T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIiM DALI

EDREMIT KORFEZi ZEYTIN YAPRAKLARININ ANTIiOKSIDAN
OZELLIKLERI ILE FENOLIK VE MINERAL BILESIMLERI UZERINE
MEVSIM VE YUKSELTIi FAKTORLERININ ETKIiLERI

YUKSEK LiSANS TEZi

HANDAN KURTULMUS

BALIKESIR, AGUSTOS - 2016



T.C.
BALIKESIR UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIiM DALI

EDREMIT KORFEZi ZEYTIN YAPRAKLARININ ANTIiOKSIDAN
OZELLIKLERI iLE FENOLIK VE MINERAL BIiLESIMLERI UZERINE
MEVSIM VE YUKSELTIi FAKTORLERININ ETKIiLERI

YUKSEK LiSANS TEZi

HANDAN KURTULMUS

Jiiri Uyeleri : Yrd. Do¢. Dr. Ayhan DAGDELEN (Tez Damismani)

Prof. Dr. Giillendam TUMEN
Prof. Dr. Tiilin ASKUN
Yrd. Dog. Dr. Rasim Alper ORAL

BALIKESIR, AGUSTOS-2016



KABUL VE ONAY SAYFASI

Handan KURTULMUS tarafindan hazirlanan “EDREMIT KORFEZI
ZEYTIN YAPRAKLARININ ANTIOKSIDAN OZELLIKLERI iLE
FENOLIK VE MINERAL BILESIMLERI UZERINE MEVSIM VE
YUKSELTI FAKTORLERININ ETKILERI” adli tez ¢aligmasinin savunma
sinavt 09.08.2016 tarihinde yapilmig olup asagida verilen jiiri tarafindan oy
birligi / oy goklugu ile Balikesir Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Biyoloji
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri imza

Danisman §
Yrd. Dog. Dr. Ayhan DAGDELEN

Uye )
Prof. Dr. Giilendam TUMEN

Uye
Prof. Dr. Tiilin ASKUN

Uye
Yrd. Dog. Dr. Rasim Alper ORAL

Jiiri iiyeleri tarafindan kabul edilmis olan bu tez Balikesir Universitesi Fen
Bilimleri Enstitlisii Yonetim Kurulunca onanmustir.

Fen Bilimleri Enstitiisii Miduirii

Doe. DeNegati OZDEMIR @ === sesovnscshwmammssews



Bu tez cahsmas1 Bahikesir Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi tarafindan 2014-103 nolu proje ile desteklenmistir.



OZET

EDREMIT KORFEZi ZEYTIN YAPRAKLARININ ANTIOKSIiDAN
OZELLIKLERI ILE FENOLIK VE MINERAL BILESIMLERI
UZERINE MEVSIM VE YUKSELTi FAKTORLERININ ETKILERI
YUKSEK LiSANS TEZi

HANDAN KURTULMUS
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. AYHAN DAGDELEN)

BALIKESIR, AGUSTOS - 2016

Insanlarin tiikettikleri gidalarin sagliklarma olumlu katkilar yapmalarini
istemeleri nedeniyle bitkisel tirlinlere olan ragbet artmaktadir. Zeytin yapraklar da
bu iirlinlerden birisi olup, sahip oldugu yiiksek fenolik madde icerigi ile dikkati
cekmektedir.  Ozellikle oleuropeinin antioksidan ve antibiyotik ozelligi gibi
olumlu saglik katkilar1 da zeytin yapraklarinin Onemini artirmaktadir. Bu
calismada Ayvalik zeytin ¢esidine ait zeytin agaclarindan dort farkli yiikseltiden
ve dort farkli mevsimde toplanan zeytin yapraklarinin antioksidan 6zellikleri ile
fenolik ve mineral bilesimleri belirlenmistir. Zeytin yapraklarinin nem orani
%36,22 ile %45,32 arasinda, kiil oran1 ise %4,57 ile %7,75 arasinda saptanmustir.
8,94 ile 41,80 mg GAE/g yaprak arasinda tespit edilen 6rneklerin toplam fenolik
madde miktar1 istatiksel olarak yiikseltiler arasi farkliliga iligkin 6nemli bir
degisim saptanmazken, mevsimler arasi farklililk p<0,001 ©nem seviyesinde
bulunmustur. Yapraklarin DPHH radikallerini indirgeme 6zelligi % 93,80 ile %
95,43 arasindadir. Major olarak tespit edilen Kalsiyum ve Demir en fazla Subat
ay1 0 m yiikselti 6rneklerinde bulunmusken, Magnezyum ise en yiiksek degerine
Agustos ay1 360 m yiikselti 6rneginde ulasmistir. Yaprak Orneklerinde major
fenolikler oleuropein, luteolin ve gikorik asit olup bu bilesenlerin miktarlarinin

farkli mevsim ve yiikselti 6rneklerinde degiskenlik gosterdigi belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin yaprag, antioksidan aktivite, fenolik bilesim,
mineral.



ABSTRACT

SEASON AND ALTITUDE FACTORS ON ANTIOXIDANT PROPERTIES,
PHENOLICS COMPOSITION AND MINERAL COMPOSITION OF
EDREMIT REGION OLIVE LEAVES

MSC THESIS
HANDAN KURTULMUS
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. AYHAN DAGDELEN )

BALIKESIR, AUGUST 2016

Olive tree (Olea europaea L.), is an economically important plant which
table olive and olive oil is produced from its olive fruits and by-products during or
at the end of the processing. Olive leaf is one of these prodocts and take attention
with its high phenolic content. Positive health effects such as antioxidant and
antibiotic properties of oleuropein increases the importance of olive leaves. In this
study antioxidant properties, phenolics composition and mineral composition of
olive leaves belong to Ayvalik olive cultivar have been determined. Collected in
four different altitudes in four different seasons. Moisture content of olive leaves
was detected between 36.22-45.32% and ash content was found to be between
4.57-7.75%. Total phenolic content (TPC) of the samples was between 8.94 and
41.80 mg GAE/g olive leaf. Altitude did not affect TPC statistically while
different harvest seasons affected the TPC statistically (p<0.001). Antioxidative
properties of the samples was evaluated between 93.80-95.43% inhibition value of
DPPH radical. The highest Ca and Fe content was found in February and 0 m
altitude sample while Mg was found in August season and 360 m altitude sample.
Major phenolics of olive leaves were found to be oleuropein, luteolin and chicoric
acid and a variability in terms of these contents was determined among the
samples.

KEYWORDS: Olive leaf, antioxidant activity, phenolic composition, mineral.
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1. GIRIS

Bilinen en eski meyve agaci olan zeytin insanoglunun meyvesini ve diger
tirtinlerini hem beslenme hem de saglik etkilerinden yararlanmak amaciyla tiikettigi
Ozel bir bitkidir. Bitkinin Latince ad1 Oleae europaea L. olarak kaydedilmistir [1].
Sofralik zeytin ve zeytinyagi gibi ana Uriinlerin yam sira aslinda ¢ok uzun zamandir
kullanilan fakat son zamanlarda popiiler hale gelip ticari iiriin seklinde iiretilmeye
baslanan zeytin yapraklar1 lizerinde giiniimiizde bir¢ok arastirma yapilmaktadir.
Genellikle ticari {riin bitki ¢ayr seklinde iretilmektedir. Fakat yapraklarin tek
kullanim sekli bu degildir. Baz1 hastaliklara neden olan mikroorganizmalar1 inhibe
edici 6zelligi de vardir [2,3]. Ozellikle zeytin yapragmin ana fenolik bileseni olarak
bilinen ve iizerinde yapilan ¢alismalar neticesinde antikanserojen oldugu belirlenen
oleuropein, olumlu saglik etkileri nedeniyle oldukca popiiler hale gelen bir fenolik
bilesendir [4]. Bu bilesenin ekstraksiyonu sonucunda da =zeytin yapragi
oOziitii/ekstrakti elde edilmektedir. Zeytin yapraklari oleuropeinin de dahil oldugu bes
grup fenolik bilesikten olusmaktadir; oleuropeositler (oleuropein ve verbaskozit),
flavonoller (rutin), flavonlar (apigenin-7-glukozit, luteolin-7-glukozit, diosmetin-7-
glukozit, diosmetin ve luteolin), flavonoller (rutin), flavan-3-oller (katesin) ve

substitue fenoller (vanilin, tirozol, , vanilik asit hidroksitirozol ve kafeik asit) [5].

Zeytin agaci1 buyukligl, ta¢ kismimin hacmi, dal kalinlik ve uzunlugu
bakimindan zayif, orta ve kuvvetli olarak siniflandirilmaktadir. Agacin tag kismi
sarkik, yayvan veya dik olmasimin yanindan yaprak yogunlugu sik, orta siklikta ve
seyrek olabilmektedir. Zeytin agaci yapraklar1 eliptik, uzun eliptik ve mizrak
seklinde olup uzunlugu ortalama 5-7 cm ve 1-1,5 cm genislige sahiptirler. Zeytin
cicegi sayilart gesitli cevresel ve genetik faktorlere gore genellikle 18-25, uzunlugu
ise 25-35 mm arasinda degismektedir. Zeytin agaci meyvesi olan taneleri
agirliklarina gore kiigiik, orta, iri ve ¢ok iri olarak kategorize edilmektedir. Sekilleri
ise agacin tiirline gore yuvarlak, oval ve uzun sekillidirler. Zeytin meyvesinin
cekirdegi ise genellikle 0,30-0,70 g iken sekli yuvarlak, oval, eliptik ve uzun
olabilmektedir [6].



Tablo 1.1: Olea europaea L. sistematigi [8].

Alem Yesil bitkiler

Alt alem Tracheobionta
Superdivision Spermatophyta
Division Magnoliophyta
Sif Magnoliopsida
Alt sinif Asteridae

Ordo Lamiales

Aile Oleaceae

Cins Olea

Tiir Olea europaea L.

Diinyada genis bir yayilis gosteren Oleaceae familyasinin 29 cinsi ve 600
civarinda tiiri vardir [8]. Olea europaea L.’nin sistematikteki yeri Tablo 1.1°de
verilmistir. Diinyada en ¢ok zeytin yetistiriciligi Ispanya’da yapilmaktadir ve bunu
sirastyla Italya, Yunanistan, Tiirkiye ve Tunus izlemektedir. Ulkemiz zeytin
yetistiriciligi bakimindan diinyada dordiinciiliigii Tunus ile paylasmaktadir. Ozellikle
son yillarda bir y1l Tiirkiye diger yil ise Tunus daha fazla liretim gerceklestirmektedir
[9]. Bunun nedeni olarak {ilkelerin zeytin yetistiriciligi politikalari ile zeytin agacinin
gosterdigi periyodisite gdsterilebilir. Ulkemizde 88 yerli cesitten olusan Yerli Zeytin
Cesitleri Koleksiyonu ve 28 yabanci zeytin tiiriinden olusan Yabanc1 Zeytin Cesitleri
Koleksiyonu yapilmistir. Kemalpasa Uretim ve Arastirma Sahasinda yerli ve yabanci
zeytin tiirlerinden olusan Zeytin Gen Bankasi bulunmaktadir. Ozellikle Ege
Bolgesinde Ayvalik, Memecik, Domat, Erkence, Uslu, Cakir ve Cilli yaygmn
cesitleridir [6]. Zeytin agacindan sofralik zeytin, zeytinyagi, pirina ve yaprak iiriinleri
elde edilmektedir. Zeytinyag1 agacin en onemli iirlinlerinden biri olup, icerigindeki
zengin doymamug yag asitleri 6zelligi ile damar sertligini azaltirken kalp krizi riskini

diistirmekte ayrica gastrit veya iilsere karst koruyucu 6zelliktedir [10].



Zeytinyag1, zeytin meyvesinden cesitli yontemlerle elde edilen kendine 6zgii
aromast bulunan yagdir. Tirk Gida Kodeksine gore zeytinyagi natiirel, rafine ve
riviera olmak tlizere 3 g¢esitten olusmaktadir [11]. Serbest yag asitligi oleik asit
cinsinden 100 g’da 0,8 g’dan az olan yaga Natiirel; 0,3 g‘dan az olan yaga Rafine;
1,0 g’dan az olan yaglara da Riviera zeytinyagi denir [12]. Zeytinyaginin 6zellikle
kalitesinde meyve olgunluk derecesi, hasat zamani, genetik faktdrler ve c¢evresel
faktorler etkilemektedir [13]. Saglik {izerine olumlu etkilerinden dolayr Akdeniz
Diyetinde natiirel zeytinyagi tercih edilmektedir. Duyusal 6zellikleri, temel besin
kaynag1 olmasi ve diger 6zellikleri bakimindan uluslararasi ticarette 6nemli bir yere

sahiptir [14].

Zeytinyagi ile birlikte diger 6nemli iiriin sofralik zeytindir. Temel olarak yesil
ve siyah zeytin olarak siniflandirilabilen sofralik zeytinler farkli isleme yontemlerine
gore salamura, sele, kalamata, dolgulu, teneke tipi vb. sekillerde liretilebilmektedir.
Tiirkiye’de yetistiriciligi yapilan en 6nemli sofralik zeytin ¢esitleri Gemlik, Ayvalik,
Domat, Memecik, Erkence, Uslu, Esek Zeytini, Yamalak Saris1 ve Edincik Su
cesitleridir [15].

Zeytinyag1 ekstraksiyon isleminden sonra kalan artik c¢ekirdek, kabuk ve
posadan elde edilen pirina bir diger zeytin {liriiniidiir. Ham, yag1 alinmis ve ¢ekirdegi
ayiklanmis pirina gibi cesitleri bulunan pirinada yiiksek oranda seliiloz, tanen ve
fenolik bilesik bulunmaktadir [16]. Besleyici degerlerinin de yiiksek olmasindan
dolay1 hayvan beslenmesinde kullanilmakta, ayrica yiiksek kalori degerinden dolay1
yakacak olarak da kullanilmaktadir [17].

Zeytinyag1 ekstraksiyon isleminde agiga ¢ikan sivi atiga zeytin atik suyu
(karasu) adi verilmektedir. Sulu sistemde 100 kg zeytinin zeytinyagina iglenmesi
sonucunda yaklasik 65-70 kg karasu agiga ¢ikarken, kontinii sistemde 60-65 kg. ve
kuru sistemde ise 45-50 kg. karasu olugmaktadir [18]. Zeytin karasuyunun olumsuz
ozelliklerinin yaninda karasuyun toprak diizenleyicisi olarak biiyiik 6neme sahip olan

organik maddece zengin oldugu bildirilmistir [19].

Zeytin yapraklar1 onceleri budama isleminden sonra bahgede artik iiriin olarak
birakilmaktaydi. Bu yapraklarin genel degerlendirme yontemleri yakacak olarak ya

da hayvan yemlerinde katki maddesi olarak kullanilmalar1i seklindeydi.



Yapilan aragtirmalar zeytin yapraklarinin yiiksek biyolojik aktiviteye sahip
olduklarini, o6zellikle antioksidan kapasitelerinin ve fenolik bilesik igeriklerinin
yiiksek diizeyde olduklarini gostermistir. Budama mevsiminde elde edilen yaprak
miktarlarina ilave olarak zeytinyagi iiretiminde temizlik asamasindan sonra elde
edilen yapraklarin toplam zeytin agirhgmin % 5’1t kadar oldugu goéz Oniine
alindiginda zeytin yapraklarinin ekonomik onemi de ortaya cikmaktadir [20].
Ozellikle budama veya zeytin hasadi sirasinda kalan zeytin yapraklar fenolik
bilesikler bakimindan zengin {riinlerdir. Toplam zeytinin % 10’u kadar zeytin
yapragi elde edildigi rapor edilmistir [21]. Fenolik bilesiklerin miktarini zeytin
cesidi, hasat sekli, depolama sekli etkilemektedir. Bunun yaninda bazi ¢aligmalarda
zeytin yapraklariin yasi, dal tipi ve zeytin ¢esidinin de fenolik bilesikler lizerinde

etkili oldugu belirlenmistir [22].

Ayvalik tipi zeytin agact Edremit yaglik, Ada zeytini, Sakran ve Midilli
olarak da adlandirilir. Soguga dayaniklidir ve siddetli peryodisite gostermez. Ayvalik
tip zeytin agaci kuvvetli, dik tagl, seyrek dalli; uzun eliptik sekilli, orta genislik ve
uzunluga sahiptir. Meyvesinin agirhigi 4.20g civarinda, yuvarlak sekilli ve koyu visne
rengine sahiptir. Cekirdegi ise oval sekilli ve orta agirliga sahiptir. Zeytin ortalama %
88,50 et oran1, % 11,50 ¢ekirdek oranima ve % 24,7 yag oranina sahiptir. Ince, uzun
eliptik ve genellikle eliptik yaprak sekilli, ortalama 4.50 mm uzunlugunda ve gri-
yesil sapli, ortalama 62.54 mm boy ve 11.84 mm ene sahiptir. Orta damar belirgin,
yan damarlar ise belirsizdir. Yapragin alt ylizeyi hafif tiiyld, tist kismi1 ise pussuz,
tilysiiz ve rengi koyu yesildir [6,23]. Zeytin meyvesi; cinsinden, yetistigi yerden,

iklim sartlarindan, olgunlagsma ve depolama sartlarindan etkilenmektedir [24].

Zeytin  yapraklarinin  budanmasi genellikle zeytin hasadin1  takiben
yapilmaktadir. Bununla birlikte zeytinyagi iiretim esnasinda zeytinler arasindaki
yapraklar da iyi bir kaynaktir. Zeytin hasadi titizlikle ve belirli kurallara dikkat
edilerek gergeklestirilmeli, Ozellikle hasat esnasinda agaca zarar verilmemelidir.
Zeytin yapraklarinin fenolik maddelerinin ekstraksiyonu oncesinde yapraklar farklh
yontemlere kurutulmaktadirlar [25]. Kurutma islemi su aktivitesini diisiireceginden
iiriiniin  bozulmas1 engellenmis olur ve depolanma islemleri daha verimli
gerceklestirilmektedir. Kurutma yontemi fenolik bilesenlerini etkileyeceginden

onemli bir faktordiir [26]. Kurutma ve ekstraksiyon i¢in az sayida yontem vardir.



Ekstraksiyon yontemi olarak metanol/su karisimi ve hekzan gibi farkli ¢ozgenlerin
kullanildigi yontemlerinin yani sira super-isitilmis sivi ekstraksiyonu, mikrodalga
veya ultrasonla ekstraksiyon gibi farkli teknolojilerin uygulandigr yontemler
bulunmaktadir. Bu teknolojiler arasinda ekstraksiyon zamani, ekstrakt hacmi ve
kullanilan ekstraksiyon ¢dzgeni bakimindan farkliliklar olabilmektedir [27]. Farkli
ekstraksiyon yontemlerinde Ozellikle fenolik bilesikler bakimindan farkli igerikte
esktraktlar elde edilmektedir. Bu ekstraktlarin biyolojik aktivitelerinin de farkli
olduklar belirtilmistir [28].

Zeytin yapraklari fenolik bilesikler agisindan zengindir. Bu fenoliklerin
basinda buruk ve aci duyusal 6zelligi olusturan oleuropein yer almaktadir. Zeytin
yapraginda oleuropeinden sonra hidroksitirozol, luteolin, apigenin-7-glikozitler ve
verbaskosit bulunmaktadir. Yapilan bir ¢alismada zeytin yapraklarinin her 100 gr’da
2058 mg GAE polifenol, 858 mg CTE flavonoid igerdigi saptanmistir. Bu yiiksek
icerik, yapraklari saglik ve ila¢ sektoriinde tercih edilen bir hammadde haline
getirmigtir. Uretilen fenolik ekstraktlar viicut direncinin artirilmasinda ve 6zellikle
seker hastaligy tedavisinde tercih edilen {iriin haline gelmistir [29]. Ozellikle
oleuropeinin antioksidan, antimikrobiyal, antiatherojenik, hipoglisemik ve pihti
olusumu engelleyici, kan basinci diizenleyici, enfeksiyon giderici antibiyotik,
antiviral etkileri gibi olumlu saglik katkilar1 oldugu bilinmektedir. Bunun yaninda
zeytin yapraklari birgok madde bakimindan da zengindir. Yaprakta bulunan
vitaminler, yaglar ve ¢ok sayidaki element yapragin biyolojik etkilerinde énemli rol

oynamaktadir [30].

Zeytin yapragi fenolik bilesikler agisindan zengindir. Bu yiizden yapraklarin
antioksidan kapasiteleri de oldukca yiiksektir. Bitkisel caylarin DPPH radikalini
yakalama kapasitelerinin 6l¢iildiigli bir ¢caligmada zeytin yapragi ¢ayinin adagayi ve
bogiirtlen caymndan daha yiiksek miktarda antioksidan aktivite gosterdigi
saptanmistir. Calismada ayrica zeytin yapragi ¢ayinin toplam fenolik madde miktari
70 mg/L olarak belirlenmistir [31]. Fenolik bilesiklerin antioksidan ozelliklerine
ilave olarak antimikrobiyal aktivite goOstermeleri de yaprak ekstraktlarinin
antimkrobiyal 0zellik gostermelerini saglamaktadir. Bu bilesenlerin patojen
bakterileri inhibe edici veya gelisimini engelleyici etki gostermelerinin yani sira

cesitli funguslara da etkilerinin oldugu bildirilmistir [32].



Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Bacillus
cereus, Salmonella typhi ve Vibrio parahaemolyticu’'na karsi etkili oldugu

saptanmustir [33].

Zeytin yapragindaki oleuropeinin antiviral etkisi arastirildiginda Herpes
viriislerine kars1 (uguk gibi) dldiiriicii etkisi oldugu tespit edilmistir. Bu hastaliklara
kars1 kullanilan kuvvetli ilaglarin gegici tesirli fakat oleuropeinin viriislerin disindaki
protein kilifin yapisini1 bozmasi sonucu kalici bir etkiye sahip oldugu belirlenmistir

[34]. Ayrica yaprak 6zii ayak ve tirnaktaki mantarlara karsi etki gostermektedir [35].

Zeytin yapraginda oleuropein ve diger fenolik bilesiklerle beraber yiiksek
antioksidan etki gosterirken, vitamin E ve C ile 2,5 kat yiliksek aktivite gosterdigi
saptanmistir [36]. Ayrica kalp ve kardiyovaskiiler sistemde etkilidir. Kolesterol
diisiirtici etkisi, kalp yetmezligi ve damar tikanikligini Onleyici 6zelligi rapor
edilmigtir [37]. Yine kan sekeri ftizerinde oleuropeinin hipoglisemik etkisi
caligmalarla kanitlanmistir [38]. Zeytin yapragi dizanteri, oziitii bronsit, cilt
hastaliklari, kulak enfeksiyonlari, romatizmal hastaliklar ve {ilser hastaliklarina karsi

etkili oldugu tespit edilmistir [33].

Bu c¢alismada dogrudan gida olarak veya biyoaktif bilesen eldesin de
kullanilan oOnemli bir kaynak olan =zeytin yapraklarinin fenolik bilesenleri,
antioksidan aktivite ve mineral madde kompozisyonu gibi 6zellikleri tespit edilmesi
planlanmistir. Bu amacla Ayvalik zeytin ¢esidine ait zeytin agaglarindan dort farkl
yiikseltiden (0, 92, 235 ve 360 m) ve dort farkl hasat zamaninda (2013 yili Mayis,
Agustos, Kasim ve 2014 yili Subat) zeytin yapraklar1 toplanmistir. Fenolik bilesim
HPLC cihaz1 ile antioksidan aktivite DPPH radikalini temizleme aktivitesinin
olgtildiigii spektrofotometrik yontemle, mineral madde kompozisyonu ise ICP-OES
cihazi ile belirlenmigir. Elde edilen verilerin istatistiksel degerlendirilmesi amaciyla
SPSS 21.0 istatistik programi kullanild1 ve sonuglar varyans analizi ile yorumlandi.
Calisma sonucunda zeytin yapraklarinin fenolik bilesim, antioksidan aktivite ile
mineral madde igerikleri gibi 6zelliklerinin farkli yiikselti ve farkli hasat mevsimi
faktorlerine bagl olarak degisimleri ortaya konuldu. Ayrica bu ¢alisma ile Edremit
Korfezi’'nde yetisen Ayvalik cesidi zeytin agaci yapraklarinin bahsedilen 6zellikleri

izerine ylikselti ve mevsim faktorlerinin etkileri ilk defa ortaya konuldu.



2. LITERATUR OZETi

Uluslararast Zeytinyagi Konseyi 2015 verilerine gore diinyada zeytinyagi
tiretimi 1.433.000 ton ile en ¢ok Avrupa Birligi iilkelerinde ger¢eklesmektedir. Bu
iilkeler arasinda zeytinya@: iiretiminde basta Ispanya 841.200 ton ile ilk sirada yer
alirken 300.000 tonla Yunanistan 2. Sirada, 222.000 tonla Italya 3.sirada yer
almaktadir. Avrupa Birligi tilkeleri disinda ise 340.000 ton tiretim Tunus’ta, 170.000
ton Tiirkiye’de yapildigi tespit edilmistir. Tunus boylece diinya iilkeleri arasinda 2.
sirada yer almaktadir. Onceki yillara oranla Tunus’un iiretimin artmasi, Tiirkiye deki
tiretimin ise azalmasi Ozellikle devlet politikalar1 ve peryodisite neden olarak

gosterilmektedir [39].

Tiirkiye Istatistik Kurumu giincel verilerine gére toplam 171.992.000 bin
zeytin agaci bulunmakta bunlarin 144.760.000°si meyve vermektedir. Zeytin tiretimi
ise 1.700.000 tondur. Uretilen zeytinin 400.000 tonu sofralik, 1.300.000 tonu yaglik
olarak kullanildig1 tespit edilmistir [40].

Sofralik zeytin iiretiminde yine Avrupa Birligi Ulkeleri toplam 841.500 ton
ilk siradayken ikinci sirada 410.000 ton ile Tirkiye yer almakta ve 400.000 ton
tiretimle Misir Tiirkiye’yi takip etmektedir. Tunus ise 25.000 ton sofralik zeytin
tiretimiyle alt siralarda yer almaktadir. Avrupa tilkeleri arasinda 547.000 ton tiretimin
Ispanya’da, 231.000 ton Yunanistan’da ve 42.000 ton Italya’da sofralik zeytin
tretimi gerceklestirildigi tespit edilmistir. Sofralik zeytin ihracatinda 225.000 ton ile
ispanya basta yer alirken, ithalat en fazla 39.200 tonla Fransa tarafindan
gerceklestirilmektedir. Zeytin tiiketimi saglik {izerine olumlu etkilerinden ve
besleyici olmasindan dolayr diinyada en fazla tiikketim 350.000 ton ile Misir’da,
330.000 tonla Tiirkiye’de ve 231.000 ton ile Cezayir’de onemli bir tiikketime sahiptir.
Avrupa Birligi iilkeleri arasinda ise 185.300 ton tiiketim ispanya’da ve 116.800 ton
Italya‘da yapilmaktadir [39].

Tiirkiye’de Ege bolgesi toplam zeytin agact sayist ve zeytin iiretiminde en
biiylik paya sahiptir. Bolgede en ¢ok zeytin agact Edremit Korfezi kiyilarinda ve

Milas ¢evresinde goriilmektedir.



Yapilan incelemeler sonucunda en kaliteli zeytin ve zeytinyagi burada {tiretildigi
tespit edilmistir [41]. Tirkiye’de ana merkez durumunda olan Edremit Korfezinde
Ozellikle Edremit, Havran ve Burhaniye’de zeytin agaclar1 yogun olarak
bulunmaktadir [42]. Ulkemizde zeytin aga¢ ve bahgelerinin desteklenmesi sonucunda

zeytin agaglarinin ve dikilen zeytin fidanlarinin sayist 150 milyonu asmustir [43].
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Sekil 2.1: Zeytin agac1 dagilim haritasi.

Edremit Korfezinde en yaygin bulunan ve tiiketilen Olea europaea L. tiirii
zeytin ¢esididir. Genellikle koku, aroma ve renk bakimindan uygun oldugundan
yaglik olarak degerlendirilmektedir. Ayrica ¢izme zeytin ve sele tipi zeytin olarak da
kullanilmaktadir. Olea europaea L. kuvvetli, dik ve yayvan taghi ve seyrek ve
daginik yaprak yogunluguna sahip bir agac¢ tiriidir. Yiksek peryodisite
gostermektedir. Eliptik sekilli, orta uzunluk ve genislikte yapraklara sahip olup;
yuvarlak, simetrik, sap kismi olmayan, az ve kiiclik lentiselli, koyu visne renkli
meyveye sahiptir. Ayvalik c¢esidi zeytin meyvesi erken olgunlasir ve soguga tam
dayanikli degildir. Cekirdeginin sekli oval, ylizeyi piiriizlii, orta seviyede
biiyiikliiktedir. Ayvalik ¢esidine ait meyvelerin ve yapraklarin olgunlagma
stirecindeki fiziksel goriintigleri Sekil: 2.2’de verilmistir [23]. Elde edilen yagin
kalitesi ise ytiksektir [6,12].
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Sekil 2.2: Ayvalik ¢esidine ait meyvelerinin, yapraklarinin ve ¢ekirdeklerinin
olgunlagma siirecindeki fiziksel goriiniisleri [23].

Yapilan arastirmalarla zeytin yapraklarinin yiiksek antioksidan kapasitesine
ve zengin fenolik bilesime sahip oldugu ortaya koyulmustur. Bu calismalar
sonucunda zeytin yapraklar1 gida ve kozmetik endiistrisinde hammadde olarak
kullanilmaya baglanmistir. Yaprak yapisinin bozulmamasi ve igerisindeki fenolik
maddelerin korunmasi iginde en kisa siirede ve en az hasarla hammadde haline
getirilmelidir. Bu siirecte yapraklarin nem orant hem muhafaza hem de iyi bir
ekstraksiyon isleminin gerceklesmesini saglamak i¢in en kisa zamanda azaltilmalidir
[44]. Ayn1 zamanda biyokimyasal ve mikrobiyolojik aktivite olusmasini 6nlemek
icin hasat islemi tamamlandiktan sonra hemen kurutma islemine gecilmeli ve bu

sekilde tirtin kalitesi arttirilmalidir [45].

Genellikle zeytin yapraklarinin antioksidan kapasitesini belirlemek icin
yapraktaki antioksidan maddeler ile serbest radikaller arasindaki iligkiye gore
saptanan serbest radikal tutma analizi yapilmaktadir. Antioksidanlar serbest
radikalleri tutar ve bu tutma kapasitesine gore testler yapilir. Bu analizlerde ¢ok hizl
reaksiyona giren ABTS ve DPPH antioksidan maddeleri kullanilmakta olup sonuglar
en ¢ok spektrofotometrik olarak tespit edilmistir [46]. Yapilan analizler sonucu geng
yesil yapraklardaki antioksidan aktivitenin yash yapraklara gore daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Ayrica oleuropeinin antiradikal kapasitesinin Troloks, BHA ve BHT
gibi sentetik antioksidanlardan daha yliksek kapasiteye sahip oldugu saptanmistir
[47].



Zeytin tiirlerinde yapilan g¢alismalarda fenollerin serbest radikal siipiiriicii
etkisi agisindan saf flavonoidlerle kendi igerisinde ve BHT ile kiyaslanmistir. En
yiiksek antioksidan aktivite BHT e gore hidroksitirosol de oldugu onu kafeik asit ve
kursetinin takip ettigi ayrica oleuropein’in de oksidasyonuna kars1 Vitamin E ve
BHT’den daha fazla miktarda olugu saptanmistir [48,49]. Yapilan arastirmalarda
hidroksil (-OH) grubu fazla ise antioksidan etkinin de fazla oldugu belirtilmis ve tek
hidroksil grubu bulunduran tirosol gibi bilesiklerinde diisiik, iki hidroksil grubu
bulunduran hidroksitirosol gibi bilesiklerde ise yiiksek antioksidan etki gosterdigi
saptanmustir [50,51]. Zeytin yapragi ekstrakti i¢indeki flavanoidler incelendiginde en
¢ok rutinde aktivite oldugu katesin, oleuropein ve kafeik asit onu takip ettigi en az ise

vanilinde antioksidan aktivite bulundugu tespit edilmistir [30].

Zeytinyaginda DPPH radikali tutma kapasitesi icerisine farkli miktarlarda
zeytin yapragi katilarak ol¢iilmiistiir. Zeytin yaprag:i katilan yaglarda DPPH tutma
kapasitesinin daha fazla oldugu ve bu miktarin 7 kata kadar fazla aktivite gosterdigi

tespit edilmistir. Oleuropeinin bu dlgiimlerde dnemli oldugu tespit edilmistir [52].

Zeytinin yapragi ve karasuyunda yapilan toplam fenol madde igerigi analiz
sonuclarinda hasat donemi ve zeytinin tlirii basta olmak iizere yetistigi bahgedeki
toprak 6zelligi, bulundugu iklim ve depolanma durumuna gore farklilik gosterdigi
tespit edilmistir [47]. Zeytinin islenmesi sirasinda Oleuropen’in miktarinda azalma
oldugu buna karsin Hidrositirosol miktarinda artma oldugu tespit edilmistir [53].
Zeytinde yapilan aragtirmalarda yaprak ekstraktindaki toplam fenol madde miktari ile

antioksidan aktivite arasinda kuvvetli bir baglanti oldugunu gostermektedir [54,55].

Zeytin yapraginda yapilan mineral madde tayinlerinde zeytin yapraklarinda N
ve P elementlerinin miktarlari mevsime bagli olarak farklilik gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica bu degisime meyvenin gelisme durumu ve ¢igceklenmesinin sebep
oldugu saptanmustir [56]. Tirkiye’de Ki zeytin ¢esitlerinde yapilan galismalarda K
diizeyi en az % 0,72 en fazla % 1,46 oldugu saptanmistir [57]. Baska bir ¢alismada
Gemlik tiirli zeytinin yapraklarindaki mineral maddelerden N, P, Mg ve Ca
mineralleri diizeyi yeterli olmadig1 fakat K minerali yetersiz oldugu bulunmustur
[58]. Ozellikle Balikesir’de bulunan énemli zeytin gesitlerinden Ayvalik, Memecik
ve Domat c¢esitlerinde N, P, Ca, Mg ve K mineral maddelerinin arasinda baglanti

oldugu tespit edilmistir [59].
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Ayvalik zeytin ¢esidinde yaprak oOrnekleri incelenmis basta azot, fosfat,
kalsiyum ve magnezyum, bakir seviyeleri genellikle yeterli oldugu ancak potasyum,

bor ve ¢inko seviyelerinin yetersiz diizeyde oldugu tespit edilmistir [60].

Zeytin yapraginda birgok fenolik bulunmakta olup en Onemlisi de
oleuropeindir. Yapilan yaprak ekstraktlarinda oleuropein ve hidroksitirosoliin
antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir [30,48]. Calismalar da
zeytin yapragi ekstraktinin zeytinyagi oksidasyonuna karsi korudugu saptanmistir
[61]. Zeytin yapragindaki fenollerin biiyiik ¢ogunlugu antibakteriyel etkisinin
yaninda antifungal ve antioksidan aktiviteye de sahip oldugu tespit edilmistir [21, 44,
62]. Ayrica zeytin yapraginda bu Ozelliklerin yaninda antiviral 6zellik de tespit
edilmistir [63, 64]. Oleuropeinin kimyasal yap1 formiilii Sekil 2.3’te verilmistir [65].

Sekil 2.3: Oleuropeinin kimyasal yap1 formiili.

Zeytin yaprak ekstraktlarindaki oleuropeinin mikroorganizmalara karsi
yapilan ¢alismalarda Esherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia,
Enterococcus faecalis, Lactobacillus plantarum, Salmonella typhi, Moraxella
catarrhalis, Bacillus cereus ve Vibrio parahaemolyticu’na gibi canlilarin yaninda
kiiflere de kars1 tepki verdigi tespit edilmistir [33,66]. Zeytin yapragi ekstraktlar
tizerine Misir’da yapilan c¢aligmalarda da antimikrobiyal etkisi oldugu tespit

edilmistir [67].

Yapilan arastirmalarda zeytindeki fenolik bilesikler, zeytinin besin degerini,
meyve rengini ve mikroorganizmalara karsi gosterdigi dayanikliligi etkiledigi

belirtilmistir.
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Fenolikler kardiyovaskiiler ve kan hastaliklarina karsi etkili oldugu
saptanmustir. Zeytindeki baslica fenolikler; tyrosol (p—hydroxy—phenyl ethanol) basta
olmak tizere hydroxytyrosol (HT) (2, (3, 4-dihydroxyphenyl)—ethanol) ve oleuropein
ve elenolik asit bulunmaktadir. Zeytin meyvesinin igerisinde bulunan fenolik madde
miktari; zeytin meyvesinin ¢esidine, yetistigi bolgeye ayrica iklim kosullarina ve

depolanma sartlarina bagli olarak degismektedir [24].

Zeytin agaci1 diinyanin en saglam ve dayanikli agact olmasinin yaninda tedavi
edici 6zelligi de bulunmaktadir. Zeytin agaci toplumda meyvesi, yapragi ve diger yan
riinleriyle hem beslenme hem tedavi amagli ekonomik ©Oneme sahiptir [68].
Toplumda en eski ¢aglardan beri Ozellikle zeytin yapraklari tedavi edici amagla
Ozellikle Malarya hastaligina karst kullanilmistir. Giiniimiizde yapilan arastirmalar da
zeytin yapragi ekstresinin tedavi edici Ozelligini desteklemektedir. Malarya

hastaliginin yaninda hipertansiyonu disiiriicii 6zelligi de tespit edilmistir [69].

Gemlik zeytininden elde edilen zeytinyaginda yapilan bir arastirmada fenolik
bilesen ve antioksidan kapasiteleri incelendiginde basta hidroksitirozol, 4-
hidroksibenzoik asit, tirozol, 2,3-dihidroksibenzoik asit ayrica kafeik asit, vanilik
asit, sirinjik asit, ferulik asit, p-kumarik asit, vanilin, sinamik asit, apigenin ve
luteolin maddeleri bulundugu saptanmistir. En fazla miktarda bulunan baskin fenolik
tirozollin oldugu, bunun yaninda apigenin ve hidroksitirozoliin de fazla miktarda
bulundugu saptanmistir. Fenolik bilesikler ile antioksidan kapasite arasinda bir iliski

oldugu saptanmustir [70].

Zeytin yapraginda benzoik asitlerden gallik, salisilik, vanilin; sinamik
asitlerden sinamik, kumarik, kafeik bulundugu tespit edilmistir. Yapraktaki baglica
sekoiridoidler arasinda oleuropein, oleurosit ve dimetileuropein; flavonoidlerden ise
apigenin, hesperidin, luteolin ve rutin bulunmaktadir. Biyoaktif bilesiklerden ise
amyrin, B-karoten, eritrodiol, maslinik asit bunun yaninda oleanolik asit, sgulen,

stigmasterol, B-sitosterol, tokoferol ve ursolik asit oldugu tespit edilmistir [71].

Yapilan arastirmalar sonucunda zeytin yapraklarindaki toplam fenolik madde
miktarin1 iklim sartlari, yetistigi toprak oOzellikleri, zeytin agacinin tiirii, hasat
yapildigr donem ve zeytin iiretim kosullarina gore degistigi tespit edilmistir [47].
Zeytin yapraklarindan elde edilen ekstrakt ile antioksidan aktivite arasinda baglanti

oldugu saptanmistir [54,55].
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Zeytin yaprak ve ekstraktinda toplam fenol bileseni agacin bulundugu
cografya, hasat zamani, zeytin ¢esidi, yaprak yasi, kurutma yontemi ve ¢oziiciilere

gore degistigi tespit edilmistir [71,72].

Mevsimlere gore zeytin yapraklarindaki oleuropein miktar1 incelendiginde
Ekim ayinda hasat edilen yapraklardaki miktarin Mart ayinda hasat edilen yapraklara
gore daha az oldugu tespit edilmistir. Bu durumun sebebi ise yesil ve geng
yapraklarin daha az {iretim yaptigindan dolay1 oleuropein miktarmin bahar aylarinda
diisiik oldugu koyu renkli yapraklarda ise daha fazla oldugu tespit edilmistir. Koyu
renkli yapraklarda ise Zeytin yapraklarinda oleuropein miktarini yapragin rengi ve
agacin yasi etkilemektedir. Agacin yaprak dokme zamaninda ise yesilimsi ve tamami
sar1 olan yapraklarin oleuropein miktarinin en az olugu saptanmustir [47]. Basgka bir
calismada zeytin yapragindaki fenolik bilesik miktarinin yaprak yasina, dal tipine
(glclii, orta veya zayif ) ve g¢eside gore degisiklik gosterdigi, Mayis, Temmuz ve
Eylill aylarinda hasat edilen yapraklar arasindaki farkliligin en Onemli sebebi

toplanma zamani ve ¢esit oldugu belirlenmistir [22].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada materyal olarak Ayvalik zeytin g¢esidine ait zeytin yapraklari
kullanilmistir. Zeytin yaprak Ornekleri, ylikseklik ve hasat tarihi olmak iizere iki
parametre kullanilarak elde edilmistir. Buna gore 0 m, 92 m, 235 m ve 360 m olmak
tizere dort farkll yiikseklik ve 2013 yilinin Mayis, Agustos ve Kasim, 2014 yilinin
Subat ayinda olmak iizere dort farkli hasat tarihinde yaprak ornekleri bahcedeki
zeytin agaclarindan rastgele secilen dordiinden elle toplanilmistir. Daha sonra
toplanan yaprak ornekleri birlestirilerek homojen 6zellik kazandirilmistir. Yaprak
ornekleri analizleri yapilmadan 6nce iizerlerindeki safsizliklardan saf su yardimiyla
arindirilmis ve golgede ti¢ giin siireyle bekletilerek kurutulmustur. Daha sonra kilitli
posetler icerisinde -80°C’deki buzdolabinda analizleri yapilincaya kadar muhafaza

edilmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Nem Tayini
Zeytin yapraklarinda nem tayini TS 1632’de belirtildigi gibi yapild: [73].
Ogiitiiliip kiigiik pargalar haline getirilen zeytin yapraklari yaklagik 5 g kadar tartild1.

105+1°C’de etiivde sabit tartima ulagincaya kadar tutulan yapraklarin nem igerikleri

buharlasan nem miktarina gore saptandi.

3.2.2 Kiil Tayini

Zeytin yapraklarinda kil tayini TS 2131 ISO 928’¢ gore yapildi [74].
Ogiitiiliip kiigiik pargalar haline getirilen zeytin yapraklari yaklagik 2 g kadar tartild1.
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Porselen krozeler i¢ine konulan yaprak ornekleri kiil firninda(Carbolite CWF 1300,
Ingiltere ) 600°C°de yakilds.

3.2.3 Zeytin Yapraklarindan Fenolik Bilesiklerin Ekstraktsiyonu

Zeytin yapraklar goélgede 3 giin kurutularak, saf su ile bulasanlarindan
arindirildi. 50 g yaprak hemojenize edilerek %70’lik etanol igerisinde, belli
araliklarla karistirilarak 15 giin bekletilmistir. Bu islemden sonra olusan karigim adi
filtre kagidi ile siiziilerek, elde edilen siiziintii 50 ©°C’de rotary evaporatérde
ucurulmustur [75]. Rezidiide kalan ¢oziiciiniin tamamen ugurulmasi igin g¢eker
ocakta 1 gilin kadar bekletilerek ekstraktlar analize hazir hale getirilmistir. HPLC
(Hight Performance Liquid Chromatography) ve Toplam Fenolik Madde
gergeklestirilinceye kadar -20 °C’de bekletilmistir.

3.2.4 Zeytin Yapraklarinin Antioksidan Aktivite Tayini

3.24.1 Toplam Fenolik Madde Miktarinin Belirlenmesi

Zeytin yaprak ekstraktlarinin Folin-Ciocalteu spektrofotometrik metodu
kullanilarak toplam fenolik madde miktarlart belirlendi [76]. Yaprak ekstraktlarindan
bir tiip igerisine pipetle 40 pL koyularak, seyreltmek icin lizerine 2,40 ml saf su
eklendi. Bu karisimin igerisine 200 pL Folin-Ciocalteu ayiraci eklenerek karistirildi.
Elde edilen karisima 30 saniye sonra, 7.5 dakika once 600 pL Na2CO3 (% 38’lik
doymus sodyum karbonat) ¢ozeltisi ilave edildi. Tiiplere 760 uL saf su ilave edilip,
karanlikta bekletilmistir. 2 saat sonra c¢ikartilan c¢ozeltiler spektrofotometre
(T70+UV/VIS spectrophotometer, PG Instruments, England)’de 765 nm dalga
boyunda Ol¢lim yapildi. Elde edilen Ol¢clim sonuglart gallik asit kalibrasyon
grafiginden elde edilen denklem yardimi ile mg gallik asit esdegeri (GAE)/g olarak
hesaplandi. Gallik asit kalibrasyon egrisi denklemi asagida verilmistir. Analizler ii¢

paralel halinde yapildi.
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Toplam fenolik analizi igin kalibrasyon grafiginden elde edilen denklem

y=24,348x+0,0312

3.2.4.2 DPPH Yontemi ( Serbest Radikal Siipiiriicii Etkisi)

Zeytin yaprak Ornekleri -80 °‘C’den ¢ikarilarak ogiitiicide toz durumuna
getirilmeden 6nce sivi azot ilave edildi. Elde edilen 6rneklerden 0,5’er g tartilarak
tiplerde 5 mL %380’lik metanol eklenerek bir gece bekletilmek lizere +4 “C’de
buzdolabina kaldirildi. Daha sonra 15 dakika boyunca 4500 rpm’ de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrast tiiplerin {istiinde kisim (supernatant) alindi. Tiipte kalan pellete 6nce
Sml %80’lik sonra 2 ml %80’lik metanol ile 12 ml hacime tamamlandi. Daha sonra
tekrar santrifiije tabi tutularak olusan siipernatantlar daha 6nce elde edilenlerle

birlestirilip elde edilen ekstraktlar -20 °C’de muhafaza edildi [77].

DPPH analizi yapmak i¢in hazirlanan ekstraktladan 250 pL alinarak {izerine
2.5 ml saf metanol ve 2.5 ml DPPH ¢ozeltisi ilave edilip, karanlikta bekletilmistir. 1
saat siire ile bekletilen karisim, sadece saf metanol ve DPPH kullanilarak hazirlanan
kontrol  c¢ozeltisine  karst  degerler  spektrofotometrede  (T70+UV/VIS
spectrophotometer, PG Instruments, England)’de 517 nm absorbansta ol¢iildii.
Islemler oda sicakliginda yapildi1 [78]. Serbest radikalleri yakalama aktivitesi DPPH
(2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) asagidaki formiil ile hesaplandi. Elde edilen sonuglar %

inhibisyon olarak verildi.

% Inhibisyon (DPPH)= [(AbsKontrol - AbsOrnek) / AbsKontrol] x 100

3.2.5 Fenolik Bilesimin Belirlenmesi

3.2.5.1 HPLC Analizi (High Performance Liquid Chromatography)

Zeytin yaprak fenolik ekstraklar1 10 ml metanolde ¢oziilmek iizere 100 mg
ekstrakt tartilarak karigim elde edilmistir. Bu karisim 0.45 pm’lik siringa filtreden
gecirilerek HPLC’ye enjekte edildi. Kademeli eliisyon (gradiyent) Sekil 3.1’deki

programa gore fenolik maddelerin profilini belirlemek tizere ¢aligild [75].
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Mobil faz olarak ¢oziicli A i¢in %3’liikk Asetik asit ¢ozeltisi ve B ¢oziiciisii

icin HPLC saflikta Metanol ¢ozeltileri kullanildi.

Fenolik madde standartlar1 olarak, 1. Gallik Asit, 2. Klorojenik Asit, 3. 4-
hidroksibenzaldehit, 4. Vanilik Asit, 5. Kafeik Asit, 6.Epikatesin, 7. Siringik Asit, 8.
Echinocoside, 9. P-Kumarik Asit, 10. Ferrulik Asit, 11. Benzoik Asit, 12. 2-
Hidroksisinamik Asit, 13. Hesperidin, 14. Rutin Hidrat, 15. Resveratrol, 16.
Rosmarinik Asit, 17. Transsinamik Asit, 18. Kuersetin, 19. Neoklorojenik Asit, 20.
Kuromanin Klorid, 21. 4-O-Caffeolkuinik Asit, 22. Taksifolin, 23. Cikorik Asit, 24.
Ellagic Asit, 25. Oleuropein, 26. Mirisetin, 27.Luteolin, 28. Ursolik Asit, 29.
Naringenin, 30. Apigenin-7-Glukozit, 31. Juglon, 32. Naringin,33. Kaempferol

kullanilmistir.

HPLC cihaz1 (Shimadzu Marka, Kyoto/Japan ) ve analiz kosullari;
Dedektor: DAD dedektor (Amax=278)

Auto sampler: SIL-10AD vp

System controller: SCL-10Avp

Pump: LC-10ADvp

Degasser: DGU- 14A

Column oven: CTO-10Avp

Kolon: Agilent Zorbax EclipseXDB-C18 (250x4,60 mm) 5 um
Mobil faz: Coziicii A( %3 asetik asit), Coziicii B( Metanol)
Akis Hizi: 0.8 mL / dakika

Kolon sicakligi: 30 °C

Enjeksiyon hacmi: 20 mikrolitre
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Ellisyon (gradiyent) programi:

F'umpsl CTO-1 D.f-‘-.vpl SCL-1 D.f-‘-.vpl Statuz Log  Time Program

f# Time b odule Ewvent Walue Comment
1 J3.00 Purnps * |B.Conc - 7
2 |z2000 Pumps B.Conc 28
3 |z28.00 Pumps B.Conc 25
4 |35.00 Pumps B.Conc 30
5 |45.00 Purnpz B.Conc X
6 |E0.00 Pumps B.Conc 33
¢ |B2.00 Pumps B.Conc 42
g |700o0 Pumps B.Conc a0
9 |75.00 Pumps B.Conc a0
10 |20.00 Pumps B.Conc 100
11

Sekil 3.1: HPLC eliisyon programi.

3.3  Mineral Madde Tayini

Yabanct maddelerinden arindirilan ve 6giitlilen zeytin yapraklart homojenize
edildi. Orneklerden 0,3 g tartilarak iizere 5 ml nitrik asit eklendi ve saf su ile 25 ml
tamamlanarak 24 saat bekletildi. Mikrodalga bozundurma kaplarmma alinan
numuneler asagidaki Tablo 3.1° deki mikrodalga programina goére bozunduruldu.
Orneklerin metal igerikleri ICP-OES ile tayin edildi. Kullanilan cihaz CEM marka
Mars 5 modeldir [79-81].

Tablo 3.1: Mikrodalga bozundurma programi

Siire! (dak) | Basing (psi) | Sicakhik (°C) | Siire® (dak) | Gii¢ (watt)
25 200 150 25 1200

1: Istenilen sicakliga ulasma siiresi
2: Istenilen sicaklikta kalma siiresi

Mineral Maddeler i¢in kullanilan Dalga boylar ile ICP-OES c¢alisma sartlar

asagida verilmistir.
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Dalga boylar1 (nm): 317.933 (Ca); 285.213 (Mg); 257.610 (Mn); 206.200
(Zn); 267.716 (Cr); 238.204 (Fe); 228.616 (Co); 231.604 (Ni); 327.393 (Cu);
308.215 (Al); 228.802 (Cd) ; (Pb) 220.349; 202.031 (Mo) ; 189.927 (Sn); 290.880
(V); 233.527 (Ba).

ICP-OES calisma sartlari;

Polikromator Echelle bazli polikromator

UV bolge (167-403 nm)

Torch pozisyonu Aksiyal

Tekrar kalibrasyon sistemi Hg lambasi

Dedektor Segmented array charge coupled device detector
RF jenerator 40 MHz, free running, 750-1000 Watts
Sislestirici Cross flow

Plazma gaz akisi 15 L min-1

Auxiliary gaz akis1 0,5 L min-1

Sislestirici gaz akis1 0,5 L min-1

View height 15 mm

Ornek akis hiz1 1 mL min-1

Ornek fiskirtma (flush) zamani 4 s

Ornek figkirtma (flush) hiz1 4,0 mL min-1

Okuma siiresi (Delay time) 60 s

Yikama hizi 1,5 mL min-1

Yikama suresi 20 s
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3.4  istatistik Analizler

Zeytin yapraklarinin farkli hasat mevsimi ve farkli yiikseltilerde yapilan
analiz sonuglariin arasindaki farkliligin ortaya konulmasi amaciyla SPSS 21.0
istatistik programi kullanilarak gruplar arasi farkliligin 6nemini tespit etmek igin
varyans analizi (ANOVA), gruplar arasi farkliligi belirlemek i¢in Duncan ¢oklu
karsilastirma testi yapilmistir [82].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calismamizda Ayvalik ¢esidi zeytin agact bitkisi yapraklarinin nem ve kiil
igerikleri, toplam fenolik madde miktari, DPPH antioksidan kapasiteleri ile fenolik
ve mineral bilesimleri farkli yiikselti ve hasat zamani faktorlerine bagli olarak
arastirilmistir.  Toplanan zeytin yapragi orneklerine ait kodlar Tablo 4.1° de

verilmigtir.

Tablo 4.1: Yaprak orneklere ait kodlar.

Mevsim Yiikselti  Ornek kodu

Mayis 0 metre Al
Mayis 92 metre A2
Mayis 235 metre A3
Mayis 360 metre A4
Agustos 0 metre Bl
Agustos 92 metre B2
Agustos 235 metre B3
Agustos 360 metre B4
Kasim 0 metre C1
Kasim 92 metre C2
Kasim 235 metre C3
Kasim 360 metre C4
Subat 0 metre D1
Subat 92 metre D2
Subat 235 metre D3
Subat 360 metre D4

2013-2014 yillarina ait ortalama aylik ve yillik sicaklik, yagis, nisbi nem ve
giineslenme siirelerini iceren meteorolojik veriler Tablo 4.2 ‘de Meteoroloji Genel
Midirligi. Edremit istasyonundan temin edilmistir. Meteorolojik veriler
incelendiginde 2013 yili ortalama sicakligin 28,3 °C ile Agustos ayinda en yiiksek
sicaklik, ortalama 8,0 ile an az Aralik ayinda goriilmiistiir. Aylar arasindaki nisbi
nem miktart en fazla Subat ayinda goriilirken, en az Haziran aymnda oldugu
saptanmistir. Glineslenme siiresi en fazla Haziran aymnda iken, en az Ayinda oldugu

tespit edilmistir. Edremit bolgesinde yagis miktari ise ortalama metrekarede 248,7 kg
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ile en cok Mart ayinda goriilmiistiir. Agustos ayinda ise bolgenin hi¢ yagis almadigi
saptanmistir. Nisbi nem miktar1 2014 yili verilerine bakildiginda 2013 yilindaki
degerlerden yiiksek oldugu; sicaklik, yagis ve gilineslenme siiresi bakimindan 2013

ortalama degerlerinin altinda kaldig1 tespit edilmistir.

Tablo 4.2: Edremit Ilgesine ait 2013-2014 yillart meteorolojik verileri.

Ortalama Yagis  Miktart Nisbi Nem Gilineslenme
Sicaklik (°C) (kg/m?) (m/sn™) Siiresi (h)
2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014
AYLAR
Ocak 8,4 11,1 2116 68,6 73,6 752 94,0 85,8

Subat 10,1 10,4 1830 3.8 74,0 70,4 96,3 126,0

Mart 12,5 - 248,7 - 66,6 - 1485 -
Nisan 16,2 - 54,2 - 57,5 - 166,5 -
Mayis 22,2 - 22,1 - 54,4 - 228,3 -
Haziran 25,0 - 24,0 - 41,0 - 307,2 -
Temmuz 27,6 - 0,8 - 43,8 - 3212 -
Agustos 28,3 - 0 - 49,8 - 273,2 -
Eyliil 22,9 - 8 - 60,3 - 2144 -
Ekim 16,6 - 126,8 - 72,2 - 1818 -
Kasim 144 - 1770 - 63,3 - 1185 -
Aralik 8,0 - 9,4 - 73,6 - 88,7 -
Toplam 17,68 88,8 60,84 186,5
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41  Nem Icerigi

Farkli mevsim ve farkli ylikseltilerden toplanan zeytin yapraklarinin nem ve
kiil iceriklerine iliskin veriler Sekil 4.1°de verilmistir. Orneklerin nem igerikleri
%36,22 ile %45,32 arasinda degistigi goriilmiistiir. En yiiksek nem igerigi Agustos
aymda 360 m yiikseklikten toplanan yaprak drneklerinde, en diisiik nem igerigi ise
Mayis ayinda 92 m yiiksekliginden elde edilen yaprak orneklerinde tespit edilmistir.
Duncan ¢oklu karsilastirma testinden elde edilen sonuglara gore Srneklerin nem
igerikleri bakimindan 7 farkli grup olusmustur. Mayis ayinda toplanan oOrnekler
incelendiginde en yiiksek nem oran1 0 m yiikseltideki numunelerde, Agustos ayinda

360 m yiikseklikteki yaprak numunelerinde, Kasim ayinda ise 92m ve Subat ayinda
360 m yiikseklikteki yaprak numunelerinde oldugu saptanmistir.

Nem orani (%)

48

46

T - .
44 T h A
——0m
42 !
/ } / %\ —#-92m
40 T / | 235m
X o
38 1 | t 360 m
e /

34

Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.1: Farkli mevsimlerde ve farkl yiikseltilerden toplanan zeytin yapraklarinin
nem ylizdesi.

Zeytin yaprak numuneleri yiikseltilere gore kiyaslandiginda orneklerin nem
icerikleri 0 m yiikseltiler de en fazla degeri Agustos ayinda, en diisiik degeri ise
Subat ayinda oldugu goriilmiistiir. 92 m yiikseklikte en yiiksek Kasim’da en diisiik
Mayis ay1 orneginde, 235m’de en yiliksek nem orani Agustos ayinda en diisiikk May1s
ayinda, 360m’de en yiiksek Agustos en diisiik Mayis ayinda toplanan 6rneklerinde
oldugu saptanmistir.
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Helvact ve ark.’m (2013)  zeytin yapraklarinin kurutulmasi iizerine
gerceklestirdikleri bir calismada Mart, Nisan ve Mayis aylarinda toplanan
yapraklarin nem igerikleri ortalama % 40 oraninda oldugu belirtilmistir.
Bilindigi iizere bitkilerde nem igerigi lizerine ¢esitli faktorlerin etkisi bulunmaktadir.

Yagis miktari, sicaklik, ¢esit ve lokasyon etkilemistir [83].

Yaprak orneklerinin nem analizleri sonuglar1 bakimindan yiikselti ve hasat
tarihlerine gore farkliliklarin1 gosteren varyans analizleri Tablo 4.3‘te verilmistir.
Yiikselti ve hasat tarihi faktorlerinin s6z konusu analiz sonuglart iizerine p<0,05
Oonem seviyesinde etkili oldugu ortaya ¢ikmistir. Bitkisel cay olarak da tiiketilen
zeytin yaprak orneklerinin nem orani %36,22 ile %45,32 arasinda saptanmustir. Tiirk
Gida Kodeksi Cay Tebligi’ ne gore son nem oran1 % 7 ‘ye standartize edilmistir.
Zeytin yaprak Ornekleri ¢ay olarak tiiketilebilmesi i¢in nem miktarlarinin uygun

sartlarda bu orana getirilmesi gerekmektedir [84].

Tablo 4.3: Ayvalik ¢esidi zeytin yapraklarin fenolik bilesik igerigi bakimindan
mevsimsel ve ylikseltiler aras1 farkliliga iliskin varyans analiz sonuglar.

Varyans Kaynagi Kareler Serbestlik Kareler F Orani
Toplami Derecesi Ortalamasi

Nem Mevsim 80,525 3 26,842 3,625*
Yikseklik 86,720 3 28,907 3,980*

Kiil Mevsim 0,552 3 0,184 0,235
Yikseklik 19,642 3 6,547 18,834***

DPPH Mevsim 6,552 3 2,184 22,055***
Yikseklik 1,058 3 0,353 1,576

TFM Mevsim 2378,747 3 792,916 14,078***
Yikseklik 414,145 3 138,048 1,367

( *** p<0,001 seviyesinde dnemli; ** p<0,01 seviyesinde 6nemli; * p<0,05
seviyesinde onemli )
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Tablo 4.4: Farkli mevsimlerde ve farkli yiikseltilerden toplanan zeytin yapraklarinin nem ve kiil igerikleri (A1-B4).

Ornekler

Al A2 A3 A4 B1 B2 B3 B4
Nem (%) 43.15+£1.07°*  36.22+1.06° 37.45+1.15°  39.13+1.18%  43.85+1.08"°  38.35+0.47%  41.57+1.46°  45.32+1.08"
Kiil (%)  5,58+0,16 ¢ 4,.84+0,11¢  7,75+0,09%  555+0,11°%  563+0,14°  5,63+0,11°  5,93+0,12° 6,56+0,08

"Ayni harfle belirtilen sonuclar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (P < 0.05).

Tablo 4.5: Farkli mevsimlerde ve farkl yiikseltilerden toplanan zeytin yapraklarinin nem ve kiil i¢erikleri (C1-D4).

Ornekler

C1 C2 C3 C4 D1 D2 D3 D4
Nem (%) 41.75£0.64°  4526+0.91%  39.07+1.14%  41.54+1.41°  39.78+1.36"™  42.13+1.11"°  39.39+1.27%  45.1440.89°
Kil (%)  4,84+0,119 5,13+0,13" 6,54+0,14° 7,16+0,08° 5,98+0,1¢ 4,57+0,18" 6,63+0,01 © 5,55+0,05°

"Ayni harfle belirtilen sonuclar arasinda istatistiksel olarak fark yoktur (P < 0.05).
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4.2  Kiil icerigi

Zeytin yapraklarmin kiil igerigi farklt mevsim ve ylikseltilerden toplanan
orneklerin kil igerikleri Sekil 4.2° de verilmistir. Zeytin yapragi 6rneklerinin kiil
icerigi bakiminda en az Subat ayinin 92 m’de % 4,57; en fazla deger Mayis ayinda
235 m yikseltide % 7,75 oldugu goriilmiistiir. Yaprak orneklerinin kiil icerikleri
Tiirk Gida Kodeksi Cay Tebligine gore % 4 ile % 8 arasindaki degerlere uygun
oldugu saptanmistir [83]. Orneklerde Duncan karsilastirma sonuglaria gére 8 farkli
grup olugsmustur. Mayis ayindaki zeytin yaprak Orneklerinin 235 m yiikseltide en
fazla 92 m yiikselti de ise en diisiik oldugu gozlenmistir. Orneklerde ki en yiiksek
degerler Kasim ve Agustos aymnda 360 m’de, Subat ve Mayis ayinda 235 m’de
oldugu; en az degerler ise 0 m ve 92 m yiikseltilerde ise kiil iceriklerinin diisiik

oldugu saptanmustir.

Orneklerde 0 m’de en yiiksek analiz sonucu Subat ayinda, 92 m ‘de Agustos
ay1 orneklerinde, 235 m drneklerinden Mayis ayinda, 360 m ‘de ise Kasim ayindaki

zeytin yapragi numunelerinde en fazla oldugu saptanmustir.

KUL ORANI (%)

9
8
7
6 =¢=0m
> =fl=-92 m
4
235m
3
5 =e=360 m
1
0

Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.2: Farkli mevsimlerde ve farkl yiikseltilerden toplanan Ayvalik ¢esidi zeytin
yapraklarimin kiil yiizdesi.
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Zeytin yaprak Orneklerinin kiil igeriklerinin Tablo 4.3’teki varyans analiz
sonuglarina gore mevsimin kiil miktara gore istatistiksel olarak dnemli bir etkisi
saptanmazken, yiikseltinin p<0,001 O6nem seviyesinde etkisinin oldugu tespit
edilmistir. Buna gore yapraklarin kiil igeriklerine hasat tarihinin (mevsimin) etkisi
bulunmazken yiikseltinin istatiksel olarak Onemli derecede etkisinin oldugu

sOylenebilir.

4.3 Antioksidan Aktivite

4.3.1 Toplam Fenolik Madde

Toplam fenolik madde miktarina gore elde edilen sonuglara gore 8,94 ile
41,80 arasinda oldugu tespit edilmistir. Zeytin yaprak orneklerinde Duncan ¢oklu
karsilastirma testine gore 7 grup olusmustur. En yiiksek TFM Subat ayinda 235m
yiikselti 6rneginde tespit edilmistir. En diisiik TFM Kasim ayinda 0 m Orneginde
saptanmigtir. Aylara gore bakildiginda zeytin orneklerinde Mayis ayinda 235m
yiikseltide en fazla, 0 m yiikseltide en diisik oldugu saptanmistir. Agustos ay1
orneklerinde en yiiksek 0 m yiikseltide en diisiik ise 235 m yiikseltidedir. Sekil 4.3°te
kasim ayinda en diisiik 0 m yiikseltide iken en yiiksek deger 235 m yiikseltide; Subat
aymda en yiiksek 235 m yiikseltide en diisiik deger 360 m yiikseltide 6rneklerinde
oldugu saptanmistir.
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Toplam Fenol Miktari
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Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.3: Farkli mevsimlerde ve farkli ytikseltilerden toplanan Ayvalik ¢esidi zeytin
yapraklariin toplam fenol miktari.

Yiikseltilere gore 0 m yiikselti 6rnekleri arasinda en yiiksek Subat en diisiik
Kasim, 92m orneklerinde en yiiksek Subat en diisiik Mayis; 235m yiikseltide en
yiiksek Subat en diisiik Agustos orneklerinde; 360m’de en yiiksek Subat en diisiik
Kasim oOrneklerinde oldugu tespit edilmistir. Zeytin yapraklarinin fenolik bilesi
icerigi bakimindan mevsimsel ve yiikseltiler arasi varyans analiz sonuglar1 Tablo
4.3‘te verilmistir. Bu verilere gore yiikseltiler arasi farkliliga iliskin 6nemli bir
degisim saptanmamakta olup, mevsimler aras1 farkliliga iliskin degisiklikler p<0,001
onem seviyesinde etkilidir. Yaprak orneklerinde en yiiksek miktar Subat ayinin 235
m yiikseltisinde 41,80 mg GAE/g ve Subat aymmin 0 m yiikseltisinde 40,36 mg
GAE/g oldugu belirlenmistir. En diisiik Kasim ayinin 0 m 6rneginde 8,94 mg/g GAE
ve 235 m’de 11,61 mg/g GAE olarak bulunmustur. Zeytin yapraklarinin biyoaktif
bilesenlerinin incelendigi bir ¢aligmada y1l boyunca yapilan ¢aligmalarda istatistiksel
olarak 6nemli seviyede farklilik tespit edilmistir. Yaprak 6rneklerinde fenolik madde
igerigi en fazla Ocak ve Subat aylarinda iken, en az seviyenin ise Agustos ve Kasim

aylarinda goriildiigii belirtilmistir [85].
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Ozellikle Kasim aymnda Subat ayina kadar gecen siirede toplam fenol
miktarinda  tiim  yiikseltiler i¢cin  belirgin  bir artis  gorilmektedir.
Yapilan arastirmalarda farkli zeytin ¢esitleri (Adana yerli ve Gemlik) yapraklarinda
ve derimlerin de (Eylil, Ekim, Kasim ve Aralik aylari) toplam fenol miktarinda
Kasim ayindan, Aralik ayma dogru gidildik¢e arttigi belirtilmis, toplam fenolik
maddelerin olgunlagma siirecine bagl olarak azaldigini tespit edilmistir. Yapilan
analizlerde en diisiik 279,4 mg CAE/ 100g Aralik ay1 numunesinde, en yiiksek ise
Eylil ayr numunelerinde 732 mg CAE/ 100g oldugu belirtilmistir [32].
Calismamizda da yaprak 6rneklerinin fenolik madde igeriginin olgunlasma siirecinde
azaldig1 goriilmiistiir. Baska bir calismada farkli bolgelerden hasat edilen yaprak
orneklerinde ekstre iceriginin de farklilik gosterdigi belirlenmistir [86]. Mayis
ayindan Agustos ayina kadar gecen siirecte ise tlim yiikseltilerde artis goriiliirken 235
m yiikselti drneklerinde azalis oldugu tespit edilmigtir. Mevsimlerin tamaminda 92
m yikseltide yaprak oOrneklerinde devamli toplam fenol miktarinda artig

gbzlenmistir.
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Tablo 4.6: Farkli mevsimlerde ve farkl yiikseltilerden toplanan zeytin yapraklarinin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik madde igerikleri

(A1B4),
Ornekler
Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4
13+0.2 +0.1 +0.1 240.1 4.9440,1 14+0.1 26+0.1
Serbest Radikal Siipiiriicii Etki (%) 95,43+0,1 ® 3b5’ 30,25 32’36 0, 23’38 0, 23’3 0 zb’9 0 23{ 0, gf ,26+0,

Toplam Fenolik Madde (mg/kg Gallik asit 12,07+£2,53 14,59+3,53 22,70+3,3 22,09+2,0 25,17+2.1 20,294+2,0 13,72+3,6 23,83+4,0
esdegeri) fg f 8® 6° gde 0 9f 5

Tablo 4.7: Farkli mevsimlerde ve farkl yiikseltilerden toplanan zeytin yapraklarinin antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik madde igerikleri

(C1-D4).
Ornekler
C1 C2 C3 C4 D1 D2 D3 D4
95,10£0,11 94,46+0,2 93,80+0,1 94,14+0,2 95,12+0,1 94,94+0,1 95,31+0,1 95,21+0,1
Serbest Radikal Stipiirticii Etki (%) b ’ . ’ . ’ g ’ b ’ b L b ’
2 8 2 5 0 8 0
Toplam Fenolik Madde (mg/kg Gallik asit g 22,34£2,0 359549 11,61+1,3 40,36+1,6 30,86+2,3 41,80+3,3 29,07+1,0
o . 8794j:0799 e b fg ab c a dc
esdegeri) 2 1 8 7 1 5 2
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4.3.2 DPPH Radikalini Tutma Aktivitesi

Zeytin yaprak 6rneklerinde DPPH radikallerini indirgeme 6zelligin Tablo 4.6
ve Tablo 4.7°te gore 95,43 ile 93,80 arasinda degerler aldig1 tespit edilmistir. Zeytin
yaprak ekstrelerin de yapilan bir ¢alismada; etanol ile hazirlanan ekstrakta DPHH
stiptiriicii etkisi ortalama 95,4 oldugu goriilmistiir ve ¢alismamizda buldugumuz
degerler ile paralellik gosterdigi belirlenmistir [87]. Duncan ¢oklu karsilastirma testi
sonuglarma gore 5 farkli grup olusmustur. Yaprak orneklerinde en yiiksek DPPH
degerleri Mayis ayinda oldugu goriilmiistiir. Mayis ayinda en yliksekten en aza dogru
0 m, 360 m, 235 m, 92 m oldugu tespit edilmistir. Agustos’ta 0 m yiikseltide en fazla
92 m yiikseltide en az oldugu, Kasim ayinda 0 m de en yiiksek 235 m’ de en az,
Subat ayinda en yliksek 235 m yiikseltide en diisiik 92m yiikseltide DPPH degerleri
oldugu saptanmistir. Yaprak Orneklerinde varyans analiz sonuglarina gore Tablo
4.3’te yikseltinin Onemli bir etkisi saptanmamigtir. Mevsimsel sonuglara gore

p<0,001 seviyesinde dnemli derecede etkili oldugu sdylenebilir.

96
95 #,____-\ }
=——0m
94,5
=—92 m
94 235m
4
93,5 =360 m
93
92,5
Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.4: Farkli mevsimlerde ve farkl yiikseltilerden toplanan zeytin yapraklariin
DPPH degerleri.
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Yiikseltilere gore DPPH degerlerine bakildiginda Om’de 95,43 ile 95,10
arasinda yiiksek degerlere sahiptir. Yaprak orneklerinde Kasim ayinda elde edilen
verilere gore tim ylkseltilerde oranin diistiigli gozlenmistir. Gemlik cesidi zeytin
yapraklarinda yapilan bir ¢alismada da Eyliil, Ekim, Kasim ve Aralik aylarinda
DPPH radikali tutma aktiviteleri incelendiginde en diisiik miktarin Kasim ayinda
oldugu goriilmiistiir. Bu analiz sonucu ile calismamiz aynmi dogrultuda oldugu

belirlenmistir.

Son yillarda zeytin yaprak ekstrelerinde yapilan DPPH serbest siiptiriicii
antioksidan etkisi diisiik konsantrasyonlarda bile giiclii etkiye sahip oldugu
goriilmistiir. Zeytin yaprak ekstrelerinin zeytin meyvesinden yiiksek antioksidan
etkisine sahip olmasinin nedeni ise toplam fenol miktarmnin da meyveden yiiksek

olmasi gosterilmistir [88].

4.4  Mineral Madde Tayini (ICP)

Zeytin yapraklari mineral madde tayini sonuglar yiikseltiye ve mevsime bagl
sonuglar1 Tablo 4.8’te verilmistir. Mineral madde tayininde 16 mineral bakimindan
yapraklar analiz edilmistir. Bu minerallerden 13 tanesi tespit edilmis ve 3 tanesi
determinasyon degerinin altinda bulunmustur. Bitkiler tiim yasantilar1 boyunca
minerallere ihtiya¢ duymaktadir. Bitkilerin fazla miktarda ihtiyag¢ duydugu
elementler makro element (karbon, oksijen, hidrojen, azot, kiikiirt, fosfor, potasyum,
kalsiyum, magnezyum), ¢ok az miktarda ihtiya¢c duyduklarina ise mikro element
denilmektedir [89]. Calisgmamizda kalsiyum ve magnezyum elementlerinin gok
yiikksek miktarda oldugu, aliiminyum ve demir miktarlarinin da yiiksek seviyede
oldugu belirlenmistir. Kursun, kadmiyum ve baryum elementleri sadece 0 m yiikselti
orneklerinde ve Subat ay1 235 m yiikseltide oldugu belirlenmistir. Bunun nedeni ise
aliman numunelerin otoyola yakin olmasindan ¢evre Kkirleticilerinden (egzoz gazi

gibi) etkilendigi sdylenebilir.

Makro elementlerden olan kalsiyum miktar1 Sekil 4.5 ‘te verilmistir. Yaprak
orneklerinde kalsiyum seviyesi en ¢ok 0 metre yiikseltilerinde oldugu belirlenmistir.

En az seviye miktarn ise 92 m  yiikseltilerinde  goriilmiistiir.
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Kalsiyum miktar1 en fazla 10908,33 mg/kg olarak Subat ay1 0 m yiikseltide en az
miktar ise 2461,62 mg/kg olarak Agustos ay1 92 m yiikseltide saptanmigtir. Yaprak
numuneleri kalsiyum igerikleri Mayis ayindan Agustos ayina kadar 360 m yiikselti
ornegi artig gostermistir. Agustos ve Kasim aylar1 6rneklerinde 235 m yiikselti harig
bir artis gorlilmiistiir. Mineral madde miktarlar1 ve fenolik igerigin, su miktarina
bagl olarak degisiminin zeytin yapraklarinda incelendigi bir ¢aligmada yeterli su
miktar1 bulundugunda element seviyelerinin de normal seviyede oldugu gozlenmistir.
Zeytin yapragindaki mineral igerigini genetik faktorler, yetistirme yontemi ve agacin

stres durumu etkilemistir [90].

Ca Miktari

12000

10000 ~

8000 \ / ——0m

6000 ==92 m
4000 23>m
=360 M
2000
0
Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.5: Yaprakta Ca igeriginin mevsim ve yiikseltilere gore degisimi.
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Tablo 4.8: Mineral Madde Bilegimi.

Mineraller (mg/kg)

Numuneler
Pb Cr Cu Mn Ni Mo Ba Cd Zn Mg Fe Ca Al

Mayis Om 1,83 0,58 458 1508 0,17 1,42 4,33 0,17 20,25 757,08 141,83 10908,33 146,50
Mayis 92m TE 1,00 150 725 050 0,17 T.E T.E 2,92 292,17 80,58  4058,82 53,67
Mayis 235m TE 0,12 142 2092 025 0,25 T.E T.E 4,00 960,00 88,83 6600,14 66,58
Mayis 360 TE 1,83 6,17 1592 142 T.E T.E T.E 3,42 945,00 87,17  4320,86 54,25
Agustos Om 1,17 0,75 542 20,50 0,67 0,25 3,58 0,08 13,17 586,08 141,75 7420,83 117,17
Agustos92m  T.E 1,08 1,75 850 0,33 0,50 T.E T.E 4,08 595,42 53,92 246162 33,92
Agustos 235m T.E 1,75 092 20,08 0,67 1,08 T.E T.E 4,75 914,17 64,50  4386,13 33,75
Agustos 360m T.E 1,75 1,83 17,25 1,67 0,08 T.E T.E 4,75 111250 70,50  4746,89 41,92
Kasim Om 1,00 0,50 425 2142 0,33 0,17 3,33 0,08 12,42 749,17 96,92  8044,17 82,92
Kasim 92m TE 1,08 2,08 808 042 0,08 T.E T.E 4,50 494,08 71,33  3387,32 50,83
Kasim 235m  T.E 1,75 125 3567 0,75 T.E T.E T.E 2,67 832,00 7850  4212,01 44,92
Kasim 360m T.E 1,67 6,25 20,00 333 0,25 T.E T.E 8,17 1036,67 85,58 536544 35,42
Subat Om 158 0,42 525 27,67 0,33 0,58 4,00 0,08 12,25 649,25 109,42 9325,00 83,67
Subat 92m TE 1,00 200 742 025 0,25 T.E TE 3,33 452,67 60,33  2696,21 30,33
Subat 235m 150 0,42 383 3683 0,08 0,33 2,58 0,08 8,33 905,83 9550  8458,33 79,42
Subat 360m TE 1,75 36,17 16,75 1,00 0,17 T.E T.E 4,33 930,83 61,67  4320,86 25,83

*T.E: Tespit Edilemedi.

34



Zeytin yaprak Orneklerinde magnezyum en az 292,17 mg/kg miktarinda
Mayis ay1 92 m Orneginde, en fazla miktar1 1112,50 mg/kg Agustos ay1 360 m
yiikseltide oldugu Sekil 4.6’da belirlenmistir. Genel olarak yaprak mevsimsel olarak
diizensiz dagilim goriilmiistiir. Tiim aylarda magnezyum igerigi degisimleri 92 m ve
360 m oOrneklerinde benzerlik gostermistir. Subat ayr Olglimleri ile kasim ay1
Olciimleri kiyaslandiginda 235 m yiikselti hari¢ diger yiikseltilerde azalig
gorilmiistiir. Bunun nedeni arastirmamiz boyunca en az yagisin 2014 yili Subat

ayinda olmasindan kaynakladigi sdylenebilir.

Mg Miktari
1200
)/ \(
800 om
600 =fll=92 m
235 m
400
./ =>e=360 m
200
0

Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.5: Yaprakta Mg igeriginin mevsim ve yiikseltilere gore degisimi.

Yiikselti farkliligina bagl olarak incelenen demir miktar1 0 m yiikseltilerde
yiiksek diizeyde oldugu, 92 m ytikseltilerinde ise diisiik diizeyde oldugu saptanmistir.
Agustos ay1 92 m ylikseltide 53,92 mg/kg ile en az seviyede oldugu, 141,83 mg/kg
ile Subat ay1 o m yiikseltide en fazla oldugu belirlenmistir. Mayis ayindan Agustos
ayma dogru gecen zamanda demir miktar1 azalirken Agustos Kasim aylar1 aras1 0 m
yiikseltide azalis devam ederken, diger yiikseltilerde artis goriilmektedir. Olea
europaea L. bitkisinde mineral maddelerin mevsimsel degisimleri incelendiginde

70-200 mg/kg olmasi gerektigi soylenmistir.
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Elde ettigimiz bulgular belirtilen aralikta yer almaktadir [91]. Genel olarak
bitkilerde 50 mg/kg’dan az demir bulunmas1 bitki metabolizmasinda aksakliga neden
oldugu belirtilmistir [92]. Mikro elementlerden olan demir klorofil sentezi yapan
enzim yapisina ve sitoklarmlarin yapisina katildig1 belirlenmistir. Bu durumda demir
eksikliginde yaprak klorofil iiretilememekte olup bitki yesil rengini kaybetmektedir
[90]. Yaprak numunelerimizde Subat ay1 0 m orneklerinde demir eksikligine baglh

renk degisimi gdzlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada 3 yil iist iiste zeytin yapraklarinda yapilan analizlerde
farkli kalitelerdeki sular kullanilarak mineral madde tayini yapilmistir. Analizler
sonucunda Bakir miktar1 ortalama 6.4 mg/kg ile 12.0 mg/kg arasinda oldugu, ¢inko
miktar1 ortalama 17.9 mg/kg ile 31.9 mg/kg arasinda oldugu belirtilmistir [93].
Genel olarak calismamizda farkli mevsim ve farkli yiikseltiden toplanan

yapraklardaki mineral madde analiz sonuglari ile ayni diizeyde oldugu goriilmiistiir.

Fe Miktari

160
140 * \

120

100 \_40_ ——0m
80 —W—A —=-92m
60 A

235 m

40 =3=360 m
20
0

Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.6: Yaprakta Fe iceriinin mevsim ve ylikseltilere gore degisimi.
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45  HPLC Analizi (High Performance Liquid Chromatography)

Ayvalik zeytin ¢esidi yapraklari fenolik bilesik igeriklerine dair Tablo 4.9 ve
Tablo 4.10°da verilmistir. Tiim yaprak orneklerinin farkli yiikselti ve mevsimlerde
toplam 15 adet fenolik bilesik tespit edilmistir. Biitiin yiikselti ve hasat donemlerinde
farkli miktarlarda rosmarinik asit, taksifolin, ¢ikorik asit, oleuropein, luteolin ve
naringenin bulunmustur. Yaprak orneklerimizde luteolin, ¢ikorik asit, naringenin,
oleuropein ve Mirisetin yiiksek seviyede tespit edilmistir. Farkli yiikseklik ve
mevsimlerdeki zeytin yapraklarindan bazilarinda major fenolik bilesiklerden olan
rutin ve p-kumarik asit rastlanmigtir. Fenolik bilesiklerden birkagi Mayis ve Agustos
aylarinda elde edilen zeytin yapraklarinda, bazilar1 ise Kasim ve Subat aylarinda

bazilar1 da farkl yiikseltilerde tespit edilmistir.

Oleuropein

800,00
700,00

600,00 /

500,00 /\ / ¢—0m
400,00 % =l=92m
300,00 "// 235 m
200,00 / =>6=360 m

100,00

0,00
Mayis Agustos Kasim Subat

Sekil 4.7: Ayvalik ¢esidi zeytin yapraklarinin mevsim ve yiikselti 6rneklerindeki
oleuropein miktart.

Yapraklardaki oleuropein miktar1 Sekil 4.8°de gosterilmistir. Orneklerin
tamaminda oleuropein miktart Mayis ay1 Ol¢limlerine gore Agustos ayinda arttigi
gorilmiistiir. Kasim ayinda ise ol¢iimlerinde de azalis belirtilmistir. Oleuropein
miktar1 en fazla Subat ay1 hari¢ tiim aylarda 360 m yiikseltide en fazla miktarda
saptanmistir. Yapilan bir ¢alismada az yagis zeytin yaprak dokularinda strese sebep

oldugundan toplam fenol miktarinda artis gozlendigi bildirilmistir [94].
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Tablo 4.9: Zeytin yaprak 6rneklerinde fenolik igerikler (A1-B4).

Fenoller Al A2 A3 A4 Bl B2 B3 B4
Vanilik Asit 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Echinocoside 16,37 0,00 0,00 20,10 17,11 16,63 26,98 22,67
P-Kumarik Asit 0,00 9,98 10,67 0,00 11,81 11,24 0,00 0,00
Ferrulik Asit 12,94 0,00 0,00 0,00 12,60 12,27 13,74 11,87
Rutin hidrat 13,29 17,62 15,91 0,00 21,65 14,30 0,00 0,00
Resveratrol 15,02 12,93 13,70 14,72 0,00 14,72 16,36 14,57
Rosmarinik Asit 149,06 225,87 188,53 52,40 74,98 55,96 87,49 48,97
Kuersetin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 27,91 10,92 0,00
Kuromanin Klorid 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Taksifolin 7,84 23,32 22,13 67,73 17,37 17,71 16,39 116,47
Cikorik Asit 819,68 1159,73 1643,52 1441,21 5135,39 1925,00 2709,27 1054,75
Ellagic Asit 94,84 79,91 94,64 0,00 137,90 135,18 99,05 0,00
Oleuropein 175,83 316,94 292,17 503,00 408,82 454,19 416,54 568,66
Mirisetin 476,13 349,07 293,41 89,15 192,36 547,62 142,94 83,41
Luteolin 1758,27 424,75 379,80 383,34 560,64 41,75 249,60 127,81
Ursolik Asit 92,53 78,76 81,60 0,00 89,94 0,00 0,00 0,00
Naringenin 125,75 87,87 215,29 221,54 252,01 85,86 171,29 111,31
Naringin 0,00 0,00 0,00 169,11 561,50 220,03 305,26 127,16
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Tablo 4.10: Zeytin yaprak 6rneklerinde fenolik icerikler (C1-D4).

Fenoller C1 C2 C3 C4 D1 D2 D3 D4
Vanilik Asit 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 45,53 44,12
Echinocoside 0,00 16,50 17,88 22,10 16,09 19,64 21,45 19,72
P-Kumarik Asit 12,38 11,29 10,73 0,00 10,30 12,01 12,54 11,84
Ferrulik Asit 0,00 12,47 11,62 12,45 11,59 13,08 13,36 12,91
Rutin hidrat 30,07 29,60 36,72 0,00 66,72 69,38 56,99 51,01
Resveratrol 0,00 0,00 13,73 14,95 14,18 15,51 16,10 15,39
Rosmarinik Asit 314,59 71,80 60,28 54,89 335,53 418,94 107,66 89,92
Kuersetin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kuromanin Klorid 0,00 0,00 157,71 0,00 0,00 0,00 192,78 169,50
Taksifolin 21,12 19,96 29,18 98,22 32,84 51,68 72,24 17,91
Cikorik Asit 1388,15 1973,97 6215,26 1398,54 6322,54 10954,08 14267,15 12164,19
Ellagic Asit 127,85 124,11 147,54 97,54 250,97 263,35 220,90 199,41
Oleuropein 293,19 385,41 276,94 433,25 688,47 334,36 460,61 350,15
Mirisetin 484,94 564,90 460,43 402,44 514,61 641,74 780,08 653,52
Luteolin 297,52 424,66 71,01 114,93 1112,78 1997,25 1787,15 1799,10
Ursolik Asit 0,00 0,00 0,00 0,00 79,45 0,00 95,20 0,00
Naringenin 279,63 221,67 86,56 108,80 145,07 117,38 120,32 95,46
Naringin 164,80 225,47 674,96 164,42 685,90 1180,11 1532,35 1308,45
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Sekil 4.8: Ayvalik ¢esidi zeytin yapraklarinin mevsim ve yiikselti 6rneklerindeki
luteolin miktari.

Zeytin yapraginda bulunan luteolin miktar1 en fazla 1997,24 mg/kg olan
Subat ayinda 92 m yiikseltide rastlanmistir. Analiz sonuglari incelendiginde Agustos
aymdaki luteolin miktarinda onceki analizlere gore tiim yiikseltilerde azalis Sekil
4.9’da goriilmiistiir. Bu azalis 92 m haric kasim ayma kadarda azalma devam
etmistir. Agustos 92 m de de en disiik miktar gdézlenmistir. Subat ay1 analiz

sonuglaria bakildiginda tiim aylardaki luteolin miktar1 artmustir.
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Cikorik Asit
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Sekil 4.9: Ayvalik cesidi zeytin yapraklarinin mevsim ve yiikselti 6rneklerindeki
cikorik asit miktari.

Yaprak o6rneklerinde fazla miktarda bulunan fenolik maddelerden ¢ikorik asit
en yiiksek degere Subat ayinda 14267,15 ile 235 m yiikseltide ulasmistir. En diisiik
miktara ise 819,68 mg/kg ile Mayis ayinda Om ylikseltideki yapraklarinda Sekil
4.10’da gorilmistiir. Yaprak orneklerinde tiim yiikseltilerde en az ¢ikorik asit
miktar1 Mayis ayinda goriilmiistiir. Aylara gore ornekler incelendiginde en fazla artis

ve en fazla miktar Subat ay1 6rneklerinde goriilmiistiir.

Zeytin yaprak oOrneklerimizin analizlerinde fenolik madde miktar oranlari
diisiik olmasina ragmen, magnezyum miktarlarinin fazla oldugu goriilmiistiir.
Yapilan bir ¢alismada geng yapraklarda magnezyum miktarlarinin yiiksek olacagi
belirtilmistir. Bu durum calismamizdaki yapraklarin gen¢ oldugunu ve fenolik

bilesenlerinin diisiik olmasimnin olast bir durum oldugunu gostermistir [95].
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5. SONUC VE ONERILER

Calismamizda Oleae europaea L. tiirii zeytin ¢esidi yapraklarinin nem, kiil,
antioksidan aktivite (TFM ve DPPH), fenolik igerik (HPLC) ve mineral igerikleri

(ICP) sonuglar1 farkli mevsim ve yiikseltideki sonuglar1 incelendi.

Cay olarak da tiiketilen zeytin yapraklarinda mikroorganizma ve enzim
aktivitesini onlemek i¢in hasat edildikten sonra icerisindeki nem en kisa siirede
uzaklagtirilmalidir. Yapraklarin nem analiz sonuglar1 incelendiginde hem yiikselti
hem de mevsime bagl farklilik goriilmustiir. Yikselti arttikca nem orani1 genelde
artmaktadir. Mevsimsel olarak ortalama sicakligin en yiliksek oldugu yagis miktarinin
da en az oldugu durumda zeytin yapraklarinda nem oraninin yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Bu durumda yapraklar yagisin az oldugu yiikselti ve mevsimlerde hasat

edilmelidir.

Organik maddeler disinda kalan bilesenlerin (inorganik maddeler) toplam
kuru madde miktar1 kiil tayini ile yapildi. Kiil igeriklerinde mevsimsel olarak bir fark
goriilmezken, yiikselti farkinin 6nemli oldugu tespit edilmistir Bitkiler yagamlarini
siirdliirmeleri i¢in minerallere ihtiya¢ duyarlar. Mineral bilesim miktarlar ise ICP-
OES ile belirlendi. Ozellikle magnezyum klorofil yapisina katildigi i¢in demirde
klorofil sentezleyen enziminin yapisina katildiginda onemli bir yere sahiptir.
Orneklerimizde yapilan ézellikle kalsiyum, magnezyum ve demir analiz sonuglarina
gore bitki gelisimi i¢in normal oldugu saptanmustir. Yaprak orneklerinde yagis
miktar1 azaldik¢a magnezyum miktar1 da azaldigi tespit edilmistir. Ayrica geng
yapraklarda magnezyum miktarinin fazla oldugu bulunmustur. Yikseltisi az olan
bolgelerden elde edilen yaprak Orneklerinde agir metallere rastlanmistir. Bunun
nedeni Ornek alinan bolgelerde kentlesme ve sanayilesmenin fazla olmasi

diistiniilmektedir.

Toplam fenol miktar1 analizler sonucunda yiikselti farki agisindan 6nemli bir

degisim goriilmezken, fenol miktariin mevsimsel olarak degistigi saptanmistir.

Fenollerin tamami saglik agisindan onemli olup, yaprak oOrneklerimizde yliksek
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seviyede oldugu tespit edilmistir. Ilag ve kozmetik sanayide hammadde olarak

kullanim1 uygundur.

DPPH serbest radikalleri siipiiriicti 6zelligi bakimindan elde ettigimiz analiz
sonuglar1 oldukga yiiksek degerlere sahiptir. Bu sonuglar toplam fenol miktar: ile
paralellik gostermistir ve iki analiz sonucunda da mevsimsel olarak farklilik
gozlenmistir. Subat ayinda hasat edilen yapraklarin antioksidan aktivitesi yliksek

oldugu bulunmustur.

Yapraklarin igeriginde bulunan fenolik bilesikler yiikselti ve mevsimsel
olarak farklilik gdsterdigi saptanmustir. Yiikseltinin fazla oldugu yerlerde fenolik
madde miktarlarinin da fazla oldugu belirlenmistir. Fenolik bilesiklerden oleuropein,
cikorik asit ve luteolin miktarlar1 yaprak orneklerinde yiiksek oldugu bulunmustur.
Yagis miktar1 azaldikca bitki strese girdiginden oleuropein miktarinin arttig

gbzlenmistir.

Bu calismada elde edilen analiz sonuglarina gore farkli mevsim ve fakli
yiikseltiden elde edilen zeytin yapraklarinin i¢erdigi nem, kiil, antioksidan 6zellikleri,
fenolik madde igerikleri ve mineral bilesimlerinin degistigi saptanmustir. Yillik yagis
miktar1 ve sicaklik ortalamasi da zeytin yaprak igerigini etkilemektedir. Giiniimiizde
antibakteriyel, antioksidan, antifungal ve antimikrobiyel etkisi bilinen zeytin
yapraklari ticari olarak kullanim i¢in, fizyolojik stresleri fazla olan deniz seviyesi
veya yiikseltisi 235 m civarindan fazla olan bolgelerden Subat ayinda hasat edilmesi
uygundur. Bu sayede fenolik bilesim bakimindan zengin olan, gida raf omriinii
uzatabilecek nitelikte ve ¢ay olarak tiiketilmesi uygun olan yapraklar elde edilmis

olacaktir.
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7. EKLER

EK A: Subat Ay1 0 m Yiikselti Yaprak Ornekleri HPLC Kromotogram
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EK B: Subat ay1 92 m Yaprak Yiikselti Ornekleri HPLC Kromotogrami
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EK C: Subat ay1 235 m Yaprak Yiikselti Ornekleri HPLC

Kromotogram
<Chromatogram=
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EK D: Subat ay1 360 m Yaprak Yiikselti Ornekleri HPLC
Kromotogram

<Chromatogram=
CiLabSolutions\Data\Fenolik\20140701\H-4_005.lcd
mAU
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