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OZET

FARKLI CESIT VE HASAT ZAMANININ CAY OLARAK
DEGERLENDIRMEK AMACIYLA TOPLANAN ZEYTIN
YAPRAKLARININ FONKSIYONEL BILESENLERINE ETKILERI
YUKSEK LiSANS TEZI

GOKHAN DURAK
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF.DR. GULENDAM TUMEN)
(ES DANISMAN: YRD. DOC. DR. AYHAN DAGDELEN)
BALIKESIR, AGUSTOS - 2016

Zeytin agaci (Olea europaea L.) insanlik tarihinde yer etmis olan ¢ok yonlii
kadim bir kiiltiir bitkisidir. Son yillarda bitkisel caylara olan ragbetin artmasiyla
birlikte zeytin yapragina da ilgi artmistir. Zeytin yapragi besleyici, koruyucu ve
tedavi edici olmasiyla fonksiyonel bir besindir. Bu 0Ozelliklerini antioksidatif
ozellikleri yiiksek olan fenolik bilesikleri ve Oonemli mineralleri ihtiva etmesiyle
kazanmustir.

Bu ¢alismada alternanslari farkli olan ti¢ ¢esit (Ayvalik, Domat ve Memecik)
zeytin agaci yapraklarinin farkli hasat zamanlarindaki (Eyliil, Kasim ve Ocak)
antioksidan Ozellikleri, fenolik ve mineral bilesimleri ve bazi besinsel degerleri
belirlenmistir.

Zeytin yapraklarmin antioksidan 6zellikleri DPPH serbest radikal siipiiriicii
aktivite tayini ve toplam fenolik madde miktar1 analizleriyle belirlenmistir. Mineral
madde tayinleri ICP-OES ile yapilmis olup fenolik kompozisyonlar1 HPLC ile
bulunmustur. Nem ve kiil tayinleri gravimetrik metotlarla belirlenmis ve invert seker
miktarlart Lane-Eynon yontemiyle bulunmustur. Elde edilen bulgular SPSS 21.0
programi yardimiyla ANOVA varyans analizi ve Duncan ¢oklu karsilastirma analizi
yapilmistir.

Bu calismada antioksidan oOzellikler yiiksek bulunurken c¢esit ve hasat
donemleri arasinda 6nemli bir degisiklik goriilmemistir. DPPH serbest radikali yiizde
inhibisyon oranlart %94,60-95,50 arasinda degisirken toplam fenolik madde
miktarlart 8,73-9,44 mg GAE /g arasinda degismektedir. HPLC analizlerinden
bulunan en fazla bilesigin Oleuropein oldugu ve miktarinin 3831,40-11355,33 mg/kg
arasinda degistigi gOriilmiistiir. Zeytin c¢esitlerinin tamaminda mineral madde
bilesiminde en fazla bulunanlar Ca, Mg, Fe ve Al mineralleridir. Ca en yiiksek
Domat zeytin ¢esidinde goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak farkli cesit ve hasat zamanlarinda zeytin yapraklarindaki
antioksidan aktivite ile fenolik ve mineral bilesimlerin degisiklik gosterdigi ortaya
¢ikmustir. )

ANAHTAR KELIMELER: antioksidan 6zellik, fenolik kompozisyon, fonksiyonel
gida, invert seker tayini, zeytin yapragi.



ABSTRACT

EFFECT OF CULTIiVAR AND HARVEST TiME ON FUNCTiIiONAL
COMPONENTS OF OLIiVE LEAVES COLLECTED TO UTILIZE AS
HERBAL TEA
MSC THESIS
GOKHAN DURAK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. GULENDAM TUMEN )
(CO-SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. AYHAN DAGDELEN)
BALIKESIR, AUGUST - 2016

Ancient olive tree (Olea europaea L.) which is embedded in the history of
mankind is a versatile plant culture. In recent years, interest to the olive leaf has
increased with the increase of popularity of herbal teas. Olive leaf is a functional
food with its nutritional, preservative and therapeuric properties. It has these
properties with its phenolic compounds and essential minerals.

In this study, three olive cultivars including different alternans properties
(Ayvalik, Domat and Memecik) in different harvest times (September, November
and January) were collected and antioxidant properties, phenolic compounds and
mineral contents were determined

The antioxidant properties of olive leaf is determined by free radical
scavenging activity (DPPH) and total phenolic content determination. Mineral
contents were detected by ICP-OES and phenolic composition was determined by
HPLC. The findings were evaluated with ANOVA and Duncan’s multiple
comparison.

In this study, the antioxidant properties were high while no significant
differences detected between cultivars and harvest times. DPPH inhibition values
were 94.60 to 95.50 % while total phenolic contents ranged between 8.73 and 9.44
mg GAE / g leaf. Oleuropein was determined as the highest phenolic compound and
ranged between 3831,40-11355,33 mg/kg. The most abundant minerals were Ca, Mg,
Fe and Al while Ca was found at highest content in Domat cultivar.

As a result it is identified that antioxidative properties, phenolic mopositions and
mineral contents were affected by different harvest times and different olive
cultivars.

KEYWORDS: antioxidant properties, phenolic composition, functional food, invert
sugar content, , olive leaf.
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1. GIRIS

Zeytin agact (Olea europaea), neredeyse insanligin varolusundan beri, insan
hayatinda 6nemli bir yer edinmistir. Dinlerin hemen hemen tamaminda kendinden
bahsettiren zeytin, birgok mitolojide ayn1 6nemli yeri edinmesiyle de, ¢ok yonli bir

kiiltiir bitkisi oldugunu gostermektedir [1].

Zeytin agaci diinyanin en eski meyve agaci olarak bilinmektedir. Orijini
Dogu Akdeniz havzasi olan zeytinin anavatani1 Suriye ve Anadolu’dur [2]. Tarihsel
kayitlar zeytin agacinin M.O. 3500°de Girit’te ekili oldugunu gostermektedir [3].
Kiiltiirel anlamda yetistiriciliginin ilk defa M.O. 3000 yillarinda Suriye’de yapildig
ve yagmin ticari anlamda kullamildig1 kaydedilmistir [4]. Zeytinin anavataninin
Anadolu’nun Mardin, Kahramanmaras ve Hatay licgeni olduguna Aktas (2011) bir
calismasinda deginmistir [5]. Kendiliginden yetisen ve Anadolu’nun birgok yerinde
ormana doniisen yabani zeytin agaglart bu goriisii destekler niteliktedir [6]. Zeytinin
anavatanindan diinyaya yayilist ii¢ farkli yolla gergeklesmistir. Ilk olarak Giineydogu
Anadolu’dan Irak ve Iran iizerinden Afganistan ve Pakistan’a, ikinci olarak Bati
Anadolu’ya, Ege Adalarina ve buradan da Yunanistan, italya, Fransa ve Ispanya’ya
ulasmustir. Italya’dan Sicilya yolu ile Kuzey Afrika’ya ulasarak, gene anavatanindan
cikip Suriye ve Misir yolu olan igiincii bir yolla birlesip Fas’a kadar gelmistir.
Boylece Akdeniz kiyilarindaki yayilisini tamamlamistir. da ulasan zeytin, 16.
yiizyillda Ispanyollar tarafindan Amerika’ya ulastirilmasiyla diinyadaki yayilisini
tamamlamistir (Sekil 1.1) [7].

Kadim bir aga¢ olan zeytinin sistematigi; Oleaeceae familyasinin Olea
cinsinin Olea europaea tiiriiniin Olea europaea L. var. europaea Zhukovsky (Syn:
Olea europaea L. var. sativa Lehr, Olea sativa Hoffmanns. & Link) alt tiirii
seklindedir. Bu kiiltiire alinan alt tiiriiniin yaninda kiiltiire alinmamus alt tiirii ise Olea
europaea L. var. sylvestris (Miller) Lehr. (Syn: Olea sylvestris Miller, Olea europaea
L. var. oleaster (Hoffmanns. & Link DC.) ‘dir [8].



Diindar (2013) bir ¢alismasinda, zeytin agacinin (Olea europaea L.) en biiyiik
sorunlarindan birinin periyodisite (alternans) ve absisyon olduguna deginmis ve
absisyon konusunda tilkemizde yapilan ve kendisinin baglattigi projeler oldugunu
belirtmistir [9]. Taylor ve Whitelaw (2011) bir ¢alismalarinda absisyonu; “meyve,
yaprak ve tomurcuk gibi bitki organlarinin dogal olarak dokiilmesidir.” seklinde
tanimlamuslardir [10]. Iki yilda bir iiriin verme ya da yiiksek verimli yilin ardindan
diisiik verimli bir yilin gelmesi ise alternans (periyodisite, var yil1 / yok yili) olarak
adlandirilmistir. Alternans birgok meyve tiirlinde yaygin olup genetik ve cevre
kosullarma bagl olarak degisen bir ozelliktir. Iki yilda bir iiriin verme, yani
alternans, zeytinde de bulunmaktadir. Bazi alternans tiirleri ve bu tiir alternans

gosteren zeytin ¢esitleri Tablo 1.1°de verilmistir [11].

Tablo 1.1: Alternans tiirline gore bazi zeytin gesitleri [11].

Domat

Uslu

Az alternans gosteren gesitler Tavsan yireg

Celebi

Ayvalik

Gemlik

Nizip yaglik

Edincik su

Biiyiik topak ulak

Orta derecede alternans gosteren cesitler Kan Celebi

Karamiirsel su

Samanh

Sar1 ulak

Memeli

Memecik

Kilis yaglik

Cok alternans gosteren cesitler Izmir sofralik

Halhali

Cakar

Zeytin yapraklarmin var yili ve yok yilindaki mineral igeriklerinin
birbirlerinden olduk¢a farkli olduklarin1 ortaya koyan calismalar bulunmaktadir.
Agacin meyve verimi ile mineral igerikleri arasinda hem dogru hem de ters orantinin

olabilecegine yonelik bulgular rapor edilmistir [12, 13].



Diinya iizerinde 30-45 enlem dereceleri arasinda yetismeye elverisli olan
zeytin agaci 6zellikle Akdeniz iklimine uygundur. Bu iklimde yillik ortalama sicaklik
16-21°C ve yillik toplam yagis miktar1 500-1200 mm arasinda oldugu igin zeytin
agac1 bu iklim sartlarinda yetistirilebilmektedir [14]. Bununla birlikte bitki -9°C’ye
kadar dayanikli olup, agacin yiiksekligi 3-4 metreden 20 metreye kadar
ulagabilmektedir [15]. Zeytin agaci dikildikten 5-6 yil sonra meyve vermeye
baslamakta, ekonomik verime ise 10. yilda ulasmaktadir. Bitkinin 6émrii 100 yildan

fazla ise de 50 yasina kadar ekonomik verime sahiptir [14].

Tiirkiye zeytin kiiltiirii ve yetistiriciliginde diinyanin sayili iilkeleri arasinda
olup diinya zeytin aga¢ varliginda ve dane zeytin iiretiminde Ispanya, italya ve
Yunanistan’dan sonra dordiincii sirada yer almaktadir [16]. Tiirkiye bu konumu
Tunus ile paylasmaktadir. Ulkelerin politikalar1 ve zeytin agaclarinin peryodisitesinin

bir etkisi olarak Tiirkiye ve Tunus her y1l birbirleriyle yer degistirmektedir [17].

Tiirkiye’de, ozellikle Ege, Marmara, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu
Bolgeleri’nde, yaglik ve sofralik olarak degerlendirilmeye elverisli 28 zeytin
¢esidinin yaygin olarak yetistiriciligi yapilmaktadir [18]. Bununla birlikte Karadeniz
Bolgesi’nde de zeytin yetistiriciligi yapilmaktadir (Sekil 1.2).

Sekil 1.1: Zeytin agacinin diinyaya yayilis yollari [1. Glineydogu Anadolu’dan, Bat1 Anadolu, Ege
Adalar1, Yunanistan, italya ve Ispanya yolu, 2. Irak ve Iran {izerinden Afganistan ve Pakistan yolu, 3.
Suriye ve Misir yolu, 4. italya’dan Sicilya iizerinden Kuzey Afrika’ya gelip Suriye ve Misir yoluyla
birleserek Fas’a giden yol, 5. Ispanyollar araciligiyla Amerika’ya varis (A; Giineydogu Anadolu, B;
Italya, C; Ispanya, D; Fas, E; Suriye, F; Misir, G; Iran, H; Afganistan, I; Pakistan, J; Amerika.)].
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Gegmis zamanlardaki istatistiklere gore, lilkemizde 2000 yilinda yaklasik 97
milyon meyve veren zeytin agaci bulunmaktadir. Ancak, son yillarda yapilan yogun
dikimler neticesinde toplam meyve veren zeytin agaci varligimiz 2015 yilinda
yaklasik 144 milyona ulastigi goriilmektedir [19]. Tiirkiye’de Gemlik, Domat,
Memecik, Uslu, Ayvalik (Edremit), Edincik-Su, Kan, Halhali, Tavsan Yiiregi, Celebi
ve Yamalak Sarist 6nemli zeytin ¢esitleridir [20]. Zeytinyagi ekonomisi agisindan
Onem tasiyan yerli zeytin gesitlerimiz ise Ayvalik, Memecik ve Gemlik olarak
siralanabilmektedir [18]. Ulkemizde zeytin iiretiminin en ¢ok oldugu Ege Bolgesi
zeytin cesitlerinden bazilari; Yamalak Kabasi, Ayvalik, Domat, Memecik, Uslu,
Memeli, Manzanilla (Manzanillo), Cilli (Tekir, Provens, Cobz), Cekiste, Celebi
(Iznik Celebi), Izmir Sofralik, Kiraz, Cakir ve Erkence’dir [21]. Gemlik zeytin
cesidinin ise Marmara Bolgesi’ne 6zgii oldugu bilinmektedir. Bu cesidin yiiksek
adaptasyon kabiliyetinden dolayr son yillarda iilkemizde yetistiriciligi tesvik

kapsamina alinan 6nemli bir zeytin ¢esididir.

Ulkemizde Tiirkiye Bitki Genetik Kaynaklari; Meyve ve Bag Envanterinde
listelenen 117°si yerli toplam 149 zeytin ¢esidine sahip gen merkezi bulunmasina
ragmen tescili yapilan cesit sayimiz daha azdir [22]. Bununla birlikte iilkemizin
farkli cografi bolgelerinden toplanip siniflandirilan ve Zeytincilik Arastirma
Enstitlisti Ulusal Zeytin Gen Bankasi’nda bulunan, 88 adet yerli ¢esit de resmi olarak

tescil edilmistir [11, 23].

Sekil 1.2: Tiirkiye’nin Zeytin tiretim alanlarin1 gosteren harita. 1 Ege, 2 Marmara, 3 Akdeniz, 4

Giineydogu Anadolu ve 5 Karadeniz Bolgeleri (numaralar bolgelerin agag sayisi ve iiretim

miktarlarma gore ¢coktan aza dogru verilmistir) [24].
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Balikesir iline ait meyve veren zeytin agaci sayis1 10.826.051 iken,
aga¢ basina yaklasik 6,7 kg zeytinin diismesi tahmin edilmektedir. “2013/2014
Sezonu Tiirkiye Zeytin ve Zeytinyagi Rekolte Tahmini” verilerine gére Balikesir
ilinin toplam tiretimi 72.704 ton olarak gosterilmistir [25].

Zeytinin gida olarak kullanilmasi antik c¢aglara dayanmaktadir [26]. Tibbi
amaglarla da kullanilan zeytin ve zeytinyagi giiniimiizde de birgok sektdrde dnemini
ortaya koymustur. Ozellikle antioksidan &zellikleri zeytin agaci iiriinlerinin énemini
artirmistir. Bircok gida ¢esidinde, ozellikle yaglarda, oksidasyonu onlemek icin
kullanilan yapay antioksidanlarin toksik, kanser ve kanserojenik etkileri oldugu
bilinmektedir. Sentetik antioksidanlardan bazilari; BHT (biitillenmis hidroksitolien),
BHA (biitillenmis hidroksianilin) ve TBHQ (tri biitillendirilmis hidroksikinon)’dur.
TBHQ’nun iilkemizde gida katkist olarak kullanilmasima izin verilmemekte olup,

BHA’da giivenli bilesikler listesinden (GRAS) ¢ikarilmistir [20].

Zeytin yetistiriciliginin yaygin oldugu bazi bolgelerde zeytin yapraklari ¢iftlik
hayvanlarinin beslenmesinde kullanilmakta veya zeytin dallar1 ile toplanan
yapraklart yakacak olarak degerlendirilmektedir. Bir¢ok dogal {iriinde oldugu gibi
zeytin yapragi ekstraktinin kimyasal kompozisyonu zeytinin yetistigi bolge, topragin
yapisi, varyete ve kullanilan yonteme bagli olarak degisir [27]. Zeytin yapraginin
insan saglig1 iizerinde gosterdigi olumlu etkileriyle ilgili bulgular, bitkisel ¢aylara
olan ragbetin arttigt giinlimiizde zeytin yapraklarinin da c¢ay seklinde

degerlendirilmesini tesvik etmistir.

Insanin saghgmi ve gelisimini dogrudan etkileyen &nemli cevresel
etmenlerden biri de beslenmedir. Hizla artan diinya niifusunu doyurmak ugruna
hazirlanan gidalarin insan i¢in giivenli olmas1 gerekir. Gida giivenirligi; “gidalarda
olabilecek fiziksel, kimyasal, mikrobiyolojik ve her tiirlii zararlarin bertaraf edilmesi
icin alian tedbirler ve siireclerin biitiini” seklinde tanimlanirken, raf émrii boyunca
fiziksel, kimyasal ve biyolojik riskleri tasimayan gidalar ise giivenilir gida olarak
adlandirilmaktadir [28]. Fiziksel riskler; gida maddelerinde bulunmasi istenmeyen,;

tag, toprak, metal, cam, kemik, tahta, sa¢ vb. yabancit maddelerdir.
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Kimyasal riskler; hayvancilikta ve bitkisel {retimde verimi arttirmak
amactyla hatali ve bilingsiz olarak kullanilan veteriner ve zirai ilag kalintilari,
deterjan kalintilari, ¢cevresel kaynaklardan bulasabilen agir metaller veya gida isleme
asamalarinda olusan bazi zararli bilesikler, ambalaj materyali kaynakli kimyasal
bulagsmalar ve uygunsuz kullanilan katkilardir. Biyolojik riskler daha ¢ok
mikrobiyolojik riskler olup gidalarda bakteri, kiif, virlis, parazit gibi
mikroorganizmalarin ve onlarin birakmis olduklar1 birtakim zehirli maddelerin

varligi ile hagere bulagilaridir [29].

Fonksiyonel gida; “besleyici etkilerinin yani sira bir ya da daha fazla etkili
bilesene bagli olarak sagligi koruyucu, diizeltici ve/veya hastalik riskini azaltici
etkiye sahip olup, bu etkileri bilimsel ve klinik olarak ispatlanmis gidalar” seklinde
tanimlannustir [30]. Icerdigi flavonoidler, polifenoller vb. fitokimyasallar zeytini

fonksiyonel gidalar arasina sokmustur [31].

Gida bileseni olarak fenolik bilesikler; insan saghigina katkilari, tat ve koku
olusumundaki gorevleri, renk iizerine etkileri, antimikrobiyal ve antioksidan etki
gostermeleri ile dnem tasimaktadirlar [32, 33]. Fenollerin pH 4’ilin iizerinde agir
metal iyonlariyla reaksiyona girerek mavi-gri’den, mavi-siyah’a kadar degisen
renklerde bilesikler olusturduklar1 belirtilmistir [34]. Bu maddelerin kapiller
gecirgenligi diizenleyici (vitamin P etkisi) ve plasma kolesterol ve platelet
agregasyonunu indirgeyen bilesikler oldugu bildirilmistir [35]. Fenolik bilesiklerin
ayrica tortu olusturucu, enzimatik esmerlesme substrati, enzim inhibitorii ve saflik
kontrol kriteri gibi 6nemlerinden de bahsedilmektedir [36]. Nitekim olgunlagsmada
zeytinlerin renklerinde goriilen kararma klorofille birlikte oleuropein igeriginin

diismesiyle aciklanmaktadir.

Fenolik bilesikler, bitkilerin sikimik asit yoluyla sentezledikleri, ayni tiire ait
bitkilerin ¢esitlerinde farklilagsabilen sekonder bitki metabolitleridir [37]. Zeytin
meyvesindeki fenolik bilesikler genellikle danedeki kismi hidroliz esnasinda, yagda
¢oziinebilen aglikonlara neden olan glukosillerden kaynaklanmaktadir [38]. Bu
bilesiklerin ¢ogu diisiik molekiil agirligina sahiptir ve hidrolizasyon, glukozilasyon
veya acilasyon gibi kimyasal reaksiyonlara ve polaritelerine gore farkh
¢ozinirliklere sahiptirler [39]. Polifenollerin bir veya daha fazla hidroksil grubunu

iceren ve gida maddelerinde buruk, aci, yakici ve samansi taddan sorumlu olan
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kimyasal bilesikler oldugu belirtilmistir [40, 41]. Bu yonleriyle fenolik bilesikler

zeytinin organoleptik karakterinin olusmasina katkida bulunmaktadirlar [42, 43].

Zeytin yaprag: ekstraktindaki baslica fenolik bilesikler genel olarak 5 gruba
ayrilabilmektedir. Bu gruplarda yer alan fenolik bilesikler ve miktarlar1 Tablo 1.2°de
verilmistir [44]. Zeytin yaprag ekstresi; konsantre sivi, toz, kapsiil ve kuru yaprak

cay1 olarak farkl diyetlerde kullanilmaktadir [45].

Tablo 1.2: Zeytin yapragi ekstraktinda bulunan fenolik bilesikler ve baz1 ¢alismalardaki miktarlar1.

Oleuropein 24,54 % [46]

26471.4 + 1760.2mg/kg [49]

Oleuropeosidler 40,33 % [50]
(SEKOIRIDOIDLER) | Verbaskosid 1.11% [46]
966.1 + 18.1 mg/kg [49]

5.68% [50]

Tirosol 0.71% [46]

1.76% [50]

Hidroksitirosol 1.46% [46]

Fenoller 1.82% [50]
Vanilin 0.05% [46]

Vanilik asit 0.63% [46]

Kaffeik asit 0.345% [46]

220.5 £+ 23.3 mg/kg(pereira)

Flavanol Rutin 0.05% [46]
495.9 + 12.2 mg/kg[49]

Flavan-3-ol Katesin 0.04% [46]
Luteolin-7-glukosid 1.38% [46]

4208.9 + 97.8 mg/kg [49]

5.05% [50]

Apigenin-7-glukosid 1.37% [46]

Flavonlar 2333.1 + 74.7 mg/kg[49]

3.13% [50]

Diosmetin-7-glukosid

0.54% [46]

Luteolin

0.21% [46]

Diosmetin

0.05% [46]

Zeytin yapraginin antioksidan 6zelligi birgok aragtirmaya konu olmustur[46,
49, 50]. Igerdigi fenolik bilesiklerin insan sagligma etkileri gdz oniine alindiginda
zeytin yapragi ¢aymin tedavilerde destekleyici olarak diyetlere katilmasi kaginilmaz

olmustur.
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Zeytin yapragmin saglik etkilerini gosteren caligmalarda zeytin yapragi
ekstresinin hiperglisemi ve oksidatif stresi inhibe etme potansiyeli oldugu ve sistolik
ve diastolik kan basimncini hipertansiyon ilaglartyla benzer sekilde etkiledigi

gorilmistiir [47, 48].

Zeytin yetistiriciligi yapilan iilkelerde zeytin ve zeytinyag elde edilirken yan
iriin olarak biiylikk miktarlarda olusan zeytin yapraklarinin farkli sekillerde
degerlendirilmeleri, zeytin yapraginin ticari onemini artirmaktadir. Zeytin yapraklari
giinimiizde en c¢ok zeytin yapragi ekstraktt ve zeytin yapragi cayr olarak

degerlendirilmektedir.

Bu c¢alismada farkli periyodisite Ozellikleri gosteren Ayvalik, Domat ve
Memecik ¢esidi zeytin agaglarindan farkli hasat zamanlarinda (Eyliil, Kasim, Ocak
aylar1) zeytin yapraklar1 toplanmistir. Toplanan yapraklarin bazi fizikokimyasal ve
antioksidan o6zellikleri ile fenolik ve mineral bilesimleri belirlenmistir. Calismada s6z
konusu o6zellikler bakimindan c¢esit ve hasat zamanlar1 arasindaki farklarin ilk kez

ortaya konulmasi amaglanmistir.
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2. LITERATUR TARAMASI

Zeytin yapragi; antioksidan, antimikrobiyal ve antifungal etkilere sahip
olmasinin yaninda icerdigi fenolik bilesikler ve mineral maddeler ile insan sagligina
yararlar1 ve tedavi edici 6zellikleri ile de fonksiyonel 6zelliktedir. Bu yoniiyle zeytin
yapragi c¢ay1l fonksiyonel gida olarak kabul edilebilmektedir. Zeytin yapraginin
bilesimi ve antioksidan ozellikleri iizerine yapilan literatiirdeki caligmalar kisaca

Ozetlenmistir.

Zeytin  yapragi ekstrelerindeki fenoliklerin antioksidan kapasitelerini
Benavente-Garcia ve arkadaslar1 (2000) arastirmiglardir. Fenolik bilesikleri HPLC
cihaz1 ile, toplam fenolik madde igerigini UV-spektrometreyle, antioksidan
kapasiteyi ise ABTS radikal siipiiriicii etki yontemiyle tespit etmislerdir. Sonug
olarak zeytin yaprag: ekstrelerinde oleuropein ve verbaskosit igeren oleuropeositler,
luteolin-7 glukozit, apigenin-7-glukozit, diosmetin-7-glukozit, luteolin ve diosmetin
iceren flavonlar, rutin i¢eren flavonoller, katesin igeren flavan-3-oller ve tirosol,
hidroksitirozol, vanilin, vanilik asit ve kafeik asit igeren fenoller olmak {izere toplam
5 fenolik grup oldugu goriilmiistiir. Ayrica zeytin yapragi ekstresindeki fenoliklerin,
radikal siipiiriicii etkileri bakimindan sinerjik davranis gosterdigini belirtmislerdir.
Radikal siipiiriicii  etkileri  karsilastirildiginda  zeytin  yapragi  ekstresinin

hidroksitirosole yakin degere sahip oldugu goriilmiistiir [46].

Pereira ve arkadaslar1 (2007); zeytin (Olea europaea L. Cv. cobrangosa)
yapraklariin fenolik bilesikleri ve antimikrobiyal aktivitesini inceleyen bir ¢calisma
yapmislardir. Bu ¢alismalarinda antibakteriyal ve antifungus 6zellikler arastirilmistir.
Insan bagirsak ve solunum yolu enfeksiyonlarma sebep olan gram pozitif (Bacillus
cereus, B. subtilis ve Staphylococcus aureus), gram negatif (Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli ve Klebsiella pneumoniae) bakteriler ile mantarlar
(Candida albicans ve Cryptococcus neoformans) iizerindeki etkiler arastirilmigtir. 7
tane fenolik bilesik (caffeic Asit, verbascoside, oleuropein, luteolin 7-O-glucoside,
rutin, apigenin 7-O-glucoside ve luteolin 4’-O-glucoside) belirlemisler ve alisiimadik

antimikrobiyal aktivite gozlemlemislerdir [49].
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Hayes ve arkadaglar1 (2011); piyasada satilan 4 ticari {irlinlin (Zeytin yapragi
ekstresi (Olea europaea L.), lutein, sesamol ve ellajik asit) fenolik kompozisyonu ve
laboratuvar ortaminda antioksidan kapasitelerini arastirmiglardir. Antioksidan
kapasitelerini 6lgmek i¢cin DPPH, ABTS+, demir azaltarak antioksidan kapasite
(FRAP),oksijen azaltilmast (ORAC) ve b-karoten-linoleik asit tahlilleri
kullanmislardir. Tiim antioksidan test yontemleri i¢in antioksidan giicii sirast; ellajik
asit > sesamol > zeytin yapragi ekstresi > lutein seklinde oldugunu sdéylemislerdir.
Zeytin yapragi ekstresi toplam fenolik icerigi Folin-Ciocalteu yontemi kullanilarak
1.60 mg gallik asit esdegerleri (GAE) / g kuru agirlik olarak tahmin etmislerdir.
HPLC-DAD ile birlikte nitel ve nicel kompozisyon analizi kullanilarak zeytin
yaprag1 ekstresi i¢inde 6 ana bilesik (oleuropein, verbascosit, luteolin-7-O-glucosit,
apigenin-7-O glucosit, hidroksitirosol ve tirosol) belirlemislerdir. Yiiksek dogal
antioksidan potansiyeli olan lutein, sesamol, ellajik asit ve zeytin yapragi ekstresi
serbest radikallerin implike edildigi hastaliklarda yararli olabilecekleri sonucuna

varmuglardir [50].

Tunus’a ait Chemlali zeytin ¢esidi yapraklarindaki antioksidan ozelliklerin
arastirildigi bir ¢alismada fenolik bilesikler HPLC ve LC-MS ile, antioksidan
kapasiteler ise DPPH radikal temizleme ve [-karoten-linoleat testi yontemleriyle
gerceklestirilmitir. Hasat donemi boyunca % 12,4-14,2 arasinda degisen diisiik
varyasyonlu oleuropein konsantrasyonu gozlenmis ve bu konsantrasyonun diger
fenoliklere gore yiiksek olduguna deginilmistir. Sulu metanolik yaprak ekstrelerine
uygulanan ve karmasik fenolik molekiillerinin yikimi veya hidrolizine sebep olan asit
uygulamasimin ardindan oleouropeinde azalma  goriiliitken  hidroksitirosol
konsantrasyonunda artig goriildiiglinii belirtilmistir. Zeytin yapragi ekstresinden elde
edilen hidroksitirosoliin yiiksek antioksidan ozellik gosterdigini sdylemislerdir.
Ayrica aragtirmacilar hidroksitirosoliin dogal bir kaynaktan gelen gli¢lii bir

antioksidan oldugunu, kozmetik ve ilag¢ kullanilabilecegini sdylemislerdir [51].
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Silva ve arkadaslar1 (2006); Olea europaea L. meyve ve yapraklarinin
fenolik bilesikleri ve antioksidan aktivitesini incelemislerdir. Bunun i¢in HPLC,
toplam fenolik igerik ve torolax ile karsilastirmali ABTS ile toplam antioksidan
etkisini 6lgen metodlar kullanmislardir. 10 farkli gesit zeytin agacindaki (Bical,
Borrenta, Cobrangosa, Coimbreira, Lentisca, Madural, Negrinha de Freixo,
Redondal, Santulhana ve Verdeal Transmontana) ¢alisma sonucunda Cobrangosa ve
Negrinha de Freixo c¢esitlerindeki fenolik bilesiklerin yiliksek konsantrasyonda
oldugunu goézlemislerdir. Verbascoside, luteolin-7-glukozit ve oleuropeinin

yapraklarda bol oldugunu belirtmislerdir [52].

Lee ve arkadaglar1 (2009); zeytin yapragindaki fenolik bilesikleri, farkli
ekstakt  ¢ikarma  yontemleriyle  karsilastirarak  antioksidan  &zelliklerini
degerlendirmislerdir. Toplam flavonoid ve fenolik igerigin etanol, biitanol ve etil
asetat ekstraklarinda hekzan, kloroform ve sulu olanlarindan % 80 daha yiiksek
oldugunu gostermislerdir. Fenolik igerigi yiiksek olan bu 3 fraksiyonda ve
antioksidan 6zelligi yiiksek olan diger ekstrakt fraksiyonlarinda oleuropein miktarini
onemli Olgliide biiyiik olarak tanimlamiglardir. Ekstrakt ¢ikarma yontemlerinin
oleuropein ve fenollerin antioksidan kapasitelerini onemli OSlgiide degistirdigini

gostermisglerdir [53].

Abaza ve arkadaglar1 (2011); Tunus zeytin ¢esitlerinden Chetoui zeytin ¢esidi
yapragi ekstratinda ¢oziicli tipinin fenolik ve antioksidan faaliyetlerine etkisini
arastirmiglardir. Oda sicakliginda 4 farkli ¢oziicli (iyonu giderilmis su (ddH20),% 80
metanol (% 80 MeOH),% 70 etanol (% 70 EtOH) ve % 80 aseton) ile hazirlanan
ekstrelerde toplam fenol ve toplam flavonoid sirasiyla Folin-Ciocalteu ve aliiminyum
kloriir kolorimetrik yontemlerini kullanilarak Slgmiislerdir. Antioksidan 6zellikleri,
DPPH ve ABTS olmak iizere iki siipiiricii aktivite yoOntemi tarafindan
belirlemislerdir. Sonu¢ olarak metanol ¢oziiciilii ekstrelerin antioksidan Ozellik

agisindan 6nemli oldugunu dile getirmislerdir [54].
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Aouidi ve arkadaglart (2011); kurutulmus zeytin yapraklarinda gama
isimalarinin  antioksidan Ozellikleri ve fenolik bilesikleri {izerindeki etkili
dekontaminasyonunu incelemislerdir. Bunun i¢in havayla kurutulmus toz ve saglam
zeytin yapraklarina 25 kGy kadar uygulamislardir. Toplam aerobik bakteri, maya ve
kiif ve laktik asit bakterileri gama i1sinlama sonrasi saymiglar ve 20 kGy’de
dekontaminasyon elde etmiglerdir. Sonug¢ olarak basarili bir gama radyasyon
tedavisinin uygulanmasiyla fenolik bilesimi ve antioksidan 6zelliklerini etkilemeden,
hava ile kurutulmus zeytin yapraklarmin mikrobiyal kalitesinin iyilestirilmesinin elde

edilebilecegini dile getirmislerdir [55].

Salah ve arkadaglari (2012); Tunus’ta yetistirilen farkli cesit zeytinlerin
yapraklarinin fenolik bilesikleri ve biyolojik faaliyetlerini degerlendirme g¢aligmasi
yapmislardir. Bu ¢alisma i¢in orijini Tunus, Ispanya, Italya ve Fransa olan 8 farkli
cesit (Sevillane (Ispanya), Rosicola ve Meski (italya), Lucques (Fransa), Gerboua,
Chetoui, Limouni and Chemlali (Tunus)) zeytin yapraklarina fenolik bilesik ve
antioksidan aktiviteleri belirleyen metodlar (HPLC-UV, Folin—ciocalteu toplam
polifenol igerigi, toplam flavonoid igerigi, DPPH, B-karoten agartma ve FRAP
testleri) uygulamiglardir. Tiim zeytin ¢esitlerinin yapraklarindaki ana bilesen
oleuropein oldugunu belirtmislerdir. Toplam fenol igeriklerine gore en yiiksek
bulunan ¢esitlerin siralamasinin; Limouni > Gerboua > Meski > Chetoui
seklindeyken, Sevillane ¢esidinin en disiik oldugunu belirtmisglerdir. Yiiksek
oleuropein igerikleri ve antioksidan Ozelliklerinden dolayr farmakolojik ve
endiistriyel olarak insan sagligina radikallerin yol actig1 zarar1 dnleyebilecek dogal

bir kaynak oldugunu séylemislerdir [56].

Sevim ve Tuncay (2012); Memecik ve Ayvalik zeytin g¢esitlerinin meyve ve
yapraklarindaki antioksidan aktivite ve toplam fenolik madde miktarin
arastirmiglardir. Bu calismalarinda DPPH ve ABTS radikal siipiiriicii etkisi yaninda
su ve yag miktarlarim1 da Olgmiislerdir. Ayvalik ve Memecik zeytin cesitlerinin
2008/09 ve 2009/10 hasat yillarinda topladiklar1 yapraklarinda toplam fenolik madde
miktarlar1 acisindan 6nemli bir fark olmadigini fakat Memecik zeytin meyvesinin
toplam fenolik madde miktarinin Ayvalik zeytin meyvesine gore daha yliksek
oldugunu soylemislerdir [57].
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Koriikoglu ve arkadaslar1 (2006); Tiirkiye’de yiiriitiilen bir ¢aligmada Trilye
bolgesindeki zeytinlerin yaprak ekstrelerindeki antifungal aktiviteyi arastirirken;
Soxhlet cihazinda gesitli ¢oziiciilerle (su, etanol, aseton, etil asetat) hazirladiklar taze
zeytin yapragi ekstrelerini 6 farkli maya tiiriine (Saccharomyces cerevisiae ATCC
9763, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces uvarum, Candida oleophila,
Metschnikowia fructicola ve Kloeckera apiculata) karsi test etmiglerdir. Bu 6zlerin
antifungal faaliyetleri, disk difiizyon deneyi, minimum inhibe edici konsantrasyon
(MIC), minimum fungusit konsantrasyonu (MFC) ile test etmislerdir. Sonug olarak,
test edilen maya mantarlarinin aseton ve etil asetat ekstrelerine duyarli oldugunu
gostermislerdir. Saccharomyces cerevisiae ATCC 9763’nin mayalar arasinda en

direngli oldugu tespit edilmistir [58].

Kortikoglu ve arkadaglar1 (2008); Gemlik zeytin c¢esidi yapraklarindan
hazirlanan sulu, asetonlu, metanollii ve etil asetath ekstreleri antifungal aktivitelerini
gormek amaciyla 30 mantar susunu (Alternaria alternata, Aspergillus chevalieri, A.
chrysogenum, A. elegans, A. flavus (3 sus), A. fumigatus, A. nidulans, A. niger (2
sus), A. oryzae, A. parasiticus (4 sus), A. tamari, Penicillium verrucosum, A.
versicolor, A. wentii, Fusarium oxysporum, F. semitectum, Mucor racemosus,
Neurospora crassa, P. citrinum, P. echinulatum, P. griseofulvum, P. italicum, P.
roqueforti ve Rhizopus oligosporus) kullanmiglardir. Sulu ekstre 10 tanesini, aseton
ve metanol ekstreleri 8 tanesini ve dietileter ekstresi 7 tanesini inhibe etmistir. A.

parasiticus en direngli iken A. wentii en duyarli oldugunu sdylemislerdir [59].

Sudjana ve arkadaslari (2009); ticari zeytin yapragr ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. 122 adet mikroorganizmadan
Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori ve Staphylococcus aureus’un zeytin
yaprag1 ekstresine karst en aktif mikroorganizmalar oldugunu sdylemislerdir.
H.pylori ve C. jejuni’ye karsi zeytin yapragi ekstresinin Ozel olarak aktivite
gostermesi mide florasinda zeytin yapragi ekstresinin etkili olabilecegini gosterdigini

sOylemislerdir [27].
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Koriikoglu ve arkadaglar1 (2010); zeytin yapragi ekstrelerinin antibakteriyel
aktivite ve kimyasal karakterlerini incelemislerdir. Salmonella enteritidis, Bacillus
cereus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Streptococcus thermophilus ve Lactobacillus bulgaricus bakterileri {izerinde inhibe
edici etkisi aragtirtlmistir. En etkili bilesigin oleuropein oldugu goriilmiisken siringik

asiti etkisiz bulmuslardir [60].

Lee ve Lee (2010); Olea europaea yapragi ekstresinde bireysel ve kombine
fenoliklerinin  antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir.
Oleuropein, rutin, vanilin ve kafeik asit ile bunlarin sirasiyla 100:1.35:0.65:0.30, w/w
oranlarindaki karigimlarinin nitrit atma ve DPPH radikali siipirme etkilerini
Olemiislerdir. Yaprak ekstresi fenoliklerinin hem bireysel hem de kombine olarak
gosterdigi radikal siipiiriicii etkilerinin siiperoksit dismutaz (SOD) benzeri oldugunu
ortaya ¢ikarmislardir. Mikroorganizmalara karsi oleuropein ve kafeik asitin inhibe
edici etkleri oldugunu séylemislerdir. Bacillus cereus KCCM 40935, Staphylococcus
aureus KCCM 40307, Escherichia coli KCCM 11234, Salmonella enteritidis KCCM
12021 bakterilerine karsi inhibe edici etkilerine bakildiginda oleuropein ve kombine
fenolik karigiminin S. enteritidis tizerine yiiksek inhibe ediciligi varken kafeik asitte
bu etkinin orta derecede oldugunu gostermislerdir. B. cereus iizerine ise kafeik asit
orta derecede inhibe edici etki gosterirken kombine fenolik karigimin yiiksek inhibe
edici etkisi oldugunu gormiislerdir. Bu sinerjik etki alisilmadiktir. Ayrica kafeik

asidin E. coli'ye kars1 orta derecede inhibe edici etkisi oldugu goriilmistiir [61].

Susalit ve arkadaglar1 (2011); asama 1 hipertansiyonu olan hastalarda
kullanilan “Captopril” ilaci ile zeytin yapragi ekstresinin sistolik ve diyastolik kan
basinci tizerine etkilerini karsilastirmiglardir. Calisma 8 haftalik tedavi ve sonrasinda
4 haftalik devam donemlerinden olusmaktadir. Zeytin yapragi ekstresi giinde iki kez
500 mg dozda verirlerken captoprili giinde iki kez 12,5 mg oranindaki dozlarda
vermiglerdir. 2 hafta sonra captoprili, hastanin tedaviye yanitina gére 25 mg doza
cikarmiglardir. 8 haftalik tedavi sonrasinda ilk etkinligi sistolik kan basincinda
gormiislerdir. ikinci etkiyi diyastolik kan basmci ve lipit profili {izerinde
gormiislerdir. Her iki grupta da 8 hafta sonunda kan basinglarinda azalma
gormiislerdir. Sonug olarak giinde iki kez 500 mg zeytin yapragi ekstresi giinde iki
kez 12,5-25 mg captopril ile asama 1 hipertansiyonlu hastalarda sistolik ve diyastolik

kan basinglarini benzer distiriicii etkisi oldugunu séylemislerdir [48].
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Al-Azzawie ve Alhamdani (2006); alloksan-diyabetik tavsanlarda
oleuropeinin hipoglisemik ve antioksidan etkisini aragtirmiglardir. Alloksanla
indiiklenmis diyabetik tavsanlardan alinan kan Orneklerinde plazma ve eritrosit
malondialdehit (MDA) ve kan sekerindeki degisiklik olarak belirgin bir artis
gbzlenmigtir. 16 hafta boyunca 20 mg/kg. oraninda oleuropein tedavisindeki
tavsanlarin MDA ile birlikte kan sekerinin normal kontrol grubundaki tavsanlardan
farkli olmadigin1 gormiislerdir. Hiperglisemi ve oksidatif stresle uyarilmis diyabet

komplikasyonlarinda oleuropeinin yardimci olabilecegini sdylemislerdir [47].

Erbay ve Icier (2008); zeytin yapraginin kurutma kinetigini incelemislerdir.
Bunu yaparken Memecik zeytin c¢esidi yapraklarini kullanmiglardir. Toplanan
yapraklarin yiizeyleri yikanmig ve filtre kagidi iizerinde sularinin uzaklagsmasini
saglamiglardir. Hasattan sonra en fazla 24 saat iginde kurutulan yapraklari sicak hava
ile ince tabaka kurutma prensibine dayali 11 farkli yar1 teorik model icin
denemislerdir. Sonuglar1 SPSS (ver.13, 2004) programinda temel uyum degeri olarak
korelasyon sabitinin 1’¢ yakin olmasi ile x* degerlerinin diisik olmasina dikkat
etmislerdir. Sonug olarak “50 °C sicaklik ve 0,5-1,5 m/s hava hiz1 aralifinda zeytin
yapraginin kuruma davraniglariyla, modifiye Henderson ve Pabis modelinin r =

0,99960 ve x*= 0,0000681 degerlerinde iyi uyum gosterdigi” sdylemislerdir [62].

Bilek (2010); zeytin yapragindan ekstrakt ¢ikarmak igin gerekli olan en
uygun kosullart incelemistir. Bunun i¢in 4 farkli bagimsiz degiskenin (Coziici
kompozisyonu (etanol-su, %20 - %100), ekstraksiyon sicakligi (20 - 60 °C),
ekstraksiyon siiresi (4 - 48 sa) ve ¢oziicli kat1 oran1 (4 - 8)) toplam fenolik madde
miktarma etkilerini belirlemistir. “Onerilen secilmis kosullar % 43 etanol igeren su
(h/h), 50 °C, 15 sa ve 7 kat ¢ozgen/kat1 oran1 olarak belirlenmistir”. Bu kosullar
altinda hazirlanan ekstraktin toplam fenolik madde igeriginin 4586.3 mg GAE/100 g
kuru yaprak oldugunu gostermistir [63].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Zeytin yaprag ornekleri Edremit Zeytincilik Uretme Istasyonu Miidiirliigii'ne
bagli olan GOmec beldesindeki zeytin bahgesinde yetistirilen farkli zeytin
cesitlerinden elde edilmistir. Ayvalik, Domat ve Memecik ¢esidi zeytin agaclarindan
Eylil, Kasim ve Ocak aylarinda zeytin yapraklari toplanmistir. Zeytin yapraklar
toplanirken agacin her cephesinden alinmasina ve miimkiin oldugunca dallar
kellestirmemeye dikkat edilmistir. Eyliil ve Kasim aylarinda yapilan hasat 2013,
Ocak ay1 hasadi ise 2014 yilinda yapilmis ve muhafazalari saglanmistir. Kullanilan

kimyasal maddeler Sigma, Aldrich ve Merck firmalarindan saglanmigtir.

3.2 Yontem

Toplanan zeytin yapraklar1 3 giin siireyle golgede kurutulmus, tlizerlerindeki
toz saf suyla yikanarak uzaklastirilmis ve kalan sular kurutma kagitlart yardimiyla

uzaklastirilarak posetlenmis ardindan -20°C’de dondurucuda saklanmistir.

3.2.1 Nem Tayini

Zeytin ¢esidi yapraklarinda nem tayini yapilirken gravimetrik yontem
kullanilmistir. Bu yontemde Tiirk Standartlar1 1632 baz alinmistir [64]. Yapraklarda
5 g kadar tartilmis ve etiivde 105°C’de sabit tartima gelene kadar bekletilip sonuglart

yiizde olarak hesaplanmigstir.
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3.2.2 Toplam Kiil Tayini

Toplam kiil tayini analizi TS 2131 ISO 928’e gore yapilmustir [65]. Gidalarda
kiil, organik maddelerin yanmasindan sonra geriye kalan inorganik kalintilardir.
Sebze ve meyve gibi gida maddelerinde kuru madde iizerinden ve kiil miktar1 %
I’den yiiksek oldugunu tahmin ettigimizden dolayr numunelerden 2-3 g tartildi.
Toplam kiil miktar1 tayininin ilkesine uygun olarak, miktar1 bilinen gida 6rneginin
once kurutulmasi, daha sonra 600°C sicaklikta kiil elde edilene kadar yakilarak

asagidaki formiilden % kiil miktarinin saptanmasi islemi yapilmistir [66].

%Kiil =((Dara + Kiil) — Dara) / ((Dara + Ornek) — Dara) x 100

Kurutulan numuneler krozelerede tartilip yakma firinina konmus ve biitiin
karbon uguncaya kadar isitilmistir. Desikatorde soguyan krozeler tekrar tartilarak
elde edilen verilerden, yukaridaki formiile gore, toplam kiil miktar1 yiizde olarak

hesaplanmustir.

3.2.3 Toplam Invert Seker Tayini

Seker tayini yapilirken Lane-Eynon yontemi uygulanmistir. Bu ydntem
sekerin Bakir-2 Oksidi, Bakir-1 Okside indirgemesi ilkesine dayanir. Metilen mavisi
indikator olarak kullanildiginda ortamda Bakir-1 Oksit olmasi sebebiyle bakir
kirmizisi1 renk olusur [67]. Bu yonteme gore hazirlanan standart seker ¢ozeltisinin
bakir-2 oksidi indirgemesi sirasinda harcanan hacimdeki mg cinsinden seker miktari,
yani faktor (F), belitlenmistir. Orneklerdeki invert seker miktar;; faktor ve
orneklerden hazirlanan berrak filtratlarin indirgeme sirasinda harcanan hacimleri
(V2) yardimiyla asagidaki formiile gore gram cinsinden yiizdeleri belirlenmistir.
Formiiller Akgiin’iin “Seker Tayini” calismasindan ¢ikarim yapilmis ve tayinin

yapilisinda gene ayni ¢aligmadan faydalanilmistir [68].

% Invert Seker(g)= (100 x F x H.F.H.) / (V2x Orn.)

H.F.H. : Orneklerin durutulmas: ve filtre edilmesiyle hazirlanan berrak filtrat
hacmi.

Orn.: Berrak filtrattaki 6rnek miktari.

24



Toplam seker miktarinda ise hazirlanan berrak filtratlardan nétrlenmis berrak
filtratlar hazirlanmis ve invert sekerdeki gibi harcanan noétrlenmis berrak filtrat
hacimleri (V3) kaydedilip asagidaki formiil ile gram cinsinden yiizdeleri

belirlenmistir.

% Toplam Seker(g)=(100 x F x H.F.H. x N.F.H.) / (V3x Orn. x K.F.H.)

K.F.H. : Hazirlanan berrak filtrattan nétiirlemek ve seyreltmek i¢in kullanilan
berrak filtrat hacmi.

N.F.H. : Kullanilan berrak filtratin nétiirlenmis ve seyreltilmis filtrat hacmi.

3.2.4 Antioksidan Aktivite Tayini

3.2.4.1 Fenolik Ekstraksiyon

Zeytin yapragi orneklerinden bir miktar alinarak iizerine sivi azot eklenmis ve
kahve ogiitiiclisi yardimiyla toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen 6rneklerin
her birinden tiipler igerisine 0,5 g tartilmis ve %80’lik 5 ml metanol eklenerek +4
°C’de bir gece bekletilmistir. Bekletilen karisima 4500 rpm de 15 dakika santrifiij
islemi uygulanarak siipernatantlar1 bagska tiiplere aktarilmistir. Siipernatantlari
alindiktan sonra tiipte kalan pelletler lizerine %80’lik 5 ml metanol eklenerek ayni
stire ve rpm’de tekrar santrifiij edilip olusan silipernatantlar ilk siiper natantlarla
birlestirilmistir. Kalan pelletlere son kez 2 ml metanol eklenmis santrifiij islemi
tekrarlanmis ve siipernatantlar birlestirilmistir. Boylece eklenen metanol hacmi 12

ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ekstraktlar analize kadar -20 °C’de saklanmustir
[69].

3.2.4.2 Serbest Radikal Yakalama Aktivitesi Tayini (DPPH)

Hazirlanan ekstraktlardan 250 pL alinarak iizerlerine 2.5 mL %100’lik
metanol ve 2.5 mL DPPH c¢ozeltisi ilave edilmis ve karanlikta 1 saat bekletilmistir.
Kontrol ¢ozeltisi ise sadece metanol ve DPPH ile hazirlanmis ve reaksiyonlarin oda

sicakliginda gergeklesmesi saglanmistir [69].
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Daha sonra c¢ozeltilerin absorbanslar1 spektrofotometrede (T70+UV/VIS

spectrophotometer, PG Instruments, England) 517 nm’de okunmustur.

DPPH- (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) serbest radikalleri yakalama aktivitesi
asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir ve sonuglar % inhibisyon olarak

verilmistir [70]

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

3.2.4.3 Toplam Fenolik Madde Tayini

Fenolik ekstraktlarindan 40 pl alinarak bir tlip igerisine pipetlenmis ve
tizerine 2,40 ml saf su eklenerek seyreltilmistir. Daha sonra 200 pl Folin-Ciocalteu
ayiract ilave edilerek karigtirllmistir. Karistma 30 saniye sonra, 7,5 dakika once
olacak sekilde 600 pl doymus sodyum karbonat ¢ozeltisi (% 38, agirlik/hacim)
eklenmistir. Son olarak 760 pl saf su eklenerek tiipler iyice karigtirilmistir.
Karanlikta iki saat bekletildikten sonra, ¢ozeltinin absorbansi sahit ¢ozeltiye karsi
750 nm dalga boyunda spektrofotometre (T70+UV/VIS spectrophotometer, PG
Instruments, England) ile o6l¢iilmistiir. Sonuclar gallik asitten hazirlanmis
cozeltilerden elde edilen kalibrasyon egrisi (12 = 0.998) kullanilarak mg gallik asit
esdegeri (GAE) /g olarak hesaplanmistir. Analizler {i¢ paralel halinde yapilmistir
[71].
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Sekil 3.1:Gallik asit standart kalibrasyon egrisi.

3.2.5 Fenolik Kompozisyon

Golgede kurutulup -20°C’de saklanan zeytin yapraklar1 hemojenize edilip 15
giin siireyle %70’lik etanol igerisinde bekletilmistir. Bu siire icerisinde karigim
periyodik olarak karistirilmistir. Olusan karisimdan zeytin yapraklari adi filtre kagidi
yardimiyla stizilmiistiir. Siiziintii rotary evaporatérde 50 °C’de ugurulmustur. Kalan
rezidiideki ¢Oziiciiniin tamamen uzaklasmasi icin 1 giin siireyle c¢eker ocakta
bekletilerek konsantre ekstrakt elde edilmis ve HPLC analizine girene kadar -20
°C’de bekletilmistir. Konsantre ekstraktan 100 mg tartilarak 10 mL metanolde
¢oziindiirilmiis ve 0.45 pm’lik mikropor filtreden gegirilerek HPLC’ye enjekte
edilmistir. Fenolik maddelerin profilini belirlemek i¢in kademeli eliisyon (gradiyent)
programina gore calisilmistir [72]. Kademeli eliisyon profilinde mobil faz olarak,
Asetik asitin -suda- %3’liik ¢ozeltisi (Coziicii A) ve HPLC saflikta Metanol (Coziicii

B) cozeltileri kullanilmagtir.

27



Fenolik madde standartlar1 olarak; 1. Gallik Asit, 2. Klorogenik Asit, 3.4-
hidroksibenzaldehit, 4. Vanilik Asit, 5. Kafeik Asit, 6.Epikatesin, 7. Siringik Asit, 8.
Ekinokosit, 9. P-Koumarik Asit, 10. Ferrulik Asit, 11. Benzoik Asit, 12. 2-
Hidroksisinnamik Asit, 13. Hesperidin, 14. Rutin Hidrat, 15. Resveratrol, 16.
Rosmarinik Asit, 17. Transsinnamic Asit, 18. Kuersetin, 19. Neoklorogenik Asit, 20.
Kuromanin Klorid, 21. 4-O-Kaffeolkuinic Asit, 22. Taksifolin, 23. Cicorik Asit, 24.
Ellagik Asit, 25. Oleuropein, 26. Miricetin, 27.Luteolin, 28. Ursolik Asit, 29.
Naringenin, 30. Apigenin-7-Glukozit, 31. Juglon, 32. Naringin, 33. Kaempferol

kullanilmistir.
Tablo 3.1:HPLC cihaz1 (Shimadzu marka) ¢alisma kosullar.
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 sicaklignt  : 30 °C

Enjeksiyon hacmi : 20 mikrolitre

3.2.6 Mineral Madde Tayini

Zeytin yapraglr Ornekleri varsa ilizerinde bulunan yabanct maddelerden
temizlenmis, kurutulmus ve homojenize edilerek (Ogiitiilerek) analize hazir hale
getirilmistir. Laboratuvar numunesinden yaklasik 0,3 g tartim alinarak mikrodalga
¢oziinlirlestirme sistemi kaplarina konulmus ve tizerine 5 mL HNOj ilave edilerek
numuneler bozundurulmustur. Mikrodalgadan ¢iktiktan sonra 25 ml’ye saf su ile
tamamlanmistir [73-77]. Uygun c¢aligma programi uygulanarak oOrneklerin metal
ierikleri ICP-OES (CEM-Mars 5) ile tayin edilmistir. Balikesir Universitesi Temel

Bilimler Arastirma ve Uygulama Merkezi’nden hizmet alimi seklinde yapilmistir.
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Dalga boylar1 (nm): 317.933 Kalsiyum (Ca); 285.213 Magnezyum (Mg);
257.610 Mangan (Mn); 206.200 Cinko (Zn); 267.716 Krom (Cr); 238.204 Demir
(Fe); 228.616 Kobalt (Co); 231.604 Nikel (Ni); 327.393 Bakir (Cu); 308.215
Aliminyum (Al); 228.802 Kadmiyum (Cd) ; Kursun (Pb) 220.349; 202.031
Molibden (Mo) ; 189.927 Kalay (Sn); 290.880 Vanadyum (V); 233.527 Baryum
(Ba).

Tablo 3.2: ICP-OES ¢alisma sartlari.

Polikromator

UV bolge

Torch pozisyonu
Tekrar kalibrasyon sistemi
Dedektor

RF jenerator
Sislestirici

Plazma gaz akis1
Auxiliary gaz akis1
Sislestirici gaz akisi
View height

Ornek akis hiz1

Ornek fiskirtma (flush) zaman :

Ornek fiskirtma (flush) hizi
Okuma siiresi (Delay time)
Yikama hizi

Yikama suresi

Echelle bazli polikromator

(167-403 nm)

Aksiyal

Hg lambast

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

15 L min-1

0,5 L min-1

0,5 L min-1

15 mm

1 mL min-1

4s

4,0 mL min-1

60 s

1,5 mL min-1

20s

3.2.1 istatistik Analizleri

Arastirma Tam Sansa Bagli Deneme Planina gore, faktoriyel diizende 3 ¢esit
ve 3 farkli hasat donemi seklinde planlanmistir. Elde edilen verilerin istatistiksel
degerlendirilmesinde SPSS 21.0 istatistik programi kullanilarak, gruplar arasi farkin
Oonemi varyans analizi (ANOVA), gruplar aras1 farkliligin belirlenmesi ise Duncan

coklu karsilastirma testi ile belirlenmistir [78].
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4. BULGULAR VE TARTISMA

41  Nem Icerikleri

Nem tayini sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Nem miktarindaki 6nemli
degisiklikler cesitten ziyade mevsimsel degisikliklerdir. Nem miktarinin en ¢ok
oldugu Eyliil ay1 Domat ¢esidi zeytin yapraklaridir. En az nem miktar1 ise Ocak ay1
Memecik ¢esidi zeytin yapraklarinda goriilmistiir. Helvaci ve arkadaslarinin (2013)
yaptiklar bir caligmada zeytin yapraklarindan 3 farkli ayda ( Mart, Nisan ve Mayis)
yaptiklari nem tayinlerini ortalama %40 olarak belirtmislerdir [79]. Calismamizda
nem igeriklerimiz ortalama % 36,97-51,89 arasinda degismektedir. Sonuglarimiz
genel olarak bu caligmadan yiiksektir.

Son yillarda bitki ¢aylarina olan talebin artmasi sonucunda farkli ve yeni
bitkiler ¢cay olarak iiretilmeye baslanmistir. Bu yapraklarin ticari olarak iiretilebilmesi
i¢in Tiirk Gida Kodeksi’nde belirtilen kriterlere uygun olmas gerekir. Ilgili teblige
gore bitki caylarinda izin verilen son nem orani % 7 olarak belirtilmistir [80].
Calismamizdaki zeytin yapraklarinin ¢ay olarak tiiketilebilmesi i¢in uygun
yontemlerle nem miktarlarinin bu sinira indirilmesi gerekir. Bununla beraber Eyliil
ayinda % 49,83 ile % 51,89 oranlarinda degisen bulgular ¢esitler arasindaki
degisikliklerin 6nemli derecede olmadigini gostermektedir. Bu durumu destekler
nitelikteki ¢esit ve mevsimsel farkliliga iliskin varyans analizi sonuglar1 Tablo 4.2°de
gosterilmistir. Bu analizde nem miktarinin cesitler arast farkliligt 6nemsiz
bulunurken mevsimler arasi farklilik p<0,001 seviyesinde Onemli oldugu
saptanmuistir.

Nem miktarlarinin gesitlerin tamaminda aylara bagl olarak azaldigim1 Sekil
4.1’de de gormek mimkiindiir. Bu sekilden hareketle Eyliil, Kasim ve Ocak
aylarinda olgiilen zeytin yapraklarindan, nem kaybinin en ¢ok goriilenden en az
goriilene dogru siralamasi; Memecik, Ayvalik ve Domat seklindedir. Bununla
birlikte Eyliil ve Kasim aylar1 arasinda kaybedilen nem miktar1 Kasim ve Ocak aylari
arasinda kaybedilen miktarlardan nispeten fazladir.

Bu bulgular gostermektedir ki; Eyliil ayindan Ocak ayimna kadar gecen siirede
nem miktar1 her gesitte siirekli azalmistir. Bu azalmalar zeytin yapragi ¢esitlerinde,
yaklasik olarak, Ayvalik i¢in % 23,40; Domat i¢in % 17,86 ve Memecik iginse %
25,80 oranindadir.
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4.2  Toplam Kiil i¢erigi

Toplam kiil tayini sonuglart Tablo 4.1°de yiizde olarak verilmistir. Kiil
miktarindaki onemli degisiklikler, nem miktarinda goriilen durumun aksine,
mevsimden ¢ok c¢esitler arasindadir. Her ne kadar Sekil 4.3’te cesitlerdeki kiil
miktarlarinin mevsimsel degisimleri de goriilse de Tablo 4.2°de gosterilen varyans
analizinde mevsimsel farklar énem arz etmemisken cesitsel farkliliklar p<0,001
seviyesinde onemlidir. En yiiksek kiil miktari, % 6,59 oraniyla Eyliil ay1 Memecik
zeytin cesidi yapraginda gozlenirken en diisiik miktar, % 4,26 oranla Ocak ay1
Ayvalik zeytin cesidi yapraginda goriilmektedir. Tiirk Gida Kodeksi Cay Tebligi’ne
gore yesil cay olarak kullanilan zeytin yapraklarinda kuru maddede kiil miktar1 %4-8
arasinda olmasi gerekmektedir [80]. Bulunan kiil miktarlar1 bu tebligin kriterleri
icindedir. Bu agidan yesil ¢ay olarak kullanilmalar1 uygundur.

Tim gesitlerde her ay azalma karakterinde olan kiil miktar1 sadece Domat
zeytin ¢esidi yapragmin Ocak ayinda nispeten artis gostermistir. Bu durum Sekil
4.2‘de daha belirgin olarak gosterilmektedir. Ayrica bu sekil kiil miktarinin aylara
bagli olarak degisiminin ¢esitten g¢eside farklilik gosterdigini de belirtmektedir.
Ayvalik zeytin c¢esidi yapraklarinda her ay goriilen azalma diger c¢esitlerdeki
azalmalardan farkli olarak % 6,57 oraninda olup tiim agirliginin % 0,3 oraninda
olmasi bakimindan ¢ok azdir.

4.3  Toplam Invert Seker Miktar1

Invert seker tayini sonuglar1 Tablo 4.1°de gosterilmistir. Tabloda invert seker
miktarlart agirlik¢a yiizde olarak verilmistir. Tablo 4.2°de gdsterilen varyans analiz
sonuglarina gore zeytin agaci1 yapraklarinda hem cesitler arasinda hem de farkli
mevsimlerde gozlenen degisiklikler onemlidir. Cesitler arasindaki degisikliklerin
onemi 0,001°den azken, mevsimler arasindaki degisikliklerin 6nemi 0,05’ten az
bulunmustur. Mevsim ve ¢esitlere bagli olarak gozlenen seker miktar
degisimlerinden, her ne kadar ikisinde de gozlense de, mevsimsel olanlarin daha
onemli degisiklikler oldugu soylenebilir. Bu degisimler géz 6niine alindiginda Ocak
ayinda Eyliil ayina gore tiim cesitlerdeki artiglar Sekil 4.3’te belirgindir. Gene bu
sekilde aylara gore seker miktar1 degisimlerinin Ayvalik ve Domat zeytin ¢esidi
yapraklarinda 6nce azalan sonra artan ve Memecik zeytin ¢esidi yapraginda da dnce
artan sonra azalan bir karakter sergiledikleri goriiliir. Ayvalik ve Domat
cesitlerindeki bu azalma durumu Ayvalik zeytin ¢esidi yapraklarinda Domat zeytin
cesidi yapraklardaki azalisa gore yok denecek kadar azdir. Her gesitte goriilen artisa
ragmen Domat zeytin ¢esidi yapraklarin invert seker iceriginin en az oldugu gene bu
sekilde gosterilmistir. Tablo 4.1°de verilen invert seker miktarlar1 géz Oniine
alindiginda en az miktarin Kasim ay1 Domat zeytin ¢esidi yapraklarinda ve en ¢ok
miktarin da Kasim ayr Memecik zeytin ¢esidi yapraklarinda oldugu goriilmektedir.
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Hasat zamanma yakinligi nedeniyle Ocak aymdaki seker miktar1 durumu
incelendiginde en yliksek miktarin % 47,41 ile Memecik zeytin ¢esidi yapraklarinda

oldugu goriilmektedir. % 46’lik oranla Ayvalik zeytin ¢esidi yapraklarindaki seker
miktar1 ile Memecik zeytin c¢esidi yapraklarindaki seker miktarlar1 birbirlerine
yakindir. Ancak; Domat zeytin ¢esidi yapraklarinin Ocak ay1 seker miktar1 %27,64

ile diger gesitlerin yaklasik % 58,29°u kadardir.

Tablo 4.1: Nem, kiil ve seker tayini sonuglari.

Nem Kiil Toplam invert
Ornekler (%) (%) Seker
(%)

Ayvalik Eyliil 50,67+0,12° 4,56+0,03° 24.2241,00°
Ayvalik Kasim 43,50+0,71% 4,35+0,07° 23,96+0,50°
Ayvalik Ocak 38,81+0,14" 4,26+0,03¢ 46,001,00°
Domat Eyliil 51,89+0,99% 5,43+0,11° 16,02+0,50"
Domat Kasim 44,51+0,26™ 4,46+0,30° 11,860,169
Domat Ocak 42,62+0,79° 4,63+0,11¢ 27,64+0,64¢
Memecik Eyliil 49,83+0,28° 6,59+0,12° 23,95+0,45°
Memecik Kasim 45,26+0,25° 6,19+0,49° 53,81+1,00°
Memecik Ocak 36,97+1,47° 5,09+0,19° 47,4140,19"

60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

0,00

Nem Degisim

Ayvalik

Domat

Memecik

H Eylul
H Kasim

Ocak

Sekil 4.1: % Nem miktarinin aylara gore degisim grafigi.
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Sekil 4.2: % Kiil miktarinin aylara gore degisim grafigi.
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Sekil 4.3: % Toplam invert seker miktarinin aylara gore degisim grafigi.

Toplam invert Seker Degisimi

m Eylil
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Memecik

Tablo 4.2: Zeytin yapraklarinin fiziko kimyasal 6zellikleri bakimindan g¢esit ve mevsimler arasi

farkliliga iliskin varyans analizi.

Varyans Kaynagi Kareler Serbestlik Kareler F Orani
Toplami Derecesi Ortalamasi

N Cesit 28,619 2 14,309 0,552
em Mevsim 580,661 2 290,331 99,561
" Cesit 11,734 2 5,867 22,829+

Kii Mevsim 3,422 2 1711 2,836
. Cesit 2435 366 2 1217,683  10,244%**

Invert Seker  \rovsim 1622,490 2 811,245 5,311*

(*** p<0,001 seviyesinde 6nemli; * p<0,05 seviyesinde 6nemli )
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4.4 Antioksidan Aktivite

Antioksidan aktivite tayini i¢in yapilan Serbest Radikal Yakalama Aktivitesi
(DPPH) ve Toplam Fenolik Madde Miktar1 sonuglar1 agagida verilmistir.

4.4.1 Serbest Radikal Yakalama Aktivitesi (DPPH)

Serbest radikal yakalama aktivitesi tayini sonug¢larinda (DPPH), Tablo
4.4’teki varyans analizleri incelendiginde, mevsim ve c¢esitlerde onemli farklar
olmadigi, Tablo 4.3’te ise tiim Ornekler i¢in inhibisyon oranlarinin %94,60-95,50
arasinda degistigi belirlenmistir. Bu oranlardan en diistigli Kasim ay1 Memecik zeytin
cesidi yapraklarinda, en yiiksek olani ise Ocak ayr Ayvalik zeytin c¢esidi
yapraklarinda gorlilmiistiir. Yapilan bir ¢alismada (2016) etanol ilenen hazirlanan
zeytin yapragi ekstrelerinde DPPH siipiiriicii etkisi incelenmis ve % inhibisyon
oranlarmin ortalama 95,4 oldugu gosterilmistir [81]. Calismamizda buldugumuz
sonuclar bu arastirma bulgulariyla aym1 dogrultudadir. Ayvalik zeytin ¢esidi
yapraklarinda inhibisyon orani siirekli artis gdsterirken Domat ve Memecik zeytin
c¢esidi yapraklarinda dnce azalip sonra artmistir (Sekil 4.2). Bu artis Memecik zeytin
cesidi yapraklarinda Domat zeytin ¢esidi yapraklarina gore nispeten daha fazladir.

Tablo 4.3: Serbest radikal siipiiriicii aktivitesi ve Toplam fenolik madde miktar1 sonuglari.

Ornekler _DP_PH Toplam Fenolik Madde
(% inhibisyon) (mg GAE/g)
Ayvalik Eylil 94,70+0,17° 8,92+0,12°
Ayvalik Kasim 95,300,13 9,1240,10%
Ayvalik Ocak 95,50+0,13° 9,12+0,12°
Domat Eyliil 95,00+0,13° 8,87+0,07%
Domat Kasim 94,70+0,152 8,73+0,14°
Domat Ocak 94.,80+0,132 8,74+0,04°
Memecik Eyliil 94,90+0,122 8,81+0,10°
Memecik Kasim 94,60+0,10° 9,41+0,11°
Memecik Ocak 95,28+0,10° 9,44+0,14°

4.4.2 Toplam Fenolik Madde

Toplam fenolik madde miktarlar1 Tablo 4.3’te gosterilmistir. Toplam fenolik
madde miktarlar1 8,73-9,44 mg/g GAE arasindadir. En diisiik degeri Kasim ay1
Domat zeytin ¢esidi yapraklarinda, en yiiksek degeri ise Ocak ayr Memecik zeytin
¢esidi yapraklarinda goriilmiistiir.
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Harp (2011), bir calismasinda 4 farkli zeytin ¢esidi yapraklarinda ve 4 farkli
hasat zamaninda antioksidan 6zellik arastirmig ve toplam fenolik madde miktarlarin
299,8-732,5 mg/100g CAE arasinda bulmustur [20]. 2013 yilinda 2 farkl ¢esit zeytin
yapraklarinda bir y1l boyunca yapilan bir ¢aligmada toplam fenol miktarlart 70,31-
136,20 mg/g GAE arasinda degismektedir [82]. Zeytin yapraklarinin fenolik
iceriklerinin farkli olmasi olgunlasmaya, hasat zamanina, c¢eside ve yetistirildigi
bolgelere bagli olarak farklilik gosterebilir [20, 83]. Sekil 4.3’te toplam fenolik
madde miktarlarinin aylara ve cesitlere gore degisimleri gosterilmektedir. Ayvalik
zeytin ¢esidi yapragi toplam fenolik madde miktarinin Kasim ve Ocak aylarinda ayni
olduklar1 goriilmektedir.

Tablo 4.4’teki varyans analizi sonucglarinda toplam fenolik madde
miktarlarinda mevsim ve gesitler arasinda 6nemli bir fark goriilmemistir.

DPPH (% inh.)

96,00
95,00
94,00 m Eylil
93,00

H Kasim
92,00

= Ocak

91,00
90,00

Ayvalik Domat Memecik

Sekil 4.4: Serbest radikal siipiiriicii etki aktivitesi(DPPH) % inhibisyon.

Toplam Fenolik Madde

10,07
9,51
8,95 = Eylil
8,39 M Kasim
7,83 1 Ocak
7,27

Ayvalik Domat Memecik

Sekil 4.5:Toplam fenolik madde miktari.
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Tablo 4.4:Zeytin yapraklarinin antioksidan 6zellikler bakimindan ¢esitler ve mevsimler arasi

farkliliga iligkin varyans analizi.

Varyans Kaynagi Kareler Serbestlik Kareler F Orani
Toplami1 Derecesi Ortalamasi
DPPH Ceslt_ 0,532 2 0,266 0,828
Mevsim 0,582 2 0,291 0,974
TEM Cesit 0,888 2 0,444 3,164
Mevsim 0,167 2 0,084 0,887

45  Fenolik Kompozisyon

( *** p<0,001 seviyesinde dnemli)

Zeytin ¢esitlerinin yapraklarindan elde edilen etanol ekstrelerinden fenolik
kompozisyona bakmak i¢in HPLC‘de 33 farkli fenolik bilesikten tiim c¢esitler ve

mevsimlerde higbir sonug elde edilemeyen tek fenolik bilesik Kaemferol olup Tablo
4.6’ya konulmamistir. Bu bilesiklerden 19 tanesi tiim c¢esit ve mevsimlerin
tamaminda belirlenmistir. Arastirilan fenolik bilesiklerden en yiiksek miktarda ¢ikan
Oleuropein ve ondan sonra da Cikorik Asit gelmektedir.

Tiim ekstrelerden elde edilen numune miktarlar1 géz oniine alindiginda en
fazla miktardaki dort bilesik, coktan aza dogru; Oleuropein, Cikorik Asit, Naringin
ve Luteolindir. Bu bilesiklerin bulunduklar1 zeytin ¢esidi yapraginin aylara gore
miktarlarmin degisim grafigi Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da

gosterilmistir.

Tablo 4.5: HPLC sonucu bulunan fenolik igerikte en fazla bulunan bilesiklerin %(mg/kg) oranlari.

Zeytin Cesitleri  Oleuropein Cikorik asit Luteolin  Naringin
Ayvalik Eyliil 45,36 14,98 3,11 7,93
Ayvalik Kasim 72,09 4,30 7,03 0,97
Ayvalik Ocak 27,48 50,64 4,33 5,47
Domat Eyliil 60,40 4,47 3,44 8,68
Domat Kasim 45,68 40,66 2,16 0,74
Domat Ocak 63,03 3,73 3,36 8,71
Memecik Eyliil 44,60 23,11 1,50 4,69
Memecik Kasim 67,10 11,01 5,10 0,86
Memecik Ocak 49,40 11,84 7,96 0,00
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Tablo 4.5’te fenolik igeriklerinde en fazla goriilen bilesiklerin % oranlar
gosterilmektedir. Bu tabloda Oleuropein yiizdeleri 27,48-72,09 arasinda
degismektedir. Oleuropein yiizde miktarlarinda en yiiksek bulunan oran Kasim ay1
Ayvalik zeytin ¢esidi yapraklarinda goriiliirken en diisiik oran ise Ocak ay1 Ayvalik
zeytin ¢esidi yapraklarinda tespit edilmistir.

Tablo 4.6’da ise Oleuropein miktarlarinda tiim cesitler icin en yiiksek
miktarlar Kasim ay1 yapraklarinda goriilmektedir. Oleuropein miktarlarinin g¢esitler
aras1 miktarlarina genel olarak bakildiginda en ¢oktan en aza dogru siralama; Domat,
Memecik ve Ayvalik zeytin ¢esidi seklindedir. Cikorik asit miktarlarinin degisimi
cesit ve hasat zamanlar agisindan diizensizdir. Ancak Memecik zeytin cesidi
yapraklarinda Eyliill, Kasim ve Ocak aylarinda siirekli diisme egilimde oldugu
goriilmustiir. Luteolin miktarlari, gesitlerin kendi arasindaki degisimine bakildiginda
Ayvalik ve Memecik zeytin ¢esidi yapraklarinda en yiiksek Kasim ayinda goriiliirken
Domat zeytin ¢esidi yapraklarinda en yiliksek Eyliil ayinda goriilmiistiir. Naringin
miktarlar1 Ayvalik ve Domat zeytin ¢esidi yapraklarinda Kasim aymnda en diisiik
degerini almistir. Memecik zeytin cesidi yapraklarinda Kasim ay1 degerleri diger
cesitlere yakin olmasina ragmen Ocak ayinda Naringin tespit edilememistir. Yagisin
az oldugu donemlerde bitkiler strese girdiklerinden polifenol sentezini artirirlar [84].
Calismamizda goriilen diislik polifenol miktarlarinin zeytin yapraklarinin yagislarin
arttigi  donemlerde (Eylil, Kasim ve Ocak) toplanmasindan kaynaklandigi
distiniilebilir.

Oleuropein

12000

10000

8000
| Eylll
6000

B Kasim
4000

Ocak

2000

Ayvalik Domat Memecik

Sekil 4.6: Farkli ¢esit zeytin yapraklarindaki oleuropein miktarinin aylara gore degisimi (mg/kg).
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Sekil 4.7: Farkli ¢esit zeytin yapraklarindaki ¢ikorik asit miktarinin aylara gore degisimi.
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Tablo 4.6: Zeytin yapraklarinin fenolik bilesimleri (mg/kg).

Fenolik Bilesikler Ayvalik Ayvalik  Ayvalik Domat Domat Domat Memecik  Memecik Memecik

Eyliil Kasim Ocak Eyliil Kasim Ocak Eyliil Kasim Ocak

1 Gallik Asit T.E. 10,57 11,29 10,41 T.E. T.E. T.E. T.E. T.E.

2 Klorojenik Asit 6,81 T.E. T.E. 10,89 T.E. T.E. 10,75 10,57 T.E.

3 4-o-Hidroksibenzaldehid 6,52 10,33 11,04 10,41 T.E. 10,74 10,75 10,33 10,06

4 Vanilik Asit T.E. T.E. T.E. 38,58 39,56 38,57 39,03 T.E. 37,92

5 Kafeik Asit T.E. T.E. T.E. 55,39 58,21 56,38 T.E. 54,77 55,47

6  Epikatesin 131,84 64,40 70,75 221,07 112,96 91,78 312,48 42,52 31,83

7  Siringik asit 486,17 358,02 T.E. 376,81 226,94 163,05 473,28 181,60 487,56

8  Ekinokozid 14,52 41,33 33,62 19,65 36,53 16,11 17,76 25,94 22,00

9  P-0-Koumarik Asit 6,37 10,57 11,04 9,94 10,66 10,50 10,28 10,09 10,06

10 Ferrulik Asit 7,26 12,01 12,80 12,54 14,24 11,23 11,92 11,53 11,47

11 Benzoik Asit T.E. 6,97 T.E. T.E. 7,19 T.E. T.E. 6,01 3,51

12 2-0O-Hidroksisinnamik Asit 7,26 9,13 T.E. 9,23 T.E. 9,52 9,12 9,37 9,13

13 Hesperidin 22,07 14,90 T.E. 23,43 T.E. 46,86 16,13 T.E. T.E.

14 Rutin Hidrat 53,92 48,78 26,60 66,51 34,92 39,05 53,52 22,10 25,75

15 Resveratrol 17,18 22,83 22,83 33,85 25,87 29,78 26,88 22,82 15,92

16 Rosmarinik Asit 208,27 175,16 137,24 543,91 349,45 463,27 158,23 126,11 141,84
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Tablo 4.6: (Devamui).

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32

Transsinnamik Asit
Kuersetin
NeoklorogenikAsit
Kuromanin Klorid
4-0O-Kaffeolkuinik Asit
Taksifolin

Cikorik Asit

Ellagik Asit
Oleuropein
Mirisetin

Luteolin

Ursolik Asit
Naringenin
Apigenin-7-Glukozit
Juglon

Naringin

4,74
5,93
T.E.
135,69
70,66
81,32
1491,97
704,96
4516,96
445,73
309,45
50,66
42,51
111,99
227,83
790,13

T.E.
12,25
T.E.
191,98
96,11
64,64
593,73
188,86
9962,01
433,71
971,69
80,01
96,83
T.E.
208,56
133,36

T.E.
9,79
T.E.
188,18
113,91
44,66
8682,24
180,90
4711,45
566,29
742,92
86,81
91,83
T.E.
451,88
937,12

T.E.
8,76
T.E.
227,70
119,29
478,11
763,56
249,94
10323,
501,55
587,23
80,24
826,76
T.E.
T.E.
1483,1

T.E.
10,04
T.E.
150,91
T.E.
134,41
10107,41
141,11

96 11355,33
535,85
537,16
82,09
281,08
T.E.
421,72

0 184,68

T.E.
10,01
10,74
218,70
98,85
261,41
483,53
155,48
8171,18
388,09
435,20
80,79
76,40
T.E.
456,92
1129,37

T.E.
9,35
T.E.
192,12
154,02
300,33
3611,44
1123,02
6971,16
455,05
233,95
79,23
63,57
120,60
432,15
733,18

T.E.
10,57
T.E.
170,31
60,77
123,47
1519,11
159,02
9256,36
383,62
704,06
80,95
349,03
T.E.
325,25
118,67

T.E.
T.E.
11,70
T.E.
152,84
73,96
112,82
918,00
168,76
3831,40
385,97
617,70
78,88
311,54
T.E.
229,15
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Sekil 4.8: Farkli ¢esit zeytin yapraklarindaki luteolin miktarlarinin aylara gére degisimi.
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Sekil 4.9: Farkli ¢esit zeytin yapraklarindaki naringin miktarinin aylara gére degisimi (mg/kg).

4.6 Mineral Madde Miktar1

Zeytin yapraklarinin mineral bilesimlerinin belirlenmesi amaciyla 16 farkl
mineral standarti kullanilmis olup o6rneklerde 10 tanesi tespit edilebilir diizeyin
iistinde bulunmustur. Bulunan mineral bilesimler Tablo 4.7°de gosterilmistir. Bu
minerallerden Ca, Mg, Fe ve Al, miktarlar1 en ¢ok olan ilk dort mineral olarak goze
carpmaktadirlar.
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IUPAC (2002) Agir Metal Raporu’nda agir metallerin toksik etki derecelerine
gore; sert metaller (toksik etkisi ¢ok diisiik), sinir metaller ve yumusak metaller
(toksik etkisi yiiksek) olmak iizere 3 gruba ayirmak gerektigi belirtilmistir [85].
Zeytin yapraginda yaptigimiz mineral madde tayinlerinde yiiksek toksik etkili agir
metallere rastlanmamistir

Ca ve Mg mineralleri tiim hasat zamanlarinda Domat zeytin c¢esidi
yapraklarinda en yiiksek miktarda oldugu Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de goriilmiistiir.

Domat zeytin ¢esidi yapraklarindan Kasim ayr Ca ve Mg mineralleri i¢in en
yiiksek degerdedir. Mg miktarlari en yiiksek olan Domat zeytin ¢esidi yapraklariyken
en diisiik olan Ayvalik zeytin ¢esidi yapraklaridir. Yilmaz (2015) bir ¢alismasinda
bitkilerin Mg mineralinin yasl yapraklardan gen¢ yapraklara dogru tasindigini bu
yiizden de Mg eksikliginin 6nce yash yapraklarda goriilebilecegine deginmistir[86].

Mo miktar1 tiim ¢esit ve mevsimler i¢in en az seviyede bulunmustur. bu
bulgularin geneline baktigimizda toksik maddelerin olmadig1 ya da determinasyon
degerinden diisiik ¢iktiklar1 sOylenebilir, ki bu degerler oldukca az hatta eser
miktarlardir.

Bulunan minerallerin degisim araliklari; Ca i¢in 2564,81-4859,08 mg/kg; Mg
icin 771,71-1399,80 mg/kg; Fe i¢in 78,09-119,40 mg/kg; Al i¢in 42,51-81,21 mg/Kg;
Mn igin 10,68-17,99 mg/kg; Zn igin 7,43-15,22 mg/kg; Cu i¢in 5,63-14,75 mg/kg; Ni
icin 1,06-4,24 mg/kg; Cr i¢in 1,31-2,23 mg/kg ve Mo i¢in de 0-3,05 mg/kg
seklindedir.

Toplu (2000) Aksalman ve Piiskiilcii zeytin cesidi yapraklarinda yaptig1 bir
calismada Fe i¢in en uygun degerlerin 70-200 mg/kg olduguna deginmistir [87].
Sekil 4.12°de Ayvalik ve Domat zeytin gesidi yapraklarinin Fe igeriginin Eyliil
ayindan Kasim ayina dogru gidildik¢e dnce azaldigr Ocak ayinda ise artis oldugu
goriilmektedir. Memecik zeytin ¢esidi yapraklarinda ise Fe miktar1 Eylil ayindan
Ocak ayma dogru gidildik¢e siirekli artig goriilmektedir. Tiim ¢esit ve donemler
arasinda Fe iceriginin en yliksek oldugu yapraklar Ocak ay1 Memecik zeytin ¢esidi
yapraklaridir. Bitkiler madensel tuz ihtiyaglarini bulunduklart bélgedeki topraktan
karsilamakla birlikte madensel tuzlarin bitkiler tarafindan alimi su araciligiyla
olmaktadir. Dolayisiyla bulunduklar1 bdlgenin toprak yapisinin yani sira topragin
nemi, sicaklik ve yagis miktar1, yapraklarda bulunan mineral madde miktarlarini da
etkilemektedir. Kagar ve Katkat (2009)’1n yapmis olduklar1 ¢alismada belirttikleri
gibi Dbitkilerdeki tasinim mekanizmasini etkileyen faktorler bunlardir [88].
Calismamizda Fe igeriklerindeki bu benzer degisikligin ayn1 bdlgede
bulunmalarindan kaynaklandig: s6ylenebilir.
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Petousi ve ark.(2016) zeytin yapraginda 2010-2012 yillar1 arasinda farkli
aritma derecelerindeki sularla beslenen zeytin agaglarinda yapmis oldugu analizlerde
Cu miktarim 6,4-12 mg/kg arasinda bulmus ve farkli aritma derecelerindeki sularla
mineral i¢erik degisiminde 6nemli fark olmadig1 sonucuna ulagmiglardir [89]. Cu i¢in
bulunan bu aralik ¢calismamizdaki araliktan daha dardir.

Bulunan 10 mineral diginda tespit edilemeyen 6 mineral Sn, Co, Cd, V, Pb ve
Ba ’dur.

Tablo 4.7: Mineral madde miktarlari(mg/kg).

Ornekler

(mg/kg)
Ayvalik Eyliil 2,23 14,75 12,94 2,72 3,05 13,19 854,76 95,95 2377,29 44,43
Ayvalik Kasim 1,24 7,76 13,29 1,49 0,08 10,40 771,71 81,22 2593,85 42,51
Ayvalik Ocak 1,32 7,66 1491 148 0,33 12,11 851,19 119,40 2703,39 47,96
Domat Eyliil 1,71 10,99 17,99 2,61 0,33 15,22 1187,72 109,33 4348,57 60,89
Domat Kasim 1,31 598 16,95 1,23 0,00 9,01 1399,80 78,09 4859,08 47,23
Domat Ocak 1,40 7,08 13,09 2,47 0,33 11,44 1346,72 97,38 3996,33 58,94
Memecik Eylil 1,47 5,63 1224 1,06 0,25 7,43 97454 90,19 2683,39 54,69
Memecik Kasim 1,96 9,70 10,68 4,24 0,90 11,87 1014,51 103,24 2564,81 48,00
Memecik Ocak 1,55 11,53 14,80 4,09 0,41 11,61 1201,34 333,25 3154,57 81,21

Cr Cu Mn Ni Mo Zn Mg Fe Ca Al

Ca
6000,00
5000,00
4000,00 m Eylil
3000,00 — i —
2000,00 | H Kasim
1000,00 ] | WOcak
0,00
Ayvalik Domat Memecik

Sekil 4.10: Yaprak Ca igeriginin aylara gore degisimi.
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Sekil 4.11: Yaprak Mg igeriginin aylara gore degisimi.
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Sekil 4.12: Yapraklardaki Fe iceriginin aylara gore degisimi.
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5. SONUC VE ONERILER

Zeytin yapraklarinin fiziko kimyasal ve antioksidan 6zellikleriyle yaprak
metabolit bilesimlerini olusturan nem, kiil, seker, fenolik madde miktari, serbest
radikal siipiiriicii 6zelligi, mineral ve fenolik bilesimleri farkli ¢esit ve hasat
zamanlarina bagl olarak degisiklikler gostermistir.

Aragtirma siirecinde tiim c¢esitlerdeki nem miktarlarinda azalis goriilmiistiir.
Kil miktarlarinin tim zeytin gesitlerinde yapilan analizlerde en yiiksek miktarinin
Eyliil ayinda oldugu bulunmustur. Ayrica hasat zamanlarinin tamaminda en ytiksek
kiil miktarlar1 Memecik zeytin ¢esidi yapraklarindadir. Invert seker miktarlar1 tiim
hasat zamanlar1 i¢in Domat zeytin ¢esidi yapraklarinda en diisik degerlerine
ulagmaktadir. Toplam invert seker miktar1 Kasim ayr Memecik zeytin cesidi
yapraginda en yiiksek degerde iken Kasim ay1 Domat zeytin ¢esidi yapraklarinda en
diisiik degerdedir.

Antioksidan o6zellikler bakimindan tiim zeytin ¢esitleri tiim hasat
donemlerinde yiiksek degerler gostermektedir. DPPH siipiiriicii etkileri arasindaki en
yiiksek fark % 0.52 civarinda olup ¢esit ve hasat donemleri arasindaki degisikligin az
oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte serbest radikal (DPPH) siipiiriicii etkisi en
fazla Ocak ayr Ayvalik zeytin g¢esidi yapraklarinda gorilmistiir. Toplam fenolik
madde miktarlar1 da serbest radikal siiptiriicii aktiviteleri gibi farklar arasi
degisikligin az olmasi s6z konusu olmakla birlikte en yiiksek fenolik miktar1 Ocak
ay1 Memecik zeytin ¢esidi yapraklarindadir. Fenolik kompozisyonlarda en yiiksek
bulunan bilesik Oleuropein olmustur. Her ne kadar fenolik kompozisyonda miktarlar
diisiik olsa da oleuropein miktarlarmin kompozisyondaki toplam yiizdeleri yaklasik
olarak % 27-70 arasinda degismektedir.

Mineral madde miktar1 tayinlerinde toksik agir metallerin goriilmemesi zeytin
cesitlerinin  bulunduklar1 bdlgede fizyolojik stresten uzak olduklarin1 veya
yetistirilmeleri acisindan 1yi durumda olduklarint gdstermektedir. Ayrica zeytin
agaclarinin yetistigi bolgedeki sicaklik, yagis ve sulama miktari, zararli haserelerin
ekolojik dengesi, topragin yapisi ve tirii ve beseri faktorler olan kentlesme,
sanayilesme ve ulagimin yaygimligi zeytin bitkilerinin biinyelerindeki mineral ve
fenolik bilesimlerinde degisime gitmelerini, zeytin bitkilerinin iizerindeki fizyolojik
stresi etkilediklerinden, yiiksek oranda etkileyen Onemli faktorlerdir. Dogangay
(2013) bir ¢alismasinda bitkilerin karsilastiklar1 stres faktorlerine karsi savunma
amacl {drettikleri, biriktirdikleri ve salinima ugrattiklar1 ikincil metabolitlerin
degistigini ve bu degisimin zeytin bitkilerinin biiylime ve verimini etkileyerek
besinsel ve biyolojik aktivitelerini 6nemli 6l¢iide degistirdigine deginmistir [82].
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Bu durumda ¢aligmamizdaki fenolik kompozisyonda goriilen diisiik seviyeli
oleuropein ve toplam fenoliklerin bitkinin yetistigi bolgede fizyolojik strese sebep
olabilecek faktorlerle karsilasma derecelerinin de diisiik oldugunu gostermektedir.

Sonug¢ olarak ¢alismamizda zeytin yapraklarmin antioksidan ozellikleri,
mineral ve fenolik bilesimleri ve bazi1 besinsel degerleri ortaya konmustur. Literatiire
olan katkis1 yadsinamayacak kadar yiiksektir. Zeytin yapraklarimin antioksidan
ozellikleri ve yiiksek fenolik madde miktarlarindan dolay1 gidalarda katki maddeleri
yerine kullanilabilecegi gibi ila¢ ve kozmetik sanayinde dogal bir ham madde olarak
kullanilabilir.
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7. EKLER

EK A: Fenolik Kompozisyona Ait Baz1 HPLC Kromotogramlari
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