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OZET

YUKSEK LiSANS TEZI

FARKLI ZEYTIN CESIiDi YAPRAKLARINDAN OLEUROPEININ
EKSTRAKSIYONU, KISMi SAFLASTIRILMASI, ANTIOKSIDAN VE
ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI

SEMRA TOPUZ
TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
GIDA MUHENDISLiGi ANA BiLiM DALI

(TEZ DANISMANI:DR. OGR. UYESi MUSTAFA BAYRAM)

Zeytin agaci yetistiriciliginin ve zeytin isleme endiistrisinin yan {riinlerinden biri olan
zeytin yaprag fenolik bilesiklerin potansiyel bir kaynagidir. Zeytin yapraginda bulunan
en baskin fenolik bilesik ise oleuropeindir. Bu arastirmada, farkli zeytin ¢esidi
yapraklarindan oleuropeinin ekstrakte edilmesi, saflagtirillmast ve antioksidan,
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla, Domat, Edremit,
Trilye ¢esidi zeytin agaci Yyapraklarindan; zeytin yapragi ham ekstrakti,
kismi saflastirilmis oleuropein ve saflastirilmis oleuropein elde edilmistir. Elde edilen
zeytin yapragi iriinlerinin LC-MS/MS ile oleuropein miktari, Folin—Ciocalteu
yontemiyle toplam fenolik madde miktari, ABTS ve DPPH yontemiyle antioksidan
aktivitesi ve “96 kuyucuklu MIK Plaka” yontemiyle Escherichia coli O157:H7,
Listeria monocytogenes, Salmonella Typhimurium ve Staphylococcus aureus
mikroorganizmalarina karsi antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir. Zeytin yapragi
irtinlerinin oleuropein miktarlarmin 215.26-958.22 mg/g araliginda, toplam fenolik
madde miktarlarimin gallik asit ve oleuropein esdegeri cinsinden sirasiyla
102.36-325.02 mg GAE/g ile 308.06-915.33 mg OE/g araliginda degistigi tespit
edilmistir. Zeytin yapragi Uriinlerinin ABTS ve DPPH yontemleri ile antioksidan
aktivitelerinin sirasiyla 104.83-456.50 mg TE/g ile 109.27-456.93 mg TE/g araliginda
degistigi belirlenmistir. E. coli, L. monocytogenes, S. Typhimurium ve S. aureus
kiiltiirleri i¢in MIK degerlerinin ise 1:1 (%10) ile 1:64 (%0.156) araliginda degistigi
tespit edilmistir. Sonug olarak, farkli zeytin cesidi yapraklarindan elde edilen ham
ekstraktlarin ve bu ekstraktlardan saflastirilan oleuropeinin belirlenen antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerinden dolay1 gida driinlerinin raf Omriinii uzatabilme
potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.
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ABSTRACT

MASTER THESIS

EXTRACTION AND PARTIAL PURIFICIATION OF OLEUROPEIN FROM
LEAVES OF DIFFERENT OLIVE VARIETIES, DETERMINATION OF
ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL CHARACTERISTICS

SEMRA TOPUZ

TOKAT GAZIOSMANPASA UNIVERSITY
GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

DEPARTMENT OF FOOD ENGINEERING

(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. MUSTAFA BAYRAM)

Olive leaf which is one of the by-products of olive tree cultivation and olive processing
industry, is a potential source of phenolic compounds. The most dominant phenolic
compound in olive leaf is oleuropein. In this study, it was aimed to extract, purify
oleuropein from leaves of different olive varieties and determine antioxidant and
antimicrobial activity. For this purpose, Olive leaf crude extract, partially purified
oleuropein and purified oleuropein were obtained from the leaves of Domat, Edremit,
Trilye olive tree varieties. The amount of oleuropein (using LC-MS/MS), total phenolic
content (Folin-Ciocalteu method), antioxidant activity (ABTS and DPPH methods) of
olive leaf products were determined. Antimicrobial activity of olive leaf products
were determined against Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Salmonella  Typhimurium and Staphylococcus aureus microorganisms by
“96-well microtiter Plate” method. Oleuropein amount of olive leaf products ranged
between 215.26-958.22 mg/g, total phenolic content in terms of gallic acid and
oleuropein ranged between 102.36-325.02 mg GAE/g and 308.06-915.33 mg OE/qg,
respectively. Moroever, ABTS and DPPH methods and antioxidant activities of olive
leaf products ranged between 104.83-456.50 mg TE/g and 109.27-456.93 mg TE/qg,
respectively. It was determined that MIC values for E. coli O157:H7, L. monocytogenes,
S. Typhimurium and S. aureus cultures ranged between 1:1 (10%) to 1:64 (0.156%). In
conclusion, the crude extracts obtained from different olive leaf varieties and oleuropein
purified from these crude extracts have potential to extend shelf life of food products
due to their determined antioxidant and antimicrobial activities.

2019, 87 PAGE
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Purification, Olive leaf
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1. GIRIS

Tarimsal iirlinlerin hasat edilmesi ve endiistriyel olarak islenmesi sonucunda bir¢ok yan
irtin ortaya ¢ikmakta ve bu yan iriinlerin bazilar1 onemli diizeyde ¢esitli fenolik
bilesikleri ihtiva edebilmektedir (Souilem ve ark., 2017). Bitkilerin sekonder
metabolitleri olan ve bitkinin bazi zararlilara kars1 kendini savunmasinda rol oynayan
fenolik bilesikler (Oskay ve Oskay, 2009) antioksidan, antimikrobiyal aktivite
gostermeleri bakimindan da biliyiik 6nem arz etmektedir (Xu ve ark., 2016). Sentetik
antioksidan ve antimikrobiyal maddelerin yan etkisi ve toksisitesine karsi siiphelerin
giderek artmasindan (Aytul, 2010), ayrica klinik olarak genis bir kullanim alanina sahip
sentetik antimikrobiyal maddelere zamanla mikroorganizmalar tarafindan direng
olusturulabilmesinden dolayr bu dogal kaynaklar arastirmacilarin da ilgisini
cekmektedir (Bisignano ve ark., 1999). Bundan dolay: bitkisel orijinli yan {iriinlerin
gida, kozmetik, ila¢ sanayinde ve ¢esitli endiistriyel uygulamalarda dogal antioksidan ve
antimikrobiyal ajan olarak kullanilmasina yonelik arastirmalar artmaktadir (Sahin ve
Bilgin, 2018). Bu ilginin yanisira, s6z konusu yan {irlinlerin biyoaktif etkilerini
degerlendirmek ve uygun ekstraksiyon tekniklerini belirlemek amaciyla, kimyasal
bilesimleri ayrintili olarak arastirilmaktadir (Souilem ve ark.,, 2017). Bu amagla
uygulanabilir siire¢lere ulagsmak i¢in, dogrudan gida maddesi olarak kullanilamayan ve
ekonomik agidan yiiksek maliyet gerektirmeyen farkli yan iriinlerin kullanimina
yonelik ¢esitli ¢alismalar gergeklestirilmistir (Gullon ve ark., 2018). Belirtilen
ozelliklere sahip, fenolik bilesikler acgisindan zengin yan iriinlerden biri de zeytin

yapragidir (Talhaoui ve ark., 2015).

Zeytin agaci, botanik orijin smniflandirma sistemine gore 29 cinse ve yaklagik 600 tiire
sahip Oleaceae familyasinin (Bigak¢1 ve ark., 2009; Elgin-Cebe ve ark., 2012), Olea
cinsinin Olea europaea tiiriiniin Olea europaea sativa alt tiiriine dahildir (Boskou,
1996).

Diinyanin tropik ve iliman boélgelerine 6zgii olan zeytin agaci, tarimi yapilan en eski
bitkilerden biridir (Ozcan ve Matthius, 2017). Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2017 yili
verilerine gore Tiirkiye zeytin liretim alani agisindan diinyada 6. sirada, zeytin meyvesi
tiretimi agisindan ise diinyada 4. sirada yer almaktadir (Anonim, 2017a). Diinya

lizerinde zeytin meyvesi genel olarak sofralik zeytine ve yaga islenerek



degerlendirilmektedir. Zeytin agacinin kalan kisimlari ve zeytinin endiistriyel olarak
islenmesi sonucunda aciga c¢ikan kalintilar ise zeytin yan iirlinleri olarak kabul
edilmektedir (Souilem ve ark., 2017). Bu yan iriinlerin bir¢ogu teknolojik
uygulamalarla degerlendirilmemekte, ayrica depolanmasi ve yok edilmesi iireticiler
icin maliyeti arttirmaktadir. S6z konusu yan {iirlinlerden biri olan zeytin yapragi; zeytin
agaclarinin budanmasi, zeytin meyvelerinin toplanmasi ve zeytinyaginin iiretim
basamaklarindan biri olan temizleme-harmanlama islemleri sirasinda agiga ¢ikmaktadir.
Budama ile agiga c¢ikan zeytin yapragi miktar1 budama sekli ve agacin yasina baglh
olarak 12 ile 30 kg/aga¢ araliginda degiskenlik gostermektedir (Basmacioglu-
Malayoglu ve Aktag, 2011). Zeytin yapragi, yag ekstraksiyonu i¢in toplanan zeytin
agirh@inin yaklasik %10’unu olusturmaktadir (Talhaoui ve ark., 2015). Zeytin agaci
yetistiriciliginin yaygin oldugu bazi bolgelerde, zeytin yapraklarn ciftlik hayvanlarinin
beslenmesinde veya zeytin dallar1 ile birlikte yakacak olarak kullanilabilmektedir
(Basmacioglu-Malayoglu ve Aktas, 2011). Bunlarin yanisira zeytin yaprag: ylizyillar
boyunca geleneksel olarak, agiz temizliginde, mide ve bagirsak rahatsizliklarinin, idrar
yolu enfeksiyonlarinin, ve bronsiyal astimin tedavisinde kullanilmistir (Sabry, 2014).
Gliniimiizde ise insan ve hayvanlar lizerinde yapilan g¢aligmalar sonucunda zeytin
yapraginin hipoglisemik (Wainstein ve ark., 2012), antihipertansif (Romero ve ark.,
2016), antikarsinojenik (Boss ve ark., 2016), antioksidan (Difonzo ve ark., 2017),
antimikrobiyal (Liu ve ark., 2017), antiinflamatuar (Qabaha ve ark., 2018) etkilere sahip
oldugu tespit edilmistir. Zeytin yapraginin sahip oldugu bu etkilerin ¢ogunun zeytin
yapraginda bulunan oleuropein bilesiginden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Bundan
dolay1, son yillarda zeytin yapragindan katma degeri yiiksek bilesiklerin ekstrakte
edilmesine yonelik bazi c¢alismalar gergeklestirilmistir (Altiok ve ark., 2008).
Ekstraksiyon yonteminin zeytin yapragindan elde edilen ekstrakt miktarini ve bilesimini
onemli dlglide etkiledigi tespit edilmistir (Taamalli ve ark., 2012). Zeytin yapragindan
elde edilen fenolik ekstraktin miktar1 ve bilesimini kullanilan ekstraksiyon yontemleri
disinda zeytin agacinin cinsi, hasat donemi, cevresel ve iklimsel sartlar, bitki
hastaliklari, toprak cesidi, cografi bolge, olgunluk, nem igerigi gibi bir¢ok faktor
etkileyebilmekte, bu noktada uygun zeytin agaci tliriiniin se¢ilmesi biliyiilk 6nem arz

etmektedir (Romani ve ark., 1999).



Bu arastirmada, zeytin agaci yetistiriciliginde ve zeytin isleme endiistrisinde aciga ¢ikan
yan Uriinlerden biri olan zeytin yapragindan katma degeri yiiksek oleuropein bilesiginin;
farkli zeytin ¢esidi yapraklarindan ckstrakte edilmesi, saflastirilmasi ve antioksidan,
antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi amac¢lanmistir. Bu amagla 1) Aymi yetistirme
kosullar1 altinda ve ayni bolgede bulunan 3 farkli zeytin agacina (Domat, Edremit,
Trilye) ait yapraklardan kati-siv1 ekstraksiyon teknigi ile zeytin yapragi ham ekstraktlar
elde edilmis i1) Zeytin yapragi ham ekstraktlarinin suda ¢oziindiiriilmesinden sonra,
stvi-s1vi ekstraksiyon teknigi ile kismi saflastirilmis oleuropein elde edilmis, iii) Kismi
saflastirilmis  oleuropein  Sefadeks LH-20 kolon kromatografiden gegirilerek
saflastirilmis oleuropein elde edilmis iv) Elde edilen zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi
saflastirilmis oleuropein ve saflastirilmis oleuropeinin antioksidan aktivitesi ve gida

kaynakli patojen mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitesi belirlenmistir.



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Zeytin Agacinin Kokeni ve Diinyaya Yayilisi

Diinyada tarimi yapilan en eski agaclardan biri olan zeytin agaci (O. europaea ssp.
europaea var. sativa), eski tarihlerden beri birgok efsanelere ve gegmis uygarliklarin
yazit ve kitabelerine konu olmus, ilahi dinlere ait kutsal kitaplarda yer almistir. Zeytin
agacinin muhtemelen birka¢ farkli alanda birbirinden bagimsiz olarak ortaya ¢iktigi
diisiiniilmektedir. Arkeolojik ve genetik arastirmalara gore, gilinlimiizde yetistiriciligi
yapilan O. europaea L. tiirii zeytinin, 6000 yil dnce Orta Dogu’da var olan O. oleaster
(O. europaea ssp. europaea var. sylvestris) yabani tiriiniin ehlilestirilmesi ile
yetistirildigi disiiniilmektedir. Her iki tir de genetik olarak birbirine benzerlik
gostermektedir (Diez ve ark., 2015).

Suriye ve Filistinli ¢ift¢iler, yaklasik 6000 yil 6nce ¢esitli 1slah ¢alismalar1 sonucunda,
dikenli yabani zeytin agaclarindan Giiney Kafkasya’dan iran platolarina kadar uzanan
genis alanlarda dikensiz ve yag orani yiiksek meyvelere sahip gesitler elde etmeyi
basarmislardir. Milattan 6nce (MO) 3000-2000 yillar1 arasinda zeytin agaci Dogu
Akdeniz’den Yunanistan ve Ege Adalarina dogru yayilmaya baglamistir. Bununla
birlikte zeytine verilen Onem artmis ve zeytin agaci daha secici bir 1slaha tabi
tutulmustur. Zeytin agacinin MO 1000 yillarinda ise Sicilya ve Tunus’a dogru gog
ettirildigi diisiiniilmektedir. Zeytin MO 4. yiizyilda muhtemelen Etriirya bolgesinden
Roma topraklarina girmistir. Bu noktaya kadar zeytinin batiya dogru hareketi Fenikeli
ve Yunan tiiccarlarin araciligi ile gergeklesmistir. Zeytin, Ispanya, Giiney Fransa ve
Kuzey Afrika gibi Akdeniz’e kiyist olan bircok bdlgeye yayilmistir. Romalilar
Akdeniz’in dort bir yanindaki tiim topraklar1 fethederek genis bir imparatorluk
olusturmus ve biiyliyen i¢ talebi karsilamak i¢in zeytin yetistiriciligini yeni alanlarda da
devam ettirmislerdir. Milattan sonra (MS) 2. ve 3. yiizyillarda 6zellikle kuzeyde, ayni
zamanda Ispanya, Dalmacgya ve Provence’de zeytin yetistiriciligi ¢ok biiyiik dnem

kazanmistir (Gaetano ve ark., 2016).

Roma Imparatorlugu’nun yikilmasindan sonra, Ortacag’in baslarinda genis alanlarmn
terk edilmesi ve niifusun azalmasindan dolay1 zeytin sahip oldugu 6nemini kaybetmistir.

Zeytin daha sonra Araplarin hakim oldugu bolgelerde 6nem arz etmeye baglamistir.



Avrupa’da smirlt olan zeytinyagi tiketimi, 15-17. ylizyillarda artmus ve Ege
topraklarindan Avrupa’ya ithal gergeklestirilmistir. BoOylece zeytin tekrardan eski
Onemini kazanmis ve zeytin yetistiriciligi tekrar yaygimlasmistir. Bu bolgelerde zeytin
yetistiriciligi giiniimiizde de devam etmektedir. 16. yiizyilin ortalarindan sonra zeytin
agac1 Ispanya’dan Peru’ya, 19. yiizyilin ortasinda ise Ispanyol misyonerler tarafindan
Kaliforniya’ya tasinmistir. Italyan gdcmenler de zeytin agacinin Arjantin’e gdgiinii

saglamistir (Gaetano ve ark., 2016).

2.2. Diinyada Zeytincilik

Diinyanin pek ¢ok yerinde yetistirilen zeytin agacinin temel alan1 %98 iiretim payi ile
Akdeniz Boélgesi’dir (Vogel ve ark., 2014). Tiirkiye, Yunanistan, Italya, Fransa,
Ispanya, Portekiz, Fas, Tunus, Cezayir, Misir, Israil ve Suriye’yi iceren Akdeniz
havzasinda; Avustralya kitasinin bir kisminda ve Amerika Birlesik Devletleri’nin

Kaliforniya eyaletinde zeytin agaci yetistirilmektedir (Basoglu, 2010).

Gida ve Tarim Orgiitii (FAO) 2017 yili verilerine gore diinyada 10 804 517 hektar alan
(hA) iizerinde 20 872 788 ton zeytin meyvesi liretimi gerceklestirilmistir (Cizelge 2.1)

Cizelge 2.1. Diinya zeytin iiretim alan1 ve iiretilen zeytin miktari (Anonim, 2017a)

Yil Uretim Alam (hA) Uretim Miktari (ton)
2000 8351778 15 654 217
2001 8 441 533 15 334 345
2002 8 463 525 15 965 256
2003 8 825 139 18 463 929
2004 9110 605 18 051 285
2005 9188 091 15965 113
2006 9 252 566 18 713 075
2007 9 354 887 16 979 435
2008 9 460 578 17 781 851
2009 9 659 650 19 022 164
2010 9 899 557 20 422 207
2011 10 037 683 21 226 184
2012 10 223 493 17 691 830
2013 10 250 677 22 022 791
2014 10 131 418 16 204 050
2015 10 141 126 20 595 045
2016 10 604 658 20 344 597
2017 10 804 517 20 872 788




Cizelge 2.2°de belirtildigi gibi Ispanya 2 554 829 hA alani ve 6 549 499 ton zeytin
meyvesi iiretimi ile hem {iretim alan1 hem iiretim miktar1 agisindan diinyada 1. sirada
yer almaktadir. Ispanya’yr {iretim alam siralamasinda 1 685 301 hA ile Tunus,
1 325 451 hA ile Italya izlemektedir. Tiirkiye ise 846 062 hA ile diinya zeytin iiretim
alani siralamasinda 6. sirada yer almaktadir. Diinya zeytin iiretim miktarlar1 agisindan
ise Ispanya’y1 2 720 488 ton ile Yunanistan, 2 576 891 ton ile Italya izlemektedir.
Tiirkiye ise 2 100 000 ton ile diinya zeytin iiretim miktar1 siralamasinda 4. sirada yer
almaktadir (Anonim, 2017a).

Cizelge 2.2. Bazi iilkelerin 2017 yilinda zeytin iiretim alan1 ve iiretim miktarlar
(Anonim, 2017a)

Ulke Uretim Alami (hA) Uretim Miktari (ton)
Ispanya 2 554 829 6 549 499
Tunus 1685 301 896 807

Italya 1 325 451 2576 891
Fas 1 020 569 1039117
Yunanistan 871892 2720488
Tiirkiye 846 062 2 100 000
Suriye 745 278 871814
Cezayir 432 961 684 461
Portekiz 358 276 876 215
Misir 81 039 927 595

2.3. Tiirkiye’de Zeytincilik

Ulkemizde zeytin iiretimi, Ege Bolgesi’nde: Balikesir, Manisa, Izmir, Aydm, Denizli,
Mugla illerinde (Oztiirk ve ark., 2009), Karadeniz Bélgesi’nde: Trabzon, Samsun
illerinde ve ozellikle Artvin-Yusufeli yoresinde yer alan Coruh vadisinde, Marmara
Bolgesi’nde: 6zellikle Gemlik ve Mudanya’da, Akdeniz Bolgesi’nde: Hatay ve Adana
illeri basta olmak iizere ¢ok az kiy1 seridinde, Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde ise

Kahramanmaras, Nizip, Kilis ve Gaziantep’te yapilmaktadir (Basoglu, 2010).

Tiirkiye’de tarim yapilan alanlarin yaklasgik %2’sini; bag, bahge tarimi yapilan
alanlarimizin ise yaklasik %22’sini zeytin tarimi yapilan alanlar olusturmaktadir.
Bolgelerimizde zeytin aga¢ sayist ve iiretim miktar1 ¢oktan aza dogru Ege Bolgesi,
Marmara Bolgesi, Akdeniz Bolgesi, Giineydogu Anadolu Bolgesi ve Karadeniz Bolgesi

seklinde siralanmaktadir (Menduh, 2015).



Zeytin meyveleri sofralik olarak degerlendirilmeSinin yani sira yaga islenerekte
degerlendirilmektedir. Diinya genelinde iiretilen zeytinlerin yaklagik %10’u yaglik,
%90’1 sofralik olarak islenirken (Anonim, 2015), iilkemizde yaglik olarak islenen zeytin

miktar1 sofralik olarak islenen miktardan daha fazladir (Anonim, 2017b).

Tiirkiye Istatistik Kurumu (TUIK) 2017 verilerine gére (bkz. Cizelge 2.3.), Tiirkiye
genelinde toplam; 148 263 000 adet meyve veren, 26 331 000 adet meyve vermeyen
zeytin agact mevceut olup, agag¢ basina ortalama 14.16 kg zeytin verimi ile 2 100 000 ton
zeytin alindigi, bunun 460 000 tonunun sofralik zeytine, 1 640 000 tonunun ise yaglik

olarak islenmek tizere ayrildigi belirlenmistir (Anonim, 2017b).

Cizelge 2.3. Tiirkiye’nin sahip oldugu zeytin agaci sayisi ve zeytin lretim miktart
(Anonim, 2017hb)

Agac Sayisi (Bin) Uretim Miktari (Ton)
Yil Toplam Meyve Meyve Toplam Sofrahk Yaghk
Agacg Veren Vermeyen Uretim Uretim Uretim
Sayisi Agacg Agacg Miktari Miktari Miktari
Sayisi Sayisi
2000 97770 89 200 8 570 1 800 000 490000 1310000
2001 99 000 90 000 9000 600 000 235000 365 000
2002 101 600 91700 9900 1800000 450000 1350000
2003 102 750 92 250 10 500 850 000 350 000 500 000

2004 107 100 94 950 12 150 1 600 000 400000 1200000
2005 113 180 96 625 16 555 1200 000 400 000 800 000

2006 129 265 97773 31492 1766749 555749 1211000
2007 144 329 104 219 40 110 1075854 455385 620 469

2008 151 630 106 139 45 491 1464248 512103 952 145

2009 153 723 109 127 44 596 1290654 460013 830 641

2010 156 448 111 398 45 050 1415000 375000 1040000
2011 154 611 117 942 36 669 1750000 550000 1200000
2012 157 061 120 821 36 240 1820000 480000 1340000
2013 167 030 129 161 37 869 1676 000 390000 1286000
2014 168 997 140 712 28 285 1768 000 438000 1330000
2015 171 992 144 760 27232 1700 000 400 000 1300000
2016 173 785 147 430 26 355 1730000 430000 1300000
2017 174 594 148 263 26 331 2100000 460 000 1640 000




2.4. Zeytin Yaprag

Zeytin agaci yetistiriciliginde ve zeytin isleme endiistrisinde ¢ok sayida yan {iriin ortaya
cikmaktadir. Zeytin yapragi da bu yan iriinlerden birisidir. Zeytin yapragi yag
ekstraksiyonu i¢in toplanan zeytin agirliginin yaklasik %10’unu olusturmaktadir
(Talhaoui ve ark., 2015). Ayrica, agaglarin budanmasi ve zeytin meyvelerinin
toplanmasit sirasinda ¢iftliklerde biiyiik miktarlarda birikmektedir. Bazi bdlgelerde,
zeytin yapraklar giftlik hayvanlarinin beslenmesinde veya zeytin dallar1 ile toplanan
yapraklar yakacak olarak kullanilmakta olsada bu yan iiriiniin depolanmasi ve yok
edilmesi iireticiler i¢in maliyeti arttiran unsurlar olarak ortaya ¢ikmaktadir
(Basmacioglu-Malayoglu ve Aktas, 2011). Ayrica ylizyillar boyunca zeytin yapragi
Akdeniz halk hekimliginde ates, sitma ve diger hastaliklarin tedavisinde kullanilmisir.
Son zamanlarda yapilan arastirmalar neticesinde, zeytin yapraginin saglik tizerine
olumlu etkilere sahip oldugu belirtilmis ve bu durum yaprakta bulunan yiiksek fenolik
bilesik miktart ile iliskilendirilmistir. Son yillarda sentetik bilesiklerin yan etkisi ve
toksisitesine karsi siliphelerin giderek artmasindan dolay1 ¢esitli biyolojik aktivitelere
sahip fenolik bilesiklerin kimya, gida, ila¢ ve kozmetik sanayinde kullanimi {izerine
calismalar artmistir (Bayc¢in-Hizal, 2006). Gida sanayinde bu bilesikler fonksiyonel gida
bileseni, gida katki maddesi ve dogal renklendirici olarak kullanilabilmektedir (Altiok
ve ark., 2008). Bundan dolay: literatiirde zeytin, zeytin yapragi ekstrakti ve ekstraktin
ana sekoiridoit bilesiginin (oleuropein) gidalarda kullanim olanaginin arastirilmasina

yonelik yapilan galigmalar her gegen giin artmaktadir (Erbay ve Igier, 2010).

2.5. Zeytin Yapraginda Bulunan Fenolik Bilesikler

Zeytin yapragmimn antioksidan (Benavente-Garcia ve ark., 2000), antimikrobiyal
(Korukluoglu ve ark., 2010), hipokolesterolemik (Jemai ve ark., 2009), kardiyoprotektif
(Nekooeian ve ark., 2014) gibi bir¢ok etkiye sahip oldugu bildirilmektedir. Zeytin
yapraginin sahip oldugu bu yararli etkiler yapisinda bulunan fenolik bilesiklerle

iligskilendirilmektedir (Vogel ve ark., 2014).

Fenolik bilesikler, hemen hemen tiim meyve ve sebzelerde az veya ¢ok miktarda

bulunan, bulundugu meyve ve sebzeye acilik ve burukluk gibi tat 6zelliklerinin yanisira



sar1, sari-esmer, kirmizi-mavi renk tonlarindaki renk Ozelligi kazandiran sekonder

metabolitlerdir (Bianco ve Uccella, 2000; Nizamlioglu ve Nas, 2010).

O. europaea L. bitkisinin yapraklarinda, meyvelerinde ve g¢ekirdeklerinde bulunan
fenolik bilesiklerin ¢esidi ve miktar1 farklilik gosterebilmektedir (Ozcan ve Matthéus,
2017).

Fenolik bilesikler; bitki dokularinin normal gelisimi sirasinda sentezlenen Onceden
olusmus “esas fenolik bilesikler” ve fiziksel yaralanmaya, enfeksiyona tepki olarak veya
bitkilerin agir metal-tuzlari, ultraviyole (UV) 1511, sicaklik gibi faktorler tarafindan
strese girdigi zaman sentezlenen “uyarilmis fenolik bilesikler” olarak ikiye ayrilabilir.
Uyarilmis fenolik bilesikler de esas olarak sentezlenebilir fakat sentezleri siklikla farkl
stres faktorleri altinda gergeklesmektedir. Zeytin yapraklarinin fenolik bilesik
kompozisyonunu nicel ve nitel olarak degistiren bu faktorler abiyotik ve biyotik

faktorler olarak adlandirilmaktadir (Talhaoui ve ark., 2015).

Abiyotik faktorler, canli organizmalarin ve toprak, su, hava, sicaklik, nem, 1s1k gibi
ekosistemlerin isleyisini etkileyen canli olmayan kimyasal ve fiziksel ¢evre parcalaridir.
Aksine, biyotik faktorler, baska bir organizmayi etkileyen herhangi bir canli bilesendir.
Biyotik faktorler genellikle hayvan ve insan etkilerinin yanisira bitkiler, mantarlar ve
bakterilerden olusmaktadir. Zeytin yapragindaki fenolik bilesiklerin miktarini; cografi
bolge, iklimsel kosullar, hasat zamani, su stresi, tuzluluk, gilibreleme, UV 1sm1 gibi
abiyotik faktorlerin yanisira, funguslar, bakteriler, genotip, yaprak yasi, periyodisite

gibi biyotik faktorlerde etkilemektedir (Talhaoui ve ark., 2015).

Zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesiklerin siniflandirilmas: Sekil 2.1°de verilmistir.
Zeytin - yapraginda bulunan fenolik  bilesikler:  sekoiridoitler  (oleuropein,
dimetiloleuropein, verbaskozit, ligtrosid, oleurosid), fenolik asit ve tiirevleri (vanilik
asit, kafeik asit, vanilin), fenolik alkoller (tirozol, hidroksitirozol) ve flavonlar
(luteolin-7-glikozit, apijenin-7-glikozit, diosmetin-7-glikozit, luteolin ve diosmetin),
flavonollar (kuersetin, izoramnetin, rutin), flavanollar1 (katesin, gallokatesin) igeren

flavonoidler seklinde siniflandirilabilmektedir (Sahin, 2011; Talhaoui ve ark., 2015).



Zeytin yapragi ekstraktlarindaki ana fenolik bilesikler; oleuropein, hidroksitirozol,
verbaskozit, apijenin-7-glikozit ve luteolin-7-glikozitdir (Ozcan ve Matthius, 2017).

Zeytin Yapraginda Bulunan Fenolik Bilesikler

Sekoiridoitler Fenc:_hk As“f ve Fenolik Alkoller Flavonoidler
Tiirevleri
_ Ul?umpeiﬂ ) Vanilik asit Tirozol
Dimetiloleuropein Kafeik asit Hidroksitirozol
Verbaskozit Vanilin
Ligtrosid
Oleurosid Flavanollar —
Kategin ‘HFlavonollar
Gallokatesin
Kuersetin
Flavonlar —' Izoramnetin
Eutin

Luteolin-7-glikozit
Apijenin-7-glikozit
Dhiosmetin-7-glikozit
Luteolin

Sekil 2.1. Zeytin yapraginda bulunan fenolik bilesikler

Zeytin yapraklarinin en baskin fenolik bilesigi oleuropeindir. Bunu hidroksitirozol,
luteolin  ve apijenin flavon-7-glikozitleri ve verbaskozit takip etmektedir.
Hidroksitirozol, oleuropeinin temel pargalanma iiriiniidiir. Meyvenin olgunlagmasi
sirasinda ve zeytinin islenmesi sonucunda oleuropein miktarinda azalma ve

hidroksitirozol miktarinda artma meydana gelmektedir (Ozcan ve Matthéus, 2017).

2.5.1. Sekoiridoitler

Oleuropein bilesigi Oleaceae familyasina ait pek c¢ok bitkide bol miktarda bulunan
sekoiridoit ad1 verilen kumarin benzeri bilesiklerin ¢ok spesifik bir grubuna ait fenolik
bilesiktir. Iridoidler ve sekoiridoitler, genellikle glikozidik olarak bagli, cesitli indol
alkaloidlerin Onciileri olarak terpenlerin sekonder metabolizmasindan {iretilen
bilesiklerdir. Oleaceae’daki sekoiridoitler genellikle oleosit glikozitlerden (oleositler)
tiremis olup bunlar elenolik asit ve glikozidik kokiin kombinasyonu, bir

eksosiklik  8,9-olefinik islevselligi ile karakterize edilmektedir. Oleuropein,
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Oleaceae’nin sekoiridoit glikozitlerine ortak olan 2'-(3',4'-dihidroksifenil) etanoliin

(hidroksitirozol) ve oleosidik iskeletin bir esteridir (Soler-Rivas ve ark., 2000).

2.5.2. Oleuropein

Zeytinde fenolik bilesikler arasinda en baskin olan1 oleuropeindir (Bouaziz ve Sayadi,
2005). Oleuropein bilesigi ilk kez 1908 yilinda Bourquelot ve Vintilesco tarafindan
kesfedilmis, bilesigin yapisi ise 1960 yilinda tanimlanmistir (Panizzi ve ark., 1960).

Elenolik asit ve 3,4-dihidroksifeniletanoliin heterozidik esteri olan oleuropein, zeytin
meyvesi ve yapraginda dogal olarak bulunmaktadir (Iraqi ve ark., 2005). Yani
oleuropein molekiilii hidroksitirozol olarak bilinen 4-(2-hidroksietil) benzen-1,2-diol,
elonolik asit olarak adlandirilan sekoiridoit ve glikoz molekiilii olmak iizere {i¢ yapisal
birimden olusmaktadir (Omar, 2010a). Oleuropeinin molekiil formiilii CzsH3,013 ve
molekiil agirligi 540.518 g/mol olup (Anonim, 2017c) organik yapisi Sekil 2.2°de

pargalanma triinleri ise Sekil 2.3te verilmistir.

Sekil 2.2. Oleuropeinin yapisal formiilii (Winkelhausen ve ark., 2015)
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HO Lo
Oleuropein
(glukozit)

Oleuropein aglvlkon +
o] R Glukoz

Hidroliz

Hidroksitrosol Elenolilk Asit

Sekil 2.3. Oleuropeinin B-glikozidaz enzimi ile hidrolizi (Al-Azzawie ve Alhamdani,
2006)

2.6. Oleuropeinin Biyosentezi

Oleuropein bilesigi esas olarak Oleaceae familyasinda baskin olarak bulunmakta ve bu
familyada alt cins smiflandirilmasinda kemotaksonomik bir belirte¢ sayilmaktadir

(Hassen ve ark., 2015).

Bu ailenin iginde oleuropein ayrica Syringa pubescens (Deng ve ark., 2010),
Syringa reticulata (Bi ve ark.,, 2011), Syringa dilatata (Oh ve ark., 2003),
Syringa oblata var. alba (Nenadis ve ark., 2007), Ligustrum vulgare (Tattini ve ark.,
2004), Ligustrum lucidum (Guo ve ark., 2011), Jasminum officinale var. grandiflorum
(Teerarak ve ark., 2010), Fraxinus excelsior (Egan ve ark., 2004), Fraxinus ornus
(lossifova ve ark., 1998), Fraxinus oxycarba (Hosny, 1998), Fraxinus americana
(Sanz ve ark., 2012), Fraxinus angustifolia (Calis ve ark., 1996), Phillyrea angustifolia
(DellaGreca ve ark., 2011), Phillyrea latifolia (Agati ve ark.,, 2011),
Osmanthus asiaticus (Sugiyama ve ark., 1993), Osmanthus cymosus (Kubba ve ark.,
2005), Osmanthus austrocaledonica (Benkrief ve ark., 1998) ve Chionanthus virginicus

(Boyer ve ark., 2005) gibi tiirlerden izole edilmistir.
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Oleuropein, geranil pirofosfattan (GPP) tiiretilen ligstrositten tiiretilmektedir. Metabolik
yolun ilk adimi geraniol sentaz (GES) tarafindan katalize edilmekte ve f{iriin olarak
geraniol  olusmaktadir.  Geraniol ise  10-hidroksilaz  (GE10H) araciligiyla
10-hidroksigeraniol’a doniistiiriilmektedir (GE10H=CYP76B alt familyasina ait bir
sitokrom P450 monooksijenaz). NADH dezhidrojenaz (NDHI)’in biyokimyasal
aktivitesiyle  10-hidroksigeraniol, deoksiloganik asit aglikona c¢evrilmektedir.
Deoksiloganik asitin (¢esitli monoterpen indol alkaloidleri ve oleuropein’in bir dnciisii)
olusumu icin deoksiloganik asit aglikona ait glikozilik gruplarin transferi
glikoziltransferaz (GT) araciligiyla yapilmaktadir. Deoksiloganik asit 7-epiloganik asit
olusturmak iizere siklopentan halkasinin 7-a-hidroksilasyonuna ugramakta, ayrica
NDHI araciligiyla hidroksil grubunun oksidasyonu ile 7-ketologanik aside
donistiirilmektedir. Sonrasinda, 7-ketologaninin olusumunu saglayan 7-ketologanik
asitin metilasyonu ise loganik asit metiltransferaz (LAMT) ile katalize edilmektedir. Bu
noktada, sekologanin sentaz (SLS) oleosid-11-metil ester olusumunu saglar ve daha
sonra oleosid-11-metil ester GT tarafindan 7-B-I-D-glikopiranosil-11-metil oleoside
glikolize edilir. Bu sonuncu bilesen, ligstrosid olusturmak iizere tirozol ile bir
esterifikasyon reaksiyonuna girer ve son asamada hidroksilasyon reaksiyonuyla

oleuropein olusur (Hassen ve ark., 2015).

Iridotrial ¢— iridodial «— 10-hidroksigeraniol <— Geraniol <— GPP

(CNDHI ) (GioH] (TGES
Deoksiloganik asit aglikon
‘ L-arogenat —————» L-Fenilalanin
P T | Crom) [P
Loganin 7-epiloganik asit .
Tirozin » Sinnamat
Csis ) | R !
Sekologanin  7-ketologanik asit p-Kumarat Flavonoid biyosentezi
| CLawT
v . TYRD
Monoterpen 7-ketologanin p-HPPA DOPA -Kumaril-CoA
indol alkaloidler l SLS l ne l TYRD P
Oleosid-11-metil ester framin Dopamin
l p-HPAA CuAO l
7-beta-1-D-glikopiranozil- v ALDH ALDH
metiloleosid |, ... Tirozol ¢ Hidroksitirozol
“  + Oleokantal LN ' M
L A o A . Kafeik asit ———

h Ligstrosid .~ 34-DHPEA-EDA - v
TNy A A » Verbaskozit Lignan biyosentezi
i ALX ([EGIU v : B
EOLEUROPEIN .- Oleuropein aglikon ,

......................................

Sekil 2.4. Oleuropein bilesiginin biyosentez yolu (Alagna ve ark., 2012; Hassen ve ark.,
2015)
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2.7. Oleuropeinin Biyolojik Aktiviteleri

Oleuropeini 6nemli kilan sahip oldugu  antimikrobiyal (Sanchez ve ark., 2007)
antioksidan (Dua ve ark., 2015), antidiyabetik (Qadir ve ark., 2016), antikanser (Goulas
ve ark., 2009), antiinflamatuar, hipokolesterolemik (Hadrich ve ark., 2016),
kardiyovaskiiler sistemi koruyucu (Bulotta ve ark., 2014), obeziteyi onleyici (Vogel ve
ark., 2014) etkileridir. Sahip oldugu bu etkilerden dolay1 gida, ila¢ ve kozmetik
sektoriinde kullanim olanagi bulabilmektedir (Romero-Garcia ve ark., 2016). Gida ve
ilaglarda kullanilan bazi ajanlar ¢ok sayida yan etkiye sahiptir. Ornegin bugiine kadar
obeziteyi kontrol altina almak icin, aclig1 baskilayan ve besinlerin emilimini engelleyen
orlistat igerikli ilaglar kullanilmistir. Bu ajan uyku bozuklugu halsizlik, kabizlik, mide
bulantisi, bas agrisi, karin agris1 gibi yan etkilere sebep olabilmektedir (Hadrich ve ark.,
2016). Bu gibi durumlar neticesinde yapay bilesiklerin yan etkisi ve toksisitesine karsi
stipheler giderek artmakta boylece bitkisel orijinli dogal kaynaklara olan ilgide hizli bir
artis meydana gelmektedir. Bu duruma paralel olarak dogal bir bilesik olan oleuropeinin

kullanim alanlar1 tizerine ¢alismalar da hizla artmaktadir (Bouaziz ve Sayadi, 2005).

2.7.1. Antioksidan aktivite

Zeytin yapragi ekstraktinda bulunan oleuropein ve diger fenolik bilesikler sahip oldugu
yiksek antioksidan aktiviteden dolayr gidalarda dogal antioksidan olarak
kullanilabilmektedir. Antioksidanlar gidalarin islenmesi ve depolanmasi siirecinde
meydana gelen lipit peroksidasyon siirecini geciktiren, raf dmriinli arttiran gida katki

maddeleri olarak kullanilabilmektedir (Bouaziz ve Sayadi, 2005).

Oleuropein serbest radikalleri temizlediginden dolayr gii¢lii bir antioksidan aktiviteye
sahiptir (Cicerale ve ark., 2012). Sahip oldugu bu 6zellik in vitro ve in vivo testlerle
kanitlanmistir. Oleuropeinin sahip oldugu potansiyel antioksidan aktivite esas olarak
hidroksil ~ gruplarmmn  varligindan  (6zellikle  1,2-dihidroksibenzen  kismi)
kaynaklanmaktadir. Hidroksil gruplar1 oksidasyonu engellemek i¢in kendi hidrojenlerini
vererek serbest radikalleri noétralize etmektedir. Oleuropein, hem serbest radikalleri
stipiirebilme hem de metal selatlama aktivitesine sahip oldugundan metallerin baglattig

lipit oksidasyonlarindan membranlar1 koruyabilmektedir (Hassen ve ark., 2015).
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Bu varsayimi destekler nitelikte, Czerwinska ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir
calismada, oleuropein ve dialdehidik tiirevi olan oleasinin in vitro hiicresiz sistemlerde
reaktif oksijen (superoksit anyon, O2’; hidrojen peroksit, H2O>; hipoklordz asit, HOCI)
ve nitrojen tiirleri (nitrik oksit, NO; peroksinitrit, ONOQ") iiretimini baskiladig tespit
edilmistir. Ayrica, oleuropeinin HOCI olusumunu katalize eden miyeloperoksidaz
enziminin saliimini azalttig1 da belirlenmistir. Yine hiicresiz sistemlerde, oleuropeinin
meme kanseri MCF-7 ve T-47D hiicre hatlarindan reaktif oksijen olusumunu tetikleyen

H202’yi belirgin bir sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir (Bulotta ve ark., 2011).

Bazi in vivo calismalarda ise oleuropeinin alloksana bagli seker hastaligina sahip
tavsanlarda (Al-Azzawie ve Alhamdani, 2006), kolesterol agisindan zengin diyetle
beslenen siganlarda (Jemai ve ark., 2009) ve akut arsenige maruz kalmis siganlarda
(Kotyzova ve ark., 2011) siiperoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz,
katalaz gibi enzimatik antioksidanlarin seviyesini ve aktivitesini ve glutatyon,
a-tokoferol, B-karoten, askorbik asit gibi enzimatik olmayan antioksidanlarin seviyesini
arttirdi@i tespit edilmistir. Ayrica oleuropeinin karbon tetrakloriir (CCls) toksikasyonuna
maruz kalmis farelerin stoplazma ve c¢ekirdeklerinde Cu/Zn siiperoksit dismutaz
aktivitesini ve glutyon seviyesini arttirip, HO-1 ve Nrf2’nin ekspresyonunu baslattigi,
aspartat aminotransferaz, alanin aminotransferaz ve 3-nitrotirozin seviyelerinde énemli
azalmalara neden oldugu belirtilmistir (Domitrovi¢ ve ark., 2012). Bu etkilerin yanisira,
oleuropeinin kreatin fosfokinaz, kreatin fosfokinaz-MB, laktat dehidrogenaz, aspartat
aminotransferaz, alanin aminotransferaz aktivitelerini arttirdigi, indiiklenebilir nitrik
oksit sentaz ekspresyonunu inhibe ettigi, tiyobarbiitirik asit (TBA) reaktif maddelerini

ve protein karbonillerin olusumunu engelledigi belirlenmistir (Andreadou ve ark.,
2007).

Benavente-Garcia ve ark. (2000) zeytin yapragi ekstraktlarinda mevcut olan ana fenolik
bilesiklerin antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir. Hidroksitirozolun, oleuropeinin,
kafeik asitin ve tirozolun toksisite bulgusu olmaksizin Iokositlerle etkileserek reaktif

oksijen tiirlerinin olusumunu 6nleyebildikleri saptanmistir.

Oleuropein bilesiginin serbest radikal olusumunu onlemesi, serbest radikal olusum
reaksiyonlarini katalize eden Cu ve Fe gibi metal iyonlarini selatlama ve siklooksijenaz

yolunu etkilemeden, lipoksijenaz gibi bazi antiinflamatuvar enzimleri inhibe edebilme
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yetenegi ile iliskili olabilecegi belirlenmistir. Hem oleuropein hemde hidroksitirozolun,
hipoklorik asit tiirevi radikaller ve nétrofillerin solunum patlamasini engelleyebildigi ve

siiperoksit anyonlar1 temizleyebildigi bildirilmistir (Ozcan ve Matthius, 2017).

Literatiirde oleuropein bilesiginin gida teknolojisi alaninda antioksidan ajan olarak

kullanimina yonelik ¢alismalar da bulunmaktadir (Dua ve ark., 2015).

Benavente-Garcia ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢alismada, zeytin yapraginda bulunan bazi
bireysel fenolik bilesikleri tespit etmis ve bilesiklerin 2,2'-azino-bis  (3-
etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit katyon radikalini (ABTS™) giderme aktivitelerini
sirastyla rutin > katesin = luteolin > zeytin yapragi ekstrakti = hidroksitirozol >
diosmetin > kafeik asit > verbaskozit > oleuropein > luteolin—7—glikozit ~ vanilik asit ~

diosmetin-7-glikozit > apijenin-7-glikozit > tirozol > vanilin olarak belirlemislerdir.

Bir baska c¢alismada zeytin yapragi ekstraktinin in vitro antioksidan aktivitelerini
degerlendirmek igin, zeytin yapragi ekstraktinin 2,2 difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
radikalini giderme aktivitesi Ol¢iilmiis ve biitillendirilmis hidroksianisol (BHT)
(IC50:17.02 pg/ml) ile karsilastirilmistir. Zeytin yapragi ekstraktlar1 serbest radikalleri
slipirmeyi basarmis ve BHT’ye kiyasla daha yiiksek antioksidan aktivite
gostermislerdir.  Nitekim, bir¢cok cesidin yaprak ekstrakti [Chemlali (IC50: 7.90
pug/mL), Rosicola (IC50: 10.88 pg/mL), Limouni (IC50: 12.25 pg/mL), Chetoui (1C50:
15.09 pg/mL), Meskid (IC50: 15.24 ug/mL) ve Lucques (IC50: 16.10 pg/mL)]
BHT’den daha yiiksek aktivite gostermistir (Salah ve ark., 2012).

Beltran ve ark. (2014) yaptiklar1 ¢alismada oleuropeinin pargalanma irtinlerinden biri
olan hidroksitirozolu ambalajlama materyallerinde antioksidan olarak kullanmis ve bu
bilesigin aktif ambalajlama teknolojisinde alternatif dogal bir kaynak olabilecegini

belirtmislerdir.

2.7.2. Antimikrobiyal aktivite

Gida kaynakli patojenler insan sagligina onemli derecede olumsuz etkide bulunan
salginlara neden olabilmektedir. Bu nedenle, gida kaynakli patojenlerin kontrolii gida

endiistrisi i¢in biiyiilk 6nem arz etmektedir. Gida kaynakli patojenler, sentetik ve dogal
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antimikrobiyal bilesikler olarak siniflandirilabilen gida koruyucularinin kullanilmast ile
kontrol altina alinabilmektedir. Bitkisel antimikrobiyal maddeler, sentetik gida
koruyucularina kiyasla, genellikle daha gilivenli olarak kabul edilmekte ve insan
sagligina yararl etkileri olabileceginden daha fazla dikkat ¢ekmektedir. Ayrica, bitkisel
antimikrobiyallerin gidalarin muhafaza siiresini uzatmasmin yanisira lezzet verici
ozelliginden de yararlanilabilmektedir (Liu ve ark., 2017). Klinik olarak genis bir
kullanim alanina sahip antimikrobiyal ilaglar ciddi yan etkilere sebep olmalarmin yani
sira sahip olduklar1 dar antimikrobiyal spektrumdan ve zamanla mikroorganizmalar
tarafindan kendilerine olusturulan direngten dolay1 yerini oleuropein gibi bitkisel

kaynakli antimikrobiyal maddelere birakmaktadir (Bisignano ve ark., 1999).

Bisignano ve ark. (1999) oleuropein ve hidroksitirozolun 5 ATCC bakteri susuna
(Haemophilus influenzae ATCC 9006, Moraxella catarrhalis ATCC 8176, Salmonella
Typhi ATCC 6539, Vibrio parahaemolyticus ATCC 17802 ve Staphylococcus aureus
ATCC 25923) ve 44 Kklinik izolata (H. infuenzae, 8 sus; M. catarrhalis, 6 sus;
Salmonella spp., 15 sus; V. cholerae, 1 sus; V. alginolyticus, 2 sus;
V. parahaemolyticus, 1 sus; S. aureus, 5 penisiline duyarli sus ve 6 penisiline direngli
sus) karsi antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Oleuropeinin ATCC suslari igin
minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degerlerinin 62.5-500 pg/mL, klinik
izolatlar igin 31.25-250 pg/mL araliginda degistigi tespit edilmistir. Hidroksitirozolun
ATCC suslant icin MIK degerlerinin 0.24-7.85 ug/mL, klinik izolatlar igin

0.97-31.25 pg/mL araliginda degistigi tespit edilmistir. Calisma sonucunda

hidroksitirozolun oleuropeinden daha etkili oldugu bildirilmistir.

Furneri ve ark. (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada, oleuropeinin Mycoplasma
hominis, Mycoplasma fermentans, Mycoplasma pneumoniae, Mycoplasma pirum’a
kars1 antimikrobiyal aktivitesi arastirilmis ve oleuropeinin 20-320 mg/L (ng/mL)
araligindaki konsantrasyonlarinin yukarida belirtilen Mycoplasma tiirlerini inhibe ettigi
tespit edilmistir. M. hominis, M. fermentans, M. pneumoniae ve M. pirum igin MiK

degerleri sirasiyla 20, 20, 160 ve 320 pg/mL olarak tespit edilmistir.

Markin ve ark. (2003) su kullanarak zeytin yapraklarindan elde edilen fenolik
ekstraktinin bazi bakteri [Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,

S. aureus, Klebsiella pneumoniae (10° kob/mL)] dermatofitlere (Trichophyton
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mentagrophytes, Microsporum canis, Trichhophyton robrum (10° kob/mL)] ve mayaya
[Candida albicans (10° kob/mL)] karsi antimikrobiyal etkisini arastirmislardir.
B. subtilis hari¢ diger bakterilerin tamami %0.6 konsantrasyonunda zeytin yapragi
ekstrakti tarafindan 3 saat i¢inde inhibe edilmistir. B. subtilis’in inhibisyonu i¢in bu
oran %20 olarak tespit edilmistir. C. albicans’in inhibisyonu %15 konsantrasyonunda
zeytin yapragi ekstrakti ile 24 saatte gergeklesirken, dermatofitlerin tamaminin
inhibisyonu %1.25 konsantrasyonunda zeytin yapragi ekstrakti ile 3 giin olarak tespit
edilmistir. MBK ise P. aeruginosa i¢in %0.13, K. pneumoniae ve E. coli igin %0.3,

S. aureus i¢in %0.6 olarak tespit edilmistir.

Winkelhausen ve ark. (2005) tarafindan yapilan bir ¢alismada, zeytinyagi {iretimi
sirasinda meydana gelen yan iirlinlerden biri olan zeytin posasinin sahip oldugu fenolik
bilesikler ekstrakte edilmis ve oleuropein igeren bu eckstraktlarin Alternaria solani,
Botrytis cinerea ve Fusarium culmorum kiiflerinin gelisimini engelledigi tespit

edilmistir.

Korukluoglu ve ark. (2006) taze zeytin yapraklarindan farkli ¢oziiciiler (su, etanol,
aseton, etil asetat) kullanarak ekstrakt elde etmis ve bu ekstraktlarin Saccharomyces
cerevisiae ATCC 9763, Schizosaccharomyces pombe, Saccharomyces uvarum, Candia
oleophila, Metschnikowia fructicola ve Kloeckera apiculata’ya karsi antimikrobiyal
etkinliklerini belirlemislerdir. Bu ekstraktlarin antifungal aktiviteleri disk diflizyon testi,
MIK testi, ve minimum mantar &ldiiriicii konsantrasyon (MFC) ile belirlenmistir.
Coziicli olarak su kullanilarak elde edilen ekstraktin test mikroorganizmalarina karsi
antimikrobiyal ~etkinli§i belirlenememistir. Diger ekstraktlarm MIK degerleri
10-28 pg/mL, MFC degerleri 20-48 ng/mL ve inhibisyon zon ¢aplar1 1.5-9.3 mm
araliginda belirlenmistir. Test edilen mayalarin aseton ve etil asetat ekstraktlarina karsi
daha duyarli oldugu ve mayalar arasinda en direngli olanin S. cerevisiae ATCC 9763’lin

oldugu tespit edilmistir.
Oleuropeinin S. aureus (Gram-pozitif bakteri) tizerine antimikrobiyal etkisinin, E. coli

(Gram-negatif bakteri) {izerine olan etkisinden daha fazla oldugu tespit edilmis ve bu

durum hiicre yapilarindaki farkliliklarla iliskilendirilmistir (Sanchez ve ark., 2007).
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Yapilan bir ¢alismada zeytin yapraklarimin sulu ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi
Gram-pozitif (B. cereus, B.subtilis, S. aureus), Gram-negatif (E. coli, P. aeruginosa,
K. pneumoniae) bakteriler ve mayalara (C. albicans, C. neoformans) Kkarsi
arastirtlmistir. Ekstrakt, test edilen tiim bakteri ve mayalara kars1 antimikrobiyal aktivite
gostermistir. Zeytin yapragi eksraktinin konsantrasyona bagli olarak genis bir

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirtilmistir (Pereira ve ark., 2007).

Korukluoglu ve ark. (2010) zeytin yapragindan farkli ¢oziiciiler (aseton, dietileter, etil
alkol, su) kullanarak elde ettikleri ekstraktlarin 11 Gram-pozitif bakteri (B. cereus,
Enterococcus faecalis, S. aureus, Lactobacillus plantarum, Lb. brevis, Lb. bulgaricus,
Streptococcus thermophilus, Pediococcus cerevisiae, Leuconostoc mesenteroides) ve
6 Gram-negatif bakteri (Salmonella Typhimurium, S. Enteritidis, E. coli, P. aeruginosa,
K. pneumoniae, Acetobacter spp.) lizerine antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir.
Aseton, dietil eter, etil alkol kullanilarak elde edilen ekstraktlarin test edilen
mikroorganizmalarin tamamina karsi antimikrobiyal aktivitesi belirlenirken, su
kullanilarak elde edilen ekstraktin higbir mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal
aktivite gostermedigi tespit edilmistir. Calismada aseton, dietil eter ve etil alkol
kullanilarak elde edilen ekstraktlarin test mikroorganizmalari i¢in MIK degerlerinin
sirastyla 26-170 pg/mL, 25-178 pg/mL, 26-185 pg/mL araliginda degistigi tespit

edilmistir.

Oleuropeinin viriis ve retroviriislere karsi da antimikrobiyal etkiye sahip oldugu
bildirilmistir (Korukluoglu ve ark., 2010).

Bunlarin yani sira oleuropein bakimindan zengin zeytin yapragi ekstrakti, sahip oldugu
antiviral etki sayesinde grip, soguk algmligi gibi hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilmekte ve etkili sonuglar elde edilebilmektedir (Durlu- Ozkaya ve Ozkaya,
2011).

Janakat ve ark. (2015) “amurca” diye adlandirdiklari zeytinyagi tortusundan metanol ile
elde ettikleri ekstraktin Gram-pozitif (L. monocytogenes, S. aureus) ve Gram-negatif
(E. coli O157:H7, S. Enteritidis) bakterilere kars1 antimikrobiyal aktivitesini 10 °C ve
37 °C’de mikrodilisyon ve disk diflizyon metotlar1 ile belirlemis ve bazi

antibiyotiklerin (kloramfenikol, eritromisin, gentamisin, tetrasiklin) antimikrobiyal
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etkileri ile karsilastirmistir. Tiim mikroorganizmalar i¢in 37 °C’de 24 saat sonunda
amurca ekstraktinin MIK ve minimum bakterisidal konsantrasyon (MBK) degeri
sirastyla 60 ve 80 pL/mL, 10 °C’de 7 giin sonunda 40 ve 60 puL/mL olarak
belirlenmistir. Amurca ekstraktr (40 uL/mL) 10 °C’de 7 giin sonunda test edilen tim
patojenlerin sayisin1 2.5 ile 3.2 log kob/mL azaltmis, 37 °C’de 24 saat sonunda ise
hicbir inhibisyon goézlenmemistir. Amurca ekstraktinin kloramfenikol ve tetrasikline

direngli E. coli O157:H7 02-0628 ve S. aureus 26127’u inhibe ettigi tespit edilmistir.

Zori¢ ve ark. (2016) zeytin yapragi ekstraktinin C. albicans ATCC 10231 ve
C. dubliniensis CBS 7987 suslarina karsi antimikrobiyal etkinligini incelemisler ve
C. albicans i¢cin MIK degerini 46.875 mg/mL ve C. dubliniensis icin MiK degerini
62.5 mg/mL olarak tespit etmislerdir.

Zehra ve ark. (2016) 4 farkli tibbi bitki (Ocimum basilicum, Cymbopogon citratuss,
O. europaea, Eucalyptus camaldulens) yapraklarina ait ekstraktlarin, 4 Gram-pozitif
bakteriye (E. faecalis, B. subtilis, S. aureus, S. epidermidis), 4 Gram-negatif bakteriye
(E. coli, K. pneumonae, P. aeruginosa, S. Typhi) ve 1 mayaya (C. albicans) karsi
antimikrobiyal aktivitesini arastirmiglardir. S. epidermidis hari¢ diger tiim
mikroorganizmalar iizerine en yiiksek antimikrobiyal etkinligi O. europaea’dan elde

edilen ekstraktin gosterdigi belirlenmistir.

Liu ve ark. (2017) zeytin yapragi ekstraktinin gida kaynakli L. monocytogenes,
E. coli O157:H7 ve S. Enteritidis bakterilerine karsi antimikrobiyal etkisini
aragtirmislardir. Caligmada 62.5 mg/mL’lik konsantrasyonda zeytin yapragi ekstraktinin
bu ii¢ patojenin gelismesini neredeyse tamamen engelledigi belirlenmistir. Ayrica,
taramali elektron mikroskobu ile L. monocytogenes’in kamgilarinin islevini
yitirmesinden dolayr hiicre hareketliliginde azalma tespit edilmistir. Bunun yanisira
zeytin yapragi ekstraktinin L. monocytogenes ve S. Enteritidis’in biyofilm olusumunu

inhibe ettigi tespit edilmistir.

Ruiz-Barba ve ark. (1991) alkali uygulanmus, sicaklik uygulanmis ve herhangi bir islem
uygulanmamis yesil zeytin salamuralarindan ekstrakt elde etmislerdir. Ekstraktlarin su
ile hazirlanmis ¢ozeltilerinin (4mg/mL) Lb. plantarum’a (10 kob/mL) karst
antimikrobiyal etkisini incelemislerdir. 121 °C’de 15 dk. sicaklik uygulamasi
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bakterilerin  inhibisyonuna neden olurken, alkali uygulanmis oleuropein

Lb. plantarum’un gelisimini tesvik etmistir.

Oleuropeinin Antimikrobiyal Etki Mekanizmast

Oleuropein antimikrobiyal etkisini, diger fenolik bilesiklerde oldugu gibi bakteriyel
membranlara zarar vererek veya hiicrenin peptidoglukan tabakasini bozarak gosterdigi
diistiniilmektedir. Oleuropein ve membran lipitler arasindaki etkilesimi tam anlamiyla
aciklayabilmek i¢in bir¢ok calisma yapilmistir. Bazi1 arastirmacilara gore bu etkinin
nedeni oleuropeinin sahip oldugu orto-difenol yapisidir. Ancak oleuropeinin
antimikrobiyal mekanizmasi heniiz kesin olarak aydinlatilamamigstir (Omar, 2010b).
Oleuropeinin antimikrobiyal etkisini kesin olarak aydinlatmak amaciyla bazi ¢aligmalar
yapilmistir. Antimikrobiyal etkinin ekzosiklik 8,9-olefinik islevselligi ile karakterize
edilen (Ryan ve ark., 2002), yiizey aktif 6zelligi sayesinde hiicre membranlarini
pargalayabilen oleosidlerden kaynaklanabilecegi one siiriilmiistiir (Soler-Rivas ve ark.
2000). Bakteriyel membran fonksiyonlarin1 bozmasi, fenolik bilesiklerin bilinen ortak
bir o0zelligidir. Membran bozulmasi; membran gegirgenliginde degisikliklere ve
membranla iligkili enzim fonksiyonlarinda kayba neden olabilmektedir. Hiicreden diisiik
molekiil agirlikli metabolitlerin kaybina otolitik enzimlerin pargaladigi protein ve

niikleik asitlerin de eslik ettigi bildirilmistir (Hugo ve Bloomfield, 1971).

Juven ve ark. (1972) oleuropeinin (2mg/L) Lb. plantarum’dan potasyum ve inorganik
fosfat sizintisina ve ayrica ATP miktarinda azalmaya neden oldugunu bildirmistir.
Fosfat sizintisi, oleuropein ile muamele edilmis hiicrelerden siipernatantta radyoaktif
olarak isaretlenmis bir potasyum izotopunu 6lgen sivi sintilasyon spektrofotometresi ile
dl¢iilmiistiir. Inorganik fosfat 582 nm’deki absorbansin dl¢iimiinden ATP ise enzimatik

olarak 6l¢tim ile belirlenmistir.

Fosfolipidler ve kolesterol gibi hiicrenin lipid bilesenleri, ylizey aktif maddeler i¢in bir
hedef olarak diistiniilmektedir. Hugo ve Bloomfield (1971), Juven ve ark. (1972) ve
Kroll (1981), potasyum sizintisina fenolik bilesiklerin neden oldugunu ve bu sizintinin

nedeninin ise membran parcalanmasi oldugunu belirtmislerdir.
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Kubo ve ark. (1985) ve Trombetta ve ark. (2002) zeytin yapraklarindan elde edilen
doymamis aldehitlerin, gida kaynakli bakterilerde ilk olarak lipitleri bozarak plazma
membrani iizerinde hareket ettigini daha sonra ise hiicre i¢i hedef bolgelere yoneldigini
ileri strmdislerdir. Trombetta ve ark. (2002) =zeytinlerden segilen alifatik bitki
aldehitlerini incelemis ve onlart model fosfolipit mebranlar (fosfatidilkolinin
lipozomlari) iizerinde test etmislerdir. Karboksifluoresin salinimi, hiicre zarinin hasarini
gosteren floresan spektrofotometri ile kanitlanmistir. Ayrica, diferansiyel taramali
kalorimetre (DSC)  kullanarak zeytin bitkisi aldehidleri tarafindan membran
permeasyonu incelenmis, bu aldehitlerin hiicre i¢i bolgelerle etkilesime girebilecegi
bildirilmistir. DSC bulgulan ile iki katmanli lipit igerisindeki lipofilik molekiillerin
kullanildigr ve bu iki katmanli tabakada catlaklarin bulundugu tespit edilmis bu duruma

bitki aldehitlerinin neden oldugu bildirilmistir (Trombetta ve ark. 2002).

Zanichelli ve ark. (2005) oleuropeinin etki mekanizmasini arastirmiglar ve oleuropein
gibi orto-difenollerin antimikrobiyal aktiviteyi baslatmak i¢in ayrica bir aktivasyon

faktoriine ihtiya¢ duydugu kanisina varmislardir.

2.8. Zeytin Yaprag Ham Ekstraktinin ve Oleuropeinin Gidalarda Kullanim
Olanaklan

2.8.1. Yemeklik yaglarda kullanim olanaklari

Yemeklik kati ve sivi yaglar; 1s1, 151k, nem, atmosferik oksijen, metal gibi ¢esitli
faktorlerin etkisi ile bir seri kimyasal reaksiyon sonucu oksidasyona ugrayabilmektedir.
Bu olay yag oksidasyonu olarak nitelendirilmekte, hidrolitik ve oksidatif (otoksidasyon)
oksidasyon olmak iizere iki sekilde meydana gelmektedir. Bu durum neticesinde
yemeklik yaglarin kalitesi ve besin degeri olumsuz yonde etkilenebilmektedir (Targan
ve ark., 2008). Oksidatif bozulma olasiligi yiiksek durumlarda, otooksidasyon
baslamadan Once yaglara ¢esitli antioksidanlar eklenebilir ve bdylece yaglarin
oksidasyonu geciktirilebilir. Bundan dolayi, baz1 iilkeler tarafindan gallat,
biitillendirilmis hidroksianisol (BHA), biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), tersiyer
butilhidrokinon  (TBHQ), nordihidroguairatik asit (NDGA) gibi sentetik
antioksidanlarin yaglarda kullanilmasina izin verilmektedir (Basoglu, 2010). Bitkisel

yaglara katilan yiiksek stabiliteye sahip bazi sentetik antioksidanlar kanser gelisimini
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tesvik ettiginden bu antioksidan ajanlarin kullanimi giderek azalmaktadir (Farag ve ark.,

2007).

Rafine yemeklik yaglara (misir, soya fasulyesi, yliksek oleik igerikli aycicek, aycigek,
zeytin, kanola ve kolza tohumundan elde edilen yaglar vb.) zeytin yapragi ekstrakti ve
hidrolizatlar1 eklenerek, yaglarin oksidatif stabilitesi ve antioksidan kapasitesi
arttilabilir. Boylece sentetik antioksidanlara dogal kaynakli alternatifler olusturulabilir
(Bouaziz ve ark., 2010). Rafine zeytinyaglarinin oksidatif stabilizasyonu zeytin
yapraklar1 kullanilarak saglanabilmektedir (Jaber ve ark., 2012). Ayrica zeytin yapragi
ekstrakti, coklu doymamis yag asitlerine karsi daha yiiksek koruma saglayarak soya ve
kizartma yaglarinin da raf omriinii arttirabilir (Malheiro ve ark., 2013; Zribi ve ark.,

2013).

Farag ve ark. (2007) zeytin yapraginin, ay¢igek yaginin oksidatif stabilitesi tizerine olan
etkisini arastirmislardir. Kronakii ¢esidi zeytin agacina ait yapraklardan hidrolik pres
yardimiyla zeytin yapragi suyu elde edilmis ve bu iiriin farkli oranlarda konsantre
edilerek polifenol igerigi 600, 1200, 2400 ppm seviyelerine yiikseltilmistir. Daha
sonrasinda ise farkli konsantrasyonda polifenol icerigine sahip zeytin yapragi sular1 ve
BHT, aygicek yagina ilave edilmistir. Zeytin yapragi suyu ve 200 ppm BHT eklenmis
aycicek yaglar1 ard arda 5 giin, 180+5 °C’de 5 saat boyunca i1sitma islemine tabi
tutulmustur. Isitilmamis ve 1sitilmis aycicek yaginin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
belirlenmistir. Arastirma sonucunda, 800 ppm diizeyinde zeytin yapragi suyu iceren
aycicek yagiin kayda deger bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve 200 ppm
seviyesinde BHT igeren oOrneklere nazaran yaglarin stabilitesini arttirdigi tespit

edilmistir.

Bouaziz ve ark. (2008) tarafindan yapilan ¢alismada, rafine edilmis zeytinyagi, zeytin
yapragl ve zeytin yapragi ekstrakti ile zenginlestirilmistir. Yapraklarin ve ekstraktin
fenolik bilesik icerigine bagli olarak, yagin oksidatif bozulmaya belirgin bir direng
olusturdugu tespit edilmistir.

Rafiee ve ark. (2012) Cronaiky ve Roghani ¢esidi zeytin yapraklarindan mikrodalga
destekli ekstraksiyon teknigi ile aseton, %80 metanol ve su kullanilarak elde ettikleri

ekstraktin aygicek yag1 {lizerine antioksidan etkisini arastirmislardir. Farkl
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konsantrasyonlarda ki ekstraktlarin (200, 500 ve 1000 ppm) oksidasyon siirecini
engelleme etkinligi, aycicek yaginin 70 °C sicakliga maruz kalmasi sonucunda
belirlenen peroksit ve tiyobarbiitirik asit (TBA) degerleri belirlenerek arastirilmistir. En
diisiik peroksit degeri ve TBA degeri, 1000 ppm konsantrasyonunda Cronaiky
cesidinden metanol kullanilarak elde edilen ekstrakti iceren aycicek yaginda tespit
edilmistir. Cronaiky ¢esidine ait metanolik ekstraktin (1000 ppm) oksidasyon iizerinde
ki kontrolii, BHA (100, 200 ppm) ve BHT (100, 200 ppm)’den daha 1yi saglayabildigi

belirlenmistir.

Zribi ve ark. (2013) kizartma yaglarinin (rafine zeytinyagi ve rafine soya yagi) kullanim
Omriinii arttirmak i¢in bu yaglara hidroksitirozol miktar1 yiiksek zeytin yapragi
hidrolizat1 (500 ppm) ilave etmislerdir. Hidrolizat ilave edilen iriinlerde, tavada
kizartma siiresince oksidatif bozulmaya kars1 belirli bir direng olusturulmus ve kontrol
orneklerine nazaran daha az miktarda trans-yag asidi olusumu tespit edilmistir. Bu

olumlu etkilerin hidrolizatta bulunan hidroksitirozol tarafindan saglandig bildirilmistir.

Sahin ve ark. (2017) ticari musir yagmni, limon otu (Melissa officinalis) ve zeytin
yapragindan  elde  edilen ekstraktlarla  polifenol  bilesikleri  bakimindan
zenginlestirmislerdir. Calismada ilk olarak, kurutulmus ve ogitiilmiis bitkilerden
homojenizator destekli ekstraksiyon yoluyla ekstrakt elde edilmis, ardindan ekstraktlar
kurutulmustur. Daha sonra ekstraktlar kati-sivi o6ziitleme yontemi ile misir yaginda
kismen c¢oziindirilmiistiir. Toplam fenolik madde miktari, saf misir yagma kiyasla
zeytin yapragi ve limon otu ekstraktlar1 eklenmis yaglarda sirasiyla ve 9.5 ve 2.5 kat
artmistir. Zeytin yapragi ve melisa ekstraktlariyla zenginlestirilmis yagin antioksidan
aktiviteleri sirasiyla, muamele edilmemis yagdan yaklasik 14 ve 6 kat daha yiiksek
bulunmustur. Zeytin yaprag ekstrakti, karotenoid ve klorofil icerigi agisindan kaliteyi
melisa ekstraktina kiyasla daha 1yi gelistirmistir. Ayrica Onerilen yontemin kosullari
yiizey cevap yontemi (RSM) kullanilarak optimize edilmistir. %0.12-0.15 dogal

antioksidan ilavesi, yagin stabilitesinde (=%18) artisa neden olmustur.

Jiménez ve ark. (2017) patates kizartilmasi esnasinda (180 °C) yiiksek oleik asitli
aycicek yagi ve kanola yaginin termal stabilitesi lizerine, avokado ve zeytin yapragi
ekstraktlarinin etkisini aragtirmislardir. Ekstraktlarda yapilan analizlerde, zeytin yapragi

ekstraktinin avokado ekstraktindan daha yiliksek fenolik ve antioksidan icerige sahip
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oldugu belirlenmistir. Kanola yagi+zeytin yapragi ekstrakti ve yiiksek oleik asit i¢erikli
aycicek yagit+zeytin yapragi ekstrakti, ekstrakt igermeyen yaglara nazaran antipolimerik
etki gostermis ve polar bilesiklerin olusumunu azaltmistir. Zeytin yapragi ekstrakti,
yiiksek oleik asit igerikli aygicek yagi ve kanola yagi ilizerine antioksidan etki
gostermistir. Her iki yagin zeytin yapragi ekstrakti ile ayri ayri kombinasyonlarinda

tokoferollerin tutulumunun arttig1 belirlenmistir.

2.8.2. Etve et iiriinlerinde kullanim olanaklari

Zeytin yapragi ekstrakti ve oleuropein sahip oldugu antioksidan ve antimikrobiyal
etkilerden dolay1 et iirlinlerinde dogal bir koruyucu olarak kullanilabilir (Dua ve ark.,

2015).

Hayes ve ark. (2010) zeytin yapragi eckstraktinin (100-200 pg/gram et), paketli
pismemis dana kiymadan yapilmis koftelerin kalitesi ve raf omrii iizerine etkisini
arastirmiglardir. Kofteler aerobik olarak veya modifiye atmosfer (%80 O.: %20 COy)
ile paketlenmis ve 4 °C’de 12 giin depolanmistir. Zeytin yapraginin, iiriinlerin TBA
degerini %41-80 araliginda azalttigi tespit edilmistir. Zeytin yapragi ilave edilmis, aerob
olarak paketlenmis koftelerde kirmiziligin gostergesi olan a” degerinin %22, modifiye
atmosfer paketleme (MAP) ile paketlenenlerin a” degerinin ise %56 arttig
belirlenmistir. Zeytin yapragi ekstraktinin toplam canli sayisi iizerine herhangi bir

etkide bulunmadig: tespit edilmistir.

Dua ve ark. (2015) yaklasik olarak %18 oraninda oleuropein igeren zeytin yapragi
ekstraktinin Hindistan’da geleneksel bir {irlin olan kizarmis koyun kaburgalarindan
yapilan Tabaq-Maz’in oksidatif stabilitesi ve depolanma kalitesi {izerine olan etkisini
arastirmiglardir. Oleuropein iceren orneklerde TBA, serbest yag asitligi degeri, toplam
aerobik mezofilik bakteri, toplam aerobik psikrofilik bakteri, toplam maya ve kif
sayilart kontrol Orneklerine nazaran daha diisiik bulunmustur. Oleuropein igeren
orneklerin duyusal parametrelerinde de gelisme tespit edilmistir. Calismada
oleuropeinin antioksidan etkisi ¢ok dnemli bulunmus ve et iirlinlerinde ticari dogal

antioksidan madde olarak kullanilabilecegi belirtilmistir.
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Aouidi ve ark. (2017) fonksiyonel bir iiriin gelistirmek amaciyla, dana kiymasina zeytin
yapragi ekstrakti ve zeytin yapragi tozu ilavesinin uygulama olanagini arastirmislardir.
Bu amagla zeytin yapragi ekstrakti ve tozunun (100-150 pg fenolik bilesik/gram et)
sogukta depolama siiresince ¢ig ve pismis etin kalitesi ve stabilitesi lizerine etkisi
incelenmigtir. Zeytin yapragi konsantrasyon ve formuna bagli olarak TBA degerini
%25-65 araliginda azaltarak lipit oksidasyonunu engelleme yetenegi gostermistir.
Ayrica kontrol 6rneklerinde metmyoglobin olusumu %43-65 araliginda tespit edilirken,
zeytin yapragi iceren Orneklerde metmyoglobin olusumu %14-35 araliginda tespit
edilmis ve bdylece myoglobin oksidasyonunun da engellendigi tespit edilmistir. Ayrica
zeytin yapragimin; pisme kaybini, Napole verimini (tuzlama sonrasi pisme kaybi) ve
duyusal ozellikleri etkilemedigi fakat depolama ve c¢oziinme kayiplarini azalttig

belirlenmistir.

Kurt ve Ceylan (2017) zeytin yapragi ekstraktinin (0, 125, 250 ve 500 ppm), fermente
sucuklarin fiziksel, kimyasal ve mikrobiyolojik kalitesi tizerine etkisini arastirmislardir.
Zeytin yapragi ekstraktinin olgunlagsma siiresince ve olgunlasma sonunda sucuklarda
serbest yag asidi ve TBA degerini azalttifi tespit edilmistir. Ayrica, zeytin yapragi
ekstrakti depolama siiresince sucuklarda laktik asit bakteri ve toplam aerobik mezofilik
bakteri sayisin1 da azaltmustir. Zeytin yapragi ekstrakti ilavesinin, sucuklarin pH ve renk

degerlerinde 6nemli bir degisiklige neden olmadig: belirtilmistir.

Moudache ve ark. (2017) taze domuz kiymasini zeytin yapragi ekstrakti igeren aktif
plastik film ile kaplamistir. Materyal, ¢ok katmanli bir polietilen filmden olusmakta
olup, icine 4 farkli konsantrasyonda (%2, %5, %10 ve %15) zeytin yaprag: ektrakti
ilave edilmistir. Paketlenmis et, 16 giin boyunca 4 °C’de tutulmus ve iki yontemle
(Raman spektroskopisi ve TBA degeri) analiz edilmistir. Dogal antioksidanlar igeren
aktif filmin, taze etin oksidasyon islemlerine kars1 stabilitesini 6nemli diizeyde arttirdig:
tespit edilmistir. Calismada zeytin yapragi ekstrakti ilave edilerek {iiretilen aktif plastik
filmlerin taze domuz kiymasmin raf omriini iki giin uzatmak i¢in umut verici bir
yontem olabilecegi belirtilmistir. Ayrica, Raman spektroskopisinin ette antioksidan

aktiviteyi degerlendirmek i¢in etkili bir teknik oldugu bildirilmistir.
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2.8.3. Siit ve siit iiriinlerinde kullanim olanaklari

Belirli dozlarda zeytin yapragi, ¢ig siitte dogal olarak bulunan S. thermophilus ve
Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus gibi bakterilerin canliligini etkilemeden fermente siit
tirtinlerinin fonksiyonellegini arttirabildiginden zeytin yapragi ve bundan elde edilecek

ekstraktlarin siit tiriinlerinde kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir (De Leonardis ve
ark., 2008).

Haddadin (2010) tarafindan rekonstitiie yagsiz siite, bagirsak kaynakli Bifidobacterium
infantis, Lb. acidophilus mikroorganizmalar1 ve farkli ¢éziiciiler (etanol, metanol, su) ile
elde edilen zeytin yapragi ekstraktlart eklenmistir. Zeytin yapragi ekstraklarinin kisa
zincirli yag asitlerinin iretimine ve mikroorganizma sayisi tizerine olan etkisi
incelenmistir. Ekstrakt ilavesi, her ii¢ ekstraktta kontrol orneklerine nazaran
mikroorganizma sayisini ve kisa zincirli yag asidi tiretimini arttirmistir. Her iki bakteri
tiirli icin de en yiiksek mikroorganizma sayist ve kisa zincirli yag asidi iiretimi zeytin
yapragl etanol ekstraktinin eklendigi orneklerde tespit edilmistir. Calismada, zeytin
yapragi ekstraktlarindaki polifenol bilesiklerin, probiyotik bakterilerin gelisimini tesvik
ettigi One slriilmiistiir. Bdylece zeytin yapragi ekstraktini giinliikk diyete ekleyerek
saglik tizerinde olumlu etkilere sahip probiyotik bakterilerin gelisiminin tesvik
edilebilecegi, Clostridium spp. ve E. coli gibi zararli bakterilerin gelisiminin
engellenebilecegi ve bdylece bagirsak mikroflorasinin kontrol altinda tutulabilecegi

bildirilmistir.

Benzer sekilde, yapilan bir ¢aligmada zeytin yapragi ekstraktinin sogukta depolama
sliresince (21 giin) siit ve yogurtta bulunan Lb. acidophilus ve Bifidobacterium bifidum
gelisimi ve canlilig1 lizerine etkisi arastirilmistir. Arastirmacilar, zeytin yapragi ekstrakti
iceren siit ve yogurtlarda bulunan Lb. acidophilus ve B. bifidum sayisinin kontrol
grubuna nazaran 6nemli Olciide yiiksek oldugunu belirlemistir. Ayrica zeytin yapragi
ekstrakti ile bakteri gelisimi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu saptanmig, artan
zeytin yapragi ekstrakti konsantrasyonunun siit ve yogurt numunelerinde olumlu bir

tada neden oldugu belirlenmistir (Marhamatizadeh ve ark., 2013).

Peker ve Aslan (2017) kaywisii az yaghh yogurdun kalitesi Ttzerine farkli
konsantrasyonlarda zeytin yapragi ekstraktt (%0, 0.1, 0.2 ve 0.4) ilavesinin etkisini
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aragtirmiglardir. Zeytin yapragi ilavesinin; kuru madde, kiil, protein miktarini, pH
degerini ve S. thermophilus sayisini 6nemli 6l¢giide etkiledigi tespit edilmistir. Depolama
siiresince, Orneklerin su tutma kapasitesi degerlerinde azalma tespit edilmistir. Zeytin
yapragi ekstrakti ihtiva eden numunelerin viskozite degerlerinin kontrol 6rneklerinden
onemli Ol¢lide farkli olmadigi belirlenmistir. %0.4 diizeyinde zeytin yapragi ekstrakti
iceren yogurdun depolama sonunda en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit

edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel materyal

Arastirmada, oleuropein bilesiginin ekstraksiyonu ve saflastirilmasi i¢in ayn1 yetistirme
kosullar1 altinda, aym1 bolgede (Ege Bélgesi) ve ayn yorede (Manisa Ili, Sehzadeler
Belediyesi, Tilkisiileymaniye Mahallesi) bulunan 3 farkli gesit (Domat, Edremit, Trilye)
zeytin agacina ait zeytin yapraklar1 2017 yilinin Agustos ayinda toplanmustir (Sekil 3.1).
Toplanan zeytin yapraklart kurutulmus ve polipropilen torbalar igerisinde
Gaziosmanpasa Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Boliimii Bitki Arastirma
Laboratuvarina getirilmistir. Zeytin yapraklari ekstraksiyon islemine kadar polipropilen

torbalar igerisinde, laboratuvar kosullarinda saklanmaistir.

Sekil 3.1. Domat, Edremit, Trilye ¢esitlerine ait zeytin yapraklari

3.1.2. Kimyasal materyal

Etanol, metanol, etil asetat Tekkim (Bursa), %80 safliktaki oleuropein, gallik asit,
2,2'-azino-bis  (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik  asit) diamonyum tuzu (ABTS),
2,2 difenil-1-pikrilhidrazil ~ (DPPH), (£)-6-Hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit (Troloks) Sigma-Aldrich (Almanya), triptik soy agar (TSA), triptik soy
broth (TSB) Lab M (Lancashire, Ingiltere), bakteriyolojik pepton Laboratorios Conda
(Ispanya), Folin—Ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat (Na2COs), potasyum
peroksidisiilfat (K2S20s) Merck (Darmstadt, Almanya) firmalarindan temin edilmistir.
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3.1.3. Test kiiltiirleri

Calismada mikrobiyolojik analizlerde kullanilan L. monocytogenes (ATCC 19115),
S. aureus (ATCC 25923), S. Typhimurium (ATCC 14028), E. coli O157:H7 (ATCC
25922) Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Miihendislik ve Doga Bilimleri Fakiiltesi,
Gida Miihendisligi Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvarindan temin edilmistir. Analizler
oncesi L. monocytogenes, S. aureus, S. Typhimurium ve E. coli 37+2 °C’de, 18-24 saat

TSB besiyerinde iki kez gelistirilerek aktive edilmislerdir.

3.1.4. Kullanmilan alet ve ekipmanlar

Arastirmanin ¢esitli basamaklarinda, hassas terazi (Radwag, AS 220 R2, Polonya),
ogiiticti (Premier, Prg 259, Tirkiye), rotary evaporatér (Heidolph, Scwabach,
Almanya), peristaltik pompa (Longer pump, Cin), LC-MS/MS cihazi (Shimadzu,
LCMS-8050, Japonya), UV-VIS Spektrofotmetre (PG Instrument, T80+, Ingiltere),
inkiibatér (Memmert, Almanya), santrifiij (Hettich EBA 21, Almanya), vorteks (Velp
Scientifica, Italya), otoklav (HMC HV-85L, Almanya), kuru sterilizatér (Niive FN 500,
Ankara), steril kabin (Esco, Classic 1l BSC, Singapur), 1siticili manyetik karistirici
(Biosan, MSH 300, Letonya), saf su cihazi (Merck, Millipore, Almanya), koloni sayici
(JP Selecta, Barselona, Ispanya), buzdolabi (Arcelik, 5270 NF-H, Tiirkiye)

kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Zeytin yapragindan ham ekstrakt ve oleuropein ekstraksiyonu

Calismada, ilk agsamada kurutulmus zeytin yapraklarindan ham ekstrakt elde edilmis,
ikinci agsamada ham ekstrakttan kismi saflastirilmig oleuropein ve en son asamada ise
kismi saflastirilmis oleuropeinden saflastirilmis oleuropein elde edilmistir. Zeytin
yapragindan ham ekstrakt ve oleuropein ekstraksiyonuna ait akim gsemasi

Sekil 3.2°de verilmistir.
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metanol ile metanol ile metanol ile Atik
ekstraksiyonu ekstraksiyon1 ekstraksiyonu

¥ ¥ A4

Filtrasyon Filtrasyon Filtrasyon

4 ¥ ¥

Evaporasyon

\ 4

Zeytin yapragi ham ekstraktini saf suda ¢oziindiirme

Zeytin Yapragi

# Ham Ekstrakt:

«

Filtrasyon

pu

Sivi:sivi ekstraksiyon (filtrat:etil asetat) uygulamasi

«

Etil asetatli kism1 ayirma hunisi yardimu ile ayirma

-

Kismi
Etil asetatin uzaklastirilmasi Saflagtirilmig

N Oleuropein

-

Kismi saflagtirilmig oleuropeini Sefadeks LH-20 de fraksiyonlandirma

-

Toplanan fraksiyonlar1 ITK iizerinde yiiriitme

-

ITK ile belirlenen fraksiyonlar: birlestirme

9

[ Birlestirilen fraksiyonlardaki metanolii uzaklagtirma ] ‘

Saflastirilmig
oleuropein

Sekil 3.2. Zeytin yapragindan ham ekstrakt ve oleuropein ekstraksiyonuna ait akim
semast
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Zeytin Yapragi Ham Ekstrakti Eldesi

Zeytin yapragindan ham ekstrakt eldesi Sekil 3.3’te verilmistir. Kurutulmus zeytin
yapraklar1 ogiitiicii yardimi ile dgiitiilmiistiir. Ogiitiilmiis zeytin yapraklarindan 200 g
ekstraksiyonun yapilacagi kaba tartilmis, daha sonra tartilan yaprak {izerine, yapragin
5 kat1 kadar (1 litre) metanol eklenmis ve oda sicakliginda 5 saat boyunca ekstraksiyona
birakilmistir. Ekstraksiyon islemi sonunda, elde edilen ekstrakt filtre edilmis ve siiziintii,
toplama kabina almmuistir. Ik ekstraksiyon sonrasi kalan posa 2 kez daha metanol ile
ekstraksiyon islemine tabi tutulmustur. 3 ekstraksiyon islemi sonrasinda elde edilen
stiziintiiler birlestirilmis ve siiziintiide bulunan metanol, rotary evaporatér (40 °C)
kullanarak uzaklastirilmigtir. Bu ekstraksiyon sonunda elde edilen ekstrakt, “zeytin

yapragi ham ekstrakti” olarak adlandirilmistir.

Sekil 3.3. Zeytin yapragindan ham ekstrakt eldesi

Kismi Saflastirilmis Oleuropein Eldesi

Zeytin yapragi ham ekstraktindan kismi saflastirilmis oleuropein eldesi Sekil 3.4’te
verilmistir. Zeytin yapragi ham ekstraktindan 25 gram tartilip lizerine 250 mL
60 °C’deki saf su eklenmis ve ekstraktin ¢dziinmesi saglanmistir. Daha sonra kaba filtre
kagidi kullanilarak ¢oziindiiriilen ekstrakt siiziilmiistiir. Stizme sonrasinda elde edilen
sliziintli 1:1 oraninda etil asetat ile karistirilip, calkalanmis ve karigim ayirma hunisine
alinmistir. S1vi-s1v1 ekstraksiyon sonrasinda ayirma hunisinden ayrilan etil asetatli kisim
rotary evaporatore (40 °C) alinmis ve etil asetat uzaklastirilmistir. Bu ekstraksiyon

sonunda elde edilen ekstrakt, “kismi saflastirilmis oleuropein” olarak adlandirilmistir.
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Sekil 3.4. Zeytin yapragi ham ekstraktindan kismi saflastirilmis oleuropein eldesi

Saflastirilmis Oleuropein Eldesi

Kismi saflastirilmis oleuropeinden saflastirilmis oleuropein eldesi Sekil 3.5°te
verilmistir. Kismi saflagtirilmis oleuropeinden 3 gram alinip {izerine metanol eklenerek
¢coziindiiriilmiis ve Sefadeks LH-20 iizerinde fraksiyonlandirilmistir. Hareketli faz
olarak metanol kullanilmistir. Hareketli fazin akis hiz1 peristaltik pompa yardimi ile
0.25 mL/dk akis hizina ayarlanmistir. Oleuropein igeren fraksiyonlar ince tabaka
kromatografisi (ITK) yardimiyla belirlenmistir. ITK ile oleuropein bilesigi oldugu tespit
edilen fraksiyonlar birlestirilmis ve fraksiyonlarda bulunan metanol rotary evaporator
(40 °C) kullanilarak uzaklastirilmistir. Bu asamanin sonunda elde edilen ekstrakt,

“saflastirilmis oleuropein” olarak adlandirilmistir.

Sekil 3.5. Kismi saflagtirilmis oleuropeinden saflastirilmis oleuropein eldesi
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3.2.2. Ekstraksiyon veriminin hesaplanmasi

Ogiitiilen zeytin yapragindan 30 g tartilmis ve dgiitiilmiis yaprak 150 mL metanol ile
5 saat ekstraksiyona birakilmistir. Elde edilen ekstrakt kaba filtre kagidindan siiziilmiis
ve sliziinti balona alinmistir. Bu islem iki defa daha ayni sekilde tekrarlanmis,
siizlintiiler ayn1 balonda toplandiktan sonra, ekstraktta bulunan metanol rotary
evaporator (40 °C) kullanarak uzaklagtirlmistir. Elde edilen ham ekstraktin

ekstraksiyon verimi asagida verilen formiile gore hesaplanmustir.

M2-MD) o

Esitlikte;
M2: Metanolii uzaklastirilmis ekstrakt (g) + Balon darasi (g)
Mi: Balon Darasi (g)

M: Zeytin yapragi miktari (g)

3.2.3. ITK ile birlestirilecek fraksiyonlarin belirlenmesi

Kismi saflastirilmis oleuropeinin Sefadeks LH-20 kolondan gegirilmesinden sonra
toplanan fraksiyonlarin saflik kontrollerinde ITK tabakalari kullanilmistir. Sefadeks
LH-20 kolon kromatografiden toplanan fraksiyonlar ve standart oleuropein bilesigi ITK
tabakalarina uygulanmis, fraksiyonlarda bulunan maddelerin yiiriitiilmesi, hareketli fazi
iceren [7:1:1, etil asetat: metanol: asit karigimi, (250 mL asit karigimi i¢in formiilasyon:
11 mL formik asit+10 mL asetik asit+26 mL su+203 mL etil asetat)] cam tankta
gergeklestirilmistir. ITK uygulamasinda goriintiileme islemi serik siilfat belirteci

yardimiyla UV lambasi altinda gerceklestirilmistir.

3.2.4. Oleuropein miktarmin analizi

Ekstraktlarda bulunan oleuropein, kantitatif olarak LC-MS/MS ile belirlenmistir.
Domat, Edremit ve Trilye cesitlerinden elde edilen zeytin yapragi ekstrakti, kismi
saflagtiritlmis oleuropein ve saflagtirilmis oleuropeinin metanol ile 1 ppm’lik ¢ozeltileri

hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerden 5 mL alinip 0.22 um’lik (Millex-HV) membran
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filtreden siiziilmiistiir. Filtratlar LC-MS/MS cihaz1 otomatik 6rnekleyici viallerine
aktartlmistir.  LC-MS/MS  kosullart  Cizelge 3.1°de, gradient sistem ¢oziicli

konsantrasyonu Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.1. LC-MS/MS kosullar1

HPLC kosullar:

Ekipman Shimadzu

Degazor DGU-20Asr

Pompa LC-30AD

Otomatik Ornekleyici SIL-30AC

Kolon Firimi CTO-10AS vp

Kolon 3 um, C18 (2.1mm x 150mm)
Firin Sicakhig 40 °C

Kiitle Spektrometresi LC-MS-8050

Mobil faz A 5mM Amonyumasetat
Mobil faz B Metanol

Akis Hizi (mL/dKk) 0.4

Cizelge 3.2. LC-MS/MS gradient sistem ¢oziicii konsantrasyonu

Siire (dk.) Amonyum Asetat (%) Metanol (%)
0 95 5

8 5 95

8-10.3 5 95

10.3 95 5

10.3-14 95 5

3.2.5. Toplam fenolik madde tayini

Ekstraktlarin toplam fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu (FC) yontemi uygulanarak
gergeklestirilmistir. Ekstraktlar 1 mg/mL olacak sekilde metanol ile seyreltilmistir.
100 pL ekstrakt ¢ozeltisi tizerine, 200 uL Folin-Ciocalteu reaktifi, 2 mL saf su ilave

edilmis ve karisim oda sicakliginda 3 dk. bekletilmistir. Bu karisim iizerine %20’lik
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1 mL sodyum karbonat (Na2COz3) ¢ozeltisi ilave edilmis ve vorteks ile karistirma islemi
uygulanmistir. Daha sonra karisim oda sartlarinda 1 saat inkiibasyona birakilmis,
inkiibasyon sonrasinda karistmin 765 nm’deki absorbanslari spektrofotometre
ile 6l¢lilmistiir. Standart olarak kullanilan gallik asit (0, 50, 100, 150, 250, 500 mg/L)
ve ticari oleuropeinin (0, 60, 120, 240, 480, 720, 960, 1000 mg/L) degisik derisimleri
ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Orneklerin toplam fenolik madde miktari
standartlara ait kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen veriler
seyreltmeler dikkate alinarak mg gallik asit esdegeri (GAE)/g ve mg oleuropein
esdegeri (OE)/g olarak ifade edilmistir (Ahmad-Qasem ve ark., 2014; Khemakhem ve
ark., 2017; Putnik ve ark., 2017).

3.2.6. Katyon radikali giderme aktivitesi (ABTS**)

Orneklerin antioksidan aktivitesinin belirlenmesinde Re ve ark. (1999) tarafindan
gelistirilen spektrofotometrik yontem kullanilmistir. 7 mM ABTS ve 2.45 mM K;S;0s
¢oOzeltisi hazirlanmistir. ABTS radikal stok ¢ozeltisini hazirlamak i¢in ABTS ¢ozeltisi
ve K2S20g ¢ozeltisi (1:1 oraninda) karistirilmistir. Karisim oda sicaklifinda, 16 saat
karanlik ortamda bekletilmistir. ABTS radikali ¢calisma ¢dzeltisi; 1 mL stok ¢ozeltinin
54 mL etil alkol ile 734 nm’de 0.700 (£0.02) absorbans degeri verecek sekilde
seyreltilmesi  ile  hazirlanmigtir.  Metanol ile  seyreltilmis  ekstraktlardan
(0.5 mg/mL), 40 pL alinip iizerine 4 mL ABTS radikali ilave edilip karistirildiktan
sonra reaksiyonun gerceklesmesi icin karisim oda sicakliginda karanlik bir ortamda
6 dk. bekletilmistir. Karistmin 734 nm’deki absorbanslar1 spektrofotometre ile
Olgiilmiistiir.  Standart ~ olarak  kullanilan  troloksun  degisik  derisimleri
(0, 30, 60, 120, 240, 360, 480, 500 mg/L) ile kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Orneklerin katyon radikali giderme aktivitesi standarda ait kalibrasyon grafigi
kullanilarak mg TE/g olarak hesaplanmuistir.

3.2.7. Serbest radikali giderme aktivitesi (DPPH®)

Ekstraktlarin DPPH serbest radikalini giderme aktiviteleri Blasi ve ark. (2016),
uyguladigi yonteme gore saptanmustir. ilk asamada 0.06 mM DPPH ¢ozeltisi
hazirlanmis ve bu ¢ozelti 4 °C’de karanlik ortamda 1 saat bekletilmistir. Daha sonra ise

metanol ile seyreltilmis ekstraktlardan (0.5 mg/mL), 100 uL alinip iizerine 3.9 mL
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DPPH ¢ozeltisi eklenmis ve karisim vorteks ile ¢alkalanmistir. Karisim oda sicakliginda
karanlik bir ortamda 30 dk. bekletildikten sonra karisimin 517 nm’deki absorbanslari
spektrofotometre ile Olg¢iilmiistiir. Standart olarak troloksun degisik derisimleri
(0, 15, 30, 60, 120, 240, 250 mg/L) kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur.
Orneklerin serbest radikal giderme aktivitesi standarda ait kalibrasyon grafigi

kullanilarak mg TE/g olarak hesaplanmustir.

3.2.8. Ekstraktlarin ve oleuropeinin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi

Zeytin yapragr ham ekstraktinin, kismi saflastiritlmis oleuropeinin ve saflastirilmis
oleuropeinin saf su ile hazirlanan %10’luk ¢6zeltilerinin; L. monocytogenes, S. aureus,
S. Typhimurium, E. coli’ye kars1 antimikrobiyal aktiviteleri “96 kuyucuklu MIiK Plaka”
yontemi kullanilarak belirlenmistir. Gelistirilen 18-24 saatlik mikroorganizma
kiltirlerinden %0.1°lik peptonlu su kullanilarak 6 log kob/mL diizeyinde
siispansiyonlar hazirlanmistir. Her bir kiiltiir ayr1 ayri denemeye alinmis olup kiiltiir

kokteyli seklinde bir uygulama yapilmamustir.

Aseptik kosullar altinda, ilk kuyucuklara 200 pL %10’luk hazirlanan ekstraktlardan
eklenmistir. Daha sonra ikinci kuyucuk dahil onikinci kuyucuga kadar her kuyucuga
100 uL. TSB besiyeri eklenmistir. Ardindan ilk kuyucuktan onbirinci kuyucuga kadar
seyreltme islemi uygulanmis, ekstrakt onikinci kuyucuga aktarilmayarak son kuyucuk
pozitif kontrol olarak kullanilmigtir. Kuyucuklardaki ekstrakt konsantrasyonlar
sirastyla 1:1 (%10), 1:2 (%5), 1:4 (%2.5), 1:8 (%1.250), 1:16 (%0.625), 1:32 (%0.313),
1:64 (%0.156), 1:128 (%0.078), 1:256 (%0.039), 1:512 (%0.020), 1:1024 (%0.010) ve
0:1 (Kontrol, %0)’dir. Test bakterilerinin gelisimini gérmek i¢in onikinci kuyucuk
pozitif kontrol olarak degerlendirildiginden antimikrobiyal etkisi tespit edilmeye
caligilan ekstrakti icermemektedir. Sonrasinda tim kuyucuklara 100 pL kiltir
siispansiyonlarindan eklenmis ve 37+2 °C’de 24-48 saat MIK plakalarinda inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda MIK plakalarindaki her bir kuyucuktan kati
besiyerlerine ¢izim yapilip inkiibasyona birakilmis ve iiremenin olmadigi kuyucuklar

tespit edilmistir.

37



Sekil 3.6. MIK plakalarimnin inkiibasyon sonrasi gériintiisii (L. monocytogenes igin)

3.2.9. istatistiksel analiz

Arastirma sonuglarinin istatistiksel olarak degerlendirilmesi SPSS (versiyon 20.0)

istatistik paket programi yardimiyla Duncan testi kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Verimi

Domat, Edremit, Trilye c¢esidi zeytin agaclarina ait zeytin yapraklarindan metanol
kullanilarak elde edilen ham ekstrakt verimleri sirasiyla %36.41, %27.83, %45.51
olarak tespit edilmistir (Cizelge 4.1). Zeytin yapragindan elde edilen ham ekstraktlarin
ekstraksiyon verimi Trilye > Domat > Edremit olarak tespit edilmis olup, Trilye ile
Edremit arasindaki fark istatistiksel olarak onemli (P<0.05), Domat’in, Edremit ve

Trilye’den farki istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

Cizelge 4.1. Zeytin yapraklarinin ekstraksiyon verimleri

Yaprak Cesidi Verim (%)
Domat 36.4142.15%"
Edremit 27.83+3.24°
Trilye 45.51+4.652

*Ayni siitundaki kiigiik harfler yaprak cesitleri arasindaki istatistiksel farki gostermektedir (P<0.05).

Bilgin ve Sahin (2013) cografi orijin ve ekstraksiyon metodunun ekstraksiyon verimi
lizerine etkisini aragtirmiglardir. Yapraklar ayni bolgede yetistirilen ayni ¢esidin ii¢
zeytin agacindan toplanmistir. Cografi orijinin etkisini gérebilmek i¢in Anadolu’dan
6 farkli alan (Bursa, Mardin, Ayvalik, Kas, Tekirdag ve Canakkale), ekstraksiyon
metodunun etkisini gorebilmek icin ise ¢oziicli olarak metanoliin kullanildig: 2 farkl
yontem (homojenizator destekli ekstraksiyon ve ultrason destekli ekstraksiyon)
secilmistir. Ekstraksiyon veriminin, homojenizatér destekli ekstraksiyon yonteminde
102.27 ile 443.16 mg/g kuru yaprak (%10.23 ile 44.32) araliginda, ultrason destekli
ekstraksiyon yonteminde ise 88.75 ile 350.82 mg/g kuru yaprak (%8.88 ile 35.08)
araliginda degistigi tespit edilmistir.

Zeitoun ve ark. (2017) ekstraksiyon oncesi 4 farkli 6n islem (taze, giineste kurutma,
firmda kurutma, soldurma isleminden sonra firinda kurutma) uygulanmis zeytin
yapraklarindan 3 farkli ¢oziicii (%70’lik etanol, %70°1lik metanol, su) kullanarak zeytin
yapragi ekstraktlar elde etmislerdir. Farkli 6n islemlere tabi tutulmus 6rneklerde ¢oziicii

olarak etanoliin kullanildig1 ekstraksiyonlarda, ekstraksiyon veriminin %22.36-%32.03
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araliginda, metanoliin  kullanildig1  ekstraksiyonlarda  ekstraksiyon  veriminin
%20.03-%32.91 araliginda, saf suyun kullanildig1 ekstraksiyonlarda ise ekstraksiyon
veriminin %17.96-23.17 araliginda degistigi tespit edilmistir. En yiiksek ekstraksiyon
verimi (%32.03) giineste kurutulmus zeytin yapraklarindan metanol kullanilarak elde

edilen ekstraktlarda belirlenmistir.

4.2. ITK ile Birlestirilecek Fraksiyonlarin Belirlenmesi

Domat, Edremit ve Trilye ¢esitlerinden elde edilen kismi saflagtirilmis oleuropeinden
sirastyla 2.8, 2.8, 3.0 gram tartilmis ve metanolde ¢oziindiiriilerek Sefadeks LH-20
tizerinde fraksiyonlandirilmistir. Kolon kromatografisinden hacimleri yaklagik 16 mL
olan 21 fraksiyon toplanmistir. Toplanan fraksiyonlarda benzer olan kisimlarin
birlestirilmesi icin, toplanan fraksiyonlara ve standart bilesik olarak temin edilen ticari
oleuropeine ITK islemi uygulannustir. iTK {izerindeki fraksiyonlarin ve standart
bilesigin UV altinda Rf degerleri ve serik siilfat belirteci yardimi ile renkleri
belirlenmistir. Bu islemlerin sonucunda Domat ve Edremit c¢esidi i¢in standart
oleuropein bilesigi ile ayn1 Rf degerine ve aymi renge sahip 6, 7, 8, 9, 10 ve 11.
fraksiyon birlestirilmis, Trilye c¢esidi i¢in ise 5, 6, 7, 8, 9 ve 10. fraksiyonlar
birlestirilmistir. Birlestirilen fraksiyonlarda bulunan metanol, rotary evaporator (40 °C)
kullanilarak uzaklagtirilmistir. Domat, Edremit ve Trilye i¢in elde edilen saflagtirilmis

oleuropein miktarlar sirasiyla 1.82 g, 2.03 g, 1.86 g olarak tespit edilmistir.
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uv Serik Siilfat Belirteci

¥ ¥

Domat

Edremit

Trilye

Sekil 4.1. Kolon kromatografisinden toplanan fraksiyonlarm ITK iizerinde UV ve serik
siilfat belirteci ile belirlenmesi

4.3. Oleuropein Miktar1
Standart oleuropein Dbilesiginin LC-MS/MS ile belirlenmesine iliskin veriler

Cizelge 4.2’de, bilesigin LC-MS/MS’de c¢izilen kalibrasyon egrisi Ek 7.2°de

verilmisgtir.

41



Cizelge 4.2. Oleuropein standardina ait LC-MS/MS verileri

Veriler Degerler

R? 0.9956

Alhkonma zamam (dk.) 6.4

MS, m/z M- 538.90

MS/MS iyon m/z 139.10, 149.10, 275.20

Oleuropein standardi kromatogrami ve standarda ait kiitle spektrumu Sekil 4.2 ve
Sekil 4.3°de, zeytin yapragindan elde edilen {iriinlere ait 6rnek bir kromatogram

Sekil 4.4’te verilmistir.

(L000000)
(- Ouropei mrnk T
1 Oluropei mrmk 536 80>139,10/-) CE 330

1 Oluropei mrmk 536 90>149,0/-) CE 260
"1t Oluropein mrn- 538.90>275,20() CE 220

2

=

175

.

150
1251
1004
0751
050
0251 h
000

R N R A R VY T Y P S T S B R I
4% 4% 50 50 50 59 600 62 650 65 i 15 190 [AE] 800 §5

Sekil 4.2. Oleuropein standardi kromatogrami

Inten.(x1,000,000)
101 i
075
0‘5&139

149
025
-
L] 150 160 1 180 19 200 pall 0 JAl A0 250 260 0 mz

Sekil 4.3. Oleuropein standard kiitle spektrumu

42



1:538,90>139,10(-)
400000

350000+

300000

250000+

200000+

150000

100000+

50000+

0

L B e B B L5 T s By ey By B
4,5 5,0 55 6,0 6,5 7,0 75 8,0

Sekil 4.4. Zeytin yapragindan elde edilen iiriinlere ait bir kromatogram

Zeytin yapraklar1 ve ekstraktlarin oleuropein miktarlar1 Cizelge 4.3’te verilmistir.
Domat, Edremit ve Trilye cesitlerine ait zeytin yapraklarindaki oleuropein miktarlari
sirasiyla 160.40, 59.90, 139.04 mg/g kuru yaprak olarak tespit edilmistir. Bdylece
Domat, Edremit ve Trilye cesitlerine ait zeytin yapraklarmin bilesiminde sirasiyla
%16.04, %5.99 ve %13.90 oraninda oleuropein bilesigi belirlenmistir. Calismada zeytin
¢esidi yapraklariin oleuropein miktari agisindan siralamast Domat > Trilye > Edremit
olarak belirlenmis olup, Domat ile Trilye arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz
(P>0.05), Domat ve Trilye’nin Edremit ile arasindaki fark ise istatistiksel olarak 6nemli
bulunmustur (P<0.05). Domat, Edremit ve Trilye gesitlerine ait saflastirilmis oleuropein
orneklerinin oleuropein miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz

bulunmustur (P>0.05).

Saflagtirma  basamaklar1  degerlendirildiginde, zeytin yapragindan oleuropeinin
saflastirilmasiyla oleuropein bilesigi miktarinda artis meydana gelmistir. Oleuropein
miktarlar1 bakimindan, Edremit ve Trilye ¢esitlerinden elde edilen kismi saflastiriimig
ve saflastirilmis oleuropein oOrnekleri arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz
(P>0.05), kismi saflastirilmis ve saflastirilmis oleuropein 6rneklerinin, kuru yaprak ve
ham ekstrakt Ornekleri arasindaki fark ise istatistiksel olarak onemli bulunmustur

(P<0.05).
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Cizelge 4.3. Zeytin yapraklarinin ve ekstraktlarin oleuropein miktarlar

Domat Edremit Trilye
Kuru yaprak 160.40+4.93P" 59.90+7.00¢P 139.04+23.15%
Ham ekstrakt o 440.62413.54% 215.26+25.165° 305.64+50.908°
Kismi saflastirilmis oleuropein ? 834.65+5.467P 781.98+£11.11°°  946.54+42.3472

Saflastirilmis oleuropein

Kuru yaprak
Ham ekstrakt
S

Kismi saflagtirllmis oleuropein

Saflastirilmis oleuropein

762.96+8.8552

16.04+0.49P2
44.06+1.35¢
83.46+0.55%
76.29+0.8982

889.91+92.774

5.99+0.70¢°

21.53+2.5280
78.20+£1.114°
88.99+9.28"2

958.22+82.894

13.90+2.32¢
30.56+5.098°
94.65+4.23M
95.82+8.29%

*Ayni siitundaki biiylik harfler saflastirma basamaklar1 arasindaki farki, ayni satirdaki kiigiik harfler ise
zeytin gesitlerinin yapraklari arasindaki farki gostermektedir (P<0.05).

Savournin ve ark. (2001) 14 cesit zeytin agacina ait kuru yapraklardaki oleuropein
miktarinin %9-14.3 araliginda degistigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde, Bouaziz ve
Sayadi (2005) hasat zamanma bagli olarak kuru zeytin yapragindaki oleuropein
miktarinin %12.4-14.2 araliginda degistigini tespit etmislerdir. Jemai ve ark. (2008)
Chemlali ¢esidine ait kuru yapraklardaki oleuropein miktarmi %4.32 olarak
belirlemislerdir. Ayrica Japon-Lujan ve ark. (2006a) dinamik ultrason enerji destegiyle
yaptig1 ekstraksiyonda Kuru zeytin yapragindaki oleuropein miktarin1 22.61 mg/g
(%2.3) olarak belirlemislerdir. Tayoub ve ark. (2012) Iran kokenli 7 gesit zeytin
agacindan Nisan ve Ekim aylarinda topladiklar1 yapraklardaki oleuropein miktarlarinin
aylara gore sirasiyla 5.60-9.20 mg/g, 4.30-8.20 mg/g araliginda degistigini tespit
etmislerdir. Ansari ver ark. (2011) iran koékenli 7 zeytin yapragindaki oleuropein

miktarmin 6.1-13.0 mg/g kuru yaprak araliginda degistigini belirlemislerdir.

Ekstraktlarda bulunan oleuropein miktar1 incelendiginde ise Domat, Edremit ve Trilye
cesitlerine ait zeytin yapragi ham ekstraktlarinda bulunan oleuropein miktarlari sirasiyla
440.62 mg/g, 215.26 mg/g, 305.64 mg/g zeytin yapragi ham ekstrakti olarak tespit
edilmistir. Boylece Domat, Edremit ve Trilye cesitlerine ait zeytin yapragi ham
ekstraktlarimin sirasiyla  %44.06, %21.53 ve 9%30.56’sin1 oleuropein bilesiginin

olusturdugu belirlenmistir.
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Domat, Edremit ve Trilye cesitlerine ait kismi saflagtirilmig oleuropein ekstraktlarinda
bulunan oleuropein miktarlar1 sirasiyla 834.65 mg/g, 781.98 mg/g ve 946.54 mg/g
olarak belirlenmistir. Bdylece Domat, Edremit ve Trilye c¢esitlerine ait kismi
saflastirilmis oleuropein ekstraktlarinin sirasiyla %83.46, %78.20 ve %94.65’ini

oleuropein bilesiginin olusturdugu belirlenmistir.

Domat, Edremit ve Trilye cesitlerine ait saflagtirilmis olueropein ekstraktlarinda
bulunan oleuropein miktarlar1 sirasiyla 762.96 mg/g, 889.91 mg/g ve 958.22 mg/g
olarak belirlenmistir. Boylece Domat, Edremit ve Trilye cesitlerine ait saflagtirilmig
oleuropein ekstraktlarinin sirasiyla %76.30, %88.99 ve %95.82’sini oleuropein

bilesiginin olusturdugu belirlenmistir.

Mohamed ve ark. (2018) Giiney Tunus’ta 21 gesit zeytin agacindan elde edilen
yapraklarin bilesiminde bulunan fenolik bilesikleri LC-MS ile belirlemislerdir.
Calismada yapraklardaki oleuropein miktarlarimin 0.11-4.74 mg/g kuru yaprak

araliginda degistigi tespit edilmistir.

Sahin (2011) sokshlet yontemi ile zeytin yapraklarindan fenolik bilesik ekstraksiyonu
gerceklestirdigi bir ¢alismada, ¢oziicii olarak etanol, metanol ve su kullanmistir.
Ekstraksiyon islemleri sonrasinda etanol, metanol, su i¢in oleuropein miktarlari
sirasiyla; 2.90 mg/g kuru yaprak, 37.55 mg/g kuru yaprak, 3.83 mg/g kuru yaprak

olarak tespit edilmistir.

Japon-Lujan ve ark. (2006b) kuru zeytin yapraklarindan mikrodalga destekli
ekstraksiyon ile fenolik bilesik ekstrakte ettikleri bir ¢alismada, %80 etanol
konsantrasyonu, 8 dk. siire, 200 W giici optimum ekstraksiyon kosulu olarak
belirlemiglerdir. Bu parametreler kullanilarak yapilan ekstraksiyonda oleuropein miktari
1.01 mg/g kuru yaprak, verbaskozit miktar1 0.631 mg/g kuru yaprak, apijenin-7-glikozit
miktar1 1.08 mg/g kuru yaprak, luteolin-7-glikozit miktar1 1.02 mg/g kuru yaprak olarak
tespit edilmistir.

Sahin (2011) yaptig1 caligmada, siiperkritik CO: yardimiyla zeytin yapraklarindan
fenolik bilesik ekstraksiyonu gergeklestirmistir. Calismada ¢oziicii olarak etanol,

metanol ve su kullanilmistir. Bu g¢alismanin sonucunda oleuropein miktarlar1 etanol,
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metanol, su ekstraktlar1 igin sirastyla 2.90 mg/g kuru yaprak, 14.24 mg/g kuru yaprak,
10.91 mg/g kuru yaprak olarak tespit edilmistir.

4.4. Toplam Fenolik Madde Miktar:

Ekstraktlarin FC yontemi ile toplam fenolik madde miktar1 gallik asit ve oleuropein
bilesigi ile ¢izilen kalibrasyon grafigi yardimiyla hesaplanmistir (Ek 7.1). Domat,
Edremit, Trilye c¢esitlerine ait zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflastirilmis
oleuropein ve saflastirilmis oleuropein ekstraktlarinin gallik asit ve oleuropein esdegeri

cinsinden toplam fenolik madde miktar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.

Calismada zeytin ¢esitlerinin yapraklarinin toplam fenolik madde miktari agisindan
siralamast Domat > Trilye > Edremit olarak belirlenmis olup, Domat ile Trilye
arasindaki fark istatistiksel olarak énemsiz (P>0.05), Domat ve Trilye’nin, Edremit ile
arasindaki fark ise istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Ayrica, Domat,
Edremit ve Trilye ¢esitlerine ait saflastirilmis oleuropein 6rneklerinin toplam fenolik

madde miktarlar1 arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05).

Cizelge 4.4. Zeytin yapraklarinin ve ekstraktlarin toplam fenolik madde miktarlar

Domat

Edremit

Trilye

Kuru yaprak
Ham ekstrakt

Kismi saflagtirilmis oleuropein

mg GAE/g

Saflagtirilmis oleuropein

Kuru yaprak
Ham ekstrakt

Kismi saflagtirllmis oleuropein

mg OE/g

Saflastirilmis oleuropein

49.81+4.99P%

136.80+13.72¢
325.02+11.374
298.69+10.08B2

146.37+13.62P2
402.00+£37.41¢
915.33+31.0242
843.52+27.4982

35.10+2.01¢
126.13+7.2282
299.36:+14.96"
295.80+3.387

103.78+5.48°
372.91+19.6982
845.33+40.80"2
835.64+9.23A2

46.58+2.40%
102.36+5.278°
319.69+16.68"
302.02+16.794

140.20+6.55%

308.06+14.388°
900.79+45.50"2
852.61+45.78%

*Ayn stitundaki biiylik harfler saflastirma basamaklar1 arasindaki farki, ayni satirdaki kiigiik harfler ise
zeytin yapraklar1 arasindaki farki gostermektedir (P<0.05).

Saflagtirma asamalarinda Edremit ve Trilye gesitlerinin yapraklarinin toplam fenolik

madde miktarlar1 degerlendirildiginde kismi saflagtiritlmis ve saflastirilmis oleuropein
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ornekleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz (P>0.05), kismi saflastirilmis ve
saflagtirilmis oleuropein drneklerinin, kuru yaprak ve ham ekstrakt drnekleri arasindaki

fark ise istatistiksel olarak onemli bulunmustur (P<0.05).

Elde edilen sonuglara gére Domat ¢esidi zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi
saflastirilmis oleuropein ve saflastirilmis oleuropein ekstraktlarina ait toplam fenolik
madde miktarlar1 sirasiyla 136.80 mg GAE/g ekstrakt, 325.02 mg GAE/g ekstrakt,
298.69 mg GAE/g ekstrakt olarak belirlenmistir. Domat ¢esidi zeytin yapragina ait
toplam fenolik madde miktar1 ise 49.81 mg GAE/g kuru yaprak olarak tespit edilmistir.

Edremit c¢esidi zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropein ekstraktlarina ait toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla
126.13 mg GAE/g ekstrakt, 299.36 mg GAE/g ekstrakt, 295.80 mg GAE/g ekstrakt
olarak belirlenmistir. Edremit ¢esidi zeytin yapragina ait toplam fenolik madde miktari

ise 35.10 mg GAE/g kuru yaprak olarak tespit edilmistir.

Trilye cesidi zeytin yapragi, kismi saflastirilmis oleuropein ve saflastirilmis oleuropein
ekstraktlarina ait toplam fenolik madde miktarlari sirasiyla 102.36 mg GAE/g ekstrakt,
319.69 mg GAE/g ekstrakt, 302.02 mg GAE/g ekstrakt olarak belirlenmistir. Edremit
cesidi zeytin yapragina ait toplam fenolik madde miktar1 ise 46.58 mg GAE/g kuru
yaprak olarak tespit edilmistir.

Zeytin yapraginin fenolik bilesik miktar1 abiyotik faktorler (cografi bolge, iklimsel
kosullar, su stresi, tuzluluk, giibreleme, UV 1sin1, hasat zamani, vb.) ve biyotik
faktorlerden (genotip, funguslar, bakteriler, yaprak yasi, periyodisite, vb.)
etkilenmektedir (Talhaoui ve ark., 2015).

Sahin (2011) Subat ve Haziran aylarinda topladigi 25 farkli zeytin gesidine ait
yapraklardan %80 metanol ¢ozeltisi kullanarak ekstraksiyon islemi gerceklestirmistir.
Yapraklardaki toplam fenolik madde miktar1 Subat ayinda toplanan yapraklarda
132.61-267.55 mg GAE/g taze yaprak araliginda, Haziran ayinda toplanan yapraklarda
ise 34.62-106.51 mg GAE/g taze yaprak araliginda belirlenmistir. Caligmada zeytin

agac1 cesidi ve hasat zamaninin toplam fenolik madde miktar1 {izerine etkisinin
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bulundugu, Subat ayindan Haziran ayma dogru toplam fenolik madde miktarinda

azalmanin oldugu tespit edilmistir.

Mitsopoulos ve ark. (2016) birbirini takip eden iki yilda farkli mevsimlerde farkli
zeytin agaglarina ait yapraklarin toplam fenolik madde miktarin1 belirlemislerdir.
Arastirmada materyal olarak Yunanistan kokenli 10 tiir (Koroneiki, Lianolia Kerkyras,
Mastoidis, Adramytini, Megaritiki, Gaidourelia, Kalamata, Konservolia, Chalkidiki),
Ispanya kokenli 1 tiir (Arbequina) kullanilmistir. Yeni sezon yapraklar Nisan ayinda,
olgun yapraklar ikinci yilin Ekim ve Aralik aylarinda toplanmistir. Yeni sezon Nisan
aymda toplanan yapraklardaki toplam fenolik madde miktar1 12.5-18.7 mg GAE/g taze
yaprak araliginda degismekte olup en yiiksek miktar Kalamata gesidinde tespit
edilmistir. Eylil ayinda yapraklardaki toplam fenolik madde miktar1 ise
10.6-15.3 mg GAE/g taze yaprak araliginda degismekte olup en yiiksek miktar
Arbequina ¢esidinde belirlenmistir. Aralik ayinda ise toplam fenolik madde miktari
10.3-17 mg GAE/g taze yaprak araliginda degismekte olup, en yiiksek miktar yine
Arbequina ¢esidinde tespit edilmistir.

Zeytin yapragindan elde edilen fenolik ekstraktin miktarin1 ve bilesimini ekstraksiyon

yontemi de 6nemli diizeyde etkilemektedir (Sahin ve Samli, 2013).

Ilbay ve ark. (2014) ultrason destekli ekstraksiyon yardimiyla zeytin yapraklarindan
fenolik madde eldesinin optimizasyonu iizerine yaptiklari ¢aligmada, toplam fenolik
madde miktarinin 22.16-46.21 mg GAE/g kuru yaprak araliginda degistigini tespit
etmiglerdir. Ultrason enerjisi yardimiyla ekstraksiyon i¢in optimum ekstraksiyon
kosullar1 ise 3.53 pH, 59.87 dk., 500 mg:19.78 mL (kati:sivi orani) olarak belirlenmis
olup ¢alismada toplam fenolik madde miktar1 ise 56.17 mg GAE/g kuru yaprak olarak

tespit edilmistir.

Abaza ve ark. (2011) Chétoui ¢esidi zeytin yapraklarindan elde edilen ekstraktin toplam
fenolik madde miktar1 iizerine ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziiciiniin  etkisini
arastirdiklar1 caligmalarinda; ¢6ziicii olarak deiyonize su, %80 metanol, %70 etanol,
%80 aseton kullanmislardir. Kullanilan ¢éziiciiler i¢in toplam fenolik madde miktarinin

16.52-24.93 mg GAE/g kuru yaprak araliginda degiskenlik gosterdigi tespit edilmistir.
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Alzweiri ve Al-Hiari (2013) Urdiin’de yaptiklari, zeytin yapragindan fenolik madde
ekstraksiyonu igin ¢oziicii olarak metanolii kullandiklar1 ¢alismada, toplam fenolik

madde miktarin1 40 mg GAE/g kuru yaprak olarak tespit etmislerdir.

Putnik ve ark. (2017) Croatian ¢esidi zeytin (O. europaea, cv. Oblica) yapraklarindan
ekstrakt eldesinde, basingli sivi ekstraksiyon tekniginin etkinligini arastirmislardir.
Basingli s1vi ekstraksiyon uygulamasindaki parametreler; ¢evrim sayisi (1, 2), sicaklik
(60, 80, 100 °C) ve zaman (5, 10, 15 dk.) olarak belirlenmistir. Arastirma sonucunda
toplam fenolik madde miktar1 ortalamalarinin 41.13-62.99 mg GAE/g kuru yaprak
araliginda degistigi  tespit edilmistir. Fenolik ekstrakt eldesinde, optimum
parametreler (2 ¢evrim, 80 °C, 5 dk.) belirlenmis olup, toplam fenolik madde miktari

53.15 mg GAE/g kuru yaprak olarak belirlenmistir.

Cifa ve ark. (2018) Slovenyada Istrska belica zeytin ¢esidinin yapraklarindan fenolik
madde ekstraksiyonu igin ¢oziicii olarak %70’lik etanolii kullandiklari ¢alismada iki tip
ekstraksiyon (ultrason ve maserasyon) teknigi uygulamislardir. Ultrason destekli
ekstraksiyon ve maserasyon ekstraksiyonu igin toplam fenolik madde miktarini sirasiyla

138.4 ve 32.7 mg GAE/g kuru yaprak olarak tespit etmislerdir.

Blasi ve ark. (2016) italya’da yetistirilen 4 farkli zeytin gesidinin yapragm (Dolce
Agogia, Moraiolo, Leccino ve Frantoio) 4 farkli ayda (Aralik, Mart, Haziran ve Eyliil)
toplamis ve yaprak ekstraktlariin toplam fenolik madde miktarini1 arastirmislardir.
Toplam fenolik madde miktarinin 40.9 mg GAE/g kuru yaprak (Aralik ayinda toplanan
Frantoio ¢esidine ait) ile 66.6 mg GAE/g kuru yaprak (Haziran ayinda toplanan Dolce
Agogia c¢esidine ait) araliginda degistigini tespit etmislerdir. Caligmada tiim ¢esitlerin
yaprak ekstraktlarinin fenolik madde miktarlarinda Aralik ayindan Haziran ayina kadar
bir artisin oldugunu tespit etmislerdir. Tiim g¢esitler i¢in en yiiksek fenolik madde

miktar1 ise Haziran ayinda tespit edilmistir.

Domat cesidi zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropein ekstraktlarina ait toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla
402.00 mg OE/g ekstrakt, 915.33 mg OE/g ekstrakt, 843.52 mg OE/g ekstrakt olarak
belirlenmistir. Domat ¢esidi zeytin yapragma ait toplam fenolik madde miktar1 ise

146.37 mg OE/g kuru yaprak olarak tespit edilmistir.
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Edremit cesidi zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflagtirilmis oleuropein ekstraktlarina ait toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla
372.91 mg OE/g ekstrakt, 845.33 mg OE/g ekstrakt, 835.64 mg OE/g ekstrakt olarak
belirlenmistir. Edremit cesidi zeytin yapragina ait toplam fenolik madde miktar1 ise

103.78 mg OE/g kuru yaprak olarak tespit edilmistir.

Trilye ¢esidi zeytin yapragi, kismi saflastirilmis oleuropein ve saflastirilmis oleuropein
ekstraktlarina ait toplam fenolik madde miktarlar1 sirasiyla 308.06 mg OE/g ekstrakt,
900.79 mg OE/g ekstrakt, 852.61 mg OE/g ekstrakt olarak belirlenmistir. Edremit ¢esidi
zeytin yapragina ait toplam fenolik madde miktar1 ise 140.20 mg OE/g kuru yaprak

olarak tespit edilmistir.

Bitki orneklerindeki toplam fenolik madde miktarin1 belirleyebilmek igin farkli
spektroskopik ve kromatografik teknikler kullanilmaktadir. Kromatografik teknikler ile
ekstraktta bulunan bireysel fenolik bilesikler tanimlanabilir ve miktar tespiti yapilabilir
fakat spektroskopik teknikler i¢cin boyle bir durum s6z konusu degildir. Bununla birlikte
fenolik bilesik tespitinde kullanilan kromatografik tekniklerde O6rnek hazirlama ve
yontem gelistirme uzun zaman almakta, yiiksek maliyet ve bunlar1 yapabilecek nitelikli
eleman gerekmektedir. UV-VIS spektrofotometresini kullanarak FC metoduyla toplam

fenolik madde miktart analizi basit ve ucuz bir tekniktir (Margraf ve ark., 2015).

FC metodunda fenolik bilesikler FC reaktifi ile reaksiyona girer ve indirgenmis mavi
renkli metal kompleks soliisyonu, belirli bir dalga boyunda UV-VIS spektrofotometre
kullanilarak o6lciiliir. Kimyasal olarak benzer bir¢cok bilesik test sonuglarini
etkilemektedir. Kalibrasyon ¢izimi i¢in kullanilan standart biiyiik onem arz etmektedir.
Eger standart ve fenolik bilesik arasinda kimyasal olarak birbiri ile ¢ok yakinlik varsa
FC reaktifinin standart ve fenolik bilesigi indirgeme diizeyir karsilastirilabilir.
Aragtirmacilar tarafindan genellikle standart olarak gallik asit, ferulik asit, klorojenik
asit, vanilik asit ve bazi katesinler kullanilmaktadir. Ayni test drneginin toplam fenolik
madde miktar1 farkli standartlar ile ¢izilen farkli kalibrasyon egrileri iizerinden
hesaplandiginda, farkli sayisal degerlerle karsilagilabilmektedir. Burada secilen standart
bilesik biiyiik 6nem arz etmektedir. Meyve, sebze ve biyokiitle ekstraktlar1 gibi ¢esitli

bitki materyallerinin toplam fenolik madde miktarlarinin belirlenmesinde FC

50



yonteminde standart olarak genellikle gallik asit kullanilmaktadir (Bastola ve ark.,

2017).

Bitki ekstrakt1 i¢ginde bulunan bazi indirgen bilesikler FC ile reaksiyona girerek toplam
fenolik madde miktar1 sonucunu etkileyebilmektedir. Askorbik asit, dehidroaskorbik
asit, indirgen sekerler (glikoz, fruktoz) analizin dogrulugunu etkileyen en Onemli
bilesikler arasinda bulunmaktadir (Sanchez-Rangel ve ark., 2013). Bunlara ek olarak
aminoasitler, proteinler ve diger hidrofilik Dbilesikler de analiz sonucunu
etkileyebilmektedir (Veli¢anski ve ark., 2014). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar FC
yonteminin toplam fenolik madde miktart analizi i¢in ¢ok dogru bir analitik yaklasim

olmadigini1 gostermistir (Margraf ve ark., 2015).

4.5. Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (ABTS*")

Ekstraktlarin ABTS yontemi ile antioksidan aktivitesi standart troloks bilesigi ile ¢izilen
kalibrasyon grafigi yardimiyla hesaplanmistir (Ek 7.3). Ekstraklarin ABTS®" radikal
giderme aktiviteleri Cizelge 4.5°te verilmistir. Calismada zeytin yapraklarinin
antioksidan aktiviteleri Domat > Trilye > Edremit olarak tespit edilmis olup, zeytin
yapraklarinin antioksidan aktiviteleri arasinda fark istatistiksel olarak O6nemli
bulunmustur (P<0.05). Domat, Edremit, Trilye ¢esitlerine ait saflastirilmis oleuropein
orneklerinin katyon radikali giderme aktivitesi degerleri arasindaki fark istatistiksel
olarak 6nemsiz bulunmustur (P>0.05). Saflastirma asamalarinda Domat ve Edremit
cesitlerinin yapraklarinin katyon radikali giderme aktivitesi degerlendirildiginde kuru
yaprak, ham ekstrakt, kismi saflagtirllmis oleuropein ve saflastirilmis oleuropein

ornekleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05).

Cizelge 4.5. Zeytin yapraklarinin ve ekstraktlarin katyon radikali giderme aktivitesi

Domat Edremit Trilye
Kuru Yaprak 54.86+5.01P%" 35.4441.45P¢ 47.71+0.66<°
Zeytin Yaprag Ham Ekstrakti 150.67+13.77< 127.33+5.20<° 104.83+1.448¢
Kismi Saflastirilmis Oleuropein ~ 388.17+11.278° 387.33+6.2950 424 .83+27.652
Saflastirilmis Oleuropein 456.50+20.0072 449.83+16.0742 450.67+17.74"2

*Sonuglar mg TE/g olarak verilmistir. Ayn1 siitundaki biiyiik harfler saflastirma basamaklar1 arasindaki
farki, ayni satirdaki kiiglik harfler ise zeytin yapraklari arasindaki farki gostermektedir (P<0.05).
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Domat c¢esidi zeytin yapragt ham ekstrakti, kismi saflagtirllmig oleuropein ve
saflagtirillmis oleuropeinin ABTS katyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
150.67 mg TE/g ekstrakt (601.98 umol TE/g ekstrakt), 388.17 mg TE/g ekstrakt
(1550.88 umol TE/g ekstrakt), 456.50 mg TE/g ekstrakt (1823.88 umol TE/g ekstrakt)
olarak belirlenmistir. Domat ¢esidi zeytin yapragina ait ABTS katyon radikalini
giderme aktivitesi ise 54.86 mg TE/g kuru yaprak (219.19 pumol TE/g kuru yaprak)

olarak tespit edilmistir.

Edremit c¢esidi zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflagtirillmis oleuropeinin ABTS katyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
127.33 mg TE/g ekstrakt (508.73 umol TE/g ekstrakt), 387.33 mg TE/g ekstrakt
(1547.52 umol TE/g ekstrakt), 449.83 mg TE/g ekstrakt (1797.24 umol TE/g ekstrakt)
olarak belirlenmistir. Edremit cesidi zeytin yapragina ait ABTS katyon radikalini
giderme aktivitesi ise 35.44 mg TE/g kuru yaprak (141.60 pumol TE/g kuru yaprak)

olarak tespit edilmistir.

Trilye c¢esidi zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflagtirilmis oleuropein ve
saflagtirllmis oleuropeinin  ABTS katyon radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
104.83 mg TE/g ekstrakt (418.83 umol TE/g ekstrakt), 424.83 mg TE/g ekstrakt
(1697.35 umol TE/g ekstrakt), 450.67 mg TE /g ekstrakt (1800.59 umol TE/g ekstrakt)
olarak belirlenmistir. Trilye ¢esidi zeytin yapragina ait ABTS katyon radikalini giderme
aktivitesi ise 47.71 mg TE/g kuru yaprak (190.62 umol TE/g kuru yaprak) olarak tespit

edilmistir.

Blasi ve ark. (2016) italya’da yetistirilen 4 farkli zeytin gesidinin yapragm (Dolce
Agogia, Moraiolo, Leccino ve Frantoio) 4 farkli ayda (Aralik, Mart, Haziran ve Eyliil)
toplamis ve ABTS yontemi ile antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Zeytin
yapraklarinin antioksidan aktivitelerinin 44.8 mg TE/g kuru yaprak (Eylil aymnda
toplanan Lecino ¢esidine ait) ile 99.8 mg TE/g kuru yaprak (Aralik ayinda toplanan
Dolce Agogia gesidine ait) araliginda degistigini tespit etmislerdir.

Abaza ve ark. (2011) Chétoui gesidi zeytin yapraklarindan 4 farkli ¢oziicii (saf su, %80
metanol, %70 etanol, %80 aseton) kullanarak elde ettikleri ekstraktlarin ABTS katyon
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radikalini giderme aktivitelerinin 629.87-1064.25 umol TE/g kuru yaprak araliginda

degistigini tespit etmiglerdir.

Ahmad-Qasem ve ark. (2014) O. europaea var. Serrana ¢esidine ait yapraklari sicak
havada (70 °C, 120 °C) ve dondurarak kurutma yontemleriyle kurutmuslardir.
Kurutulmus yapraklardan geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonuyla ve 120 °C’de kurutulmus
yapraklardan ultrason destekli ekstraksiyon yardimiyla da ekstrakt elde etmislerdir. Elde
edilen ekstraklarin antioksidan aktiviteleri ABTS yontemi kullanilarak 4.4-7.2 mg TE/g

kuru yaprak araliginda tespit edilmistir.

Difonzo ve ark. (2017) zeytin yapraklarindan (taze, dondurularak kurutulmus, sicak
hava ile kurutulmus) farkli ¢oziiciiler kullanarak (saf su, %30’luk etanol, %70’lik
etanol) elde ettikleri ekstraktlarin ABTS yontemi ile antioksidan aktivitelerini

385.0-908.0 umol TE/g araliginda tespit etmislerdir.

Daniels ve ark. (2011) Gethyllis multifolia bitkisinin yaprak, sogan, kok, cigek ve
meyvelerinin antioksidan aktivitesini ABTS yontemiyle sirasiyla 28.96, 14.35, 29.76,
105.48, 103.09 umol TE/g olarak, G. villosa bitkisinin yaprak, sogan, kok, ¢igek ve
meyvelerinin antioksidan aktivitesini ABTS yontemiyle sirasiyla 76.93, 62.82, 54.53,
107.57, 117.21 pmol TE/g olarak tespit etmislerdir.

Skowyra ve ark. (2014) dogal bir antioksidan kaynagi olarak degerlendirdikleri
Perilla frutescens (deli feslegen) bitkisinin yaprak ve saplarindan elde ettikleri
ekstraktin ABTS yontemiyle antioksidan aktivitesini 65.03 mg TE/g kuru yaprak olarak

belirlemiglerdir.

Igbal ve ark. (2015) antikanser, antitiimdr ve bir¢ok biyoaktiviteye sahip oldugu bilinen
Goniothalamus velutinus bitkisine ait kok ve yapraklarin ABTS yontemi ile antioksidan
aktivitelerini sirasiyla 78.88 mg TE/g kuru kok, 106.03 mg TE/g kuru yaprak olarak

tespit etmislerdir.

Popova ve ark. (2016) M. officinalis L. (limon otu) bitkisinden ¢6ziicli olarak suyu

kullanarak dekoksiyon ve infiizyon yontemi ile 2 farkli ekstrakt hazirlamiglardir. ABTS
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yontemiyle antioksidan aktivite degerleri dekoksiyon ve inflizyon yontemi icin sirasiyla

662.99, 418.32 uM TE/g kuru bitki olarak tespit edilmistir.

Yuan ve Yuk (2018) yiliksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirledikleri
Syzygium antisepticum bitkisine ait yapraklardan elde edilen ekstraktin ABTS
yontemiyle antioksidan aktivitesini 138.0 mg TE/g kuru yaprak olarak tespit etmiglerdir.

Proteggente ve ark (2002) ABTS yontemi ile bazi taze meyve ve sebzelerin
[¢ilek (25.91 umol TE/g), frambuaz (18.46 umol TE/g), tiirbe erigi (18.25 umol TE/g),
greyfurt (8.61 umol TE/g), portakal (8.49 umol TE/g), kirmizi lahana
(13.77 umol TE/g), brokoli (6.48 pumol TE/g), sogan (5.32 umol TE/g), yesil iiziim
(5.94 umol TE/g), 1spanak (7.57 umol TE/g), yesil lahana (4.92 umol TE/g), bezelye
(4.40 pmol TE/g), karnabahar (2.95 umol TE/g), pirasa (2.40 pmol TE/g), marul
(1.71 umol TE/g), armut (2.82 pmol TE/g), elma (3.43 pmol TE/g), seftali
(2.44 pmol TE/g), muz (1.81 umol TE/g), domates (2.55 umol TE/g)] antioksidan

aktivitesini belirlemislerdir.

4.6. Serbest Radikali Giderme Aktivitesi (DPPH?®)

Ekstraktlarin DPPH yontemi ile antioksidan aktivitesi standart troloks bilesigi ile cizilen
kalibrasyon grafigi yardimiyla hesaplanmistir (Ek 7.4). Ekstraklarin DPPH serbest

radikali giderme aktiviteleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Calismada zeytin gesitlerinin yapraklarinin antioksidan aktiviteleri Domat > Trilye >
Edremit olarak tespit edilmis olup, zeytin yapraklarinin antioksidan aktiviteleri arasinda
ki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0.05). Edremit ve Trilye gesitlerine
ait saflastirilmis oleuropein orneklerinin serbest radikali giderme aktivitesi degerleri
arasindaki fark istatistiksel olarak Onemsiz bulunmustur (P>0.05). Saflastirma
asamalarinda Domat, Edremit, Trilye gesitlerinin yapraklarinin serbest radikali giderme
aktivitesi degerlendirildiginde kuru yaprak, ham ekstrakt, kismi saflastirilmis oleuropein
ve saflagtirllmis oleuropein, ornekleri arasindaki fark istatistiksel olarak ©nemli

bulunmustur (P<0.05).
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Cizelge 4.6. Zeytin yapraklarinin ve ekstraktlarin serbest radikali giderme aktivitesi

Domat Edremit Trilye
Kuru Yaprak 75.10+0.215% 41.73+0.58P¢ 49.73+3.20P"
Zeytin Yaprag Ham Ekstrakti 206.27+0.58¢ 149.93+2.08° 109.27+7.02¢¢
Kismi Saflagtirllmis Oleuropein 378.60+6.248¢ 400.93+1.155° 410.60+4.3652
Saflagtirilmis Oleuropein 436.27+1.5340 450.60+5.574 456.93+4.04"

*Sonuglar mg TE/g olarak verilmistir. Ayn1 siitundaki biiylik harfler saflastirma basamaklari arasindaki
farki, ayni satirdaki kiigiik harfler ise zeytin yapraklari arasindaki farki gostermektedir (P<0.05).

Domat ¢esidi zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflagtirillmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropeinin DPPH serbest radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
206.27 mg TE/g ekstrakt (824.12 umol TE/g ekstrakt), 378.60 mg TE/g ekstrakt
(1512.65 umol TE/g ekstrakt), 436.27 mg TE/g ekstrakt (1743.06 umol TE/g ekstrakt)
olarak belirlenmistir. Domat ¢esidi zeytin yapraginin DPPH serbest radikalini giderme
aktivitesi ise 75.10 mg TE/g kuru yaprak (300.05 umol TE/g kuru yaprak) olarak tespit

edilmistir.

Edremit cesidi zeytin yapragt ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropeinin DPPH serbest radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
149.93 mg TE/g ekstrakt (599.03 umol TE/g ekstrakt), 400.93 mg TE/g ekstrakt
(1601.86 umol TE/g ekstrakt), 450.60 mg TE/g ekstrakt (1800.31 umol TE/g ekstrakt)
olarak belirlenmistir. Edremit ¢esidi zeytin yapraginin DPPH serbest radikalini giderme
aktivitesi ise 41.73 mg TE/g kuru yaprak (166.73 umol TE/g kuru yaprak) olarak tespit

edilmistir.

Trilye c¢esidi zeytin yapragt ham ekstrakti, kismi saflagtirillmis oleuropein ve
saflagtirilmis oleuropeinin DPPH serbest radikalini giderme aktiviteleri sirasiyla
109.27 mg TE/g ekstrakt (436.57 umol TE/g ekstrakt), 410.60 mg TE/g ekstrakt
(1640.50 umol TE/g ekstrakt), 456.93 mg TE/g ekstrakt (1825.60 umol TE/g ekstrakt)
olarak belirlenmistir. Trilye ¢esidi zeytin yapraginin DPPH serbest radikalini giderme
aktivitesi ise 49.73 mg TE/g kuru yaprak (198.70 umol TE/g kuru zeytin yapragi) olarak
tespit edilmistir.
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Difonzo ve ark. (2017) zeytin yapraklarindan (taze, dondurularak kurutulmus, sicak
hava ile kurutulmus) farkli ¢oziiciiler kullanarak (saf su, %30’luk etanol, %70’lik
etanol) elde ettikleri ekstraktlarin DPPH yontemi ile antioksidan aktivitelerinin

277.0-922.0 umol TE/g araliginda degistigini tespit etmislerdir.

Goldsmith ve ark. (2014) zeytin yapraklarindan fenolik bilesiklerin su ile ekstraksiyon
isleminin optimizasyonunu gerg¢eklestirdikleri calismada, DPPH yontemi i¢in optimum
kosullardaki [(90 °C, 70 dk., kati:sivi oram1 (1:20 g/mL)] antioksidan aktiviteyi
85.26 mg TE/g kuru yaprak olarak tespit etmislerdir.

Dekdouk ve ark. (2015) italya kdkenli 5 ¢esit (Coratina, Frantoio, Leccino, Maiatica ve
Ogliarola) ve Cezayir kokenli 2 ¢esit (Sigoise ve Chemlal) zeytin meyvesinin DPPH
yontemiyle antioksidan aktivitesini arastirmiglardir. Zeytin meyvelerinden elde edilen
ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri 27.40-202.62 mg TE/g ekstrakt olarak tespit

edilmistir.

Yuan ve Yuk (2018) yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu belirledikleri
Syzygium antisepticum bitkisine ait yapraklardan elde edilen ekstraktin DPPH
yontemiyle antioksidan aktivitesini 90.2 mg TE/g kuru yaprak olarak tespit etmislerdir.

Popova ve ark. (2016) M. officinalis L. (limon otu) bitkisinden ¢6ziicli olarak suyu
kullanarak dekoksiyon ve infiizyon yontemi ile 2 farkli ekstrakt hazirlamiglardir. DPPH

yontemiyle antioksidan aktivite degerleri dekoksiyon ve inflizyon yontemi icin sirasiyla

722.0 umol TE/g, 389.52 umol TE/g kuru bitki olarak tespit edilmistir.

Karik (2013) Salvia fruticosa Mill. (Anadolu adagayi) bitkisinin hem dogal (10 6rnek)
hem de kiiltir formlarmin (10 &6rnek) antioksidan aktivitesini DPPH yontemiyle
belirlemisgtir.  Dogal ortamdan alinan Orneklerde ortalama antioksidan aktivite
8.48 umol TE/g kuru bitki olarak belirlenirken, kiiltiir kosullarinda yetistirilmis
bitkilerin antioksidan aktivite ortalamasi 8.39 umol TE/g kuru bitki olarak

belirlenmistir.
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4.7. Ekstraktlarin ve Oleuropeinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Domat, Edremit, Trilye ¢esitlerinden elde edilen zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi
saflastirilmis oleuropein ve saflastirilmis oleuropeinin MIiK degerleri Cizelge 4.7°de ve
MIK degerlerinin belirlenmesine yonelik her bir kuyucugun kati1 besiyeri iizerine

cizimine ait gorseller Ek 7.5; 7.6; 7.7; 7.8’de verilmistir.

Cizelge 4.7. Ekstraktlarin MIK degerleri

Kullanilan Test Mikroorganizmalari
Antimikrobiyaller E coli L S, S
0157:H7  monocytogenes Typhimurium aureus
g Domat 1:1 1:2 1:2 1:32
c E £ (%10) (%5) (%5) (%0.313)
S ;5 £ Edremit 11 1:2 1:2 1:32
N E (%10) (%5) (%5) (%0.313)
&= Trilye 1:1 1:1 1:2 1:16
>~ (%10) %(10) (%5) (%0.625)
e Domat 1:4 1:4 1:8 1:64
_ E s (%2.5) (%2.5) (%1.25) (0.156)
E £ & Edremit 1:4 1:4 1:16 1:64
Z Z § (%2.5) (%2.5) (%0.625) (0.156)
%0  Trilye 1:2 1:4 1:8 1:32
z (%5) (%2.5) (%1.25) (%0.313)
e Domat 1:4 1:8 1:8 1:64
E s (%2.5) (%1.25) (%1.25) (%0.156)
£ g Edremit 1:2 1:4 1:8 1:32
2 § (%5) (%2.5) (%1.25) (%0.313)
%0 Trilye 1:2 1:8 1:8 1:64
z (%5) (%1.25) (%1.25) (%0.156)

Domat c¢esidine ait zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropeinin E.coli 0157:H7 i¢in MIK degerleri sirasiyla 1:1 (%10),
1:4 (%2.5), 1:4 (%2.5) olarak belirlenirken, Edremit ¢esidi i¢in sirasiyla 1:1 (%10),
1:4 (%2.5), 1:2 (%5), Trilye icin ise 1:1 (%10), 1:2 (%5), 1:2 (%5) olarak tespit

edilmistir.
Gokmen ve ark. (2014) piyasadan temin ettikleri ticari zeytin yapragi ekstraktinin

10 bakteriye kars1 (L. monocytogenes, B. cereus, S. aureus E. faecalis, Proteus vulgaris,

E. coli, P. aeruginosa, Enterobacter sakazakii, E. coli 0157, S. Typhimurium)
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antimikrobiyal etkisini aragtirdiklari ¢aligmada, antimikrobiyal aktivite disk diflizyon
metodu ve mikrodiliisyon metodu ile belirlenmistir. Aragtirma sonucunda E.coli ve
E. coli O157’ye kars1 zeytin yapragi ekstraktinin inhibisyon zon ¢aplar1 sirasiyla 18.00,
17.67 mm olarak belirlenmistir. MIK degerleri ise E.coli i¢in >16 mg/mL, E.coli 0157

icin >32 mg/mL olarak tespit edilmistir.

Liu ve ark. (2017) konsantrasyonu 62.5 mg/mL olan zeytin yapragi ekstraktinin

E. coli O157:H7 nin biiylimesini neredeyse tamamen engelledigini tespit etmislerdir.

Heidari-Soureshjani ve ark. (2016) zeytinyagi, susam yagt ve bu iki yagin
kombinasyonun E. coli {izerine antimikrobiyal etkisini broth mikro dilusyon yontemiyle
arastirmuslardir. Zeytinyagi icin MIK degeri 16 mg/mL, susam yagi icin ise 64 mg/mL
olarak belirlenmistir. iki yagin karisimimnin MIK degeri 64 mg/mL olarak belirlenmistir.

Su ve metanol kullanilarak zeytin yapragindan elde edilen ekstraktin E. coli’ye kars1
antimikrobiyal aktivitesinin arastirildigi bir ¢alismada; 50 mg/mL konsantrasyonunda
metanol ekstraktinin E. coli’ye kars1 olusturdugu inhibisyon zon ¢apt 10.5 mm olarak
belirlenirken, sulu ekstraktin E. coli’ye karsi olusturdugu inhibisyon zon ¢apt 5.0 mm
olarak belirlenmistir (Dada, 2013).

Dominciana ve ark. (2016) ticari dezenfektan, oleuropein ve bu ikisinin
kombinasyonunun E. coli i¢in MIK degerlerini arastirmislardir. Bakteri siispansiyonu
(10® kob/mL), oleuropein (0.4 mg/mL), paraasetik asit (%2.0), benzalkonium Klorit
(%1.0), klorheksidin diglukonat (%2.0), sodyum hipoklorit (%2.0) ve hidrojen peroksit
(%3.0) soliisyonlar1 kullanilmistir. Oleuropein, paraasetik asit, benzalkonium klorit,
klorheksidin diglukonat, sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksit i¢in MIK degerleri
sirasiyla 0.2, 0.312, 0.156, 0.312, 2.5, 0.234 mg/L olarak tespit edilmistir. Ayrica
oleuropein ve ticari dezenfektanlarin kombinasyonunda, bakterisidal etkinin arttig:

belirlenmistir.

Zehra ve ark. (2016) O. basilicum, C. citratuss, O. europaea, E. camaldulens bitkilerine
ait yapraklardan elde edilen ekstraktlarin E. coli’ye kars1 olusturduklari inhibisyon zon
caplarimi sirasiyla 4, 14, 22, 20 mm olarak belirlemis olup en yiiksek antimikrobiyal

aktiviteye zeytin yapragi ekstraktinin neden oldugunu tespit etmislerdir.
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Domat ¢esidine ait zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropeinin L. monocytogenes i¢in MIK degerleri sirasiyla 1:2 (%5),
1:4 (%2.5), 1:8 (%1.25) olarak belirlenirken, Edremit cesidi icin sirasiyla 1:2 (%5),
1:4 (%2.5), 1:4 (%2.5), Trilye i¢in ise 1:1 (%10), 1:4 (%2.5), 1:8 (%1.25) olarak tespit

edilmistir.

Gokmen ve ark. (2014) L. monocytogenes’e karsi zeytin yapragi ekstraktinin inhibisyon

zon ¢apint 19.33 mm ve MIK degerini >32 mg/mL olarak tespit etmislerdir.

Dominciana ve ark. (2016) oleuropein, paraasetik asit, benzalkonium Klorit,
klorheksidin diglukonat, sodyum hipoklorit ve hidrojen peroksitin L. monocytogenes’e
karst MIK degerlerini sirasiyla 0.2, 0.56, 0.625, 2.5, 1.25, 0.469 mg/L olarak tespit

etmislerdir.

Liu ve ark. (2017) 62.5 mg/mL'lik bir konsantrasyonda zeytin yapragi ekstraktinin
L. monocytogenes’in biiyiimesini neredeyse tamamen engelledigini tespit etmislerdir.
Ayrica, taramali elektron mikroskobu ile L. monocytogenes’in hiicre hareketliliginde
azalma tespit edilmis ve bu azalma flagellalarin islevini yitirmesiyle iligkilendirilmistir.
Dahast zeytin yapragi ekstrakti L. monocytogenes’in biyofilm olusumunu inhibe

etmistir.

Domat c¢esidine ait zeytin yapragr ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropeinin S. Typhimurium icin MIK degerleri sirasiyla 1:2 (%05),
1:8 (%1.25), 1:8 (%1.25) olarak belirlenirken, Edremit ¢esidi i¢in sirasiyla 1:2 (% 5),
1:16 (%2.5), 1:8 (%1.25), Trilye i¢in ise 1:2 (%5), 1:8 (%1.25), 1:8 (%1.25) olarak

tespit edilmistir.

Gokmen ve ark. (2014) S. Typhimurium’a kars1 zeytin yapragi ekstraktinin inhibisyon
zon ¢apim 13.33 mm ve MIK degerini >16 mg/mL olarak tespit etmislerdir.

Aliabadi ve ark. (2012) zeytin yapraklarindan su yardimi ile ekstrakt elde etmisler ve bu
ekstraktin S. aureus, S. Typhimurium, E. coli, K. pneumonia ve B. cereus’a karsi

antimikrobiyal aktivitesini agar kuyu difiizyon metodu ile belirlemislerdir. Zeytin
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yapragi ekstraktinin (50 mg/mL) en yiliksek antimikrobiyal aktivitesini 11.5 mm

inhibisyon zon ¢api ile S. Typhimurium’a kars1 gosterdigi tespit edilmistir.

Domat ¢esidine ait zeytin yapragr ham ekstrakti, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropeinin S. aureus i¢in MIK degerleri sirasiyla 1:32 (%0.313),
1:64 (%0.156), 1:64 (%0.156) olarak belirlenirken, Edremit ¢esidi igin sirasiyla
1:32 (%0.313), 1:64 (%0.156), 1:32 (%0.313), Trilye i¢in ise 1:16 (%0.625),
1:32 (9%0.313), 1:64 (%0.156) olarak tespit edilmistir.

Abbasvali ve ark. (2015) 4 Iran kokenli zeytin cesidinden (Zard, Roghani, Shiraz ve
Dezfol), 3 farkli ¢6ziicii (aseton, etanol ve metanol) kullanarak elde edilen ekstraktlarin
S. aureus tizerine antimikrobiyal aktivitesini arastirdiklart g¢alismada, inhibisyon
siralamasini aseton > metanol > etanol ekstrakti olarak tespit etmiglerdir. Aseton ve
metanol ekstraktlarinin (5 mg/mL) kontrol grubuna nazaran S. aureus’un biiyiimesinde
%94’den fazla inhibisyona sahip oldugu belirlenmistir. Diger ¢esitler ile
karsilastirildiginda 5 mg/mL konsantrasyonunda Roghani ¢esidi zeytin yapragi
ekstraktinin en yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Malik (2015) zeytin yapragi metanol ekstraktinin, S. aureus’a karsi inhibisyon zon
capmi 6.31 mm, MIK degerini 80 pg/mL, MBK degerini ise 60 pg/mL olarak tespit

etmistir.

Bisignano ve ark. (1999) oleuropeinin 49 mikroorganizma iizerine MIK degerlerini
aragtirdiklar1  ¢alismada, oleuropeinin  en yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi
S. aureus (1 ATCC sus, 5 penisiline duyarli sug ve 6 penisiline duyarli sus) tizerine
gosterdigini tespit etmislerdir. S. aureus ATCC 25923 icin MIK degeri 62.5 pg/mL
olarak tespit edilmis olup, penisiline duyarli suslar i¢in bu degerin 62.5-125 pg/mL

araliginda, penisiline direngli suslar icin 31.25-125 pg/mL aralifinda degistigi

saptanmuistir.

Sudjana ve ark. (2009) ticari zeytin yapragi ekstraktinin 122 g¢esit mikroorganizmaya
kars1 antimikrobiyal aktivitesini arastirdiklar1 caligmada, ekstraktin en yiiksek aktiviteyi
Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori ve S. aureus’a karsi gosterdigini tespit

etmislerdir. S. aureus i¢in MiK degeri %0.78 olarak tespit edilmistir.
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Zehra ve ark. (2016) O. basilicum, C. citratuss, O. europaea, E. camaldulens bitkilerine
ait yapraklardan elde edilen ekstraktlarin S. aureus’a karsi karsi olusturduklari
inhibisyon zon gaplarini sirasiyla 12.8, 14, 25, 12 mm olarak belirlemis olup en yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye zeytin yapragi ekstraktinin neden oldugunu tespit etmislerdir.
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5. SONUC

Zeytin agaci yetistiriciliginde ve zeytin isleme endiistrisinde yan iirlin olarak ortaya
cikan zeytin yapragi, yiiksek katma degerli fenolik bilesiklerin potansiyel bir
kaynagidir. Son yillarda sentetik bilesiklerin yan etkisi ve toksisitesine kars1 stiphelerin
giderek artmasindan dolayr antioksidan, antimikrobiyal aktivitelere sahip fenolik
bilesiklerin gidalarda kullanimina yonelik c¢aligmalar artmis ve fenolik bilesikler
acisindan zengin zeytin yapragiin da dogal antioksidan ve antimikrobiyal ajan olarak
kullanilabilecegine dair arastirmalar yapilmistir. Zeytin yapraginin sahip oldugu bu

ozellikler iceriginde bulunan oleuropein bilesigi ile iligkilendirilmistir.

Bu arastirmada, ayni1 bolgede, ayni1 yetistirme kosullart altinda bulunan ve ayni zamanda
toplanan, farkli zeytin ¢esidi (Domat, Edremit, Trilye) yapraklarindan; ham ekstrakt
elde edilmesi, ham ekstrakttan oleuropeininin ekstrakte edilmesi, saflastirilmasi,
ekstraktlarin ve oleuropeinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesi
amaglanmistir. Literatiirde farkli zeytin c¢esidi yapraklarinda bulunan oleuropein
miktarmin belirlenmesine yonelik sinirhi sayida ¢alisma bulunmaktadir. Ayrica bu
calismalarin bircogunda sadece ham ekstrakt bilesimindeki oleuropein miktar
belirlenmis, zeytin yapragindan oleuropeini saflastirmak icin herhangi bir islem
uygulanmamistir. Bu ¢alisma, Tiirkiye’de yetisen farkli zeytin ¢esidi yapraklarindaki
oleuropein miktarin1 belirlemeye, saflagtirmaya; ham ekstraktlarin ve saflastirilmig
oleuropeinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini belirlemeye yonelik bir

calisma olmasi agisindan 6nemlidir.

Calismada, zeytin yapraklarindan ham ekstrakt elde etme asamasinda ekstraksiyon
verimi, zeytin gesitleri i¢in Trilye > Domat > Edremit olarak tespit edilmistir. Zeytin
yapraklarimin  toplam  fenolik madde miktar1 agisindan  siralamasi  ise
Domat > Trilye > Edremit olarak belirlenmistir. Saflastirma basamaklari
degerlendirildiginde, zeytin yapragindan oleuropeinin saflastirilmasiyla toplam fenolik
madde miktarinda artis meydana gelmistir. Ayrica, ¢alismada toplam fenolik madde
miktart degerlerinin analizde kullanilan standart fenolik bilesige (gallik asit,
oleureopein) gore farklilik gostermesi, g¢aligmalarda kullanilan hammaddeye gore

standart secilmesinin 6nemini ortaya koymaktadir.
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Caligmada  zeytin  yapraklarinin  oleuropein  miktar1  agisindan  siralamasi
Domat > Trilye > Edremit olarak belirlenmistir. Ayrica, ¢esitli saflastirma islemlerinin
uygulanmasiyla birlikte elde edilen zeytin yaprag iirlinlerindeki oleuropein miktarinin
arttig1 tespit edilmistir. Oleuropein miktarinda belirlenen bu artis, uygulanan saflastirma

islemlerinin dogrulugunu gostermektedir.

Calismada zeytin yapraklarinin antioksidan aktiviteleri ABTS ve DPPH yontemleri
uygulanarak belirlenmis olup her iki yontem igin siralama Domat > Trilye > Edremit
olarak tespit edilmistir. Ayrica, zeytin yapragindan oleuropeinin saflastirilmasina
yonelik uygulanan islemler neticesinde elde edilen iirtinlerin antioksidan aktivitelerinde
artis s6z konusudur. Her ii¢ yapraktan elde edilen iirinlerin ABTS ve DPPH yontemleri
ile antioksidan aktivite siralamasi saflastirilmis oleuropein > kismi saflastirilmis

oleuropein > zeytin yapragi ham ekstrakti olarak tespit edilmistir.

Antimikrobiyal analizler neticesinde; zeytin yapragi ham ekstrakti, kismi saflagtirilmis
oleuropein ve saflagtirllmis oleuropeinin  E.coli O157:H7, L. monocytogenes,
S. Typhimurium ve S. aureus’a karsi antimikrobiyal etkisinin bulundugu tespit
edilmistir. Test edilen tiim mikroorganizmalar i¢in, kismi saflastirilmis oleuropein ve
saflastirilmis oleuropeinin antimikrobiyal aktivitesi, zeytin yapragi ham esktraktindan
daha etkin bulunmustur. Ayrica, S. aureus’un diger mikroorganizmalara nazaran zeytin
yapragindan elde edilen bu {irlinlere kars1 daha duyarli, E. coli O157:H7’nin ise daha
direngli oldugu tespit edilmistir. Zeytin yapragindan elde edilen bu iiriinlerin
Gram-pozitif bakteriler ve Gram-negatif bakteriler tizerine olan antimikrobiyal etkileri

arasinda cok biiytik farkliliklar olmadig1 s6ylenebilir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde, zeytin agaci ¢esidinin genetik yapisinin
yapraktaki fenolik bilesik miktari etkiledigi, oleuropein gibi bireysel fenolik bilesik
elde edilirken uygun zeytin agaci tiirii se¢iminin biiyiik 6nem arz ettigi sOylenebilir.
Ayrica, farkli zeytin cesidi yapraklarindan elde edilen ham ekstraktlarin ve bu
ekstraktlardan saflastirilan oleuropeinin gidalara fonksiyonel 6zellik katabilme ve gida

iriinlerinin raf dmriinii uzatabilme potansiyeline sahip oldugu belirlenmistir.

Ayrica, piyasada ¢ok yiiksek rakamlara satilan (10 mg’1 yaklasik 118 Euro) ve yurt

disindan farkli firmalardan ithal edilen oleuropein standardina yakin saflikta alternatif
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bir {riin ortaya ¢ikarilmasit ile iilkemizin degerli kimyasallar konusunda disa
bagimliliginin azaltilmasma katkida bulunabilme agisindan Onemli sonuglar elde

edilmistir.

fleriki galismalarda ayni veya farkli ekstraksiyon metodu kullanilarak degisik aylarda ve
cografi bolgelerde toplanan zeytin yapraklarinin oleuropein bilesigi miktari {izerine olan
etkileri incelenebilir. Ayrica oleuropein ekstraksiyonunda farkli faktorlerin (¢6ziicii
tiirli, ¢oziicli miktari, sicaklik, pH, 6rnek boyutu vb.) ve gida teknolojisinde son yillarda
siklikla kullanilan giincel ekstrasiyon tekniklerinin (stiper kritik akiskan, basingli sivi
ekstraksiyon, ultrason destekli ekstraksiyon, mikrodalga destekli ekstraksiyon vb.)
ekstraksiyon verimine etkisi arastirilmalidir. Bunun yani sira, yapilan bu ¢alisma katma
degeri yiiksek ve ekstraksiyon yontemi agisindan yenilik¢i olmasi, konu ile ilgili bundan
sonra yapilacak endiistriyel uygulama projelerine temel olusturmasi veya teknolojik
uygulama projelerine girdi saglayacak teknolojik iiriin/bilgi iliretmeye yonelik olmasi
acisindan dnemlidir. Ozel sektor ile birlikte calisilarak konunun laboratuvar diizeyinden
cikartilip endiistriyel boyuta tasinmasinin gerekliligi agisindan da olduk¢a 6nem arz

etmektedir.
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7. EKLER

7.1. Toplam Fenolik Madde Tayininde Kullanilan Cozeltiler ve Kalibrasyon Egrisi

%20’ lik sodyum karbonat (Na2CO3) ¢ozeltisi: 20 g Na,COz erlene tartilip bir miktar
saf su ile 1siticili manyetik karistirici tizerinde ¢oziindiiriildiikten sonra 100 mL’lik

balon jojeye aktarilip saf su ile ¢izgisine kadar tamamlanmustir.

Stok gallik asit ¢ozeltisi (500 mg/L): 0.05 g gallik asit tartilip 100 mL’lik balon jojeye

aktarilmistir. Balon joje ¢izgisine %96°lik etil alkol ile tamamlanmaistir.

Stok ticari oleuropein cozeltisi (1000 mg/L): 0.025 g ticari oleuropein tartilip 25

mL’lik balon jojeye aktarilmigtir. Balon joje c¢izgisine kadar metanol ile

tamamlanmaistir.
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7.2. LC-MS/MS ile Oleuropein Standardinin Kalibrasyon Egrisi

Oleuropein Standardinin Hazirlanmasi: Oleuropein standardinin  metil alkol
kullanilarak stok ¢ozeltisi hazirlanmig (1000 ppb) ve ¢ozelti -18 °C’de muhafaza
edilmistir. Daha sonra stok oleuropein c¢ozeltisinin  farkli  derisimleri

(0, 100, 250, 500, 750, 1000 ppb) yardimiyla kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
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7.3. ABTS Yonteminde Kullanilan Cozeltiler ve Kalibrasyon Egrisi
7 mM ABTS: 19.2 mg ABTS tartilip 5 mL saf suda ¢éziindiirilmiistiir.
2.45 mM K2S20s: 3.3 mg K2S20g tartilip 5 mL saf suda ¢oziindiiriilmiistiir.

Stok ABTS Cozeltisi: 7mM ABTS ile 2.45 mM K3>S:0g ¢o6zeltilerin 1:1 oraninda

karigtirilmis ve karisim oda sicakliginda 12-16 saat karanlik ortamda bekletilmistir.

ABTS Radikali Calisma Cozeltisi: 1mL stok ¢ozeltisinin 54 mL etil alkol ile 734

nm’de 0.700 (£0.02) absorbans degeri verecek sekilde seyreltilmesi ile hazirlanmistir.

Stok troloks cozeltisi (500 mg/L): 0.05 g troloks tartilip 100 mL’lik balon jojeye

aktarilmistir. Balon joje ¢izgisine %96°1ik etil alkol ile tamamlanmustir.

Troloks Kalibrasyon Egrisi
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7.4. DPPH Yonteminde Kullanilan Cozeltiler ve Kalibrasyon Egrisi

0.06 mM DPPH Cozeltisi: 591 mg DPPH tartilip 250 mL’lik balon jojeye
aktarilmistir. Balon joje ¢izgisine %96’lik etil alkol ile tamamlanmis, ¢ozelti 4 °C’de

karanlik ortamda 1 saat bekletilmistir.

Stok troloks cozeltisi (250 mg/L): 0.025 g troloks tartilip 100 mL’lik balon jojeye

aktarilmistir. Balon joje ¢izgisine %96°lik etil alkol ile tamamlanmustir.

Troloks Kalibrasyon Egrisi
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7.5. E. coli O157:H7’ye Kars1 Antimikrobiyal AKtivite
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7.6. L. monocytogenes’e Kars1 Antimikrobiyal Aktivite
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7.7. S. aureus’a Kars1 Antimikrobiyal Aktivite
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7.8. S. Typhimurium’a Kars1 Antimikrobiyal Aktivite
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8. OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi

Dogum Tarihi
Yabanci Dil
E-posta

Adres

Ogrenim Durumu

Lise

Lisans

Is Deneyimi
Gida Mithendisi

Aragtirma Gorevlisi

Aragtirma Gorevlisi

Projelerde Aldig1 Gorevler

BAP 2016/72
(Arastirmaci)

BAP 2017/98
(Arastirmaci)

BAP 2017-108
(Arastirmaci)

: Semra TOPUZ
:20.01.1991
: Ingilizce

: semra.topuz@agop.edu.tr

: Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Miihendislik ve
Doga Bilimleri Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Boliimii

: Malatya Yabanci Dil Agirlikli Lisesi (2008)

: Bursa Uludag Universitesi, Ziraat Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Boliimii (2013)

: Dutpinar Gida Tic. San. Ltd. Sti (2013-2014)

: Kahramanmaras Siit¢ii Imam Universitesi,
Miihendislik ve Mimarlik Fakiiltesi, Gida
Miihendisligi Bolimii (2015-2016)

: Tokat Gaziosmanpasa Universitesi, Miihendislik ve
Doga Bilimleri Fakiiltesi, Gida Miihendisligi Bolimii
(2016 - Devam Ediyor)

Zeytin Yapragindan Elde Edilen Ham Fenolik
Ekstrakttindan Oleuropeinin Saflastirilmast,
Oleuropeinin Insanlarda Zehirlenme Ve Enfeksiyonlara,
Bitkilerde Hastaliklara Neden Olan Mikroorganizmalar
Uzerine Antimikrobiyal Etkisinin Arastirilmasi (2016-
Devam Ediyor)

Farkli Zeytin Cesidi Yapraklarindan Oleuropeinin
Ekstraksiyonu,  Saflastirilmasi,  Antioksidan Ve
Antimikrobiyal ~Ozelliklerinin Belirlenmesi (2017~
Devam Ediyor)

Olgunlastirma Asamasinda Mese Yongasi

Uygulamasinin Uziim Sirkesinin Aroma Bilesiklerine
Etkisi (Tamamlandr)
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BAP 2017-109 Olgunlastirma ) Asamasinda Mese Yongasi
(Arastirmaci) Uygulamasinin Uziim Sirkesinin Fenolik Bilesiklerine
Etkisi (Tamamlandi)
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