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OZET

GAMA ISINI UYGULANAN KURU ZEYTIN YAPRAKLARINDAKI
FENOLIK MADDE ICERIGININ VE ANTIOKSIDAN KAPASITENIN
BELIiRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
BERKER KOCATURK
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BiLIMLERi ENSTIiTUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2014

Bu ¢aligmada, gama 1sm1 uygulanmis kuru zeytin yapraklarmnin fenolik
madde igerigi ve antioksidan kapasitesi arastirilmistir. Farkl sekillerde kurutulan
(mikrodalga, infrared, konveksiyonel 1sitict ve normal atmosferik sartlar altinda)
Ayvalik ve Gemlik c¢esidine ait zeytin yapraklar1 deney materyali olarak
kullanilmistir. Gama 1sm1 oda sicakliginda ii¢ farkli dozda (3, 5, 10 kGy)
uygulanmistir. Kuru Orneklerin antioksidan aktivite tayini ve toplam fenolik
madde miktar1 i¢in sirasiyla 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Folin-Ciocalteu
yontemi kullanilmistir. Fenolik maddeler (oleuropein, luteolin 7-glukozid, tirozol,
kafeik asit, rutin hidrat, vanilik asit ve gallik asit) HPLC ile analiz edilmistir.
Sonuglarimiza gore en yiiksek antioksidan kapasite 9%95.56 5 kGy Gemlik
mikrodalga, en diisiik antioksidan aktivite ise %93,68 5 kGy Gemlik
konveksiyonel 1sitma bulunmustur. En fazla toplam fenolik madde igerik 23,73
mg/g 10 kGy Gemlik normal sartlar, ve en diisiik 12,16 mg/g 10 kGy Gemlik
mikrodalga tespit edilmistir. Biitiin Orneklerdeki ana bilesenin oleuropein,

orneklerin genelinde en zayif bilesenin ise gallik asit oldugu belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Gama 151, zeytin yapragi, antioksidan kapasite,
fenolik icerik.



ABSTRACT

DETERMINATION OF PHENOLIC MATTER CONTENT AND
ANTIOXIDANT CAPACITY OF GAMMA IRRADIATED DRIED OLIVE
LEAVES
MSC THESIS
BERKER KOCATURK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY 5
(SUPERVISOR: PROF. DR. SERAP DOGAN)

BALIKESIR, JUNE 2014

In this study, gamma irradition (radiation) effects on fenolic components
and antioxidant capacity of dried olive leaves were investigated. Dried Ayvalik
and Gemlik olive leaves in different ways (such as microwave, infrared,
convection heaters and under normal atmospheric conditions) were used.Gamma
rays were applied to olive leaves in three different doses (3, 5, 10 kGy) at room
temperature. DPPH and Folin-Ciocalteu methods were used to determine the
antioxidant capacity and total phenolic contents of dried samples, respectively.
Their phenolic compounds (oleuropein, luteolin 7-glucoside, tyrosol, caffeic acid,
rutin hydrate, vanillic acid and gallic acid) were analysed by HPLC. It is found
that while the microwave dried Gemlik irratiated with 5 kGy have the highest
antioxidant capacity, the convection heater dried Gemlik irradiated with 5 kGy
have the lowest value as % 95,56 and % 93,68, respectively; under normal
conditions dried irratiated with 10 kGy have the hidhest total phenolic content, the
microwave dried Gemlik irratiated with 10 kGy have the lowest value as 23,73
mg/g and 12,16 mg/g, respectively. All samples main the component oleuropein,

the weakest component in the samples of the gallic acid has been found.

KEYWORDS: Gamma rays, Olive leaves, antioxidant capacity, phenolic content.
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1. GIRIS

Gilinilimiizde, zeytin agac1 (Olea europea L.) yapraklar1 Akdeniz iilkelerinde
ve Avrupa’ da geleneksel tedavilerde oldukca yaygm sekilde kullanilmaktadir.
Zeytin agacmin, meyvesinden sonra besin degeri en zengin kismi olan zeytin
yapragi, antioksidan madde 0Ozelligi gosteren bircok fenolik bilesigi bilinyesinde
bulundurmaktadir. Zeytin yapragindan, diyabette, hipertansiyonda, kardiyovaskiiler
rahatsizliklarda, gripte, liriner sistem rahatsizliklarinda, kronik halsizlikte, hastalarin
nekahat doneminde, kolesteroliin  diisiiriilmesinde, dejeneratif  eklem
rahatsizliklarinda, bursit (eklem bolgelerinde agrili sislikler), siniizit ve viicudun
dogal bagisiklik sisteminin desteklenmesinde faydalanilmaktadir. Zeytin yapragi
ekstrakti sekeroidler, flavonoidler, basit fenoller, fenolik asitler ve terpenoidleri
icermektedir. Antioksidan 6zelligi nedeniyle zeytin yapragi ekstrakti direkt ya da

besin takviyesi olarak kullanildiginda ticari 6neme sahiptir [1].

Gilinitimiizde bitkisel ve hayvansal yaglari oksidasyon direncini arttirmak i¢in
BHT (Butillendirilmis hidroksitoluen) , BHA (Butillendirilmis hidroksianisol) ve
TBHQ (Tri biitiillendirilmis hidroksikinon) gibi sentetik antioksidanlar gida katkisi
olarak kullanilmaktadir. Ancak yakin zamanda yapilan arastirmalar bazi sentetik
antioksidanlarin toksik, kanser ve kanserojenik etki gibi pek ¢ok saglik riskine sahip
oldug bildirilmektedir. Giiglii bir anktioksidan olan TBHQ’ nun Japonya, Kanada,
Avrupa’ da ve iilkemizde gida katkisi olarak kullanimimna izin verilmemektedir.
Benzer sekilde BHA’ da giivenli bilesikler listesinden (GRAS) cikarilmistir [2].
Boylelikle dogal bir antioksidan kaynagi olan zeytin yapragi oziitii konsantre sivi,
toz, kapsiil ya da kuru yaprak cayi olarak insan diyetinde yaygm bir sekilde
kullanilmaya baglanmistir. Ancak zeytin yapraklar1 toplandiktan sonra yiiksek oranda
nem igermeleri nedeniyle bozulmaya, kullanilabilirlik vasiflar1 yitirmeye son derece
aciktir. Bu nedenle yapraklarin toplandiktan kisa bir siire sonra kurutulmasi ve

sterilizasyon igslemi son derece dnemlidir.

Gama 1sinlama yOntemiyle sterilizasyon, gilivenilir, kullanish ve giderek

yayginlagan alternatif sterilizasyon yontemlerinden birisidir. Gama 1smlari, bir¢ok



gida, bitki materyalini sterilize methotu ve ticaretteki teknik problemleri ¢6zmek icin

cevre dostu etkili bir teknoloji olarak bilinmektedir.

Gama 1sinlar1 iyonlayict 1s1n tiiriindedir. Iyonlayic1 1smlar madde ile etkilesim
yaptiginda atomlardan elektron koparabilirler. Bu isleme iyonizasyon denilmektedir.
Serbest elektronlar kimyasal reaksiyonlara katilabilir veya canli organizmalardan
DNA molekiillerini koparabilirler. Bu islem bakteri, parazit, kiif, maya, mantar gibi

(mikro) organizmalar1 1ginlama ile 6ldiirmenin temelini olusturmaktadir [3].

Bu caligsmada gama 15mi1 (radyasyon) uygulanan farkl sekillerde kurutulmusg
zeytin yapraklarindaki fenolik madde icerigininin ve antioksidan kapasitenin nasil

degistiginin belirlenmesi amacglanmustir.

1.1 Sterilizasyon ve Gama Isim

Sterilizasyon en genel anlamda ortamda yasayan biitiin mikroorganizmalar ile
mikroorganizma sporlarmin inaktive edilmesi ya da ortamda mikroorganizma
bulunma olasiigmm milyonda bir olmasidir (Bu oran 10° seklinde de ifade
edilebilir.). Uriiniin bu &zelligi kazanmasi i¢in yapilan islemlere de Sterilizasyon
denilmektedir. Giinlimiizde sterilizasyon amaciyla uygulanan yontemler su sekilde

siralanmaktadir:

* Kuru Hava Sterilizasyonu

* Buharla sterilizasyon ya da otoklavlama
* Etilen Oksit Sterilizasyonu

* Aseptik Filtrasyon

* Radyasyonla sterilizasyon

Yukarda belirtilen sterilizasyon tekniklerinin her birinin uygulama sartlarinin
neden oldugu avantaj ve dezavantajlar1 vardir. Herbiri uygulama alanlarina,
maliyetlerine, sterilizasyon sonrasi yapilmasi gereken islemlere gore farkliliklar
gostermektedirler. Bu farklar baz alindiginda gama radyasyonla sterilizasyon diger
yontemlere alternatif olarak gelistirilmis ve oldukc¢a sik kullanilan bir teknik olarak

sterilizasyon yontemleri icinde anilmaktadir.



Gida 1sinlamasi fiziksel bir uygulama olup; genis bir bakis agisiyla Kobalt-60
(Co®™) veya Sezyum- 137 (Cs"") gibi radyoniiklid kaynaklardan elde edilen gama (y)
isinlart ile gerceklestirilebilmektedir. Isinlanan madde tarafindan absorbe edilen
enerji miktar1 “doz” olup, yeni sisteme gore birimi Gray(Gy)’ dir ve 100 rad = 1
Gray veya 1 Megarad = 10 kGy olarak verilmistir. Gidalarda 1sinlama 3 sekilde
uygulanmaktadir;
-Radappertizasyon: Iyonize radyasyonun yiiksek dozda (10 kGy ve iizeri)
uygulamalarina radapertizasyon denilmekte ve ticari sterilizasyon olarak
kullanilmaktadir.
-Radisidasyon: Spor olusturmayan patojen mikroorganizma yiikiiniin azaltilmasinda
<10kGy gibi daha diisiik dozda ismlama uygulamalar1 kullanilir ve buna da
radisidasyon denilmektedir.
-Radurizasyon: Gidalarm kalitesini korumak, raf dmriinii uzatmak i¢in uygulanan
ve spesifik mikroorganizma populasyonunu azaltmak amaci ile (<1kGy) dozda

1sinlama uygulamasi olarak tanimlanmaktadir [4].

Gama 1smlary, canli dokuda yogun olarak bulunan su molekiilleriyle

etkileserek serbest radikal olusmasina neden olur.

1.2 Serbest Radikaller

Organizmada normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda veya cevresel
ajanlar (pestisitler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler, c¢oziiciiler vb.), stres,
radyasyon gibi cesitli dig faktorler etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir.
Serbest radikaller dis orbitallerinde ¢iftlenmemis elektron bulunduran, kisa 6émiirlii,
reaktif molekiillerdir [5]. Reaktif molekiiller kararli hale gecebilmek i¢in elektron
arar ve diger molekiillerden elektron kopararak kararli hale gegerler. Ancak elektron
kaybeden molekiiller kararsiz hale gecerek, serbest radikallere doniismektedir [6].
Baska molekiiller ile ¢cok kolay elektron aligverigsine giren bu molekiiller “oksidan
molekiiller” veya “reaktif oksijen tiirevleri (ROT)” de denilmektedir [7]. Artmis
ROT nedeniyle olusan biyomolekiiler de hasar, lipid peroksidasyonu, DNA
mutasyonu ya da kirilmasi, enzim aktivasyonu ya da inaktivasyonu, protein

oksidasyonu ya da kirilmasiyla sonuglanir [8]. Ayrica serbest radikallerin yaslanma,



kalp-damar rahatsizliklari, katarakt, sepsis (kana mikroorganizma ve toksin
karismasi), kanser, diyabetik retinopati (diyabet hastalarinda rastlanan iltihapsiz
retina hastalig1),  gastrointestinal organlarda kronik iltihaplar, solunum yolu
rahatsizliklari, damar yararlanmalarina baglh olarak ortaya c¢ikan iskemi (belli bir
bdlgenin gecici bir siire kansiz kalmasi) gibi bir¢ok rahatsizligin etkenleri arasinda
oldugu belirtilmektedir [6]. Antioksidanlar ise radikal olusumunun smirlandirilmasi,
radikal reaksiyonlarinin sonlandirilmasi, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesi
ve hasarli molekiillerin ortadan kaldirilmasinda etkili olan molekiillerdir [5].
Hiicrelerin bu molekiiller tarafindan korundugu bu sisteme antioksidan savunma ad1
verilmektedir [7]. Ozellikle meyve ve sebzeler, hem yiiksek antioksidan aktiviteye
sahip olmalar1 hem de 1yi bir antioksidan karisimi ve kombinasyonunu temsil
etmeleri acisindan ¢ok 6dnemli dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda sayilmaktadir.
Meyve ve sebzeler E vitamini, C vitamini ve karotenoid bilesiklere ilaveten giiclii
antioksidan aktiviteye sahip flavon, izoflavon, antosiyanin, katesin ve izokatesinler
gibi fenolik bilesikleri de icermektedir [8]. Normal metabolizma sirasinda ROT ve
antioksidanlar arasinda bulunan denge giines i1sinlari, ilaglar, yiyecek katki
maddeleri, kozmetikler, kirletici kimyasallar1 igeren bir¢ok cevresel prooksidan
tarafindan ROT yoOniinde kaydirilabilmektedir. Giiniimiizde bu prooksidanlarla
karsilagsma orani giderek artis gostermektedir [9]. Canli organizmadaki bazi ROT

cesitleri Tablo 1.1’de [7], ve bazi serbest radikal kaynaklar1 ise Tablo 1.2°de [7]

verilmistir.
Tablo 1.1: Canli organizmadaki 6nemli ROT cesitleri.
Serbest radikaller Radikal olmayanlar
Hidroksil radikal OH Hidrojen H,0;
peroksit

Stiperoksit radikal Oy Singlet oksijen '0,

Nitrik oksit radikal NO Hipoklorik HOCI
asit
Lipidperoksil radikal LOO Ozon 0Os




Tablo 1.2: Bazi serbest radikal kaynaklari.

Organizma i¢i Kaynaklar Organizma Dis1 Kaynaklar
Mitokondri Sigara dumani
Fagositler Cevresel kirleticiler
Ksantinoksidaz Radyasyon
Demir ve diger gecis maddelerini igeren Ultraviyole 151k
reaksiyonlar
Arakidonat yollar1 Bazi ilaglar
Peroksizomlar Bocek ilaglart
Egzersiz Anestezi
[1tihap Endiistriyel ¢oziiciiler
Iskemi / reperfiizyon Ozon

1.3 Antioksidan Aktivite

Serbest radikalleri notralize etme yetenekleri iyi bilinen, 6zellikle reaktif
oksijen ve azot tiirlerinin insan viicudunda olusturdugu hasar1 azaltan antioksidan
bilesikler, yaslanma belirtilerini ve hiicre degradasyonunu azaltarak birgok
dejeneretif hastaligi onleyebilir [10]. Viicutta kalkan gorevi yapan bu kimyasal
bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarini vererek serbest radikalleri notralize etmeleri
ve bu sirada serbest radikal haline gelmemeleridir [11]. Insanlar, diger aerobik
organizmalar ile birlikte serbest radikallerin potansiyel =zararli etkilerinden
korunabilmek i¢in bir antioksidan savunma sistemi gelistirmisleridir. Bu aktioksidan
savunma sistemi andioksidan enzimleri igerir. Bu enzimler de enzimatik
nonenzimatik olmak iizere ikiye ayrilir [12]. Bitkilerde de farkli antioksidan
bilesiklerin meydana geldigi bilinmektedir. Dogal antioksidanlar bitkilerin yaprak,
govde ve tohumlar1 basta olmak iizere biitlin dokularinda meydana gelebilmektedir.
Dogal antioksidanlarin baslicalar1 karetenoidler, vitaminler, fenoller, flavonoidler,
glutatyon ve endojen metabolitlerdir [5]. Antioksidanlarin, lipid peroksidasyonu,
proteinlerin c¢apraz baglanmasi ve DNA mutasyonunu engelledigi bilinmektedir.

Antioksidanlar, dort farkli yolla okdisanlar1 etkisiz hale getirirler: 1) Temizleme



(Scavenging) etkisi: Oksidanlar1 zayif bir molekiile ¢evirme seklinde meydana
gelmektedir. 2) Baskilama (Quencher) etkisi: Bu etki, oksidan maddelere bir
hidrojen aktararak etkisiz hale getirme seklinde olmaktadir ve cogunlukla
flavonoidler tarafindan yapilmaktadir. 3) Onarma etkisi: Oksidanlarin olusturdugu
hasarlar1 ortadan kaldirma seklinde etki gostermektedir. 4) Zincir koparma etkisi:
Oksidanlar1 baglayarak fonksiyonlarini engelleyen bu etki hemoglobin ve E vitamini

tarafindan yapilir [13].

1.4  Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler bitkilerde dogal olarak bulunan maddelerdir. Bir veya daha
fazla aromatik halkaya ve bu halkaya bagli olmak iizere en az bir hidroksil grubu
iceren organik bilesikler olarak tanimlanabilirler. Fenolik bilesikler bitkiler icin
karakteristik Ozellik gosterir, genellikle serbest halde olmayip ester yada glikozit
formda bulunurlar. Birden fazla OH grubu igeren fenolik bilesikler hidrofilik 6zellik
gosterirler ve su gibi ¢oziiciilerde kolayca ¢oziinebilirler [14]. Molekiil formiilerinde
en az 6 karbon atomu ve en az bir OH grubu icermektedirler. Fenolik bilesikler

kolayca okside olabilme 6zelligi dolayisiyla antioksidan aktiviteye sahiptirler [15].

OH OH

veya

Sekil 1.1: Basit fenol yapis1

Bitkilerin ikincil metabolizma iiriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler

bitkilerde en yaygm bulunan maddeler grubu olup, giiniimiizde binlerce fenolik



bilesigin yapis1 tanimlanmistir [16]. Fenolik bilesikler icerdikleri karbon sayisina

gore smiflandirilmaktadir . (Tablo 1.3)

Tablo 1.3: Fenolik bilesiklerin siniflandirilmasi

Yap1 Simif
Co6 Basit Fenolikler
Co6-C1 Fenolik asitler ve benzer bilesikler
Co6-C2 Asetofenonlar ve fenilasetik asitler
Co6-C3 Sinnamik asitler, sinnamil aldehitler, sinnamil alkoller,
kumarinler, izokumarinler ve kromonlar
Cl15 Kalkonlar, avronlar, dihidrokalkonlar, flavanlar, flavonlar,
flavononlar, flavonoller, antosiyaninler, antosiyanidinler
C30 Biflavoniller

C6-C1-Cé, C6-C2-C6
C6-C10-C14
CI8

Lignanlar, Neolignanlar

Lignin

Taninler

Flobafenler

Benzofenonlar, ksantonlar, stilbenler
Kinonlar

Betasiyaninler
Dimerler ve oligomerler

Polimerler

Oligomerler ve polimerler

Polimerler




1.4.1 Zeytin Yapragi ve Zeytin Yapragindaki Fenolik Bilesikler

Oleaceae familyas1 diinyada genis yayilis gosteren 29 cins ve yaklagik 600
tiir iceren bir familyadir. Olea cinsi yaklagsik 32 alt takson ile diinyanin tropik ve
sicak bolgelerinde yayilis gosterir. O. europaea (Zeytin) yaklasik 10 metre boyunda,
genis tacl agag¢ veya yogun dallanmis, 2 metre boylanmis ¢ali formunda bir Akdeniz
bitkisidir [ 17]. Bir zeytin agacinin ortalama émrii 300-400 yildir, ancak 3 bin yaginda

zeytin agaglarma da rastlanmistir.

Sekil 1.2: Zeytin yapragi

Gecgmisten giiniimiize kadar zeytin yapragi Akdeniz bolgesinin sembolil
olmus ve tarih boyunca zeytin yapragi ates ve sitma gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilmistir [18]. Glinlimiizde ise zeytin yapraginin saglik i¢in yararlari bilinmekte
ve cesitli yerlerde ilag olarak kullanilmaktadir. Dogal zeytin yapragi ve zeytin
yapragi Oziitii anti-aging, bagisiklik sistem gii¢lendirici, antifungal ve antibiyotik
olarak pazarlanmaktadir [19]. Zeytin yaprag: yliksek oranda vitaminler, flavonoidler
ve polifenoller gibi biyoaktif bilesikler icerir [20]. Ayrica zeytin yapragi
flavonoidler, sekoiridoitler ve triterpenler olmak tiizere farkli etki grubuna ait
bilesikleri ve ketonlar1 icermektedir. Terpenlerin miktar1 % 3-4 kadar olup, yaprakta
en c¢ok bulananlar1 oleonik, krataegolik asitler, homoolestranol ile bunlarin

glikozitleridir [21]. Zeytin yapraklar1 yiiksek miktarda antioksidan icerige sahiptir.



Fenolik maddelerin 5 grubu olan oleuropeositler (oleuropein ve verbascoside);
flavonlar (luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, diosmetin-7-glukozid, luteolin
ve diosmetin); flavoneller (rutin); flavon-3-oller (katesin) ve substitue fenoller
(tirozol, hidroksitirozol, vanilin, vanilik asit ve kafeik asit) zeytin yapragi ekstresinde
mevcuttur. En fazla miktarda bulunan oleurepeini hidroksitirozol, luteolin, apigenin
ve verbascoside takip etmektedir [22].

Zeytin yapraklarmin kimyasal bilesimi, zeytin agacinimn tiirii, yetistigi bolge,
iklim, dallarin agaca orani, zeytin yapraginin yapisal karbonhidrat ve azot icerigi gibi
cesitli sartlara bagl olarak degisir. Ayrica, hasat zamani, uygulanan kiiltiirel
tedbirler, saklama sartlari, nem igerigi, toprak ve yaglar ile kontaminasyonun

derecesi gibi faktorlerden de etkilenir [23].

Fenolik Madde Kimyasal Formiilii
o OH
o I
I H2COCH2CH2 OH
Oleuropein H3COC CHCH3
(o) OGlucose
. ., . OH
Hidroksitirozol
HOCH2CH2 OH
HO
NOAC'CH =CH—C00
CH,0H o
Verbascoside
RhO

OH

w—QC’ﬂC“?L
HO
. OH

GlucO ‘ O
I
Apigenin-7-glukozit
OH

o



OH

OH
Luteolin-7-glukozit GlucO O ‘ O

OH O

Sekil 1.3: Zeytin yapraginda en ¢ok bulunan fenolik maddeler

Zeytin yapraklar1 yiiksek bir biyolojik deger katan bir kaynak olarak
kullanildiginda saglikly, giivenli, ucuz, etkili ve alternatif bir antioksidan kaynagidir
ve gida driinlerinin duyusal ve besinsel Ozelliklerindeki kayiplar1 Onleyerek raf
Omriinii uzatma Ozelligine sahiptir [1]. Akdeniz bdlgesinde 1996 yilinda in vitro
olarak yapilan bir ¢alismada, zeytin yapraginin metanol ekstresinin gii¢lii
antikomplementer etkiye sahip oldugu ve antienflamatuar aktivite gosterdigi
kanitlanmistir. Bu etkinin, sahip oldugu flavonoitlerden kaynaklandig: belirtilmistir
[17]. Tarihsel olarak, zeytin yapragi ates ve sitma gibi diger hastaliklara karsi
miicadele i¢in halk ilact olarak kullanmilmistir [20]. Bir baska ¢alismada zeytin ve
zeytinyagmdaki fenolik bilesiklerin giinliik diyetlerle yeterince alinmasmin koroner
kalp hastaligi ve gastrointestinal gibi serbest oksijen koklerince olusturulan
hastaliklara karst risk azaltici etkiye sahip oldugu kanitlanmistir. Evre-1
hipertansiyonu olan hastalarda giinde iki kez (500mg) zeytin yapragi ekstresinin,
sistolik ve diyastolik kan basinci iizerinde, gilinde iki etkin doz (12,5-25 mg)
kaptopril tedavisinde benzer tansiyon diisiiriicii etkisinin oldugu gosterilmistir. Ote
yandan ekstrenin lipit profili ilizerinde de (trigliserid, total ve LDL kolesterolii
disiiriicti) faydali etkilerinin oldugu belirtilmistir [23]. Siganlara oral yolla verilen
zeytin yapragi preparatinin bobrek ve karaciger doku hasarlarini Onleyici etki
gosterdigi tespit edilmistir [24]. Giliney Afrika’da yabani zeytin Sotho, Xhosa ve
Zulu kabileri tarafindan en ¢ok kullanilan bitkilerden biridir. Zeytin yapragmin son
zamanlarda 120 bitki tiirtinden geleneksel tipta en ¢ok kullanilan bitki oldugu
bildirilmistir [25]. Zeytin yapragi ekstraktinin deney hayvanlarinda kan basincini
diistirdiigli, koroner arterlerinde kan akismi hizlandirdigi, aritmiyi engelledigi,

bagirsak kaslar1 spazmlarini onledigi gézlemlenmistir [18]. Ayn1 zamanda, zeytin
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yaprag1 ekstraktinin akciger epitelyum hiicrelerinde meydana gelen iltihabi
(inflamatuar siirec) hastaliklar sonucu olusan serbest radikalleri dnleyici etkisi tespit
edilmis ve tedavide kullanimi Onerilmistir. Zeytin yapragmin bir diger 6nemli
ozelligi ise kan dolasimimni rahatlattigimdan dolayr kalp krizlerini ve kalp
rahatsizliklarint Onlemesidir [26]. Zeytin yapraginin faydali oldugu bilinmekle
beraber Ozellikle gida sektoriinde kullanilabilmesi i¢in biyoyararlilik agisindan da
incelenmesi gerekmektedir. Bugiine kadar bu alanda yapilmig caligmalar
hidoksitirozole odaklanmistir. Hidroksitirozoliin insan viicudunda hizla emildigi,
aynt zamanda da hizla viicuttan atildigi bulunmustur [27]. Zeytin yapraginin
gecmisten giiniimiize diinya da bu kadar yaygin kullanilmasmin sebebi icerdigi

fenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir.

1.4.1.1 Oleuropein

Oleuropein, zeytin yapraginda en fazla miktarda bulunan c¢ok O6nemli bir
fenolik bilesiktir [28]. Bourquelot ve Vintilesco tarafindan ilk kez 1908 yilinda
kesfedilmistir ve yapisi ancak 1960’1 yillarda tanimlanabilmistir. Oleuropein,

elenoik asit ve hidroksitrizoliin heterozidik esteridir (sekil 1.4).

Sekil 1.4: Oleuropeinin kimyasal yapis1
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Zeytin meyvesinin ilk donemlerinde daha fazla miktarda bulunan oleuropein,
meyvenin olgunlagsmasiyla birlikte metabolize olarak miktar1 azalmakta ve meyveye
acilik vermektedir [29]. Zeytin agacinin tamaminda bulunan oleuropein ayrica
zeytinde, posasinda, yaginda ve zeytinyag1 imalat1 sirasinda ortaya ¢ikan atiklarda da
bulunmaktadir. Fakat bu bilesigin dogadaki en 6nemli kaynagi zeytin yapragidir.(60-
90 mg/g kuru agirlik) Oleuropein miktar1 zeytin yaginda %0,005-%2 arasinda; zeytin
yapragida ise %1-14 arasinda oldugu yapilan ¢alismalarda ortaya konmustur [30].
Oleuropein antioksidan aktivitesinin yaninda birgok biyolojik etkiye de sahiptir.
Ornegin; oleuropein zeytin agacmi patajonlerin ve boceklerin saldirilarmma kars
savunur [31]. Ayrica viicutta cesitli rahatsizlara yol agan serbest radikalleri de etkisiz
hale getirdigi yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir [30]. Oleuropein antioksidan,
anti-enflamatuar, anti-kanser, antiviral, anti-mikrobik ve antiaterojenik dahil olmak
iizere ¢esitli farmakolojik etkilere sahiptir [32]. Bunun yaninda oleuropeinin
Alzheimer hastaliginin etyolojik faktorii olan A-f amiloid peptidine non-kovalent

kompleks olusturdugu ileri siiriilmektedir [29-30].

1.4.1.2 Kafeik Asit

Kafeik asit, birgok bitki ve besinlerde bulunan ve insan diyetindeki birincil
kaynag1 kahve olan hidroksisinnamik asittir [33]. Fakat kafeik asit elma, enginar,
cilek ve armut gibi diger gida kaynaklar1 bulunabilir [30]. Kafeik asitin immiino
modiilatdr, sitostatik, antibakteriyel, antifungal, antiproliferatif, antiviral,
antiinflamatuar, antioksidan ve serbest radikallerin olusumunu engelleyici 6zellikleri
vardir [34]. Kafeik asidin, diisiik yogunluklu lipoproteindeki a-tokoferolii korudugu
diistiniilmektedir. Kafeik asit ve tiirevleri polifenol oksidazlar i¢in 1y1 birer

substrattirlar ve uygun kosullar altinda bitki dokularinda oksitlenebilirler [33].

O
HO

HO

Sekil 1.5: Kafeik asitin kimyasal yapisi
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1.4.1.3 Tirozol

Tirozol [2-(4-hidroksifenil) etil-alkol], maya fermantasyonu sirasinda
tirozinden meydana gelen yagda c¢oziinen ve karboksil olmayan mono-fenol
bilesigidir [35]. Diger fenol bilesiklerde oldugu gibi, yapisindaki hidroksil grubundan
bir hidrojeni, serbest radikallere vererek onlari etkisiz hale getirmekte ve bunun

sonucunda da kendisinin okside oldugu belirlenmistir [30].

OH

HO

Sekil 1.6: Tirozoliin kimyasal yapisi

Yapilan bircok calisma tyrosolun LDL oksidasyonunu Onleyici, serbest
nitrojen ve oksijen radikallerini temizleme gibi oOzelliklere sahip oldugunu

gostermistir. Ayrica kalp koruyucu 6zelligi de bulunmaktadir [36].

1.4.1.4 Rutin Hidrat

Rutin hidrat, zeytin yapraginda bulunan en giiglii antioksidan aktiviteye sahip
fenolik bilesiktir [20]. C vitaminini aktive edici 6zelligi vardir [37]. Rutin, anti-
iltihabik, antitiimor, anti-bakteriyel, antioksidatif, antihipertensif ve antihemorajik
aktivite, kan ve kilcal damarlarin gii¢lendirilmesi, kilcal ge¢irgenligin diizenlenmesi

gibi bir¢ok fizyolojik etkiye sahiptir [37-38].
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Sekil 1.7: Rutin hidratin kimyasal yapis1

1.4.1.5 Vanilik Asit

Vanilik asit, zeytin yapraginda bulunan oleuropeinden daha az, tirozolden
daha fazla antioksidan kapasiteye sahip fenolik bilesendir [20-30]. Yesil ¢ay, ¢ikolata
ya da kahve tiiketiminden sonra insan idrarinda tespit edilen vanilik asit,
antimikrobiyal ve antimalarial aktivitesi bulunan kafeik asitin bir metabolik
drliniidiir. Vanilik asitin, karaciger hasarinda meydana gelen inflamasyonu
baskilayarak karacigeri koruyucu etki gosterdigi yapilan calismalarda tespit
edilmistir [39]. Yilan zehiri aktivitesinin inhibe edilmesi, karsinogenesis, apoptosiz
ve inflamasyon gibi ¢esitli farmakolojik aktivitelerle vanilik asitin biyolojik aktiviesi

iliskilendirilebilir [40].

OH

Sekil 1.8: Vanilik asitin kimyasal yapisi
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1.4.1.6 Gallik Asit

Gallik asit, (3, 4, 5- trihidroksibenzoik Asit) bitkilerde dogal olarak iiretilen
bir polifenoldiir. Insan diyetinde bol miktarda bulunan bitki fenolik maddesidir.[41]
Genellikle gida, ilag ve kozmetik sanayiinde kullanilir. En 6nemli uygulama
alanlarindan biri, farmasotik sanayinde siilfonamidlerle beraber kullanilan
antibakteriyel bir ajan olan trimetoprim {iretiminde kullanilmakta olmasidir. Bunun
yaninda antioksidan bir ajan olarak kullanilan propil gallat gibi gallik asit esterlerinin
iretiminde, deri, kozmetik ve fotograf boyalarinda kullanilan pirogallol bilesiklerinin

olusturulmasinda kullanilmaktadir.

O~ OH

HO OH
OH

Sekil 1.9: Gallik asitin kimyasal yapis1

Gallik asit, ¢ogunlukla yesil ¢ay, cay, patlican, iiziim, kuskonmaz ve
meyvelerin yapisinda bol miktarda bulunur. Ayrica gallik asitin antikarsinojenik,

antioksidatif, antimutajenik, antialerjik ve antiinflamatuar etkileri de vardir [42].

1.4.1.7 Luteolin 7-glukozid

Bitkisel kokenli bir polifenolik bilesik olan luteolin [2-(3,4-dihidroksifenil)-
5,7- dihidroksi-4-kromenon; C;sH;oOg¢], flavonoidlerin flavon alt smifina aittir ve

genellikle kereviz, yesilbiber, perilla (biftekotu) yapragi ve papatya cayinda
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glikozillenmis formda bulunur ve besinlerle giinliik ortalama 2 mg kadar alinmaktadir
[43-44]
OH
OH

HO o)

OH O

Sekil 1.10: Luteolinin kiimyasal yapis1

Flavonoidlerin 6nemli iiyelerinden bir olan luteolinin kuvvetli bir serbest
radikal siipiiriicii oldugu, antienflamatuar ve anti alerjik etkileri de iceren genis
farmakolojik Ozellikler gosterdigi belirtilmektedir [43]. Antimutajenik, tiimor
olusumunu engelleyici, pihtilagmay1 dnleyici ve antioksidan 6zelliklerinin yaninda

antibakteriyel etkilere de sahiptir [44].

1.5 Literatiir Ozeti

F. Aouidi ve arkadaglarinin 2011° de yaptig1 calismada zeytin yapraklarma
farkli dozlarda (15.64 Gy ve 18.2 Gy ) gama 1s1n1 (radyasyon) uygulamasindan sonra
fenolik madde miktari, antioksidan igerik ve mikrobiyal yiikii incelenmistir. Calisma
sonucunda gama 1sinmlarmin zeytin yapraklarindaki antioksidan aktivite ve fenolik

icerigi anlamh bir sekilde degistirmedgi tespit edilmistir [3].

2012 yilinda Aloe vera tiirine gama 1sm1 uygulanmasi sonucunda
orneklerdeki antioksidan kapasitenin nasil degistigi belirlenmeye calisilmistir. Gama
1s1mas1 sonucunda oOrneklerdeki antioksidan seviyesi % 92.8 olarak belirlenmistir.
Gama 1511 uygulanmayan ornekler de ise bu oran % 52.9 olarak belirlenmistir.
Calismada elde edilen sonuglar Aloe vera tiiriiniin gesitli sektorlerde, 6zellikle

kozmetik, ila¢ ve tip sanayinde kullanimini yaygin hale getirmistir [45].
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Bagka bir calismada; taze zeytin yapraklarmin yesil renkte, yiiksek nem
iceriginde oldugu ve yaprak cesidine gore degisen oranda toplam fenol icerdigi
belirlenmistir. IR ile kurutmada yapraklardan 6nemli oranda (% 85’ten fazla) nem
uzaklastig1 ve kurumanin kisa siirede gerceklestigi gorilmiistiir. Yaprak c¢esidi ne
olursa olsun IR kurutmanm yapragm toplam fenol icerigini ve yaprak rengini 6nemli
oranda etkiledigi belirlenmistir. Caligmada ayrica, taze zeytin yapraklar1 ile
karsilastirildiginda kuru zeytin yapraklarindaki toplam fenol igeriginin arttig1

belirlenmistir. [46].

E. Mi Lee ve arkadaglarinin 2012 yilinda Aleo vera bitkisiyle yaptigi

calismada gama 1511 kullaniminin antioksidan aktiviteyi arttirdigi belirtilmistir [45]

E. Mi Lee ve arkadaslarinin yaptiklar1 baska bir ¢alismada da 20 kGy kadar
gama 1511 uygulamasanin Beta vulgaris L.’ deki antioksidan aktiviteyi arttirdigi
goriilmektedir. K., F. Khattak ve arkadaglarinin 2008 yilinda ¢orek otu (Nigella
sativa) ile yaptig1 calismada 16 kGy doza kadar uygulanan gama isminin hem

antioksidan aktiviteyi hem de fenolik madde igerigini arttirdig1 saptanmistir [47].

K., F. Khattak ve arkadaslar1 Nigella sativa’ nin farkli ekstraksiyon
cozeltileride gama 1smmmim etkisini degerlendirmeye ¢alismislardir. Metanollii
ekstrasktlara uygulanan gama i1sminin antioksidan aktiviteyi arttirmasinin bazi
yiiksek molekiill agirlhikli bilesenlerin  degredasyonundan ve bu bilesenlerin
coziiciilerde ¢cOzilinemez formdan  ¢Oziinebilir  forma  de§ismesinden

kaynaklanabilecegi belirtilmistir [47].

Perez 2007 yilinda Rosmarinus officinalis tiri ile yaptig1 calismada kuru
orneklere 30 kGy dozda gama 1s1n1 uygulamis ve ¢aligma sonucunda gama 1sminin
etanol ve su ile hazirlanmis Orneklerdeki antioksidan kapasitenin % 22, fenolik
madde miktarini ise su ile hazirlanmig 6rneklerde % 35 arttigi fakat metanol ve
etanol ile hazirlanmig ekstraklardaki fenolik madde miktarmin degistirmedigini tespit

etmistir [48].
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1.6  Amac¢ ve Kapsam

Zeytin yapragi ekstresinin bilinyesinde bulundurdugu fenolik ve flavonoid
maddeler nedeniyle giinlimiizde c¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanildig:
bilinmektedir. Yapisinda en fazla miktarda bulunan oleuropeinin dogal antibiyotik,
antioksidan bir molekiil oldugu cesitli ¢alismalarla kanitlanmistir. Bu konuda 69
kitap, 1800' den fazla makale, dergi ve ¢esitli yayimlar yapilmistir. Amerikan Kanser
Arastirma Enstitiisii, zeytin yapraginin, 21. ylizyilin en 6nemli dogal antioksidan,

antimikrobiyal, antiviral bir bitkisel kaynak oldugunu belirtmistir.

Ulkemizde, basta baharat olmak iizere, kurutulmus sebzeler, bazi kuru
yemisler (badem, hurma, ¢cam fist1g1, kus tiziimii), balik, tavuk eti, karides, 1simlama
yontemi ile sterilize edilmektedir. Giiniimiizde de pek ¢ok iilkede baharatlarm 10
kGy doz absorblayacak sekilde 1smnlanmasina izin verilmektedir. Yapilan
calismalarda yogun mikroorganizma iceren baharatin 10 kGy dozunda 1sinlanmasi ile
kalitesinde bir kayip olmadan mikroorganizmalarin elimine edildigi ve kiiflerin
elimine edilmesi i¢in 5 kGy dozun yeterli oldugu saptanmustir [4]. Zeytin yapraklari
glinimiiz endiistrinde c¢ay, ekstrak olarak kullanildigindan gama 1sinlarinin
(radyasyon) yapraklardaki fenolik madde igerigini ve antioksidan kapasiteyi nasil
etkiledigi ¢cok onemlidir. Ayrica bu ¢aligma, zeytin yapraginin, ilerleyen zamanlarda
tip ve kozmetik sanayinde daha yaygin kullanimina destek olacaktir. Sonug olarak
yapilacak olan bu ¢alisma zeytinin yetistirildigi bu bolge ekonomisine ekstra katki

saglayacaktir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

Bu ¢aligmada materyal olarak iki farkli zeytin ¢esidine (Ayvalik ve Gemlik)

ait dort farkli yontem ile (mikrodalga, infrared, konveksiyonel 1sitic1 ve normal

sartlarda) kurutulan zeytin yapraklar1 kullanilmistir. Kurutulan zeytin yapraklarina

ii¢ farkli dozda (3, 5, 10 kGy) gama 1511 uygulanmustir. Orneklere ait kodlar Tablo

2.1’ de belirtilmistir.

Tablo 2.1: Orneklere ait kodlar

Uygulanan Doz
Yapraglg Tf)tplandlgl Kurutma Sekli

i 3kGy | 5kGy | 10 kGy
Normal Oda Sartlar1 3AN 5AN 10AN

Ayvalik Konveksiyonel 3AK 5AK 10AK

Infrared 3AI 5AI 10AI

Mikrodalga 3AM SAM 10AM

Normal Oda Sartlar1 3GN S5GN 10GN

. Konveksiyonel 3GK 5GK 10GK

Gemlik
Infrared 3GI 5GI 10GI
Mikrodalga 3GM 5GM 10GM
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2.2 Metot

2.2.1 Kurutulmus Orneklere Radyasyon Uygulanmasi ve Ekstrakt
Eldesi

Kurutulan o6rneklere radyasyon uygulamasi gama 1sinlart kullanilarak
Tekirdag’da bulunan Gamma-Pak Sterilizasyon San. ve Ticaret A.S.’de, Co-60
kaynagi ile gerceklestirilmistir. Orneklere uygulanan radyasyon miktar1 3, 5, 10 kGy’
dir.

Kurutulan ve gama 1sin1 uygulanan Orneklerin tiimii iizerlerine sivi azot
dokiildiikten sonra kahve 6giitiiciisii ile toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen
orneklerin her birinden 0,5 ’er g alinmistir (Denver Instruments S1-234). Her 0,5 g
ornege %80’lik 5 mL metanol eklenmis ve +4 “C’de bir gece bekletilmistir. Daha
sonra drnekler 4500 rpm de 15 dakika santrifiij islemine tabi tutulmus ve supernatant
almmustir. Pellet iizerine sirasiyla %80’lik 5 mL ve 2 mL (toplam hacim 12 mL
olacak sekilde) metanol eklenmis santrifiij islemi tekrarlanmis ve siipernatantlar

birlestirilmistir. Ekstraktlar analize kadar -20 °C’de saklanmuistir [49].

2.2.2 Folin — Ciocalteu Fenol Reaktifi Cozeltisinin Hazirlanmasi

100 mL’ lik balon jojeye 10 mL Fenol reaktifi eklenir ve saf su ile 100 mL’
ye tamamlanmistir. Bu fenol ¢6zeltisinin kullaniminda en 6nemli faktor giinliik taze

olarak hazirlanip kullanilmasidir [50].

2.2.3 Gallik Asit Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,5 g gallik asit 100 mL’ lik balon jojeye konularak standarti olan ¢6zeltiden
(metanol) 10 mL ilave edilerek ¢ozdiiriiliir ve tizeri saf su ile 100 mL olacak sekilde

tamamlanmistir. Bu ¢6zelti buzdolabinda saklanmistir [50].
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2.2.4 Kuersetin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi

0,5 g kuersetin 100 asit 100 mL’ lik balon jojeye konulaarak standart1 olan
cozeltiden (metanol) 10 mL ilave edilerek ¢ozdiiriilmiis ve tizeri saf su ile 100 mL

olacak sekilde tamamlanmaistir.

2.2.5 Sodyum Karbonat Cozeltisinin Hazirlanmasi

100 mL’lik balon jojeye 7,5 g sodyum karbonat eklenerek bir miktar saf su
icerisinde c¢oOzdiirlilmiis ve daha sonra saf su ile 100 mL olacak sekilde

tamamlanmistir [50].

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

2,2-difenil-1- pikril hidrazil (DPPH) reaktifinden 0,0024 g tartilarak 100 mL
balon joje icerisinde bir miktar metanol ile ¢6zlindiikten sonra toplam hacim 100 mL
olacak sekilde metanol ilave edilmistir. DPPH reaktifi giinliik taze olarak hazirlanmis

ve analiz iglemine kadar karanlikta saklanmistir [50].

2.3  Toplam Antioksidan Aktivite Tayini

Orneklerinin antioksidan kapasitesi giiclii bir serbest radikal olan DPPH 2,2-
difenil-1- pikril hidrazil) noétrlestirilmesi isleminin spektrofotometrik olarak
Olciilmesiyle saptanmustir. Zeytin yapraginda DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi tayini

icin daha once hazirlanmis olan ekstrakt kullanilmistir (bkz 2.2.1) [51].
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NO, NO,

O,N NO, ON NO,
T , (AH), . ~|\'H + (A),
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DPHPHe DPPH-H

Sekil 2.1: Bir antioksidan tarafindan DPPH’ 1n giderilmesi

Spektrofotometrik Olciimler i¢in Orneklerden tiger, kontrol ¢ozeltilerinden
ikiser adet paralel c¢ozeltiler hazirlanmistir. 250 pL ekstrakta %100°lik 2500 mL
metanol ile 2500 mL DPPH c¢ozeltisi eklendikten sonra karanlikta 1 saat bekletilmis
ve 517 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢ililmiistiir. Kontrol ¢ozeltisinde ise
sadece methanol ve DPPH kullanulmistir [49]. Olgiilen absorbanslar asagidaki
formiil ile Orneklerin DPPH radikali yakalama aktiviteleri yani antioksidan

aktiviteleri hesaplanmistir [20-52].

Antioksidan Aktivite (%) = [1- (6rnek absorbans1 / kontrol absorbansi) | x 100

2.4  Toplam Flavonoid Madde Analizi

Toplam flavonoid madde analizinde Ramful ve ark. (2011)’a ait yontem
kullanilmigtir. 150 puL % 5 sulu NaNO,, 2,5 mL ekstrakt iizerine eklenerek
vortekslenmistir. Kor deneme Orneginde ise ekstrakt yerine %80’lik metanol
kullanmilmistir. Yaklagik 5 dakika bekledikten sonra 150 pL %10’luk AICl; ilave
edilmistir. Ilaveden 1 dakika sonra 1M NaOH’den 1 mL karistirilarak absorbanslar
510 nm kor deneme Ornegine karst okunmustur. Toplam flavonoid miktar1 pg

kuersetin/6rnek olarak belirlenmistir [49].
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2.5 Toplam Fenolik Madde Analizi

Zeytin yapragi ekstraktlarina ait toplam fenolik madde analizi i¢in modifiye
edilmis Folin-Ciocalteu ydntemi kullanilmustir. Orneklerden 0,25 mL almarak
iizerlerine 3,5 mL saf su ilave edilmistir. Daha sonra 0,25 Folin reaktifi eklenmistir.
Kor deneme 6rneginde ise ekstrakt yerine 0,25 mL %80°lik metanol kullanilmistir. 3
dk bekledikten sonra 1 mL %?20’lik sodyum karbonat ilave edilerek tiipler
vortekslenerek 40 dakika boyunca 40 °C’ de bekletilmistr. 40 dakika sonra olusan
mavi renk absorbans1 UV spektrofotometre cihazi kullanilarak 685 nm’de kor 6rnege
kars1 Olglilmiistiir. Toplam fenolik bilesikler gallik asit kalibrasyon egrisine gore

belirlenmis ve sonuglar pg gallik asit/6rnek olarak hesaplanmistir [49]

2.6 HPLC ile Fenolik Madde Dagilim Analizi

Fenolik madde dagilimi analizi i¢cin Dogan ve arkadaglar1 (2010) tarafindan
yapilan caligmada kullanilan yontemden yararlanilmistir. Analizlerde Perkin Elmer
200 series Yiksek Performanshi Stvi Kromatografisi (HPLC) cihazi, kromatografik
ayrim i¢in ise Macherey-Nagel EC 250/4.6 Nucleosil 100-5 C-18 kolon
kullanilmastir [53].

Tablo 2.2: HPLC sartlar1

Standartlar Dalga boyu Saf Su (% 0.1 o-fosforik Asetonitril
asit)
Oleuropein 280 % 50 % 50
Kafeik asit 280 % 50 % 50
Vanilik asit 280 % 70 % 30
Gallik Asit 212 % 80 % 20
Rutin hidrat 280 % 70 % 30
Luteolin 7-glikozid 350 % 65 % 35
Tirozol 280 % 30 % 70
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2.7 istatistiksel Analiz

Calismadan elde edilen bulgularin istatistiksel yonden degerlendirilmesinde
IBM S.P.S.S statistic 19 programi kullanilmistir. Farkli yontemlerle kurutulmus
zeytin yapraklar1 iizerine gama isinlarinin etkisi ii¢ farkli dozda gama 1s1m1
uygulamas1 yapilarak arastirilmistir. Gama 1sin1 yapilamamis zeytin yapraklari
(kontrol) ile li¢ farkli dozda gama 1511 uygulamasi yapilan zeytin yapraklarina ait
toplam antioksidan aktivite, toplam fenolik icerik ve fenolik madde dagilimlari
kontrol ve deney gruplar1 arasindaki farkliligin degerlendirilmesinde Indipendent
samples t (Student t) testi kullanilarak gerceklestirilmistir [54]. Elde edilen sonuglar

0,05 anlam seviyesi goz 6niinde bulundurularak yorumlanmistir
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3. BULGULAR

3.1  Toplam Antioksidan Aktivite Analizine iliskin Bulgular

Farkli sekillerde kurutulan ve farkli dozda gama isin1 uygulanan zeytin
yapraklarma iligkin toplam antioksidan aktivite analizine iliskin bulgular Sekil 3.1-
Sekil 3.3” de verilmistir. Calismada gama 1g1in1 uygulanmayan zeytin yapraklarina ait
toplam antioksidan aktivite ile gama 11 uygulanmis 6rneklerin toplam antioksidan
aktiviteleri arasindaki korelasyon incelendiginde p<0,05 (p=0,00) olarak tespit

edilmistir.

% ANTIOKSIDAN KAPASITE
H3A] E3AN M3AM HE3AK H3GK E3GI H3GM M3GN

9539 95,53 95,58 9541
94,91 94,88 .

ORNEKLER

Sekil 3.1: 3 kGy dozda gama 1511 uygulanan 6rnekler

% ANTIOKSIDAN KAPASITE
H5A] E5AN M5AM ES5AK EM5GK E5GI M5GM M 5GN

95,45 95,56
94,84 94,81

94,34 9%’67

93,68 93,77

ORNEKLER

Sekil 3.2: 5 kGy dozda gama 1s1n1 uygulanan 6rnekler
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% ANTIOKSIDAN KAPASITE
M 10Al M10AN M 10AM E10AK ®10GK #10GI 4 10GM M 10GN

95,41

95,36 95.15

94,91 95508 94,98 94,84

ORNEKLER

Sekil 3.3: 10 kGy dozda gama 151n1 uygulanan 6rnekler

3.2 Toplam Flavonoid Madde Analizine liskin Bulgular

Farkli yontemlerle kurutulmus ve farkli dozlarda gama 1sm1 uygulanan
Ayvalik ve Gemlik c¢esitlerine ait zeytin yapraklarinin toplam flavonoid madde

analizlerine iliskin sonuglar Sekil 3.4 - Sekil 3.6’da verilmistir.

TOPLAM FLAVONOID iCERIK mg/g
H3A]l E3AN M3AM HE3AK H3GK H3GI M3GM M3GN

41,41

36,47
34,65 7’ 31,65

ORNEKLER

Sekil 3.4: 3 kGy doz ugulanan 6rneklerin toplam flavonoid madde miktarlar1
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TOPLAM FLAVONOID iCERIK mg/g

H5A] ES5AN M5AM ES5AK EM5GK E5GI M5GM M5GN

48,52
38.16 43,17

34,71

18,39 18,25

13,19 13,77

ORNEKLER

Sekil 3.5: 5 kGy doz ugulanan 6rneklerin toplam flavonoid madde miktarlar1

TOPLAM FLAVONOID iCERIK mg/g

# 10AI M 10AN M 10AM ® 10AK ¥ 10GK  10GI 4 10GM s 10GN
50,64

43,79

15,81 18,74 17,51

10,69

ORNEKLER

Sekil 3.6: 10 kGy doz ugulanan 6rneklerin toplam flavonoid madde miktarlar1

Zeytin yapraklarinin toplam flavonoid madde igerikleri kuersetin esdegeri
cinsinden hesaplanmis ve kuersetinin standart olarak kullanildig1 egri Sekil 3.7° de

gosterilmistir.
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Kuarsetin (mM)

Sekil 3.7: Toplam flavonoid madde igerigi hesaplanwrken kullanilan kuarsetin

standart egrisi.

33 Toplam Fenolik Madde icerigine iliskin Bulgular

Farkli yontemlerle kurutulmus ve farkli dozlarda gama 1smi1 uygulanan
Ayvalik ve Gemlik c¢esitlerine ait zeytin yapraklarinin toplam fenolik madde
analizlerine iliskin sonuclar Sekil 3.8-Sekil 3.10°da verilmistir. Arastirmamizda
gama 15in1 uygulanmayan zeytin yapraklarina ait toplam fenolik madde miktar: ile
gama 1511 uygulanmig Orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 arasindaki

korelasyon incelendiginde p<0,05 (p=0,00) oldugu belirlenmistir.
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TOPLAM FENOLIK iCERIK mg/g
HM3A]l E3AN M3AM H3AK H3GK H3GI M3GM H3GN

21,9 23,19 22,95 21,65

17,34 1881 179

ORNEKLER

Sekil 3.8: 3 kGy doz ugulanan 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1

TOPLAM FENOLIK iCERIK mg/g
H5A] ES5AN M5AM ES5AK E5GK M5GI M5GM M5GN

23,67 23,77 2291
22,1 19,23 18,81

ORNEKLER

Sekil 3.9: 5kGy doz ugulanan 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlar1

TOPLAM FENOLIK iCERIK mg/g

H 10AI E10AN ¥ 10AM ®10AK ®10GK ®10GI 4 10GM u 10GN

2136 2247 23,73
17,96 17,55

ORNEKLER

Sekil 3.10: 10 kGy doz ugulanan 6rneklerin toplam fenolik madde miktarlari
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Zeytin yapraklarmnin toplam fenolik madde igerikleri gallik asit esdegeri cinsinden
hesaplanmis ve gallik asitin standart olarak kullanildig1 egri Sekil 3.11° de

gosterilmistir.

2,5
2 -
g 1,5 -
g y=16,73x + 0,015
2 R2=0,998
3
=
<
0,5
0 . .
0 0,05 0,1 0,15

Gallik Asit (mM)

Sekil 3.11: Toplam fenolik madde icerigi hesaplanirken kullanilan gallik asit standart

egrisi.

3.4  Fenolik Madde Dagihmina iliskin Bulgular

Calismamizda farkli yontemlerle kurutulmus zeytin yapraklar {izerine gama
isinlarmin etkisi ti¢ farklit dozda gama 1511 uygulamasi ile arastirilmistir. Buna gore
gama 1511 uygulamasi yapilmayan Orneklere ait fenolik madde dagilimi ile gama
1511 uygulamasi yapilmis 6rneklerin fenolik madde dagilimi kiyaslandiginda liiteolin
p< 0,05, kafeik asit p> 0,05 , oleuropein p< 0,05 , tirasol p> 0,05 , gallik asit p> 0,05
oldugu tespit edilmistir. Farkli yontemlerle kurutulmus ve ii¢ farkli dozda gama 1s1n1
uygulanan zeytin yapraklarmin fenolik madde dagilimi analizlerine iliskin sonuglar
Tablo 3.1-Tablo 3.7° de verilmistir. Kontrol drneklerinin (gama 1sm1 uygulanmamis

orneklerin ) fenolik madde dagilimlari ise Tablo 3.8 de verilmistir.
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Tablo 3.1: Oleuropein miktari.

Ornekler Oleuropein (mg/g)
3AI 194,68
3AN 423,23
3AM 495,76
3AK 242,71
3GI -
3GN 431,4
3GM -
3GK 154,51
5A1 244.9
5AN 459,18
5AM 649,9
5AK 180,18
5GI 155,34
5GN 419,09
5GM 510,27
5GK 181,75
10AI 167,61
10AN 378,18

10AM 546,21
10AK 188,68
10GI 181,83
10GN 369,76
10GM 469,27
10GK 168,15
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Tablo 3.2: Kafeik asit miktari.

Ornekler Kafeik Asit (mg/g)
3Al 1,65
3AN 3
3AM 3
3AK 2,4
3Gl 1,2
3GN 2,7
3GM 1,8
3GK 1,8
SAl 2,85
5AN 1,8
5SAM 4,05
SAK 1,95
5GI 1,65
5GN 2,4
5GM 2,7
5GK 1,95
10AI 2,7

10AN 2,7
10AM 4,35
10AK 3,

10GI 3,15
10GN 3,15
10GM 3,15
10GK 3
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Tablo 3.3: Tirozol miktari.

Ornekler Tirozol (mg/g)
3Al 4,56
3AN 5,52
3AM 8,4
3AK 5,64
3Gl 3,72
3GN 5,4
3GM 6,12
3GK 4,08
SAl 3,72
5AN 6,24
5SAM 4,68
SAK 5,04
5GI 3,84
5GN 6,84
5GM 8,64
5GK 4,56
10AI 6,96
10AN 6,24
10AM 11,04
10AK 6,96
10GI 5,16
10GN 6,36
10GM 3,96
10GK 4,8
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Tablo 3.4: Rutin hidrat miktari.

Ornekler Rutin Hidrat (mg/g)
3AI 8,1
3AN 11,55
3AM 9,15
3AK 8,85
3Gl 4,95
3GN 17,1
3GM 11,25
3GK 10,05
SAI 13,5
S5AN 11,55
5AM 16,95
5AK 6,75
5GI 4,65
5GN 9,6
5GM -
5GK 10,05
10AI 25,2
10AN 13,8

10AM 16,95
10AK 16,5
10GI 9,9
10GN 18
10GM 9,6
10GK 19,5
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Tablo 3.5: Vanilik asit miktari.

Ornekler Vanilik Asit (mg/g)

3Al -
3AN 4,8
3AM 4,8
3AK 6,
3Gl 5,
3GN 5,1
3GM 5,7
3GK 6
5Al 2,83
5AN 6,45
5AM 2,85
5AK 2,1
5GI 4,8
5GN 2,4
5GM 1,5
5GK 2,55
10AI ;
10AN -
10AM ;
10AK ;
10GI -
10GN -
10GM -
10GK -
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Tablo 3.6: Gallik asit miktart.

Ornekler Gallik Asit (mg/g)
3Al 0,3
3AN 0,3
3AM 0,375
3AK 0,15
3Gl 0,3
3GN 0,3
3GM 0,525
3GK 0,225
SAl 0,375
5AN 0,225
5SAM 0,375
SAK 0,225
5GI 0,3
5GN 0,3
5GM 0,375
5GK 0,225
10AI 0,3
10AN 0,225
10AM 0,3
10AK 0,225
10GI 0,3
10GN 0,225
10GM 0,375
10GK 0,225
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Tablo 3.7: Luteolin 7-glukozid miktar1.

Ornekler Luteolin 7-glukozid

(mg/g)
3AI 26,59
3AN 39,15
3AM 41,42
3AK 34
3Gl 17,48
3GN 42,53
3GM -
3GK 20,15
5A1 49,24
5AN 37,65
5AM 57
5AK 27,72
5GI 32,08
5GN 40,91
5GM 49,73
5GK 29,45
10AI 33,87
10AN 33,41
10AM 45,18
10AK 34,74
10GI 31,78
10GN 34,49
10GM 36,25
10GK 27,16
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Tablo 3.8: Kontrol grubu (gama 1511 uygulanmamis) fenolik madde dagilimi

Oleuropein  Kafeik Tirozol Rutin Gallik Luteolin

mg/g Asit mg/g Hidrat Asit 7-glukozid
mg/g mg/g mg/g mg/g
Al 552,6 3,72 5,88 5,4 0,3 4,08
AN 564,12 5,16 8,88 7,08 0,3 11,88
AM 5444 5,4 9,12 4,44 0,4 16,56
AK 453 3,48 6,72 5,4 0,4 11,4
GI 223,32 4,32 5,4 6,12 0,3 2,76
GN 312,48 4,2 5,88 7,92 0,3 12
GM 338,16 4,92 8,76 7,08 0,5 10,02
GK 347,28 3,84 5,52 6,84 0,3 2,04

Fenolik standart maddelerine iliskin HPLC pikleri swrastyla Sekil 3.12 - Sekil

3.18’ da verilmistir.

lllllllllllll

Sekil 3.12: Oleuropeinin standart HPLC piki (3.30 dk.).
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Sekil 3.13: Luteolin-7 glikozidin standart HPLC piki (3.81 dk.).

T mnm

Sekil 3.14: Tirozoliin standart HPLC piki (3.32).
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Sekil 3.15: Kafeik asitin standart HPLC piki (2.32 dk.).
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Sekil 3.16: Vanilik asidin standart HPLC piki (4.78 dk).

Sekil 3.17: Rutin hidratin standart HPLC piki (4.08 dk).
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4. SONUC TARTISMA

Calismamizda Ayvalik ve Gemlik ¢esidine ait zeytin agaclarindan toplanan,
farkl sekillerde kurutulan ve ii¢ farkli dozda gama 1sm1 uygulanan yapraklarin
icermis oldugu fenolik bilesiklerin ve antioksidan aktivitenin nasil degistigini
belirlemek amaglanmistir. Analizler sonucu ortaya ¢ikan veriler karsilastirmali olarak

incelenmis ve birbirleri ile kiyaslanmistir.

Antioksidan kapasitenin ve fenolik bilesiklerin tayini i¢in zeytin yapraklarinin
ekstraksiyonu olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle ¢alismada yapilacak olan ekstraksiyon
yontemi 1yi belirlenmelidir. Yapilan literatlir taramasinda metanollii ¢ozeltilerin
etanollii ¢ozeltilere gore ¢oziicii olarak daha iyi sonug¢ verdigi tespit edildiginden

calismamizda da saf su/metanol (20/80) tercih edilmistir.

Calismada kullanilan 6rneklerin ekstraktlarinda analiz edilmis antioksidan
kapasite, toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde, oleuropein, kafeik asit,
rutin hidrat, tirozol, vanilik asit, luteolin 7-glukozid ve gallik asit miktarlar1 i¢in elde

edilmis sonuglar asagida yer almaktadir.

4.1 Antioksidan Aktivite

Calismada gama 151 uygulanmayan zeytin yapraklarma ait toplam
antioksidan aktivite ile gama 1s1n1 uygulanmis Orneklerin  toplam antioksidan
aktiviteleri arasindaki korelasyon incelendiginde p<0,05 (p=0,00) olarak tespit
edilmistir. Gama uygulamasi yapilmis orneklerin antioksidan kapasitene ait bulgular
Sekil 4.1° de verilmistir. Bu verilere gore 3 kGy dozda gama 1sm1 uygulanan
orneklerde en yiliksek antioksidan aktivitenin Ayvalik ve Gemlik c¢esitlerinde
mikrodalga yontemi ile kurutulan 6rneklerde oldugu belirlenmistir. 5 kGy dozda
gama 1511 uygulanan orneklerde ise en yliksek antioksidan aktivite konveksiyonel
isitict yontemi ile kurutulan Ayvalik cesidinde, Gemlik cesidinde ise mikrodalga
yontemi ile kurutulan 6rneklerde tespit edilmistir. Son olarak 10 kGy dozda gama

1511 uygulanan orneklerde en yiiksek antioksidan aktivite mikrodalga yontemi ile
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kurutulan Ayvalik ¢esidinde, Gemlik c¢esidinde ise normal sartlarda kurutulan

orneklerde oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.1° deki verilere bakilarak genellikle en

yiiksek antioksidan aktivitenin her iki ¢esitte de mikrodalga yontemi ile kurutulan

orneklerde oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.1: Orneklerin % antioksidan aktiviteleri.
Tablo 4.1: Literatiirdeki baz1 bitkilerin antioksidan kapasiteleri.
Ornek Antioksidan Referans
Kapasite (%)
Taze Zeytin Yapragi 49.94 - 55.5 [55]
Farkli Yollarla Kurutulmus Zeytin Yapragi 82.76 - 93.42 [20]
Zeytin Yagi 69.66 [56]
Dondurulmus Zeytin Yapragi 76.3 [57]
Dondurulmus Zeytin Yapragi 53.86-91.38 [18]
Gama Ism1 Uygulanmis Kuru Zeytin Yapraklari 93.83 - 95.56 Calismamiz

Tablo 4.1° de literatiirde ve g¢alismamizda gozlenen antioksidan kapasite

degerleri verilmistir. Brahmi ve arkadaslar1 2012 yilinda yaptiklar1 ¢alismalarinda

taze zeytin yapragmin antioksidan kapasitesini % 49.94 - % 55.5 olarak

belirlemislerdir [55]. Kara ¢alismasinda farkli yollarla kurutulmus olan Ayvalik ve
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Gemlik cesitlerine ait kuru zeytin yapraklarinda antioksidan kapasiteyi % 82.76-%
93.42 olarak tespit etmistir [20]. Bubonja-Sonje ve arkadaslar1 zeytinyaginin
antioksidan kapasitesinin belirledikleri ¢caligmalarinda antioksidan kapasiteyi %69.66
olarak hesaplamiglardir [56]. Malheiro ve arkadaslar1 arastirmalarinda dondurulmus
zeytin yapraginin antioksidan kapasitesini % 76.3 olarak bulmuslardir [57]. Saygin
ise 2009 yilinda yaptig1 ¢alismasinda dondurulmus zeytin yapraginin antioksidan
kapasitesini % 73.86 - % 91.38 olarak belirlemistir [18] Calismamizda gama 1s1n1
uygulanan kuru zeytin yapraklarindaki antioksidan kapasitenin ise % 93.83 - % 95.56
araliginda oldugu goriilmektedir. Yukaridaki literatiir verilerine bakildiginda gama
1sin1 - uygulanan Orneklerdeki antioksidan aktivitenin yiiksek oldugu goze
carpmaktadir. E. Mi Lee ve arkadaslarmin 2012 yilinda Aleo vera bitkisiyle yaptigi
calismada gama 1sm1 kullaniminin antioksidan aktiviteyi arttirdigi belirtilmistir [45].
E. Mi Lee ve arkadaslarinin yaptiklar1 bagka bir ¢alismada da 20 kGy kadar gama
isin1 - uygulamasanin  Beta vulgaris’ deki antioksidan aktiviteyi arttirdigi
goriilmektedir. K., F. Khattak ve arkadaslarinin 2008 yilinda ¢orek otu (Nigella
sativa) ile yaptig1 calismada 16 kGy doza kadar uygulanan gama isminin hem
antioksidan aktiviteyi hem de fenolik madde icerigini arttirdigi saptanmastir [47]. Bu
sonuglarla kiyasladigimizda calismamizin sonuglar1 yukaridaki literatiirler ile
uygunluk gostermektedir. K., F. Khattak ve arkadaslar1 Nigella sativa’ nin farkli
ekstraksiyon c¢ozeltileride gama 1sminin etkisini degerlendirmeye c¢aligmiglardir.
Metanollii ekstrasktlara uygulanan gama 1sininin antioksidan aktiviteyi arttirmasinin
baz1 yiiksek molekiil agirlikli bilesenlerin degredasyonundan ve bu bilesenlerin
coziiciilerde ¢cOzilinemez formdan  ¢Oziinebilir  forma  de§ismesinden
kaynaklanabilecegi belirtilmistir [47]. Genellikle, gama 15101 uygulamasindan sonraki

radikal yakalama kapasitesinin artis1 yeni bilesiklerin olusumuyla iliskilidir [45]

Fenolik bilesikler, bitkilerde genis dagilim gosteren, sebze ve meyvelerde
renk ve tat olusumuna katkida bulunan bilesiklerdir. Bu bilesikler bitkide turuncu,
kirmizi ve mavi renklerin olusumunda gorevlidirler. Ayrica hiicre duvarmin
yapisallasmasinda rol oynadiklar1 gibi (6rnegin ligninlesme) biyotik ve abiyotik
durumlarinda, ytliksek 151k zarari, UV radyasyon, patojen hiicumu, besin eksikligi,
diisiik sicaklik, mekaniksel zararlarda bitkilerde savunma gorevini de {istlenirler [58].
Flavonoid ve fenolik maddeler genel olarak oldukg¢a yiiksek antioksidan etki

gosterirler. Bu yiizden bir bitkide bulunan toplam flavonoid ve fenolik madde icerigi
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hakkinda elde edilen bilgiler ¢ok 6nemlidir. Ciinkii elde edilen bu bilgilerle bitkinin

sahip oldugu antioksidan kapasite hakkinda bir varsayimda bulunulabilir.

Sekil 4.2°de goriildiigii gibi toplam flavonoid igerigin kurutma yontemine ve
uygulanan gama 111 miktarina gore degisiklik gosterdigi tespit edilmistir. 3, 5 ve 10
kGy dozda gama 1511 uygulanan Ayvalik ¢esidinde toplam flavonoid icerik en fazla
mikrodalga yontemiyle kurutulan 6rneklerde tespit edilmistir. Gemlik ¢esitinde ise 3,
5 kGy dozda en fazla flavonoid icerik mikrodalaga, 10 kGy de ise normal sartlar
altinda kurutulan 6rneklerde tespit edilmistir. Sekil 4.2” ye bakildiginda, antioksidan
aktivitede oldugu gibi toplam flavonoid madde igeriginin de mikrodalga yontemi ile

kurutulan 6rneklerde yiiksek oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.2: Orneklerin toplam flavonoid madde miktar1 mg/g.
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Tablo 4.2: Literatiirdeki baz1 bitkilerin toplam flavonoid madde igerikleri.

Ornek Toplam Flavonoid (mg/g) Referans
Gemlik Cesiti Zeytin Oziitii 14,19 - 22,16 [59]
Zeytin Yag1 11,2 [60]
Kuru Zeytin Yapragi 19 [61]
Gama Ismi1 Uygulanmis Zeytin 18.65 - 18.68 [3]
Yapragi
Gama Ism1 Uygulanmis Kuru 12 — 50,64 Calismamiz
Zeytin Yapragi

Tablo 4.2° de verilen sonuglar kiyaslandiginda birbirinden farkli sonuglar
goriilmektedir. Gokce 2009 ylinda gemlik ¢esiti zeytin 6ziitii ile yaptig1 ¢alismada
toplam flavonoid madde igerigini 14,19 - 22,16 mg/g bulmustur [59]. Bu calismada
degerler arasindaki farkin calisma da kullanilan farkli ¢dziiciilerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. 2014 yilinda Bazylko ve arkadaslarmin yaptig1 caligmada ise
toplam flavonoid icerik 11,2 mg/g tespit edilmistir [60] Lee ve arkadaslar1 2009°da
kuru zeytin yapraklarindaki toplam flavonoid igerigi 19 mg/g olarak belirlemislerdir
[60]. Aouidi ve arkadaslarmin 2011°de gama 1511 uyguladiklar1 zeytin yapragindaki
toplam flavonoid icerigi 18.65 mg/g - 18.68 mg/g olarak tespit etmisleridir [3]
Calismamizda gama 1sm1 uygulanan kuru zeytin yapraklarindaki flavonoid madde

miktar1 ise 12 mg/g — 50,64 mg/g aralifinda oldugu goériilmektedir.

Arastrmamizda gama 1sin1 uygulanmayan zeytin yapraklarina ait toplam
fenolik madde miktar: ile gama 15101 uygulanmis orneklerin toplam fenolik madde
miktarlar1 arasindaki korelasyon incelendiginde p<0,05 (p=0,00) oldugu
belirlenmistir. Calismada toplam fenolik madde icerigine ait bulgular ise Sekil 4.3’
de verilmistir. Ayn1 toplam flavonoid madde igeriginde oldugu gibi toplam fenolik
madde icerigi de kurutma yontemi ve uygulanan gama 1sin1 miktarma gore farklilik

gostermektedir. 3, 5 ve 10 kGy dozda gama 1sm1 uygulanan Ayvalik ¢esidinde

45



toplam fenolik icerik en fazla mikrodalga yontemiyle kurutulan orneklerde tespit
edilmistir. Gemlik c¢esitinde ise 3, 5 kGy dozda fenolik igerik en fazla mikrodalga,

10 kGy de ise konveksiyonel 1sitict altinda kurutulan 6rneklerde tespit edilmistir.
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Sekil 4.3: Orneklerin toplam fenolik madde miktari mg/g.
Tablo 4.3: Literatiirdeki baz1 bitkilerin toplam fenolik madde igerikleri.
Ornek Toplam Fenolik Referans
(mg/g)
Zeytin Yapragi Ekstreli Yogurt 0,85-1,14 [62]
Gama [sm1 Uygulanmis Zeytin Yapragi 50,11 (3]
Zeytin Yapragi 21,6 -43.4 [63]
Farkli Yollarla Kurutulmus Zeytin Yapragi 1,65 -4,06 [20]
Gama Ismi1 Uygulanmis Kuru Zeytin Yapragi 12,16 — 23,73 Calismamiz

Tablo 4.3’ de ¢alismamizda elde edilen toplam fenolik madde icerikleri ile
literatiirdeki baz1 caligmalarda elde edilen sonuglar verilmistir. Peker 2012°de yaptig1
calismada zeytin yapragi eksteri kullanarak hazirladigi meyveli yogurtta toplam
fenolik madde igerigini 0,85 - 1,14 mg/g olarak tespit etmistir. Aouidi ve
arkadaslarinin 2011°de gama 1sm1 uyguladiklar1 zeytin yapraklarindaki fenolik
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madde igerigini 50,11 mg/g olarak belirlemislerdir. 2013’de Serrana cinsi zeytin
yapraklar1 tizerinde ¢alisma yapan Qasem ve arkadaglari toplam fenolik madde
icerini 21,6-43,4 mg/g arasinda oldugunu, Kara ise kuru zeytin yapraklarindaki
fenolik madde icerigini 1,65 - 4,06 mg/g olarak tespit etmistir. Caligmamizda ise
fenolik madde igerigini 12,16 - 23,73 mg/g olarak belirledik. Ozellikle Kara’ nin
2013 de yaptig1 calisma ile sonuglarimiz kiyaslandiginda gama isminin toplam
fenolik madde igerigini arttirdigi tespit edilmistir. Fenolik madde igerigi ile
antioksidan kapasite arasinda ki iligki diisliniildiigiinde, fenolik madde iceriginin
yiiksek olmasi antioksidan kapasitenin de yiiksek olmasini sagladigr acikca

goriilmektedir.

4.2  Fenolik Madde Dagilimi

HPLC ile fenolik bilesim analizlerine bakildiginda birbirinden farkli sonuglar
elde edilmistir. Her bir fenolik bilesik ayni ekstraksiyon yontemi sonrast HPLC’ye
enjekte edilmistir. Her bir standart fenolik bilesik i¢in farkli kalibrasyon egrileri
cizilmistir. Boylece ekstraktlardaki net miktara yakin bir deger elde edebilebilecegi
disiiniilmiistiir. Asagida fenolik madde dagilimlar1 ve literatiirle karsilastirmalart

verilmistir.

Analizler sonucu elde edilen verilere gore oleuropein miktar1 Sekil 4.4’ de
verilmistir. Bu verilere gore 3 kGy dozda gama 1511 uygulanan 6rneklerde en yiiksek
oleuropein miktar1 mikrodalga yOontemi ile kurutulan Orneklerde oldugu
belirlenmistir. 5 kGy dozda gama 1smm1 uygulanan orneklerde ise en yiiksek
oleuropein miktar1 Ayvalik ve Gemlik ¢esidinde mikrodalga yontemi ile kurutulan
kurutulan Orneklerde tespit edilmistir. Son olarak 10 kGy dozda gama 151n1
uygulanan oOrneklerde en yiiksek oleuropein miktar1 ise yine Ayvalik ve Gemlik
cesitlerinde mikrodalga yontemi ile oldugu tespit edilmistir. Sekil 4.4” teki verilere
bakilarak en yiiksek oleuropein her iki ¢esitte de mikrodalga yontemi ile kurutulan
orneklerde oldugu goriilmektedir. Ayrica genel olarak fenolik maddelere
bakildiginda, yaprakta en fazla bulunan fenolik maddenin oleuropein oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde (Tablo 4.4) elde edilen verilere bakildiginda yine yaprakta en

fazla bulunan maddenin oleuropein oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.4: Oleuropein miktar1 mg/g.

Kafeik asit miktarlarma bakildiginda 3 kGy dozda gama 1sm1 uygulanan
orneklerde en yiiksek kafeik asit miktar1 Ayvalik ¢esitinde mikrodalga ve normal
sartlar, Gemlik c¢esitinde ise mikrodalga ve konveksiyonel i1sitict yontemi ile
kurutulan oOrneklerde oldugu belirlenmistir. 5 kGy dozda gama 1511 uygulanan
orneklerde ise en yiiksek kafeik asit miktar1 Ayvalik ve Gemlik ¢esidinde mikrodalga
yontemi ile kurutulan kurutulan 6rneklerde tespit edilmistir. 10 kGy dozda gama 1511
uygulanan orneklerde en yiiksek kafeik asit miktar1 ise yine Ayvalik cesitinde
mikrodalga, Gemlik cesitinde ise infrared, mikrodalga ve konveksiyonel isitici
yontemi ile kurutulan 6rneklerde oldugu belirlenmistir. Genel olarak bakildiginda en
yiiksek kafaik asit miktar1 her iki cesitte de mikrodalga yontemi ile kurutulan

orneklerde oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.5: Kafeik Asit miktar1 mg/g.

Sekil 4.6’ da verilen tirozol mikarlara bakildiginda 3 kGy dozda gama 151n1
uygulanan Orneklerde en yiliksek tirozol miktar1 Ayvalik ve Gemlik cesitinde
mikrodalga, 5 kGy dozda gama 151n1 uygulanan 6rneklerde en yiiksek tirozol miktari
Ayvalik ¢esitinde normal sartlar Gemlik c¢esitinde mikrodalga, 10 kGy dozda gama
151 uygulanan Orneklerde en yiiksek tirozol miktarmin Ayvalik c¢esitinde
mikrodalga Gemlik ¢esitinde normal sartlar altinda kurutulan 6rneklerde oldugu

tespit edilmistir.
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Sekil 4.6: Tirozol miktar1 mg/g.

Rutin hidrat miktarma ait bulgular Sekil 4.7° de verilmistir. Analiz sonucu 3
kGy dozda gama 1smi1 uygulanan 6rneklerde en yiiksek rutin hidrat miktar1 Ayvalik

ve Gemlik ¢esitinde normal sartlar, 5 kGy dozda gama 151n1 uygulanan 6rneklerde en
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yiiksek rutin hidrat miktar1 Ayvalik cesitinde mikrodalga Gemlik ¢esitinde normal
sartlar ve konveksiyonel 1sitma, 10 kGy dozda gama 1s1n1 uygulanan 6rneklerde en
yiiksek rutin hidrat miktar1 Ayvalik c¢esitinde infrared Gemlik c¢esitinde ise

konveksiyonel 1sitma yontemiyle kurutulan 6rnekler oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.7: Rutin hidrat miktar1 mg/g.

Sekil 4.8 e gore en fazla vanilik asit miktar1 konveksiyonel 1sitici ile
kurutulan ve 3 kGy dozda gama 151n1 uygulanan Ayvalik ve Gemlik ¢esitinde, normal
sartlar altinda kurutulan ve 5 kGy dozda gama 1sin1 uygulanan Ayvalik, infrared
kurutucu ile kurutulan Gemlik c¢esitinde tespit edilmistir. 10 kGy dozda gama 151n1

uygulanan 6rneklerde vanilik asit miktar1 dl¢iilememistir.

Vanilik Asit (mg/g)
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Sekil 4.8: Vanilik asit miktar1 mg/g.
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Gallik asit miktarma bakildiginda 3 farkli doz uygulanan her iki ¢esitte de en
yiiksek gallik asit miktar1 mikrodalga yontemi ile kurutulan 6rneklerde oldugu tespit
edilmistir. Ayrica tiim sonuglar goz Oniine alindiginda zeytin yapraginda en az

miktarda bulunan bilesigin gallik asit oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.9: Gallik asit miktar1 mg/g.

Son olarak Luteolin 7-glukozid miktarma bakildiginda (Sekil 4.10), aym
gallik asitte oldugu gibi 3 farkli doz uygulanan her iki ¢esitte de en yiiksek Luteolin
7-glukozid miktar1 mikrodalga yontemi ile kurutulan orneklerde oldugu tespit
edilmistir. Ayrica tiim sonuclar ele alindiginda zeytin yapraginda oleuropeinden
sonra en fazla miktarda bulunan bilesigin Luteolin 7-glukozid oldugu tespit
edilmistir. Literatiirde (Tablo 4.4) elde edilen verilere bakildiginda yine yaprakta
oleuropeinden sonra en fazla miktarda bulunan bilesigin Luteolin 7-glukozid oldugu

goriilmiistiir ki bu da ¢calismamizla olan paralelligini gostermektedir.
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Luteolin-7glukozid
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Sekil 4.10: Luteolin 7-glukozid miktar1 mg/g.

m Kafeik Asit mg/g

® Tirosol mg/g

= Vanilik Asit mg/g

B Rutin Hidrat mg/g

® Gallik Asit mg/g

Al AN AM AK GI GN GM GK  ™Luteolin 7-glukozid mg/g

Sekil 4.11: Kontrol 6rneklerinin fenolik madde dagilimi mg/g

800
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Sekil 4.12: Kontrol grubu 6rneklerin Oleuropein miktart mg/g

PN
oS O
oS O

Oleuropein mg/g

e}

Fenolik madde igeriklerinin miktarlar1 (oleuropein, kafeik asit, tirozol, vanilik
asit, rutin hidrat, gallik asit, luteolin 7-glukozid) kontrol grubunda (gama isini
uygulanmamig Ornekler) ve gama 1sm1 uygulanmis Orneklerde tespit edilmeye
calisilmistir. Fenolik madde dagilimu ile ilgili literatiirler tarandiginda ¢alismamizda

da zeytin yapragi ekstraktinda en fazla bulunan fenolik bilesigin oleuropein oldugu,
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miktarmin 154,51 mg/g - 649,9 mg/g araliginda degistigi belirlenmistir.
Stamatopoulos ve arkadaslarmin 2012 yilinda taze zeytin yapraklar1 ile yapilan
caligmalarinda oleuropein miktarmi 8,28 g/kg - 29,79 mg/kg olarak belirtmislerdir
[64]. 2006 yilinda yapilan bir baska calismada ise Lujan ve arkadaslari1 40°C’ de
kuruttuklar1 zeytin yapragindaki oleuropein miktarin1 27,96 mg/g - 30,68 mg/kg
olarak rapor etmislerdir [65]. Kontrol 6rneklerimizde ise oleuropein miktar1 223,32
mg/g- 544,4 araliginda belirlenmistir. Calismamiz sonucunda elde edilen oleuropein
miktar1 yapilan diger caliymalarla kiyaslandiginda gama i1sinin oleurepein miktarini
anlamh bir sekilde arttirdigi belirlenmistir (p<0,05). Calismada miktar1 belirlenen
diger bir fenolik molekiil olan kafeik asitin 1,65 mg/g — 4,35 mg/g araliginda oldugu
tespit edilmistir. Kontrol orneklerinde kafeik asit miktar1 3,48 mg/g- 5,4 mg/g
araliginda tespit edilmistir. Elde edilen veriler kiyaslandiginda gama 1 kafeik
asit miktarma herhangi bir etkisi olmamistir (p>0,05) Oleuropeinden sonra en fazla
bulunan bilesik luteolin 7-glukozid miktarinin 26,22 mg/g - 74,6 mg/g araliginda
degistigi goriilmektedir. Lujan ve arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada Iuteolin 7-
glukozid miktarinmn 10,42 g/kg — 10,63 g/kg, kontrol ise 2,04mg/g -16,56 mg/g
arasinda oldugu belirtilmistir. Kontrol 6rneklerinde luteolin 7 glukozid miktar1 2,04
mg/g- 16,56 mg/g araliginda tespit edilmistir. Tim bu sonuglar calismamizla
kiyaslandiginda gama 1sminm luteolin 7-glukozid miktarmi arttirdigi sonucuna
varilmistir (p<0,05). Tirozol ile ilgili literatiir tarandiginda 2014 yilinda Flemming
ve arkadaslarinin yaptigi calismada tirozol miktarmi 0,42 pM/100 gr olarak
hesaplamislardir [66]. Kontrol 6rneklerinde ise tirozol miktar1 5,4 mg/g- 9,12 mg/g
arasinda bulunmustur. Kontrol Ornekleri ile gama 1sm1 uygulanan Ornekler
kiyaslandiginda kafeik asitte oldugu gibi gama 1s1nin tirozol miktarina etki etmedigi
tespit edilmistir (p>0,05) Kontrol 6rneklerinde rutin hidrat miktar1 4,44 mg/g — 7,92
mg/g araliginda tespit edilmistir. Gama 151n1 uygulanan orneklerle kiyasliginda gama
1s1n1 rutin hidrat miktarmi arttirdig tespit edilmistir (p<0,05). Son olarak gallik asit
miktarma bakildiginda kontrol 6rneklerinde 0,3 mg/g- 0,5 mg/g araliginda degistigi
tespit edilmistir ki bu da gama 1sm1 uygulanan Orneklerle kiyaslandiginda gama

isinmin gallik asit miktarina etki etmedigi bulunmustur (p>0,05).

53



5. SONUC VE ONERILER

Deneysel veriler 1s18inda elde edilen sonuglar asagida maddeler halinde

verilmektedir:

e Zeytin yapragi ekstraktinin antioksidan kapasitesi, fenolik ve flavonoid
madde miktarinin uygulanan gama 1sm1 dozuna ve kurutma sekline gore
degisiklik gosterdigi,

e Yapilan istatistiksel ¢aligmalara gore gama 1sminin antioksidan kapasiteyi ve
fenolik madde igerigini arttirdigi,

e En yiksek antioksidan igerigin 3kGy doz uygulanan ve mikrodalga
yontemiyle kurutulan Gemlik ¢esitinde,

e En yiiksek flavonoid madde igeriginin 3kGy doz uygulanan ve mikrodalga
yontemiyle kurutulan Ayvalik ¢esitinde,

e En yiiksek fenolik madde igeriginin 3kGy doz uygulanan ve normal sartlar
altinda kurutulan Gemlik ¢esitinde,

o Ekstraktta en fazla miktarda bulunan fenolik bilesigin oleuropein, en az

miktarda bulunan fenolik bilesigin gallik asit oldugu tespit edilmistir.
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7. EKLER

7.1  Fenolik Madde Dagimina Ait HPLC Grafikleri

(HPLC’ de Gozlenen En Yiiksek Miktarlarin Grafikleri Verilmistir)
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