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ZEYTIN, ZEYTINYAGI VE ZEYTIN YAPRAGINDA BULUNAN BAZI
FENOLIK BILESIKLERIN TAYINLERI ICIN ELEKTROKIMYASAL VE
KROMATOGRAFIK YONTEMLERIN GELISTIRILMESI
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Kimya Anabilim Dah

Damisman: Prof. Dr. Ali CELIK

Bu c¢alismada, zeytin, zeytinyagi ve zeytin yapraginda bulunan bazi fenolik
bilesiklerin tayinleri i¢in elektrokimyasal ve kromatografik yontemlerin gelistirilmesi
amagclanmaktadir.

Diinya genelinde dogal antioksidanlara (gidalarin biyoaktif bilesenleri gibi)
kars1 giderek artan bir ilgi olusmaktadir. Zeytin (Olea europaea L.) meyvesi, yagi ve
yapragi ile birlikte antioksidan kaynagi olan fenolik bilesikler bakimindan oldukca
zengindir. Diger taraftan, zeytin agaci lilkemizin bulundugu cografi konum ve sahip
oldugu iklim ozellikleri sayesinde {iilkemizde bolca yetismektedir. Bu nedenle
miikemmel derecede antioksidan kaynaklar1 olan ve iilkemiz agisindan énemli ticari
degere sahip sofralik zeytin, zeytinyag1 ve zeytin yapraklarinda s6z konusu fenolik
bilesiklerin nicel tayinleri i¢in analitik yOntemlerin gelistirilmesi Onem arz
etmektedir.

Giiglii bir antioksidan olan oleuropein yalnizca oleaceae familyasina ait
bitkilerde bulunur. Calismada oncelikle, oleuropein tayini i¢in ¢ok duvarl karbon
nanotiip ile modifiye edilmis camims1 karbon elektrot kullanilarak gergeklestirilen
bir elektrokimyasal yontem Onerilmistir. Yalin camimst karbon elektrot ile
karsilagtirildiginda, oleuropein yiikseltgenme pik akimi, modifiye elektrot lizerinde
yaklasik 340 kez artmigtir. Onerilen teknik valide edilmis ve valide yontem bir zeytin
yapragi ekstraktinda oleuropeinin tayini i¢in basariyla uygulanmistir. Elde edilen
sonuglar, LC-ESI-MS/MS yontemi ile elde edilen veriler ile uyum igerisindedir.
Calismada daha sonra, 31 fenolik bilesigin analizleri i¢in LC-ESI-MS/MS
kullanilarak gerceklestirilen basit bir yontem valide edilmistir. Valide yontemin
analitik 6zellikleri, s6z konusu yontemin zeytin yapragi drneklerinde bulunan fenolik
bilesiklerin rutin analizlerinde olduk¢a kullanigl oldugunu agik¢a gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Olea europaea L., fenolik bilesikler, ¢ok duvarli karbon
nanotiip, LC-ESI-MS/MS, voltammetri, yontem validasyonu
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DEVELOPMENT OF ELECTROCHEMICAL AND CHROMATOGRAPHIC
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In this study, it is aimed to develop electrochemical and chromatographic
methods for the determination of phenolic compounds in table olive, olive oil and
olive leaves.

There is a rising interest in natural antioxidants as bioactive components of
foods. Olive (Olea europaea L.) is quite abundant in terms of phenolic compounds
which are antioxidant sources together with fruit, oil and leaf. On the other hand, the
olive tree grows abundantly in our country thanks to the geographical location of our
country and its climate characteristics. Therefore, it is important to develop analytical
methods for the quantitative determination of phenolic compounds in table olive,
olive oil and olive leaves, which are excellent antioxidant resources and have
significant commercial value for our country.

Oleuropein, a powerful antioxidant, is found only in plants belonging to the
oleaceae family. In present study, a multi-walled carbon nanotube modified glassy
carbon electrode was proposed to prepare an electrochemical sensing platform for the
determination of oleuropein. Compared to the bare glassy carbon electrode, the
oxidation peak current of oleuropein increased about 340 times at the modified
electrode. The proposed technique was validated and the validated method was
successfully applied to the determination of oleuropein in an olive leaf extract. The
results obtained were in agreement with those obtained by LC-ESI-MS/MS.
Moreover a simple method was validated for the analysis of 31 phenolic compounds
using LC-ESI-MS/MS. Analytical properties of the validated method was satisfied
the routine analysis of phenolic compounds in olive leaves samples.

Keywords: Olea europaea L., phenolic compounds, multi-walled carbon nanotube,
LC-ESI-MS/MS, voltammetry, method validation
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1. GIRIS

Reaktif oksijen ve azot tiirleri giinliik hiicresel aktiviteler sonucunda insan
viicudunda iiretilerek, hiicre i¢i enzimler (siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz
ve katalaz) tarafindan kontrol edilmektedir. Bakteri ve parazitlere karsi sitotoksik
etkiler gostererek yarar saglamalarinin yani sira séz konusu tiirler, asir1 tiretimleri ya
da viicuda ¢esitli dis etkenler ile alinmalar1 yoluyla degerli biyomolekiillerde (DNA,
yaglar, proteinler) oksidatif hasar olusturabilmektedir [1]. Bu hasar, kanser,

kardiyovaskiiler ve diger kronik hastaliklarin riskleri ile dogrudan iliskilidir.

Antioksidan hipotezi “antioksidanlarin oksidatif hasarlar1 6nlemelerinin yan
sira, diyet ile artan alimlarinin da kronik hastaliklarin risklerini azaltacaktir” seklinde
tanimlanmakta [2] ve diinya genelinde dogal antioksidanlara kars1 giderek artan bir
ilgi olusmaktadir [3]. Kardiyovaskiiler hastaliklar ve ¢esitli kanserlere karsi meyve
ve sebze yoniinden beslenmenin gerekliligi, s6z konusu tiirlerin 6nemli oranda
antioksidan (6zellikle fenolik bilesenler) igermelerine baglanmaktadir [4]. Ornegin
flavonoidler, son yillarda gesitli biyolojik sistemlerde antioksidan olarak tanimlanan

cok genis dagilimli bir fenolik bilesik grubudur [5-9].

Akdeniz iilkelerinde bolca yetisen zeytin (Olea europaea L.) antioksidan
ozellik gosteren fenolik bilesikler bakimindan oldukga zengindir [3, 10, 11]. Fenolik
bilesikler zeytinin meyvesi, yag1 ve yapraklarinda degisen miktarlarda
bulunmaktadir.  Ozellikle  zeytin  yapraklart  fenolik  bilesiklerin  ucuz
kaynaklarindandir. Bu nedenle, fenolik bilesiklerin nicel tayinleri i¢in basit ve etkin

ekstraksiyon teknikleri ile giivenilir analiz metotlar1 gelistirmek dnemlidir.

Tiim bu bilgiler esliginde, zeytin, zeytinyagl ve zeytin yapraginda bulunan
bazi fenolik bilesiklerin tayinleri i¢in elektrokimyasal ve kromatografik yontemlerin

gelistirilmesi bu tez projesinin amacini olugturmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Serbest Radikaller, Oksidatif Hasar ve Antioksidan Kavram

Bir veya daha fazla eslenmemis elektrona sahip herhangi bir kimyasal tiire
serbest radikal denir. S6z konusu tiirlerin reaktiviteleri degisken olmakla birlikte
genel olarak kararliliklar diisiiktiir. Bu nedenle radikaller ¢esitli etkilesimler yoluyla

baska bir radikal ya da molekiil ile kolayca reaksiyona girebilirler.

Hidroksil (OH-), siiperoksit (O2:7), azot oksit (NO-) ve peroksil (RO2")
serbest radikalleri canli organizmada en ¢ok karsilagilan tiirlerdir. Diger taraftan,
peroksinitrit (ONOO"), hipokloréz asit (HOCI), hidrojen peroksit (H20-), singlet
oksijen (*O) ve ozon (Os) serbest radikal degildir, ancak canli organizmada kolayca
serbest radikal reaksiyonlarina yol agarlar. Bu nedenle “reaktif oksijen tiirleri” (ROS)
terimi yalnizca OH-, Oz, NO- ve RO- radikallerini icermek ile kalmaz, ayni
zamanda radikal olmayan ONOO", HOCI, H20-, 'O, ve ozon Os tiirlerini de kapsar

[1].

Azot oksit (NO) ve metabolitlerini iceren yogun arastirmalar, literatiire
“reaktif azot tiirleri” (RNS) olarak yeni bir terim daha ortaya ¢ikarmustir [12-14].
ROS, RNS ile birlikte canli organizmada hem zararli hem de faydal tiirler olarak
ikili bir rol oynamaktadirlar [15]. S6z konusu tiirlerin bakteri ve parazitlere karsi
sitotoksik etkiler gdstermelerinin yan1 sira, asir1 miktarlari hayati biyomolekiillerde
oksidatif hasar olusturabilmektedir Dolayisiyla, bu iki tiir genel olarak ROS/RNS
seklinde topluca anilmaktadir. ROS/RNS genellikle;

i. UV, gamma ve X-isinlarina maruziyet sonucu,
ii.  metal katalizli reaksiyonlarin yan iiriinleri olarak,
iii.  iltihaplanma sonrasinda nétrofiller ve makrofajlar tarafindan,
Iv.  mitokondri ile katalizlenmis elektron tagima reaksiyonlarinin yan
tirlinleri olarak,

ac1ga cikarlar [16].

“Yiikseltgenmeyi Onleyici” anlammma gelen antioksidanlar, degerli
biyomolekiillerde oksidatif hasara yol agabilen serbest radikaller ve ROS/RNS ile

tepkimeye girerek, s6z konusu reaktif tiirlerin olasi zararlarini azaltabilmektedir. Bu
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durum, antioksidanlar iizerine bir¢ok arastirmaci tarafindan biiyliik ¢apli yiritiilen
aragtirma c¢alismalarinin sebebini iyi bir sekilde aciklamaktadir [17-19]. Bir

antioksidanin serbest bir radikal ile reaksiyonu Sekil 2.1.’de basit¢e verilmistir.

Eksik Elektron

O O T Eksik elektronun  / O' T
: O tamamlanmasi | :
C@L N QL
s o o T Q°
. o ._ 5]
Oo

Antioksidan Serbest radikal

Sekil 2.1. Antioksidan etki mekanizmasi.

Antioksidanlar, serbest radikallere elektron vererek s6z konusu radikalleri
kararl1 hale getirirken, kendileri isimleri ile anilan gorece ¢ok daha kararl radikallere
dontigiirler. Olusan antioksidan radikalleri olduk¢a kararli oldugundan viicut

mekanizmalari igerisinde zamanla giderilirler.

2.2. Zeytin Bitkisi ve icerdigi Fenolik Bilesikler

Sofralik zeytin, zeytin bitkisinin meyvelerinden hazirlanan iriinlerdir.
Zeytinin kiiltiire alinmasinin 5500 y1l 6nce “Oleaster” olarak bilinen yabani Akdeniz
zeytininin, Giliney Avrupa ve Kuzey Afrika boyunca yayilmaya baglayan insan
goglerini takip ederek basladigi disiinilmektedir [20]. Zeytinyagi ise s6z konusu
meyvenin sikilmasi ile elde edilen bir yag cesididir. Diinyada zeytin ve zeytinyagi
tiretimi biiyilk oranda Akdeniz’e kiyis1 olan iilkelerde yogunlagmistir. Zeytin ve
zeytinyaginin cesitli iilkelerce liretimine, ithalatina, ihracatina ve tiiketimine iliskin

son alt1 yila ait veriler Tablo 2.1. ve Tablo 2.2.”de sirasiyla verilmistir.



Tablo 2.1. Diinya sofralik zeytin iiretimi, ithalati, ihracati ve tiikketimi [21]

Ulke Uretim ort.? (%) Ithalat ort.? (%) Thracat ort.? (%) Tiiketim ort.? (%)
Arnavutluk 308 (1.2) 3.1(0.5) 2.3(0.3) 315 (L.3)
Cezayir 197.9 (7.7) 7.3(L.2) 0.0 (0.0) 202.3 (8.0)
Arjantin 101.7 (4.0) 0.3(0.1) 66.0 (10.2) 31.8(1.3)
Hirvatistan 1.2 (0.0) 1.7 (0.3) 0.5(0.1) 25(0.1)
Misir 418.0 (16.3) 0.3(0.1) 83.4 (12.9) 333.0 (13.2)
fran 55.7 (2.2) 1.3(0.2) 0.0 (0.0) 56.0 (2.2)
Irak 8.0 (0.3) 15.0 (2.4) 0.0 (0.0) 23.0 (0.9)
fsrail 16.8 (0.7) 5.7 (0.9) 0.3(0.1) 22.0(0.9)
Urdiin 33.7 (1.3) 0.7 (0.1) 45 (0.7) 27.3(1.1)
Liibnan 20.9 (0.8) 2.3(0.4) 1.6 (0.2) 22.1(0.9)
Libya 3.0(0.2) 8.9 (1.4) 0.0 (0.0)- 11.9 (0.5)
Fas 108.3 (4.2) 0.1 (0.0) 77.9 (12.0) 32.0 (1.3)
Karadag 0.0 (0.0) 0.0 (0.0) 0.0 (0.0) 0.0 (0.0
Tunus 23.8 (0.9) 0.0 (0.0) 1.6 (0.2) 222 (0.9)
Tiirkiye 392.8 (15.3) 0.0 (0.0) 68.2 (10.5) 335.4 (13.3)
Avrupa Birligi 812.0 (31.6) 99.1 (15.7) 286.8 (44.3) 587.2 (23.3)
Toplam A 22240 (86.7)  1465(232)  592.8 (91.7) 1740.3 (69.2)
Suudi Arabistan 45 (0.2) 33.2(5.3) 0.0 (0.0) 37.7 (1.5)
Avustralya 3.6 (0.1) 17.2 (2.7) 0.0 (0.0) 21.0(0.8)
Brezilya 0.0 (0.0 102.8 (16.3) 0.0 (0.0) 102.8 (4.1)
Kanada 0.0 (0.0) 28.7 (4.5) 0.0 (0.0) 28.7 (1.1)
Sili 25.6 (1.0) 10.2 (1.6) 3.4 (0.5) 32.3(1.3)
USA 71.3 (2.8) 142.4 (22.6) 5.2 (0.8) 209.3 (8.3)
Japonya 0.0 (0.0) 4.1 (0.6) 0.0 (0.0) 41(0.2)
Meksika 9.9 (0.4) 9.3 (L5) 05 (0.1) 18.7 (0.7)
Filistin 10.8 (0.4) 0.0 (0.0 0.4 (0.2) 9.9 (0.4)
Peru 68.9 (2.7) 0.1 (0.0) 27.5 (4.3) 42.5(1.7)
Rusya 0.0 (0.0) 55.3(8.8) 0.0 (0.0) 55.3(2.2)
Suriye 133.0 (5.2) 0.0 (0.0 17.0 (2.6) 117.0 (4.7)
isvigre 0.0 (0.0) 6.3 (L.0) 0.0 (0.0) 6.3(0.2)
Diger (Uretici) 15.0 (0.6) 10.0 (1.6) 0.0 (0.0) 25.0 (1.0)
Diger (Uretici olmayan) 0.0 (0.0) 65.3 (10.3) 0.0 (0.0) 65.3 (2.8)
Toplam B 342.6 (13.3) 484.6 (76.8) 54.0 (8.3) 775.6 (30.8)
Toplam Diinya 2566.6 (100.0)  631.1 (100.0) 646.8 (100.0) 2515.9 (100.0)

3on 6 yil ortalama veri (1000 ton)



Tablo 2.2. Diinya zeytinyag: iiretimi, ithalati, ihracati ve tiiketimi [21]

Ulke Uretim ort.? (%) Ithalat ort.? (%) Thracat ort.? (%) Tiiketim ort.? (%)
Arnavutiuk 9.8(0.3) 1201 0.0 (0.0) 11.0 (0.4)
Cezayir 61.6 (2.1) 0.1(0.0) 0.0 (0.0) 59.5 (2.0)
Arjantin 247 (0.8) 0.0 (0.0) 18.6 (2.3) 6.3(0.2)
Hirvatistan 4.3(0.1) 2.3(0.3) 0.0 (0.0) 6.3(0.2)
Misir 15.3 (0.5) 28 (0.3) 3.0 (0.4) 14.5 (0.5)
fran 4.8(0.2) 4.9 (0.6) 0.0 (0.0) 9.7 (0.3)
Irak 0.0 (0.0) 4.5 (0.6) 0.0 (0.0) 45 (0.1)
fsrail 15.3 (0.5) 4.2 (0.5) 0.3(0.0) 18.6 (0.6)
Urdiin 23.3(0.8) 3.0 (0.4) 2.7(0.3) 21.2 (0.7)
Liibnan 20.1(0.7) 2.9 (0.4) 5.2 (0.6) 19.3(0.6)
Libya 16.1 (0.5) 0.0 (0.0) 0.3 (0.0) 15.6 (0.5)
Fas 121.7 (4.1) 7.3(0.9) 17.1(2.1) 1185 (3.9)
Karadag 0.5 (0.0) 0.0 (0.0) 0.0 (0.0) 0.5 (0.0)
Tunus 178.7 (6.1) 0.0 (0.0) 144.9 (17.8) 34.5 (1.1)
Tiirkiye 164.0 (5.6) 0.0 (0.0) 34.8 (4.3) 130.8 (4.3)
Avrupa Birligi 2050.8 (69.6)  121.3(150)  541.0(66.4)  1705.3 (56.6)
Toplam A 27089 (92.0)  153.2(19.0)  711.6(96.6)  2173.6 (72.2)
Suudi Arabistan 3.0(0.2) 18.4 (2.3) 0.5(0.1) 20.7 (0.7)
Avustralya 16.0 (0.5) 27.7 (3.4) 4.8 (0.6) 39.0 (1.3)
Brezilya 0.0 (0.0) 65.3 (8.1) 0.0 (0.0) 65.3 (2.2)
Kanada 0.0 (0.0) 39.3 (4.9) 0.0 (0.0) 39.3 (1.3)
sili 17.1 (0.6) 0.7 (0.1) 10.3 (1.3) 7.7 (0.3)
Cin 3.8(0.1) 34.3 (4.2) 0.0 (0.0) 35.5 (1.2)
USA 5.7 (0.2) 295.7 (36.6) 5.5 (0.7) 294.8 (9.8)
Japonya 0.0 (0.0) 49.3 (6.1) 0.0 (0.0) 49.3 (1.6)
Meksika 0.0 (0.0) 13.8 (L.7) 0.5 (0.1) 13.3(0.4)
Norveg 0.0 (0.0) 3.6 (0.4) 0.0 (0.0) 3.6 (0.1)
Filistin 19.8 (0.7) 0.0 (0.0) 4.3 (0.5) 15.3 (0.5)
Rusya 0.0 (0.0) 23.4(2.9) 0.0 (0.0) 23.4(0.8)
Suriye 158.0 (5.4) 0.0 (0.0) 155 (1.9) 138.0 (4.6)
fsvicre 0.0 (0.0) 13.8(L.7) 0.0 (0.0) 13.6 (0.5)
Tayvan 0.0 (0.0) 6.8 (0.8) 0.0 (0.0) 6.8 (0.2)
Diger (Uretici) 14.8 (0.5) 2.5(0.3) 5.0 (0.6) 12.3 (0.4)
Diger (Uretici olmayan) 0.0 (0.0) 60.8 (7.5) 0.0 (0.0) 60.8 (2.0)
Toplam B 2356 (80)  655.0 (81.0) 46.3 (5.7) 838.5 (27.8)
Toplam Diinya 20445 (100.0)  808.2(100.0)  814.2(100.0)  3012.1 (100.0)

3on 6 yil ortalama veri (1000 ton)



Ulkemiz cografi konumu ve iklim dzellikleri nedeniyle diinyanim éncii zeytin
ve zeytinyag lreticilerindendir. Tablo 2.1. ve Tablo 2.2. iilkemizin diinya sofralik
zeytin ve zeytinyagi liretiminde ve ihracatinda 6nemli paylara sahip oldugunu ortaya
koymaktadir. Diger taraftan, s6z konusu degerler sofralik zeytin ve zeytinyaginin

Tiirkiye i¢in ekonomik degerini agik bir sekilde gostermektedir.

Bitkilerin ikincil metabolitleri olan fenolik bilesikler, bitkinin hastalik
direncini arttirmada ve zararlilara kars1 miicadelesinde énemli roller oynamaktadirlar
[22, 23]. Bununla birlikte daha ¢ok ilgi uyandiran tarafi ise, zeytinyagi icerigindeki
bir¢ok fenolik bilesigin, diyet ile alim1 ve kardiyovaskiiler hastalik veya kanser riski
arasinda bir iliski kurmak amaciyla incelenmesi olmustur. Bu amacla devam eden ve
tamamlanan ¢aligmalar, zeytinyaginin insan saglig1 iizerine yararli etkilerinin s6z
konusu fenolik bilesikler ile iliskilendirilebilecegini gostermektedir [24]. Onemli
antioksidan ozellik gosteren bircok fenolik bilesik sofralik zeytin, zeytinyagi ve
zeytin yapragmin hepsinde birden ortak olarak bulunmaktadir. S6z konusu tiirlerde
bulunan fenolik bilesiklerin en Onemli smiflandirmasi sekoiridoidler, fenil etil

alkoller, flavonoidler ve fenolik asitler seklinde yapilmaktadir (Tablo 2.3.).



Tablo 2.3. Zeytin, zeytinyagi ve zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesikler [25]

Bilesik Substituent Yapi
Sekoiridoidler
Oleuropein R1-OH

Ligstroside Ri-H

wnlllOH

OH

Sekoiridoid aglikonlar

Oleuropein aglikon  R;-OH
Ligstroside aglikon  Ri-H

OH

Fenil etil alkoller

Tirozol 4-OH 6
. .. OH
Hidroksitirozol 3,4-OH 5
1
4 2
3
Flavonoidler
Apigenin R:-OH, R2-H OH
Luteolin R:-OH, R.-OH R,
Apigenin
P g ) R:-OGlik, R2-H
7-glikozit R, o)
Luteolin R:-OGlik, R,-OH
7-glikozit
OH (@]




Tablo 2.3. (devami)

Bilesik Substituent Yapi
Benzoik ve tiirev asitler
3-Hidroksibenzoik asit 3-OH 6
COOH
4- Hidroksibenzoik asit 4-OH 5 1
3,4- Hidroksibenzoik asit 3,4-OH 4
2
Vanilik asit 3-OCHjs, 4-OH 3
Gallik asit 3,4,5-OH
Siringik asit 3,5-OCH3, 4-OH
SinnamiKk asitler ve tiirevleri
o-Kumarik asit 2-OH 6
\ COOH

p-Kumarik asit 4-OH > 1
Kafeik asit 3,4-OH 4 2

3
Ferulik asit 3-OCHs, 4-OH
Sinapik asit 3,5-OCHgs, 4-OH

Oleaceae familyasinda bolca bulunan oleuropein, sekoiridoid grubuna ait bir
tiirdiir. Sekoiridoidler genellikle glikozitlere bagli, terpenlerin ikincil metabolizmasi
tarafindan iretilen bilesiklerdir. Yalnizca Olea europaea L. tiiriinii de igeren
Oleaceae familyasina ait bitkilerde bulunan sekoiridoidler, kimyasal yap1 igerisinde
glikozit veya aglikonik formlarinda elenolik asit varligi ile karakterize edilirler.
Genel olarak, bir fenil etil alkol (hidroksitirozol ve tirozol), elenolik asit ve
glikozidik bir parga ile olusurlar. Sekoiridoidlerin aglikonik formlari, zeytinlerin
ezilmesi sirasinda kendiliginden olusan glikozidazlar yoluyla glikozitlerin hidrolizi
sonucu zeytinyaginda olusmaktadirlar. Olusan bu yeni tiir yagh ve sulu kismin her
ikisinde goriilmekle beraber, igerdigi polar fonksiyonel gruplar nedeniyle genellikle

su fraksiyonunda daha konsantre olarak bulunmaktadir [25].

Diger taraftan zeytinyagimin depolanmasi sirasinda hidroksitirozol (3-
hidroksitirozol) ve tirozol [2-(4-hidroksifenil)etanol] gibi daha basit fenolik tiirlerin

olusmasi ile sonuglanan hidrolitik mekanizmalar da gergeklesebilmektedir [26].



Ikincil aromatik bitki metabolitleri ile kendiliginden olusan fenolik asitler,
bitki aleminin biiyiik bir kesiminde goriilmektedir [27, 28]. Fenolik asitler gidalarin
antioksidan Ozellikleri ile iligkilidir [29] ve fenolik asitlere olan ilgi oksidatif hasar
(koroner hastaliklari, inme ve kanser) ile iliskilendirilebilecek s6z konusu asitlerin
meyve ve sebzelerdeki hastaliklara karsi koruyucu roliinden kaynaklanmaktadir [30,
31].

Flavonoidler yaygin ikincil bitki metabolitleridir. Son yillarda flavonoidlerin
kanser ve koroner hastaliklarinin da igerisinde bulundugu saglik iizerine etkilerini

vurgulayan yayinlarin sayisi giderek artmaktadir [32—34].

2.3. Ekstraksiyon

Nitel ve nicel analizlerin her biri ayn1 zamanda etkin bir 6rnek hazirlama
siirecini de kapsamaktadirlar. Bu nedenle son yillarda siireci kisaltan, otomasyona
uygun, organik ¢oziicii tilketimini azaltan ve 6rnek hazirlama maliyetini diisliren yeni
ekstraksiyon tekniklerine giderek artan bir talep olusmaktadir [35, 36]. Bu
yontemlerden mikrodalga destekli ekstraksiyon [37] ve ultrasonik destekli
ekstraksiyon [38] zeytin yapragi ve zeytin Orneklerindeki fenolik bilesiklerin

ekstraksiyonlari i¢in kullanilmustir.

Mikrodalga destekli ekstraksiyon (MAE), ornek matriksindeki analitlerin
ekstraksiyon ¢oziiciisiine alinmast amaciyla numune ile temas halindeki ¢oziiciileri
isitmak igin  mikrodalga enerjisinin  kullanilmas1 siirecidir [39]. Uygulanan
mikrodalgalarin ekstraksiyon siiresini oldukc¢a kisaltmasi ve kullanilan sistemlerinin
coklu numune ekstraksiyonuna olanak saglamasi, yontemin en Onemli

avantajlarindandir.

Ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) yontemi ¢oziicliye gonderilen ses
dalgalarinin, ¢oziicii icerisindeki molekiilleri titrestirmesi esasina dayanmaktadir. S6z
konusu titresim ¢oziicii igerisindeki diger molekiillere aktarilarak devam eder. Bu
enerjinin aktarimi sirasinda molekiiller birbirine yakinlasip, uzaklasan molekiiller
arasinda kabarciklar olusmaktadir. Kabarciklarin birbirine yaklasan molekiiller

arasinda ani patlamasi ¢ok kisa bir siire i¢in yaklasik 5500 °C sicaklik ve 50 MPa
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diizeyinde basing olusturmaktadir [40]. Olusan bu mekanizma ultrasonik destegin

cesitli ekstraksiyon islemlerinde uygulanabilirligini etkin kilmaktadir.

Diger taraftan, kurutulmus bitkilerden kimyasal bilesiklerin ve lezzet
bilesenlerinin ekstraksiyonu i¢in infiizyon (IE) yontemi de kullanilabilmektedir. Bu

ekstraksiyon yontemi geleneksel olarak demleme adiyla da bilinmektedir.

2.4. Karbon Nanotiipler, iletken Polimerler ve Metal Nanoparcaciklar

Karbon nanotiipler (CNT) silindirik nano yapidaki karbon allotroplaridir,
fulleren (Sekil 2.2a.) tipi yapilardir. Grafen (Sekil 2.2b.) yiizeyinin silindir seklinde
kivrilmis hali olarak diisiiniilebilirler. Genis yiizey alani, diisiik elektrik direnci, son
derece yiiksek mekanik dayanimi, olaganiistii yiik tasima O6zellikleri ve yiiksek
kimyasal kararliligi gibi fiziksel ve katalitik Ozellikler karbon nanotiipleri
elektrokimyasal sensor uygulamalart i¢in ideal elektrot malzemeleri haline

getirmektedir [41].

Karbon nanotiipler genel olarak tek duvarli karbon nanotiipler (SWCNT) ve
¢cok duvarli karbon nanotiipler (MWCNT) olmak {izere iki gruba ayrilirlar. Tek bir
grafen yiizeyinin silindir seklinde kivrilmasi ile SWCNT elde edilirken, tabakalar
halindeki grafen yiizeylerinin silindir seklinde kivrilmalart MWCNT meydana
getirmektedir (Sekil 2.2c. ve 2.2d.).

Iletken polimerler metaller ve inorganik yari iletkenlere benzer elektriksel ve
optik ozelliklerinin yani sira; sentez kolayligi ve metallere kiyasla iyi islenebilirlik
gibi cazip Ozelliklere sahiptirler [42]. Polimer modifiye edilmis karbon yiizeyli
elektrotlar; duyarlik, se¢imlilik, kararlilik ve tekrarlanabilirlik gibi parametrelerde

iyilestirmeler saglamasi amaci ile analitik ¢alismalara uyarlanabilmektedir [43].
Diger taraftan, olaganiistli katalitik aktiviteleri nedeniyle son yillarda soy

metal nanoparcaciklar, yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari i¢in yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir [44].
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Sekil 2.2. (a) Fulleren, (b) grafen, (¢) SWCNT ve (d) MWCNT yapilari.

2.5. Voltammetri

Voltammetri; elektrokimyasal siiregler sirasinda potansiyel ve akim
arasindaki iliskinin g6zlemlendigi teknikler toplulugudur [45]. Uygulanan
potansiyelin bir fonksiyonu olarak ¢izilen akim voltammogram olarak adlandirilir ve
yiikseltgenme veya indirgenme reaksiyonunda yer alan tiirler hakkinda nitel ve nicel

bilgiler saglar [46].
Ik voltammetrik teknikler yalnizca iki elektrodun kullanimina dayanmasina

ragmen, modern voltammetri Sekil 2.3.’de sematik olarak gosterilen {i¢lii elektrot

potansiyostatindan yararlanmaktadir [47].
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Giig
kaynagi

Sekil 2.3. Potansiyostat cihazinin sematik gdsterimi. A, yardimei elektrot; R, referans

elektrot; W, calisma elektrodu; V, voltmetre ve i, galvanometre.

2.5.1. Adsorptif Siyirma Voltammetrisi

Voltammetrik siyirma teknikleri biriktirme ve sityirma siiregleri olmak tizere
genel olarak iki basamaktan olusmaktadirlar. Adsorptif siyirma voltammetrisinde
(AdSV) biriktirme basamagi elektroliz olmadan gergeklestirilmektedir. Bunun yerine
analit, s6z konusu c¢alisma elektrodu iizerinde adsorplanarak birikmektedir.
Biriktirme basamaginin tamamlanmasinin ardindan potansiyel anodik veya katodik

yonde taranir.

2.5.2. Dongiisel Voltammetri

Dongiisel voltammetri (CV) yonteminde ¢alisma elektroduna zamana karsi

uygulanan potansiyel Sekil 2.4.”de gosterilmistir.

Potansiyel

Zaman

Sekil 2.4. Dongtisel voltammetride potansiyel-zaman egrisi.
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Yontemde ¢alisma elektrodunun potansiyeli, zamana karsi dogrusal olarak
degistirilir ve istenilen potansiyel degerine ulasildiktan sonra elektrot potansiyeli,
baslangi¢ potansiyeline geri dondiiriilmek iizere ters yonde yeniden taranir. Sonucta,
Sekil 2.5.°de verilen dongiisel voltammogramlar elde edilir. Teknik, tiirlerin
yiikseltgenme-indirgenme Ozelliklerini agiklamak ve elektrot tepkimelerinin

dontistimlii olup olmadigini belirlemek i¢in siklikla kullanilmaktadir.

+6 [
tersinir

tersinire benzer
e

+4
2B ..

< .
- 8
g +2
= T tersinirmez
= .

0

-2

] | ] ] ]
+0.1 0.0 -0.1 -0.2 -0.3
Uygulanan potansiyel, V

Sekil 2.5. Dongiisel voltammogramlar.

2.5.3. Kare Dalga Voltammetrisi

Voltammetrik teknikler arasinda en etkin voltaj profiline sahip kare dalga
voltammetrisi (SWV), Sekil 2.6.’da gosterilen bir merdiven iizerine bindirilmis kare
dalgalardan olusan puls uygulama teknigini kullanmaktadir [48]. Akim, 1 ve 2
rakamlart ile numaralandirilan bolgelerde oOl¢iilmektedir. Analit; katodik puls
sirasinda elektrot yilizeyinde indirgenirken, anodik puls sirasinda indirgenen analit
yeniden yiikseltgenmektedir. Uygulanan puls teknigi yardimi ile sagladigi yiiksek
duyarlik, s6z konusu yoOntemin analitik ¢alismalarda siklikla kullanilmasi ile

sonuglanmistir.
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Sekil 2.6. Kare dalga voltammetri i¢in uyarma sinyalleri [49].

2.6. Eslesmis S1ivi Kromatografik Teknikler

2.6.1. Sivi Kromatografisi

Kromatografi teknigi ilk defa, Rus botanik¢i M.S. Tswett tarafindan, renkli
bitki pigmentlerinin ayrilmasi i¢in gelistirilmistir. Kromatografi adi, Tswett’in
calismalarinda gozlemledigi bireysel renkli bantlart belirtmek ig¢in, iki yunanca
kelimenin, chroma, “renk” ve graphein, “yazma”, bir araya getirilmesi ile
olusturulmustur. Giiniimiizde son derece etkin bir ayirma yontemi olarak kabul
edilmektedir. Kromatografik yontemlerde hareketli (mobil) ve sabit (durgun) olmak
tizere iki faz bulunmaktadir. Kromatografi genel olarak; maddelerin, hareketli bir faz
yardimiyla siiriiklenirken, sabit faz {lizerindeki farkli davranislari ile ayrilmasina

dayanan tekniktir.

Kromatografik teknikler sahip olduklar1 bir¢ok farkli nitelige gore
siiflandirilabilmektedir. En ¢ok tercih edilen yontemlerden biri ise hareketli fazin
fiziksel 6zelligine gore yapilan siniflandirmadir. Sivi kromatografisi, hareketli fazi
stv1 olan tiim kromatografik yontemlerin genel adidir. Basit bir cihaz Sekil 2.7.’de

gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Bir s1vi kromatografi cihazinin sematik gosterimi.

2.6.2. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi (MS), analit molekiillerinin pozitif ya da negatif yiiklii
iyonlarina doniistiiriilmesi yoluyla, analit hakkinda nitel (yap1) ve nicel (molekiil
agirhgr ve konsantrasyonu) bilgiler vermektedir. Bu amagla analit molekiiller ilk
olarak iyonizasyon kaynagi adi verilen bir sistem yardimi ile pozitif ya da negatif
taneciklerine doniistiiriiliirler. Iyonlar daha sonra kiitle analizériinden gegerler ve
kiitle/yiik (m/z) oranina gore dedektdriin farkli boliimlerine ulasirlar. Iyonlarm
dedektor ile temasi sonrasi, kullanilabilir sinyaller bir bilgisayar sistemi tarafindan

tiretilir ve kaydedilir [50].

basing = 1 atm kismi vakum
el e drnek girig nozulu
(disik voltaj)
N2
MH*
T
® @®e ® %
omekK (cozeltide)  —m- ®@® ® () go @ ©—>MH,
| Ap— ® %o 9 s
, MH,*
metal kisma yiksek N
voltaj (~4 kV) yUkla damlalar

Sekil 2.8. Elektrosprey iyonizasyon sematik gosterimi.
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Elektrosprey iyonizasyon (ESI), termal olarak kararsiz biiyiik molekiillerin
gaz fazi iyonlarimin (par¢alanmadan) diretilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
yumusak bir iyonizasyon teknigidir [51]. Paslanmaz celikten yapilan nebiilazor
puskiirtme ucuna uygulanan potansiyel (3-5 kV), hareketli faz ile birlikte siiriiklenen
molekiilleri pozitif ya da negatif olarak yiikler. Hareketli faz, ¢06ziicliniin
buharlagarak iyonlarin gaz haline getirildigi 1sitilmis ara yilizeye puskirtiiliir [52].

Sonug olarak iyonlar kiitle analizoriine girerek, MS sisteminde analiz edilirler.

2.7. UV/Vis Spektrofotometresi

UV/Vis absorpsiyon spektroskopisi, bir hiicre i¢erisindeki ¢ozeltinin yaklagik
160-800 nm dalga boylar1 arasindaki 15181 absorplama miktarini dlgmeye dayanan
tekniktir. Cihazdan ¢ikan 151n siddeti ile 15181n ¢ozeltiden gectikten sonra 6l¢iilen 151
siddeti arasindaki iligkiden nicel analizler gergeklestirilmektedir. Tiirlerin maksimum
absorpsiyon yaptiklar1 dalga boylart degerlendirilerek de nispeten nitel analizler

yapilabilmektedir.

UV/Vis spektrofotometreleri, bir 1simn kaynagi (genel olarak tungsten ve
doteryum lamba), dalga boyu seg¢icisi olarak bir monokromatdr, uygun bir dedektor

ve bir sinyal kaydedicisinden olusan basit ve ucuz cihazlardir (Sekil 2.9.).

Isin kaynagi Monokromator Ornek Dedektor Sinyal
A kaydedici
y
Kor

Sekil 2.9. Bir UV/Vis spektrofotometresinin sematik gosterimi[47].

2.8. Toplam Fenolik Icerik ve Antioksidan Kapasite Tayin Yéntemleri

Glinlimiizde toplam fenolik igerigi ve antioksidan kapasitesini 6lgmek icin
birgok yontem kullanilmaktadir. Toplam antioksidan kapasite tayin yontemleri,
antioksidanlar ile reaktif tiirler arasindaki reaksiyonun termodinamigini 6l¢meye

yarayan tekniklerdir [53].
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2.8.1. Cu(Il) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi Yontemi

Cu(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasitesi yonteminde (CUPRAC), 2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin  (Neokuproin-N¢)’in  Cu(Il) ile olusturdugu bakir(II)-
neokuproin kompleksinin (Cu(Il)-N¢), 450 nm’de maksimum absorbans veren
bakir(I)-neokuproin [Cu(l)-Nc] kelatina indirgenme yeteneginden yararlanilarak

toplam antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir [54].

+ H+

Sekil 2.10. Cu(II)’nin antioksidan bir tiir ile Cu(I)’e indirgenme reaksiyonu.

2.8.2. DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Radikal Giderme Y ontemi

Yontem, 517 nm dalga boyunda maksimum absorbansa sahip [55] DPPH
serbest radikaline antioksidan tiir tarafindan gergeklestirilen proton transferi sonucu,
s0z konusu dalga boyundaki azalan absorbansin Slgiilmesi esasina dayanmaktadir

[56, 57].

H
Q NO, Q | NO,
Nﬁ” 4+ AH —= N i 4+ A
2,2 -diphenyl-1-picrylhydrazyl 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazine

Sekil 2.11. DPPH ile antioksidan arasindaki tepkimenin mekanizmast.

2.8.3. Folin-Ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik Madde Yontemi
Yontem, Folin-Ciocalteu reaktifinin (FCR) bazik ortamda fenolik tiirler ile
indirgenip, fenolik bilesiklerin yiikseltgenmesine dayanan bir redoks tepkimesidir.

Fenolik bilesiklerden molibden’e elektron aktarimma [Mo (VI) + e — Mo (V)]
17



dayanan yontemde reaksiyon sonrasi olusan mavi renkli ¢ozeltinin absorbansi

yaklasik 760 nm dalga boyunda okunur [58, 59].

2.9. Fenolik Bilesiklerin Tayinlerinde Analitik Yaklasimlar

Zeytinyag igerisindeki toplam fenolik bilesikler ilk olarak, fenoliklerin
fonksiyonel hidroksi gruplarinin FCR ile reaksiyona sokulmasina dayanan
kolorimetrik yontemler ile analizlenmistir [58, 60]. Yo6ntem ¢ok spesifik olmamasina
ragmen (renk veren reaksiyon, okside olabilen herhangi bir fenolik hidroksi
grubundan kaynaklanabilir), hizli ve basit olmasindan dolay1 toplam fenolik bilesik

igeriginin tayininde oldukc¢a popiilerdir.

Son yillarda, proton niikleer manyetik rezonans spektroskopisi (NMR)

basarili bir sekilde zeytinyagi analizinde kullanilmustir [61, 62].

Montedoro ve ark. [63] NMR, UV ve kizilétesi (IR) yontemlerini kullanarak
fenolik bilesiklerin karakterizasyonunu gerceklestirmelerinin yaninda, dort yeni
yapiyr belirleyerek bu alana o6ncli olmuslardir. Yeni tanimlanmis bilesiklerin
hidroksitirozol ve tirozol’e bagl elenolik asitin dialdehitik formlari olarak oleuropein

aglikonun izomerleri oldugunu belirlemislerdir.

Ballus ve ark. [64] zeytinyagindaki 17 fenolik bilesigin ayrimini kapiler zon
elektroforez yontemi ile saglayarak tayinlerini gerceklestirmislerdir. Onerilen
yontem valide edilip, Brezilya marketlerinde satilan 15 zeytinyagi Ornegine

uygulanmigtir.

Zeytinyag1 icerisinde bulunan sekoiridoidlerden olan oleocanthal ve
oleaceinin nicel tayini i¢in kapiler elektroforez (CE) yontemi ilk defa Vulcano ve
ark. [65] tarafindan gelistirilmistir. Onerilen ydntem ile birlikte ayn1 zamanda tirozol
ve hidroksitirozoliin tayinleri gergeklestirilmistir. Nicel sonuglar zeytinyagindaki
oleocanthal and oleacein miktarlarinin, literatiirdeki yiiksek performansli sivi

kromatografi (HPLC) sonuglar1 ile uyumlu oldugunu gostermektedir.

Bonoli ve ark. [66], zeytinyaginda en yiiksek oranda bulunan 21 adet fenolik

bilesigin ayrimi i¢in Onerdikleri CE yOntemi i¢in, tampon konsantrasyonu, tampon
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pH’si, uygulanan voltaj ve sicaklik gibi 4 farkli degiskeni optimize etmislerdir.
Ayrimi  saglanan fenoliklerin tayini dizi diyot dedektor (DAD) ile
gergeklestirilmistir. Optimize edilen yontem, antioksidan karakterlerinin tayini i¢in

cesitli Italyan zeytinyag1 6rneklerine uygulanmistir.

Zeytin yapraklarinin ana fenolik bilesigi olan oleuropein i¢in basit, kesin ve
se¢imli bir HPLC-UV metodu Al-Rimawi [67] tarafindan valide edilmistir.
Ayirmalar bir Cig (5 pm, 150 x 4.6 mm) kolonu ile asetonitril/fosfat tamponunun
pH=3 (20:80, v/v) hareketli faz olarak kullanilmasiyla saglanmis, nicel tayinler ise
280 nm dalga boyunda oleuropeinin absorbansi Olgiilerek gerceklestirilmistir.
Yontemin diisiik olan gdzlenebilme ve tayin sinirlari, diisiik konsantrasyonlardaki

oleuropeinin tayinine olanak saglamaktadir.

Oleuropein ve metabolitleri olan hidroksitirozol ve tirozolin insan
plazmasinda es zamanli tayinine iliskin bir HPLC-DAD yontemi gelistirilmis ve
valide edilmistir [68]. Onerilen yontem yiiksek geri kazanim etkisine (%85-100)
sahip bir kati faza Oziitleme (Cig kolon kullanilarak) yontemi igermektedir.
Gozlenebilme smirlar1 oleuropein ve tirozol i¢in 50 ng mL™ ve hidroksitirozol igin 75
ng mL? olan ydntemin istatistiksel sonuglari, her bir tiir igin iyi bir dogruluga,
dogrusalliga ve %6.5’dan daha az olan RSD degeri ile tekrarlanabilirlige sahip

oldugunu gostermektedir.

Yeni ve hizli bir HPLC-DAD yontemi Heliotropium thermophilum'da
bulunan fenolik asitlerin (gallik asit, protokatekuik asit, 4-hidroksibenzoik asit,
klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, p-kumarik asit, ferulik asit,
benzoik asit, 2-hidroksisinnamik asit, absisik asit ve trans-sinnamik asit) ve rutinin
tayini i¢in valide edilmistir [69]. Iki farkli bolgeden toplanan toplam sekiz adet 6rnek
Onerilen yontem ile analizlenmistir. Ek olarak, H. thermophilum 6rneklerinin fenolik

bilesimindeki sicakliga bagh degisiklikler degerlendirilmistir.
Talhaoui ve ark. [70] “Sikitita” zeytin yapraklarindaki fenolik fraksiyonun

tanimlanmasin1 ve tayinini HPLC-DAD-MS yontemi ile gerceklestirmis ve benzer

diger tiirlerden elde edilen sonugclar ile karsilagtirmisglardir. Nitel tayinler HPLC-MS
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cihaz1 ile gerceklestirilirken, tiirlerin nicel tayinleri HPLC-DAD yontemi ile

saglanmistir.

Yiiksek ¢oziniirlikli kiitle spektrometresi ile birlestirilmis olduk¢a hassas,
hizli ve spesifik bir ultra yiiksek performansli sivi kromatografi (UHPLC-
HRMS/MS) yontemi, insan deneklerinde diyet ile alinan oleuropein emilimini
arastirmak i¢in gelistirilmis ve valide edilmistir [71]. Gelistirilen yontem, basit bir
kat1 faza ekstraksiyon isleminden sonra, insan serumunda oleuropeinin belirlenmesi

icin basariyla uygulanmstir.

Atmosferik basin¢ kimyasal iyonizasyon-ugus zamanli kiitle spektrometri ile
birlestirilmis gaz kromatografisine (GC) dayali yeni bir analitik yaklagimin,
zeytinyagindan elde edilen fenolik bilesiklerin analizi i¢in uygulanabilirligi
degerlendirilmistir [72]. Yontemin LOD degerleri analizi gergeklestirilen bilesiklere
gore 0.13-1.05 ppm arasinda degismektedir. Cok sayida fenolik bilesik nitel olarak

belirlenirken, bunlardan yalnizca 21 tanesi nicel olarak analizlenebilmistir.

Angerosa ve ark. [73] zeytinyagindaki sekoiridoid ve fenolik bilesik
tirevlerini GC-MS yontemi kullanarak tayin etmislerdir. Yontemde kimyasal
iyonlagma tekniginin kullanilmasi, elektron bombardimani yontemi kullaniimasi
sonucu elde edilemeyen ana iyonlarin tayinine imkan saglamistir. Molekiiler kiitleler
hakkinda elde edilen bilgiler, zeytinyaglarinda glikozit formlarindan olusan aglikon

tiirlerinin tam karakterizasyonu i¢in 6nemli katki saglamistir.

Hidroksitirozol ve tirozoliin nicel tayini zeytinyag tiiketiminden sonra insan
idrarinda GC-MS yontemi ile gerceklestirilmistir [74]. Idrar 6rnekleri akut zeytinyag
alimindan 6nce ve sonra gerceklestirilmistir. Zeytinyagi alimindan sonra idrardaki
hidroksitirozol ve tirozol miktarlari ilk 4 saat i¢inde maksimum degerlere ulasacak

sekilde artmustir.

Zeytinyagindaki fenolik bilesiklerin tayinleri i¢in herhangi bir kromatografik
ya da elektroforetik ayirma olmadan, dogrudan NMR ile iyonsprey-iyonizasyon kiitle
spektrometresi (1IS-MS/MS) ve ESI-MS/MS teknikleri kullanilarak gergeklestirilen
birkag ilging yontem de tanimlanmustir [75, 76].
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Capannesi ve ark. [77] ¢alismalarinda degisen depolama siiresi ve depolama
kosullar1 ile =zeytinyaginin fenolik igerigi degerlendirirken, elektrokimyasal
(diferansiyel puls voltammetri) ve biyokimyasal teknikleri karsilastirmislardir. S6z
konusu teknikler ile elde edilen sonuglar Folin-Ciocalteau reaktifi ve HPLC

kullanilmastyla elde edilen klasik spektrofotometrik yontem ile karsilastirilmistir.

Camumsi karbon elektrot (GCE) tizerinde yapisal olarak farkli 10 flavonoidin
(kuersetin, galangin, chrysin, 3-hidroksiflavon, naringenin, luteolin, apigenin, flavon,

kaempferol, ve naringin) elektrokimyasal davranislar1 CV ile galisilmistir [78].

In203  nanoparcacikli  modifiye camimsi1 karbon pasta elektrot
(In203NPs/GCPE) hazirlanmis ve luteolinin hassas ve segici elektrokimyasal tayini
icin kullanilmistir [79]. Optimum deneysel kosullar altinda onerilen sensor luteolin
derisiminin 9.98x107° M ile 8.84x10°® M oldugu dogrusal aralikta ¢cok hizli bir
sekilde cevap vermistir. Yontemin luteolin igin belirtme smir1 1.99x1071° M olarak
bulunmustur. Onerilen metodun analitik performansi standart katimli insan biyolojik

stvilarinda luteolinin tayini ile degerlendirilmistir.

Enache ve ark. [80] yiiksek hassasiyet ve tekrarlanabilirlik ile zeytinyagindaki
toplam orto-fenol igeriginin belirlenmesi i¢in bir elektroanalitik yOntem
bildirmislerdir. Onerilen yontemde katekol, fenol, hidroksitirozol, tirozol, kafeik asit

ve ferulik asitin oksidasyonlarini incelemek i¢in CV yontemi kullanilmustir.

Zeytinyagindaki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in gerekli Ornek
miktarini, kullanilan reaktif miktarin1 ve harcanan zamani diisiiren bir sivi-sivi
mikroekstraksiyon yontemi gelistirilmistir [81]. Yontemin geri kazanimi %90
civarinda ve tiim metodun proses etkinligi fenolik bilesiklerin ¢ogu icin %80’den
daha fazla olarak elde edilmistir. Onerilen metodun uygulanabilirligi ve giivenilirligi

ger¢ek numuneler kullanilarak test edilmistir.

Zeytinyagindaki farkli tiirlerdeki fenolik bilesiklerin (benzoik asit tiirevleri,
sinnamik asit tiirevleri, fenil etil alkoller, flavonoidler ve diger fenolik asitler)

miktarlar diol ve Cig kartuslar1 kullanilarak gerceklestirilen kati faza 6ziitleme (SPE)
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ekstraksiyonunu takiben UHPLC-MS/MS yontemi ile tayin edilmistir [82]. Analitik
yontem valide edilmis ve geri kazanim degerleri %70 (vanilik asit) ile %111 (gallik

asit) arasinda tekrarlanabilir olarak elde edilmistir.

Jerman ve ark. [38] zeytindeki fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in yeni bir
UAE yontemi Onermislerdir. Dondurularak kurutulmus zeytinlerin 1.5 g’indan
fenoliklerin yeterli miktarda geri kazanimlar1 (%94.1-98.7) icin, 45 ‘C’de 25 mL saf
metanol ile 20 dakikalik siirelerde, ardisik 3 kez ekstraksiyon igleminin yapilmasi

gerektigini raporlandirmiglardir.

Oleuropein ile birlikte verbaskosit, apigenin 7-glikozit ve luteolin 7-glikozit
gibi diger fenolik bilesikler, 1sitilmis sivilar ile hareketli ve sabit yaklasimlar
kullanilarak zeytin yapraklarindan ekstrakte edilmistir [83]. Optimum ¢alisma
kosullart altinda, hedef analitlerin bozulma olmadan tamamen ekstraksiyonu, 13
dakika i¢inde gergeklestirmislerdir. Onerilen yaklasimin, daha &nceki alternatiflere

gore daha konsantre ekstraktlar icerdigini rapor etmislerdir.

Pizarro ve ark. [84] zeytinyag icerisindeki toplam fenolik bilesik (sivi-sivi
ekstraksiyon (LLE), sivi-sivi mikroekstraksiyon (LLME) ve ultrasonik sivi-sivi
ekstraksiyon (USE)) ve bireysel fenolik bilesik (LLME, USE ve SPE) analizlerindeki
etkinliklerini belirlemek tizere farkli ekstraksiyon yontemleri arasinda karsilastirma
gerceklestirmislerdir. Toplam fenol igerigi i¢in elde edilen analitik sonuclarin
istatistiksel degerlendirmesi LLME ve USE tekniklerinin daha fazla 6rnek miktarina
ihtiya¢ duyan, daha fazla kimyasal atik {ireten ve daha fazla zaman alic1 olan LLE’ye
dayali geleneksel prosediire giivenilir bir alternatif olacagini ifade etmislerdir.
Bireysel fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in de yine LLME ve USE tekniklerinin
geri kazanim ve tekrarlanabilirlik sonuglarina dayanarak daha uygun oldugunu

gostermislerdir.
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3. DENEYSEL KISIM

3.1. Materyal

Calismada, gelistirilen yontemlerin gergek numunelere uygulanabilirligi i¢in
kullanilan zeytin, zeytinyagi ve zeytin yapragi Ornekleri (calismanin farkli
boliimlerinde kullanillan numuneler, toplanma zamani ve bolgesi bakimindan

farkliliklar gostermektedir.) Manisa’nin gesitli bolgelerinden temin edilmistir.

3.2. Kimyasallar

Kullanilan tiim reaktifler analitik safliktadir. Oleuropein, gallik asit, (+)-
katesin, pirokatekol, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, (-)-
epikatesin, kafeik asit, siringik asit, vanilin, taksifolin, sinapik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, rosmarinik asit, 2-hidroksisinnamik asit, pinoresinol, kuersetin, luteolin,
apigenin, magnezyum siilfat heptahidrat, kalsiyum nitrat tetrahidrat, sodyum kloriir,
asetik asit, perklorik asit, hidroklorik asit, kloroplatinik asit, 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil, troloks, neokuproin, bromkresol moru (BCP), hekzan, metanol ve
asetonitril  Sigma-Aldrich; 2-(4-hidroksifenil)etanol (tirozol), vanilik asit, 3-
hidroksibenzoik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, apigenin 7-glikozit, luteolin 7-
glikozit, hesperidin, eriodiktiyol ve kaempferol Fluka; L(+)-askorbik asit, demir(ll)
siilfat heptahidrat, nikel(Il) siilfat hekzahidrat, kursun(Il) nitrat, bakir(Il) nitrat
trihidrat, bakir (IT) kloriir, sodyum hidroksit, sodyum karbonat, nitrik asit, siilfiirik
asit, trifloroasetik asit, formik asit, Folin-Ciocalteu reaktifi ve N,N-dimetilformamid
Merck; ¢cok duvarli karbon nanotiip (7-15 nm ¢ap, 10 um uzunluk ve saflik > %95)
ve 2-(3-hidroksifenil)etanol Aldrich; amonyum asetat ve o-fosforik asit J.T.Baker;
taurin  Alfa-Aeser; D(+) glikoz monohidrat Carlo Erba; 3-hidroksitirozol
(hidroksitirozol) Sigma; verbaskosit, protokatekuik asit ve hiperoside HWI Analytik
firmasindan satin alinmistir. Kullanilan tiim standart maddelerin son kullanma
tarihleri izlenebilirlik agisindan uygundur. Ultra saf su (18 mQ) Milli-Q su aritma
cihazindan elde edilmistir (Millipore Co., Ltd.)

Luteolin 7-glikozit ve hesperidin harig tiim stok ¢ozeltiler, 500 mg L olacak

sekilde metanol igerisinde hazirlanmigtir. Luteolin 7-glikozit ve hesperidin ise

metanol igerisindeki nispeten diisiik ¢oziiniirliikleri nedeniyle 100 mg L* olarak
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hazirlanmigtir. 1.0 mM HAuCls ¢ozeltisi, altin telin (%99.999 saflikta) 1:3 oraninda

nitrik asit : hidroklorik asit igerisinde ¢6ziilmesi ile hazirlanmistir.

3.3. Voltammetri Yontemi

Voltammetrik dlgiimler, ¢alisma elektrodu (3 mm ¢ap, 0.0707 cm? geometrik
alana sahip yalin camimsi1 karbon elektrot), yardimci elektrot (platin tel) ve Ag/AgCl
(doy. KCI) referans elektrodu igeren ficlii elektrot sistemine sahip bir Autolab
PGSTATI28N cihaz1 (Sekil 3.1.) ile gerceklestirilmistir. Dongiisel voltammetrik
olciimler; 100-1200 mV potansiyel araliginda, 50 mV s! tarama hizi ile
gerceklestirilmistir. Kare dalga voltammetrisi (100-1200 mV) igin ise parametreler;
50 mV genlik, 10 Hz frekans ve 50 mV s tarama hiz1 seklindedir.

Sekil 3.1. Autolab PG128N potansiyostat/galvanostat.

3.4. LC-ESI-MS/MS Yontemi

Kromatografik analizler, Agilent 1260 Infinity sivi kromatografisi ile
eslesmis 6420 Triple Quad kiitle spektrometresi ile gerceklestirilmistir (Sekil 3.2.).
Aciklamalart asagida verilen tiim yontemler, kromatografik parametrelerin

optimizasyon islemleri sonrasinda belirlenmistir.
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Sekil 3.2. Agilent 1260 s1vi1 kromatografisi ile eslesmis 6420 kiitle spektrometresi.

Zeytin yapragi 6rneklerinde oleuropeinin tayini igin gelistirilen elektroanalitik
yontemin dogrulugunu belirlemek amaci ile karsilastirmali kullanilan kromatografik
teknikte Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x 4.6 mm 1.D., 2.7 um) kolon ile hareketli
faz A (5mM amonyum asetat) ve hareketli faz B (%0.1 asetik asit igeren asetonitril)
sistemi tercih edilmistir. Akis hiz1 0.4 mL dk.™, enjeksiyon hacmi 5 pL ve kolon
sicakligr 25 °C’dir. Gradient program takip eden sekilde uygulanmistir: 0.00 dk. %5
B eluent, 1.00 dk. %25 B eluent, 2.00 dk. %50 B eluent, 4.00 dk. %95 B eluent, 6.00
dk. %95 B eluent ve 7.00 dk. %5 B eluent.

Zeytinyag1 orneklerinde oleuropein, tirozol, hidroksitirozol, apigenin 7-
glikozit ve luteolin 7-glikozit tayinleri Poroshell 120 EC-C18 (50 mm x 3.0 mm I.D.,
2.7 um) kolonu ile hareketli faz A (5mM amonyum asetat) ve hareketli faz B (%0.05
asetik asit iceren asetonitril) kullanilarak gerceklestirilmistir. Akis hiz1 0.4 mL dk.?,
enjeksiyon hacmi 5 puL ve kolon sicakligi 25 °C’dir. Gradient programi takip eden
sekilde uygulanmistir: 0.00 dk. %5 B eluent, 1.00 dk. %25 B eluent, 2.00 dk. %50 B
eluent, 4.00 dk. %95 B eluent, 6.00 dk. %95 B eluent ve 7.00 dk. %5 B eluent.
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Zeytin yapragi orneklerinde oleuropein, tirozol, hidroksitirozol, apigenin 7-
glikozit ve luteolin 7-glikozit tayinleri Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x 4.6 mm
I.D., 2.7 um) kolonu ile hareketli faz A (5SmM amonyum asetat) ve hareketli faz B
(metanol) kullanilarak gergeklestirilmistir. Akis hiz1 0.4 mL dk.?, enjeksiyon hacmi
5 uL ve kolon sicakligt 25 °C’dir. Gradient programi takip eden sekilde
uygulanmistir: 0.00 dk. %5 B eluent, 2.00 dk. %25 B eluent, 4.00 dk. %50 B eluent,
6.00 dk. %95 B eluent, 8.00 dk. %95 B eluent ve 9.00 dk. %5 B eluent. Hedef
analitlere ait ESI-MS/MS parametreleri ve soz konusu kosullarda elde edilen

standartlara iliskin kromatogram sirastyla Tablo 3.1. ve Sekil 3.3. ‘de verilmistir.

Tablo 3.1. Hedef analitlere ait ESI-MS/MS parametreleri-1

Analit R: (dk.) Oncii iyon MRM1 (CE,V) MRM2 (CE, V)
Hidroksitirozol 5.667 153.0 [M—H]" 123.0 (10) 94.9 (18)
Tirozol 6.263 137.0 [M - H]- 119.1 (12) 105.8 (12)
Luteolin 7-glikozit 6.501 4471 [M—HJ 326.7 (22) 285.0 (24)
Apigenin 7-glikozit 6.771 433.1[M +H]* 271.0 (18)

Oleuropein 6.941 539.2 [M - H] 377.1 (10) 275.1 (16)

R:, alikonma siiresi; CE, ¢arpisma enerjisi.
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Sekil 3.3. Tiirlere ait standart kromatogram (a) hidroksitirozol, (b) tirozol, (c) luteolin
7-glikozit, (d) apigenin 7-glikozit, (e) oleuropein.

Zeytin yapragir ve zeytin orneklerinde 31 adet fenolik bilesigin tayinleri
Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x 4.6 mm L.D., 2.7 um) kolonu ile hareketli faz A
(%0.1 formik asit) ve hareketli faz B (metanol) kullanilarak gerceklestirilmistir. Akis
hiz1 0.4 mL dk.?, enjeksiyon hacmi 2 pL ve kolon sicakligi 25 °C’dir. Gradient
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programi takip eden sekilde uygulanmistir: 0.00 dk. %2 B eluent, 3.00 dk. %2 B
eluent, 6.00 dk. %25 B eluent, 10.00 dk. %50 B eluent, 14.00 dk. %95 B eluent,
17.00 dk. % 95 B eluent ve 17.50 dk. %2 B eluent. Her bir tiire ait ¢oklu reaksiyon
izleme (MRM) gegisleri, optimum c¢arpisma enerjileri ve alikonma siireleri Tablo
3.2.°de gosterilmektedir. Ek olarak, fenolik bilesiklerin temsili LC-ESI-MS/MS

kromatogramlari Sekil 3.4.’de verilmistir.

Tablo 3.2. Hedef analitlere ait ESI-MS/MS parametreleri-2

Analit R: (dk.) Oncii iyon MRML1 (CE, V) MRM2 (CE, V)
NI modu ile analiz edilen bilesikler

Gallik asit 8.891 168.9 [M - H]~ 125.0 (10) -
Protokatekuik asit 10.818 152.9 [M-H]" 108.9 (12) -
3,4-Dihidroksifenilasetik asit ~ 11.224 167.0 [M—H]~ 123.0 (2) -
(+)-Katesin 11.369 289.0 [M—H] 245.0 (6) 202.9 (12)
Pirokatekol 11.506 109.0 [M —H]~ 90.6 (18) 52.9 (16)
2,5-Dihidroksibenzoik asit 12.412 152.9 [M -H]” 109.0 (10) -
4-Hidroksibenzoik asit 12.439 136.9 [M —H]~ 93.1 (14) -
Kafeik asit 12.841 179.0 [M —H]" 135.0 (12) -
Vanilik asit 12.843 166.9 [M - H]” 151.8 (10) 122.6 (6)
Siringik asit 12.963 196.9 [M - H]~ 181.9 (8) 152.8 (6)
3-Hidroksibenzoik asit 13.259 137.0[M-H]” 93.0 (6) -
Vanilin 13.397 151.0 [M—-H]" 136.0 (10) -
Verbaskosit 13.589 623.0 [M—H] 461.0 (26) 160.8 (36)
Taksifolin 13.909 303.0[M—H]I 285.1 (2) 125.0 (14)
Sinapik asit 13.992 2229 [M—-HI 207.9 (6) 163.8 (6)
p-Kumarik asit 14.022 162.9 [M—H]~ 119.0 (12) -
Ferulik asit 14.120 193.0 [M—H]~ 177.8 (8) 134.0 (12)
Luteolin 7-glikozit 14.266 4471 [M—-H] 285.0 (24) -
Rosmarinik asit 14.600 359.0[M—-H] 196.9 (10) 160.9 (10)
2-Hidroksisinnamik asit 15.031 162.9 [M—H]” 119.1 (10) -
Pinoresinol 15.118 357.0[M—-H] 151.0 (12) 135.7 (34)
Eriodiktiyol 15.247 287.0 [M—H]” 151.0 (4) 134.9 (22)
Kuersetin 15.668 301.0[M—-H] 178.6 (10) 151.0 (16)
Kaempferol 16.236 285.0 [M—H] 242.8 (16) 229.1 (18)
Pl modu ile analiz edilen bilesikler

Klorojenik asit 11.802 355.0 [M + H]* 163.0 (10) -
(-)-Epikatesin 12.458 291.0 [M + H]* 139.1 (12) 122.9 (36)
Hesperidin 14.412 611.1 [M + H]* 449.2 (4) 303.0 (20)
Hiperoside 14.506 465.1 [M + H]* 303.1 (8) -
Apigenin 7-glikozit 14.781 433.1[M +H]* 271.0 (18) -
Luteolin 15.923 287.0 [M + H]* 153.1 (34) 135.1 (36)
Apigenin 16.382 271.0 [M + H]* 153.0 (34) 119.1 (36)

Ry, alikonma siiresi; CE, ¢arpisma enerjisi; NI, negatif iyon ve Pl, pozitif iyon
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Sekil 3.4. Fenolik bilesiklerin LC-ESI-MS/MS kromatogramlari. 1-31 sayilari
sirastyla gallik asit, protokatekuik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, klorojenik asit,
(-)-epikatesin, kafeik asit, 3-hidroksibenzoik asit, vanilin, verbaskosit, taksifolin, p-
kumarik asit, luteolin 7-glikozit, hiperoside, rosmarinik asit, apigenin 7-glikozit, 2-
hidroksisinnamik asit, eriodiktiyol, kuersetin, luteolin, apigenin, (+)-katesin,
pirokatekol, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, siringik
asit, sinapik asit, ferulik asit, hesperidin, pinoresinol and kaempferol temsil

etmektedir. Fenolik konsantrasyonlar1 400 pg L.

Kiitle spektrometresinde ESI kaynagi negatif ve pozitif MRM modunda
calistirilmis, -3.5, -4 kV (NI modu) ve 3.5, 4 kV (Pl modu) kapiler gerilim
uygulanmustir. Kurutucu gaz sicakligi ve akis hizi sirastyla 300 °C ve 11 L dk.?
olarak, nebiilizor basinci ise 40 psi olarak ayarlanmistir. Negatif ve pozitif iyon

modunda ¢aligan tiim bilesikler tek bir enjeksiyon ile analizlenmistir.
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3.5. Fenolik Bilesiklerin Ekstraksiyon Yontemleri
Fenolik bilesiklerin zeytin, zeytinyagi ve zeytin yapragindan ekstraksiyonlari
icin siklikla UAE [85], MAE [37] ve IE [86] yontemleri kullanilmustir.

Uygun miktarda tartilan numune, UAE yonteminde ses dalgalarina 15 dk.
boyunca maruz birakilmistir. Diger taraftan MAE yonteminde ise, alinan numune
tizerine 10 mL metanol/su (80/20, v/v) ¢ozeltisi eklenmis, mikrodalga sistemi (Sekil
3.5.) 8 dakikada 80 °C’ye gelecek ve 6 dakika 80 °C’de sabit kalacak sekilde
ayarlanmigtir. Son olarak IE yontemi, uygun miktarda numunenin 50 mL 95 °C saf
su ile 1 saat boyunca demlenmesi yoluyla gergeklestirilmistir. Voltammetrik ve
kromatografik tiim analizler oncesi ekstraktlar 0.45 um politetrafloroetilen (PTFE)

filtre yardimi ile siizilmustiir.

MARS

-

Sekil 3.5. Cem Mars 6 mikrodalga bozundurma sistemi.

Zeytinyaginda bulunan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonlar1 ultrasonik
destekli olarak gerceklestirilmistir. Bu amacgla zeytinyaginda nispeten daha fazla
oranda bulunan hidroksitirozol ve tirozol tayinleri igin zeytinyagindan 1 g alinarak

tizerine 2 mL hekzan eklenmis ve s6z konusu analitler 250 pL. metanol/su (80/20,
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v/v) ¢ozeltisine ekstrakte edilmistir. Zeytinyaginda diger 2 tiire gore daha disiik
miktarda bulunan oleuropein, luteolin 7-glikozit ve apigenin 7-glikozit tayinleri igin
ise Oormek ve hekzan miktar1 10 katina ¢ikarilarak, ekstraksiyon ¢ozeltisinin

metanol/su (80/20, v/v) hacmi 250 uL olarak sabit tutulmustur.

Zeytin ve zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonlari i¢in
mikrodalga destekli ekstraksiyon sistemi kullanilmistir. Bu amagla kurutulmus ve
parcalanmis numuneden 0.1 g alinarak (yalnizca zeytin yapragi oOrneklerinde
oleuropeinin tayini i¢in gelistirilen elektroanalitik yontemin dogrulugunu belirlemek
amaci ile karsilastirmali kullanilan yontemde 6rnek miktart 0.01 g olarak alinmustir.),

mikrodalga destekli ekstraksiyon yontemi uygulanmastir.

Zeytin yapragi orneklerinde toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesi
icin ise 0.2 g ornek kullanilmistir. S6z konusu oOrnekteki toplam antioksidan
kapasiteleri, es zamanli MAE ve IE yontemleri kullanilarak karsilagtirmali olarak

belirlenmistir.

3.6. CUPRAC, DPPH ve Folin-Ciocalteu Yontemlerinin Uygulanmasi

CUPRAC yonteminin dogrusallik ¢alismalari, 5 farkli konsantrasyonda (1, 3,
5, 7 ve 9 mg L) hazirlanan troloks standart ¢ozeltileri ile gerceklestirilmistir. Bu
amagla her bir konsantrayon degeri igin hesaplanan x mL 100 mg L stok standart
antioksidan ¢6zeltisi tlizerine (1-x) mL metanol eklenmistir. Daha sonra 1’er mL
olmak iizere sirasiyla 1.0x102 M CuCl, ¢ézeltisi, 7.5x10° M neokuproin ¢ozeltisi ve
amonyum asetat tamponu (pH=7) eklenerek, hazirlanan ¢ozeltiler oda sicakliginda
30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi standart ¢ozeltiler ve numunelerin
absorbans degerleri 450 nm dalga boyunda spektrofotometre ile Olgiilerek
numunelerin  toplam antioksidan kapasiteleri  troloks esdegeri cinsinden
belirlenmistir. Kalibrasyon i¢in kullanilan ¢ozeltiler ve yontemi gosterir akis

diyagrami Tablo 3.3. ve Sekil 3.6.’da sirasiyla verilmistir.
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Tablo 3.3. CUPRAC yo6nteminde kalibrasyon i¢in kullanilan standart ¢ozeltiler

Std. kons. Stok ¢oz. alinan Eklenen Eklenen CuCl,  Eklenen Nc Eklenen
(mg L) miktar (mL) metanol (mL) (mL) (mL) tampon (mL)
1 0.04 0.96 1 1 1
3 0.12 0.88 1 1 1
5 0.20 0.80 1 1 1
7 0.28 0.72 1 1 1
9 0.36 0.64 1 1 1

Std., standart; ¢6z., ¢ozelti; kons., konsantrasyon; Nc, neokuproin.

1 mL 1.0x102 M CuCl;

+

1 mL 7.5x10°® M Neokuproin

+
Oda sicaklig1
1 mL NH4CH3COO tamponu (pH=7) —»  Assonm
+ 30 dk.

x mL Antioksidan ¢ozeltisi

+

1-x mL Metanol

Sekil 3.6. CUPRAC yontemi akis diyagrama.

DPPH yonteminin uygulanabilmesi amaciyla kullanilan kalibrasyon egrisi,
farkli konsantrasyonlardaki troloks ¢ozeltilerinin (1, 3, 5, 7 ve 9 mg L7)
absorbanslarinin konsantrasyona kars1 grafige gecirilmesi ile olusturulmustur. Her bir
konsantrasyon degeri i¢in hesaplanan x mL 100 mg L stok standart antioksidan
¢ozeltisi iizerine (1-x) mL metanol eklenmis, ardindan 1 mL 5.0x10* M DPPH
cozeltisi eklenerek oda sicakliginda ve karanlikta 20 dakika inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasi standart ¢dzeltiler ve numunelerin absorbans degerleri 517 nm
dalga boyunda spektrofotometre ile Olgiilerek numunelerin radikal siipiirme

kapasiteleri troloks esdegeri cinsinden belirlenmistir. Kalibrasyon i¢in kullanilan
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cozeltiler ve yontemi gosterir akis diyagrami Tablo 3.4. ve Sekil 3.7.’de sirasiyla

verilmistir.

Tablo 3.4. DPPH yonteminde kalibrasyon i¢in kullanilan standart ¢ozeltiler

S(tr(TJI]g kf_f:;- Stok ¢6z. alinan miktar (mL) Eklenen metanol (mL)  Eklenen DPPH (mL)
1 0.02 0.98 1
3 0.06 0.94 1
5 0.10 0.90 1
7 0.14 0.86 1
9 0.18 0.82 1

Std., standart; ¢6z., ¢ozelti; kons., konsantrasyon; DPPH, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil.

1 mL 5.0x10* M DPPH

+
Oda sicakligi
x mL Antioksidan ¢ozeltisi » Asi7nm

. 20 dk.

1-x mL Metanol

Sekil 3.7. DPPH yontemi akis diyagrama.

Toplam fenolik madde miktarinin tayini ig¢in uygulanan Folin-Ciocalteu
yontemi i¢in standart madde olarak gallik asit kullanilmistir. Degisen
konsantrasyonlardaki gallik asit ¢ozeltileri (1, 3, 5, 7 ve 9 mg L) kalibrasyon grafigi
olusturmak i¢in kullanilmistir. Her bir konsantrasyon degeri i¢in hesaplanan x mL
100 mg L standart antioksidan cozeltisi iizerine (0.25-x) mL saf su eklenmistir.
Daha sonra, 0.25 mL Folin-Ciocalteu reaktifi (1/5 oraninda seyreltilmis) ve 2 mL
%3.125’1ik NaxCOs ¢ozeltisi eklenerek, hazirlanan ¢ozeltiler su banyosunda 50 °C’de
2 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi standart ¢dzeltiler ve numunelerin
absorbans degerleri 750 nm dalga boyunda spektrofotometre ile Olgiilerek

numunelerin toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit esdegeri cinsinden
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belirlenmistir. Kalibrasyon igin kullanilan ¢ozeltiler ve yontemi gosterir akis

diyagrami Tablo 3.5. ve Sekil 3.8.’de sirasiyla verilmistir.

Tablo 3.5. Folin-Ciocalteu yonteminde kalibrasyon i¢in kullanilan standart ¢ozeltiler

Std. kons.  Stok ¢6z. alinan miktar Eklenen su Eklenen FCR Eklenen Na,COs
(mg L) (mL) (mL) (mL) (mL)

1 0.025 0.225 0.250 2

3 0.075 0.175 0.250 2

5 0.125 0.125 0.250 2

7 0.175 0.075 0.250 2

9 0.225 0.025 0.250 2

Std., standart; ¢6z., ¢ozelti; kons., konsantrasyon; FCR, Folin-Ciocalteu reaktifi.

0.25 mL FCR
+

2 mL %3.125°1lik N32C03 50°C

+ —> A750nm
2 saat

x mL Antioksidan ¢ozeltisi

+

0.25-x mL Su

Sekil 3.8. Folin-Ciocalteu yontemi akis diyagrama.

Absorbans olgiimleri Jasco V-530 (Sekil 3.9.) spektrofotometresi ile
gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.9. Jasco V-530 spektrofotometre.

3.7. Karbon Nanotiiplerin Hazirlanmasi

0.04 g olarak tartilan MWCNT {izerine 150-250 °C 1sitict altinda her seferinde
2 mL 4 kez der. HNO3 eklenmistir. Son buharlasmadan kalan yaklasik 0.5 mL’lik
cozelti sogutulmus, 5 mL saf su ile yaklastk 7-8 defa yikanarak asitten
uzaklastirilmistir. 60-70 °C’de yaklagik 1 glin boyunca kurutularak hazirlanan
kalintidan tartilan 0.037 g karbon nanotiip, 3.7 mL dimetilformamid (DMF)
icerisinde dagitilmistir [87].

3.8. GCE Yiizeyine MWCNT, iletken Polimer ve Metal Nanoparcacik
Modifikasyonlari

GCE sulu Al20O3 ile temizlenip parlatilmistir. Temizlenmis GCE {izerine 10
pL MWCNT ¢ozeltisinden damlatilarak ve yaklasik 30 dakika 150 W IR lamba
altinda ¢6ziicii ugurularak MWCNT/GCE hazirlanmustir.

Taurin (1.0 mM) ve BCP (2.0 mM) monomerleri MWCNT/GCE yiizeyine
elektrokimyasal olarak polimerlestirilmistir. Elektropolimerizasyon taurin (Sekil
3.10.) ve BCP (Sekil 3.11.) igin sirastyla 50 mV s tarama hiz1 ile -1.5 V ile 2.0 V
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[88] ve 100 mV s? tarama hiz1 ile 1.5 V ile -1.0 V [41] potansiyel araliginda 20
dongii olarak gerceklestirilmistir.

Diger taraftan Au ve Pt nanopargaciklar, tiirlerin asidik ¢ozeltilerinden (0.1 M
HCI ¢ozeltisi ile hazirlanmig 1 mM HAuCls ve 1 mM H2PtCls) indirgenerek s6z
konusu elektrot yiizeyine modifiye edilmistir. Au (Sekil 3.12.) ve Pt (Sekil 3.13.)
nanoparcaciklarin MWCNT/GCE yiizeyinde olusumu ddngiisel voltammetri ile 20
dongii (100 mV s?) olarak Au ve Pt igin sirasiyla 1.0 Vile -1.5V ve 0.2 Vile -1.0 V

potansiyel araliginda gerceklestirilmistir.

500

400 A

300 T

200 A

I/pA

100

0 A
-100'%

-200

-1000 0 1000 2000

E/mV vs. (Ag/AgCl(doy.KCI))

Sekil 3.10. MWCNT/GCE yiizeyine taurin monomerlerinin elektropolimerizasyonu.
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Sekil 3.11. MWCNT/GCE yiizeyine BCP monomerlerinin elektropolimerizasyonu.
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E/mV vs. (Ag/AgCl(doy.KCI))

Sekil 3.12. Au nanopargaciklarin MWCNT/GCE yiizeyine kaplanmasi.
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Sekil 3.13. Pt nanopargaciklarin MWCNT/GCE yiizeyine kaplanmasi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Arastirma bulgulari; oleuropeinin tayini i¢in Onerilen elektroanalitik yontem,
sekoiridoid ve fenil etil alkol yapilarmin tayinleri icin gelistirilen kromatografik
yontem, diger bazi fenolik bilesiklerin es zamanli tayinleri igin gelistirilen
kromatografik yontem ve zeytin yapragi oérneginin toplam fenolik bilesen ve toplam
antioksidan kapasitesinin belirlenmesi i¢in uygulanan yontemler olmak lizere 4 ana

baslik altinda toplanmistir.

4.1. Zeytin Yaprag Orneklerinde Oleuropeinin Adsorptif Siyirma Kare
Dalga Voltammetrisi ile Tayini

Calismanin bu bdliimiinde, oleuropein miktarinin duyarli bir sekilde
belirlenmesi igin MWCNT modifiye GCE kullanilarak gergeklestirilen voltammetrik
bir yontem Onerilmistir (Sekil 4.1.). Yontem, hazirlanan MWCNT/GCE ylizeyine
kendiliginden biriken oleuropeinin adsorptif siyirma kare dalga voltammetrisi ile

tayini i¢in valide edilmistir.

N —* GCE
MWCNT
af‘
/'/
L SWV
' =
=

oleuropein
manyetik bar Poiansivel

I > | oristiric

Sekil 4.1. MWCNT/GCE ile oleuropein tayininin gorsel agiklamasi.

4.1.1. Cahisma Kosullarimin Optimizasyonu

9.25 uM oleuropeinin yalin GCE ve MWCNT/GCE iizerindeki ylikseltgenme
pik akimlarinin degisimleri zamana karsi CV ile incelenmistir. Bununla birlikte
destek elektrolitin (0.1 M H2SO4) 400 rpm de karigtirtlmasinin oleuropein pik akimi

tizerine etkisi de arastirilmustir (Sekil 4.2.). Oleuropeinin yiikseltgenme pik akimi
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MWCNT/GCE iizerinde zamanin bir fonksiyonu olarak artarken, yalin GCE
tizerinde anlamli herhangi bir degisim gozlenmemistir. Bu duruma oleuropeinin
hazirlanan MWCNT/GCE {izerinde kendiliginden birikmesi neden olmaktadir. Diger
taraftan, oleuropeinin hazirlanan MWCNT/GCE {izerine birikmesi sirasinda destek
elektrolit ¢ozeltisinin karigtirllmasi, yalnizca elde edilen pik akiminin artmasina
sebep olmamis, ayni zamanda oleuropeinin maksimum pik akimina ulagma siiresini
kisaltmigtir. Sonug olarak, oleuropeinin hazirlanan MWCNT/GCE f{izerine birikme

stiresi 400 rpm karistirma hizi ile birlikte 15 dk. olarak belirlenmistir.

60
50 A
40 A
30 A
<
=
20 A
—— yalhin GCE karistirma ile
10 A —O— MWCNT/GCE
—W— MWCNT/GCE karistirma ile
0 1@ @ @ @ @ @ @ @
a

0 10 20 30

Siire/dk.

Sekil 4.2. 9.25 uM oleuropeinin (a) yalin GCE {izerinde 0.1 M H2SOj4 ¢6zeltisini
karigtirarak, (b) MWCNT/GCE iizerinde, (c) MWCNT/GCE {izerinde 0.1 M H2SO4
cozeltisini karigtirarak CV ile elde edilen yiikseltgenme pik akimlari. Tarama hizi: 50

mV s,

Sekil 4.3A. 9.25 pM oleuropeinin hazirlanan MWCNT/GCE f{izerinde farkli
destek elektrolitler kullanilarak elde edilen yiiksetgenme pik akimlarini
gostermektedir. Asidik ortamin daha yiiksek pik akimlart sagladigi goriilmektedir.
Diger taraftan Sekil 4.3B. konsantrasyonlari degisen (0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1.0 M)

H2SOs ¢ozeltisinde 9.25 pM  oleuropeine ait dongiisel voltammogramlari
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gostermektedir. Sonuglara gore ideal destek elektrolit ¢ozeltisi 0.1 M H2SO4 olarak

secilmistir.

0.1m sHs ]
0.1 M pH 11 PBS ]
0.1 M pH 9 PBS - |

0.1 M pH 7 PBS -

0.1 M pH 5 ABS

0.1 M pH 4 ABS
0.01 M NAS

0.1 M NAS |
0.01 M PAS
0.1 M PAS

0.1 M pH 2 TFABS

0.1 M TFAS

0.01 M HAS

0.1 M HAS

0.01 M SAS

0.1 M SAS | (A)
(0] 20 40 60 80 100
I/pA
100
80 -
60 -
40 A
20 A
<
ER
-20 A
-40 A _— (a) 0.01 M
—— (b) 0.05 M
-60 — (c) 0.1 M
= (d) 0.5 M
-80 1
—_— (e) 1.0 M
-100 T T T T T T T
350 400 450 500 550 600 650 700

E/mV vs. (Ag/AgCl(doy.KCI))

Sekil 4.3. (A) 9.25 uM oleuropeinin farkli destek elektrolitler kullanilarak 400 rpm
de 15 dk. karistirma sonrasi, hazirlanan MWCNT/GCE {izerinde CV ile elde edilen
yiikksetgenme pik akimlari. SHS, sodyum hidroksit ¢ozeltisi; PBS, fosfat tampon
cozeltisi; ABS, asetat tampon ¢ozeltisi; NAS, nitrik asit ¢ozeltisi; PAS, perklorik asit
cozeltisi; TFABS, trifloroasetik asit tampon ¢dozeltisi; TFAS, trifloroasetik asit
cozeltisi; HAS, hidroklorik asit c¢ozeltisi ve SAS, stlfiirik asit ¢ozeltisi (B)
MWCNT/GCE fiizerinde 9.25 uM oleuropeinin yiikseltgenme pik akimina H2SO4

¢ozeltisinin konsantrasyon etkisi. Tarama hizi: 50 mV s,
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4.1.2. Oleuropeinin Yalln GCE ve MWCNT/GCE Uzerinde
Elektrokimyasal Davranisi

Optimize edilen kosullarda 9.25 uM oleuropeinin yalim GCE ve
MWCNT/GCE iizerinde elde edilen dongiisel voltammogramlari Sekil 4.4.’de
gosterilmistir. Yalin GCE {izerinde oleuropeinin yiikseltgenme pik potansiyeli 542
mV olarak saptanmistir. MWCNT/GCE {izerinde oleuropeine ait anodik ve katodik
piklerin potansiyelleri sirasiyla 559 mV ve 520 mV olarak gozlemlenmistir.
Oleuropeinin yiikseltgenme pik akimi MWCNT/GCE fiizerinde yaklasik 14.5 kez
yiikselirken, yine MWCNT/GCE iizerinde s6z konusu tiirtiin 15 dk. boyunca
adsorpsiyonu ile 6n deristirilmesi sonucu elde edilen pik akimi yaklasik 23.4 kez
yiikselmistir. Sonu¢ olarak yalin GCE ile karsilastirildiginda, oleuropeinin
yiikseltgenme pik akimi Onerilen yontem ile 340 kez artmistir. Sonuglar,

oleuropeinin Onerilen elektrot ile ¢ok duyar bir sekilde tayin edilebilecegini

gostermektedir.

100 P

20 (A)
80 o 15 = (a) yalin GCE

10 | = ®ymwenTeCE (a) yalin GCE

m— (b) MWCNT/GCE

60 - 5 b (¢) MWCNT/GCE 5 dk karistirma ile

0 — (d) MWCNT/GCE 10 dk karistirma ile
40 4 -5 \/.’\aj — (¢) MWCNT/GCE 15 dk karistirma ile

(B)

10

20 A 200 400 600 800 10001200
E/mV A_ssﬂjl
<
= 07 —
20 /_/¥/
-40
-60 A
-80
-100 200 400 600 800 1000

200 400 600 800 1000 1200

E/mV vs. (Ag/AgCl(doy.KCl))

Sekil 4.4. (A) 0.1 M H2SO4 ortaminda (a) yalin GCE iizerinde, (b) MWCNT/GCE
tizerinde, (¢) MWCNT/GCE tizerinde 5 dk. karistirma sonrasi, (d) MWCNT/GCE
tizerinde 10 dk. karistirma sonrasi, (¢) MWCNT/GCE iizerinde 15 dk. karistirma
sonrast 9.25 puM oleuropeine ait dongiisel voltammogramlar. (B) kor dongiisel

voltammogramlar (a) yalin GCE, (b) MWCNT/GCE. Tarama hizi: 50 mV s
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0.1 M H2SO4 ortaminda yalin GCE (Sekil 4.5A) ve MWCNT/GCE (Sekil
4.5B) iizerinde 9.25 uM oleuropeinin yiikseltgenmesi tizerine ¢esitli tarama hizlar
(5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 300 ve 400 mV S'l) incelenmistir. Tarama hizlarina
kars1 pik akimlar1 grafige gecirilmis ve her iki grafigin de oldukga dogrusal oldugu
gozlemlenmistir (Sekil 4.5C ve D). Bu durum s6z konusu iki elektrot yiizeyindeki

akimin adsorpsiyon kontrollii oldugunu gostermektedir.

4.1.3. MWCNT/GCE Uzerine Iletken Polimer ve Metal Nanoparcacik
Modifiyesinin Etkisi

Oleuropeinin Onerilen elektrot iizerine birikmesini daha iyi agiklayabilmek
amaciyla, MWCNT/GCE iizerine iletken polimer film ve metal nanoparcacik gibi
gibi cesitli ilave modifikasyonlar denenmistir. Bu amagla, taurin (1.0 mM) ve brom
krezol moru (2.0 mM) monomerleri MWCNT/GCE ylizeyine elektrokimyasal olarak
polimerlestirilmistir. Diger taraftan Au ve Pt nanopargaciklar (NPs), tiirlerin asidik
cozeltilerinden (0.1 M HCI ¢ozeltisi ile hazirlanmis 1 mM HAuCls ve 1 mM

H2PtCls) indirgenerek s6z konusu elektrot yiizeyine modifiye edilmistir.

9.25 uM oleuropeinin 400 rpmde 15 dk. karigtirma sonrasit 0.1 M H2SO4
ortaminda yalin GCE, AuNPs/MWCNT/GCE, PtNPs/MWCNT/GCE,
poli(taurin)/MWCNT/GCE ve MWCNT/GCE iizerinde elde edilen dongiisel
voltammogramlar1  Sekil 4.6.’de goOsterilmistir. Bununla birlikte hazirlanan
poli(BCP)/MWCNT/GCE, oleuropeinin yiikseltgenme potansiyeline karsilik gelen
bolgede biiyiik bir anodik pik olusturdugundan, oleuropeinin yiikseltgenme pik
akimini baskilamistir (Sekil 4.7.). Bu nedenle poli(BCP)/MWCNT/GCE, oleuropein

tayininde basarisiz olmustur.
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Sekil 4.5. 0.1 M H2SO4 ortaminda (A) yalin GCE ve (B) MWCNT/GCE iizerinde
9.25 puM oleuropeinin ¢esitli tarama hizlarinda dongiisel voltammogramlari.
Oleuropeinin yiikseltgenme akiminin tarama hizina kars1 (a-j): 5, 10, 25, 50, 75, 100,
150, 200, 300 and 400 mV s olusturulan grafigi (C) yalin GCE, (D) MWCNT/GCE

i¢in.
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Sekil 4.6. 9.25 uM oleuropeinin 15 dk. karistirma sonrast 0.1 M H2SO4 ortaminda (a)
yalin  GCE, (b) AuNPs/MWCNT/GCE, (c) PtNPs/MWCNT/GCE, (d)
poli(taurin)/MWCNT/GCE ve (¢) MWCNT/GCE  iizerinde  dongiisel

voltammogramlari. Zemin akimlari arka planda verilmistir. Tarama hizi: 50 mV s,
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Sekil 4.7. poli(BCP)/MWCNT/GCE vyiizeyinde destek elektrolit ¢cozeltisine (0.1 M

H2S04) ait dongiisel voltammogram. Tarama hiz1: 50 mV s,
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Sonuglar, MWCNT/GCE yiizeyinin {izerine ilave edilen modifikasyonlarin
(iletken polimer ve metal nanoparcacik), onerilen yiizey ile oleuropein arasindaki
yiizey etkilesimini kismen engelledigini ve es derisimler icin elde edilen oleuropein

yiikseltgenme pik akimlarini azalttigin1 gdstermektedir.

4.1.4. Dogrusallik, Calisma Arahgi, Belirtme ve Tayin Siirlari

Onerilen elektrot iizerinde oleuropeinin tayini kare dalga voltammetri
yontemi ile gergeklestirilmistir. Bir dizi farkli konsantrasyondaki oleuropeine karsi
okunan yiikseltgenme pik akimlar grafige gegcirilmistir. MWCNT/GCE {izerinde
yaklasik 540 mV potansiyel degerinde iyi tanimlanmis yiikseltgenme pikleri Sekil
4.8A.’da gosterilmistir. Elde edilen kalibrasyon egrisi, yontemin 0.01 - 0.70 uM
calisma araliginda 0.9984 korelasyon katsayisi ile olduk¢a dogrusal oldugunu
gostermektedir (Sekil 4.8B.).

j 350
500 A ) 300 y = 432,69x - 9,5277
J 250 Rz = 0,9984
<§L200
400 =150
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200 A
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(A)
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E/mV vs. (Ag/AgCl(doy.KCI))

Sekil 4.8. (A) 0.1 M H:SOs ortammmda MWCNT/GCE iizerinde farkli
konsantrasyonlardaki kare dalga voltammogramlar1 (a—j): 0, 0.01, 0.02, 0.03, 0.05,
0.07, 0.10, 0.30, 0.50 ve 0.70 pM oleuropein. Tarama hizi: 50 mV s?. (B)
MWCNT/GCE iizerinde oleuropeine ait kalibrasyon egrisi.
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Belirtme (LOD) ve tayin (LOQ) sinirlart sirasiyla LOD=3SD/b ve
LOQ=10SD/b formiilleri kullanilarak hesaplanmistir (SD, 10 kor ¢ozelti sinyalinin
standart sapmasi; b, kalibrasyon egrisinin egimi). Onerilen elektrot icin LOD ve

LOQ degerleri sirasiyla 2.73 ve 9.09 nM olarak hesaplanmustir.

Daha oOnce oleuropein tayini i¢in bildirilen elektrotlarin karsilagtiriimasi

Tablo 4.1.’de listelenmistir. Verilere gore onerilen elektrotun belirtme sinir1 oldukga

diisiiktiir.
Tablo 4.1. Bazi oleuropein sensdrlerinin karsilastirilmasi
Elektrot Yontem Ortam, pH LOD (uM) LR (uM) Ref.
poli[Ni-(PPIX)]/GCE Amperometri  0.01 M PBS, 7.0 1.21** - [89]
DNA kapli CHIT/CPE  DPV 0.5MPBS, 6.0 0.090*** 0.30-12 [90]
SPE DPV 10 mM GBS, 2.0  0.463* - [91]
MWCNT/GCE SWvV 0.1 M H,SO, 0.00273 0.01-0.70 -

DPV, diferansiyel puls voltammetri; SWV, kare dalga voltammetri; GCE, camims1 karbon elektrot;
CPE, karbon pasta elektrot; SPE, yiizey baskili elektrot; MWCNT, ¢ok duvarli karbon nanotiip;
poli[Ni-(PPIX)]/GCE, poli [Ni-(protoporphyrin 1X)dimethyl ester]; CHIT, kitosan; PBS, fosfat
tampon ¢ozeltisi; GBS, glisin tampon ¢ozeltisi, LOD, belirtme sinir1 ve LR, dogrusal aralik.

LOD degerleri,

* kor standart sapmasinin ii¢ katinin alinmasi yontemi;

** giiriiltiiniin ¢ ile carpilmasi yontemi ve

**% bu calismada tarif edilen yontem kullanilarak hesaplanmuistir.

4.1.5. Tekrarlanabilirlik

0.03, 0.10 ve 0.50 puM oleuropein igeren ii¢ farkli konsantrasyondaki standart
¢ozelti, Onerilen modifiye elektrodun giin-i¢i (herbir konsantrasyon i¢in ti¢ tekrar) ve
giinler-aras1 (herbir konsantrasyon i¢in {i¢ tekrar ve ii¢ farkli giin) tekrarlanabilirligini
belirlemek icin kullanilmistir. Sonuglar Tablo 4.2.°de gosterilmistir. Giin-i¢i ve
giinler-arasi tekrarlanabilirlik i¢in sirasiyla hesaplanan %6.0 ve %9.9’dan daha diisiik
bagil standart sapma (RSD) degerleri, yontemin yeterince tekrarlanabilir oldugunu

gostermektedir.
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Tablo 4.2. Glin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik

RSD (%)
Konsantrasyon (uM)
Giin-igi (n=3) Giinler-aras1 (n=9)
0.03 5.9 9.1
0.10 4.2 8.2
0.50 4.6 9.8

RSD, bagil standart sapma.

4.1.6. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon Yonteminin Geri Kazanimi

Zeytin yapragi yiikksek oranda oleuropein icermektedir. Bu nedenle diisiik
miktarda oleuropein standartlarinin zeytin yapragi iizerine standart ilave edilmesi ile
gerceklestirilen geri kazanim ¢aligmalart anlamsizdir. Oleuropeinin yalnizca
Oleaceae familyasina ait bitkilerde bulundugu bilindiginden, ekstraksiyon
yonteminin geri kazanimini hesaplamak i¢in dut yapragi kullanilmistir. Geri kazanim
calismalar1 0.0100, 0.5000 ve 5.0000 mg oleuropein standartlarinin 10 mg
kurutulmus dut yapragi (her bir miktar icin ii¢ tekrar) iizerine ilave edilmesi ve
standart katimli 6rneklere MAE yonteminin uygulanmasi ile gerceklestirilmistir.
Standart katimli ornekler, ekstraksiyon islemi sonras1 LC-ESI-MS/MS yontemi ile

analizlenmis (n=3) ve geri kazanilan analit miktar1 hesaplanmistir (Tablo 4.3.)

Tablo 4.3. Mikrodalga destekli ekstraksiyon yonteminin oleuropein i¢in geri kazanim

degerleri
Ekilen miktar (mg) Bulunan (mg) Geri kazanim (%) Ortalama geri kazanim (%)£SD

0.0099 99

0.0100 0.0098 98 98+2
0.0096 96
0.4691 94

0.5000 0.4726 95 9442
0.4614 92
4.6790 94

5.0000 4.6945 94 9243
4.4645 89

SD, standart sapma.
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4.1.7. Zeytin Yaprag Orneginde Oleuropeinin Nicel Tayini
Toplanan zeytin yapragi ornegi karanlikta, oda sicakliginda kurutulmus ve
parcalanmistir. 10 mg 6rnek mikrodalga ekstraksiyon tiiplerine aktarilmis ve MAE

yontemi uygulanmustir.

Onerilen elektrokimyasal yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla drnek,
voltammetrik ve kromatografik yontemin her ikisi ile ¢ tekrar olarak
analizlenmistir. Sekil 4.9.de 50 ile 1000 pg L7 arasinda degisen farkh
konsantrasyondaki oleuropeinin LC-ESI-MS/MS yontemi ile elde edilen kalibrasyon
egrisi gosterilmektedir. Diger taraftan, Sekil 4.10. standart katma (0.1 ve 0.3 uM
oleuropein) ile birlikte ornek icin elde edilen kare dalga voltammogramlarin
gostermektedir. Gelistirilen yontem ve LC-ESI-MS/MS yontemi i¢in sirasiyla

16.5£1.5 ve 15.7+1.1 mg g* olarak bulunan sonuglar uyum igerisindedir.

80000
y = 73,205x + 580,94
R* = 0,9988
60000 -
=
2 40000 A
[9p]
20000 -
o -

0 200 400 600 800 1000

Konsantrasyon/ug L*

Sekil 4.9. Oleuropein i¢in LC-ESI-MS/MS yontemi ile elde edilen tipik bir

kalibrasyon egrisi.
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300
< 250
(a) numune y = 536,92x + 54,994
(b) numune+0.1 uM 200 R?>=0,9997
250 standart katma I/pA 150
= (c) Nnumune+0.3 pM 100
standart katma 5
200 A 0 T T
0,05 0,25
Konsantrasyon/pM
< i
= 150
100 A
50 A
0 -1

200 400 600 800 1000 1200

E/mV vs. (Ag/AgCl(doy.KCl))

Sekil 4.10. (a) numune, (b) 0.1 uM, (c) 0.3 uM oleuropein standart katma sonrast
elde edilen kare dalga voltammogramlar. Standart katma kalibrasyon egrisi arka

planda verilmistir. Tarama hizi: 50 mV s 2.

4.1.8. Girisim Calismalar

Onerilen elektrot ile oleuropein tayini sirasinda bazi iyonlarin ve organik
maddelerin girisim etkileri incelenmistir. Oleuropein konsantrasyonun 0.10 puM
oldugu durumda, s6z konusu konsantrasyon degerinin 100 katina kadar ortama
eklenen Na*, Cu?*, Ca®*, Pb?*, Mg?*, Ni?*, Fe?*, CI-, SO4%, glikoz ve askorbik asit;
200 katna kadar eklenen NOz analiz yontemine herhangi bir girisimde

bulunmamastir.

4.2. Zeytin Yapragi ve Zeytinyagi Orneklerinde Bazi Zeytin
Biyofenollerinin LC-ESI-MS/MS Yontemi ile Tayinleri

Calismanin bu boliimiinde zeytin yapragi ve zeytinyagi érneklerinde bulunan
oleuropein, tirozol, hidroksitirozol, apigenin 7-glikozit ve luteolin 7-glikozit tayinleri

icin basit ve hizli bir yontem Onerilmistir.
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4.2.1. Dogrusalhk

Dogrusallik ¢aligmalart tirozol, hidroksitirozol ve oleuropein i¢in 25-500 pg
L%; apigenin 7-glikozit igin 2.5-50 pg L ve luteolin 7-glikozit i¢in 10-200 pg L*
konsantrasyon araliginda bir dizi farkli standart ¢ozelti  kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen kalibrasyon egrileri, yontemin tiirler i¢in belirtilen

araliklarda olduke¢a dogrusal oldugunu gdstermektedir (Sekil 4.11.)

Tirozol Hidroksitirozol
4000 25000
y =7,3221x + 47,217 y =43,778x + 17,011
3000 R2 = 0,9965 20000 R? = 0,9986
= < 15000
§ 2000 5 on
p= @fv OH > 10000 Qﬂ/
1000 HO 5000 oo
0 0
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (ug L) Konsantrasyon (ug L)
Oleuropein Apigenin 7-glikozit
10000 20000
goop | Y= 10,406x +3207,3 y = 368,41x + 143,24
R2=0,9975 15000 R?=0,9976
= 6000 . =
8 S 10000
>“ 4000 ]%(j)i >~ Ho,gj oH o
HO. OCH; ., °
00" O 5000 HO' (o} O o‘
2000 5 5 OH
0 = 0
0 100 200 300 400 500 0 10 20 30 40 50
Konsantrasyon (pg L) Konsantrasyon (pg L)

Luteolin 7-glikozit
20000
15000 y = 69,888x + 1589,7

~ R2=0,9999
S 10000 0
>-‘ OH
5000 Q L,
0
0 50 100 150 200

Konsantrasyon (pg L)

Sekil 4.11. Tiirlere ait tipik kalibrasyon egrileri.
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4.2.2. Ekstraksiyon Yontemlerinin Geri Kazamim Degerleri

Ekstraksiyon yontemlerinin geri kazanimlar1 zeytinyagi drneklerinde numune
tizerine standart eklenmesi ve LC-ESI-MS/MS yoéntemi ile tayin edilmesi yoluyla
hesaplanmistir (Tablo 4.4). Analit igeriginin ¢ok yiiksek oldugu zeytin yapragi
orneklerinde ise tirozoliin izomeri olan 2-(3-hidroksifenil)etanoliin (ISTD) belirli
oranda numune iizerine eklenmesi ve yine LC-ESI-MS/MS yontemi ile tayin

edilmesi yoluyla hesaplanmistir (Tablo 4.5.). S6z konusu tiirlerin molekiil sekilleri

Sekil 4.12.’de verilmistir.

OH
OH

@ (b)
HO OH

Sekil 4.12. izomer tiirlerin molekiil sekilleri (a) tirozol, (b) 2-(3-hidroksifenil)etanol.

Tablo 4.4. Zeytinyag1 6rneklerinde UAE geri kazanimi

Geri Kazanim + SD (%)

Analit

Diisiik Konsantrasyon* Yiiksek Konsantrasyon**
Oleuropein 97.946.5 111.0+£0.9
Hidroksitirozol 101.4+5.7 105.7+4.6
Tirozol 99.8+2.8 102.6+6.8
Luteolin 7-glikozit 91.0+11.9 97.6+12.6
Apigenin 7-glikozit 79.0+£10.9 86.2+9.3

SD, standart sapma.
iis onsantrasyon degerleri apigenin 7-glikozit, oleuropein, luteolin 7-glikozit i¢in
*Diisiik k yon degerleri apig 7-glikozit, ol p luteolin 7-glikozit
sirastyla 5, 10, 25 pg L%, hidroksitirozol ve tirozol igin 500 pg LV dir.
**Yiiksek konsantrasyon degerleri apigenin 7-glikozit, oleuropein, luteolin 7-glikozit igin
sirastyla 10, 20, 50 pg L%, hidroksitirozol ve tirozol igin 1000 ug L"dir.
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Tablo 4.5. Zeytin yaprag1 6rneklerinde MAE geri kazanimi

ISTD Eklenen ISTD konsantrasyonu (ug L™Y)  Geri Kazamm + SD (%)
2-(3-hidroksifenil)etanol 50.0 103.8+0.6

ISTD, i¢ standart; SD, standart sapma
4.2.3. Biyofenollerin Nicel Tayinleri

Temin edilen zeytinyagr ve zeytin yaprag oOrneklerinde tespit edilen

biyofenoller Tablo 4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. Zeytin yapragi ve zeytinyagi orneklerinde biyofenol miktarlar

Numune tiirii

Analit - 5 ——
Zeytin yapragi Zeytinyag1
Oleuropein 26314 mg g? 2.4+0.1 ng g
Hidroksitirozol 209+12 pg gt 10.5+0.6 pug g*
Tirozol 9.6+0.6 g g* 14.7£0.9 pug g*
Luteolin 7-glikozit 49+12mgg? 17.1+4.2 ng g*
Apigenin 7-glikozit 3157 pug gt 0.9+0.1 ng g*

4.3. Zeytin Yaprag Orneklerinde Diger Baz1 Fenolik Bilesiklerin LC-
ESI-MS/MS Yontemi ile Tayinleri i¢in Yontem Validasyonu

Calismanin bu boliimiinde, 31 adet fenolik bilesigin tayinlerinin es zamanh
olarak gergeklestirildigi bir LC-ESI-MS/MS yo6ntemi tarif edilmistir. Yontem, zeytin
yapragi ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerin tayinleri i¢in valide edilmistir.
Diger taraftan Onerilen yontem kullanilarak, bir zeytin numunesi ekstraktindaki

fenolik bilesiklerin nicel tayinleri gergeklestirilmistir.

4.3.1. Dogrusallik, Belirtme ve Tayin Sinirlar:

Bir dizi farkli konsantrayonlardaki fenolik bilesik standartlari ile olusturulan
kalibrasyon egrileri Sekil 4.13.’de her bir tiir i¢in ayr1 ayr1 verilmistir. Kalibrasyon
egrilerini olusturmak igin kullanilan ve fenoliklere gére 1-500 pg L™ konsantrasyon
araliginda degiskenlik gosteren en az 7 nokta ii¢ paralel olarak enjekte edilmistir.
Tablo 4.7.°da gosterildigi gibi, analitler i¢in elde edilen kalibrasyon denklemlerinin

korelasyon katsayilar1 0.9916°dan daha yiiksektir.
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Diger taraftan, LOD ve LOQ degerleri LOD=3Ss/b ve LOQ=10Sa/b

formilleri kullanilarak hesaplanmistir  (Sa,

disiik derisimde standart ¢ozelti

sinyallerinin standart sapmasi; b, kalibrasyon egrisinin egimi). Tiirlerin LOD ve

LOQ degerleri Tablo 4.7.’da topluca verilmistir.

Gallik asit Protokatekuik asit
3000 - 3500 -
i 3000 - i
2500 1 o on on
2000 | wo _ gggg 1 wo
= i OH b= 1 OH
£ 1500 = 1500
1000 1000
500 500
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L) Konsantrasyon (ug L)
3,4-Dihidroksifenilasetik asit (+)-Katesin
3000 - OH 800 - T oo
2500 1 ho 0 o O o
600 - Cl
2000 - OH o
= = H
§ 1500 & 400
>~ >~
1000
200
500
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pug L1) Konsantrasyon (pug L1)
Pirokatekol Klorojenik asit
50 - OH 7000 1 .o o OL\CEOH
o L kg
30 - or =4000 {
= 90 - 5 3000
2000
10 1 1000
O T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400 500

Konsantrasyon (pg L)

Konsantrasyon (pg L)

Sekil 4.13. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri.



2,5-

Dihidroksibenzoik asit

4-Hidroksibenzoik asit

2500 - 0 5000 1  Ox-OH
2000 - HO@OH 4000
+ 1500 - OH + 3000
g 8
> 1000 > 2000
500 1000
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pug L) Konsantrasyon (ug L)
(-)-Epikatesin Vanilik asit
5000 4 M 300 - o
4000 250 - OH
+< 3000 = 200
E 5 150
2000 100
1000 50
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L) Konsantrasyon (pg L)
Kafeik asit Siringik asit
6000 - o 400 Oy -OH
5000 - Q/\/‘LOH -
HO
_ 4000 1" L, -
5 3000 - g 200
~ P
2000
100
1000

0

100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L)

100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L)

Sekil 4.13. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri (devami).
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3-Hidroksibenzoik asit Vanilin
2000 1 O. _OH 1400 - o
1200 - H
1500 _
: 1
= = 1 OCHs
£ 1000 £ 600 -
500 400 -
200 -
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pug L) Konsantrasyon (ug L)
Verbaskosit Taksifolin
5000 . %«ﬁ 7000 - on
s000 1w 6000 | ro_ o 1,
5000 - WOH
E 3000 £ 4000 - ©
> 2000 > 3000
2000
1000 1000
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L) Konsantrasyon (pg L)
Sinapik asit p-Kumarik asit
_ o - 0
1200 7, ., 10000 -
1000 - 8000 - OH
HO
. 8007 = 6000 { "
E 600 Es
400 4000
200 2000

100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L)

0

100 200 300 400 500
Konsantrasyon (ug L)

Sekil 4.13. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri (devami).
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Ferulik asit

Luteolin 7-glikozit

2000 - 0 25000 -
X" “OH HO. o o
1500 20000 - @
= = 15000 | " o
§ 1000 8
> > 10000
500 5000
0 T T T T 1 0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pug L) Konsantrasyon (ug L)
Hesperidin Hiperoside
3500 1, o QH 10000 - . HMH
-4 \CHs o (o] (0]
3000 OHCH T O OCH; 8000 - O | ° OH
2500 - OH oH HO o O
= 2000 g 6000 - [ on
5 1500 = 4000
1000
500 2000
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L) Konsantrasyon (ug L)
Rosmarinik asit Apigenin 7-glikozit
6000 - Ho 0 12000 - M on o
HOQV/‘WO OH Holéo‘ O |
5000 - T ( o 10000 oo 0
_ 4000 - o _ 8000 4 * o
g 3000 - £ 6000 -
>~ >~
2000 4000
1000 2000

100 200 300 400 500

Konsantrasyon (pug L)

0

100 200 300 400 500
Konsantrasyon (ug L)

Sekil 4.13. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri (devami).
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2-Hidroksisinnamik asit Pinoresinol
10000 4 HO._.O 500 - OCH;
8000 | -~ 400
= 6000 = 300
5 8
> 4000 > 200
2000 100
O T T T T 1 0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (ug L) Konsantrasyon (pug L)
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OH O
8000 4  owo 8000 - o
6000 6000 - HO » o ® o
= = OH
S 4000 S 4000 -
p= p=
2000 2000
0 T T T T 1 O T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pg L) Konsantrasyon (pg L)
Luteolin Kaempferol
5000 - 500 ¢+
4000 - 400
+ 3000 - < 300
= =
« (s
> 2000 - > 200
1000 - 100

0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (pug L)

100 200 300 400 500
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Sekil 4.13. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri (devami).
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Apigenin
6000 1 ¢

] |
5000 |
4000 - o
£ 3000 -

2000 -
1000 -

0 100 200 300 400 500
Konsantrasyon (ug L)

Sekil 4.13. Fenolik bilesiklerin kalibrasyon egrileri (devamu).

4.3.2. Kesinlik ve Tekrarlanabilirlik

Ug farkli konsantrasyondaki kalibrasyon standartlar1 ve bir zeytin yaprag
numunesi (aynt numuneden MAE yontemi ile elde edilen ekstraktlar), Onerilen
yontemin giin-i¢i (her bir konsantrasyon ve ekstrakt i¢in ii¢ tekrar) ve giinler-arasi
(her bir konsantrasyon ve ekstrakt i¢in ii¢ tekrar ve li¢ farkli gilin) tekrarlanabilirligini
belirlemek i¢in kullanilmistir. Tablo 4.8.’de gosterildigi gibi fenolik bilesikler igin
hesaplanan giin-i¢i ve giinler-aras1 tekrarlanabilirliklerin bagil standart sapmalari

sirastyla %9.4 ve %16°dan daha diistiktiir.
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Tablo 4.7. Fenolik bilesiklerin dogrusallik ve duyarlik 6zellikleri

Dogrusallik ve duyarlik 6zellikleri

Bilesik Aralik Regresyon LOD LOQ
(ngl™) Dogrusal denklem R? (nggh) (ngeh)

Gallik asit 5-500 y = 4.82x-26.48 0.9988 0.15 0.49
Protokatekuik asit 2.5-500 y = 5.65x-9.99 0.9990 0.12 0.39
3,4-Dihidroksifenilasetik asit 5-500 y =5.13x-12.39 0.9990 0.14 0.45
(+)-Katesin 10-500 y = 1.45x+1.95 0.9974 0.40 1.3

Pirokatekol 25-400 y = 0.11x-0.52 0.9916 0.96 3.2

Klorojenik asit 1-500 y = 12.14x+32.34 0.9995 0.05 0.18
2,5-Dihidroksibenzoik asit 5-500 y = 3.79x-14.12 0.9980 0.21 0.71
4-Hidroksibenzoik asit 5-500 y = 7.62x+22.79 0.9996 0.17 0.57
(-)-Epikatesin 5-500 y =9.11x-9.99 0.9971 0.19 0.62
Kafeik asit 5-500 y = 11.09x+16.73 0.9997 0.26 0.85
Vanilik asit 10-500 y = 0.49x-1.61 0.9968 0.31 11

Siringik asit 10-500 y = 0.74x-1.54 0.9975 0.38 1.3

3-Hidroksibenzoik asit 5-500 y =3.69x-12.29 0.9991 0.19 0.62
Vanilin 50-500 y = 2.02x+135.49 0.9926 15 5.1

Verbaskosit 2.5-500 y = 8.59x-28.05 0.9988 0.08 0.27
Taksifolin 5-500 y = 12.32x+9.98 0.9993 0.18 0.61
Sinapik asit 5-500 y = 2.09x-6.79 0.9974 0.26 0.88
p-Kumarik asit 5-500 y = 17.51x+53.73 0.9997 0.19 0.64
Ferulik asit 5-500 y =3.32x-4.30 0.9992 0.14 0.48
Luteolin 7-glikozit 1-500 y = 45.25x+156.48 0.9996 0.05 0.15
Hesperidin 5-500 y =5.98x+0.42 0.9993 0.17 0.58
Hiperoside 2.5-500 y =16.32x-1.26 0.9998 0.10 0.33
Rosmarinik asit 1-500 y =9.82x-17.98 0.9989 0.06 0.19
Apigenin 7-glikozit 1-500 y =21.33x-31.69 0.9983 0.04 0.14
2-Hidroksisinnamik asit 1-500 y = 16.72x-26.94 0.9996 0.06 0.20
Pinoresinol 10-500 y = 0.80x-2.69 0.9966 0.39 1.3

Eriodiktiyol 2.5-500 y = 14.24x-0.50 0.9998 0.08 0.27
Kuersetin 5-500 y = 14.68x-18.25 0.9997 0.12 0.41
Luteolin 5-500 y = 8.96x+26.80 0.9992 0.13 0.45
Kaempferol 10-500 y =0.82x-3.06 0.9959 0.33 1.1

Apigenin 2.5-500 y = 11.29x+38.05 0.9987 0.10 0.32

LOD, belirtme siniri; LOQ, tayin sinir1
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Tablo 4.8. Giin-i¢i ve giinler-arasi tekrarlanabilirlik

Giin-i¢i (%RSD, n=3) Giinler-aras1 (%RSD, n=9)

Bilesik

Diis. Orta  Yik.  Eks. Diis. Orta  Yiuk.  Eks.
Gallik asit 2.9 0.6 0.5 1.8 9.9 2.0 34 13
Protokatekuik asit 1.9 1.0 0.7 1.3 9.5 15 2.6 6.4
3,4-Dihidroksifenilasetik asit 4.3 1.7 0.7 1.1 9.6 3.1 2.7 14
(+)-Katesin 5.6 3.8 2.6 nd 7.9 7.7 3.9 nd
Pirokatekol 9.4 6.2 35 nd 15 9.5 9.1 nd
Klorojenik asit 1.7 0.3 0.3 6.0 9.5 2.6 1.7 13
2,5-Dihidroksibenzoik asit 7.4 15 11 2.9 10 2.2 1.8 12
4-Hidroksibenzoik asit 4.3 1.9 14 3.9 11 3.3 25 5.7
(-)-Epikatesin 4.0 9.0 0.4 nd 9.3 9.8 5.0 nd
Kafeik asit 4.1 1.0 0.7 1.9 11 2.0 14 9.7
Vanilik asit 7.3 5.3 1.9 4.0 11 6.7 45 9.7
Siringik asit 5.6 3.2 1.3 35 8.4 4.0 4.3 14
3-Hidroksibenzoik asit 5.7 2.0 1.0 nd 9.2 2.4 15 nd
Vanilin 6.2 25 2.2 nd 8.1 3.7 4.8 nd
Verbaskosit 3.5 2.6 2.2 5.6 15 3.0 3.0 16
Taksifolin 4.6 0.8 0.2 2.6 8.4 1.9 1.4 9.3
Sinapik asit 3.1 2.9 2.2 2.9 9.0 2.9 4.3 7.3
p-Kumarik asit 3.0 0.4 0.8 2.3 15 3.1 2.1 8.8
Ferulik asit 7.3 1.2 0.4 3.9 9.2 3.8 1.9 9.8
Luteolin 7-glikozit 2.3 0.3 0.5 2.9 6.9 2.8 2.0 12
Hesperidin 55 13 0.7 35 9.6 3.0 2.4 6.9
Hiperoside 1.8 1.4 0.5 5.1 11 2.7 3.7 8.4
Rosmarinik asit 2.3 1.9 0.5 nd 9.2 2.7 2.4 nd
Apigenin 7-glikozit 1.5 0.7 0.5 2.9 6.4 4.0 4.2 6.8
2-Hidroksisinnamik asit 5.1 1.9 0.6 nd 11 2.5 1.6 nd
Pinoresinol 3.6 3.1 2.3 5.5 15 6.8 4.6 13
Eriodiktiyol 3.7 19 0.8 2.8 11 2.3 1.4 9.2
Kuersetin 2.3 0.7 0.7 4.7 7.4 15 1.0 9.8
Luteolin 2.9 0.3 0.1 0.9 6.3 18 2.8 4.4
Kaempferol 7.9 2.6 0.8 3.7 9.7 4.0 4.1 10
Apigenin 6.7 14 0.4 4.9 9.0 4.6 5.3 5.8

Diis., duisiik konsantrasyon; Ort., orta konsantrasyon; Yik., yiikksek derisim; Eks., ekstraksiyon; RSD,
bagil standart sapma; nd., zeytin yapragi ekstraktinda tespit edilememistir. Diisiik konsantrasyon,
klorojenik asit, apigenin 7-glikozit, luteolin 7-glikozit, rosmarinik asit ve 2-hidroksisinnamik asit i¢in
2.5 ng LY protokatekuik asit, verbaskosit, hiperoside, eriodiktiyol ve apigenin i¢in 5 pug L' gallik
asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, (-)-epikatesin,
kafeik asit, 3-hidroksibenzoik asit, taksifolin, sinapik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, hesperidin,
kuersetin ve luteolin igin 10 pug L (+)-katesin, vanilik asit, siringik asit, pinoresinol ve kaempferol
icin 25 ng L7, pirokatekol icin 50 pg L; vanilin igin 75 pg L dir. Orta ve yiiksek konsantrasyon
degerleri sirastyla 200 and 400 pg L dir.
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4.3.4. Geri Kazanim ve Yontemin Uygulanabilirligi

Geri kazanim caligmalari, 0.1 g zeytin yapragi ornegine farklt miktarlarda
fenolik bilesik standardi ilave edilmesi ve standart katimli 6rneklerin MAE teknigine
tabi tutulmast sonrast LC-ESI-MS/MS yontemi ile tayin edilmesi yoluyla
gerceklestirilmistir. Geri kazanilan analit miktarlar1 hesaplanmistir. Tablo 4.9.’de
verildigi gibi; her durumda %78.1 ile %108.7 arasinda degisen nicel geri kazanim

degerleri elde edilmistir.

Calismada onerilen ve valide edilen yontemin uygulanabilirligi, bir zeytin
yapragi ekstraktinin igerdigi fenolik Dbilesiklerin ii¢ tekrarli tayinleri ile
degerlendirilmistir. Nicel tayinler icin Sekil 4.13.’de verilen kalibrasyon egrileri
kullanilmistir. Zeytin yapragi ekstraktinda, (+)-katesin, pirokatekol, (-)-epikatesin, 3-
hidroksibenzoik asit, vanilin, rosmarinik asit ve 2-hidroksisinnamik asit tespit
edilmemistir. Zeytin yapragi ekstraktinin fenolik bilesen icerigi Tablo 4.9.°de

verilmistir.

4.3.5. Matriks Etkisi

ESI-MS yontemi ile gergeklestirilen nicel analizlerde 6nemli bir dezavantaj
matriks etkisinin gozlenebilme olasiligidir. ESI, sinyal baskilamasina veya daha az
siklikla analitin sinyalinin giliglenmesine neden olabilecek matriks bilesenlerine
duyarhidir [92-96]. Bu nedenle 6nerilen analitik yontemin matriks etkisini incelemek
onemlidir. Zeytin yapragi i¢in kor matrikslerin bulunmamasi nedeniyle, yontemin
matriks etkisi, fenolik bilesiklerin 10 pg g oldugu konsantrasyonda belirlenmistir
(Tablo 4.10.). Fenolik bilesikler igin matriks etkileri, A(matriks + std)’nin standart
eklemeli matrikse verilen yanit; A(matriks)’ nin yalnizca matrikse verilen yanit ve
A(std)’nin sadece standarda verilen yanit oldugu ii¢ pik alaninin karsilastirilmasi

yolu ile goreceli olarak asagidaki esitlik yardimiyla hesaplanmistir [97].

[ A(matrix +std)- A (matrix ) 1 (4.1)

ME (%) = A (d) 1J X 100 (%)

4.3.6. Kararhhk
Numune ekstraktinin  kararlili§i, Onerilen MAE yontemi kullanilarak

hazirlanan zeytin yapragi ekstraktinin, hazirlandiktan 0, 2, 4, 6 ve 8 saat sonra
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enjekte edilmesi ile degerlendirilmistir. Ayn ekstrakt i¢in elde edilen yanitlar Tablo

4.10.’da bagil standart sapmalar ile ifade edilmistir. Sonuglar Onerilen yontem ile

hazirlanan ekstraktlarin 8 saat boyunca kararli oldugunu gostermektedir.

Tablo 4.9. Zeytin yapragi ekstraktinda fenolik bilesiklerin nicel tayinleri ve onerilen

yontemin geri kazanim degerleri

Diisiik konsantrasyon (n=3)

Yiiksek konsantrasyon (n=3)

~ . Std. Geri Std. Geri
& I¢erik ) Bulunan ) Bulunan
E (hg £ ilave (ne £ kazanim ilave (he £ kazanim
(ge?) (%) (hge™) (%)

1 2.58+0.56 5.00 7.63+0.34 101.1+5.3 50.00 55.65+1.38 106.1+2 .4
2 17.48+3.70 5.00 20.54+2.91 97.1+£0.9 50.00 66.75+1.35 98.54+5.0

3 0.47+0.06 5.00 4.80+0.02 86.5+1.4 50.00 48.01+4.17 95.1+£8.4

4 nd 5.00 5.15+0.29 103.0+£5.9 50.00 50.96+0.66 101.9+1.3
5 nd 5.00 5.33+£0.31 106.7£6.1 50.00 48.33+2.42 96.7+4.8

6 2.67+£0.08 5.00 7.30+£0.25 92.7+6.3 50.00 51.19+£1.60 97.0+£3.4

7 5.54+1.00 5.00 10.50+0.76 99.1+5.3 50.00 56.68+1.23 102.3£2.1
8 15.31+£0.98 5.00 20.23+1.02 98.4+7.6 50.00 65.83+0.69 101.0£0.7
9 nd 5.00 4.49+0.08 89.8+1.6 50.00 48.22+0.55 96.4+1.1

10 15.34+3.11 5.00 19.92+3.29 91.7£3.7 50.00 66.59+2.98 102.5+£1.6
11 15.87+4.59 5.00 20.63+5.00 95.1+8.5 50.00 70.23+4.24 108.7+£3.8
12 2.72+0.98 5.00 7.92+0.51 104.1£9.5 50.00 50.70+2.21 95.9+6.3

13 nd 5.00 5.14+0.27 102.9+£5.5 50.00 49.98+1.49 100.0£3.0
14 nd 5.00 4.94+0.32 98.9+6.5 50.00 50.01+0.34 100.0+0.7
15 2912.4+183.9 - - - 2500.0 4774.1£57.3 78.1+£7.7

16 8.21+£1.18 5.00 11.92+1.77 85.1£15.7 50.00 54.50+0.74 92.6+£2.9

17 4.89+1.24 5.00 9.34+1.87 88.9+£13.2 50.00 53.59+4.05 97.4+6.0

18 81.07£9.21 5.00 81.12+6.63 91.5+£3.5 50.00 123.93+6.54 85.7£7.6

19 45.5349.78 5.00 50.19+£9.62 93.3+6.1 50.00 94.57+9.22 98.1£9.2

20 2247.24+90.9 100.0 2342.7+132.8 94.9+4.3 1000.0 3171.5£31.2 97.0£3.2

21 304.05+9.52 35.00 337.494+9.49 95.6+1.7 350.00 602.98+27.95 85.4+6.3

22 66.92+5.72 5.00 68.63+3.60 89.2+17.7 50.00 114.04+2.65 94.24+9.2

23 nd 5.00 4.88+0.15 97.7+3.1 50.00 49.46+1.36 98.9+2.7

24 346.89+17.11 30.00 369.42+18.88 94.9+1.6 300.00 610.66+26.89 87.9+3.6

25 nd 5.00 4.67+0.22 93.44+4.3 50.00 47.09+1.21 94.2+2.4

26 4.01+0.66 5.00 8.36+£1.62 87.3£13.6 50.00 46.74+4.35 85.5+9.3

27 6.77£0.58 5.00 11.41+0.33 94.2+9.3 50.00 50.45+2.69 87.3+6.5

28 40.40+3.33 5.00 42.96+0.87 89.5+5.5 50.00 87.25+2.68 93.7£1.7

29 219.60+3.93 5.00 223.63+5.19 94.6+1.8 50.00 263.39+6.72 87.6+£6.7

30 2.86+0.77 5.00 7.55+0.42 93.8+10.7 50.00 50.25+1.64 94 .8+3.3

31 92.51+25.98 5.00 107.52+27.39 100.4+0.5 50.00 154.88+30.87 104.8+6.9

1-31 sirasiyla gallik asit, protokatekuik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, (+)-katesin, pirokatekol,
klorojenik asit, 2,5-dihidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, (-)-epikatesin, kafeik asit, vanilik
asit, siringik asit, 3-hidroksibenzoik asit, vanilin, verbaskosit, taksifolin, sinapik asit, p-kumarik asit,
ferulik asit, luteolin 7-glikozit, hesperidin, hiperoside, rosmarinik asit, apigenin 7-glikozit, 2-
hidroksisinnamik asit, pinoresinol, eriodiktiyol, kuersetin, luteolin, kaempferol ve apigenini temsil

etmektedir. Std., standart; nd, zeytin yaprag: ekstraktinda tespit edilememistir.
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Tablo 4.10. Onerilen yontemin matriks etkisi ve ekstrakt kararlilig

Bilesik Matriks etkisi (%, n=3) Kararlilik (%RSD, n=3)
Gallik asit -4.5 (1.1) 8.0
Protokatekuik asit -5.6 (1.7) 3.5
3,4-Dihidroksifenilasetik asit 6.5 (1.4) 13
(+)-Katesin -3.3(1.5) nd
Pirokatekol -5.6 (0.3) nd
Klorojenik asit -3.2(0.9) 34
2,5-Dihidroksibenzoik asit -5.4 (0.3) 5.8
4-Hidroksibenzoik asit -5.9 (1.5) 4.7
(-)-Epikatesin -7.3(0.9) nd
Kafeik asit -7.5(1.7) 8.2
Vanilik asit -11(1.9) 13
Siringik asit -8.1(2.9) 11
3-Hidroksibenzoik asit 9.7 (1.8) nd
Vanilin -0.6 (0.3) nd
Verbaskosit -9.2 (2.6) 5.4
Taksifolin -4.2 (1.8) 9.1
Sinapik asit -10 (1.8) 9.9
p-Kumarik asit -2.4 (1.0 3.3
Ferulik asit -10 (0.4) 2.9
Luteolin 7-glikozit -8.5 (1.6) 7.8
Hesperidin -3.6 (1.8) 2.1
Hiperoside -7.3(1.6) 3.7
Rosmarinik asit -4.3(1.8) nd
Apigenin 7-glikozit -7.6 (2.5) 4.1
2-Hidroksisinnamik asit -11 (1.9) nd
Pinoresinol -17 (3.5) 17
Eriodiktiyol -16 (1.6) 3.3
Kuersetin 9.8 (2.3) 2.7
Luteolin -16 (3.1) 8.0
Kaempferol -11 (2.3) 16
Apigenin -2.7 (0.8) 2.4
@ Standart sapma (SD)

RSD, bagil standart sapma; nd, zeytin yapragi ekstraktinda tespit edilememistir.

4.3.7. Zeytin Orneginde Bulunan Fenolik Bilesiklerin Nicel Tayinleri

Zeytin yapraginda bazi fenolik bilesiklerin tayinleri i¢in Onerilen ve valide
edilen LC-ESI-MS/MS yontemi, bir zeytin numunesi ekstrakti icerisinde bulunan
fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Nicel tayinler i¢in Sekil 4.13.de
verilen kalibrasyon egrileri ile ti¢ tekrar olarak gerceklestirilmistir. Zeytin numunesi
ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerin miktarlar1, daha dnce verilen zeytin yapragi

numunesinin icerigi ile karsilastirmali olarak Tablo 4.11.’da birlikte verilmistir.
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Tablo 4.11. Zeytin ve zeytin yapragi ekstraktlarinda fenolik bilesiklerin nicel

tayinleri
Bilesik _ Igerik (ngg™)
Zeytin (n=3) Zeytin yapragi (n=3)

Gallik asit nd 2.58+0.56
Protokatekuik asit 14.0£1.01 17.5+£3.70
3,4-Dihidroksifenilasetik asit nd 0.47+0.06
(+)-Katesin nd nd
Pirokatekol nd nd
Klorojenik asit 3.96+0.09 2.67+0.08
2,5-Dihidroksibenzoik asit nd 5.54+1.00
4-Hidroksibenzoik asit 3.43+0.18 15.3+£0.98
(-)-Epikatesin nd nd
Kafeik asit 1.58+0.13 15.343.11
Vanilik asit 12.6+1.00 15.9+4.59
Siringik asit nd 2.72+0.98
3-Hidroksibenzoik asit nd nd
Vanilin nd nd
Verbaskosit 19.4+4.23 2912+184
Taksifolin 8.23+1.16 8.21+1.18
Sinapik asit nd 4.89+1.24
p-Kumarik asit 2.2340.10 81.1£9.21
Ferulik asit 0.67+0.06 45.5+£9.78
Luteolin 7-glikozit 736+52.7 2247+90.9
Hesperidin 1549+62.5 304+9.52
Hiperoside 80.5+6.98 66.9+5.72
Rosmarinik asit nd nd
Apigenin 7-glikozit 43.1+£7.55 346=+17.1
2-Hidroksisinnamik asit nd nd
Pinoresinol 2.59+0.13 4.01+£0.66
Eriodiktiyol 11.6+0.50 6.77+0.58
Kuersetin 26.3+£3.79 40.4+3.33
Luteolin 298+34.5 219+£3.93
Kaempferol 68.94+5.95 2.86+0.77
Apigenin 17.4+1.44 92.5+26.0

Zeytin numunesi ekstraktinda; gallik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit, (+)-
katesin, pirokatekol, 2,5-dihidroksibenzoik asit, (-)-epikatesin, siringik asit, 3-
hidroksibenzoik asit, vanilin, sinapik asit, rosmarinik asit ve 2-hidroksisinnamik asit
tespit edilmemistir. S6z konusu tiirlerden gallik asit, 3,4-dihidroksifenilasetik asit,
2,5-dihidroksibenzoik asit, siringik asit ve sinapik asit yalnizca zeytin numunesi
ekstraktinda tespit edilmezken, bahsi gecen diger tiirlere her iki numune tiiri
ekstraktlarinda da rastlanmamustir. Zeytin yapragi ekstrakti ile karsilastirildiginda

zeytin numunesi ekstrakti, genel olarak, gerek icerdigi fenolik bilesik sayisi
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acisindan ve gerekse de icerdigi fenolik tiirlerin miktarlar1 bakimindan daha fakirdir.
Ornegin; zeytin yaprag: ekstraktinda 4-hidroksibenzoik asit, kafeik asit, verbaskosit,
p-kumarik asit, ferulik asit, luteolin 7-glikozit, apigenin 7-glikozit, kuersetin ve
apigenin, zeytin numunesi ekstraktina gore kaydedeger miktarda yiiksek
bulunmustur. Diger taraftan, yalnizca hesperidin ve kaempferol miktarlari, zeytin
numunesi ekstraktinda zeytin yapragi ekstraktina gore dnemli oranda yiiksek tespit

edilmistir.

4.4. Zeytin Yaprag Orneginin Toplam Antioksidan Kapasitesi, Toplam
Fenolik Madde Miktar: ve Radikal Siipiirme Kapasitesinin Belirlenmesi

Calismanin son boliimiinde, bir zeytin yapragi numunesinden iki farkl
ekstraksiyon yontemi (MAE ve IE) ile ekstrakte edilen ¢6zeltilerin toplam
antioksidan kapasitesi, toplam fenolik madde miktar1 ve radikal siipiirme kapasitesi

sirastyla CUPRAC, Folin-Ciocalteu ve DPPH yontemleri ile belirlenmistir.

4.4.1. Kalibrasyon Egrileri

CUPRAC, DPPH ve Folin-Ciocalteu yontemleri i¢in standartlar (CUPRAC
ve DPPH i¢in troloks; Folin-Ciocalteu i¢in gallik asit) ile elde kalibrasyon grafikleri
sirastyla Sekil 4.14., Sekil 4.15. ve Sekil 4.16.’da verilmistir.

0,6 -
0,5 - y =0,0149x - 0,019
R2=0,9971
g 0,4 -
5 0,3 -
3
< 0,2 -
0,1 -
0 T T T 1
0 10 20 30 40
Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.14. CUPRAC yontemi igin troloks ile olusturulan kalibrasyon egrisi.
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y =-0,089x + 0,9319
R2=0,9932

Sekil 4.15. DPPH yontemi i¢in troloks ile olusturulan kalibrasyon egrisi.

0,9 -

0,8 -
0,7 - y= 0,02862x +0,0205
w 0,6 - R>=0,9959

S

2 0,5 -

204 -

o]

< 0,3 -
0,2 -
0,1 -

0 2 4 6 8 10
Konsantrasyon (pg L)

Sekil 4.16. Folin-Ciocalteu yontemi i¢in gallik asit ile olusturulan kalibrasyon egrisi.

4.4.2. Zeytin Yaprag Ekstraktinin Toplam Antioksidan Kapasitesi,
Toplam Fenolik Madde Miktar1 ve Radikal Siipiirme Kapasitesi

Karanlikta, oda sicakliginda kurutulan ve pargalanan zeytin yapragi
numunesinin iki farkli teknik ile elde edilen ekstraktlarinin toplam antioksidan
kapasitesi, toplam fenolik madde miktar1 ve radikal siiplirme kapasitesi sirasiyla
CUPRAC, Folin-Ciocalteu ve DPPH yontemleri ile ii¢ tekrar olarak belirlenmistir.
Hesaplamalar Sekil 4.14., Sekil 4.15. ve Sekil 4.16. verilen kalibrasyon grafikleri ile
gerceklestirilmis, sonuglar CUPRAC ve DPPH yontemleri icin troloks esdegeri
cinsinden, Folin-Ciocalteu yontemi igin ise gallik asit esdegeri cinsinden Tablo

4.12.’de verilmistir.

66



Tablo 4.12. Zeytin yapragi ekstraktinin toplam antioksidan kapasitesi, toplam fenolik

madde miktar ve radikal slipiirme kapasitesi

Ekstraksiyon Yontemi

Analiz

MAE IE
TAOK (mg TE/ g 6rnek) 193.94£3.0 185.8+£13.0
RSK (mg TE/g 6rnek) 2.04+0.05 1.424+0.04
TFMM (mg GAE/g 6rnek) 66.6+1.3 65.1+3.3

TAOK, toplam antioksidan kapasitesi; RSK, radikal siipiirme kapasitesi; TFMM, toplam fenolik
madde miktari; TE, troloks esdegeri; GAE, gallik asit esdegeri.

Sonuglar, zeytin yapragi numunesinden iki farkli ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen ekstraktlarin TAOK ve TFMM igerigi agisindan olduk¢a yakin oldugunu
gostermektedir. Diger taraftan, MAE yontemi kullanilarak elde edilen ekstrakt i¢in
hesaplanan RSK, IE yontemi kullanilarak elde edilen ekstrakt ¢ozeltisine oranla daha

yiiksek bulunmugtur.
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5. SONUC VE ONERILER

Fitoterapide fonksiyonel veya islevsel gida olarak adlandirilan bir¢ok sebze
ve meyveye karst igerdikleri mineral, vitamin ve dogal antioksidanlar nedeniyle
giderek artan bir ilgi olusmaktadir [3, 98]. Zeytin (Olea europaea L.) meyvesi, yagi
ve yapragi ile birlikte antioksidan kaynagi olan fenolik bilesikler bakimindan
olduk¢a zengindir. Ozellikle zeytin yapraklari fenolik bilesiklerin  ucuz

kaynaklarindandir.

Diger taraftan, zeytin agaci iilkemizin bulundugu cografi konum ve sahip
oldugu iklim ozellikleri sayesinde iilkemizde bolca yetismektedir. Bu nedenle
miikemmel derecede antioksidan kaynaklari olan ve iilkemiz agisindan 6nemli ticari
degere sahip sofralik zeytin, zeytinyagi ve zeytin yapraklarinda s6z konusu fenolik
bilesiklerin nicel tayinleri ic¢in analitik yoOntemlerin gelistirilmesi Onem arz

etmektedir.

Yalnizca zeytingiller (oleaceae) familyasina o6zgii bitkilerde bulunan,
sekoiridoid grubuna ait oleuropein, oldukg¢a gii¢lii bir antioksidan olup, zeytin
yapraginin fenolik tiirler agisindan en baskin bilesenidir. Caligmanin ilk boliimiinde
literatiirde tayinine genel olarak kromatografik yontemlerin Onciilik ettigi
oleuropeinin zeytin yapragindaki miktariin duyarli bir sekilde belirlenmesi icin
MWCNT modifiye GCE kullanilarak gergeklestirilen kare dalga voltammetrik bir

yontem Onerilmistir.

Oleuropeinin olduk¢a genis yiizey alanina sahip MWCNT {izerine olan
olaganiistii adsorpsiyon ilgisi nedeniyle gelistirilen yontem, yalin GCE kullanilarak
gerceklestirilen klasik yonteme gore yaklasik 340 kez daha duyar hale gelmis ve

Onerilen yontem adsorptif siyirma kare dalga voltammetri olarak adlandirilmistir.

Literatiirde siklikla yiikseltgenme-indirgenme tepkimelerine elektrokatalitik
etkiler gosterdigi belirtilen yalin GCE iizerine metal nanopargacik ya da iletken
polimer modifiye girisimleri, Onerilen yiizey ile oleuropein arasindaki adsorpsiyon
iligkisini kismen engelleyerek es derisimler i¢in elde edilen oleuropein yiikseltgenme

pik akimini azaltmasi nedeniyle tarif edilen yontemde basarisiz olmustur. Oleuropein
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yiikseltgenme pik akimlarinin tarama hizlarina kars1 oldukca dogrusal olan grafikleri,
Onerilen elektrot ylizeyindeki akimin adsorpsiyon kontrollii oldugunu destekler

niteliktedir.

Gelistirilen elektrot nispeten dar olan (kiitle spektrometresi ile eslesmis sivi
kromatografik yontemler ile kiyaslandiginda) 0.01 ile 0.70 uM konsantrasyon
araliginda 0.9984 korelasyon katsayisi ile oldukc¢a dogrusal ¢alismaktadir. LOD ve
LOQ degerleri sirastyla 2.73 ve 9.09 nM olarak hesaplanmistir. Oleuropein tayini
icin ¢esitli elektrotlar kullanilarak gerceklestirilen bazi elektrokimyasal yontemler
bildirilmigtir [89-91]. S6z konusu elektrotlar i¢in verilen ve 0.09 ile 1.21 uM
arasinda degisen belirtme sinirlari, bu ¢alismada onerilen elektrodun belirtme sinir
ile kiyaslandiginda bir hayli yiiksektir. Bu durum onerilen yontemin oldukga duyar
oleuropein analizi gerceklestirmeye imkan sagladigini gostermektedir. Diger taraftan,
giin-i¢i ve giinler-arasi kesinlik i¢in elde edilen ve sirastyla %6.0 ve %9.9‘dan daha
diisiik olan bagil standart sapma degerleri, voltammetrik yoOntemin yeterince
tekrarlanabilir oldugunu belirtmektedir. Oleuropeinin nicel analizi 6ncesi kullanilan
MAE yonteminin geri kazanim degerleri %92 ile %98 arasinda degismektedir.
Ayrica, ayn1 zeytin yapragl numunesi i¢in Onerilen voltammetrik yontem ve LC-ESI-

MS/MS yontemi kullanilarak elde edilen sonuglar uyum igerisindedir.

Sonug olarak; oleuropein tayini i¢in Onerilen s6z konusu elektrokimyasal
sensOr, kromatografik yontemler ile karsilastirildiginda, pratikligi ve diisiik maliyeti
nedeniyle cazip hale gelmekte ve var olan tekniklere iyi bir alternatif

olusturmaktadir.

Calismanin ikinci asamasinda zeytin yapragi ve zeytinyagi Orneklerinde
bulunan oleuropein, tirozol, hidroksitirozol, apigenin 7-glikozit ve luteolin 7-glikozit
tayinleri icin basit ve hizli bir LC-ESI-MS/MS yontemi Onerilmistir. Analiz dncesi
zeytin yapragi ekstraksiyonu icin tercih edilen MAE teknigi ile zeytinyagi
ekstraksiyonu i¢in tercih edilen UAE tekniklerinin her ikisi i¢in hesaplanan ve %79
ile %106 arasinda degiskenlik gosteren fenolik madde geri kazanim degerleri, zeytin
yapragi ve zeytinyag1 numunelerindeki s6z konusu bilesenlerin tayinlerinin 6nerilen

yontem kullanilarak kolayca gerceklestirilebilecegini gostermektedir. Bununla
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birlikte, oleuropeinin zeytin yapraklarinda literatiir ile paralellik gdsteren ve kiitlece

yaklagik %26’ya ulasan miktarlart oldukea ilgi ¢ekicidir [3].

S1v1 kromatografik yontemlerde, oleuropein ic¢in ¢alismanin bir boliimiinde
oldukca diisiik bir egim ile elde edilen dogrusallik grafigi (Sekil 4.11.), hareketli
fazin organik bilesen tiiriiniin degistirilmesi yoluyla giderilmistir (Sekil 4.9.).
Metanol yerine asetonitril olarak degistirilen hareketli faz B’nin, diisiik ¢oziicii
viskozitesinin ince damlaciklar iiretmek icin daha ideal olmasi nedeniyle ESI
verimliligini arttirdigi diisiiniilmektedir [99]. Diger taraftan, analitin eliisyonu
sirasinda  hareketli fazin asidik 6zelliginin arttirillmasi, silanol  gruplarinin
baskilanarak, pik seklinin daha iyi olmasi ile sonuglanabilmektedir [100]. Organik
faza eklenen %0.1 asetik asit, hareketli faz B bilesiminin olduk¢a yiliksek oldugu
gradient programinin sonlarina dogru eliie edilen oleuropeinin pik seklini
iyilestirilmistir. Bu etkiler sonucu, oleuropein i¢in alinan sinyal ve dolayisiyla

dogrusallik grafiginin egimi basariyla arttirilmistir.

Calismanin bir sonraki boliimiinde ise; gida tirlinlerinde siklikla rastlanan 31
adet fenolik bilesigin tayinlerinin es zamanli olarak gergeklestirildigi bir LC-ESI-
MS/MS  yontemi tarif edilmistir. Yontem, zeytin yapragi ekstraktinda bulunan

fenolik bilesiklerin tayinleri i¢in valide edilmistir.

Onerilen yoéntem 1-500 pg L (aralik, fenolik bilesik tiirlerine gore farklilik
gostermektedir.) konsantrasyon araliginda, en diisiigii 0.9916 olan korelasyon
katsayist degerleri ile oldukc¢a dogrusaldir. LOQ degerleri fenolik tiirlere gore 0.14
ng gtile 3.2 ug gt arasinda degiskenlik gostermektedir. Yontem tekrarlanabilirligi,
kalibrasyon standartlarinin yani sira bir zeytin yapragi numunesinden MAE
teknigiyle elde edilen ¢ozeltiler (ayn1 numuneden MAE yontemi ile elde edilen
ekstraktlar) ile birlikte es zamanli olarak gerceklestirilen analizler yardimiyla
degerlendirilmistir. Kesinlik i¢in gilin-i¢i %9.4 ve giinler-arast %16’dan daha diisiik
hesaplanan bagil standart sapma degerleri, analiz ve ekstraksiyon yoOntemlerinin
oldukca tekrarlanabilir oldugunu gostermektedir. MAE yontemi s6z konusu analitler
icin %78.1 ile %108.7 arasinda degisen oranlarda geri kazanim degerleri saglamis ve
yine s6z konusu ekstraksiyon yontemi kullanilarak hazirlanan ekstraktlarin 8 saat

boyunca kararli kaldig1 belirlenmistir. Matriks bilesenlerine olduk¢a duyar olan ESI
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tekniginin Onerilen yontemde kullanilmasi sonucu, en yiiksegi %17 oraninda olmak
tizere fenolik bilesiklerin sinyallerinin bir miktar baskilandigi (yontemde matriks
etkisi, fenolik bilesilerden kuersetin hari¢ tiim tiirlerde sinyal baskilanmasi olarak
gozlemlenmistir.) belirlenmistir. Giinler-aras1 tekrarlanabilirlik i¢in hesaplanan bagil
standart sapma degerlerinden kaydadeger miktarda yiiksek olmayan séz konusu
sayisal veriler, yontemde analitlerin matriks bilesenlerinden olduk¢a az miktarda
etkilendigini gostermektedir. Yontemin uygulanabilirligi, bir zeytin yapragi
ekstraktinda bulunan fenolik bilesiklerin nicel tayinlerinin gergeklestirilmesi yoluyla

degerlendirilmistir.

Zeytin yapraginda bazi fenolik bilesiklerin tayinleri i¢in Onerilen ve valide
edilen LC-ESI-MS/MS yontemi ayrica bir zeytin numunesi ekstrakti igerisinde
bulunan fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in kullanilmistir. Sonug olarak, onerilen
yontemin diger bazi gida maddelerindeki fenolik bilesiklerin nicel tayinleri i¢in de

basarili olacagi dngoriilmektedir.

Calismanin son bolimiinde, calisma boyunca tarif edilen ve metanol
kullanilarak gerceklestirilen MAE yontemine alternatif olabilecek, ayn1 zamanda
insan tiiketimi icin de uygun, su ile demleme (IE) yOnteminin ekstraksiyon
performansi, bir zeytin yapragi numunesinden s6z konusu iki farkli ekstraksiyon
yontemi ile ekstrakte edilen g¢ozeltilerin toplam antioksidan kapasiteleri, toplam
fenolik madde miktarlart ve radikal siipiirme kapasiteleri karsilastirilarak
degerlendirilmistir. Radikal siiplirme kapasiteleri hari¢ diger iki parametre i¢in iki
farkli yontemden elde edilen sonuclar, s6z konusu ekstraksiyon yontemlerinin
performanslarmin  karsilastirilabilir  derecede yakin oldugunu belirtmektedir.
Sonuglar zeytin yapragindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonlart i¢in sicak su ile
demleme gibi basit bir yontemin bile, nispeten etkin bir ekstraksiyon teknigi

oldugunu gostermektedir.

Diger taraftan, Silva ve ark.’nin [101] Portekiz’de yetisen 3 farkli zeytin agaci
tiirli yapraklarinda tespit ettikleri toplam fenolik madde miktarlar1 tannik asit
esdegeri olarak 11.7-40.1 mg g arasinda degismektedir. Kontogianni ve ark. [102]
ise s0z konusu degeri zeytin yapraklarinin metanolik ekstraktlarinda Folin-Ciocalteu

yontemi ile 68.9-483.1 mg g olarak tayin etmislerdir. Son olarak; Ispanya, italya,
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Fransa ve Tunus’ta yetisen 8 farkli zeytin agaci tiiriiniin yapraklarinda toplam fenolik
madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile gallik asit esdegeri cinsinden 73.05-
144.19 mg g* olarak Salah ve ark. [103] tarafindan bildirilmistir. Bu durum zeytin
yapraginda bulunan fenolik bilesik miktarlarinin, bitkinin yetistigi bolgenin toprak
yapisina, iklim sartlarina ve yapragin agagtan toplanma zamanina gore farkliliklar
gosterebilecegini  diisindiirmektedir. Bu calismanin  bulgular1  ise, farkli

arastirmacilarin bildirdigi deger araligi ile uyum igerisindedir.

Calisma boyunca kullanilan ekstraksiyon yontemleri oldukga basit ve hizlidir.
Bununla birlikte, sz konusu yontemlerin her biri analiz Oncesi son asamada,
ekstraktin bir PTFE filtre yardimiyla siiziildiigli islem basamagini icermektedir.
Diger taraftan, bazi durumlarda hedef analitlerin membran filtreler tarafindan
adsorplandigi ve olduk¢a diisik miktarlarda geri kazanildigi bilinmektedir.
Calismada, ekstraksiyon oncesi gerceklestirilen standart katmalar igin elde edilen
yiiksek geri kazanim degerleri, hedef analitlerin ekstraksiyon islemlerinde PTFE
filtrelerin kullanilmasinin herhangi bir sakincasi olmadigini agikca gdstermektedir.
Benzer sekilde, Yoshida ve ark. [104] hedef analitlere benzer molekiillerden olan
katesinlerin yesil caydan ekstraksiyonlari i¢in ¢esitli deneysel kosullar1 incelemeleri
sirasinda, en yiksek geri kazanim degerlerini PTFE filtreler kullanarak

gergeklestirdikleri ¢alismalarda elde etmislerdir.

Bu calisma ile fenolik bilesiklerin tayinlerine iligkin elektrokimyasal ve
kromatografik yontemlerin gelistirilmesi amaglanmigtir. Onerilen yontemlerin
uygulama kolayliklar1 ve analitik 6zellikleri yiiksek antioksidan 6zellikleri olan ve
tilkemiz acisindan onemli ticari degere sahip sofralik zeytin, zeytinyagi ve zeytin

yapraklarinda bulunan fenolik bilesiklerin nicel tayinlerinde oldukga ilgi ¢ekicidir.
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