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OZET

ZEYTIN, ZEYTIN CEKIRDEGI VE ZEYTIN YAPRAGINDAKI
OLEUROPEIN BIiLESIiGININ iZOLASYONU VE MIKTARLARININ
KARSILASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
BURCU MENDUH
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. TURGUT KILIC)
BALIKESIR, OCAK - 2015

Bu c¢alismada ayvalik cinsi zeytin, zeytin ¢ekirdegi ve zeytin yapragindaki
Oleuropein  bilesiginin ~ miktarlar1  karsilastirilmistir.  Ornekler  zeytinin
olgunlasmamuis, yar1 olgunlagsmis ve tam olgunlasmis donemlerinde toplanmis, her
ornek yas ve kuru olarak analiz edilmistir. Caligmada Orneklere metanolle
ekstraksiyon yontemi uygulanmis, elde edilen ekstraktlarin HPLC ile Oleuropein
konsantrasyonlar1 tayin edilmistir. Kromatogram sonuglarinda olgun dénemde
toplanmig zeytin yapragindan elde edilen ekstraktin en yiiksek seviyede oleuropein
icerdigi gorilmiistiir. Calisma, Oleuropein bilesiginin zeytinin olgunluk derecesi ve
nem igerigi ile iliskili oldugunu, olgunluk ve nem arttikca konsantrasyonunun
azaldigini, zeytin yapraginda ise olgunluk arttikca Oleuropein konsantrasyonunun

da arttigin1 géstermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin, Zeytin yapragi, Zeytin ¢ekirdegi, Oleuropein,
HPLC



ABSTRACT

ISOLATION OF OLEUROPEIN COMPOUND IN OLIVE, OLIVE SEED
AND OLIVE LEAF AND COMPARE OF AMOUNT

MSC THESIS
BURCU MENDUH
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: PROF. DR. TURGUT KILIC)
BALIKESIR, JANUARY 2015

In this study, amount of Oleuropein compound in type of Ayvalik olive,
olive seed and olive leaf is compared. Examples are collected at time of olive
immature, semi-mature and mature, each sample is analyzed as wet and dry. In
study, ethanol extraction method is applied to examples, Oleuropein concentration
is obtained by HPLC and the highest Oleuropein level is detected in the collected
mature olive leaf extract obtained by drying. Study is shown that concentration of
Oleuropein compound is associated with moisture, content and maturity of the
olives, if maturity and mouisture increased concentration decreases, but in the olive

leaf if maturity increased concentration of Oleuropein increases.

KEYWORDS: Olive, Olive leaf, Olive seed, Oleuropein, HPLC
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1. GIRIS

Zeytin Oleaceae (Zeytingiller) familyasmin bir iyesidir. Bu familyanin
bircok cinsi vardir ve bazilarindan yag {retilir. Bunlar Olea cinsine bagli olup
genellikle subtropikal ve tropikal iklim gosteren bolgelerde, Diinya iizerinde orta
kusakta ve Akdeniz ikliminin hakim oldugu sahalarda yetisir. Zeytinin diinyada 27
tiir, 600 civarinda da varyetesi vardir. (Efe, ve ark., 2011). Zeytin agaci1 (Olea
europaeca L.)” nin meyvesi ve Oleaceae familyasmin bir iiyesi olan zeytinin
anavatanimnin Giineydogu Anadolu Boélgesini de i¢ine alan Yukar1 Mezopotamya ve
Giiney On Asya oldugu bildirilmektedir (Owen ve ark., 2000). Diinya zeytin
agacinin ve zeytin iiretiminin yaklasik % 97’ si Akdeniz {ilkelerine aittir. Akdeniz’in
dogusunda Suriye, Urdiin, Israil ve Filistin’de =zeytin binlerce yildir
yetistirilmektedir. (Efe, ve ark., 2011) Zeytin agacinin sosyal ve ekonomik dneme
sahip oldugu Akdeniz iilkelerinde yaklasik 8 milyon hektar alanda yetistirilen zeytin,
tarimsal aktivitelerin en dnemlilerinden bir tanesidir (Guinda ve ark., 2004) Zeytinin
yetistigi iilkeler Tirkiye, Kuzey ve Giiney Kibris, Yunanistan, Arnavutluk,
Hirvatistan, Karadag, Slovenya, Italya, Malta, Fransa, Ispanya, Portekiz, Kuzey
Afrika’da Misir, Fas, Tunus, Cezayir, Akdeniz’in dogusunda Suriye, Urdiin, Liibnan,
Filistin, Israil, Akdeniz havzas1 disinda Afganistan, Pakistan, Avustralya, Amerika

Birlesik Devletleri (Kaliforniya), Arjantin, Peru ve Sili’dir.

Diinyada zeytin yetistirilen alanlar 1983 yilinda 6 milyon hektar alan
kaplarken, 2013 yilinda bu deger 10.24 milyon hektara kadar ¢ikmustir. 30 yillik bu
donemde zeytinlikler %70 oraninda genislemistir. Ispanya 2.50 milyon hektar alan
ile zeytin yetistirilen alan bakimindan diinyada ilk sirada, Tunus 1.80 milyon hektar

ile ikinci sirada yer almaktadir. (FAO, 2013)



Tablo 1.1: 1993-2013 Yillar1 Aras1 Baz1 Ulkelerdeki Zeytin Yetistirme Alani
(hektar) (FAO, 2013)

Yil
1993 1998 2003 2008 2013
Ispanya 2092000 2194000 2439582 |2450471 |2500000
Tunus 1454850 | 1332000 [1652400 |1719800 |1800000
Ulke Italya 1119210 |1115100 |1162713 1180500 | 1125000
Yunanistan | 719000 738582 765000 806600 930000
Tiirkiye 544687 571761 614385 707600 825830

Onemli zeytin iiretici iilkeler swrasiyla, Ispanya, italya, Yunanistan, Tunus,
Suriye ve Tirkiye’dir (Zeytin ve Zeytinyag1 Raporu, 2013). 2012 verilerine gore
Ispanya zeytin iiretiminin 3.626.600 tonuna sahip olarak diinyadaki iiretimin ilk

sirasinda yer almaktadir (FAO, 2013).

Tablo 1.2: Zeytinin Baz1 Ulkelerdeki Uretim Miktar1 (ton) (FAO, 2013)

Uretim (ton)

Ulke
Ispanya 3.626.600
Italya 2.992.330

Yunanistan 2.100.000

Tirkiye 1.820.000
Tunus 963.000
Suriye 1.095.043
Diinya 16.584.857




Genel zeytincilik panoramasinda, tiretim bakimmdan Tiirkiye, Avrupa Birligi
ve diinyadaki onemli zeytin iireticisi iilkelerin arasindadir. Tirkiye, diinya sofralik
zeytin iretiminde ikinci, zeytinyagi iiretiminde ise dordiincii lilke konumundadir.
Diinyadaki zeytin tiretimi 20 milyon ton civarindadir. Zeytin iiretiminde Tiirkiye %
16,7’lik bir paya sahiptir. Hatta Tirkiye’nin zeytinyagi ve sofralik zeytin iiretimi
disindaki parametrelerde (agag¢ sayisi, alan varligi, liretim) 4. swrada yer almaktadir

(FAO, 2013).

Ulkemizde 2013 yili itibariyle 167 milyon zeytin agacinm oldugu
bilinmektedir (TUIK, 2013) Zeytin agaclar1 iilkemizdeki tiim tarim alanlarmin %
2’sini bag-bahg¢e tarimina ayrilmig alanin ise % 22’ sini olusturmaktadir (Erbay ve

Igier, 2008).

Sekil 1.1: Tiirkiye nin Uretim Alanlarin1 Gosteren Harita

1.Ege, 2. Marmara, 3. Akdeniz, 4. Giineydogu Anadolu, 5. Karadeniz
(Numaralar bolgelerin agac sayis1 ve liretim miktarlarina gore coktan aza dogru
verilmistir.) (Tas, 2009)

Tiirkiye’de Gemlik, Domat, Memecik, Uslu, Ayvalik (Edremit), Edincik-Su,
Kan, Halhali, Tavsan Yiiregi, Celebi ve Yamalak Saris1 onemli zeytin ¢esitleri iken;
diger zeytin iireticisi lilkelerde Manzanilla, Hojiblanca, Ascolana, Kalamata, Haldiki

ve Chemlali 6nemli zeytin gesitleridir. (Tokusoglu, 2010 )



Gemlik: Marmara bdlgesinin ve iilkemizin basta gelen siyah sofralik
cesididir. Meyvesi erken olgunlasir, eti ¢ekirdekten kolay ayrilir. Yiiksek yag orani
sebebiyle sofralifa uygun olmayan daneler yaga islenmektedir. Soguga kismen
dayanikli bir ¢esittir. (Tarim kiitiiphanesi, 2013) Meyveleri orta biiyiikliikte ve

yuvarlaktir. Cekirdekler orta irilikte, tizerleri piiriizlii ve oval sekildedir.

Domat: Mensei Akhisar olup meyveleri iri ve silindiriktir, soguga karsi
duyarhdir. Genellikle yesil dolgulu sofralik zeytin seklinde islenir. Yag orani %22
civarindadir. Cekirdekleri orta biiyiikliiktedir ve etten kolayca ayrilir. (Efe ve ark.,
2011)

Memecik: Ege Bolgesi’'nde en yaygin zeytin g¢esididir. Yag orani %24
civarinda olup yaglik olarak degerlendirilir. Meyve orta biiyiikliikte, yuvarlaga yakin
ve u¢ kisminda ufak bir ¢ikint1 vardir, Memecik admin verilme sebebi bu ¢ikintidir.

Etten kolay ayrilan ¢ekirdekleri ovaldir.

Edincik Su: Kokeni Bandirma olan Edincik ¢esidi zeytinlerin iri ve yliksek
miktarda su igeren meyveleri yumusaktir ve yag oranlar1 diistiktiir. Siyah sofralik

zeytin olarak degerlendirilir.

Kan: Giineydogu Anadolu Bélgesi, Nizip menseli bu ¢esidin meyveleri iridir,
olgunlasinca pembe-kirmizi renk alir. Yesil sofralik zeytin ve ¢izme-pembe zeytin

olarak degerlendirilir.

Tavsan Yiiregi: Meyvesi ylirege benzedigi i¢cin bu ad verilen ¢esidin orijini
Fethiye’dir. Meyvesi ¢ok iri ve oval ylirek seklindedir. Yag orani diisiik oldugundan

yesil ve siyah sofralik zeytin olarak degerlendirilir.



Ayvalik: Ege Bolgesi’nin kuzeyinde Edremit Korfezi ¢evresindeki biitiin
zeytinlikler bu ¢esitten olusur. Meyvesi erken olgunlagir ve soguga karsi kismen
dayaniklidir. Ayvalik zeytini yaghk bir c¢esit olup; Edremit adiyla da
anilabilmektedir. Sekilsel bozukluklarina, iri ve pliriizli bir ¢ekirdegi olmasina karsin
yag oraninin yiiksek ve aromasinin ¢ok yogun olmasi dolayisiyla yesil, pembe ve
siyah sofralik zeytin olarak da degerlendirilmektedir. Taneler yuvarlakca olup orta
kisimda siskin bir sirt bulunmaktadir. Ayvalik zeytin ¢esidinin et-¢ekirdek orani 4-
5/1 arasinda olup; yag oram1 %24-26 arasmdadir. Bir kilogramdaki tane sayist 260-
300 adettir. (Tiirkiye 1. Zeytinyag1 ve Sofralik Zeytin Sempozyumu, Ekim 2003)

Ayvalik topraklar1 yaklagik 2.500.000 zeytin agacini barindirir. Tiirkiye
genelindeki zeytin agac1 varliginin yiizde ikisini olusturur. Meyve iriligi bakimmdan
orta buiylikliikte olup, meyve % 85 oraninda et, % 25 oraninda yag icermektedir.
Yapraklarmin boyu 62-63 mm kadardir.

Zeytin agacinda dollenmesini tamamlayan c¢iceklerde Haziran ay1 basinda
meyve olusumu baglar. Meyveler normal boyutlarina Agustos ayr sonunda ulasir.
Eylil ayindan itibaren meyvelerde yag toplanmaya baslar. Meyve rengi ekim ay1
icinde Once yesilden sariya, daha sonra da mor renge doniisiir. Kasim ayinda yag
toplama maksimuma ulasir ve Aralik aymmda meyveler siyah renge doniisiir.
Meyvenin yag icerigi, olgunluk ilerledik¢e artar ve agag¢ iizerinde yesil meyve

kalmayinca en yiiksek seviyeye ulasir.

Zeytinin rengi hizla degigmesine ragmen olgunlagmasi uzun zaman alir.
Meyvenin Haziran basindan Eyliil sonuna kadar gecirdigi evreye yesil olum sathasi
denir. Bu donemde meyve boyut ve agirlik olarak degisir. Cekirdegi de sertlesir.

Kasim-Ocak arasindaki devreye ise siyah olum sathasi denir.

Sekil 1.2: Ayvalik Cinsi Zeytin Olgunlagsma Periyodu



Zeytin meyvesinin biiyiime periyodu siiresince agirlikta meydana gelen artigla
birlikte baz1 degisiklikler olusur. Kuru madde bazinda meyvenin yag icerigi artmaya
devam eder; indirgen seker igerigi kisa siireli bir artig sonrasi olgunlagsmaya ulasirken
diser; ham lif icerigi baslangicta hizli olarak azalirken sonradan dereceli olarak
azalma gosterir; protein icerigi ve kiil icerigi meyvenin gelisimi boyunca diisiik

degerde kalir. (Tokusoglu, 2010 )

Zeytin besin icerigi bakimindan oldukga degerli bir {iriin olup, sekli ve rengi
ceside gore degismektedir. Zeytinin kimyasal bilesiminin 6nemli bir kismini su ve
yag olustururken protein, seliiloz, seker, mineral maddeler, hidrokarbonlar, fenolik
bilesikler ve tokoferoller de bilesiminde yer almaktadir. Olgunluk derecesi,
yetistirildigi bolge ve cesit zeytin bilesimini etkileyen faktorler arasinda yer alir
(Vinha ve ark., 2005). Zeytin tanesinin ortalama bilesiminin yaklasik %50’ sini su,
%22’ sini yag, %1,6’ smi protein, %19,1” ini seker, %5,8 ini selilloz ve %1,5 ini
mineral maddeler olusturmaktadir. Bunlar arasinda zeytinde eser miktarda bulundugu
halde 6zellikle yag1 oksidasyona kars1 koruyarak antioksidan 6zellik gosteren fenolik
bilesikler yagin rengi, lezzeti, oksidatif stabilitesi ve besin degeri a¢isindan 6nemli

rol oynamaktadir (Kiritsakis, 1998).

Tablo 1.3: Zeytin Tanesinin Ortalama Bilesimi (Kritsakis, 1998)

Bilesim Miktar (%)
Su 50-60
Yag 18 - 25
Protein 1,5-2
Seker 18
Seliiloz 5
Mineral Madde (kiil) 1,5
Hidrokarbonlar 08-1
Polifenoller 0,5-0,8
Tokoferoller 0,3-0,8




Zeytin agacindan ana iirlin zeytin ve zeytinyagina ilaveten, zeytinyagi liretimi
sirasinda zeytin keki (prina), karasu, ince dallar ve yapraklar gibi yan iirlinlerde
biiylik miktarlarda olusmaktadir. Dolayisiyla, zeytin yapragi zeytin agacinin bir yan
irliniidiir ve zeytinin ¢irpilarak toplanmasi, zeytinin budanmasi ve yaga islenmesi
sirasinda (toplam zeytin agirhigin % 10’ u kadar) oldukga yiiksek miktarda ortaya
cikar.

Zeytin yapraklar1 fonksiyonel degere sahip olan biyoaktif bilesenlerin dogal
bir kaynagidir. Zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesenlerin pek ¢ogunun
antioksidan, antifungal, antibakteriyel Ozellikler gibi pek cok biyolojik aktiviteye
sahip oldugu bildirilmistir (Ferreira ve ark., 2007). Zeytin yapraklar1 yiiksek bir
biyolojik deger katan bir kaynak olarak kullanildiginda saglikli, giivenli, ucuz, etkili
ve alternatif bir antioksidan kaynagidir ve gida iriinlerinin duyusal ve besinsel
ozelliklerindeki kayiplar1 onleyerek raf dmriinii uzatma 6zelligine sahiptir (Jemai ve

ark., 2009; Boudhrioua ve ark., 2009; Bouaziz ve ark., 2010).

Fenolik bilesikler, hemen hemen tiim meyve ve sebzelerde az veya c¢ok
miktarda bulunan ikincil bitki metabolitleridir (Bianco ve Uccella, 2000). Fenolik
bilesiklerin ¢ogu, bulundugu bitkilere acilik ve burukluk gibi iki 6nemli tat unsurunu
vermesinin yaninda, sart-kirmizi-mavi tonlarimdaki renk ozelligini

kazandirmaktadirlar (Tas, C., 2009).

Zeytinde bulunan fenolik bilesikler;

e Bitkinin 6zelliklerini,

e Zeytin meyvesinin rengini,

e Besinsel degerini,

e Zeytinden elde edilen zeytinyaginin stabilitesini,

e Mikroorganizmalara kars1 dayanikliligini etkilemektedir.

Fenolik bilesiklerin en 6nemli etkileri;

e Zeytine renk, sertlik, ac1 tat ve kendine has aroma verirler.
e Stabilizasyonu saglarlar.

e Oksidasyonu 6nleyerek zeytinin kotii tat kazanmasina engel olurlar.



Zeytinde bulunan fenolik maddeler baglica oleuropein, verbaskosit, ligrosit
gibi fenolik glikozitler ile flavonoidler, flavonol glikozitleri, antosiyaninler ve

glikozitleri, fenolik asitler ve diger bilesenlerdir (Keceli ve Gordon, 2002).
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Sekil 1.3: Zeytinde Bulunan Baslica Fenolik Bilesikler



Zeytin agac1 6nemli biyolojik Ozelliklere sahip fenolik maddelerce zengin
olup, bu fenolik bilesenlerin baslicas1 oleuropeindir (Malik ve Bradford, 2006;
Japon-Lujan ve ark., 2006; Bouaziz ve ark., 2008). Ilk kez 1908 yilinda Bourquelot
ve Vintilesco tarafindan kesfedilen bu bilesigin yapisi ancak 1960 yilinda
tanimlanabilmistir (Panizzi ve ark., 1960). Buna gore oleuropein, elenolik asit ve
hidroksitriosoliin  heterozidik  esteridir. ~ Zeytinin  hasattan hemen sonra

tiikketilememesinin nedeni olan bu glikozit suda ¢oziinebilme 6zelligine sahiptir.

Klasik salamura yontemi, alkali uygulamasi, enzimatik yontem ya da
mikroorganizmalarla hidrolize edilerek zeytinden uzaklastirilabilmektedir (Fleming
ve ark., 1973; Brenes ve ark., 1995; Marsillo ve Lanza, 1998; Brenes ve DeCastro,
1998). Enzimatik hidroliz yonteminde oleuropein B-glikozidaz enzim aktivitesiyle
glikoz ve oleuropein aglikona par¢alanmakta, daha sonra esteraz enziminin etkisiyle

hidroksitriosol ve elenolik asit olugsmaktadir (Marsillo ve Lanza, 1998).
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Sekil 1.4: Oleuropeinin B-glikozidaz enzimi ile hidroliz

NaOH

Oleuropein, Oleaceae, Gentianaceae ve Cornaleae familyalarinda yiiksek

miktarda bulunan sekoiridoit grubu bir bilesiktir. Sekoiridoitler, siklopentanopiran

halkasina sahip aci lezzetli monoterpen lakton olan iridoitlerin, siklopentan

halkasinin parcalanmasi ile olusmaktadir (G. Yildiz, V. Uylaser-2010).
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L Sekomidoit
Tndoat

Sekil 1.5: Iridoit ve Sekoiridotin Kimyasal Yapisi

Oleaceae familyasindaki sekoiridoitler ekzosiklik 8,9-olefinik bag tarafindan
karakterize edilen, elenolik asit ve glikoz kalintisinin kombinasyonu oleosid
tiirevleridir. Oleaceae sekoiridoit glikozitlerine 6zgili oleosid iskeletine sahip olan
oleuropein, ii¢ yapisal alt birimden olusmakta olup bunlar; hidroksitriosol diger bir
deyisle 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2 diol olarak adlandirilan bir polifenol ile
sekoiridoit elenolik asit ve glikoz molekiiliidiir (Soler-Rivas ve ark., 2000; Gikas ve

ark., 2007).

1.1  Oleuropeinin Biyolojik Aktiviteleri

Oleuropeinin antioksidan, antimikrobiyal, antienflamatuar, antiaterojenik,
antikarsinojenik, antiviral aktiviteler dahil olmak iizere c¢ok sayida farmakolojik
ozellige sahip oldugu bir¢ok arastirici tarafindan ortaya konmustur (Visioli ve ark.,
1998; Owen ve ark., 2000; Visioli ve ark., 2002; Carluccio, 2003; Micol ve ark.,
2005; Tripoli ve ark., 2005; Sanchez ve ark., 2007; Gikas ve ark., 2007).

Oleuropeinin iltihap giderici, damar sertligini engelleyici ve kanser dnleme
ozelliklerinin yaninda, endojen peptidleri baglama ozelligi ile de giiglii bir

antioksidan etkiye sahip oldugu belirtilmektedir (Gikas ve ark., 2007).
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1.1.1 Antioksidan Etki:

Oleuropein ve metaboliti hidroksitirozol, antioksidan ve radikal temizleyici
aktivite icin fonksiyonel bir (katekol) gruba sahiptir. Bu gruplar sayesinde

oksidasyonu engelleyerek serbest radikallerin olusumunu durdurmaktadir.

Ho%;\
s

LOO* Q
LOOH

Sekil 1.6: Hidroksitriosolun Antioksidan Mekanizmasi

I~ -————O-

o]

Zeytin yapraklarindan elde edilen oleuropeinin oksidatif stres, enzimatik ve
nonenzimatik antioksidanlar {izerine etkileri alloksan ile indiiklenmis diyabetik
tavsanlarda arastirilmig; calisma sonuglari, oleuropeinin diyabet ile indiiklenen
hiperglisemi ve oksidatif stresi inhibe etme potansiyeli oldugunu ve oksidatif stresle
iliskili komplikasyolarin 6nlenmesinde faydali olabilecegini gostermistir (Al-
Azzawie HF, 2006). Islenmis zeytin, kabuk yaglari ve hidrolizat oziitleri ile
zenginlestirmenin, yapraklar ve ekstrenin antioksidan icerigi nedeniyle oksidatif

bozulmaya kars1 belirgin direng olusumuna yol agtigini rapor edilmistir (Bouaziz ve

ark., 2008).



1.1.2 Antimikrobiyal Etki

Zeytin yapragindaki fenolik bilesiklerin antioksidan 6zelliklerinin yaninda
genis spektrumlu bakteri gelisimini engelleyici antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
belirlenmistir (Aziz ve ark., 1998). Oleuropeinin molekiil yapisinda bulunan eleonik

asidin anti-viral etkisi bulgulanmistir (Renis,H ., 1975).

Markin ve ark. cilt hastaligina sebep olan mantarlarin % 1.25'lik
(agirlik/hacim) zeytin yapragi ekstrakt ile 3 giin maruz kalma siliresi sonunda
inaktive oldugu, % 1’lik ekstraktin Candida albicans iizerinde 24 saatte etkili
oldugu, % 0.6'lik ekstraktm ise E. Coli hiicrelerinin tamamini 3 saatlik stirede yok
ettigini belirlemislerdir. Bu bulgulara gore zeytin yapraginin antimikrobiyal etkisinin

yiiksek oldugu belirtilmistir.

Oleuropeinin, mikroorganizmalarin gelisme hizini geciktirdigi ve inhibe ettigi
bildirilmektedir (Sousa ve ark., 2006; Sanchez ve ark., 2007; Sudjana ve ark., 2009;
Lee ve Lee, 2010). Oleuropein ve parcalanma Triinlerinin Bacillus cereus,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella
pneumonie, Lactobacillus plantarum, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas fragi,
Salmonella enteritidis, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
carnosus, Vibrio parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus ve kiifler
iizerinde inhibe edici etkisinin oldugu ifade edilmektedir (Juven ve Heniz, 1970;
Tassou ve Nychas, 1995; Aziz ve ark. 1998; Bisignano ve ark., 1999; Furneri ve ark.,
2002). Oleuropeinin bu etkisinin, yapisinda bulunan orfodifenol grubundan

kaynaklanabilecegi ileri siiriilmektedir (Furneri ve ark., 2002).

Etki mekanizmasi heniiz tam olarak aydinlatilamamis olmakla beraber fenolik
bilesiklerin, proteinleri denatiire etme yetenegine sahip oldugu ve hiicre zari
gecirgenligini olumsuz etkiledigi belirtilmektedir. Genel olarak yiizey aktif ajanlar
olarak simiflandirilan bu bilesikler antimikrobiyal aktivitelerini, hiicre membranlarma
zarar vererek ya da hiicre peptidoglikanlarini parcalayarak; protein, inorganik fosfat,
glutamat veya potasyum gibi sitoplazma bilesenlerinin sizmasma neden olarak
gerceklestirmektedirler (Juven ve ark.,1972; Furneri ve ark., 2002; Sousa ve ark.,

2006).
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Arastiricilar  Mycoplasma pneumoniae, M. pirum, M. hominis ve M.
fermentans’a kars1 oleuropeinin etkisini in-vitro olarak incelemis ve oleuropeinin bu
mikroorganizmalar iizerinde etkili oldugunu saptamislardir. Oleuropeinin bu

etkisinin, yapisinda bulunan orfodifenol grubundan kaynaklanabilecegi ileri

stiriilmektedir (Furneri ve ark., 2002).

Winkelhausen ve arkadaslar1 (2005) zeytin meyvesinin ezilmesi ve
preslenmesi sonucu kalan artigm etanol ekstresinden elde edilen fenolik bilesiklerin
% 0.1 ve % 0.2 oranlarinda kullanildiginda Alternaria solani, Botrytis cinerea ve

Fusarium culmorum kiiflerinin gelismesinin inhibe edildigini belirtmislerdir.
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Yapilan bagka bir calismada toz haline getirilmis zeytin yapraklarinin sulu
ekstraktinda bulunan fenolik bilesikler, HPLC/DAD kullanarak analiz edilmis ve
antimikrobiyal  Ozellikleri  incelenmistir.  Elde edilen  ekstraktin = farkli
konsantrasyonlarinin mikroorganizmalar {izerindeki inhibe edici etkisi sirasiyla
Bacillus cereus ~ Candida albicans > Escherichia coli > Staphylococcus aureus >
Cryptococcus neoformans ~ Klebsiella pneumoniae ~ Pseudomonas aeruginosa >

Bacillus subtilis olarak bulundugu rapor edilmektedir (Pereira ve ark., 2007).

1.1.3 Antiviral Etki

ABD’de oleuropeinin mononiikleoz herpes, hepatit viriislerine, rotaviriislere,
bovin viriislerine, kdpeklerde parvoviriislere ve kedilerde l6semi viriislerine karsi
antiviral aktivite gosterdigi kanitlanmistir (Fredrickson, 2000). Ayrica yapilan
calismalarda, zeytin yapragmin sulu ekstraktindan elde edilen fenolik bilesiklerin
Anti-HIV 6zellik gosterdigi bildirilmis olup, oleuropein ve parcalanma iiriini
hidroksitriosolun ayr1 ayr1 ve birlikte kullanimi ile hiicre i¢inde ve hiicre diginda
virlisiin hiicreye girisi ve hiicreye entegrasyonunun engellendigi tespit edilmistir
(Lee-Huang ve ark., 2003; Bao ve ark. 2007; Lee-Huang ve ark., 2007a; Lee-Huang
ve ark., 2007b)
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1.1.4 Antitiimor Etki

ABD’de yapilan bir arastrmada Oleuropeinin, kanserli hiicreleri geri
degistirilemez sekilde kesinlikle yuvarlak icine alarak cevreledigi, kanserli hiicrenin
kendini ¢ogaltmasini, yayilmasin1 ve hareketliligini engelledigi belirtilmistir.
Farelere ag1z yoluyla Oleuropein uygulandig1 zamanda, Oleuropein 9-12 giin iginde
kendiliginden gelistirilen tiimorleri tamamen gerilettigi ifade edilmistir. Bu son
gozlemler ile tiimorli hiicrelere olan dogrudan etkilerin Oleuropeini toksik madde
icermeyen antioksidan derecesinden giiclii bir anti tiimor ajan1 derecesine yiikselttigi
iler1 siiriilmektedir. Oleuropein tiimorlii hiicrelerin biiyiimesi, hareketlilik ve istila
yetenegini engelledigi ifade edilmektedir. (Hamdi K. Hamdi , Raquel
Castellon,2005)

Menendez ve arkadaglar1 Oleuropein aglikon meme kanseri hiicre canliligi
azaltilmasi i¢in en gii¢lii fenolik bilesik oldugunu ortaya koymustur. (Menendez JA,
Vazquez-Martin A, Colomer R, Brunet J, Carrasco-Pancorbo A, Garcia-Villalba

R,Fernandez-Gutierrez A, Segura-Carretero A.-2007)

Han ve arkadaslar1 Oleuropeinin (200 gr / mL) son derece MCF-7 hiicre
canliligini azalttigin1 ve hiicre ¢ogalmasini ve indiikleyici hiicre apoptozu inhibe
orani ile MCF-7 hiicreleri sayisin1 azalttig1 bildirmistir. (Han J, Talorete TP, Yamada

P, Isoda H.-2009)

Goulas ve arkadaslar1 i¢inde baskin oranda Oleuropein bulunan fitokimyasal
maddelerin extarktlarnin insan gogiis kanseri hiicre ¢ogalmasmi (MCF-7), insan
mesane kanseri hiicre ¢ogalmasini (T-24) durdurdugunu goéstermistir. (Goulas ve

ark., 2009)
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1.1.5 Anti-enflamatuar Etki

Visioli ve arkadaslar1 calismalarinda Nitrik oksit sentaz enziminin
indiiklenebilir formunun lipopolisakkarit ile uyarilmis makrofajlarda nitrik asit
iretimini arttirdigini gézlemis, bu nedenle Oleuropeinin bagisiklik hiicrelerinin
fonksiyonel aktivitesini artirdig1 gostermistir. (Visioli F, Bellosta S, Galli C.-1998)
Oleuropein lipoksigenaz aktivitesini ve B4 lokotrien {iretimini inhibe etmesi ile anti-
enflamatuar etkiyi ortaya koydugu bildirilmistir (De la Puerta R, Guttierrez VR,
Hoult JRS.-1999).

Oleuropein, BHT ve E vitamininin indirgeyemedigi siiperoksit anyonlarimni
indirgeyebilmekte ve bu nedenle tip, ila¢ ve kozmetikle ilgili alanlar yaninda, gida
iirtinlerinde de kullanilabilecek dogal bir katki olma potansiyeli tagimaktadir (Ranalli

ve ark., 2006).

Oleuropeinin kendisi insan viicudunda dogrudan emilemez. Oleuropein,
hidroksitirozol, elenolik asit, eluropein aglikon ve glikoza hidrolize olmaktadir
(Mourtzinos ve ark., 2007; Chiou ve ark., 2007). Boylece sindirim sisteminde
parcalandiktan sonra emilebilmektedir. Insan viicuduna alman oleuropeinin viicutta
tamamen hidroksitirozole ve diger alt {iriinlere metabolize oldugu, insan plazmasinda
ve digkisinda bulunmadigi bilinmektedir. Hidroksitirozolun insan viicudunda hizli
emildigi, ayn1 zamanda da hizla viicuttan atildig1 ve dogal bilesen olarak bulundugu
gidalarin alimi ile biyoyararliliginin daha yiiksek oldugu cesitli ¢aligmalarda
belirtilmistir (Bai ve ark., 1998; Tuck ve ark., 2001; Visioli ve ark., 2003; Christian
ve ark., 2004).
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Zeytin yapragi Oleuropeinin dogada bilinen en Onemli kaynagidir.
Oleuropeinden hidroksitirozol eldesi i¢cin dncelikle oleuropeinin zeytin yapragindan
ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Bu amagla, ¢6zgen olarak metanol-su karigimi ve
hegzan kullanilarak zeytin yapragindan fenolik maddelerin ekstraksiyonu yapilmistir
(Savournin ve ark., 2001; Guinda ve ark., 2002). Ancak zeytin yapragi
ekstraktlarmin kullanim alanlar1 disiiniiliince, metanol ve hegzan gibi toksik
maddelerle ekstraksiyon ciddi sorun yaratmakta, islem siiresinin uzunlugu ise hem
fenolik maddelerde kimyasal doniisiimlere neden olmakta hem de endiistriyel iiretim
diisiiniiliince yiiksek maliyetlere sebep olmaktadir. Bu nedenle ilk olarak, etanol-su
karisimmi ¢ozgen olarak kullanmis, dinamik ultrason kullanilarak ekstrakt elde
edilmis ve daha sonra yine etanol-su karisimi kullanilmis mikrodalga destegiyle
ekstrakt elde edilmis ve son olarak da etanol-su karigimi ve siiper kritik sivi
ekstraksiyonuyla zeytin yapragindan ekstrakt elde edilmistir (Japon-Lujan ve ark.,

2006a).

Basit fenoller, asitler ve diger bilesikler Sekoiridoidler
Hidroksitirosol ve Glikozitler Dimetiloleuropein
Tirosol ve Glikozitler 3,4-DHPEA-EDA(3,4

dihidroksifeniletil4-formil-3-
formiletil-4-hekzonat)
Benzoik asitler: Oleosid
Gallik, vanilik, sirinik, salisilik,
hidroksibenzoik, protokatesik, vanilin Oleuropein
Sinamik asitler: Oleuropein Aglikon

Sinamik,kafeik, kumarik,

ferulik klorojenik asitler Oleurosit
Homovanilik asit Ligrosit
Diger bilesikler 1 Ligrosit aglikon

Elenolik asit ve tiirevleri

Verbaskozit
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Flavonoidler Diger biyoaktif bilesikler

Apigenin Amyrin
Apigenin 7-O-glukozit B-karoten
Apigenin 4-O-rutinozit Eritrodiol
Apigenin 7-O-rutinozit Maslinik asit
Hesperidin Oleanolik asit
Luteolin B-sitosterol
Luteolin 4°-O-glukozit Sgualen
Luteolin 7-O-glikozit Stigmasterol
Luteolin 7-O-rutinozit Tokoferol
Kuersetin, Kuersitrin Ursolik asit
Rutin Uvaol

Mourtzinos ve arkadaglar1 (2007), oleuropeince zengin zeytin yapragi
ekstraktini [ -siklodekstrin ile enkapsiile etmistir. Bu amagla sulu ortamda bilesenler
karistirilmis ve sonrasinda dondurularak kurutulmustur. Elde edilen iirinde
oleuropeinin  sicakliga ve oksidasyona direncinin arttirildigit  ve sudaki
¢cOziinlirliigiiniin oldukca iy1 oldugu goézlemlenmistir. Bu durum, enkapsiile iiriiniin

kolaylikla gida katkis1 olarak kullanilabilecegini gdstermektedir.

Somova ve arkadaslar1 (2003), farklhh iilkelerde yetistirilen zeytin
yapraklarinda yaptiklar1 calismada zeytin yapraklarmin triterpenoidlerce zengin
oldugunu belirlemislerdir. Yunan zeytin yapraklarinin % 0.71, Cape Town zeytin
yapraklarmin ise % 2.47 oraninda olenolik asit i¢erdigini bulmuslardir. Zeytinin
yetistirildigi farkl bolgelerden elde edilen yaprak ekstraktlarinin bilesim ve igerik
acisindan farklilik gosterdigi bildirilmistir.

Sato ve arkadaslar1 (2007), zeytin yapraginda bulunan olenolik asit gibi baz1
bilesenlerin kan sekeri seviyesine olan etkisini arastirmiglardir. Oleanolik asit,
yiiksek yag iceren bir diyetle beslenen farelerin serum glikozunu ve insiilin
seviyesini diisiirmiis ve glikoz toleransini arttirmistir. Buna gore arastiricilar, zeytin
yapraklarinda bulunan hem oleuropein hem de oleonolik asidin kan sekeri lizerinde
etkili oldugunu ve metabolik bozukluklar1 diizenlemede potansiyel etkinin arttigini

bulmuslardir.

20



Ekstraksiyon Oncesinde zeytin yapraklarinin nemini ve suyun prosesteki
olumsuz etkilerini azaltmak i¢in kurutulmasi gerekmektedir (Boudhirioua ve ark.,
2009). Yapraklarin hasat sonrasi derhal kurutulmasi, kalite kayiplarmm ve
mikrobiyolojik veya biyokimyasal reaksiyonlar nedeniyle muhtemel parcalanma
reaksiyonlarini 6nlemek agisindan ¢ok 6nemlidir (Bahloul ve ark., 2009). Bahloul ve
arkadaslar1 (2009), terapatik ve antioksidan 6zelikleri ile bilinen zeytin yapraklarinin
kuruma zamani, renk, toplam fenol ve serbest radikal tutma kapasitesi gibi kalite
parametreleri {izerine kuruma kosullarinmn (40, 50 ve 60 °C sicaklik, 1.62-3.3 m’
hava akimi) etkisini incelemislerdir. Zeytin yapraklarmi toplam fenol iceriginin
kuruma kosullarindan etkilendigini ve kuruma zamanina bagli olarak bu miktarin

diisme egilimi gosterdigi bulunmustur.

Boudhirioua ve arkadaglar1 (2009), 4 farkl taze zeytin yapragmm (Chemlali,
Chemchali, Zarrazi, Chetoui) renk, toplam fenol bilesenleri ve kimyasal bilesimlerini
(nem, protein , yag, karbonhidrat, ve kiil) belirlemislerdir. Taze yapraklar1 daha sonra
farkli sicakliklarda infrared kurutmaya tabii tutmuslardir ve ayni1 parametreleri kuru
orneklerde de belirlemislerdir. Arastiricilar zeytin yapraginin gida ve kozmetik
endiistrisinde kullanilmadan once rengini korumasi ve yiiksek biyolojik degerini
muhafaza edebilmesi i¢in infrared kurutmanin etkili bir yontem olabilecegini

belirtmiglerdir.
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2. MATERYAL VE METHOD

2.1 MATERYAL

Arastirmada materyal olarak; Edremit’te yetistirilmekte olan Ayvalik cinsine
ait zeytin, zeytin ¢ekirdegi ve =zeytin yapraklar1 kullanilmistir. Arastirmada
Oleuropein sdandardi olarak Sigma Aldirch marka % 99,8 safliktaki Oleuropein
kullanilmistir. Coziicii olarak kullanilan %78’lik Metanol ve su ile beraber mobil faz

olarak kullanilan Asetonitril Merck firmasindan tedarik edilmistir.

2.2  YONTEM

Zeytin ve zeytin yapraklari, Ayvalik cinsi zeytin ¢esitlerinden Eylil, Ekim,
Kasim ve Aralik aylarinda 4 derim olarak toplanmistir. Agacin her tarafindan olacak
sekilde elle toplanan 6rnekler, zeytin, zeytin eti, zeytin ¢ekirdegi ve zeytin yapraklari
olarak ayrilmigtir. Tim Ornekler yas ve kuru olarak alinan dort paralel numune

halinde ekstrakte edilip her donem i¢in ayr1 analiz edilmistir.

2.2.1 Zeytin eti, Zeytin Cekirdegi ve Zeytin Yapragindan Ekstrakt
Eldesi

Zeytin, zeytin ¢ekirdegi ve zeytin yapragindan fenolik ekstraktlarin eldesi
metanol kullanilarak ger¢eklestirilmistir. Hasat edilen zeytinden et ve cekirdek
kisimlar1 ayrilarak et ve cekirdek oOrnekleri ile toplanan zeytin yapraklari zaman
kaybetmeden yas olarak ogiitiiciide 6giitiilmiis, her 6rnekten 5,00 g alinmistir. 5,00 g
numune (50 mL 10:1 v/v olacak sekilde) % 78’lik metil alkol ile karistirimais,
karisim 20 dakika boyunca dairesel ¢alkalayicida calkalanip agzi1 kapali sekilde 24

saat bekletildikten sonra kaba filtre kagidi ile stiziilmiistiir.
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Her hasat doneminde toplanan numuneler yas olarak hazirlanmasinin yaninda
kuru olarak da hazirlanmistir. Hasat edilen zeytinlerin et ve cekirdek kisimlari
ayrilarak zaman kaybetmeden 50°C’lik etiive yerlestirilmis ve 12 saat boyunca
kurutulmustur. Tamamen kurutulmus Ornekler kisa siire sonra Ogiitiicliden
gecirildikten sonra toz halindeki kuru numunelerden 5,00 g almip 50 mL metanol
eklenmis, karisim 20 dakika dairesel ¢alkalayicida karistirilmistir. Her karigim agzi

kapali sekilde 24 saat bekletildikten sonra kaba filtre kagidi ile siiziilmiistiir.

Zeytin orneklerinin toplanmasi

i

Yas hazirlama

Ogiitme

l

5,00 g numuneye 50 mL metanol

l

(Calkalama (20 dakika)

l

Bekletme (24 saat)

l

Stizme (Filtre kagidi ile)

l

HPLC ile analiz

l

Kuru hazirlama

!

Ogiitme

l

50°C’de etiivde kurutma (12 saat)

l

5,00 g numuneye 50 mL metanol

l

Calkalama (20 dakika)

l

Bekletme (24 saat)

l

Stizme (Filtre kagidi ile)

l

HPLC ile analiz
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2.2.2 Zeytin, Zeytin Cekirdegi ve Zeytin Yapragindaki Oleuropein

Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Zeytin, zeytin cekirdegi ve zeytin yapragi ekstraktlarmin Oleuropein
bilesiginin konsantrasyonlari HPLC cihaz1 kullanilarak kromatografik ydntemle
belirlenmistir. Zeytin, zeytin ¢ekirdegi ve zeytin yapraginin yas ve kuru olarak
hazirlandig1 ekstraktlarindaki Oleuropein konsantrasyonlar1 Agilent Technologies
EZChrom Elite Version 3.2.1 marka HPLC cihaz1 ile C-18 silikajel kolon
kullanilarak UV dedektor ile 240 nm’de gergeklestirilmistir. Deneyde mobil faz

olarak asetonitril ve su kullanilmistir. Sonuglar mg/mL olarak ifade edilmistir.

Zeytin eti, Zeytin c¢ekirdegi ve Zeytin yapraginin 4 farkli derim zamaninda
her 6rnek i¢cin 4’er kez tekrarlanan deneylerde ortaya ¢ikan Oleuropein miktarlarinin
ortalama degerleri Tablo 2.1°de verilmistir. 1. Derim Eyliil ayinda toplanan iiriin, 2.
Derim Ekim aymda toplanan iriinli, 3. Derim Kasim ayinda toplanan {iriinii, 4.
Derim Aralik ayinda toplanan iiriinii ifade etmektedir. Calismalara Eyliil ayindaki
ham zeytin ile baslanmis Aralikk aymda olgun siyah zeytin donemi ile

sonlandirilmistir.
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3. BULGULAR

Yapilan ¢alismada, farkli derim zamanlarinda Ayvalik cinsi zeytin agacindan
toplanan zeytinlerin eti, ¢ekirdegi ve yapraklar1 alinarak elde edilen ekstraktlarin
Oleuropein konsantrasyonlari ol¢lilmiistiir. Elde edilen sonuglar numuneler arasinda

ve benzer tiirler arasinda derim zamanlarina gore karsilagtirilmagtir.
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Sekil 3.20: 4. Derim Zeytin Yapragi kuru analiz kromatogrami

Oleuropein standart c¢ozeltileri 0,03125 mg/mL, 0,0625 mg/mL, 0,125
mg/mL, 0,250 mg/mL, 0,500 mg/mL, 1.00 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanmis,
standart ¢ozeltilerden 5 puL alinip HPLC ile ol¢imler gergeklestirilerek standart

kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

10
044
7
‘E 08 y=macHn
£ m=3,53784e-008
- n=0,00000
E R2=0,999973
0.4
924
Y e — N — S
0 5 e s 106407 1 8e407 208407 250407 30407

Sekil 3.21: Oleuropein standart kalibrasyon egrisi
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Tablo 3.1: Farkli derim zamanlarindaki Oleuropein miktarlarinin standart

sapmalart ile beraber ortalama degerleri

Ortalama Oleuropein Miktarlar1 (mg/mL)

1. Derim 2. Derim 3. Derim 4. Derim
Zeytin Eti
Yas 0,203+0,116 0,131+0,056 0,057+0,001 0,080+0,005
Kuru 0,122+0,104 0,038+0,007 0,03040,030 0,003+0,000
Zeytin Cekirdegi
Yas 0,075+0,015 0,010+0,008 0,000£0,000 0,001+0,002
Kuru 0,143+0,001 0,000+0,000 0,000£0,000 0,003+0,002
Zeytin Yapragi
Yas 0,063+0,017 0,745+0,031
Kuru 0,043+0,007 1,365+0,066
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4. SONUC VE ONERILER

1. Derim sezonunda toplanmis ham yesil zeytin 6rneklerinin et kisimlarinda
yapilan yas analiz sonuglarindan elde edilen Oleuropein miktarinin kuru analize gore
yiikselis gosterdigi gozlenirken, ayn1 donemdeki zeytin ¢ekirdegi analizlerinde yas
analiz sonucu ortaya ¢ikan Oleuropein miktar1 kuru analizde ¢ikan sonugtan daha

diisiik oldugu tespit edilmistir.

2. Derim sezonunda zeytin eti ve zeytin g¢ekirdeginin kuru orneklerinde
Oleuropein miktarinda yas oOrneklere gore diislis gozlenmesinin yaninda zeytin

cekirdegi kuru numunesinde Oleuropein tespit edilmemistir.

3. Derim doneminde zeytin eti ve zeytin yapraklarmmin kuru orneklerindeki
Oleuropein miktarlarmin yas hazirlanan Orneklere gore daha yiiksek oldugu

gozlenirken, zeytin ¢ekirdeklerinde Oleuropein tespit edilmemistir.

Kuru orneklerin analiz sonuclarindaki Oleuropein miktarmin yas Ornek
sonuglarina gore yliksek olmasmin sebebinin kurutma islemi ile iirtindeki su miktar1
azaldigindan madde miktarinin  degismesiyle derisimin  artmasi  olarak

degerlendirilebilecegi diistiniilmektedir.

Zeytin eti ve c¢ekirdeginde olgunluk arttikca yaglanma orani da arttigindan

Oleuropein miktarinda diisiis gozlendigi diisiiniilmektedir.

4. Derim sezonunda toplanan zeytin yapraklarinin kuru analiz sonuglarimin

deneyler sirasinda tespit edilen en yiiksek konsantrasyona sahip oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen sonuglara goére Oleuropein bilesiginden en yliksek
konsantrasyonun, zeytin yapraklarmin Aralik ayinda, zeytin siyah doneme ge¢is
yaptiginda toplanmasi ve saklanmasi agisindan kurutulmasinin gerekli olabilecegi

neticesine varilmistir.
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