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OZET

ZEYTIN PIRINASI ve ZEYTIN YAPRAGINDAN POLIFENOLLERIN BASINCLI
COZUCU EKSTRAKSIYONU

Goksu GENCTURK

Kimya Miihendisligi Anabilim Dal1
Temel islemler ve Termodinamik Bilim Dali

Eskisehir Teknik Universitesi, Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Eylil 2022

Danigsman: Prof. Dr. Berrin BOZAN

Bu c¢aligmanin amaci; basingli solvent ekstraksiyon yontemi ile zeytinin iiretim
stireci atiklar1 olan pirina ve zeytin yapragindan polifenollerin geri kazanilmasidir.
Cozicii olarak %50 etanol kullanilarak, 1500psi basingta basingli sivi ekstraksiyon
parametrelerinin (sicaklik, ekstraksiyon siiresi ve pH), Oleuropein ve fenolik bilesiklerin
kalitesi ve miktar1 ile DPPH radikal siipiirme aktivitesi iizerindeki etkisi, yanit yiizeyi
deneysel tasarimi kullanilarak arastirilmigtir. Sonuglar ekstraksiyon veriminin zeytin
yapraginda %22,55-36,5 pirinada %2,54-17, toplam fenol veriminin zeytin yapraginda
%09,77-41,52 pirinada %0,5-4,68, toplam flavonoid veriminin zeytin yapraginda %1,42-
6,19 pirinada %0,25-1,92 arasinda degistigini gostermistir. 11,24ug yaprak ekstresi/ml
(ECs0) olarak en yiiksek DPPH siipiirme potansiyeli ile 75°C, pH 4,5 ve 22,5 dakikalik
zeytin yapragi ekstraksiyon kosulunda elde edilmistir. Toplam fenol verimleri hem
yaprakta hem de pirinada sicaklik arttik¢a artmig, ekstraksiyon zamani fenolik bilesenler
Uzerine negatif etki géstermis ve pH 4-5 araliginda maksimuma ulagmistir.

Anahtar Kelimeler: Basingl Coziicii ekstraksiyonu, Pirina, Zeytin yapragi, Zeytinyagi
proses atig1, Polifenol, Antioksidan aktivite.



ABSTRACT

PRESSURIZED LIQUID EXTRACTION OF POLYPHENOLS FROM OLIVE LEAF
AND OLIVE POMACE

Goksu GENGCTURK

Department of Chemical Engineering
Programme in Unit Operations and Thermodynamics

Eskisehir Technical University, Graduate School of Sciences, September 2022

Supervisor: Prof. Dr. Berrin BOZAN

The aim of this study was to obtain polyphenols from Pirina and olive leaves by
pressurized solvent extraction method. Using 50% ethanol as solvent and an extraction
pressure of 1500psi, the influence of the parameters of pressurized liquid extraction
parameters (temperature, extraction time, and pH) on the quality and quantity of
oleuropein and phenolic compounds, as well as on the activity of DPPH radical scavenger
was studied by response surface design. The results showed that the extraction yield
varied between 22.55-36.5% for olive leaves and 2.54-17% for pirina, the total phenolic
yield varied between 9.77-41.52% for olive leaves and 0.5-4.68% for pirina, and the total
flavanol yield varied between 1.42-6.19% for olive leaves and 0.25-1.92% for pirina. The
highest DPPH scavenging activity of 11.24ug leaf extract/ml (EC50) was obtained at
75°C, pH 4.5 and for 22.5 min.

Keywords: Pressurized liquid extraction, Polyphenol, Antioxidant activity, Olive
pomace, Olive leaves.
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1. GIRIS VE AMAC

Son yillarda bitkilerde bulunan aktif maddeleri olusturan fenolik bilesiklerin
arastirtlmasina yonelik ilginin arttigi gézlemlenmistir. Bunun baglica nedeni, insan
beslenmesinde bol miktarda bulunmalar1 ve kanser, kardiyovaskiiler, ndrodejeneratif ve
oksidatif stresle iliskili enflamatuvar hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin 6nlenmesindeki
olasi rolleridir. Hem tiiketicilerin hem de gida ve ilag sektérinin de bu konuya ilgi
duymasi dikkat ¢ekicidir. Antioksidan 6zelliklerine ek olarak, polifenoller, ¢ok c¢esitli
enzimlerin ve hiicre reseptorlerinin aktivitesinin modiilasyonu ve birka¢ hiicre zari
tagiyicisinin aktivitesi ve ekspresyonu ile etkilesim gibi baska spesifik biyolojik etkilere
de sahiptir [1]. Bu bilesikler, kimyasal yapilarina gore farklilasan heterojen bir molekdl
grubu olusturur ve yapilarmin O6nemli ¢esitliligi nedeniyle polifenoller, diger
antioksidanlardan bile daha etkili olarak kabul edilir [2].

Zeytin (Olea europaea L.), Akdeniz bolgesinden yayilan yaygin bir bitkidir.
Akdeniz bolgesindeki uygarlik tarihi boyunca zeytin yapragi halk hekimliginde
kullanilmis ve meyvesi kendine 6zgii lezzeti ve besleyiciligi ile diinya capinda deger
verilen “sivi altin” olarak adlandirilan zeytinyaginin iretilmesine hizmet etmistir [3].
Zeytin agaci, dunyada basta Avrupa olmak tizere (%65), Asya (%16) ve Afrika (%15)’da
en ¢ok dretilen zirai Urlinlerden biridir. Zeytinin iglenmesinden sonra genellikle atilan
yaprak ve pirina, ekonomik ve strdirilebilir bir hammaddedir. Bu hammaddenin gida ve
nutrasotik Urtinlerde endiistriyel olarak degerlendirilebilmesi hem atiklarin giderilmesi
hem de katma degerli iiriin tiretilmesi agisindan 6nemlidir [4].

Zeytin, icerigindeki tekli doymamis yag asitleri ve (poli)fenoller ve pentasiklik
triterpenler gibi biyoaktif bilesenler nedeniyle saglikli bir gida olarak kabul edilmektedir
[3]. Zeytin agaci, zeytin meyvesi, zeytinyagl ve zeytin isleme yan iriinlerinde (zeytin
agaci1 yapraklari ve zeytin pirinasi) bulunan triterpenler ve fenolik bilesikler gucli serbest
radikal sliplirme kapasitelerine sahiptirler ve oksidatif hasarlara ve hiicresel yaslanmaya
kars1 korumada 6nemli bir rol oynarlar. Zeytin yan Grlnlerinden elde edilen ekstreler lipid
oksidasyonunu dnleme ve gidalara besleyici deger katma yetenegi ile gida koruyucular
olarak da kullanilabilir [4].

Bitkilerden biyolojik olarak aktif bilesenlerin eldesi i¢in kullanilan ayirim islemi
kati-s1v1 ekstraksiyonudur. Her bitki materyalinde farkli yapida ve miktarda aktif bilesen
bulundugundan, ¢0zlicu ekstraksiyon kosullarinin optimize edilmesi gerekmektedir.

Ekstraksiyonun basaris1 yiliksek ekstraksiyon veriminin yaninda, ekstre edilecek aktif



bilesiklerin stabilitesi ve aktivitesi tizerindeki etkisine baglidir ve ekstraksiyon tipi, pH,
¢oziicli, sicaklik ve ekstraksiyon siiresi gibi ¢ok sayida proses parametresinden etkilenir.
Bu nedenle, ckstraksiyon sirasinda aktif bilesiklerin stabilitesini destekleyecek, cevre
dostu, verimli ve uygun maliyetli olacak yeni ekstraksiyon teknolojilerin
degerlendirilmesi 6nemlidir. Son yillarda geleneksel ¢oziicii ekstraksiyon teknigine gore
daha az organik ¢oziicti tiiketiminden dolayi, Basingli Coziicii ekstraksiyonu, yesil
ekstraksiyon teknigi olarak kabul edilmektedir. Bu nedenle zeytin yapraklarindan
polifenollerin geri kazanilmasi i¢in umut verici yenilik¢i bir ekstraksiyon teknolojisi
olarak kabul edilir [4].

Basingli Coziicii ekstraksiyonunda (BSE), yiiksek sicaklik ve basing ekstraksiyonu
hizlandirmak i¢in kullanilmakta ve bitkilerden fenolik bilesiklerin hassas oldugu atmosfer
ve 151k sartlarindan koruyarak ekstraksiyonu gergeklestirmektedir [5].

Bu ¢alismada, pirina ve zeytin yapraklari %50 etanol ile 1500psi basingta farkl
asidik pH, sicaklik ve ekstraksiyon zamanlarinda basingli ¢oziicii ekstraksiyonu teknigi
ile ekstre edilmis ve Cevap Yiizey Deney Tasarimi kullanilarak ekstraksiyon
parametrelerinin, pirina ve zeytin yapraginda bulunan toplam fenolik bilesen, toplam
flavonoid ve ekstrelerin DPPH serbest radikal stpurucu aktiviteleri tzerine etkileri

incelenmistir.



2. ZEYTIN AGACI

Zeytingiller (Oleaceae) ailesinden gelen zeytin (Olea europaea) Akdeniz iklimine
0zgu ve meyvesi yenen bir bitkidir [6]. Diinya ¢apinda 8 milyondan fazla zeytin agaci
yetistirilmektedir bunlarin neredeyse %98°1 Akdeniz havzasindadir. Zeytin agaci, bilinen
en eski kultdr bitkilerinden biridir [7]. Zeytinin insanligin ortaya ¢ikmasi ile birlikte var
oldugu diisiiniilmektedir ve eski zamanlardan beri zeytin yapragi saglik ve barisin

sembolii olmustur [8].

Cizelge 2.1. Zeytinin bilimsel simiflandiriimasi [6].

Alem Plantae
Bolim Magnoliophyta (Kapah tohumlular)
Sinif Magnoliopsida (ki cenekliler)
Takim Lamiales
Familya Oleaceae (Zeytingiller)
Cins Olea
Tiir Olea europae
ikili Adi Olea europaeal

Zeytin agaci, zeytingiller ailesinde 24 ¢ins/615-800 tiir arasindaki yaprak
dokmeyen bir agagtir [9]. Zeytin agacinin boyu 10 metreye kadar uzayabilmektedir. Her
mevsim yesil yaprakli olan agacin dallar1 sik ve genistir. Agacin taci, boyunun uzamasiyla
orantil1 olarak her y1l genisler. Zeytin agaci yapraklarinin iist kism1 koyu yesil, alt kismi
ise glimiis renklidir. Yapraklar miithis bir ahenk ile dalin iki yanindan karsilikli olarak
cikarlar. Genisligi 40-50cm olan zeytin agacinin govdesi clirimeye karst cok
dayaniklhidir. Govdesi yas aldik¢a kalinlasir ve gatlar, bu gatlak ve yumrulardan yeni
tomurcuklanmalar olusur ve gévde bu sekilde kendini yeniler. Uzun dmiirlii olan bu agag
2000 yil kadar yasayabilmektedir [10]. ilk biiyiik mahsuliinii vermesi i¢in 8-10 sene
gecmesi gerekmektedir ancak 4-6 sene icinde mahsul veren ¢esitleri de vardir [11]. Zeytin
agacinin verimi degisimlidir yani 1 y1l ¢ok verim verirken bir sonraki yil verim vermez
ya da az verim verir [12].

Zeytin agaci iilkemizde Ege Bolgesinde (Balikesir, Manisa, Izmir, Aydin, Denizli,

Mugla illerinde), Karadeniz Bolgesinde (Trabzon, Samsun ve 6zellikle Artvin-Yusufeli



yoresindeki Coruh vadisinde), Marmara Bolgesinde (Gemlik ve Mudanya), Akdeniz
Bolgesinde (Hatay, Adana ve kiyr seridinde), Giineydogu Anadolu Bolgesinde
(Kahramanmaras, Nizip, Kilis ve Gaziantep) yetismektedir [13].

Meyvesi ve yagi icin yetistirilen zeytin agacinin atik gibi diisiiniilen zeytin
cekirdegi ve yapragi da geleneksel olarak halk hekimliginde uzun yillardir kullanilmakta
[8]. Aslinda, potansiyel saglik yararlari nedeniyle zeytin biyofenolleri, zeytin {ireten

tilkelerde gevresel bir sorun olan atik tirtinlere deger katma firsat1 sunar [14].

2.1. Zeytin Yapragi

Zeytin agaglarinin budanmasi ve meyve hasadi zamaninda elde edilen yaprak ile
dallarin biitiinii i¢in ‘zeytin yapragi’ terimi kullanilir [15]. Yetiskin bir zeytin agacinin
yaprak omrii 3 sene kadardir, gélgede kalan yaprak ise genellikle 2. senesinde diiser.
Zeytin yapraklarini, yeni sezon ve eski sezon olarak ikiye ayirabiliriz. Mevcut yildaki
stirgliniin ucuna dogru biiyiiyenler yeni yapraklar, ayni1 siirgiiniin orta ve i¢ kisimlarinda
bulunanlar ise olgun yapraklardir. Ortalama yaprak uzunlugu 5-11cm, genisligi de 1-

3cm’dir [16].

Yiizyillardir zeytin yapraklari ve 6zleri saglikla iliskilendirilmistir [17]. Zeytin
yapragi ilk defa eski Misir’da tibbi olarak kullanildi [18]. Yapraktan elde edilen yagi
mumyalama torenlerinde koruyucu olarak, halk hekimliginde de ates ve sitma gibi diger
hastaliklarin tedavisinde kullandilar ve zeytin yapragi ilahi giiciin simgesi oldu [17, 18].
Gilintimiizde de Akdeniz halki arasinda iyilestirici etkisi olan geleneksel bir bitki cay1
olarak ya da ¢ignenerek kullanilir [15]. Zeytin yapragi Akdeniz kiiltiiriinde bir halk ilaci
olarak grip, soguk alginligi, sitma, siddetli ishal, dis, kulak, idrar yollar1 ve cerrahi
enfeksiyonlarin tedavisinde de faydali olmustur. Ayrica baz1 ¢aligmalar zeytin yapragi
Oziitliniin hayvanlarda kan basincin1 diisiirme ve koroner arterlerdeki kan akisinin
arttirma, aritmiyi hafifletme ve bagirsak kas spazmlarini, solunum yolu enfeksiyonlarini
tedavi etme kapasitesine sahip oldugunu belirtti. Ek olarak, yaprak dermatolojik
hastaliklar i¢in kullanilmigtir [18].

Epidemiyolojik c¢aligmalar, Akdeniz iilkelerinde koroner kalp hastaliklarinin ve
belirli kanser tiirlerinin diisiik oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar da Akdeniz
diyetinin insan sagligma faydali etkileri oldugu hipotezine yol agmistir [19]. Akdeniz

diyeti, yasam kalitesini arttirmaya yarayan modern bir beslenme bicimidir [20].



Bitki Ozleri, bilinen tibbi 6zellikleri veya geleneksel kullanim ge¢misi olan
bitkilerin meyvelerinden, yapraklarindan, g¢igeklerinden, agaglarindan, koklerinden,
recginelerinden veya tohumlarindan elde edilir. Bitki 6zlerindeki degerli bilesikler bir¢cok
saglik yararindan sorumludur [18]. Bu bilesikler bitkilerde yiiksek antioksidan kapasite
gosteren bir savunma mekanizmasi olarak mikroorganizmalara, bocek yaralanmalarina
ve UV radyasyonuna karsi yanit olarak sentezlenen polifenollerdir [15, 18]. Giines 15181
fenolik bilesiklerin sentezini aktive eder ve bu bilesikler zeytin gibi koyu meyvelerde
veya zeytin yapragi gibi kalin yapraklarda bozulmadan korunmak igin depolanir [19].
Zeytin yan Urdnleri, antioksidan, anti-inflamatuar ve antimikrobiyal etkilere sahip bol
miktarda biyoaktif fenolik bilesikleri igermektedir [21]. Biyofenollerin ¢ok ¢esitli
biyoaktiviteleri vardir ve zeytin yapragi Oziitii kozmetikte, farmasotiklerde, lipit
peroksidasyon slrecini geciktirerek gida raf 6mriinii iyilestirmede ve fonksiyonel gidalar
gelistirmek i¢in kullanilabilir [17, 22]. Zeytin yapraklarinda tanimlanan ana bilesikler
basit fenolikler, flavonoidler ve sekoiridoidler sinifindadir [23].

Tiiketicilerin daha saglikli yiyeceklere olan talebinin artmasiyla birlikte endiistri ve
bilim diinyasi, yiyecek ve icecekler igin yeni fonksiyonel icerikler Uretmeye baslamistir
[21]. Zeytin yapraklarinin biyolojik aktivitesi, onlarin fonksiyonel bir gida bileseni olarak
kabul edilmelerini saglar [24]. Zeytin bitkisinin yapraklari, zeytin meyvesi ve yagindan
cok daha yiiksek konsantrasyonda fenolik bilesikler igerir (1450mg toplam fenolik/ 100g
taze yaprak ve 110mg/100g meyve ve 23mg/100ml zeytin yagi) [25].

Yapraklardan biyoaktif bilesenlerin geri kazanilmasma olan ilgi son yillarda
artmistir [26]. Bu durum nedeniyle zeytin agaglarinin ekonomik 6nemi de artmistir [19].

Zeytinyagmin insan saghig: i¢in faydalar iyi bilindiginden OnUmiizdeki yillarda
tilketiminde (ve buna bagl olarak iiretiminde) siirekli bir artis olmas1 beklenmektedir
[21]. Ancak zeytin agaci yetistiriciligi ve zeytin yagi ekstraksiyonu her yil 6nemli
miktarlarda yan Grunlerin olusmasina da neden olmaktadir [6]. Olusan bu yan {iriin
kalintilar1 yiiksek toksisiteleri ve biyolojik bozulmaya karsi direngleri nedeniyle
aritilmadan desarj edildiklerinde gevre iizerinde olumsuz bir etkiye sahiptir [21]. Neyse
ki, zeytin yapraklar1 daha karli ve ¢evre dostu baska amaglar i¢in kullanilabilir. Bu
nedenle, zeytin yapragi sadece bir yan iiriin olarak degil, ayn1 zamanda bu tiir bilesiklerin
miikemmel bir kaynagi olarak kabul edilir [27]. Zeytin yapragimin yiiksek katma degerli

tirtinlerin iiretimi i¢in bol, yenilenebilir ve diisiik maliyetli bir kaynak olarak kullanilmasi,



ek gelir elde etmek, uzun vadeli Uretim maliyetlerini azaltmak ve strdurtlebilir bir Gretim
zincirinin gelistirilmesine katkida bulunmak i¢in giivenli bir alternatiftir [26].

Zeytin agacinin yapraklarina ya zeytin bahgesinden ya da tarimsal ve endiistriyel
yan Urinlerden sonra kalan atiga kolayca ulasilir [28]. Budamadan elde edilen zeytin
yapraginin zeytin agaci basina 25kg oldugu tahmin edilirken, yag degirmeninde toplanan
hasat edilmis zeytinlerin agirhiginin %>5'ine ek olarak, zeytinyagi endiistrilerine gelen
zeytinlerin toplam agirhigmin yaklasik %10'u zeytin yapragidir [29]. Su anda tiim
diinyada 8 milyon hektardan fazla alam1 kaplayan yaklasik 900 milyon zeytin agaci
bulunmaktadir ve bunlarin yaklasik %98'i Akdeniz iilkelerindedir [19].
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Sekil 2.1. Zeytin yapraginin kimyasal icerigi [29].

2.2. Zeytin Pirinasi

Pirina zeytinyaginin elde edilmesiyle arta kalan bir {irlin olmasi sebebiyle pirinanin
tiretildigi yer zeytinyagi fabrikasi olmaktadir [30]. Zeytinyag: iiretimi prosesi sonucu
olusan atiklar, siv1 atik ve kat1 atik olarak ikiye ayrilmaktadir. Siv1 atiklar yikama suyu
ve karasu, kati atiklar ise pirina olarak adlandirilmaktadir [31]. Natlrel pirina,
degirmende islenen zeytinlerin toplam agirligmin %35-40'm1 temsil eden zeytinyagi
uretiminin en bol yan trintdur [32]. Zeytin posasi (OP), zeytinyag: iiretim siirecinin kati

atigidir ve esas olarak zeytin ¢ekirdekleri, zeytin kabugu, su, kiispe ve yagdan olusur [12].



Kat1 ve s1v1 Zeytin Degirmeni Atiklar1 koyu renkli atiklardir ve yiiksek miktarda organik
madde igerirler [11]. Bu nedenle, bu kalintilarin uygun kullanimi, zeytinyagi
ureticilerinin ekonomik durumunu olumlu yénde etkileyebilir ve gevreye olan olumsuz
etkiyi azaltabilir [33].

Zeytin prinasi, Akdeniz bolgesindeki en kirletici tarimsal yan iiriinlerden biri olan
zeytin kabugunu ve zeytin atik suyunu igerir [21]. Ozellikle zeytinyag: iiretiminin yiiksek
oldugu bolgelerde pirina tiretim miktar1 yiliksektir [12]. Zeytinyagi tiretiminin en dnemli
ciktilarindan biri olan pirina, ¢cevre dostu bir sistem olmasina ragmen yiiksek fenolik ve
yag asitlerinin igerigi nedeniyle fitotoksik olarak kabul edilmektedir [34, 35]. Ayrica
toprak kalitesini etkilerler, bitki yasami i¢in toksiktirler ve topraga atildiklarinda koku
rahatsizlig1 yaratirlar [11].

Cikarilan zeytin pirinasi genellikle zeytin pirina yagi ¢cikarma tesislerinde ve zeytin
degirmenlerinde dogrudan yakma i¢in kat1 biyoyakit olarak veya tesislerde kullanan diger
biyokiitle yakitlariyla kullanilan, degeri bilinmeyen bir kalintidir [36]. Pirina ¢ok yonlu
kullanilabilecek bir proses yan triiniidiir. Gergekte pirinanin degerli bir madde olmasi
nedeniyle pek ¢ok bilim adami bu maddeye “atik” yerine “artik” ifadesini kullanmaktadir
[37]. Pirinanin fenolik agisindan zenginligi ve insan sagligi acisindan 6nemi g6z Oniine
alindiginda, bu dogal mevcut kaynagin degerlendirilmesi gerekmektedir [35]. Zeytin
pirinasindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu, bu atik fraksiyonunun neden olabilecegi
cevresel zarar1 bir miktar sinirlama potansiyeline sahiptir ve hatta zeytinyag: {ireticileri
icin ek bir gelir kaynagi saglayabilir [38]. Bu nedenle fenolik bilesiklerin geri kazanilmasi
sadece ekonomik bir firsat saglamakla kalmaz, ayn1 zamanda atik suyun ¢evresel yiikiinii
de azaltir [39].

Gunumuzde tuketiciler, yapay muadillerine gore daha glivenli kabul edildikleri igin
gida tiriinlerine eklenecek dogal katki maddelerini tercih etmektedirler. Fenolik bilesikler,
bu katki maddelerinin bazilarinin degistirilmesinde kullanilacak umut verici biyoaktif
molekiller olarak kabul edilir [40]. Polifenoller 6zellikle bol miktarda bulunur, ¢linki
bunlarin sadece %2'si iiretim sirasinda zeytinyagia aktarilir ve geri kalani pirinada
tutulur, bu da onu ilging bir fenolik bilesik kaynagi haline getirir. Fenolik bilesikler,
pirinadaki ana antioksidan bilesiklerdir [33]. Pirina yiiksek fenolik bilesik icerigi
nedeniyle ekonomik ve dogal bir antioksidan kaynagi olabilir [39]. Zeytin pirinasindan
elde edilen fenolik bilesikler, toksik olmadiklar1 diisiiniildiigiinden, biyoaktif 6zellikler

saglamak ve gida iirlinlerine ek deger getirmek i¢in uygun adaylar olabilir [40].

7



Pirina yaklasik olarak %75-80 kuru madde, %3-5 kil, %35-50 seliiloz, %5-10
protein ve %8-15 ham yag igerigine sahiptir. Zeytinyagi iretimi sirasinda 100kg
zeytinden ortalama 15-22kg zeytinyagi, 35-45kg pirina; 100kg pirinadan ise ortalama 6-
7,5kg pirina yag1 ve 60-70kg kuru pirina elde edilmektedir. Geleneksel ve modern
sistemlerde elde edilen pirinalar sirastyla %25-30 ve %45-55 nem igerigine sahip olmakla

birlikte modern sistemlerde elde edilen pirina daha az yag icermektedir [41].

2.3. Zeytin Agacinda Bulunan Biyoaktif Bilesikler

Zeytin yapraginda ve pirinada bulunan fenolik asitler, fenolik alkoller ve
flavonoidler ¢esitli botanik ailelere ait birgok meyve ve sebzede bulunurken,
sekoiridoidler sadece Olea europaea L.'yi igeren Oleaceae familyasina ait bitkilerde
bulunur [42]. O. europaea L. bitkisinin yapraklarinda, meyvelerinde ve ¢ekirdeklerinde

bulunan fenolik bilesiklerin gesidi ve miktari farklilik gosterebilmektedir [13].

Zeytinde Bulunan Polifenolik Bilesikler

S Fenolik Asit ve .
Sekoiridoitler Fenolik Alkoller i
Tiirevleri Flavonoidler

Tirosol
Oleuropein Vanilik asit * Katesin
Hidroksitirosol Hrvenlltar * Gallokatesin
Dimetiloleuropein Kafeik asit

Verbaskozit Vanilin
« Luteolin-7-glikozit
* Apigenin-7-glikozit
« Diosmetin-7-glkozit
Flavonlar | « Luteolin

Ligtrosid

Oleurosid

Flavonoller| * 4"

Sekil 2.2. Zeytinde bulunan biyoaktif bilesikler [13].

2.3.1. Sekoiridoidler
Sekoiridoidler, siklometen oksim bilesiklerinin C-7 ve C-8’de boliinmesiyle
olusturulan siklopentan monoterpen tiirevlerindeki bir bilesik smifidir (7,8-

sekosiklopenta[c]-piranoid iskeletine dayali monoterpenoidler) [43].



Sekil 2.3. Genel sekoiridoid iskeler yapisi [43].

Oleaceae familyasinin 9 cinsinden izole edilmis toplam 232 sekoiridoid (glikozitler,
aglikonlar, tiirevler ve dimerler) izole edilmistir. Bu cinsler Fontanesia, Fraxinus,
Jasminum, Ligustrum, Olea, Osmanthus, Phillyrea, Picconia ve Syringa’y1 igerir. Bu
sekoiridoitler, sckoiridan iskeletlerinde bulunan karbon sayilarma ve oksidasyon
derecelerine gore basit sekoiridoidler, konjuge sekoiridoidler, oleosit sekoiridoidlerin 10-
oksitlirevi, Z-sekoiridoidler, sekologanosidler ve oksitlenmis sekologanosid

sekoiridoitler olmak tizere 5 gruba ayrilmaktadir [43].

2.3.1.1. Basit sekoiridoidler
Genel olarak, basit sekoiridoidler, C-7 ve C-11 pozisyonlar1 ya serbest bir

karboksilik asit grubuna ya da asidin bir metil etil ester tlrevine sahiptir. Ek olarak, C-1
ve C-5 konumlarinin konfigiirasyonlar:1 S’dir. Ancak jaspolisidin (1) C-1 ve C-5

konumlarinin konfigiirasyonlar: R’dir [43].

0Gle OGle O-gle-6"-0-gle

2R=H

1 3R=CH; 6
4R = CHyCHy
SR =Glc

Sekil 2.4. Oleaceae familyasinin bitkilerinden izole edilen basit sekoiridoid yapilar: [43].



2.3.1.2. Konjuge sekoiridoidler

Bu bilesik grubu, Oleaceac familyasindan izole edilen sekoiridoidlerin
¢ogunlugunu olusturur. Smifin adi, sekoiridoid ¢ekirdege bagl veya konjuge olan bilesik
tirinden kaynaklanmaktadir. Buna dayanarak, sinif ayrica aromatik-konjuge, seker-
konjuge, terpen-konjuge, siklopentan-konjuge, kumarinle konjuge, lignanlarla konjuge
ve digerleri sekoiridoitler. Konjugasyonlarin ¢ogu C-7’de meydana gelir. C-7 pozisyonu
genellikle bir karboksilik aside oksitlenir ve farkli gruplarla esterlestirilir. C-8 ve C-9
konumlar1 ile C-8 konumundaki hidrojen arasindaki c¢ift bag, bir metil grubu ile
degistirilir. Ayrica, aromatik-konjuge sekoiridoidlerin ¢ogu ayni zamanda C-11’de ya
serbest olabilen ya da 1,2-dihidroksifeniletanol ya da p-hidroksifeniletanol ile esterlenmis

olabilen karboksilik asitlere oksitlenir [43].

2.3.1.3. 10-Oleosid sekoiridoidlerin oksitlirevi

Bu sinif] belirgin yapisal farkliliklara sahip oleosit ¢ekirdegine sahiptir. C-8 ve C-
9 pozisyonlart ¢ift bag olarak bulunur ve C-8 pozisyonundaki hidrojenin yerini bir
hidroksi grubu alir veya farkli gruplara sahip bir oksijen atomu tarafindan bir ester
olusturulur. Bu gruplar tipik olarak bir asetil ve fenolik kisimlar igerir. Oleaceae
familyasindan 34 monomerik ve 6 dimerik sekoiridoid glukozit dahil olmak tizere toplam

40 adet oleozid sekoiridoid izole edilmistir [43].

2.3.1.4. Z-Sekoiridoidler
Oleaceae familyasindan izole edilen sadece bes bilesik, Z konfigiirasyonunda C-

8’de bir ¢ift bag geometrisine sahiptir [43].

2.3.1.5. Secologanosidler ve oksitlenmis sekologanosid sekoiridoidler
Bu siaiftaki bilesiklerin ¢ogu, sekologanosid ¢ekirdegine dayanmaktadir. Bu sinifin
benzersiz yapisal 6zellikleri sunlardir: ¢ogu bilesikte karbon karbon ¢ift baginin konumu

C-8 ve C-10 arasindadir ve C-10’un oksidasyon seviyesi [43].

Oleaceae familyasindan, sekologanosidler ve glikozidik olmayan sekologanosidler
dahil olmak iizere kirk dort sekologanosid ve oksitlenmis sekologanosid glikozit izole

edilmistir [43].
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2.3.2. Polifenoller
Polifenoller, fenolik maddelerle ilgili kimyasal 6zelliklere ve gicli antioksidan

Ozelliklere sahip, yalnizca bitkiler tarafindan sentezlenen dogal bilesiklerdir. Bu

molekiiller veya madde smiflar1 esas olarak meyvelerde, sebzelerde, yesil ¢ayda ve tam

tahillarda bulunur [44].

Diyet fenolikleri veya polifenoller, bitkilerde en ¢ok sayida ve yaygin olarak
dagitilan dogal {iriin gruplarindan birini olusturur. Su anda 8000'den fazla fenolik yap1
bilinmektedir ve bunlarin arasinda 4000'den fazla flavonoid tanimlanmistir. Polifenoller
kimyasal olarak fenolik yapisal 6zelliklere sahip bilesikler olarak nitelendirilse de bu
dogal iirlinler grubu oldukga cesitlidir ve birkag fenolik bilesik alt grubunu igerir.
Meyveler, sebzeler, tam tahillar ve cay, cikolata ve sarap gibi diger yiyecek ve icecekler
zengin polifenol kaynaklaridir. Bitkilerde polifenollerin c¢esitliligi ve genis dagilimi, bu
dogal olarak olusan bilesiklerin farkli kategorilere ayrilmasina yol agmistir. Polifenoller
koken kaynaklarina, biyolojik islevlerine ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilmistir.
Ayrica, bitkilerdeki polifenollerin ¢ogu, farkli seker birimlerine sahip glikozitler ve

polifenol iskeletlerinin farkli pozisyonlarinda asillenmis sekerler olarak bulunur [45].

Cizelge 2.2. Bitkilerde mevcut olan fenolik bilesiklerin karbon atomu sayisina gore ana smiflart [29].

Karbon atomu sayisi Temel iskelet Sinif

6 c. Basitfepoller,
Benzokuinonlar

7 Cs-Cy Fenolik asitler

8 Gy Tiozin revion

:

10 Cs-C, Naftokinonlar

13 Ce-Cy-C; iksantonlar

14 Ce-Cy-C Stilbenler

15 Ce-C5-Cq Flavonoidler

18 (Ce-C3), Lignanlar

30 (Ce-C5-Ce)s Bioflavonoidler

N (Ce-C5-Ce), Yogunlastirilmigtanenler

Polifenolik bilesikler, dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarindan biridir.

Polifenoller, her biri bir veya daha fazla hidroksil grubu iceren birden fazla aromatik
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halka igerir. Ote yandan, en az bir hidroksil grubuna sahip bir aromatik halkadan olusan
fenoller. Hidroksil gruplan 'asidik' 6zellikler gosterir, bu da 'asidik' fenolik hidroksil
grubunun elektron verme aktivitesi nedeniyle fenolik bilesikleri miikemmel

antioksidanlar yapar. Flavonoidler, polifenollerde en bol bulunan gruplardan biridir [46].

2.3.3. Fenolik asit ve turevleri

Fenolik asitler, C1-C6 ve C3—C6 omurgalarina dayali olarak iki ana tipe, benzoik
asit ve sinnamik asit tlirevlerine ayrilabilen flavonoid olmayan polifenolik bilesiklerdir
[45]. Bitkisel gidalarda iz miktarda bulunan hidroksibenzoik asit, C6-C1 fenilmetan
yapisindadir. Salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asit bu
asitlerdendir. Hidroksisinamik asitler C6-C3 fenilpropan yapisina sahiptir. Fenilpropan
halkasima baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellikler gosterir.
Kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-kumarik asit en ¢ok bulunan asitlerdendir.
Genellikle bitkilerde organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunurlar [47].
Meyve ve sebzeler bir¢ok serbest fenolik asit igerirken, tahillarda ve tohumlarda
(6zellikle kepek veya kabukta) fenolik asitler genellikle bagl formdadir. Bu fenolik
asitler, yalnizca asit veya alkali hidroliz ilizerine veya enzimler tarafindan serbest
birakilabilir veya hidrolize edilebilir [45]. Fenolik asitlerin kimyasal yapisi1 Sekil 2.5’de
gosterilmigtir [47].
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Kafeik H
Klorojenik 5-quinoyl
Kriptoklorojenik 4-quinoyl
Neoklorojenik 3-quinoyl
O
(0]
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HO OH
OH

H,CO

Sekil 2.5. Fenolik asitlerin genel yapisi; A) Benzoik asit tiirevieri, B) Sinnamik asit tiirevieri [45, 47].
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2.3.4. Flavonoidler

Cogu bitki polifenolik bilesikler olan flavonoidlere sahiptir. Flavonoidler, i¢ halka
halinde diizenlenmis 15 karbon atomu igeren C6-C3-C6 (difenilpropan) formuna sahiptir.
Ana kimyasal yap1 Sekil 2.6'da gosterilmektedir [46]. Reaktif 6zelliklerinden dolayi
flavonoidlerin yapisindaki OH gruplar1 kolaylikla glikozitlenir. Yaklasik 6500 farkli
flavonoid bulunmustur [47]. Flavonoidler, flavonlar, flavanonlar, izoflavonlar,
flavonoller, flavanoller ve antosiyaninler gibi birkag alt gruba ayrilabilir. Okanin, bitein
gibi 3,4-dihidroksikalkonlar, isovitexin, luteolin gibi flanonlar, malvidin-3-glukozit,
siyanidin-3-glukozit gibi antosiyaninler, genistein, daidzein, dihidroflavonoller,
dihidroquercetin, flavomikinoller, fercinnasit gibi izoflavonlar asit, kafeik asit,
prosiyanidin B-1, flavonoidlere ait dogal antioksidanlarin 6rnekleridir. Cizelge 2.3’de

gida kaynaklarindaki flavonoidlerin alt gruplari sunulmaktadir [46].

Sekil 2.6. Flavonoidlerin temel kimyasal yapisi. U¢ halka normal olarak kabul edilir ve A, B ve C
harfleriyle etiketlenir. Heterosiklik halka, C olarak etiketlenir. Oksijen atomu, ilk konum olarak

numaralandirimistir ve kalan karbon atomlar,, C2'den C10'a kadar [44].
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Cizelge 2.3. Guda kaynaklarindaki flavonoidlerin alt siniflar: [46].

Flavanoller/Prosiyanidinler

Gallik Asit Esterleri

Monomerler

Dimerler (Prosiyanidin B1, B2)

Oligomerler

Flavonoid Alt Gruplan Ana Flavonoidler Meyveler/Sebzeler
Apigenin Pancar, Biber, Briiksel
Luteolin lahanasi, Lahana,
- Karnabahar, Kereviz,
Flavonlar Tangeretin Frenk sogani, Lahana,
Marul, Ispanak, Biber,
Nobiletin Domates, Su teresi,
Narenciye
Quersetin Elma, Cilek, Brokoli,
Kaempferol Lahana, Frenk Sogani,
Flavonoller Kuzileik, Uziim, Kale,
Myricetin Sogan, Biber, Ispanak,
Pazi, Domates, Su teresi
Naringenin Portakal ve Diger
Flavanonlar - .
Hesperetin Narenciyeler
Flavanonoller Taksifolin Turunggiller
Siyanidin Yaban mersini, Boglirtlen,
Delphinidin Kizileik, Patlican, Nar,
Malvid; Erik, Ahududu, Kirmizi
alviain 5
Antosiyanidinler . it K.WE"Z] patates,
Pelargonidin Kirmizi tiztim, Kirnizi
Peonidin turp, Cilek, Diger
Kirmizi-mor meyve ve
Petunidin sebzeler
Catechin
Katesin

Elma, Kiraz, Cilek, Uziim

Ksantohumol .
Kalkonlar - Serbetgiotu, elma
Floretin
. Daidzein
Izoflavonolidler — Soya filizi
Genistein

2.3.4.1. Flavanoller

Flavanoller veya flavan-3-oller genellikle katesinler olarak adlandirilir [45]. En bol
bulunan flavanol tiridur [46]. Cogu flavonoidden farkli olarak, C2 ve C3 arasinda ¢ift
bag yoktur ve flavanollerin C Halkasinda C4 karbonil yoktur. Flavanoller bir¢ok
meyvede, Ozellikle liziim, elma ve yaban mersini kabugunda bulunur [45]. Diger
flavonoid siniflarindan farkli olarak, flavanoller gidalarda yalnizca aglikonlar olarak
bulunur (glikosillenmis durum harig tutulur). Ek olarak, katesinler ve epikatesinler olarak
adlandirilan monomerik birimler (Sekil 2.7) ve tanenler olarak adlandirilan polimerik
formlar olarak bulunabilirler [44]. Monomerik flavanoller (katesin ve epikatesin),

bunlarin tiirevleri (6rnegin, gallokatesinler) ¢ay yapraklari ve kakao c¢ekirdegindeki

(¢ikolata) baslica flavonoidlerdir [45].
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OH OH

OH OH
HO. fo) T
e i R2
o
ORI OR1
OH OH
- r — - -
(+)-Kategin H H ©:-Ep i
(-)-Epikatesin Gallat gallyl H
(+)-Katesin Gallat gallyl o
(-)-Epigallokatesin H OH
(+)-Gallokatesin H OH . )
(-)-Epigallokategin gallyl OH
(+)-Gallokatesin Gallat gallyl OH Gallat

Sekil 2.7. Monomerik birim olan kategin ve epikatesin [45, 47].

Polimerik flavanollerle ilgili olarak, bu yapilar iyi suda ¢oziiniirliik ve nispeten
yiiksek molekiiler agirlik sergiler; tanenler olarak bilinirler. Alkaloidler, polisakkaritler
ve proteinlerle komplekslerde bulunan tanenler, hidrolize edilebilir tanenler ve yogun
tanenler (proantosiyanidinler olarak da bilinir) olarak alt boliimlere ayrilabilir [44].
Katesin ve epikatesin, polimerik zincirlerin asit katalizli bir boliinmesi antosiyanidinler
irettigi icin genellikle proantosiyanidinler olarak adlandirilan polimerler olusturabilir
[45].
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OH OH
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OH Prosiyanidinler: n>0;
OH Oligomerik prosiyanidinler: n= 0-7

Sekil 2.8. Prosiyanidinler [45].

Geleneksel olarak yogunlastirilmis tanenler olarak adlandirilan katesin, epikatesin
ve/veya lokoantosiyanidin polimerleri, odunsu bitkilerde en bol bulunan polifenollerdir.
Yogunlastirilmis tanenler, oksidatif kosullar altinda antosiyanidinlere doniigebilme
yeteneklerinden dolay1 proantosiyanidinler olarak isimlerini almistir. Gallik ve ellagik
asitlerin esterleri hidrolize olabilen tanenler olarak bilinir. Bir glikoz molekld, hidrolize
edilebilir tanen molekulinin merkezidir, burada hidroksil grubu gallik veya ellagik asit

ile esterlenir ve sirasiyla allotaninler veya ellagitanninler verir [44].
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2.3.4.2. Flavonoller

Temel flavonol iskeleti, 3 konumunda —OH ve 4 konumunda =0'a sahiptir. C
halkasinda 2 ve 3 numaral1 karbonlar arasinda bir ¢ift bag icermesiyle de flavanollerden
farklidir. Sekil 2.9’da temel kimyasal yapist yer almaktadir. En belirgin flavonol,
Quercetin, sogan gibi birgok bitki ve gidada bulunur [46].

Sekil 2.9. Flavonollerin temel kimyasal yapisi [46].

Sekil 2.10. Quercetin'in kimyasal yapisi [45].
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Kaempferol H H

Myricetin OH OH
Isorhamnetin OCH; H

Sekil 2.11. Flavonol drnekleri [45].

2.3.4.3. Flavonlar

Sekil 2.12. Flavonoidlerin temel kimyasal yapisi [46].

Flavonlarla ilgili olarak, C4 konumunda bir karbonil grubu bulunur ve B halkasi,
C2 konumunda heterosiklik halkaya baglanir; ayrica C2 ve C3 atomlar arasinda cift bag
vardir. En 6nemli flavonlar luteolin ve apigenindir. Ayrica, C4 pozisyonuna bir oksijen
atomu yerlestirilir ve diger siiflarda oldugu gibi C2 yerine heterosiklik halkaya (C3
pozisyonu) B halkasi (izoflavonlarda) baglanir [44].
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Apigenin Luteolin

Sekil 2.14. Apigenin ve Luteolin'in kimyasal yapisi [45].

2.4. Oleuropein

Oleuropein, zeytinlere 6zgii olup bozulmamis zeytin meyvesinde, kabugunda ve
zeytin yapraklarinda en bol bulunan ac1 tadi veren elenoik asit ve dihidroksifeniletanoliin
heteroksidik esteri olan bir bilesiktir [19, 39, 48, 49, 50]. Zeytin agacinda bulunan ana
aktif bilesen oleuropeindir [17, 51]. Bilimsel ¢aligmalar, zeytin meyvesinin ve yaginin
yuksek oranda Oleuropein etken maddesi i¢erdigini; hatta zeytin yapraginin ihtiva ettigi
Oleuropein maddesinin diger kisimlarina oranla daha yiiksek oldugunu géstermis ve aktif
bir fitokimyasal oldugunu ortaya koymustur [8]. Zeytinin yaprak, meyve ve
cekirdeklerinde fenolik bilesik tiirleri ve diizeyleri farklidir. Olgunlasma doneminde
yaprak ve meyvelerde fenolik bilesiklerde ©nemli degisiklikler olmaktadir [49].

Oleuropein olgunlagsma sirasinda hidroksitirosole metabolize olur ve miktar1 azalir.
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Oleuropein °
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Sekil 2.15. Oleuropein’in hidroksitirosol e hidrolizi [52].

Bu nedenle en ¢ok zeytin yapraklarinda yogunlasmaktadir. Oleuropein miktari
genetik faktor, hasat mevsimi ve yapraklarin olgunlugu vb. etkiler ile degismektedir [19].

Oleuropeinin zeytin agacinin ¢esitli streslere (gilines 15181, tuzluluk, soguk vb.) kars1
korunmasinda yer alan ana fenolik bilesik oldugu bilinmektedir. Yiiksek giines 15181 ve
tuzluluk stresinin fenolik bilesiklerin ve 6zellikle flavonoidlerin biyosentezinde bir artis
ortaya koydugu gésterilmistir. Ornegin tam giines 15131 alan yapraklar gdlgede kalan
yapraklardan 6nemli o6lclide daha fazla Oleuropein ve flavonoid konsantrasyonuna
sahiptir [53].

Oleuropein agisindan zengin 6zler, temel olarak giiglii biyolojik ve farmakolojik
ozellikler sunduklarina inanildigindan tarimsal gida endiistrisinde, gidalarda dogal
antioksidan kaynagi olarak kullamilmistir  [54]. Farmasotik — aragtirmalarda
oleuropein’deki birincil bilesen olan kalsiyum elenolat aktif madde olarak
kullanilmaktadir [11].
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Cesitli ticari isimler altinda pazarlanan bu bilesen, genis bir hastaliga neden olan
patojenlerle miicadelede ve bdylece bagisiklik sistemini giiclendirmede oynayabilecegi
onemli rol nedeniyle yaygin olarak taninmaktadir [11].

Flavonoidler, fenolik asitler ve fenolik alkoller ¢esitli meyve ve sebzelerde
bulunurken Oleuropein gibi sekoiridoidler sadece Oleaceae familyasina ait bitkilerde
bulunur [18]. Fenolik bilesiklerin alt grubu olan sekoiridoitler molekiiler yapilarinda
elenoik asit veya tlirevlerinin varligi ile karakterize edilir [55]. Oleuropein, sekoiridoidler
grubunun bir parcasidir ve bir glikoz kismi ile elenolik aside bagli bir hidroksitirosol
esterinden olusur [56]. Essiz sekoiridoid yapist nedeniyle, organoleptik olarak gii¢lii bir
acilik ile karakterizedir [28]. Suda ve alkolde ¢6ziiniir, eterde ¢6ziinmez. Polar bir bilesik
oldugu icin polar olmayan zeytin yagindan daha c¢ok zeytin degirmeni atik suyunda
rastlanir [18]. Oleuropeinin hidrolizi ile elenoik asit, hidroksitirosol, tirozol ve glikoz
olusur [57]. Ligustrum, jasminum ve syringa da oluropein kaynagidir. Oleuropeinin
molekiiler formiilii C2sH32013 ve molekiiler agirligi 540,514 mol™ dir [18].

Son yillarda bazi gidalarin hastaliklarin dogal yollarla 6nlenmesi ve tedavisinde
etkinliginin bilimsel olarak ortaya konulmasi, insan sagliginin korunmasi i¢in beslenme
desteginin Oneminin artmasina neden olmustur. Bu nedenle fonksiyonel gidalarin
nutrasdtik ve tedavi edici kullanimlar1 giderek artmaya baslamistir. Ozellikle Akdeniz
iilkelerinde ¢ok farkli amaglarla kullanilan zeytin ve c¢esitli triinleri profilaktik acidan
onemlidir [49]. Oleuropein ve metabolitlerinin toksik etkileriyle ilgili ¢esitli ¢alismalarda,

bu bilesiklerin farkli hayvan tiirlerinde tamamen toksik olmadigi kanitlanmstir [15].

2.4.1. Oleuropein ve saghk
2.4.1.1. Antioksidan aktivite

Viicutta {iiretilmis serbest radikaller oksidatif stres olusturmaktadir. Bu stres
biyolojik sistemlerde DNA, protein ve lipid hasarina neden olmaktadir. Antioksidanlar
bu serbest radikalleri tutup oksidatif stresin olusmasini &nlemektedir [29]. Ornegin
Oleuropein donma stresinin bitkiye verebilecegi oksidatif hasara karsi koruma
saglayabilir [53].

Ortodifenolik (katekolik) bir yapiy1 paylasan bilesiklerin antioksidan aktiviteye
sahip oldugu yaygin olarak bilinmektedir ve oleuropeinin yiiksek antioksidan

kapasitesinin ana nedeni o-dihidroksi (katekol) yapisinin varligidir [19]. Hidroksil
gruplar1 oksidasyonu engellemek icin kendi hidrojenlerini vererek serbest radikalleri
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notralize etmektedir [13]. Oleuropein ve Oleuropein agisindan zengin 6zlerin, sentetik
antioksidan Butil hidroksi toluen (BHT)’den daha yuksek antioksidan aktiviteye sahip
oldugu bildirildi [21]. Zeytin yapragi ekstresinin antioksidan kapasitesinin saf
oleuropeinden, saf hidroksitirosolden, giclu bir antioksidan olan C ve E vitamininden
daha yiiksek oldugu bildirilmistir [19].

Goreceli serbest radikal stpirme aktivitelerinin sirasi: rutin> katesin=luteolin>
OLE=hidroksitirosol> diosmetin> kafeik asit> verbascoside> 23leuropein> luteolin-7-
glukozit=vanilik asit=diosmetin-7-glukozit> apigenin-7-glukozit> tirosol> vanilin olarak
bildirilmistir. Oleuropein, hidroksitirosol ve verbascoside in vivo ve in vitro olarak
indlklenen lipid peroksidasyonunun yuksek derecede inhibe etmislerdir. Son arastirmalar
zeytin fenoliklerinin ve Oleuropein karistirildiklarinda, antioksidan 6zellikleri agisindan

sinerjistik bir davranig sergilediklerini gostermistir [58].

2.4.1.2. Anti-inflamatuar

Inflamasyon, inflamatuar bir tepkiye cevap olarak elde edilen dinamik olaylar
zinciridir. Nitrik oksit (NO) inflamasyonun bir¢ok asamasinda rol oynadigi bilinen
mediatorlerden biridir. Nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ile sentezlenmektedir [59].
Oleuropeinin, lipopolisakkarit ile tehdit edilen makrofajlarda nitrik oksit sentaz enziminin
indiklenebilir formunu (iINOS) indiiklemesi sonucu NO {iretimini arttirdigi kanitlanmistir

[60].

2.4.1.3. Anti-kanser etki

Arastirmalar Oleuropein aglikonunun meme kanseri hiicre canliligini azaltmada en
giiclii bilesik oldugunu gosterdi [60]. Oleuropeinin hiicre ¢ogalma hizini inhibe ederek ve
programli hiicre 6liimiinii indiikleyerek insan meme kanseri hiicrelerinin sayisini azalttigi
bildirilmigtir [56, 60]. Ayrica oleuropein, tamoksifen toksisitesine (meme kanseri
tedavisinde anti-neoplastik ilag olarak kullanilan, siklikla menopoz semptomlarina neden
olan bir ilag) kars1 toksisitesini 9 kat azaltarak yiksek bir koruyucu gug¢ gosterdi ve gugl
oldugu kanitlandi [53]. Baskin bilesigi Oleuropein olan ham ozitlerin ve
fitokimyasallarin insan idrar kesesi karsinomasinin ve sigir beyin kilcal endotelyalinin
hiicre ¢ogalma hizin1 azalttigi bildirilmistir [60]. Ayrica kanser hastalarinda enzimleri

korur [18].
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2.4.1.4. Antimikrobiyal etki

Oleuropein’e benzer yapidaki bilesikler, antibakteriyel etkisini bakteri zarina zarar
vererek ve/veya hiicre peptidoglikanlarin1 bozarak iiretiyor gibi goriinmektedir [60].
Oleuropein igindeki elenolik asidin bu aktivite Gzerinde sinerjik etki yaptig1 in vitro
olarak bulunmustur. Hidroliz ile elde edilen kalsiyum elenolat’in ayrica antiviral ve
antibakteriyel aktiviteleri oldugu kanitlanmistir [18]. Oleuropein’in antimikrobiyal
aktivitesinin mekanizmasi hala tam olarak kurulamamaistir. Bu yilizden bazi mekanizmalar
Onerilmistir. Bilesikteki glikozit grubunun hiicre zarina niifus etme ve hedef bolgeye
ulagsma yetenegini degistirdigini One siirdiiler. Spesifik mikroorganizmalarin biiyiimesi
icin gerekli olan belirli aminoasitlerin Gretim prosedirlerine etkili mudahale de
onerilmistir. Onerilen bir baska mekanizma da bagisiklik sisteminin her tiirden

mikroplara tepkisi olarak fagositozun dogrudan uyarilmasidir [60].

Oleuropein viriis, bakteri, retroviriis, maya, mantar, kiif ve diger parazitlere karsi
antimikrobiyel aktiviteye sahiptir [18, 19].

Oleuropein ve hidroliz trtnleri metisiline direncli Staphylococcus aureus (MRSA)
tarafindan enterotoksin B’nin gelisimini ve {iretimini, Salmonella enteritidis’in
gelisimini, Bacillus cereus’un da sporlarinin ¢imlenmesini ve buna bagl olarak
gelismesini engelleyebilir. Oleuropein ve diger fenolik bilesikler (p-hidroksibenzoik,
vanilik ve p-kumarik asitler vb.) Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli ve B. cereus
gelisimini tamamen engeller [60]. Ticari zeytin yapragi ekstraktinin (bol miktarda
oleuropein) Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori, Pseudomonas ve Candida
albicans’a kars1 antimikrobiyal aktivite gostermistir [19, 60]. Bu ekstraktlarin ayrica H.
pylori ve C. jejuni diizeylerini segici olarak azaltarak mide florasinin bilesimini
diizenlemede rol oynadigi bildirilmistir [60]. Hem Oleuropein hem de hidroksitrolsoliin
ATCC (Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu) bakteri suslarina ve klinik bakteri suslarina
(Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Salmonella typhi, Vibro
parahaemolyticus ve Staphylococcus aureus vb.) karsi antimikrobiyal aktivite
gosterdigini belirtildi [19]. Oleuropein gram-negatif, gram-pozitif bakterilere ve ayrica

mikoplazmaya kars1 gii¢lii antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [60].

2.4.1.5. Antiviral etki
Son zamanlarda, Oleuropein bir ABD patentinde herpes mononikleoz, hepatit

viriisii, rotaviriis, s1g1r rinoviriisii, kopek parvoviriisii ve kedi 16semi viriisiine kars1 giiglii
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antiviral aktivitelere sahip oldugunu iddia etmistir. Arastirmalar ayrica zeytin
yapraklarinin anti-HIV  etkisine odaklanmistir. Bu c¢alismalar, Oleuropein ve
hidroksitirosoliin, AIDS viriisiine kars1 birden fazla etki gosterebilen ilk kii¢clik molekul
grubu oldugunu hem wviral girisi hem de hiicresel ortamlarin disinda ve iginde
entegrasyonu inhibe ederek bu kiiciik molekiillere viral dirence karsi benzersiz faydalar
sagladigin1 gostermistir [19]. Zeytin yapragi ekstrakti sayesinden HIV'in hiicreden
hiicreye gecisi doza bagimli bir sekilde engellendi ve HIV replikasyonu bir in vitro
deneyde engellendi. Calismalar ayrica oleuropeinin solunum sinsityal virlisiine ve para-

influenza tip 3 viriisiine kars1 onemli bir antiviral aktivite sergiledigini géstermistir [60].

2.4.1.6. Cilt koruyucu

Calismalar oleuropeinin cilt Gzerinde 6zellikle cilt seviyesinde serbest radikal
stiptiriicii olarak hareket eden bir antioksidan etkiye sahip oldugunu goéstermistir. Zeytin
yapragl eckstraktinin ve oleuropeinin UVB 1sinlarindan kaynaklanan cilt hasari,
kanserojenez ve timor biylmesi tizerinde 6nleyici etkisi de ¢aligmalarda aragtirilmigtir
[60]. Antioksidan 6zelligi ile serbest radikal tarafindan DNA hasarini engellemesi ile

UVB’nin neden oldugu murin cilt tlimdrlerini azaltabilecegini bildirmiglerdir [58].

2.4.1.7. Yaslanma karsiti

Normal insan fibroplastlar1 (bag dokunun temel hiicreleri) hem genetik hem de
cevresel faktorler nedeniyle replikatif yaslanmaya (belirli bir boliinme sayisindan sonrasi
DNA zincirinin kisalmasi sonucu hiicrenin boliinememesi) ugrar. Proteazomlarin genel
gorevi, hasar gormiis veya ise yaramayan proteinleri proteoliz adi verilen enzim ile
viicuttan atmaktir. Yaslanma sirasinda proteazomun islevi bozulurken, artan ekspresyonu
insan fibroplastlarinda yaslanmay1 geciktirir. Yapilan ¢alismalar oleuropeinin, in vitro
olarak bilinen diger kimyasallardan daha etkili bir sekilde proteazom aktivitelerini
arttirdigimi  gdstermektedir. Ayrica erken geg¢is insan embriyonik fibroblastlarinin
Oleuropein ile siirekli tedavisi sonucu hiicre i¢i ROS (reaktif oksijen) seviyelerini azaltir.
Artan proteazom sayesinde reaktif oksijen ile oksitlenmis proteinlerin miktarini azaltir ve
replikatif yaslanma sirasinda proteazom fonksiyonunu korur. Oleuropein ile muamele
edilmis kiiltiirler yaglanma morfolojisinin ortaya ¢ikmasinda bir gecikme sergiler ve

Omiirleri yaklasik %15’e kadar uzar [60].
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2.4.1.8. NOroprotektif aktivite

Serbest radikal teorisine gore yaslanma, bireyin yasami boyunca maruz kaldigi
oksidatif hasarin sonucudur. Oksidatif hasarin bir kism1 6nlenemez bu da hiicresel islev
bozukluguna yol agar. Mitokondriyal membranlar bilissel ve norodejeneratif hastaliklara
neden olan serbest radikal saldirilaria karsi ¢ok hassastir. In vitro ve epidemiyolojik
caligmalar, dogal olarak ekstrakte edilen polifenollerin demans gibi yasa bagh
bozukluklarin insidansi iizerindeki olumlu etkisine isaret etmistir. Bir c¢alisma
oleuropeinin Alzheimer hastaligina 6zgili olan AP (amiloid beta peptidi) agregasyonunu

azalttigin1 ve hatta dnledigini bildirmistir [60].

Oleuropeinin Alzheimer’a olan potansiyel etkisi damar sertligindeki hastaligindaki
etkisi ile benzerdir ¢iinkii her iki hastalik da normal bir metabolitin (sirasiyla Ap ve
kolestrol) anormal birikmesiyle hastaliga yol actigi yasa bagl hastaliklardir. Kalp
hastaligi ile Alzheimer hastaligi arasindaki bu benzer mekanizma, oleuropeinin
kolesterole olan midahalelerindeki kosullarin Alzheimer’daki AP birikiminde de etkili
olabilecegine dair kosullu kanitlara 1sik tutmus. Bu kosullu kanitlar Oleuropein’in
Alzheimer tedavisinde umut verici olabilecegini diisiindliirmiistiir. Ayrica anti-
inflamatuar ajanlarin Alzheimer’a karst koruyucu etkisinin epidemiyolojik kaniti ile
birlestiginde Oleuropein gibi polifenolik dogal 6ziin yasa bagl hastaliklara kars1 etkili
oldugunu kanitlayabilir [60].

2.4.1.9. Anti-aterojenik ve kardiyoprotektif etki

Oleuropeinin  anti-aterojenik  aktivite gosterdigi  bildirilmistir.  Uyarilmig
endotelyuma monositoid hiicre yapismasini, vaskiiler hiicre yapigsmasini ve proteini
azalttig1 bildirilmistir [60]. Oleuropeinin bir baska 6zelligi de kan basincini disiiriicii
etkisidir. Oleuropeinin hipotalamusun paraventrikiiler cekirdegini oksidatif stresten
koruyabildigini hem hipertansiyonu énlemek hem de tedavi etmek i¢in umut verici bir
strateji oldugu bildirilmistir [21]. Oleuropein, koroner dilatasyonda etkili olan membran
lipid oksidasyona karsi korur boylece kardiyolojik hastaliklarda etkilidir [18, 57].
Onceden tedavi edilen iskemik kalplerdeki yeni akista oksitlenmis glutatyon hizli salinimi
olusmaktaydi Oleuropein bu salinimi 6nemli dlglide azaltti. Ayrica oleuropeinin akut

adriyamisinin kardiyotoksisitesine kars1 kardiyoprotektif oldugu bildirilmistir [60].
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2.4.1.10. Diger aktiviteler

Oleuropeinin vazodilatdr, anti-trombosit agresyonu, Hipotansif, Anti-romatizmal,
idrar soktiiriicii, ates disiiriicti etkileri ile diyabetik siganlarda anti-hiperglisemik etkiye
sahip oldugu bildirilmistir [60]. Hepatositlerde hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz
aktivasyonunu azaltarak serbest yag asidi kaynakli lipogenezi azalttig1 gosterilmistir [61].
Kan sekeri ve kolesterol seviyesini dengelemeye yardimci oldugu bildirilmistir [62].
Gidalarin islenmesi ve depolanmasi siirecinde meydana gelen lipit peroksidasyonunu
geciktirir raf dmriini arttirir [13], enzim modiilatorii olarak kullanildigi, endokrinal-
hormonel [10] ve antifungal [63] aktiviteleri rapor edilmistir. Obezite problemlerinin
tistesinden gelmek i¢in lipid metabolizmasini gelistirir [18]. Sican obezite modelinde

viicut agirligi artisi ve metabolik bozulma tizerindeki koruyucu etkisi bildirilmistir [51].

2.5. Hidroksitirosol

Olea europaea’da bulunan fenolik alkollerin baslica temsilcisi hidroksitirosol,
oleuropeinden farkli olarak bu botanik aile ile sinirli degildir [28, 64]. Hidroksitirosol,
Oleuropein’in baslica hidroliz (esteraz enzimi ile) trtintidiir bu nedenle zeytindeki veya
zeytin yapraklarindaki miktar1 olgunlasma veya zeytin isleme sirasinda artarken
Oleuropein miktar1 azalir [13, 19, 51]. Hidroksitirozol bagirsaklarda emilir ve tasinmasi
cift yonlii pasif difizyon mekanizmast ile gergeklesir [19]. Hidroksitirosol ayni zamanda
Uluslararast1 Avrupa Birligi tarafindan 3,4-dihidro-ksifeniletanol (DOPET), 3,4-
dihidroksifenol etanol (3,4-DHPEA) veya 4-(2-hidroksietil)-1,2-benzendiol olarak da
bilinir [21]. Hidroksitirosol’iin kimyasal yapisi Sekil 2.16’da gosterilmektedir [19, 64].

HO OH

HO

Hidroksitirosol

Sekil 2.16. Hidroksitirosol ’iin kimyasal yapist [65].
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Hidroksitirosol yapisindaki bir katekol sayesinde suda ve yagda ¢oziinebilen bir
molekdldur [66]. Hidroksitirosol’lin 6zelligi gliglii antioksidan kapasitesidir. Bu 6zelligi
hidroksitirosol’iin 6nemini artirsa da dogal bir kaynaktan saf hidroksitirosol’iin ekstrakte
edilmesini zorlastirmakta ve maliyetini arttirmaktadir [19]. Bu nedenle son zamanlarda
dogal kaynaklardan elde edilmesine ve bir Oleuropein kaynagindan hidroksitirosol
tiretimine odaklanan galismalar onerilmistir [64].

Cok sayida in vitro ve in vivo ¢alisma, Oleuropein ve tlrevi hidroksitirosol’tiin ¢ok
cesitli biyokimyasal ve farmakolojik 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymustur [51].
Hidroksitirosol oksitlenmis fosfolipid olusumuna karsi en yiiksek korumay1 gostermistir
[64].

Amfipatik karakteri nedeniyle, hidroksitirosol sadece zeytin ve zeytin yapraginda
degil, ayn1 zamanda zeytinyagi yan iirlinlerinde serbest formda asetat formor olarak
oleacein, verbascoside ve Oleuropein gibi daha karmasik bilesiklerin bir pargasi olarak
bulunabilir [21].

2.5.1. Hidroksitirosol ve saghk
2.5.1.1. Antioksidan aktivite

Hidroksitirosol’Un antioksidan aktivitesi, hidrojen bagisina ve hidroksil grubunun
serbest hidrojeni ile fenoksil radikalleri arasinda molekiil i¢i bir hidrojen bagi olusturarak
serbest radikalleri temizleme yetenegine atfedilir [64]. Hidroksitirosol; biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), troloks, C ve E vitamininden daha yiiksek antioksidan potansiyali
olan dogal olarak elde edilen en giiglii antioksidanlardan biridir [21]. Oleuropein igin 7,
BHT igin 2 olan inhibisyon katsayisi hidroksitirosol i¢in 5°tir [64]. Yenilikgi
uygulamalarda hidroksitirosol yiiksek antioksidan aktivitesi nedeniyle gida, kozmetik
formiilasyonlarinda dogal katki/igerik maddesi olarak kullanilmaktadir [34].
Hidroksitirosol agisindan zengin zeytinyaglari, saglikli LDL (diisik yogunluklu
lipoprotein) kolesterol seviyesini ve lipid antioksidasyonunu koruma yetenekleri

nedeniyle Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi tarafindan onaylanmistir [15].

Yapilan caligmalarda hidroksitirosol, ambalajlama materyallerinde antioksidan
olarak kullanilmig ve aktif ambalajlama teknolojisinde alternatif dogal bir kaynak
olabilecegi bildirilmistir [13].

Hidroksitirosol’iin antioksidan 6zelligi siganlarin plazmasinda ve karacigerinde

kanitlanmistir. Diger o-fenolik bilesiklerle (oleuropein, kafeik asit vb.) birlikte in vitro

28



olarak diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) oksidasyonuna kars1 koruyucu etki gosterdigi
bilinmektedir ve insan eritrositlerini ve DNA’sin1 oksidatif etkilere kars1 korumak igin
diisiik konsantrasyonlarda en etkili olabilecegi ortaya ¢ikmustir [15]. Ek olarak toksisite
kanit1 olmaksizin lokositlerle etkilesime girerek reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu

engelleyebildigi bulunmustur [61].

2.5.1.2. Anti-inflamatuar

Hidroksitirosol in vitro anti-inflamatuar etkisinin degerlendirildigi bir ¢alismada,
Murin makrofaj hicreleri, hidroksitirosol ilaveli ve ilavesiz lipopolisakkarit kullanilarak
uyarilmig ve inflamatuar sitokinler (nitrik oksit (NO), prostaglandin E2 (PGE2),
sitokinler) salinimi saglanmis ve Hidroksitirosoliin, NO ve PGE2’ye karsi onemli

inhibitor etki gosterdigi bildirilmistir [15].

2.5.1.3. Anti-kanser aktivite

Oleuropein ve hidroksitirosol gibi zeytin biyofenollerinin meme kanserinde timor
biiylimesi lizerindeki etkisi incelenmistir. Tiimdr hacmini ve agirhigini énemli 6lcilide
azalttig1 bildirilmistir [65]. Epidemiyolojik aragtirmalara gore hidroksitirosol’tin 6zellikle

prostat ve kolon kanserine kars1 etkisi oldugu diigiiniilmektedir [19].

2.5.1.4. Antimikrobiyal etki

Hidroksitirosol, ¢ok cesitli bakteri ve mantarlarin biiylime hizin1 inhibe edebilir
veya geciktirebilir [67]. Hidroksitirosol Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes ve Helicobacter pylori’ye karsi
antimikrobiyal aktivite gostermistir [56, 66]. Hem Oleuropein hem de hidroksitirosol’iin
ATCC (Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu) bakteri suslarina ve klinik bakteri suslarina
(Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Salmonella typhi, Vibrio
parahaemolyticus) karsi antimikrobiyal aktivite gosterdigini belirledi [19]. Ayrica
Bacillus subtilis, B. cereus, Staphylococcus aureus, Klebsiella Pneumoniae ve Vibro
cholerae gibi gesitli insan bagirsak veya solunum yolu patojenlerinin biiylime hizini

engelledigi veya geciktirdigi kanitlanmistir [61, 66].

Hidroksitirosole bagli olan dekarboksimetil elenolik asidin dialdehidik formu, en

gucli antilaktik asit bakteri aktivitesini gostermistir ve zeytin salamuralarindaki
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varligindan dolayi, zeytinlerin fermantasyonu sirasinda bu bakterilerin biiylimesinin

inhibisyonunu da agiklamaktadir [65].

2.5.1.5. Antiviral etki

Insan immiin yetmezlik viriisi (HIV) enfeksiyonunu onlemek ve hatta HIV
kaynakl1 hastaliklar1 hafifletmek ic¢in hidroksitirosol kullanimi da 6zel ilgi gérmiistiir
[21]. Bu calismalar, Oleuropein ve hidroksitirosoliin, AIDS viriisiine kars1 birden fazla
etki gosterebilen ilk kiigiik molekiil grubu oldugunu hem viral girisi hem de hiicresel
ortamlarin disindaki ve i¢indeki entegrasyonu inhibe ederek viral dirence kars1 benzersiz
faydalar sundugunu géstermistir [19]. Bu bilesigin, HIV-1 enfeksiyonlarina kars1 dnleyici
tedavi olarak halihazirda kullanilan diger ilaglarla kombinasyonu da test edilmistir.
Lamivudin ve emtrisitabin ile aditif etkilerde bulunurken, tenofovir ile kombinasyonun
sinerjistik oldugu gorilmiistir. Bu bulgular, 5-hidroksitirozoliin HIV enfeksiyonunu

onlemek i¢in etkili ve diisitk maliyetli yeni bir mikrobisit olabilecegini gostermistir [21].

Aktif maddeler olarak hidroksitirosol ve ksantohumol igeren bir intranazal sprey
seklinde bir formiilasyon da astim ve rinit tedavisinin yan1 sira soguk alginligr tedavisi

icin patentlenmistir [21].

2.5.1.6. Cilt koruyucu

Hidroksitirosol yaslanmay1 geciktirici ve aydinlatici/beyazlatict ve farkli kozmetik
irlinlerde bir bilesen olarak kullanilmaktadir. Hidroksitirosol ile kozmetik {iriinii iiretmek
icin birka¢ patent vardir. Hidroksitirosol’liin dermatolojik ozelliklerinin, melanom
hlcrelerinde uzun dalga boylu ultraviyole radyasyonunun neden oldugu protein hasarini
onledigi bildirilmistir. Epidermal bariyer iyilestirmede, iltihaplanmay1 6nlemede ve cilt

onarmada etkili oldugu bildirilmistir [21].

Hidroksitirosol bakimindan zengin formiilasyon sedef hastaligi, egzama, alerjik
dermatit, fotohipersensitivite dermatozu veya liken tirtiker gibi cilt iltihaplarim tedavi

etmek i¢in gelistirilen ¢alismalar yapilmistir [21].
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2.5.1.7. NOroprotektif aktivite

Hastaligin erken evrelerinde Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarin tedavisi
icin hidroksitirosol (%40-%90) ve en az bir ek zeytin polifenoll iceren bir formilasyon
gelistirilmistir [21]. 30mg hidroksitirosol ve 72mg zeytin polifenolleri iceren kapsuller
deneklere birka¢ hafta streyle verildikten sonra hareketlerinde 6nemli gelismeler ve
titremede azalma kaydedilmistir [21, 68]. Hidroksitirosol’iin ayrica diyabetik néropatiyi
de 6nledigi bildirilmistir [61].

2.5.1.8. Anti-aterojenik ve kardiyoprotektif etki

Hidroksitirosol’iin kardiyo koruyucu etkisi insan hiicreleri iizerinde basariyla test
edilmistir [15]. Zeytin yapragi ekstraktinin adrenalin, aritmi ve bagirsak kas spazmlari
tizerindeki etkileri nedeniyle kardiyovaskiiler hastaliklara karst koruyucu oldugu one
stirilmiistiir [19]. Hidroksitirosol ateroskleroza (damar sertligi) karst korur [61].
Hidroksitirosol’lin fonksiyonel bir gida bileseni olarak uygulamalarina iliskin kapsamli
bir incelemede hidroksitirosol ag¢isindan zengin bilesimlerin kardiyovaskiiler hastaliklari,
arterlerde plak olusumunu, arteriyel hipertansiyonu ve metabolik sendromu 6nlemek veya

tedavi etmek i¢in kullanilabilecegi bildirilmistir [21].

2.5.1.9. Antifungal etki

Yapilan in vitro ¢alismalar hidroksitirosol’iin antifungal potansiyale sahip
oldugunu gostermistir [69]. Candida spp mayalarina en iyi inhibitor oldugu bildirilmistir
[66, 69].

2.5.1.10. Obezite

Hidroksitirosol’lin alloksan ile indiiklenen diyabetik sicanlarda antidiyabetik etkisi,
tizerine yapilan calismalarla desteklenmistir. Ayrica yapilan in vivo bir ¢alismada
hiperglisemi, artan lipid peroksidasyonu, hiperkolesterolemi ve antioksidan enzim
aktivitelerinde azalma gorllen siganlara muzdarip. Oleuropein ve hidroksitirosol
bakimindan zengin Oziitlerin uygulanmasindan sonra, diyabetik siganlarin serum
kolesterol ve glikoz seviyeleri 6nemli Olcude distiigti ve antioksidan enzimatik
aktivitelerin arttig1 goriilmiistiir. Oleuropein ve hidroksitirosol’iin antidiyabetik etkisinin,
diyabetin patolojik komplikasyonlar1 ile yaygin olarak iligkili olan oksidatif stresi

dizginleme yeteneklerine bagli olabilecegi One stirilmistir [65]. Mevcut veriler
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hidroksitirosol bakimindan zengin zeytin yapragi ekstrelerinin uygulanmasinin viicut
agirligini, kilo alimini ve epidimal yag birikimini azalttigini gostermistir [51]. Glisemik
indeks ve yiksek kolesterol seviyelerinin kontroll icin bir diyet takviyesi veya metabolik
hastaliklarin tedavisi ve/veya dnlenmesi i¢in bir ila¢ olarak kullanilacak bir aloe vera

(%90-99,9) ve hidroksitirosol (%10-0,1) jel patentlenmistir [21].

2.5.1.11. Diger aktiviteler
Hidroksitirosol’tin vazodilatator [18] etkisi bildirilmistir.

Yapilan bir ¢aligmada kalsiyum birikimini uyardigindan, osteoporozun énlenmesi
ve tedavisinde hidroksitirosol kullanimi Onerilmistir. Ayrica, hidroksitirosol igeren
nutrasotik ve farmasotik bilesimler, eklemlerdeki kikirdak yaralanmalarinin

rejenerasyonu Ve onarimi igin patentlenmistir [21].
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3. EKSTRAKSIYON
3.1. Klasik Coziicii (Kati-Siv1) Ekstraksiyon

Kati-siv1 ekstraksiyonu kat1 igerisinde ¢dzlinen maddenin, katiy1 ¢evreleyen sivi
¢oziicliye difiizyonla aktarilmasidir. Kati-sivi ekstraksiyonundaki itici gii¢, drnekteki
ekstrakte edilecek maddenin konsantrasyonu ile ekstrakte edilen ¢dzeltideki bu maddenin
konsantrasyonu arasindaki farktir. Bu fark ne kadar biiyiik ise ekstraksiyon verimi de
kadar yuksek olur [70].

Zeytin yapraklarindan aktif bilesiklerin geri kazanilmasi i¢in yaygin olarak
kullanilan klasik ¢6zicl ekstraksiyonun temeli genellikle organik c¢ozucdler ile
calkalama-siizme ekstraksiyon yontemine dayanir [28]. Kati sivi ekstraksiyonunda
bitkisel hammaddeden aktif bilesenlerin kiitle transferini ve ekstraksiyon hizini etkileyen
en 6nemli parametreler ¢oziicii segimi, sicaklik, pargacik boyutu, kati-sivi orani ve
ekstraksiyon siresidir [70].

Bitkisel materyalden bilesiklerin kati-siv1 ekstraksiyonunda iki fiziksel proses ayni
zamanda gergeklesir:

eBoyutu kiigiiltme islemi ile parcalanan hiicrelerin, ¢oziicii ile yikanarak
hicrelerdeki ¢ozunen maddelerin ¢ozeltiye gegmesi,

eParcalanmayan hicrelerdeki c¢ozunebilen maddelerin, difiizyon yardimiyla
cozeltiye gegmesi [70].

Parcalanmamis hiicrelerin ekstraksiyonunda ¢6ziicii, hiicreye difiizyon yardimu ile
girer ¢ozlinen maddeleri ¢dzer ve yine difiizyon yardimi ile ¢6ziinen maddeler ¢ikar. Bu
siirecte difiizyonla kiitle transferi cok yavas oldugundan, ekstraksiyon hizi da ¢ok
yavastir. Par¢alanmig hiicreleri ekstre etmek hizli olacagindan ekstraksiyon siiresi de ¢ok
kisadir [70].

Coziicii secimi, hedef bilesen ya da bilesenlerin ¢oziiniirliigiinii ve yayilimini
optimize etmek igin cok dnemlidir [28]. Fenolik bilesikleri ekstre etmek igin kullanilan
¢ozlcl, sadece ekstraksiyon verimliligine gore degil aymi zamanda ekstre edilen
bilesiklerin kimyasal yapilarina da uygun olmalidir [56].

Ekstraksiyonda kullanilacak c¢oziiclilerde olmasi istenilen Ozellikler asagida
verilmistir [70].

e Ornekten ekstrakte edilecek igerik maddelerinin secici olmasi,

e Yiiksek doygunluk konsantrasyonuna sahip olmasi,
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e Diisiik ylizey gerilimine ve diisiik viskoziteye sahip olmasi,

e Kaynama noktasi diisiikk ve donma noktas1 0°C'nin altinda olmasi,

¢ Diisiik yogunluga sahip olmasi,

¢ Enerji ekonomisi agisindan 6zgiil sicakligi diisiik olmasi,

¢ Asindirici, zehirli ve patlayicit olmamast,

e Taginmasi, depolanmasi ve kullanilmasi kolay olmasi istenilmektedir [70].

Yukaridaki ozellikleri saglayan ve en c¢ok kullanilan ¢oziicii sudur. Etil alkol,
kloroform, aseton, heksan, petrol eteri gibi organik ¢o6ziicliler de bazi bitkisel
hammaddeler icin tercih edilmektedir [70].

Etanol, metanol ve hidroalkolik ¢oziiciiler, zeytin yapraklarinda ¢ok ¢esitli
hidrofilik ve lipofilik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan en tipik ¢oziiciilerdir [28].
Laboratuvarda polifenoller genellikle metanol-su karisimlari veya heksan gibi gesitli
ekstraktanlarla maserasyon ve Soxhlet ekstraksiyonu iceren geleneksel yontemler
kullanilarak izole edilir. Ekstraksiyon islemi endiistriyel 61¢ekte kullanilacaksa ve tirlinler
insan kullanimina yonelik oldugunda toksik ¢0ziictilerden kaginmak énemlidir [71]. Elde
edilen fenolik bilesiklerin gida endiistrisinde kullanilmasi amaglaniyorsa, son driinde
¢oziicii kalintisint minimuma indirgemek gerekmektedir. Gida iirlinlerindeki metanol
konsantrasyonu, 2009/32/EC sayili Avrupa Yonetmeligi ile maksimum 10mg/kg
konsantrasyonla simirlandirilmistir. Bununla birlikte, metanol, zeytin iirlinlerinden

fenolik bilesikleri ¢gikarmak i¢in en yaygin ¢oziiciidiir [56].

3.2. Basingh Coziicii Ekstraksiyonu
3.2.1. Basing¢h ¢oziicu ekstraksiyonu nedir?

Basingh Coziicii ekstraksiyonu, kati ve yar1 kat1 matrislerden ¢ok kisa siirelerde
(numune bagina 12-20 dakika) ekstraksiyon elde etmek i¢in yiiksek sicaklik ve basing
kullanan otomatik bir ekstraksiyon teknigidir. Ornegin, 15ml’den daha az ¢6ziicii
kullanilarak 15 dakikadan daha kisa bir siirede 10g numune ekstrakte edilebilir. Basinglh
Cozlcl ekstraksiyonuna yardimci olan, ekstraksiyon igin gereken silireyi ve cozicl
miktarin1 énemli Ol¢lide azaltan birkag fizikokimyasal faktor vardir ve her biri agagida

aciklanmustir [72].
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Sekil 3.1. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon cihazi [72].

3.2.1.1. Sicaklik

Basingli Coziicli ekstraksiyonunda kullanilan en 6nemli parametre sicakliktir.
Sicaklik arttikga, ¢oziiciiniin viskozitesi azalir, boylece bitki matrisini 1slatma ve hedef
bilesikleri ¢ozme yetenegi artar. Bu, ¢oziiclinlin matrisin gézeneklerine daha kolay niifuz
etmesini saglar. Sicakligin artmasi da daha hizli diflizyon hizlarina yol acar. Bu,
bilesiklerin ekstre edildikleri matristen daha yiiksek sicakliklarda ¢oziiciiye daha hizli
hareket ettikleri anlamina gelir. Artan sicaklik ayrica ¢dziinen-matris etkilesimlerini
(dipol ¢ekimleri, van der Waals kuvvetleri, hidrojen bagi vb.) bozmay1 ve bilesikleri
matristen ¢ikarmay1 kolaylastirir. Net etki, ekstraksiyonlarn yiiksek sicakliklarda
yapilmasinin, ekstraksiyonlarin ¢ok daha hizli gerceklesmesi ve daha az solvent

kullanilmasi anlamina gelmesidir [72].

3.2.1.2. Basing¢

Ekstraksiyonlarda kullanilan organik ¢oziiciilerin ¢cogu nispeten diisiik sicakliklarda
kaynadigindan, sicaklik tek basina verimli ekstraksiyon gerceklestirmek icin yeterli
degildir. Klasik ¢oziici ekstraksiyonunda ekstraksiyonlarin gergeklestigi en yiiksek
sicaklik ¢o6ziiclinlin kaynama noktasidir. Ekstraksiyonlar sirasinda ¢dziicii iizerine yeterli
basing uygulanirsa, kaynama noktasinin tizerindeki sicakliklar kullanilabilir. Bu, ytliksek
sicaklikta caligmanin tiim avantajlariin, nispeten diisilk kaynama noktalarina sahip
cozlculerle bile gerceklestirilebilecegi anlamina gelir. Yiiksek basinglarda calismak,

ekstraksiyon isleminin daha hizli gergeklesmesine de yardimer olur. Basingli ¢ozlci,
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numune matrisinin gozeneklerine girmeye zorlanir ve bu alanlardaki bilesiklerle yakin
temasa gecer. Bu nedenle, yiikseltilmis sicaklilk ve basincin kombinasyonu,

ekstraksiyonlarin hizli ve yuksek verimde gergeklesmesine yardimci olur [72].

3.2.1.3. Cozucu bilesimi
Etkili bir ekstraksiyon icin kullanilan ¢ozicu, bitkisel materyalde ekstre edilmesi
hedeflenen bilesikleri ¢ozebilmelidir. Ekstraksiyon c¢o6ziclnin polaritesi, hedef

bilesiklerin polaritesi ile benzer olmalidir. [72].

Cozlcl segimi, hedef bilesikler ile birlikte ekstrakte edilebilirlerin seviyesini de
belirleyecektir. Genel olarak, ¢6ziicli veya ¢oziicli karigimi ne kadar polar olursa, ilgili
bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in o kadar az se¢ici olacaktir. Klasik ekstraksiyon tekniginde
ortam kosullarinda hedef bilesikleri diisiik verimde ekstre eden cozliculer basingh
ortamda daha yuksek ekstre verimi ile ekstraksiyon gerceklestirebilirler. Su ve tamponlu
sulu karisimlar dahil olmak tizere ¢ogu organik ¢ozulc, basingli ¢oziicl ekstraksiyonunda
kullanilabilir. Kuvvetli asitlerin (HCI, HNOs, H2SO4) paslanmaz celik hicrelerle
kullanilmasi, hiicrelere zarar verebileceginden Onerilmez. Ancak zirkonyum bazl
hiicrelerin ortaya ¢ikmasiyla bu asitlerin kiigciik miktarlar1 kullanilabilir. Gerektiginde

asetik veya fosforik gibi zayif asitler kullanilabilir [72].

3.2.1.4. Statik ekstraksiyon dénguleri

Statik ekstraksiyon dongiilerinin kullanimi, ekstraksiyon islemi sirasinda uygun
ekstraksiyon dengesinin korunmasina yardimci olan taze c¢ozlclyu eklemek igin
gelistirilmistir. Statik dongtilerin, ¢ok yiiksek bilesik konsantrasyonuna sahip numune
tirleri ve ayrica niifuz etmesi zor matrislere sahip numuneler igin etkili oldugu
bilinmektedir. Statik ekstraksiyon suresi, toplam ekstraksiyon suresini en aza indirecek
sekilde ayarlanabilir. Ornegin, 10 dakikalik bir statik adim yerine ii¢ adet 3 dakikalik
statik dongii kullanilabilir. [72].

3.2.2. Basing¢h ¢oziicu ekstraksiyon prosesi nasil galisir?

Sekil 3.2, Basingli ¢oziicii ekstraksiyon isleminin bir semasini gostermektedir. Bir
ekstraksiyon gerceklestirmek igin kat1 numune bir ekstraksiyon hiicresine yiklenir ve ug
kapaklar hiicrelere elle sikilir. Doldurulan numune hiicreleri bir hiicre tepsisine yiiklenir

ve toplama kaplari (siseler) bir toplama tepsisine yiklenir. Robotik bir kol, ekstraksiyon
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icin her hiicreyi ayr1 ayri firina aktarir. Firin, ekstraksiyonlar boyunca secilen calisma
sicakliginda tutulur (oda sicakligr ila 200°C). Ekstraksiyon hucresi ¢ozuculeri kaynama
noktalarinin tizerindeki sicakliklarda sivi olarak tutmak ig¢in ekstraksiyonlarin yiiksek
basinglarda (1500psi) calismasina izin verir. Sicaklik ve basing, kullanilan ¢ozlcd,
numunenin nem veya mineral icerigi veya gercek ekstraksiyon sicakligini etkileyebilecek
matrisin herhangi bir 6zelliginden bagimsiz olarak her hiicre i¢in bagimsiz olarak kontrol
edilir. Hiicre firina yerlestirildiginde, pompa hemen segilen ¢dzlclyl numune hicresine
iletmeye baslar. Tekli ¢ozlculer veya onceden karistirilmis ¢oziiculer, tek bir toplama
kabindan kullanilabilir veya {ige kadar farkli ¢dzlcinin herhangi bir kombinasyonu

programlanabilir [72].

Hiicre yiikleme Q @ Q

Cozucu C.ozucu COzucu
(k) _\ =
Doldur, Isit, Dengele 5ila9| dinamik ekstraksiyon Pompa { E
Statik ekstraksiyon 0-99 statik ekstraksiyon 3
4 kademe
. 0,5 . ) . F :
Taze solventile durulama dinamik ekstraksiyon in —g Ekstraksiyon
Hucresi
. . 1-2 .
Azot ile temizleme Statik Vana
B
Toplam(dk) ..
Ekstrakt hazir 12-20 U Toplama Sisesi

Sekil 3.2. Basin¢li Coziicii ekstraksiyonu ¢alisma semast [12].

Coziici numune hiicresinden geg¢ip toplama kabina ulastiginda, hiicrenin
basin¢landirilmasini saglamak icin statik valf kapanir. Coziicli 1sindik¢a genlestigi igin
statik valf kapandiginda hiicre i¢indeki basing artacaktir. Basing, ayar noktasinin 200psi
Uzerine ulastiginda, statik valf, basinci tahliye etmek i¢in hizla agilir ve ardindan tekrar
kapanir. Pompa ayrica, basinci ayar noktasi degerine dondiirmek i¢in hiicreye taze ¢ozucU
verir. Basinghi Cozilicii ekstraksiyonu sirasinda bu taze ¢Ozucu ilavesi, Soxhlet
ekstraksiyonu sirasinda yogunlastiricidan ekstraktdre damlayan taze ¢Oziicuye benzer.

Isinma siiresi olarak adlandirilan bir ¢alismanin ilk agsamasi sirasinda, hiicre igerigi firin
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tarafindan segilen ¢aligma sicakligina isitilir. Isinma stireleri 100°C i¢in 5 dakika, 200°C
icin 9 dakika arasinda degismektedir. Isinma siiresinden sonra, ekstraksiyon, kullanici
tarafindan segilen bir siire ile statik bir periyoda girer. Tipik statik stireler 5 dakikadir,
ancak 0 ile 2000 dakika arasinda degisebilir. Statik siirenin ardindan, numune ve ¢oziicii
hala sicakken ekstrakte edilen bilesenleri uzaklastirmak icin hiicre i¢inden taze ¢oziici
pompalanir. Kullanici, 6rnegin statik modda kag¢ kez olacagini segebilir ve bunu statik
dongii sayisi olarak girebilir [72].

Son ¢6ziicliyle durulamanin ardindan, ¢6ziicii 6nceden belirlenmis bir siire boyunca
hicreden (1500psi’de nitrojen kullanilarak) temizlenir. Ekstraksiyon igin toplam siire
genellikle 15 dakikadan azdir ve kullanilan ¢6zUcU miktari, numune hiicresinin hacminin
yaklasik 1,5 katidir (6rnegin, 10ml’lik bir hiicre i¢in yaklasik 15ml). Ekstre ¢ozeltisi bir
filtre araciligiyla toplama kaplarina iletilir ve ¢ogu durumda analizden 6nce herhangi bir
ek hazirliga ihtiya¢ duymaz. Temizleme adiminin sonunda hiicre tepsiye geri dondirtliir
ve bir sonraki numune tekrar ekstraksiyon islemine baslamak i¢in firina alinir [72].

Basingli ¢oziicii ekstraksiyon akimi hem yontem kontrolii (her numune ayni
kosullar kullanilarak ekstre edilir) hem de tekrar kontrolii (her hiicre, farkli ¢cézlculerle
farkli kosullar kullanilarak ekstre edilebilir) sunar. Basingl ¢oziicii ekstraksiyon cihazi,
cozucdlerin yiiksek sicaklik ve basinglarda kullanilmasiyla ilgili glivenlik sorunlarini en
aza indirmek icin tasarlanmis birgok 6zelligi de igerir. Uygulanmakta olan giivenlik
Onlemleri arasinda yanici buhar sensorleri, sivi sizint1 dedektorleri, toplama kabi agirt
dolum kosullar1 i¢in kontroller, {i¢ seviyeli asir1 basing dnleme (elektronik ve mekanik),

¢Ozici akist izleme ve pnomatik basinci izleme yer alir [72].

3.3. Zeytin Pirinas1 ve Yapragimin Ekstrakiyonu ile Tlgili Yapilmis Cahsmalar
Yapilan ¢aligmalarda metanol ve etanol ile ekstraksiyonun toplam fenolik igerik
icin en 1yi ekstraksiyon oranlarmi gosterdigini ve elde edilen ekstraktlarin en yiiksek
antioksidan aktiviteyi sundugu gozlemlenmistir [73]. Ornegin zeytin pirinasindan
fenolleri ¢ikarmak i¢in asitlendirilmis (pH 2) su-metanol karisgimlari (80:20)
kullanmiglardir [74]. Etanol, metanolden daha az polardir ve tercihen daha fazla lipofilik
ve yapisal olarak karmasik fenolik bilesikleri ¢ikarir. Fizikokimyasal 6zelliklerini
degistirmek ve bdylece fenolik bilesiklerin daha yiiksek geri kazanimlarini saglamak i¢in
baz1 yazarlar, daha yiiksek sicaklik ve basingta ekstraksiyon sistemlerinde etanol

kullanimini tercih etmislerdir. Coziicii olarak etil asetat, diisiik veya orta molekiiler kiitleli
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fenolik bilesikler i¢in olduk¢a secici oldugundan bazi yazarlar tarafindan zeytin
degirmeni atik sularinda ve zeytin pirinasindan ayrilan bitkisel sularda da kullanilmistir.
Diisiik toksisitesi ve alim1 nedeniyle etil asetat kullanim1 giivenli kabul edilir; ancak bu
¢Oziicii numunelerde organik bir koku birakir ve bu da gida maddelerinde hos olmayan
bir 6zelliktir [56]. Kloroform da zeytin yapragi ve posasindan fenoliklerin ¢ikarilmasi igin
kullanilmistir. Kloroform:metanol (9:1) ve metanol test edilmistir ancak yalnizca metanol
Oziitleri antioksidan aktivite gostermistir [75]. Herhallkarda kloroformun kanserojen
olmasi nedeniyle gida tiriinlerinde kullanimi siirlandirilmistir. Sonug olarak kloroform
gida uygulama amagclar i¢in degil bilesiklerin tanimlanmasi ile ilgili aragtirmalar i¢in

kullanilmaktadir [56].

Diger ¢alismalar;

* Calisma 1: Zeytin yapraklarindan Oleuropein’i geri kazanmak ve konsantre etmek
icin solvent ekstraksiyonu ve membran ayirma teknolojisinin entegrasyonu kullanilmis.
Bu ¢alismada, zeytin yapraklarindan ekstrakte edilen toplam fenolik bilesiklerin icerigine
ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin (tipi, bilesimi) etkisini aragtirmislardir. Coziicii ekstraksiyonu
ve membran ayirma teknolojisinin entegrasyonunun, zeytin yapraklarindan oleuropein ve
fenolik bilesiklerin geri kazanimi ve konsantrasyonu i¢in verimli oldugu sonucuna
varilabilecegi bildirilmistir [76].

* Caligsma 2: Zeytin yapraklarindan fenolik bilesikler ve elenoik asitlerin yiksek bir
geri kazanimini elde etmek icin basingli sivi ekstraksiyonu kullanilmis. En yiiksek basit
fenol igerigini elde etmek i¢in sicaklik (50—200°C), %etanol-su (%0-100) ve ekstraksiyon
stiresi (5—20 dakika) basingli s1v1 ekstraksiyonu kosullarini optimize etmek i¢in bir Box-
Behnken tasarimi yapilmis. Zeytin yapragi ekstreleri, kiitle spektrometrisi (HPLC-MS)
ile birlestirilmis yiiksek performansli sivi kromatografisi ile analiz edilmis. 138°C’lik
optimum sicaklik, biiylik bir fenolik geri kazanim gdstermistir ve %100 etanoliin gida
endiistrisinde kullanim i¢in giivenli bir ¢oziicii oldugu gosterilmistir. Ek olarak, kisa
ekstraksiyon stireleri (5 dakika), daha diisiik enerji tiiketimi ve daha diisiik maliyetler
anlamina gelmektedir. Bu nedenle, bu basingli s1v1 ekstraksiyonu optimum kosullarinin
endiistriyel 6l¢ekte uygulanabilir oldugu bildirilmistir [77].

* Calisma 3: Bu calismanin amaci, mikrodalga destekli ekstraksiyon, ultrason
destekli ekstraksiyon kullanilarak zeytin yapraklarindan toplam fenolik bilesikler ve
antioksidan aktivite iizerindeki farkli ekstraksiyon parametrelerinin etkilerini

degerlendirmektir. Zeytin yapraklarinin yliksek antioksidan aktiviteye sahip iyi bir
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fenolik bilesik kaynagi oldugu gosterilmistir. Daha yiiksek bir sicaklikta (86°C)
mikrodalga destekli ekstraksiyon, kisa ekstraksiyon stiresi (3 dakika) ile toplam fenolik
bilesen verimi agisindan daha verimli bulunmus. Coziicii olarak su ile gerceklestirilen
mikrodalga destekli ekstraksiyon, zeytin yapragi hiicrelerinin par¢alanmasinda etkiliydi
ve bdylece bilesiklerin salinmasini tesvik etmis. Ek olarak, biyoaktif bilesiklerin geri
kazanimini iyilestirmek icin ultrason destekli ekstraksiyona bir 6n islem olarak
mikrodalga destekli ekstraksiyonun kullanilmasinin potansiyel faydasi rapor edilmistir ve
ekstraksiyon prosesini yogunlastirmanin bir aract olarak kullanilabilir oldugu
bildirilmistir [78].

* Calisma 4: Bu ¢alismada, kolin kloriir ([Ch]Cl) ve dort (poli-)karboksilik asit ile
hazirlanan derin Otektik ¢oziiciiler (DES) ile pirinadan fenolik bilesik ekstraksiyonu
degerlendirilmistir. Sicaklik, ¢oziiciiye su ilavesi ve kati-s1vi orani, kontrol olarak DES
ve etanol ile elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik icerigi ve antioksidan aktivitesinde
degerlendirilmis. Ayrica solvent ve ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri
degerlendirilmis. DES 6zii ile su i¢inde yag emiilsiyonu hazirlanmis, karakterize edilmis
ve oksidatif stabilitesi analiz edilmis. Toplam fenolik icerigi en yiiksek olan ekstraktin
[Ch]Cl:malonik asit ile elde edildigi bildirilmis. Optimal kosullar altinda, DES etanolden
%9 daha fazla toplam fenolik icerik ¢ikarmis. DES ekstrakti etanolik ekstrakttan iistiin
antibakteriyel aktivite gostermis ve su i¢inde yag emiilsiyonundaki varlhigi, su ile
hazirlanana kiyasla indiiksiyon siiresini 10 kat arttirmis. Bu sonuglar, DES’in,
antibakteriyel ve teknolojik faydalar ile zeytin pirinasindan fenolik bilesik ekstraksiyonu
icin potansiyel bir ¢dziicii oldugu bildirilmistir [79].

* Calisma 5: Enzimlerin (seliilaz, pektinaz ve tanaz) eszamanli kullanimi ve
mikrodalga isleme, zeytin pirinast fenolik ekstrakte edilebilirlik ve bilesim agisindan
degerlendirilmis. Mikrodalga destekli ekstraksiyon, solvent olarak su kullanan geleneksel
solvent ekstraksiyonuna benzer fenolik ekstrakte edilebilirlik, daha yiiksek bir kati-sivi
orani (1:15%¢ kars1 1:50, g/ml) ve daha kisa reaksiyon siiresi (17’ye kars1 120 dakika)
gostermis. Mikrodalga islemi sirasinda enzimlerin kullanilmasi, fenoliklerin daha ylksek
ekstraksiyon sicakliginda (60°C) ve daha hizl1 1sitma stratejisinde (5 dakika rampa siiresi)
artan ekstrakte edilebilirligine yol agmistir. Mikrodalga enzim destekli ekstraksiyon ve
enzim destekli ekstraksiyon, daha yiiksek konsantrasyonda fenolik alkoller (22-48 mg/kg)
ve asitler (hidroksitirosol dahil) (17-26 mg/kg) iceren fenolik ekstraktlar tiretmis [80].
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» Calisma 6: Zeytin pirinasindan hidroksitirosol, maslinik asit ve oleanolik asit
ekstraksiyonunu gelistirmek icin ultrason destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli
ekstraksiyon ve solvent ekstraksiyon teknigi kullanilmistir. Siireg parametreleri, kinetik,
termodinamik ve ayrica yesillik degerlendirme analizi aracilifiyla degerlendirip
karsilastirilmis. Sonugclar, ultrason destekli ekstraksiyonun giiclii bir kavitasyon etkisi ve
kinetik sabitleri (h, Ce ve K) ve termodinamik parametreleri (AH, AS ve AG) iceren en
giicli kiitle ve 1s1 transferi verimliligi nedeniyle maksimum bilesikleri verdigini

bildirmistir [81].
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4, MATERYAL VE YONTEM

Bu ¢alismada, basingli ¢oziicii ekstraksiyonu ile %50 etanol pirina ve zeytin
yapragindan Oleuropein ve polifenoller kullanilarak, sicaklik (°C), zaman (dk) ve pH
bagimsiz degiskenleri kullanilarak deney tasarimi yapilmis ve bu faktorlerin ekstraksiyon
verimi, polifenolik madde miktar1 ve verimi, ekstrelerin antioksidan aktivitesi (DPPH

serbest radikal stplriict etki) Uzerine etkisi incelenmistir.

4.1. Hammadde

Calismada Izmir’in Bergama ilgesinde iiretim yapan zeytinyagi fabrikasindan
saglanan zeytin pirinast ve ayni yOreden toplanan zeytin yapraklari kullanilmastir.
Kurutulan hammaddelerden pirinanin nemi %5,71, zeytin yapraginin nemi %4,94 olarak
Olciilmiistiir. Ekstraksiyon isleminden 6nce hammaddenin boyutu 6glitme islemi ile

kiictltilmiistiir.

4.2. Ogiitme
Calismada pirina ve zeytin yapragi kahve ogiitiiclisii ile ogiitiiliip elek serisi
kullanilarak elenmis ve ortalama pargacik boyutu 0,5mm olacak sekilde kullanilmistir.

Pirina ve zeytin yapraklarinin igerdigi nem sirasi ile %5,7 ve %5 olarak dl¢tilmiistiir.

4.3. Pirina ve Zeytin Yapragindan Polifenolik Maddelerin Basin¢ch Coziicii
Ekstraksiyonu

Dionex ASE 350® Basingli ¢oziicii ekstraksiyon sistemi ile yapilan ¢alismalarda,
2,5¢ hammadde (zeytin yapragi ve pirina) 22ml’lik ekstraksiyon hiicrelerinde ekstre
edilmistir. Hammadde ekstraksiyon hiicresine yerlestirildikten sonra bos kisim cam
bilyeler ile doldurulmustur. Cizelge 4.1°de verilen ekstraksiyon parametreleri
kullanilarak ekstraksiyonlar yapilmistir. Ekstre c¢ozeltilerindeki organik ¢oziiciiler
40°C’de vakum altinda doner buharlastiricida (Buchi vacuum pump V-300)
uzaklastirilmistir. Sulu kisim dondurulduktan sonra liyofilizatorde (Christ Alpha 2-4 LD)
kurutulup ham ekstre elde edilmistir. Ham ekstrelerde toplam fenol miktari, toplam

flavonoid miktari, DPPH antioksidan aktivitesi ve Oleuropein miktarlar1 belirlenmistir.
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Cizelge 4.1. Basingli Coziicii ekstraktoriinde ¢alisilan parametreler.

pH 1,97/3/4,5/6/7 (Fosforik Asit)
Sicakhik 25°C/50°C/75°C/100°C/117°C
Ekstraksiyon Zamani 10dk/15dk/23dk/30dk/35dk
Uygulanan Basing 1500psi sabit
Kullamlan Céziicii Etanol:Su (50:50)
Cycle (kademe) Sayisi 1
Yikama Cozeltisi Ekstraktor hacminin %100’
Kullamlan Coziicii 30-35 (yikama ¢oziiciisii dahil)
Hammadde Miktan 2,5g

4.4. Cevap Yiizey Yontemi ile Deney Tasarim

Pirina ve Zeytin Yapragi numunelerinin Basingli Cozlcl Ekstraksiyonunda
kullanilan parametrelerin birbirleri {izerindeki etkilesimini gorebilmek ve maksimum
cevabi bulabilmek i¢in Cevap Yiizey Yontemi (Response Surface Methodology-RSM)

yontemi kullanilarak deney tasarimi yapilmustir [70].

Cevap Yiizey Yontemi ilgilenilen cevabin birkag parametre tarafindan etkilendigi
problemlerin modellenmesi ve analiz i¢in kullanilan matematik ve istatistik tekniklerinin
birlesimidir. Amaci cevabi optimize edebilecek modeli gelistirmektir. Yontemin temeli,
cok sayida bagimsiz degisken ve bunlara bagli bir ya da birkag dlgiilen cevap (bagiml
degisken) arasindaki iligkinin belirlenmesi ve uygun bir fonksiyon yaklasimi ile
gelistirilen modelde optimum igletme kosullarini belirlemektir [70].

X1, Xa, ..., Xn Ol¢ilebilir, strekli ve kontrol edilebilir parametreleri ve Y cevap

degiskenini gostermek lizere cevap ylizeyi su sekil ifade edilebilir.
Y=f (X1, Xo, ..., Xn) (4.2)

Bu denklemdeki f ile ifade edilen cevap yiizeyi fonksiyonu birinci derece veya

ikinci derece bir fonksiyon olabilir.
Ornegin fonksiyon yaklasimi ikinci derece polinom alinirsa;
y = Bo + BiXi + BiiXiz + BijXiX; + € (4.2)
esitligi kullanilir.

€, y cevabinda gdzlenen giiriiltii veya hatadir.
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Bu esitliklerde [ degeri ongoriilen modelde bulunan regresyon katsayilari X
kullanilan faktorlerdir (parametreler).
Eger cevap, bagimsiz degiskenlerin lineer bir fonksiyonu ile iyi modelleniyorsa,

yaklasim fonksiyonu birinci derecedir;

Y =Bo+ Bixys + Baxy + -+ Prxi + € (4.3)

Eger sistemde bir egim agis1 varsa, yiiksek dereceli bir polinom kullanilmalidir.

Ornegin ikinci derece model;
Y =Bo+ Xy Bixi + Xy Bux? + X X Buxixj + € (4.4)

Bu calismada deney plan1 Cevap Yiizey Yontemi kullanilarak ‘Merkezi Bilesen’
(Central Composite Design) yontemi ile olusturulmustur. Tasarim degisken sayisi (n)=3
olmak Uzere, 8 faktdriyel nokta (2"), 6 eksenel nokta (2n) ve merkez noktada 6 tekrar
deneyi ile toplam 20 deneyden olusmaktadir. Coziicii karisimi %50 Etanol’iin kullanildigi
ve tek kademede gerceklestirilen deneylerde incelenen sicaklik (T, °C), Zaman (Z, dk) ve
pH parametrelerin seviyeleri Cizelge 4.2’de, bagimsiz degiskenlerin istatistiksel
kombinasyonu Cizelge 4.3’de gosterilmistir. Bagimsiz degiskenlerin regresyon analizi,
ana ve ikili etkilerinin belirlenmesi, kontur ylzeylerin cizimi icin paket program
MINITAB 17.00 siiriimii kullanilmustir [70].

Cizelge 4.2. Ekstraksiyon ¢alismasinda incelenen parametreler ve seviyeleri.

Faktorler Seviyeler
-1 0 1
X1: Sicaklik (°C) 50 75 100
X2: Zaman (dk) 15 23 30
X3: pH 3 4,5 6

44



Cizelge 4.3. Ekstraksiyon ¢alisasinda bagimsiz degisken istatistiksel kombinasyonu.

Deney No T(°C) Zaman (dk) pH
1 75 9.89 4.5
2 100 15 6
3 50 15 3
4 100 30 6
5 50 30 3
6 75 35,11 4.5
7 117,04 22,5 4.5
8 75 22,5 4.5
9 50 30 6
10 32,96 22,5 4.5
11 75 22,5 7,02
12 100 30 3
13 75 22,5 1,98
14 75 22,5 4.5
15 75 22,5 4,5
16 75 22,5 45
17 75 22,5 4,5
18 50 15 6
19 100 15 3
20 75 22,5 4.5

4.5. Fenolik Bilesiklerin Miktarlarinin Belirlenmesi
4.5.1. Toplam fenolik (TP) bilesen tayini

Ekstrelerin igermis oldugu toplam fenolik madde miktarlar1 Folin Ciocalteu
yontemi ile spektrofotometrik olarak gallik asit (GA) esdegeri lizerinden (g GAE/Q) tayin
edilmistir. Kullanilan bu yontem organik ¢éziiciilerde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin
bazik ortamda Folin-Ciocalteu reaktifini indirgeyip kendilerinin oksitlenmig forma
doniistiigiic redoks reaksiyonuna dayanmaktadir. Folin-Ciocalteu reaktifi burada
oksitleyici bilesik olarak rol almaktadir. Reaksiyon sonucunda indirgenmis reaktifin
olusturdugu mavi rengin absorbansinin Olciilmesiyle analizi yapilan 6rnekteki fenolik
bilesiklerin toplam miktarinin hesaplanmasi miimkiin olmaktadir. Olusan kompleksin
renk siddeti fenolik maddelerin konsantrasyonu ile dogru orantilidir [82]. Liyofilize
edilmis numunelerden (mg/ml) 0,1 ml 6rnek ¢ozeltisi, 0,5 ml Folin-Ciocalteu (%10)
cozeltisi ve 1,5 ml Na,CO3 (%20) cozeltisi vorteks ile karistirildiktan sonra 2 saat oda
sicakliginda bekletilmis ve UV spektrofotometrede (Shimadzu UV-1800 UV-Vis
Spectrophotometer) 750nm’de absorbans degerleri okunmustur. Kor olarak distile su
kullamlmistir. Sonuglar gallik asit kalibrasyon egrisi kullanilarak (r?=0,998) gallik asit
esdeger olarak mg GAE/g ekstre olarak hesaplanmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak

gerceklestirilmis ve sonuglarin ortalamasi alinmastir.
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0,9 y=4,1159x+0,069
R?*=0,9978

absorbans 750 nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Gallik asit konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.1. Gallik asitin toplam fenol analizi kalibrasyon egrisi.

4.5.2. Toplam flavonoid miktar1 analizi

Uygun konsantrasyondaki analiz 6rneginden deney tiipline 0,5ml alinarak iizerine
1,5ml metanol ve 2,8ml distile su ilave edilmistir. 0,1ml %10 AICI3 ve 0,1ml %10 sodyum
asetat ilave edilmistir. 1 saat karanlikta oda sicakliinda bekletilip, karigimin adsorbansi
420nm’de absorbans degerleri okunmustur. Kor olarak distile su kullanilmigtir. Standart
falavanoid olarak Quercetin kullanilmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak gergeklestirilmis ve

sonuglarin ortalamasi alinmustir.

1,6
1,4 y = 6,7464x + 0,0001 @

Absorbans 420nm

0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Quercetin konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 4.2. Quercetin toplam flavonoid analizi kalibrasyon egrisi.
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4.5.3. DPPH serbest radikal suptrtci aktivite tayini

Kararli bir organik azot radikal bilesigi olan 2,2-difenilpikrilhidrazil radikali
(DPPH), antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi i¢in kullanilmaktadir. Bu ydntem
DPPH’in metanol yardimi ile hazirlanan ¢dzeltilerinin bir hidrojen verici antioksidan
madde varhiginda radikal olmayan DPPH-H’a doniisiimiiniin spektrofotometrik olarak

Olclilmesine dayanir.

DPPH + Antioksidan-H DPPH-H + A (4.5)
: N7 : ©\ /©
| |
N + AH NH + A
O,N NO, O:N NO,
NO, NO;

Sekil 4.3. DPPH serbest radikalinin kimyasal yapus.

Metanol igerisinde hazirlanan Ornek ¢ozeltisi (reaksiyon ortamindaki ornek
konsantrasyonu 1,25x103g/l) lizerine DPPH (2x102g/1) ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks
yardimi ile oda sicakliginda ve karanlikta 30dk bekletildikten sonra 517nm’de absorbans
degeri okunmustur. Kor olarak metanol kullanilmustir. 1x107 ve 2x1072 g/l konsantrasyon
araliginda DPPH standard1 kullanilarak hazirlanmis olan asagidaki kalibrasyon denklemi

kullanilarak reaksiyon ortamindaki DPPH konsantrasyonu (pg/ml) hesaplanmistir.
As17nm = 17,119(DPPH), + 0,01(R? = 0,996) (4.6)
30 dakika sonunda reaksiyon ortaminda kalan DPPH miktar1 asagidaki formiil

kullanilarak hesaplanmaistir.

_ (DPPH)¢=39

%DPPHkalan = (DPPH)1—y * 100 (47)
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Sonuglar DPPH’1in  %50’sinin siipiiriildiigii (inhibe edildigi) konsantrasyon

(ECsopg/ml) cinsinden degerlendirilmistir.

0.7 y=17,119x-0,0114

06 RZ = 0,993 /.
0,5 / /
0,4
P
0,3 /
0,2 /
0,1
rd

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
DPPH konsantrasyonu (mg/ml)

Absorbans

Sekil 4.4. DPPH konsantrasyon-absorbans kalibrasyon egrisi.

4.5.4. Yuksek basinc¢h ¢ozlici kromatografisi ile oleuropein miktar tayini

Oleuropein Yiksek Basingli Coziicii Kromatografisi yontemi ile miktarlarinin
belirlenmesi calismalarinda dortlii pompa, Diode Array Dedektér (DAD), otomatik
enjeksiyon tinitesi ve kolon firinindan olusan Agilent 1100 serisi yiiksek Basingli Coziicti
kromatografi sistemi kullanilmistir. Ayirimlar 30°C’de ters faz kolonda [250x4,6mm 1.d.,
5-um, Kromsil Cig (Technocroma)] gradient ¢oziicii sistemi ile gergeklestirilmis,
kromatogramlar 254nm’de degerlendirilmistir. 1ml/dk akis hizinda, (A) Formik asit:su
ve (B) asetonitril hareketli faz olarak kullanilmigtir. Gradient programi 0’dan %2 B’ye 2
dakikada, 2’den %10 B’ye 5 dakikada, 10°dan %30 B’ye 25 dakikada, 30’dan %50 B’ye
35 dakikada, 50°den %60 B’ye 40 dakikada, 60’dan %90 B’ye 45 dakikada artirilmis ve
2 dakikada baslangi¢ konsantrasyonuna doniilmiistiir. Miktar tayinleri ticari olarak
saglanan standart Oleuropein kalibrasyon egrisi kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil
4.5).
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R2=0,9991
5000
0
0 10 20 30 40 50 60

Mikrogram Oleuropein

Sekil 4.5. Oleuropein kalibrasyon egrisi

Ornekler kolona verilmeden énce Nylon membran (40pum) filtrelerden siiziilmiis ve
iki enjeksiyonun ortalama degerleri kullanilarak miktar tayinleri gergeklestirilmistir.

Standart Oleuropein ve ekstreye ait 6rnek kromatogramlar Sekil 4.6.’da verilmistir.

mALU
2500

2000
1500
1000

500

DAD1 A, Sig=254,16 Ref=off (GULSAH210630 2021-06-30 09-37-25\G0000017.D)
]

mAU ]
2500

2000
1500
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500

40

1 542.866

| +46.566

Sekil 4.6. Oleuropein standartimin (A) ve yaprak ekstresinin (B) HPLC kromatogramlar:.

49

40

45

mir{



5. DENEYSEL BULGULAR

Calismada Basingh Coziicii ekstraksiyonu teknigi ile zeytin yaprak ve pirinasindan
fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu gerceklestirilmistir. Cevap Yiizey Yontemi Deney
Tasarimi kullanilarak ekstraksiyon parametrelerinin (sicaklik, pH, zaman) ekstredeki
fenolik bilesen miktari, flavonoid miktari, Oleuropein miktar: ve ekstrenin antioksidan

aktivitesi (DPPH) Uzerine etkileri incelenmistir.

5.1. Cevap Yiizey Yontemi Deney Tasarimi ile Basingh Coziicii Ekstraksiyonu
Basingli Coziicii Ekstraksiyonu parametrelerinin ekstre edilen toplam fenolik
bilesen ve DPPH aktivitesi ve en yiiksek verimin ve antioksidan aktivitenin elde edildigi
kosullar1 belirlemek i¢in gerekli deney planinin olusturulmasi amaciyla Cevap YUlzey
Yontemi (RSM) uygulanmistir. Boliim 3.5°de agiklandigi gibi parametrelerin alt ve tist
degerleri, sicaklik i¢in 50-100°C, zaman igin 15-30dk ve pH igin 3-6 segilmistir.
Bagimsiz degiskenlerin degerlerinin ve bu noktalarda yapilan deneylerden elde edilen
cevaplarin (ekstre verimi (%), toplam fenolik bilesen (TF), Toplam flavonoid (TFL)
verimleri, Oleuropein miktar1 ve DPPH aktivite) ikinci derece polinom modeline
uygunlugu ve parametrelerin tekli ve ¢oklu etkileri %5 (0=0,05) anlamlilik seviyesinde

varyans analizi (ANOVA) ile belirlenmistir.

5.2. Basinch Coziicii Ekstraksiyon Parametrelerinin Zeytin Yapraginin ve Pirinanin
Ekstre Verimi Uzerine EtKisi

5.2.1. Zeytin yaprag ekstraksiyon verimine etkisi

Ekstre verimleri kullanilan parametrelere bagli olarak 9%22,55-36,50 arasinda
degismistir. En yiiksek yaprak ekstre verimi (%36,5) 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de ve en
diistik verim ise (%22,55) 75°C, 22,5dk, pH 4,5’da elde edilmistir.

Basingli Coziicti Ekstraksiyonundan elde edilen ekstre verimleri (Cizelge 5.1) de
verilmistir. Ekstre verimleri sonuglar1 Boliim 4.2°de verilen birinci ve ikinci derece
polinom yaklasimima uygulanmistir. Ekstre verimleri i¢in yapilan varyans analizi
sonucunda %95 giiven araliginda (p=0,05) sicaklik haricinde higbir tekli veya ikili
etkilerin verim {izerine anlamli bir etkisinin olmadigir gortilmistiir. Sicaklik ise
ekstraksiyon verimi iizerine dogrusal olarak etki etmistir (p<0,05) (Cizelge 5.2).
Ekstraksiyon verimi igin etkili ve etkisiz biitiin parametrelerin kullanildig: igin ikinci

derece polinom model esitligi asagida verilmistir (T(°C), t(dk), pH).
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Z.Yaprak Verimi(%) = 43,6 — (0,031« T) — (0,403 = t) — (6,27 * pH) +
(0,00075 * T?) + (0,0112 = t%) + (0,483 = pH?) — (0,00084 = T * t) +
(0,0141 =T x pH) — (0,0004 * t * pH) (5.1)

Deneylerden elde edilen ekstre verimleri ile ekstraksiyon parametreleri arasindaki
coklu regresyon katsayis1 (R?) 0,7169 olarak bulunmustur. Bu deger yiizey merkezli
model ile deneysel verilerdeki degisimin yaklasik %72’sinin agiklanabilecegini ifade
etmektedir. Verilerin 6nerilen modele uyum eksikliginin (lack of fit) dnemsiz oldugu

(p<0,05) goriilmiistiir.

Cizelge 5.1. Basing¢h ¢éziicii ekstraksiyon kosullarinin yaprak ekstre verimine etkisi.

T (°C) Zaman (dk) pH Y:‘;:‘l';le('jj:; ¢
1 75,00 9,89 4,50 28,52
2 100,00 15,00 6,00 32,67
3 50,00 15,00 3,00 25,85
4 100,00 30,00 6,00 32,14
S 50,00 30,00 3,00 25,97
6 75,00 35,11 4,50 30,26
7 117,04 22,50 4,50 34,51
8 75,00 22,50 4,50 28,00
9 50,00 30,00 6,00 25,68
10 32,96 22,50 4,50 23,37
11 75,00 22,50 7,02 24.86
12 100,00 30,00 3,00 31,10
13 75,00 22,50 1,98 36,50
14 75,00 22,50 4,50 27,13
15 75,00 22.50 4,50 22,55
16 75,00 22,50 4,50 27,93
17 75,00 22,50 4,50 28,25
18 50,00 15,00 6,00 24.80
19 100,00 15,00 3,00 30,83
20 75,00 22,50 450 27,47
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Cizelge 5.2. Yaprak ekstre verimi icin ikinci dereceden model denkleminin istatiksel analizi.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 186,085 20,676 2,82 0,061
Linear 3 161,231 53,744 7,33 0,007
T (°C) 1 136,424 136,424 18,60 0,002
Zaman (dk) 1 0,986 0,986 0,13 0,722
pH 1 23,822 23,822 3,25 0,102
Square 3 22,426 7,475 1,02 0,425
T (°C)*T (°C) 1 3,188 3,188 0,43 0,525
Zaman (dk)*Zaman (dk) 1 5,713 5,713 0,78 0,398
pH*pH 1 17,004 17,004 2,32 0,159
2-Way Interaction 3 2,427 0,809 0,11 0,952
T (°C)*Zaman (dk) 1 0,199 0,199 0,03 0,872
T (°C)*pH 1 2,228 2,228 0,30 0,594
Zaman (dk) *pH 1 0,000 0,000 0,00 0,996
Error 10 73,348 7,335
Lack-of-Fit 5 49,964 9,993 2,14 0,212
Pure Error 5 23,384 4,677
Total 19 259,433

Model Summary

S R-sq R-sqg(adj) R-sq(pred)
2,70828 71,73% 46,28% 0,00%

Yapraktan basingl ¢ozucl ekstraksiyon parametrelerinin ekstre verimine tekli ve
ikili etkileri Sekil 5.1, yiizey ve kontur grafikleri Sekil 5.2°’de verilmistir. Beklendigi
tizere sicakligin ekstre verimi iizerine dogrusal etkisi goriilmiistir. Ekstre verimi pH

azaldikca artmaktadir.
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Main Effects Plot for Yaprak verim (%)
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Sekil 5.1. Basin¢l ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin ekstre verimine tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of Yaprak verim (%)
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Sekil 5.2. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin yaprak verimi (zerine etkisini gdsteren (g
boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.2.2. Pirina ekstre verimine etkisi

Pirinanin basingli  ¢6ziicii  ekstraksiyonunda ekstre verimleri kullanilan
parametrelere bagli olarak %2,54-17,0 arasinda degismistir. En yiiksek pirina ekstre
verimi (%17) 75°C, 22,5dk pH 1,98’de ve en diisiik verim ise (%2,54) 32,96°C, 22,5dk,
pH 4,5’de elde edilmistir (Cizelge 5.3).

Pirinanin ekstraksiyonunda pH’in dogrusal ve kuadratik etkisi goriilmiistir
(p<0,05) (Cizelge 5.4). Toplam ekstre verimi i¢in ikinci derece polinom esitligi asagida
verilmistir (T(°C), t(dk), pH).

Pirina verimi (%) = 19,1 + (0,083 « T) + (0,267 xt) — (7,84 « pH) —
(0,000984  T2) — (0,01146 * t2) + (0,672 = pH?) + (0,00330 * T * t) +
(0,0089 * T xpH) — (0,0064 * t * pH) (5.2)

Pirinanin ekstre verimleri ile ekstraksiyon parametreleri arasindaki ¢oklu regresyon
katsayis1 (R?) 0,7851 olarak bulunmustur. Bu deger yiizey merkezli model ile deneysel
verilerdeki degisimin %79 unun agiklanabilecegini ifade etmektedir. Verilerin dnerilen

modele uyum eksikliginin (lack of fit) 6nemli oldugu (p<0,05) goriilmiistiir.
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Cizelge 5.3. Basingh ¢oziicii ekstraksiyon kosullarinin pirina ekstre verimine etkisi.

T (°C) Zaman (dk) pH P":f}';f:‘;tr;’
1 75,00 9,89 4,50 4,58
2 100,00 15,00 6,00 6,88
3 50,00 15,00 3,00 6,91
4 100,00 30,00 6,00 7.41
5 50,00 30,00 3,00 5,26
6 75,00 35,11 4,50 4,83
7 117,04 22,50 4,50 7,03
8 75,00 22,50 4,50 6,46
9 50,00 30,00 6,00 2,81
10 32,96 22,50 4,50 2,54
11 75,00 22,50 7,02 4,60
12 100,00 30,00 3,00 7,88
13 75,00 22,50 1,98 17,00
14 75,00 22,50 4,50 5,72
15 75.00 22.50 4,50 5,28
16 75,00 22,50 4,50 6,53
17 75,00 22,50 4,50 6,43
18 50,00 15,00 6,00 5,39
19 100,00 15,00 3,00 7,70
20 75,00 22,50 4,50 6,88

Cizelge 5.4. Pirina Ekstre verimi igin ikinci dereceden model denkleminin istatiksel analizi.

Analysis of Variance

Source DF Adj Ss Adj MS F-Value P-Value
Model 9 125,129 13,9032 4,07 0,020
Linear 3 71,993 23,9977 7,03 0,008
T (°C) 1 21,327 21,3267 6,24 0,032
Zaman (dk) 1 0,697 0,6967 0,20 0,661
PH 1 49,970 49,9697 14,63 0,003
Square 3 49,146 16,3819 4,80 0,025
T (°C)*T (°C) 1 5,456 5,4557 1,60 0,235
Zaman (dk) *Zaman (dk) 1 5,985 5,9853 1,75 0,215
PH*pH 1 32,900 32,9002 9,63 0,011
2-Way Interaction 3 3,990 1,3300 0,39 0,763
T (°C)*Zaman (dk) 1 3,055 3,0546 0,89 0,367
T (°C) *pH 1 0,894 0,8943 0,26 0,620
Zaman (dk) *pH 1 0,041 0,0410 0,01 0,915
Error 10 34,158 3,4158
Lack-of-Fit 5 32,397 6,4794 18,39 0,003
Pure Error 5 1,761 0,3523
Total 19 159,287
Model Summary
S R-sg R-sqg(adj) R-sg(pred)
1,84820 78,56% 59,26% 0,00%
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Pirinanin ekstraksiyon verimleri i¢in ekstraksiyon parametrelerinin ekstre verimine
tekli ve ikili etkileri Sekil 5.3, ylizey ve kontur grafikleri Sekil 5.4°de verilmistir. Sicaklik

arttikga pirina verimi artarken, pH arttikga pirina ekstre verimi azalmistir.

Main Effects Plot for Pirina verim (%)
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Sekil 5.3. Basin¢l ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin pirinanin ekstre verimine tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of Pirina verim (%)
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Sekil 5.4. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin pirina ekstre verimi Uzerine etkisini gosteren ti¢

boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.3. Basin¢h Coziicii Ekstraksiyon Parametrelerinin Toplam Fenolik Bilesen Verimi
Uzerine EtKisi

5.3.1. Zeytin yapraginin toplam fenolik bilesen verimine etkisi

Yaprak ekstresindeki fenolik bilesen verimi, parametrelere bagh olarak 9,77-41,52
(mg GA/g yaprak) arasinda degismistir. En yiiksek fenolik bilesen verimi 75°C, 9,89 dk,
pH 4,5’da en diisiik fenolik bilesen verimi 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de elde edilmistir
(Cizelge 5.5).

Toplam fenolik bilesen verimi i¢in yapilan varyans analiz sonucunda pH’in ikinci
derece polinom etkisinin anlamli oldugu (p<0,05) bulunmustur (Cizelge 5.6). Toplam
fenolik bilesen verimi i¢in ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir (T(°C), t(dk),

pH).

mg GA
g Yaprak

Toplam Fenol Verimi ( ) =—13,94+ (0,052 *T) — (2,51 xt) +

(34,08 « pH) — (0,00047 = T?) + (0,0362 = t?) — (3,328 * pH?) + (0,0133 * T =
t) —(0,0485 «T xpH) — (0,101 * t * pH) (5.3)

Yaprak ekstresindeki toplam fenol verimi ile ekstraksiyon parametreleri arasindaki
coklu regresyon katsayis1 R? 0,8005 olarak bulunmustur. Uyum eksikligi (lack of fit) ise
onemsiz bulunmustur (p>0,05). Modeldeki bagimsiz degiskenler verileri %80 oraninda

aciklamaktadir.
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Cizelge 5.5. Basingh ¢oziicii ekstraksiyon kosullarimin yaprak ekstresindeki toplam fenolik bilegen verimine

etkisi.

TF
T (°C) Zaman (dk) pH (mg GA/g
yaprak)
1 75.00 9.89 4,50 41,52
2 100,00 15,00 6.00 17.23
3 50,00 15,00 3.00 31,24
4 100,00 30,00 6,00 17,01
5 50,00 30,00 3,00 25,55
6 75,00 35,11 4,50 34,32
7 117,04 22,50 4,50 39,19
8 75,00 22,50 4,50 33,00
9 50,00 30,00 6,00 14,23
10 32.96 22,50 4,50 23.46
1 75.00 22,50 7,02 12,17
12 100,00 30,00 3,00 30,32
13 75.00 22,50 1,98 9,77
14 75.00 22.50 4,50 28.30
15 75.00 22,50 4,50 24,33
16 75,00 22,50 4,50 32,97
17 75.00 22,50 4,50 34.80
18 50,00 15,00 6.00 29.72
19 100,00 15,00 3,00 31,30
20 75,00 22,50 4,50 32,70

Cizelge 5.6. Yaprak toplam fenol verimi icin ikinci dereceden model denkleminin istatiksel analizi.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 1225,04 136,116 4,45 0,014
Linear 3 217,009 72,365 2,37 0,132
T (°C) 1 34,11 34,112 1,12 0,316
Zaman (dk) 1 87,06 87,062 2,85 0,122
PH 1 95,92 95,921 3,14 0,107
Square 3 921,36 307,121 10,05 0,002
T (°C)*T (°C) 1 1,25 1,245 0,04 0,844
Zaman (dk)*Zaman (dk) 1 59,89 59,888 1,96 0,192
PH*pH 1 808,13 808,130 26,43 0,000
2-Way Interaction 3 86,59 28,862 0,94 0,456
T (°C)*Zaman (dk) 1 49,92 49,922 1,63 0,230
T (°C) *pH 1 26,42 26,424 0,86 0,374
Zaman (dk) *pH 1 10,24 10,239 0,33 0,576
Error 10 305,73 30,573
Lack-of-Fit 5 228,66 45,732 2,97 0,129
Pure Error 5 77,07 15,414
Total 19 1530,77
Model Summary
S R-sgq R-sg(adj) R-sqg(pred)
5,52929 80,03% 62,05% 0,00%
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Ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki toplam fenol verimine (mg GA/g yaprak)
tekli ve ikili etkileri ve igin yizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 5.5 ve 5.6’da
verilmistir. Sicaklik arttikga toplam fenol verimi artmis, ekstraksiyon zamani fenolik
bilesenler {izerine negatif etki gostermistir. TF verimi pH 4-5 araliginda maksimuma

ulagmustir.
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Sekil 5.5. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki toplam fenol verimine (mg GA/g

yaprak) tekli ve ikili etkileri.
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Surface plot TF (mg GA/g Yaprak)
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Sekil 5.6. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin yaprak ekstresindeki toplam fenolik bilesik

verimi zerine etkisini gdsteren (¢ boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.3.2. Pirinanin toplam fenolik bilesen verimine etkisi

Pirinanin %50 etanol ile basingli ¢oziicii ekstraksiyonu sonucunda toplam fenolik
bilesen verimi, parametrelere bagli olarak 0,5-4,68 mg GA/g pirina arasinda degismistir.
En ylksek fenolik bilesen verimi 100°C, 30dk, pH 6’da en diisiik fenolik bilesen verimi
75°C, 22,5dk, pH 1,98’de elde edilmistir (Cizelge 5.7).

Pirina ekstresindeki Toplam Fenolik Bilesen verimi i¢in yapilan varyans analiz
(Cizelge 5.8) sonucunda %95 giiven araliginda (p=0,05), sicaklik ve pH’1n toplam fenolik
bilesen verimi iizerine dogrusal etkilerinin ve pH’in sicaklik ve zaman ile ikili etkilerinin
anlamli oldugu (p<0,05) bulunmustur. Toplam fenolik bilesen verimi i¢in ikinci derece

polinom esitligi asagida verilmistir (T(°C), t(dk), pH).

Pirina Toplam Fenol Verimi ( gy ¢4 ) = 0,18 — (0,0783 «T) + (0,027 = t) +
g Pirina
(1,062 * pH) + (0,000166 * T2) + (0,00019 = t2) — (0,0959 * pH?) +
(0,001518 T * t) + (0,01224 * T = pH) — (0,0301 * ¢ * pH) (5.4)

Pirina ekstresindeki toplam fenol verimleri ekstraksiyon parametreleri arasindaki
regresyon katsayist R? 0,9262 olarak bulunmustur. Bu deger modeldeki degiskenlerin
deneysel verilerdeki degisimin %93’iinii agiklayabilecegini ifade etmektedir. Verilerin

onerilen modele uyum eksikliginin (lack of fit) dnemli oldugu (p<0,05) goriilmistiir.
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Cizelge 5.7. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon kosullarinin pirina ekstresindeki toplam fenolik bilesen verimine

etkisi.

TF
T (°C) Zaman (dk) pH (mg GA/g pirina)
1 75.00 9,89 4,50 1,70
2 100,00 15.00 6,00 4,55
3 50,00 15,00 3,00 1,25
4 100,00 30,00 6,00 4,68
5 50,00 30,00 3,00 1,59
6 75,00 35.11 4,50 2,59
7 117,04 22.50 4,50 3,93
8 75.00 22,50 4,50 2,58
9 50,00 30,00 6,00 1,16
10 32.96 22,50 4,50 0,88
1 75.00 22.50 7.02 2,50
12 100,00 30,00 3,00 2,77
13 75.00 22,50 1,98 0,50
14 75.00 22,50 4,50 2,34
15 75.00 22.50 4,50 2,07
16 75,00 22,50 4,50 2,53
17 75.00 22.50 4,50 2,53
18 50,00 15.00 6.00 2,68
19 100,00 15,00 3,00 1,80
20 75.00 22,50 4,50 2,66

Cizelge 5.8. Pirina Ekstresindeki toplam fenol verimi igin ikinci dereceden model denkleminin istatiksel

analizi.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 21,2843 2,3649 13,94 0,000
Linear 3 17,1278 5,7093 33,65 0,000
T (°C) 1 11,0257 11,0257 64,98 0,000
Zaman (dk) 1 0,1483 0,1483 0,87 0,372
pH 1 5,9538 5,9538 35,09 0,000
Square 3 0,9057 0,3019 1,78 0,215
T (°C)*T (°C) 1 0,1558 0,1558 0,92 0,361
Zaman (dk)*Zaman (dk) 1 0,0017 0,0017 0,01 0,923
pH*pH 1 0,6704 0,6704 3,95 0,075
2-Way Interaction 3 3,2508 1,0836 6,39 0,011
T (°C)*Zaman (dk) 1 0,6477 0,6477 3,82 0,079
T (°C)*pH 1 1,6864 1,6864 9,94 0,010
Zaman (dk) *pH 1 0,9167 0,9167 5,40 0,042
Error 10 1,6968 0,1697
Lack-of-Fit 5 1,4645 0,2929 6,30 0,032
Pure Error 5 0,2324 0,0465
Total 19 22,9812
Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,411927 92,62% 85,97% 49,46%
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Ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki toplam fenol verimine (mg GA/g yaprak)
tekli ve ikili etkileri ve igin yiizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 5.7 ve Sekil 5.8’de
verilmistir. Bu sekillerden de goriilebilecegi gibi, sicaklik arttik¢a toplam fenol verimi
dogrusal olarak artmistir. pH’in etkisinin de pH 4,5-5’e¢ kadar dogrusal oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 5.7. Basingl ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki toplam fenol verimine (mg GA/g

pirina) tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of TF (mg GA/g P)
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Sekil 5.8. Uygulanan model esitligine gére parametrelerin pirina ekstresindeki toplam fenol miktar verimi

lizerine etkisini gosteren ¢ boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.4. Basin¢h Coziicii Ekstraksiyon Parametrelerinin Toplam Flavonoid Verimi
Uzerine Etkisi

5.4.1. Zeytin yapragmin toplam flavonoid verimine etkisi

Zeytin yapragindan ckstre edilen flavonoid verimi, 1,42-6,19 (mg Quercetin/g
yaprak) arasinda degismistir. Yaprak ekstresindeki en yiiksek flavonoid verimi (6,19mg
Quercetin/g yaprak) 117,04°C, 22,5dk, pH 4,5’da ve en diisiik flavonoid verimi (1,42mg
Quercetin/g yaprak) 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de elde edilmistir (Cizelge 5.9).

Zeytin yaprag1 ekstresindeki toplam flavonoid verimi i¢in yapilan varyans analiz
(Cizelge 5.10) sonucunda sicakligin toplam flavonoid verimi tizerine dogrusal etkisinin
ve pH’1n kuadratik etkisinin anlamli oldugu (p<0,05) bulunmustur. Toplam flavonoid
verimi i¢in ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir (T(°C), t(dk), pH).

mg Quercetin

Yaprak Toplam Flavonoit verimi ( ) = —-3,18 4+ (0,0215*T) —

g yaprak
(0,012 * t) + (2,4 * pH) — (0,000008 * T?) + (0,00078 * t2) — (0,2539 * pH?) +
(0,00012 * T * t) + (0,00268 * T * pH) — (0,0044 * t * pH) (5.5)

Zeytin yapragi ekstresindeki toplam flavonoid verimi degerleri ile ekstraksiyon
parametreleri arasindaki regresyon (R?) 0,7514 olarak bulunmustur. Bu deger modeldeki
degiskenlerin deneysel verilerdeki degisimin %75’ini aciklayabilecegini ifade
etmektedir. Verilerin 6nerilen modele uyum eksikliginin (lack of fit) énemsiz oldugu

(p>0,05) gorilmistiir.
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Cizelge 5.9. Basingl ¢oziicii ekstraksiyon kosullarmmin yaprak ekstresindeki toplam flavonoid verimine

etkisi.

T (°C v/ dk H TFL
¢ aman (dlo P (mg Q/g yaprak)

1 75,00 9.89 4,50 435
2 100,00 15,00 6,00 5,31
3 50,00 15,00 3,00 3,80
4 100,00 30,00 6,00 5,56
5 50,00 30,00 3,00 4,17
6 75,00 35,11 4,50 4,72
7 117,04 22,50 4,50 6,19
8 75,00 22,50 4,50 4,79
9 50,00 30,00 6,00 3,68
10 32,96 22,50 4,50 2,60
11 75,00 22,50 7,02 4,17
12 100,00 30,00 3,00 5,35
13 75,00 22,50 1,98 1,42
14 75.00 22,50 4,50 4,30
15 75,00 22,50 4,50 4,75
16 75,00 22,50 4,50 5,49
17 75.00 22,50 4,50 535
18 50,00 15,00 6,00 3,81
19 100,00 15,00 3,00 5,19
20 75,00 22,50 4,50 4,50

Cizelge 5.10. Yaprak Ekstresindeki toplam flavonoid verimi igin ikinci dereceden model denkleminin
istatiksel analizi.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 17,0681 1,8965 3,36 0,036
Linear 3 12,0873 4,0291 7,14 0,008
T (°C) 1 10,5049 10,5049 18,62 0,002
Zaman (dk) 1 0,1182 0,1182 0,21 0,657
pH 1 1,4641 1,4641 2,60 0,138
Square 3 4,8758 1,6253 2,88 0,089
T (°C)*T (°C) 1 0,0004 0,0004 0,00 0,980
Zaman (dk)*Zaman (dk) 1 0,0281 0,0281 0,05 0,828
PpH*pH 1 4,7014 4,7014 8,33 0,016
2-Way Interaction 3 0,1050 0,0350 0,06 0,979
T (°C)*Zaman (dk) 1 0,0042 0,0042 0,01 0,933
T (°C)*pH 1 0,0809 0,0809 0,14 0,713
Zaman (dk) *pH 1 0,0199 0,0199 0,04 0,855
Error 10 5,6415 0,5641
Lack-of-Fit 5 4,5412 0,9082 4,13 0,073
Pure Error 5 1,1003 0,2201
Total 19 22,7095
Model Summary
S R-sg R-sqg(adj) R-sqg(pred)
0,751098 75,16% 52,80% 0,00%

68



Ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki flavonoid (mg Quercetin/g yaprak) tekli
ve ikili etkileri ve igin yiizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 5.9 ve Sekil 5.10°da
verilmistir. Bu sekillerden de goriilebilecegi gibi, sicaklik arttik¢a flavonoid verimi
dogrusal olarak artmistir. pH’in etkisinin de pH 4,5-5’e¢ kadar dogrusal oldugu

gorilmiistiir.

Main Effects Plot for TFL (mg Q/g Y)
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Sekil 5.9. Basingl ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki toplam flavonoid verimine (mg

Quercetin/g yaprak) tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of TFL (mg Q/g Y)
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Sekil 5.10. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin yaprak ekstresindeki toplam flavonoid verimi
lzerine etkisini gosteren (¢ boyutlu ve kontur grafikleri.

70



5.4.2. Pirinanin toplam flavonoid verimine etkisi

Zeytin pirinasindan flavonoid verimi, 0,25-1,92 (mg Quercetin/g pirina) arasinda
degismistir. Pirinadan en ylksek flavonoid verimi (1,92 mg Quercetin/g pirina) 100°C,
15dk, pH 6’da ve en diisiik flavonoid verimi (0,25mg Quercetin/g yaprak) 50°C, 15dk,
pH 3,0’da elde edilmistir (Cizelge 5.11). Pirinadan toplam flavonoid verimi i¢in yapilan
varyans analiz (Cizelge 5.12) sonucunda sadece sicakligin toplam flavonoid verimi
Uzerine etkisinin anlamli oldugu (p<0,05) goriilmiistiir. Toplam flavonoid verimi icin
ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir (T(°C), t(dk), pH).

mg Quercetin
g Pirina

Pirina Toplam Flavonoit Verimi ( ) = —3,45+ (0,0639«T) +

(0,109 * t) + (0,069 x pH) — (0,000292 * T2) — (0,00203 * t2) — (0,0161 *
pH?) — (0,000279 = T % t) + (0,00099 * T  pH) + (0,0022 * ¢ * pH) (5.6)

Pirina ekstresindeki toplam flavonoid verimi degerleri ile ekstraksiyon
parametreleri arasindaki regresyon katsayisi (R?) 0,6446 olarak bulunmustur. Bu deger,
yuzey merkezli modelin deneysel verileri %64 oraninda agiklayabilecegini ifade
etmektedir. Ayrica verilerin Onerilen modele uyum eksikliginin (lack of fit) onemli

oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
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Cizelge 5.11. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon kosullarinmin pirinadan toplam flavonoid verimine etkisi.

T (°C) Zaman (dk) pH TFL
(mg Q/g pirina)

1 75,00 9,89 4,50 0,38
2 100,00 15,00 6,00 1,92
3 50,00 15,00 3,00 0,25
4 100,00 30,00 6,00 1,87
5 50,00 30,00 3,00 0,32
6 75.00 35,11 4,50 0,94
7 117.04 22,50 4,50 0,66
8 75.00 22,50 4,50 1,28
9 50,00 30,00 6,00 0,44
10 32,96 22,50 4,50 0,28
11 75,00 22,50 7,02 0,94
12 100,00 30,00 3,00 1,49
13 75.00 22,50 1,98 0,82
14 75,00 22,50 4,50 1,05
15 75,00 22,50 4,50 1,09
16 75,00 22,50 4,50 1,24
17 75,00 22,50 4,50 1,18
18 50,00 15,00 6,00 0,38
19 100,00 15,00 3,00 1,75
20 75,00 22,50 4,50 1,55

Cizelge 5.12. Pirina Ekstresindeki toplam flavonoid verimi icin ikinci dereceden model denkleminin
istatiksel analizi.

Analysis of Variance

Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 3,64680 0,40520 2,02 0,144
Linear 3 2,99500 0,99833 4,98 0,023
T (°C) 1 2,87887 2,87887 14,37 0,004
Zaman (dk) 1 0,04139 10,04139 0,21 0,659
pH 1 0,07474 0,07474 0,37 0,555
Square 3 0,61366 0,20455 1,02 0,424
T (°C)*T (°C) 1 0,47860 0,47860 2,39 0,153
Zaman (dk)*Zaman (dk) 1 0,18713 0,18713 0,93 0,357
PpH*pH 1 0,01893 0,01893 0,09 0,765
2-Way Interaction 3 0,03814 0,01271 0,06 0,978
T (°C)*Zaman (dk) 1 0,02192 0,02192 0,11 0,748
T (°C) *pH 1 0,01112 0,01112 0,06 0,819
Zaman (dk) *pH 1 0,00510 0,00510 0,03 0,876
Error 10 2,00408 0,20041
Lack-of-Fit 5 1,84517 0,36903 11,61 0,009
Pure Error 5 0,15890 0,03178
Total 19 5,65088
Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sqg(pred)
0,447669 64,54% 32,62% 0,00%
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Pirina ekstresindeki toplam flavonoid verimi igin tekli ve ikili etkileri yuzey ve
kontur grafikleri Sekil 5.11 ve Sekil 5.12°de verilmistir. Flavonoid sicaklikla dogrusal

olarak artmastir.

Main Effects Plot for TFL (mg Q/g P)
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Sekil 5.11. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki toplam flavonoid verimine (mg

Quercetin/g pirina) tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of TFL (mg Q/g P)
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Sekil 5.12. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin pirina ekstresindeki toplam flavonoid verimi
lzerine etkisini gosteren (¢ boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.5. Basin¢h Coziicii Ekstraksiyon Parametrelerinin DPPH Serbest Radikal
Supuruct Aktivite (ECso, ug/ml) Uzerine Etkisi

5.5.1. Yaprak ekstresindeki dpph serbest radikal stpiricu aktivite (ECso, pg/ml)
Basingli ¢oziicl ekstraksiyonundan elde edilen ekstrelerin DPPH radikal stipuricu
aktiviteleri DPPH’in %50’sini inhibe edici ekstre konsantrasyonu yani ECso (ug/ml)
olarak Cizelge 5.13’de verilmistir. ECsg degerinin diisiik olmas1i DPPH aktivitesinin fazla
olmasini1 gostermektedir. DPPH degerleri parametrelere bagli olarak 11,24-24,33(ECso-
ug/ml) arasinda degismistir. En yiiksek ECso degeri (24,33 pg/ml), 75°C, 22,5dk, pH
1,98’de en diisiik ECso degeri ise (11,24 ug/ml) 75°C, 22,5dk, pH 4,5’da elde edilen

ekstrelerde gozlenmistir.

DPPH degerleri igin yapilan varyans analizi sonucunda, pH’1in kuadratik etkisinin
anlamli oldugu (p<0,05) goriilmistiir (Cizelge 5.14). DPPH verimi icin ikinci derece
polinom esitligi asagida verilmistir (T(°C), t(dk), pH).

ECs, (“g L “’”;‘: e"s"e) = 30,4 + (0,029 * T) + (0,245 = t) — (8,32 * pH) —
(0,000759 % T2) — (0,0110 * £2) + (0,857 * pH?) + (0,00407 * T * t) —
(0,0028 * T x pH) + (0,0089 * t * pH) (5.7)

DPPH degerleri ile ekstraksiyon parametreleri arasindaki ¢oklu regresyon katsay1si
(R?) 0,6511 olarak bulunmustur. Verilerin 6nerilen modele uyum eksikliginin (lack of fit)

onemsiz oldugu (p>0,05) goriilmistiir.
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Cizelge 5.13. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon kosullarimin yaprak ekstresindeki DPPH serbest radikal

slipuricu aktiviteleri Gzerine etkisi.

T (°C) Zaman (dk) pH ‘;;':;"k D",::IH
1 75.00 9.89 4,50 12,55
2 100,00 15,00 6.00 13,54
3 50,00 15,00 3.00 16,15
4 100,00 30,00 6,00 16,23
5 50,00 30,00 3,00 15,38
6 75.00 35,11 4,50 15.44
7 117.04 22,50 4,50 14,28
8 75.00 22,50 4,50 16,30
9 50,00 30,00 6.00 15,55
10 32,96 22,50 4,50 14,53
11 75,00 22,50 7,02 18,07
12 100,00 30,00 3,00 17,06
13 75,00 22.50 1.98 2433
14 75,00 22,50 4,50 13,29
15 75,00 22,50 4,50 11,24
16 75,00 22.50 4,50 14,09
17 75,00 22,50 4,50 18,75
18 50,00 15,00 6.00 1533
19 100,00 15,00 3,00 14,19
20 75,00 22.50 4,50 16,53

Cizelge 5.14. DPPH serbest radikal suplricu aktivite icin ikinci dereceden model denkleminin istatistiksel

analizi.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 92,232 10,2480 2,07 0,136
Linear 3 19,110 6,3701 1,29 0,331
T (°C) 1 0,240 0,2404 0,05 0,830
Zaman (dk) 1 7,158 7,1580 1,45 0,256
pH 1 11,712 11,7120 2,37 0,155
Square 3 68,282 22,7608 4,61 0,028
T (°C)*T (°C) 1 3,242 3,2415 0,66 0,437
Zaman (dk) *Zaman (dk) 1 5,511 5,5112 1,12 0,316
PH*pH 1 53,583 53,5832 10,85 0,008
2-Way Interaction 3 4,839 1,6129 0,33 0,806
T (°C)*Zaman (dk) 1 4,670 4,6697 0,95 0,354
T (°C) *pH 1 0,088 0,0881 0,02 0,896
Zaman (dk) *pH 1 0,081 0,0811 0,02 0,901
Error 10 49,405 4,9405
Lack-of-Fit 5 13,401 2,6802 0,37 0,849
Pure Error 5 36,005 7,2009
Total 19 141,637
Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sg(pred)
2,22273 65,12% 33,72% 0,00%
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Ekstraksiyon parametrelerinin ekstrelerin DPPH serbest radikal stiplricu aktivitesi
uzerine tekli ve ikili etkileri ve i¢in ylizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 5.13 ve Sekil
5.14°da verilmistir. Bu sekillerden diisiik ve yiiksek pH’larda elde edilen ekstrelerin
DPPH aktivitelerinin azaldig1 goriilmektedir.

Main Effects Plot for DPPH (EC50-ug YE/ml)
Fitted Means
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Sekil 5.13. Baswinglt ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki DPPH serbest radikal stplriict

aktivite Uzerine tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of DPPH (EC50-ug YE/ml)
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Sekil 5.14. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin DPPH serbest radikal stpiricl aktivite
lizerine etkisini gosteren ¢ boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.5.2. Pirina ekstresindeki dpph serbest suptrtci aktivite (ECso, pg/ml)

Pirinanin basingli ¢0ziict ekstraksiyonundan elde edilen ekstrelerin DPPH radikal
sipdricu aktiviteleri (ECso (ug/ml)) Cizelge 5.15°de verilmistir. DPPH degerleri 64,61-
238 pg/ml arasinda degismistir. En yiiksek deger (238ug/ml) 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de
en diisiik deger (64,61 pg/ml) 117,04°C, 22,5dk, pH 4,5’da elde edilmistir.

DPPH degerleri i¢in yapilan varyans analizi sonucunda (Cizelge 5.16) sicaklik,
zaman ve pH i DPPH degerleri lizerine dogrusal etkisinin anlamli oldugu (p<0,05),
zaman ve pH ikili ikili etkisinin anlamli oldugu (p<0,05) bulunmustur. DPPH degerleri
icin ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir (T(°C), t(dk), pH).

ug pirina ekstre

ECs, (T) =773 — (2,47 *T) — (8,63 * t) — (184 * pH) —
(0,00171 % T2) — (0,0205 * t2) + (12,33 * pH?) + (0,0404 + T * ) +
(0,302 T xpH) + (1,129 = t *x pH) (5.8)

Pirina ekstrelerinin DPPH aktiviteleri ile ekstraksiyon parametreleri arasindaki

coklu regresyon katsayis1 (R2) 0,9438 olarak bulunmustur.

Ekstraksiyon parametrelerinin ekstrelerin DPPH serbest radikal stiplricu aktivitesi
tizerine tekli ve ikili etkileri ve i¢in ylizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 5.15 ve Sekil
5.16°da verilmigstir. Bu sekillerden sicaklik ve zaman arttik¢a ECso degerlerinin azaldig:

gorulmektedir.
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Cizelge 5.15. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon kosullarimin pirina ekstresindeki DPPH serbest radikal

slipuricu aktiviteleri Gzerine etkisi.

o PirinaDPPH
T (°C) Zaman (dk) pH (ECq-ng/ml)
1 75.00 9.89 4,50 79,75
2 100,00 15,00 6,00 69,67
3 50,00 15,00 3,00 200,89
4 100,00 30,00 6,00 70,01
s 50,00 30,00 3,00 120,14
6 75,00 35,11 4,50 71,79
7 117,04 22,50 4,50 64.61
8 75,00 22,50 4,50 81,02
9 50,00 30,00 6,00 68,80
10 32.96 2250 4,50 87,40
11 75.00 22.50 7,02 76,98
12 100,00 30,00 3,00 88,96
13 75,00 22,50 1,98 238,00
14 75,00 22,50 4,50 74,96
15 75.00 22,50 4,50 77,28
16 75,00 22,50 4,50 79.75
17 75,00 22,50 4,50 87,62
18 50,00 15,00 6,00 85,85
19 100.00 15,00 3,00 126,54
20 75.00 22,50 4,50 71,02

Cizelge 5.16. DPPH serbest radikal supuricu aktivite icin ikinci dereceden model denkleminin istatistiksel

analizi.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 36992,0 4110,2 18,70 0,000
Linear 3 22730,1 7576,7 34,48 0,000
T (°C) 1 1847,3 1847,3 8,41 0,016
Zaman (dk) 1 1613,0 1613,0 7,34 0,022
pPH 1 19269,7 19269,7 87,68 0,000
Square 3 11487,5 3829,2 17,42 0,000
T (°C)*T (°C) 1 16,5 16,5 0,08 0,790
Zaman (dk) *Zaman (dk) 1 19,2 19,2 0,09 0,773
pPH*pH 1 11088,2 11088,2 50,45 0,000
2-Way Interaction 3 2774,4 924,8 4,21 0,036
T (°C)*Zaman (dk) 1 458,14 458, 4 2,09 0,179
T (°C)*pH 1 1024,9 1024,9 4,66 0,056
Zaman (dk) *pH 1 1291,1 1291,1 5,87 0,036
Error 10 2197,7 219,8
Lack-of-Fit 5 2036, 6 407,3 12,65 0,007
Pure Error 5 161,0 32,2
Total 19 39189,6
Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
14,8245 94,39% 89,35% 59,60%

80



Main Effects Plot for EC50-ug PE/ml
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Sekil 5.15. Basinglt ¢oziicii ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki DPPH serbest radikal stplrict

aktivite Uzerine tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of EC50-ug PE/ml
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Sekil 5.16. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin DPPH serbest radikal stipiiviicii aktivite

lizerine etkisini gosteren ¢ boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.6. Basingh Coziicii Ekstraksiyon Parametrelerinin Zeytin Yaprag: Ekstresinde
Oleuropein Uzerine EtkKisi

5.6.1. Yaprak ekstresindeki oleuropein miktarma etkisi

Yaprak ekstresindeki Oleuropein miktar1 kullanilan parametrelere bagli olarak
81,23-99,85 (mg/g yaprak ekstre) arasinda degismistir. En yliksek deger (99,85mg/g
yaprak ekstre) 75°C, 9,89dk, pH 4,5’da en diisiik deger (81,23mg/g yaprak ekstre) 75°C,
22,5dk, pH 1,98’de elde edilmistir (Cizelge 5.17). pH’1n ekstredeki oleuropein miktarina
dogrusal etkisi olurken (Cizelge 5.18), sicakligin etkisi kuadratiktir.

Zeytin yaprag1 ekstresinde Oleuropein miktari igin ikinci derece polinom esitligi
verilmistir (T(°C), t(dk), pH).

OLE (=8 ) = 51,1+ (0,684 + T) — (1,083 * £) + (11,92 * pH) —

g yaprak ekstre
(0,00326 * T?) + (0,0266 = t2) — (0,942 « pH?) — (0,00146 * T = t) —
(0,0221 * T * pH) — (0,008 * t * pH) (5.9)

Ekstredeki Oleuropein miktarlari ile ekstraksiyon parametreleri arasindaki ¢oklu
regresyon katsayist (R?) 0,7163 olarak bulunmus. Bu deger yiizey merkezli model ile
deneysel verilerin %71,63 dogrulukta aciklanabildigini ifade etmektedir.

Ekstraksiyon parametrelerinin ekstredeki Oleuropein miktar1 tizerine tekli ve ikili
etkileri ve i¢in yiizey ve kontur grafikleri sirastyla Sekil 5.17 ve Sekil 5.18da verilmistir.
Ekstredeki Oleuropein miktarlar1 yiiksek sicaklik (>80°C) ve pH (>5)’larda azalmastir.

Ekstrelerdeki Oleuropein miktarlari {izerine parametrelerin tekli ve ikili etkileri ve
ylizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 5.17 ve Sekil 5.18’de verilmistir. Bu sekillerden
sicaklik ve pH’1n kuadratik etkisi net bir sekilde goriilmektedir.
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Cizelge 5.17. Basingli Goziicii ekstraksiyon kosullarinin ekstredeki Oleuropein miktarina etkisi.

Oleuropein
T (°C) Zaman (dk) pH (mg /g yaprak
ekstre)
1 75,00 9.89 4,50 99,85
2 100,00 15.00 6,00 96,67
3 50,00 15,00 3,00 93,20
4 100,00 30,00 6,00 95,93
5 50,00 30,00 3,00 93,90
6 75,00 35.11 4,50 98,90
7 117,04 22.50 4,50 94,43
8 75.00 22,50 4,50 97,70
9 50,00 30.00 6,00 96,69
10 32,96 22.50 4,50 84,32
1 75,00 22,50 7,02 97,04
12 100,00 30,00 3,00 95,88
13 75.00 22,50 1,98 81,23
14 75,00 22,50 4,50 97,09
15 75,00 22.50 4,50 97,80
16 75,00 22,50 4,50 98,52
17 75,00 22,50 4,50 95,73
18 50,00 15,00 6,00 96,91
19 100,00 15,00 3,00 96,84
20 75.00 22,50 4,50 96,13

Cizelge 5.18. Oleuropein miktar: i¢in ikinci dereceden model denkleminin istatiksel analizi.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 285,401 31,7112 2,81 0,061
Linear 3 114,511 38,1703 3,39 0,062
T (°C) 1 34,307 34,3069 3,04 0,112
Zaman (dk) 1 0,579 0,5786 0,05 0,825
pH 1 79,625 79,6252 7,06 0,024
Square 3 164,759 54,9196 4,87 0,024
T (°C)*T (°C) 1 59,671 59,6707 5,29 0,044
Zaman (dk)*Zaman (dk) 1 32,385 32,3847 2,87 0,121
pH*pH 1 64,764 64,7636 5,74 0,038
2-Way Interaction 3 6,132 2,0439 0,18 0,907
T (°C)*Zzaman (dk) 1 0,596 0,5959 0,05 0,823
T (°C)*pH 1 5,475 5,4751 0,49 0,502
Zaman (dk) *pH 1 0,061 0,0606 0,01 0,943
Error 10 112,740 11,2740
Lack-of-Fit 5 107,077 21,4153 18,91 0,003
Pure Error 5 5,663 1,1326
Total 19 398,141
Model Summary
S R-sq R-sg(adj) R-sqg(pred)
3,35767 71,68% 46,20% 0,00%
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Main Effects Plot for OLE (mg/g YE)
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Sekil 5.17. Basingli Coziicii ekstraksiyon parametrelerinin Oleuropein miktarina tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of OLE (mg/g YE)
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Sekil 5.18. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin Oleuropein miktari iizerine etkisini gosteren

li¢ boyutlu ve kontur grafikleri.
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5.6.2. Ekstraksiyon parametrelerinin zeytin yapragindan oleuropein verimine etkisi
Oleuropein verimleri kullanilan parametrelere bagli olarak 19,71-32,59 (mg/g

yaprak) arasinda degismistir. En yliksek deger (32,59mg/g yaprak) 117,04°C, 22,5dk, pH
4,5°da en diistik deger (19,71mg/g yaprak) 32,96°C, 22,5dk, pH 4,5’da elde edilmistir
(Cizelge 5.19). Kuru yaprak Uzerinden 1 gram zeytin yapragindan ekstre edilen
Oleuropein verimi sicaklikla beraber artmistir. Ekstre i¢indeki Oleuropein miktari pH ile
degismekle birlikte, ekstraksiyon verimine bagli olarak yapraktan ekstre edilebilen
Oleuropein miktar1 Uzerine daha ¢ok sicakhigin pozitif etkisi goriilmistiir (Cizelge 5,20,
Sekil 5.19, Sekil 5.20)

Oleuropein verimi i¢in ikinci derece polinom esitligi asagida verilmistir (T(°C),

t(dk), pH).

OLE (g y:znz;grak) =29+ (0,13 *xT) — (0,73 *t) — (1,87 * pH) —

(0,000005 * T?) + (0,01914 = t2) + (0,115 = pH?) — (0,00125 * T = t) +
(0,0079 * T xpH) — (0,0023 * t * pH) (5.10)

Ekstredeki edilebilen Oleuropein miktarlar1 ile ekstraksiyon parametreleri
arasindaki ¢oklu regresyon katsayis1 (R?) 0,8282 olarak bulunmustur. Bu deger yiizey
merkezli model ile deneysel verilerin %82,82 dogrulukta agiklanabildigini ifade

etmektedir.

Modelden elde dilen Oleuropein verimleri ile deneysel olarak elde edilen verimler
arasindaki lineer iliski katsayis1 (R?) 0,8282 olarak bulunmustur. Verilerin onerilen

modele uyum eksikliginin (lack of fit) 6nemli olmadigi (p>0,05) goriilmistiir.
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Cizelge 5.19. Basingli ¢oziicii ekstraksiyon kosullarinin Oleuropein verimine etkisi.

Oleuropein
T (°C) Zaman (dk) pH
(mg /g yaprak)
1 75,00 9,89 4,50 28,48
2 100,00 15,00 6,00 31,58
3 50,00 15,00 3,00 24,09
4 100,00 30,00 6,00 30,83
5 50,00 30,00 3,00 24,39
6 75,00 35,11 4,50 29,92
7 117,04 22,50 4,50 32,59
8 75,00 22,50 4,50 2735
9 50,00 30,00 6,00 24,83
10 32,96 22,50 4,50 19,71
11 75,00 22.50 7,02 24,13
12 100,00 30,00 3,00 29,82
13 75,00 22,50 1,98 29,65
14 75,00 22,50 4,50 26,34
15 75,00 22,50 4,50 22,05
16 75.00 22.50 4,50 27,52
17 75,00 22,50 4,50 27,04
18 50,00 15,00 6,00 24,03
19 100,00 15,00 3,00 29,85
20 75,00 22,50 4,50 26,41

Cizelge 5.20. Oleuropein verimi igin ikinci dereceden model denkleminin istatiksel analizi.

Analysis of Variance
Source DF Adj SS Adj MS F-Value P-Value
Model 9 179,452 19,939 5,37 0,007
Linear 3 161,035 53,678 14,45 0,001
T (°C) 1 157,700 157,700 42,44 0,000
Zaman (dk) 1 0,552 0,552 0,15 0,708
pH 1 2,783 2,783 0,75 0,407
Square 3 17,275 5,758 1,55 0,262
T (°C)*T (°C) 1 0,000 0,000 0,00 0,995
Zaman (dk)*Zaman (dk) 1 16,713 16,713 4,50 0,060
pH*pH 1 0,968 0,968 0,26 0,621
2-Way Interaction 3 1,141 0,380 0,10 0,957
T (°C) *Zaman (dk) 1 0,442 0,442 0,12 0,737
T (°C) *pH 1 0,694 0,694 0,19 0,675
Zaman (dk)*pH 1 0,005 0,005 0,00 0,971
Error 10 37,160 3,716
Lack-of-Fit 5 16,171 3,234 0,77 0,609
Pure Error 5 20,989 4,198
Total 19 216,612
Model Summary
S R-sg R-sg(adj) R-sqg(pred)
1,92769 82,84% 67,41% 29,21%
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Main Effects Plot for OLE (mg/g yaprak)
Fitted Means
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Sekil 5.19. Basingh ¢oziicii ekstraksiyon parametreleinin Oleuropein verimine tekli ve ikili etkileri.
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Surface Plots of OLE (mg/g yaprak)
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Sekil 5.20. Uygulanan model esitligine gore parametrelerin Oleuropein verimi Uzerine etkisini gosteren tg¢
boyutlu ve kontur grafikleri.
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6. TARTISMA VE YORUM

Zeytin agac1 meyvesi ve zeytinyagi, Akdeniz bolgesinin baslica gida {iriinlerinden
ikisidir. Zeytin agaglarindan toplanan zeytin meyvelerinden kalan yapraklar ve zeytinyagi
uretiminden sonra kati atik olarak ortaya ¢ikan ve az miktarda zeytin yagi, zeytin
cekirdegi ve meyve kabuklarini igeren zeytin prinasimin degerlendirilebilmesi hem
atiklarin giderilmesi hem de katma degerli {iriin tretilmesi acisindan Onemlidir.
Giliniimiizde yaygin olarak yakit, hayvan yemi olarak kullanilmakta ve 6n aritma
yapilmadan dogrudan ¢evreye atilmaktadir. Zeytin yapragi ise, zeytinyagi iiretimi i¢in
toplanan zeytinlerin toplam biyokiitlesinin yaklasik %10'unu temsil eder ve aga¢ budama
sirasinda zeytin agaci basina yaklasik 25kg yaprak kaybedilir [83]. Bu yan drtinlin bir
kism1 hayvan yemi veya biyoenerji i¢in kullanilirken, zeytin yapraklarinin cogu atilir, bu

nedenle hem yiksek bir maliyete hem de blyik bir ¢cevresel etkiye neden olur.

Zeytin yapragi ve zeytin pirinasi antioksidan aktivitelerine atfedilen cesitli faydali
ozelliklere sahip polifenollerce zengindirler. Zeytinin toplam fenolik bilesik igeriginin
sadece %1-2'si mekanik ekstraksiyon iiretim prosesi yoluyla zeytinyagina gegmektedir.
Geri kalan polifenoller zeytin karasuyunda ve zeytin pirinasinda bulunur. Zeytin
yapraklari da baslica 6nemli farmakolojik etkileri kanitlanmig olan oleuropein ve
hidroksitirosol icermektedir. Bu nedenle, zeytin pirinasi ve zeytin yapraklari,
nutrasdtiklerin veya fonksiyonel gidalarin tiretiminde kullanilan bilesenleri elde etmek
i¢in kullanilabilir.

Polifenoller zeytin yapragr ve pirinasindan kati-sivi ekstraksiyonu ile geri
kazanilmaktadir. Klasik kati-sivi ekstraksiyonu genellikle organik ¢oziiciiler ile
atmosferik basingta, uzun ekstraksiyon sirelerinde ve ylksek miktarda ¢6zlci
kullanilarak gergeklestirilir. Gelisen teknoloji ile son yillarda klasik ¢oziicii ekstraksiyon
teknigine alternatif olarak kullanilan basingh ¢oziicii ekstraksiyonu ile daha kisa siirede
ve daha yiiksek verimde ekstraksiyon gergeklestirmek miimkindur.

Zeytin pirinasindan ve yapragindan polifenollerin Basingli Coziicti Ekstraksiyonu
daha oOnce yapilmig olmasma ragmen, Ozellikle polifenollerin asidik ortamda
ekstraksiyonuna ve calisilan parametrelerin farkli fenolik bilesen gruplar1 iizerine
etkileriyle ilgili kapsamli bir ¢alismaya rastlanmamustir.

Bu calismada, basingli ¢oziicli ekstraksiyon yoOntemi ile zeytin yapragi ve
pirinasindan polifenollerin ve oleuropeinin ekstraksiyonu gergeklestirilmis ve Cevap

Yiizey Yontemi Deney tasarimi kullanilarak sicaklik, ekstraksiyon zamani ve pH’in

91



ekstraksiyon verimi, icerdigi polifenoller ve ekstrelerin antioksidan aktiviteleri {izerine
etkisi incelenmistir.

Zeytin yapragindan %50 etanol ile 1500 psi basingta gergeklestirilen ekstraksiyon
islemlerinde ekstre verimleri kullanilan parametrelere bagli olarak %722,55-36,50
arasinda degismistir. En yliksek yaprak ekstre verimi (%36,5) 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de
ve en diisiik verim ise (%22,55) 75°C, 22,5dk, pH 4,5’da elde edilmistir. Pirinanin
basingl ¢oziicii ekstraksiyonunda ekstre verimleri ise %2,54-17,0 arasinda degismistir.
En yiiksek pirina ekstre verimi (%17) 75°C, 22,5dk pH 1,98’de ve en diisiik verim ise
(%2,54) 32,96°C, 22,5dk, pH 4,5’de elde edilmistir. Yapraktan elde edilen ekstre
verimleri pirinadan elde edilen verimlere gore ¢ok daha fazladir. Bunun nedeni zeytin
pirinasinin daha ¢ok biiyilik molekiillii polimerleri (seliiloz, hemiseliiloz ve lignin) iceren
lignoseliilozik yapiya sahip olan kati zeytin ¢ekirdeklerince zengin olmasina atfedilebilir.
Pirinada diisiik pH (1,98)’larda ekstraksiyon isleminde de ekstraksiyon verimlerinin
yiiksek olmas1 lignoseliilozik yapidaki polimerlerin pargalanarak kugik molekillere
dontligmesi ile ¢oziiniirliigliniin artarak ekstre olmasi seklinde agiklanabilir. Yapraktan
ekstraksiyon verimine sadece sicakligin istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunurken,
pirinanin ekstraksiyonuna ise sicakligin yaninda pH etkisi de goriilmiistiir. Her iki
hammaddede de sicaklik arttik¢a ve asidik pH’larda ekstraksiyon verimi artmistir (Sekil
5.1-5.4).

Toplam ekstraksiyon verimlerinden daha 6nemli olan biyoaktif bilesiklerce zengin
ekstre verimlerinin yiiksek olmasidir. Yiiksek ekstraksiyon verimleri elde edilen ekstrenin
biyoaktif bilesiklerce zengin oldugunu gostermez. Bu nedenle calismada, toplam fenolik
bilesen, toplam flavonoid ve oleuropein verimleri de incelenmistir.

Yaprak ekstresindeki fenolik bilesen verimi, parametrelere bagl olarak 9,77-41,52
(mg GA/g yaprak) arasinda bulunmustur. En yiiksek fenolik bilesen verimi 75°C, 9,89
dk, pH 4,5°da en diisiik fenolik bilesen verimi 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de elde edilmistir
(Cizelge 5.5). Bu degerler pirinada 0,5-4,68 mg GA/g pirina arasinda degismistir. En
yiiksek fenolik bilesen verimi 100°C, 30dk, pH 6’da en diisiik fenolik bilesen verimi
75°C, 22,5dk, pH 1,98°de elde edilmistir (Cizelge 5.7). Yaprak ekstreleri beklendigi iizere
fenolik bilesenlerce ¢ok daha zengindir. Yaprak ekstraksiyonundan sicaklik arttikca
toplam fenol verimi artmis, ekstraksiyon zaman fenolik bilesenler iizerine negatif etki

gostermis ve verim pH 4-5 araliginda maksimuma ulagmistir (Sekil 5.5-5.6). Pirinanin
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ekstraksiyonundan ise sicaklik arttikga ve artmig pH 4,5-5’e kadar toplam fenol verimi
dogrusal olarak artmistir (Sekil 5.7-5.8).

Zeytin yapragindan ckstre edilen flavonoid verimi, 1,42-6,19 (mg Quercetin/g
yaprak) arasinda degismistir. Yaprak ekstresindeki en yiiksek flavonoid verimi (6,19mg
Quercetin/g yaprak) 117,04°C, 22,5dk, pH 4,5’da ve en diisiik flavonoid verimi (1,42mg
Quercetin/g yaprak) 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de elde edilmistir (Cizelge 5.9). Ekstraksiyon
parametrelerinin ekstredeki flavonoid (mg Quercetin/g yaprak) tekli ve ikili etkileri ve
icin yiizey ve kontur grafikleri sirasiyla Sekil 5.9 ve Sekil 5.10’da verilmistir. Bu
sekillerden de goriilebilecegi gibi, sicaklik arttikga flavonoid verimi dogrusal olarak
artmistir. pH’1n etkisinin de pH 4,5-5’e kadar dogrusal oldugu goriilmiistiir.

Zeytin pirinasindan flavonoid verimi, 0,25-1,92 (mg Quercetin/g pirina) arasinda
degismistir. Pirinadan en yiiksek flavonoid verimi (1,92 mg Quercetin/g pirina) 100°C,
15dk, pH 6°da ve en diisiik flavonoid verimi (0,25mg Quercetin/g yaprak) 50°C, 15dk,
pH 3,0’da elde edilmistir (Cizelge 5.11). Flavonoid miktar1 sicaklikla dogrusal olarak
artmustir (Sekil 5.11-5.12).

Zeytin agacinin ana bileseni olan Oleuropein’in bu g¢alismada sadece yaprak
ekstrelerinde  bulundugu  gozlenmistir.  Pirina  ekstrelerinde  Oleuropeien’e
rastlanmamistir. Yaprak ekstresindeki Oleuropein miktar: kullanilan parametrelere bagl
olarak 81,23-99,85 (mg/g yaprak ekstre) arasinda degismistir. En yiiksek deger
(99,85mg/g yaprak ekstre) 75°C, 9,89dk, pH 4,5’da en diisiik deger (81,23mg/g yaprak
ekstre) 75°C, 22,5dk, pH 1,98’de elde edilmistir (Cizelge 5.17). pH’in ekstredeki
oleuropein miktarina dogrusal etkisi olurken, sicakligin etkisi kuadratiktir (Cizelge 5.18,
Sekil 5.17- 5.18). Oleuropein verimleri ise 19,71-32,59 (mg/g yaprak) arasinda
degismistir. En yiiksek deger (32,59mg/g yaprak) 117,04°C, 22,5dk, pH 4,5’da en distik
deger (19,71mg/g yaprak) 32,96°C, 22,5dk, pH 4,5’da elde edilmistir (Cizelge 5.19).
Kuru yaprak iizerinden 1 gram zeytin yapragindan ekstre edilen Oleuropein verimi
sicaklikla beraber artmistir. Ekstre icindeki Oleuropein miktar1 pH ile degismekle birlikte,
ekstraksiyon verimine bagl olarak yapraktan ekstre edilebilen Oleuropein miktar1 izerine
daha ¢ok sicakligin pozitif etkisi goriilmiistiir (Cizelge 5,20, Sekil 5.19- 5.20)

Zeytin yapragimin basingh ¢oziicii ekstraksiyonundan elde edilen ekstrelerin DPPH
radikal stipiiriicii aktiviteleri DPPH’1n %50’sini inhibe edici ekstre konsantrasyonu (ECsg
(ug/ml)) olarak 11,24-24,33pg/ml arasinda degismistir. ECso degerinin diisiilk olmasi
DPPH aktivitesinin fazla olmasim1 gostermektedir. En yliksek DPPH aktivitesi (11,24
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pg/ml) 75°C, 22,5dk, pH 4,5’da elde edilen ekstrelerde gozlenmistir. Pirinadan elde
edilen ekstrelerin DPPH aktiviteleri ise yaprak ekstre aktivitelerine gore ¢ok daha diisiik
cikmistir (64,61-238ug/ml). Bu sonug aktivitenin fenolik bilesen miktari ile de degistigini
gostermektedir. DPPH aktivitesinin yaprak ve pirina ekstrelerinde toplam fenolik bilesen
miktarlart ile Sekil 6.1 ve 6.2°de, yaprak ekstresinde bulunan Oleuropein miktar1 ile
degisimi ise Sekil 6.3’de verilmistir. Sekillerden goriilecegi tizere ekstrelerdeki fenolik

bilesen miktar1 arttikca DPPH serbest radikal stipiiriicii aktiviteler de artmaktadir.
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Sekil 6.1. Yaprak ekstresinin DPPH aktivitesinin ekstredeki toplam fenolik bilesen miktari ile degisimi.
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Sekil 6.2. Pirina ekstresinin DPPH aktivitesinin ekstredeki toplam fenolik bilesen miktar ile degigimi.
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Sekil 6.3. DPPH aktivitesinin ekstredeki Oleuropein miktar: ile degisimi.

Calismada basingli ¢Oziucl ekstraksiyon parametrelerinin ekstre verimi, fenolik
bilesen verimleri ve DPPH aktiviteleri tizerine etkilerini gorebilmek ve maksimum cevabi
bulabilmek i¢in Cevap Yiizey YOntemi kullanilarak deney tasarimi ve buna bagli olarak
cevaplar1 optimize edebilecek ikinci derece polinom modelleri gelistirilmistir. Elde edilen
modellerin deneysel veriler ile uyumu %95 giiven araliginda varyans analizi (ANOVA)
test edilmis ve test sonuglari ¢izelgeler halinde verilmistir (Cizelge 5.2-5.18). Elde edilen
modeller Esitlik 5.1-5.10’da verilmistir. Model esitliklerine ait istatistik verileri Cizelge

6.1°de Ozetlenmistir.

95



Cizelge 6.1. Model esitliklerine ait istatistik verileri.

Uyum
Cevap Model | Model | o ikligigack | R

P of fif)

YAPRAK

Ekstre
verim (g
ekstre/100g
yaprak)
Toplam
fenol verim
(mg GA/g
yaprak)

2.82 0,061 0,212 0,7173

445 0,014 0,129 0,8003

Flavonoid
verim (g 3,36 0,036 0,073 0,7516
Q/g yaprak)

DPPH- EC;,
(ug yaprak 2,07 0,136 0,849 0,6512

ekstresi/ml)

Oleuropein

(mg OLE/g
yaprak
ekstre)

2,81 0,061 0,003 0,7168

Oleuropein
verim (Ing
OLE/g
yaprak)

5,37 0,007 0,609 0,8284

PIRINA

Ekstre
verim (g
ekstre/100g
pirina)

4,07 0,020 0,003 0,7856

Toplam
fenol verim
(mg GA/g

pirina)

13.94 0,000 0,032 0,9262

Flavonoid
verim (g 2,02 0,144 0,009 0,6454
Q/g pirina)

DPPH- ECs,
(ug pirina 18,70 0,000 0,007 0,9439
ekstresi/ml)

Parametrelerin tim etkilerinin (tekli, ikili ve kuadratik) kullanilarak gelistirilen
model esitliklerinin F degerleri 2,02-13,94 arasinda bulunmustur. Baz1 esitliklerin elde
edilen verileri agiklamada yeterli olmadig1 goriilmiistiir (Model P>0,05). Bazi1 model
esitliklerinde de uyum eksikliginin anlamli oldugu gézlenmistir (p<0,05). Parametrelerin

degisimi ile degisen cevaplar arasi iliski katsayis1 (R2) 0,64-0,94 arasinda degismistir.
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Gelistirilen modellerin bazilarinin deneysel verileri agiklamada yetersiz kalmasina
ragmen Ozellikle yiiksek F degerine sahip (p<0,05) modellerin maksimum cevab1 verecek
sekilde parametrelerin optimizasyonunda kullanilabilecegi ©6ngorulebilir. Minitab
istatistik programi kullanilarak tiim cevaplarin maksimize (DPPH-ECso haric) edilecek
sekilde optimizasyonu sonucu elde edilen maksimum cevaplar ve bu cevaplarin elde
edildigi parametre degerleri Cizelge 6.2°de verilmistir. ECso degeri ne kadar kiigiikse
DPPH aktivitesi o kadar biiyiik olacagi i¢in ECso degeri i¢in cevaplar minimize edilecek

sekilde optimize edilmistir.
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Cizelge 6.2. Minitab istatistik programi ile maksimum cevaplarin (ECsp igin minimum) elde edilebilmesi

icin parametrelerin optimizasyonu.

Istenebilirlik
pH (Desirability, P
d)

Sicakh | Ekstraksiyon

Cevap Maksimum k (°C) zamani (dk)

YAPRAK

Ekstre
verim (g
ekstre/100g

yaprak)

Toplam
fenol verim
(mg GA/g

yaprak)

39,17 117.0 9.90 1.98 1,000 0.061

43,42 117.0 35,10 3,76 1,000 0,014

Flavonoid
verim (mg 6,72 1170 35,10 5,04 1,000 0.036
Q/g yaprak)

Oleuropein
(mg OLE/g
yaprak
ekstre)

102,71 84,77 9.90 5,27 1,000 0.061

Oleuropein
verim (mg
OLE/g
yaprak)

36,07 117.0 9.90 5,04 1,000 0,007

PIRINA

Ekstre
verim (g
ekstre/100g
pirina)

13,95 915 24.20 1.98 0,788 0,020

Toplam
fenol verim
(mg GA/g

pirina)

6.09 117.0 35,10 7,02 1,000 0,000

Flavonoid
verim (1ng 1,62 110,0 23,40 7,02 0,8184 0,144
Q/g pirina)

Minimum

ECso(ng
yaprak 11,22 117.,0 35,10 473 1,000 0,136
ekstresi/ml)

ECso(ng
pirina 35,30 117.,0 9.90 5.27 1,000 0,000
ekstresi/ml)
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Sonug olarak, zeytinyagi iiretiminde aciga ¢ikan kati atik olan zeytin pirinasinin ve
zeytin yapraklarinin katma degerli iiriinlere dontstiiriilmesi i¢in gergeklestirilen %50
etanoliin ¢oziicii olarak kullanildig1 basinglh ¢oziicii ekstraksiyonunda, yaprakta polifenol
verimlerinin yiiksek sicakliklarda (>80°C) ve pH 3-5 araliginda artt1g1, sicaklik ve pH’1n
ekstrede bulunan Oleuropein miktar1 iizerine dnemli etkisi oldugu ve yaklasik olarak %3-
4 verimle %10 Oleuropein ve %15 toplam fenol igeren ekstrelerin elde edilebildigi ve bu
ekstrelerin de sahip olduklar1 igerikten dolayi DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivitelerinin yiliksek oldugu (ECso 11pg/ml) goriilmiistiir. Bu igerige sahip ekstreler
nltrosotik ve fonksiyonel gida iirlinlerinde degerlendirilebilir. Pirinadan ise yaklasik
%0,5 verimle 100 gramda 60mg toplam fenol iceren ekstreler elde edilebilmistir.
Pirinadan diisiik verim ve polifenol iceriginden dolay1 tek basina polifenollerin geri
kazanimi prosesinin uygun olmayacagi ancak pirinanin biyorafineri yaklasimi ile farkl
tirtinler i¢in degerlendirilirken polifenollerin de elde edilebilecegi Onerilmektedir. Ayrica
basingli ¢6zlicl ekstraksiyonunun endiistriyel Ol¢ekte kullanilabilmesi igin bu
parametrelere ilave olarak ekstraksiyon prosesinin teknolojik ve ekonomik olarak da

tasarlanmasi ve parametrelerin tekrar degerlendirilmesi gerekmektedir.
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