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OZET

FARKLI KURUTMA YONTEMLERININ ZEYTIiN
YAPRAGINDAKI FENOIJK MADDE pA(‘:ILlMlNA VE ANTIOKSIDAN
KAPASITESINE ETKISININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi
SERPIL KARA
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI:PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, KASIM - 2013

Bu ¢aligmada zeytin yapragmn fenolik bilesenlerine ve antioksidan
kapasitesine farkli kurutma yontemlerinin etkisi arastinilmigtir. Ayvalik (1) ve
Gemlik (2) ¢esitlerine ait yapraklar, oda (N), konveksiyonel (K), infrared (I) ve
mikrodalga (M) sartlarmda kurutulmustur. Antioksidan aktivite tayini igin DPPH,
toplam fenolik madde tayini i¢in Folin-Ciocalteu ve fenolik madde dagilimi i¢in
HPLC yontemi kullamilmigtir. Caligmada 6rneklerin antioksidan aktivitelerinin %
82.76 (1N)-% 93.42 (2M), toplam fenolik madde miktarlariin ise 165.18 mg/100
g (20)-409.88 mg/100 g (2M) arasinda degistigi saptannustir. Calismada teshis
edilen baslica fenolik bilesenler; oleuropein, liiteolin 7-glukozid, tirozol, kafeik
asit, rutin hidrat ve kuersetin’dir. Biitiin 6rneklerdeki hakim fenolik bilesenin
oleuropein (7233 ug/100 gr (11)-17698 ng/100 gr (2M)), drneklerin genelinde en
zayif bilesenin ise kuersetin (3 pg/100 gr (2K)-13 pg/100 gr (1A)) oldugu
anlagimistir. Bu sonuglara gire en fazla mikrodalga ile kurutma yonteminde
fenolik maddelerin agiga ¢iktigi ve kurutulan zeytin yapraklarinin antioksidan

aktivitesininde yliksek oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: zeytinyapragi, kurutma yontemleri, fenolik madde,
antioksidan aktivite, HPLC




ABSTRACT

RESEARCH OF PHENOLIC COMPOUNDS AND ANTIOXIDANT .
ACTIVITY OF OLIVE LEAFS BY DIFFERENT DRYING METHODS -

MSC THESIS
SERPIL KARA
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY

(SUPERVISOR:PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, NOVEMBER 2013

In this study, the effect of different drying methods of olive leaves onto
antioxidant activity and phenolic compounds was investigated. Leaves of the
Ayvalik (1) and Gemlik (2) varieties were dried at room temperatures (N),
convectional (K), infrared (I), and microwave (M) conditions. Fort he
determination of antioxidant activity, tootal phenolic content and the distribution
of phenolic compounds, DPPH, Folin-Ciocalteu and HPLC methods were used,
respectively. In this study, it was determined that the antioxidant activity of the
samples ranged between 82.76 % (1N)- 93.42 % (2M) while the amount of total
phenolic compounds ranged between 165.18 % mg/100 g (2I) and 409.88 mg/100
g (2M). The main phenolic compounds identified by this study were oleuropein,
luteolin 7-glucoside, tyrosol, caffeic acid, rutin hydrate, and quercetin. The
dominant phenolic compounds in all the samples was oleuropeind [7233 pg/100
gr (10)-17698 pg/100 gr (2M)] and least component found in samples in general,
was quercetin [3 pug/100 gr (2K)-13 pg/100 gr (1A)]. The greatest amount of
phenolic compounds was released by microwave drying method and the high

antioxidant activity of dried olive leaves were defined.

KEYWORDS: oliveleaf, phenolic, antioxidant activity, HPLC
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1. GIRIS

Zeytin yapraklar: toplandiktan sonra yiiksek oranda nem icermeleri nedeniyle
bozulmaya, kullamlabilirlik vasiflarim yitirmeye son derece aciktir. Bu nedenle
yapraklarin toplandiktan kisa bir siire sonra kurutulmasiyla islenecekleri zamana
kadar giivenli bir sekilde depolanmalar1 gerekmektedir. Yapraklarin toplanmasi igin
agacin saglhigi agisindan en elverigli zaman budama dénemi olup, budanmig dallardan
yapraklarin elde edilmesidir. Ancak budama mevsiminin kig aylarina isabet etmesi
nedeniyle dogal yontemlerle kurutma isleminin uzun siirmesi, yapraklardaki su
miktarma bagh olarak meydana gelen mikrobiya! bozulmalar ve solunum sonucu
ortaya cikan 1smma ile kalite kaylplérlnlll olmasi yapraklarn kullamlamaz hale
getirebilmektedir. Kurutma asamalarinda ortaya ¢ikan bu problemler hizli kurutma
yontemlerini  bir zorunluluk haline getirmektedir. Ancak hizli kurutma
yontemlerinden hangisinin triiniin fenolik yapist ve antioksidan kapasitesinin nasil
etkilediginin bilinmesi uygun kurutma y&nteminin belirlenmesi i¢in énemli bir katk:
saglayacaktir. Bu c¢aligma, c¢ay, kozmetik ve farmakoloji endiistrisi i¢in bir
hammadde teskil eden zeytin yapraklarinin icermis oldugu fenolik ve antoksidan
molekiillerin en az kayipla clde edilebilecegi yontemlerle kurutulup kullanilmasi
konusunda dencysel temellere dayanan bir fikir alt yapist olusturmaktadir.
Literatiirde endiistriyel uygulamaya yansitilabilirligi dikkate alindiginda, {iriintin hem
proses, hem de biyokimyasal yoniinii ele alan bir ¢alisma olmas1 bakimindan énemli

bir boslugu dolduracag diisiiniilmektedir.

1.1 Serbest Radikaller

Bir ya da birden fazla eslenmemis elektron iceren molekiil veya molekiil
parcaciklart serbest radikal olarak adlandirilmaktadir. Eslenmemis elektron igeren
serbest radikaller sabit olmayip son derece reaktiftirler. Serbest radikaller istenmeyen
oksidasyon reaksiyonlarina neden olarak DNA hasari, protein modifikasyonlar, lipit
peroksidasyonu ve DNA parcalanmalarina baglh olarak hiicre 6luimlerine neden

olmaktadirlar. Serbest radikallerin yaslanma, kalp-damar rahatsizliklari, katarakt,
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kanser, gastrointestinal organlarda kronik iltihaplar, solunum yolu rahatsizhiklari,
iskemi gibi bir¢ok rahatsizligin etkenleri arasinda oldugu belirtilmektedir [1]. Serbest
radikaller viicut metabolizmasinin dogal bir sonucu oldugu gibi gidalar, hava kirliligi
vb. etmenler ile disaridan da alinabilmektedirler [2]. Antioksidanlar ise oksidasyon
siireclerini inhibe eden maddelerdir [3]. Canli hiicrelerin okside olabilir nitelikli
bilesenleri olan lipit, protein, karbonhidrat ve DNA gibi molekiiller antioksidan etkili
bilesiklerle oksidasyondan korunmaktadirlar. Hiicrelerin 6nemli molekiillerinin
korundugu bu sisteme antioksidan savunma adi verilmektedir [4]. Normal
metabolizmanin igleyiginde serbest radikal olusumunun temel unsuru olan reaktif
oksijen tiirevleri (ROT) ile antioksidanlar arasinda bir denge mevcuttur. Ancak giines
isinlar1, bazi gida katki maddeleri, kozmetik triinler, gida veya cevresel kaynakli
kirletici kimyasallar gibi birgok etken ile viicutta olusan ROT ve antioksidanlar
arasindaki denge ROT yoniine kayabilmektedir. ROT artis1 ise genetik degisiklikler
ile anormal hiicre fonksiyonuna yol agmaktadir [5]. Canl organizmalardaki bazi
onemli ROT cesitleri Tablo 1.1°de [6], ve baz1 serbest radikal kaynaklart ise Tablo
1.2°de [6] verilmistir.

Tablo 1. 1: Canli organizmalardaki 6nemli ROT cesitleri

Serbest radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil radikal . OH Hidrojen peroksit H,0,
Stiperoksit radikal - 0, Singlet oksijen 0
Nitrik oksit radikal NO Hipoklorik asit HOCI
Lipidperoksil radikal LOO Ozon 0O,
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[ Tablo 1. 2: Bazi serbest radikal kaynaklari

Organizma Ici Kaynaklar Organizma Disi1 Kaynaklar
Mitokondri Sigara dumant
Fagositler Cevresel kirleticiler
Ksantinoksidaz Radyasyon

Demir ve diger ge¢is maddelerini igeren

. Ultraviyole 151k
Arakidonat yollar Bazi ilaglar
Peroksizomlar Bocek ilaglart
Egzersiz Anestezi
i1tihap Endiistriyel ¢oziiciiler
Iskemi / reperfiizyon Ozon

Antioksidan bilesikler oksidatif ve otooksidatif reaksiyonlarin baslangi¢
asamasinda etki gdstererek oksidasyonu ve oksidasyona bagli istenmeyen reaksiyon
Uriinlerinin olusumunu engelleyebilmektedir [7]. Vitaminler, fenolik ve antioksidan
bilesenler yoniinden zengin olan meyve-sebze gibi bitkiler hayvan ve insan diyetinin
nemli kaynagini olusturmaktadir [1]. Bu nedenle 6zellikle bitkilerin antioksidan
icerikleri ve etki mekanizmalar1 giinlimiiziin ve gelecegin Onemli arastirma

konularindan biri olmaya devam etmektedir.

1.2 Antioksidan Aktivite

Biyolojik sistemlerde oksidatif stres sonucu olusan ROT’in meydana getirdigi
hasar1 6nlemek i¢in, viicutta bir¢ok savunma sistemi gelismistir. Bunlar ‘‘antioksidan

savunma sistemleri’’ veya kisaca ‘‘antioksidanlar’” olarak bilinirler. Antioksidanlar,

belirli diizeyi asmis oksidan molekiillere dogrudan etki ederek onlar etkisiz hale
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getiren molekiillerdir [8]. Viicutta kalkan gorevi yapan bu kimyasal bilesiklerin

ozelligi, kendi elektronlarim vererek serbest radikalleri nétralize etmeleri ve bu




sirada serbest radikal haline gelmemeleridir [9,10]. Antioksidanlar radikal
olusumunun sinirlandirilmas, radikal reaksiyonlarimin sona erdirilmesi, olusan
radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin ortadan kaldirilmasindan
sorumludurlar [11]. Hidrojen atomu vericisi olarak etki gésterir ve zincir olugturan
radikalleri daha az reaktif tiirlere doniistiirlirler.  Antioksidanlar, lipit
peroksidasyonunu, proteinlerin ¢apraz baglanmasint ve DNA mutasyonunu
engellerler. Bu foksiyonlarim dort farkli mekanizma ile gosterirler: 1) Temizleme
(Scavenging) etkisi: Oksidanlari zayif bir molekiile gevirme seklinde meydana
gelmektedir. 2) Baskilama (Quencher) etkisi: Bu etki, oksidan maddelere bir

hidrojen aktararak etkisiz hale getirme gseklinde olmaktadir ve c¢ogunlukla

~ flavonoidler tarafindan yapilmaktadir. 3) Onarma etkisi: Oksidanlarin olusturdugu

hasan1 ortadan kaldirma seklinde etki gostermektedirler. 4) Zineir koparma etkisi:
Oksidanlar baglayarak fonksiyonlarini engelleyen bu etki hemoglobin ve E vitamini
tarafindan yapilu [12]. Antioksidanlar siklikla intraselluler bazen de ekstraselluler
olabilirler ve vyapisinda genellikle fenolikyap: tasiyan molekiillerdir [13,14].
Antioksidanlar, enzimatik ve non-enzimatik olmak uzere iki grup altinda toplanirlar.
Enzimatik antioksidanlar; superoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px), glutatyon reduktaz (GR), glutatyon s-transferaz (GST) ve
glukoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6PD); non-enzimatik antioksidanlar ise vitamin E
(tokoferoller), vitamin C (askorbik asit), vitamin A (s-karoten), selenyum, transferin,
laktoferin, urik asit, glukoz, askorbat, albumin, bilirubin ve seruloplazmindir [15].
Bitkilerde ise farkli antioksidan bilesiklerin meydana geldigi bilinmektedir. Dogal
antioksidanlarin baglicalari karetenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoidler, glutatyon
ve endojen metabolitleridir [11]. Ayrica bitkilerde bulunan fenolik maddelerin dogal

antioksidanlarin en 6nemli gruplarinindan biri oldugu séylenebilir [16].

- 1.3 Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, en az bir aromatik halka ve bu halkaya bagli bir ya da daha
fazlasayida hidroksil grubuigeren organik bilesikler olarak tanmimlanabilirler (Sekil
1.1). Fenolik yapidaki aromatik halka benzen halkasidir ve hidroksil gruplar1 meveut

aromatik halkadan etkilenmektedir. Aromatik halka nedeniyle fenolik hidroksillerin




hidrojenleri kararsizdir ve bu yiizden fenoller zayif asidik 6zellik gostermektedirler

[17].

Oor

Sekil 1. 1: Basit fenol yapisi[18].

Sekonder metabolitler olan fenolik bilesikler bitkiler igin karakteristik ozellik
gosterir ve genellikle serbest halde olmayip ester ya da glikozit formda
bulunmaktadirlar [19]. Birden fazla OH grubu igeren fenolik bilesikler hidrofilik

ozellik gosterirler ve karboksilik asit ile glikozitleri sayesinde su gibi ¢oziiciilerde

kolayca ¢oziinebilirler. Bazilan sadece organik c¢oziiciilerde ¢ziiniirken, son grup -

fenolik bilesikler ise bilytk, ¢ozlinmez polimerlerdir [19, 20, 17]. Bitkilerde bulunan
fenolik yapilar yaklasik 10000 gesit bilesigin yer aldigi kimyasal olarak heterojen bir

grup olarak bilinmektedir [17]. Fenolik bilesikler igerdikleri karbon atomu sayisina

gore simiflandimlmigtir (Tablo 1.3).



Tablo 1. 3: Fenolik ve polifenolik bilesiklerin temel yapist [17].
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Meyve ve sebzelerde oldukea fazla tiirde fenolik bilegik ihtiva etmektedirler
[21]. Bu bilesikler bitkinin meyve, tohum, goévde, dal, yaprak ve cicek gibi
organlarinda bulunmaktadirlar. Hiicre igerisinde ise sitoplazma, hiicre duvar,

vakuolde yer almaktadirlar [22].

; Bilindigi gibi fenolik bilesikler bitkilerde 6nemli derecede fizyolojik ve
metabolik 6neme sahip olan ve fazla miktarda bulunan sekonder metabolitlerdir [23].
‘ Halka yapilarinda olusan oksidasyon, glikosilasyon, metilasyon ve hidroksilasyonlar
| bu bilesiklerin bitkide pek ¢ok biyolojik fonksiyonda rol almalarm saglamaktadir
‘ [24]. S6z konusu bilesikler, bitkiler tarafindan mikroorganizmalara ve giiglit UV
iginlarina karst koruma mekanizmasi i¢in de sentezlenmektedirler [25]. Literatiirde
fenolik bilesikler olan fenolik asitlerin ve flavonoidlerin bir grubunun antibiyotik,

- antifungal ve antiinflamatuar olarak goérev yaptigi ifade edilmektedir [16]. Bu
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bilesikler bitkinin yaralanmasi halinde kimyasal bir bariyer olugturarak bitkiyi
hastaliklara ve ¢iirimelere karsi korumaktadirlar. Fenolik bilesiklerin bitki
hastaliklarinda etkin rol oynama sebeblerinden bir tanesi oksidasyon {riinlerinin
yiiksek toksik etkiye sahip olmasidir. Bitki hastalandigi zaman fenolik bilegiklerin
sentezlerinde ve aktivitelerinde artiglar meydana gelmektedir. Bu o6zellikler ile
fenolik bilesikler bitkilerin hastaliga kargi dayanikliligimt artirmaktadir [26]. Ayrica
dogal antioksidan 6zellige sahip olmalarindan dolay: bitkilerdeki fenolik bilesiklerin
varlign ¢ok 6nemli bir kazangtir [25]. Fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri,
oksidasyon sonucu olusan serbest radikallere hidrojen vererek onlar
sondiirmelerinden ileri gelmektedir. Aym zamanda fenolik bilesikler metalleri
selatlama egilimindedirler. Hidroksil ve karboksil gruplara sahip fenolik bilegikler
demiri gelatlayarak - etKisizlestirebilir ve fenton reaksiyonlarmi baskilayabilirler.
Fenolik bilesiklerin selatlama yetenekleri muhtemelen aromatik halkanin yiiksek
niikleofilik yetenegi ile iliskili oldugu bildirilmistir. Metal iyonlar1 oksijen-oksijen
baglarinin homolitik parcalanmasiyla lipid hidroperoksitleri yikar ve lipid alkoksil
radikallerini  olugturur. Ayncalipid alkoksil radikallerini yakalayarak lipid
peroksidasyonunu  inhibe ederler. Flavonoidlerin igerdikleri yapisal ve
elektrokimyasal  ozellikleri ile lipit peroksidasyonunu baskiladigi, lipid
oksidasyonunu indirgeyerck membran yapisini koruyan antioksidan etkinliklerde rol
oynadii ileri stirilmektedir [27,17, 24]. Dogal bitkisel antioksidan molekiiller olan
bu bilesiklerin en yayginlann fenolik antioksidanlar flavonoitler, sinnamik asit
tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir. Bahsi gecen bilesiklerin -
besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri oksidasyondan koruduklari
bilinmektedir. Bu nedenle uzun yillardir besinlerin koku ve tat gibi 6zelliklerini
arttirmak i¢in katki olarak kullanilan baharat vb. olarak gida sektoriinde
kullanilmaktadirlar [16]. Gida sektoriinde koku ve tat yani sira 6nemli olan diger bir
etken de goriiniistiir [23]. Meyve ve sebzelerin toplanmasi, depolanmasi veya onlarla
yapilan islemler sirasinda dokularimin  zedelenmesi, kesilmesi, kabuklarinin
soyulmasi sonucu renklerinde defisim meydana gelebilir. Bu renk bozuﬁmalarl
enzimatik ve enzimatik olmayan kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir.
Sebze ve meyvelerin enzimatik kararmasi igerdikleri fenolik bilesiklerin lakkaz,
peroksidaz ve polifenol oksidaz enzimleri tarafindan oksidasyonu ile iligkilidir. Bu
bilesikler oksijen varliginda oksidasyon sonucunda kahverengi, kirmizi ve siyah

pigmentlere yani yiiksek derecede kararli olmayan kinonlara doniismektedir. Meyve




sebzelerde meydana gelen bu renk degisimleri besin dederinin diigmesi nedeniyle
istenmeyen bir durum iken c¢ay, kahve ve kakaonun iiretiminde ise enzimatik
kararma istenilen 6nemli birprosestir [21]. Polifenoller bronzlagsma ajam ve katki
olarak yiyecek endiistrisinde kullanilmalarinin yani sira, kozmetik, boya ve kagit
tretimi gibi birka¢c endiistriyel alanda da kullanilmaktadirlar [16]. Fenolik
bilesiklerin dogal antioksidan olarak insan saghg {izerine olumlu etkilerinin oldugu
da bildirilmistir [23, 28]. Insanda hastaliklara sebep olan serbest radikallere kars
koruyucu etki gostermekte ve yaslanmay: geciktirmektedirler [17]. Saglik tizerine
olumlu etkileri nedeniyle farmakolojik ¢alismalar i¢erisinde yer almaktadir [29, 30].
Enzim inhibisyonu ve protein denatiirasyonu yaparak antioksidan aktivite gésterirler
[31]. Fenolik bilesiklerin anti-karsinojen, anti-atherojen, anti-tilser, anti-inflamator,
anti-mikrobiyal etkileri oldugu belirtilmektedir [17]. Ayrica antioksidan olarak
kanser, kalp hastaliklari, katarakt, goz hastaliklari, yaslilik hastaliklart vb. bircok
hastaligi da engelleyebildikleri ifade edilmektedir. Bu nedenle fenolik madde icerigi
yiiksek olan meyve ve sebze tiiketimi hastaliklara yakalanma riskini azaltmakta ve
saglik tizerine olumlu etkide bulunmaktadir [23]. Gida ve farmakolojik a¢idan 6nemi
biiyiik olan bu bilesiklerin aktivitelerinin belirlenmesi i¢in bulundugu ortamdan izole

edilmesi gerekmektedir [29].

1.4  Zeytin Yaprag ve Zeytin Yapragindaki Fenolik Bilesikler

Zeytin (Olea europaea), zeytingiller (Oleaceae) familyasindan meyvesi
yenen Akdeniz iklimine 6zgili ¢ali veya 10 metreye kadar boylanabilen, sik dalli,
yayvan tepeli, herdem yesil yaprakli bir agactir. Yapraklar miikemmel bir diizen
icinde dalin iki tarafindan kargilikli olarak ¢ikmaktadir [32]. Zeytin yapragi basit,
kalin ve derimsi lanselottan abovata kadar farkli sekillerde, 30-50 mm uzunlugunda,
10-15 mm genisligindedir. Mukrolu bir uca sahiptir ve tabanda gittikge incelerek
yaprak sapini olusturur, laminanimn kenarlari ise diizdiir. Ust yiizeyi grimsi yesil olan
yapraklar piirlizsiiz ve parlaktir. Alt ylizeyi ise mavimsi, soluk renkli ve kisa

yumusak tliylerle kaphdir [33, 34].




Sekil 1. 2: Zeytin yapragi

Eski zamanlardan beri zeytin yapragi Akdeniz bolgesi ve barigin sembolii
olarak bilinmektedir [32]. Zeytin yapraklari fonksiyonel degere sahip olan biyoaktif
bilesenlerin dogal bir kaynagidir. Zeytin yapraginda bulunan fenol bilesenlerinin pek
cogunun antioksidan, antifungal, antibakteriyel o6zellikler gibi pek c¢ok biyolojik
aktiviteye sahip oldugu bildirilmigtir [35].Yapilan arastirmalara gére, zeytin yapragi
bazi element, vitamin ve yaglar gibi mikro besinler dahil yiiz kadar farkli kimyasal
madde igermektedir. Bu maddeler arasinda 6zellikle fenolik bilegikler ve
tirevlerinin, zeytin yapraginin biyolojik etkilerinde O6nemli rol oynadig:
bilinmektedir [36]. Zeytin yapragi baslica flavonoidler, sekoiridoitler ve triterpenler
olmak tizere ti¢ farkli etkili madde grubuna ait bilegikleri igerir. Triterpenlerin orani
% 3-4 kadar olup en ¢ok bilinen; oleonik, krataegolik asitler, homoolestranol ile
bunlarin glikozitleridir [34]. Zeytin yaprag: ekstresinde ise baslica bes grup fenolik
bilesik bulunur; oleuropeositler(oleuropein ve verbascoside), flavonlar (luteolin-7-
glukozit, apigenin-7-glukozit, diosmetin-7-glukozit, luteolin ve diosmetin),
flavonoller (rutin), flavan-3-oller (katesin) ve substitue fenoller (tirozol,
hidroksitirozol, vanilin, vanilik asit ve kafeik asit) [37]. En Onemli etkili madde
oleuroperozit (oleuroperoside) adiyla bilinen bir sekoiridoit glikozittir [34]. Bu etken
maddeler icerisinde zeytin yapraginda en ¢ok bulunan, biyoaktif 6zellik gdsteren
bilesenler oleuropein, hidroksitirosol ve rutin olarak bulunmustur [32, 38]. Zeytin

yapraklarimin kimyasal bilesimi, zeytin agacinin tiirii, yetistigi bolge, iklim, dallarin




agaca orani, zeytin yapraginin yapisal karbonhidrat ve azot igerigi gibi gesitli sartlara
bagl olarak degisir [39, 40]. Onemli etkenin genetik faktér oldugu, ayrica geng
yapraklarin olgunlara gore, ilkbaharda hasat edilen yapraklarin son baharda hasat
edilenlere gore daha yiiksek diizeyde fenolik bilesik igerdigi bilinmektedir [25].
Hasat zamani, uygulanan kiiltiirel tedbirler, saklama sartlari, nem igerigi, toprak ve
yaglar ile kontaminasyonun derecesi gibi faktorlerden de etkilenir [39, 40].

Tarih boyunca zeytin yapragi ates ve sitma gibi hastaliklarin tedavisinde
kullamilmigtir. Zeytin yapragi fenolik igerigi sayesinde potansiyel dogal bir
antioksidan kaynagidir [32]. Ulkemizde zeytin yapraklan halk arasimda dahilen istah
agter idrar soktiiriicli, haricen yara temizelemede kullanmilmaktadir. Ayrica zeytin
kabugu ve yapraginin sitma ve adenopatide kullanildigi, zeytin yapraginin metanol
ekstresinin giliclii antikomplementer etki tasidigl ve antiflamatuar aktivite gésterdigi
bildirilmistir. Bu etkinin ise igerdigi flavonoitlerden kaynaklandif: tespit edilmistir.
Fas'ta halk arasinda yapraklarin diyabet tedavisinde kullamildigi bildirilmektedir [33].
Siganlar {izerinde yapilan caligmalarda hayvanlara oral yolla verilen zeytin yaprag
preparatlarinin bobrek ve karaciger doku hasarini biiylik oranda engelleyici etki
g6sterdigi belirtilmistir [41]. Afrika, Yunanistan ve Giiney Afrika Cumbhuriyeti'nden
elde edilen zeytin yapraklarindan oleanolik ve ursolik asit izole edilmistir. Bu
terpenik asitler ile sicanlar {izerinde yapilan deneylerde hipoglisemik, antiateresiklik
ve antioksidan aktivite gosterdigi tespit edilmistir [42]. Zeytin yapragiekstraktinin
deney hayvanlarinda kan basincint diigtirdiigii, koroner arterlerinde kan akisim
hizlandirdigi, aritmiyi engelledigi, bagwsak kaslart spazmlarmi  6nledigi
gozlemlenmistir [36]. Akdeniz beslenme tarzinin insan sagligi {izerinde yarattigi
olumlu etkinin en énemli nedenlerinden birisinin diyetteki fenolik madde igeriginin
yiksek olasidir. Zeytin yapragindan elde edilen ekstraktin kalp damarlarmdaki kanin
akigint arttirdigl, kanin pihtilasmasint diizenledigi, kan dolasimini rahatlattii ve
bundan dolayr kalp rahatsizliklarmi ve krizlerini onleyicietkiye sahip oldugu
bildirilmistir [38, 43]. Aynmi zamanda LDL (LowDensity Lipoprotein-Diisiik
Yogunluklu Lipoprotein) oksidasyonunu engellemesi yoniiyle de kalp-damar
hastaliklarinin Onlenmesinde etkin oldugu, adrenalin {izerine etki ederek kan
basincini  diizenleyici ve kalp rahatsizliklarim Onleyici etkisinin  bulundugu
belirlenmistir [38]. Zeytin yaprag: ekstraktinin bagirsaklardaki ritim bozukluklarint
azaltip kas kasimalarini o6nledii bilinmekte ve timor nekrosis faktériinii

dnleyicietkisinden dolayr alerji tedavisinde kullamimi 6nerilmektedir. Zeytin
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yapragmin antioksidan 6zelliginden yola ¢ikilarakdiabet (seker hastaligi) tizerine
etkileri incelenmis ve olumlu sonuclaralimmugtir [36,38]. Aym1 zamanda, zeytin
yapragi ekstraktinin akciger epitel hiicrelerinde meydana gelen iltihabi (inflamatuar
slireg) hastaliklar sonucu olusan serbest radikalleri onleyici etkisi tespit edilmis ve
tedavide kullaninm énerilmistir [44]. Zeytin yapragindan ekstrakte edilen maddelerin,
giinlimiizde oldukca kritik dnemde olan kansere karsi etkileri de arastirilmakta,
ozellikle prostat, kolon kanseri gibi kanserlerin tedavisinde kullanimina dair sonuglar
umutverici olmaktadir [38]. Zeytin yapragimin tim bu 6zellikleri onun igerdigi

fenolik bilesiklerden ileri gelmektedir.

1.4.1 Oleuropein

Zeytin agact 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip fenolik maddelerce zengin
olup, bu fenolik bilegenlerin baslicasi oleuropeindir. Ik kez 1908 yilinda Bourquelot
ve Vintilesco tarafindan kegfedilen bu bilegigin yapisi ancak 1960 yilinda
tamimlanabilmistir. Buna gore oleuropein, elenolik asit ve hidroksitriozoliin
heterozidik esteridir (Sekil 1. 3). Oleuropein, zeytin meyvesinin ilk dénemlerinde
meyvede daha fazla bulunan, olgunlasmanin ilerlemesi ile zamanla metabolize olarak
miktar1 azalan ve meyveye acilik veren bir maddedir [45, 46,47]. Oleuropein zeytin
afacinin tamaminda; zeytinde, posasinda, yaginda ve zeytinyagi imalati esnasinda
agiga ¢ikan atiklarda bulunmakla birlikte, bu bilesigin dogada bilinen en Gnemli
kaynag@: zeytinciligin yan iiriinii olan zeytin yapragidir (60-90 mg/g kuru agirlik). Bu
konudaki ¢alismalarda; zeytinyaginda oleuropein igeriginin %0.005-%2 arasinda,
zeytin yapraginda ise %I1-14 arasinda oldugu bildirilmektedir [45]. Fenolik
bilesenlerin antioksidan aktivite yaminda c¢esitli biyolojik etkinlikleri de soz
konusudur. Ornegin oleuropein ve hidroksitirozol sentetik radikalleri, peroksit
radikallerini, stiper oksit radikallerini ve hidroklorik asiti yakalama ve inaktif hale
getirme etkisi gostermektedir. Viicutta c¢esitli rahatsizliklara neden olan serbest
radikalleri etkisiz hale getirmek suretiyle viicut direcini artirict etkisi bundan
kaynaklanmaktadir [48]. Oleuropeinin antioksidan, antimikrobiyel, antienflamatuar,
antiaterojenik, antikarsinojenik, antiviral aktiviteler dahil olmak tlizere coksayida
farmakolojik ozellige sahip oldugu bircok arastirici tarafindan ortaya konmustur.

Yapilan calismalar, yiiksek miktarda oleuropein igeren zeytin yapraklarindan elde
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edilen fenolik fraksiyonun, lipoprotein oksidasyonunu 6nledigi ve bu nedenle besin
takviyesi olarak onemli rol oynadigini gostermektedir. Ayrica oleuropeinin ana
biyoaktif metaboliti hidroksitriosoliin, dogal olarak elde edilengii¢lii bir antioksidan
oldugu, diger yapisal alt birimi elenolik asitin ise gliglii antiviral etkigdsterdigi
bildirilmektedir. Bunun yanisira oleuropeinin alzheimer hastaliginmn etyolojik

faktoriitA-ff amiloid peptid ile non-kovalent kompleks olusturdugu ileri stiriilmektedir

[45].
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Sekil 1. 3: Oleuropeinin kimyasal yapt formiilii[49].

1.4.2 Liiteolin 7-glukozid

Zeytin yapraginda oleuropin disinda alt1 farkli flavonoid grubu madde
(luteolin 7-o-glukozit, luteolin 7-o-rutinozit, apigenin7-o-glukozit, rutin, luteolin ve
apigenin) daha tammlanmigtic [50]. Flavonoidlerden flavon grubunda yer alan
luteolin (3',4",5,7-tetrahidroksiflavon) kekik, maydanoz ve enginarda yiiksek oranda
bulunurken; sekerpancan,. lahana, karnabahar, sogan, havug, brokoli, musir gibi
cesitli sebzelerde degisen oranlarda bulunmakta ve besinlerle giinliik ortalama 2 mg
kadar alinmaktadir. Flavonoidlerin 6nenﬂi tiyelerinden bir olan luteolinin kuvvetli bir
serbest radikal siipiiriici oldugu ve antienflamatuar ve anti alerjik etkileri de igeren
genis farmakolojik ozellikler gosterdigi belirtilmektedir. Luteolin ile ilgili yapilan

caligmalar antioksidan Ozellikleri ve antiproliferatif etkileri tizerine odaklanmustir.

Literatiirde luteolinin, enginar yapragi ekstraktinin antioksidan aktivitesine katkida
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bulunarak, Cu*" iyonlariaracilifiyla meydana gelen LDL oksidasyonunu engelledigi
rapor edilmistir. Luteolinin DNA topoizomeraz [ ve 1I'yi, timér hiicrelerinin
¢ogalmasinda rol oynayan triozin kinazi inhibe etmesi ve apoptozisi indiiklemesi
nedeni ile kanser tedavisinde kullanilma potansiyeli tasidigi bildirilmistir [51]. Buna
ek olarak literatiirdekarahindiba ¢igek 6ziinde in vitro sartlarda; 20uM daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunan luteolin ve luteolin-7-0-glikozit, nitrik oksit Griinlerini
ve prostaglandin E2 (PGE2) aktif-fare makrofaj RAW?264.7 hiicreleri 6nemli olgiide
bastirdig1 tespit edilmistir [52]. Antikanserojen potansiyeli bulunan luteolin-7-o-
glukozit (LUT7G), dort farkli kanser hiicre (COLO 320, DM, AGS, MCF-7 ve
A549) ve normal Vero hiicre hatlarina kars: incelenen galismada apoptasisin (saglikli
kalinabilmesi i¢in programlanmig hiicre 6limlerinin) gergeklestifi tespit edilmistir

[53]. Luteolin 7-glukozidin kimyasal yap1 formiilii Sekil 1.4° de verilmistir.

Sekil 1. 4: Liiteolin7-glukozidin kimyasal yap1 formiilii [54].

1.4.3 Tirozol

Tirozolfenetil alkoliin bir tiirevi olan feniletanoiddir. Cesitli besin
kaynaklarinda dogal bir fenolik antioksidan olarak bulunur. Insan diyetinin baslica
kaynaklarindan olan zeytinyagi ve argan yagimin dogal fenolik bilesikleri arasimnda
yer almaktadir [55]. Fenol olarak da bilinen tirozoliin, 4-(2’-Hidroksietil),fiziksel ve
zihinsel yorgunluklarda, hafiza kayiplarinda yardimer etkiye sahip oldugu
bilinmektedir. Diger fenol bilesiklerde oldugu gibi, yapisindaki hidroksil grubundan
bir hidrojeni serbest radikallere vererek onlar etkisiz hale getirmekte ve bunun

sonucunda da kendisinin okside oldugu belirlenmistir [56]. Antioksidan etki gdsteren
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tirozoliin  oksidasyon nedeniyle yaralanmalara karst hiicreleri  korudugu
bilinmektedir. Zeytin yaginda diger antioksidan bilesikler kadar olmasa da mevcut
olan tirazoliin yiiksek konsantrasyonlarda biyoyararliligmm onemli oldugu rapor
edilmistir. Tirazoliin miyokardi koruma etkisi nedeniyle kalp i¢in anti-aging bir
molekiil oldugu diigiiniilmektedir [55]. Tirozol kimyasal yap1 formiild Sekil 1.5 de

verilmistir:

Sekil 1. 5: Tirazoliin kimyasal yapi formiilii [57].

1.4.4 Kafeik Asit

Kafeik asit, hidroksisinnamik asit olarak siniflandirilan organik bilesiktir.
Yapisinda fenolik ve akrili kfonksivonel gruplarint icermektedir [58]. Kafeik asit
birgok bitki ve besinlerde bulunanbir kimyasaldir. Insan diyetindeki kafeik asitin
birincil kayna@i kahvedir. Ancak, elma, enginar, ¢ilek ve armut gibi diger gida
kaynaklar: bulunabilir [59]. Kafeik asitin, okaliptus (Fucalyptus globulus)kabugu,

tath su egreltisi (Salvinia molesta) veya mantar (Phellinus linteus), argan yagi ve

arpa tohumunda da oldugu bilinmektedir [58]. Kafeik asit, immiinomodiilatér,

antiproliferatif, antiviral, antiinflamatuar, antioksidan, sitostatik, antibakteriyel,
antifungal o6zellikte olan ve son yillarda lizerinde yogun caligmalar yapilan bir
molekiildiir. Gligliibir antioksidandir ve serbest radikallerin olusumunu engeller [60].
Kafeik asit atletik performans arttirmak i¢in, egzersiz ile ilgili yorgunluklarda, kilo
kayiplarinda ve kanser, HIV/AIDS, herpes, gibi diger durumlarla da micadelelerde
de kullanilmaktadir [59]. Kafeik asitin farmakolojik etkileri arasinda in vitro hayvan
modellerinden insan HT-1080 fibrokarsinoma Hiicrelerinde inhibitor etki gosterdigi
l)elirienmistir. Bunun yanisira kafeik asit etkisiyle karsinogenesisin inhibe oldugunu
ve kolon kanserininin bilylimesinde gerileme goriildiigii belirlenmistir [58]. Meme

kanseri (BC) hastalar, difer kanser tiirleri hastalarina gére alternatif ve daha dogal
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ilaglar kullanirlar. Ozellikle alternatif tibbin bir tipini % 63-83 oraminda ve bu
oraninda%25-63"nii bitkiler ve vitaminler olusturmaktadir. Balarisindan elde edilen
dogal tibbi tiriin olan propolis; CAPE (kafeik asit fenil ester) icermektedir. CAPE;
tiimorlerin bilylimesini engellemesi konusunda genler ve protein ifadeleri lizerinde
giiclii bir etkiye sahip oldugu tespit edilmigtir [61]. Kafeikasitin kimyasal yapi

formiilii Sekil 1.6° de verilmistir:

Sekil 1. 6: Kafeik asitin kimyasal yap1 formiilii [61].

1.4.5 Vanilik Asit

Zeytin yapragifenolikleri igerisinde oleuropeinden daha diisiik antioksidan
aktiviteye sahip fenolik bilesen vanilik asit olmakla beraber, tirozolden daha yiiksek
bir antioksidan aktiviteye sahiptir. [36]. Vanilik asit, bir tatlandirict ajan olarak
kullanilan benzoik asitin tiirevidir. Vanilinin ferulik asite doniistimii sirasinda
tiretilen vanilinin okside formudur. Vanilik asit, vanilinin okside formu olarak Cin’de
geleneksel tipta kullanilan vanilya cekirdekleri Angelica sinensis bitkisinde tespit
edilmistir [62]. Vanilik asit, yesil cay cikolata ya da kahve tilketiminden sonra insan
idrarinda tespit edilen, antimikrobiyal ve antimalarial aktivitesi bulunan kafeik asitin
bir metabolik triintidiir. Giizel kokusu nedeniyle gida katki maddesi olarak da
popiiler hale gelen, kozmatik, gida ve ilag sanayinde antiseptik ve koruyucu olarak
kullanilan énemli bir bilesendir [63, 62]. Cesitli calismalar vanilik asitin immiin ya
da inflamatuar yamtlarnin yonetimindeki etkisinin olduguna dair kanitlar
saglamaktadir. Ornegin vanilik asit insan periferal mononiikleer kan hiicrelerinde

interferon-gamma sekresyonunu ve insan lenfosit proliferasyonunun etkinligini
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gelistirebildigini tespit edilmistir. Calismalar vanilik asitin karaciger hasarinda
meydana gelen inflamasyonu baskilayarak hepatoprtektif (karaciger koruyucu) etki
gosterdigini de ortaya koymustur [64]. Vanilik asit yilan zehiri aktivitesinin inhibe
edilmesi, karsinogenesis, apoptosiz ve inflamasyon gibi g¢esitli farmakolojik
aktivitelerle de iliskilendirilebilir [62]. Vanilikasitin kimyasal yapisina iliskin formiil
Sekil 1.7 de verilmistir.

~OCH,
OH

Sekil 1. 7: Vanilik asitin kimyasal yap1 formiiliin [65].

1.4.6 Rutin hidrat

Zeytin yapragi fenolikleri igerisinde en giigli antioksidan aktiviteye sahip
fenolik bileseh rutindir [36]. Rutin bileseninin kolesterol ve kalp sagligi bakimindan
yararli oldugu ve antioksidan aktivitesinin bulundugu [66], degisik kas gruplarindaki
istemsiz kompleks hareketlere neden olan tardivdiskinezi hastaliginin tedavisinde
yiiksek doz rutin kullaniminin deney hayvanlarinda hastalik seyrini tersine ¢evirdigi
[67] ve kalp koruyucu aktiviteye sahip oldugun [68] yapilan ¢esitli ¢alismalarda

gosterilmigtir. Rutinin kimyasal yap: formtilt Sekil 1.8” de verilmisgtir:
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Sekil 1. 8: Rutininkimyasal yap1 formiilii[ 69].

1.4.7 Kuersetin

Kuersetin (3,3 ', 4',5,7-penta hidroksiflavon) flavonoidlerin alt grubu olan bir

polifenolik bilesiktir [70]. Besin takviyesi olarak popiiler bir sekilde kullanilan
bitkisel kaynakli bir flavonoiddir [71]. Meyve ve sebzelerde ¢ok¢a bulunan
kuersetinin, sudaki ¢6zlniirliigiiniin az oldugu bildirilmistir. Elma ve sogan basta
olmak tizere, kirnuzi sarap, greyfurt, siyah ¢ay, ahududu, yaban mersini, kiraz,
brokoli gibi icecek ve yesil sebzelerde cokca bulunur. Kuersetinin yararh etkileri,
diger flavonoidlerde de oldugu gibi alimina, emilimine metabolizmasina ve atilimina
bagli olarak degismektedir. Kuersetinin birgok biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri
actklanmistir. Losemi, kolon, meme, akciger, hepatoma ve prostat dahil olmak Gizere
birgok insan kanser hiicresi hatlarinda anti-kanser faaliyetlere sahip oldugu
sdylenmektedir. Kuersetinin potansiyel kemopreventif etkileri, antioksidatif
aktivitesinin yam sira karsinojenleri aktive eden enzimleri inhibe etme, hiicre
reseptorleri ve diger proteinleri regiile etme gibi ¢esitli mekanizmalarla anlatilmistir.
Bunun yaninda kuersetinin pulmoner ve kardiyovaskiiler hastaliklara yakalanma
riskini azalttif1 tespit edilmistir. Reaktif oksijen tiirlerini yakalama ozelligiyle de
kuersetinin yararli etkilerinin oldugu diisiiniilmektedir. Ayrica kotii kolesteroliin
okside olmasim &nleyebilir, hiicrelerin kansere doniligmesini geciktirebilir,
kolesterolii dusiirtip kalp ve akciger hastaliklarini engelleyebilir ve akcigerleri
koruyabilir seklinde diigtintilmektedir. Kuersetin, antihistaminik etkisinden 6tiirii
alerji ve astim tedavisi igin de tavsiye edilmektedir [72]. Saglik yararlar1 agisindan

genis bir yelpazeye sahip oldugu bilinen kuersetin laboratuvar ortaminda ya da yapay
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kosullarda yapilan aragtirmalarda, histamin tiretimini durdurarak anti-inflamatuar
aktivitenin yiiksek miktarda oldugunu ortaya koymaktadir. Antitimor aktivitesi
bilinen, kiiltiirlii ve prostat kanseri hiicreler kuersetinin bir dozu ile tedavi edildiginde
yiiksek seviyede Oliimlerine neden oldugu ortaya koyulmaktadir [71]. Kuersetin

kimyasal yap1 formiilii Sekil 1.9” de verilmistir:

OH
OH

“OH

Sekil 1. 9: Kuersetininkimyasal yap1 formiilii[ 73].
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1.5 Amacg ve Kapsam

Zeytin yapragi ektresinin igermis oldugu fenolikler ve flavonoidler metabolik
savunma giiciinii 6nemli oranda artirirlar. Ozellikle igerigindeki oleuropein ve
elanoik asit aktif bilegenlerinin dogal antibiyotik ve antioksidan molekiiller oldugu,
antimikrobiyal ajan olarak gorev yaptigi bilimsel arastirmalarca da kaydedilmistir.
Bu nedenle giiniimiizde zeytin yapragi ektresi olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaya
baslanmistir. Zeytin yapragmin bu zengin antioksidan igeriginin iyi muhafaza
edilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu calismada =zeytin yapraklarinin
kurutulmasinda antioksidan igerigin maksimum oldugu en elverisli kurutma
yonteminin belirlenmesi amaglanmaktadir. Ayrica ¢alismanin diger bir amaci da
konuyla ilgili Tiirkiye sartlarindaki ¢aligmalarin sayisimi artirmak suretiyle bu alanda
zengin bir bilimsel yapmin olugsmasina ve konuyla ilgili yapilacak baska ¢alismalarin

sekillenmesine katki saglamaktir.

Calisma ozellikle endiistriyel uygulamaya vansitilabilirlik dikkate alinarak
hazirlandigi i¢in zeytin agacinin yetistii yorelerde bilhassa katma deger
saglayacaktir. Clinkii genellikle budama mevsimi kesilen zeytin dallart yapraklariyla
beraber yakilmaktadir veya dylece bahgede ¢liriimeye terk edilmektedir. Bu ¢alisma
bunlarin yakilmasi veya c¢lirlimeye terk edilmesi yerine g¢ay, ekstrakt v.b. {iriinlere
islenmesini, islenme kalitesinin artirilmasini tesvik etmesiyle zeytin yapragina katma
deger saglamaktadir. Zeytin yapragimin kurutulmasiyla fenolik madde dagilim ve
antioksidan kapasitesi ile ilgili bazi ¢aligmalar mevcut olmasma karsin,
bugalismalarda farklikurutma yontemlerinin fenolik madde dagilin ile antioksidan
kapasiteylr nasil etkiledigine dair bir calismaya rastlanmamustir. Ayrica tip ve
kozmetik sanayilerinde kullamiminin yaygmlastirilmasina da katkida bulunacagi

diistintilmektedir.
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1.6 Literatiir Ozeti

Bouaziz ve Sayadi (2005) Chemlali zeytin gesitinin yapraklarmdaki fenolik
bilesenlerin 2003 Temmuz’dan 2004 Mart’a kadar degisimini kantitatif ve kalitatif
olarak belirledikleri c¢alismada; oleuropeinin her zaman majoér fenolik bilesen
oldugunu, bunun disinda luteolin 7-O-glukozid, luteolin 7-O-rutinozide, apigenin 7-

O-glucozide, rutin, luteolin ve apigenin bilesenlerini teshis ettiklerini bildirmektedir

[74]. Harp (2011) Gemlik, Domat, Adana Topagi ve Adana yerli zeytin yapraklarinin

antioksidan etkilerini belirledigi calismasinda; taze yesil yapraklarin ve IR ile
kurutulmug yapraklarin antioksidan aktivitesini incelemis, ¢aligmanin sonucunda IR
ile kurutulan yapraklardaki daha iyi korundugu sonucuna varmigtir [35]. Karakulak
(2009) zeytin yapraklar ekstraktinin antioksidatif aktivitesine, etiiv ve mikrodalga ile
kurutmanin, ¢oziicli, sicaklik ve zaman parametreleri {izerine etkisini inceledigi
caligmasinda; Dikili yoresinden topladigi omekleri mikrodalga ve etiivde kurutmus
ve 3 farkh sicaklikta (25 °C, 40 °C, 70 °C) ekstraksiyon islemi uygulayarak fenolik
madde igerikli ekstrakt elde etmigtir. Yaptifi degerlendirme sonucu ektraksiyon
isleminin; mikrodalga ile kurutulmus zeytin yapraklan ile 40°C’de, 4 saat siire ile
gerceklestirilmesinin uygun oldugunu saptanustir [74]. Boudhrioua ve arkadaslari
(2009) yaptiklar1 calismada; taze zeytin yapraklannin yesil renkte, yiiksek nem
iceriginde oldugunu ve yaprak cesidine gore degisen oranda toplam fenol igerdigini
belirlemiglerdir. IR ile kurutmada yapraklardan 6nemli oranda (%85°ten fazla) nem
uzaklastigi ve kurumanin kisa siirede gergeklestigi goriilmiistiir. Yaprak cesidi ne
olursa olsun IR kurutmanin yapragin toplam fenol igerigini ve yaprak rengini énemli
oranda etkiledigi belirlenmigtir. Caligmada ayrica, taze zeytin yapraklari ile
karsilastinldiginda kuru zeytin yapraklarindaki toplam fenol igerifinin arttig
belirlenmistir. IR ile kurutmanin; taze yapraklarin yesil rengini, parlakligim
korudugunu rapor etmislerdir [75]. Erbay ve Igier (22) zeytin yapraklarinin
kurutulmasinda optimum kogullarin 51.16 °C ve 1.01 m/s hava hiz1 ve 298.68 dakika
olarak belirledikleri ¢aligmada; bu optimum kogullarda toplam fenol igerigini%10.25,
antioksidan aktivite kaybim %41.88, son nem igerigini %6 ve kurutucu etkinligini
%65.5 olarak belirlemislerdir [76]. Saygin (2009), Ayvalik, Memecik, Gemlik ve
Domat zeytin yapraklarinda 1 yil boyunca 3’er ay araliklarla fenolik madde ve
antioksidan kapasite baktig1 ¢alismada; antioksidan aktivitenin %91,38 (Haziran

2008 Memecik) ile % 73, 86 (Eylil 2007 Gemlik) arasinda, fenolik madde
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miktarinin ise %51,86 ile %11,16 arasinda degistigini tespit etmistir. Calismada
ayrica antioksidan aktivite ve yapraklardaki toplam fenolik madde miktarlar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigini (p<0,05; p<0,01)
belirlemistir [32]. Garcia ve Alcaide (2008) tarafindan yapilan bir diger ¢alismada;
taze, dondurularak, acik havada ve 60 ile 100 °C’lik firnlarda kurutulan zeytin
yapraklarimin ~ kimyasal  bilesimi, sindirim sisteminde ve viicut ig¢inde
sindirilebilirliginin arastirildig: bir calismada; proteine baglh taninlerin dondurularak,
agik havada ve 60°C’de kurutulan yapraklarda 1.25’ten 0.82 g/kg kuru madde’ye
diistiigii goriilmiistiir. S6z konusu c¢alismada toplam taninlerin yalnizca 60°C’de
kurutulan yapraklarda 10,0’dan 6.24 g/kg kuru madde’ye azaldigi belirlenmistir.

Ayrica viicut i¢gi ham protein sindirilebilirligi; 100°C’de kurutma hari¢ diger

‘yontemlerle % 58’e kadar artmig, dondurarak, agik havada ve 60 °C’de kurutmada

bulunan ham protein sindirilebilirlik degerleri arasinda anlamli bir farkhihigin
olmadigi goézlemlenmistir. Kurutmadan sonra ham protein, 0.46’dan 0.64°e,
rumendeki parcalanmamis ham proteinin sindirilebilirligi yalmizca firinda
kurutmadan etkilenmis ve 0.33’ten 0.39’a yiikseldigi rapor edilmistir. Hava ile
kurutmanin zeytin yapraklarimin besin degerine &nemli bir etkisi olmamasma
ragmen; uygun, basit ve disiik maliyetli bir sistem olarak zeytin yapraklarmin
korunmasinda uygulanabilir oldugu sonucuna varilmistir [77]. Dogan ve arkadaslan
(2010) baz1 tibbi bitkilerin antioksidan, fenolik ve protein igeriklerini arastirdiklar
calismalarinda; bitki cesidine gore antioksidan aktivitenin, fenolik bilesimin ve

protein iceriklerinin degistigini, en fazla a-tokoferol, B-karoten, ferulik ve gallik asit

icerigine sahip tirlerin swrastyla Rosmarinus officinalis 1., Mentha piperita 1.,

T

Mentha piperita L. ve Equisetum hyemale L.’nin oldugunu, genelde en yiiksek
antioksidan igerife Fquisetum hyemale L. Tirtintin sahip oldugunu, bitkilerin o-
tokoferol icerikleri ile gallik asit ve P-karoten ile ferulik asit arasinda pozitif

korelasyon olabilecegini ve en yliksek fenolik ve protein igerigine sahip bitki

tiirlerinin 1se swrasiyla Hypericum perforatum L. ve Glycrrhiza glabra 1.’nin

olduklarin1 bildirmislerdir [78].




2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Bu ¢alismada materyal olarak; Gemlik ve Ayvalik olmak tizere 2 farkli zeytin
cesidine ait yapraklar budama zamam (Ocak-Mart), budanan zeytin dallarindan
toplanmigtir. Toplanan zeytin yapraklar mikrodalga, infrared, konveksiyonel 1sitict
ve normal atmosferik sartlar altinda olmak tizere dort farkli yontemle kurutulmustur.

Numunelere iliskin 6rnek kodlar: Tablo 2.1°de verilmistir.

Tablo 2. 1: Numunelere ait kodlar

Yapragm Toplandigi Cesit Kurutma Sekli Kod
Normal Oda Sartlari IN

Konveksiyonel 1K
Ayvalik s :
Infrared 11

Mikrodalga IM

Normal Oda Sartlari 2N

Konveksiyonel 2K
Gemlik - -
Infrared 21

Mikrodalga M
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| 2.2Metot

2.2.1 % Nem Tayini

5 gr civan taze yaprak 105 °C’de sabit tartima getirilene kadar etiivde

kurutularak % nem orani gravimetrik olarak hesaplanmistir.

2.2.2 Kurutma ve Ekstrakt Eldesi

Iki farkli ceside ait taze zeytin yapraklar: toplandiktan sonra toz v.b.
kirlerinden arindirilmak amaciyla bir kevgir i¢ine alinarak saf su ile yikanmigtir.”
Normal oda sartlarinda kurutulan 6rnekler laboratuarda temiz bir tezgah tistiinde 3
giinde, etiiv ile 65 °C’de 18 saatte, infrared 1sitic1 (dalga boyu: 50-60 Hz, 2500 Watt)
ile 68,5 °C’de (termal kamera: termal imacertesto 881) 15 saatte, mikro dalga (Beko

marka) ile 180 Watt’da 10 dk. (5 dk.+5 dk.) kurutulmustur.

Yapraklardan ekstrakt elde etmek i¢in NAS (Normal atmosferik sartlar), MD
(mikro dalga), Etiiv ve Infrared seklinde isimdirilen posetlerden teker teker 15er gr
almarak tartilmigtir (Denver Instruments S1-234). Kahve &giitiiciisii ile ¢ok kiigiik
pargalara ayrilmasit saglanmistir. Her 15 g numune igin 150 mL ¢6zeltiden (800 mL
metanol ve 200 mL saf su) eklenerek Waring Commercial Blender ile 18 dk.
karigtinlmigtir. Kanstinllan 6rnekler filtre kégidindan stizilerek vakumlu déner

evaporatdr ile 40 °C’demetanol uzaklagtirilmasi ile ekstraktlar elde edilmigtir [74,

79].

| 2.2.3 Folin- Ciocalteu Fenol Reaktifi Cozeltisi Hazirlanmasi

| 10 mL Folin reaktifi 100 mL’lik volumetrik bir balon jojeyekonularak tizeri
saf su ile 100 mL’ye tamamlanir. Folin ¢ozeltisinin giinliik taze olarak hazirlanmasi

gerekmektedir [79].
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2.2.4 Gallik Asit Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,500 g gallik asit 100 mL’likvolumetrik bir balon jojeye konularak tizerine
standard1 olan ¢ozeltiden (% 60 metanol-su ¢ozeltisinin standart egrisi ¢ikartilmak
isteniyorsa % 60’lik metanol-su ¢ozeltisi kullanilir) 10 mL ilave edilerek gallik asit

cozdurtiliiv ve tzeri saf su ile 100 mL’ye tamamlanir. Hazirlanan bu g¢ozelti

buzdolabinda saklanir [79].

2.2.5 Sodyum Karbonat Cozeltisinin Hazirlanmasi

7,5 g sodyum karbonat 100 mL.’lik volumetrik bir balon jojeye konurakbir

miktar saf su ile ¢oziiliir. Cozelti 100 mL’ye tamamlanir [79].

2.2.6 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) Reaktifinin Hazirlanmasi

0,024 g 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH) reaktifi 100 mL’lik bir balon
jojeye konurak bir mikrat metanol ile ¢oziilidiikten sonra metanolle 100 ml.’ye
tamamlanir. DPPH reaktifi ¢ozeltisinin  glinlik taze olarak hazirlanmasi

gerekmektedir [79] .

2.3 Toplam Fenolik Madde Analizi

Zeytin yapraklarindaki toplam fenolik madde analizi icin modifiye edilmis
Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmistir [20]. Fenolik bilesikler, Folin-Ciocalteu
Reaktifi (FCR) ile sadece bazik ortamlarda reaksiyon verirler, bu yiizden ortam

sodyum karbonat (% 5-10) ile baziklestirilir.

Tayin edilecek eksrakttan 0,1 mL alinarak tizerine 9,9 mL kendi ¢ozeltisinden
eklendikten sonra 1:100 oraminda seyreltilir. Hazirlanan bu seyreltik &rnek
¢ozeltisinden bir deney tiipiine 0,3 mL alinarak tizerine 1,5 mL taze hazirlanmisg folin
reaktifi ¢ozeltisi ilave edilir. Vorteks ile iyice karistirilarak, 8,5 dakika karanlik

ortamda bekletilir. Karanliktan ¢ikarilan her bir tiipe tizerine 1,2 mL, % 7.,5’luk
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sodyum karbonat ¢6zeltisi ilave edilir ve karigtirilir. Karistirilan 6rnekler 1,5 saat
siire ile karanlikta bekletilir. 1,5 saat sonra karanliktan ¢ikarillan &rneklerin hig
bekletilmeden spektrofotometre ile 765 nm’deki kér kabul edilen kuyucuk olan

distile suya kars1 absorbans degerleri okunur [79] .

2.3.1 Gallik Asit Standart Egrisinin Hazirlanmasi

Daha 6nce hazirlanan gallik asit stok ¢ozeltisinden 0- 0,2- 0,4- 0,6- 0,8- 1,0-
1,5 ve 2,0 mL ahnarak 100 mL’lik volumetrik balon jojelere konulur. Uzerleri
standart egrisi ¢ikarilmak istenen ¢oziicii ile100 mL'ye tamamlanir. Béylece sirasiyla
0, 10, 20, 30,40, 50, 75 ve 100 mg/L gallik asit iceren c¢ozeltiler elde edilir.
Hazirlanan gallik asit ¢6zeltilerinden deney tiiplerine 0,3 ml. alinarak tizerlerine 1,5
mL folin reaktifi ¢ézeltisi eklenir ve iyice karistirihir. 8,5 dk. karanlikta bekletilir.
Karanliktan alinan tiiplerin her birinin tizerine 1,2 mL, %7,5'luk sodyum karbonat
¢ozeltisi ilave edilerek tekrar karigtirilir ve 1,5 saat stire ile karanlikta bekletilir. Bu
stire sonunda karanlik ortamdan alinan tiipler hemen 765 nm’de kore karsi absorbans

degerleri okunur [79].

2.4 Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Bu yontem temel olarak, metanol yada etanol de hazirlanan DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikal cozeltisi iizerine antioksidan bilesiginin eklenmesi
sonucu organik nitrojen radikal ¢@zeltisinin renginde meydana gelen azalmanin
spektrofotometrik olarak 6lgtilmesi, elektron spin rezonans (ESR) veya daha ¢ok
kullanilan dekolorizasyon yontemi ile degerlendirilmesi esasmma dayanmaktadir.
DPPH radikali 515-517nm dalga boyunda kuvvetli bir absorbsiyon gostermekte bu
durum ¢ok net gézlemlenebilmektedir. DPPH radikal ¢6zeltisi, antioksidan aktiviteye
sahip ekstrakt ile karigtirilinca, antioksidan bilesik ortama bir hidrojen atomu vermek
suretiyle stabil, radikal olmayan DPPH formuna déniismekte, bu doniistim sirasinda
es zamanh olarak yogun mor renk (DPPH) kaybolmakta ve indirgenme sonucu sar1
renk (DPPH) olusmaktadir [80]. Sekil 1.1°de DPPH’in molekiiler yapis1 ile Sekil

2’de bu reaksiyon kisaca gosterilmektedir.
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Sekil 2. 1: 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) in molekiiler yapisi[81].

Asgagida Sekil 2.1°de DPPH radikalinin kimyasal yapisi ve A-H ile reaksiyonu

gosterilmektedir.
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1: Difenilpikrilhidrazil (serbest radiical) 2: Difenilpikrilhidrazin (radikal degil)
t Sekil 2. 2: DPPH radikalinin kimyasal yapis1 ve A-H ile reaksiyonu [81].

Spektrofotometrik analiz i¢in drneklerden tiger, kontrol g¢ozeltilerinden ise
ikiser adet paralel c¢ozeltiler kullamilmigtir. 515 nm dalga boyunda dlgiilen
absorbanslardan asagidaki formiil yardimiyla 6rneklerin DPPH radikali yakalama

aktiviteleri, dolayisiyla antioksidan aktiviteleri hesaplanmugtir [76].

Antioksidan Aktivite (%) = [1- (6mek absorbansi / kontrol absorbansi) ] x 100
|
|
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{ 2.5 HPLC ile Fenolik Madde Daglum Analizi
L

Bu calismada Dogan ve arkadaslant (2010) tarafindan yapilan ¢alismada

kullanilan yontemden yararlamlmigtir. Analizlerde Perkin Elmer 200 series Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) cihazi kullanilmistir. Kromatografik ayrim
icin Macherey-Nagel EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C-18 kolon kullanilmistir. Yaprak
ekstraktinda bulunan fenolik maddelerin analizi i¢in ekstrakt, 5 gr 6rnek 3 defa 15
mL saf su/metanol (20:80) kanisiminda ¢bziilmiistiir. Daha sonra ¢dziicii 35°C’de
evaporator yardumiyla uzaklastirilarak ve tartim islemi yapilmistir. Orneklerin her

birine saf su/metanol (20:80)'den 5 mL ilave edilmis ve drnekler HPLC ile analiz

edilmistir [78].
Tablo 2. 2: HPLC sartlari
Standartlar Dalga boyu Saf Su (0.1o-fosforik asit) Asetonitril
Oleuropein 280 % 50 % 50
Kafeik asit 280 % 50 % 50
Vanilik asit 280 % 70 % 30
Kuersetin 360 % 65 % 35
Rutin hidrat 280 % 70 % 30
7-Luteolin glikozit 350 % 65 % 35
J‘ Tirosol 280 % 30 % 70
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% 3. BULGULAR

oranlarina iligskin sonuglar Tablo 3.1°de verilmistir.

Yaprak Orneklerinin Kuru Madde Oranlarma Iliskin Bulgular

Farkli yontemlerle kurutulan zeytin yapragi orneklerinin kuru madde

Tablo 3. 1: Kuru Madde Oranlari (%)

Ayvalik

Gemlik

Kuru madde oran1 -

72.66

73.00

analizlerine iliskin sonuglar Tablo 3.2’de verilmistir.

3.2 Toplam Antioksidan Aktivite Analizine Iliskin Bulgular

Farkli yoéntemlerle kurutulmus zeytin yapraklarinin antioksidan aktivite

Tablo 3. 2: Antioksidan Aktivite (%)

Normal Oda Sartlar1 | Konveksiyonel | Infrared | Mikrodalga
Ayvahk 82.76 88.48 90.36 92.76
Gemlik 92.76 89.76 92.95 93.42

verilmistir.
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3.3 Toplam Fenolik Madde Analizine iliskin Bulgular

Ayvalik ve Gemlik zeytin ¢esitlerinin farkli yéntemlerle kurutulmug zeytin

yapraklarinin toplam fenolik madde analizlerine iligkin sonuglar Tablo. 3.3°de




R N SR EEINIRI e )

Tablo 3. 3: Toplam Fenolik Madde (mg/100 g)

Normal Oda Sartlari | Konveksiyonel | Infrared Mikrodalga

Ayvalik 301.09 305.47 274.83 409.88

Gemlik 275.75 200.76 165.18 301.67

Zeytin yapraklarinin toplam fenolik madde igerikleri gallik asit esdegeri

cinsinden hesaplanmis ve gallik asidin standart olarak kullanildigr egri Sekil 3.1 de

gosterilmigtir.

18

16

y = 0,556 + 0,0064

14 R = 0,9975

12 |
11 ' |

0.8 -

Absorbans

0,6
0.4 1

0,2

0 - . ; ;
0 0,5 1 15 2 2,5

Sekil 3. 1:Zeytin yapraklarinin toplam fenol iceriginin hesaplanmasinda

kullanilan gallik asit standart egrisi

3.4 Fenolik Madde Dagilin Analizine liskin Bulgular

&
T
i
[
}

Farkli yontemlerle kurutulmus zeytin yapraklarimin fenolik madde dagilimi

analizlerine iligkin sonuglar Tablo 3.4’de verilmistir.
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Tablo 3. 4: Fenolik Madde Dagilim1 (mg/100 gr)

, Liiteolin 7- _ Kafelk | Vanilikas | Bt |
Oleuropein lukozid Tirosol skl it Kuersetin
g UKozl asl I hid rat

NS 11753 8 238 55 = 3] 5

K 14273 12 28 6 - 38 13
AYVALIK

IR 7233 50 28 53 ; 35 6

M 17658 16 83 6 - 43 5

NS 11485 7 225 55 = 3 4

K 9263 10 20 48 - 33 3
GEMLIK [ IR 11078 16 38 36 g 33 4

M 17698 40 78 5 - 40 6

Fenolik standart maddelerine iliskin HPLC pikleri sirasiyla Sekil 3.2-Sekil

3.8 de verilmistir.

i b by

Sekil 3. 2: Oleuropeinin standart HPLC piki (3.30 dk.)
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Sekil 3. 3: Luteolin-7 glikozitin standart HPLC piki (3.81 dk.)

Lol it ol ol

Sekil 3. 4: Tirozoliin standart HPLC piki (3.32dk)

Sekil 3. 5: Kafeik asitin standart HPLC piki (2.32 dk.)
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Sekil 3. 6: Vanilik asidin standart HPLC piki (4.78 dk)

ot bl

Sekil 3. 7: Rutin hidratin standart HPLC piki (4.08 dk)
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Sekil 3. 8: Kuersetinin standart HPLC piki (8.43 dk)

Calismada kullanilan numunelerin HPLC piklerine iligkin baz1 &rnekler
(Ayvahk ¢esidi zeytin yapraklarinin - mikrodalga ile kurtulmasindan = elde
edilenlerden) Sekil 3.9, Sekil 3.10, Sekil 3.11 ve Sekil 3.12°de verilmistir.

|IEII|III[!II!

[, Sekil 3. 9: Oleuropein piki
|
|
:

3%
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Sekil 3. 10: Kafeik asit piki

Lol bl

Selkil 3. 11: Tirozol piki

L e e e e e e e
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Sekil 3. 12: Rutin hidrat piki




4. SONUC TARTISMA

Bu g¢alismada, Ayvalik ve Gemlik zeytin agaglarindan toplanan yapraklar
farkli sartlarda kurutularak, igermis oldugu fenolik bilesiklerin, antioksidan
aktivitenin ve toplam fenolik maddenin nasil de@istigi belirlenmeye calisilmistir.
Farkli iki ¢esit olan ayvalik ve gemlik zeytin agaglarindan elde edilen yapraklarin
hem anticksidan aktivitesi hem de igerdikleri fenolik bilesikler karsilastirilmistir.
Yapilan bu calismaya ait bulgular ile literatiirde zeytin yapragi ve fenolik bilesikler

ile ilgili yapilan diger ¢alismalara ait bulgular karsilastirilmistir.

Ekstraksiyon se¢imi, zeytin yapraklarinin sahip oldugu antioksidan aktivite
ve igerdikleri fenolik bilesiklerin tayini i¢in ¢ok onemlidir. Bu yiizden yapilan
literatiir taramalarinda en iyi saflastirma y6ntemi baz alinarak ekstraksiyon islemi
yapilmistir. Ekstraksiyon seciminde metanollu ¢ozeltiler etanole oranla daha iyi
sonuglar vermesinden dolayr saf suw/metanol (20/80) tercih edilmistir. Bu diislince

daha &nceki yapilan galigmalara paralellik gostermektedir.

Calismamizda elde edilen antioksidan aktiviteye iliskin sonug¢lar Tablo 3,2’de
verilmistir. Bu verilere gore en yilksek antioksidan aktivitenin hem Ayvalik hem de
Gemlik zeytin yapraginda mikrodalga kurutma yontemi ile kurutlan 6rmeklerde
oldugu belirlenmistir. Tablo 3,2’de verilen kurutma yontemlerine gére antioksidan
aktivitenin sirastyla; mikrodalga, infrared,r konveksiyonel ve normal sartlarda

kurutma yontemleri oldugu gériilmektedir.

Fenolik maddeler genel olarak bitkisel antioksidatif etkili bilegiklerdir. Bir
bitkide bulunan toplam fenolik madde miktari, antioksidan aktivitesi hakkinda fikir
vermesi bakimindan 6nem tasimaktadir. iki tiire ait yapraklardaki toplam fenolik
madde igeriklerinin kurutma y6ntemine gore degistigi tespit edilmistir. Tablo 3.3’te
belirtildigi gibi mikrodalga ile kurutma ydnteminde toplam fenolik igerigin en
yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu sonucu konveksiyonel, normal sartlarda ve infrared
ile kurutma yontemleri takip etmektedir. Elde edilen deneysel verilere gore, Ayvalik

zeytin yapraklarmnin Gemlik zeytin yapraklarindan daha yiiksek konsantrasyonda

fenolik madde igerigine ve antioksidan akfiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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HPLC ile fenolik bilesim analizlerine bakildiginda birbirinden farkli sonuglar
elde edilmistir. Her bir fenolik bilesik ayni ekstraksiyon yontemi sonrasi ﬁPLC’ye
enjekte edilmistir. Her bir standart fenolik bilesik i¢in farkli kalibrasyon egrileri
¢izilmigtir. Boylece ekstraktlardaki net miktara yakin bir deger elde edebilebilecegi
diisiiniilmiistiir. Tablo 3.4’e bakildiginda, Ayvalik ve Gemlik zeytin cesitlerinin
yapraklarinda, oleuropein ve rutin hidrat mikrodalga ile kafeik asit ve tirosolin
normal sartlar ile luteolin 7-glikozitininfrared ile, kuersetinin ise konveksiyonel
kurutma yoéntemi ile en yiiksek miktarlarda tespit edildigi goriilmektedir. Harp
(2011), Gemlik, Domat, Adana Topag ve Adana yerli zeytin yapraklarinin

antioksidan aktivitelerini belirlemeye calistigi arastirmasinda; taze yesil yapraklarin

ve IR ile kurutulmus yapraklarn antioksidan aktivitesini incelemis ve IR kurutma

yontemi sonucunda aktivitenin daha iyi korundugu sonucuna varmistir [35].
Karakulak (2009) zeytin yapraklarindan antioksidan eldesinde, etiiv ve mikrodalga
ile kurutmanin, ¢oziici, sicaklik ve zaman parametreleri iizerine etkisini inceledigi
calismasinda; Dikili yoresinden topladigl 6rnekleri mikrodalga ve etiivde kurutmus
ve ii¢ farkl sicaklikta (25°C, 40°C, 70°C) ekstraksiyon islemi uygulayarak fenolik
madde icerikli ekstraktlar elde etmistir. Yaptigi degerlendirme sonucu ektraksiyon
isleminin; mikrodalga ile kurutulmus zeytin yapraklar ile 40°C’de, 4 saat siire ile
gergeklestirilmesinin uygun oldugunu bildirmistir [79]. Karakulak (2009) 1in elde
ettigl sonuclar bizimkiler ile olduk¢a benzerlik gostermektedir. Boudhrioua ve
arkadaslart (2009) yaptiklart calismada; taze zeytin yapraklarinin yesil renkte,
yiiksek nem iceriginde oldugu ve yaprak ¢esidine gore degigen oranda toplam fenol

icerigini belirlemiglerdir. IR ile kurutmada yapraklardan énemli oranda (% 85’ten

fazla) nem uzaklastifi ve kurumanin kisa stirede gergeklestigi goriilmiistiir. Yaprak

gesidi ne olursa olsun IR kurutmanin yapragin toplam fenol igerigini ve yaprak
rengini Onemli oranda etkiledigi belirlenmistir. Ayrica calismada, taze zeytin
yapraklari ile karsilastirildiginda kuru zeytin yapraklarindaki toplam fenol igeriginin
artt1g1 belirlenmistir [79]. Erbay ve Igier (2009) zeytin yapraklarimin kurutulmasinda
optimum kosullarin 51.16 °C ve 1.01 m/s hava hiza1 ve 298.68 dakika olarak
belirledikleri ¢alismalarinda; optimum kosullarda toplam fenol igerigini % 10.25;
antioksidan aktivite % 41.88; son nem icerigi % 6 ve kurutucu etkinlii % 65.5
olarak tespit etmislerdir [76]. Saygm (2009) Ayvalik, Memecik, Gemlik ve Domat
zeytin cesitlerine ait yapraklarda bir yil boyunca tiger ay araliklarla fenolik madde

miktart ve antioksidan kapasite degisimini arastirdifi calismasinda; antioksidan
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[ aktivitenin % 91,38 (Haziran 2008, Memecik) ile % 73,86 (Eylil 2007, Gemlik)
| arasinda, fenolik madde miktarinin ise % 51,86 ile % 11,16 arasinda degigti-gini
belirlemistir. Ayrica antioksidan aktivite ve yapraklardaki toplam fenolik madde
miktarlar: arasinda istatistiksel olarak anlamli bir korelasyon olmadigint (p<0,05;.

p<0,01) rapor etmistir [32]. Garcia ve Alcaide (2008) tarafindan yapilan bir diger

calismaya gore; taze, dondurularak, agik havada, 60 °C ve 100 °C’lik firinlarda
kurutulan zeytin yapraklarinin kimyasal bilesimi, sindirim sisteminde ve viicut i¢inde
sindirilebilirligi arastirtlnugtir. A¢ik havada kurutulan zeytin yapraklarimim besin
degerinde énemli bir degisme olmamasina ragmen; uygun, basit ve diisiik maliyetli
bir sistem olarak zeytin yapraklarinin korunmasinda uygulanabilir oldugu sonucuna
varilmgtir |77]. Hayes ve arkadagslar1 2011 yilinda yaptiklari ¢alismada ticari olarak
elde ettikleri zeytin yapragi ekstraktinda, lutein, sesamol ve ellagicasitin DPPH,

ABTS, FRAP, ORAC ve p-karoten-linoleik asit yontemlerini kullanarak in viiro

antioksidan giicii ellagic asit >sesamol>zeytin yapragt eksrtakti> liitein geklinde
siralandign belirlenmistir. Hayes ve arkadaglari zeytin yaprag: ekstraktinin toplam

fenolik igerigini Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak 1.60 mg gallik asit esdegeri

(GAE)/ g zeytin yapragi ekstraktinin kuru agurhi@i olarak tespit etmislerdir. Diger
taraftan yine ayni ¢alismada zeytin yapragi ekstraktinda HPLC-DAD analiziyle daha
once tanimlannug fenolik bilegikler olan oleoropein, verbaskozid, hidroksitirasol,
tirasol, apigenin-7-0-glukozid ve liteolin-7-O-glukozidin tayinleri de yapilmugtir
[82]. Benavente-Garcia ve arkadaslar1 (2000) O. europaea L. yapraklarinda bulunan
cesitli polifenolleri belirlemislerdir. Bu bilesiklerden hidroksitirazol % 1.5, liiteolin-
7-glukozid % 1.4, apigenin-7-O-glukozid % 1.4, verbaskosid % 1.1, tirazol % 0.7
fraksiyonlarindayken oleoropeinin ise % 24.5'lik fraksiyon ile en yiiksek seviyede

oldugu saptanmugtir [36]. Pereira ve arkadaglari da (2007) liyofilize zeytin yapragi

|
sartlardaki antioksidan ozelliklerini belirlemeye caligmuglardir. Tiim metodlar igin
|

ekstraklarinda oleoropin liiteolin-7-O-glukozidin en ¢ok bulunan fenolik bilesikler

oldugunu bildirmiglerdir [83]. Bilgin ve Sahin (2013) zeytin yapraklarini orijinal
i yontemler olan HAE (Hémojenle;:tirici destekli eksraksiyon) ve UAE (ultrasyon :
| destekli eksraksiyon) fenol ile ekstrakte etmislerdir. Bursa, Mardin, Ayvalik, Kas, |
Tekirdag ve Canakkale'de yetisen zeytinlerden toplanan yapraklarda metanol |
‘ ekstraktinda toplam fenol igerigini gallik asit esitliginden yararlanilarak tespit i
‘ edilmistir. HAE ekstraktinin verimi 102.27 den 443.16 mg/g kuru yaprak olarak |
cesitlenmistir. Yapraklarda toplam polifenol ierigi 10.11-61.66 mg gallik asit/g kuru |
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yaprak arasinda degistigi belirlenmistir. UAE'ye gore 88.75 -350.82 mg/g kuru
yaprak arasindayken toplam fenol ig¢eriginin 7.35 -38.66 mg gallik asit/g kuru yaprak
arasinda oldugu goriilmistiir [84]. Floch ve arkadaglart (1998)yiiksek selektif
stiperkritik sivi ekstraksiyonu (SFE) yéntemi ile zeytin yapraklarindaki fenol
bilesiklerinin izolasyonunu gergeklestirmislerdir. Tolal fenol igerigi Folin-Ciocalteu
metodu ile tespit edilmistir. SFE metodu ile zeytin yapragindaki fenol igeriginin n-
hegzan i¢in 0.18+0.03 mg/g”, dietil eter igin 1.140.3 mg/g”, etil asetat igin 1.6+0.4
mg/g”!, metanol icin 16.8 +0.8 mg/g’, CO,+%10 metanol icin 7.6+0.5 mg/g”"
konsantrasyonlarinda oldugunu belirlemiglerdir [85]. Bouaziz ve Sayadi (2005)
yaptiklar1 ¢aligmada zeytin agaci yapraklarindaki majér fenolikleri 2003 yili haziran
ayl ile 2004 mart aylar arasinda, oleoropein, liiteolin 7-glikozit, liiteolin 7-rutinozit,
apigenin 7-glikozit, glikozit, rutin, liiteolin ve apigenin olmak iizere sekiz fenolik
bileseni belirlemislerdir. Ayrica ¢alismada en yiiksek orana sahip bilesenin oleropein
oldugu bildirilmektedir. Bulunan fenolik bilesenlerin bir kism1 (Oleuropein, liiteolin
7-glukozid, rutin hidrat) bizim ¢aligmamizla paralelik gdstermekte olup bir kismi ise
bizim buldugumuz bilesenlerden (tirosol, kafeik asit, vanilik asit, kuarsetin) farklilik
gostermektedir. Yine hakim fenolik bilesenin oleuropein olmasit bakimimndan
yaptigimiz ¢alismaya paralellik arz etmektedir [74]. Ok-Hwan Lee ve Boo-Yong Lee
(2010) Tarmmsal atik olarak degerlendirilen zeytin yapragimn, dogal antioksidan
aktivite agisindan biiylik bir potansiyele sahip oldugu belirttikleri bir ¢aligmada [86];
zeytin yapragmm antioksidan ve antimikrobiyel aktivitelerinin yaninda bir de bu
ozelliklerin fenollerle kombinasyonu arastirmislardir. Kombinasyonlu ya da tek
basina aragtirilan her iki durumda da elde edilen veriler ortak olup iyi bir radikal
stipiiriicti aktivite (DPPH) ve siiperoksit dismutaz (SOD) (Siiperoksidin hidrojen
peroksite doniigmesini katalize eden antioksidan bir enzim) gibi aktiviteleri ortaya
gikardigi belirtilmektedir. Ayrica arastirmanin sonuglart arasinda antimikrobiyal
aktiivite, oleuoropein ve kafeik asit gibi fenolik bilesiklerle birlikte kombine
oldugunda mikroorganizmalari tutma etkisinin oldugu, kombine olunan durumlarda
antimikrabiyel aktivitelerinin daha da arttifi kaydedilmektedir. Caligmada, Gray ve
Dugan (1975)' nin metodu tarafindan tanimlanan Nitrik-Atma yetenegi ile 500 pM
ile 1000 pM arasinda belirlenen fenolik bilesikler ve degerleri sirasiyla; oleoropein
(% 72.7- % 86.8), rutin (% 47.8-% 88.1), vanilin (% 6.3-% 11.3), kafeik asit (%
92.2-% 97.8) ve kombine edilmis durumda (% 66.6-% 84.8) oldugu belirtilirken;
DPPH yo6ntemi ile 50 pM’da bulunan fenolik bilesik degerleri; oleoropein ( % 55.0),
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fenolik karisim ve rutin (% 58.1), vanilin (% 5.8), kafeik asit (% 85.7) seklinde
oldugu tespit edilmistir. Son olarak da siiperoksit dismutaz (SOD) yontemi ile 500
uM da bulunan fenolik bilesik degerleri; oleoropein (% 89.8), rutin (% 103.4),
vanilin (% 28.8), kafeik asit (% 106.8) ve kombine edilmis durumda (% 86.4)
bulundugu belirtilmektedir. Yapmis oldugumuz ¢alismada HPLC ile bulunan fenolik
bilesik degerlerinden (Tablo 3. 4: Fenolik Madde Dagilimi (mg/100gr)) oleoropeinin
yilksek ¢ikmast Ok-Hwan Lee ve Boo-Yong Lee (2010) nin yaptigt ¢aligmalart
arasinda paralellik oldugunu gostermektedir. Ranelli ve arkadaslar1 (2006) yaptiklar
calismada farkli hasat donemlerine ait =zeytin yapraklarindaki oleoropein
miktarlarinin genetik faktorlerin etkisiyle énemli oranda degistigini rapor etmislerdir.
Calhigmada yedi farkh zeytin agaci tiirtiniin mart ve ekim aylarinda yesil,yesil-sar ve
sar1 yaprak orneklerinin oleoropein miktarlart belirlenmig olup mart aymda yesil
yaprak &rnekleri igin 2,2440,76-8,55+0,71¢gr/'kg taze yaprak, yesil-sar1 yaprak
ornekleri i¢in 1,36+0,09-5,55+0,38 gr/kg taze yaprak, sar1 yaprak &rnekleri i¢in
0,90+0,07-3,62+0,18 gr/kg taze yaprak arahi@inda; ekim aymda ise yesil yaprak
ornekleri i¢in 2,0540,14-8,04+0,60gr/kg taze yaprak, yesil-sar1 yaprak dmekleri i¢in
1,30+£0,07-5,11+0,35 gr/kg taze yaprak, sari yaprak ornekleri i¢in 0,78+0,06—
3,2740,18 gr/kg taze yaprak araliginda saptanmistir. Calismada genel olarak
oleoropein miktart bakimindan mart ayr numunelerinin daha zengin icerife sahip
oldugu rapor edilmistir. Ayrica renk itibariyle de sart ve yesil-sarn renkli
yapraklarinin oleoropein miktarimin diisiik oldugu da belirtilmistir [87]. Yapmuis
oldugumuz ¢alismada bu ¢aligmadan farkh olarak cesitler aras1 oleoropein miktari

degisiminin bu ¢aligmadaki kadar 6nemli ve biiyiik olmadig1 goriilmektedir.

Bir arastirmada, radikal stipiiriici aktivite degerlendirilmesinde toplam
flavonoidler arastirmanin %13-27 oraninda kullanildigi boliimde liiteolin  7-0
glukozid baskin bir radikal siipiiriicii ve akigkanlik 6zellik gostermesinden dolay1
onemli fenolik bir bilesik oldugu da bulgular arasinda belirtilmektedir [88]. Lee ve
arkadaglar1 (2009) uygun bir eckstrakt yoOntemi se¢menin bioaktif igeriginin
artmasinda ©nemli bir unsur oldugunu belirttikleri ¢aligmada, aym zamanda

kullanilan ¢oziiciilerinde dnemli etkisinin oldugunu tespit etmislerdir [89].

Calismamizda 6rneklerin antioksidan aktivitelerinin % 82.76 (IN)-% 93.42
(2M), toplam fenolik madde miktarlarinin ise 165.18 mg/100 g (21)-409.88 mg/100 g

(2M) arasinda degistigi s-aptanm1§t1r. Genel olarak zeytin yapraklarimin kurutma
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yontemine gore antioksidan aktivitelerini; “mikrodalga > infrared > konveksiyonel >
normal sartlar” geklinde, zeytin yapraklarinin toplam fenolik madde miktralarint
kurutma yontemlerine gore; “mikrodalga > konveksiyonel > normal sartlar >
infrared” seklinde degisim gosterdigi gérulmiistiic. Calismada teshis edilen baglica
fenolik bilesenler; oleuropein, luteolin 7-glukozit, tirozol, kafeik asit, rutin hidrat ve
kuersetindir. Biitiin 6reklerdeki hakim fenolik bilesenin oleuropein (7233 mg/100 gr
(11)- 17698 mg/100 gr (2M)), dmeklerin genelinde en zayif bilesenin ise kuarsetin (3
mg/100 gr (2K) -13 mg/100 gr (1A)) oldugu belirlenmistir. Genel olarak literatiir
calismalan incelendiginde bitkilerdeki fenolik igerik ile antioksidan kapasite arasinda
onemli bir korelasyon oldugu goriilmektedir. En yiiksek toplam fenolik madde
igeriginin mikrodalga oldugu ydntemde aynt zamanda antioksidan aktivitenin de en

yiiksek oldugu belirlenmigtir.
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5. SONUC VE ONERILER

Yapilan caligmada, kurutma yontemlerinin antioksidan aktiviteye etkisi
bakimimmdan bir siralama yapilmasi halinde en yiiksek antioksidan aktiviteyi
mikrodalga yontemiyle kurutulan zeytin yapraklariin gosterdigi saptanmis olup,
bunu sirasiyla infrared kurutma, konveksiyonel kurutma ve normal oda
kosullarinda kurutma yoéntemi takip etmektedir. Arastirmaninsonuglarina goére
kurutma yontemi ve antiosidan aktivite yiiksekligi bakimindan; “mikrodalga >
infrared > konveksiyonel > normal oda kosullar1” seklinde bir siralama yapmak
antioksidan aktiviteye kurutma yonteminin etkisini kisaca gostermektedir.

Kurutma yontemlerinin toplam fenolik madde miktarlarina etkisi bakimindan
bir siralama yapilmast halinde en yiliksek fenolik madde miktar1 mikrodalga
yontemiyle kurutulan zeytin yapraklarindatespit edilmis olup bunu sirasiyla
konveksiyonel kurutma, normal oda kogullarinda kurutma ve infrared kurutmanin
takip ettigi belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére kurutma yontemi ve toplam
fenolik madde miktari bakimindan; “mikrodalga >konveksiyonel>normal oda
kogullarr>infrared” seklinde bir siralama yapmak toplam fenolik madde
miktarina kurutma yonteminin etkisini dzetlemektedir.

Arastirmanin bulgularma gére oleuropein ve rutin hidrat bilesenlerinin
saptandig1 en yiiksek konsantrasyonlarin mikrodalga y&ntemi ile kurutulan zeytin
yapragl numunelerinde, en yiiksek luteolin 7-glukozit konsantrasyonunun
infrared yontemiyle kurutulan zeytin yapragi numunelerinde, en yiiksek tirozol
ve kafeik asit konsantrasonunun normal oda kosullarinda kurutulan zeytin
yapragt numunelerinde ve en yiiksek kuesetin konsantrasonunun ise
konveksiyonel kurutma yontemi ile kurutulan zeytin yapragi numunelerinde
oldugu belirlenmistir.

Caligmanin énemli bir sonucuda genel olarak Ayvalik gesiti zeytin yaprag
numunelerinin, Gemlik cesiti zeytin yapragi numunelerine gore daha yiiksek
konsantrasyonda fenolik madde i¢ermesi ve daha yiiksek antiosidan aktiviteye

sahip oldugunun tespit edilmis olmasidir.
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Tim bu sonuglar 1s181nda; zeytin agact yapraklarmin endiistriyel uygulamalarla
zeytin yapragi ¢ay1 hazirlanmak iizere tiiketici ambalajlarina doldurulmas siirecinde,
hammadde olarak Ayvalik gesiti zeytin yapraklannin tercih edilmesi ve bu
yapraklarin mikrodalga teknolojisi ile calisan tiinel kurutucularda kurutulmasi, elde
edilecek son {irlin olan zeytin yapragi ¢ayinin fenolik madde miktar1 bakimindan

zengin ve ylksek antioksidan aktiviteye sahip olmasi igin 6nerilmektedir.
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