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1. GIRIS

Zeytin agaci Oleaceae familyasindan olup etimolojik olarak Latince olea, Yunanca
elaia'dan gelmektedir (Kaplan ve Karagdéz Arihan, 2011). Zeytin bitkisi yaprak
dokmez, ilkbahar aylarinda c¢icek agmaktadir. Zeytin Akdeniz havzasinda hem
kiiltirel hem de ekonomik dneme sahiptir (Harp, 2011).

Zeytin hasatindan sonra genellikle atik madde olarak goriilen zeytin yapraklarinin
pek c¢ok fenolik bilesik icerdigi ve bu fenolik madde igeren yapraklarin
antibakteriyel, antifungal ve antioksidan Ozelliklere sahip oldugu belirtilmektedir
(Ferreira ve ark, 2007). Zeytin yapraklarinin antioksidan ozellikleri ve dogal bir
besin olmasindan dolay1 direk olarak kullanilabildigi i¢in ticari bir 6neme de sahiptir

(Papoti ve Tsimidou, 2009; Suarez ve ark., 2010).

Zeytin yapragi igerisinde antibakteriyel, antifungal ve antioksidan 6zellik gosteren
fenolik bilesikler (tirozol, hidroksitirozol, gallik asit, kumarik asit, kafeik asit, ferulik
asit) olarak flavonoidler (kersetin, katesin, apigenin, luteolin) ve sekoiridoidler
(oleuropein, ligstrosit) bulunmaktadir (Dekanski ve ark. 2009, Talhaoui ve ark.,
2015). Bunlar arasinda zeytin yapraginda en ¢ok bulunan bilesik oleuropeindir (Otles
ve Ozyurt, 2012).

1.1. Serbest Radikaller

Elektronlar ¢ekirdegin etrafinda orbitallerde hareket halindedir. Elektronlar birbirine

z1it yonde hareket edecek sekilde her yoriingede en fazla iki tane bulunurlar. Dis



orbitallerde ortaklanmamis elektron bulunmasi durumunda serbest radikal olarak
tanimlanir. Ortaklanmamis elektron bulunduran molekiiller oldukg¢a kolay reaksiyona

girerler (Halliwel ve Gutteridge, 1990).

Kimyasal reaksiyonlar ile fiziksel faktorler, ortamda ve hiicre icerisinde siirekli
olarak radikal yapimima neden olmaktadir. U¢ mekanizma iizerinden serbest radikal

yapilmaktadir (Akkus, 1995; Onat ve ark. 2002).

1) Kovalent baglarin homolitik kirillmasi: Kovalent bagin kirilmasi ile ortaklanmig

elektronlar bilesigi olusturan atomlar tarafindan paylasilir.

XY —» Xet+Ye

2) Molekiiliin elektron kaybetmesi: Ortaklanmamis elektron ¢ifti bulunan bir
molekiiliin dis orbitalinden bir elektron vererek elektron kaybina ugramasi sonucu,

ortaklanmamis elektronu bulunursa radikal forma geger.

3) Normal bir molekiile tek bir elektron transferi: Ortaklanmamis elektron cifti
bulunmayan bir molekiiliin dis orbitaline bir elektron alarak, elektron kazanmasi
sonucu molekiil indirgenir ve dis orbitalinde ortaklanmamis elektron bulunur. Bu

indirgenme sonucu molekiil radikal forma geger.
O+ —» O -
Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiikli ve nétral olmaktadirlar. En 6nemli

radikaller, serbest oksijen radikalleri (SOR) olmakla birlikte; C, N, S tiirevi olan

radikaller ve inorganik molekiiller de serbest radikallerdir. Cu2+, Feg+, Mn2+, Mo



gibi gecis metalleri radikal olarak kabul edilmezler. Bu gecis metali iyonlart,
reaksiyonlart katalizlediklerinden dolayr serbest radikal olusumunda &nemli rol

oynarlar (Akkus, 1995).

1.1.1. Oksijen ve Reaktif Oksijen Tiirleri (ROT)

Oksijen molekiilii (O;), molekiiliin paramanyetik 6zellikte olmasindan dolayi
kovalent bag igerse bile ortaklanmamis elektron ¢ifti icermektedir. Molekiiliin en
diisiik enerji seviyesi en dis orbital grubunda bulunan elektronlarin ayni yonde farklh
orbitallerde oldugu durumdadir (Lee, 1991). Oksijen diradikal olarak
simiflandirilmigtir.  Diradikal oksijen, spin sinirlandirilmasindan dolayr radikal
olmayan molekiillerle yavas tepkime verirken, serbest radikalllerle ¢cok daha hizli

tepkime verir (Akkus, 1995).

Organizma igerisinde bulunan geg¢is metalleri igeren enzimler oksijen molekiiliine
elektron vererek oksidasyon tepkimesi meydana getirirler. Molekiiler oksijenin
aktivitesinin arttirmanin bir diger yolu ise enerji absorbsiyonu ile oksijeni uyarmaktir

(Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Oksijen ile metabolik reaksiyonlar sonucu oksijen radikalleri olusur. Oksijen
radikalleri metabolizmasindaki en 6nemli serbest radikallerdir. Siiperoksit radikali
(O2*), hidroksil radikali (*OH) ve radikal olmadigi halde hidrojen peroksit (H,0,) en
onemlileridir ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilirlar (Sekil 1.1).



H,0, H:0:0:H

“OH +0:H

L
HO HIOIH

Sekil 1.1. Oksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen tiirlerinin olusumu

Serbest radikal tepkimelerini reaktif oksijen tiirleri baglatabilir. Metabolizmadaki
merkez atomu karbon (C) olan radikaller, peroksit radikalleri, alkoksi radikalleri,
tiyil radikalleri, siilfenil radikalleri serbest radikallerin olusmasina neden olurlar

(Akkus, 1995).



Tablo 1.1. Serbest radikaller (Halliwell, 1994)

Ad Formiilii Tanim

Hidrojen atomu H* En basit serbest radikal

Stiperoksit 0, Oksijen merkezli radikal. secimli reaktif

Hidroksil *OH En fazla reaktif oksijen radikali. Insan viicudundaki
titm molekiillere saldirr.

Triklorometil CCls® C merkezli radikal. CCls metabolizmas: sonuecn
tiretilir ve genellikle O, ile hizla reaksiyona girer.

Tiyil RS*® Kiikiirt iizerinde eslesmemis elektron bulunduran
tiirlerin genel ad

Peroksil, Alkoksil | ROy-, RO | Organik peroksitlerin yikimi sirasinda olusan oksijen
merkezli radikaller.

Nitrik oksit NO*® L-arginin amino asidinden in vivo kosullarda iiretilir.

Azotdioksit NO;* NO*nun O ile reaksiyonunda olusur. Kirli hava,
sigara dumaninda vb. bulunur,

Hidrojen peroksit | HaO» Reaktivitesi en diisiik, molekiiler hasar yetenegi
diisiik.

Singlet oksijen "0, Oksijenin giiclii oksidatif formu

Reaksiyona girme hizi, reaksiyona giren reaktiflere baghdir. iki radikal reaksiyona
girdiginde ortaklanmamis elektronlar1 giftlenerek kovalent bag olustururlar. Olusan
yeni bilesikte reaksiyona girmek igin aktif olabilir. NO* ile O, ** reaksiyonu sonucu

aktif tiriin olarak nonradikal olan peroksinitrit 6rnek gosterilebilir;

0,*+NO* —> ONOO

Radikaller, radikal olmayan reaktiflerle reaksiyona girerek bunun sonucunda farkli
bir radikal iirlin meydana gelebilir. Biyolojik molekiillerin ¢ogunlugu radikal
olmadiklarindan dolay1, in vivo sartlarda radikalin olusumu ¢ogunlukla zincirleme

tepkimelere neden olmaktadir (Nehir El ve ark., 1999).



1) Siiperoksit radikali (O,*): Aerobik hiicrelerde indirgenme reaksiyonuyla beraber
oksijen bir elektron alir ve siiperoksit radikali meydana gelir. Genel olarak siiperoksit

radikalinin meydana geldigi yollar;

e Acrobik olarak rediikte flavinler, katekolaminler, tiyoller, hidrokinonlar,
tetrahidrofolatlarin otooksidasyonuyla siiper oksitler meydana gelir.

e Etkin hale gelmis fagositik hiicreler, bakteri ve viriislerin etkinligini azalmak
icin siiperoksit sentezlerler.

e Mitokondride kulanilan oksijenin yaklasik %3'ii elektron sizintisindan dolay1
stiperoksit radikaline doniistir.

e indirgenmis B grubu metallerin otooksidasyonu sonucu siiperoksit radikali

olusur (Halliwell ve Gutteridge,1990; Halliwell, 1994).

Cu'/Fe**+ 0> —— Cu*/Fe* +0,”

B grubu metallerini indirgemesi ve hidrojen peroksit (H,O;) kaynagi olmasindan
otlirii  stiperoksit radikali olduk¢a Onemlidir. Bununla beraber hiicre icerisinde
sentezlenen siiperoksit radikali hem indirgen hem de yiikseltgen 6zellik gosterebilir.
Buna gore ferrisitokrom c ile tepkimesinde siiperoksit radikali indirgen olarak gorev
alir ve oksijene doniisiir. Epineftin ile tepkimesinde ise durum tam tersi olarak isler
ve yiikseltgen olarak bir elektron alip hidrojen peroksiti (H,O,) olusturur (Akkus,
1995). Asidik ortamlarda siiperoksit radikali daha aktiftir, bu durumlarda proton
alarak perhidroksil radikali (HO,®) olusur. Siiperoksit radikali ile perhidroksil
radikali tepkimeye girdiginde ise biri yiikseltgenirken digeri indirgenir. Dismutasyon

tepkimesinden dolay1 hidrojen peroksit (H,0,) meydana gelir.

HOZ. + 0, “+H ——» O, + H,05



2) Hidrojen peroksit (H20,): Oksijen molekiiliiniin bir elektron ¢ifti almas1 ya da

sliperoksit radikalinin indirgenmesi ile H,O, meydana gelir.

02+26-+2H+ — H,0,

02.- +eg+2H" ——» H,0,

Ortaklanmamig elektron ¢ifti bulunmadigi i¢in radikal degildir fakat hiicre
membranindan gegebildigi i¢in oksidandir (Helliwell ve Gutteridge, 1990; Halliwell,
1994).

Metabolizma igerisinde H,O,'in sentezi siiperoksit radikalinin enzimatik olmayan
yollarla ya da siiperoksit dismutaz (SOD) enzimini tepkimeyi katalizlemesi sonucu

olusur.

20, +2H" ——» H,0,+0,°

Stiperoksit dismutaz haricinde aminoaist oksidaz, ksantin oksidaz (XO) gibi oksidaz
ozellikli enzimlerin tepkimeleri sonucu hiicre igerisinde H,0O, sentezlenir (Murray ve
ark., 1996).

Hipc-ksaminL Ksantin — 22 »  {irik Asit

N N

0, H,0, 0, H,05



H,0; serbest radikal olmadigi halde ROT igerisinde siniflandirilmistir ve serbest
radikaller arasinda onemli bir yere sahiptir. H,O, B grubu metallerin bulundugu
ortamda Fenton tepkimesi ve siiperoksit radikalinin bulundugu ortamda Haber-Weiss
tepkimesi ile oldukga aktif ve yikici olan hidroksil radikaline doniistir (Halliwell ve
ark., 2000).

Haber-Weiss tepkimesi siiperoksit ile H,O, arasinda gergeklesen bir tepkimedir ve
tepkime hiz1 katalizorsiiz ortamda ¢ok yavastir. Tepkime demir katalizorliiglinde
ilerlediginde ise yiiksek hizda gerceklesir. Bu tepkimede ferri (Fe**) iyonu, ferro
(Fez+) iyonuna siiperoksit vasitasiyla indirgenir. Tepkimenin devaminda Fenton
tepkimesi ile H,0, hidroksit (OH) ve hidroksil (*OH) radikaline ayrilir. Tepkimenin

mekanizmasi;

O +Fe® ———» O+ Fe*
H,0,+Fe?* _—_,  "OH+*OH + Fe® (Fenton tepkimesi)
0, +H,0;, — 3 O+ OH+ *OH (Haber-Weiss tepkimesi)

3) Hidroksil radikali (*OH): B grubu metallerin bulundugu ortamda H,O,'in Fenton
tepkimesi sonucu indirgenmesiyle meydana gelir. Radikal oksijen tiirleri arasinda en
aktif ve zararh radikaldir. Yarilanma stiresi kisa oldugu halde biyolojik her madde ile

reaksiyona girer ve olduk¢a fazla zarara neden olur (Akkus, 1995; Halliwell ve

Gutteridge, 1990).

4) Singlet oksijen: Oksijen molekiiliiniin enerji alarak elektronlarinin doniis
yOniiniin tersi yonde farkli orbitale ge¢mesiyle singlet oksijen meydana gelir. Singlet
oksijenin eslesmis elektron ¢iftine sahip oldugu icin radikal olarak siniflandirilmaz
ama oldukga aktif bir molekiildiir (Akkus, 1996). Sigma ve delta olarak adlandirilan

iki formu vardir. Sigma formunun enerji diizeyi 155 kj, delta formunun enerji diizeyi



92 kj oldugu icin delta formunun yarilanma siiresi daha fazladir (Cotton ve

Wilkinson, 1988).

5) Hipoklarik asit (HOCI): Serbest radikal olmamasina ragmen oksitleme ve
klorlama ajamdir. Oliimlere, hiicre deformasyonlarma ve hiicre zarinda

deformasyona neden oldugu bildirilmektedir (Carr ve ark., 1996).

6) Nitrik oksit (NO®): Fizyolojide miihim bir yere sahip ¢dziinebilen, hiicresel
deformasyonlara sebep olan serbest radikaldir. Oksijen ile yiiksek hizda tepkimeye
girerek, zehirli olan NO; olusabilir (Ignarro ve ark., 1987; Palmer ve ark., 1988;
Sneddon ve Vane., 1988; Halliwell, 1994; Murray ve ark., 1996).

Nitrik oksit serbest radikali metabolizma igeresinde onemli bir yere sahiptir. NO®
hiicre igerisndeki reseptore stimiilator baglanmasi ya da noronlardaki uyarilar
nedeniyle sentezlenir. NO® histamin gibi reseptorlerin aktif hale gelmesi ile oksijen
ve L-arjininden, ortamda nitrik oksit sentaz (NOS) varlinda sentezlenir. NO°®
siiperoksit radikali ile tepkimesinden peroksinitrit meydana gelir ve NO*in etkisi

azaltilirmus olur (Halliwell, 1994; Murray ve ark., 1996).

1.2. Zeytin ve Zeytin Yapragi

Zeytin (Olea europaea L.), Oleaceae familyasindan meyvesi yenen Akdeniz iklimine
Ozgii bir agag tiirii olup adimin kokeni Yunanca elaia, Latince olea'dan gelmektedir.
Genellikle 300-400 yil yasayan ve boyu genellikle 10 m civarinda olan agacin
meyveleri onceleri yesil olgunlastikca mor bir renge doniismektedir (Kaplan ve

Karag6z Arthan, 2011). Dikimi ¢ok eski zamanlardan beri yapilan zeytin agaci,



giiniimiizde zeytin ve zeytinyagt halinde yemeklerde, dini tdrenlerde, yag
lambalarinda, kozmetik malzemesi olarak ve masaj yagi olarak kullaniimaktadir
(Nontokozo ve Simelane, 2017). Diinyada en fazla zeytin {iretimi yapan 4. iilke
konumundaki Tiirkiye ekonomisi i¢in de zeytin 6nemli bir bitkidir (Keser ve Bilal,
2010). Zeytinin meyvesi diginda yapraklarinin kurutulduktan sonra ruminantlar i¢in
diisiik kaliteli kaba yem olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Amici ve ark., 1991).
Yag cikarildiktan sonra geriye kalan ¢ekirdek, kabuk ve posadan olusan pirinasinin
icerdigi yiiksek orandaki ham seliiloz, tanen ve fenolik bilesiklerin, rumen
mikroorganizmalarinin seliilolitik aktivitesi lizerine olumsuz etkileri oldugu ancak
diisiik besleyici degeri olan yemlerden yiiksek diizeyde yararlanabilme yetenegine
sahip koyun gibi ruminantlarin bundan yararlanabilecegi de belirtilmektedir (Lanzani
ve ark., 1993). Buna gore zeytin yapraklari ve pirinanin belirli oranlarda
kullanildiginda ruminantlar i¢in alternatif bir yem maddesi olabilir (Keser ve Bilal,
2010).

Besin igerigi agisindan degerli bir bitki olan zeytinin kimyasal bilesiminde su (%50),
yag (%22), protein (%1,6), seker (%19,1), seliiloz (%5,8) ve mineral maddeler
(%1.5), hidrokarbonlar, tokoferoller ve polifenoller bulunmaktadir (Kiritsakis, 1998).
Zeytinin toplanmas1 esnasinda agacin bir yan iirlinii olarak ortaya ¢ikan ve genellikle
yakilan zeytin yapragi ise olduk¢a fonksiyonel degere sahip olan biyoaktif
maddelerden fenolik bilesikler (tirozol, hidroksitirozol, gallik asit, kumarik asit,
kafeik asit, ferulik asit), flavonoidler (kersetin, katesin, apigenin, luteolin) ve
sekoiridoidler (oleuropein, ligstrosit) icermektedir (Dekanski ve ark. 2009, Talhaoui
ve ark., 2015). Zeytin meyvelerinin act ve buruk aromasina neden olan oleuropein
zeytin agacinmn ana bilesenidir (Silva ve ark., 2006). Iridoid monoterpen olan
oleuropein, elenoik asit ve hidroksitirozoliin glukosidik esteridir. Oleuropein zeytin
meyvesinin biitiin kistmlarinda bulunmasina kargin zeytin agaci yapraklarinda orani
daha fazladir. Oleuropeinin miktar1 olgunlasmamis zeytinde fazla iken olgunlastik¢a

miktart giderek azalmaktadir (Y1ldiz ve Uylaser, 2011).
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1.2.1. Oleuropein

Oleuropein gentianales, oleaceas ve cornales gibi bitkilerde bulunan sekoiridoidlerdir
(Soler-Rivas ve ark., 2000; Cashas- Sanchez, ve ark., 2007). Zeytin agacinin (Olea
europea) ana biyoaktif bilesenidir. Oleuropein ii¢ yapidan olusur; polifenol olan
hidroksitirozol (4-(2-hidroksiethil) benzen-1,2-diol), sekoiridoid olan glukoz ve
elenolik asitdir (Sekil 1.2.) (Boudhrioua ve ark., 2009; Briante ve ark. 2000; EI ve
Karakaya, 2009; Ferreira ve ark., 2007 ; Gikas ve ark., 2007; Jemai ve ark., 2009).
Oleuropeinin  zeytindeki biyosentezi Sekil 1.3'de gosterilmistir (Damtoft ve ark.,

1995).

P

COQCH,
KO
0 / 0
HO
0\
glikoz
\ J\ ),

: 4

Hidroksitirosol  Elenoik asitin glikozidik formu

Sekil 1.2. Oleuropeinin molekiil yapisi (Gikas ve ark., 2007)
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Zeytin meyvesi olgunlastikca oOleuropein miktari azalmaktadir ancak serbest
komponenti hidroksitirozol miktar1 artmaktadir (Basmacioglu-Malayoglu ve Aktas,
2011). Meyve tamamen olgunlasip siyaha dondiigiinde oleuropein miktar1 azalirken
bunun yerine dimetiloleuropein, elenolik asit ve oleuropein glukosilat tiirevleri artar.
Siyahlagma bittiginde ise oleuropein yerine dimetiloleuropein ana bilesen olmaktadir
(Omar, 2010). Oleuropein miktart ayrica hasat zamanina, yillara, zeytin agacinin
yetistigi  bolgeye, agacin cinsine ve yapragin Ozelliklerine gore farklilik
gostermektedir. Ayrica ekstre isleminde kullanilan metot, pargalama, kurutma,
sicaklik ve organik ¢oziicli gibi degiskenlerde oleuropein miktarini degistirmektedir

(Bayrak ve ark, 2010; Tsimidou ve Papoti, 2010).

Oleuropeinin antioksidan etkisine bakildiginda; serbest radikalleri inhibe etmesi,
bakir (Cu) ve demir (Fe) gibi iyonlarla bag kurmasiyla lipoksigenez enzimi gibi

inflamatuar enzimlerin etkinligini azaltmasina dayanmaktadir ( Omar, 2010).

Oleuropeinin antioksidan, antimikrobiyal, antiviral, antienflamatuvar, antiaterojenik,
parkinson ve alzheimer hastaliginda, kansere kars1 koruyucu, yaslanma karsiti, deri
koruyucu etkileri yaninda kalp koruyucu ve hipolipidemik etkileri de bulunmaktadir
(Ferreira ve ark., 2007; Omar, 2010; Barbora ve ark., 2014). Oleuropeinin
antioksidan etkisi, serbest radikal olusumunu engelleyerek +2 degerlilikte metal
iyonlartyla bag olusturmasi bu bagin lipoksijenaz gibi enflamatuvar enzimlerin
aktivitesini baskilamasindan kaynaklanmaktadir (Omar, 2010). Spesifik olarak zeytin
yapragl Tirkiye'de siklikla tiiketilmese de Avrupa'da sindirim, bobrek-idrar, kalp-
damar, yiiksek tansiyon ve idrar giigliigli rahatsizliklarinda kullanilmaktadir (Kaplan
ve Karagdz Arthan, 2011). Ozellikle zeytin yapragmin uzun yillar sitma ve atesli
hastaliklarin tedavisinde kullanildigi, yapraktaki oleuropeinin antioksidan olmasi
yaninda viriis, bakteri, kiif, mantar ve parazitlere kars1 antimikrobiyal etkiye sahip
oldugu bildirilmektedir (Benavente-Garcia ve ark., 2000). Bunun yani sira zeytin
yapragi ekstresinin toksik etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismalarda

farelerde akut veya kronik etkileri, farelerin ireme ve hamilelik donemleri iizerine

13



veya genetik yapilarina etkileri ayri ayri incelenmis ve belirgin higbir toksik etki
tespit edilmemistir (Christian ve ark., 2004). Ayn1 zamanda biyolojik degeri olan
zeytin yapraklarinin dogal, giivenli ve ucuz bir alternatif antioksidan kaynagi oldugu
hatta antimikrobiyel etkileri ve lipid oksidasyonunu engellemesi nedeniyle besinlerde
raf Omriinii uzatma ozelliginin oldugu bildirilmektedir (Jemai ve ark., 2009;

Boudhrioua ve ark., 2009; Bouaziz ve ark., 2010).

Bu ¢alismada, iilkemizde dogal olarak yetisen ve biyoaktif maddeler agisindan
degerli bir bitki olan zeytin yapragimin belirlenecek olan antioksidan o6zellikleri ile
besin olarak tiiketimindeki yeri, 6nemi ve farkli alanlardaki kullanim alanlart

genisletilmis olacaktir.

Antienflamatuvar, antiallerjik, antibakteriyel, antimikotik, immunoregulator,
antidiyabetik ve hipolipemik (Omar, 2010) etkileri oldugu bildirilen zeytinin degisik
biyolojik etkilerinin ortaya konmasina yonelik ¢alismalar sinirli sayida olsa da,
zeytin hasatindan sonra geri kalan ve yakilarak yok edilen zeytin yapraginin in vitro
ya da in vivo etkilerine yonelik ¢aligmalar olduk¢a yetersizdir. Bu tez kapsaminda
genis bir fenolik madde igerigi olan ve biyolojik a¢idan oldukg¢a degerli olmasina
ragmen kullanim alani iilkemizde pek yaygin olmayan zeytin yapragindan elde
edilen metanol, etil asetat ve n-hekzanli ekstrelerin antioksidan aktivitelerinin g¢esitli

in vitro yontemlerle belirlenmesi amaglanmustir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1. Kullanilan Ekipmanlar

Deneylerde su banyosu (Termal J11540K), vortex (Velp Scientifica RX3), inkiibator
(Niive EN400), pH-metre (WTW - pH 330), analitik terazi (Ohaus-Adventurer Pro
AV?264C 0,0001 g’a duyarli, Kern-PCB 200-2 0,01 g’a duyarh), santrifiij (Orto
Alresa Digicen 21R), rondo (sinbo ev tipi rondo), mikropipetler (VWR — Starter Kit
tek kanalli pipet; 0,5-10ul/10-100ul/100-1000u] hacimlerinde), ELISA mikropleyt
okuyucu (Fisher Scientific — accuSkan — FC Filter-Based), mikro pleyt (Greiner Bio-
One, 96 kuyucuklu), manyetik ve 1sitici karistirict (Velp Scientifica) baslica

kullanilmastir.

2.2. Kimyasal Cozeltiler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup Sigma-Aldrich ve

Merck'den satin alinmustir.

1mM DPPH cozeltisi
0,0493 gr DPPH (1,1-difenil 2-pikrilhidrazil) etanolde ¢oziilmiis ve 250 mL'ye balon

jojede tamamlanmustir.
0,1 nM DPPH c¢ozeltisi

1 mM DPPH ¢o6zeltisinden 5 mL alinarak balon jojede etanolle 50 mL'ye

tamamlanmustir.
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Folin-Ciocalteu Reaktifi

Ticari satilan Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilmistir.

%3,5'luk HCI ¢ozeltisi
4,73 mL derisik HCI ¢ozeltisi distile su ile balon jojede 50 mL'ye tamamlanmistir.

20 mM FeCl, ¢ozeltisi
0,1267 gr FeCl; %3,5'luk HCI ¢ozeltisiyle balon jojede 50 mL'ye tamamlanmustir.

%30'luk NH4SCN cozeltisi
15 gr NH4SCN distile suda ¢oziildiikten sonra 50 mL'ye tamamlanmuistir.

0,04 M fosfat tamponu ¢ozeltisi (pH=7)
Na;HPO, (7,12 g/L) ve KH2PO4 (5,44 g/L) ¢ozeltilerinin karisgimlart pH=7 oluncaya

kadar karistirilmistir.

Linoleik asit emiilsiyonu
87,5 mg Tween 20 ve 77,5 uL linoleik asit 0,04 M pH=7 olan fosfat tamponu ile 25

mL'ye tamamlanmistir.

0,1 M fosfat tamponu cozeltisi (pH=7,4)
Na,HPO, (17,799 g/L) ve KH,PO, (13,609 g/L) ¢ozeltilerinin karigimlart pH= 7,4

oluncaya kadar katistirilmstir.

40 mM H,0, cozeltisi
0,2045 mL H,0,0,1 M pH=7,4 olan fosfat tamponu ile 50 mL'ye tamamlanmustir.

468 pM NADH cozeltisi
0,0347 gr NADH 0,1 M pH=7,4 olan fosfat tamponunda 100 mL'ye tamamlanmustir.

156 uM NBT c¢ozeltisi
0,0127 gr NBT 0,1 M pH=7,4 olan fosfat tamponunda 100 mL'ye tamamlanmustir.
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60 uM PMS cozeltisi
0,0009 gr PMS 0,1 M pH=7,4 olan fosfat tamponunda 50 mL'ye tamamlanmustir.

%1'lik KsFe(CN)g cozeltisi
0,5 gr KsFe(CN)g distile suda ¢oziildiikten sonra 50 mL'ye tamamlanmustir.

2 mM FeCl; ¢ozeltisi
0,0127 gr FeCl, distile suda ¢oziildiikten sonra 50 mL'ye tamamlanmustir.

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi

0,0308 gr ferrozin distile suda ¢6zeldiikten sonra 12,5 mL'ye tamamlanmustir.

% 0,1'lik FeCl; ¢ozeltisi
0,05 gr FeClsdistile suda ¢o6ziildiikten sonra 50 mL'ye tamamlanmuistir.

% 2'lik Na,COs ¢ozeltisi

1 gr Na,COg distile suda ¢oziildiikten sonra 50 mL'ye tamamlanmustir.

% 10'luk TCA cozeltisi

5 gr TCA Distile suda ¢oziildiikten sonra 50 mL'ye tamamlanmuistir.

0,2 M fosfat tamponu (pH=6,6)

Na;HPO, (35,598 g/L) ve KH,PO,4 (27,218 g/L) ¢ozeltilerinin karisimlart pH= 6,6

oluncaya kadar katistirilmistir.

% 75'lik Etanol

195,3 mL etanol distile suda 250 mL'ye tamamlanmustir.
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2.3. Bitki Materyali

Memecik tiiriine ait Olea europaea L. yapraklar1 Izmir ili Selguk ilgesinden 2017
yilinda Aralik aymnin ilk haftasinda toplanmis ve golgede kurutulduktan sonra toz
haline getirilerek kullamlmistir. Herbaryum 6rnegi, Gazi Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Béliimii’'nden Prof. Dr. Mecit VURAL tarafindan tayin edilmistir.

2.3.1. Ekstrelerin Hazirlanisi

n-Hekzan ekstresinin Hazirlamsi:

Toz haline getirilen bitki materyalinden 400 g tartilarak giinde 2 litre n-hekzan’da
bekletilerek ve her giin siiziilmek suretiyle 5 giin boyunca ekstre edildi. Elde edilen
ekstreler birlestirilerek rotavaporda 40 °C’de alg¢ak basing altinda yogunlastirildiktan
sonra vakumlu desikatore konularak ekstrenin tamamen kurumasi saglandi. Elde

edilen n-hekzan ekstresi igin verim % 13,21olarak belirlendi.

Etil asetat ekstresinin hazirlanis::

n-hekzan ekstresi elde edildikten sonra kalan bakiye giinde 2 litre etil asetat
icerisinde bekletilerek ve her giin siiziilmek suretiyle 5 giin boyunca ekstre edildi.
Elde edilen ekstreler birlestirilerek rotavaporda 40 °C’de algak basing altinda
yogunlastirildiktan sonra vakumlu desikatdre konularak ekstrenin tamamen kurumasi

saglandi. Elde edilen etil aseat i¢in verim % 26,15 olarak belirlendi.
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Metanol ekstresinin hazirlansi:

Metanol ekstresi elde edildikten sonra kalan bakiye giinde 2 litre metanol igerisinde
bekletilerek ve her giin siizilmek suretiyle 5 giin boyunca ekstre edildi. Elde edilen
ekstreler birlestirilerek rotavaporda 40 °C’de alg¢ak basing altinda yogunlastirildiktan
sonra vakumlu desikatore konularak ekstrenin tamamen kurumasi saglandi. Elde

edilen metanol i¢in verim % 34.59 olarak belirlendi.

Elde edilen ekstrelerden 1000 pg/ml konsantrasyonlarinda stok c¢ozeltiler
hazirlanarak diger konsantrasyonlar bu stok ¢dzeltilerden seyreltilerek hazirlandi. /n

vitro deneyler yapilincaya kadar ekstreler +4°C’de buzdolabinda saklandi.

2.4. In vitro analizler

In vitro analizleri yapilacak olan metanol, etil asetat ve n-hekzanl ekstrelerin her biri
kendi ¢oziiciisinde 1000 pg/ml olacak sekilde ¢oziildii. Bu stok ¢ozeltiler kendi
coziiciileri ile seyreltilerek asagida belirtilen konsantrasyonlar hazirlandi. Buna gore

antioksidan etkinligi test edilecek olan gruplar;

e Grup metanol: 100,250,500,1000 ug ekstre/ml metanol
e Grup etil asetat: 100,250,500,1000 pg ekstre/ml etil asetat
e Grup n-hekzan: 100,250,500,1000 ug ekstre/ml n-hekzan olarak hazirlandi.

Belirtilen zeytin yapragi ekstrelerinin her bir konsantrasyonunda toplam fenolik
madde tayini (Singleton ve Rossi, 1965), DPPH radikali giderme aktivitesinin tayini
(Blois, 1958), demir (II) iyonlarin1 selatlama aktivitesinin tayini (Dinis ark., 1994),
stiperoksit radikali giderme aktivitesi tayini (Nishikimi ark., 1972), Linoleik asit
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sisteminde ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu ile antioksidan aktivitesinin tayini (Pan,
2007) ve indirgeme kapasitesi tayini (Oyaizu, 1986) bildirilen yontemlere uygun
olarak Afyon Kocatepe Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya ve Fizyoloji

Anabilim Dal1 Laboratuvarlarinda yapildi.

2.4.1. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Zeytin yapraginin metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstrelerinde ¢6ziinen toplam
fenolik maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edilmistir (Singleton ve
Rossi, 1965). FCR fosfotungustik asit (H3PW1,040) ile fosfomolibtik asitin
(H3PM012040) karigimlaridir. FCR, vitamin C, aromatik aminler ve Cu(l) gibi
bilesikler tarafindan da indirgenebildigi i¢in fenolik madde tayinine 6zel bir yontem
degildir (Biyiiktuncel, 2013). FCR ile fenolik madde reaksiyonu sirasinda
indirgenme sonucunda mavi renkli bir bilesik olusur. Olusan mavi renkli bilesik

spektrofotometrede 760 nm'de Glgiiliir ve standart ¢ozeltisi gallik asittir.

Zeytin yapragindan hazirlanan 100-250-500-1000 pg/mL metanol, etil asetat ve n-
hekzan ekstrelerinden 0,5 mL alinmistir. Distile su ile 23 ml'ye tamamlanmigtir ve
0,5 mL FCR eklenmistir. 3 dakika sonra %?2'lik Na,CO3 ¢ozeltisi katilmis ve oda
sartlarinda 2 saat 250 rpm'de calkantili su banyosunda tutulmustur. Blank olarak
distile su kullanilmistir. Her bir konsantrasyondaki numune 3’erli tekrar edilerek 760

nm'de absorbanslari 6l¢tilmustiir.

Standart ¢ozelti olarak 1000-500-250-125-62,5 pg/mL konsantrasyonda hazirlanan
gallik asit ¢ozeltileri 760 nm'de absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. Olgiilen absorbanlar ile
zeytin yapragi ornekleri arasindaki grafik denklemlerinden, toplam fenolik madde

miktart pg gallik asit (ug GAE/g 6rnek) esdeger seklinde hesaplanmustir.

20



2.4.2. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

Zeytin yapragmin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderme aktivitesi
Blois yontemi aracilifi ile belirlenmistir (Blois, 1958). Buna goére DPPH serbest
elektron igeren bir radikal olup koyu mor renkli bu ¢6zelti 515 nm’de absorbans
vermektedir. Antioksidanlarin varliginda DPPH’tan serbest elektron alindiginda
DPPH ¢ozeltisinin rengi agilmaktadir. Buna gore yiiksek serbest radikal giderme
aktivitesinin gostergesi, reaksiyon karigiminin absorbansinin diismesi olarak kabul

edilmektedir.

Zeytin yapragindan hazirlanan 100-250-500-1000 pg/mL metanol, etil asetat ve n-
hekzan ekstrelerinden 0,5 mL alinmistir, 2 mL 0,1 mM DPPH ¢6zeltisi eklenmistir.
Vortekslenen ¢ozeltiler 151k gecirmeyen bir ortamda 30 dk normal sartlar altinda
bekletilmistir. 30 dk bekletilen ¢ozeltilerin absorbanslart 517 nm'de okunmustur.
Kontrol olarak 0,5 mL etanol galisilmistir. Asagida belirtilen formiil seklinde

hesaplanmustir.

% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi= Xentrot dbsorbansi— Numune dbsorbanst 4

Kontrol Absorbanst

2.4.3. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile
Antioksidan Aktivitesinin Tayini

Antioksidan aktivitesi ferrik tiyosiyanat metodu kullanilarak belirlenmistir (Pan ve
ark., 2007). Bu yontemde linoleik asit oksidasyonu olusturulmustur. Oksidasyon
sirasinda Fe*?, Fe™ iyonlarma yiikseltgenmistir. Inkiibasyondaki &rnekten belirli
araliklarla Olglimler yapilarak peroksit olusumu takip edilmistir. Peroksit

konsantrasyonundaki yiikselme absorbans degerini de yiikseltmektedir.
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Zeytin yapragindan hazirlanan 100-250-500-1000 pg/mL metanol, etil asetat ve n-
hekzan ekstrelerinden ve standart madde ¢ozeltisinden 0,5 mL alinmistir. Ekstrelere
ve standart madde ¢6zeltisine 1,25 mL linoleik asit emiilsiyonu ile 0,75 mL 0,04 M
pH=7 olan fosfat tamponu eklenmistir. Kontrol 6rnegi hazirlamak i¢in 1,25 mL 0,04
M pH=7 fosfat tamponu ile 1,25 mL linoleik asit emiilsiyonu alinmistir. Cozeltiler
vortekslendikten sonra 37 °C'de inkiibasyon i¢in inkiibatére konulmustur. 24 saat
araliklarla 500 nm'de 2 farkli dl¢iim yapilmistir. Olgiim igin inkiibayon ¢ozeltisinden
0,05 mL alinmustir, tizerine 2,35 mL %75'lik etil alkol ¢6zeltisi ile 0,05 mL %30'luk
NH;SCN eklenmistir. 3 dakika beklendikten sonra, 0,05 mL 20 mM FeCl; ¢ozeltisi
eklenmistir. Reaksiyon olusumu igin 5 dakika beklendikten sonra olusan kirmizi

renkli ¢6zeltinin absorbansi 500 nm'de 6l¢iilmiistiir.

Linoleik asit peroksidasyonunun % inhibisyonunu hesaplamak i¢in asagidaki formiil

kullanilmustir;

% inhibisyon =1— Ornek Absorbanst 100

Kontrol Maksimum Absorbanst

2.4.4. Demir (IT) Iyonlarinin Selatlanma Aktivitesinin Tayini

Zeytin yapragimdan hazirlanan 100-250-500-1000 pg/mL metanol, etil asetat ve n-
hekzan ekstreleri Dinis ve arkadaslarin yontemine gore Fe*? iyonlarii selatlama
aktivitesine bakilmistir (Dinis ve ark. 1994). Yontem demir selatlayicist olan ferrozin
ve ortamdaki demiri baglayan bilesiklerin Fe*? iyonlarin1  baglama hizina
dayanmaktadir. Kirmizi renkli Fe™ kompleksinin olusumunun obstriiksiyonu

selatlama giiciiniin fazla olmasindandir.

0,5 ml ekstreye 1,85 mL distile su ile 50 uL 2 mM FeCl, ¢ozeltisi eklenmistir.
Normal sartlar altinda inkiibasyon i¢in 30 dakika beklendikten sonra 100 pL. 5 mM
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ferrozin ¢oOzeltisi eklendikten sonra vortekslenmistir. Karigimlarin  absorbans
degerleri 562 nm'de 10 dakika beklendikten sonra 6l¢iilmiistiir. Kontrol i¢in ekstreler
yerine 0,5 mL distile su kullanilmistir.  50-100-150-200-250  pg/mL

konsatrasyonlarindaki EDTA ¢ozeltileri standart madde olarak kullanilmistir.

Ferrozin-Fe*? kompleksinin inhibisyon yiizdesi;

Ornek Absorbansi

% Selatlama Aktivitesi= 1 — x100 formiilii ile hesaplanmustir.

Kontrol Absorbanst

2.4.5. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesinin Tayini

Siiperoksit anyonu giderme aktivitesi tayini i¢in kullanilan metot, Nishikimi ve
arkadaglarinin metodudur (Nishimiki ve ark. 1972). NADH/PMS/O, kompleksi ile
olusturulan siiperoksit radikali NBT'yi sar1 renkten mavi-mor renkli formazon
tiirevine indirger. Diisiik absorbans degerleri, bilesiklerin siiperoksit radikali giderme
aktivitesinin oldugunu gosterir.

0,5 mL 156 uM NBT ve 0,5 mL 468 uM NADH c¢ozeltilerine 0,5 mL zeytin
yapragindan hazirlanan 100-250-500-1000 pug/mL metanol, etil asetat ve n-hekzan
ekstreleri eklenmistir. Eksrat eklenen karigimlara 50 uL 60 uM PMS c¢ozeltisi
katildikran sonra oda sartlarinda 5 dakika bekletilmistir. Kontrol ¢ozeltisi olarak 0,5
mL su kullanilmistir. Orneklerin 560 nm'de absorbanslar1 okunmustur. Siiperoksit

anyonu giderme aktivitesi % olarak asagida verilen esitlik ile hesaplanmistir.

Kontrol Absorbansi—Ornek Absorbansti

0/ Qi , : o
% Stiperoksit anyonu giderme aktivitesi = e —— x100
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2.4.6. indirgenme Kapasitesi Tayini

Zeytin yapragindan hazirlanan 100-250-500-1000 ug/mL metanol, etil asetat ve n-
hekzan ekstrelerin indirgenme kapasiteleri Oyaizu yontemine gore belirlenmistir
(Oyaizu, 1986). Fe* iyonlar: Fe*? iyonlarina indirgenir ve ortama FeCls eklenmesiyle
Prusya mavisi renginde olusan kompleks bilesigin absormansi 700 nm'de oSlgiiliir.

Yiiksek indirgenme kapasitesi, yliksek absorbans degerlerinde goriiliir.

Zeytin yapragindan hazirlanan 100-250-500-100 ug/mL metanol, etil asetat ve n-
hekzan ekstreleri ve standart madde ¢6zeltilerinden 0,5 mL alinarak 1,25 mL fosfat
tamponu (0,2 M, pH=6,6) ve 1,25 mL %1'lik KsFe(CN)s katilmistir. Karigimlar
50°C'de 20 dakika inkiibasyonda bekletildikten sonra 1,25 mL %]10'Tuk TCA
eklenmistir. 10 dakika boyunca 2500 rpm hizinda santrifiijleme yapilmistir. Daha
sonra ¢ozeltinin tist kismindan 1,25 mL ornek alinarak 1,25 mL distile su ile beraber
0,25 mL %0,1'lik FeCl;3 eklenmistir. Cozeltilerin son olarak 700 nm'de absorbanslari

Olclilmiistiir.

2.5. istatistiki Analiz

Yapilan ¢alisma sonucunda elde edilen verilerin istatistik degerlendirilmesinde SPSS
13.0 istatistik programi kullanilarak verilerin ortalamalar1 + standart hatalar1 ile ifade
edildi. Verilerin normallik testleri yapilarak gruplar arasindaki istatistiki farklari
belirlemek icin ANOVA testi ve posthoc student t test olarak ise Duncan testi
uygulandi. Sonuglar % 95'lik giiven araliginda degerlendirildi ve istatistiki anlamlilik

icin uygun P degeri secilerek belirlendi.
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3. BULGULAR

Zeytin yapraginin metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstrelerinin in vitro kosullarda
bazi1 antioksidan aktiviteleri belirlenerek Tablo 3.1°de gosterildi.

Tablo 3.1. Tim ekstrelerin gesitli antioksidan aktivite diizeyleri

ab,c,de,

harfler ortalama deger arasindaki istatistiksel farki géstermektedir. (***) P<0,001

" Aym siitiindaki farkli

TESTLER
Ekstre | mglL Fen;?ll:l_\:;llnzlidde DPPH  Linoleik Asi¢ _ DemirTl  Siperoksit Indirgeme
(mg GAE/g (% inhibisyon) (% inhibisyon) © atama(%  Radikal = Kapasitesi
ektre) Selatlama) (% Inhibisyon) (Absorbans)
1000 | 85.27+15.03% | 60.53+4.33%¢| 67.67+2,34° | 2326031 | 68.82+0,65% | 1,49+0,03
Metanol | 300 | 48.3941.42° | 5443+5.17° | 74.7943.93"°| 17.7040.33%¢ | 67.00+147° | 0.90+0,04°
250 | 26.7843,14° | 55.67+2.83% | 89.5240.77° |15.3320.20°%%| 56.90+0.85" | 0,54+0,01°
100 | 11.58+0,63% | 55.77+1,58%% | 83.57+2.70%" | 11.61+0,24%* | 59,02+2,51*® | 0,3320,00°
1000 | 33.67+4.12%° | 72.931042° | 86.67L7.63%" | 50.5315.53° | 67.2912.23° 0,44.0,01%
il Asotatl 3% 19,89+2 299 | 68 40+0.67*" | 65.24+6.67° | 25.62+590° | 63.88+1.65° | 0.21=0,00°
250 | 14,9123.59% | 61.50£0,79%%| 63,09£0.48° |16,91+5225%%% 72.00+1.35% | 0.25+0,01%°
100 | 13.494822%¢ | 42374334° | 61.19+4.05° | 14.87+1,22%%%| 70,78+2.99* | 0,19+0,01°
1000 | 12,53+3.82%% | 71,1742,93* | 71.67+1.26% | 8.85+0,18%° | 51.02+0.46° | 0,28+0,00%*
el |3 0,18+1,32° | 64.10+4,95%%| 75244126 | 9,05+0,20%° | 39,96+3.52° | 0,24+0,01%*
250 2,79+0,71° | 43.67+1.04° |76,19£5,61%"°| 8.95+0,14** | 31,53+1.97° | 0,23£0,02%°
100 | 0.4177+2.34% | 13.77+123° |76.19+2,03*™| 8,16+043° | 13.7622.24° | 0.25+0,01%*
P 0,000 0,000 0,003 0,000 0,000 0,000

3.1. Toplam Fenolik Madde (TPC) Diizeyi

Zeytin yapragmin metanol, etil asetat ve n-hekzan ekstreleri ile gallik asit

kullanilarak hazirlanan standardin fenolik madde diizeyleri Folin-Ciocalteu reaktifi
(FCR) ile belirlendi. Standarda ait grafik Sekil 3.1°de verildi.
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Sekil 3.1. Gallik asit standart grafigi

Bitkinin farkli organik ¢oziiciilerdeki konsantrasyonlarma ait toplam fenolik madde

diizeyleri Sekil 3.2’de gosterildi.
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Sekil 3.2. Tiim ekstrelerin gallik asit esdegeri olan toplam fenolik madde diizeyleri

Tim ekstrelerdeki toplam fenolik madde diizeyi istatistiki olarak 6énemli (P<0,001)
olmakla birlikte, metanoliin 1000 pg’lik konsantrasyonunun ortalama 85,27+15,03
mg gallik asit (mg GAE/g ekstre) diizeyinin en yiiksek (P<0,001) degere sahip
oldugu belirlendi. Buna gore en diisiik fenolik madde diizeyi n-hekzan 500 pg’lik

konsantrasyonda bulundu.
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Her bir grup kendi igerisinde karsilastirldiginda metanol, etil asetat ve n-hekzanda
¢Oziinen zeytin yapragi ekstre konsantrasyonu arttikga toplam fenolik madde

diizeyininde artmis oldugu goriildii.

3.2. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Diizeyi

Zeytin yapraginin farkli organik ¢oziictilerde konsantrasyonlarina ait DPPH radikali

giderme aktivitesi Sekil 3.3.’de gosterilmistir.
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Sekil 3.3. Tiim ekstrelerin DPPH radikali giderme aktivitesi (%) diizeyleri

Tiim ekstrelerin DPPH radikali giderme aktivitesi karsilagtirildiginda etil asetat ve ve
n-hekzan 1000 pg’lik konsantrasyonlarindaki aktivitenin sirasiyla %72,93+0,42 ve
%71,1742,93 inhibisyonu ile en yiiksek diizeyde oldugu goriildii. Tim ekstrelerdeki
DPPH radikali giderme aktivitesi 6nemli olmakla birlikte n-hekzanin 100 pg’lik
konsantrasyonunun % inhibisyon aktivitesi %13,77+1,23 diizeyi ile en diisiik degeri

bulundu.
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3.3. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat (FTC) Metodu ile Antioksidan

Aktivitesi Diizeyi

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

% Inhibisyon
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B Metanol
M Etil Asetat

® n-hekzan

Sekil 3.4. Tim ekstrelerin Linoleik asit sisteminde ferrik tiyosiyanat (FTC) metodu ile
antioksidan aktivitesi (%) diizeyleri

Tum ekstrelerin  linoleik asit sisteminde

48 saatlik antioksidan aktiviteleri

karsilastirildiginda metanol 250 pg’lik konsantrasyonunun % inhibisyon degeri

89,52+9,77 ile en yiiksek diizeyde oldugu goriildii.
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3.4. Demir(IT) iyonlarinin Selatlanmasi Aktivitesi Diizeyi
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Sekil 3.5. Tiim ekstrelerin Demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesi (%) diizeyleri

Tiim ekstrelerin demir (II) iyonlarin1 % selatlama aktivitesine bakildiginda en yiiksek
deger etil asetat 1000 pg’lik konsantrasyondaki % 50,53+5,53 olarak bulunmustur.
Tiim konsantrasyonlara bakildiginda 8,16+0,43 degeri ile n-hekzan 100 pg’lik

konsantrasyonu en diisiikk % selatlama aktivitesine sahip oldugu bulundu.
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3.5. Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi Diizeyi
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Sekil 3.6. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi (%) diizeyleri

Tim ekstatlarin siiperoksit radikali giderme aktivitesine bakildiginda etil asetat
eksrelerin aktivitesinin yiiksek oldugu, en yiiksek % inhibisyon degeri ise etil asetat
250 pg’lik konsantrasyondaki % 72,00+1,35 olarak bulunmustur. En diisiik %
inhibisyon degeri ise % 13,76+2,24 degeri ile n-hekzan 100 pg’lik konsantrasyonu

olarak bulundu.
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3.6. indirgenme Kapasitesi
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Sekil 3.7. Indirgenme kapasitesi absorbans degeri siitun grafigi
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Sekil 3.8. indirgenme kapasitesi absorbans degerleri

Indirgenme kapasitesi tayininde tiim eksretlere bakildiginda indirgenme kapasitesinin
en yiiksek oldugu ekstretler metanollii ekstretler oldugu goriinmektedir. En yiiksek
absorbans degeri metanol 1000 pg’lik konsantrasyondaki 1,49+0,03 olarak
bulunmustur. Tiim eksretlerde en diisiik absorbans degeri ise etil asetat 100 pg’lik

konsantrasyonda 0,19+0,01 olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA

Bitki floras1 bakimindan olduk¢a zengin olan iilkemizde, endiistriyel tarim triinleri
arasinda zeytin 6nemli bir yer tutmaktadir. Dilinya zeytin iireticileri arasinda 4. sirada
yer alan Tiirkiye’de (Keser ve Bilal, 2010) baslica memecik, kilis yaglik, gemlik,
tavsan yiiregi, domat ve ayvalik gibi ¢esitli zeytin tiirleri yetistirilmektedir (Orak ve
ark., 2019). Zeytin hasatindan sonra genellikle yakilarak bertaraf edilen zeytin
yapraklarinin giintimiizde pek ¢ok fenolik bilesik i¢erdigi ve bunlarin antibakteriyel,
antifungal ve antioksidan 6zelliklere (Ferreira ve ark, 2007) sahip oldugu bilinmesine
ragmen yapilan in vitro ve in vivo ¢alismalarin yetersiz oldugu goriilmektedir. Dogal
ve ayni zamanda ucuz bir tarimsal yan {irlin olan zeytin yapraklari veya bunlardan
elde edilen gesitli ekstreler, baslica hayvan besleme ve biyokiitle enerjisinde
kullanilmaktayken son zamanlarda gida, kozmetik ve ilag endiistrisinde de kullanimi1
giderek yayginlagmaktadir (Spinelli ve ark., 2010; Rodrigues ve ark., 2015; Souilem
ve ark., 2017). Bu ¢alismada diger iilkelerde ¢ay olarak tiiketilen ancak iilkemizde
kullanim1 pek de yaygin olmayan zeytin yapraklarindan elde edilen farkli
polaritedeki ekstrelerin in vitro antioksidan aktiviteleri ¢esitli parametreler ile

belirlendi.

Bitkilerde yaygin olarak bulunan ve kimyasal yapilarina gore farklilik gdsteren
fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi bunlarin gida katk:
maddesi olarak ya da farmasotik ve kozmetik gibi alanlarda endiistriyel kullanimini
giderek artirmaktadir. Nitekim bitkilerde yaygin olarak bulunan pek ¢ok polifenolik
bilesigin antioksidan aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Nehir El ark., 1999; Al-
Ismail ve Aburjai, 2004). Zeytin agact biyokimyasal olarak sekoiridoidler,
karbonhidratlar, seker alkolii ve terpenoidler ile karakterizedir. Bunlardan 6zellikle
yapraginda bolca bulunan oleuropein biyolojik agidan en 6nemlisidir. Kuru yaprak
agirhginin yaklasik %3’1inli olusturan polialkollerden mannitol ise tatlandirici ve

diisiik kalorisi nedeniyle gida ve ila¢ endiistrisinde kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda
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yapraginda bulunan oleanolik asidin 6nemli farmakolojik 6zellikleri bulunmaktadir
(Guinda ve ark., 2015). Yapilan bir baska ¢aligmada memecik tiirline ait zeytin
yapraklarinda sirasiyla en onemli fenolik maddeler 38,2 mg oleuropein, 4,96 mg
luteolin 7-O-glukozid, 3,47 mg verbaskozit, 2,10 mg hidroksitirozol ve 1,86 mg
kuarsetin olarak bildirilmektedir (Orak ve ark., 2019).

Calismamizdaki memecik tiirli zeytin yapraklar1 ekstre verimleri agisindan
degerlendirildiginde bu oran, metanolde %34,59, etil asetatta % 26,15 ve n-hekzanda
% 13,21 olarak belirlenirken, Orak ve ark. (2019) ayni tiiriin metanol ekstresi i¢in
verimliligi  %27,11 diizeyinde bildirmektedir. Calismadaki tim gruplar
degerlendirildiginde toplam fenolik madde diizeyinin ortalama 0,18-85,27 mg
GAE/g ekstre civarinda oldugu goriilmektedir. Ayrica tim gruplardaki ekstre
konsantrasyonun artisina bagli olarak toplam fenolik madde diizeyinin de artmis
oldugu ve buna ait en yiiksek degerin (%85,27+15,03) 1000 pg’lik metanolde ve en
diisiik degerin ise 500 pg’lik n-hekzan grubunda oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu
sonuca gore toplam fenolik madde miktar1 bakimindan ekstreler metanol>etil
asetat>n-hekzan olarak siralanmaktadir. Metanoldeki bu deger Orak ve ark.
(2019)’nin memecik tiirli zeytin yapraklart i¢in bildirdigi 209+3,4 mg GAE/g
degerinden diisiik bulunurken, Tirkiye’de yetisen diger zeytin tiirlerine ait
yapraklarda metanol ekstresi igin ise bu deger 110-268 mg GAE/g olarak
bildirilmektedir (Orak ve ark., 2019). Yapilan diger ¢alismalarda zeytin yaprag total
fenolik madde diizeylerinin 45,2 +1,1g GAE/kg (Botsoglou ve ark 2014) ve 26 g
GAE/kg (Botsoglou ve ark 2012) olarak bulundugunu bu farkliliklarda ise zeytin
yapragi tiirli ve yasinin, hasat zamaninin ve ektraksiyon ¢oziiciilerinin etkili oldugu

bildirilmektedir.

Antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitelerinin tayininde yaygin olarak
kullanilan DPPH Kararli bir serbest radikal (DPPHe) olup (Chen ve ark., 2007;
Wojdylo ve ark., 2007) mor renkli bu madde antioksidanlarla etkilestiginde sar1
renkli indirgenmis DPPH formuna (DPPH-H) donlismektedir. Bu nedenle 6lgiilen
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absorbans ne kadar diisiik ise antioksidanin serbest radikal giderme aktivitesi de o
derece yiiksek kabul edilmektedir. Calismada gruplarin radikal giderme
kapasitelerine ait veriler Tablo 3.1 ve Sekil 3.3 *de goriilmektedir. Bu sonuglara gore
tim ekstrelerin DPPH radikali giderme aktivitesi incelendiginde 1000 pg’lik etil
asetat ve n-hekzanin yiiksek diizeyde ve 100 pg’lik n-hekzaninda diisiik diizeyde %
inhibisyon gosterdigi tespit edildi. Ayrica ¢alismada metanol, etil asetat ve n-hekzan
gruplarindaki ekstre konsantrasyonlarinin azaldikga DPPH radikali giderme
aktivitesinin de buna paralel olarak azaldig1 goriilmektedir. Hayes ve ark., (2009)
yaptiklart c¢aligmada, zeytin yapragi metanol ekstresinin DPPH radikalini tutucu
aktivitesinin 100 ppm’den 400 ppm’e geciste arttigini, bu artisin 1000 ppm’de %94’
ulastigin1 bildirmekte ve bunu ekstredeki hidroksitirozol ve oleuropein gibi giiclii
serbest radikal inhibitorlerinin radikal toplayicisi (Stupans ve ark., 2002) olarak
davranmasina baglamaktadir. Harp (2011) yaptiklar1 baska bir ¢alismada ise toplam
fenol igerigi ile DPPH radikalini tutma kapasiteleri arasinda pozitif bir korelasyon
olmadigini, ancak zeytin yaprag: ekstrelerinin DPPH radikalini tutma aktivitesinin
sentetik BHT ve BHA’dan daha etkili oldugunu bildirmektedir. Benzer sekilde
oleuropein (%20) igeren zeytin yapragi ekstresinin resveratrol ve Polypodium
leucotomos ekstresi (PLE) ile karsilagtirildigi ¢alismalarda oleuropeinin DPPH
radikali tutma kapasitesinin resveratrolle benzer oldugu (da Silva ark, 2019) ayrica
vitamin C ve E’den de daha yiiksek oldugu (Benavente-Garcia ve ark., 2000)
bildirilmektedir. ~ Zeytin  yapragi  ektresinin  radikal tutucu  Ozellikleri
degerlendirildiginde tek basina kullanilan oleuropeine gore antioksidan aktivitesinin
daha yiiksek oldugu, bu aktivitenin de ekstredeki oleuropein miktar1 ile pozitif
korelasyon gosterdigi belirtilmektedir. Buna gore zeytin agacinin farkli boliimleri
arasinda polifenol bilesik miktar1 en yiiksek olan ve antioksidan aktivitesi en fazla
olan kisminin yapraklari oldugu bildirimi de bunu destekler niteliktedir (Blasi ve
ark., 2016). Yapilan benzer calismalarda zeytin yapragi ekstrelerinin DPPH
radikaline hidrojen verebilme yetenegi tokoferol, tirozol, C ve E vitamini ile
karsilagtirildiginda  bu  Ozelliginin onlara esit yada daha yiliksek oldugu
bildirilmektedir (Benavente-Garcia ve ark., 2000, Aktas ve ark., 2005, Farag ve ark.,
2007). Ayrica yaprakta bulunan flavonoidlerden o6zellikle luteolin-7-o0-glikozitin

DPPH baglamada, hidroksitirozol, oleuropein ve verbaskosit gibi fenolikler kadar
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antioksidan kapasiteyi artirdig1 belirtilmektedir (Goulas ve ark., 2010). Oleuropeinin
yanisira ekstredeki flavonoidler ve substitue fenoller gibi polifenolik bilesikler bir
arada iken sinerjistik etki gostererek antioksidan aktiviteyi artirmaktadir (Benavente-
Garcia ve ark.,, 2000). Calismada kullanilan ¢6ziicliler polarite agisindan
degerlendirildiginde sirasiyla nonpolar n-hekzan > etil asetat > metanol seklindedir.
Buna gore ekstraksiyonda kullanilan ¢oziiciilerin radikal giderme aktivitesini
etkiledigi ve polar ekstrelerde bu aktivitenin daha fazla oldugu bildirilmektedir
(Hayouni ve ark., 2007; Ozcan ve ark., 2007). Nitekim aromatik bitki ekstreleriyle
yapilan bir ¢aligmada DPPH radikali giderme agisindan aseton, metanol ve etil asetat
ekstreleri arasinda en etkili olanin metanol ekstresi oldugu bildirilirken (Miliauskas
ve ark., 2004) bir baska c¢alismada ise biitanol, etil asetat ve kloroforma gore sicak
su ve metanol ekstrelerinin  DPPH radikali gidermede daha etkili oldugu
belirtilmektedir (Shon ark., 2003).

Serbest radikallerin yol agtigi non enzimatik lipid peroksidasyonu, yag asitlerindeki
konjuge ¢ift baglardan bir elektron bulunduran H atomlarinin lipid peroksidasyonu
ile baslamakta ve membrandaki yag asitleri lipid serbest radikaline (L°)
dontismektedir. Bu radikaller kararsiz olup, oksijenle lipid peroksit radikaline
(LOO®) ve daha sonra da diger yag asitlerinden elektron alarak lipid peroksitlerine
(LOOH) c¢evrilirler. Bu siire¢ zincirleme devam ederken yag asitlerinin
peroksidasyonu sonucu malondialdehitler olugmaktadir (Halliwel ve Gutterigde,
1990). Tablo 3.1.’de belirtildigi iizere gruplarin linoleik asit temel alinarak
antioksidan aktiviteleri degerlendirildiginde tiim gruplarda aktivite 6nemli olup,
metanol 250 pg konsantrasyonunda % inhibisyon degerinin en yiiksek oldugu
goriilmektedir. Bu sonuglara gore her bir ekstrenin linoleik asit peroksidasyonunu
engelleyerek peroksitlerin olusumunu azaltmada Onemli Olgiide antioksidan etki
gosterdigi sonucuna varilmaktadir. Calismamizda kullanilan memecik tiiriiniin
metanollii gruplarinda % inhibisyon degerleri 89,52-67,67 olarak belirlenmistir.
Danahaliloglu ve ark. (2018) Halhali tiirii zeytin yapraklariyla yaptiklar1 ¢alismada
metanol ekstrelerinin % inhibisyon degerlerinin bdlgelere gore 72,89-41,32 arasinda

degistigini bildirmektedir. Giiniimiizde 06zellikle gida endiistrisinde besinlerin
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oksidasyonunu engellemek amaciyla kullanilan sentetik antioksidanlarin yerini
alternatif dogal antioksidanlar almaya baslamistir. Ozellikle biyoaktif bilesiklerden
zengin ve bol miktarda bulunan zeytin yapragi da bu alternatiflerden biridir. Nitekim
Botsoglou ve ark., (2014) zeytin yapragi etanolik ekstresiyle yaptiklar1 ¢alismada
depolanma siiresine bagli olarak ekstrenin etlerde, kontrole gore lipid oksidasyonuna
bagli olarak gelisen konjuge dienleri, peroksitleri ve malondialdehit olusumunu
azalttigimi bildirmislerdir. Ayn1 zamanda protein oksidasyonu sonucu olusan protein
karbonil ve siilfidril miktarin1 da distirdiigii belirtilmektedir. Bu baglamda zeytin
yapragi ekstreleri yagdan zengin gidalarin veya rafine edilmis yaglarin
oksidasyonunu stabilize etmek i¢in gida katki maddesi olarak kullanilabilir. Lipid
oksidasyonunda yiiksek reaktivitesi nedeniyle prooksidan olarak bilinen Fe?* Fenton
reaksiyonu (Fe’* + H,0, — Fe** + OH + °OH) ile reaktif oksijen tiirlerini
olusturmakta ve hidrojen baglarin1 kirarak lipid oksidasyonunu hizlandirmaktadir

(Halliwell ve Gutteridge, 1990).

Calismada tiim ekstrelerin  demir (II) iyonlarm1 % selatlama aktivitesi
degerlendirildiginde, etil asetatin 1000 pg’lik konsantrasyonunun en fazla ve n-
hekzan gruplarinin ise en diisiik degerlere sahip oldugu goriilmektedir. Hayes ve ark.,
(2009)’in lutein, sesamol, ellagik asit ve zeytin yapraginda yaptiklari arastirmada
tiim maddelerin metanolik ekstrelerinin 200-1000 ppm araliginda demir selatlama

aktivitesi gosterdigi bildirilmistir.

Hiicrenin farkli boliimlerinde agiga ¢ikan siiperoksit radikallerinin zararh etkilerine
karsi ilk savunma hattin1 olusturan SOD siiperoksit radikalini H,O, ve Oj’e
dontistiiren metalloenzimlerdendir (Halliwell ve ark., 2000). Genel olarak SOD’un
Mn, Fe ve CuZn prostetik grubuna sahip ti¢ farkli tipi bulunmaktadir (Fridowich,
1986). Zeytin yapraginin kloroplast, sitozol, niikleus ve peroksizomlarinda CuZn-
SOD tipi bulunmakta ve total SOD aktivitesinin %52’sini bu izoenzim
saglamaktadir. Diger bitki hiicrelerinde nadir olmasina ragmen zeytin yapraklarinin

niikleer inkliizyon Kristallerinde CuZn-SOD’un bulunmasi siiperoksit tiirlerinin
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oksidatif hasarina karst DNA’y1 korumasi ile iligkili olabilir. Ayrica yapragin
vaskuler dokusunda bulunan ve antioksidan savunmaya katilan Mn-SOD tipi ise
lignin biyosentezinde gereklidir (Ogawa ve ark., 1996; Corpas ve ark., 2006).
Yaptigimiz caligmada siiperoksit radikali giderme aktivitesi degerlendirildiginde, en
yiiksek % inhibisyon degerleri etil asetat gruplarda iken aktivitenin en diisiik oldugu
gruplarin ise n-hekzanda bulundugu goriilmektedir. Lee ve Lee (2010) yaptiklar
calismada SOD aktivitesinin zeytin yapraginda bulunan oleuropeinde %18, rutinde

%67, kafeik asitte %83 ve bunlarin karisimlarinda ise %19 oldugunu bildirmislerdir.

Bir bilesik veya ekstrenin indirgeme kapasitesi onun elektron transfer edebilmesiyle
iligkilidir ve o bilesik veya ekstrenin antioksidan aktivitesinin énemli bir gostergesi
olarak kabul edilmektedir. Caligmada tiim ekstrelerin indirgenme kapasitesi
degerlendirildiginde en yiiksek absorbansin metanollii ekstre gruplarinda oldugunun
goriilmesi, bu gruplardaki toplam fenolik madde ve linoleik asit % inhibisyon
diizeylerinin de yiiksek olmasi ile agiklanabilir. Yapilan bir calismada dogal
fenoliklerden rutin, katesin, kafeik asit ve zeytin yapraginda da bulunan kuarsetinin
demir selatlayict oldugu bildirilmektedir (Chen ve Ahn, 1998). Nitekim Juntachote
ve Berghofer, (2005) yaptig1 ¢alismada Holy basil (feslegen) ve Galangal (havlican)
ekstrelerinin lipid oksidasyonunu katalizleyen Fe*?’yi selatlayaci ajan olarak
kullanilabilecegini de belirtmektedir. Danahaliloglu ve ark. (2018) Hatay’da farkli
bolgelerde yetistirilen Halhali tiirii zeytin yapraklariyla yaptiklar1 ¢calismada metanol
ekstraktlarinin FRAP degerlerinin 0,96-0,11 arasinda bulundugunu bildirmekte iken
bu degerler ¢aligmamizin metanol gruplarinda 1,49-0,33 araliginda olup daha yiiksek

bulunmustur.

Zeytin sanayi yan {rlinlerinden olan zeytin yapraklarinin in vitro kosullarda ¢esitli
antioksidan etkinliklerinin belirlendigi bu ¢alismanin konu ile ilgili yapilacak in vivo
arastirmalara yon verebilecegi, yapraklarinin insan ve hayvan saglig agisindan farkl

alanlarda alternatif kullanimlarinin olabilecegi diisiintilmektedir.

37



5. SONUC

Sunulan c¢aligma kapsaminda antioksidan aktivite acisindan tim veriler
degerlendirildiginde; metanollii ekstrelerin toplam fenolik madde, linoleik asit
indirgeme ve indirgeme kapasitesi diizeyleri bakimindan ilk sirada yer aldig:
goriilmektedir. Etil asetat ekstrelerin ise DPPH radikali tutma, demir Il selatlama,
linoleik asit indirgeme ve stiperoksit radikali yakalama degerleri bakimmdan 6énemli
oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 en diisiik olan n-hekzan
ekstrelerinin ise linoleik asit indirgeme ve DPPH degerleri 6nemli olup diger

antioksidan aktiviteleri diisiik bulunmustur.

Bu baglamda polaritesine gore ekstreler gozoniine alindiginda metanol ve etil asetat
ekstrelerinde ¢oziinen fenolik maddelerin elektron verebilme 6zelligi ile tek basina
ya da birlikte sinerjistik etki olusturarak test ortamindaki serbest radikalleri reaktif
olmayan tiirlere indirgedigi, metal iyonlari ile kompleks olusturabildigi, lipid
peroksidasyonunu engelledigi veya metalleri indirgeyici kapasiteleri bulunmasi ile
antioksidan aktivite gosterdikleri sonucuna varilmistir. Ekstrelerde gozlenen cesitli
antioksidan aktivite farkliliklarinin kullanilan ¢6ziicliye gecen polifenolik bilesiklerin
diizeyi ile bunlarin kimyasal yapilarindaki farkliliktan  kaynaklandig:
diistiniilmektedir. Bu nedenle sentetik antioksidanlar yerine tercih edilen bitkisel
kaynakli dogal antioksidanlara yonelik in vitro ¢alismalardan elde edilecek veriler

yapilacak olan in vivo ¢aligsmalara temel olusturacaktir.

Sonu¢ olarak zeytin yapraklarmin in vitro kosullarda ¢esitli antioksidan
etkinliklerinin tespit edildigi bu ¢alisma verileri gézoniine alindiginda, yapraklarin
antioksidan Ozellikleri nedeniyle;

e Hayvan beslemede kullanimina iliskin yapilacak arastirmalara,

e Gidalarda katki maddesi olarak kullanimina iligkin yapilacak aragtirmalara,
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Gidalarda raf dmriiniin uzatilmasina iliskin yapilacak caligmalara,

Cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarla birlikte kombinasyonuna
iliskin yapilacak in vivo ¢alismalara,

Kozmetik, gida ve ila¢ sanayisinde kullanilan sentetik antioksidanlara
alternatif dogal antioksidan madde olarak kullanimina iligskin yapilacak

arastirmalara dayanak olmasi bakimindan o6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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OZET

Bu ¢alismada igerisinde oleuropein gibi birgok biyoktif madde igeren zeytin (Olea
europaea L.) yapragmin antioksidan o6zelligi ¢esitli yontemlerle in vitro olarak
incelenmistir. Kurutulan zeytin yapraklarindan elde edilen metanol, etil asetat ve n-
hekzanli ekstrelerin 100-250-500-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda toplam fenolik
madde tayini, DPPH radikali giderme aktivitesi, linoleik asit sisteminde ferrik
tiyosiyanat (FTC) metodu ile antioksidan aktivitesi, demir (II) iyonlarini selatlama
aktivitesi, stiperoksit radikali giderme aktivitesi ve indirgenme kapasitesi

belirlenmistir.

Zeytin yapragimim metanol, etil asetat ve n-hekzanli ekstrelerinin yiizde verimleri
sirastyla %34.59, 26.15 ve %13.21 olarak bulunmustur. Toplam fenolik madde
tayininde en yiiksek deger metanol 1000 pg/mL konsantrasyonda 85,27+15,03, en
diisiik deger n-hekzan 500 pg/mL konsantrasyonda 0,18+1,32 olarak bulunmustur.
DPPH radikali giderme aktivitesinde ise en yiiksek deger etil asetat 500 pg/mL
konsantrasyonda 72,93,+0,42, en diisiik deger n-hekzan 100 pg/mL konsantrasyonda
13,77+1,23 olarak bulunmustur. Linoleik asit indirgemede en yiliksek deger metanol
250 pg/mL konsantrasyonda 89,52+9.77, en diisiik deger etil asetat 100 pg/mL
konsantrasyonda 61,19+4,05 olarak bulunmustur. Demir (II) iyonlarini indirgemede
etil asetat 1000 pg/mL konsantrasyonda 50,53+5,533, en diisiik deger n-hekzan 100
pg/mL konsantrasyonda 8,16+0,43 olarak bulunmustur. Siiperoksit radikali giderme
aktivitesinde etil asetat 250 pg/mL konsantrasyonda 72,00+1,35, en diisiik deger n-
hekzan 500 pg/mL konsantrasyonda 13,76+2,24 olarak bulunmustur. Son olarak
indirgenme kapasitesinde metanol 1000 pg/mL konsantrasyonda 1,49+0,03, en diisiik
deger etil asetat 100 pug/mL konsantrasyonda 0,19+0,01 olarak bulunmustur.

Sonug olarak zeytin yapragiin metanollii ekstresinde toplam fenolik madde, linoleik
asit indirgeme ve indirgenme kapasitesi diger ekstrelere gore daha aktif

bulunmustur. DPPH radikali tutma, demir (II) selatlama, linoleik asit indirgeme ve
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stiperoksit radikali giderme aktivitesinde etil asetat ekstrelerin daha etkili oldugu
goriilmistiir. n-hekzanli ekstrelerde ise sadece DPPH radikali tutma aktivitesi ve
linoleik asit indirgeme diizeyi 6nemli bulunmustur. Bu aktiviteleri nedeniyle zeytin
yapragimin gida, kozmetik, farmasotik ve hayvan besleme alaninda dogal alternatif

bir antioksidan olarak degerlendirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Olea europaea L., zeytin yapragi, antioksidan aktivite, toplam
fenolik madde, DPPH.
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SUMMARY

In this study, antioxidant property of olive leaf (Olea europaea L.) containing many
bioactive substances in it like oleuropein was investigated in vitro with various
methods. Determination of total phenolic substances, DPPH radical removal activity,
antioxidant activity with ferric thiocyanate (FTC) method in linoleic acid system,
chelation activity of iron (I) ions, superoxide radical removal activity and reduction
capacity were performed for the samples at the concentration of 100-250-500-1000
pug/mL with methanol, ethyl acetate and n-hexane extracts obtained from dried olive

leaves.

Percentage yields of the Olea europaea L. were found 34,59%, 26,15% and 13,21%
respectively, as a result of the extractions made with methanol, ethyl acetate and n-
hexane solvents. In total phenolic substance determination the highest value was
found 85,27+15,03 in methanol at 1000 pg/mL concentration and the lowest value as
0,18+1,32 in n-hexane at 500 ug/mL concentration. The highest value in the DPPH
radical removal activity was found 72,93+0,42 in ethyl acetate at 500 pg/mL
concentration, the lowest value as 13,77+1,23 in n-hexane at 100 upg/mL
concentration. The highest value linoleic acid reduction was found as 89,52+9,77 in
methanol at 250 pg/mL concentration, the lowest value as 61,19+4,05 in ethyl
acetate at 100 ug/mL concentration. The highest value in reduction of iron (1) ions
was found as 50,53+5,53 in ethyl acetate at 1000 pg/mL concentration, the lowest
value as 8,16+0,43 in n-hexane 100 ug/mL concentration. In the superoxide radical
removal activity, the highest value as 72,00+1,35 in ethyl acetate at 250 ug/mL
concentration, the lowest value as 13,76+£2,24 in n-hexane at 500 upg/mL
concentration. Finally, the highest value was found as 1,49+0,03 in methanol at 1000
ug/mL concentration and the lowest value as 0,19+0,01 in ethyl acetate at 100 ug/mL
concentration for the reduction capacity.
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In conclusion, it was seen that total phenolic substances, linoleic acid reduction and
reduction capacity of methanol extract of the antioxidant activity of the Olea
europaea L. are more active when compared with other extracts. It was found out
that extracts with ethyl acetate are more effective in DPPH radical retention, iron (I1)
chelating, linoleic acid reduction and superoxide radical removal activity. Important
values were obtained only in DPPH radical retention activity and linoleic acid
reduction in the extracts with n-hexane. Due to these activities, it is thought that olive
leaf may be considered as a natural alternative antioxidant in nourishment, cosmetic,

pharmaceutical and animal nutrition fields.

Key words: Olea europaea L., olive leaf, antioxidant activity, total phenolic
substance, DPPH
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