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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

MEYVE TUTUMUNDAN HASADA KADAR GECEN SUREDE GEMLIK
CESIDI ZEYTIN YAPRAKLARININ ANTIOKSIDAN AKTIVITE VE
FENOLIK BILESIKLERINDEKI DEGIiSIMIN BELIRLENMESI

Esra DOGANGUN

Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Damsman: Prof. Dr. Vildan UYLASER

Zeytin agac1 (Olea europaea) yapraklari biinyesinde bulunan fenolik bilesikler
nedeniyle  antihipertansif, anti-aterojenik,  hipokolesterolemik,  hipoglisemik,
antimikrobiyal, antiviral, antitiiméral, anti-inflamatuar ve antioksidan 6zelliklere
sahiptir. Bu ¢alismada, meyve tutumundan hasat dénemine kadar Mudanya ve Gemlik
yorelerinden temin edilen Gemlik ¢esidi zeytin yapraklarinin kimyasal (kuru madde
miktar1, renk) ve fonksiyonel ozellikleri (antioksidan aktivite, toplam fenolik madde,
fenolik bilesikler) tizerine yore ve hasat zamaninin etkileri belirlenmistir. Zeytin
yapraklarinda fenolik maddelerin kantitatif ve kalitatif olarak tayini LC/MS/MS ile
yapilmustir. Zeytin yapragi Orneklerinin DPPH serbest radikali siipiiriicii aktivite
degerlerinin % 91,45-93,86 arasinda, toplam fenolik madde miktarlarinin ise 154,11 -
373,36 mg GAE/100g arasinda degistigi saptanmistir. HPLC ile yapilan analizler
sonucunda tim orneklerde en fazla miktarda (94,21-860,21 mg/kg) bulunan fenolik
bilesigin Oleuropein oldugu gorilmiistiir. Zeytin yapraklarimin fenolik madde
miktarlarinin yore ve hasat zamanina gore degisiklik gosterdigi saptanmistir (p<0,05).

Anahtar Kelimeler: Zeytin yapragi, fenolik bilesikler, HPLC, antioksidan aktivite

2017, ix + 65 sayfa.



ABSTRACT

MSc Thesis

DETERMINATION OF CHANGES IN ANTIOXIDANT ACTIVITY AND
PHENOLIC COMPOUNDS OF GEMLIK OLIVE LEAF FROM SETTING
FRUIT TO HARVEST

Esra DOGANGUN

Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Vildan UYLASER

The olive tree (Olea europaea) leaves have antihypertensive, anti-atherogenic,
hypocholesterolemic, hypoglycemic, antimicrobial, antiviral, antitumoral, anti-
inflammatory and antioxidant properties due to the phenolic compounds present in the
leaves. In this study, the effects of locality and harvesting time on the chemical (dry
matter amount, color) and functional properties (antioxidant activity, total phenolic
substance, phenolic components) of Gemlik variety olive leaves obtained from
Mudanya and Gemlik regions from setting fruit to harvesting period were determined.
Quantitative and qualitative determination of phenolic materials in olive leaves was
carried out by LC/MS/MS. It was determined that the DPPH free radical scavenging
activity values of the olive leaf samples varied between 91.45% and 93.86% and the
total phenolic substance contents varied between 154.11 - 373.36 mg GAE/100g. As a
result of HPLC analysis, it was seen that oleuropein was the phenolic compound found
in the maximum amount (94.21-860.21 mg/kg) in all samples. The amounts of phenolic
substances of olive leaves were found to vary according to locality and harvesting time
(p<0,05).

Key words: Olive leaf, phenolic compounds, HPLC, antioxidant activity

2017, ix + 65 pages.
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1. GIRIS

Tropik ve 1liman bolgelere 6zgii bir agag olan zeytin agaci (Olea europaea L.) bolluk,
ihtisam ve barisin gelencksel bir semboliidiir. Oleaceae familyasina ait olan zeytin
agacmin yaprakli dallari tarih boyunca olimpiyatlarda ve savaslarda kahramanlik
gosterenleri taglandirmak igin kullanmilmistir (El ve Karakaya 2009, Ghanbari ve ark.
2012).

Tiim diinyada 8 milyondan daha fazla hektar alan {izerinde bulunan zeytin agaglarinin
yaklagik % 98’1 Akdeniz havzasinda yer almaktadir ( Peralbo-Molina ve Castro 2013,
Talhaoui ve ark. 2015). Diinya genelindeki zeytin yetistiriciliginin % 90’1 Tirkiye’ nin
de i¢inde yer aldig1 Akdeniz havzasi, geriye kalan %10’u ise Latin Amerika iilkelerinde
yapilmaktadir (Anonim 2017a). TUIK (Tiirkiye Istatistik Kurumu) 2016 yil1 verilerine
gore Tirkiye’de 845 542 hektar alanda bulunan zeytin agaglarinin % 84,8 i meyve
vermektedir. Elde edilen zeytinin % 24,9’luk kismi yemeklik olarak diger kismi ise
yaglik olarak degerlendirilmektedir (Anonim 2017b). I0OC (Uluslararasi Zeytin
Konseyi) verilerine gore 2015-2016 sezonunda Diinya’daki sofralik zeytin iiretimi
igerisinde Tiirkiye 397 tonluk iiretimle AB (Avrupa Birligi) iilkeleri ve Misir’dan sonra
3.sirada bulunmaktadir. AB iilkeleri arasinda ise ilk siray1 Ispanya almakta ve 2015/16
sezonunda Ispanya’nin AB iiretimdeki paymin % 70 seviyesinde oldugu tahmin
edilmektedir ~ (Anonim 2017c). Toplam 2500 civarinda oldugu bilinen zeytin
cesitlerinin 250 tanesi, IOC tarafindan ticari gesit olarak siiflandirilmistir. Icerisinde
Gemlik ¢esidinin de yer aldig1 diinyada dneme sahip bazi zeytin ¢esitlerinin 6zellikleri

Cizelge 1.1°de verilmistir (Ghanbari ve ark. 2012).

Ulkemizde resmi olarak tescil edilmis 88 adet yerli gesit zeytin olmakla birlikte bunlarin
ticari 6neme sahip olanlarinin sayisi 3-5 arasinda degismektedir (Aktan ve Kalkan 1999,
Diraman 2007). Gemlik ¢esidi iilkemizde ekonomik Oneme sahip olan zeytin
cesitlerinin baginda gelmekte olup, basta sofralik zeytin iiretimi olmak {izere zeytinyagi
tiretiminde de kullanilmaktadir. Gemlik ¢esidi zeytinler ince kabuklu, kiigiik ¢ekirdekli,
et miktar1 fazla ve aromatik olmasi gibi yiiksek kalite 6zelliklerine sahiptir. Ayrica

adaptasyon yeteneginin yliksek olmasi, siddetli alternans gostermemesi, erken verime



yatmasi, c¢elikten kolayca ¢ogaltilabiliyor olmasi gibi nedenlerle Gemlik ¢esidi
zeytinler, Tirkiye’de kendi orijin bolgesi (Bursa) disinda Ege Bolgesi, Dogu — Bati
Akdeniz Bolgesi ve hatta Giineydogu Anadolu bolgesinde de yetistirilmektedir
(Diraman ve ark. 2011).

Cizelge 1. Diinyada 6nemli bazi zeytin ¢esitleri ve 6zellikleri

Cesit %Yag | Et/Cekirdek frilik Kullanim Orijin
verimi orani (dane sayisi/kg) amaci
.. . Yag iiretimi ve ;
Hojiblanca 23-29 | 49ve6.6:1 230-700 sofralik zeytin Ispanya
. ) ) Yag iiretimi ve .
Verdial 22-30 6:1 220-800 sofralik zeytin Ispanya
s . . Yag iiretimi ve | ;
Picual 23-27 | 3.8ve6.1:1 270-440 sofralik zeytin Ispanya
Domat o ; 180-190 Sofralikeyesil | 1y i
zeytin
Gemlik 27 6:1 270-280 Siyah sofralik | i
zeytin
Memecik 22 6:1 205-215 Yag tiretimi Tiirkiye
Memeli 25 7:1 200-210 Sofralicyesil |y pi0e
zeytin
Conservolea | 22-25 8:1 180-200 Sofralik zeytin | Yunanistan
Nycchati 25 8:1 220-240 Siyah sofralik | v\, nanistan
Kalamon zeytin
Yag iiretimi,
Chalkidiki 19 - 120-140 sofralik yesil Yunanistan
zeytin
Sevillano 14 7.3:1 70-80 Sofralik zeytin | Ispanya
Accolano 19 8.2:1 110-120 Sofralik zeytin Italya
Accolana 17 - 100-180 Sofralik zeytin italya
Barouni 17 6.8:1 130-140 Yesil-siyah Ripe | 55
olive
Picholine 17 5:1 300-500 Sofralik zeytin | Fas
Marocaine
Arauco 22-24 7:1 125-300 Yag uretimi V& | o iy
sofralik zeytin
Galega ) 41 430 Slya.h sofralik Portekiz
vulga zeytin
Oblitza 22 6.5:1 200 Sofralik zeytin | Yugoslavya
Ladoelia 18-21 4.6:1 330 Sofralik zeytin | Kibris




Zeytin, meyvesi kadar karasu, pirina ve yapraklar basta olmak iizere diger bir ¢ok yan
tiriinleri ile de ekonomik ve besinsel degere sahip olan bir iiriindiir. Bu yan {iriinler
arasinda 6zellikle zeytin hasadi sirasinda elde edilen zeytin agac1 (Olea eurapea L.)
yapraklari, 6nemli bir yer tutmaktadir. Zeytin agacinin budanmasi, zeytinin toplanmas,
yaga islenecek ya da sofralik olarak degerlendirilecek zeytinlerin temizlenmesi sirasinda
oldukg¢a fazla miktarda, genellikle de toplam zeytin agirligin % 10’ u kadar yaprak
ortaya ¢ikmaktadir (Herrero ve ark. 2011, Sevim ve Tuncay 2012).

Zeytin yapraklari biyoaktif bilesenler agisindan oldukga zengindir. Zeytin yapraklarinin
fenolik madde igerigi ¢esitli abiyotik (nem eksikligi, tuzluluk, giibreleme, cografi bolge,
ornekleme zamani, giinese maruz kalma, don stresi) ve biyotik (mantar, bakteri, genotip,
yaprak yasi, alternans tiirli) stres faktorlerine bagl olarak degismektedir (Talhaoui ve
ark. 2015).

Periyodisite/alternans/var-yok yili; zeytin agaglarimin yildan yila diizenli ({iriin
vermemesi nedeniyle hasat veriminin yillara gore degisikliginin ifadesi olarak
tanimlanmaktadir (Anonim 2015). Mert ve ark. (2013) Gemlik ¢esidi zeytin
yapraklarinin Kklorojenik, p-kumarik, kafeik asit, 3-hidroksinnamik asit ve skopolin
miktarmin periyodisiteden 6nemli derecede etkilendigini, oleuropein miktar: iizerine

etkisinin ise 6nemli olmadigini bildirmektedir.

Zeytin yapraklarmin fenolik bilesiminin dogru bir sekilde ortaya konmasindaki en
onemli asama, fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu asamasidir. Fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu i¢in kullanilan yontemlere gore degisiklik gosteren ¢oziicii tiirii ve
miktar1, sicaklik, pH, drnek parcacik boyutu gibi faktorlerin ekstraksiyon verimi iizerine
etkili oldugu belirtilmektedir (Abaza ve ark. 2011). Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu
Oncesi zeytin yapraklarina sicak hava akiminda (farkli sicakliklarda) Kkurutma,
dondurarak kurutma (Ahmad-Qasem ve ark. 2016), infrared kurutma (Boudhrioua ve
ark. 2009) gibi 6n islemler uygulanabilmektedir. Ekstraksiyon asamasinda ise siiper
kritik akiskan ekstraksiyonu (Le Flosch ve ark. 1998), basingli sivi ekstraksiyonu
(Quirantes-Pine ve ark. 2013), mikrodalga destekli ekstraksiyon (Rafiee ve ark. 2011,
Taamalli ve ark. 2012), ultrason destekli ekstraksiyon (Ahmad-Qasem ve ark. 2013)



gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Elde edilen zeytin yapragi ekstraktlarinin
fenolik bilesenlerinin belirlenmesinde yaygin olarak HPLC (Yiiksek Basingli Sivi
Kromatografisi) ile UV dedeksiyon sitemi kullanilmakta olup genellikle 280 nm dalga
boyu tercih edilmektedir. Yapisal olarak ilgili fenolik bilesiklerin tam karakterizasyonu
icin negatif moddaki elektrosprey iyonlagsmasi yolu ile MS (Kiitle Spektroskopisi)
dedeksiyon sistemi de kullanilabilmektedir. Bunun yani sira yiiksek ¢oziiniirliiklii MS
analizlerinin, MS/MS ve MSn sistemleri ile par¢alanma firiinlerinden yararlanarak
dogru kiitle 6l¢iimleri ve yapisal bilgi edinme imkani sagladigr belirtilmektedir (Abaza
ve ark. 2015)

Son donemlerde gerek beslenme gerekse bitkisel tedavi yontemlerine olan ilginin
artmasi, ozellikle fenolik bilesiklerce zengin olan zeytin yapragi ve iriinlerine olan
ilginin, dolayist ile bu konuda yapilan ¢aligmalarin da artmasina neden olmustur. Bu
calismada Marmara Bolgesi, Bursa ili ilgelerinde yetistirilen ve iiretimi bakimindan
onemli bir potansiyeli olan Gemlik ¢esidine ait zeytin yapraklarinin, meyve tutumundan
hasat donemi sonuna kadar (Nisan-Aralik) fenolik bilesiklerindeki ve antioksidan
aktivitelerindeki degisimin belirlenmesi, bu 06zellikler {izerine y6re ve zaman

faktorlerinin etkilerinin ortaya konmasi amaglanmustir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1. Zeytin Yapragi

Glinimiizde zeytin yapraklarinin bitki ¢ayr ve gida takviyesi olarak kullanilan ticari
tirtinleri tim diinyada bulunmaktadir ve bu iiriinler tamamen kurutulmus yaprak, toz,
ekstrakt, tablet seklinde olabilmektedir (Tsimidou ve Papoti 2010, Talhaoui ve ark.
2015).

Zeytin yapraklarinda bulunan fenolik bilesiklerden en iist diizeyde yararlanabilmek
ancak etkin bir ektraksiyon ve coziiniirlik 6zelliklerinin korunmasi ile saglanabilir.
Mourtzinos ve ark. (2007) tarafindan gergeklestirilen bir calismada oleuropein
bakimindan zengin zeytin yapragi ekstraktlarinin beta-siklodekstrin yardimiyla
enkapsiilasyonunun, yaprak ekstraktinda bulunan polifenollerin sulu ortamda
¢cOziiniirliglinii arttirdi@1 tespit edilmistir. Ayrica oksidatif kosullar altinda yapilan
Diferansiyel Taramali Kalorimetre calismalarinda, zeytin yapragi ekstraktinin beta-
siklodekstrin ile enkapsiilasyonunun zeytin yapragmi oksitlenmeye karsi korudugu

saptanmistir.

Zeytin yapraklar1 yapisinda bulunan fonksiyonel biyoaktif bilesikler sayesinde
antioksidan o6zellik gostermektedir. Bu 6zellik sayesinde zeytin yapragi ekstraktlarinin
gidalarin kalitesini ve raf 6mriinii uzatmak igin de kullanilabilecegi bildirilmistir (Erbay
ve Icier 2010, Abaza ve ark. 2015).

Salta ve ark. (2007) polifenollerce zenginlestirmek amaciyla zeytinyagi, aycicek yagi,
palm yag1 ve bitkisel kat1 yaglara zeytin yapragi ekstrakti ilave etmislerdir. Arastiricilar
zeytinyagi ekstraktlarinin ilave edildikleri yaglarin radikal siipirme aktivitesi ve
oksidatif stabilitesinin arttirilmasina katkida bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica
calismada zeytin yapragi ekstraktlarinin, polifenol miktarini etkileyen hasat zamani,
ekstraksiyon yontemi vb. faktorlere bakilmaksizin, bitkisel yaglar gibi yaygin tikketimi
olan iirlinlerin besinsel o6zelliklerinin 1iyilestirilmesi amaciyla, Ozellikle Akdeniz

tilkelerinde kullanilabilecegi dile getirilmistir.



Rafine edilmis zeytin ve kabuk yaglarinin, oleuropein ve hidroksitirazol’ce zengin
zeytin yapragi ile zenginlestirildigi bir ¢alismada; zeytin yapragmin igerdigi fenolik
antioksidanlarin etkisi ile s6z konusu yaglarin, oksidatif bozulmaya kars1 belirgin bir
direng gosterdigi ve stabilitelerinin artarak depolama siiresince bozulmalarinin 6nledigi
tespit edilmistir. Sonug olarak arastiricilar, zeytin yapragi ekstraktlarmin miikemmel
antioksidanlar oldugunu ve sentetik antioksidanlar i¢in bir alternatif olusturabilecegini

dile getirmislerdir (Bouaziz ve ark. 2008).

Malheiro ve ark. (2013) ge¢ hasat edilen Cobrangosa ¢esidi zeytinlerden yag
ekstraksiyonu sirasinda ortama zeytin yapraklarmin eklenmesinin zeytinyaglarinin
kalitesi ve bilesimi tizerine etkisini dogrulamak amaciyla yaptiklari bir galismada,
agirlikca farkli miktarlarda (% 1, % 2,5, % 5 ve % 10; w/w) zeytin yapragi
kullanmiglardir. Calismada zeytin yapragi eklenmesi ile zeytin yaglarinin asitlik ve
peroksit degerlerinde hafif artig goriiliirken, oksidasyona kars1 direncin dnemli dlgiide
gelistigi tespit edilmistir. Ayrica % 10 oraninda yaprak ilavesinin, yapraklardaki o-
tokoferol nedeniyle yaglardaki E vitamini miktarini1 yaklagik % 30 arttirdigi
belirlenmistir. Arastiricilar bunlara ilaveten yag ekstraksiyonu sirasinda yaprak ekleme
isleminin zeytinyaglarinin 6zelliklerini ve kompozisyonunu, her bir grubun ayrilip

siniflandirilmasini miimkiin kilacak sekilde degistirdigini dile getirmislerdir.

Zeytin yapragi ekstrakti kullanilarak fonksiyonel gida {iretiminin amaglandigi bir
caligmada, organik durum bugdayr unu ve zeytin yapragi ekstrakti ilave edilerek
hazirlanan krakerler ile zeytin yapragi ekstrakti yerine su kullanilarak ayni
formiilasyonla hazirlanan krakerler (kontrol grubu) karsilastirilmistir. Calisma
sonucunda zeytin yapragi ekstrakti ilave edilerek zenginlestirilen krakerlerin, daha
yiiksek fenolik icerige sahip oldugu ve antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir.
Aragtiricilar zeytin yapragi ekstraktlarinin hem fonksiyonel bilesenleri igermesi hemde
riinlerin raf Omriinii uzatmasi nedeniyle kraker {retiminde alternatif olarak

kullanilabilecegini dile getirmislerdir (Palmeri ve ark. 2016).

Zoidou ve ark. (2017) yaptiklar1 bir ¢alismada yeni fonksiyonel {irlinler gelistirmek

amactyla hem oleuropeinin saf formunu, hem de kurutulmus zeytin yapragini ilave



ettikleri (inflizyon) siitler ile yogurt {iretmislerdir. Caligmada oleuropeinin; 1sil islem ve
fermantasyon sirasinda kararli halde bulundugu tespit edilmistir. Bunun yani sira elde
edilen yogurtlarin, laktik asit bakterileri, pH ve asitlik bakimindan kontrol yogurduna
benzer ozellikler gosterdigi; viskozite ve su tutma kapasitesi yoniinden ise daha iyi
ozelliklere sahip oldugu gozlenmistir. Ayrica yeni Uriiniin, geleneksel olanlara benzer
kabul edilebilir bir tat, renk ve doku sergiledigi belirtilmistir. Calisma sonucunda yeni
fonksiyonel siit tiriinleri liretiminde zeytin yapragi ekstrakti veya saf oleuropeinin siit ve

yogurt karisimlarina aktif bilesenler olarak ilave edilebilecegi ifade edilmistir.

Kritsakis ve ark. (2017) malaksiyon asamasinda zeytin yapragi sulu ekstraktinin ilave
edilmesiyle elde edilen zeytinyagini, ekstrakt ilave edilmeden iiretilen zeytinyag: ile
Karsilastirmistir. Arastiricilar ekstrakt ilave edilerek elde edilen yaglarda toplam fenol
miktar1 ve antioksidan aktivitenin arttigini tespit etmistir. Ayrica karatoneoid ve
klorofillerin artmast nedeniyle istenilen 6zelliklerde, daha koyu yesil renkte bir yag
elde edildigini saptamistir. Sonug olarak calismada zeytin yapragi ekstraktinin, yaglarin
raf Omriinii uzatmak ve fonksiyonel 6zelliklerini artirmak ic¢in dogal bir katki maddesi

olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.

Erarslan (2017) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada salg¢alarda kimyasal koruyucu
kullunimina alternatif olarak ticari zeytin yapragi ekstrakti kullaniminin, salgalarin
mikrobiyolojik 6zelliklerine etkisi arastirilmistir. Salga 6rneklerindeki toplam mezofilik
aerobik bakteri, maya ve kiif sayilarinin zeytin yapragi ekstrakti ilavesi ile belirgin
sekilde azaldigi saptanmistir. Arastirict salgalara farkli oranlarda zeytin yaprag
ekstrakti ilavesinin mikrobiyolojik kaliteyi iyilestirdigini ve raf 6mrii {izerine de olumlu

etki sagladigini belirtmistir.
2.2. Zeytin Yapragmn Saghk Uzerine Etkileri
Temel biyoaktif bileseni olan oleuropeinin saglik iizerine olumlu etkilerinden dolay:

zeytin yapragi, Avrupa Ilag Ajans1 (EMA) nin Tibbi Bitkisel Uriinler Komitesi (HMPC)

tarafindan bitkisel ilag olarak tanimlamistir (Anonim 2011).



Zeytin yapragi Akdeniz iilkelerinde geleneksel tedavilerde yaygin olarak kullanilan
bitki caylarindan biridir (Ozcan ve Matthaus 2017). Bu iilkelerde bazi hastaliklarin
daha az goriiliiyor olmasinda zeytinyaginin yani sira zeytin yapraginin da etkili
olabilecegi diisiincesi, arastiricilarin ilgisini bu yone ¢ekmistir (Armutcu ve ark. 2011).
Zeytin yapragindaki biyoaktif bilesenlerin saglik izerine olan olumlu etkileri konusunda

yapilan ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Lee-Huang ve ark. (2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, standardize edilmis zeytin
yapragi ekstrakti preparatlarinin HIV 1 enfeksiyonuna ve replikasyonuna karsi antiviral
aktivitesi arastirilmigtir. Calisma sonucunda ekstraktlarm HIV 1 akut enfeksiyonunu

inhibe ettigi ve enfekte olmamais hiicreler i¢in toksik etki gostermedigi saptanmaistir.

Korukluoglu ve ark. (2006) yaptiklart caligmada farkli ¢oziiciiler kullanilarak elde
edilen zeytin yapragi ekstraktinin Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763,
Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces uvarum, Candida oleophila,
Metschnikowia fructicola ve Kloeckera apiculata {izerine antimikrobiyel -etkisini
arastirmiglardir. Arastiricilar elde ettikleri sonuglara gore zeytin yapragi ekstraktina
kars1 en direngli tiiriin S. cerevisiae oldugunu ve zeytin yapragi ekstraktlarinin
antimikrobiyel 0Ozelligi sayesinde c¢esitli endiistrilerde dogal koruyucu olarak

kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Andredau ve ark. (2007) antrasiklin grubu bir antibiyotik olan Doxorubicin
kullanimmim Kkardiyotoksik yan etkileri (6zellikle kalp yetmezligi) nedeniyle
siirlandirildigini ifade etmislerdir. Bunun igin arastiricilar, insanlarda doxorubicin ile
uyarilan Kkardiyotoksisitede oleuropeinin olast koruyucu etkisini ortaya koymak
amaciyla 6 gruba ayrilmis siganlar lizerinde bir ¢aligma gerceklestirmislerdir. Caligma
sonucunda, zeytindeki oleuropeinin lipid peroksidasyon iiriinlerini inhibe etmesi,
oksidatif stresi ve kardiyomiyositlerde indiiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)’1
azaltarak, doxorubicin’in neden oldugu kardiyotoksisiteyi basarili bir sekilde tedavi

ettigi saptanmustir.

Pereira ve ark. (2007) zeytin yapraklarinda bulunan fenolik bilesikleri ters faz
HPLC/DAD  ile belirlemisler, bu fenoliklerin bagirsak ve solunum yollari



enfeksiyonlarmin nedeni olabilen Gram pozitif bakteriler (Bacillus cereus, B. subtilis ve
Staphylococcus aureus), Gram negatif bakteriler (Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli ve Klebsiellapneumoniae) ve mantarlara (Candida albicans ve
Cryptococcus neoformans) karsi antimikrobiyel etkilerini arastirmiglardir. Calisma
sonucunda farkli ekstrakt konsantrasyonlarinda mikrobiyal biiyiime hizi degerlerine
gore, zeytin yapraginin en fazla antimikrobiyal etki gosterdigi mikrorganizmalar
sirasiyla  B. cereus ~ C. albicans > E. coli > S. aureus > C. neoformans ~ K.
pneumoniae ~ P. aeruginosa > B. Subtilis olarak belirlenmistir. Ayrica B.cereus ve C.

albicans’in en duyarli mikroorganizmalar oldugu tespit edilmistir.

Ateroskleroz iizerine yapilan bir calismada zeytin yapragi ekstraktinin pihtilagma
onleyici (anti-platelet) etkisi arastirilmis ve % 1.0 (v/v) diizeyinde zeytin yapragi
ekstrakti uygulamasi ile trombosit aktivitesinde 6nemli bir diislis oldugu sonucuna
varilmistir. Arastiricilar zeytin yapraklarinda bulunan polifenollerin saglikli ve sigara
icmeyen bireylerde trombosit aktivasyonunu sinirladigini belirtmislerdir (Singh ve ark.
2008)

Jemai ve ark. (2009) zeytin yapraginda bulunan oleuropein ve hidroksitirazol’un
antidiyabetik ve antioksidatif aktivitelerini belirlemek amaciyla gergeklestirdikleri bir
caligmada, ilk olarak ‘“Alloxan’’ maddesini si¢anlarin karin bosluguna (periton) enjekte
ederek diabeti uyarmislardir. Islem sonrasinda diyabetik siganlarda hiperglisemi,
hiperkolesterolemi artmig, lipid peroksidasyonu ve antioksidan enzim aktivitelerinde
azalma goriilmiistir. Her bir parametre i¢cin 8 ve 16 mg/kg viicut agirhigi dozunda
oleuropein ve hidroksitirazol agisindan zengin ekstraktlarin 4 hafta siireyle
uygulanmasinin; serum glikoz ve kolesterol diizeylerini 6nemli 6l¢iide azalttigi ve
antioksidan sistemindeki bozulmalar1 diizelttigi gozlenmistir. Elde edilen sonuglara
gore oleuropein ve hidroksitirazol’un antidiyabetik etkisinin, bu bilesiklerin antioksidan

aktivitesi ile oksidatif stresi sinirlandirmasindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

Zeytin yaprag ekstraktinin antihipertansif (tansiyon diisiiriicii) etkisini arastirmak igin
gerceklestirilen  bir ¢alismada; l.asama hipertansiyon hastalarinda kullanilan

“Captopril” isimli ilag ile zeytin yapragi ekstraktinin etkileri karsilagtirilmigtir. Zeytin



yapragi ekstraktinin hipolipidemik (lipit distiriicti) etkisinin de arastirildigi bu
calismada, kan basinglar1 8 haftalik tedavi siirecince her hafta, lipit profili ise 4 hafta
aralikla degerlendirilmistir. Calismada zeytin yapragi ekstrakti grubundaki hastalarin
trigliserit diizeyinde belirgin bir azalma goézlenirken, captopril grubundaki hastalarin
trigliserit diizeyinde anlamli bir azalma goézlenmemistir. Sonug olarak arastiricilar,
l.asama hipertansiyonlu bireylerde sistolik ve diyastolik kan basincini diisiirmede
giinde 2 kez 500 mg zeytin yapragi ekstrakti kullaniminin, giinde 2 kez 12,5-25 mg
captopril isimli ilag¢ kullanimi ile benzer etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir (Susalit
ve ark. 2010).

Hamad (2015) karbon tetrakloriir tarafindan uyarilan hepatik hasar tizerine zeytin
yapragi ekstraktinin potansiyel koruyucu etkisini arastirmak amaciyla 5 gruba ayrilmis
tavsanlar tizerinde bir ¢alisma gerceklestirmislerdir. Grup A: 4 hafta siireyle bazal diyet,
Grup B: 4 hafta siireyle 50 mg/kg viicut agirhigi dozunda bazal diyet (zeytin yapragi
ekstraktinin eklenmesiyle birlikte), Grup C: 4 hafta siireyle haftada iki kere musir
yaginda (% 50) 1 mL’lik bir dozda karbon tetrakloriir, Grup D: 4 hafta siireyle oral
karbon tetraklorid dozunun 2 saat dncesinde giinliik zeytin yaprag: ekstrakti (50 mg/kg
viicut agirligl) ve Grup E: 4 hafta siireyle oral karbon tetrakloriir dozu verilmesinden 2
saat once gilinlilk Silymarin (standart hepato-koruyucu ilag, 100 mg/kg viicut agirligi)
uygulanmistir. Stire sonunda aliman kan serumu Orneklerinin AST (Aspartat
Aminotransferaz), ALT (Alanin Transaminaz) seviyeleri incelenmistir. Calismada
zeytin yapragl metanol ekstraktinin Oral yoldan 28 giin boyunca 50 mg/kg dozunda
uygulanmasimin serum AST ve ALT aktivitelerini onemli 6l¢iide diisiirdiigii ve kan
serumunun biyokimyasal parametrelerini karbontetra kloriir uygulanan gruba gore
normal seviyelere indirdigi tespit edilmistir. Arastiricilar, zeytin yapragi metanol
ekstraktinin ~ gii¢lii antioksidan 6zelligi sayesinde karbon tetrakloriir’iin yol agtigi

karaciger hasarin1 6nlemede belirgin bir etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Nasrollahi ve Abolhasannezhad (2015) zeytin yaprag: ekstraktinin C. albicans (PTCC
5027) tizerindeki etkisini arastirdiklar1 bir ¢alismada, zeytin yapragi ekstraktinin
antifungal aktiviteye sahip oldugunu ve agizda pamukg¢uk gibi Candida kaynakli

enfeksiyonlarin dnlenmesi ve tedavisi i¢in uygun olabilecegini ifade etmislerdir.
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Liu ve ark . (2017) zeytin yapragi ekstraktinin ~ Listeria monocytogenes, Escherichia
coli O157:H7 ve Salmonella enteritidis gibi gida kaynakli patojenlere kars
antimikrobiyal etkisini arastirmiglardir. Calisma sonucunda 62,5 mg/mL’lik bir
konsantrasyonda zeytin yapragi ekstraktinin bu {i¢ patojenin gelismesini hemen hemen
tamamen inhibe ettigini tespit etmislerdir. Ekstrakt ilavesi ile L. monocytogenes’deki
hiicre hareketliliginin azalmasinin nedeninin flegalla kaybi oldugu taramali elektron
mikroskobu (SEM) ile belirlenmistir. Ayrica ekstraktlarin L. monocytogenes ve S.
enteritidis’in biyofilm olusturmasini da engelledigi saptanmistir. Arastiricilar dogal bir
iirtin olan zeytin yapragi ekstraktinin gida kaynakli patojenler i¢in antimikrobiyel olarak

kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Al-Quraishy ve ark. (2017) zeytin yapragi ekstraktinin mide mukozasini, HCI /etanol
kaynakli mide mukozal hasarina karsi koruyup koruyamayacagini arastirmak amaciyla
siganlar tizerinde bir galisma gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda 200 ve 300
mg/kg zeytin yapragi ekstraktinin Onceden uygulanmasiyla hasarin tamamen
engellendigi gozlenmistir. Bununla birlikte HCl/etanol kaynakli mide iltihabinm
hafifleterek ve oksidan/antioksidan dengesini diizenleyerek gastrit hastaliginda dogal

tedavi olarak potansiyel kullanimi olabilecegini dile getirmislerdir.

Sarbishegi ve ark. (2017)’nin artan yasla birlikte ortaya ¢ikabilen, hareket ve davranis
problemleriyle sonuglanan Parkinson hastaliginda zeytin yapragi ekstraktinin
noroprotektif etkisini aragtirmak amaciyla yaptiklar1 bir ¢alismada; siganlarin deri altina
oksidatif stres yaratan Rotenon maddesi (2,5 mg/kg) enjekte edilmis, ardindan 30 giin
boyunca oral yoldan zeytin yapragi ekstrakti verilmistir. 150 ve 300 mg/kg ekstrakt
verilen gruplarda siganlarin denge ve kas kuvvetlerinin 6nemli 6lgiide iyilestigi ve
pozitif noronlarin tiikenmesinin 6nlendigi goériilmistiir. Arastiricilar bu bulgular
sonucunda zeytin yapragi ekstraktinin sinir hiicrelerini koruyucu o6zelliklere sahip
oldugunu ve Parkinson’lu hastalarda dopaminerjik noéronlarin Sliimiinii 6nlemede

yararli olabilecegini dile getirmislerdir.

Losada-Echeberria ve ark. (2017) tarafindan yapilan bir ¢alismada iki meme kanser

hiicresi modelinde hiicre canliligi testi ile zeytin yapragi ekstraktlariin toplam
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polifenolik icerigi ve antiproliferatif aktivitesi arasinda bir korelasyon oldugu
gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak, en yiiksek fenolik igerige sahip zeytin yapragi
ekstraktinin en yiiksek anti-proliferatif (hiicre ¢cogalmasini onleyici) etkinlige sahip olan

ekstrakt oldugu belirtilmistir.

2.3. Zeytin Yapraginda Bulunan Fenolik Bilesikler

Zeytin yapraklar1 diger bitkilerle ortak olarak yaygin bulunan fenolik bilesikleri
icermektedir. Ancak bunlara ilave olarak sadece Oleaceae familyasina &zgii
sekoiridoitlere ait fenolik bilesikleri de i¢ermektedir (Talhaoui ve ark. 2015).

Sekoiridoit olarak siniflandirilan fenolik bilesikler molekiiler yapilarinda elenolik asit
veya tiirevlerinin varhigi ile karakterize olup en Onemli temsilcilerinden biri
oleuropeindir. Oleuropein, {i¢ yapisal alt birimden oOlusmakta olup bunlar;
hidroksitirazol diger bir deyisle 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2 diol olarak adlandirilan bir
polifenol ile sekoiridoit elenolik asit ve glikoz molekiiliidiir (Yildiz ve Uylaser 2011).
Oleuropein’in molekiiler yapist Sekil 2.1’ de verilmistir (Otles ve Ozyurt 2012).
Oleuropein genel olarak zeytin ¢esitlerinde en gbze ¢arpan fenolik bilesiktir ve zeytin
meyvelerinin, yapraklarinin ve tohumlarinin fenolik fraksiyonundan kolayca ekstrakte
edilebilmektedir (Talhaoui ve ark. 2014).

COQCH,
H
‘ Oj I(\
0
0 /
. HO
0
\
( \l glikoz
\ /
\ \ J )
. O~ Hidroksitirosol ~ Elenoik asitin glikozidik formu

Sekil 2.1. Oleuropeinin yapisi
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Zeytin yapragi ¢ok ¢esitli fenolik tiirevleri igermektedir. Bunlar basit fenoller (en yaygin
ve oOnemli diisik molekiil agirhikli fenolik bilesikler), flavonoidler (flavonlar,

flavanonlar, flavonoller, 3-flavanoller) ve sekoiridoitlerden olusmaktadir (Sekil 2.2).

2.4. Zeytin Yapraklarinin Antioksidan Aktivitesi

Zeytin yapragi ekstraktinin ve ekstraktlarda bulunan fenolik bilesiklerin sahip oldugu
antioksidan kapasite degerleri Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC) olarak
Cizelge 2.1’ de verilmistir (Benavente-Garcia ve ark. 2000; Erbay ve Icier 2010).
Hidroksil (-OH) grubu fazla olan fenolik bilesiklerde antioksidan aktivitenin fazla
oldugu goriilmiis ve tek hidroksil grubu bulunduran tirozol gibi bilesiklerde diistik, iki
hidroksil grubu bulunduran hidroksitirazol gibi bilesiklerde ise yiiksek antioksidan etki
gosterdigi saptanmuistir (Benavente-Garcia ve ark. 2000). Zeytin yapragi ekstrakti
icindeki flavanoidler incelendiginde en ¢ok rutin’de aktivite oldugu, en az ise vanilin’de

antioksidan aktivite bulundugu tespit edilmistir (Cizelge 2.1).
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SEKOIRIDOITLER

Oleuropein (R1=0H, R,=Glukoz)
Ligstrosid aglikon (R;=H, R,=OH)
Oleuropein aglikon (R;=0OH, R,=0H)

Kuersetin (R;=0OH, R,=0H)

Rutin (R;=Rutinoz, R,=0OH)

Izorhamnetin(R,=OH, R,=OCH,)

FLAVONOIDLER
Flavanoller Flavonlar
Ry
OH
HO 0 o
0 Rg
Ny
OH

Katesin (R;=OH, R,=H)
Gallokatesin (R1,R,=0H)

Apigenin (R;=H, R,=OH)
Luteolin (R;, R,=OH)

BASIT FENOLLER

Fenillethanoidler
R R,

HO

Tirozol (R;=H, R,=0OH)
Hidroksitirazol (R;,R,=0H)

Hidroksibenzoik asitler
=i O
Ry
OH
Rz
R3

p-hidroksibenzoik asit
(Rl,Rng, RQZOH)
Gallik asit
(Rl,Rg,RQ,:OH)

Hidroksisinamik asitler
e 0

R AN

OH

HO

p-kumarik asit(R=H)
Kafeik asit(R=0H)
Ferulik asit(R=0CHj)

Sekil 2.2. Zeytin yapraginda bulunan baslica fenolikler (Talhaoui ve ark. 2015).
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Cizelge 2.1. Zeytin yapragi ekstraktindaki fenolik bilesiklerin antioksidan kapasiteleri

Fenolik Bilesik Miktar % TEAC (mM)
Ekstrakt - 1,58 = 0,06
Oleuropein 24,54 0,88 +£0,09
Hidroksitirazol 1,46 1,57+0,12
Luteolin-7-glikozid 1,38 0,71+ 0,04
Apigenin-7-glikozid 1,37 0,42 £0,03
Verbaskozid 1,11 1,02 £0,07
Tirozol 0,71 0,35+0,35
Vanilik asit 0,63 0,67 = 0,09
Diosmetin-7-glikozid 0,54 0,64 + 0,09
Kafeik asit 0,34 1,37 £ 0,08
Luteolin 0,21 2,25+0,11
Rutin 0,05 2,75+ 0,05
Diosmetin 0,05 1,42 +0,07
Vanilin 0,05 0,13 +0,01
Katesin 0,04 2,28 + 0,04

DPPH radikali siipiiriicii aktivite yontemi

Literatiirde antioksidan aktivite miktarinin belirlenmesine yonelik birgok yontemle
karsilagilmaktadir. Bu yOntemler arasinda arastirmalarda yaygin olarak kullanilan
DPPH yontemi, ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikallerinin
antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin onerilmesi ile ortaya ¢ikmuigstir.
Daha sonra Brand-Williams ve ark. (1995) yontemi gelistirmis ve bu yontem pek ¢ok

arastirici tarafindan referans olarak kullanilmistir (Molyneux 2004).
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DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali, 515-528 nm civarinda maksimum
absorpsiyon bandi olan kararli bir serbest radikal olup, bilesiklerin antioksidan
aktivitesinin degerlendirilmesi i¢in yararli bir reaktiftir (Ardestani ve Yazdanparast
2007; Bahloul ve ark. 2009). DPPH radikali siipiiriicii aktivite metodunun prensibi mor
renkli kristal yapida olan DPPH radikalinin bir elektron veya hidrojen verebilen
herhangi bir molekiil ile reaksiyona girerek mor-sari renkli difenilpikril hidrazine
indirgenmesidir (Sekil 2.3).

NO, a ON

- \

+ Serbest radikalR-OH) /

G;.‘J—(/ Yo . Ne=N ’J\
'|'--

=\ H
HO;/\ \/G:hl

-
R=-0H veya NO2
DPPH -1 -difeml-1-pilnilhidrazil |{4-Hidrokstferul)-|-fenil-2-piinl hidrazn
1(4-Nitroferdl)-1 fenil-2-piknl hidrazin
makstmum 317 nm

Sekil 2.3. Antioksidan (DPPH) analizi prensibi (Ebada ve ark. 2008)

Zeytin yapraklarmin toplam fenolik madde miktarlari, antioksidan aktivite degerleri ve

fenolik bilesenleri ile ilgili yapilan ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Ryan ve ark. (2003) Avusturalya’da yetisen Hardy’s Mammoth ¢esidine ait yeni sezon

(meyve bdlgesinin iizerinde biiyiiyen) ve eski sezon (meyve bolgesinin uzaginda ve
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dallar arasinda biiyliyen) yapraklarin fenolik profilini iki hasat yili (1999/2000)
boyunca incelemislerdir. Yeni sezon yapraklarda oleuropein miktarinin tirozol esdegeri
cinsinden 8-267 mg/g kuru madde, eski sezon yapraklarda 6-196 mg/g kuru madde
arasinda degistigini tespit etmislerdir. Calismada yapraklardaki flavonoid seviyelerinin
zeytin meyvesi bakimindan yiiksek verimli (1999) ve diisikk verimli (2000) periyod

icerisinde hizli sekilde dalgalanma gosterdigi saptanmustir.

Silva ve ark. (2006) Portekiz’de yetisen on zeytin ¢esidine ait yapraklarda bulunan
fenolik bilesenleri kalitatif olarak HPLC-MS yontemi ve toplam fenolik madde
miktarini ise Folin-Denis yontemi ile belirlemislerdir. Standartlar kullanilarak tespit
edilen iyonlarin MS sistemi ile parcalanmasi yoluyla, zeytin yapraklarinda tanimlanan
fenolik bilesiklerin hidroksitirazol, rutin, verbaskozid, luteolin-7-glukozid, luteolin-4-
glukozid, oleuropein, oleuropein aglikon ve ligstrosid aglikon oldugu belirtilmistir.
Calismada toplam fenolik madde miktarinin tannik asit cinsinden taze yapraklarda 11,6-
17,4 g/kg, kurutulmus (40 °C’de 48 saat) yapraklarda ise 11,7-40,1 g/kg arasinda

degistigi saptanmistir.

Pereira ve ark. (2007) yaptiklar: bir ¢alismada Portekiz’in Cobrangosa zeytin ¢esidine
ait yapraklar tiizerindeki kiiflerin neden oldugu hastaliklar1 6nlemek igin, ¢esitli
konsantrasyonlardaki bakir ¢ozeltilerini  yapraklar iizerine spreyleme Yoluyla
uygulamiglar ve daha sonra DPPH yontemi ile bu yapraklarin antioksidan aktivite
miktarlarmi incelemislerdir. Calisma sonucunda yapraklarda kalan bakirin fenolik
bilesikler tarafindan noétralize edilen reaktif oksijen tiirlerinin ortaya ¢ikmasina neden
oldugu ve bu yilizden bakir uygulamasi yapilan yapraklarda antioksidan aktivitenin

diistiigli saptanmustir.

Tunus’un Sfax bolgesinden temin edilen zeytin yapraklarinin toplam fenol miktar ve
antioksidan aktivitesi iizerine konvektif gilines enerjisi ile kurutmanmn etkisinin
incelendigi bir ¢alismada taze yapraklardaki DPPH radikal siipiiriicii aktivitenin 40 °C,
50 °C ve 60 °C’de kurutulan yapraklara gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.
Benzer sekilde taze yaprak oOrneklerinde toplam fenolik madde igerigi 2,203-2,206

mg/100g kafeik asit arasinda degismekte iken, farkli sicakliklarda kurutma sonucunda
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bu degerin 0,972-2,281 mg/100g kafeik asit arasinda oldugu saptanmistir. Caligma
sonucunda antioksidan aktivite ve toplam fenol miktarmin kurutma kosullarindan
onemli derecede etkilendigi ve sozkonusu etkinin olumsuz yonde olmamasi igin

kurutma siiresinin azaltilmasi gerektigi belirtilmistir (Bahloul ve ark. 2009).

Saygin (2009) tarafindan yapilan bir calismada Izmir Zeytincilik Arastirma Enstitiisii
bahgesinden hasat edilen Ayvalik, Memecik, Gemlik ve Domat g¢esidi zeytin
yapraklarinin fenolik madde miktarlar1 ile antioksidan aktivite degerleri tizerine
mevsimsel degisiklerin etkisi arastirilmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore
mevsimsel degisikliklerin yapraklarin fenolik igerigini ve antioksidan aktiviteyi 6nemli
oranda etkiledigi tespit edilmis, Orneklerin tamaminda tanimlanan ve en yliksek

miktarda oldugu saptanan fenolik bilesigin oleuropein oldugu belirtilmistir.

Boudhrioua ve ark. (2009) Chemlali, Chemchali, Zarrazi ve Chetoui ¢esidi zeytin
yapraklarin renk degerleri ve toplam fenol miktari {izerine infrared kurutmanin etkisini
arastirmiglardir. Calisma sonucunda infrared kurutma ile yapraklarin yesil renginin
korundugu ve parlakliginin arttigi tespit edilmistir. Chemlali gesidi zeytinlere ait taze
yapraklarda toplam fenolik madde miktar1 1,38 g kafeik asit/100 g kuru madde iken, bu
degerin 40 °C’de kurutma sonucunda 2,13 g kafeik asit/100 g kuru madde ve 70 °C’de
kurutma sonucunda ise 5,14 g kafeik asit/100g kuru maddeye yiikseldigi saptanmistir.
Aragtiricilar diger zeytin cesitlerine ait yapraklarda da benzer sonuglarin alindigini

belirtmislerdir.

Bilek (2010) Ege Bolgesinde yetisen Memecik ¢esidi zeytin yapraklarindan toplam
fenolik madde ekstraksiyonu tizerine ¢oziicii kompozisyonu (etanol-su, % 20-100),
ekstraksiyon sicakligi (20-60 °C), ekstraksiyon siiresi (4 - 48 sa) ve ¢ozlicii kat1 orani (4
- 8) gibi bagimsiz dort farkli degiskenin etkisini arastirmistir. Calisma sonucunda
zeytin yapragindan toplam fenolik madde ekstraksiyonu i¢in dnerilen se¢ilmis kosullar;
¢oziicii kompozisyonu: % 43 etanol igeren su (v/v), ekstraksiyon sicakligi: 50 °C,
ekstraksiyon siiresi: 15 saat ve ¢Oziicli/kat1 orani: 7 oOlarak belirlenmistir. Belirtilen
kosullarda gerceklestirilen ekstraksiyon sonucu kurutulmus zeytin yapraginin toplam

fenolik madde miktar1 ise 4586,3 mg GAE/100 g kuru yaprak olarak saptanmustir.
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ve ark. (2010) Yunan zeytin gesitlerinin (Koroneiki, Megaritiki ve Kalamon) fenolik
profilini LC/MS ile ve artan polaritede ¢oziiciiler (petrol eteri, diklorometan, metanol,
metanol-su:60/40) kullanilarak elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktivitelerini ise
DPPH yontemiyle belirlemislerdir. Arastiricilar bu ¢alismalarinda ayrica fenolik
bilesiklerin lipoksigenaz aktivitesini inhibe etme kabiliyetini arastirmislar ve elde
ettikleri ekstraktlarin oksidatif stabilite indeksini sentetik antioksidan olan TBHQ (Ter-
Biitil Hidro Kinon) ve ticari Oleoresin ile karsilastirmiglardir. Fenolik bilesiklerin
LC/MS ile analizi sonucu, oleuropein miktarinin Megaritiki, Kalamon, Koroneiki zeytin
cesitlerinde sirasiyla 3,26 + 0,1; 8,48 + 0,51 ve 4,89 £ 0,26 mg fenol/100g zeytin
yapragi oldugu tespit edilmistir. Tiim zeytin ¢esitlerinde en yiiksek fenol igerigine ve
antioksidan aktiviteye metanol-su:60/40 ekstraktlarinda ulasildigi saptanmugtir.
Megaritiki, Kalamon, Koroneiki zeytin gesitlerinin metanol: su ekstraktlarinda toplam
fenolik madde miktar1 sirasiyla 6,093; 5579 ve 6,196 mg/kg (mg gallik asit/kg
kurutulmus zeytin yapragi) olarak tespit edilmistir. Ayrica gesitler arasinda kiiciik
farkliliklar olmakla birlikte metanol: su karisimi ile elde edilen zeytin yaprag
ekstraktlarmin lipoksigenaz’1 énemli olglide inhibe ettigi ve oksidatif stabilite indeksi
degerleri bakimindan incelendiginde de TBHQ > ticari oleoresin > zeytin yapragi

ekstrakt1 oldugu saptanmaistir.

Chetoui ¢esidi zeytin yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda fenoliklere ve antioksidan
aktivite degerlerine ¢Oziicii tiiriiniin etkisinin arastirildigi bir c¢alisgmada % 80’lik
methanol, % 70’lik etanol, % 80’lik aseton ve saf su kullanilmistir. Elde edilen
sonuglara gore toplam fenolik madde miktarinin GAE cinsinden en yiiksek 24,09 + 0,73
mg/g kuru madde ile % 80°’lik aseton kullanilarak hazirlanan ekstraktta, flavonoid
miktarinin ise katesin esdegeri olarak en yiiksek 21,47 + 2,56 mg katesin/g kuru madde
ile % 80’lik metanol ile hazirlananan ekstraktta oldugu saptanmistir. Antioksidan
aktivite degeri ise % 93,70 inhibisyon olarak en yiiksek % 80’lik metanol ¢ozeltisi
kullanilarak elde edilen ekstraktlarda bulunmustur. Calismada sonug¢ olarak, zeytin
yapraklarindan ekstrakt elde etmede metanoliin en verimli ekstraksiyon c¢oziiciisii

oldugu belirtilmistir (Abaza ve ark. 2011).

Harp (2011) tarafindan Akdeniz Bdlgesinde yetisen Gemlik, Domat, Adana Topagi,

Adana Yerli ¢esitlerinden elde edilen zeytin yapraklarinin toplam fenolik madde igerigi
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ve antioksidan potansiyeline farkli derim zamanlarinin etkisini arastirmak amaciyla
gerceklestirilen caligmada zeytin yapragi 6rneklerinin etanol-su ekstraktlarinin degerleri
ticari olarak alinan ekstraktlar ve sentetik antioksidanlar ile karsilastirilmistir.
Calismada orneklerin toplam fenolik madde miktarinin CAE (Kafeik Asit Esdegeri)
cinsinden 279,4-732,5 mg/100g arasinda degistigi ve en yiiksek fenolik madde
iceriginin Eyliill ayinda hasat edilen Domat ¢esidi zeytin yapraklarina ait oldugu
bulunmustur. Tiim derim zamanlarinda Domat ¢esidi zeytin yapragindan elde edilen
etanol-su ekstraktinin, ticari ekstrakttan daha yiiksek toplam fenolik madde igerigine
sahip oldugu ve antioksidan etkisinin sentetik antioksidanlar olan BHT (Biitillenmis
Hidroksi Toluen) ve BHA (Biitillenmis Hidroksi Anilin)’den daha yiiksek oldugu tespit

edilmistir.

Sevim ve Tuncay (2012) tarafindan yapilan bu c¢alismada Bornova Zeytincilik
Arastirma Istasyonu Miidiirliigii bah¢esinden 2008/2009 ve 2009/2010 hasat yillarinda
toplanan Ayvalik ve Memecik ¢esidi zeytin yapraklarinin antioksidan aktivite ve toplam
fenolik madde miktarlar1 incelenmistir. Elde edilen sonuglardan Ayvalik g¢esidi zeytin
yapraklarinin toplam fenolik madde miktarinin yillara gore sirasiyla 237,73 mg
CAE/100 g ve 235,64 mg CAE/100 g, Memecik c¢esidi zeytin yapraklariin toplam
fenolik madde miktarinin ise 230,64 mg CAE/100 g ve 233,73 mg CAE/100 g oldugu
saptanmigtir. Zeytin yapraklarinin antioksidan aktivitesinin DPPH ve ABTS radikali
stiptirticii aktivite yontemiyle belirlendigi bu ¢alismada Ayvalik zeytin ¢esidi yapraginin
DPPH ve ABTS+ radikal stipiiriicli aktivitesinin Memecik ¢esidi zeytin yapraklarina

gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Tayoub ve ark. (2012) Suriye’de sonbahar ve ilkbaharda hasat edilen yedi zeytin
¢esidine ait yapraklarin oleuropein miktarini incelemisler ve ilkbaharda hasat edilen tim
cesitlere ait yapraklarda bulunan oleuropein miktarinin sonbaharda hasat edilenlere

gore daha yiiksek oldugu saptamislardir.

Tunus’da ekim ve ocak aylarinda hasat edilen Chemlali ve Neb Jmel ¢esidi zeytin ve
zeytin yapraklarmin fenolik bilesenlerinin HPLC, antioksidan aktivitelerinin ise DPPH
ve ABTS katyon radikali siipliriicii aktivite yontemi ile belirlendigi bir calisma

sonucunda; gelismekte olan yapraklarda ve olgun meyvelerde toplam polifenol, toplam
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o-difenol ve toplam flavonoid miktarlarinin az oldugu goriiliirken, gelisimini
tamamlamig Yyapraklarda ve olgunlasmamis meyvelerde ise bu degerlerin arttigi
saptanmistir. DPPH yontemiyle en yiiksek antioksidan aktivite degerine % 98,2 ile ocak
ayinda, ABTS+ yonteminde ise % 98,65 ile ekim ayinda toplanan Chemlali gesidi
zeytin yapraklarinda ulasildigr goriilmistiir. S6z konusu farkliligin Chemlali ¢esidi
zeytin yapraklarinda bulunan fenolik maddelerin (p-kumarik asit, oleuropein ve vanilik
asit) DPPH radikaline gore ABTS+ radikali ile daha iyi reaksiyon vermesi nedeniyle
ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (Brahmi ve ark. 2013).

Kocatiirk (2014) tarafindan gama 1ginlarinin (radyasyon) zeytin yapraklarindaki fenolik
madde igerigini ve antioksidan kapasiteyi nasil etkiledigini incelemek amaciyla
gerceklestirilen bir caligmada Ayvalik ve Gemlik g¢esidi zeytin yapraklar1 mikrodalga,
infrared, konveksiyonel 1sitict ve oda kosullarinda kurutulmus ve daha sonra kurutulan
bu orneklere ti¢ farkli dozda (3, 5, 10 kGy) gama 1sin1 uygulanmigtir. Caligma
sonucunda zeytin yapraklarinin antioksidan kapasitesi, fenolik ve flavonoid madde
miktariin uygulanan gama 1s1m1 dozuna ve kurutma yontemine gore degisiklik
gosterdigi saptanmistir. Her iki ¢esitte de en yiiksek degerlere mikrodalga ile kurutulan
yapraklarin sahip oldugu goriilmistiir. Ayrica gama 1sin1 uygulamasmin antioksidan

kapasiteyi ve fenolik madde icerigini arttirdig: tespit edilmistir.

Talhaoui ve ark. (2014) Ispanya’da yetisen Arbequina, Picual ve Sikitita gesidi zeytin
yapraklarinda bulunan fenolik bilesiklerden 30 tanesini HPLC-DAD-TOF-MS ile
tamimlamig ve Kkantitatif olarak tayin etmislerdir. Arbequina, Sikitita ve Picual ¢esidi
yapraklarda kantitatif tayin sonucu toplam fenolik madde miktarinin sirasiyla 60,644,
52,129 ve 52,579 mg/g kuru yaprak oldugu saptanmistir. DPPH radikali siipiiriicii
aktivite yontemiyle yapilan antioksidan aktivite analizleri sonucu ECso (Baslangig
DPPH konsantrasyonunu % 50 azaltmak igin gereken antioksidan miktari) olarak en
yiiksek antioksidan aktivitenin 7,2 mg/mL ECso degeri ile Arbequina cesidine ait oldugu
belirlenmistir. Sikitita ¢esidi zeytin yapraklarinin ECsy degerinin 11,3 mg/mL ve Picual
cesidi zeytin yapraklarmin ECsy degerinin 12,3 mg/mL oldugu ve Sikitita ve Picual
cesidi zeytin yapraklar1 arasinda radikal stipiiriicii aktivite bakimmdan onemli bir

farklilik bulunmadig tespit edilmistir.
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Yateem ve ark. (2014)’nin yaptigi bir ¢alismada, Filistin’in Bati Seria bolgesinde
bulunan zeytin agaclarindan hasat edilen yapraklardan ekstrakte edilen oleuropein
miktarina ¢oziici (tiir, bilesim, pH ve sicaklik) ve ekstraksiyon yonteminin (maserasyon
ve soxhlet) etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda oleuropeinin ekstraksiyon
veriminin artmast i¢in organik ¢oziiclilerin su ile karistirilmasi gerektigi, sadece saf
¢oziicii kullanilarak ekstraksiyon yapildiginda ¢ok diisiik miktarlarda oleuropeinin
ekstrakte edilebildigi ve ekstraksiyonda ¢oziiciideki pH artisinin  oleuropeinin hidroksil
gruplarinin iyonizasyonuna bagli olarak diisiik oleuropein geri kazanimlarina yol agtigi
bulgularina varilmistir. Arastiricilar  oleuropeinin  ekstraksiyonu i¢in optimum
kosullarm; yiiksek sicaklik (60°C), asidik pH (3) ve Soxhlet yontemi oldugunu dile

getirmislerdir.

Khalig ve ark. (2015) Pakistan’da yetistirilen sekiz zeytin ¢esidine ait yaprak
orneklerinin antioksidan aktivitelerini ve fenolik profilini inceledikleri ¢alismalarinda;
zeytin yapraklarmin sulu ekstraktlarinin, farelerin karacigerinde pro-oksidan (10 uM
FeSO,) tarafindan indiiklenen tiyobarbitiirik asit reaktif tiirlerine karsi inhibisyon
gosterdigini saptamiglardir. Cesitler arasinda antioksidan aktivitenin Gemlik > Frantio >
Doleca-Agogia > Moriolo > Misyon > Uslu > Leccino > Carotina olarak siralandigi
tespit edilmistir. DPPH analizleri sonucunda ise ECsg degerlerinin 22,46 ile 198 ug/mL
arasinda degistigi belirlenmistir. En yiiksek antioksidan aktivite gosteren Gemlik
cesidinin fenolik madde profilinin elajik asit (29,80 + 0,02 mg/g), klorojenik asit (3,17
+ 0,03 mg/g), kafeik asit (15,73 £ 0,01 mg/qg), gallik asit (15,69 + 0,01 mg/qg), rutin
(34,56 + 0,03 mg/g), kuersetin (6,41 + 0,01 mg/g), epikatesin (11,04 = 0,01 mg/g) ve
kuersitrin (15,32 + 0,03 mg/g), kaempferol (7,38 = 0,02 mg/g) oldugu tespit edilmistir.

Toth ve ark. (2015) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Hirvatistan’in Novi Vinodolski
bolgesinden toplanan zeytin yapraklarinda bulunan fenolik bilesiklerin dogru molekiil
kiitlesi ve formiiliiniin belirlenmesi igin LC (siv1 kromatografisi) ve ESI (elektrosprey
iyonizasyon) ile birlikte TOF-MS (ugus zamanl kiitle spektroskopisi) kullanilmstir.
Aragtiricilar zeytin yapraklarinda kalitatif olarak tespit edilen 41 fenolik bilesikten 8
tanesini kantitatif olarak belirlediklerini ve zeytin yapraklarinda en fazla miktarda
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bulunan bilesigin 8,52 + 0,21 ¢/100 g kuru madde ile oleuropein oldugunu
bildirmislerdir.

Xie ve ark. (2015) Cin’in Kansu bolgesinden toplanan zeytin yapraklarinin ve
meyvelerinin  fenolik bilesimlerini  ve antioksidan aktivitelerini arastirdiklari
calismalarinda, fenolik bilesiklerin tayinini HPLC/UV yontemi ile, antioksidan kapasite
tayinini ise indirgeme giicii olarak ve  DPPH, OH, ABTS+(katyon) ve O, radikali
stipliricii kapasite yontemleri ile gergeklestirmislerdir. HPLC ile yapilan analizler
sonucu zeytin yapraklarinda hidroksitirazol (0,54 + 0,02 mg/g), vanilik asit (0,058 +
0,01 mg/g), kafeik asit (2,17 + 0,02 mg/g), vanilin (0,57 + 0,08 mg/g), verbaskosid
(0,83 + 0,05 mg/g), luteolin-7-pB-D-glukoz (0,43 + 0,03 mg/g), rutin (0,13 + 0,09
mg/g), apigenin-7- B-D-glukoz (0,16 + 0,01 mg/g), oleuropein (6,53 + 0,01 mg/g) ve
luteolin (0,38 + 0,06 mg/g) tespit edilmistir. Calismada elde edilen sonuglara gore,
zeytin yapraginin antioksidan kapasitesi indirgeme giicii olarak incelendiginde askorbik
asitten sonra en yiiksek indirgeme giiciine sahip oldugu, DPPH radikali siipiiriicii
kapasite olarak incelendiginde 0,8 mg/mL konsantrasyonunda % 95,48 inhibisyon
gosterdigi, hidroksil radikalini siipiiriici aktivite olarak incelendiginde 0,6 mg/mL
ornek konsantrasyonunda hidroksil radikalini % 100 oraninda yok ettigi, ABTS+ radikal
stiptirticti kapasite olarak incelendiginde TEAC cinsinden 1,92 mg/mL ile radikali
miikemmel yok etme yetenegine sahip oldugu ve aktif O, radikalinin otooksidasyonunu

engelleyerek siiperoksit radikalini siipiiriicii etkiye sahip oldugu tespit edilmistir.

Moudache ve ark. (2016) zeytin yapragi ekstraktini antioksidan olarak paketleme
ambalaj1 lretiminde polietilen/polietilen (PE/PE) film ve polietilen/kagit (PE/P)
katmanlarinda kullanmislardir. Arastiricilar farkli konsantrasyonlarda zeytin yapragi
ekstraktr igeren ¢ok katmanli filmleri, antioksidan kapasitelerini belirlemek ic¢in sulu
peroksit ¢ozeltisinden {iretilen serbest radikallerce zenginlestirilmis bir gaz akimina
maruz birakmiglardir.  Ekstrakt ilave edilmeyen plastik filmlerin  (kontrol)
hidroksilasyon yiizdesi % 100 referans alinarak yapilan degerlendirmeler sonucunda,
PE/PE ve PE/P filmlerde kullanilan zeytin yapragi ekstrakti konsantrasyonu arttikga
hidroksilasyon yiizdesinin azaldig1 tespit edilmistir. Arastirmada % 2 zeytin yapragi
ekstrakti ambalajin migrasyon testleri, % 3’lik asetik asit ve % 10’luk etanolde
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40°C’de 10 giin bekletilerek gerceklestirilmistir. Migrasyon testi sonuglarinin
ekstraktlarin onceden LC/MS analizleri sonucu tespit edilen iki ana fenolik bilesen
(oleuropein ve Luteolin 7-O-rutinosid) miktarlarmin  LOQ (dedeksiyon limiti)
degerinden  kiiciik olmasi nedeniyle, ambalajlarda migrasyon olmadigi sonucuna
varilmigtir. Zeytin yapragindaki fenolik bilesiklerin ¢ok katmanli ambalajlar yapilirken
yapiskana tutundugu, bu ylizden zeytin yapragi ekstrakti igeren PE/PE aktif filmlerin
gida ve gida maddeleriyle dogrudan temasiin olmadigi, bu yiizden gidalar i¢in iiretilen

paketleme ambalajlarinda kullanilabilecekleri ifade edilmistir.

Abaza ve ark. (2016) Tunus’da yetisen Chemlali ¢esidine ait zeytinin farkli
kisimlarinin (meyve, yaprak, cicek ve tomurcuk) gelisme evrelerine goére fenolik
profilini aragtirmiglardir. Calismada elde edilen sonuglara goére yesil meyve
olgunlastik¢a oleuropein miktar1 8,6 mg/g’dan 1,28 mg/g kuru maddeye azaldigi, geng
yapraklarda 9,4 mg/g kuru madde olan oleuropein miktarnin yasl yapraklarda 6,71
mg/g kuru madde olarak saptandigi belirtilmistir. Geng zeytin yapraklarinda en fazla
bulunan flavonoidlerin sirasiyla luteolin glikozid (1,95 mg/g kuru madde), kuersetin
(1,42 mg/g kuru madde) ve luteolin (1,24 mg/g kuru madde) oldugu tespit edilmistir.
Yash zeytin yapraklarinda luteolin miktarinin azaldigi ve kuersetin tespit edilemedigi

ifade edilmistir.

Bir grup arastiric1 Italya’da yetisen ve farkli zamanlarda (Aralik, Mart, Haziran, Eyliil
ay1) hasat edilen Dolce Agogia Moraiolo, Leccino ve Frantoio ¢esidine ait zeytin
yapraklarinin  fenolik bilesenlerini ve antioksidan aktivitesini incelemislerdir.
Caligmada toplam fenol miktarinin Kasim ayindan Haziran ayina kadar arttig1 ve tiim
cesitlerde en yiiksek toplam fenol miktarinin Haziran ayinda oldugu saptanmistir. En
yiiksek antioksidan aktivitenin ise % 86,1 ile Mart ayinda hasat edilen Leccino gesidi
zeytin yapraklarina ait oldugu goriilmiistiir. Yapraklardaki oleuropein ve hidroksitirazol
miktarlarinda da c¢esit ve hasat zamanina bagli olarak onemli farkliliklar oldugu
belirlenmistir. Arastiricilar, zeytin hasadi ve zeytin agaglarim1 budama dénemi olmasi
nedeniyle zeytin yapraklarimin atik olarak en fazla Kasim ve Mart aylarinda ortaya
ciktigini ve bu donemdeki zeytin yapraklarmin biyoaktif bilegsenlerce en zengin igerige
sahip oldugunu dile getirmislerdir (Blasi ve ark. 2016).
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Cetinkaya ve Kulak (2016) Kilis yaglik zeytin ¢esidine ait yapraklarin toplam fenolik,
toplam flavonoid ve oleuropein miktar1 ile agaglarin yasi arasindaki iliskiyi
arastirmiglardir. Arastiricilar mevsimsel farkliliklar1 izlemek i¢in yapraklar1 yil
igerisinde Subat, Nisan, Haziran, Agustos, EKim, Aralik aylarinda topladiklarini ifade
etmiglerdir. Calisma sonucunda geng¢ agaglarin yapraklarinda daha fazla miktarda
oleuropein ve fenolik madde bulunurken, yash agaclarda flavonoid miktar1 daha yiiksek
bulundugu belirtilmistir. Ayrica en yiiksek oleuropein miktarinin Subat ayinda ve geng
agaclarin yapraklarinda bulundugu, oleuropein miktari ile toplam fenol miktar1 arasinda
gliclii bir korelasyon oldugu, oleuropein miktarinin toplam flavonoid miktarina bagh
olarak degisim gostermediginin tespit edildigi ifade edilmistir. Calismada sonug olarak,
biyolojik agidan giiclii metabolitlerin yas faktorlerine, cesitlere ve ekolojik kosullara

bagli olarak degisebilecegi belirtilmistir.

Durak (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada Ayvalik, Domat ve Memecik ¢esidi
zeytin yapraklarinin sahip oldugu fonksiyonel 6zelliklerin farkli hasat zamanlarina gore
degisimi incelenmistir. Arastirict serbest radikal (DPPH) siipiiriicii etkisinin en fazla
Ocak ayinda Ayvalik cesidi zeytin yapraklarinda goriildiigiinii, toplam fenolik madde
miktarinin ise en yiikksek Ocak ayinda Memecik ¢esidi zeytin yapraklarinda saptandigini
belirtmistir. Calismada zeytin yapraklarinda en fazla bulunan mineralin Ca oldugu ve

miktarinin 2564,81- 4859,08 mg/kg arasinda degistigi ifade edilmistir.

Kurtulmus (2016) tarafindan Ayvalik c¢esidine ait zeytin yapraklarmin fenolik
bilesimleri, antioksidan aktivitesi ve mineral bilesimleri tizerine farkli yiikseklik ve
hasat zamaninin etkisinin incelendigi bir ¢alismada, yaprak drneklerinde DPPH radikali
stiptiriicii aktivitenin en yiiksek Mayis ayinda oldugu saptanmistir. Ayrica yiikseltisi az
olan bolgelerden elde edilen yaprak oOrneklerinde agir metallere rastlanildig ve
yiikseltinin fazla oldugu yerlerden elde edilen yaprak orneklerinin fenolik madde

miktarlarmin da fazla oldugu belirtilmistir.
Mitsopoulos ve ark. (2016 a,b) Yunanistan oijinli (Koroneiki, Lianolia Kerkyras,

Mastoidis, Adramytini, Megaritiki, Gaidourelia, Kalamata, Konservolia, Chalkidiki)

ve Ispanyol orijinli (Arbequina) zeytin meyvesinin ve yapraklarmin iki yil boyunca
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farkli gelisme evrelerinde fenolik profilini, toplam fenolik madde miktarlarini ve
antioksidan aktivitelerini incelemislerdir. Arastiricilar zeytin yapraklarinda en yiiksek
oleuropein miktarmin 20,31 mg/g ile Eyliil ayinda toplanan Arbequine ¢esidi zeytin
yapraklarina ait oldugunu tespit etmislerdir. Arastirma sonucunda her iki yilda da zeytin
yapraklarmin olgunlagsmasi sirasinda oleuropein miktarinda diisiis goriiliirken, zeytin
meyvelerinde bu durumun goriilmedigi saptanmistir. Ayrica yil ve gelisme evresi
farkliligina bakilmaksizin zeytin yapraklarinda, yesil ve siyah zeytin meyvesine gore
daha fazla fenolik bilesik tanimlandigi, toplam fenolik madde ile antioksidan aktivite

arasinda pozitif korelasyon oldugu ifade edilmistir.

Romero ve ark. (2016) yaptiklar1 bir ¢alismalarinda Picual ve Arbequina gesidi zeytin
yapraklarinin biyoktif bilesiklerini kantitatif olarak tayin etmislerdir. Yapraklardaki
oleuropein miktarinin en yiiksek Picual (72117 mg/kg) ve Arbequina (55577 mg/kg)
cesitlerinde Kasim ayinda hasat edilen Orneklerde tespit edildigi belirtilmistir.
Aragtiricilar zeytin yapraklarinin triterpenik asitlerce de zengin oldugunu (20 g/kg taze

agirlik) ve en fazla bulunan asitin oleanolik asit oldugunu saptamiglardir.

Wissam ve ark. (2016) Suriye’de yetisen zeytin agaclarindan elde edilen yapraklarin
fenolik bilesik miktarina ekstraksiyon kosullarinin (¢oziicii tiirii ve kompozisyonu, siire
ve sicaklik) etkisini arastirmiglardir. Arastiricilar zeytin yapraklarindan fenollerin
ekstraksiyonu igin metanol ve aseton kullanilarak yiiksek verim elde edilmis olsa da,
metanoliin yiiksek toksisitesi ve gida sinifi bir ¢dziicii olmamamasi nedeniyle, etanolii
en uygun ¢oziicii oldugunu belirtmislerdir. En etkili ekstraksiyonun ise mikrodalgada
kurutulmus yaprak ornekleri igin % 40°lik etanol, 60 °C ekstraksiyon sicakligi ve 120

dakika ekstraksiyon siiresi kosullarinda gerceklestirildigini dile getirmislerdir.

Yancheva ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada, dogal ortamda yetistirilen
Chondrolia Halkidiki, Kalamon, Koroneiki ¢esidi zeytin yapraklarinin antioksidan
aktivite miktar1 ve fenolik madde igerigi, yapay ortamda yetistirilen Chondrolia
Halkidiki ¢esidi zeytin yapraklari ile karsilastirilmistir. Arastiricilar liyofilize edilmis
yaprak Ornekleri ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH, ABTS,
CUPRAC (Bakir (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite), FRAP (Demir (III)
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Iyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢) yontemleri ile gerceklestirilen antioksidan kapasite
sonuglarina ait en yiiksek degerlerin yapay ortamda yetistirilen 6rnege ait oldugunu
tespit etmislerdir. Sonug olarak yapay ortamda mikrocogaltma yontemiyle elde edilen
zeytin bitkilerinin  biyokiitle iiretiminde degerli maddelerin ekstraksiyonu icin

potansiyel kaynak olabilecegi ifade edilmistir.

Temiz ve Temur (2017) Antalya’dan toplanan zeytin yapraklarindan elde edilen
ekstraktlarin polifenolik profiline ve toplam fenolik madde miktarina ¢6ziicti farkinin
etkisini arastirmislardir. Arastirmada HPLC’de UV dedektorii ile 280 nm’de yapilan
Olclimler sonucunda zeytin yapraklarinda en yiiksek oleuropein miktarina (3,456 +
0,096 ¢/100g kuru madde) ve hidroksitirazol miktarina metanol (0,371 + 0,001 g/100g
kuru madde), tirozol miktarina ise su (0,184 + 0,0006 g/100g kuru madde) ekstraktinin
sahip oldugu tespit edilmistir. Ekstrakte edilen toplam fenolik madde miktart
bakimindan solventler karsilastirildiginda ise siralamanin metanol (3201,7 + 120,8 mg
GAE/100 g 6rnek), metanol/su (2729,4 + 121,4 mg GAE/100 g 6rnek) ve su (1946,1 +
105,6) seklinde oldugu saptanmustir. Arastiricilar polifenolik bilesiklerin yiiksek
hidrofilik karakterlerinden dolayi, polaritesi fazla olan metanolik solventlerde daha

verimli sekilde ekstrakte edilebilecegini ifade etmislerdir.

Chemlali ¢esidine ait zeytin yapraklarinin fenoliklerine hasat doneminin ve yaprak
giibrelerinin etkisinin arastirlldigi diger bir calismada, dort farkli yaprak giibresi
spreyleme yolu ile yapraklara uygulanmistir. Calismada en yiiksek polifenol ve orto-
difenol ve oleuropein igerigine Nisan ayinda ulasildigi, degerlerin Agustos ayinda
azaldiktan sonra, Kasim ayinda tekrar arttigi saptanmistir. Ayrica yaprak giibresi
kullanimi ile flavonoid miktarmin olumsuz olarak etkilendigi belirtilmistir (Abdeljelil

ve ark. 2017).
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MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calismada, materyal olarak Marmara bolgesinde olduk¢a yaygin olarak yetistirilen
Gemlik ¢esidine ait zeytin yapraklari kullanilmigtir. Bursa iline bagli Mudanya ve
(Sekil 3.1) ve Gemlik (Sekil 3.2) ilgelerinden segilen 2’ser zeytin agacinin yapraklari
2014 Nisan-Aralik aylar1 siiresince her ay, elle agacin her bolgesinden toplanmis,
karigtirllarak  homojen 6zellik kazandirilan yaprak oOrnekleri polietilen buzdolabi
posetlerine konulmustur. Bekletilmeden laboratuvara ulastirilan ornekler, analiz

edilinceye kadar derin dondurucuda (-18 °C) de muhafaza edilmistir. Hasat aylar

stiresince se¢ilen zeytin agaglarina ilaglama yapilmamustir.

Sekil 3.1. Mudanya yoresindeki bahgeden segilen zeytin agaglari
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Sekil 3.2. Gemlik yoresindeki bahgeden secilen zeytin agaclari

Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu, tiim 6rnekler toplandiktan sonra gergeklestirilmistir.
Elde edilen ekstraktlarin toplam antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi ile, toplam
fenolik madde miktarlar1 Folin Ciocalteau yontemiyle spektrofotometrik olarak

belirlenmistir. Fenolik bilesiklerin analizi ise LC-MS/MS ile gergeklestirilmistir.

Analizlerde kullanilan Oleuropein, Hidroksitirazol Extrasynthese (Genay, France)’den;
DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), Troloks (6-Hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid), Folin & Ciocalteu’s fenol reaktifi, p-Kumarik
asit, Tirozol, Kafeik asit Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO)’den; HPLC safliktaki

metanol Merck (Darmstadt, Germany)’ den temin edilmistir.
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3.2. Yontem

3.2.1. Zeytin Yapragi Orneklerinden Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyonu

Zeytin yapraklarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu Morsy ve Abdel-Aziz (2014)’
in belirttikleri yontemde, bazi degisiklikler yapilarak gerceklestirilmistir. Bunun igin
derin dondurucuda muhafaza edilen 6rnekler ekstraksiyon dncesi buzdolabina alinarak
karanlik ortamda ¢oziinmeleri saglanmistir. Yapraklar iizerindeki toz vb. partikiiller
temizlendikten sonra elle kiiciik pargalara ayrilmis ve daha sonra 1,5 + 0,0001 g 6rnek
hassas terazide falcon tiiplerine tartilmistir. Tartilan 6rnegin tizerine 5 mL metanol/ su
(80/20:v/v) ilave edilerek 15 dakika 3000 rpm’de santrifiij (Niive NF 800) edilmistir.
Siire sonunda karisim filtre kagidindan (Whatman No 1) stzilmiistir. Filtre kagidi
tizerinde kalan kisim tekrar ayni isleme tabi tutulmus (her bir 6rnek i¢in islem 3 kez
tekrarlanmustir) ve her seferinde iist fazlar amber renkli cam viallere alinarak bir araya
toplanmigtir. Bu karisim, metanol-su fazi tamamen uzaklastirilana kadar, azot gazi (N»)

altinda tutulmustur.

Elde edilen ekstraktlar, analiz edilinceye kadar derin dondurucuda (-18 °C)’de muhafaza
edilmistir. Analiz 6ncesi derin dondurucudan ¢ikarilan her bir 6rnek, lizerine 4 mL
metanol/su (80/20:v/v) karisimi eklenerek vortexde 2 dakika karistirilmis ve ardindan
ultrasonik banyoda 1 dakika siire ile tutulmustur. Kalintinin tamamen ¢6ziilmesiyle elde
edilen ekstraktlar; toplam fenolik madde, fenolik bilesenlerin tayini ve antioksidan

aktivite analizlerinde kullanilmistir.

Ekstrakt verimi tahmini: Analizlerde kullanilacak olan zeytin yapragi ekstraktlarinin

konsantrasyon tahmini i¢in dnceden sabit agirliga getirilmis alliminyum tartim kabina 1
mL ekstrakt tartilmis ve 105 °C’ye ayarl etiivde 24 saat tutulmustur. Siire sonunda
ekstrakt miktart mg ekstrakt (kuru agirlik)/mL olarak belirlenmistir (Ekanayake ve ark.
2004). Verim tahmininden elde edilen sonuglara gore, ekstraktlar 4 mg/mL olacak

sekilde seyreltilerek fenolik madde analizlerinde kullanilmistir.
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3.2.2. Toplam Nem Miktar1 Tayini

Etiivde sabit agirliga getirilmis kurutma kaplarina zeytin yapragi érneklerinden yaklasik
5 + 0,0001 g tartilmistir. Zeytin yapragi ornekleri, 105 °C’lik etiivde sabit agirliga
gelene kadar kurutulduktan sonra desikatore alinmis ve oda sicakligmma geldiginde
tartim yapilmistir. Agirlik kaybindan yararlanilarak yapilan hesaplamalar sonucunda

zeytin yapraklarinin nem miktart g/100g olarak belirlenmistir (Uylaser ve Basoglu
2011).

3.2.3. Renk Analizi

Zeytin yapragi orneklerinde renk analizi (L",a" ve b* degerleri) renk dl¢iim cihazi
(MSEZ-4500L, HunterLab, Virjinya, ABD) Kkullanilarak gergeklestirilmistir.
Orneklerin renk lgiimlerine gegilmeden dnce standart beyaz ve siyah plaka ile cihaz
kalibrasyonu yapilmistir. CIE (Uluslararasi Aydinlatma Komisyonu) Renk Degerleri
(L*, a*, b*)’ nden olusan tglii skalada L*=100 beyaz, L*=0 siyah; pozitif (+) a*
kirmizi, negatif (-) a* yesil; pozitif (+) b* sart ve negatif (-) b* mavi olarak

degerlendirilmistir.
3.2.4. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Zeytin yapragi orneklerinin 3.2.1°de verilen yonteme gore elde edilen ekstraktlarinda
toplam fenolik madde miktart analizi Folin Ciocalteau yontemi (Gutfinger 1981)
kullanilarak gerceklestirilmistir. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde

standart olarak gallik asit kullanilmugtir.

Galllik _asit kalibrasyon standartlarinin_hazirlanmasi: ilk olarak ana stok c¢ozelti

(100 mg/L) hazirlanmistir. Bunun ig¢in 10 mg gallik asit standardi 100 mL hacimli bir
balon joje igerisine tartilmig ve saf su ile ¢izgisine tamamlanmistir. Hazirlanmis olan
ana stok ¢ozeltiden de uygun seyreltme islemleri yapilarak 0 mg/L, 1 mg/L, 5 mg/L, 10

mg/L, 20 mg/L konsantrasyonlarinda kalibrasyon standartlar1 hazirlanmistir.
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Zeytin yapragi ekstraktlari analiz 6ncesi 4 mg/mL konsantrasyonunda olacak sekilde
metanol/su (80/20:v/v) ile seyreltilmistir. Seyreltilmis olan zeytin yapragi ekstraktindan
I mL alinmis ve tzerine 0,5 mL Folin Ciocalteu reaktifi ilave edilerek karistirilmastir.
3 dakika bekletildikten sonra 1 mL % 35’lik doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave
edilmis ve hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlanmistir. Elde edilen karisim 90 dakika
oda sicakliginda ve karanlikta bekletildikten sonra olusabilecek bulanikligin tamamen
giderilmesi i¢in 3000 rpm de 5 dakika santrifiij (Niive NF 800) edilmistir. 3.2.4°de
belirtildigi sekilde hazirlanan gallik asit kalibrasyon standartlarina da zeytin yapragi
ekstraktlarina uygulanan analiz agamalari uygulanmistir. Siire sonunda kalibrasyon
cozeltileri ve ekstraktlarda olusan berrak mavi rengin absorbans degerleri UV
spektrofotometre (Varian Cary 500) ile 725 nm’de kor 6rnege karst okunmustur. Kor

ornek de ise ekstrakt yerine 1 mL metanol/ su (80/20:v/v) kullanilmistir.

Gallik asit kalibrasyon ¢ozeltilerinin spektrofotometredeki okumalar: sonucu gallik asit
konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans degerlerinden kalibrasyon egrisi (Sekil
3.3) olusturulmustur. Sonuglar ise elde edilen egrinin regresyon esitliginden
yararlanilarak hesaplanmig ve seyreltme oranlar1 dikkate alinarak mg GAE (Gallik

Asit Egdegeri)/100 g 6rnek olarak verilmistir.

Absorbans = Egim x Toplam Fenolik Madde Miktari (mg GAE/100g) (R*= 0.999)

Toplam Fenolik Madde y =0,1096x + 0,014
2,500 - 2=0,9992

o N
oS o
& o

Absorbans
__I—‘
8

0 > Gaflik asit (mgiL) 20 25

Sekil 3.3. Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde kullanilan gallik asit

kalibrasyon egrisi
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3.2.5. Fenolik Bilesiklerin Tayini
Zeytin yapragi orneklerinden elde edilen ekstraktlarda fenolik madde bilesimi tayini
kalitatif ve kantitatif olarak LC-MS/MS cihazi ile Toth ve ark. (2015)’ in belirttikleri

yontemde bazi degisiklikler yapilarak gergeklestirilmistir.

Fenolik madde bilesiklerinin tayininde standart olarak hidroksitirazol, tirozol, kafeik

Asit, p-kumarik Asit ve oleuropein kullanilmstir.

Stok standart cozeltilerin _hazirlanmasi : Fenolik bilesiklerin ana stok standart

¢ozeltilerinin hazirlanmasi icin her bir fenolik bilesikten 10 mg =+ 0,0001 g ayr1 ayri
cam vial igerisine tartilmis ve 1 mL metanol igerisinde ¢oziildiikten sonra once

vortekste karistirilmig, ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika tutulmustur.

Kalibrasyon standartlarinin_hazirlanmasi: Kalibrasyon standartlarinin hazirlanmasi
icin Once, konsantrasyonu 10 000 mg/L olan her bir fenolik bilesigin ana stok
¢ozeltisinden vial igerisine 0,1 mL alinmig ve metanolle 1 mL hacime tamamlanmaistir.
Icerik 6nce vorteksde karistirilarak ¢oziilmiis ve ardindan ultrasonik banyoda 1 dakika
tutulmustur. Boylece 1000 mg/L’lik ara stok ¢6zeltinin hazirlanmistir. Hazirlanan ara
stok ¢ozeltiden de uygun seyreltme iglemleri yapilarak 1 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L, 50
mg/L, 100 mg/L konsantrasyonlarindaki kalibrasyon standartlari cam vialler igerisine

hazirlanmistir.

Analiz kosullar1 : Orneklerin fenolik bilesiklerinin tayininde Agilent 1100 serisi LC-

MSD lon Trap sivi kromatografi cihazi kullanilmigtir. 3.2.1°de belirtildigi sekilde
hazirlanan tiim zeytin yapragi ekstraktlar1 4 mg/mL olacak sekilde saf su ile seyreltilmis
ve sonra 0,45 um membran filtreden gegirilerek cam viallere alinmistir. Orneklerin
analizine baslanmadan 6nce Agilent ESI Tune ¢ozeltisi ile cihazin MS kisminin kiitle
ayarlart kontrol edilmistir. Her bir fenolik bilesenin dogru molekiil kiitlesinin
tanimlanabilmesi i¢in standart fenolik bilesikler sisteme tek tek tanitilarak MS/MS

kisminda iyonlar ve pargalanma tiriinleri tespit edilmistir. Cizelge 3.1’de LC/MS/MS
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cihazinda analiz edilen fenolik bilesiklerin alikonma zamanlar, MW (m/z) molekiil

agiliklari, [M-H] (m/z) molekiil iyonlar1 ve ana pargalanma iyonlar1 verilmistir.

Cizelge 3.1. Fenolik bilesiklerin MS/MS sisteminde iyonlar1 ve par¢alanma {iriinleri

Fenolik Bilesik  Alkonma zamani (I\n/l]yz\; ['(\fr;/l;l)] Parig;lz:)lsﬂma
Hidroksitirazol 6.0 154 153 123
Tirozol 7.0 138 137 -
Kafeik asit 7.8 180 179 135
p-kumarik asit 8.4 164 163 119
Oleuropein 9.0 540 539 275,307, 377

Sistem analize hazir hale geldiginde kalibrasyon i¢in hazirlanan standartlar okutularak,
her bir fenolik bilesik icin HPLC-DAD ve MS/MS sistemlerinde ayr1 ayr1 kalibrasyon
egrisi  olusturulmustur. HPLC-DAD ile yapilan analizlerdeki hesaplamalarda,
oleuropein i¢in maksimum absorbans gosterdigi 240 nm’de (Sekil 3.4), diger fenolik
bilesikler i¢in ise 280 nm’de olusturulan kalibrasyon egrilerinden yararlanilmistir.

Datalarin analizi Chemstation yazilimi kullanilarak yapilmistir.

| I | Oleurcpein, DAD1 A
| Area = 22.2901603*Amt -27.268312

Area lpel Res%(1): 0.000

0 Correlation: 0.9993S
T

0 S0 Amountiopm

Sekil 3.4. Oleuropein standardina ait kalibrasyon egrisi (HPLC-DAD, A=240 nm)
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Fenolik bilesiklerin tayininde kullanilan LC-MS/MS cihazinin HPLC (yiiksek
performasli sivi kromatografisi) sistemi igin, akis profili Cizelge 3.2°de, analiz kosullar
ise Cizelge 3.3’de verilmistir. Fenolik bilesiklerin tayininde cihazin MS (kiitle

spektroskopisi) sistemi igin analiz kosullar1 da Cizelge 3.4’ de verilmistir.

Cizelge 3.2. HPLC sistemi i¢in akis profili

Zaman Akis (mL/dakika)  A: Asetik asit/ su (98/2:v/iv)  B: Metanol
0. dakika 0,4 % 95 %5

1. dakika 0,4 % 95 % 5

8. dakika 0,4 % 10 % 90
10. dakika 0,4 % 10 % 90
11.dakika 0,4 % 95 % 5

Cizelge 3.3. Fenolik bilesiklerin tayininde HPLC sistemi i¢in analiz kosullar

HPLC Analiz Kosullar:

Kolon Ters faz C18 kolon (4.6 x50 mm, 1.8 pm)
Kolon Firin Sicakhid 25°C

Dedektor DAD (Diyot Dizi Dedektor)

Dedektor Dalga Boyu 240 nm, 280 nm

Mobil Faz A: % 0,2’lik asetik asit , B: metanol

(Mobil fazlar hazirlandiktan sonra ultrasonik su
banyosunda 15 dakika degaze edilmistir.)

Mobil Faz Akis Hizi 0,4 mL /dakika
Enjeksiyon Hacmi 5 mikrolitre
Analiz Siiresi 15 dakika
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Cizelge 3.4. Fenolik bilesiklerin tayininde MS sistemi igin analiz kosullar1

MS Sistemi Analiz Kosullar:

Iyon Kaynag ESI (Elektrosprey Iyonizasyon)
Iyonlasma modu Negatif

Tarama modu MRM (Coklu Reaksiyon Goriintiileme)
Gaz sicakhig 325°C

Gaz akis hiza 12 mL/dakika

Nebiilizer basinci 45.0 psi

Kapiler voltaji 3500 v

3.2.6. Antioksidan Aktivite Tayini

Zeytin yapragi orneklerinin 3.2.1°de verilen yonteme gore elde edilen ekstraktlarinin
sahip oldugu antioksidan aktivite degeri DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali
kullanilarak, spektrofotometrik yontemle belirlenmistir (Boskou ve ark. 2006). Bu
amagla 0,1 mL zeytin yapragi ekstrakti iizerine 3,9 mL DPPH (6x10-5 M) ¢ozeltisi
eklenerek vorteks ile karistirilmis ve absorbansin sabitlenmesi igin 30 dakika karanlikta
bekletilmistir. Siire sonunda absorbans degerleri UV spektrofotometre (Varian Cary
500) ile 517 nm’de 6lgilmiistiir.

DPPH cozeltisinin_hazirlanmasi: 0,0394 g DPPH radikali amber renkli balon jojeye

tartilip bir miktar metanolde ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye metanol ile tamamlanmistir
(Ana stok DPPH (1mM) c¢ozeltisi). Analizlerde kullanilacak 6x10-5 M DPPH
¢Ozeltisini hazirlamak igin de, ana stok ¢ozeltiden 6 mL alinarak 100 mL’ye metanolle

tamamlanmuistir.
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Spektrofotometredeki okumalardan elde edilen absorbans 6l¢iim sonuglarindan
antioksidan aktivite degerleri % olarak hesaplanmistir. Kor 6rnek olarak 0,1 mL

ekstrakt yerine ayni1 hacimde saf metanol kullanilmustir.

Ko&r drnegin absorbansi-Ornegin absorbansi

% Antioksidan Aktivite = Kor Grnegin absorbanst x 100

3.2.7. istatistiksel Analiz

Zeytin yapragi orneklerine ait verilerin hasat zamani ve yore farkliliklar1 bakimindan
degerlendirilmesine yonelik istatistiksel analizler Minitab 17 paket programi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Tiim analizler 3 tekrarli olarak yapilmistir ve analiz
sonuglari ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Elde edilen ortalamalar
arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde p<0,05 diizeyinde Tukey’s ¢oklu karsilagtirma

testi kullanilmustir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Toplam Nem Miktarlarina Ait Analiz Sonuclar: ve Tartisma

Mudanya ve Gemlik yorelerinden farkli zamanlarda hasat edilen Gemlik ¢esidi zeytin
yapragi orneklerinin toplam nem miktarlarina ait sonuglar Cizelge 4.1°de verilmistir.
Cizelge 4.1°den de izlenebilecegi gibi, Mudanya yoresine ait zeytin yapraklarinda nem
miktarlar1 % 46,66-51,27 arasinda degisirken, Gemlik yoresinde % 44,89-52,74
arasinda degigmistir. Zeytin yapraklarinin nem miktarinda mevsimsel degisiklikler
goriilmiistiir ve en yiiksek nem miktariin, Mudanya yoresinde Eylil ayi, Gemlik
yoresinde ise Ekim ay1 6rneklerinde oldugu tespit edilmistir. En diisiik nem miktarinin
Mudanya yoresinde Temmuz, Gemlik yoresinde ise Haziran ay1 orneklerinde oldugu
saptanmustir (p<0,05). Gemlik ¢esidi zeytin yapragi orneklerine ait nem miktarlarinin
yore x zaman interaksiyonuna ait Tukey testi sonuglari Sekil 4.1°de goriilmektedir.
Yapraklarin nem miktarlarindaki yore ve zaman faktorlerine gore farkliliklar

istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.1. Gemlik ¢esidi zeytin yapragi 6rneklerinin toplam nem miktarlart (%)

Yore

Zaman (Ay) Mudanya (%o) Gemlik (%) Ortalama + Sd
(1) Nisan 50,45+ 0,13 49,47+0,21 49,96 + 0,70
(2) Mayis 49,61 + 0,40 45,60 + 0,34 47,61 + 2,84
(3) Haziran 47,39 + 0,22 44,89 £ 0,27 46,52 + 1,77
(4) Temmuz 46,66 + 0,31 46,39 £ 0,37 46,14+ 0,19
(5) Agustos 49,78 + 0,37 49,51+ 0,28 49,64 + 0,19
(6) Eyliil 51,27+ 0,18 48,56 £ 0,08 49,92 + 1,92
(7) Ekim 50,95+ 0,17 52,74+£0,23 51,85+ 1,27
(8) Kasim 50,38 £ 0,16 50,09 0,12 50,24 £ 0,21
(9) Aralik 51,08 +0,13 51,01+0,36 51,04 0,05
Ortalama + Sd 49,73 + 1,57 48,70 £ 2,47
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Sekil 4.1. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklarinin nem miktarlari.
Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda farklilik istatistiksel olarak Onemlidir

(p<0,05).

Saygin (2009) tarafindan Ege bolgesinde yetisen zeytin yapraklar1 iizerinde
gerceklestirilen bir ¢alismada Gemlik gesidi zeytin yapraklarinin nem miktarinin %

48,94-50,33 arasinda degistigi ve en yiiksek nem miktarinin da Eyliil ayinda gorildiigi

tespit edilmistir. Durak (2016) tarafindan Marmara Bolgesi’nde Edremit’te yetisen
Memecik, Ayvalik ve Domat ¢esidi zeytin yapraklarinda gergeklestirilen ¢alismada ise
nem degerlerinin her ¢esitte en yiiksek Eylil ayinda oldugu ve % 49,83-51,89
araliginda degistigi saptanmstir. Cizelge 4.1 incelendiginde Mudanya yoresinden temin
edilen Gemlik ¢esidi zeytin yapraklarinda en yiiksek nem igeriginin Eyliil ayinda oldugu
ve Eylill ayindaki nem miktarlarinin yorelere gore % 48,56 ve % 51,27 olarak tespit
edildigi goriilmektedir. Bu sonuglara gore ¢alismamizda elde edilen degerler ile diger

arastiricilarin degerleri arasinda benzerlik oldugu goriilmektedir.
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4.2. Renk Analizi Sonug¢lar: ve Tartisma

Zeytin yapragi 6rneklerinin (MSEZ-4500L, HunterLab, Virjinya, ABD) renk cihazi ile
yapilan Olgiimler sonucunda L*, a* ve b* degerlerine ait veriler Cizelge 4.2°de
verilmistir. Her bir uygulama i¢in 6 farkli yaprak ylizeyinin Olglimiiniin aritmetik
ortalamasi1 alinmistir. Cizelgeden de goriilecegi lizere, Mudanya yoresine ait yapraklarin
ortalama L* degeri 32,51, a* degeri -1,26 ve b* degeri 8,94; Gemlik yoresine ait
yapraklarin ortalama L* degeri 32,75, a* degeri -1,13 ve b* degeri 9,10 olarak tespit

edilmistir.

Bahloul ve ark. (2009) Tunus’da yetisen zeytin yapraklarimin renk degerlerini
incelemisler ve taze yapraklarda L* degerlerinin (29,793-35,027), a* degerlerinin
negatif olarak (9,143-5,013) ve b* degerlerinin (6,243-11,370) arasinda degistigini
tespit etmislerdir. Calismamizin materyalini olusturan taze zeytin yapraklarmin L*
degerlerinin (29,96-35,71), a* degerlerinin negatif (1,64-0,68) ve b* degerlerinin (6,66-
11,27) arasinda degistigi goriilmektedir (Cizelge 4.2). Calismamizdaki Gemlik ¢esidi
zeytin yapragi orneklerinin L* (parlaklik) ve b* (sarilik) degerlerinin bu ¢alisma ile
benzer degerlerde oldugu, yapraklarda yesil rengin gostergesi olan negatif a*
degerlerinin ise daha disiik degerlerde oldugu goriilmiigtiir. Tarimsal Griinlerin renk

parametrelerinin ¢esit ve bitkilerin yapisinda bulunan pigmentlere gére degisebilecegi
bildirilmistir (Bahloul ve ark. 2009).

Zeytin yapraklarinin L* ve b*  degerleri icin yore farkliliklarinin etkisi istatistiksel
olarak 6nemli bulunmazken, zaman farkliliklarinin etkisi (p<0,05) diizeyinde onemli
bulunmustur. Yapraklarin negatif a* (yesillik) degerleri i¢in de ydre ve zaman

farkliliklar istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Gemlik ¢esidi zeytin yapragi drneklerinin L*, a*, b* degerleri

L* a*

Zaman (Ay) Mudanya Gemlik Mudanya Gemlik Mudanya Gemlik
(1) Nisan 29,96 + 1,56 30,80+ 1,01 -1,05 £ 0,23 -0,68 = 0,15 10,60 = 1,07 10,14 £ 1,37
(2) Mayis 31,93 £ 1,83 30,35+ 1,84 -1,06 £ 0,52 -0,72 £0,26 9,33 + 3,39 11,27 £ 1,09
(3) Haziran 31,56 +£ 2,88 31,56 + 2,88 -1,59+0,24 -1,33 £0,34 9,77 +0,80 6,66 = 0,57
(4) Temmuz 33,74 £ 1,90 32,60 £ 1,81 -1,42+ 0,28 -1,64 +£0,19 8,08 £1,85 7,10 £ 0,44
(5) Agustos 30,44 £ 1,02 34,34 £ 1,10 -1,56 +£ 0,23 -1,37 +£0,23 8,46 £ 1,50 9,08 +1,76
(6) Eylil 32,16 +1,70 34,60 £ 1,80 -1,19+0,28 -1,45 £0,17 8,39 +1,08 9,04+ 0,74
(7) EKim 35,01+ 2,20 35,71+1,88 -1,52 +£0,18 -1,08 £0,17 8,03+1,99 10,31 +1,13
(8) Kasim 33,05+1,35 31,58 + 0,86 -1,20+0,18 -0,93+£0,22 8,92+1,71 9,41 +0,83
(9) Aralik 31,81 +£1,46 33,45+ 2,06 -0,75+ 0,02 -0,94 £ 0,24 8,89+0,78 8,67 +0,35
Ortalama 32,51° 32,75% -1,26° -1,13° 8,94 9,10°
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4.3. Toplam Fenolik Madde Miktarlarina Ait Analiz Sonuclar: ve Tartisma

Zeytin yapraklar1 6rnekleri ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlar1 GAE (Gallik
Asit Esdegeri) cinsinden hesaplanmis ve sonuglar Cizelge 4.3’te verilmistir. Cizelgeden
de goriilebilecegi gibi Gemlik ¢esidi zeytin yapraklarinin toplam fenolik madde
miktarlar1  154,11-373,36 mg GAE/100 g arasinda degismistir. En yiiksek fenolik
madde igeriginin her iki yore i¢in de Nisan ay1, en diisiik fenolik madde miktarinin ise
Agustos ay1 orneklerinde oldugu tespit edilmistir. Ekstraktlarin toplam fenolik madde
miktarlarinin yore x zaman interaksiyonuna gore Tukey testi sonuglart Sekil 4.2°de

goriilmektedir. Yapraklarin toplam fenolik madde miktarlarindaki yore ve zaman

faktorlerine gore farkliliklar istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde 6énemli bulunmustur.

Cizelge 4.3. Gemlik ¢esidi zeytin yapragi Ornekleri ekstraktlarinin toplam fenolik
madde miktarlar1 (mg GAE/100 g)

Yore
Zaman (Ay) Mudanya Gemlik Ortalama + Sd
(1) Nisan 336,70 + 2,55 373,36 + 18,90 355,03 + 23,06
(2) Mayis 300,97 + 10,11 285,28 + 7,08 293,13 + 11,68
(3) Haziran 194,53 + 4,38 203,50 + 3,03 199,01 +£5,90
(4) Temmuz 206,57 + 6,56 211,43+ 3,22 209,00 + 5,54
(5) Agustos 154,11 + 12,57 180,22 + 8,95 167,16 £ 17,15
(6) Eyliil 229,83 + 10,20 240,12 + 0,89 234,98 £ 8,75
(7) Ekim 253,59 + 0,09 234,44 +727 244,01 = 11,14
(8) Kasim 209,82 +£9,99 267,69 +38,01 238,76 £31,43
(9) Aralik 261,44 £ 0,46 281,36 £ 1,88 271,40 £ 10,49
Ortalama + Sd 238,62 + 53,96 253,04 + 55,35
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Sekil 4.2. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklari ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktarlar1 (mg GAE/100 g). Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda
farklilik istatistiksel olarak dnemlidir (p<0,05).

Harp (2011) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Akdeniz bélgesinde yetisen
Gemlik ¢esidi kurutulmus zeytin yapraklarinin toplam fenolik madde miktarlarinin
Eyliil-Aralik aylar1 arasinda kafeik asit esdegeri olarak 362,5-505,7 mg/100g aralifinda
degistigi ve en yiiksek degerin Aralik ayina ait oldugu tespit edilmistir. Calismamizda
Eyliil-Aralik aylar1 arasinda hasat edilen yapraklarda en yiiksek toplam fenolik madde
iceriginin her iki yore icin de Aralik ayma ait olmasi bu c¢alisma ile benzerlik
gostermektedir. Kocatiirk (2014) tarafindan gergeklestirilen diger bir c¢alismada ise

Marmara bolgesinden hasat edilip kurutulmus ve farkli dozlarda gama 151n1 uygulanmis
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Gemlik ¢esidi zeytin yapraklarinin toplam fenolik madde miktarinin 21,65-23,7 mg
GAE/g arasinda degistigi belirlenmistir. Khalig ve ark. (2015), Pakistan’da yetistirilen
Gemlik gesidi zeytin agaci kurutulmus yapraklarinin fenolik madde miktarinin 161 + 2
mg GAE/g oldugunu tespit etmislerdir. Calismamizda elde edilen bulgular ve konu ile
ilgili yapilan diger calismalarda elde edilen, zeytin yapraklarinin fenolik madde
miktarlarma ait bulgular arasinda onemli farkliliklar goriilmektedir. Bilindigi tizere
yapraklarin kimyasal bilesimini orijin, depolama kosullari, iklim kosullari, nem gibi
faktorler etkileyebilmektedir (Ozcan ve Matthaus 2017). Ayirica ekstraksiyon yontemi
ve kosullarindaki farkliliklar da fenolik bilesiklerin ekstraksiyon verimi {izerine etkili
olabilmektedir (Abaza ve ark. 2011). Calismamiz ve diger c¢aligmalar arasindaki bu
farkliligin, ekstraksiyon sirasinda ¢oziicliye gegebilen fenolik madde miktar ile iligkili

oldugu sdylenebilir. Ayrica bu durum tizerine iklimsel farkliliklarin da énemli etkisinin

oldugu diistiniilmektedir.

Cetinkaya ve Kulak (2016), Subat-Aralik aylar1 arasinda hasat edilen zeytin yapraklari
ile yaptiklar ¢alismalarinda en yiiksek toplam fenolik madde miktarinin sirasiyla Subat
ve Nisan ayinda oldugunu saptamislardir. Mitsopoulos ve ark. (2016), farkli ¢esitlere ait
zeytin yapraklarinin ¢cogunda en yiiksek toplam fenolik madde miktarinin Nisan ayinda
oldugunu tespit etmisleridr. Abdeljelil ve ark. (2017) da, Chemlali ¢esidi zeytin
yapraklarinin polifenol miktarin Nisan ayinda maksimum seviyeye ulastigini, Agustos
ayinda en disiik seviyeye distiigiinii ve ardindan Kasim ayma kadar tekrar yiikseldigini
saptamislardir. Dogancay (2013) tarafindan gergeklestirilen calismada ise Kilis’te
yetistirilen sulanan ve sulanmayan Gemlik ¢esidi zeytin agaci yapraklarimin her iki
durum icinde en diisiik toplam fenolik madde igerigine Agustos ayinda sahip oldugu
tespit edilmistir. Sekil 4.2 incelendiginde ¢alismamizda kullanilan Gemlik ¢esidi zeytin
yapraklarinda bulunan toplam fenolik madde miktarinin Nisan ayindan yaz dénemine
kadar Once azaldigi, Agustos aymndan sonra Aralik ayma kadar tekrar arttigi
goriilmektedir. Calismamizda fenolik madde miktarinin en yiiksek (Nisan) ve en diisiik
(Agustos) miktarlara sahip oldugu periyodlarin konu ile ilgili yapilan diger ¢alismalar
ile ayn1 olmasi, iklimsel kosullar arasinda da belirgin bir farkliligin olmadigini

diistindiirmektedir.
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4.4. Fenolik Bilesiklerin LC-MS/MS ile Belirlenmesine Ait Sonuglar ve Tartisma

Zeytin yapraklari ekstraktlarinin fenolik madde miktarlarinin belirlenmesi i¢in 3.2.5 de
belirtilen sekilde hazirlanan standart ¢6zeltiler LC/MS/MS cihazinda 3 tekrarli olarak
analiz edilmistir. Analizler sonucu her bir fenolik bilesik i¢in konsantrasyonlara karsilik
gelen alanlar yardimiyla kalibrasyon egrisi olusturulmus ve egri denklemleri
Chemstation yazilimi tarafindan otomatik olarak hesaplatilmistir. Calisma araliginin
dogrusal olup olmadig1 kontrol edilmis ve korelasyon katsayisinn her bilesik i¢in r* >
0,99 oldugu goriilmiistiir. Yontemin dogru sonug verdigi calisma araligiin tespiti igin
Tayin Limiti (LOD) ve Tespit Limiti (LOQ) hesaplanmustir. Her bir fenolik bilesen i¢in
en disiik konsantrasyondaki kalibrasyon standardi 10 kez okutulmus ve okumalarin
standart sapmalar1 hesaplanmistir. Tayin limiti (LOD), standart sapmanin 3 kat1 ile,

Tespit limiti (LOQ) ise 10 kat1 ile carpilarak bulunmustur.

Fenolik bilesenlerin tayini igin olusturulan HPLC yonteminin analitik parametrelerine
iligskin veriler Cizelge 4.4’te, MS/MS yo6nteminin analitik parametrelerine iliskin veriler
ise Cizelge 4.5’te goriilmektedir. 5 fenolik madde standart karisiminin  HPLC analiz
sonucuna ait kromatogram Sekil 4.3 te, MS sistemi analiz sonucuna ait kromatogram
Sekil 4.4’de verilmistir.

Cizelge 4.4. HPLC yonteminin analitik parametreleri

Fenolik LOD LOQ Cahsma Kalibrasyon Korelasyon
Madde (mg/L) (mg/L) Arah@ Denklemi Katsayisi
(mg/L) (r’)

Hidroksitirazol 0,10 0,34 LOQ-100 Y =17.39*x.-61.86 0.9980
Tirozol 0,31 1,04  LOQ-100 Y =10.88*x.-12.07 0.9997
Kafeik asit 0,22 0,75 LOQ-100 Y =32.25*x.-32.28 0.9995
p-kumarik asit 0,30 0,99 LOQ-100 Y =86.11*x.-66.88 0.9995

Oleuropein 0,31 1,04  LOQ-100 Y =22.90*x.-27.27 0.9993
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Cizelge 4.5. MS/MS yonteminin analitik parametreleri

. LOD LOQ Calisma . . Korelasyon
Fenolik Madde (mg/L) (mg/L) Arahg Kalibrasyon Denklemi Katsayisi
(mg/L) (r’)

Hidroksitirazol 0,27 0,90 LOQ-100 Y =2,99E'®x +2,57E*®  0.9954

Tirozol 015 050 LOQ-100 Y =213E""x +8,03E"®  0.9969
Kafeik asit 018 059 LOQ-100 Y =9,19E"%"x +3,80E'®  0.9926
p-kumarik asit 0,16 0,55 LOQ-100 Y =2,16E"®x + 1,83E'®  0.9986

Oleuropein 030 0,99 LOQ-100 Y=1,72E"%x + 2,36E""" 0.9979

P-lawnarilc asit

K afeilk asit

— Oleuropein

; Hidroksitirazol
E_ Tirozol

e —— —

Sekil 4.3. Fenolik madde standart karigimina ait kromatogram (HPLC-DAD)
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Sekil 4.4. Fenolik madde standart karisimina ait kromatogram (MS/MS sistemi)

Gemlik ¢esidi zeytin yapraklari ornekleri ekstraktlarinin fenolik bilesiklerine ait

sonuglar mg/kg olarak hesaplanmis ve Cizelge 4.6’da verilmistir.
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Cizelge 4.6. Gemlik cesidi zeytin yapragi 6rneklerine ait ekstraktlarin fenolik bilesikleri (mg/kg)

Yore Zaman (Ay) Hidroksitirazol Tirozol Kafeik asit p-kumarik asit Oleuropein

Mudanya (1) Nisan 147,21 +0,02 6,97 £ 0,32 4,79 £0,21 5,04 +0,11 837,63 + 6,98
(2) Mayis 52,20+ 0,99 19,40 + 0,80 T.E 8,34 + 0,06 194,03 + 4,10
(3) Haziran 30,13 + 0,80 17,27 £ 1,00 T.E 3,92 £ 0,06 114,26 + 4,27
(4) Temmuz 20,01 + 0,64 7,61+£0,43 10,29 +0,22 T.E 208,32 +0,39
(5) Agustos 36,35+ 1,00 T.E T.E T.E 213,16 + 2,19
(6) Eyliil 19,38 + 1,42 T.E T.E 3,78+ 0,04 193,58 + 1,93
(7) Ekim 33,11+ 0,61 T.E 14,20 + 0,63 4,80+0,29 188,00 + 1,06
(8) Kasim 30,06 + 0,40 T.E 14,94 + 0,80 3,21+0,15 341,61+17,01
(9) Aralik 35,13+ 1,79 12,47 + 0,86 14,59 + 0,29 8,47 +£0,40 338,20 +5,67

Gemlik (1) Nisan 178,37 +0,05 14,30+ 0,19 11,30+0,99 5,38+ 0,33 860,21 + 29,01
(2) Mayis 56,80 + 0,92 9,43+0,35 10,53+ 0,10 4,59 + 0,07 229,47 + 4,39
(3) Haziran 43,00 £ 0,20 21,18 +0,17 T.E 3,33+0,12 94,21+ 5,41
(4) Temmuz 33,58+ 0,53 22,27+ 0,22 13,00+ 0,12 T.E 208,32 + 0,39
(5) Agustos 46,84 £ 0,75 T.E T.E T.E 315,69 +13,80
(6) Eyliil 42,92 + 0,64 T.E TE 3,56 + 0,08 198,19 + 13,03
(7) Ekim 13,65+ 0,30 T.E 11,86 + 0,46 3,97 +£0,08 174,03 + 6,38
(8) Kasim 37,25+ 0,87 TE 12,35 + 0,63 3,66 + 0,51 375,98 + 4,52
(9) Aralik 66,84 + 3,07 11,62 +0,32 14,07 + 0,40 11,98 £ 0,21 358,15 +9,38
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Cizelge 4.6 incelendiginde zeytin yapragi ekstraktlarinin hidroksitirazol miktarlar
13,65-178,37 mg/kg arasinda degistigi gorilmektedir. Ekstraktlardaki en yiiksek
hidroksitirazol miktarmin her iki yore i¢in de Nisan ayinda oldugu tespit edilmistir. En
diisiik miktarin ise Mudanya yoresi i¢in Eyliil, Gemlik yoresi i¢in Ekim ayinda oldugu
tespit edilmistir.  Ekstraktlarin  hidroksitirazol ~miktarlarinin  yére x zaman
interaksiyonuna gore Tukey testi sonuglar1 Sekil 4.5’de goriilmektedir. Sekilden de
goriilecedi lizere yapraklarin hidroksitirazol miktarlarindaki yore ve zaman faktorlerine

gore ortaya ¢ikan farkliliklar istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.5. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklart ekstraktlarinin
hidroksitirazol miktarlart (mg/kg). Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda farklilik
istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Konu ile ilgili yapilan bazi ¢aligmalarda, zeytin yapraklarinda hidroksitirazolun sadece
Nisan ayinda bulundugu, Eyliil ve Aralik ayinda bulunmadig belirtilmis (Mitsopoulos
ve ark. 2016) olmasina ragmen c¢alismamamizda tim aylarda hidroksitirazole
rastlanmilmigtir (Cizelge 4.6). Calismamizda elde edilen sonucglara gore Nisan ayindaki

hidroksitirazol miktar: diger aylardan oldukga yiiksek bulunmustur.
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Benevante Garcia ve ark. (2000) gergeklestirdikleri c¢alismada zeytin yapragi
ekstraktlarinda oleuropeinden sonra en yiiksek miktarda bulunan fenolik bilesigin
hidroksitirazol oldugunu saptamiglardir. Calismamizda da ekstraktlarda oleropeinden
sonra en yiliksek miktarda bulunan fenolik bilesigin hidroksitirazol oldugu tespit

edilmistir.

Zeytin yapragi ekstraktlarinda en yiiksek tirozol miktarinin Mudanya yoresinde ve
Aralik ayinda oldugu tespit edilmistir Mudanya ve Gemlik yoresinde Agustos, Eyliil,
Ekim, Kasim aylarinda tirozol tespit edilememistir (p<0,05) (Cizelge 4.6). Ekstraktlarin
tirozol miktarlarinin ydre x zaman interaksiyonuna gore Tukey testi sonuglar1 Sekil

4.6’da gortilmektedir.
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Sekil 4.6. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklari ekstraktlarinin tirozol
miktarlar1 (mg/kg). Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda farklilik istatistiksel olarak

Oonemlidir (p<0,05) .
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Kafeik asit miktarlarina bakildiginda en yiiksek degerin Mudanya ydresi i¢in Kasim,
Gemlik yoresi igin Aralik aymda oldugu tespit edilmistir. Ekstraktlarin kafeik asit
miktarlarinin yore x zaman interaksiyonuna gore Tukey testi sonuclar1 Sekil 4.7°de
goriilmektedir. Yapraklarin kafeik asit miktarlarindaki yore ve zaman faktorlerine gore

farkliliklar istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli bulunmustur.
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Sekil 4.7. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklar ekstraktlarinin kafeik
asit miktarlar1 (mg/kg). Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda farklilik istatistiksel

olarak 6nemlidir (p<0,05) .

Durak (2016) tarafindan gerceklestirilen calismada Ayvalik ¢esidi kurutulmus zeytin
yapraklarinda Eyliil , Kasim ve Ocak aylarinda, Memecik ¢esidi zeytin yapraklarinda
Eyliil ayinda kafeik asit tespit edilememistir. Domat ¢esidinde ise 55,39-58,21 mg/kg
olarak arasinda degismekle birlikte tiim aylarda tespit edilmistir. Calismamizda
Mudanya yoresinde Mayis, Haziran, Agustos ve Eyliil aylarinda, Gemlik yoresinde ise
Haziran, Agustos, Eyliil aylarinda kafeik asit tespit edilememistir. Tespit edilen aylar
icin kafeik asit miktarlarinin 4,79-14,94 mg/kg arasinda degistigi goriilmektedir
(Cizelge 4.6). Calismamizda Gemlik ¢esidi zeytin yapraklarinda tespit edilen kafeik asit
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miktarlart bu ¢alismaya gore diisiik bulunmustur. Ancak her iki yore i¢in kafeik asit
miktarlarinin hasat zamanma gore diizensizlik gostermesi bakimindan ayni bolgede

gergeklestirilen bu ¢alisma ile benzerlik gostermektedir.

Analiz edilen zeytin yapragi orneklerinde en yiliksek p-kumarik asit miktarinin
Mudanya yoresi igin Mayis, Gemlik yoresi i¢in Aralik ayinda oldugu tespit edilmistir.
Ekstraktlarin p-kumarik asit miktarlarinin yore x zaman interaksiyonuna gore Tukey
testi sonuglar1 Sekil 4.8’de goriilmektedir. Yapraklarin p-kumarik asit miktarlarindaki

yore ve zaman faktorlerine gore farkliliklar istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde 6nemli

bulunmustur.
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Sekil 4.8. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklari ekstraktlarmin p-
kumarik asit miktarlart (mg/kg). Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda farklilik
istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).

Yapilan bir ¢alismada farkli yiikseltideki agaclardan toplanan Ayvalik cesidi zeytin
yapraklarinda p-kumarik asit miktarlari incelendiginde baz1 yiikseltilerde tespit

edilememesi ile birlikte miktarinin 9,98-12,54 mg/kg arasinda degistigi bildirilmektedir
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(Kurtulmus 2016). Calismamizda Mudanya ve Gemlik yoresinde Temmuz ve Agustos
aylarinda p-kumarik asit tespit edilememistir. Tespit edilen aylar i¢in p-kumarik asit
miktarlarinin  3,21-11,98 mg/kg arasinda degistigi gorilmektedir (Cizelge 4.6).
Calismamizda elde edilen en yiiksek degerler ayn1 bolgede gergeklestirilen bu ¢alisma

sonuclart ile benzerlik gostermektedir.

Gemlik ¢esidi zeytin yapragi ekstratlarinin oleuropein miktarlarinin  94,21-860,21
mg/kg arasinda degistigi tespit edilmistir. Orneklerdeki en yiiksek oleuropein miktarinin
her iki yore i¢in de Nisan ayinda oldugu ve diger aylara gore 6nemli farklilik gosterdigi
tespit edilmistir (p<0,05). En diisiik oleuropein miktarinin ise her iki yore i¢in de
Haziran ayinda oldugu goriilmistiir. Ekstraktlarin oleuropein miktarlarinin yore x
zaman interaksiyonuna gore Tukey testi sonuglart Sekil 4.9’ da goriilmektedir.

Yapraklarin oleuropein miktarlarindaki yore ve zaman faktorlerine gore farkliliklar

istatistiksel olarak p<0,05 diizeyinde onemli bulunmustur.
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Sekil 4.9. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklar: ekstraktlarinin
oleuropein miktarlar1 (mg/kg). Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda farklilik

istatistiksel olarak 6nemlidir (p<0,05).
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Kurutulmus Ayvalik g¢esidi zeytin yapraklarinin etanollii ekstraktlarinin oleuropein
miktarinin 175,83-688,47 mg/kg arasinda degistigi bildirilmektedir (Kurtulmus 2016).
Tayoub ve ark. (2014) Suriye’de yetistirilen zeytin yapraklarinin genel olarak ilkbahar
doneminde sonbahar dénemine gore daha yiiksek oleuropein miktarina sahip oldugunu
tespit etmiglerdir. Cetinkaya ve Kulak (2016) Kilis ¢esidi zeytin yapraklarinin en
yiiksek oleuropein miktarinin Subat ve Nisan aylarinda oldugunu tespit etmislerdir.
Benzer olarak Abdeljelil ve ark. (2017) da zeytin yapraklarinda oleuropein miktarinin
Nisan ayinda maksimum seviyeye ulagtigini belirtmislerdir. Calismamizda en yiiksek
oleuropein miktarinin Nisan ayinda tespit edilmis olmasi bu calismalar ile benzerlik
gostermektedir. Morsy ve Abdel Aziz (2014) tarafindan Misir’da yetistirilen zeytin
agaclarindan hasat edilen yapraklar ile yaptiklart bir calismada ise g¢alismamizda
kullanilan yonteme benzer bir sekilde elde ettikleri ekstraktlardaki oleuropein miktarini

540 mg/kg kurutulmus zeytin yapragi olarak tespit etmislerdir.

Afenah ve ark. (2015) Filistinde yetistirilen zeytinlerin yapraklarindaki oleuropein
miktarma kurutmanin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, agaglardan toplanan taze
(yesil) zeytin yapraklarini oda sicakliginda (25 °C) ve 50 °C’de kurutmuslar ve elde
ettikleri sonuglart agag iizerinde dogal olarak kurumus (kahverengi) yapraklarla
karsilagtirmiglardir. Calismada en yiiksek oleuropein miktariin oda sicakliginda
kurutulan yaprak ekstraktlarinda oldugunu, dogal taze yaprak ekstraktlarda bulunan
oleuropein miktarinin ¢ok diisiik (1 mg/g dan daha diisiik) oldugu tespit edilmistir. Bu
sonuglara gore arastiricilar, yapraklardan yiiksek miktarda oleuropein geri kazanimi igin

ekstraksiyon oncesi kurutma isleminin gerekli oldugunu dile getirmislerdir.

Calismamizda elde edilen oleuropein miktarlarinin bir¢ok arastirmada elde edilen
miktarlardan diisiik olmasinin temel nedenlerinden birinin ektraksiyon oncesi kurutma
isleminin  yapilmamis olmasinin olabilecegi diisiiniilmektedir. Ayvalik c¢esidi
kurutulmus zeytin yapraklarinda gergeklestirilen bir ¢alismada oleuropein miktarlarinin
aylara ve yiikselti durumuna gore farklilik gdstermekle birlikte en yiiksek degerlerin
calismamizdan diisiik oldugu bulunmustur (Kurtulmus 2016). S6z konusu bu durum
zeytin yapraklarinin oleuropein igerigindeki farkliliga kurutma islemi uygulanmasinin

disinda diger faktorlerin de etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
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4.5. Antioksidan Aktivite Sonuglari ve Tartisma

Zeytin yapraklart Ornekleri ekstraktlarinin  DPPH radikali kullanilarak yapilan
analizlerinde gergeklesen reaksiyonlar sonucu, ortaya ¢ikan radikal siipiiriicii
antioksidan aktivite degerleri % olarak hesaplanmis ve sonucglar Cizelge 4.10’da
verilmigtir. Cizelde 4.10’da goriildiigli lizere Gemlik c¢esidi zeytin yapraklarinin
antioksidan aktivite degerlerinin % 91,45- 93,86 arasinda degistigi saptanmistir. En
yiiksek antioksidan aktivite degerinin, Mudanya yoresi i¢in Nisan ay1, Gemlik ydresi
icin Aralik ayina ait orneklerde; en diisiik antioksidan aktivite degerinin ise Mudanya
yoresinde Ekim, Gemlik yoresinde Eyliil ayina ait 6rneklerde oldugu tespit edilmistir.

Ekstraktlarin Cizelge 4.10°da verilen DPPH radikali siipiiriicii antioksidan aktivite
degerlerinin yore x zaman interaksiyonuna gdére Tukey testi sonuglart Sekil 4. 10°da
goriilmektedir. Yapraklarin antioksidan aktivite degerleri lizerine yore faktoriintin etkisi
onemli bulunmazken, zaman faktoriine gore farkliliklar istatistiksel olarak p<0,05

diizeyinde 6nemli bulunmustur.

Cizelge 4.10. Gemlik cesidi zeytin yapragi ornekleri ekstraktlarinin DPPH radikali

sliptiriicti aktivite sonuglari (%)

Yore

Zaman (Ay) Mudanya Gemlik Ortalama + Sd
(1) Nisan 93,69 £ 0,07 93,28 + 0,04 93,49 + 0,22
(2) Mays 93,19 + 0,01 93,09 + 0,12 93,14+ 0,10
(3) Haziran 92,80 + 0,02 92,36 + 0,02 92,58 £ 0,23
(4) Temmuz 92,53 + 0,07 92,54 + 0,04 92,54 + 0,05
(5) Agustos 92,36 + 0,07 91,50+ 0,13 91,93 £ 0,46
(6) Eyliil 91,78 £ 0,25 91,45+ 0,05 91,61 +£0,24
(7) Ekim 91,59 £0,03 92,50 £0,01 92,04 £ 0,48
(8) Kasim 92,30+ 0,15 93,10 £ 0,09 92,70 £ 0,44
(9) Aralik 93,29 + 0,08 93.86 + 0,05 93,58 = 0,30
Ortalama + Sd 92,61 £0,67 92,63 +0,76
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Sekil 4.10. Yore x zaman interaksiyonuna gore zeytin yapraklari ekstraktlarinin DPPH
radikali siipiiriicii aktivite sonuglart (%). Ortak harfi olmayan ortalamalar arasinda

farklilik istatistiksel olarak énemlidir (p<0,05)

Saygin (2009) tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada Ege bolgesinde yetisen Gemlik
cesidi zeytin yapraklarinin antioksidan aktivite degerinin % 73,86-90,45 arasinda
degistigi ve en disiik degerin Eyliil ayinda oldugu tespit edilmistir. Harp (2011)
Akdeniz bolgesinde yetisen Gemlik ¢esidi zeytin yapraklarinin ECsy degerlerinin 0,99-
1,51 pg/mL arasinda oldugunu ve Eyliil-Aralik aylar1 arasindaki en yiiksek antioksidan
aktivite degerinin Aralik ayinda goriildiiglinii bildirmistir. Calismamizda en diisiik
antioksidan aktivite degerinin Gemlik yoresinde Eyliill ayinda tespit edilmis olmasi ve
Eyliil-Aralik aylar1 arasinda hasat edilen yapraklarda en yiiksek toplam fenolik madde
iceriginin her iki yore icin de Aralik ayina ait olmasi bu c¢alismalar ile benzerlik
gostermektedir. Sekiz zeytin ¢esidine ait zeytin yapraklarinin incelendigi bir diger
calismada en yliksek antioksidan aktivite gosteren c¢esidin Gemlik oldugu saptanmistir
(Khalig ve ark. 2015). Calismamizda Gemlik ¢esidi zeytin yaprak oOrneklerinin %
inhisyon degerlerinin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmekte olup (Sekil 4.10)
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arastiricilarin bulgulart ile paralellik gostermektedir. Kocatiirk (2014) Gemlik ¢esidi
zeytin yapraklarinin antioksidan aktivite degerlerinin % 94,55-94,58 arasinda
degistigini ifade ederken, Kurtulmus (2016) da Ayvalik gesidi zeytin yapraklarinin
antioksidan aktivite degerlerinin % 93,80-95,43 arasinda degistigini ifade etmektedir.
Calismamizda genel olarak yiiksek fenolik madde igerigine sahip olunan aylarda
antioksidan aktivite degerlerinin de yiiksek oldugu bulunmustur. Antioksidan aktivite
degerlerinin dar aralikta (% 91,45- 93,86) degisiklik gostermesinden dolay1 toplam
fenolik madde ile antioksidan aktivite arasindaki aylar arasi iliskide bazi farkliliklar
oldugu gozlenmistir. Sevim ve Tuncay (2012) Ege bolgesinde yetisen zeytin
yapraklarmin antioksidan aktivite miktarini troloks esdegeri cinsinden 1214,5-2027,7

umol/100 g arasinda degistigini tespit etmislerdir.

Antioksidan aktivite tayininde farkli yontemler ile elde edilen ekstraktlar gesitli radikal
indirgeyici (DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP) yontemler kullanilarak analiz
gerceklestirilmektedir.  Aymi  ekstraksiyon ve antioksidan  aktivite  yontemi
kullanildiginda ise sonuglar1 % inhibisyon, ECsy degeri, troloks esdegeri cinsinden
verilebilmektedir. Bu durum orneklerin antioksidan aktivite degerleri sonuglarinin

sayisal olarak Karsilastirilmasini gii¢lestirmektedir.

57



5. SONUC

Calismamizda Bursa ilinde yetistirilen farkli y6re ve hasat zamanlarinda toplanan

Gemlik cesidine ait zeytin yapraklarimin nem, renk degerleri, toplam fenolik madde

miktari, fenolik bilesenleri (LC/MS/MS) ve antioksidan aktivite miktar1 (DPPH)

incelenmis ve asagidaki sonuglara varilmstir.

1)

2)

3)

4)

Yore ve hasat zamani farkliliklar1 zeytin yapraklarinin nem, renk degerlerini toplam

fenolik madde miktarini ve fenolik bilesenlerini 6nemli derecede etkilemektedir.

Antioksidan 6zelligi sayesinde gidalarin raf dmriinii arttirmak i¢in dogal koruyucu
olarak kullanilma potansiyeli olan zeytin yapraginin antioksidan aktivite degerleri
Gemlik ¢esidinde oldukga yiiksektir. Yapraklarin DPPH radikali siipiiriicti aktivite
degerleri arasindaki farklar oldukca az olup yoreler arasi farkliliklar 6nemli degil

iken hasat zamani farkliliklar1 Gnemli bulunmustur (p<0,05).

Ticari ekstrakt liretimi ve geleneksel olarak hastaliklarin tedavisi icin, her iki yorede
de en yiiksek toplam fenolik madde, antioksidan aktivite ve oleuropein miktarina

ulagilan Nisan ayindaki zeytin yapraklarinin kullanilmasi daha uygun olacaktir.

Gida takviyesi olarak ticari zeytin yapragi ekstraktinin  kullaniminin
yayginlasmasiyla birlikte taze zeytin yapraklart giiniimiizde cay olarak da
tiketilmektedir. Zeytin yapraklarinin saglik {izerine sayisiz olumlu etkilerinin
nedeni olan oleuropeinden daha fazla yararlanabilmek igin zeytin yapraklar1 hasat
edildikten sonra kurutularak nem miktar1 azaltilmalidir. Bu igslem ayni zamanda
mikrobiyolojik fermentasyon ve sonrasinda olusabilecek degredasyonu da
onleyecektir. Ayrica bitki ¢ay1 olarak tiikketimi i¢in ilaglama yapilmayan
bahgelerdeki zeytin agaclarindan toplanan yapraklarin kullanilmasi1 daha uygun

olacaktir.
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