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OZET

EGE BOLGESINE AIT ZEYTIN YAPRAKLARINDAKI OLEUROPEIN
ICERIGININ HPLC iLE TESPIiTi VE ANTIOKSiDAN ANALIZLERINIiN
BELIiRLENMESI

Amag: Zeytin agaci1 (Olea europaea L., Oleaceae) yetistiriciligi tilkemizde sektorel bir
Onem tasimaktadir. Zeytin iireticiliginin yan {iriinii olarak gordiigiimiiz zeytin yapraginin
fenolik bilesigi olan oleuropeince zengin oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismanin amaci ii¢
farkli bolgeye ait zeytin yapraginda bulunan oleuropein igeriginin HPLC ile tespiti ve
karakterizasyonunu belirlemek ve elde edilen ekstraklarin antioksidan aktivitelerinin

degerlendirilmesidir.

Metod: Balikesir, Aydin ve Mugla’nin farkli tiir zeytin yapraklari maserasyon ve
dekoksiyon (refluks) yontemleri kullanilarak ekstraksiyon elde edildi ve kolon
kramotografisi ile saflastirildi. Zeytin yapragi ekstraktlar1 ve saflastirmadan elde edilen
eksraktlar oncelikle HPLC ile karakterizasyonu yapildi. Ardindan DPPH ve FRAP

yontemleri ile antioksidan aktiviteleri hesaplandi.

Bulgular: Balikesir-Edremit yoresinden temin edilen zeytin yapraklarindan alinan etanol
ekstraktinda HPLC sonuglarina gore; BE-1 igin (40°C, dekoksiyon) 283,69 mg/g ve
toplam oleuropein igerigi %9.44 verimle ve BE-2 igin (20°C, maserasyon) 310 mg/g ve
toplam oleuropein igerigi %6,9 verimle en iyi sonuglar elde edilmistir. Balikesir-Edremit
yoresinde BE-1 i¢in elde edilen ekstrak verimi %33.2 (16,634g/50g) iken diisiik sicaklikta
BE-2 i¢in ektaraksiyon verimi %21.87 (10,935g/50g) olarak tespit edilmistir. DPPH
yontemi sonucu en yiiksek antioksidan kapasite Mugla-Delice (MD-2) i¢in 2.1 £ 0.19
ICso olarak belirlenirken FRAP yonteminde en yiiksek antioksidan sonuglar yine
Balikesir-Edremit yoresine ait ekstraktlara (BE-1, BE-2; sirasiyla 21.28 + 0.15
ekuvalent/mmol AA, 21.68 £ 0.11 mg ekuvalent/mmol AA) ait oldugu tespit edilmistir.

Sonug: Tiirkiyenin 3 farkli iline ait 5 farkli bolgeden temin edilen tiim ekstraklarin ve bu
ekstraklardan izole edilen yiiksek oleuropein igerikli izolatlarin standart olarak kullanilan
Askorbik Asitten 4 ila 20 kat daha yliksek antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir.
Bununla birlikte ekstraktlar arasinda en yiiksek verim ve oleuropein igerigine sahip

Balikesir-Edremit bolgesine ait ham ekstraklarin (BE-1 i¢in 21.28 + 0.15 mg



ekuvalent/mmol AA; BE-2 i¢in 21.68 + 0.11 mg ekuvalent/mmol AA) FRAP yonteminde
en yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi ve DPPH yonteminde ise OL-1 i¢in 2.46 + 0.3
ICso (izolat) ve Mugla-Delice igin 2.10:0.19 I1Cso (MD-2, 20 °C’de) ekstaraktinin en

yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan aktivite, HPLC, Oleuropein, Zeytin yapragi (Olea

europaea L.)



ABSTRACT

DETERMINATION OF OLEUROPEIN CONTENT IN OLIVE LEAVES
FROM AEGEAN REGION BY HPLC AND DETERMINATION OF
ANTIOXIDANT ANALYSIS

Objective: Olive tree (Olea europaea L., Oleaceae) cultivation has a sectoral importance
in our country. It is known that the olive leaf, which we see as a by-product of olive
production, is rich in oleuropein, a phenolic compound. The aim of this study is to
determine and characterize the oleuropein content in olive leaves from three different

regions by HPLC and to evaluate the antioxidant activities of the extracted extracts.

Method: Different kinds of olive leaves of Balikesir, Aydin and Mugla were extracted
using maceration and decoction (reflux) methods and purified by column
chromatography. Olive leaf extracts and extracts obtained from purification were first
characterized by HPLC. Then, antioxidant activities were calculated with DPPH and
FRAP methods.

Results: According to HPLC results of ethanol extract taken from olive leaves obtained
from Balikesir-Edremit region; The best results were obtained for BE-1 (40°C, decoction)
with a yield of 283.69 mg/g and total oleuropein content of 9.44%, and for BE-2 (20°C,
maceration) with a yield of 310 mg/g and total oleuropein content of 6.9%. While the
extract yield for BE-1 in Balikesir-Edremit region was 33.2% (16,6349/50q), it was
determined as 21.87% (10,9359/50g) for BE-2 at low temperature. While the highest
antioxidant capacity was determined as 2.1 + 0.19 IC50 for Mugla-Delice (MD-2) as a
result of the DPPH method, the highest antioxidant results in the FRAP method were
again for the extracts from the Balikesir-Edremit region (BE-1, BE-2; 21.28 + 0.15
equivalents/ mmol AA, 21.68 + 0.11 mg equivalent/mmol AA).

In conclusion: It has been determined that all extracts obtained from 5 different regions
of 3 different provinces of Turkey and isolates with high oleuropein content isolated from
these extracts exhibit antioxidant activity 4 to 20 times higher than the standard Ascorbic
Acid used. However, among the extracts, crude extracts from Balikesir-Edremit region
with the highest yield and oleuropein content (21.28 & 0.15 mg equivalent/mmol AA for
BE-1; 21.68 £ 0.11 mg equivalent/mmol AA for BE-2) had the highest antioxidant in the



FRAP method. It was determined that the extract showed the highest antioxidant activity
in the DPPH method, 2.46 + 0.3 IC50 (isolate) for OL-1 and 2.10+0.19 IC50 (MD-2, at
20 oC) for Mugla-Delice.

Keywords: Antioxidant activity, HPLC, Oleuropein, Olive leaf (Olea europaea L.)
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1. GIRIS

Zeytin agaci (Olea europaea L., Oleaceae) Akdeniz iilkelerindeki en 6nemli agaglardan
biridir. Tiim Akdeniz bolgesinde ve Gliney Avrupa iilkelerinin ¢ogunda yetisir. Ayrica
zeytin agaci yenilebilir meyve olarak ve yag elde etmek amaciyla yetistirilmektedir.
Akdeniz bolgesinde yaklasik sekiz milyon hektar ekili zeytin agaci bulunmaktadir. 1854
yilinda zeytin yapragi ekstresinin ates ve sitmayr tedavi etmede etkili oldugu
aragtirtlmistir. O zamandan beri, bircok arastirmaci hipotansif, hipoglisemik, koroner
dilatator, antiaritmik, antiiirisemik, antioksidan, anti-tamamlayici, antimikrobiyal, tiroid
uyarici, antiviral ve anti-HIV  aktivitelerini  zeytin  yapragi  ekstraktini
incelemistir (Altinyay, 2006).

Oleuropein, kumarin benzeri bilesenler sinifina ait olan sekoiridoidlerin bir
tiyesidir. Oleaceas, Gentianales, Cornales familyasinin bitkilerinde bol miktarda bulunan
bir sekoiridoid glikozittir. Zeytin agacinin (Olea europaea L.) yapraklarinda bulunan en
yaygin aktif bilesiklerden biridir. Arkeolojik kalintilara gére M.O. 6000 yilina kadar
uzanmaktadir. Zeytin "Akdeniz diyeti" ile iliskili ana lipid kaynagi olan sizma zeytinyagi
tiretmek icin kullanilmaktadir. Diisiik kardiyovaskiiler hastalik insidansi dahil olmak
lizere gesitli saglik yararlarina faydalari ile iligkilendirilir. Bu faydalar, genellikle sizma
zeytinyaginin uygun yag asidi bazli bilesimi ve benzersizliginden sorumludur. Bunlar
cesitli kiiciik bilesenlerin (6rnegin, karotenoidler ve polifenoller) olusumudur. Sizma
zeytinyagi, zeytinlerin mekanik veya diger yontemlerle ezilmesiyle elde edilir.
Oleuropeini olusturan bilesikler: hidroksitirosol (3,40 dihidroksifeniletanol), elenolik asit
ve glikoz. Agagta, oleuropeinin sifa verdigine inanildig1 bilinmektedir. Ayrica agacta
bocek ve enfeksiyonlara karsi direng sagladigi belirtilmistir. Ozellikle Akdeniz’de
tiretilen en 6nemli tarim iriinlerinden biri olan Zeytin (Olea europaea), diinyanin en
dayanikli agaglarindan biridir. Yiizyillardir diilnyada yetistirdigi tim bolgelerde insanlar
cesitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in geneleksel tipta zeytin yapragimi kullanmislardir.
Akdeniz tilkeleri diinya zeytin liretiminin yaklasik yarisini karsilamaktadir. Bolge halkina
onemli ekonomik faydalar ve gerekli besin maddelerini saglar. (Soni, 2006).

Tiirkiye'nin zeytin iiretim istatistiklerine gére TUIK, 2019 yilinda 182 milyon
zeytin agacindan 28 milyonunun kirag¢ yasta oldugunu ve toplam tiretimin 1,5 milyon ton
oldugunu bildirdi. Son zamanlarda pek ¢ok bilimsel arastirmanin zeytin agaci, 6zellikle
zeytin, zeytinyag1 ve zeytin yapragi gibi Uriinler lizerinde yogunlastig1 goriilmektedir (El,
2009) Zeytin, proteinler, vitaminler, mineraller gibi insanin giinliik beslenmesi i¢in
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gerekli besinleri igermektedir ve su viicudun emilen besinlerden daha iyi yararlanmasini
saglar. Ayrica antimikrobiyal ve antioksidan etkilerinden dolay1 saglik {izerinde olumlu
etkilere sahiptirler (Yamankaradeniz, 1981).

Zeytinyagi iiretiminin yan iirlinleri, zeytin yapragi, zeytin prina ve zeytin atigi
(karasu) olarak alt bolimlere ayrilabilir. Toplanan zeytinlerden yag elde etmek igin
degirmende islenirken elde edilen zeytinlerin agirliginin %5'1 kadar olan zeytin
agaclarindan hasat ve harman isleminden sonra 25 kg zeytin yapragi elde edilmektedir
(Delgado-Pertinez, 1998). Arastirmalar, zeytinyagi ¢ikarma islemi sirasinda elde edilen
zeytin yapraklarinin ham protein degerinin diisiik, seliiloz ve lignin kimyasal bilesiminin
yiiksek oldugu, saman ve saman kisimlarini ayirarak hayvan yemlerinin besin degerini
artirdigini gostermistir (Alibes, 1982; Amici, 1982). Bununla birlikte zeytin yapraklarinin
besleyici degerine iyilestirme yapilarak ruminant hayvanlarin rasyonuna kaba yem
kaynagi olarak kullanilabilecegi ve bu konuda yapilan ¢aligsmalarin az olmasi nedeniyle
deneysel yoniiyle incelenmesi gerektigi bildirilmistir (Amici, 1982). Zeytin yapraginin
bolgesel olarak ¢ogunlukla hayvanlarin beslenmesinde, kirsal bolgelerde ve yerel
isletmelerde yakit (prinaya katki malzemesi) olarak kullaniminda degerlendirildigi
goriilmektedir. Bunun haricinde ¢ok biiyiik bir kismi1 da dogada yok olup gitmektedir.
Ulkemiz, zeytincilik ve zeytinden elde edilen iiriinler agisindan diinya iizerinde gok
onemli bir cografi konuma sahip olup fakat zeytin yapraklar1 yeteri kadar
degerlendirilememektedir. Ozellikle igeriginde yer alan oleuropeinin endiistriyel olarak
elde edilmesi gereken ¢ok kiymetli bir etken maddedir. Oleuropein; kimyasal ham madde
tiretiminde yerli kaynaklarin degerlendirilmesi, gida analizlerinde standart madde olarak
tiretilmesi, gidalarda takviye edici gida veya gida katki maddesi olarak kullanilmas1 ve
kalp-damar (Hansen, 1996) hastaliklarina yonelik tedavi siireglerinde kullanilmasi gibi
onemli etki degerine sahip bir ham maddedir. Bu agidan katma degeri yiiksek endiistriyel
iirlin olarak {iretilmesi ve bu alana yatirim yapilmasi hem tilke ekonomisine hem de yerli
hammadde iiretimine 6nemli katki saglayacaktir.

Calisgmamizda Ege bolgesinde o6zellikle Mugla, Aydin ve Balikesir yorelerinde
yetistirilen zeytin yapraklarindaki oleuropein miktarini belirlemek amactyla numuneler
temin edildi. Zeytin yapraklarindan dekoksiyon ve maserasyon yontemleri ile
ekstraksiyon hazirlanmis olup ekstraksiyonlarin saflastirilmasiyla zenginlestirilmis
oleuropein elde edilmistir. Zeytin yapragi ekstraksiyonlar ve saflagtirilmis ekstraktlarinin
HPLC ile karakterizasyonu belirlenmistir. DPPH ve FRAP yontemleri kullanilarak

antioksidan aktiviteleri hesaplanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Zeytin Agaci ve Tarihcesi

Isminin kokeni Yunanca elaia ve Latince olea’dan gelen zeytin, oleaceae familyasina
aittir. Zeytin agaci yiizyillardir var olmus bilinen en eski bitkilerden biridir. Kokiinden
govdesine, dalindan yapragina, ¢igeginden meyvesine her bolgesi ayr1 zenginlikte olan
bu bitki pek ¢ok farkli cografyalarda yetismis ve halen yetismektedir. Cogunlukla 2-10
metre arasinda boy veren zeytin agaci 15-20 metreye kadar da cikabilir. Onceleri
meyveleri yesilken ekim-kasim aylari arasinda morararak olgunlasir. Genellikle 300-400
y1l yasayabilen zeytin agacinin 2000 yil gibi uzun Omiirli olmast kurakliktan
etkilenmeyen bir bitki oldugunu kanitlar niteliktedir. Giines goren verimli Killi toprakta
Iyi yetisebildigi gibi fakir topraga da dayanabilmektedir (Kaplan ve Arihan, 2012)

Insanlarla aym tarihi paylasan zeytin agacinin ilk olarak nerede ortaya ciktig
bilinmemekle birlikte, Ege Denizi'ndeki Anadolu, Girit ve Kiklad Adalari'ndan diinyaya
yayildigi tahmin ediliyor. Zeytin agaclariyla ilgili en eski veriler Ege Denizi'ndeki
Santorini adasinda bulunurken, arkeolojik kazilarda 39.000 yillik zeytin yaprag: fosilleri
kesfedilmistir. Kuzey Afrika'nin Sahra bolgesinde yapilan arkeolojik ¢alismalarda M.O.
12.000 yillarma tarihlenen zeytin agaclart bulunmustur. Ayrica 39.000 yil Oncesine
Anadolu'nun bati kiyilarina yerlesen Akhalarin 6nemli bir gida olarak zeytinden
yararlandiklar1 bilinmektedir (Yurtoglu, 2019).

Zeytin yetistiricilerinin yillar igindeki goézlemleri zeytin agacinin gévdesindeki
her nokta, yerin altindaki kisim ve etrafindaki sirtlar koklenme 6zelligine sahiptir. Bir
zeytin agaci yaslansa, govdesi ¢iiriise veya kismen kurusa bile filizler canlanacak ve yeni
fidanlar olusturacaktir. Orman yanginlarinda bile yanmis zeytin agaglarinin kisa siirede
filizlendigi goriilmiistiir. Zeytin agact meyve vermekten fazlasini yapar. Dallari, yagi,
kokleri ve yapraklariyla da atalarina katki saglar. Zeytin agaci yapraktan ¢ekirdege bir¢ok
yonden degerlendirilir. Zeytin agact o kadar degerlidir ki hi¢bir elementi kaybolmaz.
Gecmiste siis, yiyecek ve yakit olarak kullanilmistir. Giiniimiizde ila¢ ve kozmetikte
giderek artan bir bilesen olarak kullanilmaktadir (Tarbiat, 2022). Tabaklar, kasiklar,
catallar, masa ve zeytin odunu bunlara 6rnektir. Sofralik zeytinin meyve ¢esitlerinden,
zeytin ¢ekirdeklerinden yapilan tespihler, bilezikler ve kolyeler bulunmaktadir.
Zeytinyagindan, besin maddelerinden, gida koruyucularindan ve sabunlardan,

kiispesinden giibre ve yakit elde edilir. Zeytin agaci sert ve dayaniklidir. Zeytin agacinin



budanmasindan sonra olusan odun yaglar1 goz oniine alindiginda, yakacak odun esasli en
kalorili agactir (llgar, 2016).

Zeytinin iilkemize Gilineydogudan, Suriye iizerinden ve Akdeniz kiyilar1 boyunca
yayildigina inanilmaktadir. Zeytin, Giineydogu Anadolu'da Mardin'in giineyinden
baglayarak, Akdeniz, Ege ve Marmara'nin kiy1 kesimleri ve ovalari ile Karadeniz
kiyilarindaki yerlesimler olmak iizere lilkemizde yayilis alan1 bulabilmistir. Rakiminin
diisiik olmas1 nedeniyle i¢ kesimlerde (Kahramanmaras, Karaman, Burdur, Denizli,
Bilecik, Adiyaman, Eskisehir, Isparta) zeytin yetistiriciligine uygun iklim kosullarina
sahip siirli sayida zeytinlik bulunmaktadir. Tiirkiye'de Akdeniz bitkisi zeytinin
gelisimini ve yetistiriciligini iklim faktorleri belirlemektedir. iklim, sicaklik ve yags; Kar,
bagil nem, sis, dolu ve riizgar faktorleriyle birlestiginde zeytin yetistiriciligini biiyiik
olgtide etkiler (Meltem ve Varol, 2015).

Sekil 1. ibadet temsil eden zeytin agaci resmi

2.2. Diinya’da ve Tiirkiye’de Zeytincilik

Zeytin agac1 25 cins ve 600 tiirden olusur ve yaprak dokmeyen bir bitki olarak
tanimlanmaktadir. Diinyada 2019 yilinda 20 milyon ton zeytin iiretimi yaklasik 10 milyon
hektarlik alanda yapilmistir (Salik ve Cakmake1, 2021). Akdeniz bolgelerinde makilerde
dogal olarak yetismektedir ve bu iklime sahip iilkelerde kiiltiirii yapilmaktadir. Diinyada
zeytin iireticiliginin %82.98’i Akdeniz bolgesinden olusmaktadir. Ispanya, italya,



Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Portekiz, Fas, Suriye ve Cezayir zeytin iiretiminin en ¢ok
oldugu iilkeler arasinda gosterilmektedir (Arslan ve ark., 2017; ve Ghomari ve ark.2020).

Icerdigi fizyolojik olarak aktif polifenoller sayesinde zeytin, beslenme acisindan
Akdeniz diyeti igerisinde 6nemli bir konuma sahiptir ve bu 6zelliklerinden yola ¢ikarak
zeytin yapragi 6ziitii de halk sagliginda kullanilmistir (Altiok ve ark., 2008).

Tiirkiye'de zeytinin Ege, Akdeniz, Marmara, Giineydogu Anadolu ve Karadeniz
bolgelerinde uygun ekolojik kosullarda yetistirilmesi dikkat ¢ekmektedir (Tablo 1).
Tiirkiye'nin zeytincilik alani, toplam tarim alaninin %2.3"inii olusturmakta olup, bag ve
bahgelik alaninda dokuzuncu sirada yer almaktadir (Bagaran, 2019).

Zeytin Uretimi ile ilgili olarak, Tirkiye diinyadaki diger zeytin iireten iilkeler
arasinda zeytin agaci yogunlugu acisindan dnemli bir konuma sahiptir. Bu nedenle sayili
iilkelerden biri haline gelmistir. Tiirkiye'nin farkli bolgeleri farkli zeytin tiirleri {iretir.
Diinyadaki toplam zeytin iiretiminin ¢ogu Akdeniz iilkelerinde ger¢eklesmektedir. Yani
zeytin agaclari en yaygin olarak Akdeniz'dedir. Zeytin, Giineydogu Anadolu'da Mardin'in
giineyinden baslayarak Akdeniz, Ege, Marmara'nin kiy1 ve ova bdlgeleri ile Karadeniz
kiyilarindaki yerler olmak {izere iilkemizde yayilis alanlar1 bulabilmistir. Kiy1 bolgeleri
disinda, algak rakim nedeniyle iklim kosullarinin zeytin yetistirmeye elverisli oldugu i¢
kesimlerde sinirlt miktarda zeytinlik bulunabilir (Koca, 2004).

Zeytin, diinyada bilinen ilk agaglardan biridir. Ulkemizdeki elverisli kosullar sayesinde
zeytin iretimi gerceklesmektedir. Her bolgenin toprak yapist ve iklim kosullar1 gibi
ozellikleri farkli zeytin tiirlerinin yetistirilmesine imkan vermektedir. Kiiltlir zeytini;

sofralik zeytin ve yaglik zeytin basta olmak tlizere birgok alanda kullanilmaktadir.



TURKIYEDE ZEYTIN YETISTIRICiLiGi YAPILAN YERLER
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Sekil 2. Tiirkiye’de zeytin agaci bulunan iller haritas: (TUIK, 2019)

Tirkiye'nin en 6nemli zeytin iiretim bolgelerinden biri olan Ege Bdlgesi, iilke
tiretiminin %7'sini kargilamaktadir (Tablo 1). Cogu zeytin yag olarak kullanilir. Zeytin
Marmara bdlgesinde yetistirilmekle birlikte genel olarak sofralik zeytin {iretimi
yapilmaktadir. Merkez Gemlik ilgesidir. Akdeniz, ilkenin {iretimini karsiliyor.
Gilineydogu Anadolu bolgesinde iiretim, daha kiiciik dlgekte de olsa, Akdeniz iklimine
sahip bolgelerde gerceklesmektedir. Bu bdlgeden ¢ogu iiriin petrol olarak kabul edilir.
Karadeniz bdlgesinin iklim sartlarindan dolayr zeytin iiretimi %0.6 civarinda
olabilmektedir (Diilger, 2004).

Zeytin yapraginin Tirkiye’de idrar sokiicti, istah acici, ates diistliriicii ve kabiz gibi
%51k infiizyon halinde dahilen kullanilmaktadir. Seker hastaligina karsi kullanimi da
mevcuttur. ltihapli yaralarin temizlenmesi ve pansumaninda da kullanildig
bilinmektedir (Arslan ve ark., 2017). Ayrica obezite problemlerine karsi koruma
saglamak icin de lipid metabolizmasini gelistirir ve protein sindiriminin bir aktivatorii

olan triagilgliserol emiliminin inhibitori gibi goriinmektedir (Bahsi ve ark., 2016).



2.3. Zeytin yapragi

Zeytin yapragi (Olea europaea L.), iklim sartlari, toprak, olgunluk derecesi ve depolanma

kosullar1 gibi farkli etkenlere bagli olarak ve zeytin agacinin gigekleri ve meyvelerinden

farkli olarak 6nemli miktarda fenolik bilesik igermektedir (Benavente-Garcia ve ark.,

2000; Ranalli ve ark, 2006). Zeytin yapragindaki en baskin bilesigin oleuropein oldugu

bilinmektedir. Bourquelot ve Vintilesco tarafindan ilk kez 1908 yilinda kesfedilmistir

ancak ama yapisi 1960 yilinda tamimlanmistir. Hidroksitirozol, luteolin ve apijenin

flavon-7-glikozitleri ve verbaskozit ise oleuropeini takip eder.

Hidroksitirozol,

oleuropein i¢in temel parg¢alama {iriiniidiir (Bayram ve ark., 2020; ve Yildiz ve Uylaser,

2011).

Tablo 1. Zeytin yaprag: bilesenleri tablosu

Zeytin Yapragi Bilegenleri

Fenolik Bilesikler Lipofilik Bilesikler | Terpenler
S Fenolik  [Fenolik Asitler ve . [ Doymus Oleanolik
$6k0II’Id0Id|er Alkoller Tiirevleri Flavor_10|dler Hidrokarbonlar Asit
; : Vanilik . .
Oleuropein Tirosol Asit Flavonlar Flavonollar Skualen {Maslinik Asit
Dimetil Hidroksit Kafeik Luteolin-7- . -
| oleuropein irosol Asit 0-glukozit Luteolin Vaks | alfa-amirin
Verbaskozit Vanilin -~ 'HEG0E Rutin ' alfa-tokoferol
- 7 Apigenin-7- P I
Ligtrosid O-glukozit ~ Apigenin 1 Trigliseridler
Oleurosid Dé?;mektci)’z‘gz *  Diosmetin | beta-karoten
Katesin | Lineer Alkoller

| Yag Asitleri

Digerleri

Mannitol



Zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin biiyiik bir kisminin gii¢lii bir
radikal siipiiriicii etkiye sahip oldugu, kan basincini diislirdiigii, koroner arterdeki kan
akigin1 arttirdigt ve bagirsak spazmlarmi Onledigine dair veriler bulunmaktadir
(Benavente-Garcia ve ark., 2000; Sahin ve Samli., 2013; Ghanem ve ark., 2019).

Fenolik asitlerin bilesiklerinin bazilari; flavonoidler (apigenin 7-O-glukozit, rutin,
luteolin 4-O-glukozit, lutein 7-O-glukozit), fenolik alkoller (tirosol ve hidroksitirosol) ve
sekoiridoidler (oleuropein)dir. Feniletanoidler grubuna ait olan oleuropein, zeytin
meyvelerinde, yapraklarinda ve zeytin preslerinde en bol bulunan fenolik bilesiktir.
Zeytinyagt %0,005-0,12 oleuropein, %0,9'a kadar zeytinyagi ve %1-14 zeytin yapragi
icerir. (Caporaso ve ark., 2018). Olgunlasmamis zeytine aci tadin1 veren oleuropeinin
antibakteriyel, antitiimdr, antikanser, kalp koruyucu, hipotansif ve hipolipidemik etkileri
cesitli arastirmalarla saptanmistir (Benavente-Garcia ve ark., 2000; Rahmanian ve ark.,
2015; Ghanem ve ark., 2019).

Zeytin yapraginin kimyasal bilesimi; agag tiirii, yetisme iklimi, bolge, dal ve agag
iliskisi gibi parametrelere gore degismektedir. Zeytin yapraklar1 esas olarak tanenler,
ucucu yaglar, regineler ve organik asitler icerir. Bir¢ok fenolik bilesik hem zeytinde hem
de zeytin yapraginda bulunur. Oleuropein bilesigi zeytin meyvesinin tim kisimlarinda
(¢ekirdek, kabuk, kiispe) bulunmasina ragmen, en yiiksek konsantrasyon zeytin
yapraklarindadir. Zeytin yapragi cayinin igerdigi fenolik bilesikler nedeniyle 6nemli
antioksidan kapasitesi ile DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve hidrojen peroksit
radikallerine kars1 antioksidan aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Sar1, 2017).

Zeytin yapragi, zeytin hasadi sirasinda atik yan {riin olarak kullanilan
maddelerden biridir, agaglarin budanmasi ve zeytinyaginin ekstraksiyonu dncesi yapilan
islemler sirasinda elde edilir (Bahsi ve ark., 2016). Zeytinyag: isleme sirasinda agiga
c¢ikan yan irilinler ve atiklar biyoaktif bilesenler bakimindan Onemli potansiyel

kaynaklardir (Salik ve Cakmakgi, 2021).

2.4. Zeytin Yaprag: Ekstrakti

Zeytin yapra8i ekstraktinin ana bileseni olan oleuropein, zeytin agaci yapraklarinda
biiyiik miktarlarda ve zeytinyaginda diislik miktarlarda bulunan kompleks bir fenoldiir ve
zeytinyagmin acit tadi ve keskin aromasindan sorumludur. fn vitro ¢aligmalar,
oleuropeinin bir antitimor bilesik gibi davrandigini, trombosit aktive edici faktor
aktivitesini inhibe ettigini, fare makrofajlar1 tarafindan nitrik oksit tiretimini arttirdigin

ve inflamatuar mediator tiretimini azalttigin1 gostermistir (Mourtzinos ve ark., 2007).
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Haddadin (2010) tarafindan yapilan arastirmada farkli ¢oziiciiler ile elde edilen
zeytin yapragi ekstraktlar: ve bagirsak kaynakli mikroorganizmalar olan Bifidobacterium
infantis, Lb. acidophilus eklenmistir. Mikroorganizma sayist ve kisa zincirli yag
asitlerinin Uretimindeki artisini izlemek i¢in zeytin yapragi ekstraktlari kullanilmistir.
Ekstrakt ilavesi ile kisa zincirli yag asidinin ve mikroorganizma sayisinin arttigi
gozlemlenmistir. Ekstrakt ilaveleri yapildiginda her ii¢ ekstraktin kontrol gruplarina
nazaran kisa zincirli yag asidi ve mikroorganizma sayisinin arttigi gorilmustiir.
Bahsedilen iki bakteri tiirii iginde zeytin yapraginin etanol ile ekstre edildigi tespit
edilmistir. Arastirmada, sonug olarak zeytin yapraginda ekstresinde bulunan polifenol
bilesiklerin probiyotik bakterilerin etkenligini gelistirdigi vurgulanmistir. Bu sebeple
giinliik diyete zeytin yapragi ekstrakti ilave edildiginde saglik iizerinde pozitif etkiler
olusturabilecegine, zararli bakteri olarak bilinen Clostridium spp ve E. Coli ‘nin
etkenligini engelleyebilecegini ve bagirsak mikroflorasini diizenleyebilecegini 6ne

stirilmiistiir (Topuz, 2019).

Zeytin yapragi ekstraktinin kanin pihtilasmasini diizenlemesi, kan dolagimini
rahatlatmasi ve kalbe giden damarlardaki kanin akisini arttirmasi gibi sebeplerle kalp
krizi ve rahatsizligi risklerini Onledigi bunun yani sira LDL (diisiik Yyogunluklu
lipoprotein)’nin oksidasyonunu inhibe ederek kalp-damar hastaliklari riskini azalttig1 ve
kan basincina sebep olan adrenaline etki ettigi tespit edilmistir. Ayrica zeytin yapragi
ekstraktinin bagirsak ritim bozukluklarini azalttigi ve kas kasilmalarini 6nledigi bilmekte
ve anti-tiimor nekrozis faktor etkisi nedeniyle alerji tedavisinde 6nerilmektedir (Peker,
2012).

Soni ve ark. (2006) si¢anlarda yapilan bir gelisimsel toksisite ¢alismasinda, zeytin
0zili ekstraktinin 2000 mg/kg/giin'e kadar (test edilen en yiiksek doz) diizeylerde
dogum/dogum sonrasi veya gelisimsel toksisiteye neden olmadigin1 gézlemlemislerdir.
Sicanlarda yapilan bir oral doz araliginda iireme c¢aligmasinda, 500 ila 2000 mg/kg/giin
arasinda degisen ekstrakt dozlari, ebeveynin iireme performansi parametrelerinin
higbirini (0strus dongiisii, ¢iftlesme, dogurganlik, dogum, emzirme, anne davranisi) veya
dogumdan sonraki bir hafta boyunca yavrularin canliligi, biiylimesi veya gelismesi
incelenmistir. Bir in vitro mutajenite ¢alismasinda, sulu zeytin posasi ekstrakti, S.
typhimurium TA97 ve TA1535 suslarinda metabolik aktivasyon varliginda veya
yoklugunda mutajenik bulunmazken, TA98 ve TA100 suslarinda sonuglar siipheliyken



E. coli ile yapilan genotoksisite deneylerinde mutajenite sonucu kaydedilmemistir. Cin
hamster: yumurtalik hiicrelerinde yapilan kromozom aberasyon ¢alismalarinda, ekstrakt,
metabolik aktivasyon varliginda 1000 pg/ml'de anormal hiicrelerde artislar ortaya
cikarmistir. [n vitro pozitif sonuglarn aksine, bir in vivo mikroniikleus deneyinde,
farelerin ekstrakta maruz kalmasi kemik iliginde polikromatik eritrositlerde artisa neden

olmadigi sonucuna ulagsmistir (Soni ve ark. 2006).

2.4.1 Ekstraksiyon Cesitleri

Ekstraksiyon Latince ’Extrahere’’ (¢ekip c¢ikarma) olarak tanimlanmaktadir ve bu
isimden tiiretilen bir kelimedir. Ekstraksiyon basamagi, analitik iglemlerin vazgecilmez
ve atlanamaz bir parcasi olarak yer alir. Basta alkol, su, organik ¢oziiciiler kullanilarak
bitkisel, hayvansal ve/veya sentetik hammaddelerin saflastirilmasinda, bilesenlerinin
arindirilmasinda ve kararligmin artirllmasi amagclariyla belirli sicaklik ve basingta
gercgeklestirilen bir islem ¢esididir. Karigimdaki maddenin bir fazdan diger faza basing ile
gecirilmesi islemine dayanir. Kalitatif ve kantitatif c¢alismalarda ornek hazirlama
basamagi oldukg¢a 6nemli rol oynar (Eskilsson ve Bjorklund, 2000). Bu nedenle
kullanilacak ekstraksiyon teknigi oldukca yiiksek 6neme sahiptir. Ancak bunun yani sira
her bir teknigin avantajlari ve dezavantajlari bulunmaktadir. Ekstre edilecek numune
icerisindeki bilesiklerin kimyasal yapisi goz oOniinde bulundurularak ekstraksiyon
sirasinda; sicaklik, zaman, ¢oziicii miktart gibi parametreler ekstraksiyon verimini negatif

veya pozitif yonde etkilemektedir (Cujic, 2016).
2.4.1.1. Maserasyon

Madde uygun boyuta getirildikten sonra agz1 kapali bir kapta, oda 1sisinda 24 saat ile 10
giin arasinda ara sira ¢alkalanarak bekletilir. Genellikle tentiir, ekstre ve sivi ekstrelerin

hazirlanmasinda kullanilir.

2.4.1.2. Demaserasyon

Birbirini takiben iki kez maserasyona tabi tutulmasi islemine dimaserasyon denmektedir.
1.Maserasyon; 6 saat-2 giin arasinda siirer. Act maddeler bulunur.

2.Maserasyon; 12 saat—3 giin siirer. 2 maseratta da eterik yaglar bulunur.
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2.4.1.3. Dekoksiyon

Ekstraksiyon sonucu elde edilen droglarin soguk suya ilave edilerek isitilmasi
maserasyonu ile elde edilmektedir. Su banyosunda sik sik karistirilarak yarim saat tutulur

ve sicakligi yiiksek dereceye ulastiginda daha fazla tutulmadan alinir.

2.4.1.4. Infiizyon

Kaynamis su ile kisa siireli temas halinde tutarak elde edilen maserasyon ¢esididir. Su
banyosunda sik sik ¢alkalanarak maksimum bes dakika tutulmasi gerekmektedir. Dogal

droglar hemen ¢6ziinen bilesikleri ve bilesenleri i¢eren ¢ozelti olarak tespit edilmistir.

2.4.1.5. Dijestiyon

40-60°C arasindaki sicakta yapilan maserasyondur. Siire biraz daha uzun tutulur.

2.4.1.6. Perkolasyon

Perkolator adli cam, porselen, emaye ve paslanmaz ¢elikten yapilmis gesitli biiyiikliikteki
cihazlarda perkolasyon islemi yapilmaktadir. Cihazin igine yerlestirilmis boyutta ve
cesitlilikte uygun drog iizerinden, drog i¢indeki maddeleri ¢ozebilen ¢oziicii gegirilerek
yapilan bir ekstraksiyon cesitidir. Islem sonucunda elde edilen iiriine Perkolat ismi

verilmektedir.

2.4.1.7. Sokslet Ekstraksiyonu

Sokslet  ekstraksiyonu 6zel ve maliyeti yiiksek bir cam malzeme de
gerceklestirilmektedir. Kat1 ve yari-kati numuneler i¢in kullanilabilmektedir. Sokslet
ekstraktorii olarak bilinen cihaz en eski ekstraksiyon yontemlerinden birisi olarak
aramizda yer almakta ve hala laboratuvarlarda rutin olarak kullanilmaktadir. Sokslet
ekstraktorii, bir solvent sisesinin icerisinde orta ¢emberde sivi akis borusu (sifon),
sogutucu gorevi goren kondansér cam malzemesi (yogusturucu) ve isitma sisteminden
olusmaktadir (Hotplate-Isitic1 Yiizey). Kati ornek orta ¢emberdeki ekstraksiyon
bolmesinin igerisine yerlestirilir ardindan solvent kismina ¢oziici solvent aktarilir.
Solventin kaynama derecesinin {iizerinde sistem 1sitilir ardindan 1sman solvent
buharlasarak kondansatore hareket eder; yogunlasma olusur ve 6rnege dogru damlama
gerceklesir. Yogunlasan solvent 6rnegi islatir ve solvent seviyesinin sifonun tepesine
ulastiginda, solvent tiim 6rnek bolmesine bosaltarak solvent sisesine geri damlamaya
baslar. Boylece sicak solvent 6rnek igerisinde birkac kere sirkiilasyonu gergeklesir.

Ekstrakte olan ¢ozelti solvent sisesinde kalirken sadece temiz solvent buharlagtifindan
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her sirkiilasyonda taze solvent kullanilmaktadir. Cevrilme sayis1 ve ekstraksiyonun
gerceklestirildigi zaman rapor edilerek kaydedilmesi karsilastirllma yapilmasi igin

Onemlidir.

Sekil 3. Sokslet ekstraksiyonu goriintiisii

2.4.1.8. Refluks (Geri Doniistiiriicii) Sistemi

S1vi olan maddelerin gaz fazina gegcirilip ardindan tekrardan sivi faz haline getirilmesi
icin kullanilan ekstraksiyon yontemidir. Geri donistiiriici sogutucu olarak da
adlandirilabilmektedir. Genel olarak i¢ ige gegirilmis cam borulardan olugsmaktadir. Digta
bulunan borudan sogutmay1 gerceklestirmesi i¢in soguk su gecer, igteki borunun ise alt
ve st tarafinda acik ¢ikislar bulunmaktadir. Bir ucu reaksiyonun gercgeklestigi kaba
takilarak maddenin yogunlastirilmasinda kullanilmaktadir. Diisiik kaynama noktasi
bulunan maddeler ile ¢alisirken en ¢ok uzun boyunlu borular tercih edilmektedir.
e Isiya ve hemen hemen her kimyasala dayanikli ‘Borosilikat’tan camlar tiretilir.
e Yan kollar tercihe gore cam veya plastikten olugmaktadir.
e Propilen yan kol vida baglantisinmi ile govdeye daha kolay ve emniyetli baglanti
saglar ve bu da bizi olas1 durumlardan korumaktadir. ince uzun ¢ubuk seklinde
ortasi bos ve bu boslugun ¢evresinden soguk su gegecek sekilde ayarlanmis bir

ekstraksiyon diizenegidir.
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Sekil 4. Refluks sistemi goriintiisii

2.5. Zeytin Yapragindaki Sekonder Metabolitler

Bitkiler, biliylime ve gelisme ilizerinde dogrudan etkisi olan veya olmayan ¢ok ¢esitli
organik bilesikler iiretir. Primer metabolitler (niikleotidler, amino asitler ve organik
asitler) bitkinin asli fonksiyonlarini dogrudan etkilerken, sekonder metabolitler bitkinin
asli fonksiyonlarina gére dogrudan etkili olmayan bilesiklerdir. Ikincil bilesikler iizerine
yapilan arastirmalarin ilk yillarinda bu maddelerin "islevsiz ve atik" oldugu ileri
siiriilmiistiir (Paech, 1950; Mothes, 1955). Ilerleyen yillarda birgcok bilim insani1 bu
bilesenlerin bitkinin savunma sistemi i¢in ¢ok 6nemli oldugunu agikladi (Stahl, 1888;
Fraenkel, 1959; Levin, 1976; Levinson, 1976; Schildknecht, 1977; Rosenthal ve Janzen,
1979; Harborne, 1986). Sekonder metabolitler, hastaliga ve olumsuz ¢evre kosullarina
kars1 direng sagladiklar1 ve bazi yabani otlar tizerinde allelopatik etkiler gosterdikleri igin,
temel bitki islevleri i¢in en az birincil metabolitler kadar onemlidir (Seigler, 1998).
Sekonder metabolitler ayrica endiistriyel alanlarda boyalar, elyaflar, yapistiricilar, yaglar,
parfiimler, parfiimler ve ilaclarda kullanilmaktadir. Birkag ikincil metabolitin biyolojik
ozelliklerinin tanimlanmasi, yeni ilaglar, antibiyotikler, insektisitler ve herbisitler i¢in
arastirmalarin1 arttirmistir (Zinkel ve Russell, 1989; Dawson, 1994). Ozellikle kiiresel bir
pandemi ilan edilen yeni koronaviriisiin proteaz enzimini inhibe etmek i¢in sekonder
metabolitlerin enzim kanadinin esansiyel amino asitleri ile etkilesime girebileceginin
bulunmasi nedeniyle bu bilesiklerin 6nemi anlasilmistir (Mohammadi ve Shaghaghi,
2020).
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2.5.1. Terpenler

2.000'den fazla bilesik tanimlanmistir (Connolly ve Hill, 1991). Bu bilesikler, bitki
hormonlarinda (gibberellinler, absisik asit), fotosentetik pigmentlerde (fitol,
karotenoidler) ve zarlarin yapisal bilesenlerinde (fitosterol) rol oynar. Terpen adi, grubun
ilk tyelerinin terebentin'den (Almanca "terebentin") izole edilmis olmasindan gelir.
Sadece hidrokarbon igeren terpenler olabilecegi gibi oksijen iceren terpenler de vardir.
Oksijenli terpenlere “terpenoidler” de denir. Terpenler genellikle bitki dokularinda
serbest olarak, bazen organik asitlerin glikozitleri veya esterleri olarak ve bazen de
proteinlerle birlestirilmis olarak bulunur (Boiteau ve ark., 1969Bu grubun bilesikleri koku
potansiyeli acgisindan olduk¢a onemlidir (Ozkaya ve ark., 2018). Terpenler, izopren
birimlerinin (bes karbon) sayisina gore siiflandirilir. izopren birimleri bastan sona
baglanarak diiz zincirler olusturabilir veya bastan basa, bastan ortaya baglanarak halkalar

olusturabilirler (Croteau ve ark., 2000).

2.5.1.1. Hemiterpenler

Hemiterpenler bir izopren birimi igerir ve en kiigiik terpen grubunu olusturur. En iyi
bilinen hemiterpen, fotosentetik olarak aktif dokulardan salinan ugucu bir iriin olan
izoprendir. Bircok C3 bitki tiiriinin folioplastidlerinde izopren enzim sentezi
bulunmaktadir (Croteau ve ark., 2000).

2.5.1.2. Monoterpenler

Iki izopren biriminden olusan C10 terpenoidlerin 1850'lerde terebentin'den izole edilen
ilk terpenoidler oldugu bilinmektedir (Ludwiczuk ve ark., 2017). Monoterpenler damitma
veya ekstraksiyon yoluyla ayrilir ve aroma ve parflimeri gibi énemli endiistrilerde
kullanilir. Bu bilesikler genellikle anjiyosperm esansiyel yagi ve anjiyosperm reg¢inesi
olarak izole edilmistir. Pinenler; daha ¢ok ¢cam, ladin, kdknar gibi agaglarin tirettigi bir
monoterpendir. Bu bilesikler, kabuk bocekleri (Scolytidae spp.) ve patojenik mantarlar
icin toksiktir (Tiring ve ark., 2020). Diinya ¢apinda kozalakl: tiirlerde ciddi hasara neden
olur. Kozalakl tiirlerin ¢gogu, pressimen istilasina monoterpen iiretimini artirarak yanit
verir (Langenheim, 1994). Cicekler tarafindan salinan monoterpenler linalool ve 1,8-
sineol, arilar da dahil olmak iizere tozlayicilar i¢in cezbedici gorevi goriir. 1,8-sineol
ayrica tavsanlar ve geyikler gibi biiylik otcullara karsi bir yaprak besleme inhibitorii
gorevi goriir. Ayrica bu bilesik, baz1 kapali tohumlu tiirlerle rekabet eden bitki tiirleri

tizerinde allelopatik etkiye sahiptir (Croteau ve ark., 2000). Bu grubun 6nemli bilesikleri
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olan limonen ve y-terpen turunggiller grubunun en énemli ugucu bilesenleridir (Ozkaya

ve ark., 2019).

2.5.1.3. Seskiterpenler

C15 terpenoidler, ii¢ izopren biriminden olusur ve 15 karbon atomu igerir (Ludwiczuk ve
ark., 2017). Monoterpenlere benzer sekilde, seskiterpenler ugucu yaglarda bol miktarda
bulunur. Seskiterpenler yaygin olmasina ragmen, bitkisel yaglardan kiigiik bir oran elde
edilir. Cogu tatlandirmak i¢in kullanilir (6rnegin zencefil ve karanfil yagi). Cok sayida
seskiterpenoid, bitkiler tarafindan mikrobiyal etkiye yanit olarak iiretilen antibiyotik
bilesikleri olarak iglev goriir (Croteau ve ark., 2000). Bitki hormonu absisik asit yapisal

olarak bir seskiterpendir.

2.5.1.4. Diterpenler

C20 terpenoidler dort izopren biriminden olusur ve 20 karbon atomu igerir (Ludwiczuk
ve ark., 2017). Diterpenoidler 3 gruba ayrilir. Bunlar, regine diterpenleri, toksik
diterpenleri ve giberellinleri igerir. Baz1 gibberellinler sadece 19 karbon atomuna sahiptir
ve norditerpenoidler olarak kabul edilirler ¢linkii metabolik boliinme reaksiyonu sirasinda

bir karbon kaybederler (Croteau ve ark., 2000).

2.5.1.5. Triterpenler

30 karbon atomlu triterpenler, her biri ii¢ bastan sona izopren birimi olusturan iki C15
zincirinin birlestirilmesiyle sentezlenir (Ludwiczuk ve ark., 2017). Bu biiyiik molekiil
sinifi, brassinosteroidleri, fitosterol membran bilesenlerini, bazi fitoaleksinleri, ¢esitli
toksinleri, besin inhibitorlerini, oleanolik asidi ve ylizey mumlarinin bilesenlerini igerir.
Hemen hemen tiim Salvia spp. (adagayi) tiirleri (Moridi Farimani ve ark., 2013).
Triterpenoid grubuna ait olan saponinler ve kardenolitler birgok bocek i¢in zehirlidir. Bu
boceklerin ¢ogalmasini engeller. Balik ve salyangoz zehiri olarak da bilinirler (Croteau

ve ark., 2000).

2.5.1.6. Tetraterpenler

Tetraterpenler olarak da adlandirilan karotenoidler, yagda ¢oziinen maddeler olarak
bilinir. Bu maddelerin bitkilerde ¢ift islevi vardir, fotosentezi tesvik eder ve ¢icek ve
meyveleri renklendirir. Tetrapenler sebze ve meyvelere (biberiye, domates) kirmizi ve
turuncu renk verir; ¢igekler sari tonlarda (nergis, menekse, nergis) renklerdedir

(Harborne, 1988).
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2.5.1.7. Meroterpenler

Kismen terpenoidlerden tiiretilen biyosentetik olarak karistirilmig dogal {iriinlere
genellikle meroterpenler denir. Antikanser ilaglar1 vincristine ve vinblastine dahil olmak

tizere baz1 alkaloidler yapilarinda terpenoidler igerir (Croteau ve ark., 2000).

2.5.2. Alkoloitler

Alkaloidler insanlar tarafindan 3000 yildir kullanilmaktadir. Insanlik tarihi boyunca bitki
Ozleri tipta ve zehirlerde kullanilmistir. Dogu Akdeniz'de afyon (Papaver somniferum)
lateksinin kullanimi en az M.O. 1400-1200 yillarina aittir. Eski insanlar yilan 1sir1d1, ates
ve delilik gibi birgok rahatsizligi tedavi etmek i¢in bitki 6zlerini kullandilar. Sifali otlarin
kullanim1 Arabistan ve Avrupa'ya yayildiginda iinlii olaylarda yerini almistir. M.O MO
399'da filozof Sokrates'in infazi sirasinda. Conine i¢eren bir baldiran 6zii (Conium
maculatum) igti. M.O Gegen yiizyilda Kralice Kleopatra, goz bebeklerini biiyiitmek ve
erkek politik muhaliflere daha ¢ekici goriinmek igin atropin igeren banotu (Hyoscyamus)
0zii kullandi. Alkaloidler uzun yillardir kullanilmasina ragmen, terim ilk olarak 1819'da
Almanya, Halle'de yerlesik bir farmakolog olan Carl Meissner tarafindan kullanilmistir
(Croteau ve ark., 2000).

Alkaloidler, aktif nitrojen igeren bazik bilesikler olarak tanimlanir. Bocekler bu
bilesiklerin bazilarin1 savunma amacli kullanirlar. Bazi bocek tiirleri, bitkilerde bulunan
pirolizidin alkaloitlerine uyum saglamis ve bu alkaloidleri kullanmak i¢in mekanizmalar
gelistirmistir. Tyria jacobaea (Lepidoptera: Erebidae) larvast genellikle sedum (Senecio
jacobaea) yer. Bu bitkide bulunan pirolizidin alkaloidleri T. Jacobea'y1 yirticilari i¢in itici
kilar (Naumann ve ark., 2002).

Koruyucu bir alkaloidin baska bir 6rnegi, Solenopsis invicta olarak bilinen ates
karincalarinda (Hymenoptera: Formicidae) bulunur. Bu tiir, yeni yuvalar insa ederken
kraligesini korumak ig¢in zehirli alkaloidini kullanir. Bodylece zehir keselerindeki
alkaloidler ates karincalarinin diinyaya yayilmasini saglar (Fox ve ark., 2019). Savunma
amagl kullanilan bir diger 6rnek ise Amerikan lale agacinda bulundu. Bu tiiriin tirettigi
aporfin alkaloidi onu parazitik mantarlara kars1 korur (Diyoke, 2014). Koruma i¢in bir
diger onemli bilesik ise kinolizidin alkaloitleridir. Kinolizidin alkaloidleri, 6zellikle
koyunlar olmak iizere otlayan hayvanlar i¢in toksiktir. Lupinus tiirlerinde bulunurlar ve
ac1 bakla alkaloidleri olarak adlandirilirlar. Aci tatlar1 sayesinde, aci bakla gida
inhibitorleri olarak islev goriir. Tatli ve aci act bakla popiilasyonuna dayanarak,

tavsanlarin aciy1 degil tatliyr kolayca yedikleri bulunmustur (Rosenthal ve Janzen, 1979).
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Baz1 bocekler alkaloidleri feromon olarak kullanir. Creatonotos transiens'in
(Lepidoptera: FErebidae) tane boyutu, larva doneminde beslendigi pirolizidin
alkaloitlerinin igerigi ile dogru orantilidir. Cekirdekler feromonlar i¢in 6nemlidir. Bu
nedenle erkek kelebeklerin ciftlesme basarisi bitkilerden elde ettikleri alkaloidlere
baglidir.

Alkaloidler ayrica bocek oldiiriicii olarak da kullanilir. Tiittindeki nikotin, insanlar
tarafindan kullanilan ilk pestisitlerden biriydi ve en etkili olanlardan biri olmaya devam
ediyor. Bir diger etkili insektisit ise kakao, kahve, kola ve ¢ayin tohum ve yapraklarinda
bulunan kafeindir. Taze kahve cekirdekleri veya cay yapraklarindaki kafein, Manduca
sexta'nin (Lepidoptera: Sphingidae) hemen hemen tiim larvalarini 24 saat i¢inde dldiiriir

(Rosenthal ve Janzen, 1979).

2.5.3. Fenolik Bilesikler

Bitkiler birkag g¢esit fenolik bilesik icerir ve bunlarin kaynagi su ortamindadir. Bitkilerin
topraga evrimsel adaptasyonunda "fitofenolik" bilesiklerin rolii cok énemlidir. Fenoller,
aromatik halkada bir veya daha fazla hidroksil grubu igeren bilesiklerdir (Shahidi ve
Naczk, 1995). Bitki fenolleri havaya maruz kaldiklarinda kolayca oksitlenirler ve
kahverengiye donerler. Bu bilesikler, proteinlerle kompleks olusturan ve enzim
aktivitesini engelleyen iriinler {iretir. Fenolik bilesikler bitkilerin biiylimesinde,
gelismesinde, dollenmesinde ve korunmasinda énemli rol oynamaktadir. Antioksidan
gorevi goren fenolikler agisindan zengin bitkiler, insan hiicrelerindeki mutasyonlari
azaltmanin yan sira kalp hastaliklarini, iltihaplanmayi, kanseri ve diyabeti onlemede
Oonemlidir (Karakaya, 2010).

Son zamanlarda Cin'de ortaya ¢ikan ve ardindan birgok iilkeye yayilan COVID-
19 tiim diinya iilkeleri i¢in potansiyel bir tehdit haline geldi. Su anda bu hastalig1 tedavi
etmek i¢in onaylanmis bir ila¢ yoktur. Su anda, COVID-19 tedavisi i¢in kullanilan ilaglar
esas olarak ana proteazi (Mpro) etkiler.

Khaerunnisa ve ark. (2020), 15 farkli sekonder metabolit {izerinde yapilan bir
calismada, nelfinavir ve lopinavir'in yani sira kaempferol, quercetin, luteolin-7-glucoside,
dimetoxysurcumin, naringenin, apigenin-7-glucoside, oleuropein, curcumin, catechin'in
de potansiyel terapodtik secenekleri temsil edebilecegini gostermistir. . . En popiiler
bilesiklerin potansiyel COVID-19 inhibitorleri oldugunu bildirdiler.

Mohammad ve Shaghaghi (2020), tarafindan sekiz sekonder metabolit iizerine

yapilan bir ¢aligmada, bir proteaz enzimi olan zerdecaldaki fenolik bilesik kurkuminin
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COVID-19 ile giiglii bir etkilesime sahip oldugunu bulmuslardir. Adem ve ark. (2020),
80 farkli flavonoid bilesiginin baglanma enerjilerini COVID-19'un proteaz enzimleriyle
karsilastirdi. Bu sonuglara gore hesperidin, rutin, diosmin, apiin ve diasetil kurkumin,
COVID-19'a kars1 nelfinavir'den daha etkili oldugunu tespit etmislerdir.

Fenolik bilesikler, bitkilerde bazi yonden patojen ve bocek istilasi, UV
radyasyonu ve hasar1 gibi ekolojik ve fizyolojik streslere yanit olarak sentezlenir. Bitki
fenolik bilesikleri iki ana yolla sentezlenir: sikimik asit ve malonik asit. Sikimik asit bitki
fenolik biyosentezi i¢in daha 6nemliyken, malonik asit mantar ve bakteri fenolik
biyosentezi i¢in daha dnemlidir. Bu sentezin onemli bir basamagi, fenilalaninin bir

amonyak molekiiliinii uzaklastirarak sinamik aside doniistiiriilmesidir (Ozeker, 1999).

2.5.3.1.Flavon ve Flavonoller

Bitkilerde yaklagik 200 flavonol ve 100 flavon tanimlanmistir (Shahidi ve Naczk, 2003).
Ciceklerde bulunan flavonoidler genellikle 15181 antosiyaninlerden daha kisa bir dalga
boyunda emer ve bu nedenle insan gozii tarafindan goriilmez. Arlar tarafindan
goriilebilen 151k dalga boyu araligi insanlarinkinden daha biiyiik oldugu i¢in flavonlara ve
flavonollere karsilik gelirler. Flavonlar ve flavonoller sadece ¢igeklerde degil, tiim yesil
bitkilerin yapraklarinda da bulunur. Bu iki flavonoid sinifi, hiicreleri asir1 UV
radyasyonuna karst korur (Caldwell ve ark., 1983). Ayrica baklagil kokleri tarafindan
topraga salgilanan flavonlar ve flavonoller, nodiil azotu sabitleyen bakterilerde gen
ekspresyonunu diizenler (Rolfe ve Gresshoft, 1988). Flavonlar ve flavonoller gidalarda

aglikonlar (glikozitin karbonhidrat olmayan kismi1) olarak bulunur.

2.6. Zeytin Yapraginda Bulunan Etken Madde Oleuropein

Esas olarak Oleuropein bilesigi Oleaceae familyasinda bulunur ve bu familyanin alt
simiflandirmasinda kemotaksonomik bir belirteg olarak kabul edilir (Jansen ve ark.,
2002). Zeytin agac1 (Olea europaea) yapraklarinin en bol bulunan biyoaktif
bilesenlerinden biridir. Oleuropein igerigi zeytinin ¢esidine, organina, zeytin {irliniine,
iklime, hasat olgunluguna ve kullanilan isleme sistemine bagl olarak degisir (Hassen ve
ark.,2015). Oleuropein, siiperoksit anyonlarini ve hidroksil radikallerini temizler ve
nétrofillerin ve hipoklordz asit kaynakli radikallerin solunum patlamasini inhibe ederek
oksidatif stresi engeller (Alirezaei ve ark., 2012).

En onemli fenolik bilesiklerden biri olan ve polifenoller olarak da bilinen

oleuropein, tiim bitkisel gidalarda az ya da ¢cok miktarda bulunur ve zeytin yapragi 60-90
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mg/g oleuropein igerir. Oleuropein meyve ve sebzelerde aci tada neden olur ve bu 6zellik

onlarda antioksidan aktivite goriilmesine neden olur (Ersus ve Esen, 2008).

COOCH, oH

OH
Glc Elenolik Asit Hidroksitrozol

Sekil 5. Oleuropein yapist

Zeytin yapragi ekstraktinin tibbi 6zelliklerinin oleuropeinden kaynaklandig: ilk
kez 1908 yilinda tespit edilmistir (Walter ve ark. 1973). Daniel Hambury ilk olarak
1843'te Ingiltere'de sitma atesini tedavi etmek igin zeytin yapraklarmi kullanmustir (Le
Floch ve ark. 1998). Son ylizyilda zeytin yapraginin antioksidan, antimikrobiyal,
antiviral, hipoglisemik ve antitiimdr etkileri tizerine bir¢ok ¢aligma yapilmistir.

Olgunlagsmanin ilk evrelerinde oleuropein oldukca yiiksek miktarda (kuru
meyvenin %14°t) bulunmaktadir. Yesil olgunlasma fazinin baslangicinda azalma ile
oleuropeinin glikozit tlirevlerinin olusumu s6z konusudur (Yildiz ve Uylager, 2011).
Fazla olgunlasan zeytin meyvesinde oleuropein miktar1 azaldigi i¢in son {Uriinde
istenmeyen tat degisimi de goriildiigii i¢in zeytinyagi iretiminde %2~3 oraninda zeytin
yapraginin meyvelere karigtirildigi eskiden beri uygulanan bir yontemdir. Zeytin
yapraklar1 ucuz, alternatif ve etkili bir antioksidandir. Bu nedenle raf 6mriinii uzatma ve
nitelikli korumada 6nemli bir rol oynamaktadir (Dogru ve ark., 2021). Oleuropein,
elonolik asit ve 3,4-dihidroksifeniletanoliin heterozidik esteridir ve hidroksitirozol olarak
adlandirilan 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2-diol, elonolik asit olarak anilan sekoiridoit ve
glikoz molekiilii olmak tizere {i¢ yapisal birimden olusur. Oleuropein yapisal formiilii
CysH3,043 ve molekiil agirligi 540.518 g/mol’diir (Bayram ve ark., 2020).

Sizma zeytinyagindan elde edilen fenoliklerin biyoyararlanimlarinin yiiksek
oldugu bilinmektedir. Uygulanan insan deneklerinde ligistrosid-aglikon, hidroksitirozol,
tirozol ve oleuropein-aglikonun emiliminin %50~60 oldugu bulunmustur. Ayn1 zamanda,
fenoliklerin metabolizmasinda 6nemli bir adiminin oleuropein-glikozitlerinin oleuropein
ve ligistroside-aglikonlarin  hidroksitirozol ~ve tirozole doniismesi oldugu

diistintilmektedir. Bu hipotez, saglikli insan deneklerinde oleuropein-glikozit takviyesinin
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%15’inin idrarla hidroksitirozol ve tirozol olarak atildigi bulunarak desteklenmistir.
Bagka yapilan iki calismada oleuropeinin oral uygulamadan sonra hizli emildigi ve
uygulamadan 2 saat sonra plazma konsantrasyonunun maksimum seviyeye ulastigi
gozlemlenmistir (Omar, 2010).

Calismalar oleuropein tiiketiminin etkilerini degerlendirmis olsa da az sayida
calismada oleuropeinin kullanim ve izole edilmis bilesiginin sistemik etkisi analiz
edilmistir. In vivo ¢alismalardaki analizler oleuropeinin nasil davrandigini agiklamaya
yardimci olur ancak organizmanin nasil etkilendigine dair bir goriis saglamaz (Menezes
ve ark., 2021).

Oleuropein, geranil pirofosfattan (GPP) tiiretilen ligustroside tiiretilmistir.
Metabolik yoldaki ilk adim, geraniol sentaz (GES) tarafindan katalize edilir ve iriin
geraniol'diir. Geraniol, 10-hidroksilaz (GE10H) (GE10H = CYP76B alt ailesine ait
sitokrom P 50 monooksijenaz) tarafindan 10-hidroksigeraniole doniistiiriilir. NADH
dehidrojenazin (NDHI) biyokimyasal aktivitesi, 10-hidroksigeraniol'i deoksiloganat
aglikona doniistiiriir. Deoksiloganoik asitler (gesitli monoterpen indol alkaloitler ve
oleuropeinin Onciileri) olusturmak i¢in deoksiloganat aglikonlardan glikosil transferi,
glikosiltransferazlar (GT) araciligiyla gergeklesir. Deoksiloganoik asit, 7-epiroganik asit
olusturmak iizere siklopentan halkasinin 7-a-hidroksilasyonuna ugrar ve bu, hidroksil
grubunun NDHI tarafindan oksidasyonu ile 7-ketoroganik aside doniistiirtliir. 7-
ketorganin olusumuna yol agan 7-ketulganik asidin metilasyonu daha sonra loganoat
metiltransferaz (LAMT) tarafindan katalize edilir. Bu noktada sekologanin sentaz (SLS),
oleoside-11-metil ester GT tarafindan 7-B-1-D-glikopiranosil-11-metil oleoside glikosile
edilen oleoside-11-metil ester iiretir. Bu son bilesen, ligstrosid olusturmak igin tirozol ile
bir esterlesme reaksiyonuna ve son adimda oleuropein olusturmak i¢in bir hidroksilasyon

reaksiyonuna girer (Topuz, 2019).

2.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, dis yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron tasiyan
yiiksek enerjili atomlar veya molekiiller olarak tanimlanir. Serbest radikaller, eslesmemis
elektronlara sahip olduklar igin diger maddelerle kolayca reaksiyona girebilirler.
Eslenmemis elektronlara sahip atomlar veya molekiiller kararli bir yapiya sahip
olduklarindan, diger molekiillerle reaksiyona girme egilimleri serbest radikallerinki kadar
biiyiik degildir. Bu nedenle, radikal olmayanlar, kararli, eslenmemis elektronlari olmayan

ve radikaller disindaki maddelerle daha az giiglii reaksiyona giren molekiiller olarak
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tanimlanir. Serbest radikaller oksijen ve nitrojenden kaynaklanabilir. Oksijenden tiiretilen
maddelere reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve azottan tiiretilen maddelere reaktif azot tiirleri
(RNS) denir (Karabulut ve Giilay, 2016).

Serbest radikaller arasinda hidroksil (OH"), siiperoksit (O?™), nitrik oksit (NO"),
nitrojen dioksit (NO."), peroksil (ROO”) ve lipid peroksil (LOO") baslica olarak
bulunmaktadir. Oksidan olarak bilinen hidrojen peroksit (H202), ozon (Os), singlet
oksijen (*O2), hipoklordz asit (HOCI), nitréz asit (HNO2), peroksinitrit (ONOO"),
dinitrojen trioksit (N2Oz), serbest radikal degidir. Canli organizmalarda kolayca serbest
radikal reaksiyonlar tiretildigi soylenmektedir. Ayrica bir¢ok ciddi hastalikta 6nemli rol
oynayan oksijen iceren serbest radikaller, DNA (deoksiriboniikleik asit), proteinler
karbonhidratlar ve lipitler olan hidroksil radikali, siiperoksit anyon radikali, hidrojen
peroksit, singlet oksijen, hipoklorit, nitrik oksit radikali ve peroksinitrit radikalidir.
Biyolojik olarak dnemli molekiillere zarar verme kapasitelerinin yiiksek olmasi nedeniyle

cekirdeklerde ve hiicre zarlarinda oldukca reaktif tiirlerdir (Unver, 2021).

2.7.1. Oksidatif Stres

Oksidatif Stres, antioksidanlarin noksan kalmasi sonucu hiicresel metabolizma sirasinda
olusan hidroksil radikalleri, siiperoksit radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) artmasit ve antioksidanlarin eksikligi sonucu oksidatif dengenin
bozulmasindan kaynaklanir. Onlar1 detoksifiye etmek olarak tanimlanir. Artan oksidatif
stres sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri, hiicre igi lipid ve protein yapilarindaki ¢ift bag
iceren gruplara ve DNA'daki baz c¢ift baglarina saldirarak hidrojen atomlarimi
pargalanmasi ve zincir oksidasyon reaksiyonlarini katalize etmeye baslar. Bu, hiicre igi
lipidler, proteinler ve DNA gibi makromolekiillerine zarar vererek hiicre hasarina veya
hiicre 6limiine neden olur. Oksidatif hasarin varligi, malondialdehit (MDA), protein
karbonilleri (PCO) ve 8-hidroksiguanin (8-OHG) gibi iiriinler dlgiilerek saptanir. Serbest
radikallerin etkisiyle makromolekiillere oksidatif hasar vermenin bir sonucu olarak
salinirlar. (Ozcan e ark., 2015).

2.7.2. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ve bu maddelerin neden oldugu hasari 6nlemek,
detoksifikasyon saglamak igin viicutta c¢alisan savunma sistemlerine "antioksidanlar"”
denir. Otoksidasyon/peroksidasyonun ilerlemesini 6nlemek igin antioksidanlar,

radikallerle hizli bir sekilde tepkimeye girer. Antioksidanlarin rolii, asir1 Serbest
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radikalleri ndtralize etmeyi, hiicreleri serbest radikallerin toksik etkilerinden korumay1 ve

hastaliklar1 6nlemeye yardimei olmayi igerir (Karabulut ve Giilay, 2016).

2.8. Zeytin Yaprag Ekstraktlarimin ve Oleuropeinin Biyolojik Aktiviteleri

Olea europaea Linn. Akdeniz bélgesinde yaygin olarak ‘Zaytoon’ olarak bilinir.
Meyveleri ve yagi, Akdeniz diyetlerinin temel bilesenleridir. Zeytin agaci yaygin bir bitki
tiirti olup, Akdeniz bolgesinin 6nemli kiiltiir bitkilerinden biridir (Abaza ve ark., 2015).
Zeytin agacinin, tarihi ve dini metinlerde tekrar tekrar ortaya ¢ikmasi ve geleneksel
bitkisel ilaglara dahil edilmesi nedeniyle zeytin agaci insanliga 6zeldir (Kaniewski ve
ark., 2012). Zeytinin baslica fito-bilesenleri fenolikler ve lipidler sinifina aittir.
Zeytinlerin fenolik bilesikleri, kimyasal 6zelliklerine gore baslica fenolik asitler, fenolik
alkoller, flavonoidler ve sekoiridoidler olarak siniflandirilir (Esti, Cinquanta ve La Notte,
1998).

Oleuropein, ilgili bilesiklerle birlikte yararl etkilerinden biiytlik 6l¢iide sorumlu
oldugu belirtilen zeytinin fenolik bir bilesenidir. Ayrica zeytinin kemotaksonomik
belirteci oldugu bildirilmektedir (Panza ve digerleri, 2004; Ryan ve digerleri, 1999). Son
klinik 6ncesi ve klinik ¢alismalar, oleuropeinin ¢esitli insan hastaliklarina kars1 yararh
etkilerini tanimlamistir. Oleuropein, antidiyabetik (Al-Azzawie & Alhamdani, 2006),
kardiyoprotektif (I. Andreadou ve ark., 2007), hipolipidemik (F. Hadrich ve ark., 2016)
ve antiiskemik (I. Andreadou ve ark, 2006), antioksidan (Yoon, 2018), antikanser (De
Marino ve ark., 2014), noroprotektif (Moosmann ve Behl, 1999) ve hepatoprotektif
eylemler (Barbaro ve ark., 2014) gibi faydali biyolojik ve farmakolojik etkiler sergiler.

2.8.1. Zeytin Yaprag Ekstraktlarinin ve Oleuropeinin Antioksidan Aktivitesi

Eskiden Sendrom X olarak adlandirilan metabolik sendrom, bir enerji metabolizmasi ve
depolanmast hastaligidir. Metabolik sendromu tanimlarken en sik gz Oniinde
bulundurulan metabolik faktorler hiperglisemi/bozulmus glukoz toleransi, dislipidemi,
hipertansiyon ve obezitedir (Parikh & Mohan, 2012). Epidemiyolojik olarak, halihazirda
kullanilan tanimlarin bir kombinasyonu kullanilarak, 18-30 yas arasi kisilerde diinya
capindaki yaygmligmin %5.2 oldugu tahmin edilmektedir (Nolan ve ark., 2017).
Prevalans caligmalari, yas ile metabolik sendrom insidansi1 arasinda pozitif bir iliski
oldugunu bildirmistir. Ayrica, Amerika gibi bati ilkelerinde insidans nispeten daha
yiiksektir ve baz1 tahminler %33~39 kadar yiiksek oldugunu gostermektedir (O'Neill &
O'Driscoll, 2015).
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Zeytinyag1 ve zeytinyagi 0zii ile de giiclii bir antioksidan etki gozlemlenmistir
(Rosillo ve ark., 2014). Antioksidan etkisi, 2,20-azino-bis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik
asit) ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil siipiiriicii aktivitesi ile O (Oksijen), HOCI
(Hipokloros Asit) ve NO (Nitrik Oksit) serbest radikalleri ile gosterilmistir. Biyolojik
oksidatif siireclerde var olan radikallerin daha iyi bir temsilidir. Bu ¢aligma ayrica, en
yilksek agirlik Dbileseni oleuropein olan zeytinyagr ekstraktinin, 25 pg/ml
konsantrasyonunda 2,20-Azobis(2-amidinopropan) dihidrokloriiriin eritrositlerde neden
oldugu morfolojik degisiklikleri onledigini kanitlamistir (Benavente-Garcia ve ark.,
2000). Ayrica tiyobarbitiirik asit reaktif madde (TBARS) seviyelerini ve
oksihemoglobinin oksidasyonunu azaltti. Bagka bir calismada, basing iilserlerinde reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) seviyelerini ve ayrica nitrotirozin, lipid hidroperoksitleri ve
karbonillenmis protein miktarlarin1 azaltt1 ancak bu etkiler yalnizca 7 giinliik tedaviden
sonra tespit edildi (Donato-Trancoso ve ark., 2016). Tedavinin umut verici yara
iyilestirme 6zelligine sahip oldugu bulundu. Oleuropein, troloks esdegeri antioksidan
kapasite testinde 2,20-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) radikallerini
temizlemeyi basardi (Benavente-Garcia ve ark., 2000; Jemai ve ark., 2008; Ivanov ve
ark., 2018) ve demiri azaltan antioksidan gii¢ testinde C vitamininden %50 daha etkili
antioksidand1 (Ivanov ve ark., 2018). Kalp, karaciger, bobrekler, aort dokularinda
oleuropein ile indirgenmis tiobarbitiirik asit reaktif maddeler ve farelerde karaciger
stiperoksit dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) aktivitesinde artiga rastlanmistir (Jemai ve
ark., 2008).

Oleuropeinin kardiyoprotektif antioksidan etkilerini arastiran bir ¢aligmada,
oleuropeinin izole sigan kalplerinde oksidatif strese bagli kardiyak reperfiizyon
yaralanmalarim1 azaltan etkili bir antioksidan oldugu bulunmustur. Bu glutatyon,
oksitlenmis glutatyon ve TBARS'ta 6nemli bir azalma ile karakterize edilmistir (Manna
ve ark., 2004). Oleuropein, hiicreleri c2c12 miyoblast hiicrelerinde hidrojen peroksitin
neden oldugu strese kars1 korumustur (Hadrich, ve ark., 2016) ve oleuropeinin in vivo
kardiyak iskemi ve reperfiizyon modellerinde enfarktiis boyutunu kiigiiltme yeteneginin
asagidakilerden kaynaklandigina inanilmaktadir. Derin ven trombozu olan hastalarda
(Ekim ve ark., 2014) biraz artmis oksidatif stres durumunun mevcut oldugu ve ayrica
kardiyovaskiiler sistemin diger boliimlerinde reperfiizyona yardimci olabilecegi
gosterilmistir.

Literatiirde oleuropeinin, antioksidan etki gostererek hiicrelerin zarar gormesini

engelledigi, kalp damar hastaliklar1 ve kanser riskini azalttig1, lipoprotein oksidasyonunu
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onledigi ve lipoglisemik etkilere sahip oldugu gibi olumlu etkilerinin bulundugu
raporlanmistir (Tiirkéz ve ark., 2008). Dolayis1 ile oleuropeinin; hipoglisemik,
antioksidan, antimikrobiyal, antimikroplazmal, antiviral, antitimor ve antiyojenik gibi
onemli Ozelliklere sahiptir (Altinyay ve Altun, 2006). Fenolik bir bilesik olan
oleuropeinin HeLa hiicrelerinde apoptozu indiikledigi de yapilan bazi ¢aligmalarda
gbzlemlenmistir (Kaya ve Demir, 2020).

Cin’de yapilan bir aragtirmada zeytin agaglarinin budanmasi sirasinda ortaya
cikan atiklarin yakilmasininn hem kaynak israfina hem ekolojik ¢evreye verdigi kirlilik
fark edilmistir (Yu ve ark., 2021). Oleuropeinin serbest radikal siipiiriiciisii olarak giiclii
bir antioksidan aktivitesi de oldugu bilinen belirgin bir &zelliktir. /n vivo ve in vitro
caligmalarla bu 6zellik kanitlanmistir. Yapilan ¢alismalarda, oleuropein ve oleuropein
acisindan zengin Oziitlerin, sentetik antioksidan BHT (biitiillenmis hidroksitoluen)’nin,
2,2-difenil-1-pikrihidrazil (DPPH) radikalini temizleme yeteneginin daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Bu etkinin Oncelikli sebebi elektron verme yetenekleriyle
iliskilendirildi. Kapsamli bir sekilde oleuropeinin siipiiriicii aktivitesi arastirilmis olup -
karoten agartmada linoleik asitten {iretilen Trolox-esdeger antioksidan kapasite (TEAC),
yapi-aktivite iligkisi, siiperoksit ve hidrojen peroksit gibi farkli deneysel modeller ile
incelenmistir. Siiperoksit dismutaz (SOD), konjuge dien degerleri (CDV), peroksit degeri
(POV) metallerle ilgili yontem olan demir indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP) ile tahlil
edilmistir. Oleuropeinin antioksidan aktivitesinin gii¢lii olmasinin asil nedeni yapisindaki
hidroksil gruplarindan (6zellikle 1,2-dihidroksibenzen) kaynaklanmaktadir. Hidroksil
gruplari, oksidasyonu 6nlemek icin hidrojen verebilirler (Hassen ve ark., 2015).

Kosullara bagli olarak antioksidanlarin  birgok tanimi bulunmaktadir.
Antioksidanlar, oksitleyici maddeyi onleyen veya karst koyan madde seklinde
tamimlanabilir. /n vitro ¢aligmalarinda bu tamm gegerli olabilir fakat fizyolojik ve
biyolojik olarak yetersizdir. Oksitleyici maddenin zarar verme etkisini onleyen, dogal
veya yapay bir madde olarak da antioksidanlar tanimlanabilir. Ayrica reaktif oksijen
tiirleri veya reaktif nitrojen tiirleri de eklenerek bu tanim daha da kapsamlandirilabilir
(Huang ve Prior, 2015).

Antioksidanlar iki temel sinifa ayrilmaktadir. Bunlardan ilki 6nleyici antioksidanlardir.
Oksidatif tiirleri zarar vermeden durdurmaktadir. Bir digeri zincir-kiran antioksidanlar ise
oncelikle oksidatif tiirlere zarar vermeye baglayarak yavaglatmakta veya durdurmaktadir.

Onleyici antioksidanlar, bircok mekanizma ile ilk oksidan atagini énleme ozelligine
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sahiptir (Gella ve Durany, 2009). Bu tez ¢alismasinda tercih edilen oleuropein igerdigi
zengin bilesikler sayesinde, gidalarda 6nemli bir yere sahiptir.

Calismamizda da Ege Bolgesinin belirli yerlerinden temin edilen zeytin
yapraklarindan zenginlestirilmis oleuropeinin elde edilecek olmasi ve antioksidan
Ozelliklerinin degerlendirilmesinin yapilacak olmas1 literatiire onemli bir katk:
saglayacaktir. Ayrica sektdrel bazli diisiinecek olursak zeytin yapragindan elde edilen
zenginlestirilmis oleuropeinin gida sektoriinde raf omriinii arttiran gida katki maddesi

olarak da degerlendirilebilmesine dair onemli kazanimlar saglayacaktir.

2.8.2. Zeytin Yapragi Ekstraktlarimin ve Oleuropeinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Oleuropein ile muamele goérmiis kiiltiirler yaslanma morfolojisinin goriiniimiinde
gecikme sergiler ve yasam Omrii yaklasik olarak %15 uzama gostermektedir. Deneysel
bir calismada oleuropeinin spontan olarak tiimdrler gelistiren farelere oral yoldan
uygulandigt zaman geri doOniistimsiiz sekilde yuvarlanmig kanser hiicrelerinin
cogalmasini, motilitesinin ve invazyonunu onledigi gortilmiistiir (Gokalp, 2017).

Dogal antimikrobiyal hiicreler arasinda da gosterilen oleuropeinin,
mikroorganizmalarin gelisme hizin1 geciktirdigi ve inhibe ettigi de bilinmektedir. Yapilan
calismalarda oleuropeinin ve par¢alanma iriinlerinin, Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumonie, Lactobacillus
plantarum, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas fragi, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus carnosus, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus ve kiifler iizerinde inhibisyon
gosterdigi ifade edilmistir (Bilgi¢ ve Ugur, 2015).

Hayvanlar ve insanlar lizerinde yapilan bazi ¢aligmalarda zeytin ve tiirevleri olan
tirozol, hidroksitirosol ve oleuropeinin osteoartrit gelisimi tizerinde faydali etkileri de
gosterilmistir. In vitro calismalar zeytinyagindaki polifenollerin otofajinin artirtlmasi ve
inflamasyonun baskilanmasi bu bilesenlerin kondroprotektif etkilerine katki gosterecegi

bulunmustur (Bonechi ve ark., 2015).

2.8.3. Zeytin Yapragi Ekstraktlarimin ve Oleuropeinin Antikanser Aktivitesi

Boss ve ark. (2016) zeytin polifenollerinin ve ozellikle zeytin yapraginda bulunan
kombinasyonun, molekiiler yollart modiile edebildigini ve bunlarla etkilesime
girebildigini ve bunu yaparken kanserin ilerlemesini ve gelisimini engelleyebilecegini

gosteren hiicre modellerinden gii¢lii kanitlarinin var oldugunu savunmustur.
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2.8.4. Zeytin Yaprag Ekstraktlarinin ve Oleuropeinin Antiviral Aktivitesi

Pek ¢ok c¢alisma, oleuropeinin giiglii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugunu
gdstermistir ancak bu 6zellik dogrudan antiviral etkisiyle iliskili gdriinmemektedir. Ote
yandan oleuropeinin fosfolipid ¢ift katmanlarinin yiizeyi ile etkilesimi daha Once
bildirilmistir. Viral hemorajik septisemi rabdoviriis (VHSV), zeytin yapragi ekstrakti
veya oleuropein ile dnceden inkiibe edildiginde, enfekte olmamis hiicrelerde VHSV
tarafindan diisiik pH'ta indiiklenen hiicreden hiicreye fiizyon %25~30'a distirildi,
dolayisiyla oleuropeinin mevcut lipid/protein bilesenleri tizerindeki etkisi VHSV zarfi
tizerinde ve membran flizyonunda yer almast miimkiin olabilecegi gozlemlenmistir.
Rhabdoviriislerin G glikoproteininin hiicre zarlarinin anyonik fosfolipid bilesenleri ile
etkilesiminin basarili bir viral fiizyon i¢in gerekli bir adim gibi goriindiigii daha 6nce
yaymlanmigtir. Bu sekilde oleuropein, glikoprotein G'min membranlarin anyonik
fosfolipid alanlart ile etkilesimini engelleyebilecek ve bu nedenle erken fiizyon adimlarini
engelleyebilecek VHSV zarfi tizerinde degisikliklere neden olabilmeyi amaglamigtir. Bu
sonuclar, zeytin yapragi ekstraktlarinin, su {riinleri yetistiriciligi i¢in potansiyel bir

antiviral ajan kaynagi olarak kabul edilebilecegini gostermektedir (Micol ve ark., 2005).

2.9. Zeytin Yaprag Ekstraktlarinin ve Oleuropeinin Gidalarda Kullanim

Zeytin yapragi ekstraktlarinin birgok gidada zenginlestirilmesi ve kapsiillenmesi, zeytin
yan lrlinleri alanindaki bilim adamlarinin ilgisini ¢ekmistir (Souilem ve ark., 2017).
Zeytin yapragi 6ziitiindeki oleuropein, zeytine aci bir tat veririr. Staphylococcus aureus,
Helicobacter pylori ve Campylobacter jejuni gibi gida kaynakli patojenlere kars1 giicli
in vitro inhibitor aktivite saglar (Sudjana, 2009).

Yaglarin oksidasyon stabilitesi ve antioksidan kapasitesini arttirmak i¢in rafine
yaglara (misir, soya fasulyesi, yag bakimindan zengin aygigegi, aycicegi, zeytinyagi,
kanola yagi, kanola ve vb.) zeytin yapragi ekstraktt ve hidrolizatlar1 eklemeleri
yapilabilir. Rafine zeytinyaginin oksidatif stabilizasyonu zeytin yapragi kullanilarak
saglanabilir. Ayrica zeytin yapragi ekstresi, coklu doymamis yag asitlerine kars1 daha iyi
koruma saglayarak soya fasulyesi ve yemeklik yaglarin raf omriinii uzatabilir. Zeytin
yaprag1 ekstrakti ve oleuropein, antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinden dolay: et

tirtinlerinde dogal koruyucu olarak kullanilabilir (Bayram ve ark., 2020).
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Zeytinin yapisinda bulundurdugu oleuropeinin fenolik bilesigindeki ac1
elementler antibakteriyel etkiye de sahip olan bilesikler fermantasyon 6ncesi ve sirasinda
hidrolize edilmelidir ve baz1 gida patojenleri itizerindeki etkileri birgok ¢alismada
tartistlmistir. Oleuropeinin B-glukosidaz enzimi (EC. 3.2.1.21) tarafindan hidrolizinin, ac1
maddeler icermeyen 2-diastereomerik aglikonlarin  olusumuyla sonuglandigi
bulunmustur. Giiniimiizde B-glukosidaz enzimi gida endiistrisinde, dzellikle detoksifiye

edici bir enzim olarak kullanilmaktadir (Sargin ve ark., 2005).

Yapilan ¢alismalarda oleuropeinin hem immiinomodiilator olarak umut verici bir
ajan oldugu hem de bagisikligi desteklemek icin fagositozu arrirdigi gézlemlenmistir.
Biitiin canlilarda hayatta kalmanin temel unsuru beslenme, bagisiklik, tireme gibi
faktorlerdir. Memeliler ve bocekler, eski bir dogal bagisiklik sistemi olan humoral ve
hiicresel tepkileri paylasirlar. Bu durum dogustan gelen immiin sistemini anlamak i¢in bir

firsat saglar (Kaya ve Demir, 2020).

Kan lipitlerinin oksidatif stresten korunmasina da zeytinyagi polifenolleri katki
saglar. Hidroksitirozol ve tiirevlerinde (oleuropein kompleksi ve trizol gibi) ise bu istem
20 g zeytinyaginda en az 5 mg olarak kullanilir. Giinlik 20 gr zeytinyagi alimi ile
tilkketiciye talebin karsilanacagi bilgisi verilir. Besinsel ve ekonomik agidan 6neme sahip
olan zeytinin yapragi da 6nemli bir yem kaynagidir ve yan {riinlerinin besin degeri
degerlendirilmistir. Etlik piliclerde %10 fermente zeytin yapragi ile yem takviyesi
yapildiginda protein kullanimina tesvik artmistir (Shan ve Miao, 2022).

Gida endiistrisi ve teknolojisinin gelismesiyle birlikte bilimsel arastirmalar
sonucunda ¢esitli sekil/formlardaki zeytin agaci yan triinleri, gida endiistrisinin gesitli
alanlarinda gida formiilasyonlarina katilarak insan beslenmesinde kullanilma
potansiyeline sahiptir (Salik ve Cakmakgi, 2021).
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3.1. Gerec

3. GEREC VE YONTEM

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Tablo 2. Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemelerin Ozellikleri

Kullanilan Cihazlar ve Sarf Malzemeler

Buzdolab1 (+4 °C)
Cam vial (5 mL)
Hassas analitik terazi
Manyetik karistirict
Saf su aritma cihazi
Santrifiij

Rotary Evaporator
Filtre Kagidi

Vortex

0,45um filter ucu
Filtre Kagidi

HPLC Analiz Cihazi
Mikropipet
Spektrofotometre

Ependorf (2ml/1.5ml)

Falkon (15ml / 50ml)

3.1.2. Kullanilan Kimyasallar

Uretici Firma

Profilo

Agilent Technologies

Mettler Toledo AB204-S
Termal

Kros

Eppendorf, Centrifuge 5810,
Heidolph

Isolab

Genius 3

Isolab

Isolab

Shimadzu (Japan) LC-2050C 3D
Isolab

Thermo Scientific/Multiskan Go
Isolab

Isolab

Tablo 3. Kullamlan Kimyasallar Uretim Yerleri ve Kodlar

Kullanmilan Kimyasal Maddeler
Etanol

Metanol

Distile su

Trifloroasetik Asit.

Uretici Firma/Kodu

Merck, Almanya CAS: 64-17-5
Merck, Almanya CAS: 67-56-1
Niive ND8, Tiirkiye

Isolab, Almanya CAS: 76-05-1
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Etilasetat Merck 109623

DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) Sigma Aldrich

Askorbik Asit Sigma Aldrich

Silika Gel Silica gel 60 HF254

Hekzan Merck, Almanya CAS: 110-54-3
TLC Plate Merck KGaA, Almanya A02763/3

3.1.3. Bitkisel Gerecler

Arastirmada, lilkemizin Ege bolgesinde yer alan Balikesir’in iki ayr1 yerlesim yeri olan
Edremit ve Gonen, Aydin’nin Cine, Mugla’nin Fethiye il¢esinde iki farkli tiir olan
Memecik ve Delice olarak farkli zeytin yapraklari 2022 yilinda 6zenle toplanip oda
isisinda (20-25 °C) golgede bir hafta kurutulmustur. Aydin Cine’den alinan zeytin
yapraklar1 Adnan Menderes Universitesi Cine Meslek Yiiksekokulu ve cevresindeki
agaclardan Dr.Ogr. Uyesi Hafize Ayla Sar tarafindan toplanmstir. Kilitli posetler ile
Uskiidar Universitesi SHMYO Arastirma Laboratuvarina getirilmistir. Zeytin yapraklari

ekstraksiyon islemine kadar kilitli posetlerde laboratuvar sartlarinda saklanmustir.

SN
Balikesir Edremit Mugla Fethiye
{(Memecik)

" . ’ ; ‘-.‘ '-'-‘-\"
s : &
Mugla Fethiye (Delice)

Balikesir Gonen

Sekil 6. Ege bolgesine ait zeytin yapragi ornekleri
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Tablo 4. Numune isimlerinin kisaltilmis kodlar

Numune Isimleri Kisaltmalari
Aydin-Cine (40 °C) AC-1
Aydin-Cine (20 °C) AC-2
Balikesir-Edremit (40 °C) BE-1
Balikesir-Edremit (20 °C) BE-2
Balikesir-Gonen (40 °C) BG-1
Balikesir-Gonen (20 °C) BG-2
Mugla-Delice (40 °C) MD-1
Mugla-Delice (20 °C) MD-2
Mugla-Memecik (40 °C) MM-1
Mugla-Memecik (20 °C) MM-2
Aydin-Cine (20 °C) Saflastimadan Elde Edilen OoL-1
Mugla-Delice (20 °C) Saflastirmadan Elde Edilen OL-2
Mugla-Memecik (20 °C) Saflagtirmadan Elde Edilen OL-3
Balikesir-Gonen (20 °C) Saflastirmadan Elde Edilen OL-4
Balikesir-Edremit (20 °C) Saflagtirmadan Elde Edilen OL-5

3.2. Yontem

3.2.1. Zeytin Yapraklarinda Ekstraksiyon Hazirlanmasi

Ege bolgesinden toplanan ve kurutulan zeytin yapraklar1 bitki degirmeni ile 6giitiilerek
toz haline getirildi. Yiizey alami kiigiiltiilmiis bitki materyalinden (zeytin yapragi)
maserasyon ve dekoksiyon yontemleri takip edilerek etanol igerisinde ekstre islemine tabi

tutulmustur.

3.2.1.1. Zeytin Yapragindan 40 °C’de Ekstrakt Hazirlama Prosediirii

Kurutulup 6giitiilmiis ve ekstre edilmeye hazir olan zeytin yapragi 50 gram tartilip 500
mL etanol (C2HsOH) ile birlestirildi (1/10 oraninda). 500°lik balon igerisine alinip
refluks diizenegi kuruldu. Manyetik karistiricinin {izerine silikon yag havuzu yerlestirildi.
Isitict sicakligr 80 °C ve 770 rpm hiza ayarlandi. Balon igerisindeki 1s1 40 °C olarak
ol¢iildii. Deney dekoksiyon yontemine tabi tutuldu. 48 saat sonra diizenekten alinip filtre
yardimiyla siiziildi. Daras: alinmis balona alinan zeytin yapragi ekstarktindan, rotary

evaporatorde diisiik basingta (-1 atm) ve diisiik sicaklik (40 °C) altinda etanol
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uzaklastirildi. Tiim etanoliin uzaklastigina emin olundugunda madde miktarlar: tartildu.
Ekstarktlar koyu yesil renkte, kati madde olarak elde edildi ve buzdolab1 kosullarinda (+4
°C) agz1 kapatilarak saklandi.

Sekil 7. Aydin-Cine’ye ait zeytin yapragi 40 °C’de ekstraksiyon goriintiisii
3.2.1.2. Zeytin Yapragindan 20 °C’de Ekstrakt Hazirlama Prosediirii

Kurutulup 6giitiilmiis ve ekstre edilmeye hazir olan zeytin yaprag: 50 gram tartilip 500
mL etanol (C2HsOH) ile birlestirildi (1/10 oraninda). 800’liikk beher igerisine alinip
manyetik karigtiricida oda 1sismda 770 rpm hiza ayarlandi ve maserasyon isglemi
baslatildi. Beher igindeki 1s1 20 °C olarak olgiildii. 48 saat boyunca karistirilmaya
birakildi. 48 sonunda diizenekten alinan zeytin yapragi filtre yardimi ile siiziildii. Daras1
alinmig balon igerisine alinip Rotary Evaporator’de diisiik basingta (-1 atm) ve diisiik
sicaklik (40 °C) altinda etanol uzaklastirildi. Tim etanoliin uzaklastigina emin
olundugunda madde miktarlar: tartildi. Ekstarktlar koyu yesil renkte, katt madde olarak
elde edildi ve saflastirma ¢alismalarinda kullanilmak tizere buzdolabi kosullarinda (+4

°C) agz1 kapatilarak saklandi.

Sekil 8. Balikesir-Edremit’e ait zeytin yaprag 20 °C’de ekstraksiyon goriintiisii
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Ege
Bolgesinden
Elde Edilen

Zeytin
Yapraklar
Aydin-Cine

Aydin-Cine
Balikesir-

Edremit

Balikesir-
Edremit

Balikesir-
Gonen

Balikesir-
Gonen

Mugla-Fethiye
(Memecik)

Mugla-Fethiye
(Memecik)

Mugla-Fethiye
(Delice)

Mugla-Fethiye
(Delice)

Hot
plate
Isis1

80 °C

80 °C

80 °C

80 °C

80 °C

Tablo 5. Zeytin yapraklarinin ekstraksiyon tablosu

Cozelti
Isis1

40 °C

20°C

40 °C

20°C

40 °C

20 °C

40 °C

20 °C

40 °C

20°C

Hot
plate
rpm
Hizx
770
770
770
770
770
770
770
770

770

770

Ogiitiilmiis

Zeytin

Yaprag

Miktari
(Gram)
509

509

509

509

509

509

509

509

209

209

ilave
Edilen
Etanol
Miktar

(mL)
500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

500 mL

200 mL

200 mL

Ekstraksiyon
Siiresi

48 Saat

48 Saat

48 Saat

48 Saat

48 Saat

48 Saat

48 Saat

48 Saat

48 Saat

48 Saat

Ekstraksiyon
Cesidi

Dekoksiyon

Maserasyon

Dekoksiyon

Maserasyon

Dekoksiyon

Maserasyon

Dekoksiyon

Maserasyon

Dekoksiyon

Maserasyon

3.2.1.3. Zeytin Yaprag Ekstraksiyon Verim Oraninin Hesaplanmasi

Elde Edilen
Madde
Miktan
(Gram)
13.524 g
8.883 g
16.634 g
10.935¢g
74829
10.127 g
13.005 g
10.228 g

5.788 g

4.636 g

Ogiitiilen zeytin yapragi 50 g tartildi ve 500 mL metanol ile 24 saat ekstraksiyona

birakildi. Elde edilen ekstrakt filtre kagidi ile siiziildii ve sliztintii balona alindi. Darasi

alinan balon igindeki etanol Rotary Evaporator (40 °C) yardimiyla uzaklastirildi. Elde

edilen ekstraktin verimi agsagida verilen formiile gore hesaplandi.

Verim = (Ez-E1) /ET*100

Et: Alinan toplam kuru yaprak miktar: (gram)

E:1 : Bos balon agirligi (gram)

E> : Ekstrakla dolu balon agirligi (gram)
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Bolge
Aydin-Cine
Aydmn-Cine

Balikesir-Edremit
Balikesir-Edremit
Balikesir-Gonen
Balikesir-Gonen
Mugla-Fethiye (Memecik)
Mugla-Fethiye (Memecik)
Mugla-Fethiye (Delice)

Mugla-Fethiye (Delice)

3.2.2. Kromatografik yontemler

3.2.2.1. ince tabaka kromatografisi (Prep. ITK)

Tablo 6. Zeytin yaprag: ekstraksiyon verim tablosu

Sicakhk

40 °C

20°C

40 °C

20 °C

40 °C

20°C

40 °C

20 °C

40 °C

20 °C

Kullanilan Gram

50 ¢
509
509
509
509
509
50 ¢
509
209

209

Elde Edilen Ekstrakt
13524 g
8.883 g
16.634 g
10.935¢g
74829
10.127 g
13.005 g
10.228 g
5.788 ¢

4636 g

Yiizde Verim Oram

27.048

17.766

33.268

21.87

14.964

20.254

26.01

20.456

28.94

23.18

Merck, Silica gel F254 (105554), 60-200 mesh partikiil boyutunda adsorban igeren

20x20 cm? boyutlarinda alemiinyum sheet tabakalar kullanildi. Numuneler plaklara 1 cm

yukaridan diiz ¢izgi halinde tatbik edildi ve mobil faz olarak en uygun ¢oziicii sistemleri

belirlendi. Siiriikleme islemi bittikten sonra plaklar ¢eker ocakta kurutuldu, olusan bantlar

UV 15181 (254 ve 365 nm) altinda isaretlendi. Preparatif ITK i¢in cam iizerine ince film

seklinde serilmis adsorban igeren plaklar kullanildi. Cam plaklarin kenarlarindan 1 cm

hizasinda maddelerin ekimi yapildi.

Preparatif ITK da kullanilacak mobil faz sistemleri Etil Asetat/Metanol/Asetik

Asit olarak belirlendi (sirasiyla 8/1/1 mL oraninda).
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Sekil 9. Kolondan elde edilen oleuropeinin ITK gériintiisii; 254 nm

3.2.2.2. Kolon (Siitiin) Kromatografisi

Adsorbant mobil faz olarak kullanilan ¢oziicti ile karigtirilarak siispansiyon haline
getirildi ve kolon igerisinde hava kabarcigi kalmayacak sekilde dikkatlice dokiildii.
Stispansiyon kolona aktarilirken ayni1 zamanda kolonun muslugu acild: ve esit araliklarla
damlar halinde mobil fazin akigina miisaade edildi. Adsorbanin kolana iyice yerlesmesi
(partikiillerin siki istiflenmesi) beklendi. Zeytin yaprag: ekstraklari 20 gram silika jel ile
karistirtlip kolona dikkatlice tatbik edildi. Kolona maddenin ekimi yapilirken her yerine
esit miktarda ilave edilmesine ve tek bir hat (faz ¢izgisi) olusmasina dikkat edildi. Daha
sonra kolondan mobil faz gecirilerek maddelerin polaritesine, molekiil biiyiikliiklerine ve
adsobant madde icerisindeki tutunma Ozelliklerine gore diisiik polariteden artan
polariteye gore gradient, izokrotik solvent sistemleri gecirilerek saflagtirma islemine tabi
tutuldu. Burada oleuropeinin olusturulan mobil faz sisteminde veya adsorban igerisindeki
fizikokimyasal tavr1 dikkate alinarak metot oturtturuldu. Kolondan alinan fraksiyonlar
ITK ile UV 15131 (254 nm kisa dalga/ 366 nm uzun dalga) altinda incelendi. Benzer
alkaloit karisimlarini igeren fraksiyonlar birlestirildi. Ozellikle standart oleuropeine gore
ayn1 yiriiyen ve oleuropein igerdigine kesin kanaat getirilen fraksiyonlar bir araya
toplandi. Organik ¢oziicii, evaporatérden ugurularak daha yapi karektrizasyonu ve
antioksidan aktivite tayinleri yapilmak tizere saklandi. Oleuropeince zenginlestirilmis

ekstraklar agik sar1 renkte katt madde olarak elde edildi.
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Sekil 10. Kolon kromatografisi

Tablo 7. Zeytin ekstraktlarindan kolon kromatografisi sonuglari

Sentez i¢in Alinan Allan Numunenin Kolona Verilen Silika Jel Miktari
Bolgeler Ekstrakt Isis1 Ekstrakt Miktar1 (gram)
(gram)

Aydin-Cine 20 °C 5¢ 100 g
Balikesir-Edremit 20°C 5¢ 1009
Balikesir-Gonen 20°C 5¢ 1009
Mugla-Fethiye (Memecik) 20°C 59 100 g
Mugla-Fethiye (Delice) 20°C 259 100 g

3.2.2.3. Zeytin Yaprag Ekstraktinin Saflagtirma Verim Orani

Kolondan Elde
Edilen Oleuropein
Miktar1 (gram)
0.613 g

1.728¢
1.04g
1.233g
0.753 ¢

Zeytin yapragindan elde edilen her bir ekstrakt i¢in 5 ayr1 kolon kromatografisi kuruldu.

Verim = (E2-E1) /ET*100
Et: Kolona verilen zeytin yapragi ekstrakti (gram)
E: : Bos balon agirlig1 (gram)

E2 : Ekstrakla dolu balon agirlig1 (gram)
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Tablo 8. Kolondan elde edilen oleuropeinin verim tablosu

Bolge Sicakhk Saflastirilan Saflastirmadan Elde = Saflagtirma Yiizde Verim

Madde Edilen Oram

Aydin-Cine 20 °C 59 0.613¢g 12.26
Balikesir-Edremit 20 °C 59 1.728 ¢ 34.56
Balikesir-Gonen 20 °C 59 1049 20.9
Mugla-Fethiye 20 °C 59 1.233 g 24.66

(Memecik)

Mugla-Fethiye (Delice) 20 °C 25¢ 0.753 ¢ 30.12

3.3. Zeytin Yapraklan ve Saflastirilmis Ekstraktlarin HPLC Karakterizasyonu ve
Oleuropein Miktar Tayini

3.3.1. Kullanilan Ekipmanlar

HPLC analizi Shimadzu (Japan) LC-2050C 3D modeli ile yapilmaktadir. UV dedektor
ile 20 pL’lik otomatik enjeksiyonlarin pik alanlar1 LC solution bilgisayar yazilimi ile
hesaplandi. Kromatografik ayirim C18 (5 pm, 250 x 4.6 mm) kolonu kullanilarak

optimize edildi. Miktar tayinlerinin tiimii kromotogram pik alanlar1 hesaplanarak yapildi.

3.3.2. Kromotografik Kosullar

HPLC kromatografik ayirimlar igin izokratik kosullari kullanildi. Kolon sicakligi (25 °C),
akis hiz1 (1.0 mL/dk), mobil faz derisim (Trifloroasetik asit:Metanol:Su (1:400:600) —
Izokratik) optimizasyonu yapildiktan sonra uygun dalga boyunda (233 nm)
gerceklestirildi. Tim ¢ozeltiler 0.45 pm filtrelerden siiziildiikten sonra ultrasonik

banyoda gaz giderimi yapilarak HPLC analizine hazir hale getirildi.

3.3.3. Kalibrasyon

1000 ppm derisimde stok standart oleuropein ¢ozeltisi 3 mg hassas terazide tartilip 10 mL
etanol ile seyreltildi. Stok ¢ozeltiden mobil faz ile 10 ppm, 50 ppm ve 100 ppm derisimde
¢ozeltiler hazirlandi. Alan verilerinin konsantrasyona bagli olarak lineer matematiksel
denklemleri olusturularak kalibrasyon egrisinden kalibrasyon katsayisi hesaplamalari

yapildi ve dogrusallik hesaplandi (dogrusallik 0.995”den biiyiik olmalidir).
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Sekil 11. Kalibrasyon dogru grafigi

3.3.4. Oleuropein HPLC Metodu

Zeytin yapragi ekstraklart ve saflastirilmis ekstraklar tartilarak 10 mL (%50, 1/1, v/v)
metanol/su ile seyreltildi. 15 dakika ultrasonik banyoda bekletildi. 0.45 um filtrelerden
10 mL balon jojeye siiziildii. Hazirlanan numuneler HPLC analizleri i¢in cihaza 3 tekrarli

okumalar1 yapildi.
3.4. Oleuropeinin Antioksidan Aktivitesi Hesaplanmasi

3.4.1. 1,1-Difenil-2-pikrihidrazil (DPPH) Radikal Sondiiriicii Aktivite

Antioksidan, stabil bir serbest radikal olan DPPH* ile reaksiyona girerek DPPH'ye
indirgenmektedir. Bunun sonucunda sogurma derecesi, DPPH* radikalinden DPPH-H
formuna kadar diiger. Ekstraktlarin antioksidan bilesiklerinin siipiiriicii potansiyeli,
hidrojen verme yetenegi agisindan, renk degistirme derecesini belirtir. Analiz, Villano ve
ark., (2007) metodu ile belirtildigi gibi uygulandi. Tiim ekstrakt ve saflagtirma 6rnekleri
0.01/1 ml Metanol igerisinde ¢ozdiiriilmiistiir. Yapilan ¢ozeltiler 50ul, 100ul ve 150ul
olarak 3 ayr1 dozda hazirlanip iizerine 4 mL saf su ¢ozeltisi eklendi. Hazirlanan
cozeltilere, 1 mL DPPH* ¢ozeltisi eklendi. Karisim ¢alkalanarak ve 20°C’de 30 dakika
beklemeye birakildi. Elde edilen ¢dzeltinin absorbansi, spektrofotometre ile 517 nm

olarak 6l¢iimleri yapildi.

3.4.2. Demir Indirgeyici Antioksidan Gii¢c (FRAP) Aktivitesi

Zeytin yapragi ekstraktlarinin ve bunlarin saflagtirilmis ekstraktlarinin indirgeme
giiclinlin analizi, ferrisiyaniir yontemi (Oyaizu, 1986) kullanilarak hesaplanmistir.

Indirgenme potansiyeline sahip maddeler, potasyum ferrosiyaniir (Fe*3) ile reaksiyona
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girerek potasyum ferrosiyaniir (Fe*?) halinde indirgenme gergeklestirir. Ferrosiyaniir
daha sonra ferrik klortir ile reaksiyona girerek 700 nm'de absorpsiyonlu bir ferrik ferr6z
kompleksi olusturur. 0.1 ila 1.5 mg arasinda degisen konsantrasyonlara sahip ekstraktlar,
1 mL sui¢inde 2.5 mL fosfor tamponu ile karistirildi. Karisim 50°C'de 20 dakika inkiibe
edildi. 3000 rpm’de 10 dakika sentrifuj edilmis trikloro asetik asit alikotlar1 (2.5 mL)
karisima eklendi. Cozeltinin st kismi (2.5 mL), damitilmis su (2.5 mL) ve yeni
hazirlanmis ferrik kloriir ¢ozeltisi (0.5 mL) ile karistirildi. 700 nm’de sogurma dereceleri
ol¢iildii, askorbik asit ve E vitamin (0.1~1.0 mg) standart olarak kullanildi. Reaksiyon

karigiminin artan sogurma derecesi artan indirgenme giiciinii belirtmektedir.
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4. BULGULAR

4.1.Zeytin Yaprag Ekstraktlarinin Verimi ve Oleuropein Icerigi

Zeytin yaprag1 ekstraktlarinin verim yiizde sonuglart ve HPLC sonucu oranlandiginda
yiizde oleuropein miktarina ulagilmistir.

Tablo 9. Zeytin yaprag: esktaklarmin yiizde verimi ve yiizde oleuropein igerigi

Bolgeler Esktrakt Ekstrakt % Verim HPLC (mg/ml) % Oleuropein
Yapilan Zeytin
Yaprag
Mikrari (gr)
Aydmn-Cine 509 13524 g 27.048 0.395769 4.46
(40°C)
Aydin-Cine 50¢g 8.883 ¢ 17.766 0.382116 2.87
(20°C)
Balikesir- 509 16.634 g 33.268 0.519166 9.438
Edremit (40°C)
Balikesir- 509 10.935¢g 21.87 0.558583 6.786
Edremit (20°C)
Balikesir- 509 7.482¢ 14.964 0.266488 1.872
Gonen (40°C)
Balikesir- 509 10.127 g 20.254 0.322542 3.125
Gonen (20°C)
Mugla-Fethiye 509 13.005 g 26.01 0.29495 3.935
(Memecik)
(40°C)
Mugla-Fethiye 509 10.228 g 20.456 0.369395 3.857
(Memecik)
(20°C)
Mugla-Fethiye 209 5.788 ¢ 28.94 0.578576 8.207
(Delice) (40°C)
Mugla-Fethiye 209 4.636 g 23.18 0.558302 6.536

(Delice) (20°C)

Yaptigimiz ¢alismada Ege Bolgesinden temin edilen zeytin yapraklarinin dekoksiyon ve
maserasyon yontemleri ile elde edilen ekstraktlar ve ekstrakt verimleri hesaplanmustir.
Yapilan ti¢ tekrarli HPLC analizi sonucu ekstaktlar igerisinde bulanan oleuropein miktari
tespit edildi ve oleuropein yiizdesi hesaplandi (Tablo 9). Balikesir Edremit yoresine ait
numune i¢in (BE-1) 50 gram zeytin yapragindan dekoksiyon yontemiyle 16.634 gram
(%33.26 verimle) ham ekstark elde edildi. HPLC analizi sonucunda ekstrakt (1.83 mg/ml)
igerisinde ortalama 0.51916 mg/ml (%28.37) oleuropein oldugu tespit edildi. Toplamda
Balikesir Edremit yoresine ait zeytin yapraginin %9.438 verimle en yiiksek oleuropein
icerigine sahip oldugu tespit edilmis ve %1.87 verimle en diisiik oleuropein yiizdesi ise
Balikesir Gonen yoresine ait oldugu belirlenmistir. Buna gore tiim bolgelerden temin
edilen zeytin yapragi numunelerinde oleuropein yiizdeleri azalan degerlerde sirasiyla:
Balikesir Edremit (40°C) icin %9.438; Mugla Fethiye (Delice) (40°C) igin %8.207;
Balikesir Edremit (20°C) icin %6.786; Mugla Fethiye (Delice) (20°C) igin %6.536; Aydin
Cine (40°C) igin %4.46; Mugla Fethiye (Memecik) (40°C) icin %3.935; Mugla Fethiye
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(Memecik) (20°C) icin %3.857; Balikesir Gonen (20°C) icin %3.125; Aydin Cine (20°C)
i¢in %2.87; Balikesir Génen (40°C) igin %1.872 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 12. Zeytin yapragi ekstraktlarinin yiizde verim tablosu
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Sekil 13. Zeytin yaprag: ekstraktlarmin yiizde oleuropein tablosu

4.2. Zeytin Yapragi Ekstraktlarinin ve Oleuropein’in Antioksidan Ozellikleri

Ege bolgesinden temin edilen zeytin yapraklarinin ve saflagtirllmig ekstraktlarin
antioksidan kapasitesi iki ayri test ile tespit edilmistir. Tablo 7’de test sonuglari ICso

degeri olarak yer almaktadir.
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Tablo 10. Demir indirgeyici Antioksidan Giig (FRAP) testi ve DPPH radikal siipiirme testi ile Zeytin
yapraklar1 ve saflastirilmig ekstraktlarinin antioksidan aktivitesi. Degerler ortalama =+ standart sapmadir

(n=13).
Ornekler Demir indirgeyici Antioksidan Gii¢ DPPH Radikal Temizleme
(FRAP) Etkinligi ICs0 Values (ug/ml)
mg Ekuvalens /mmol AA
AC-1 3438 £ 0.1 4.71+0.24
AC-2 37.13+0.2 4.87+0.13
BE-1 2128 +£0.152 12.93 +0.23"
BE-2 21.68 £0.1172 7.93+£0.22
BG-1 40.387 £ 0.2 3.02+0.3
BG-2 39.71+0.15 3.75+0.11
MD-1 27.77+0.13 10.49 +0.31
MD-2 31.055+0.18 2.1+0.19
MM-1 4524 +0.17 2.67+0.2
MM-2 44,05 +0.22 3.91+0.24
OL-1 8.9+0.25 246 +0.3
OL-2 10.92 £ 0.31 4.03+0.3
OL-3 18.63 £0.12 441+0.15
OL-4 14.28 +0.3° 13.11+£0.33
OL-5 14.18 £ 0.26° 424+03
Kontrol (Askorbik asit) - 7.92+0.1"

* jle isaretlenen numune, DPPH testinde kontrolden 6nemli 6l¢iide farkliik gostermemektedir. Ust
simge harfleri olan 6rnek ciftleri, FRAP testinde 6nemli dl¢iide farklihik gostermemektedir (p < 0.05).

4.2.1. FRAP Analizleri Sonuclari

15 gesit zeytinin yapragi ekstraklar ve saflastirilmis ekstraktlar antioksidan kapasitesi,
(Benzie ve Strain, 1996) tarafindan tarif edildigi gibi FRAP testi ile 6l¢iildii ve askorbik
asit esdegerleri olarak hesaplandi. Tablo 7'de sunulan veriler, 8,9 + 0,25 ila 45,24 + 0,17
mmol AA/mg Esdegerlik arasinda degisen ekstraktlarin mmol
esdegerlerini/mg kuru agirligint (DW) géstermektedir. Tiim ekstraktlar, askorbik asitten

yaklasik 4 ila 20 kat daha gii¢lii antioksidan kapasite goriilmektedir.

4.2.2. DPPH Analizleri Sonuglari

Zeytin yapragi ve saflasgtirllmig ekstraktlar, kararli DPPH radikalini sar1 renkli
difenilpikrilhidrazine indirgemede oldukga etkili oldugu gézlemlenmistir. DPPH radikal
yakalama aktivitesi i¢in ICsg degerleri, 2,1 + 0,19 ila 13,11 + 0,33 (ng/ml) arasinda yer
almaktadir ve bu durum ekstraktlarin DPPH radikallerini ¢ok gii¢lii bir sekilde
yakalayabildigini gosteriyor. Onemli antioksidan aktivitesi ile bilinen askorbik asit

referans olarak kullanilmistir. (ICsp = 7,92 + 0,1 um/ml).

4.3. Zeytin Yaprag Ekstraktlarinin ve Oleuropein’in HPLC Analizleri

Ege bolgesinden temin edilen zeytin yapraklarmin ve saflastirilmis ekstraktlarinin

oleuropein analizlerinin belirlenebilmesi igin etanol karisimindan olusan ¢o6ziicii
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sistemleriyle ekstraktlar hazirlandi ve ekstraktlarin bu solvent ve/veya solvent
karisgimlarinda ¢oziiniirliikleri, ¢ozelti igerisinde kuru madde miktarlart ve ¢dziinen
maddelerin verimleri dikkate alinarak c¢ozeltiye gegebilecek oleuropein bilesiginin
analizleri arastirilmistir.

Standart maddenin (Oleuropein) HPLC cihazina tanitilarak her birinin HPLC

kolonundan gelis yilizdeleri ve kromotogramlari belirlenerek karakterizasyon galismalari

yapildi.
Tablo 11. Zeytin Yaprag: Ekstraktlariin ve Kolondan Gelis Yiizdeleri
Seri | mg/10 = Konsantrasyon(mg/ml) = Ortalama Numune Alanlar: y Alan mg/ml %
ml Alan
OL-1 22,5 2,25 44461845 44496230 44464811 44424494 44461845 1,496232  66.50
OL-2 18,2 1,82 41142707 41072487 41152583 41203051 41142707 1,384855 76.09
OL-3 24,6 2,46 44037481 @ 44073222 44191084 43848136 44037481 1,481992 60.24
oL-4 20,7 2,07 45667958 @ 45649953 = 45658675 45695245 45667958 1,536704 @ 74.24
OL-5 20,0 2,00 47500724 47480378 47504431 47517362 47500724 1,598204 79.91
AC-1 = 240 2,40 11666950 11632664 11678704 11689482 @ 11666950 0,395769 @ 16.49
AC-2 236 2,36 11260060 11261559 11253603 11265018 11260060 0,382116 @ 16.19
BE-1 183 1,83 15344301 15351462 15330523 15350917 @ 15344301 0,519166 @ 28.37
BE-2 18,0 1,80 16518951 16520298 16517573 16518983 @ 16518951 0,558583 @ 31.03
BG-1 21,3 2,13 7812479 | 7814246 7813641 7809549 7814246  0,266488 @ 12.51
BG-2 209 2,09 0484692 | 9481637 9484403 9488036 9484692  0,322542  15.43
MD- 20,4 2,04 17114770 17077604 = 17132103 17134602 17114770 0,578576 @ 28.36
1
MD- 19,8 1,98 16510575 16509234 16513173 16509318 16510575 0,558302 28.20
2
MM- 195 1,95 8662443 | 8715283 | 8635824 8636223 8662443  0,29495 15.13
1
MM- 222 2,22 10880964 10901722 10867841 10873328 @ 10880964 0,369395 16.64
2
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HPLC Oleuropein Kromotogramlar:
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Sekil 14. HPLC sonucu alinan kromotogram gériintiileri
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5.TARTISMA VE SONUC

Esas olarak Oleuropein bilesigi Oleaceae familyasinda bulunur ve bu familyanin alt
simiflandirmasinda kemotaksonomik bir belirteg olarak kabul edilir (Jansen ve ark.,
2002). Oleuropein igerigi zeytin c¢esidine, organina, zeytin {irlinline, iklime, hasat
olgunluguna ve kullanilan isleme sistemine bagli olarak degisir (Hassen ve ark.,2015).
Son yillarda oleuropein, elenolik asit ve hidroksitirisol ile ilgili arastirmalar polifenollerin
antioksidan oOzelliklerinin anlasilmasinin ardindan 6nem kazanmistir. Bu maddelerin
antiviral, hipoglisemmik, antimikrobiyal ve antioksidan gibi birgok 6zelligi laboratuvar
kosullarinda kanitlanmistir. Bu 6zellikleri ile dogal bir antibiyotik oldugu bilinmektedir
(Ersus ve Esen, 2008). Son zamanlarda oleuropein ve zeytin yapragi ekstraktlari tizerine
gerceklestirilen caligmalar hiz kazanmastir.

Yapilan c¢aligmalar arasinda 2006 yilinda Altinyay ve Altun zeytin yapragindaki
oleuropeinin HPLC analizini incelemiglerdir. Balikesir Edremit’e ait zeytin
yapraklarindaki oleuropeinin miktarini %3.506 olarak tespit etmislerdir (Altinyay ve
Altun, 2006). Balikesir yoresinden temin edilen zeytin yapraklarindan alinan etanol
ekstraktinda HPLC sonuglarina gore BE-1 igin (40°C, dekoksiyon) 283,69 mg/g ve
toplam oleuropein igerigi %9,44 verimle ve BE-2 igin (20°C, maserasyon) 310 mg/g ve
toplam oleuropein igerigi %6,9 verimle elde edilmistir. Ekstraksiyon islemlerinde
sicaklik arttikca ¢oziicli igerisinde ¢oziinen seliilozik yapilarla beraber oleuropein
icerigininde arttifi ve toplam ¢Oziinen katt madde miktarinda artis oldugu da
goriilmektedir. Balikesir-Edremit yoresinde BE-1 i¢in elde edilen ekstrak verimi %33.2
(16,6349/50g) iken diisiik sicaklikta BE-2 i¢in ektaraksiyon verimi %21.87
(10,935¢/50q9) olarak tespit edilmistir.

Avusturyada yapilan farkli bir ¢alismada, 2009 yilinda Lee ve arkadaslar1 Yeni
Gliney Galler bolgesinden topladiklart zeytin yapraklarmin fraksiyon sisteminde
ekstraktin1 gerceklestirmislerdir. Analizlerini HPLC ve DPPH ile gerceklestirmislerdir.
%80 Etanol ekstraktlarinin HPLC analizinde 102.11 + 0.02 mg/g tespit etmislerdir.
Ayrica DPPH analizi sonucunda %87.0 giderme olarak tespit etmislerdir (Lee ve ark.,
2009). 2010 yilinda Tokusoglu ve arkadaslari, Gemlik bolgesinden elde ettikleri zeytin
yapraklarinin ekstraktlarini HPLC ile karakterizasyonunu ve antioksidan aktivitelerini
incelemislerdir. HPLC karakterizasyonu sonucu oleuropein miktarini 778.6 = 0.06 mg/kg
olarak belirlemiserdir. Elde ettikleri ekstraktlarin antioksidan testlerini FRAP olarak
17.238+0.47 mmol/g olarak tespit etmislerdir (Tokusoglu ve ark., 2010).
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2010 yilinda Cioffi ve arkadaslari, Italya’nin Campania’nin La Pepa bolgesinden
elde ettikleri zeytin yapragi ekstraktlarinin antioksidan etkisini hesaplamiglardir. HPLC
analizleri sonucunda 140+2.99 mg/kg olarak tespit etmislerdir. Antioksidan testlerini
DPPH ile gergeklestirmisler ve elde ettikleri sonug¢ 42.3 ICso olarak tespit edilmistir
(Cioffi ve ark., 2010). 2012 yilinda Scognamiiglio ve arkadaslari, Cilento Ulusal
Parki'nda (italya) Rotondella bélgesinde yetistirilen Olea europaea gesitlerinin polifenol
karakterizasyonu ve antioksidan degerlendirmesini gergeklestirmislerdir. HPLC
analizleri sonucunda 4.9+0.7 mg/g olarak tespit etmislerdir (Scognamiiglio ve ark.,
2012). 2013 yilinda Quirantes-Pine ve arkadaslari, zeytin yapragi ekstraktlarinin HPLC-
ESI-QTOF-MS analizlerini gergeklestirmislerdir. HPLC sonucunda Oleuropein miktarini
0,1 ppm olarak tespit etmislerdir (Quirantes-Pine ve ark., 2013). 2018 yi1linda Dogangiin,
meyve tutumundan hasada kadar gegen siirede gemlik cesidi zeytin yapraklarinin
antioksidan aktivite ve fenolik bilesiklerindeki degisimin belirlenmesini incelemistir.
DPPH serbest radikali siipiiriicii aktivite degerlerinin %91.45-93.86 arasinda, HPLC ile
yapilan analizler sonucunda tiim Orneklerde en fazla miktarda (94.21-860.21 mg/kg)
bulunan fenolik bilesigin oleuropein oldugunu tespit etmislerdir (Dogangiin, 2018).

Yaptigimiz ¢alismada HPLC ile karakterizasyonunu gergeklestirdigimiz zeytin

yapragi ekstraktlarinin elde edilen oleuropein degerleri; AC-1 i¢in 164,90 mg/g; AC-2
i¢cin 161,91 mg/g; BE-1 i¢in 283,69 mg/g; BE-2 i¢in 310,32 mg/g; BG-1i¢in 125,11 mg/g;
BG-2 i¢in 154,33 mg/g; MD-1 i¢in 283,61 mg/g; MD-2 i¢in 281,97 mg/g; MM-1 i¢gin
151,26; MM-2 igin 166,39 mg/g olarak tespit edilmistir (Tablo 11).
Ayrica 20 °C deki meserasyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarin saflagtirma
calismalarinda OL-1 i¢in 664,992 mg/g, %66.50 saflikta; OL-2 i¢in 760,91 mg/g, %76.09
saflikta; OL-3 i¢in 602,44 mg/g, %60.24 saflikta; OL-4 igin 742,37 mg/g, %74.24
saflikta; OL-5 i¢in 799,102 mg/g, %79.91 saflikta oleuropein igeren iiriinler elde
edilmitir. Balikesir Edremit’e ait zeytin yapragi ekstraktinin saflastirilmasindan elde
edilen OL-5 6rnegine baktigimizda en yiiksek oleuropein miktarin burada oldugunu,
akabinde onu takip eden Mugla Delice’ye ait zeytin yapragi ekstraktinin
saflagtirilmasindan elde edilen OL-2 6rneginin oldugu tespit edilmektedir.

Sonug olarak ekstraksiyon galismalarinda zeytin yapraklarinda yer alan toplam
oleuropein igerigine bakildiginda: AC-1 i¢in %4.46; AC-2 i¢in %2.87; BE-1 i¢in %9.438;
BE-2 i¢cin %6.786; BG-1 i¢in %1.872; BG-2 igin %3.125; MM-1 i¢in %3.3.935; MM-2
icin %3.857; MD-1 i¢in %8.207; MD-2 i¢in %6.536 oleuropein icerdigi tespit edilmistir.
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Yapilan ¢aligmalarda toplam %9.438 verimle en yiiksek oleuropein igerigine sahip tiir

Balikesir Edremit yoresinden temin edilen zeytin yapraklarina aittir.

Oleuropein ve zeytin yapraklariin ekstraktlar tizerine gergeklestirilen fenolik
bilesiklerin tayini ve karakterizasyonu calismalar1 ardindan oleuropein ve ekstraktlarin
antimikrobiyal yonii, antidiyabetik yonii ve antioksidan yoniinii gézlemlemek amagh
caligmalar yapilmistir. Antioksidan 6zelliklerini belirlemek i¢in farkli analiz teknikleri
olan DPPH, ROS, ABTS ve FRAP yontemleri kullanilan bir¢ok c¢alisma literatiirde
bulunmaktadir. Calismamizda bu farkli tekniklerden olan DPPH ve FRAP yontemleri
secilerek analizlerimiz gercgeklestirilmistir. Bu analizler ile ilgili literatiir verileri
degerlendirildiginde 2010 yilinda Kiritsakis ve arkadaglari, Yunan zeytin yapraklarinin
(Metanol/Su) ekstraktlarin1 olusturup antioksidan analizlerini gerceklestirmislerdir.
Gergeklestirilen analizlerden DPPH sonucunu 27.50+1.44 ICso olarak bulmuslardir
(Kiritsakis ve ark., 2010). Biz de yaptigimiz DPPH radikal giderme analizinde kontrol
olarak kullanilan Askorbik Asite (ICso degeri 7.92+0.10) kars1 ekstraktlarin radikal
giderme etkinlikleri belirlenmistir. Buna gére BE-1 ve MD-1 hari¢ diger tiim ekstraklar1
askorbik asitten daha iyi radikar giderme etkinligi gostermistir. Ekstarklar arasinda en iyi
sonu¢ Mugla Delice (MD-2, 20°C, maserasyon, ICsg degeri 2.10+0.19) zeytin yapragindan

alinan {irtine aittir (diger 1Cso degeri i¢in Tablo 10 bakiniz).

Yine 2011 yilinda Hayes ve arkadaslar1 tarafindan yapilan farkli bir ¢aligmada
zeytin yapragl eksraktinin ABTS ve FRAP yontemi ile antioksidan aktiviteleri
incelemislerdir. FRAP yontemi sonucu 30.3+0.1 1Cso ve ABTS 37.93+0.23 ICsp olarak
bulmuslardir (Hayes ve ark., 2011). 2011 yilinda Abaza ve arkadaslari Chétoui gesidine
ait zeytin yapraklarmm1 4 farkli ¢oziicii kullanarak ekstrakt elde etmislerdir ve bu
ekstraktlarin ABTS yontemi ile antioksidan aktivitelerinin 629.87-1064.25 pumol TE/g
kuru yaprak aralifinda degisiklik gosterdigini belirtmislerdir (Abaza ve ark., 2011). 2012
yilinda Czerwinska ve arkadaslari, Oleuropein ve zeytinyagindan elde edilen dialdehid
tirevi oleacein'in  antioksidan aktivitelerinin  karsilastirilmasi  adli  ¢alismayi
gerceklestirmislerdir. ROS yontemiyle gerceklestirmis olduklar1 antioksidan etki
caligmasinda 5 uM oleuropein’in %40 etki gosterdigini tespit etmislerdir (Czerwinska ve
ark., 2012). 2013 yillinda Ahmad-Qasem ve arkadaslari, zeytin yapraklarinin
dondurulmasmin ve dehidrasyonunun ekstrakt bilesimi ve antioksidan potansiyeli

tizerindeki etkisini incelemislerdir. Karakterizasyonda oleuropein miktarmi 108.6+1.6
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mg/g olarak tespit etmislerdir. Gergeklestirdikleri FRAP analizi sonucunda 109+5 mg/g
olarak tespit etmislerdir (Ahmad-Qasem ve ark., 2013). Ayn1 zamanda 2013 yilinda Kara,
farkl1 kurutma yontemlerinin zeytin yapragindaki fenolik madde dagilimma ve
antioksidan kapasitesine etkisini aragtirmistir. Antioksidan aktivite icin DPPH ydntemi
kullanmiglardir. Gemlik tiirli zeytin yapraginda antioksidan kapasitesinin %92.76 tespit
etmislerdir (Kara, 2013). 2016 yilinda Moudache ve arkadaslari, zeytin yan {iriinlerini ve
zeytin yapragi ekstrelerinin antioksidan aktivitelerini DPPH yontemi ile incelemislerdir.
Zeytin yapragi ekstraksiyonunun (etanol/su) antioksidan aktivitesi 95.4 + 0.3 1Cso olarak
bulmuslardir (Moudache ve ark., 2016).

2016 yilinda Blasi ve arkadaslari Italya’da yetistirilen farkli zeytin yaprag
cesidini farkli mevsimlerde toplaylp ABTS ve DPPH yontemleri ile antioksidan
aktivitesini arastirmiglardir. Antioksidan aktivitelerinin Lecino ¢esidinin eyliil ayindan
toplanan zeytin yapraklarindan 44.8 mg TE/g kuru yaprak, Dolce Agogia ¢esidinin aralik
aymda 99.8 mg TE/g kuru yaprak oldugunu belirtmislerdir (Blasi ve ark. 2016). 2016
yilinda Kurtulmus, Edremit korfezi zeytin yapraklarinin antioksidan 6zellikleri ile fenolik
ve mineral bilesimleri iizerine mevsim ve ylikselti faktorlerinin etkilerini incelemistir.
Yapraklarin DPHH radikallerini indirgeme 6zelligi %93.80 ile %95.43 arasinda oldugunu
tespit etmistir (Kurtulmus, 2016). 2017 yilinda Difonzo ve arkadaslari Coratina zeytin
cesidi yapraklari ile farkli ¢oziiciiler kullanarak elde ettikleri ekstraktlart ABTS yontemi
kullanarak antioksidan aktivitesini 385.0-908.0 pmol TE/g araliginda tespit etmislerdir
(Dizonfo ve ark., 2017). 2022 yilinda Kocatiirk ve arkadaslar1, Zeytin yapragi (domat)’
nin antioksidan ve sitotoksik aktivitelerini incelemislerdir. Etanollii ekstraktlarinin DPPH
sonucunu 0,16 £0.02 ICso, ABTS sonucunu 0.023+0.002 ICso olarak bulmuslardir
(Kocatiirk ve ark., 2022).

Sonu¢ olarak bizde yaptigimiz ¢aligmalarda DPPH  yontemi ile
gergeklestirdigimiz zeytin yapraklari ekstraktlar1 ve ekstraktlarin saflagtirilmasindan
yapilan antioksidan ¢alismalari sonucunda; AC-1 i¢in 4.71 + 0.24 1Csp; AC-2 igin 4.87 £
0.13 ICsp; BE-1 igin 12.93 + 0.23 1Cs0; BE-2 igin 7.93 + 0.22 1Cs0; BG-1 i¢in 3.02 £ 0.3
ICs0; BG-2 i¢in 3.75 £ 0.11 1Cs0; MD-1 i¢in 10.49 + 0.31 1Cs0; MD-2 i¢in 2.1 £ 0.19 ICsp;
MM-1 i¢in 2.67 + 0.2 1Cs0; MM-2 icin 3.91 + 0.24 ICso olarak belirtilmistir. FRAP
yontemi ile gerceklestirdigimiz zeytin yapraklar1 ekstraktlar1 ve ekstraktlarin

saflagtirilmasindan yapilan antioksidan ¢alismalari sonucunda; AC-1 i¢in 34.38 = 0.1 mg
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ekuvalent/mmol AA; AC-2 i¢in 37.13 + 0.2 mg ekuvalent/mmol AA; BE-1 i¢in 21.28 +
0.15 mg ekuvalent/mmol AA; BE-2 i¢in 21.68 = 0.11 mg ekuvalent/mmol AA; BG-1 igin
40.387 + 0.2 mg ekuvalent/mmol AA; BG-2 igin 39.71 + 0.15 mg ekuvalent/mmol AA,
MD-1 igin 27.77 + 0.13 mg ekuvalent/mmol AA; MD-2 igin 31.055 + 0.18 mg
ekuvalent/mmol AA; MM-1 i¢in 45.24 + 0.17 mg ekuvalent/mmol AA; MM-2 i¢in 44.05
+ 0.22 mg ekuvalent/mmol AA; OL-1 i¢in 8.9 £ 0.25 mg ekuvalent/mmol AA; OL-2 igin
10.92 £ 0.31 mg ekuvalent/mmol AA; OL-3 i¢in 18.63 £+ 0.12 mg ekuvalent/mmol AA;
OL-4 i¢in 14.28 = 0.3 mg ekuvalent/mmol AA; OL-5 i¢in 14.18 £ 0.26 mg
ekuvalent/mmol AA olarak tespit edilmistir (Tablo 10).

Gergeklestirilen son arastirmalar, bitki ve gidalarin fitokimyasal o6zelliklerine
odaklanmistir. Bu ozelliklerin en goze carpan Ozelligi antioksidan kapasiteleridir ve
antioksidanlar arasinda en ¢ok ¢alisilan ve arastirilan molekiiller fenolik molekiillerdir.
Gergeklestirdigimiz ¢alismada, Aydin Cine, Mugla Delice, Mugla Memecik, Balikesir
Gonen ve Balikesir Edremit'den iki farkli sicaklikta (20°C ve 40 °C) etanol igerisinde
ekstrakte edilen bes cesit zeytin yapraginin antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir.
Bu degerlendirmeler sonucunda Balikesir Edremit ve Mugla Delice yorelerine ait zeytin
yapraklar1 6rneginde diisiik sicaklikta elde edilen ekstraklarda daha iyi antioksidan etki
gosterdigi gozlemlenmistir. Ozellikle Mugla Delice (MD-2, 20°C, maserasyon, 1Cso
degeri 2.10+0.19) yoresinden temin edilen zeytin yapragi ekstrakti en yiiksek antioksidan
kapatiseye sahip oldugu belirlenmistir.

HPLC analizi ile dogrulanan yiiksek oleuropein igerigine sahip 20°C'de ekstrakte
edilen c¢esitlerin silika jel kolon fraksiyonlarmin antioksidan aktivitesi de
degerlendirilmistir. Bu degerlendirmeler sonucunda; OL-1 i¢in 2.46 + 0.3 ICsp; OL-2 igin
4.03 £ 0.3 ICs0; OL-3 igin 4.41 + 0.15 ICsp; OL-4 i¢in 13.11 + 0.33 ICs0; OL-5 i¢in 4.24
+ 0.3 ICso DPPH sonuglari elde edilmistir (Tablo 10). Calismamizda tiim ekstraksiyon
adimlari i¢in fenolik bilesiklerin maksimum ekstraksiyon verimleri ve en yiiksek anti-
radikal aktivite gosterebilecek metodolojiye oncelik verilmistir. Bunun i¢in oda sicakl
(20 °C, maserasyon) ve daha yiiksek sicaklikta (40°C, dekoksiyon) yontemleri tercih
edilmistir. Yiiksek sicakligin bitki icerisinde bulunan fenolik bilesiklerin bozulmasina
neden olabilecegi diisliniildiigiinde, maksimum madde miktarinin ¢dziicli ortamina
gecebilecegi ve antioksidan aktivitenin yiiksek olmas1 amaciyla en yiiksek sicaklik 40°C’

olacak sekilde belirlenmistir. Sicakligin ekstrakt verimi, ekstraklar igerisindeki
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oleuropein igerigi ve biyolojik aktiviteler lizerine etkilerini inceledigimizde, sicaklik
arttikca ekstraksiyon veriminin arttigin1 ve genel olarak ektraklar igersinde oleuropein
igeriginin artig gosterdigi goriilmektedir. Biyolojik aktivite ¢alismalarinda ise yapilan iki
farkli antioksidan tahlilinden elde ettigimiz bulgular dahilinde, Mugla-Memecik, Aydin-
Cine bolgelerinden temin edilen zeytin yapraklarindan (MM-1, AC-1) 40 °C sicaklikta
elde edilen etanol ekstraktinin, 20°C'de ekstrakte edilen ekstraktindan (MM-2, AC-2)
daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi goriilmistir. Bu durum ekstraksiyon
yontemi tizerindeki sicakligin etkisi ile ilgili olabilir. Fenolik asitler ve flavonoidler gibi
ikincil metabolitlerin bitkilerden izolasyonu ve saflastirilmasi i¢in ekstraksiyon yontemi,

bunlarin tanimlanmasi ve karakterizasyonundan 6nceki 6nemli adimdir.

Bes farkli bolgeden elde edilen zeytin yaprag: ekstraklarinda oleuropein igerigi
Balikesir Gonen harig, 40 °C de elde edilen ekstraklarda daha fazla oldugu goriildii.
Antioksidan sonug¢ tablosuna gore de, Balikesir-Edremit yoresinden elde edilen
ekstraklarinin FRAP ve DPPH yontemleriyle en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir. Bununla birlikte Balikesir Gonen ve Mugla Memecik tiirlerinden
40°C de elde edilen (BG1, BG-2, MM-1, MM-2) ekstraktlarin 20 °C de elde edilen
ekstraklarindan hem FRAP yonteminde hemde DPPH yonteminde daha yiiksek
antioksidan kapasite gosterdigi gériilmiistiir. Fakat Mugla Delice tiirlerinden 20 °C de
elde edilen ektraklarin ise 40 °C de olanlarinda daha iyi anti-oksidan aktivite gosterdigi
goriilmektedir (Tablo 10). Bu nedenle sicakligin etkisi tam olarak anti oksidan akvitiye
olumlu bir etki saglamistir veya saglamamistir demek dogru bir yaklasim olmayacaktir.
Bitkinin tlirene gore (lokasyon, tarimsal tedbirler, bolge rakimi, sicakli vb.) sicaklikla
birlikte daha fazla ¢6ziinen flavonoid yapisindaki fenolik bilesiklerin artis veya aziligina
gore antioksidan aktivitede olumlu veya olumsuz bir etki yaptig1 soylemek daha dogru
olacaktir. En yiiksek aktivitenin goriildigi MD-2, MM-1 ve MM-2 (DPPH radikal
gidermede) ekstraklarda oleuropein ile birlikte matrik igerisinde olabilecek fenolik
yapidaki bilesiklerinde sinerjistik bir etki saglamis olabilecegi diisiiniilmektedir.
Literatiire gore (Capasso ve ark., 1994), baslica biyoaktif bilesenlerden olusan zeytin
yapragr ekstresi; oleuropein ligstroside, nuzhenide, nuzhenide oleoside ve
dimetiloleuropein (L. Cecchi, Migliorini, Zanoni, Breschi, & Mulinacci, 2018) ayrica
tirozol, hidroksitirosol ve ilgili bilesikler gibi diger kiiclik bilesenler, tirosol ve

hidroksitirozol gibi kiigiik bilesenlerin giiclii antioksidan molekiiller oldugu
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bilinmektedir. Bu nedenle yukarda bahsedilen oleuropein disindaki biyomolekiillerin

antioksidan aktivite iizerine sinerjistik veya antagonistic etkileri goz ardi1 edilmemelidir.

Tim bu durumlart dikkate aldigimizda ekstraklar1 kendi i¢inde kiyaslayacak
olursak, DPPH radikal giderme analizinden elde edilen sonuglar, FRAP sonuglarina
benzer sekilde AC-2'nin %66.5 oleuropein fraksiyonu olan OL1 ve BE-2'nin %79.91
oleuropein fraksiyonu olan OL-5'in ham ekstraktlarindan daha yiiksek antiradikal aktivite
sergiledigini gostermistir. Bununla birlikte, sirasiyla MD2, MM2 ve BG2'den
izolasyonart yapilan oleuropein fraksiyonlart olan OL-2, OL3 ve OLA4, ilgili ham

ekstraktlarindan daha diisiik antiradikal aktivite gdstermistir.

Sonug olarak 3 farkli ile ait 5 farkli bolgeden temin edilen tiim ekstraklarin ve bu
ekstraklardan izole edilen yiiksek oleuropein igerikli izolatlarin standart olarak kullanilan
Askorbik Asitten 4 ila 20 kat daha yiiksek antioksidan aktivite sergiledigi belirlenmistir.
Bununla birlikte ekstraklar arasinda en yiiksek verim ve oleuropein igerigine sahip olan
zeytin yapragi %9.438 ile Balikesir-Edremit bolgesine ait ham ekstraklardir. FRAP
yonteminde; ekstraklar arasinda en yiiksek antioksidan aktivite Balikesir-Edremit (BE-1)
icin 21.28 £ 0.15 mg ekuvalent/mmol AA, izolatlar arasinda en yiiksek antioksidan
aktivite Aydin-Cine esktaktina ait OL-1 8.9 + 0.25 mg ekuvalent/mmol AA oldugu tespit
edilmistir. DPPH yonteminde ise; ekstraklar arasinda en yiiksek antioksidan aktivite
Mugla-Delice (MD-2) igin 2.1 + 0.19 ICs oldugu, izolatlar arasinda ise en yiiksek
antioksidan aktivite Aydin-Cine esktaktina ait OL-1 i¢in 2.46 £+ 0.3 1Csp oldugu tespit

edilmistir.
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6. ONERILER

Tirkiye’de zeytincilik endiistriyel bir 6nem tasimaktadir ve lilkemizde zeytincilik ve
zeytin yagi uretimi ¢ok daha fazla One g¢ikmaktadir. Buna karsilik Zeytin (Olea
europaea L.) Yapragi Ekstresi {iretimi avrupada daha yaygindir ve gida takviyesi olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle ateroskleroz gibi kardiyovaskiiler rahatsizliklarin riskini
azaltmasi, kan basincini diistirmesi, hipertansiyonu dengelemesi, tip-2 diyabet tedavisine
yardimc1 olmasi, serbest radikalleri soniimlendirmesi, antioksidan 6zellige sahip olmasi
ve bagisiklik sistemini kuvvetlendirmesi gibi amagclarla %20’lik ekstraklar1 gida alaninda
kullanim alanma sahiptir. Ulkemizde avrupada oldugu kadar yaygim bir kullanima sahip
olmay1p, acimsi tad1 ve tekstiir 6zelliklerinden dolay1 da pek tercih edilmemis fakat son
yillarda bu {iriine ilginin giderek arttig1 goriilmektedir. Ayrica oleuropein igerigine sahip
ekstraklarin_herpes viriisleri lizerinde etkili olmasi, ucuklarin tedavisinde kullanilmasi ve
antienflammatuvar aktiviteye sahip olmasi nedeniyle kozmetik ve ilag sanayinde de
kendine 6nemli bir yer edinecektir. Ulkemizin zeytin cenneti olmasi, zeytin agaglarmin
Olimsiiz aga¢ olarak tim Ege ve Akdeniz kiyilarinda yayilim gostermesi bu agca ve
agactan elde edilen zeytin yapraklarina daha fazla énem verilmesi ve yiiksek katma
degerli trlinlerin iiretilmesi amaciyla kimyasal hammadde sanayisi i¢in biiylik 6nem

tasimaktadir.
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