddeler kolondan daha gabuk ¢ikmaktddaraketli faz olarak metanol
veya asetonitril ve ¢ok az oranda asit ihtiva ederkullanilmaktadir. Haraketli faz
olarak kullanilan su icerisine asit eklenmesinibed® ise analitin solvent sisteminde
kolayca disosiye olmasini @ayarak ayirma siemine, rezolisyona ve pikekline
faydali olmaktir. Cunku fenolik bijgklerde bulunan hidroksil guruplari bu maddelerin
zayif asidik Ozellik gostermesine neden olmaktadBurada modifiye edici olarak
kullanilan asitler formik asit, asetik asit, trifemsetik asit ve fosforik asittir. Dedektor
olarak kutle spektrometrisi (MS) kullanifginda, haraketli faz icerisine modifiye edici
olarak formik ve asetik asitler gibi zayif asitvieaedilirse, pozitif iyon olgumunun
artmasindan oOturt ayirmadaki hassasiyet 6nemli cddee artmaktadir.  Kitle
spektrometrisi iyon kayr@na zararli olabilege icin inorganik fosforik asit
kullanimindan kaciniimahdir. Trifloroasetik asitlektrofilik florin  guruplan

icerdiginden, proton verici olarak da gorev yapralur [137].

2.5.2.2. Sivi Kromatografisi-Elektro Sprdyonizasyonu-Kiitle Spektroskopisi/Kiitle
Spektroskopisi (LC-ESI-MS/MS)

Sivi kromatografisi kitle spektrometrisi (LC—MSkmezi, sivi kromatografisinin (LC)
ayirma Ozeli ve kutle spektrometrisinin (MS) secimlilik gucuniirlestiren bir
teknolojidir. Bu teknolojinin tarihi 1970’lere kad uzanmaktadir. MS, UV-gorinar
bdlge spektrumuna gore daha iyi bir ayirma o6gelé sahiptir. Bu sebepten MS’in
HPLC'ye kombinasyonu ile 6zellikle kari& biyolojik metaryellerdeki bilgklerin
analizi daha secici ve duyarli olarak gerce&lelmektedir.
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MS yonteminde, atom veya molekillerden gaz fazigdalar olusturulur ve bu iyonlar
kitlelerine gore birbirinden ayrilarak kaydedilirOlusan her bir iyon kendine 6zgu
“kutle/yiK (m/z) oranina sahiptiriyonlarin m/z oranlarina gore cizilgnblan grafgine
“kutle spektrumu”denir. Dolayisiyla her maddenin spektrumu kendazgudur.
Bilinmeyen bilgigin spektrumu, standartinki ile kaliastirilarak bilegigin miktari hesap
edilir.

Bir maddenin kuitle spektrumunun elde edilebilmegin i bunun iyonlgtiriimasi
gerekmektedir. Ornek ©nce buhatialip ardindan iyonize edilmektedir. Yaygin
olarak kullanilan iyonlgtirma teknikleri atmosfer basingh kimyasal iyagiema
(APCI) ve eloktrosprey iyontairmadir (ESI). 1980’li ve 90'li yillarda termosgyr
(TSP) ara yuzey kullanilgtir. TSP’de iyonlar sivi halden gaz haline dgidtiilirken
yuksek vakum ve yuksek sicakliklar kullaniimaktadolayisiyla pratikte gercelden
bu sinirlamalardan 6turt bu ara ylzeyin yerini AREIESI'y1 kapsayan atmosferik
basing iyonizasyon (API) metodlar aktm. ESI modu altinda proteinler ve peptidler
gibi yuksek molekil girhikh molekuller ¢coklu birsekilde yiklenebilirler. LC-MS ile
kombine edilmg ESI'nin gelitiriimesi ile birlikte bu teknik 6zellikle polar kasikler
icin son derece hassas ve daha yuksek iyonizasywarlkgina sahip oldgunu
kanitlamstir. APCI ise daha az polar hjlklerin analizinde kullaniimaktadir ve termal
olarak kararsiz analitler icin uygun glelir. Ayrica ESI'nin aksine beklenmeyen
fragmentler de Uretmektedir. Fragment, yukli moliekin bgka molekillerle ya da

bir ylzey ile carpmmasi sonucu ayrilan parcalardir.

Ardisik kitle spektrometrisinde (Tandem MS/MS) kan birinci MS’in  iyon
kaynaina verilmektedir. Burada ajan iyonlar ana iyonlardir. Bgekilde aranan
bilesenin ana iyonlar secilmiolmaktadir. Burada

(Sekil 2.20) [140]. Bu sekilde taranmy olan bilgen yuksek secicilikte

tanimlanmaktadir.
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ESI MS Carpisma MS Dedektor
hiicresi

Sekil 2.20: ESI-MS/MS akisemasi

LC-ESI-MS/MS biyuk, kararsiz ve oldukca polar okarmaik érneklerin analizinde,
hi¢ bir saflgtirma klemine gerek duymaksizin ¢cok bilyuk kolayliklaglaanaktadir.
Yuksek secimlilginin yaninda turevlendirmesamasina gerek olmagigibi analizin
cok kisa surede tamamlanmasi da mimkin olmaki@al9[7].

2.5.3.istatistik Analiz

Bilimsel argtirmalarda elde edilen deneysel veriler genellikiézensiz bir halde
bulunmaktadir. Ayrica guveniligi hakkinda bilgi verilmensi bir sonuc
tamamlanmamianlamina gelmektedir. Dolayisiyla hesaplanan gdana ait belirsizlik

hakkinda mutlaka bilgi verilmesi gerekmektedir.

Elde edilen bu ham verileriglenmesinde ortalama, standart sapma ve standargtiat
Ozelliklerden faydalanilmaktadir.  Aritmetik ortela ve varyans bir veri serisini
betimleyen iki 6l¢uttir. Standart sapma, vergelberinin yayiliminin 6zetlenmesi icin
kullanilan bir 6lgudir ves ile gosterilmektedir. Verilerin ortalamadan sajsmain
kareleri ortalamasinin karekokidir. Yani varyansanekokudur [141]. X, bir dizi
bagimsiz tayin sonucunun aritmetik ortalamasidir(meax))ise N sayida tekrarlanmi
Olcim deerinden bir tanesini ifade etmektedir. Burad& (X) ise i'nci dlcimin
artimetik ortalamadan sapmasidir. Belirli sayidg&ini N tane veriden okan bir

dizinin standart sapmasi igin
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o=, = (2.3)

bagintisi kullaniimaktadir.

Karsilastirilicak olan ortalama Igamsiz dgisken dgerleri ikiden fazla oldgunda tek
yonlu varyans analizi (ANOVA) yapilmaktadir. Tekryde guruplarin birbirinden tek
bagimli desiskenle ayrildgl ifade edilmektedir [142].

Istatistikte " degeri olasilik (probability) teriminin kisaltiingihalidir. % 5 hatayi
kabul ederek karlastirma yapildginda; p < 0.05 (yanip deseri % 5’'ten kiguk ise)
“gruplar arasinda istatiksel olarak anlaml farkdig’ denir. Yani verilen kararin gou
olma olasilgl % 95 iken, hatali olma olagilien fazla % 5'tir. % 1 hatayp(< 0.01)
kabul ederek karastirma yapildginda ise gene “gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamh fark vardir” denir. Yani birinci katastirmada % 95 olasilikla, ikincisinde ise

% 99 olasilikla guiven arglibelirlenmi olmaktadir.

2.6. KONUILE ILGILI YAPILMI S OLAN CALI SMALAR

Literatiirde zeytin yapraklarinin icgrive ekstraksiyonu ile ilgili farkli cajmalar
mevcuttur. D#Uk sicakliklarda elde edilebilen, sic@di duyarl maddelerin elde
edilmesinde c¢oOzuclu ekstraksiyonu tercih edileblir yontemdir. Bu sebeple
polifenollerce zengin Urinlerin kazanilmasinda uggabilmektedir. Burada ekstrakt
elde etmeden 6nce uygulanmasi gerekensk@mler, icergindeki madde miktarlarini
onemli oranda etkilemektedir. Zeytin yapraklaruygulanan kurutmanin, icgindeki
oleuropein miktarina etkisinin incelegdibir calsmada, yapraklara 25 ile 150 °C
arasinda kurutma ve dondurarak kurutrglanmleri uygulanmgtir [143. Sonuclar 60
°C’den itibaren oleuropein miktarinda birgig gostermg ve 80 °C’den sonra yeniden

hizli bir yikselse gecmgtir. Bu durum bu sicaklik gerine kadar oleuropeini degrade
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eden enzimlerin hala aktif olgunun bir gostergesi olabilir. Cunku bugegen tzerinde

belirgin bir oleuropein a1 gozlenmgtir.

Yine kurutma sicak@nin oleuropein, verbaskozit, luteolinQ=glukozit ve luteolin 4'-
O-glukozit miktarlarina etkisinin ve ayni zamandate&kte edilen oleuropein veger
fenolik bilesiklerin stabilitesinin korunmasinin incelegidbir baska ¢alsmada kurutma
etkisi diger calgma ile uyumlu sonuglar vergtir [144. Elde edilen oleuropein
ekstrakti ise su ile muhafaza edgitide oda sicak@inda 7 gun kararligni korumy,
17. ginin sonunda tamamen bozustonu Diger fenolik bilsikler daha az kararllik
gostermglerdir. Diger taraftan, oleuropein ve gir adi gecen bienler metanolli

ekstrakt icerisindeyken oda sicakhda tam 30 giin bozunmadan saklagtandir.

Zeytin yaprginin fenolik bilsikleri ve bu bilgiklerin antimikrobiyal aktivitelerinin
incelendgi bir argtirmada ters-faz HPLC/DAD (diote array detectorntgminden
faydalanilarak zeytin yapraklarinin igcerisindekndék bilesiklerin karakterizasyonu
yapilms ve bunun neticesinde 7 farklh fenolik g tayin edilmgtir [75]. Bunlar
kafeik asit, verbaskozit, oleuropein, luteolin 7gdkozit, rutin, apigenin 7-O-glukozit
ve luteolin 4’-O-glukozit olarak siralangtir. Analizler % 73 ile oleuropenin zeytin
yapraindaki en yiuksek miktarda bulunan bé#e old@gunu gostermstir. En digik
miktari ise % 1 ile kafeik asit temsil efgtir. Ayrica, zeytin yapréa ekstrakti
olaganustu bir antibakteriyel ve antifungal etki sexgikstir. Bu sonug, icegindeki
fenolik komponentlerin gostermioldugu katki ve sinerjik etkinin bir sonucu olarak

aciklanmg ve sa&lik acisindan kullanimgiddetle tavsiye edilngtir.

Italyan orijinli, Moraiolo zeytin gacinin yapraklarindaki fenollerin ve bunlarin
antioksidan Ozelliklerinin agarildigl bir ¢calsmada, elde edilen ekstrakt igerisindeki
fenolik bilesenler, saf zeytin yandan ve pek cok ticari olarak tablet halinde aatil
zeytin yaprgl ekstraktindan daha gucli bir antioksidan kapadite karakterize
edilmislerdir [145. Fenolik profili analiz etmede gaz kromatografdsn
faydalanaildgindan 6rneklere bis(trimetilsili)trifloroasetamia trimetilklorosilan gibi
turevlendiriciler eklenerek tirevlendirme @gtemi yapildiktan sonra analize geciktimi.
Ekstraktin gaz kromatogram sonucu tirosol, hidriksol, sirinjik asit, oleuropein ve

oleuropein aglikon ve ¢ok az miktarlarda gallik fezulik asit gosternstir. Toplam
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fenol icergine bakildginda oleuropeinin zeytin yagiedaki temel fenol oldgu bir kez

daha gorulmégtar.

7 farkh cinsitalyan zeytin gaci (Dritta, Leccino, Caroleo, Coratina, Castigéiea,
Nebbio ve Grossa di Cassano) yapraklarinda mevalundn oleuropein miktarina
agacin turt, toplama zamani (ilkbahar ve sonbahapraiin renk (ysil, yesil-sari ve
sarl) ve yaina ilave olarak bir de uygulanan metodun etkisinirelendgi bir calisma
da literatirde mevcuttdBl]. Son baharda toplanan drneklerdeki oleuropeirtanikin,
bu donemde olgundma ile gerceklgen yiuksek degradasyon hizindan dolayl daha
disik seviyede oldgu gozlemlenmitir. Burada dikkat ceken en dnemli bulgu,
oleuropein icegiinin zeytin gacinin turd, uygulanan ekstraksiyon veya analizoohet
ve toplama zamanindan gpmsiz olarak yapgan yss ve renk faktérinden onemli
derecede etkilenmesi olgtur. Koyu yail yapraklardaki oleuropein miktari ¢cok yusek
iken, bu seviye wal-sari ve 0Ozellikle de sari renkli olanlarda fadke derecede
azalmstir. Burada gaz kromatografisi ve HPLC olmak Uzigrefarkli nicellendirme
metodu da karlastirilmis ve elde dilen bulgularin istatistiksel anlamda fairkhlik

sergilemedii goralmustar.

Zeytin yaprg! iceriginin incelendgi oldukca kapsamli bir agarmada,ispanya’nin ayni
bblgesinde yejen 13 farkh zeytin gaci turinden (Alamefio, Arbequina, Azulillo,
Chorna, Hojiblanca, Lechfn, Manzanillo, NegrilloeWadillo, Ocal, Pierra, Sevillano ve
Tempranillo) ve 6 farkll bolgede (Cordoba, kuzey gigney Mallorca, Ciudad Real,
Lleida ve Navarra) bulunan ayni zeytipaai tirinden (Arbequina) elde edilen zeytin
yaprasl ekstraktlarinin fenolik profili HPLC/DAD ile anial edilerek detayli bigekilde
mukayese edilngtir [146. Farkl tdrlerin ve farkli bdlgelerden toplanayna tirin
fenolik madde bilgminin farklandiriilmasinin yapildi bir bgka calsma da literattire
yeni kazandirilmgtir [147]. Burda da 5 farkh tirden zeytirgaci (Carolea, Cassanese,
Coratina, Nocellara ve Leccino) yapraklar italya’nin 3 farkli sehrinden toplanan

Carolea turandn yapraklar fenolik madde profilisagdan dgerlendirilmistir.

Zeytin yaprginin yal, tirt ve ornek alma zamaninin g&astirildigl bir calsmada ise,
bu parametrelerin yaprak ekstrakti icerisindekildop antioksidan aktivite, toplam

fenolik madde ve tek tek fenolik bgi&lere etkisi incelenmstir [40]. Tek tek fenolik
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madde acisindan (oleuropein, hidroksitirosol, vekbait ve bazi flavonoidler) belirgin

farkhliklara rastlanmy ve bu farkliliklarin tir ve ydan ziyade toplanma zamaninin
farkli olmasindan kaynaklargli sonucuna varilngtir.  Ayrica oleuropein tim

orneklerde ana komponent olarak bulunmgmi Ama yilin her déneminde toplanan
zeytin yapraklarinin ¢ok gucliu bir radikal stpurietlisi oldigu gozlemlenerek, ¢ok

onemli bir antioksidan kay@aolarak tavsiye edilngtir.

Sekoirodioidler ve flavonoidler gibi fenolik bikler acisindan ¢ok zengin bir kaynak
olan zeytin yapr@anin c¢ok gucli bir antioksidan kapasiteye sahip adm
beklenmektedir. Fakat bu kapasiteye olggmia etkisinin ne oldgunu anlamak igin
yapillan cakma sayisi yetersiz olgu icin gen¢ ve olgunkmnis yapraklar,
diklorometan, etil asetat ve metanol ile ekstradddip elektrosprey iyonizasyon kitle
spektrometrisi (ESI-MS) yontemi ile fenolik maddeetigi bakimindan karakterize
edilmistir [85]. Genc yapraklarin daha fazla miktarda oleuropeitiirevlerini icerdii,
olgun yapraklarin ise daha fazla oranda verbaskearherlerini icerdgi gorulmuisttr.
Daha da onemlisi olgundenis yapraklarin ekstrakti geng olanlarinkinden dahksg
antioksidan aktivite gostergtir. Bu calsmada fark edilen bir ger ayrinti ise etil

asetath ekstraktlarin daha yuksek antioksidarvitie sahip oldgudur.

Fransa’'da yurutulen bir cainada ise, Fransa orijinli 11 tur (Aglandau, CaidlgtCayet
Rouge, Cayon, Grossanne, Lucques, Picholine, Righ®oire, Tanche, Verdale de
I'Hérault ve Verdale-Picholine hibriti) ile Tunusignli 3 tir (Bid el Haman, Chemlali
ve Meski) olmak lzere, ayni kilttrel ygtime sartlarina ve ayni ggafik, jeolojik ve
iklimsel sartlara tabi tutulan toplam 14 farkh zeytigainin yapraklari agarilmistir
[148. Bunlar arasinda en yuksek oleuropein seviyedefinnus turlerinde, Cailletier,
Tanche, Verdale-Picholine hibritinde ve 06zelliklee d_ucques’de rastlangive
dolayisiyla bu turler endustriyel capta gercgliidlecek olan ekstraksiyonda énemli

kaynaklar olarak tavsiye edilgtir.

Literatiirden yola c¢ikarak zeytinin meyvesinin ydpaaina benzer fenolik profil intiva
ettigini iddia eden Portekizli bir gurup, 18 tur Portelarijinli zeytin gacinin (Bical,
Cordovesa, Madural, Verdeal Transmontana, BorreR&ondal, Borreira, Madural

Fina, Madural Negra, Roupuda, Santulhana, Cobranca®ntisca, Cornicabra,
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Negrinha do Freixo, Bical de Castelo Branco, Coildids Castelo Branco) bgenlerini
incelemitir [149. Fenolik profil acgisindan tiurler arasinda c¢ok eogarpan

farkhliklarin olmadg goralmustar.

Iran’in ¢aitli bolgerinde yettirilen, 2 farkli mevsimde yapraklari toplargralan Mary
Zeitoon, Koroneiki ve Sevillano zeytingaci turlerini kapsayan bir makale de heniz
yayinlanmgtir [150. Sagguk dénemde tropik olan bélgeden toplanan drneklesicak
donemde i1hman olan bélgeden toplanandan daha faldaropein ihtiva et

goralmdstar.

Ekstraksiyonda secilen ¢oztcinin ekstrakte edderam flavonoid ve fenolik madde
miktarina etkisinin incelendi bir bilimsel yayinda, % 80 (v/v) etanol, butanol,
etilasetat, hekzan, kloroform ve su ile gercgikiden bir esktraksiyonda % 80 (v/v)
etanol, butanol ve etilasetat fraksiyonlarinda laekXloroform ve sulu fraksiyonlardan
daha fazla verim elde edilgtir [58]. Farkh coztculerle elde edilen fraksiyonlarin
antioksidan kapasitesi ise bluyukten kgeidgru % 80 etanol fraksiyonu > etilasetat
fraksiyonu > butanol fraksiyonu > kloroform frakeiyu > su fraksiyonu > hekzan
fraksiyonu seklindedir. Zeytin yapr&anin bata oleuropein olmak tGzere 6nemli bir
fenolik bilesen kayn&l oldusu ve gugli antioksidan kapasite goOstgrdve bu

Ozelliklerin tarli ekstraksiyon metodlari ile 6nemdranda modifiye edilebile@e

gosterilmitir.

Yine ayni ¢cagma gurubunun yeni yayinlagnoldugu bir makalede fenolik bikgklerin
tek tek ve toplu olarak antimikrobiyal etkisi ineamg ve ekstraktin bir bitliin halinde
daha yuksek etki gostegligorulmdsttr [151]. Antioksidan aktivite acisindan ise hem
tek tek fenolik bilgenler hem de bir bitlin halinde yaprak ekstraktindnsonuclar
vermistir. Dolayisiyla zeytin yapga ekstrakti dgerli bir biyoaktif kaynak olarak hem
saglik hem de tibbi gida sektorlerine tavsiye edshni  Zira organik ¢ozicu
fraksiyonlanmasi ve kolon kromatografisi gibi sstilana yontemlerine gerek

duyulmadan daha ekonomik bir ekstraksiyon s6z koduis

Ekstraksiyon ortaminin elde edilen ekstraktl mitelnicel olarak etkilegini gosteren
calismalar da bulunmaktadir. Bu kapsamda zeytin yaprake yapilan bir cajmada,
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su/etanol/sitrik asit kombinasyonundan sal bir ekstraksiyon ortaminda ortam pH’
nin, ekstraksiyon sturesinin ve etanol konsantrasyon ekstrakte edilen fenolik madde
miktarina etkisi incelenrgiir [32]. Ayrica yapraklarin icegindeki klorofil,
diklorometan kullanilarak elimine edilgtir. Etanol konsantrasyonu % 40’tan 50’ye
cikarildginda toplam fenolik bilgen miktarinda bir azalma goérilg)i?e 50'den 60’a
cikarildginda ise tekrardan bir agtigéralmitir. Bu durum, fenolik maddelerin
¢Ozunarlignin etanol konsantrasyonu ile oynanarakgigielebileceginin  bir
gostergesi olarak yorumlangtir. Cunki konsantrasyonunun giigiriimesi etanolin
yogunluk, dielektrik sabiti gibi fiziksel 6zelliklerinetkilemektedir. Zeytin yapgnin
fenolik bilesenlerinin ¢@unlugu glukozit oldgu icin bunlarin ¢ézunurii % 40 etanol
ihtiva eden sistemde % 50 olandan daha yuksek egrapein gibi daha az polar olan
bilesenlerin ¢ozunurlginin de % 60 etanol icinde % 50 olandan daha yuksek
olabilecgsi dustintlerek verimdeki azaglive artglar aciklanmgtir. Ortam pH’sinin
artmasi da polifenollerin asidik fenolik — OH gulampnin disosiyasyonunu yikselterek,

bu bilegenlerin ¢ozunarlgind arttirmstir.

Zeytin gacl yapr@nin deil de meyvesinin gedim sidreci icinde yani meyveyi
vermesinden hasat zamanina kadar gecen sire boyeytoadeki antioksidan aktiviteyi
gozlemlemek ve farkli zeytingaci turlerini kiyaslayarak fenolik profili ile antsidan
aktivitesi arasindaki gkiyi gozlemlemek igin literatiirde g#li calismalar mevcuttur
[41, 42, 79, 8D Ispanya’da yettirilen Arbequina, Farga ve Morrut zeytirgac!
turlerinin gelsimi boyunca icegiindeki fenolik profil ile enzimatik aktivite arasiaki
korelasyonun incelengii bir aragtirmada, zeytinin cekirdgnin sertlameye baladigi
donemde icegindeki oleuropein miktari maksimum, zeytiningyaretimi icin toplanma
zamaninda yani renginin siyaha dopdidonemde ise minimum olgu goérualmitar.

Ayni sonug¢ sonradan yapilanska bir calsma ile de desteklenmektedB9].

Ayrica, bu maddenin azafgdidénem, farkli gac tirlerinde genetik faktorlerin etkisiyle
olgunlgma doéneminin ayni olmamasindan oturu farkli aylaygzaenmgtir [72]. Diger
fenolik bilesenlerde donemsel g de sadece tire Bh olarak farkliliklar s6z konusu
olmustur. Bu sebeple oleuropeinin olgugi@a parametresi olarak kullaniimasi ve
boylelikle her zeytin gaci tlrl icin hasat toplama zamaninin belirlenntassiye
edilmistir.
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Portekiz’ in kuzey ve orta bolgelerindeki 18 farkfia¢ tirtinden toplanan orneklerin
incelendgi bir baska calsmada ise, fenolik profilin pek cok faktor tarafimdaicel
olarak etkilendii gorulmuistir [42]. Bu faktorler olgunigma derecesi, gpafi kbken ve
bitki ttrinin dgasi olarak siralanitir. Nicel sonuclar hidroksitirosol ve oleuropeini
temel fenolik komponentler olgunu gdsterngtir. Hatta hidroksitirosoliin genel olarak
oleuropeinden daha fazla miktarda bulufulgorilmi ve bu durum oleuropeinin
bozunarak hidroksitirosola dograesiyle agiklanngtir.

Fazla olgunlamis zeytinlerden elde edilen zeytingaa, tUretim gamasinda % 2 ile 3
oraninda zeytin yapgailave edilerek, ygda meydana gelecek olan antioksidan madde
acginin telafi edilmesi kapsamindasgé calismalar yapilmgtir. Zeytin yaprginda
bulunan oleuropein miktari % 1 ile 14 arasindgigeiken, bu oran zeytin yanda %
0.005 - 0.12 olarak bulunmaktadir. Hatta verbagkapigenin —7—glukozit ve luteolin
—7—glukozit ¢gu zaman zeytin yanda tespit edilemestir. Bu baglamda, y&
icerisine fenol transfer prosesi g@imdimdstir [89]. Yaglarin zeytin yaprgindaki
fenolik bilesenler ile zenginlgiriimesi icin metod gelitirmeyi hedefleyen bir
calismada, penetrasyonu ve kutle iletimini artirmak igitnasonik destekli ekstraksiyon
yontemi kullaniimg ve bu metod ile y@arin fenolik acidan daha fazla zengitigi
gorulmistir. Metod, oda sicalginda ve ¢ozucu kullaniimaksizin zeytingyaay cicek
yagl ve soya yaina, sadece 20 dakika stre ile uygulagtmi Bu sekilde yain litresi
basina ortalama 14 mg oleuropeins@ mg ise verbaskozit, apigenin —7—glukozit ve
luteolin —7—glukozit olacakekilde bir zenginlgme gerceklgmistir. Ultrasonik destek
kullanilarak geltirilen bu metod hem siresinin ¢cok kisa hem yatinen sletme
maliyetinin digik olmasi hem de ¢6zicu kullanilmamasi gibi avéaradan 6turi

endustriyel uygulamalara tavsiye edigtmi.

Zeytinyginin toplam grrhiginin % 98'i gliseroldir.  Geri kalani ise alifatike
triterpenik alkoller, steroller, hidrokarbonlar,ue bilsikler ve antioksidanlardir. Bu
antioksidanlar karotenler ve hem lipofilik hem de&rbfilik fenolik bilesiklerdir.
Lipofilik fenoller diger bitkisel y&larda bulunurken, biyofenol olarak da adlandirilan
hidrofilik fenoller sadece zeytinganda bulunmaktadir. Bu kapsamda, yine ayni

calisma gurubunun ayni konu Uzerine gedigi baska bir metod da mevcuttygg].
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Zeytin yapraklari ilk 6nce etanol ile mikrodalgastekli bir ekstraktorde ekstrakte
edilmistir. 8 dakikalik bir ekstraksiyonun ardindan, sirsgiyon santriftjlenngtir. 10
mL ekstrakt, 10 mL y@&aile 15 dakika kastiriimis ve ardindan emiulsiyon 10 dakika
santrifilj edilmgtir. Organik fazdaki olasi bir etanol doner bihlwastirict yardimi ile
ucurulmuytur. Busekilde zenginlgtiriimis olan yg&dan 8 mL alinarak, 8 mL metanol
ile 15 dakika kastiriimis ve metanol fazi analiz edilgtir. Yagin litresi bgina 442 mg
(zeytinyal icin), 162 mg (ay cicek ya) ve 164 mg (soya & oleuropein oldgu

gorulmstar.

Zeytin yapr& ekstraktinin sgliga zararl bir etkisinin olup olmagh konusundaki
supheleri ortadan kaldirmak adina yapinolan calgmalar da mevcuttur. Zira bazi
gida maddelerinde raf Omrini uzatmak icin anticksidmadde ilave etmek
gerekmektedir. Bunun icin de gl olmayan butillenmgi hidroksi toluen (BHT),
butillenmis hidroksi anisol (BHA) gibi kimyasal maddelerderydalaniimaktadir. Bu
durumun 6niine gecebilmek icin cok 6nemli bir argidkn madde kay@aolan zeytin
yapral ekstrakti tavsiye edilmektedir. Bu kapsamdardiikl pres ile elde edilen ham
zeytin yaprg@l suyu polifenol kayn&é olarak deney farelerine enjekte edgtini [157).
BHT gibi sentetik bir antioksidan maddenin de zmmanl olarak b&a bir deney
gurubu Uzerindeki etkisi incelengtir. Elde edilen bulgular, BHT nin farelerin
karacger ve bobreklerini olumsuz olarak etkilgohi gbstermgtir. Ham zeytin yapra

suyunun ise organizma Uzerinde hi¢ bir yan etkidermadg goralmutar.

Yine ayni ¢cagma gurubu, aycicek gana antioksidan madde olarak ham zeytin ygpra
suyunu ilave etmgler ve ya&i Isitma sirasindaki stabilitesini gézlemlglmidir [153.
Hic bir katkinin yapiimads kontrol gurubu ile beraber BHT katkili ve zeytiapragi
suyu katkili aycicgi yagi 6rnekleri 180 °C’de birbiri ardina 5 giin boyurgiande 5 saat
kizartiimstir. Kizartilms ve kizartilmamy yaglarin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinde
farkhliklar gbzlenmgtir. Katki maddesi ihtiva etmeyen yakside olmgtur. 800 ppm
mertebesinde zeytin yagnasuyu iceren ornekler, 200 ppm seviyesindeki BH&h
daha yuksek antioksidan aktivite gostegtmi

Zeytin yaprg@ ekstrakti son zamanlarda AIDS hastalarinin daldndgl bir ilag
takviyesi haline gelmgtir. Hastalar bgsiklik sistemlerini guglendirmek, kronik
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yorgunlyzu gidermek, HIV’'e kagyi kullandiklari ilaglarin etkisini arttirmak ve HI¥
bagli diger enfeksiyonlarla micadelede bu ekstrakti kullddadar. Bu duruma
istinaden zeytin yapga ekstraktinin HIV-1'e ve replikasyonlarina karantiviral
aktivitesi aratirilmistir [154]. Yapilan incelemelerden ekstraktin HIV'e fagkut

enfeksiyon gosterdi gorulmustdr.

Bir grup gonulli denek tzerinde yapilansgranada zeytin yapganin kandaki glukoz
seviyesini dgurdigii gozlenmgtir [71]. Ayrica bu ekstraktin hipoglisemik etkileri
deney fareleri tGzerinde de gorulghir. Dolayisiylaseker hastalarina gida takviyesi

olarak tavsiye edilnstir.

Guney Afrika’nin vaki zeytin gaclarindan ve gene bu bolgede gteilen Yunan
orijinli zeytin agaclarindan toplanan yapraklardan elde edilen dittdra deney
farelerinin Uzerinde incelenerek, kan basincingudict etkisi kanitlanngtir [155.
Burada carpici bir der sonug ise Afrika kokenli zeytinsaci yapraklarinda neredeyse

hi¢c oleuropeine rastlanmagnie triterpenoid agisindan zengin gidugorilmitar.

Tunus kokenli bir zeytin gaci tird olan Chemlali'den Temmuz ayindarylégarak
Mart ayina kadar yaprak toplamngne icergindeki temel komponent analiz ediktir
[37]. Her dbnemde oleuropein ana kde olarak gozlenngiir. Bunun yaninda luteolin
7-O-glukozit, luteolin 7-O-rutinozit, apigenin 7-@ekozit, rutin, luteolin ve apigenin
gibi 6 tane de flavonoid gorilmgiiir. Ardindan saf hidroksitirosol Gretebilmek icin
zeytin yapr@ ekstrakti hidrolize edilngtir. Hidroliz neticesinde yapilan analizde
yuksek oranda hidroksitirosol elde edfidgorulmistlr. Analizlerde oleuropeine hig
rastlanmanstir. Bu durum, hidroksitirosol ve oleoside 11-rhetesteri olan
oleuropeinin tamaminin bozunarak hidroksitirosol dger oleuropein tirevlerini
olusturdusunu gostermektedir. Yine ayni gaha icinde antioksidan aktivite tayini ile

ilgili yapilan analizler de en yuksek aktiviteyiohnoksitirosol gosterngtir.

Ayni calsma grubu daha sonra zeytin kara suyundan sivi I-ekstraksiyonu ile etil
asetat cozlucusuni kullanarak ekstrakt elde segmive kara suyundan elde edilen
ekstraktin ana bieninin hidroksitirosol oldgunu gormglerdir [156. 4 g kuru
ekstrakt baina 1 g saf hidroksitirosol olgu saptannsgtir. Zeytin yapraklarini ise bu
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sefer hem asit ile hem de enzimatik yollardgr- @lukozidaz enzimi ile) hidroliz ettirip
sonuglari mukayese etgterdir. Asit ile hidroliz sonucunda daha yuksekarma
hidroksitirosol elde edilmngtir. Bir de bu yontemde ger bozunma Urlnu tirosol iken,
enzimatik yontemde oleuropein aglikon olarak gonigtiar. Ayni ¢alsma kapsaminda
zeytin mevyesi de incelengve ysil olgunlasmams zeytinlerin en yiksek seviyede
oleuropein icerdii (taze zeytinin kilosu bana 6.5 g), fakat bu seviyenin olgugtiaa ile
beraber azal@ ve olgun zeytinlerde bulunan en yiksek miktardd&nolik

komponentin hidroksitirosol olgu gézlenmgtir.

Zeytin gzacinin tarlt drtnlerine yonelik yurutulen birska argtirma ise Portekiz'de
yuratilmistar [92]. Zeytinin, yaprginin ve cekirdginin ekstraktlari incelenrg)
cekirdezi disindakilerde toplam fenolik madde miktari ile toplamtioksidan aktivite
arasinda bir korelasyon olg goralmigtir.  Zeytinin cekird@inin en yuksek
antioksidan aktivite gostermesi igandeki temel fenolik madde olan nizhenideden
kaynaklanabilegg seklinde yorumlanmgtir. Diger taraftan, ¢ekirdek ekstrakti en
distk toplam fenolik madde miktarina sahip olarak dkat cekmitir. Zira niizhenide
disindaki bilegenler ise tam bir fenolik bijgk yapisinda olmagindan toplam fenolik
madde tayininde kullanilan Folin Denis reaktifi ileeaksiyon vermenglerdir.

Dolayisiyla tayin edilen toplam fenolik madde miktda digik seviyelerde kalmtir.

Zeytinygl, zeytinyal Uretimi esnasinda ele gecen alperujo (% 65—70ioda nem
ihtiva eder), zeytin yapga, dallari ve cekirdekleri her biri ayri uygun kybntemle
ekstrakte edilip, iceriklerindeki biyofenoller agmdan LC/MS/MS ile analiz
edilmislerdir. Yagda oleuropeine hi¢ raslanmazken, yapraklarda 180$@g, dallarda
673 mg/kg, alperujoda 37 mg/kg ve cekigoele 0.06 mg/kg oleuropein olgu
gorulmistar. Alperujonun en yuksek miktarda hidroksitirb$831 mg/kg) iceren bir
zeytin yan Urund oldiu gorulmdgtar. Dallarinin ve cekirdeklerinin de kilogramsbea
20 mg hidroksitirosol gibi deerli bir antioksidan madde icegli de gdzlenen
sonuclardan birisi olmgiur. Bu tarzda elde edilen, icginde pek cok bilgen olan
karmalk ekstraktlari saflgirmaya gerek duymaksizin son derece hassas ve(bz!

dakika) birsekilde analiz etmede LC/MS/MS gayetaal sonuclar verngtir [83].
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Literatiirde zeytin yapraklarindan stiperkritik dan ekstraksiyonu ile ekstrakt eldesine
yonelik yapilmg az sayida caimaya rastlanmgtir. Modifiye edici miktari, basing,
sicakhk, akg hizi, ekstraksiyon siresi ve toplama/elisyongigkenleri gibi
parametrelerin incelenglibir stperkritik akskan ekstraksiyonu camasinda kurutulan,
ufalanan ve elenen 30 mg civarindaki zeytin yaanalékstraksiyona tabi tutulngtur.
100 °C sicaklik ve 334 bar basinctaki €® 10 metanol ile modifiye edilerek 2
mL/dak aks hizi ile 140 dakika surede ekstraksiyon gerggiiini stir. Ekstraksiyon
kolonundaki 61t hacmi azaltmak icin diatome topkakaniimistir. Superkritik akgkan
ekstraksiyonunun fenolik bikleri ekstrakte etmede hekzan, dietil eter ve a&tidtatin
¢cbzlcu olarak kullanil@ ultrasonik destekli ekstraksiyondan dahaaéi sonuclar
verdigi gorulmistir. Fakat ¢6zucu olarak metanolin kullargidyine ultrasonik
destekli ekstraksiyonda, stperkritik ghkan ekstraksiyonu ile elde edilen sonucun 2
katindan fazla verim elde edilgtir [4]. Yine zeytin yapraklarindan lipofilik bir bigek
olan tokoferolin ekstraksiyonunda superkritik skln ekstraksiyonu yontemi
kullaniimistir.  25-45 MPa basing ve 313-333 K sicaklik gnatla, 0.25-1.5 mm
partiktl buydkliginde ve 0.5-1.5 SL/dak gkan akg hizinda cakiimis ve optimum
sartlar belirlenmgtir. Elde edilen bulgular hekzan ile gercekiglen sosklet metodu ile
kiyaslanmgtir.  Stperkritik akgkan ekstraksiyonunda 2 saat stre optimum reaksiyon
suresi olarak tayin ediltir. Zira uzun ekstraksiyon sureleri ekstrakt rari 6nemli
seviyede arttirmamive Ustelik daha seyreltik bir ekstrakt eldesineebsyet vermytir.
Elde edilen tokoferol miktari basing¢ arttikca araldgin optimum basing 25 MPa
olarak secilmgtir. Oysa basinc asii ile beraber elde edilen toplam ekstrakt miktari
artmstir. Bu durum ekstrakt icerisindekigdir bilesenlerin basing ile beraber daha fazla
ekstrakte edilmesi ve bdylece ekstrakte edilen fevkdiin miktarinin azalmasi ile
aciklanmgtir. Sicaklik aryi ile verim artgi 6nemli seviyede dgsmemg ve optimum
sicaklik 313 K olarak kabul edilgtir. Partiktl boyutu kuguldukge ekstrakt miktar
artms, fakat tokoferol miktari azalstir. Bu durum 6nslemlerde boyut kiciltme
esnasinda tokoferolliin bozulgalabilmesi ihtimali ile yorumlanmgtir. Bunun 6niine
gecebilmek icin 1.5 mm ortalama cap ideal boyutralasecilmgtir. Akis hizini
arttirmanin ekstraktdrde kalan gkanin siresinin az ve dengeye gelme siresininlyeter
olamayabilecgi dustincesini dgurmus, ortalama bir dger olan 1 Sl/dak'da
calismasinin uygun olaga kanaati dgmustur. Sokslet metodu ile kiyaslagchda

ekstrakt verimi acisindan superkritik gkan ekstraksiyonundan ¢ok daha iyi sonuclar
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elde edilmesine gamen, tokoferol hi¢ elde edilemegtir. Bu netice ise sokslet
metodunun uzun ekstraksiyon suresi ve dolayisigkoferolin termal ve oksidatif

bozunmasi ile agiklangtir [129.

Ispanya’da yiritilmgiolan bir calgmada hekzan ile ekstrakte edimiiam zeytin
yaprasl ekstrakti, pilot 6lcekte bir ters akimli sipetikriakiskan ekstraksiyonu ile
fraksiyonlanmgtir. 10 kg yaprak gitilip 50 L hekzan ile 48 saat islatilip bekletgmi
ve ardindan suzulip hacmi 5 L oluncaya kadar ¢ésilbinharlgtiriimistir. Sivi 6rnek,
CQO, girisinin Uzerinden dolgulu kolonun (kolon 3 mm capindeknske halkalari ile
doldurulmutur) ortasindan verildi icin bir ters akim meydana gelmektedir. Cunku
ornek yukardan sagiya akarken, C@yukariya dgru cikmaktadir. Hekzan ekstrakti
icerisinde vakslar, hidrokarbonlar, skualdiskaroten, trigliseridlero—tokoferol, B—
sitosterol ve alkoller oldtu gorulmigtir. 75-200 bar basing, 35-50 °C sicaklik ve %
0-10 etanol oraninda c¢glmis ve ¢@u bilesen igin en iyi verimin 75 bar, 35 °C ve %
10 etanol parametreleri ile elde edéidgozlenmstir. Vakslar vea—tokoferol rafinatta
kalirken, hidrokarbonlar seperatérden geri kazamgtlm o—tokoferolin en kolay

ayrilan bilgen old@gu da elde edilmgionemli bulgulardandir35].

Zeytin yapraklarindan ekstrakt elde etmede supéckakiskan ekstraksiyonu ginda
diger ileri ayirma yontemlerinin kullanilgh birkac¢ ¢calsmaya da literattirde rastlamak
mumkundur. Geleneksel metodlara kiyasla daha keldaha etkili olan ultrasonik
destekli ekstraksiyon yardimi ile zeytin yagrakstraktl elde edilmive 24 saate kar
25 dakika gibi kisa surede, etanol-su ¢ozicu sisteristenilen verime ukalmistir. Bu
yontemde s6z konusu olan bir dezavantaj ultrasal@lgalarin meydana getigili
sicaklikta bir argtir. Bu, termal bozunmalara sebebiyet veren biunduolsa da zeytin
yapraklarinin icinde bulunan oleuropein, verbask@pigenin —7—glukozit ve luteolin —

7—glukozit gibi istenilen maddelerin degrade olngadbrulmisttir [157].

Buna benzer bir d@er calsma da mikrodalga destekli ekstraksiyon ile
gerceklgtirilmistir.  Ayni argtirmacilar tarafindan gercekteilmis ve optimumsartlar
altinda, zeytin yapraklarinin ekstraksiyonunda winverime 8 dakikada (ultrasonik
destekli ekstraksiyondan da kisa stredejilatastir. 1 g yaprak 8 mL etanol/su (4v/v)

cobzicu kagimi ile 200 W’hk mikrodalgaginlamasi ile ekstrakte edilgielde edilen
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suspansiyon santrifilj edilerek analize verilmedanedseyreltilmgtir. Konvansiyonel
yontemde ise yine 1 g yaprak 8 mL ayni ¢ozicuskariile, fakat bu kez 40 °C’ de 24

saat bir erlen icerisinde ketriimistir [90].

Ayni calsma gurubunun yine zeytin yapraklarina uygukaoldugu bir baka yontem
ise super Isitiimisivi ekstraksiyonudur. Optimugartlardaki ekstraksiyon 13 dakika
surmgtar. Bu yontemde kritik dgerlere ¢ikilmaksizin yiksek sicaklik ve basingta
organik c¢o6zucu kullaniimaktadir. Ekstraksiyon, &r thasing ve 140C sicaklik
kosullarinda, etanol/su (7v/3v) c¢ozicu kami kullanilarak gercekigirilmistir. Bu
sartlar altinda ¢6zUcunin ylizey gerilimi ve viskegitazalmakta ve bu durum ogne
daha iyi Islanmasina ve matrisin daha iyi penetmasga sebep olmaktadir. Dolayisiyla
kitle iletimi de artmaktadir. 6 bar ve 190 gibi sartlarin uygulandy bir ekstraktortin,
ultrason ve mikrodalga destekli olanlardan dahazummasi, bakim masraflarinin da
disik olmasi ve etanol-su kami gibi tamemen c¢evre dostu c¢6zucilerin
kullaniimasiyla oldukcga iyi verimlerin elde edilmegbi nedenlerden 6tiuri endustriyel

boyutta tavsiye edilmgtir [91].

Zeytin yapraklarindaki antioksidan maddelerin igdkoini Gzerinde adsorpsiyonu ile
ilgili yayinlanmis makaleler mevcuttur. Zeytin yagrain énemli fenolik bilgiklerinin

ekstraksiyonu ve ardindan sgfliarttirmak igin ipek fibroini tzerinde adsorbsiyon
yapilmstir. Sonucta, ipek fibroininin antioksidatif ve tamikrobiyal fonksiyonel gida
veya gida takviyelerinin Gretiminde tavsiye edilebbir protein bazli biyopolimer
olduguna karar verilngtir. Bitki ekstraktinin icindeseker, protein veya metaller gibi
pek cok dger bilssen de olaca icin spesifik Grinl elde etmek icin daha ilerr bi
saflgtirma gerekebilmektedir.  Dolayisiyla ham 6zitteecimli olarak bitkisel

metabolitlerin kazaniminda adsorpsiyon daudtiimaliyetli olarak tercih edilebilir bir

yontem olarak 6nerilngtir [10, 15§.

Daha 0Once de belirtildi gibi oleuropein gibi sekoiridoidler sadece zegtller
familyasina ait bitkilerde bulunmaktadir. Bu dumundaosrular nitelikte iki farkh
bitkiden (leylak ve kurtbgr) oleuropein ve gier benzer fenolik komponentler ekstrakte
edilmistir. Sonugclarin zeytin yapga ile kiyaslanir seviyede ol@u gorualmigtur [95,
96].
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Cevresel faktorlerin en Onemlilerinden biri olan stresine kan zeytin gacinin
gostermg oldugu tepki yaprginin, meyvesinin ve neticesinde gyain icergindeki
bilesenlerin d&ilimini etkilemektedir. Yapilngi olan pek cok agtirmada zeytin
agacina uygulanan sulama programinigigen icergindeki fenolik madde dalimini
onemli seviyede dastirdigi gozlemlenmgtir. Fenolik madde seviyesindeki glgm
yagin oksidatif kararllik ve acimsi tad gibi 6zelkkini etkilemitir. Nitekim giaclara
uygulanan su miktari azaltiginda yani su stresi arttiriiginda, Grinin kararlga ve
duyusal 6zelliklerinden sorumlu fenolik maddelermktarlarinin arttgl goralmigtir
[48, 159, 161
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. ZEYTIN YAPRAKLARINDAN EKSTRAKT ELDES INE VE EKSTRAKTIN
OLEUROPEIN ICERIGININ iINCELENMESINE YONELIK YAPILAN
DENEMELER

Bu calsmanin ilk gamasinda zeytingaci yapraklarindan ekstrakt elde edilmesi ve
icerigindeki oleuropein miktarinin incelenmesi icin yajpildenemelerde, kurutulmue
ogutilmis yapraklara klasik ¢ozicu ekstraksiyonu, soksletoohe ve siperkritik-C@
(SC-CQ) ekstraksiyonu yontemleri uygulargoir. Ekstrakt icerisindeki oleuropeinin
analizi ise LC-ESI-MS/MS kombine yontemi ile gertggkirilmi stir.

3.1.1. Malzeme

Ekstraksiyon yontemlerinde kullanilan zeytingaal yapraklari Ege Bolgesi'nin
Menemen yoresinden temin edikti. Faydalanilan zeytingaci tiri Memeli'dir. Bu
tur Emiralem, Akzeytin ve Cefte olarak da adlandiriimaktadir. Memeli tlrl zeyti
agacl, dallanmanin sik ve yaprakgmlugunun bol oldgu bir gzac turtdar. Yaprak
orta uzunlukta ve geglikte eliptik bir yapidadir. Ust yiizeyi puslu, koynat yail ve
tuysuzdar. Alt ylzeyi ise gri-yg ve tuysuzdur. Ucunda kiucgiuk sari bigne
bulunmaktadir. Sapi ise gri — gylerenktedir. Literatirdeki ortalama boy ve eni
sirasiyla 57.38 mm ve 11.08 mm’di€ekil 3.1) [70]. Cakmalarda kullanilan
yapraklarin ortalama boy ve eni ise sirasiyla 56mB ve 11.44 mm olarak
OlcUlmistar.  Ortalama boyut Olcimleri, 100 adet taze topla yapra&in en ve
boylarinin hassas kumpas aleti ile 6lculip aritknetitalamalarinin alinmasi suretiyle

bulunmutur.
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Sekil 3.1: Memeli tiru zeytingacinin meyvesi ve yapraklari

Calismalarin bu gamasinda kullanilan yapraklar ayggaglardan, 2008 yilinin gustos
ayinda elle toplanmtir. Oda sicakfiinda muhafaza edilerek kurutulduktan sonra
karanlik ve kapall bir ortamda saklagtm Dallarindan temizlenen yapraklar mutfak
tipi bir robot yardimiyla guttldikten sonra bir elek serisi (Endocotts Ltdondon,
England) kullanilarak elek analizi yapiktir. Ortalama tanecik boyutu > 6Q&m
olarak tayin edildikten sonra ekstraksiyorslemlerine gecilmtir. SC-CQ
denemelerinde kullanilan karbondioksit HAB&an temin edilmg olup % 99.9
safliktadir. Etanol, metanol ve hekzan ise Meidhdsindan sdanmstir ve her biri
ayri ayri > % 99.5, > %99.8 ve > 8afliktadirlar.

3.1.2. Klasik Cozucu Ekstraksiyonu

Ekstraksiyon verimlerini kiyaslamak amaciyla kullan yéntemlerden biri olan klasik
cbzlcu ekstraksiyonundggid@ilmis zeytin yaprgl istedgimiz maddeyi (oleuropein)
¢cOzebilen polar bir ¢ozicl (su ve metanol) ve ctzarsimi ile (metanol/su) belirli bir
sure temasta birakilgir. Bu esnada bazi denemelerde, kullanilan c¢oziliet
karsmayan ve istedimiz maddeden ziyade yaprak icerisindekighgai ¢cozebilen

apolar yapidaki hekzan da ikinci bir ekstraktarralteortama ilave edilngive faz ayrimi
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gerceklatirilmistir. Bu sekilde oleuropein ginda kalan ve istenilmeyen maddelerin

hekzan fazina gecmesi amaclagtmi Ekstraksiyon slemi her bir drnge U¢ kez

uygulanmg olup sonuclar u¢ tekrarli Olcimlerin ortalamasarak gosterilmtir.

Sonuclar % oleuropein cinsinden verigtin.  Bu yonteme gore zeytin gacl

yapraklarina uygulanaglemlersoyledir:

3.1.2.1. Metanol ile Ekstraksiyon

1.

3.

Numune hazirlama: Parcalanip ufalanan yaprakladéteen sonra yaklkak 5 g
alinarak icerisinde manyetik balik bulunan 100 nik_'bir erlen icerisine

konulmutur.

. Ekstraksiyon: Erlen icerisine 40 mL metanol koyultjeidolph MR Hei-

Standart model isiticil manyetik bir kgmici Gzerinde, oda sicaginda, 1400
devir/dak hizda 160 dakika (10 dakikalik periyo#aaliz icin durdurmak
kaydiyla) kargtiriimistir. Karstirma esnasinda erlenin ¢cevresi aluminyum folyo

ile sarilarakgik etkisiyle ¢gitli bozunmalarin 6ntine gecilmesi hedeflegtni

Analize hazirlama: Kagtirma klemi 10 dakika araliklarla analiz edilmek tzere
durdurulmytur. Karsimdan elde edilen sizuntl bir santrifij tiplne aabik
Sigma 3-18 K model bir cihazda 3000 devir/dak hiZzdadakika santriflj
edilerek fazlarin ayriimasi ganmstir. Ust fazdan 100 pL cekilip 30 mL %
20'lik bir metanol ¢Ozeltisi igerisine alingtir. Bu sekilde analiz edilecek
numune, desimi 100 ppm olacakekilde hazirlanngtir. Bu numune bigiringa

ile 0.45 um’lik rejenere seltloz bir filtreden gelgp 1.8 mL’lik bir viale

alinarak analiz edilmgtir.

3.1.2.2. Su ile Ekstraksiyon

1.

Numune hazirlama: Yakjk 5 g airhgindaki kurutulup ufalanngiyapraklar
icerisinde manyetik balik bulunan 100 mL’lik biden icerisine konulmgtur.
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2. Ekstraksiyon: Erlen igerisine 40 mL su ilave editiigidolph MR Hei-Standart
model isiticill manyetik bir kagtirici tGzerinde, 1400 devir/dak hizda, 25 °C
sicaklikta ve 160 dakika, 75 °C’de ise 90 dakikaskalmistir. Karistirma
esnasinda erlenin cevresi aluminyum folyo ile asak ik etkisiyle caitli

bozunmalarinin dntine gecilmesi ve 1s1 yalitimi@aiamasi hedeflenrstir.

3. Analize hazirlama: Kagtirma klemi belirli periyotlarda analiz edilmek Uzere
durdurulmygtur. Karsimdan elde edilen stzuntl bir santrifij tiplne aabik
Sigma 3-18 K model bir cihazda 3000 devir/dak hiZladakika santrifdj
edilerek fazlarin ayriimasi ganmstir. Sulu fazdan 100 pL ¢ekilip 30 mL %
20’lik bir metanol co6zeltisi icerisine alingtir. Bu sekilde analiz edilcek
numune degimi 100 ppm olacakekilde hazirlanngtir. Bu numune bigiringa
ile 0.45 pum’lik rejenere seluloz bir filtreden gelgp 1.8 mL'lik bir viale
alinarak analiz edilmgtir.

4. Ekstraksiyon: 25 °C’de gerceklgtirilen ekstraksiyonda 120 dakikanin
neticesinde elde edilmive ayrilmg stzintl ayni erlene geri gatiimis ve bu
kez bu kagima 40 mL daha su eklengtir. Bu yontem, dengeye ylaanin
¢ozunarligin tamamlanamamiolmasindan kaynaklanabilegedistncesi ile

uygulanmgtir. Ekstraksiyon 40 dakika daha sugtiii.

5. Analize hazirlama: Toplamda 160 dakikalik bir e&ksiyonun sonunda alinan
numune analize hazirlarken, sulu fazdan yine 10G¢kilmis fakat bu kez 15
mL %20’lik metanol c¢ozeltisi icerisine alingtwr. Bu sekilde 100 ppm

konsantrasyonuna uiémistir.

3.1.2.3. Metanol/Su (1/3: v/v) ile Ekstraksiyon

1. Numune hazirlama: Parcalanip ufalanan yaprakladéteen sonra yakkak 5 g
alinarak icerisinde manyetik balik bulunan 100 nik_'bir erlen icerisine

konulmustur.
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2. Ekstraksiyon: Erlen icerisine 40 mL metanol/su (V&) ¢bziict kagimi ve
buna ek olarak 10 mL hekzan koyulup Heidolph MR-B&indart model isiticili
manyetik bir kagtirici Uzerinde, oda sicaklnda, 1400 devir/dak hizda, 160
dakika kargtirilmistir. Kartirma esnasinda erlenin ¢evresi aluminyum folyo ile

sarilarak gik etkisiyle cagitli bozunmalarin 6niine gecilmesi hedeflegitini

3. Analize hazirlama: Kagtirma klemi belirli periyotlarda analiz edilmek Uzere
durdurulmygtur. Karsimdan elde edilen stzuntl bir santrifij tiplne aabik
Sigma 3-18 K model bir cihazda 3000 devir/dak hiZladakika santrifdj
edilerek fazlarin ayriimasi ganmstir. Sulu fazdan 100 pL ¢ekilip 30 mL %
20’lik bir metanol c¢ozeltisi icerisine alingtir. Bu sekilde analiz edilecek
numune, desimi 100 ppm olacakekilde hazirlanngtir. Bu numune bigiringa
ile 0.45 pum’lik rejenere seluloz bir filtreden gelgp 1.8 mL'lik bir viale
alinarak analiz edilmgtir.

3.1.3. Sokslet Metodule Ekstraksiyon

Kurutulup @utilmis yapraklardan yakkak 10 g tartilarak sokslet cihazinin kadoa
konulmutur.  Kartws sokslet icerisine yer@rimistir.  Alt kisimda yer alan ve
icerisinde kaynama ga bulunan balon jojeye 250 mL c¢o6zlcu ilave edildiktsonra
Isitma glemi yapilmstir.  Her sokslet ekstraksiyonu denemesinde yakl80 kez
¢bzlicunun kartu tGzerinden gecmesiyle sifon yapmasglaamstir. Elde edilen
ekstrakt oda sicaldina s@utulduktan sonra c¢oOzucusu laboratuvar olgekli doéner

buharlagtiricida (Buchi, Switzerland) ucurularak verim Hasgapiimstir.
Sonuglar birim kuru yaprak b@a ayri ayri ekstrakt ve oleuropein miktarlgeklinde
ifade edilmgtir (mg ekstrakt/g kuru yaprak ve mg oleuropein/grik yaprak).

Hesaplamalarsagida bir 6rnek tzerinden gosterigdisekliyle yapiimstir:

250 mL su ile yapilan sokslet ekstraksiyonuna artesne sonucu;
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10.0289 g kuru yaprak, 250 mL su ile 30 kez sifompacak sekilde sokslet
ekstraksiyonusiemine tabi tutulmgi ve yapilan tartim sonunda 2.6572 g kuru ekstrakt
elde edildgi gorulmistar.

Bu ekstrakttan 5 mg numune alipgmb mL hacmen % 20’lik metanol igerisinde
¢ozundurdlmsttr. Bu ¢ozeltinin 150 pL’si 10 kat seyreltilerd®0 ppm’lik ¢ozelti
hazirlanmgtir.  Bu numune bigiringa ile 0.45 pum’lik rejenere seltloz bir filtreal
gecirilip bir viale alinarak LC-ESI-MS/MS yontemlei analiz edilmgtir.  Analiz
sonunda bu numunede 1.4472 ppm oleuropeingoldydralmigtir. Bu miktar kuru
ekstrakt tzerinden % oleuropein miktarina tekaltfile&tedir. Buna goére ekstrakt ve

oleuropein miktarlari sirasiyla,

2.6572
10.028¢

x1000 = 264.9543 mg ekstrakt/g kuru yaprak

1.4472x2.6572

100
1C.028¢

x1000 = 3.8344 mg oleuropein/g kuru yaprak

olarak bulunmgtur.

3.1.4. Superkritik-CO, (SC-CO,) Ekstraksiyonu

Zeytin yapraklarindan SC-CQle ekstrakt elde etmek icin kullanilan deney digge
Sekil 3.2’ de gosterilmitir. Applied Separations firmasindan temin edigpe-ed SFE-
2 7070 model superkritik ajan ekstraksiyon cihazinin cikabilgceen yiksek
sicaklik, basing ve CQakis hizi degerleri sirasiyla 240C, 680 bar ve 400 mL/dak’dir.
Ekstraksiyon paslanmaz celikten yapgn25 mL’lik bir hiicrede gergekjenektedir.
Istenildigi takdirde sistemde iki ekstraksiyon paralel kikilde yuritulebilmektedir.

Superkritik akgskan ekstraksiyonu prosesgi sekilde gerceklgtirilmi stir:
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Ekstraksiyon hucresinin alt kismina bir polietil&it, Gzerine polipropilen yin, onun
Uzerine de yakkak 1 cm yiksekiinde nem alici granil matriks yegtedikten sonra
yaklasik 5 g zeytin yapra konulmutur. Hucrenin Ust kismina da yine sirasiyla
matriks, polipropilen yun ve frit konularak sikigapatilip sisteme yed#arilmistir. O
°C’de tutulan sgutmali bir sirkilatérden (PolyScience marka, PN2B®&L-AS model)
gecirilen CQ'in sisteme gigi sglanmstir.  Kontrol panelleri vasitasiyla sistem
istenilen sicaklik dgerine ulgtiktan sonra hava basing regulatori ile basineniken
degere arttinimgtir. CQO, c¢ikis vanasi yavga acilarak akkanin sistemden akmasi
sglanms ve hemen ardindan mikro-6lcim vanasi ileslkekmin akg hizi ayarlanip
istenilen dger aks Olcerden okunmyiur. Sistemin c¢agmasi icin gerekli olan
sikistirlimis hava da 3 kW gictunde “Gamak MSD 100 L2” model teleknotoru ile
calistinlan “Yigitsan” marka 10 bar basing ve 400 L hacimli bir d@&ompresoru ile
sglanmstir.  Yardimci ¢ozicu kullanilgr durumlarda kullanilan ¢ézict ikinci bir
yuksek basin¢g pompasi (Spe-ed SFE Modifier Pump udeB/N 7170) ile 0.25-1
mL/dak olacaksekilde istenilen algi hizlarinda sisteme basilgtir. Ekstraksiyon
bitiminde pompa Uzerindeki hava basing regulattisistemin basinci durdimdstir.
Ayni zamanda firin sicakh da kapatiimgtir. Karbondioksit algini kesmek igin gig
vanas! kapatilngi ve ekstraksiyon kabinin basincinisdiimek icin bgaltma vanasi
acllmstir.  Basin¢g tamamen giince bealtma vanasi da kapatilgtir. Numune
toplama kab1 ekstraksiyon boyuncaitiebozunmalari 6nlemek maksadiyla aluminyum
folyaya sarili olarak muhafaza edifti. Ekstrakt binyesindeki yardimci ¢6zicu

buharlagtiriidiktan sonra analiz edilene kadar karanliless@ukta muhafaza edilrytir.
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Sekil 3.2: Superkritik akkan ekstraksiyonu deney duzghe- CO, tlpl, 2- Ekstraksiyon kabi,
3- Sgutmal sirkilatér, 4- Sicaklik kontrol sistemi,Bava basing regtlatort, 6- Mikro-6lgiim
vanasl, 7- Hava kompresord, 8- Yardimci ¢oziicl @amp

5 g civarinda alinan zeytingaci yaprgl ornekleri ile 2 L/dak C@(gaz) aks hizinda
100, 200 ve 300 bar basin¢ ile 50 ve 1@ sicaklik dgerlerinde, 120 dakikalik
ekstraksiyon denemeleri gercedtlalmistir. Baslangicta yapilan 6n denemelerde
ekstraksiyon, yardimci ¢ozicu olmadan yapmlne ekstraktlarin analiz sonuclarindan
oleuropein veriminin ¢ok diiik olduzu gortlmigtir. Bu sebeple ekstraksiyon verimini
artirmak, yani oleuropeinin karbondioksit icindekbzunurliglini artirmak igin
yardimci ¢ozicu katkisi yapilgtr. Yardimci ¢ozicinin kullaniigh durumlarda,
sistem istenilen sicaklik ve basinca getirildiktsonra superkritik C@ sisteme
beslenmeye Btanmg ve hemen ardindan sisteme yiksek basing pompasmygla 1

saat boyunca yardimci ¢ozicu besleimi Bu sirenin sonunda pompa kapatsime
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ekstraksiyon htcresi icinde yardimci ¢ozucu kalman@n sleme 1 saat daha sadece
CO; ile devam edilmtir.

Sonuclar birim kuru yaprak b@a ayri ayri ekstrakt ve oleuropein miktarlgeklinde
ifade edilmgtir (mg ekstrakt/g kuru yaprak ve mg oleuropein/grik yaprak).
Hesaplamalarsagida bir 6rnek tzerinden gosterigdisekliyle yapiimstir:

50 °C sicaklik ve 300 bar basingta gercgkleen denemenin sonucuna goére;

5.2725 g kuru yaprak, 50 °C sicaklik ve 300 barrigdg 120 dakika boyunca yardimci
¢Ozucl olmadan SC-GQslemine tabi tutulmg ve yapilan tartim sonunda 0.0859 g

kuru ekstrakt elde edilgi goraimdstar.

Bu ekstrakttan 5 mg numune aligmb mL % 20 (vol.) metanol icerisinde
cozundurdalmgtar. Bu ¢ozeltiden 150 pL alingve 10 kat seyreltilerek 100 ppm’lik
cOzelti hazirlanmgtir.  Bu numune birsiringa ile 0.45 um’lik rejenere seliloz bir
filtreden gecirilip bir viale alinarak LC-ESI-MS/M§6ntemi ile analiz edilngtir.
Analiz sonunda bu numunede 0.6934 ppm oleuropeinsal géralmigtir. Bu miktar,
kuru ekstrakt Gizerinden % oleuropein miktarina békatmektedir. Buna gore ekstrakt

ve oleuropein miktarlari sirasiyla,

g-ggg?x 1000 = 16.2921 mg ekstrakt / g kuru yaprak yaprak
0.6934x 0.0859
51207%: x1000 = 0.1130 mg oleuropein /g kuru yaprak yaprak

olarak bulunmstur.
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3.1.5. Analizler

Ekstraktlar “Agilent Technologies” marka “1200 =i model sivi kromatografisi
pompa sistemi ile @antili bir “Agilent Jet Stream ESI” elektro spréyonizasyon
kaynai olan “Agilent Technologies 6460 Triple Quad LC/MSnodel kitle
spektroskopisi (LC-ESI-MS/MS) cihazi kullanilaraknadiz edilmitir.  Cihazda
ZORBAX SB (50x4.6 mm; C18, 5 um) kolonu kullaniftm. Mobil faz A olarak
hacimce % 0.02 formik asit iceren % 95 su ve % &lrakkol, mobil faz B olarak ise %
100 metil alkol kullaniimgtir. Negatif iyon modunda calimistir. Kolon sicaklgl 55
°C ve enjeksiyon hacmi 2 pL’ dir. Ayirmglemi 0.9 mL/dak aki hizinda gagidaki
derecelenme programi ile gercegtielmi stir:

Tablo 3.1: Mobil fazlarin beslenme oranlarina aitatelenme programi

Sire (dakika) B (%) A (%)
0 0 100
0.5 0 100
1.5 95 5
5 95 5
5.1 0 100

8.5 0 100
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3.2. FENOLIK MADDE PROFILINiN iNCELENDiGi DENEMELER

Zeytin yaprgmnin tarandn, cgrafi kokeninin ve 6rnek alma zamaninin ekstrakt
icerisindeki toplam fenolik madde ve tek tek tenfeholik bilesiklere (oleuropein,
verbaskozit, luteolin T-glukozit ve luteolin 4'O-glukozit) etkisinin incelenmesini
kapsayan calma, tez cabmasinin ileriki safhasinda Amerika Byike Devletleri’nde
bulunan “United States Department of AgricultureesBarch, Education and
Economics, Agricultural Research Service (USDA-ARiISImIi arastirma merkezinde
yapiimstir.  Toplam fenolik madde miktari spektrofotomletryontemle, fenolik

bilesenlerin oranlari ise HPLC ile tayin edilgtir.

3.2.1. Malzeme

Arastirma materyali olarak kullanilan 25 farkl kiltérnesi (San Felice, Galleaga,
Frantoio, Maurino, Leccino, Arbasana, Arbequina, peitre, Koroneiki, Taggiasca,
Grappolo, Manzanilla, Oueslati, Santa Caterinautiaq, Itrana, Pendolino, Sevillano,
Chitoni, Picual, Chemlali, Coratina, Mission, Agtiu ve Nichitskaia) Teksas
eyaletinin San Antonigehrinde bulunan “Sandy Oaks Olive Orchard” isimtiZeytin
bagindan temin edilngtir (EKLER). Incelenen zeytin gaci tirleri Amerika Birlgik
Devletleri, Fransajspanya,italya, Portekiz, Rusya, Tunus ve Yunanistan oiginl
Dolayisiyla s6z konusu turler aynigafi ve iklimselsartlara tabi tutulmgtur. Ayrica,
Ispanyol kokenli ve Teksas’ da cok popliler bir tlanoArbequina zeytin @cina ait
yapraklar (EKLER), Teksas’ in dort farlgehrinden (San Antonio, Seadrift, Brazoria ve
Santa Fe) toplantir. San Antonio deniz seviyesinden 172 m, Sebdirf m, Brazoria
6.1 m ve Santa Fe 7.6 m yuksekliklerde bulunmakedSekil 3.3).

Her bir tdr icin Gg farkli ga¢ kullaniimg olup sonuclar 3 tekrarh 6lgtimlerin ortalamasi
(+ standart sapma) olarak gosteritii  Ornekler toplandiktan hemen sonr&soicu
icerisinde muhafaza edilgtir. Nitrojen ortaminda, havan ve tokmak ilgudllen

yaprak oOrnekleri ekstrakte edilene kadar -80 °Cierin dondurucu igerisinde
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tutulmwstur. Hasatglemi 2010 yilininSubat ve Haziran aylari olmak Uzere iki farkli

donemde gercelgarilmi stir.

High

Plains

SAN ANTONIO

_______________

-
oo BT

® . -~ BRAZORIA

O SEADRIFT

______

Sekil 3.3: Arbequina zeytingaci yaprak drneklerinin toplarigisehirler ve c@rafi konumlari

Polifenol ekstraksiyonu icin kullanilan metanol HPIsaflginda olup Riedel-de Haén
(BioChemica Fluka Cheme GmbH Buchisvicre)'dan, spektrofotometrik toplam
polifenol analizinde kullanilan Folin-Cioacalteuakgifi ve N&CQO; ise E. Merck Co.
(Darmstadt, Almanya)’ dan satin aligm. Gallik asit ise Sigma Chemical Co. (St
Louis, MO, USA) dan sglanmstir. HPLC ile fenolik madde analizinde kullanilan
oleuropein, verbaskozit, luteolin 7-O-glukozit wgdolin 4’-O-glukozit Extrasynthese

(Genay, Fransa)’ den temin ediktmi.
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3.2.2. Ekstraksiyon

Ogutilmis yapraklardan ekstrakt elde etmek amaciyla % 8Gnadt(vol.) icerisinde
cesitli on denemeler yapilngtir. Taze yapraklardan énce 0.3 g, daha sonrg @6 en
sonunda 1.2 g alinarak 10 mL % 80 metanol iceresifblytron marka (PT 3100) bir
homojenizator kullanilarak 10 saniye (3 tekrarlarak) 28000 rpm’de kagtiriimistir.
Ardindan Beckman J2-HC marka bir cihazda 18000 fpmia 25 dakika santrifij
edilmistir. Elde edilen ekstrakt dekante edildikten sokedintiya 10 mL daha metanol
cOzeltisi ilave edilip aynislemler tekrar edilmitir. Dekantasyonun ardindan ekstrakt
hacmi toplam 25 mL olacajekilde metanol ¢ozeltisi ilave edilerek derin dondwda,
-80 °C’'de muhafaza edilgtir. Bu ekstraksiyon slemi her bir 6rnge U¢ kez

uygulanmg olup sonuclar tg¢ tekrarli 6lciimlerin ortalamasirak gosterilmtir.

Analizlere gegmeden 6nce her bir numunesbinga ile 0.45 pum’lik rejenere seliloz
bir filtreden gecirilip 1.8 mL’lik viallere alinngtir.

Yapilan 6n denemelerin analiz sonuclarindan yol&ilagak, tim ekstraksiyon

3.2.3. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam polifenol analizi spektrofotometrik Folin-dgalteu yéntemine gore yapilstir.
Kullanilan spektrofotometre Beckman-Coulter UV naadtup, modeli DU530’tur. Bu
analiz i¢in standart gallik asit ¢ozeltisinin 0.%2mg/mL arakindaki 10 farkh
konsantrasyonu ile bir kalibrasyorisi elde edilmitir (R°= 0.9976) (y = 0.4618x —
0.0312). Sonuclar elde edileprmin regresyon @tli ginden yararlanilarak hesaplargmi

ve ug gallik asit @ degeri (GAE) olarak ifade edilgtir.

Bu yontemde 1QL zeytin yapr&l ekstrakti 19QuL saf su ile seyreltilmgtir. Ardindan

1 mL Folin-Ciocalteu reaktifi ile kagtiriimistir. Kargima 800uL, % 7.5’lik doygun
sodyum karbonat cozeltisi ilave edilerek iyice gddlkamstir. Elde edilen kagim 30
dakika karanhkta inkibe edildikten sonra @o mavi rengin absorbansi
spektrofotometrede 765 nm’de okungtur.
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Her bir 6rnek ¢ kez analiz edilgnblup sonuglar tg¢ tekrarh olgimlerin ortalamasi

olarak gosterilmtir.

3.2.4. HPLC ile Fenolik Madde Analizi

Seyreltik ham ekstrakt 0.46m’lik rejenere sellloz bir filtreden gecirilerekzaumistar.
Filtre edilmk ekstraktin 200ul’si 1.5 mL’lik vialler icerisindeki vyerlgtiricilere
(inserter) koyulmgtur. HPLC analizinde uygulanangadlar Tablo 3.2’de verilnstir.

Ornekteki fenolik bilgiklerin tanimlanmasi, bilgklerin kolondaki allkonma siiresi ve
UV-spektrumlarinin ilgili standart maddelere ait resii ve spektrumlarinin
karsilastirilmasi suretiyle yapilmtir. Fenolik bilesiklere ait piklerin tanimlanmase
miktarlarinin hesaplanmasi, bilelerin maksimum absorbans gk¥i verdii dalga
boyunda gercekdtirilmistir. Bu nedenle fenolik maddelerin analizi icin28m dalga
boyu secilmgtir. Bilesiklerin miktarlarinin tespit edilmesinde hjlklere ait HPLC
kromatogramlarindan elde edignentegre alanlar ve standart maddelerin ara stok
cOzeltileri ile hazirlanmgi kalibrasyon grilerinden yararlanilngtir. Herbir standarta ait

egrinin denklemi Tablo 3.3'te belirtilngtir.
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Tablo 3.2: HPLC ¢agma kaullar ve gradient elusyon programi

HPLC calisma kosullari Gradient elusyon program

Sire (dakika) A (%) B (%)

Model: Waters (Milford, MA, USA) Alliance 2695

0 5 95
Kolon: Waters XTerra MS (3.9 mm x150 mm; 5 umg)C

10 10 90
Dedektor: 2996 fotoiyot dedekttr (PDA)

24 30 70
Mobil faz: A= Asetonitril

35 40 60

B= Su + % 0.02 trifloroasteiktgs/v)

45 80 20
Dedeksiyon:280 nm
Akis hizi: 1 mL/dak
Kolon sicakligi: 35 °C
Enjeksiyon miktari: 10 pL

Tablo 3.3: Standartlara aigre denklemleri
Standart Egri denklemi
Oleuropein y = 115x + 24.917
Verbaskozit y =9145.6x — 9.3936
Luteolin 7-O-glukozit y = 2859.8x +7.7668

Luteolin 4’-O-glukozit y = 8215.8x + 5.0807
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3.3. SU STRE$ DENEMELER i

USDA-ARS isimli argtirma merkezinde yapilan ¢gha sirecinde zeytingagclari
Uzerine en 6nemli cevresel faktdrlerden biri olanstresinin etkileri de gdzlensgtir.
Bu calsma kapsaminda, ilgili zeytingaclarinin su stresi k@isinda gostermiolduklari
tepkiler, yapraklarinin icergh fenolik madde ve aminoasit miktarlari cinsindéade
edilmeye cakilmistir. Bu amagla, sera igerisinde yétilen iki farkl tir zeytin &aci,
iki alternatif sicakliktaki iklim odalarinda gozléemmisti. Incelenen 6Grneklerin
yapraklarindaki toplam fenolik madde ve aminoasiktarlari saptannstir. Toplam
fenolik madde ve toplam aminoasit miktarlari spekitometrik yontemlerle

OlcUlmstar.

3.3.1. Malzeme

Fenolik maddeler igin uygulanan ekstraksiyon velaopfenol tayini metodlari daha
once bahsedildi sekilde gerceklgtirilmistir. Aminoasitlerin analizi i¢in ise biraz daha
farkll bir ekstraksiyon tekgi uygulanmstir. Elde edilen ekstrakti salarmak icin
kullanilan katyon dgstirici recine AG® 50W-X8 (100-200 mesh, ' Bio-Rad
Laboratories, Inc.’den alingtir.  Amonyum hidroksit 14.8 N olarak Fisher
Scientific’den satin alinngtir. Aminoasitlerin analizi igin kullanilan L-aHAmino-n-
Batirik Asit, MP Biomedicals, LLC’den gganmstir. Ninhidrin reaktifi ise % 2’lik

soltsyon halinde Sigma - Aldrich firmasindan temdimistir.

3.3.2. Arastirma Yerinin Tanimi ve Ozellikleri

Denemeler Amerika Birkgk Devletleri, Texas eyaletinin giney kesiminde @Meo)
bulunan “United States Department of AgricultureesBarch, Education and
Economics, Agricultural Research Service (USDA-ARiS)mMIi arastirma merkezinin
serasinda gercekkarilmistir. Arastirma sera ortami (EKLER) ile yine sera icerisinde,
fakat farkl bir sicaklik uygulamasini iceren alym iklim odasinda (EKLER) muhafaza
edilen zeytin gaclarini kapsamaktadir. Sera icerisindeki sicakbk6-27.8 °C (en
disuk—en yiksek) arasinda ggmektedir. Iklim odasi ise 23.7-37.4 °C sicaklik
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degerlerine sahiptir.iklim odasinin nem iceti sera atmosferi ile aygekilde % 40-45
olarak ayarlanmgtir. Odadaki hava, sabah saat sekizde waraksaat dortte olmak
Uzere gunde iki kez destiriimektedir. Bir vakum pompasi havayisdriya atarken, bir
hava kompresoru ise iceriye hava basmaktadir. sBumj odadaki nem miktarinin
disarisi yani sera ortami ile ayni @#e ulgmasi icin gerekli olan havanin iceriye
alinmasina yetecek bir sure olan 20 dakikada taaramdktadir. Camada
“Koroneiki’ ve “Arbequind olmak lzere iki ayri zeytin @ci tiri gozlemlenngiir.
Incelenen gaclarin nem miktari bir toprak nem olcer cihazi liker giin dlgulmétir
(Sekil 3.4). Her bir tur igin u¢ farkli @a¢ kullaniimg olup sonuclar 3 tekrarli
Olcimlerin ortalamasi (+ standart sapma) olarakeghsistir. Topraktaki nem miktari
% 100, % 30 ve % 10 oldgunda her bir tiirden ve her bir tirigaaindan iki ayr tlpte
yaprak toplannyl ve ekstrakte edilene kadar -80 °C’de derin donclula muhafaza
edilmistir. Hedeflenen program tamamlagohda yapraklar ekstrakte edilip
icerigindeki ayri ayri toplam fenol ve toplam aminoasiktarlarinin tayini yapilmtir.

Sekil 3.4: Toprak nem 6lcer aparati
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3.3.3. Aminoasit Ekstraksiyonu

Taze @utllmis yapraklardan 0.3 g alinarak 25 mL % 80 metanaisgele, Polytron
marka (PT 3100) bir homojenizator kullanilarak Hhige (3 tekrarl olarak) 28000
rom’de karsgtiriimistir. Homojenizasyonun ardindan kamlara cam boncuklardan
ilave edilmitir. Cam tupler icerisinde bulunan bu kamlar, su banyosu igerisinde 20
dakika kaynatilmgtir. Kaynar haldeki ekstraktlar cam yuntinden sdizkien sonra 1
mL % 80 metanol ¢ozeltisi ile 2 defa yikagtm. Dekantasyonun ardindan elde edilen
ekstrakt, toplam hacmi 15 mL olacakkilde metanol c¢otzeltisi ilave edilerek derin
dondurucuda, -80 °C’de muhafaza edtini Bu ekstraksiyonsiemi her bir 6rnge (¢
kez uygulanmy olup sonugclar U¢ tekrarli 6lgimlerin ortalamasi gtandart sapma)

olarak gosterilmtir.

3.3.4. Ornek Hazirlamada Kati Faz Ekstraksiyonu ileSaflastirma

Ornek hazirlama spektrometrik ve kromatografik womeri uygulamadan hemen once
yapilmasi gereken dnemli bigaanadir. Buglem icin kullanilan yontemlerden birisi de
katl faz ekstraksiyonudur. Bu yontemdsitietutucu maddeler tek kullanimlik iyon
degistirici recgine igeren kolonlara doldurularak prattkr ornek hazirlama dizege

tasarlanir §ekil 3.5).

1 2 | | |
TY ¥¥ Y X
1 2 .3 :

Sekil 3.5:1yon desistirici recine yardimi ile analiz 6ncesi ekstrakttesaflgtiriimasi. 1,
kolonun recgine ilgartlandiriimasi; 2, ekstraktin kolona aktariim&sikolonun yikanmasi ve
istenmeyen bilgenlerin eliisyonu; 4, solutenin tutucu maddeden nygucozicu ile elisyonu
(e, istenmeyen bikenler; A, solute).
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Yapilan calimada katyon dastirici recine olarak AG 50W-X8 (H, Bio-Rad
kullaniimistir. Kullanilan kolon 100 x 9 mm ebatinda ve camgapilmstir. Yaklagik
1.2 g recine bir plastik tlp icerisine alinip Umeri8 mL kadar su ilave edilgtir.
Karisim ¢ok yava bir sekilde karstirilip kolona bgaltiimistir. Ardindan 4 mL ekstrakt
ornesi kolona gonderilmitir.  Ornek recineden suzildiikten sonra 2 kez su il
yikanmgtir. Istenmeyen bikenlerin uzaklstiriimasindan sonra 10 mL, 2 M NEH

ile aminoasitler eltie edilgtir. Elde edilen 6rngn buharlatiriimasi ise SpeedVat
System, SP D 1010 marka ve model evaporator ileeggsstirilmistir. Kurutulmus
orneze 200pL, 20 mM HCI ilave edildikten sonra 0.45 um’lik egjere seltloz bir

filtreden stzulmitdr.

3.3.5. Toplam AminoasitTayini

Toplam aminoasit tayini icin gene Beckman-Coulte¥ UWnarka, DU530 model
spektrofotometre kullaniingtir. Bu analiz igin standart olarak L-alfa-AmineBiitirik
Asit (AABA) cozeltisi kullaniimstir. Toz halindeki bu maddeden 0.0066 g alinip, 25
mL 0.1 M HCI ¢ozeltisi icerisine ilave edilgtir. AABA co6zeltisinin 10-0.156uM
aralgindaki 6 farkli konsantrasyonu ile bir kalibrasyegrisi elde edilmjtir (> =
0.9981). Sonuclar elde edilegirimin (y = 0. 2413x + 0.0135) regresyositiginden
yararlanilarak hesaplangnwe ug AABA es degeri olarak ifade ediltir.

Bu yontemde 200uL zeytin yapr@ ekstrakti 300uL saf su ile seyreltilntir.
Ardindan 25QuL % 2’lik ninhidrin reaktifi (Sigma-Aldrich) ile kastiriimistir. Karisim
bir vorteks yardimi ile hafifce calkalanip, 80 °€'&uru banyo bir inkibatdr (Fisher
Scientific) yardimi ile 10 dakika inktbe ediltit. Oda sicakliina getirilen 6rneklere
1250 puL etanol ilave ediltikten hemen sonra g @n rengin absorbansi
spektrofotometrede 570 nm’de okurgtur.

Her bir 6rnek U¢ kez analiz edilgnolup sonugclar Gg tekrarli dlgtimlerin ortalamasi (x

standart sapma) olarak gostergtimi
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3.4. VERILERIN iSTATISTIKSEL ANAL izi

Istatistiksel analizler InStatsoftware, version 3.0 (GraphPad, San Diego, CAAUS
programi ile gercekigirilmistir. Sonuclar 3 tekrarl élcimlerin ortalamasi targlart
sapma olarak gosterilgtir. Tek yollu varyans analizi (ANOVA) tablosu glurularak
verilerin anlamli olup olmagdina bakilmgtir. “Tukey karsilastirma testiyle [142] % 95
olasilikla (% 5 hata ile) keaastirmalar yapilarak, ornekler arasindaki farkililik
incelenmgtir.  Buna goére ANOVA tablosunda ayni sUtunda ylemnave istatistiksel
olarak aralarinda anlamli bir fark olmayan sonugwni harfle simgelenirler. Farkli
sonugclara farkh harfler verilmek suretiyle bengeiles deserlik, yakinlhk) dereceleri

ortaya konmg olur.
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4. BULGULAR

4.1. KLASIK COZUCU EKSTRAKS iYONU DENEMELER i

Klasik ¢6zlcu ekstraksiyonunda uygulanan ekstraksgiiresi ile bu sirecte kullanilan
cobzlculerin ve ortam sicaglnin zeytin yapraklarindan elde edilen ekstrakta ve
icerigindeki oleuropein miktarina etkileri incelerytii. Elde edilen bulgular tablolar ve

grafikler halinde gdsterilrgtir.

4.1.1. Cozicu Tarunun ve Ekstraksiyon Suresinin Veme Etkisi

Klasik ¢cozlcu ekstraksiyonunda ekstraksiyon sunesire c¢6zicu tlrinin verime
etkisini gormek amaciyla yaklk 5 g zeytin gaci yapr@ Uzerinde ¢ozlcu olarak
metanol, su ve metanol/su (1/3: v/v) ¢ozuclUskamnin kullanildgl ve detaylari B6lUm
3.1’ de aciklanan ekstraksiyon denemeleri yagtimi Elde edilen ekstraktlarin
cOzlculeri buharkdirilmaksizin oleuropein miktarlari analiz edilersdnuclar Tablo 4.1

- 4.4 ile verilmi olup, Sekil 4.1 ile de grafiksel olarak gosterilgtir.
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Tablo 4.1: Metanol ile 25 °C’de yapilan klasik ¢éaiekstraksiyonunda zamanla olgulen
oleuropein miktarlari

Sire (dakika) % Oleuropein (kuru ekstrakt tizerinden)
10 1.71 £0.04
20 1.94 £0.04
30 2.20 £0.02
40 2.18 +0.02
50 2.20 +0.11
60 2.28 +0.06
120 2.29 £0.04
150 2.29 +£0.08
160 2.29 +£0.06

“Veriler ortalma (n=3) + standart sapmay! gosternesik.

Tablo 4.2: Su ile 25 °C’de yapilan klasik ¢ozlicatedksiyonunda zamanla 6lcllen oleuropein

miktarlarl”®
Sire (dakika) % Oleuropein (kuru ekstrakt tizerinden)
15 0.19 +0.02
30 0.20 +0.02
45 0.22 +0.02
60 0.23 +0.03
120 0.44 +0.04
150 0.51 +0.05
160 0.42 +0.05

"Veriler ortalma (n=3) * standart sapmay! gosternesik.
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Tablo 4.3: Su ile 75 °C’de yapilan klasik ¢ozlicatedksiyonunda zamanla 6lcllen oleuropein

miktarlari”
Sire (dakika) % Oleuropein (kuru ekstrakt tizerinden)
15 0.50 £0.06
30 0.35 £0.03
45 0.28 £0.08
60 0.21 £0.03
75 0.14 +0.04
90 0.10 +0.05

"Veriler ortalma (n=3) * standart sapmayi gosternesik.

Tablo 4.4: Metanol/su (1/3: v/v) ile 25 °C'de yamlklasik ¢dzlcl ekstraksiyonunda zamanla
dlciilen oleuropein miktarlari

Sire (dakika) % Oleuropein (kuru ekstrakt tizerinden)
10 0.51 +0.04
20 0.65 +0.01
50 0.68 +0.04
65 0.69 +0.05
120 0.79 £0.05
150 0.80 +0.06
160 0.81 +0.06

"Veriler ortalma (n=3) * standart sapmayi gosternesik.
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Sekil 4.1: Klasik ¢ozicl ekstraksiyonunda ekstrassigiiresinin ve ¢ozici tariiniin ekstrakte
edilen oleuropein miktarina etkisi.

Tablo 4.1 ile 4.2’den oda sicakindaki metanollli zeytin yapga ekstraktinin sulu
olandan daha yiiksek oranda oleuropein igermgidrilmektedir. Bu durum metanolln
viskozitesinin suyunkine kiyasla dahastki olmasi 6zelfiinin bir sonucu olarak
metanolln zeytin yapga icerisine difizyonun daha kolay olmasi ve dolgyasyaprak
icerisindeki oleuropeinin  metanole gggin de daha yuksek olmasseklinde
aciklanabilir. Metanoldeki oleuropein ise 60. dadan itibaren kararlgini
korumuwtur (Sekil 4.1). Bu durum zeytin yapgaekstraktinin metanol icerisinde uzun
zaman muhafaza edilebiligii hakkinda dasik tutmaktadir. Suyun sicaglnin artmasi
ile beraber ekstrakte edilen oleuropein miktargmae yiksek ¢ik@ (25 °C’deki suya
gore) gorulmetur (Tablo 4.3). Sicaklik asti su ile oleuropein molekulleri arasindaki
etkilesimi arttirarak oleuropeinin ilk B#a suda daha fazla ¢ézinmesinglamistir.
Ancak 75 °C’de oleuropeini degrade eden enzimletktif hale gelip oleuropeini
bozmasi nedeniyle zaman ilerledikce oleuropein anifktia azalma gorilmgtiir. Bu
durum literatirdesu sekilde aciklanmtir [143, 144]: Oleuropein yaprak icerisindeki
struktir gozeneklerinde (kompartman) kararli oldsakunmaktadir. Sicaklik ve basing
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gibi herhangi bir stres ojumunda bu gozenekler kiriimaktadir. Kirllma sonucu
oleuropeinden ayrilan organellerinin icinde bulurgnzimler aktif hale gecmektedirler
ve oleuropein degrade olmaktadir (bozunmaktadsgichi [143], 2004 yilinda yapmi
oldugu calsmalarda zeytin yapga icin kompartmanlarin bozunma sicakhin 65-80
°C olduunu ve 80 °C'nin uUzerinde ise kompartmanlarin kiaknasina rgmen
oleuropein miktarinda azalma gorulmgdi, ve bunu da, 80 °C’nin Uzerindeki
sicakliklarda oleuropeini bozan enzimlerin artiktifalolmadigl (6ldigi) seklinde
aciklamsgtir. Metanol/su (1/3: v/v) ¢ozicu kaiminin kullanildgl ekstraksiyonda ise
sadece metanolin kullanigg ekstraksiyona goére daha az oleuropein elde ¢dildi
goralmdstar (Tablo 4.4). Bu durum, suya metanol ilavesglemetanol molekullerinin
kendi aralarindaki etkigmin artmasi ve oleuropeini saf metanolden dahatazbilir

hale gelmesi ile aciklanabilir.

4.2. SOKSLET METODU iLE YAPILAN EKSTRAKS IYON DENEMELER i

Sokslet metodu ile gercekl@ilen ekstraksiyonda kullanilan c¢ozuculerin zayti
yapraklarindan elde edilen ekstrakt verimine verigpedeki oleuropein miktarina
etkileri incelenmg ve elde edilen bulgular tablolar ve grafikler hdke gosterilmtir.

4.2.1. Cozucuniun Ekstraksiyon Verimi Uzerine Etkisi

Denemelerde kullanilan c¢o6zuctlerin ekstraksiyonfgearanslarini incelemek lzere
sokslet metodu ile yapilan ekstraksiyon denemedergozicu olarak hekzan, su, etanol,
metanol ve metanol/hekzan (3/2: v/v) kani kullaniimstir. S6z konusu deneylere ait

veriler Tablo 4.5’te ve bu verilere tekabil edeafilgter Sekil 4.2 ve 4.3’te verilnytir.
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Tablo 4.5: Sokslet yontemi ile gercejtiglen zeytin yaprgi ekstraktsiyonunda kullanilan
¢OzUcl turinun ekstrakt ve oleuropein miktarlaetiasi

Cozicu Ekstrakt miktar Oleuropein miktari
(250 mL) (mga/ g kuru yaprak) (mg/ g kuru yaprak)
Hekzan 32.66 +2.72 0.01+0.00
Etanol 173.89 +4.96 0.29+0.01
Metanol/Hekzan 234.00 +16.02 18.58 £ 1.57
Su 264.95 + 3.35 3.83+0.05
Metanol 383.94+7.76 37.55+1.43

" Veriler ortalma (n=3) + standart sapmayi gostereeik.

500
% 0 metanol
5 400
g
- 350
5 su metanol
X< 300 /hekzan
o
o 250
E
% 200
s 150
)]
XX
[T} 100

50 hekzan
0

Sekil 4.2: Sokslet yontemi ile gercektgilen zeytin yaprg@l ekstraktsiyonunda kullanilan
¢Ozlcl turinin ekstrakt miktarina etkisi. Verdetalama (n=3) + standart sapmay!
gOstermektedir.
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Sekil 4.3: Sokslet yontemi ile gercekteilen zeytin yaprg! ekstraktsiyonunda kullanilan
¢Ozlcl turindn oleuropein miktarina etkisi. Verdetalama (n=3) + standart sapmay!
gOstermektedir.

Metanoliin ¢6zucu olarak kullanifglidenemelerde elde edilen ekstrakt ve oleuropein
miktarlari dger cozlculerle elde edilenlerden oldukca yuksef@ablo 4.5). Sekil
4.2’de goruldi@gu gibi apolar bir ¢6zicu olan hekzanin ekstraksiyp@mformansi en
distk olup, kullanilan dier ¢oziculer (su, etanol ve metanol/hekzanskar) yaklaik
olarak birbirlerine yakin performans sergilghardir. Kullanilan ¢6ziculerin
polaritesinin artmasi ile birlikte ekstrakte edilenadde miktarinin ve oleuropein
iceriginin genel olarak arts soylenebilir. Kullanilan g¢o6zicilerden en polau
olmasina rgmen oleuropeini ekstrakte etmede iyi bir performasergilemedii
gorulmektedir $ekil 4.3). Bunun sebebi, sokslet metodonun ylUksekaklik
degerlerinde uzun siren kaynama periyodunun ekstraigenigindeki oleuropeini
bozmasi olabilir. Metanolli ekstraktlarda boyle durumla kagilasiimams olmasi ise,
metanolin kaynama noktasinin (64.7 °C) suyunkindkha dgik olmasi ile

aciklanabilir.

Metanol ile kagmayan ve asil istegimiz komponent olan oleuropeinden ziyade
yaprak icerisindeki y&#ari ¢cozebilen apolar yapidaki hekzanin ikinci bkstraktan
olarak ortama ilave edilerek faz ayriminin gercgkiddi gi bir ¢ozlici ortami olan

metanol/hekzan kanmi ile de bir ekstraksiyon denemesi gercgidigmistir. Bu
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sekilde oleuropein dinda kalan ve istenilmeyen maddelerin hekzan fap@gmesi
amaclanmy ve metanolli ekstrakt ve icgmdeki oleuropein miktarlari incelengtir.
Karisimin ekstraksiyon guctnin yakik olarak saf hekzan ile saf metanol arasinda bir
degseri aldgl gorulmigtir.  Ekstrakte edilen oleuropein acisindan inadifgnde,
metanol/hekzan kasminin suya goOre daha c¢ok oleuropein ekstrakte gietti
gorulmektedir. Bu durum, hem ksimdaki metanolin diiik viskozitesi dolayisiyla
hem de organik yapi olan oleuropeine (sudan dahg ©enzemesi nedeniyle,

oleuropeini daha ¢ok ¢ozgiiseklinde aciklanabilir.

4.3. SUPERKRTIK-CO; (SC-CO;) EKSTRAKSIYONU DENEMELER I

SC-CQ ekstraksiyonunda kkangicta yardimci ¢ozicu kullanilmaksizin basing ve
sicaklik degerlerinin zeytin yaprandan elde edilen ekstrakt ve oleuropein miktamnkar
etkilerinin incelendii denemeler yapilmgtir. Ardindan yardimci ¢ézlcu turd, yardimcl
¢cbzlicu miktar, sicakhk ve basing parametreleretikileri deserlendirilmistir. Elde

edilen bulgular tablolar ve grafikler halinde g@sieistir.

4.3.1. Superkritik-CO, Ekstraksiyonunda Isletme Parametrelerinin Ekstraksiyon

Verimine Etkisi

Ekstraksiyon oncesi 6rnek hazirlama problemleradan kaldirildiktan sonrglétme
parametrelerinin gadiirilmesi ¢ok zor olmamaktadir. Tablo 4.6'da kuwrimus ve
Ogutilmis zeytin yapraklarina uygulanan SC-£Qekstraksiyonunda kullanilan

parametreler ve g@erleri sunulmstur.



115

Tablo 4.6:SC-CQ ekstraksiyonu denemelerinde kullanilgletme parametreleri ve segilen

degerler
Parametre Deger
Yardimci ¢ozicu Su, etanol ve metanol
Yardimci ¢ozlci besleme hizi 0.25 mL/dak, 0.5 mL/dak ve 1 mL/dak
Ekstraksiyon sicakh 50 °C ve 100 °C
Ekstraksiyon basinci 100 bar, 200 bar ve 300 bar

4.3.1.1. Superkritik-C® Ekstraksiyonunda Sicagln Verim Uzerine Etkisinin

Incelendgi Denemeler

SC-CQ ekstraksiyonu yontemi ile yapilan denemelerde dkarak sicakiin
ekstraksiyon ve oleuropein verimlerine etkisinigleamnek icin 300 bar basing, 2 L/dak
CO, akss hizinda 120 dakika sire ile yardimci ¢Ozici kulaaksizin 50, 75 ve 100
sicakliklarda denemeler yapigtr. Bu sicaklik dgerlerinin secimi, C@in Kkritik
sicaklginin 31.1°C olmasi ve yuksek sicakliklarin oleuropeinin kisglayapisini
bozabilecgi géz o6ninde bulundurularak yapiktw. Denemelerin sonuclari Tablo

4.7'de verilmi olup, grafiksel gosterimleri isgekil 4.4 ve 4.5'te yapilnstir.

Tablo 4.7: SC-C@ekstraksiyonunda sicagin ekstrakte edilen madde miktarina etkisi
(300 bar, 2 L/dak C© 120 dak)

Sicaklik (°C) Ekstrakt miktari Oleuropein miktari
(mg/g kuru yaprak) (mg/g kuru yaprak)

50 16.29 +£1.71 0.11 +0.00

75 17.85 £1.86 0.01 £0.01

100 21.28 +£1.81 0.04 +0.00

Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay! gostéteur.
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Sekil 4.4: SC-CQ ekstraksiyonunda sicagin ekstrakte edilen madde miktarina etkisi
(300 bar, 2 L/dak C§ 120 dak).
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Sekil 4.5: SC-CQ ekstraksiyonunda sicagin ekstrakte edilen oleuropein miktarina etkisi
(300 bar, 2 L/dak Cg 120 dak).

Sekil 4.4’'ten goruldgl gibi sicaklgin artmasi ile beraber ekstrakt miktarinin da @rtti
gorulmektedir. Superkritik agkanlarin teorik temellerine gore sicakh artmasi ile
beraber akkanin ygunlugunun azaldil ve dolayisiyla buna Iga olarak da akgkanin
¢cbzme glcunun azafg bilinmektedir [6, 28, 59, 114, 117-120, 125-127Diger

taraftan, c6zinen maddelerin sicaklikla beraberabubasinglarinin artmasi ve
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¢ozunarluklerinin artmasi gergiede gozardi edilemez [3, 59, 126, 128]. Yamwhiz
calismalar sonucunda SC-GOekstraksiyonu ile zeytin yapimdan ekstrakt elde

edilmesi gleminde ikinci etkinin daha baskin okglusoylenilebilir.

Ekstrakt icerisindeki oleuropein miktari incelegidde Sekil 4.5), sicakiin 50 °C’den
75 °C'ye cikarilmasiyla birlikte ekstrakte edilefewopein miktarinin azalgh daha
sonra da az miktarda artma gostgirdjorilmektedir. Bu durum, sicagln artmasi ile
beraber antioksidan bir madde olan oleuropeinirubomsi [59, 142, 143], 75 °C’den
sonra ise oleuropeinin degradasyonuna yol acammégran inaktive olmasi [142, 143]
nedeniyle ekstrakt icindeki oleuropein miktarindar Imiktar arts olmasi ile

aciklanabilir.

4.3.1.2. Superkritik-C® Ekstraksiyonunda Basincin Verim Uzerine Etkisinin

Incelendgi Denemeler

SC-CQ ekstraksiyonu ile yapilan denemelerde basincirradtsyon ve oleuropein
verimlerine etkisini incelemek i¢in 50 °C sicaklik]/dak CQ akis hizinda 120 dakika
sure ile yardimci ¢ozucu kullanilmaksizin denemgégnimstir.  Yapilan cakmalarin

sonuclarl Tablo 4.8'de verilmiolup, grafiksel gdsterimleri is§ekil 4.6 ve 4.7'de

yapiimstir.

Tablo 4.8: SC-C@ekstraksiyonunda basincin ekstrakte edilen madkiamma etkisi
(50°C, 2 L/dak CQ, 120 dak)

Basing (bar) Ekstrakt miktari Oleuropein miktar
(mg/g kuru yaprak) (mg/g kuru yaprak)
100 7.05 + 0.30 2.8x10+ 0.00
200 12.13 £1.94 4.9x10+ 0.00
300 16.29 £1.71 0.11 +0.00

Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay| gostétaur.
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Sekil 4.6: SC-CQ ekstraksiyonunda basincin ekstrakte edilen madktamma etkisi
(50°C, 2 L/dak CQ, 120 dak).
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Sekil 4.7: SC-CQ ekstraksiyonunda basincin ekstrakte edilen olexnomiktarina etkisi
(50°C, 2 L/dak CQ, 120 dak).

Superkritik akskanin ¢bzme gucl, yonlugunun bir fonksiyonu oldgundan ve
yogunlugun da basincin artmasi ile beraber artmasi tenegliydla ¢ikarak [6, 28, 59,
113, 118-121, 126-128] sistemin basincinin artrib@gkstraksiyon veriminin de argti
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gorulmistar (Sekil 4.6). Elde edilen ekstrakt icindeki oleurapeniktari 100 ve 200 bar
basinglarda yok denecek kadar az iken, 300 band¢tasenlamh bir d&er almstir

(Sekil 4.7). Bu durum, C@in apolar bir ¢6ziici olmasi nedeniylesdéd basinclarda
oleuropeini tek bana ctzemedini, ancak 300 bar gibi yuksek basigartlarinda

(basincin artmasiyla polaritenin artmasi sebebgdegbildgi seklinde agiklanabilir.

SC-CQ ekstraksiyonu ile yardimci ¢ozucu kullanilmaksigapilan bu denemelerde
elde edilen ekstrakt miktarlarinin oldukcasidki seviyelerde oldgu goralmigtir. SC-
CO, ekstraksiyonunda sicagin etkisinin incelendii denemelerde ekstrakt
verimlerinin % 1.63-2.13 arg@inda (Tablo 4.7), basincin etkisinin incelendi
denemelerde ise ekstrakt veriminin % 0.70-1.63@rala oldgu belirlenmtir (Tablo
4.8). Gozlemlenen bu bulgular ve yapgnolan mevcut ¢cadmalar, busartlarda elde
edilen ekstrakt verimi ve oleuropein miktarinintiatnasi icin yardimci ¢oézicinin
gerekliligini ortaya cikarmgtir. Ekstrakt verimini arttirmak amaciyla SC-£0
ekstraksiyonunda yardimci ¢ozlicu olarak su, etav®l metanolin kullanilgi
denemeler yapilmive yardimci ¢ozucinin ekstraksiyon ve oleuropegnnverine
etkisini incelemek icin de farkh basing, sicakihk yardimci ¢6zict miktarlarinda

calismalar yapilmgtir.

4.3.2. Superkritik-CO, Ekstraksiyonunda Yardimci Cozucl Olarak Suyun

Kullaniimasi Durumunda Sicaklik ve Basincin Ekstralsiyon Verimine Etkisi

Ekstrakt verimini arttirmak amaciyla SC-g€kstraksiyonunda yardimci ¢ozicu olarak
su kullanilmg ve suyun ekstraksiyon ve oleuropein verimlerinaseti incelemek igin
de farkh basing, sicaklik ve su besleme hizlarigalgamalar yapilmgtir. Bu amacla
yapilan SC-CQ ekstraksiyonu denemelerinde 100, 200 ve 300 bsunblarda, 50 ve
100 °C sicakliklarda, 2 L/dak G@kis hizinda 120 dakika sire ile galmis ve yapilan
denemelerin sonugclari ile sonuglarin Tukey tes{me< 0.05) gore istatistiksel olarak
farkhliklar Tablo 4.9'da verilmitir. Sonuclarin grafiksel gosterimleri i§ekil 4.8 ve
4.9'da yapilmgtir.
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Tablo 4.9: SC-(C@+ Su) sistemi ile zeytin yaptaekstraksiyonunda, kullanilan suyun besleme
hizina bgl olarak sicaklik ve basincin elde edilen ekstrakbleuropein miktarlarina etkisi
(2 L/dak CQ, 120 dak)

Yardimci
Basing  Sicaklik  ¢ozlcu besleme Ekstrakt miktar Oleuropein miktari
(bar) (°C) hizi (mg/g kuru yaprak) (mg/g kuru yaprak)
(mL/dak)

0 7.05+0.30 a 0.00+0.00 a

50 0.25 57.19+2.81b 0.13+0.01b

0.5 77.37+2.72¢ 0.42+0.00 c
1 85.16 + 1.93 cd 0.31+0.01 de

100 0 11.46+1.24a 0.00+0.00 a
100 0.25 94.00 +3.61d 1.72+0.02 f

0.5 103.67 £3.51 e 2.12+0.01¢g

1 108.33+2.68 ¢ 2.16+0.03 g

0 12.13+£1.94 a 0.00+0.00 a

50 0.25 11.67+1.34a 0.00 +0.00 a

0.5 69.75+3.76 c 0.29+0.02 d
1 87.58+2.42d 0.31+0.01 de

200 0 15.04+2.05a 0.00+0.00 a
100 0.25 122.15+2.75¢e 0.14+0.02b

0.5 144.92 £ 4.77 ¢ 0.16 £0.02 b
1 164.04 £3.05¢9 0.38+0.01 ec

0 16.29 £ 1.71 ah 0.11+0.00 b

50 0.25 67.90+2.91¢c 0.90+0.01 h

0.5 114.25+2.21e 0.34+0.02e

1 113.90+1.10 e 0.58+0.00 i

300 0 21.28+1.81h 0.04+0.00 a
100 0.25 135.83+4.84 i 0.13+0.02b

0.5 175.93 £2.06 | 1.52+0.01

1 233.68 +2.39 k 10.91 £0.10 k

" Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay! gostétedir. Ayni situn icerisinde yer alan farkli Harf
Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafalklili g1 gostermektedir.
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Sekil 4.8: SC-(CQ+ Su) sistemi ile zeytin yap¥aekstraksiyonunda, kullanilan suyun besleme
hizina bgl olarak sicakiin ve basincin ekstrakte edilen madde miktariniaietk
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Sekil 4.9: SC-(CQ+ Su) sistemi ile zeytin yapaekstraksiyonunda, kullanilan suyun besleme
hizina bl olarak sicakiin ve basincin ekstrakte edilen oleuropein mikeatkisi.

Sekil 4.8'de SC-(CQ + su) ile yapilan ekstraksiyon denemelerinde sunionn artmasi
ile beraber ekstrakt miktarinin agfti gorilmektedir.  Su ile modifiye edilgi
karbondioksidin polaritesi artmakta ve dolayisiga buinyesinde polar gruplu fenolik
yapidaki maddeleri ihtiva eden zeytin yapra ¢bzme gucu artmaktadir. Oleuropein
miktari ise, yardimci ¢ozici olarak kullanilan suymiktarinin artmasiyla, 6zellikle
yuksek sicakliklarda artgtir (Sekil 4.9). Ya@un superkritiksartlar altinda (yiksek
basing ve ylksek sicaklik), artan su miktari ikikie oleuropein miktarindaki agtcok
fazla olmytur. Diger taraftan denemeler esnasinda yiksek su sewngdebazi
olumsuzluklarla da kadasiimistir. Soyle ki, yuksek su icegi gozeneklerde tikanmaya
neden olmg veya ani genkgneler nedeniyle dengesiz durumlagaamstir. Disuk su
miktarinda ise bazi durumlarda kati numuneyi 1staramani ¢ok uzun sireler agmi

dolayisiyla da ekstrakti cekme yagiem siresi cok uzastir.
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Dustk sicaklikta (50°C) basincin 100 bar'dan 200 bar’a yikseltimesslde edilen
ekstrakt ve oleuropein miktarlarinin istatistiksaisindan o6nemli bir @eim
gostermedii gorulmistir. Hatta 1 mL/dak su besleme hizinda siraselit® dilen
ekstrakt ve oleuropein miktarlari istatistikselralaayni bulunmgtur (Tablo 4.9). Yine
ayni sicaklikta basincin 300 bar'a c¢ikariimasigeddilen her iki verimi de hafif bir
sekilde arttirmgtir (Sekil 4.8 ve 4.9). Bu durumgu sekilde aciklanabilir: Basincin
artmasi ile birlikte akkanin y@unlugunun arttgl ve buna bgh olarak da akgkanin
¢cbzme glcunun ar bilinmektedir [6, 28, 59, 113, 118-121, 126-128].

Yuksek sicaklikta ise (100C), basincin artmasi ile birlikte akanin ygunlugunun
disUk sicaklga gore cok daha belirgin olarak afttve buna bgi olarak da akgkanin
¢cbzme gucunin ar elde edilen ekstrakt miktarindan acik¢a gorulraekt Sekil
4.8). Ayrica, sicak@in artmasiyla beraber superkritik gkanin ygunlugunun
azalmasina ganen solutenin buhar basincindaki sargoziunarligh ve dolayisiyla
ekstraksiyon vermini arttirrgtir [124]. Duruma oleuropein verimi agisindan hedak
olursa, 100 bardan 200 bar’a 6nce bir miktagrdé, ardindan 300 bar'da tekrar bir
yukselme gozlenmgiir (Sekil 4.9). Buradadyle bir husus da dikkat cekmektedir: 300
barda artan su miktari ile birlikte verim artmapaslamis olsa bile 300 bar’da elde
edilen oleuropein miktarlari 100 bar’dakilerine gg@mamsgtir. Ancak yardimci ¢6zicu
miktarinin daha da arttiriimasi verimi dikkat celseviyede arttirngtir (1 mL/dak su

besleme hizi).

100 bar basin¢ g@erinde sicakfiin yukseltiimesi ekstrakt miktarlarini arttiggtir.  Yine
ayni basingta, 0.5 ve 1 mL/dak besleme hizindanyardgdzici kullaniimasi halinde
her iki sicaklikta da elde edilen ekstrakt miktarian istatistiksel olarak farkli olmagli

da gordlmigtir (Tablo 4.9). Dier sartlarda ise basing arttikca elde edilen ekstrakt
miktarlarinin neredeyse 2 kati kadar grtgozlenmgtir. 300 bar, 50 °Gartlarinda 0.5

ve 1 mL/dak besleme hizinda su ile modifiye edill8C-CQ ekstraksiyonu sonucu
elde edilen ekstrakt miktarlari arasinda istatssikolarak fark gorilmerntir. En
yuksek ekstrakt verimi 300 bar, 100 °C ve 1 mL/dakleme hizinda suyun kullangdi
sartlarda elde edilngiir (233.68 mg/g kuru yaprak).



124

100 bar'da elde edilen oleuropein miktari sigakhartmasi ile artmgtir. Basing 200
bar de&erine cikarildginda bir dgisim gozlenmemitir. Hatta 1 mL/dak besleme
hizinda su kullaniimasi halinde her iki sicaklikselende (200 bar) de istatistiksel
anlamda ayni sonuclar elde editii Basincin biraz daha arttirilmasi verimi keski
sartlarda yukseltnstir (300 bar, 100 °C ve 1 mL/dak su miktar1). Graoru yaprak
basina 0.31 mg’e kar 10.91 mg oleuropein elde ediktir (yaklasik 35 kat).

4.3.3. Superkritik-CO, Ekstraksiyonunda Yardimci Cozucu Olarak Etanol
Kullaniimasi Durumunda Sicaklik ve Basincin Ekstralsiyon Verimine Etkisi

SC-CQ ile ekstraksiyonda, kurutulmwe @utilmis zeytin gaci yapraklarindan elde
edilen ekstraktin ve icggindeki oleuropeinin miktarini yikseltmek maksade il
yardimci ¢Ozucl olarak etanoliin kullangididenemeler yapilrgtir.  Yardimci
¢Obzlicunun ayri ayr ekstrakt ve oleuropein verimketkisini incelemek icin de farkl
basing, sicaklik ve etanol miktarlarinda gahistir. SC-(CQ + etanol) sisteminde
etanol oraninin sicaklik ve basincaglbaolarak ekstrakt ve oleuropein verimlerine
etkisini incelemek igin 100, 200 ve 300 bar basrdd, 50 ve 100 °C sicakliklarda, 2
L/dak CQ aks hizinda 120 dakika sure ile yapilan galalarin deneysel verisi ve
bunlarin Tukey testine (p < 0.05) gore istatistikskarak farkliliklari Tablo 4.10'da
verilmis olup, grafiksel gosterimleri isgekil 4.10 ve 4.11'de yapilrgtir.
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Tablo 4.10: SC-(C@+ Etanol) sistemi ile zeytin yagieekstraksiyonunda, kullanilan etanolin
besleme hizina Igh olarak sicaklik ve basincin elde edilen ekstrakbleuropein miktarlarina
etkisi (2 L/dak C®, 120 dak)

Yardimci
Basing Sicaklhk  ¢6zlict besleme Ekstrakt miktar Oleuropein miktari
(bar) (°C) hizi (mg/g kuru yaprak) (mg/g kuru yaprak)
(mL/dak)

0 7.05+0.30a 0.00+0.00 a

50 0.25 4.65+0.36 a 0.00+£0.00 a

0.5 83.12 £2.99 bc 1.63+0.17b

1 86.19 + 1.81 bc 0.20+0.01c

100 0 11.46 +1.24 ad 0.00+0.00 a
100 0.25 524+0.12a 0.00+£0.00 a

0.5 117.19+3.11e 1.35+0.10d

1 147.96 £ 2.76 f 1.22+0.02e

0 12.13+1.94 ad 0.00£0.00 a
50 0.25 36.50+1.50¢g 0.04 £ 0.00 ac

0.5 76.39+1.63b 0.12+0.01c

1 81.60+1.40b 0.13+0.01c

200 0 15.04 +2.05 ad 0.00+0.00 a
100 0.25 38.33+3.31¢g 0.03+0.01 ac

0.5 104.63+3.47 h 0.56+0.15f

1 121.10+591e 1.09+0.05¢

0 16.29+1.71d 0.11+0.00c

50 0.25 33.57+2.32¢g 0.10+0.01c

0.5 90.79 + 3.22 ch 0.79+0.02 h

1 179.34 £2.43 f 2.90+£0.10i

300 0 21.28+1.81d 0.04 £ 0.00 ac
100 0.25 42.82+4.20¢9g 0.05+0.01 ac

0.5 98.25+3.25h 0.44 £ 0.03 ]

1 220.24 £3.76 i 1.61+£0.04b

" Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay! gost&tedir. Ayni situn icerisinde yer alan farkli Harf
Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafalklili g1 gostermektedir.
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Sekil 4.10: SC-(CQ@+ Etanol) sistemi ile zeytin yagiaekstraksiyonunda, kullanilan etanoliin
besleme hizina Igh olarak sicakigin ve basincin ekstrakte edilen madde miktarinisietk
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Sekil 4.11: SC-(C®@+ Etanol) sistemi ile zeytin yagiaekstraksiyonunda, kullanilan etanoliin
besleme hizina Igh olarak sicakigin ve basincin ekstrakte edilen oleuropein miktaatkisi.

Sekil 4.10’da SC-(C@+ etanol) ile yapilan ekstraksiyon denemelerind@a oraninin
artmasi ile beraber ekstrakt miktarinin genel &laaattizi gortlmektedir. Etanol
karbondioksidin polaritesini arttirmakta ve boylekarbondioksidin fenolik yapidaki
maddeleri iceren ekstrakti ¢cozme guci artmaktadi2y, 59, 111, 158]. Dolayisiyla

fenolik bir bilesen olan oleuropein [3, 126] miktarinda da artmalsdzusu olmaktadir
(Sekil 4.11).

Sabit sicaklikta basincin artmasi ile beraber akstre icindeki oleuropein miktarinin
Once azald sonra artfii gorulmektedir $ekil 4.10 ve 4.11). Bu durum, ¢ozlcu

karisiminin sicaklik ve basinci ile kontrol edilen £® yogunlugu ile solutenin buhar
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basinci arasindaki kompleks denge ile aciklanabilikyrica basincin artmasi dnce
yapraklarin porlarini sigiirmis ve ¢dzucunin yapgan icine yayilimini zorlgtirmis
olabilir [127]. Ancak daha yiksek basinclarda isgraklarin striktiri tamamen

bozulmy ve ekstraksiyon verimi artstir.

Sabit basingta sicagln artmasiyla beraber superkritik gkanin  ygunlugunun
azalmasina gamen solutenin buhar basincindaki agdzinarligl arttirms [4, 17, 59,
124,127, 129, 161], ve dolayisiyla ekstrakt vem@amimstir (Sekil 4.10). 100 bar ve 50
°C’de 0.5 ve 1 mL/dak besleme hizinda etanol kultaasi halinde elde edilen ekstrakt
miktarlarinin istatistiksel anlamda birbirinin ayoldugu gorulmigtar (83.12 ve 86.19
mg/g kuru yaprak). Ayrica 100 bar, 30 ile 100 bar, 100C sartlarinda ayri ayri saf
karbondioksit ve 0.25 mL/dak besleme hizinda et&ntdaniimasi halinde elde edilen
ekstrakt miktarlari arasinda da bir fark olmadyozlenmgtir (11.46, 5.24, 7.05 ve 4.65
mg/g kuru yaprak). 100C sicaklik ve 300 bar basin¢ta, 1 mL/dak beslermentia
etanol ile modifiye edilngi SC-CQ ile en yuksek ekstrakt verimine ginistir (220.24
mg/g kuru yaprak). Buna kahk en iyi oleuropein verimi ise gram kuru yaprasina
2.90 mg oleuropein miktari ile 5% sicaklik ve 300 bar basin¢cta 1 mL/dak besleme
hizinda etanol vagiinda elde edilngtir. Bu durum, 300 bar basin¢cginde sicakfin
artmasi ile beraber antioksidan bir madde olanrofginin bozunmasi [59, 142, 143]

ile aciklanabilir.

4.3.4. Superkritik-CO, Ekstraksiyonunda Yardimci Cozucu Olarak Metanol
Kullaniimasi Durumunda Sicaklik ve Basincin Ekstralsiyon Verimine Etkisi

SC-CQ ile ekstraksiyonda, kurutulmwe @utilmis zeytin gaci yapraklarindan elde
edilen ekstraktin ve icggindeki oleuropeinin miktarini yikseltmek maksade il
yardimci ¢Ozucu olarak metanolin kullangididenemeler yapilrgtir.  Yardimcli
¢obzlicunun ekstraksiyon ve oleuropein verimleringsati incelemek icin de farkli
basing, sicaklik ve metanol miktarlarinda ghthistir. SC-(CQ + metanol) sisteminde
metanol oraninin sicaklik ve basincaglbaolarak ekstraksiyon ve oleuropein
verimlerine etkisini incelemek igin 100, 200 ve 3@ basinglarda, 50 °C ve 100 °C
sicakliklarda, 2 L/dak COaks hizinda 120 dakika sire ile yapilan galalarin
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sonuglarl ve bu sonugclarin Tukey testine (p < Odie istatistiksel olarak farkliliklari
Tablo 4.11'de verilmi olup, grafiksel gosterimleri isgekil 4.12 ve 4.13’te yapilngtir.

Tablo 4.11: SC-(Co+ Metanol) sistemi ile zeytin yagtaekstraksiyonunda, kullanilan
metanolin besleme hizinaghaolarak sicaklik ve basincin elde edilen ekstrakobleuropein
miktarlarina etkisi (2 L/dak C{120 dak)

Basing ( Sicaklik Yardimci ¢oziici Ekstrakt miktari Oleuropein miktari

bar) (°C) besleme hizi (mg/g kuru yaprak) (mg/g kuru yaprak)
(mL/dak)
0 7.05+0.30 a 0.00 +0.00 a
50 0.25 31.39+3.38b 1.03+0.01b
0.5 112.59 +2.50 cd 3.49+0.03c
1 122.04 £3.13 ¢ 3.67+0.15¢c
100 0 11.46 + 1.24 ae 0.00+0.00 a
100 0.25 2056 +4.45¢e 0.61 + 0.06 de
0.5 170.01 +4.04 f 8.78+0.18 f
1 181.00+£4.01¢g 7.33+£0.28¢g
0 12.13+£1.94 ae 0.00+0.00 a
50 0.25 61.58 + 3.08 hi 1.41+0.03 h
0.5 95.02+1.98j 2.25+0.041i
1 107.45+2.56d 3.26 £ 0.03 ]
200 0 15.04 £ 2.05 ae 0.00+0.00 a
100 0.25 63.59 + 3.60 hi 0.58+0.07d
0.5 81.55+1.53 k 0.80+0.02e
1 218.32+3.46 | 10.88 + 0.28 k
0 16.29+1.71 ae 0.11+0.00 a
50 0.25 67.12 + 3.95 hk 224 +£0.071i
0.5 110.25+4.24d 5.84+0.16 |
1 115.10+4.91 cd 418 £0.20 m
300 0 21.28+181e 0.04 +£0.00 a
100 0.25 53.51+4.30i 0.38+0.02n
0.5 75.69 £ 2.32 k 0.40+£0.02 dn
1 212.92 +3.98 | 14.24+0.100

" Veriler ortalama (n=3) * standart sapmay! gostétauir. Ayni siitun icerisinde yer alan farkli Harf

Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafadklili gl gostermektedir.
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Sekil 4.12: SC-(C®@+ Metanol) sistemi ile zeytin yagtaekstraksiyonunda, kullanilan
metanolin besleme hizinaghaolarak sicakiin ve basincin ekstrakte edilen madde miktarina
etkisi.

Tablo 4.11'de sunulan deneysel sonuclara bakrndea, SC-(C@+ metanol) sistemi ile
yapilan ekstraksiyorsleminde yardimci ¢6zlcu yuzdesi arttikca elde adakstrakt ve
oleuropein miktarinin arggl gorilmektedir. Beklenilg gibi, sicaklgin 50’den 100
°C’ye cikarilmasi, ekstrakte edilen madde miktaarttirmstir (Sekil 4.12). Her ne
kadar sicakliktaki arin akskan ygunlugunu digtrip ¢bzme gicunu azafiti S6z

konusu olsa da, sicaklik anticozict molekillerinin kendi igcindeki etkgienini

azaltarak c¢ozicu ile ¢6zinen madde molekileri mdagi etkilgimi arttirmaktadir.
Bununla beraber, sicakhk aunti akiskanin difuzivitesini yikseltip, viskozitesini

disUrdigiinden solutenin matrisden c¢Oziclu ortamina sgecikolaylastirmaktadir.
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Sicaklik artginin bir diger 6nemli etkisi ise daha 6nceden de bahseilidlbi solutenin
buhar basincini yukselterek verimi arttirmasidjif4, 59, 124, 127, 129, 161].

Oleuropein (mg/g kuru yaprak)
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(mL/dak)

Sekil 4.13: SC-(C®@+ Metanol) sistemi ile zeytin yagtaekstraksiyonunda, kullanilan
metanolin besleme hizinagheolarak sicakigin ve basincin ekstrakte edilen oleuropein

miktarina etkisi.

Sicaklgin ekstrakte edilen oleuropein miktarina etkisiakilacak olursaekil 4.13), 1

mL/dak besleme hizinda metanol kullanildda, ¢ basing @erinde de sicakiin

artmasi ile beraber oleuropein veriminde keskiraktig gozlenmitir.
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Ayni ¢bziucu sisteminde basincin etkisine bafilia, bazi tutarsizliklar gozlergdi
soylenebilir (Tablo 4.11). Bu tutarsizliklar ggelendirilirken solutenin matris icinden
ekstrakte edilebiliriginin solute-yardimci ¢6zlcu etkgieninin  yanisira yardimcli
¢Obzlcu matris etkikgmine de bgli oldugunu unutmamak gerekir [123]. Fakat kesin
olan bigey var ki, o da ypun ekstraksiyorsartlarinda (100 °C ve 1 mL/dak besleme
hizinda metanol katkisi ile) ekstrakt ve oleuropegnmlerinin artmg olmasidir §ekil
4.12 ve 4.13).

Bu sistemde elde edilen en yiksek ekstrakt miktal@0 °C ve 1 mL/dak besleme
hizinda metanol ile 200 ve 300 bar basin¢ seviyelerelde edilngtir (aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmayan 21832 212.92 mg/g kuru yaprak
degerleri ile). Gram kuru yaprak baa elde edilns olan en yuksek oleuropein miktari
ise 14.24 mg'dir.

4.3.5. Siperkritik-CO, Ekstraksiyonunda Farkli Yardimci Cdzucu Tdarlerinin
Ekstraksiyon Verimine Etkilerinin Kar silastiriimasi

Yapilmis olan SC-CQ@ denemelerinde kullanilan yardimci ¢ozictu miktaremmasi ile
ekstraksiyon verimin argfl acik bir sekilde goérulmektedir Sekil 4.8—-4.13). Farkh
¢cOzlcu sistemlerinin performansini kiyaslamak makga 1 mL/dak besleme hizinda
yardimci ¢Ozuclu ile modifiye edilgiCOy'in kullanildigi ekstraksiyon denemeleri
bulgulart kullaniimgtir.  SC-CQ ekstraksiyonu ile yapilan denemelerde sabit bir
yardimci ¢Ozicl miktarinda, basincin ve sigakli ekstraksiyon ve oleuropein
verimlerine etkisini incelemek Uzere Tablo 4.9-Zd¢h faydalanilarak su, etanol ve
metanoliin 1 mL/dak besleme hizinda yardimci ¢Onleniak kullanildgl, 50 ve 100 °C
sicakliklarda 100, 200 ve 300 bar basinglara aiedelerin sonuclari kaitastirmali
olarakSekil 4.14 ve 4.15 ile go6steriltir.



133

250

P |
e
HERTNS |

&

it

200 -

=7
o

£,

T
s

s

5

=

S

5

o
5

5

5

o

£
£

5

&
]
7
£
55

!

b

7

o

ik

=7

s
=
Y

R
%
5
o
e
i

T
i
3

ﬂ,
T
i
ek

52

5

52

it

,,,
o

5

o

&
5

it

i

mCOZ

o

S

T

s

55

—
a
> B ol
150 ke i
S e i
| [,
= 2 Eicte
e i
2 b i B CO2+EtOF
< i e
e i
o il [l
e o
S i 1]
| R
foses 0 = CO2+MeOH
=2 e e
S o & -
by i [
= EEq e e ek
o] [ e, B
< a g o g
N i sl [ ek Kk
o 100 e il ] [ BmCO2+SL
e s e i
= e s e i
72 e [ e i
2 I o B o B
X b g - g
i s [ i Fie
i [ o L
ok [ g i
ok e o Ereeh
ok [k o e
o [k o e
o [k o e
o [k i e
o [ e e
o [ e i b
50 A ) [ i i b
ik s e i b
i [ e i b
ik [ e i b
ik [ e i b
ok [ o i e
ok [ o i o
o [ o L b
ok [ e e B
o e o ek o
ok [k o e b
o [ i e b
o [k o e b
o [k e e b
o [k e e b
e B s oo
: i el i i b
0 b | |G | ESg i) [rein L1 Ed

50C, 50C, 200be 50C, 300be 100C, 100be 100C, 200bk 100C, 300be

Sekil 4.14: SC-CQile zeytin yaprél ekstraksiyonunda, saf G®e 1 mL/dak besleme hizinda
yardimci ¢6zicl ile modifiye edilmiCG,'in varliginda, sicaklik ve basincin ekstrakte edilen
madde miktarina etkisi (2 L/dak GA20 dak). Veriler ortalama (n=3) + standart sapm
gOstermektedir.

100 °C sicaklik ve 300 bar basingidderinde gercekkgirilen, yardimci ¢ozicu olarak
su, etanol ve metanolin kullangdi SC-CQ ekstraksiyonu denemelerinde hemen
hemen birbirine yakin ekstrakt verimleri elde edglralsa da, en yuksek verim 233.68
mg/g kuru yaprak deeri ile suyun kullanildii denemelerde gorilmgtiir (Sekil 4.14).
Zira sicaklginin yukseltimesi ile azalan dielektrik sabiti, ysun polaritesini
disirmektedir [162]. Bu durumda da su, yaprak icedeki apolar 6zellikteki buyik
organik bileikler icin de iyi bir ¢oztict haline gelmektedir.olyisiyla ekstrakt verimi
bakimindan en yuksek ger yardimci ¢ozicl olarak suyun kullaniimasi haimdide
edilmistir. Bu durum da toksik olmayan, alev alma, patawe kansorejenik riskler
tasimayan, ucuz, kolay temin edilebilen bir ¢ozucurakkasuyun kullanimi kaginilmaz

hale getirmektedir.
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Sekil 4.15: SC-CQile zeytin yapral ekstraksiyonunda, saf G®e 1 mL/dak besleme hizinda

yardimci ¢ozuct ile modifiye ediliCGO,'in varliginda, sicaklik ve basincin ekstrakte edilen

oleuropein miktarina etkisi (2 L/dak GQA20 dak). Veriler ortalama (n=3) + standart sapm
gOstermektedir.

Ekstrakte edilen oleuropein acisindan bir kiyaslayamilacak olursa, metanolin
yardimci ¢Ozicu olarak kullanifgli denemelerde tim sicaklik ve basgagtlarinda
ulasilan verimin dgerlerinden belirgin bigekilde yuksek oldgu gortulmektedir §ekil
4.15). Sdperkritik alkkan ekstraksiyonu denemelerinde polar maddelerin
esktraksiyonunda yardimci ¢6zici olarak en sikakuhn madde metanoldir. ¢@e
yaklasik % 20 oraninda kagabilmektedir. Ayrica, belirli oranlardaki metantdvesinin
solute ile bitki matrisi arasindaki glar kirdigr disintlmektedir [28]. Dolayisiyla bu
calismada ydrutilen denemelerde superkritiksktina 0.25 mL/dak besleme hizinda bir
metanol takviyesi bile oleuropein verimini oldukgéikseltmiti.  Su ve etanolin
kullanildigl sistemlerde ise yine ayni miktardaki bir gkan modifikasyonunda,
oleuropein verimi istatistiksel olarak 6nemli dexde farklandirilamiyacajekilde ayni
seviyelerde kalmtir (Tablo 4.9-4.11).
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Ancak ygun ekstraksiyorsartlarinda (yuksek sicaklik ve yuksek basing) apam
icin su da yardimci ¢6zlcu olarak goz ardi edilmargereken dnemli bir madde olarak
karsimiza ¢cikmaktadir§ekil 4.15).

4.4, SUPERKRTIK-CO, EKSTRAKSIYONU iLE SOKSLET YONTEM iNiN
EKSTRAKSIYON VERIMINE ETKILERININ KARSILA STIRILMASI

Kurutulmus ve @utilmis zeytin yapraklarina uygulanan SC-£®kstraksiyonu ile
ekstrakt elde etme yontemi genel olarak inceleneodlrsa, yardimci c¢ozlcu
kullaniimaksizin yapilan SC-GOekstraksiyonu verimlerinin ¢ok dliik olduysu
gorulmistar. Yardimci ¢ozicu olarak su, etanol ve metamddiilaniimasi durumunda
ise superkritik sartlarin  y@unlastiriimasiyla birlikte ekstraksiyon veriminin agti
gozlenmgtir (Tablo 4.9-4.11). Bu U¢ yardimci ¢ozucuninl&ulmasi ile en yiuksek
oleuropein veriminin elde edilgii SC-CQ ekstraksiyonu denemelerinin sonuclari ile
sokslet yonteminde su, etanol ve metanolin kuhaasiyla elde edilen sonuclar Tablo
4.12'de verilmg olup, Sekil 4.16 ve 4.17 ile gosterilmtir.



136

Tablo 4.12: Kurutulmgizeytin yapraklarina uygulanan SC-ggkstraksiyonu ve sokslet
yonteminden elde edilen ekstrakt ve igerileki oleuropein miktarlarinin ayri ayri en iyi

sartlarda kagilastirimasi”

Ekstrakt miktari

Oleuropein miktari

Yontem Galsma sartlar (mg/g kuru yaprak) (mg/g kuru yaprak)

Sokslet Cozicl: Etanol, 30 173.89 + 4.96 0.29+£0.01
devir

Sokslet CoOzicl: Metanol, 30 383.94 +3.35 37.55+1.43
devir

Sokslet Co6zicl: Su, 30 devir 264.95 + 6.15 3.83+£0.05

SC-CGQ 100 °C, 300 bar, saf 21.28+1.81 0.04 £ 0.00
CO,

SC-CGQ 50 °C, 300 bar, 1 179.34 +2.43 290+£0.1
mL/dak besleme
hizindaki etanol ile
modifiye edilmi CO,

SC-CGQ 100 °C, 300 bar, 1 212.92 £ 3.98 1424+ 0.1
mL/dak besleme
hizindaki metanol ile
modifiye edilmi CO,

SC-CG 100 °C, 300 bar, 1 233.68 £2.39 10.91+0.1

mL/dak besleme
hizindaki su ile
modifiye edilmi CO,

" Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay1 gostétaur.
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450
400 Sokslet (Metanol)

350
300 Sokslet (Su)
250 SC-(CO, + Metanol) SC-(CO,+ Su)
SC-(CO; + Etanol)
200 Sokslet (Etanol)
150
100
50 CO,
0

Sekil 4.16: Kurutulmy zeytin yapraklarina uygulanan SC-£é€kstraksiyonu ve sokslet
yonteminden elde edilen ekstrakt miktarinin ens@ytlarda kagilastirilmasi. Veriler ortalama
(n=3) % standart sapmay gostermektedir.

Ekstrakt (mg/g kuru yaprak)

45
% 40 Sokslet (Metanol)
S 3
>
>
5 30
~
> 25
g
= 20 SC-(CO, + Metanol)
g 15 SC~(CO,+ Su)
o
g 10 _
i) SC-(CO, + Etanol) Sokslet (Su)
© 5
0 co, - Sokslet (Etanol)

Sekil 4.17: Kurutulmy zeytin yapraklarina uygulanan SC-C€kstraksiyonu ve sokslet
yonteminden elde edilen oleuropein miktarinin egaytlarda kagilastiriimasi. Veriler
ortalama (n=3) * standart sapmay| gdstermektedir.

Sekil 4.16'dan saf C@in kullanildigl stperkritik akgkan ekstraksiyonu denemesinden
ve metanol ile gerceldarilen sokslet yonteminden elde edilen sonuclamdia, hemen
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hemen birbirine yakin verimlerin elde edfdigorilmektedir. En yiksek ekstrakt
miktari 383.94 mg/g kuru yaprak gkxi ile metanolin kullanilgh sokslet yontemi ile
elde edilmgtir. Saf CQ ile gerceklstirilen stperkritiksartlardaki ekstraksiyon verimi,
apolar bir ¢6zict olan hekzanin kullangidsokslet denemelerinden elde edilene yakin
oldukca az sonuclar vergtir. Metanolli sokslet yonteminden elde edilen teskg
miktari, yardimci ¢ozicu kullaniimaksizin gercgltden SC-CQ yonteminden elde
edilenin yaklaik 18 katidir (Tablo 4.12).

Su ile yapilan ekstraksiyonlarda da yine soksletodie ile daha fazla verim elde
edilmistir. Bu sonucun elde edilmesinde, SC-Cékstraksiyonunun kullaniimasi ile
beraber ekstraksiyonda meydana gelen sec@mliioz ardi edilmemesi gerekmektedir.
Zira sokslet yonteminde istenilen fenolik kgaler dginda zeytin yapra icerisindeki
polifenoller, organik asitler, pigmentler, polisakldler ve nukleik asitler gibi der
bilesenler de ekstrakte edilmektedfekil 4.16).

En yuksek oleuropein miktarinin 37.55 mg/g kuru re&pdeseri ile yine metanolin
¢Obzlcu olarak kullanilgi sokslet yonteminden elde edgdigorilmektedir. Su ve
metanolin yardimci ¢ozlcu olarak kullangldSC-CQ ile elde edilen ekstraktlarda
birbirine ¢ok uzak olmayan oleuropein miktarlarnagtlanmgtir (10.91 ile 14.24 mg/g
kuru yaprak). Bu durum, suyun fenolik Bilderle (oleuropeinle) hidrojen Igtari
olusumuna ve dipol-dipol etkikmlerine yatkin bir ¢6zici olmasindan
kaynaklanmaktadir [23]. Bdyle bir durumda tokslknayan, cgitli riskler tasimayan,
ucuz ve kolay temin edilen bir madde olan su mdetatascih edilebilir.

Etanolin kullanildii ekstraksiyon cajmalarina bakildinda her iki yétemde de
oldukca diguk seviyelerde oleuropein elde edfdgoriulmektedir §ekil 4.17). SC-CQ
ekstraksiyonu ile elde edilen oleuropein miktaB®mg/g kuru yaprak iken, bu gk
sokslet yonteminde 0.29 mg/g kuru yaprak’asrdéktedir. Bu durum, sokslet
yonteminde yganan uzun kaynama sireleri ile gercedreekstraksiyonun neticesinde
yaprak icerisindeki oleuropeinin bozunmasini gédigir. Ayni sonuca su ile yapilan
SC-CQ ve sokslet denemelerinde de rastlgtmi SC-CQ ile yapilan sulu
denemelerde sokslet metoduna kiyasla daha yiksek e&le edilmgtir (10.91'e kas!
3.83 mg/g kuru yaprak). Burada da yine ¢cok uzumedsl gercekkgen ekstraksiyonun
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oleuropeini bozmg olmasi ile acgiklanabilir. Su ve etanoliin yardimorzicu olarak
kullanildigi SC-CQ denemelerinden sokslet yontemine kiyasla dahaekisrim elde
edilmesi superkritik akkanin gazlara benzer kitle iletimi 6zelliklerine sevilara
benzer ¢oziucl 6zelliklerine sahip olmasi ile dasildpulunmaktadir. Saperkririk
akiskanin gazlara benzer nitelikte yuksek gkanlik ozelligi kati yapi igerisine
nifuzunu kolaylgtirmakta ve sivilar gibi yuksek ganluga sahip olmasi da oleuropeini

yapraklardan daha kolay almaya imkan vermekiddir2g.

Su ve etenolin kullanilgh ekstraksiyonlarda yanan bu durum, c¢ozicl olarak
metanoliin kullanild@ denemelerde gozlenmegtii.  Zira, metanolin kaynama
noktasinin dier ¢ozucilerden daha dik olmasi ve kaynama suresince sigakli50

°C civarinda seyretmesi oleuropeinin karagiiri korumasini ggamistir.

45. ZEYTIN YAPRAGINDAK i FENOLiIK MADDE PROFILiNIN CESITLi
FAKTORLERE GORE DE GiSiMi

Toplam fenolik madde miktar acisindan incelenakliigklar, farkh tirlerden, farkh
zamanlardan ve farkli bolgelerden toplanan zeytaprg orneklerinde belirgin bir
sekilde gozlemlennstir.  Orneklerdeki bglica fenolik bilaiklerin miktari tek tek
incelendginde ise toplam fenolik madde miktarindan farklr dagilim gosterdikleri

gorulmugtar.

4.5.1. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Agac Turlerine Gore Dezisimi

25 farkli zeytin yapra kalturi ile % 80 metanol ¢o6zeltisi kullanilarakapilan
ekstraksiyon sonucunda elde edilen ekstraktlagidat ve Haziran aylarinda
gerceklestirilen toplam fenol analizlerinin sonutablo 4.13 ile verilmyi olup, Sekil
4.18'de Tukey testine (p < 0.05) gore istatistikedhrak farkliliklari ile birlikte
gosterilmitir.



Tablo 4.13Subat ve Haziran aylarinda toplanan 25 farkli zeggaci tirine ait yapgan
toplam fenolik madde miktari vgubat ayindan Haziran ayina gecerken yapraklardakim

fenolik madde miktarindaki azalma orani

(Subat) (Haziran) Azalma
Zeytin agacl Toplam fenolik madde miktari Toplam fenolik madde miktari orani
(ug gallik asit/mg taze yaprak)  (ug gallik asit/mg taze yaprak) (%)
Leccino 267.55 +3.11 91.80 +2.83 65.7
Taggiasca 220.45 + 8.14 104.38 + 1.61 52.7
Mission 240.40 +1.10 87.24+4.73 63.7
Aglandau 250.55 + 3.17 66.41 + 1.64 73.5
Picual 199.80 + 0.93 77.20 +2.97 61.4
Manzanilla 226.89 + 2.25 106.51 +1.84 23.1
Oueslati 249.09 + 1.38 74.44 +2.17 70.1
Frantoio 213.48 +7.99 95.44 +1.30 5.3
Ligurian 251.49 +0.83 68.96 + 3.22 72.6
Koroneiki 218.46 + 4.27 69.18 + 1.00 68.3
Galleaga 239.93 +2.19 83.08 + 1.13 64.0
Empeltre 187.83 + 2.59 70.88 + 2.64 62.3
Grappolo 188.80 + 1.90 71.23+3.88 62.3
Chemlali 203.67 + 2.60 97.44 +1.85 52.2
Arbequina 192.10 £ 2.04 51.57 +1.86 73.2
Coratina 209.90 + 1.82 75.51+1.13 64.0
Maurino 234.64 +2.69 76.47 £ 2.00 67.4
Nichitskaia 257.52 +2.84 77.46 + 7.57 69.9
Chitoni 217.08 +0.92 73.75 £ 1.59 66.0
San Felice 208.55 + 8.17 63.00 + 0.82 69.8
ltrana 212.85 + 1.51 66.38 + 0.50 68.8
Sevillano 132.61 + 6.43 34.62 +1.31 73.9
Santa Caterina 220.44 + 2.49 70.78 +1.09 67.9
Arbasana 197.91 + 7.48 78.82 + 1.63 60.2
Pendolino 157.60 +1.72 79.53 +0.23 49.5

" Veriler ortalama (n=9) + standart sapmayi gostetesik
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Sekil 4.18: Farkh turlerdeki zeytingaci yapraklarinigubat ve Haziran aylarindaki toplam
fenolik madde dalimi. Herbir tire ait sttunlar Gzerindeki farklarfler Tukey testine (p <
0.05) gore istatistiksel olarak farkfiligostermektedir.

Toplam fenolik madde konsantrasyoriybat ayinda toplanan orneklerde 132.61 ile
267.55 ng gallik asit/mg taze yaprak (ayri ayriil@vw ve Leccino turlerinde) arasinda
degisirken, Haziran ayinda 34.62 ile 106.51 pg gallikt/asy taze yaprak arasinda
degsismektedir (ayr1 ayri Sevillano ve Manzanilla). Elddilen sonuclar, zeytingaci
turinun fenolik madde miktari Gzerine etkileriniicelendgi daha dnceki cagmalar ile
uyumluluk icerisindedif54, 146, 163, 164 Baz turler arasinda gozlenen farkliliklar
istatistiksel olarak dnemli bulunrgiwir. Bir gurup tdr icerisinde minimum dizeyde ya
da hicbir fark yokken, Sevillano ve Leccino gibrldiin bulundgu bir gurup ise 6nemli
miktarda farklilik géstermglerdir (Sekil 4.18).
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4.5.2. Toplam Fenolik Madde Miktarinin Bdlgelere Gde Degisimi

Arbequina zeytin gaci tlrine ait yapraklarin fenolik madde igare bolgelerin
etkisinin incelendii deneylerinSubat ve Haziran aylarina ait analiz sonuclari iabl@
4.14 ile sunulmgtur. S6z konusu veriler ve Tukey testine (p < 0.§6)e istatistiksel
olarak farkhliklariSekil 4.19 ile gosterilmstir.

Tablo 4.14: 4 farkl bolgedeSubat ve Haziran aylarinda toplanan Arbequina zeagac!
yapraklarina ait toplam fenolik madde miktariSuébat ayindan Haziran ayina gecerken
yapraklardaki toplam fenolik madde miktarindakilemorant

(Subat) (Haziran) Azalma
Zeytin agacinin Toplam fenolik madde miktari  Toplam fenolik madde miktari orant
yetistirildi gi yer (ug gallik asit/ mg taze yaprak) (ug gallik asit/ mg taze yaprak) (%)
San Antonio 192.00 + 2.00 51.57 +1.86 73.14
Santa Fe 167.00 + 6.00 80.17 +0.98 51.99
Seadrift 163.50 £ 5.00 63.80 £ 0.95 60.98
Brazoria 153.00 + 1.50 56.36 + 1.71 63.17

" Veriler ortalama (n=9) + standart sapmay! gosteteaik

Toplam fenolik madde konsantrasyoSupat ayindan Haziran ayina gecerken ortalama
olarak % 64 gibi 6nemli oraninda azagtm (Tablo 4.13 ve 4.14). Subat ayinda
yapraklarin toplang@ sehirlerden kgin en sert gegti San Antonio’daki drneklerde
toplam fenol miktari en yiksek olarak gozlemlegtmi(Sekil 4.19). Bu miktarin
dismesi, yaza girerken San Antonigehrinde yganan onemli sicaklik asti ile
ilisiklendirilebilir.  Dolayisiyla yuksek sicakliklar apraklardaki fenolik madde
miktarini azaltma @limi gostermektedir. Fenolik madde seviyesi tmermuhtemel bir
sicaklik etkisi dilincesi Tablo 4.14 ile desteklenmektedincelenen cgrafi bolgeler
icerisinde kgin en sert ve yazin en sicak ggcBan Antonio’daSubat ayindan Haziran
ayina gecerken en belirgingig (% 73 oraninda) gorulngtur.
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Sekil 4.19: Arbequina zeytingaci yapraklarina ait toplam fenolik madde8irbat ve Haziran
aylarindaki cgrafi orijine gore dgilimi. Herbir ture ait sutunlar tzerindeki farkiarfler Tukey
testine (p < 0.05) gore istatistiksel olarak fdrgligostermektedir.

4.5.3. Balica Fenolik Madde (Oleuropein, Verbaskozit, Luteah 7-O-glukozit,
Luteolin 4’-O-glukozit) Miktarinin A gac Turlerine Gore Desisimi

Zeytin yaprginda bulunan fenolik maddelerin dhaalari oleuropein, verbaskozit,
luteolin 7-O-glukozit ve luteolin 4’-O-glukozit alak bilinmektedir. Bu maddeler ilag,
kozmetik ve gida sanayiinde olduk¢a yaygin kullaanisahiptir.  Dolayisiyla bu
asamada zeytin yapgandan elde edilen ekstraktlarin iceiidbaslica fenolik maddeler
incelenmgtir. Sekil 4.20, Leccino zeytin @ci yaprgina ait bir ekstraktin allkonma

zamanlari ile beraber 6rnek kromatogramini gostleteokr .
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Sekil 4.20: Leccino zeytin yapgaekstraktinin drnek HPLC kromatogrami. Piklertuteolin 7-
O-glukozit (= 21.048); 2, verbaskozitzft 21.667); 3, luteolin 40-glukozit (k= 24.066); 4,
oleuropein = 26.918). Olcumler 280 nm’de gerceklalmi stir.

HPLC kromatogramlarindan elde edilen bulgular, &ullan zeytin gaci turd, cgrafi
konum ve toplanma zamanindansimasiz olarak zeytin yapga ekstrakti icerisinde en
fazla seviyede bulunan fenolik komponentin oleunomédugunu gostermektediiSekil
4.20). Ayrica, alilkonma zamanlarina bakarak sonuka fenolik bilgiklerin
polariteleri hakkinda bir fikir elde edilebilmekied Alikonma zamani en ytksek olan
oleuropeinin @#= 26.918) polaritesinin der bileiklerden daha ik oldysu
soylenebilir. Polar yapidaki mobil fazin kolond#nolarak luteolin 70O-glukoziti (tz=

21.048) suruklemesi bu bgligin polaritesinin en yiksek olgunun bir gostergesidir.
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Bilesiklerin miktarlarinin tespit edilmesinde hjlklere ait HPLC kromatogramlarindan
elde edilm§ entegre alanlar ve oleuropein, verbaskozit, lineblO-glukozit ve luteolin
4’-O-glukozitin ara stok c¢ozeltileri ile hazirlangni kalibrasyon grilerinden

yararlaniimgtir.

Subat ve Haziran aylarinda toplanan 25 farkli zegfiaci tirtine ait yapgan fenolik

bilesik miktari (ug/mg taze yaprak) ve ¢ tekrarl 6l¢gérm ortalamalarinin standart
sapmalari Tablo 4.15 ve 4.16’da Tukey testine (f©0.85) gore istatistiksel olarak
farkhliklari ile birlikte ayri ayri sunulmgiur. Tablo 4.17 ise€ubat ayindan Haziran
aylina gecerken orneklerde gozlenengigmin yizde olarak oranlarini temsil

etmektedir.
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Tablo 4.15Subat ayinda toplanan 25 farkl zeytigaal tirine ait yapgan fenolik bilesik
miktar1 (ug/mg taze yaprak)

Zeytin agaci Oleuropein % Verbaskozit % Igtgelg:lg;t % L(l;tglz IILT);; %
fark ™ fark ™ fark ™ fark ™
Leccino 148.32 £3.93 a 0 0.90 £0.09 cd 0 1.2806® 0 0.68 £0.01 ab 0
Taggiasca 121.69+11.33b 18 0.38+0.07d 58 #0082 c 23 0.54+0.04b 20
Mission 107.80 £4.26 bc 27 147+0.10c +63 1€P04 a +26 0.88+0.01a +28
Aglandau 100.46 £+1.10 cd 32 1.57+0.03c +74 @.6303 d 49 0.55+0.06 b 19
Picual 99.43 +1.97 cd 32 0.28 £0.02 de 68 0.8704 d 32 0.54+0.01b 20
Manzanilla 89.14 +4.13 cd 39 0.46 £0.05d 49 @002 d 39 0.59+0.02b 13
OQueslati 84.71+6.01d 42 1.01 £0.20 cd +12 @704 d 37 0.65+0.01 ab 4
Frantoio 83.71 +0.61 de 43 0.49+0.01d 45 0.8006 d 37 0.42+0.03¢c 38
Ligurian 72.43 +1.15de 51 1.90 £ 0.04 bc +111 4@0.03d 41 0.48+0.06 b 29
Koroneiki 68.69 + 1.57 de 53 1.33+£0.12c +47 Qt7BO7 d 42 0.41+0.20c 39
Galleaga 63.69 + 2.44 ef 57 1.49+0.05c¢c +66 @.8201 cd 36 0.55+0.05b 19
Empeltre 60.50 + 4.30 ef 59 0.21+0.04 e 7 0.6308 d 50 0.34+0.02c 49
Grappolo 55.95 + 0.06 ef 62 1.03+0.13 cd +14 *0103 ¢ 21 0.47 +0.06 b 30
Chemlali 55.16 + 2.22 ef 62 0.58 £0.07d 35 0.8102 cd 34 0.61+0.04b 10
Arbequina 54.40 + 2.82 ef 63 0.27 +£0.01 de 69 P07 b 0.62+0.03b 8
Coratina 54.22 +1.91 ef 63 1.27+£0.30c +40 1.2208 b 4 0.68 +£0.01 ab 0.5
Maurino 53.59 + 4.46 ef 63 1.90+0.02c +110 E@BO3 c 19 0.69 £0.05 ab +0.8
Nichitskaia 52.85 +0.77 ef 64 3.32+0.20 a +269 .79G:0.01d 38 0.75+0.11 ab +10
Chitoni 52.57 + 3.68 ef 64 1.06 £0.04 c +17 0.9165¢c 29 0.57+0.06 b 16
San Felice 51.65 * 2.39 ef 65 1.36+0.22¢c +51 4%0.0lc 18 0.63+0.06 b 7
Itrana 50.91 £ 2.95 ef 65 147 +0.12¢c +63 1.@905 be 14 0.75 +£0.02 ab +10
Sevillano 50.65 + 8.17 ef 65 0.22+0.05e 75 @810 e 53 0.33£0.04c 51
Santa Caterina 4420 £0.24f 70 221+0.19b +1450.77 £0.01d 40 0.81+0.05a +19
Arbasana 42.84 +3.48f 71 054+0.06d 40 0.81£0.04 cd 36 0.60£0.04 b 11
Pendolino 4257 +1.99f 71 0.90 +0.09 cd 58 0.78+0.04d 39 0.46 £0.02b 32

" Veriler ortalama (n=9) # standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkli harfl

Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafadkliligl gostermektedir.

™ "Leccino’ zeytin gaci tiriine oranla % olarak azalma miktarini gostétedir (+ ise % olarak asti

ifade etmektedir).
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Tablo 4.16:Haziran ayinda toplanan 25 farkl zeytgaai tirtine ait yapgan fenolik bilesik

miktar1 (ug/mg taze yaprak)

Zeytin agacl Oleuropein % Verbaskozit % 3158:1227',[ % L(l;tglc; I;(r(;;ll; %
fark” fark” fark” fark ™
Leccino 64.80+2.48 b 0 0.51+0.04c 0 0.69 #¥@0 0 0.48+0.02c 0
Taggiasca 73.01+2.82b +12 0.55+0.01b +8 1.6M4 a +88 0.72+0.03 a +50
Mission 50.36 + 1.76 cd 22 0.72+0.14b +40 0.6B15 cd 8 0.56+£0.04 b +17
Aglandau 45.04 +2.09 de 30 0.30 £ 0.04 cd 41 @.086 d 30 0.34+£0.03 e 28
Picual 16.91+0.89¢g 73 0.14 +0.01 de 73 0.1102 ® 84 0.23+0.01f 50
Manzanilla 109.49+3.11a +68 0.76 £0.04 ab +48 .78@ 0.02 bc +13 0.61+0.00b +27
Oueslati 67.77+1.13b +4 0.23 £0.02 de 53 0.0414 de 36 0.39+0.01d 17
Frantoio 44.08 £ 0.57 de 31 0.22 £0.01 de 56 @083 b +39 0.62+0.01b +29
Ligurian 46.99 £ 1.74 de 27 0.26 £ 0.01 de 48 &5613 cd 19 0.39+0.02d 18
Koroneiki 47.05 £ 2.99 de 27 0.22 £0.01 de 56 @&moo f 83 0.35+0.01e 26
Galleaga 59.48 + 1.23 bc 8 0.65+0.06 b +28 0.6701 cd +2 0.49+0.00c +3
Empeltre 37.19+1.18 ef 42 0.40+0.11c 21 0.4802 de 37 0.31+£0.01 ef 34
Grappolo 36.45+3.48f 43 0.27+0.01cd a7 0.18H ef 74 0.44 +0.03 cd 7
Chemlali 39.44 +2.95 ef 39 0.89+0.01a +74 0.7 bc 2 0.60+0.01b +26
Arbequina 24.45+0.78 g 62 0.14 +£0.00 de 71 @001 f 78 0.30 £ 0.03 ef 37
Coratina 57.58 £1.23 bc 11 0.33+0.00c 34 0.0504 f 78 0.53 £0.00 bc +10
Maurino 68.20+0.55b +5 0.35+0.00 c 31 0.16Q0Cf 76 0.60£0.00 b +25
Nichitskaia 23.43+2.26¢9 63 0.19 £ 0.00 de 62 6&9.03 b +39 0.40+0.02d 14
Chitoni 50.28 + 3.44 cd 22 0.26 £ 0.00 de 49 0.2 ef 61 0.54+0.01b +13
San Felice 50.97 +0.98 cd 21 0.22 £0.01 de 57 080.01f 85 0.37£0.01 de 21
Itrana 67.05+0.47b +3 0.06 £0.02 e 87 0.8508Mc +23 0.40+0.01d 15
Sevillano 18.79+0.74 ¢ 71 0.05+0.01e 90 0.4 de 35 0.22+0.01f 53
Santa Caterina 45.24 +1.64 de 30 0.29+0.02 cd 42 0.18 £0.01 ef 73 0.46 £0.02 cd 4
Arbasana 0.65+0.10h 98 0.13 +0.00 de 74 0.0®3 ef 61 0.31 £ 0.01 ef 35
Pendolino 44.42 £ 0.91 de 31 0.22 £0.00 de 56 0.12+£0.00 f 81 0.41+0.00d 14

" Veriler ortalama (n=9) # standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkli harfl

Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafadkliligl gostermektedir.

” ‘Leccino’ zeytin @aci tiriine oranla % olarak azalma miktarini gostétedir (+ ise % olarak asti

ifade etmektedir).
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Subat ayinda toplanan 6rneklerden, toplam fenolikddeamiktari en fazla Leccino
turinde bulunurken, verbaskozit miktarini en fahidva eden tir Nichitskaia olarak
gozlemlenmgtir (Sekil 4.18 ve Tablo 4.15). Benzsekilde, Sevillano en diik toplam

fenol icergine sahipken Sekil 4.18), Arbasana turl en gik oleuropein miktarina
sahiptir (Tablo 4.16). Ekstrakt icerisindeki taplafenolik madde miktari ile
icerigindeki balica fenolik bilgik konsantrasyonu arasinda bir korelasyonun g@idu

hususunda bir ¢gimaya rastlanmargtir [163.
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Tablo 4.17Subat ayindan Haziran ayina gecerken yapraklardanbuol balica fenolik bileik
miktarindaki azalma orani

Zeytin agacl Oleuropein Verbaskozit Luteolin 7-O- Luteolin 4'-O-
(%) (%) glukozit glukozit
(%) (%)
Leccino 56.3 43.3 46.4 30.1
Taggiasca 40.0 +46.4 +32.1 +32.6
Mission 53.2 51.1 61.0 35.9
Aglandau 55.1 81.1 25.7 38.0
Picual 82.9 51.6 51.6 56.9
Manzanilla +22.8 +65.3 +65.3 +2.9
Oueslati 19.9 76.7 76.7 39.2
Frantoio 47.3 54.9 54.9 +46.5
Ligurian 35.1 86.1 86.1 19.6
Koroneiki 315 83.2 83.2 14.5
Galleaga 6.6 56.2 56.2 10.0
Empeltre 38.5 +93.3 +93.3 9.4
Grappolo 34.8 74.0 82.2 7.2
Chemlali 28.5 +53.2 16.0 15
Arbequina 55.0 46.5 88.2 52.3
Coratina +6.2 73.8 88.0 21.9
Maurino +27.2 81.6 84.3 131
Nichitskaia 55.6 94.1 +21.5 45.9
Chitoni 4.34 75.7 70.6 5.6
San Felice 1.3 84.2 90.3 41.0
Itrana +31.7 95.7 22.2 46.8
Sevillano 62.9 77.1 24.7 33.3
Santa Caterina +2.3 86.7 76.5 43.9
Arbasana 98.4 67.8 67.8 49.2
Pendolino +4.3 84.0 84.0 11.0

+, % olarak art ifade etmektedir.
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Bazi fenolik bilgiklerin miktarinda dikkate dger oranda d#siklikler gbzlemlenmgtir
(Tablo 4.17). Orngn Arbasana tiiriinde oleuropein konsantrasyonu,reiazyinda %
98.4 oraninda azalgtir. Bu durum,italya’da yurutilen ve Mart ve Ekim aylarinda
toplanan zeytin yapga orneklerinde oleuropein icgii bakimindan bir d&simin
gozlenmedii calismadan farkli bir sonug gostergtir [81]. Yapilms olan s6z konusu
calismada, benzer tek tlr Leccino’dur. Fakat bu tiréeydz doneminde % 56.3
oraninda bir azalma gozlemlerytii (Tablo 4.17). S6z konusu iki ¢cginadaki farklilik,
iklimsel farkliliktan kaynaklanabilmektediritalya’nin Romasehrinde, Mart ayindaki
sicakliklar 16°C/5 °C (ortalama yuksek/ortalama glik) ve Kasim ayindaki sicakliklar
ise 23°C/10°C’dir. San Antonio’da ise bu derler Subat ayinda 19C/6 °C, Haziran
ayinda ise 33C/22°C’ dir [165. Benzer durumiran’in iliman ve tropik olmak lzere
farkli bolgelerinde yettirilmis olan Sevillano tiriinde de rastlagtm Ocak ayinda
toplanan orneklerdeki oleuropein miktari gram kwyaprak bana 235.7 mg iken,

Temmuz’'da bu miktar 54.2 mg/g kuru yaprak olarakibmustur [150.

Haziran ayinda gt fenolik bilgik konsantrasyonu azalirken, oleuropein ig@in ¢cok
az miktarda art®n Manzanilla, Coratina, Maurino, Itrana, Santa @ateve Pendolino
gibi turler de gorulmgttr (Tablo 4.17). Farkl tulerdeki verbaskozittdalin 7-O-
glukozit ve luteolin 4'O-glukozit seviyelerinin ise toplama dénemlerindegiimsiz bir
sekilde deistigi gorulmistir. Mesela yazin Chemlali'de sadece verbasko#itan
artmsken, Empeltre’de hem verbaskozit hem de luteol®-@lukozit miktari artmgtir.
Taggiasca ise verbaskozit, luteolinOfglukozit ve luteolin 4’©-glukozit miktarlari
artmstir. Manzanilla da ise dort fenolik bgik de Haziran ayinda agtigdstermgtir
(Tablo 4.17). Verbaskozit, luteolin @-glukozit ve luteolin 4'O-glukozit yapraktaki
toplam fenol icegiinin ¢cok az miktardaki bilgenlerinden oldgundan seviyelerindeki
degisim dikkate dger olmamgtir. Bazi durumlarda da verbaskozit veyasedi
metabolitlerin seviyelerindeki agtoleuropeinin bozunmasi sonucu ile agiklanapni,
166. Calsilan turler icerisinde Manzanilla, Maurino ve Iteaa istisnai bir durum

gozlenerek oleuropein miktari ytuksektm.



151

4.5.4. Balica Fenolik Madde Miktarinin Bolgelere Gore Dgisimi

Arbequina zeytin gaci turtne ait yapraklarin fenolik madde igarin bolgelere goére
etkisinin incelendii deneylerinSubat ve Haziran aylarina ait analiz sonuclari (Lgg/m
taze yaprak) ve Uc tekrarli dlcimlerin ortalamalaristandart sapmalageklinde Tablo

4.18 ve 4.19'da Tukey testine (p < 0.05) gore istiéitsel olarak farkliliklari ile birlikte

verilmistir.

Tablo 4.18Subat ayinda 4 farkli bélgeden toplanan ayni tindé8uina) ait zeytingaci
yaprasl ekstraktlarinin fenolik bikgk miktari”

L . : Luteolin 7-O- Luteolin 4'-O-
Zeytin agacinin Oleuropein Verbaskozit . .
yetistirildi gi yer (ng/mg taze yaprak) (ng/mg taze yaprak) glukozit glukozit

(ng/mg taze yaprak) (ng/mg taze yaprak)

Santa Fe 71.53+2.76 a 046+0.11a 1.06 + M08 a 0.65+0.07 a
Brazoria 57.58+0.78 b 0.18+0.01a 0.70x0.02 b 0.40x0.01b
San Antonio 54.4+282D 0.27+0.01 a 1.27 + @07 0.42+0.08b
Seadrift 4248 +1.22c 0.16+0.01a 0.73x0.05b 0.45+0.03b

" Veriler ortalama (n=9) # standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkli harfl

Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafadkliligl gostermektedir.

Tablo 4.19: Haziran ayinda 4 farkli bélgeden toplaayni tire (Arbequina) ait zeytigac!
yaprasl ekstraktlarinin fenolik bikek miktari”

L . . Luteolin 7-O- Luteolin 4’-O-
Zeytin agacinin Oleuropein Verbaskozit . .
yetistirildi gi yer (ug/mg taze yaprak)  (ug/mg taze yaprak) glukozit glukozit

(Mg/mg taze yaprak) (ng/mg taze yaprak)

Santa Fe 52.99+1.60a 0.11 £0.02 bc 0.72+8.01 0.53+0.01a
Brazoria 37.29 £1.53 bc 0.08+0.00c 0.54 + MO3 0.36£0.02b
San Antonio 24.45+0.78 c 0.14+0.00b 0.154@0 0.08+0.01c
Seadrift 48.32 +7.73 ab 0.19+0.01a 0.83 + @07 0.57+0.05a

" Veriler ortalama (n=9) + standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkl harfl

Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafatklili gl gostermektedir.
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En yUksek oleuropein ve luteolin @-glukozit miktarlarina 71.53 ve 0.65 pg/mg taze
yaprak dgerleri ile Subat ayinda Santa Fe’den toplanan 6rneklerde nasiken, en
yuksek luteolin 79-glukozit miktari ise 1.3 pg/mg taze yaprakgee ile San
Antonio’daki 6rneklerde gozlenstir (Tablo 4.18). Farkh bdlgelerden toplanan eyt
yaprazl Ornekleri icerisinde, birkag istisnai durum olar&laziran ayina girerken
yasanan azalma ginda, verbaskozit seviyelerinde dnemli bir farkligorilmemgtir
(Tablo 4.18 ve 4.19).

4.6. ZEYTIN AGACINA UYGULANAN SU STRESININ EKSTRAKT
UZERINDEKI ETKILERI

Zeytin gzacina uygulanan su stresinin bgaglardan toplanan yapraklardan elde dilen
ekstraktlar Gzerindeki etkileri, bu ekstraktlarahg olduklari toplam fenolik madde ve

toplam aminoasit miktarlarindaki gigsimler incelenerek gosterilrtir.

4.6.1. Su Stresinin Toplam Fenolik Madde MiktarinaEtkisi

16.6 - 27.8 °C ve 23.7 - 37.4 °C sicaklk aralikdda muhafaza edilen ve belirli nem
oranlarindayken toplanan, Arbequina zeytiga@ yapraklarindan elde edilen
ekstraktlarda gerceld@rilen toplam fenol miktari tayininin sonuclari viéc tekrarh
Olcimlerin ortalamalarinin standart sapmalari Tahk0’'de Tukey testine (p < 0.05)
gore istatistiksel olarak farkliliklari ile birligt verilmi olup, sonuclara ait grafiksel
gosterim iseSekil 4.21 ve 4.22 ile yapilrgtir.
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Tablo 4.20: Arbequina zeytirgacina ait yapraklardaki toplam fenol konsantrasyomufarkl
su stresi dgerlerindeki dgisimi ~

Sicaklik Su stresi Toplam fenolik madde miktar
(°C) (% nem) (ng gallik asit/mg taze yaprak)
100 116.0 £1.00a
16.6 - 27.8
30 125.0 £1.00 ac
10 137.0 £+1.00b
100 116.0 £1.00a
23.7-374 30 130.5 £7.00 bc
10 131.5 £6.50 bc

" Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkl herfl
Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafatklili g1 gostermektedir.
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Sekil 4.21:16.6- 27.8°C sicaklik aralginda Arbequina zeytingacina ait yapraklardaki toplam
fenol konsantrasyonunun farkli su stresietéerindeki dgisimi.
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Sekil 4.22: 23.7 - 37.4C sicaklik aralginda Arbequina zeytingacina ait yapraklardaki toplam
fenol konsantrasyonunun farkli su stresieterindeki dgisimi.

Koroneiki tlrt zeytin gaci yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda géegeien
toplam fenol miktari tayininin sonuclari ve U¢ ter Algumlerin ortalamalarinin
standart sapmalari Tablo 4.21'de Tukey testine (0.85) gore istatistiksel olarak
farkhliklari ile birlikte verilmis, sonuclara ait grafiksel gosterim iSekil 4.23 ve 4.24
ile yapiimstir.

Tablo 4.21: Koroneiki zeytingacina ait yapraklardaki toplam fenol konsantrasyomuarkli
su stresi dgerlerindeki dgisimi *

Sicaklik Su stresi Toplam fenolik madde miktar
(°C) (% nem) (ug gallik asit/mg taze yaprak)
100 1355+1.50a
16.6 - 27.8
30 110.0 £0.50 b
10 123.5+2.00¢c
100 1355+1.00a
23.7-374 30 127.0+1.00d
10 139.0+1.00 e

" Veriler ortalama (n=3) + standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkl harfl
Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafatklili gl gostermektedir.
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Sekil 4.23:16.6- 27.8°C sicaklik aralginda Koroneiki zeytin gacina ait yapraklardaki toplam
fenol konsantrasyonunun farkli su stresieferindeki dgisimi.
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Sekil 4.24:23.7 - 37.4°C sicaklik aralginda Koroneiki zeytin gacina ait yapraklardaki toplam
fenol konsantrasyonunun farkli su stresietéerindeki dgisimi.
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Su stresine maruz birakilan zeytinsijerinde kontrol bitkilerine gore toplam fenol
konsantrasyonlarinin agti goralmtar (Sekil 4.21-4.24). Bu durum bitkilerde
bulunan fenolik komponentlerin yiksek sicaklikgiikinem, pestisit, UV radyasyonu
ve su gibi stresartlarinda bir tepki olarak sentezlenmesi ile ankhaktadir [46]. Bu
sebepten dolay! su stresinin bitkilerin biyoakilekenleri Gzerinde ¢ok blyuk bir etkisi
bulunmaktadir. Ayrica su stresi ile beraber biigerisindeki fenolik bilgenlerin
artmasi, reaktif oksijen tdrlerinin artmasina (odlsif stres) kan daha yuksek bir
antioksidan savunmanin g@hlaasina da neden olabilmektedir. Yani elde ediEmegsel
sonuglar daha 0Once yapignolan calgmalar ile uyumluluk igerisindedir [47, 48].
Dusuk sicakliktaki Koroneiki zeytin gacina ait yapraklarda cok az bir farkhlik
gozlenmgtir (Sekil 4.23). Stresle beraber ciddi birsdi gdzlemlenmemesine gmen,
artis da olmamgtir (% 100 nem oraninda toplam fenol miktari 13pgbgallik asit/mg
taze yaprak iken, bu gder % 10 nem oraninda 123 gallik asit/mg taze yaprak
olarak saptanmgtir). Bu durum farkli zeytin gaci c¢gidinin, strese kar farkli
sicaklkta vermy oldugu karakteristik bir tepki olarak yorumlanabilir.eKin bir yargiya
varabilmek icin ayni deneysegartlarin en az bir kez daha tekkerrtr edilmesi abad

kapsamli bir capmanin yapilmasi gerekmektedir.

4.6.2. Su Stresinin Toplam Aminoasit Miktarina Etksi

Belirli nem oranlarindayken toplanan Arbequina téeytin &aci yapraklarindan elde
edilen ekstraktlarda gercekteilen toplam aminoasit miktari tayinlerinin soraig ve
uc tekrarl dlgimlerin ortalamalarinin standartraafari Tablo 4.22'de Tukey testine (p
< 0.05) gore istatistiksel olarak farkliliklari illeirlikte verilmis olup, sonuglara ait

grafiksel gosterim is8ekil 4.25 ve 4.26 ile yapilrgtir.
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Tablo 4.22: Arbequina zeytirgacina ait yapraklardaki toplam*aminoasit konsagptmasnun
farkli su stresi dgerlerindeki dgisimi

Sicakhk Su stresi Toplam aminoasit miktari
(°C) (% nem) (ug AABA/mg taze yaprak)
100 0.156 £ 0.01 a
16.6 - 27.8
30 0.050+£0.00 b
10 0.240+0.02d
100 0.156 £ 0.01 a
23.7-37.4 30 0.019+0.01c
10 0.033 £ 0.00 bc

" Veriler ortalama (n=3) # standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkli harfl

Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafadkliligl gostermektedir.

05
-
g S
o 04
ES
.*:ﬁ
25 0.3
gg
EE 02
°3
€
g <
82 o1
oD
=2

0

100 30 10

Su stresi (% nem)

Sekil 4.25:16.6 - 27.8C sicaklik aralginda Arbequina zeytingacina ait yapraklardaki toplam
aminoasit konsantrasyonunun farkl su stregederindeki dgisimi.
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Sekil 4.26:23.7 - 37.4°C sicaklik aralginda Arbequina zeytingacina ait yapraklardaki toplam
aminoasit konsantrasyonunun farkli su stregederindeki dgisimi.

Koroneiki turl zeytin gaci yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda géegtklen
toplam aminoasit miktari tayininin sonuclari ve tégrarli dlcimlerin ortalamalarinin
standart sapmalari Tablo 4.23'te Tukey testine (0.85) gore istatistiksel olarak
farkhliklar ile birlikte verilmis olup, sonuclara ait grafiksel gosterigekil 4.27 ve

4.28'te yapilmgtir.

Tablo 4.23: Koroneiki zeytingacina ait yapraklardaki toplam aminoasit konsaptasnun
farkl su stresi dgerlerindeki dgisimi

Sicaklik Su stresi Toplam aminoasit miktari
(°C) (% nem) (ug AABA/mg taze yaprak)
100 0.130+0.02 a
16.6 - 27.8
30 0.095 + 0.02 ab
10 0.316 +0.03 c
100 0.130 £0.02a
23.7-37.4 30 0.130 +0.00 a
10 0.058 £0.00 b

" Veriler ortalama (n=3) # standart sapmay! gostetedik Ayni siitun icerisinde yer alan farkli harfl

Tukey testine (p < 0.05) gore istatistiksel olafadkliligl gostermektedir.
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Sekil 4.27:16.6 - 27.8C sicaklik aralginda Koroneiki zeytin gacina ait yapraklardaki toplam
aminoasit konsantrasyonunun farkli su stregederindeki dgisimi.
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Sekil 4.28:23.7 - 37.4°C sicaklik aralginda Koroneiki zeytin gacina ait yapraklardaki toplam
aminoasit konsantrasyonunun farkli su stregederindeki dgisimi.
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Arbequina drneklerinin toplam aminoasit konsantoadgrina bakilacak olursa&€kil
4.25 ve 4.26), djilkk sicaklikta su stresi ile beraber aminoasit miktia bir arty
yasandgl sOylenebilir.  Bu durum su stresi ortaminda prote degrade olmasi ile
serbest aminoasit alturmasi ve aminoasit birikiminin gercekieesi seklinde
aciklanmaktadir [50]. Yuksek sicaklikta ise aksidurum gorilmégtir. Bu da diik
sicaklga maruz kalan bitkilerin proteinleri, gari ve nikleik asitleri degradasyona
ugratarak strese ksir bir tepki vermesi durumu olabilir [47]. Ayni ttd Koroneiki
orneklerinde de gozlemlensgtir (Sekil 4.27 ve 4.28).
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Zeytin yapraklarindan fenolik bir madde olan ol@emin SC-CQ ile
ekstraksiyonunda yardimci ¢6zici tirt ve miktarnerimi oldukca etkiledi

gorulmugtar.

SC-CQ’e 0.25 mL/dak besleme hizinda bir metanol takviyiashile oleuropein
verimini oldukca yukselt§ii gorulmdstir. Fakat su ve etanolin kullangdi
sistemlerde belirgin bir verim aginin ancak 1 mL/dak besleme hizinda bir ilave
ile elde edildgi gorulmistir. Bu sistemlerdeki 0.25 mL/dak besleme hizibida
akiskan modifikasyonunda ise oleuropein verimi istétss#l olarak 6nemli

derecede farklandirilamiyacsékilde saf CQile ayni seviyelerde kalrtir.

Etil alkol her ne kadar bir bitkisel alkol olarakllandirilarak, toksik olmamasi
sebebi ile metanole tercih edilebilir olsa da SC,GfBstraksiyonunda elde
edilen oleuropein verimi metanolin sbe biri kadar bulunmgiur. Sokslet

metodunda ise metanolli ekstraktin, etanolli olareredeyse 130 kati kadar

oleuropein ihtiva etgii gorulmuistdr.

Kurutulmus zeytin yapraklarindan gram fsaa ekstrakte edilen en yiksek
ekstrakt ve oleuropein miktarlari ayri ayri 383\8 37.55 mg olarak sokslet
metodu ile elde edilngiir. Hem ekstrakt hem de oleuropein acisindanidsek
verim, metanol ile gercekdgrilmis olan sokslet yontemi ile elde edinolsa
bile, bu yontem ve SC-CCekstraksiyonu arasinda genel bir mukayese yapmak
pek de mumkin olmamaktadir. Keyden o©nce bir solutenin bir sivi
icerisindeki ¢cozunarlgli superkritik bir alkgkan icerisindeki ¢ozunurfiinden
daha yuksektir. Bir byka ifade ile stperkritik akkan demek, stper ¢ozlci
demek degildir. Zira superkritik CQ bir sivi deildir. Sadece ygunlugu
arttinldiginda sivi ¢oziculere benzemektedir. Zaten supirkakiskandaki

¢6zunurlik ygunlugunun artiriimasi ile sivininkine yakhaaktadir. Dger
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taraftan, yuksek difflizivite ve dik bir viskoziteye sahip olmasinin neticesinde
kitle iletiminin hizli birsekilde gerceklgmesi ve proses suresinin kisalmasi, az
miktarlarda c¢6zicu tuketimi ve elde edilen Gruntaditesinin daha yiksek
olmasi gibi [167] Ustln yonlerinin olmasi SC-£ékstraksiyonu metodunu daha
cazip hale getirmektedir. Nitekim sokslet yonteit@ gerceklgtirdigimiz
denemeler 1 gun surmodlmasina ramen, SC-CQ ekstraksiyonunda bglem 2
saatte tamamlangtir. Ayrica 5 g yaprak icin sokslet metodunda 12b sivi
¢bzicu kullaniimgken, SC-CQ ekstraksiyonu yonteminde G@ devrettigi

g6z onune alinirsa, en fazla 60 mL sivi ¢ozucudranstir.

Dolayisiyla kullanilan her yontemin kendi icindetisir ve eksiklikleri
olacgzindan, bir yonteme karar verirken amag¢ ve imkad@irultusunda bir
secim yapilmaldir.  Uretilen Grinin hangi amagcletilecesi ve modern
yontemler icin yeterli alt yapi ve butcenin olupnalmasi gibi durumlar tahlil

edilmelidir.

Superkritik akgkan ekstraksiyonu icin yardimci ¢o6zictu konusundsinkéir
teori bulunmamakla birlikte, secimde solutenirglbdulundysu katinin matrisi
ve hedef komponentin (solutenin) o6zellikleri gézutde bulundurulmalidir
[168].

Elde edilen bulgular, genel olarak zeytigaal c¢gidinin genetik yapisinin
yapraktaki fenolik bilglkk profilinde 6nemli farkhliklara yol acgini
gostermgtir.  Fakat toplam fenolik madde icgri acisindan tum tlrlerin

birbirinden ¢ok farkll olmadi gézlenmgtir.

Belirli bir fenolik madde elde edilirken uygun zeytagaci tirinin secilmesi

unutulmamalidir.

Fenolik madde seviyesinin sicak yaz gunlerinde razakgilimi gosterdgi
gorulmistir. Dolayisiyla zeytin gaci yapraklarindan &imevsiminde 6rnek

alinmasi daha yiksek oranda fenolik madde eldenedihi sglayacaktir.
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Su stresi altinda goézlenen fenolik ve aminoasit taniarindaki arty bitkiyi
sulama programlari ve kuraga dayanikli bitki tirlerinin belirlenmesi agisindan
bir dezerlendirme parametresi olarak kabul edilebilir.

Suyun kisith oldgu ya da maliyetinin yuksek olgu durumlarda bitkinin su
stresinden en fazla etkilergli donemin bilinmesi yine sulama programi

acisindan onemlidir.

Su stresi altindaki bitki sadece daha yuksek f&noladde ihtiva etmez. Bu
durumun bir sonucu olarak bir de daha yuksek asitt@n kapasiteye sahip olur
[169]. Bu husus bitkilerden elde edilen ilaclawe bitkisel/diyet takviye

drdnlerinin hazirlanmasinda kalite kontroll aciamdon derece 6nemlidir.

Su stresi altinda daha yuksek antioksidan kapasitahip oldgu gozlenen
zeytin gacinin, reaktif oksijen tirlerinin sebep ogduhiicre hasarina karda
bir savunmaya sahip olgu sonucu ¢ikarilabilir [170].

Bu durum, zeytin gacinin kurak iklim keullarina dayanabilen bir Dbitki
oldugunun da gostergesidir. Ba bir ifadeyle zeytin gaci verdgi tepkilerle

sinirl sulamaya adapte olabilmektedir.

Sudan faydalanma ile plantili olarak, su stresine maruz kalan hasattae el
edilen zeytin yainin daha yuksek oranda fenolik g#@e sahip oldgu kabul
edilmektedir [48]. Boylece su stresi, hem Urtnlyusal 6zellikleri hem de

antioksidan kapasitesi tizerinde etkili olmaktadir.

Kiresel 1sinmanin yol agn mevsimsel d@siklikleri bitki yasami, dolayisiyla
diger canhlarin ygami icin de tehlike okturmaktadir. Yaprandan
cekirdesine kadar tumiyle deerli olan zeytin gacinin stres faktorlerine
dayaniklihk mekanizmalarinin belirlenmesine yokebiemel arstirmalarin,

calistigimiz zeytin @aci tdrleri dginda, dger tirlere de tim yonleriyle
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uygulanmasi ve stres faktorlerinden en az etkiletigterin belirlenerek bu

bilgilerin Ureticilerle paylstlmasinin 6nemi unutulmamalidir.

Bitkilerdeki fenolik madde icegi genetik faktorler ve cevresel faktorlerden
etkilenmektedir. Yapran koyu ysil, yesilimsi sari veya tamamen sarl olmasi
gibi fiziksel durumlar icegiindeki fenolik madde miktarina etki etmektedir. Bu
renkler yaprgin olgunlgunun bir 6lgtiistudir. Dolayisiyla koyu gfleolan geng
yapraklar daha yuksek oranda oleuropein icermektedaprain olgunlgmasi
ile icerigindeki ilgili enzimlerin de etkisiyle metabolik dégiimlerle beraber bu

oran digmektedir.

Ulkemizin Ege Boélgesinde ystirilen Memeli tirii zeytin gacindan Austos
ayinda toplanan yapraklarsgdi yontemler vesartlar ile elde edilen ekstraktlar
icerisindeki oleuropein icerikleri katastirilmistir. Gram kuru yaprak kaa
elde edilen en yuksek oleuropein miktarinin 37.gpatduzu gortlmitir. Tez
calismasinin ABD’de ydritilen safhasinda, Teksas eyatetSan Antonio
sehrinde Haziran ayinda toplanan Sevillano ve Piaggitin &aci turlerinin
yapraklarindaki oleuropein icgme yakin oldgu gorulmtir (Gram kuru
yaprak baina sirasiyla 37.58 ve 33.82 mg). Hatta 1.31 nig/gy yaprak
oleuropein icefii ile Arbasana turl ga¢ yapraklarinin daha glik oleuropein

icerdigi gorulmustur.

ABD’de yapilan argtirmada zeytin gaci tirleri icerisinde en ytksek verime
gram kuru yaprak aa 296.64 mg oleuropein icerefubat ayinda San
Antonio sehrinden toplanan Leccino tiuri zeytigaal yapraklarinda ugdmistir.
Bu miktarin Ulkemizden toplanan orneklerden elddeaden ylksek dgerin

neredeyse 8 kati olmasinin muhtemel sebeglatar olabilir:

1. Ulkemizde toplanan yapgean zeytin &acinin tiiri Memeli olup Ege
Bdlgesi’nin Menemen yoéresinden temin edititi ABD’de calsilan
San Felice, Galleaga, Frantoio, Maurino, Leccinorbasana,
Arbequina, Empeltre, Koroneiki, Taggiasca, Grappdianzanilla,
Oueslati, Santa Caterina, Ligurian, Itrana, Pemdoli Sevillano,
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Chitoni, Picual, Chemlali, Coratina, Mission, Agtkau ve Nichitskaia
tirleri ise ABD, Fransajspanya,italya, Portekiz, Rusya, Tunus ve
Yunanistan orijinlidir.  Dolayisiyla ekstrakte esliek yapraklarin
toplandgl zeytin a@&aclarinin farkh tir ve orijinlerden olmasi
icerigindeki fenolik madde profilini 6nemli derecede é&tknektedir.

. Elde edilen bulgulardan orneklerin iggndeki oleuropein miktarinin
cografi konuma gore de dsstigi rahathkla soylenebilir.  Bati
Anadolu Bélgesi’'nin cgrafi sartlari, iklimi, topr&in niteligi, sicaklik
farklari Teksas'in glneyine benzemgdden icerikte go6zlenen
farklihklar kacinilimazdir.  Nitekim ABD’de callan Arbequina
zeytin &aci tarlerinden toplanan yapraklar dahi ayni oeijisahip
olmalarina rgmen ayni eyalet icerisinde bulunan farkéhirlerde
birbirinden farkli dgerler gosternsiir.

. Oleuropeinin yapran olgunlgmayla berabep—glukosidaz enzimi ile
bozunarak yapraktaki gir bilesenleri olgturmasi s6z konusu
olacaindan, ornekleri toplama zamani da son derece Gnaid
gelmektedir. Ayni kgullarda yetstirilen ve ayni gaclardan toplanan
orneklerdeSubat ayindan Haziran ayina gegerken gozlenen tenoli
madde miktarindaki azalma, zamanla meydana gelemdzunma
olay! ile aciklanabilir. Bazi zeytingaci turlerinde aksi bir durumun
gozlenmg olmasi, farkli yaprak tirlerinin farklh zamanlarda
olgunlgmasini ve dolayisiyla genetik faktorlerin fenolikofie
etkisini gostermektedir. Leccino zeytigae yapraklarinin, tlkemiz
zeytin &aclarindan neredeyse 8 kat fazla oleuropein icardeeyine
toplama zamanlarinin farkli olmasindan kaynakldivaf§ubat ayina
karsilik Agustos ay1).

. Toplanan yapraklarin icggindeki oleuropein miktari, hasat zamanina
bakilmaksizin renk ve yajibi faktorler tarafindan da énemli derecede
etkilenebilmektedir.  Yesilimsi sari ve tamamen sari (dokilme
donemindeki yapraklarda) yapraklar koyusiyeolanlardan daha az
miktarda oleuropein icermektedirler.

. Yapraklardan ekstrakt elde etmeden ©6nce uygulanamune

hazirlama teki@i de deneysel veriyi etkilemektedirSoyle ki, SC-
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CO, ekstraksiyonu caimalarinin bginda enerji harcamaksizin,
maliyetsiz bir sekilde oda temperatiurinde kurutma yontemine
bagvurulmuwstur. Yapraklar kurutulduktan sonra karanlik ve &apir
ortamda saklanmgi ve ekstraksiyona Blrken dallarindan
temizlenerek mutfak tipi bir robot ile ufalangtardir. Calgmanin
fenolik profilin incelendgi asamasinda ise Ornekler toplandiktan
hemen sonra $otucu icerisinde muhafaza ediktii.  Nitrojen
ortaminda, havan ve tokmak ilgidllen yaprak ornekleri ekstrakte
edilene kadar -80 °C’de derin dondurucu igerisirtdéulmustur.
Burada boyut kigultirken numunenin sivi azot ilendioulmasi
muhtemel bir 1Isinmay1 6nlemive termal ve oksidatif bozunmalarin
onlne gecngtir.

6. Ayrica dondurarak giitme parcacik buyuk§il dgilimini mamkin
oldugunca dar sinirlar icerisinde tutmakta yani homdienl
sazlamaktadir. Irili ufakli parcaciklarin olmasi da ekstraksiyon
verimini etkilemektedir.

7. COzucunUn tord, ekstraksiyon sdresi, ortamin sigaklve
ekstraksiyon metodu gibi parametreler ekstraktinlesionini
etkilemektedir.  Klasik ¢o6zlcu ekstraksiyonu, seksmetodu ve
superkritik akgkan ekstraksiyonunun kullanifgli calsmalarda oda
sicaklgindan daha yuksek sicakliklarda gédnistir. Bir
homojenizator yardimi ile 28000 rpm gibi cok yukse&virlerde
karistirma yapilarak kuatle iletiminin arttirllgh denemeler ise oda
sicaklginda gerceklgirilmistir. Yani herhangi bir bozunma problemi
ile kasillasmamak icin I1sinma durumlarindan kac¢iniimaya
calsilmistir.  Nitekim ¢ok hizli bir sekilde kargtirmadan dolayi
Isinmanin olmamasi igin 30 saniyelik ekstraksiyod daniyelik

periyotlar halinde ti¢c defada tamamlasgimni

Zeytin UrUnleri (yaprg, meyvesi, yai, dali ve hatta cekirg® icindeki fenolik
madde miktarlarinin tayin yontemi de ¢ok dnemlidiantitatif analizler icin bu
calsmada farkli yontemlerden faydalaniktm. Calsmanin ilk safhasinda
oleuropein gibi molekul @rligi biyuk, polar maddeler i¢cin son derece hassas,
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kromatografik bir saflggirmaya ve/veya turevlendirme saanasina gerek
duymayan LC-ESI-MS/MS cihazi kullanilgtwr. Bu yontemle bir ornek
icerisindeki oleuropein analizi 8.5 dakika gibi c¢okisa bir slrede

tamamlanirken, aynglem HPLC ile 45 dakika surngtur.

Dunya niufusunun buyidk ganlugunun tibbi bitkilerden elde edilen ekstrelerle
tedavi edildgi ve dunyadaki toplam zeytingaglarinin % 10’'undan fazlasinin
ulkemizde oldgu distunulirse, ulkemizde yatirilen bu deerli bitkinin
Ozellikle de farmakolojik etkileri ci#tli arastirmalarla kanitlanngi olan
yapraklarinin kendi Ulkemizdeslénerek ilag hammadesi Uretiminde kendi
endustrilerimizi kurup kendi gak sorunlarimizin ¢ézimda igin ¢eik edilmesi
hatta daha da ileri gidilerek dinya pazarlarinalngesi tlke ekononomisi

acisidan buyuk katki geayacaktir.

Yapilan bu cakmadan ¢ok fazla uzakiamadan da elde edilen ekstraktin finansal
acidan 6nemini anlamak mumkidndar. Zira bu tezsiges! sirasinda bilimsel
maksatla kullaniimak tzere yurtsthdan ithal edilen saf oleuropeinin 40 mg’i
icin 1050 TL 6denmnstir. Bu kadar az bir miktar igin bile katma g yurt
disinda kalmgtir. Bizzat bu durum bile zeytin yagnain icergindeki fenolik
bilesenlerin 6zellikle de oleuropeinin ne kadage#di oldugu hakkinda bir bilgi

vermektedir.

Bu tez camasindan elde edilen bulgular, burada unutulmargasekli bir
diger ¢ok ©Onemli hususun, bilim dallar arasindaki birligi oldugunu
gostermektedir. Kimyagerlerin, kimya muhendislerin ve ziraat
mihendislerinin beraber cginasiyla meyvesi, ya, dali, koki ve yapg ile
cok deserli olan zeytin gaclarindan g#ikli beslenme, kozmetik, ilag ve gida
endustrileri gibi dier sanayi kollarina pazar imkangkama, katma dgerin yurt
icinde kalmasi ve istihdam imkani gibi ekonomimizni 6nemli alanlarda

katkida bulunulmahdir.
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EKLER

Sekil E.1: Denemelerde kullanilan zeytigaa1 yapraklarinin temin edilgli“Sandy Oaks Olive
Orchard” isimli zeytin bgi (San Antonio, Teksas).
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Sekil E.2: Denemelerde kullanilan Arbequina tiritazeggaci yapraklar
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Sekil E.3: “United States Department of AgricultuResearch, Education and Economics,
Agricultural Research Service (USDA-ARS)” isimliggtirma merkezininin zeytin agarma
serasil.
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Sekil E.4: Koroneiki ve Arbequina zeytirgaclarinin muhafaza edilgli sera igerisinde bulunan
iklim odalart.
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Sekil E.5: Koroneiki ve Arbequina zeytirgaglarinin 23.7 - 37.4 °C’ de (engik - en ylksek)
muhafaza edildi, sera igerisinde bulunan iklim odasi.
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