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OZET

Amac: Bu calismada, Tiirkiye’de yaygin yetistirilen zeytin ¢esitlerine ait yapraklardaki
oleuropein (OLP) ve toplam fenolik madde (TPC) miktarlari belirlenerek OLP i¢in verimli
bir ekstraksiyon ve saflagtirma yontemi gelistirilmis ve ardindan elde edilen materyalin

antioksidan ve antidiyabetik etkileri degerlendirilmistir.

Yontem: OLP ekstraksiyonu, ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE) yontemiyle
gerceklestirilmis ve islem parametreleri Yanit Yiizey Metodu (RSM) ile optimize
edilmistir. Elde edilen ekstrakt, lipofilik bilesiklerin uzaklastirilmasi, sivi-sivi
ekstraksiyonu ve silika jel kolon kromatografisi adimlariyla saflagtirtlmistir. OLP miktar
Ultra Performans Sivi Kromatografisi (UPLC) ile, TPC diizeyi Folin-Ciocalteu
yontemiyle, antioksidan aktiviteler DPPH® ve ABTS® analizleriyle, antidiyabetik etkileri

ise a-amilaz ve a-glukosidaz enzim inhibisyon testleriyle degerlendirilmistir.

Bulgular: Tez kapsaminda incelenen zeytin yapragi cesitlerinden OLP igerigi en yiiksek
olan ¢esit Hamza Celebi, TPC icerigi en yiiksek olan ise Cilli ¢esidi olarak belirlenmistir.
OLP diizeyi yiiksek olarak belirlenen ¢esitten UAE yontemi ile OLP ekstraksiyonunda en
yuksek verim i¢in kosullar %87 etanol, 60°C ve 37 dakika olarak belirlenmis olup OLP
verimi %4,87 olarak hesaplanmistir. Bu cesitte gerceklestirilen saflagtirma islemleri
sonucunda ise %68,29 saflikta ve %74,37 geri kazamimla OLP izole edilmistir.
Saflastirilan materyalin DPPH ve ABTS aktiviteleri sirastyla 107,99+0,93 ve 124,37+1,45
mg TE/g iken, ekstraktta bu degerler 56,21+1,28 ve 43,23+1,23 mg TE/g olarak
belirlenmistir. Elde edilen ekstrakt (%4,87 OLP) ve saflastirilan materyalin (%68,29 OLP)
a-glukosidaz enzimine karsi konsantrasyona bagli olarak inhibitdr etki gosterdigi
belirlenmistir. Yapilan karsilagtirmada, 2000 ppm konsantrasyonunda akarboz %79,38,
saflastirilan materyal %56,55 ve ekstrakt %58,65 oraninda inhibisyon saglamistir.

Sonug: Elde edilen bulgular; zeytin yapragi ekstrakti ve saflagtirilan materyalin yaygin
kullanilan bir antidiyabetik ajan olan akarboz ile karsilastirildiginda a-glukosidaz enzimi

tizerindeki etkileri bakimindan inhibitdr bir aktivite gosterdigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: oleuropein, ultrasonik, saflastirma, antidiyabetik, antioksidan



ABSTRACT

Objective: In this study, the amounts of oleuropein (OLP) and total phenolic content
(TPC) in the leaves of olive varieties commonly cultivated in Turkey were determined.
An efficient extraction and purification method for OLP was developed, and the

antioxidant and antidiabetic effects of the obtained material were subsequently evaluated.

Method: OLP extraction was performed using the ultrasonic-assisted extraction (UAE)
method, and the process parameters were optimized using the Response Surface
Methodology (RSM). The resulting extract was purified through the removal of lipophilic
compounds, liquid-liquid extraction, and silica gel column chromatography. The OLP
content was quantified using Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), TPC
was determined by the Folin-Ciocalteu method, antioxidant activities were assessed by
DPPH*® and ABTS® assays, and antidiabetic effects were evaluated using a-amylase and

a-glucosidase enzyme inhibition tests.

Results: Among the olive leaf varieties examined in this thesis, the Hamza Celebi variety
had the highest OLP content, while the Cilli variety had the highest TPC content. For the
variety with high OLP levels, the optimal UAE conditions for maximum yield were
determined as 87% ethanol, 60°C, and 37 minutes, resulting in an OLP yield of 4,87%.
Following purification steps, OLP was isolated with 68,29% purity and a 74,37% recovery
rate. The DPPH and ABTS activities of the purified material were 107,99+0,93 and
124,37+1,45 mg TE/g, respectively, while those of the extract were 56,21+1,28 and
43,23+1,23 mg TE/g. Both the extract (4,87% OLP) and the purified material (68,29%
OLP) exhibited concentration-dependent inhibitory effects on a-glucosidase enzyme. In a
comparative analysis, 2000 ppm of acarbose showed 79,38% inhibition, whereas the

purified material and extract showed 56,55% and 58,65% inhibition, respectively.

Conclusion: The findings revealed that both olive leaf extract and the purified material
exhibited inhibitory activity on the a-glucosidase enzyme, comparable to acarbose, a
commonly used antidiabetic agent.

Keywords: oleuropein, ultrasonic, purification, antidiabetic, antioxidant
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1. GIRIS

Zeytin agac1 (Olea europaea L.), Akdeniz havzasinda binlerce yildir yetistirilen,
ekonomik ve kiiltiirel a¢idan biiyiikk dneme sahip bir bitkidir (Filardo ve ark., 2024;
Kyriakoudi ve ark., 2024). Tiirkiye, diinya genelinde dnemli zeytin iireticilerinden biri
olmasina ragmen, iiretim siirecinde ortaya ¢ikan zeytin yapragi, biiyiik oranda atik olarak
degerlendirilmekte, genellikle hayvan yemi ya da yakit olarak kullanilmaktadir (Mir-
Cerda ve ark., 2024; Kabbash ve ark., 2021). Oysa zeytin yapragi, oleuropein (OLP) basta
olmak tizere ¢esitli biyoaktif bilesenler igermesi nedeniyle, farmasotik ve fonksiyonel gida

alanlarinda degerlendirilebilecek yiiksek katma degerli bir yan tiriindiir.

OLP, antioksidan, anti-inflamatuar ve 6zellikle potansiyel antidiyabetik etkileri ile 6ne
c¢ikan fenolik bir bilesiktir. Ancak bu etkilerin mekanizmalar1 heniiz tam olarak
aydimlatilamamistir. Ayrica, Tiirkiye’de yetisen farkli zeytin gesitlerine ait yapraklarin
OLP igerikleri hakkinda kapsamli bilimsel veriler yetersizdir. Zeytin yapragindan
OLP’nin verimli bir sekilde ekstrakte edilmesi ve saflastirilmasi hem akademik hem de
endiistriyel agidan biiylik 6nem tagimaktadir. Bununla birlikte, OLP’nin saflastirilmasina
yonelik caligmalar sinirli olup, saflagtirma siireclerinin optimizasyonu yeteri kadar

aydimlatilamamigtir.

Bu caligmanin amaci, Tirkiye’de yaygin yetistiriciligi yapilan zeytin cesitlerine ait
yapraklardaki OLP ve toplam fenolik madde (TPC) miktarini belirlemek, OLP i¢in verimli
bir ekstraksiyon ve saflastirma yontemi gelistirerek elde edilen bilesigin antioksidan ve
antidiyabetik etkilerini degerlendirmektir. Bu dogrultuda, ultrasonik destekli ekstraksiyon
(UAE) gibi yenilik¢i tekniklerin OLP verimi {izerindeki etkisi incelenmis; ardindan farkl
saflastirma siirecleri optimize edilerek yliksek saflikta OLP elde edilmesi hedeflenmistir.
Elde edilen materyalin o-amilaz ve a-glukosidaz enzimleri {izerindeki inhibisyon
etkileriyle antidiyabetik etkisi; DPPH® ve ABTS® testleriyle antioksidan kapasitesi
belirlenmigtir. Ayrica, mevsimsel degisimin yapraklardaki OLP ve TPC igerikleri
tizerinde etkisi karsilastirmali olarak degerlendirilmis, bunun yani sira, zeytin

yapraklarmin renk gibi fiziksel o6zellikleri ile OLP miktarn arasindaki iliski ilk kez



kapsamli bir sekilde incelenerek, yaprak renginin OLP diizeyine dair dolayli bir gosterge

olup olamayacagi arastirilmistir.

Hipotezler

>

Hipotez 1: Farkli zeytin cesitlerine ait yapraklarin OLP ve TPC igerikleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmaktadir.

Hipotez 2: Farkli zeytin ¢esitlerinin yapraklarindaki OLP ve TPC igerikleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli ve pozitif korelasyon vardir.

Hipotez 3: Farkli zeytin ¢esitlerinin yapraklarindaki OLP icerigi ve yaprak rengi
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki bulunmaktadir.

Hipotez 4: Ayni1 zeytin agacindan kis ve yaz mevsimlerinde toplanan yapraklarin
OLP miktar1 ve TPC miktar1 mevsimsel degisimlere bagli olarak istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farklilik gostermektedir.

Hipotez 5: Zeytin agaclarimin farkli lokalizasyonlarindan (bazal, orta ve apikal
dallarindan) elde edilen yapraklar, OLP miktar1 agisindan istatistiksel olarak
anlaml farklilik gostermektedir.

Hipotez 6: Ultrasonik ekstraksiyonda kullanilan etanol orani, ekstraksiyon
sicakliglt ve ekstraksiyon siiresi gibi parametreler, ekstraksiyon verimliligini
istatistiksel olarak anlamli sekilde etkilemektedir.

Hipotez 7: Farkl saflastirma siire¢lerinin birlesimi ile OLP en az %30 saflikta
elde edilebilir.

Hipotez 8: Zeytin yapraklari antioksidan kapasiteye sahiptir ve yliksek safliktaki
OLP de bu 6zeligi gosterir.

Hipotez 9: OLP, in vitro kosullarda a-amilaz enzimini inhibe ederek potansiyel
antidiyabetik etki gostermektedir.

Hipotez 10: OLP, in vitro kosullarda a-glukosidaz enzimini inhibe ederek

potansiyel antidiyabetik etki gostermektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Beslenmenin Saghk Uzerindeki Rolii

Beslenme, canli bir organizmanin biiylimesi, gelismesi, yasamini siirdiirmesi ve saglikli
bir yasam siirmesi i¢in temel bir gerekliliktir (Nakamura, 2022). Yeterli ve dengeli
beslenme, enerjinin ana kaynagi olan makro besinlere (esansiyel yag asitleri,
karbonhidratlar, esansiyel amino asitler vb.) ve hemen hemen tiim gelisimsel ve metabolik
stiregler i¢in ihtiya¢c duyulan mikro besinleri (vitaminler, mineraller vb.) saglamakla
kalmaz; ayn1 zamanda bir¢ok fizyolojik sistemin diizenli ¢alismasina katki saglar (Kiani

ve ark., 2022).

Kronik hastaliklar, bulasicit olmayan, genellikle uzun siireli, yavas ilerleyen ve genetik
yatkinlik ya da sagliksiz yasam tarzlarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan hastaliklardir.
Son yillarda, kiiresel diizeyde beslenme aligkanliklart diinyadaki hemen hemen her iilkede
degisime ugranmustir. Ozellikle agir1 enerji alimi, dengesiz makro ve mikro besin dgesi
tilketimi, doymus yag ve rafine karbonhidrat igerigi yiiksek diyetler; obezite, diyabet,
kardiyovaskiiler hastaliklar ve bazi kanser tiirlerinin gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir

(Mozaffarian, 2016; Balwan ve Kour, 2021).

Yasam siiresi beklentisi son iki yiizyilda artis gosterse de mevcut projeksiyonlar; alt
solunum yolu enfeksiyonlari, obezite, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser ve diyabet gibi
kronik hastaliklarin artisina bagl olarak gelecek nesillerin yasam siiresinde bir diisiis

yasanabilecegini gostermektedir (Anderson ve Durstine, 2019).

2.2. Diabetes Mellitus

Diyabet, yiizyillardir bilinen bir hastaliktir. Aretaeus, hastaligi “et ve uzuvlarin idrara
erimesi” olarak tanimlamistir. Milattan Once 5. yiizyilda ise Hint hekimleri, politiri
hastalarinda idrarin tath ve bal benzeri tadina dikkat ¢ekmis ve bu durumu “bal idrar1”
anlamina gelen madhu meha olarak adlandirmiglardir; bu idrar, karincalar1 ve diger
bocekleri gekmistir. Milattan sonra 5. yiizyila kadar diyabet tanimlari, biri yash ve sisman

kisilerde, digeri ise kisa siirede hayatta kalan ince kisilerde olmak iizere iki formdan



bahsetmistir. Ancak “mellitus” (Latince “bal” anlaminda) terimi 17. yiizyilda

tanimlamaya eklenmistir (WHO, 2019).

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgilanmasindaki, insiilin etkisindeki veya her ikisindeki
kusurlardan kaynaklanan hiperglisemi, bozulmus glukoz toleransi, insiilin direnci ve
hiperlipidemi ile karakterize bir metabolik hastaliktir (Egan ve Dinneen, 2019; Hadrich
ve ark., 2015). Diyabetteki karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki

anormalliklerin temeli, insiilinin hedef dokulardaki yetersiz etkisidir (ADA, 2014a).

Gliniimiizde bir¢ok iilke hizla yayilan kiiresel bir diyabet "salginmnin" esigindedir
(Darenskaya ve ark., 2021). Bu hastalik, diisiik ve orta gelirli iilkelerin kirsal bolgeleri
dahil olmak iizere, diinyanin tiim bdlgelerinde ve her popiilasyonda goriilmektedir.
Hastaligin neden oldugu yiiksek kan glukozu, her yil neredeyse 4 milyon 6liime yol
acmaktadir (WHO, 2019). Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF), 2021 yilinda diinya
genelinde 536,6 milyon yetiskin (20—79 yas) diyabet hastasi oldugunu ve bunun diinya
niifusunun %10,5'ini olusturdugunu bildirmistir. 2045 yilina gelindiginde ise diyabetli
birey sayisinin 783,2 milyona ulasmasit ve genel prevalansin %12,2’ye yiikselmesi
ongoriilmektedir. Bu veriler, diinya genelinde diyabetin giderek artan bir halk sagligi

sorunu haline gelecegini gostermektedir (IDF ATLAS, 2021).

Cin, Hindistan, Pakistan ve ABD, 2021 yilinda diinya g¢apindaki diyabetli niifusun
yarisindan fazlasina ev sahipligi yapmaktadir. Bu iilkelerin, 2045 yilina gelindiginde de
ilk dort siradaki yerini koruyacagi dngoriilmektedir. Tiirkiye ise 2045 yilinda, 13,4 milyon
diyabetli birey ile listeye onuncu siradan girecek ve ilk on iilke arasina dahil olacaktir
(IDF ATLAS, 2021). Sekil 2.1°de 2021 yilinda, Avrupa Kitasinda 20-79 yas araliginda

yasa gore ayarlanmis karsilastirmali diyabet prevalansi gosterilmektedir.



<5%

5-<6%
. 6-<7%
. 7-¢8%
. >8%

Sekil 2.1. 2021 Yilinda Avrupa Kitasi’nda 20-79 Yas Arasi Bireylerde Diyabet Prevalanst (%) (IDF
ATLAS, 2021)

Uluslararas1 Diyabet Federasyonu tarafindan 2009 yilinda yayimlanan Diyabet Atlasi'na
gore, Tlrkiye'de diyabet prevalanst %7,4 olarak belirlenmis ve o donemde yaklasik 3,5
milyon olan diyabetli birey sayisinin 2030 yilina kadar 6 milyonu asacagi dngoriilmiistiir.
10. Diyabet Atlasi'nda ise 2021 yili itibartyla Tiirkiye'de 20-79 yas araligindaki erigskin
niifusta diyabetin kaba prevalansinin %15,9, diinya niifusuna gore standardize edilmis
karsilastirmali prevalansin ise %14,5 oldugu ve diyabetli birey sayisinin 9 milyonu gectigi
bildirilmistir (T.C. Saghk Bakanligi, 2023). Tiirkiye Beslenme ve Saglik Arastirmasi
(TSBA) 2017 yil1 verilerine gore ise 20 yas iistii niifusta diyabet prevalansi %13,6 olarak
belirlenmistir. Bu yas grubunda, %15,5 ile en yiiksek diyabet prevalansina sahip bolge
Bat1 Karadeniz'dir (TBSA, 2019).

2.3. Diyabetin Simiflandirilmasi
Amerikan Diyabet Dernegi’ne gore DM 4 tipte siniflandirmaktadir (ADA, 2014b).



2.3.1.Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 DM, pankreasta bulunan ve insiilin iireten beta hiicrelerinin kayb1 sonucu ortaya
cikan, insiilin eksikligine bagl olarak artan kan glukoz seviyeleri ile karakterize edilen
kronik bir otoimmiin hastaliktir. Cocukluk ¢aginda en sik goriilen endokrin ve metabolik
hastaliklardan biridir. Hastalarin biiyiik ¢ogunlugunda, B-hiicre kayb1 tip 1 DM ile iligkili
otoimmiinitenin bir sonucudur (Katsarou ve ark., 2017). Tip 1 DM, ¢ocukluk ¢aginda
siklikla goriilmesine ragmen, bagslangic yetiskinlerde de goriilebilir ve tip 1 diyabet ile

yasayan insanlarin %84" yetiskindir. (WHO, 2019).

2.3.2.Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM, B-hiicre disfonksiyonu ve degisen derecelerde insiilin direnci ile iliskili kronik
bir metabolik bozukluktur. Insiilin direnci; hipertansiyon, obezite ve polikistik over
sendromu gibi diger metabolik durumlarda da goriilmekte olup bu durumlar tip 2 diyabetli
bireylerde siklikla bir arada bulunabilmektedir (Egan ve Dinneen, 2019). Yag dokusu, kas
ve karaciger gibi hedef organlarda azalmais insiilin duyarliligi, tip 2 DM nin bir 6zelligidir

(Zheng ve ark., 2021).

Tip 2 DM, toplam diyabet vakalarinin %90 ila %95'ini olusturur ve en yiiksek goriilme
oranlar1 diigiik ve orta gelirli iilkelerde rapor edilmektedir. Bu kisilerin ¢ogu asir1 kilolu

veya obezdir ve bu durum insiilin direncinin baslica nedenidir (WHO, 2019).

2.3.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus

Gestasyonel DM, diyabet Oykiisii olmayan hamile kadinlarda goriilmektedir. Gebelik
boyunca yliksek kan sekeri seviyeleri ile seyreden bu diyabet tipi, anne ve yenidogan i¢in
ciddi riskler tagimaktadir (Chigurupati ve ark., 2021; ADA, 2014b). Gestasyonel diyabetin
patogenezinde, plasenta tarafindan salgilanan hormonlarin (plasental prolaktin, dstrojen,
progesteron) insiiline kars1 antagonistik etki gosterdigi one siiriilmektedir (Zhang ve ark.,

2021).

2.3.4.Diger Spesifik Tipler
Tip 1 ve tip 2 DM disinda, belirli nedenlere bagli olarak ortaya ¢ikan diger spesifik diyabet
tiirlerini de bulunmaktadir. Diger spesifik tiirler arasinda; B-hiicre fonksiyonundaki

genetik defektler (MODY alt tipleri) ve insiilin reseptor defektleri yer almaktadir. Sadece
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genetik defektler degil pankreas hastaliklarina bagli diyabet (pankreatit, kistik fibrozis,
pankreatektomi), endokrin bozukluklarla iligkili diyabet (Cushing sendromu, akromegali,
feokromositoma, glukagonoma, hipertiroidizm), glukokortikoidler, tiazid ditiretikleri,
vacor, pentamidin, nikotinik asit ve dilantin gibi ila¢ veya kimyasallara bagh diyabet
goriilebilmektedir. Ayrica, viral enfeksiyonlara bagl diyabet tipleri arasinda konjenital
kizamik¢ik ve sitomegaloviriis enfeksiyonlari bulunurken, genetik sendromlarla iligkili
diyabetler arasinda Down sendromu, Turner sendromu, Klinefelter sendromu ve Prader-
Willi sendromu bulunmaktadir. Bu spesifik diyabet tiirleri, tip 1 ve tip 2 DM’den farkli
mekanizmalarla ortaya ¢ikmaktadir (ADA, 2014a).

2.4. Diyabet Taramasi ve Risk Faktorleri

Herhangi bir risk faktorii bulunmayan 35 yas tistii bireylerde periyodik bir sekilde diyabet
taramas1 yapilmasi dnerilmektedir. Bununla birlikte, beden kitle indeksi (BK1) 25 kg/m?2
ve lizerinde olan bireyler ile diyabet agisindan risk faktorleri tasiyan kisilerde, yas sinir1
olmaksizin taramaya baslanabilir. Diyabet tespit edilmese dahi testlerin {i¢ yilda bir
tekrarlanmasi1 gerekmektedir. Tip 2 DM risk faktorleri Tablo 2.1°de gosterilmektedir.
Otuz bes yas iizerinde olup BKI >25 kg/m? olan ve Tablo 2.1°de belirtilen risk
faktorlerinden en az birine sahip bireyler diyabet agisindan yiiksek risk grubunda kabul
edilmektedir. Tip 1 DM ig¢in rutin tarama yapilmasi Onerilmemektedir (T.C. Saglik
Bakanligi, 2023).

Diyabet i¢in dort tani testi onerilmektedir. Bunlar arasinda aglik plazma glukozu, 75 g oral
glukoz tolerans testinden (OGTT) 2 saat sonra plazma glukozu, HbAlc ve diyabet

belirtileri ile semptomlarinin varliginda rastgele kan glukozu dlgiilerek tani konur.

e Achk Plazma Glukozu Ol¢iimii: Diyabet tanis1 igin 8 saatlik aglik sonrasi plazma
glukozu > 126 mg/dl (7.0 mmol/L) olmalidir.
e 2 Saatlik Plazma Glukozu Ol¢iimii (OGTT Sonrasi): 75 g OGTT sonras1 2 saat

sonrast plazma glukozu > 200 mg/dl (11.1 mmol/L) olmalidir.
e HbAIlc Olciimii: HbAlc > 6.5% olmalidir.

¢ Rastgele Kan Glukozu Olciimii: Diyabet belirtileri ve semptomlar1 varliginda

rastgele kan glukozu > 200 mg/dl (11.1 mmol/L) olmalidir.



Bu degerlerden herhangi biri diyabet tanisin1 destekler. Semptomsuz kisilerde yiiksek
degerler tespit edilirse, tanty1 dogrulamak i¢in miimkiin olan en kisa siirede, tercihen ayni

testle tekrar test yapilmasi onerilir (WHO, 2019).

Tablo 2.1. Diyabet Risk Faktorleri

Ailede diyabet oykiisii
Hipertansiyon

HDL-kolesterol <35 mg/dl ve trigliserit >250 mg/dl
Kardiyovaskiiler hastalik
Polikistik over sendromu
Gestasyonel diyabet dykiisii
Makrozomik dogurma dykiisii
Insiilin direnci ile iliskili durumlar
Sizofreni

Bazi ilaglarin kullanimi

Fiziksel inaktivite

Solid organ transplantasyonu dykiisii

Diyabet tanisi i¢in kullanilan bu sinir degerlerin yani sira glukoz metabolizmasinda heniiz

diyabet seviyelerine ulasmamis bozulmalar da klinik agidan 6nem tasimaktadir.

Prediyabet, kan glukoz diizeylerinin normal aralik ile diyabet sinirlar1 arasinda yer aldigy,
ancak heniiz diyabet tanis1 koymak i¢in yeterli olmadigi bir durumdur. Bu siire¢, glukoz
seviyelerinin gri bir bdlgede bulundugu gegis donemi olarak kabul edilir. Prediyabet,
bozulmus aglik glukozu ve bozulmus glukoz toleransi olmak {izere iki ana durumu igerir.
Bozulmus aglik glukozunda aglik kan sekeri 100-125 mg/dl arasinda seyrederken,
bozulmus glukoz toleransinda oral glukoz tolerans testinden 2 saat sonraki kan sekeri 140-
199 mg/dl arasindadir. Epidemiyolojik verilere gore, tip 2 DM teshisi konmadan 5 yil
once yetiskinlerin yaklasik %60''nda bu bozukluklardan en az biri goriilmektedir
(Marcovecchio, 2017). Tablo 2.2’ de glikoz tolerans kategorileri gosterilmektedir. (ADA,
2014b).



Tablo 2.2. Glukoz Toleransina Dayali1 Diyabet Tan1 Kriterleri

Test Parametresi Normal Glukoz Prediyabet Diyabet
Toleransi
Achik Plazma Glukozu <100 mg/dl 100-125 mg/dl >126 mg/dl
OGTT <140 mg/dl 140-199 mg/dl >200 mg/dl
HbAlc < %35,6 %S5,7-6,4 > %6,5

>200 mg/dl (diyabet

Rasgele Plazma Glukozu - B semptomlari ile birlikte)

2.5. Diyabetin Komplikasyonlari

DM, sadece metabolik bir bozukluk degil, ayn1 zamanda bircok akut ve kronik
komplikasyonla seyreden sistemik bir hastaliktir. Bu komplikasyonlar, diyabetik
hastalarda 6nde gelen mortalite ve morbidite nedenleridir (Zheng ve ark., 2021). Kronik
hiperglisemi, diyabetin hem akut hem de kronik seyrinde 6nemli rol oynayarak, hastalarin
prognozunu olumsuz etkileyen komplikasyonlarin temelini olusturur (Marcovecchio,
2017). Hiperglisemi yonetimi i¢in mevcut strateji, kan glukozu seviyelerini miimkiin
oldugunca uzun stire normal aralikta tutmaya calismaktir (Ceriello ve Prattichizzo, 2021).
DM komplikasyonlarina yonelik mevcut yaklagimlar ise var olan patolojiyi tamamen
tersine ¢evirememekte ancak komplikasyonlarin 6nlenmesi ve etkin yonetimi iizerine

odaklanmaktadir (Cole ve Florez, 2020).

2.5.1. Akut Komplikasyonlar

DM’nin en yaygm akut komplikasyonlari, diyabetik ketoasidoz ve hiperozmolar
hiperglisemidir. Her iki durum da goreceli veya mutlak insiilin eksikligi ile birlikte
diizenleyici hormonlarin (glukagon, bliylime hormonu, kortizol, katekolaminler) artistyla
meydana gelir (Marcovecchio, 2017). Erken tan1 ve uygun miidahale ile 6liim orani

diisiiriilmesine ragmen 6zellikle ¢ocuklarda beyin 6demi gelisebilir (Dhatariya ve ark.,

2020).

2.5.2.Kronik Komplikasyonlar
DM'deki uzun siireli hiperglisemi, bir¢cok organ ve sistem iizerinde geri doniisii miimkiin
olmayan kronik komplikasyonlara neden olabilir. Kronik komplikasyonlar, mikrovaskiiler

(retinopati, nefropati ve ndropati) ve makrovaskiiler (kardiyovaskiiler bozukluklar,



periferik vaskiiler hastaliklar, serebrovaskiiler hastaliklar) komplikasyonlar olarak ayrilir

(Darenskaya ve ark., 2021; Cole ve Florez, 2020; Deshmukh ve ark., 2015).

DM’deki noropati, 6zellikle alt ekstremiteleri innerve eden periferik sinirler igin sinir
hasarinin 6nde gelen sebebidir. Bu sinir hasari, asir1 agr1 ve yasam kalitesinin azalmasina
ek olarak diyabet olmayan bireylere kiyasla alt ekstremite amputasyonu riskini 15 kat
arttirmaktadir (Cole ve Florez, 2020). Diyabetli hastalarda bobregin yapisal ve islevsel
anormallikleri diyabetik nefropati olarak adlandirilmakta olup tip 1 ve tip 2 diyabetli
hastalarin yaklasik %40'1nda gelismektedir. Nefropati, idrarda albiimin atilim1, diyabetik
glomertiler lezyonlar ve glomeriiler filtrasyon hizinin kaybi ile karakterizedir (Liu ve ark.,
2022). Diyabetik retinopati ise hipergliseminin retinadaki kan damarlarindaki ilerleyici

hasarina bagl kanamaya ve korliige yol agabilen bir durumdur (Cole ve Florez, 2020).

Diyabetin uzun donemli komplikasyonlarindan biri de biiyiik damarlari etkileyen
makrovaskiiler komplikasyonlardir. Makrovaskiiler komplikasyonlarin patolojik
mekanizmasi, arter duvarlarinin daralmasina yol agan ateroskleroz siireci ile iligkilidir.
Makrovaskiiler komplikasyonlar arasinda koroner arterlerde plak birikimine yol acarak
kalp krizi ve kalp yetmezligi riskini artiran koroner arter hastaligi, beyin damarlarinin
tikanmasi veya kanamasi sonucu gelisen serebrovaskiiler hastaliklar, alt ekstremitelerdeki

damarlar1 etkileyerek dolasim bozukluklarina yol agan periferik arter hastalig

bulunmaktadir (Fowler, 2011).

2.6. Diyabet Tedavi Stratejileri

DM’de tedavinin amaci, mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin baglamasini ve
ilerlemesini Onleyerek, diyabetli bireylere, diyabeti olmayanlarla benzer yasam kalitesi
sunmaktir (Saisho, 2018). Diyabet yonetimi; hastalarin diizenli medikal takibi, planl
fiziksel aktivite, uygun farmakolojik tedavi, kan sekeri diizeylerinin izlenmesi ve
bireysellestirilmis beslenme programlarinin uygulanmasini iceren ¢ok yonlii bir siirectir
(Khursheed ve ark., 2019). DM’de ilk miidahale yasam tarzi degisikliklerine

odaklanmaktir (Marin-Penalver ve ark., 2016).

10



2.6.1. Medikal Tedavi

Diyabet tedavisinde kullanilan algoritmalar, diyabet komplikasyonlarinin gelismesini
veya ilerlemesini azaltmak icin iyi glisemik kontrole olan ihtiyaci vurgulamaktadir
(Marin-Penalver ve ark., 2016). Kan sekerinin normal seviyede tutulmasi, antidiyabetik

ilaglar ve insiilin enjeksiyonu ile miimkiindiir (Purwanta ve ark., 2017).

Insiilin Tedavisi

Biyosentetik insiilin ve insiilin analoglari, hem tip 1 DM hem de tip 2 DM tedavisinin
omurgasini olusturur (Toledano ve ark., 2016). Insiilin, tip 1 DM'li tiim hastalarda birincil
tedavi yontemidir, ancak tip 2 DM durumunda birincil tedavi olarak kabul edilmez,
genellikle oral antidiyabetik ajanlar etkili sonuglar iiretemediginde insiilin tedavisine
basvurulur. Tip 2 diyabetli bireylerde insiilin tedavisi, hedef HbAlc seviyelerine
ulagsmada yetersiz kalan durumlarda komplikasyon riskini azaltmak amaciyla uygulanir

(Abiola ve ark., 2016).

Oral Antidiyabetik Ajanlar

Kan sekerini diisliren bazi ajanlart igeren farmakolojik tedavi, glisemik kontroliin
sirdiiriilmesi icin hayati dneme sahiptir (Seino ve ark., 2015). Bu ilaglar arasinda
biguanidler, meglitinidler, siilfoniliireler, dipeptidil peptidaz 4, tiazolidindionlar, sodyum-
glikoz ko-tastyici inhibitorleri ve alfa glukosidaz inhibitorleri yer alir (Khursheed ve ark.,
2019). Bu ilaglar arasinda metformin, kontrendikasyon bulunmamasi durumunda tip 2

diyabetin tedavisinde birinci basamaginda yer alan ilactir (Inzucchi ve ark., 2015).

Diger yandan alfa glukosidaz inhibitorleri benzersiz etki mekanizmasindan dolay1 diger
antidiyabetikler —ajanlardan ayrilir. Bu ajanlar, kompleks karbonhidratlarin
monosakkaritlere doniisiimiinii erteleyerek postprandiyal glukoz artigin1 6nler. Boylece,
Ozellikle yemek sonrasi glisemik kontroliin saglanmasinda etkili olurlar. Akarboz,
miglitol ve vogliboz mevcut olan ii¢ alfa glukosidaz inhibitoriidiir. Bu ilaglar arasinda
akarboz, hiperglisemi tedavisinde 20 yildan uzun siiredir kullanilmaktadir. (Marin-

Penalver ve ark., 2016; Khursheed ve ark., 2019; Scheen, 1998).
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2.6.2. Yasam Tarz1 Degisiklikleri

Yasam tarz1 degisiklikleri ve bireysellestirilmis beslenme planlari, diyabet yonetiminin
temelini olusturur. Enerji dengesi ise beslenme ve fiziksel aktivite gibi onemli iki
parametreden etkilenir. Bu iki parametre diyabet tedavisinin yapi tast olarak kabul edilir.
Bir¢ok randomize kontrollii c¢alisma, kisisellestirilmis beslenme planinin, o6zellikle
karbonhidrat sayiminin, tiim hastalarda kritik rol oynadigini, HbAlc'yi diisiirmede etkili

oldugunu gostermistir (Marin-Pefialver ve ark., 2016).

2.6.3. Alternatif Tedavi Yaklasimlar

Eski zamanlarda insanlar bitkileri, kalp hastaliklari, kanser ve diyabet gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisi i¢in geleneksel tipta kullanmiglardir. Hindistan ve Cin'de diyabetin
kontrolii i¢in kullanilan geleneksel bitkilerin koklii bir gegmisi vardir. Giinlimiizde
diyabetin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglar ise kusma, migren, siskinlik ve bayginlik
gibi cesitli yan etkilerle iliskilendirilmektedir. Bu baglamda bitkisel ilaglarin daha az yan
etkiye sahip olmasi nedeniyle sentetik ilaclara iyi bir alternatif olabilirler (Verma ve ark.,

2018).

Sentetik bilesiklerin aksine, dogal iirtinler ¢ok farkli yapisal gesitlilige sahiptir. Bu
nedenle, yeni ilag gelistirme i¢in Oncii bilesiklerin kesfinde 6nemli bir rol iistlenmektedir
(Singh ve ark., 2018). Doga, bir¢ok saglik sorununa ¢6ziim bulmanin baslica kaynagidir.
Glinlimiizde, 1981 yilindan bu yana onaylanan ilaclarin yaklasik %71°1 dogrudan ya da
dolayli olarak dogal f{iriinlerden elde edilmistir. Bitkiler, tarth boyunca insan
hastaliklarinin tedavisinde ve yonetiminde Onemli bir rol oynamis; birgok geleneksel

kiiltiir, bu alanda kapsamli bir bilgi birikimi gelistirmistir (Adeniyi ve ark., 2018).

Etnobotanik verilerine gore antidiyabetik etki i¢in 800 farkli bitki kullanilmakta olup bu
bitkilerden klinik olarak sadece 450 tibbi bitkinin antidiyabetik 6zelliklere sahip oldugu
bildirilmistir. Bu 450 bitkiden 109 unun etki mekanizmasi bilimsel olarak aydinlatilmistir
(Verma ve ark., 2018; Singh ve ark., 2018). Cesitli klinik c¢aligmalar, bazi bitki
ekstraktlarinin antidiyabetik aktivite gosterdigini ve pankreas - hiicrelerinin etkisini geri
kazandirdigin1 dogrulamistir (Verma ve ark., 2018). Ayrica bu dogal bilesiklerin,
diyabetin patofizyolojisinde rol alan cesitli sinyal yollarinin diizenlenmesinde de etkili
oldugu belirtilmistir (Singh ve ark., 2018).
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Antidiyabetik 6zellikleriyle 6ne ¢ikan bazi bitki tiirleri arasinda Tulbaghia alliacea,
Tulbaghia violacea, Aloe ferox, Vinca major ve Sutherlandia frutescens bulunmaktadir.
S. Frutescens gibi bitkiler, insiilin hassasiyetini artirmakta, glikoz emilimini baskilamakta
ve lipit birikimini azaltmaktadir (Odeyemi ve Bradley, 2018). Salacia oblonga Wall.
bitkisinin kok ve kabuklarindan izole edilen salasinol ve kotalanol gibi aktif bilesiklerin,
a-glukosidaz enzimini inhibe ederek tip 2 DM tedavisinde etkili oldugu gdosterilmistir
(Singh ve ark., 2018). Diger yandan Allium sativum 10 ml/kg dozunda hipoglisemik etki
gosterirken, Aloe vera’nin 150 mg/kg dozundaki sulu ekstrakti, kan sekeri seviyesini
anlamh sekilde diisiirmiistiir. Catharanthus roseus’un yaprak ve dallarindan elde edilen
metanolik ekstraktin 500 mg/kg dozunun glukoz seviyesini diisiirdiigli, Momordica
charantia’nin ise igerdigi lectin araciligryla instilin benzeri bir etki gostererek 200 mg/kg
dozda hipoglisemik aktivite gosterdigi tespit edilmistir (Verma ve ark., 2018). Dogal
bilesikler, tedavi edici 6zelligi goz oniline alindiginda, bu bilesikler i¢inde dnemli bir yere
sahip olan zeytin yapragi, geleneksel tipta ates, sitma, hipertansiyon, diyabet, kanser,
romatizma, aritmi, solunum ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi pek c¢ok hastaligin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Martiny ve ark., 2022; Hassan ve ark., 2024;
Zhang ve ark., 2022; Kabbash ve ark., 2021).

2.7. Zeytin ve Onemi

Zeytin agaglarn (Olea europaea L.), Oleaceae familyasina ait her mevsim yesil agaclardir.
Olea cinsi 30 tlirden olugmasina ragmen, Olea europaea en popiiler olanidir ve bu cinsin
yenilebilir meyve tasityan tek tiiriidiir (Kabbash ve ark., 2021; Martiny ve ark., 2022).
Yetistirilmesinin kokeni, tarih oncesi ¢aglara dayanir ve diinyada en eski yetistirilen
agaclardan biridir. Genellikle zeytin agaclari, zeytinyag1 ve sofralik zeytin {iretimi i¢in
yetistirilir. Bu agag, %98 iiretim pay1 ile Akdeniz havzasinda daha sonra Kuzey Amerika,
Giliney Amerika ve Avustralya'da yetistirilmektedir (Filardo ve ark., 2024; Topuz ve
Bayram, 2022; Kyriakoudi ve ark., 2024). Zeytin iiretimi agisindan 6nde gelen 10 iilke ise
Ispanya, Italya, Yunanistan, Tiirkiye, Tunus, Fas, Suriye, Misir, Portekiz ve Cezayir’dir
(Kabbash ve ark., 2021). Tiirkiye'de ise zeytin ve zeytinyag iiretimi ¢ogunlukla Ege ve
Marmara bélgelerinde yapilir. Uretimin yapildig: baslica sehirler Aydin, Izmir, Mugla,
Balikesir, Manisa ve Canakkale'dir (Uzel, 2018).
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Tarim ve gida endiistrisi, besin tiretiminden kaynaklanan yilda yaklasik 1,3—1,6 milyar
ton gibi biiylik miktarda atik tiretmektedir. Bu 6nemli miktardaki atik, ciddi ekonomik ve
cevresel sorunlara yol agmaktadir. Bu atiklarin tamamina yakini, aktif bilesenlerin geri
kazanimi i¢in geri doniistiiriilebilir 6zelliktedir (Mir-Cerda ve ark., 2024). Yan {irlinlerin
degerlendirilmesi icin bircok girisimde bulunulmustur. Ozellikle, ilk basta yeterince
degerlendirilmeyen ve gormezden gelinen bir¢ok yan iirlin, giderek degerli bilesenlere
dontstiirilmektedir. Bu bilesenlerden bazilar1 ticarilestirilerek besinlerde veya
fonksiyonel gidalarda yaygin sekilde kullanilmaktadir (Tenore ve ark., 2020). Bu
kapsamda, zeytin yapraklari, tarim ve gida enddistrisinin énemli yan iiriinlerinden biri

olarak 6ne ¢ikmaktadir (Siamandoura ve Tzia, 2023).

Zeytin agaglarinin budama islemleri sonucunda hektar basma 1 ile 11 ton arasinda atik
biyokiitle tiretilmekte (Kyriakoudi ve ark., 2024) ve bu da aga¢ bagina yaklasik 25 kg atik
yaprak olarak birikmektedir. Bunun yani sira, zeytinyagi iiretimi igin toplanan zeytinlerin
biyokiitlesinin yaklasik %10’u zeytin yapraklarindan olusmaktadir. Bu yan {iriiniin bir
kismi hayvan yem olarak kullanilirken, bir kismi da tarlalara sagilarak bertaraf
edilmektedir. Ancak biiyiik bir boliimii, budama sonucu toplanan fazladan dallarla birlikte
biyoenerji elde etmek amaciyla yakilmaktadir. Bu siire¢, CO2 emisyonlar1 veya yangin
gibi 6nemli gevresel etkilere yol agmaktadir (Martin-Garcia ve ark., 2022; Lama-Mufoz

ve ark., 2019).

Cevresel sorunlara daha fazla odaklanilmasi ve zeytin yapraklarinin ucuz bir hammadde
olmasi nedeniyle bu atiklar, besin takviyelerinin iiretimi i¢in 6n plana ¢ikmaktadir (Lama-
Muioz ve ark., 2020; Hassan ve ark., 2024). Polifenoller, flavonoidler, lignanlar ve yag
asitleri agisindan zengin olan bu yapraklar, yiliksek katma degerli fenolik bilesiklerin elde
edilmesi i¢in 6nemli bir hammadde kaynagidir (Carrara ve ark., 2023; Kabbash ve ark.,
2021). Cevresel sorunlara yonelik artan farkindalik ve tiiketicilerin siirdiiriilebilir tiretim
yontemlerine olan talebi, yan iirlinlerin yonetimi i¢in stratejiler gelistirilmesinde 6nemli
itici gii¢ haline gelmektedir (Carrara ve ark., 2023). Bir¢ok arastirma, bu atiklar etkin bir
sekilde yonetilmesini ve diger faaliyetlerde yeniden kullanilarak ¢evresel kirlilik yiikiiniin
en aza indirilmesini amaglamaktadir (Castillo-Luna ve ark., 2023). Atik yapraklarin

degerli biyoaktif bilesikler kaynagi olarak degerlendirilmesi ise tarim ve gida
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sektorlerinde siirdiiriilebilir tiretimi destekleyen ve kaynak tiikketimini azaltmay1
hedefleyen dongiisel ve yesil ekonomiye gegisle uyumlu bir yaklasimdir (Kyriakoudi ve
ark., 2024).

Insanlik tarihi boyunca yaygin olarak zeytin yapraklari, geleneksel tipta hastaliklari
onlemek ve tedavi etmek amaciyla kullanilmis ayrica hayvan yemi olarak da
degerlendirilmistir (Hassan ve ark., 2024; Anwar ve ark., 2022). Geleneksel tipta zeytin
yapraklari, atesin diisiirtilmesi, sitma, hipertansiyon, diyabet, kanser, romatizma, aritmi,
solunum ve idrar yolu enfeksiyonlar1 gibi hastaliklarin tedavisinde 6n plana ¢ikmistir
(Martiny ve ark., 2022; Hassan ve ark., 2024; Zhang ve ark., 2022; Kabbash ve ark., 2021).
Ayrica hayvan yemlerinde kullanilan zeytin yapraklarinin hayvanlarin et ve siit yagi

kalitesini iyilestirdigi gosterilmistir (Kabbash ve ark., 2021).

2.8. Zeytin Yapragindaki Biyoaktif Bilesikler

Giliniimiizde zeytin yapraklari, biyoaktif bilesiklerin 6nemli bir kaynag olarak 6n plana
cikmaktadir (Zun-Qiu ve ark., 2015). Bu bilesiklerin ¢esitli biyolojik aktiviteleri, saglik
tizerindeki olumlu etki gostermektedir. Sekil 2.2°de zeytin yapraginda en bol bulunan
biyoaktif bilesiklerin siniflandirilmast gosterilmektedir. Bu bilesikler arasinda OLP,
verbaskozit ve ligstrosid gibi sekoiridoidler ile fenolik alkoller (hidroksitirozol ve tirozol)
bulunmaktadir (Kyriakoudi ve ark., 2024; Irakli ve ark., 2018; Sahin ve ark., 2011). Ayrica
kafeik asit ve vanilik asit gibi fenolik asitler de 6nemli bilesikler arasinda yer alir.
Flavonoid sinifinda ise apigenin, luteolin, diosmetin gibi flavonollar ile rutin ve kuersetin
gibi flavonollar yer almaktadir (Kyriakoudi ve ark., 2024; Siamandoura ve Tzia, 2023).
Bunun yani sira terpenler sinifinda oleanolik asit, maslinik asit, betulinik asit ve ursolik

asit gibi bilesikler de mevcuttur (Kabbash ve ark., 2023).
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Zeytin Yapraginda Bulunan Biyoaktif Bilesikler
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Sekil 2.2. Zeytin Yapraginda Bulunan Biyoaktif Bilesiklerin Siiflandirilmast

Zeytin yapraklari, yiiksek fenolik bilesik igerigi nedeniyle gida, farmasétik ve kozmetik
endiistrilerinde dikkat ¢eken bir bitkisel kaynak olarak one ¢ikmaktadir (Siamandoura ve
Tzia, 2023). Bu biyolojik acidan aktif bilesenlerin varligi, zeytin yaprag: ekstraktlarinin
nutrasotik igecekler, sivi preparatlar, kurutulmus yaprak formlar1 ve tabletler gibi gesitli
ticari iiriinlerde kullanimint miimkiin kilmistir (Gonzalez-Ortega ve ark., 2023; Kabbash
ve ark., 2023). Ayrica zeytin yapragi, et Uriinleri ile zeytin, aygicegi ve soya yaglarinda

dogal antioksidan ajan olarak kullanilmistir (Zhang ve ark., 2022).

Ekstraktlarinda bulunan bilesiklerle iliskili sayisiz saglik faydasi gdz oniine alindiginda,
bilimsel toplulugun zeytin agaci yapraklarinin ucuz, siirdiiriilebilir ve bol miktarda
biyoaktif bilesik kaynagi1 olarak degerlendirilmesine olan ilgisi son yillarda artmistir
(Kyriakoudi ve ark., 2024). Giiniimiizde yapilan ¢esitli in vitro ve in vivo arastirmalar,
zeytin yapragi ekstraktinin ¢ok yonlii biyolojik etkilerini ortaya koymaktadir. Bu
caligmalar, ekstraktin antimikrobiyal (Ghomari ve ark., 2019), antioksidan (Luo ve ark.,
2019), antidiyabetik (Jemai ve ark., 2009), antikanser (Magyari-Pavel ve ark., 2024), anti-
inflamatuar (Fayez ve ark., 2023), kardiyovaskiiler hasar1 azaltici (Poudyal ve ark., 2010)
ve noroprotektif (Gallego ve ark., 2021) 6zelliklere sahip oldugunu gostermektedir. Zeytin
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yapragi ekstraktinin bu saglik faydalari, temel olarak gesitli fenolik bilesiklerin, 6zellikle
de OLP bilesiginin varligindan kaynaklanmaktadir (Khalil ve ark., 2023).

2.9. Zeytin Yapraginin Ana Fenolik Bilesigi: Oleuropein

OLP bilesigi en yiiksek miktarda zeytin yapraklarinda bulunmakla birlikte ayn1 zamanda
Jasminum grandiflorum (Hussein ve ark., 2021), Osmanthus fragrans (Liao ve ark.,
2021), Syringa pubescens (Wu ve ark., 2021), Syringa Vulgaris L. (Hanganu ve ark.,
2021), Phillyrea latifolia L. (Agati ve ark., 2011), Fraxinus Americana L., Fraxinus
excelsior L., (Sanz ve ark.,2012), Syringa josikaea ve Ligustrum ovalifolium (Omar, 2010)

gibi bitkilerde de bulunmaktadir.

Zeytin yapraklarindaki OLP igerigi, zeytin meyvesi ve yagindakinden daha ytiksektir.
Yapraklardaki OLP icerigi kuru agirligin %14'ine kadar ulasirken, zeytinyaginda %0,005
ile %0,12 arasinda degigsmektedir. OLP, yapraktaki toplam fenolik bilesiklerin %20-60"1n1
temsil eden baglica fenolik bilesiktir (Martinez-Navarro ve ark., 2021; Zun-Qiu ve ark.,

2015; Li ve ark., 2011; Siamandoura ve Tzia, 2023; Kabbash ve ark., 2021).

2.9.1. Oleuropeinin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri
OLP, ilk kez 1908'de tespit edilmis, kimyasal yapisi ise 1960'ta tanimlanmistir (Khalil ve
ark., 2023). Sekil 2.3.’te OLP’nin kimyasal yapis1 sunulmustur.

H,C

COOCH, OH

OH

Glikoz Elenolik Asit Hidroksitrozol
Sekil 2.3. Oleuropeinin Kimyasal Yapisi
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OLP molekiilii, yapisal olarak ii¢ ana alt birimden olusur: Elenolik asit molekiilii ile
hidroksitirosoliin ester bagi ve bir glikoz molekiiliiniin glikozidik bagla eklenmesiyle
olusan bir sekoiridoid glikozittir (Martinez-Navarro ve ark., 2021). OLP, genellikle
aglikon formunda bulunur ve olgunlasmamis meyvelere aci tadini veren bir bilesiktir

(Hassan ve ark., 2024; Carrara ve ark., 2023).

2.9.2. Oleuropeinin Biyosentezi

Damtoft ve arkadaslar1 1992 yilinda OLP biyosentezi i¢in bir yol énermislerdir. OLP
biyosentezi mevalonik asit yolunu takip eder. Mevalonik asit yolundaki dallanma,
geraniol, 10-hidroksigeranoil, 10-hidroksinerol ve iridoidal biyosentezine yol agcar.
Iridoidaldan loganin sentezlenir ve daha sonra deoksiloganik asit, 7-epiloganik asit ve
loganik asit, ligustroside dahil edilir. Ligustroside, 7-ketologanik asit araciligiyla OLP’nin
dogrudan onciisii olarak kabul edilir. Deoksiloganik asit, 7-epiloganik asit, 7-ketologanik
asit, 8-epikingizidik asit, oleosid 11-metil ester, 7-B-1-D-glukopiranozil 11-metil oleosid
ve ligustrosidden OLP’ye olas1 bir biyosentetik yol izlenir. Sekil 2.4’te OLP’nin

biyosentezi sunulmustur (Ahamad ve ark., 2019).
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Sekil 2.4. Oleuropeinin Biyosentez Mekanizmasi (Ahamad ve ark., 2019)

19



2.9.3.Oleuropein Emilim, Metabolizma ve Biyoyararlanimi

OLP mideye ulastiginda, ortamin pH"1 ve midedeki kalma siiresine bagl olarak farkl
metabolitlerin olusumuyla asit hidrolizine ugrar. Asit katalizli hidroliz, glikoz ve aglikon
kisminin serbest birakilmasiyla B-glikozidik bagini pargalar; bu kisimdan iki dialdehit
olusur. Bu dialdehitler kararsizdir ve transpoze sekoiroid olarak bilinen metabolite
dontistirler. Bu metabolit, stabil bir lipofilik bilesiktir. Ancak asir1 ve uzun siireli asidik
kosullar altinda, iki ester grubunun parcalanmasiyla hidroksitirozol pargasini kaybeder.
Kisacast enzimatik hidroliz yonteminde, OLP, B-glukosidaz enzimi tarafindan glikoz ve
OLP aglikonuna pargalanir. Ardindan, esteraz enziminin etkisiyle hidroksitirozol ve

elenolik asit olusur (Carrera-Gonzalez ve ark., 2013; Hassan ve ark., 2024).

Mideden hidrolize edilmemis OLP bagirsaklarda emilir. OLP icin birkag emilim yolu
Onerilmistir. Hiicre zarindan enerji harcamadan kendiliginden gecerek pasif difiizyon
yoluyla, bagirsak hiicreleri arasindaki bosluklardan gegerek paraseliiler tasimayla veya
glukoz tastyici proteinler araciligiyla hiicrelere tasinarak emilebilir (Vissers ve ark.,
2002). Ayrica kalin bagirsak mikrobiyotast ince bagirsaklardan emilmeyen veya
gastrorezistan kapstiller halinde verilen OLP’nin fermente edilmesine yardimci olur ve
OLP, bagirsak mikrobiyotas: tarafindan hidroksitirozole doniistiiriilir (Mosele ve ark.,
2014; Carrera-Gonzalez ve ark., 2013). Insanlarda uygulanan ligistrozid-aglikon,
hidroksitirosol, tirosol ve OLP-aglikon emiliminin %55-66 oldugu tespit edilirken OLP
emilimi ve metabolizmasina ait hala kesin sonuglar mevcut degildir (Vissers ve ark.,

2002).

2.9.4.Oleuropeinin Saghk Uzerindeki Etkileri

Zeytin yapragi, ylizyillardir hastaliklarin tedavisinde kullanilan 6nemli bir bitkisel
kaynaktir. Abdallah ve arkadaslar1 (2022) tarafindan yiiriitilen bir ¢alismada, zeytin
yapragi ekstrakti uygulanan farelerde néroenflamasyonun azaldig: bildirilmistir. Benzer
sekilde, Olmez ve arkadaglar1 (2015) ile Yoon ve arkadaglar1 (2015) tarafindan yapilan
fare modeli ¢alismalarinda; toplam ve diisiik yogunluklu lipoprotein, serum trigliserit,
karaciger lipit diizeyleri ve c¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein seviyelerinde anlaml

diistisler gézlemlenmistir.
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Oral yolla OLP acisindan zengin ekstraktlar verilen 232 hipertansif hastay1 kapsayan bir
calisma, diisilk yogunluklu lipoprotein, trigliserit, sistolik ve diyastolik kan basincinda
anlamli bir diislis oldugunu ortaya koymustur (Covas ve ark., 2006). Saglikli goniilliiler
tizerinde yapilan bagka bir calismada, OLP’nin trombosit agregasyonunu inhibe ederek
kardiyoprotektif ve antihipertansif etkiler gosterdigini bildirmistir (Agrawal ve ark.,
2017). COVID-19 hastalarinda yapilan bir klinik ¢aligmada ise %30 OLP igeren zeytin
yapraglr ekstrakti kapsiillerinin solunum hizi, nabiz, viicut sicakligi ve oksijen
satlirasyonunu 1iyilestirdigi; eritrosit sedimantasyon hizi, C-reaktif protein diizeyi ve

hastanede kalis siiresini azalttig1 goriilmiistiir (Ahmadpour ve ark., 2023).

Fare modelinde OLP, noéronal apoptoz ve enfarktiis hacminin azaltilmasi yoluyla
reperfiizyon hasarina ve serebral iskemige karsi ndroprotektif potansiyel gostermistir (Yu
ve ark., 2016). Benzer sekilde anestezi uygulanmadan 6nce OLP ile 6n tedavi edilen
tavsanlarda, inflamatuar hiicre sayisinin azaldigini1 gézlemlenmis ve bu durum mast hiicre
aktivasyonunun engellenmesi ile iliskilendirilmistir (Simsek ve ark., 2018). Kardiyotoksik
siganlarda OLP intravenéz uygulanmasi, laktat dehidrogenaz, alanin aminotransferaz,
kreatin fosfokinaz-MB ve kreatin fosfokinaz diizeylerinde azalmaya yol ag¢mistir
(Andreadou ve ark., 2007). Tavsanlar {izerinde yapilan bagka bir ¢alismada ise, OLP
uygulamasinin miyokardiyal hasar1 azaltti§i, kolesterol ve trigliserit seviyelerini
diisiirdiigii, ayrica siiperoksit dismutaz igerigini artirdig1 gézlemlenmistir (Andreadou ve

ark., 2006).

Ayrica OLP, atopik dermatit gibi cilt rahatsizliklarina kars1 da etkinlik gostermistir
(Huang ve ark., 2022). Karaciger, akciger, kolon, serviks, ndroblastoma, meme, prostat,
tiroid ve pankreas kanseri gibi farkli kanser hiicre hatlarina karsi potansiyel antikanser
Ozelliklerinin oldugunu bildirmistir (Imran ve ark., 2018; Liu ve ark., 2019). Bunun yam
sira OLP’nin antimikrobiyal etkileri de mevcuttur (Lee ve Lee, 2010; Zori¢ ve Kosalec,

2022).

2.9.5.Oleuropein ve Antidiyabetik Aktivite
OLP, zeytin yapragi ve zeytinyaginda bol bulunan bir polifenolik bilesiktir ve son yillarda
diyabet iizerindeki yararli etkileriyle dikkat cekmektedir (Da Porto ve ark., 2021).
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Zheng ve arkadaslar1 (2021) yaptiklar1 ¢calismada tip 2 ileri evre diyabetik farelere 15 hafta
OLP (200 mg/kg/giin) verilmesinin glukoz toleransini iyilestirdigi, aclik kan sekerini
anlamli oranda diislirdiigli ve insiilin direnci indeksini azaldig1 tespit edilmistir. Ayrica
tedavi edilen diyabetik farelerde insiilin sinyal iletiminde kilit rol oynayan protein kinaz
B aktivasyonu artmig, ayn1 zamanda OLP uygulamasiyla pankreas adacik hasarinin

geriledigi bulunmustur.

Bock ve arkadaslarinin (2013) orta yaslh kilolu erkeklerde yaptiklari randomize ¢apraz
tasarimli bir calismada 12 hafta siireyle zeytin yaprag: takviyesi (gilinlik 51,12 mg OLP
ve 9.67 mg hidroksitirozol) insiilin duyarliligini %15 oraninda artirmistir. Ayn1 ¢alismada
OLP yoniinden zengin ekstraktin pankreatik B-hiicre yanitin1 da %28 oraninda artirdigi

raporlanmistir.

OLP’nin iskelet kasindaki glukoz alimin1 artirmadaki rolii, C2C12 kas hiicreleri lizerinde
ve diyetle obezite olusturulmus farelerde gosterilmistir. OLP, insiilin yoklugunda dahi
glukoz tastyict tip 4’lin kas hiicre zarina tasinmaya tesvik ederek hiicre i¢ine glukoz
alimini1 artirmistir. Bu etki, insiilin sinyalinin alt basamaklarindan protein kinaz B’dan
bagimsiz olarak siklik adenozin fosfat ile aktive edilen protein kinaz aktivasyonu
araciligiyla gergeklesmis ve OLP’nin palmitat nedeniyle gelisen insiilin direncini
hiicrelerde onledigi gézlemlenmistir. Yiiksek yagh diyetle insiilin direnci olusturulmus
farelerin kas dokusunda da benzer sekilde OLP takviyesi glukoz tasiyici tip 4’iin hiicre
zarma translokasyonunu artirmis ve kaslarda insiilin etkisini giiglendirmistir (Fujiwara ve

ark., 2017).

OLP’nin bagirsaklardaki glukoz emilimine etkisini aragtiran baska bir ¢alismada, OLP
bakimindan zengin zeytin yapragi ekstraktinin disakkaridaz enzimlerini ve bagirsak
glukoz tastyicilarini inhibe ettigini ortaya koymustur. OLP, laboratuvar ortaminda insan
a-glukozidaz enzimlerini baskilamis ve Caco-2 ince barsak hiicre kiiltiirlerinde glukoz
taginmasini azaltmistir. Ayrica glukoz tastyici tip 2 eksprese eden Xenopus oositlerinde
glukoz tagmmmasimi engelledigi gosterilmistir. Klinik olarak, saglikli goniilliilerle
ylriitiilen ¢apraz kontrollii deneylerde OLP ¢ozeltisi, 25 g sakkaroz yiiklemesi sonrasi
postprandiyal kan sekeri yiikselisini belirgin sekilde azaltmistir. Bu etki, OLP’nin ince
bagirsakta seker sindirimini ve emilimini yavaglatarak yemek sonrasi glisemiyi
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hafifletebildigini gdstermektedir. Nitekim in vitro gézlemler de OLP maruziyeti altinda
bagirsak epitelinde glukoz tasiyict tip 2 aracili glukoz tasinmasmin azaldigim

desteklemektedir (Kerimi ve ark., 2019).

Alloksan ile diyabet olusturulmus tavsanlarda 16 hafta boyunca OLP (25 mg/kg/giin)
verilmesi, kan glukoz diizeylerini dislirdiigiinii, diyabette yiikselen malondialdehit
seviyelerini de belirgin bi¢cimde azalttigin1 gdstermistir. Malondialdehit, lipid
peroksidasyonunun bir gostergesi olup OLP uygulamasiyla diismesi, OLP’nin oksidatif
stresi hafiflettigini gostermektedir (Al-Azzawie ve Alhamdani, 2007). Jemai ve
arkadaglar1 (2009), zeytin yaprag: polifenollerinin hem antidiyabetik hem de antioksidan
etkileri birlikte degerlendirdigi bir ¢aligmada diyabetik farelere 4 hafta boyunca OLP
acisindan zengin ekstrakt verilmesi hiperglisemiyi anlamli derecede bastirmis ve diyabet
nedeniyle bozulan lipid profili ve antioksidan enzim aktivitelerini diizeltmistir. Tedavi
edilen diyabetik sicanlarda karaciger ve serum antioksidan sistem bilesenleri (siiperoksit
dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz) OLP sayesinde yeniden dengelenmis; lipid
peroksidasyon lriini TBARS diizeyleri azalmistir. OLP ve hidroksitirozoliin diyabet
patolojisine eslik eden oksidatif stres yiikiinii azaltarak antidiyabetik etki gosterebilecegini

vurgulamislardir (Jemai ve Sayadi, 2009).

Streptozotosin ile insiilin agiklart olusturulan ve yiiksek yagli diyetle insiilin direnci
gelisen siganlarda OLP acisindan zengin zeytin yapragi ekstrakti verilmesi,
proinflamatuvar sitokinlerin (tlimor nekroz faktorii-alfa, interlokin-6 ve interlokin-1 beta)
ekspresyonunu baskilamistir. Bu sayede OLP uygulanan diyabetik siganlarda inflamasyon
kaynakli insiilin direncinin hafifledigi ve glukoz metabolizmasinin iyilestigi sonucuna
varilmistir (Liu ve ark., 2014). Baska bir ¢alismada OLP’nin interlokin-1 beta ile
uyarilmis insan sinovyum hiicrelerinde siklooksijenaz-2, nitrik oksit ve reaktif oksijen
tiirleri tiretimini baskiladigi, bdylece inflamasyon ve oksidatif stresi ayni anda hafiflettigi

gosterilmistir (Castejon ve ark., 2017)

Primer hepatosit kiiltiirlerinde ve farelerde OLP uygulamasi, peroksizom proliferator-
aktive reseptor alfay1 aktive ederek yag asidi tasinmasi ve oksidasyonuyla iligkili bir dizi
genin ifade diizeylerini artirmistir. Ozellikle karacigerde B-oksidasyon enzimleri ve
apolipoprotein genlerinde artis saptanmis; dolasimdaki serbest yag asidi seviyeleri ve
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karaciger yag birikiminin azaldig1 raporlanmistir. Bu sayede OLP, proliferator-aktive
reseptor alfa aktivasyonu {iizerinden lipid metabolizmasin1 hizlandirarak insiilin

duyarliligin1 dolayl yoldan iyilestirebilir (Malliou ve ark., 2018).

OLP tedavisinin beyaz yag dokusunda proliferator-aktive reseptdr gama ekspresyonunu
belirgin sekilde inhibe ettigini ve insiilin duyarliligin1 artiran adiponektin diizeylerini
yukselttigini gostermistir. OLP nin proliferator-aktive reseptdr gamayi baskilayarak yag
birikimini engelledigi, bunun da obeziteyle iliskili instilin direncini hafifletmeye katkida

bulunabilecegi belirtilmektedir (Hadrich ve ark., 2016).

OLP verilen diyabetik farelerde, obezite ve diyabette azalma egiliminde olan Akkermansia
cinsi bakterilerin belirgin bi¢cimde arttig1, buna karsin diyabetik disbiyozda asiri
cogalabilen Prevotella, Ruminococcus, Parabacteroides gibi bazi cinslerin anlamh
sekilde azaldigr saptanmistir. Filum diizeyinde bakildiginda OLP tedavisiyle
Verrucomicrobia ve Deferribacteres liyelerinin arttig1, Bacteroidetes oraninin ise azaldigi
rapor edilmistir. Bagirsak mikrobiyotasindaki bu degisikliklerin, metabolik iyilesmeye
katk1 saglayabilecek yonde oldugu belirtilmistir. OLP’nin bagirsak bakterilerinin
fermente kapasitesini ve metabolit profilini degistirdigi, kisa zincirli yag asidi lireten
yararl tiirleri artirarak glukoz homeostazina dolayli katki yapabilecegi Onerilmektedir

(Zheng ve ark., 2021).

OLP uygulamasi, doza bagimli bicimde glukoz uyarili insiilin salgisini artirmis ve bu
etkinin mitojen aktive edilmis protein kinaz yolak aktivasyonu ile iligkili oldugu
saptanmistir. Ayrica OLP’nin, tip 2 diyabette amiloid birikimi sonucu B-hiicre 6liimiine
katk1 yapan adacik amiloid polipeptit toksisitesine kars1 hiicreleri korudugu bulunmustur.
OLP varliginda INS-1 hiicreleri, insan amiloid fibrillerinin sitotoksik etkilerinden biiyiik
Olctide korunarak canli kalmistir. OLP tedavisi uygulanan diyabetik farelerde pankreatik
adaciklarin histolojik organizasyonunun 1iyilestigi, B-hiicre morfolojilerinin saglikli
yapiya yakin seyrettigi bildirilmistir. Bu iyilesme, OLP’nin hipergliseminin B-hiicreler
tizerindeki toksik etkilerini azalttig1 ve adacik biitiinliiglinii koruduguna isaret etmektedir.
Ayrica OLP verilen diyabetik hayvanlarda dolasimdaki insiilin seviyelerinin dengelendigi
ve pankreas insiilin igeriginin korundugu gosterilmistir (Zhang ve ark., 2021).
Oleuropeinin antidiyabetik etki mekanizmasi Sekil 2.5’te gosterilmektedir.
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2.10. Oleuropein Ekstraksiyon Teknikleri

Zeytin yapraklarinin fenolik profili, zeytin ¢esidi, ¢evresel kosullar (iklim, toprak
ozellikleri, cografi konum) ve hasat sonrasi isleme siire¢leri (kurutma, koruma yontemleri)
gibi birgok faktdrden etkilenmektedir. Cografi kdken, rakim ve mevsim gibi unsurlar,
yapraklardaki biyoaktif bilesenlerin miktarin1 ve kompozisyonunu dogrudan etkileyerek
fenolik icerikte belirgin farkliliklara neden olmaktadir (Zhang ve ark., 2022; Irakli ve ark.,
2018). Yiiksekligi 1200 m ve 800 m olan bolgelerden elde edilen Ornekler
karsilastirildiginda, 800 m rakimdan toplanan zeytin yapragi 6rneginin daha yiiksek OLP
miktarina sahip oldugu bulunmustur (Anwar ve ark., 2022). Ayrica, ocak ayinda toplanan
zeytin yapraklarinin, OLP igerigi bakimindan yaz ayinda toplanan yapraklara gore daha
zengin oldugu gosterilmistir (Zun-Qiu ve ark., 2015). Bunun yaninda, yapraklarin uygun
kosullarda kurutulmasi, nem igerigini azaltarak fenolik bilesenlerin korunmasina ve
depolama sirasinda kalitenin korunmasina katki saglamaktadir (Cor Andrejc ve ark.,
2022). Bu bulgular, zeytin yapraklarindan yiiksek kaliteli fenolik ekstrakt elde edilmesi
i¢in yetistirme ve isleme kosullarinin 6nemini ortaya koymaktadir. Tiim bu parametrelere
ek olarak bitkisel kaynaklardan biyolojik olarak aktif bilesiklerin ekstraksiyonu, dogal

irliin arastirmalarinin en kritik adimlarindan biridir.

Ekstraksiyon verimliligi, numune matriksinin dogasina, ekstrakte edilecek analite ve
analitin matriks i¢indeki konumuna bagl olarak degisir (Xynos ve ark., 2012). Hedef
analitlerin 6rnek matriksinden ekstraksiyonu, ornek hazirlama siirecinin en Onemli
adimlarindan biridir. Bu yontemler, analizlerin duyarliligint ve segiciligini artirmay1
amaglar. lyi bir 6rnek hazirlama, matriksten karisan bilesiklerden arindirilmis ve yiiksek
konsantrasyona sahip hedef analitlerin elde edilmesini saglar (Ismaili ve ark., 2016).
Ekstraksiyon silirecinin verimliligi; bitki tirii, ekstrakte edilecek bilesik, bilesigin
materyaldeki konumu, c¢oziicii tiirli, ekstraksiyon siiresi, sicakligi ve saflagtirma

yontemlerine bagl olarak degisir (Otero ve ark., 2020).

Bitkisel materyallerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyon islemiyle ilgili ¢esitli
yontemler bulunmaktadir, ancak her ekstraksiyon yonteminin kendine 6zgii avantajlari ve
dezavantajlar1 vardir (Martiny ve ark., 2022). Bu ekstraksiyon yontemleri, konvansiyonel

ve modern ekstraksiyon yontemleri olarak iki ayrilir.
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Konvansiyonel ekstraksiyon teknikleri arasinda, ¢oziiciilerle karistirarak yapilan
maserasyon ekstraksiyonu (ME) ve ¢oziiciliniin siirekli olarak bitki materyali lizerinden
geemesini saglayan soxhlet ekstraksiyonu (SE) yer alir (Ismaili ve ark., 2016). Modern
ekstraksiyon teknikleri ise daha verimli ve g¢evre dostu sonuclar elde etmek igin
gelistirilmistir. Bu yontemler arasinda, ultrasonik dalgalarin ¢oziicii ile bitkisel materyali
etkilestirerek daha hizli bir ekstraksiyon saglayan ultrasonik destekli ekstraksiyon (UAE),
mikrodalga enerjisi kullanarak islemi hizlandiran mikrodalga destekli ekstraksiyon
(MAE) ve siiper kritik s1v1 kullanilarak yapilan siiper kritik akiskan ekstraksiyonu (SFE)
one cikar (Kyriakoudi ve ark., 2024; Martiny ve ark., 2022; Giacometti ve ark., 2018;
Ismaili ve ark., 2016).

2.10.1. Konvansiyonel Ekstraksiyon Teknikleri

Konvansiyonel ekstraksiyon teknikleri, ¢dziiciilerin dogru secimine ve ekstraksiyon
verimliligini artirmak i¢in 1sitmaya ve/veya ¢alkalamaya dayanir. Ancak bu ekstraksiyon
teknikleri, genellikle daha uzun ekstraksiyon siiresi ve biiyiik miktarda ¢oziicii kullanimim
gerektirir (Taamalli ve ark., 2012). Zeytin yapragi fenolik bilesiklerinin ekstraksiyonunda,
etanol ve metanol gibi organik coziiciiler ile su kullanilarak yapilan konvansiyonel
ekstraksiyonlar yaygin olsa da diisiik ekstraksiyon verimliligi ve uzun ekstraksiyon siiresi
nedeniyle dezavantajlar sunmaktadirlar (Siamandoura ve Tzia, 2023). ME ve SE gibi
ekstraksiyon  yontemleri konvansiyonel ekstraksiyon yontemlerinin  baslica

orneklerindendir (Ismaili ve ark., 2016).

Maserasyon Ekstraksiyonu

ME, soguk ¢oziicii ekstraksiyonu olarak da bilinen, bitkinin farkli boliimlerinden biyoaktif
bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilan en eski ve en yaygin yontemlerden biridir. Bu
yontemde, bitki materyali calkalama yapilmaksizin veya calkalama egliginde oda
sicakliginda bir ekstraksiyon ¢oziiciisiine daldirilir (Khalil ve ark., 2023). Ancak bu
teknik, yiiksek miktarda ¢dziicli ihtiyaci, uzun ekstraksiyon siireleri, diisiik secicilik ve
diistik verimlilik gibi dezavantajlara sahiptir (Martin-Garcia ve ark., 2022). Ayrica bazi
biyoaktif bilesiklerin kaybina ve yiiksek enerji tiiketimine neden olabilir (Cifa ve ark.,

2018).

27



Ansari ve arkadaglar1 (2011), zeytin yapraklarindan OLP ekstraksiyonu i¢in deiyonize su
ve farkli ¢6ziicii oranlarini 40°C, 60°C ve 80°C'de test etmislerdir. En yiiksek OLP verimi,
60°C'de 4 saatte deiyonize su kullanilarak 13 mg/g olarak elde edilmistir. Benzer sekilde,
en iyi ekstraksiyon kosullarinin aragtirildigi bagka bir calismada, pH 3’te ve 60°C’de
ekstraksiyon ¢oziiclisii olarak su kullanilarak zeytin yapragindan 19,3 mg/g OLP igerigi

elde edilmistir (Benincasa ve ark., 2019).

Soxhlet Ekstraksiyonu

SE, bitkisel materyallerden ¢oziiniir bilesenlerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan bir
yontemdir. Bu yontemde, 6rnek siirekli olarak taze ekstrakt ile temas ettirilir, ¢dziiciiniin
tagima seviyesiyle ekstrakte edilen bilesikler toplanir. SE’nin avantajlar1 arasinda yiiksek
verimlilik ve kolay uygulanabilirlik yer alirken, dezavantajlar1 arasinda yiiksek
ekstraksiyon siiresi, biiyiilk miktarda ¢oziicii ve 1stya duyarli bilesiklerin bozulmasi

bulunur (de Castro ve Priego-Capote, 2010).

Lama-Mufioz ve arkadaslar1 (2020), SE ile basingli sivi ekstraksiyon tekniklerini
karsilastirdig1 bir ¢alismada SE ile %60 etanol kullanilarak 4 saat ekstraksiyon siiresi ile
zeytin yapraklarindaki OLP igeriginin 122,3 mg/g oldugu bildirilmistir. Ancak basingl
stvi ekstraksiyonun, daha kisa ekstraksiyon siiresi, diisiik ¢oziicli tiiketimi ve enerji
maliyetleri ile potansiyel endiistriyel uygulamalar i¢in daha uygun bir alternatif olarak 6ne

ciktigini belirtmislerdir.

2.10.2. Modern Ekstraksiyon Teknikleri

Bitki materyalleri, karmasik matriks yapilarindan dolay: bilesiklerin ekstraksiyonunu
zorlagtirabilir. Diger yandan konvansiyonel ekstraksiyon yontemleri genellikle
stirdiiriilebilir olmayan ¢oziiciilerin kullanimini igerir. Bunlara ilaveten dogal iirlinlerin
stirdiiriilebilir ve ¢evre dostu ekstraksiyon yontemleriyle elde edilmesi kimya ve teknoloji

alaninda 6nemli bir arastirma alani haline gelmistir (Benincasa ve ark., 2019).

Dogal bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in UAE, SFE-CO2 ekstraksiyonu ve MAE
yontemlerinin kullanilmasi ise daha yiiksek ekstraksiyon verimliligi, kii¢iik ¢oziicii hacmi
ve kisa ekstraksiyon siiresi sunarak konvansiyonel ekstraksiyon yontemlerine gore ¢esitli

avantajlara sahiptir (Ismaili ve ark., 2016; Sahin ve Bilgin, 2012).
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Ultrasonik Ekstraksiyon

UAE, bitki materyallerinden biyoaktif bilesiklerin verimli bir sekilde elde edilmesini
saglayan etkili bir yontemdir. Ultrasonik dalgalar, hiicre duvarlarin1 bozarak kavitasyon
ve mekanik basing olusturur, bu da hedef bilesenlerin salinimini kolaylastirir (Giacometti
ve ark., 2018). Kavitasyon, malzeme i¢inde yogun basing¢ ve sicaklik gradyanlari
olusturarak fiziksel yapisal bozulmalara yol acar ve bu durum kiitle transferini
hizlandirarak hiicre i¢i maddelerin ekstraksiyon ortamina salinmasini destekler (Cifa ve

ark., 2018).

UAE’de, ultrasonik banyo ve ultrasonik prob olmak iizere temelde iki tip cihaz kullanilir.
Ultrasonik banyo, diisiik maliyetli, ulasilabilir ve ayni anda birden fazla numunenin
islenmesine olanak tanimasi nedeniyle yaygin olarak tercih edilir. Ultrasonik prob
sistemleri ise yogun ultrasonik enerjiyi prob ucundan ileterek yiiksek verimlilik saglar
(Martin-Garcia ve ark., 2022). UAE, ekstraksiyon siirelerini kisaltma, ¢dziicii tiikketimini
azaltma, aktif bilesiklerin geri kazanimim artirma (Irakli ve ark., 2018), orta diizeyde
yatirim, diisiik enerji maliyetleri gerektirme, siirdiiriilebilir bir alternatif olma
(Siamandoura ve Tzia, 2023) ve geleneksel yontemlere kiyasla iyilestirilmis verimlilik

sunma gibi avantajlara sahiptir (Jerman ve ark., 2010).

Cifa ve arkadaglart (2018), UAE ile ME yontemlerini karsilagtirarak ¢dziicii oranini,
ekstraksiyon siiresini ve sicaklik parametrelerini degerlendirdigi ¢alismalarinda, %70
etanol, 120 dakika ve 70°C sicaklik kosullarinda UAE ile maksimum OLP verimini 39,2
mg/g olarak elde etmislerdir. Buna karsilik ME, 1 saatlik ekstraksiyon siiresiyle elde

edilen en yiiksek verim 27,8 mg/g olarak belirlenmistir.

Giacometti ve arkadaslarinin (2018) ¢alismasinda, ultrasonik prob kullanilarak zeytin
yapraklarindan OLP ekstraksiyonu optimize edilmistir. Calismada, zeytin yapraklari,
60°C’de %80’lik etanolde 15, 20 ve 25 kati-sivi oranlart degerlendirilmistir. Box-
Behnken Tasarimi kullanilarak gerceklestirilen optimizasyon sonucunda, optimum

kosullarda elde edilen OLP miktarinin 13,386 mg/g oldugu gosterilmistir.

Yapilan bagka bir calismada, zeytin yapraklarindan fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in

optimum kosullarin belirlenmesinde tek faktorlii deneyler yapilmistir. Bu deneylerde
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etanol, metanol, aseton ve su olmak iizere dort farkli ekstraksiyon ¢doziiciisii
degerlendirilmistir. Ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu ig¢in organik c¢oziicii
konsantrasyonu, ekstraksiyon siiresi ve ekstraksiyon sicakligi gibi ii¢ bagimsiz degisken
incelenmistir. Caligma sonuglarina gore %50 aseton ile 60°C’de 10 dakika siireyle yapilan
ekstraksiyonun OLP ekstraksiyonu i¢in en iyi kosullar oldugu tespit edilmistir. Bu
kosullarda, zeytin yapragi ekstraktinda %10,65 OLP ve 37,44 mg GAE/g TPC elde
edilmistir (Irakli ve ark., 2018).

Ismaili ve arkadaglar1 (2016), OLP ekstraksiyonunu maksimize etmeye c¢aligtig1 bir
arastirmada, yanit yilizey yontemi (RSM) kullanilarak ultrasonik ve tuz destekli sivi-sivi
ekstraksiyon yontemini optimize etmistir. Ana parametrelerin optimizasyonu i¢in Box-
Behnken tasarimi uygulanmis ve ultrasonik siire, pH, tuz konsantrasyonu ile organik
¢oziiciiniin hacmi incelenmistir. OLP’nin en yiiksek ekstraksiyon verimi i¢in optimum
kosullar; 30 dakika ultrasonik siire, organik ¢oziicti hacmi 2,5 ml, tuz konsantrasyonu %25

ve numune pH’1 4 olarak belirlenmistir. Bu kosullarda, %13,45 OLP elde edilmistir.

Shirzad ve arkadaslarinin (2017) calismasinda, zeytin yapraklarimin fenolik igerigi ve
antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in UAE kosullar1 optimize edilmistir. Ultrasonik
sicaklik (35-65°C), siire (5—15 dakika) ve etanol oran1 (%25-75) gibi parametreler Box-
Behnken tasarimi ile degerlendirilmistir. Optimum kosullar %51 etanol, 65°C ve 15
dakika olarak belirlenmis; bu kosullarda TPC 183,4 mg GAE/g ve DPPH radikal siipiirme
aktivitesi %78,98 olarak tespit edilmistir.

Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu

SFE, bitkisel materyallerden biyoaktif bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in kullanilan ¢evre
dostu bir tekniktir. Bu yontemde, genellikle polar olmayan bilesiklere kars1 giiglii bir
afinitesi olan SFE-CO; kullanilir (Kyriakoudi ve ark., 2024). CO», diisiik maliyetli, gevre
dostu ve kolay erisilebilir bir ¢6ziicii olmasi nedeniyle SFE’de en sik tercih edilen sividir
(Khalil ve ark., 2023). SFE-CO,, ek olarak geleneksel sivi ekstraksiyonuna gore artan
secicilik, stiratlilik ve ¢evresel giivenlik gibi 6zel avantajlar da sunmaktadir (Xynos ve
ark., 2012). Bu ekstraksiyon yontemi, bitkisel materyallerin farkli kisimlarindan gesitli

fenolik bilesiklerin (fenolik asitler, karotenoidler, ugucu yaglar, flavonoidler vb.)
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ekstraksiyonunda kullanilan yesil ekstraksiyon yontemi olarak kabul edilir (Khalil ve ark.,

2023).

Kyriakoudi ve arkadaslarinin (2024) ¢alismasinda, SFE-CO; kullanarak farkli sicakliklar
(35-90°C) ve yardime1 ¢oziicii olmaksizin veya etanol, su ve etanol/su karisimlari gibi
yardimel ¢oziiciilerin kullanimi durumunda OLP, hidroksitirosol, tirosol ve a-tokoferol
miktarlar tizerindeki etkiler arastirllmistir. Yardimci ¢oziicli olmaksizin ekstraksiyon
gergeklestirildiginde 6rneklerde OLP tespit edilmezken, yardimcer ¢oziicii olarak sadece
su kullanildiginda arastirilan tiim bilesiklerin ekstraksiyon verimleri dnemli &lgiide
azalmistir. En yiiksek OLP ve hidroksitirozol miktarlari, yardimci ¢oziicii olarak mutlak
etanol kullanildiginda elde edilmistir. Calismanin sonucunda, en etkili ekstraksiyon
kosullarinin 90°C sicaklik, 30 MPa basing ve yardimci ¢oziicii olarak mutlak etanol

kullanimryla OLP miktarini 1.9 mg/g diizeyine ulagtirdig1 belirlenmistir.

Sahin ve arkadaslar1 (2011), OLP verimini karsilagtirmak amactyla zeytin yapraklarint SE
ve SFE-CO;’nu incelemistir. SFE-CO», basing (100-300 bar), sicaklik (50 ve 100°C) ve
yardime1 ¢Oziicii tiirii (su, etanol, metanol) gibi degiskenlerin hem toplam ekstrakt miktari
hem de OLP verimi lizerindeki etkileri degerlendirilmistir. Calisma sonuglari, SE’de en
yiiksek OLP veriminin metanol kullanilarak (37.84 mg/g) elde edildigini, SFE-CO> ise
300 bar, 100°C ve yardimci ¢oziicii olarak metanol kullanildiginda maksimum OLP

miktarinin (14.26 mg/g) saglandigin1 gostermistir.

Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

MAE, bitki hiicresindeki nemin mikrodalga enerjisiyle 1sitilarak hiicre duvarlarinin
zayiflatilip yirtilmasini saglar. Bu durum, biyoaktif bilesiklerin ¢evredeki ¢oziiciiye
gecisini kolaylagtirarak ekstraksiyon verimini artirir (Siamandoura ve Tzia, 2023).
Elektromanyetik dalgalarin dipol rotasyonu olusturmasi, bitki hiicresel yapisinin
kirilmasina ve hedeflenen fenolik bilesiklerin salinmasina yardimci olur. Geleneksel
yontemlere kiyasla MAE, daha kisa stirede yiiksek verimli bir ekstraksiyon sunar (Di Meo
ve ark., 2022). MAE, c¢oziicii ve enerji gereksinimlerini azaltan ¢evre dostu bir
ekstraksiyon yontemidir. Daha az ¢6ziicii kullanimi, diisiik ekstraksiyon maliyeti ve kisa

ekstraksiyon siiresi gibi avantajlara sahiptir (Siamandoura ve Tzia, 2023; Martiny ve ark.,
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2022). Ayrica, yliksek ekstraksiyon verimliligi ve hedef bilesenlerin minimum diizeyde

bozunmasi, MAE'nin diger 6ne ¢ikan ozelliklerindendir (Taamalli ve ark., 2012).

Yapilan bir ¢alismada, MAE kullanilarak zeytin yapraklarindan fenolik bilesiklerin
ekstraksiyonu gergeklestirilmistir. Coziicii tipi ve bilesimi, mikrodalga sicakligi ve
ekstraksiyon siiresi gibi degiskenler analiz edilmistir. Optimum kosullar, ekstraksiyon
¢Oziiclisii olarak %80 metanol kullanimiyla, 80°C sicaklikta ve 6 dakika siireyle
gerceklestirilmistir. OLP ve izomerleri MAE ile %12,51'lik bir verim gdstermistir
(Taamalli ve ark., 2012).

Di Meo ve arkadaslar1 (2022), OLP miktarinin degisimini mart, haziran ve kasim
aylarinda incelemislerdir. Calismada, su, metanol ve etanol olmak iizere {i¢ farkl ¢6zlicii,
kullanilmistir. MAE, 300 Watt giicte 2 dakikalik bir ekstraksiyon siiresi uygulanmis ve
mart ayinda hasat edilen yapraklardan %80 metanol kullanilarak elde edilen ekstraktlarda

OLP igeriginin 72,08 mg/g seviyesine ulastig1 bildirilmistir.

2.11. Oleuropein Saflastirma Teknikleri

OLP’nin zeytin yapraklarindan saflastirilmasi hem bilimsel arastirmalar hem de ticari
uygulamalar agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir. Ancak bu siire¢ genellikle karmasik
adimlart igerir ve kullanilan yontemin verimliligi, maliyeti, c¢evresel etkisi ve
uygulanabilirligi ile yakindan iliskilidir. Ayrica zeytin yapraklarindan OLP’nin
saflastirilmast konusunda giderek artan bir ilgi vardir, ¢iinkii dogal aktif bilesikler, insan
sagligr acisindan sentetik kimyasallara gore daha giivenilir kabul edilmektedir

(Khemakhem ve ark., 2017).

OLP’nin saflastirilmasinda kullanilan yontemler arasinda silika jel kolon kromatografisi,
(Zun-Qiu ve ark., 2015; Andreadou ve ark., 2006), mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon ve
nanofiltrasyon gibi farklt membran tabanli ayirma teknikler (Khemakhem ve ark., 2017)
ve makro gozenekli recineler (Li ve ark., 2011; Liu ve ark. 2020) gbéze carpmaktadir.
Genellikle OLP igeren ekstraktlarin saflagtirilmasinda kolon kromatografisi
kullanilmaktadir. Bu yontem, iki fazin (kat1 ve sivi) adsorpsiyon kapasitesi ve
¢Oziiniirliigiine dayanarak ayrilmasim saglar. Islem sirasinda, ¢dziinen maddeler iki faz

arasinda dinamik bir denge olusturur ve hedef bilesik, uygun ¢oziicli karisimlariyla sabit
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fazdan eliie edilir. Kolon kromatografisi, basit, etkili ve maliyet agisindan uygun bir

yontemdir (Otero ve ark., 2020).

Zun-Qiu ve arkadaslari (2015), zeytin yapraklarindan saf OLP elde etmek i¢in metanol ve
etil asetat (1:13, v/v) karisimini eliient olarak kullanarak silika jel {izerinde kolon
kromatografisi uygulamiglardir. Bu g¢alismada, %96.54 saflik ve %78.49 saflagtirma
verimi ile %13.52 OLP elde edilmistir.

Khemakhem ve arkadaslar1 (2017), OLP’nin saflastirilmasi i¢in mikro, ultra ve
nanofiltrasyon gibi farkli teknolojilerin kombinasyonunu incelemistir. Yazarlar, OLP

icerigini 10 kat yogunlastirarak 100g'da 1685 mg OLP iceren bir ekstrakt elde etmiglerdir.

Li ve arkadaslann (2011), sekiz makro gozenekli reginenin performansin ve
ayrilabilirligini degerlendirdikleri bir ¢alismada, LSA-21 reginesi kullanarak zeytin agaci
yapraklarindan OLP’yi segici olarak saflastirmislardir. Bu ¢aligmada, LSA-21 reginesi
daha iyi adsorpsiyon 6zelligi gostermis olup, nihai saflastirilmis tirtinlerde OLP icerigi

120 g/kg'dan 902 g/kg'a artmis ve geri kazanim verimi %85.6 olarak bulunmustur.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Bitkisel Materyal

Aragtirmada kullanilan ayni ¢evresel ve tarimsal kosullar altinda yetistirilen ve tilkemizde
yaygin yetistiriciligi yapilan 35 farkli zeytin ¢esidine ait yapraklar T.C. Tarim ve Orman
Bakanligi Zeytincilik Arastirma Enstitiisii Miidiirliigii (Izmir/Tiirkiye) arazilerinden,
Ocak ve Temmuz 2023’te toplanmistir. Ayrica zeytin agacinin farkli bolgelerindeki OLP
diizeylerini degerlendirmek amaciyla dort farkli zeytin ¢esidinde, agaglarin apikal (ug),
orta ve bazal (dip) pozisyonlarindan yaprak ornekleri alinmistir. Toplama sirasinda
agaclarin benzer bolgelerinden 6rnek alinmasina dikkat edilmistir. Toplanan zeytin
yapraklari, polipropilen torbalar icerisinde Akdeniz Universitesi Ziraat Fakiiltesi Tarimsal

Biyoteknoloji Laboratuvarina getirilmistir.

Zeytin yapraklari, 40°C'de etiivde 96 saat kurutulmus ve bdylelikle nem igerigi %5’in
altina diismesi saglanmis ve ardindan laboratuvar tipi 6giitiicii kullanilarak 6giitiilmiistiir.
Hazirlanan numuneler, santrifiij tiipleri i¢inde laboratuvarda analizler yapilana kadar
+4°C’de muhafaza edilmistir. Calismada kullanilan zeytin yapragi ¢esitleri Tablo 3.1.’de

ve materyallerin toplandig1 deneme arazisi gorseli Sekil 3.1.’de sunulmaktadir.

Tablo 3.1. Caligmada Kullanilan Zeytin Yaprag: Cesitleri

1. Halhal Celebi 13. Samsun Tuzlamalik 25. Mavi

2. Egriburun (Tatayn) 14. Melkabazi 26. Girit

3. Erkence 15. Samanlh 27. Kilis Yaglik
4. Hamza Celebi 16. Butko 28. Tavsan Yiiregi
5.  Izmir Sofralik 17. Hurma Karaca 29. Cekisti

6. Yuvarlak Halhali 18. Celebi (iznik) 30. Uslu

7. Sar Ulak 19. Biiyiik Topak Ulak  31. Nizip Yaghk
8. Erdek Yaglik 20. Hurma Kaba 32. Gemlik

9. AsiYeli 21. Edincik 33. Ayvalik Yaghk
10. Saurani 22. Kiiclik Topak Ulak  34. Domat

11. Kan Celebi 23. Kiraz 35. Memecik

12. Cakir 24. Cilli
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Sekil 3.1. Zeytin Yapraklarinin Toplandigi T.C. Tarim ve Orman Bakanlig1 Zeytincilik Arastirma Enstitiisii
Midiirliigi Arazisi

Deneme arazisinden toplanan zeytin yapragi orneklerine uygulanan numune hazirlik

caligmalarina ait bir gorsel Sekil 3.2°de sunulmaktadir.

V>

/ «

Sekil 3.2. Zeytin Yapragi Orneklerine Uygulanan Numune Hazirlama Islemleri
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3.2. Kullanilan Cihazlar, Kimyasallar ve Sarf Malzemeler
Calisma kapsaminda yapilan analizlerde kullanilan cihazlara iligkin marka ve mensei
bilgileri Tablo 3.2’de sunulmustur. Cihazlar; kromatografik 6l¢iimler, enzimatik testler,

spektral analizler ve ekstraksiyon islemleri i¢in laboratuvar ¢alismalarinda kullanilmistir.

Tablo 3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Kullanilan Cihazlar

Uretici Firma

UV-Vis Agilent, Cary 60, Boblingen, Almanya

Spektrofotometre

UPLC Analiz Cihazi Thermo Fisher Scientific, Dionex UltiMate 3000,
Germering, Almanya

Saf Su Cihazi MES, MP Minipure BASIC M UP, Ankara, Tiirkiye

Laboratuvar Tipi IKA, MF 10 Basic, Staufen, Almanya

Mekanik Ogiitiicii

pH Metre Ohaus, Starter 3100M, Parsippany, NJ, ABD

Ultrasonik Banyo ISOLAB, 621.06.003, Eschau, Almanya

Doner Buharlastirma
Sistemi

Heidolph, Laborota 4000 Efficient, Schwabach, Almanya

Stiperkritik Akigkan CO> | Superex, F500 CO; Ekstraktor, Konya, Tiirkiye
Ekstraksiyon Cihazi
Manyetik Karistiric MTOPS, MS300HS, Seul, Giiney Kore

Santrifiij Cihazi

Hettich, Rotofix 32 A, Tuttlingen, Almanya

Vorteks ISOLAB, Vortex Mixer — Advanced, Eschau, Almanya
Etiiv Memmert, INE 500, Schwabach, Almanya

Mikroplaka Cihazi Fisher Scientific, AccuSkan GO, Waltham, ABD

Renk Olgiim Cihazi Konica Minolta, Chroma Meter CR-400, Osaka, Japonya

Hassas Terazi

Ohaus, Pioneer PX224/E, Ninikon, Isvicre

Su Banyosu

Mikrotest, DT107, Ankara, Tiirkiye

36




Calisma kapsaminda gergeklestirilen analizlerde kullanilan kimyasallar en az analitik

saflikta olacak sekilde temin edilmistir. Kullanilan sarf malzemeler deneysel agsamalarda

gerekli kalite standartlarini saglayacak sekilde secilmistir. Tablo 3.3’te kullanilan

kimyasallar ve sarf malzemelere ait bilgiler sunulmustur.

Tablo 3.3. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar Ve Sarf Malzemeler

Kullamlan Kimyasal Maddeler

Uretici Firma

Oleuropein (%98) Sigma, St. Louis, Missouri, ABD
Folin—Ciocalteu Reaktifi Merck Darmstadt, Almanya
Gallik Asit Merck Darmstadt, Almanya

Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-
2-karboksilik asit, > %97)

Sigma, St. Louis, Missouri, ABD

2,2-azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik
asit) diamonyum tuzu (ABTS > %99)

Sigma, St. Louis, Missouri, ABD

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

Sigma, St. Louis, Missouri, ABD

Sodyum Karbonat

ISOLAB, Wertheim, Almanya

a-Glukosidaz (Saccharomyces cerevisiae,
G0660)

Sigma, St. Louis, Missouri, ABD

a-Amilaz (Domuz Pankreas Tip VI-B, A3176)

Sigma, St. Louis, Missouri, ABD

Etanol

Carlo-Erba, Milano, italya

Metanol Carlo-Erba, Milano, italya
Asetonitril Carlo-Erba, Milano, Italya

Etil Asetat Carlo-Erba, Milano, italya
Asetik Asit Carlo-Erba, Milano, italya

Silika Jel ISOLAB, Wertheim, Almanya
Sodyum Fosfat Monobazik Sigma, St. Louis, Missouri, ABD

Potasyum Dihydrojen Fosfat

ISOLAB, Wertheim, Almanya

di-Potasyum Hydrojen Fosfat

Sigma, St. Louis, Missouri, ABD

Karbondioksit Habas, Antalya, Tiirkiye
Akarboz BLD Pharmatech, Shanghai, Cin
Beherler ISOLAB, Wertheim, Almanya

Cam Siseler

ISOLAB, Wertheim, Almanya

Meziir ISOLAB, Wertheim, Almanya
Nitril Eldiven Beybi, Istanbul, Tiirkiye

Santrifiij Tiipleri ISOLAB, Wertheim, Almanya
HPLC Vial Sigma, St. Louis, Missouri, ABD
Mikropipetler Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, ABD
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3.3. Nem Analizi

Numunelerin nem igerigi gravimetrik yontem kullanilarak belirlenmistir. Oncelikle 50 g
ornek tartilmis ve 40°C etiivde 96 saat 6n kurutma islemine tabi tutulmustur. On kurutma
sonrasinda, Orneklerin 1 g cam bir tiipte tartilarak 105°C’ye ayarlanmis etiive
yerlestirilmistir. Ug saat sonunda kurutma kaplari cikarilarak tartim yapilmis ve
numuneler sabit agirliga ulasana kadar her saat basi yeniden tartilarak kontrol edilmistir.
Her numunenin nem igerigi, ilk ve son agirliklar arasindaki farka gore hesaplanmistir. Bu

analitik prosediir ile nem igeriginin 6l¢iilmesini saglamistir (Lama-Muioz ve ark., 2019).

3.4. Renk Analizi

Numunelere ait renk Sl¢limleri, renk 6lgiim cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir. Renk
analizinde, CIE Lab* renk sistemine dayali olarak 6l¢iim yapilmistir. Bu sistemde; L*
degeri, 0 (siyah) ile 100 (beyaz) arasinda degisen parlaklig1, a* degeri, pozitif degerlerle
kirmizilig1, negatif degerlerle yesilligi, b* degeri ise, pozitif degerlerle sariligi, negatif

degerlerle maviligi ifade etmektedir. Her dl¢iim ti¢ kez tekrarlanmistir.
3.5. Ekstraksiyon Prosediirii

3.5.1.Siiperkritik Akiskan COz Ekstraksiyonu

Numunelerdeki OLP bilesiginin ekstraksiyonu, Sahin ve arkadaslar1 (2011) tarafindan
bildirilen SFE-CO»> yonteminde bazi modifikasyonlarla gerceklestirilmistir. Yonteme
gore, hazirlanan materyaller 50 g tartilarak SFE-CO; cihazinin reaktoriine
yerlestirilmistir. Yardimci ¢oziicli olarak etanol ya da yardimer ¢oziicii olmaksizin 2
saatlik ekstraksiyon islemi gerceklestirilmistir. Bu kapsamda laboratuvarda ekstraksiyon

isleminin gergeklestirildigi SFE-CO» sistemi Sekil 3.3’te gosterilmektedir.
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Sekil 3.3. Calismalarda Kullanilan Siiperkritik Akiskan CO, Ekstraksiyonu Sistemi

3.5.2. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

UAE islemi, frekans 35 kHz ve gii¢ degeri 120 W olarak ayarlanmis bir ultrasonik
banyoda gerceklestirilmistir. Tiim deneylerde, 1 g kurutulmus 6gitiilmiis zeytin yapragi
20 ml ¢oziicliyle birlestirilmistir. Ekstraksiyon islemi sonrasinda drnekler filtre kagidi
kullanilarak siiziilmiis, siiziilen materyal 0,22 um siringa filtresi ile filtrelenmis ve analize

yapilana kadar +4°C’de saklanmistir.

3.5.3. Ekstraksiyon Parametrelerinin Optimizasyonu

UAE optimizasyon ¢aligmalarinda, yaz mevsiminde toplanmig Hamza Celebi ¢esidine ait
zeytin yapraklari kullanilmistir. Zeytin yapraklarindan OLP ekstraksiyonu i¢in optimum
kosullarin belirlenmesinde RSM’den yararlanilmistir. Ekstraksiyon kosullarini optimize
etmek amaciyla etanol konsantrasyonu (X7, %60-80), ekstraksiyon sicakligi (X2, 30-60°C)
ve ekstraksiyon siiresi (X3, 10-30 dk) olmak iizere ii¢ bagimsiz degisken OLP verimi

acisindan degerlendirilmistir.

Deneysel tasarimda Merkezi Bilesik Tasarim uygulanmis olup, her bir parametre ii¢
deneysel seviyede test edilmistir. Degiskenler -1, 0 ve +1 olarak kodlanmis ve toplamda

20 deney, rastgele bir siralama ile gerceklestirilmistir.
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Tam faktOriyel tasarima sahip sekiz nokta, alt1 y1ldiz noktas1 ve deneysel hatay1 tahmin

etmek amaciyla altt merkez noktasi belirlenmistir. Modellerin yeterliligini dogrulamak

icin RSM ile dngoriilen optimum kosula gore ek deneyler yapilmis ve elde edilen veriler,

model tarafindan 6ngdriilen degerle karsilastirilmistir. Tablo 3.4’te UAE ¢alismalarina ait

RSM caligsma tasarimi sunulmustur.

Tablo 3.4. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Calismalaria Ait Yiizey Yanit Metodu Tasarim

Bagimsiz Degiskenler

Deney Sirasi

X1 (%) X2 (°C) X (dk)

1 70 (0) 70 (+1,682) 20 (0)

2 80 (1) 30 (-1) 10 (-1)

3 70 (0) 45 (0) 20 (0)

4 87 (+1,682) 45 (0) 20 (0)

5 60 (-1) 30 (-1) 30 (1)

6 70 (0) 45 (0) 20 (0)

7 80 (1) 60 (1) 30 (1)

8 70 (0) 45 (0) 37 (+1,682)

9 60 (-1) 60 (1) 30 (1)

10 70 (0) 20 (-1,682) 20 (0)

11 70 (0) 45 (0) 20 (0)

12 53 (-1,682) 45 (0) 20 (0)

13 70 (0) 45 (0) 20 (0)

14 70 (0) 45 (0) 20 (0)

15 60 (-1) 60 (1) 10 (-1)

16 80 (1) 30 (-1) 30 (1)

17 70 (0) 45 (0) 20 (0)

18 80 (1) 60 (1) 10 (-1)

19 60 (-1) 30 (-1) 10 (-1)

20 70 (0) 45 (0) 3 (-1,682)

Semboller Kodlanmis Seviyeler
Degiskenler -1 1
Etanol Konsantrasyonu Xi 60 80
Ultrasonik Sicaklik X 30 60
Ultrasonik Siire X; 10 30
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Sekil 3.4’te goriildiigii tizere farkli etanol konsantrasyonu, sicaklik ve siire parametreleri
altinda gerceklestirilen 20 farkli ultrasonik ekstraksiyon denemesine ait ekstraktlar gorsel
olarak sunulmustur. "US-1"den "US-20"ye kadar numaralandirilmis 6rnekler, RSM
calisma tasarimina karsilik gelmektedir. Orneklerin renk farkliliklar, ekstraktlardaki

fenolik bilesik derisimlerinin ve ¢6ziicli etkilesiminin gorsel bir gostergesi niteligindedir.

Lis-

Sekil 3.4. Yiizey Yanit Metodu ile Gergeklestirilen Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon Denemelerine Ait
Ekstraktlarin Goriiniimii

3.6. Oleuropein Miktar Tayini

OLP igeren tiim ¢ozeltiler, diisiik basingli gradyan pompa (LPG-3400SD) ve diyot dizisi
dedektor (DAD-3000RS) igeren bir Ultra Performans Sivi Kromatografisi (UPLC) sistemi
kullanilarak analiz edilmistir. Veri sinyalleri, Chromeleon 7.0 yazilimi araciligiyla
bilgisayarda islenmistir. Ayirma islemi, C18 Brisa LC2 kolon (250 mm x 4.6 mm, 5 pum
partikiil boyutu) kullanilarak gerceklestirilmistir. Her bir standart ¢dzelti ve zeytin yapragi

ekstrakti, liger tekrar olacak sekilde analiz edilmistir.

Kromatografik kosullar Martinez-Navarro ve arkadaglar1 (2021) tarafindan Onerilen
yontemde degisiklikler yapilarak optimize edilmistir. OLP analizi i¢in kullanilan kosullar:
kolon sicakligl, 30°C; enjeksiyon hacmi, 20 pl; akis hizi, 1,5 ml/dk’dir. Mobil faz, iki
¢oziiciinden olusmaktadir: (A) suda %] asetik asit ve (B) asetonitril. Uygulanan gradyan
programi 0. dakika, %5 B; 10. dakika, %20 B; 15. dakika, %30 B; 20. dakika, %30 B; 22.
dakika, %100 B; 26. dakika, %100 B; 28. dakika, %5 B olacak sekilde tasarlanmistir.
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Analiz siiresi toplamda 35 dakikadir. Kromatogramlar 200 nm ile 600 nm dalga boyu
araliginda kaydedilmis ve OLP sinyalleri 280 nm dalga boyunda tespit edilmistir. OLP

analizi i¢in UPLC cihazina ait analitik kosullar Tablo 3.5’te sunulmaktadir.

Tablo 3.5. Oleuropein Analizi Igin UPLC Analitik Kosullart

Kolon C18 (Brisa LC2 (250 mm x 4.6 mm, 5 um)
Kolon Sicakligi 30°C

Akis orani 1,5 ml/dk

Enjeksiyon hacmi 20 uL

Dalga boyu 280

Mobil faz (A) Suda %] asetik asit (B) Asetonitril

3.7. Gegerli Kilma (Validasyon) Parametreleri

Zeytin yapragindaki OLP bilesiginin belirlenmesi i¢in UPLC yontemi dogrusallik, tespit
limiti (LOD), tayin limiti (LOQ), kesinlik, dogruluk ve spesifiklik agisindan
degerlendirilmistir. Tiim validasyon ¢alismalari, International Council for Harmonisation
(ICH) tarafindan yaymmlanan “Q2(R1)-Analitik Prosediirlerin Validasyonu: Metin ve
Metodoloji”  baslikli  teknik kilavuzda belirtilen yonergelere uygun olarak
gergeklestirilmistir (ICH, 2005). Her ¢alisma giiniiniin baslangicinda, sistem uygunlugu,
OLP’nin 50 ppm analitik standart ¢ozeltisi kullanilarak kromatografik prosediiriin ¢ikis

zamani ve sinyal hassasiyeti agisindan performansini degerlendirmek i¢in kullanilmistir.

3.7.1. Dogrusallik

Dogrusallik, belirli bir konsantrasyon araliginda analit miktar1 ile Olgiilen sinyal
arasindaki dogrusal iligkinin gecerliligini degerlendirmek i¢in uygulanir. Bu
degerlendirme genellikle en az bes farkli konsantrasyon diizeyinde olmalidir. Bu
calismada dogrusal iliskiyi test etmek i¢in 7 (3,125-6,25-12,5-25-50-100-200 ppm) farkli
konsantrasyon kullanilmistir. Her bir konsantrasyon igin liger tekrar yapilmis ve
metanolde ¢oziilmiis OLP standart ¢ozeltileri UPLC cihazina enjekte edilmistir. Elde

edilen sonuglar UPLC cihazina ait Chromeleon 7.0 yazilimi ile degerlendirilmistir.
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Dogrusallik i¢in elde edilen veriler dogrusal regresyon ile analiz edilmistir, korelasyon
katsayis1 (R?), y-kesisim noktasi, regresyon dogrusunun egimi (slope) ve artik kareler

toplami hesaplanmistir. Ayrica, dogrusallik gorsel olarak da ortaya konulmustur.

3.7.2. Tespit limiti
LOD, bilinen analit konsantrasyonlarina sahip 6rneklerin analizi yoluyla ve analitin
giivenilir sekilde saptanabildigi en diisiik diizeyin belirlenmesiyle tespit edilir. Bu

caligmada LOD, yanitlarin standart sapmasinin 3 kat1 olarak hesaplanmaistir.

3.7.3. Tayin limiti
LOQ, bir analitik yontemin giivenilir ve tekrarlanabilir bir sekilde nicel o6l¢giim
yapabilecegi en diisiik analit konsantrasyonunu ifade eder. Bu ¢alismada LOQ, yanitlarin

standart sapmasinin 10 kati olarak hesaplanmaistir.

3.7.4.Kesinlik

Analitik yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik (repeatability), ara kesinlik (intermediate
precision) ve gerektiginde tekrarlanabilirlik (reproducibility) basliklar1 altinda
degerlendirilmelidir. Bu  c¢alismada, kesinlik  degerlendirmesi  kapsaminda
tekrarlanabilirlik (repeatability) ve ara kesinlik (intermediate precision) degerleri
belirlenmigtir. Tekrarlanabilirlik i¢in test konsantrasyonunun %100’iine karsilik gelen
diizeyde ayni giin igerisinde, ayni cihaz ve analist ile yapilan bagimsiz Olgiimle
degerlendirilmis; ara kesinlik ise farkli bir giin igerisinde, ayni cihaz ve analist ile yapilan
bagimsiz dl¢limle degerlendirilmistir. Kesinlik bagil standart sapma (RSD) olarak Esitlik

1’e gbre hesaplanmistir.

Esitlik (1): RSD (%) = (SD/X) x100

SD: Standart sapma
x: Ol¢iim degerlerinin ortalamasi
RSD: Bagil standart sapma

3.7.5.Dogruluk
Dogruluk parametresi i¢in %50, %100 ve %200 test konsantrasyonlarini temsil eden ii¢
diizeyde deneyler yapilmistir. Her diizeyde {iclii tekrar analiz yapilmis, elde edilen pik

alanlar1 kalibrasyon egrisi yardimiyla konsantrasyonlara c¢evrilmis ve dlciilen
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konsantrasyonlar ile eklenen konsantrasyonlar karsilastirilarak geri kazanim yiizdesi

hesaplanmistir. Geri kazanim Esitlik 2’ye gore hesaplanmaistir.
Esitlik (2): Geri Kazanim (%) = (Olgiilen Konsantrasyon/ Eklenen Konsantrasyon) x100

3.7.6. Spesifiklik
Yontemin spesifikligi, OLP standardi, zeytin yapragi ekstrakti ve bu ekstrakta OLP
analitik  standardi eklenmis Ornekler iizerinde yapilan UPLC analizleriyle

degerlendirilmistir.

3.8. Toplam Fenolik Madde Analizi

Zeytin yaprag ekstraktlarindaki fenolik madde miktari, Folin-Ciocalteu yontemine goére
belirlenmistir. Her ekstraktin 200 pL'si, 800 pL Folin-Ciocalteu reaktifi (10 kat
seyreltilmis) ile 2 dakika boyunca reaksiyona sokulmustur. Daha sonra 2 ml sodyum
karbonat (%7,5) ilave edilip hacim, distile su ile 10 mlI’ye tamamlanmistir. Karisim
karanlikta oda sicakliginda 1 saat bekletilmis ve kore karsi absorbans spektrofotometre ile

765 nm'de 6l¢iilmiistiir. Sonuglar, kurutulmus numunenin grami basina mg gallik asit

esdegeri (mg GAE/g) olarak ifade edilmistir (Irakli ve ark., 2018).
3.9. Oleuropein Saflastirilma islemleri

3.9.1. Baslangic Materyalinin Hazirlanmasi

Hamza Celebi ¢esidine ait, yaz mevsiminde toplanmis, kurutulmus ve 6giitiilmiis zeytin
yapraklarindan 20 g alinarak, etanol-su karisimi ile 1:20 (a/h) oraninda bir ultrasonik
banyo kullanilarak ekstrakte edilmistir. Ekstraksiyon islemi, daha 6nce RSM ile optimize

edilen ultrasonik ekstraksiyon parametrelerine uygun olarak yapilmistir.

Elde edilen ekstrakt, Biichner hunisi yardimiyla siiziilmiis ve siv1 faz, 60°C sicaklik ve
300 mbar basing altinda doner buharlastirici kullanilarak konsantre edilmistir. Konsantre

edilen bu ekstrakt, saflastirma islemleri i¢in baslangi¢c materyali olarak kullanilmistir.

3.9.2. Lipofilik Bilesenlerin Uzaklastirilmasi
Baslangic materyalindeki lipofilik bilesenlerin uzaklastirilmast amaciyla konsantre

ekstrakt tam ¢o6ziinme saglanana kadar 50 ml etanol kanstirilmistir. Karisim iki giin
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boyunca -20°C'de bekletilmis, ardindan soguk etanol ile yikanmig ve bir Biichner hunisi
kullanilarak filtrelenmistir. Bu adim, lipit bazli bilesikleri etkili bir sekilde giderilmesini
saglamak i¢in bes kez tekrarlanmistir. Elde edilen materyal, etanoliin uzaklastirilmasi
amaciyla doner buharlastirict kullanilarak (50°C, 350 mbar) tekrar konsantre edilmistir.

Lipofilik bilesenlerin uzaklastirilmasi islemine ait bir gorsel Sekil 3.5°te gosterilmektedir.

Sekil 3.5. Baslangic Materyalinden Lipofilik Bilesenlerin Uzaklastirilmasina Ait Bir Gorsel

3.9.3.Su ile Ekstraksiyon

Konsantre ekstrakt, homojen bir sulu ekstrakt elde etmek amaciyla 150 ml saf suda
¢Oziilmustir. Sekil 3.6°da gosterildigi lizere sulu ¢ozelti santrifiij tiiplerine aktarilmis ve
10 dakika boyunca 4000 rpm'de santrifiij edilmistir. Santrifiij islemi sonrasinda, iist fazlar
birlestirilmis ve 45 pm filtre kagidi kullanilarak Biichner hunisi ile siizlilmiistiir. Boylece

klorofil igerigi biiyiik 6l¢lide uzaklastirilmistir.
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Stiziilen ekstrakt, -20°C’de bir gece dondurulduktan sonra, 0,22 pm filtre kagidi ile
yeniden siiziilmiistiir. Bu filtrasyon isleminden sonra elde edilen ekstrakta ait gorsel, Sekil
3.7°de sunulmaktadir. Sonucta elde edilen turuncu renkli ekstrakt, toplam hacmi 300 ml

olacak sekilde saf su ile tamamlanmis ve sivi-sivi ekstraksiyon i¢in hazir hale getirilmistir.

Sekil 3.7. Filtrasyon Sonrasi Elde Edilen Sulu Ekstraktin Goriiniimii

3.9.4.S1vi-Siv1 Ekstraksiyonu

Sulu ekstrakt bir ayirma hunisinde etil asetat ile (1:1, v/v) ekstrakte edilmistir. Bu islem
bes kez tekrarlanmis ve her asamada elde edilen etil asetat fazlar1 birlestirilmistir. Etil
asetat doner buharlastirict (50°C, 350 mbar) kullanilarak ugurulmustur. Bu islem
sonucunda, OLP acisindan zenginlestirilmis bir ekstrakt elde edilmistir. Sivi-sivi

ekstraksiyonuna ait bir gorsel Sekil 3.8’de sunulmaktadir.
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Sekil 3.8. Zeytin Yapragi Ekstraktina Uygulanan Sivi-Sivi Ekstraksiyon Islemi

3.9.5.Kolon Kromatografisi

OLP agisindan zenginlestirilmis ekstrakt, daha yiiksek saflikta OLP elde etmek amaciyla
30 mm c¢apinda ve 600 mm uzunlugunda, silika dolgu maddesi ile doldurulmus bir
kromatografi kolonuna yiiklenmistir. Kolon, dnceden etil asetat ile sartlandirilmistir.
Ekstrakt metanolde ¢oziilerek kolona dikkatlice yiiklenmis ve ardindan 13:1 oraninda etil

asetat:metanol karisimi kullanilarak kolonda yiiriitiilmiistiir (Zun-Qiu ve ark., 2015).

Kolondan elde edilen fraksiyonlar ayri ayri toplanmis ve her biri UPLC ile analiz
edilmistir. UPLC sonuglarina gore, yiiksek oranda OLP igeren fraksiyonlar birlestirilerek
¢oziiciiler uzaklastirilmigtir. Kalan materyalin bir kismi saflik analizleri i¢in bir kismi ise
in vitro deneylerde kullanilmistir. Kolon kromatografisine ait bir gorsel Sekil 3.9°da

gosterilmektedir.
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Sekil 3.9. Oleuropeinin Saflastirilmasinda Kullanilan Kolon Kromatografisi Islemi

3.10. Antioksidan Analizler

3.10.1. Katyon Radikali Giderme Aktivitesi Analizi (ABTS*®")

Saflastirilan materyal ve zeytin yaprag: ekstraktinin katyon radikali giderme aktiviteleri,
Re ve arkadaslar1 (1999) tarafindan gelistirilen spektrofotometrik yonteme dayali olarak
gergeklestirilmistir. i1k olarak, 7 mM ABTS ve 2,45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltileri
hazirlanmistir. ABTS® stok ¢ozeltisini elde etmek amaciyla, bu iki ¢ozelti esit hacim
oraninda (1:1) kanstirilmis ve karisim oda sicakliinda, 151k gecirmeyen kosullarda 16
saat bekletilerek radikal olusumu saglanmistir. Analizlerde kullanilacak ABTS® calisma
cozeltisi, stok ¢ozeltiden 1 ml alinarak %96’lik etanol ile seyreltilmis ve 734 nm dalga
boyunda 0,70 + 0,02 absorbans verecek sekilde ayarlanmistir. Her bir 6rnekten 40 pL
aliarak 4 ml ABTS® ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Karisim oda sicakliginda ve karanlik
ortamda 6 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda absorbans dl¢timleri 734 nm dalga

boyunda UV-VIS spektrofotometre ile dl¢lilmiistiir.

Orneklerin  antioksidan  kapasitelerinin ~ belirlenebilmesi ~ amaciyla,  farklh
konsantrasyonlarda hazirlanmis troloks standart ¢ozeltileri (50, 100, 150, 200, 250, ve 300
ppm) kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Elde edilen absorbans verileri bu
egri dogrultusunda degerlendirilmis ve sonuglar mg troloks esdegeri/g ekstrakt (mg TE/g)

olarak ifade edilmistir. Tiim analizler {i¢ tekrarl1 olacak sekilde gergeklestirilmistir.
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3.10.2. Serbest radikali giderme aktivitesi (DPPH®)

Calismada saflastirilan materyal ve zeytin yapragi ekstraktinin serbest radikal giderme
aktiviteleri, Blasi ve arkadaslar1 (2016) tarafindan bildirilen yonteme dayali
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda, 0,06 mM derisiminde DPPH c¢ozeltisi metanol
igerisinde hazirlanmis ve 517 nm dalga boyundaki absorbansi 0,70 + 0,05 olacak sekilde
ayarlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti, 151k gecirmeyen kosullarda 4°C’de 1 saat bekletilerek
stabilizasyonu saglanmistir. Her bir 6rnekten 100 pL alinarak 3,90 mL DPPH c¢ozeltisi ile
karistirilmis ve karisim vortekslenerek homojen hale getirilmistir (Sekil 3.10). Elde edilen
karigimlar oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dakika inkiibe edilmistir. Serbest
radikal giderme aktiviteleri 517 nm dalga boyunda UV-VIS spektrofotometre ile

Olctilmiistiir.
e — =

Sekil 3.10. Zeytin Yaprag1 Ekstrakt1 ve Saflastirilan Materyalin DPPH Yontemiyle Antioksidan Aktivite
Degerlendirilmesi

Orneklerin  antioksidan  kapasitelerinin  belirlenebilmesi ~ amaciyla,  farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan troloks standart ¢ézeltileri (50, 100, 150, 200, 250, ve 300
ppm) kullanilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Elde edilen absorbans degerleri bu
egriye gore degerlendirilmis ve sonuglar mg Troloks esdegeri/g ekstrakt (mg TE/g)

cinsinden ifade edilmistir. Tiim analizler {i¢ paralel 6l¢lim ile gerceklestirilmistir.
3.11. Oleuropeinin Antidiyabetik Etkisinin Belirlenmesi

3.11.1. a-GluKosidaz Inhibitér Etkisinin Degerlendirilmesi
Zeytin yapragindan elde edilen ekstrakt, saflastirilan materyal ve OLP analitik

standardinin  a-glukosidaz enzimi {izerindeki inhibitdr etkisi, p-nitrofenil-a-D-
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glukopiranozit  (pNPG)  substratt  kullanilarak  spektrofotometrik ~ yontemle
degerlendirilmistir. Uygulanan yontem, Dong ve arkadaslar1 (2012) tarafindan bildirilen

protokol temel alinarak optimize edilmistir.

a-Glukosidaz enzim inhibisyonu deneylerinde iki farkli tampon ¢ozelti kullanilmistir:
e Tampon I: %1 DMSO igeren 0,1 M pH 6,8 sodyum fosfat tamponu

e Tampon II: DMSO igermeyen 0,1 M pH 6,8 sodyum fosfat tamponu

Calismada ii¢ farkli test 6rnegi (ekstrakt, saflastirilan materyal ve OLP analitik standardi)
ile pozitif kontrol olarak akarboz test edilmistir. Tiim test 6rnekleri ve akarboz ¢ozeltileri
Tampon 1 igerisinde hazirlanirken, pNPG substrati ve a-glukosidaz enzimi Tampon II

i¢erisinde ¢Ozlilmiistiir.

Deneysel uygulamada, test 6rnekleri 250, 500, 1000 ve 2000 ppm olmak iizere dort farkli
konsantrasyonda hazirlanmistir. Her bir reaksiyon tiipiine, 60 pL test 6rnegi ile birlikte 50
uL 0,2 U/ml a-glukosidaz enzimi ilave edilerek reaksiyon karigimlart olusturulmustur.
Karisimlar 37°C’de 10 dakika 6n inkiibasyona birakilmigtir. Inkiibasyonun ardindan, her
bir tiipe 50 uL pNPG substrat1 eklenmis ve reaksiyonun devami i¢in karisim 37°C’de 20
dakika daha inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda reaksiyonlar, 405 nm dalga
boyunda mikroplaka okuyucu ile absorbans degerleri oOl¢iilmiistiir. o-Glukosidaz

inhibisyon deneylerine ait bir gorsel Sekil 3.11°de sunulmustur.
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Sekil 3.11. a-Glukosidaz Inhibisyon Testi On Denemelerine Ait Bir Gorsel

Olgiimlerde elde edilen ham absorbans (HA) verileri, Lankatillake ve arkadaslar1 (2021)

calismasinda Onerilen yonteme gore ¢ok katmanli blank diizeltmesi yapilarak analiz

edilmistir. Biitiin blanklar ii¢ tekrar olacak sekilde hazirlanmistir.

Deneyin dogrulugunu ve olgiimlerin spesifikligini saglamak amaciyla blank gruplarn

hazirlanmistir:

Tampon Blanki (TB): Sadece Tampon I iceren, sistemin bazal absorbans

diizeyini belirlemeye yonelik olarak hazirlanmigtir.

Substrat Blanki (SB): Yalnizca pNPG ve tampon igeren; substratin kendi optik

sinyalini 6l¢mek i¢in kullanilmistir.

Ornek Blanki (OB): Her test &rnedi ve her bir konsantrasyon diizeyi igin,
yalnizca test 6rnegi ve tampon igeren; enzim ve substrat ilave edilmeksizin
hazirlanan kuyulardir. Bu blankin amaci, Orneklerin  kendisinden
kaynaklanabilecek renk, bulaniklik veya matris etkisi gibi optik girisimlerin

ortadan kaldirilmasidir.
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Her test 6rnegi ve akarboz, dort farkli konsantrasyonda, iiger tekrar olacak sekilde test
edilmistir. Ayn1 konsantrasyonlar i¢in yine iicer tekrar olacak sekilde OB hazirlanmistir.
Boylece her test 6rnegi icin toplam 24 kuyu kullamlmistir. Mikroplaka iizerinde sadece
merkez kuyular1 kullanilmis, kenar kuyular1 sicaklik farki ve buharlagsma gibi kenar

etkileri nedeniyle bos birakilmustir.

Negatif kontrol, enzim ve substrat iceren ancak inhibitdér igermeyen reaksiyon
karisimlarindan olusturulmustur ve enzimin maksimum aktivitesini temsil etmistir. Bu
grubun verilerine de ayn1 blank diizeltme protokolii uygulanmistir. Deneye ait mikroplaka

yerlesimi, Sekil 3.12°de ayrintili olarak gdsterilmistir.

Tiim absorbans verileri, 6rneklerin kendi blank degerleri ile diizeltilmis; ayrica substrat
ve tampon kaynakli sinyal katkilar1 da dikkate alinarak net absorbans (NA) degerleri
Esitlik 3’e gore hesaplanmustir.

Esitlik (3): NA=HA — [(SB - TB) + OB]

Bu esitlikte, substratin net optik katkisi [(SB — TB)] ve &rnege ait katki (OB), HA
degerinden ¢ikarilarak yalnizca inhibitore 6zgii absorbans degeri elde edilmistir. Blank
diizeltmeleri yapilmadan yalnizca HA degerleri ile yorum yapilmasi durumunda; yiiksek
arka plan sinyali, 6rnek matris etkisi ve girisimlerden kaynaklanan istatistiksel hatalar ve
anlamsiz varyanslar olusabilecegi i¢in tiim analizler yalnizca diizeltilmis net verilere

dayandirilmastir.

Her bir test 6rnegi i¢in % inhibisyon degeri, blanklar ila diizeltilmis net absorbans (NA)

verileri kullanilarak Esitlik 4’e gore hesaplanmastir.
Esitlik (4): 1nhibisy0n (%) = (NANegatif Kontrol — NATest Ornegi / NANegatif Kontrol) X 100

NAnNegatitKontrol: Negatif kontrol grubunun net absorbans degeri
NArest smegic 11gili test Srnegine ait net absorbans degeridir.
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(60 pL zeytin yaprag ekstrakti + 50 uL enzim + 50 pL substrat)
Zeytin Yaprag Blank

(60 uL zeytin yapragi+ 100 uL tampon II)
Saflastirilan Oleuropein (%68)

(60 pL saflastirilan oleuropein+ 50 uLL enzim + 50 uL substrat)

Saflastirilan Oleuropein (%68) Blank
(60 pL saflagtirilan oleuropein (%68) + 100 pLL tampon I1)

Oleuropein Analitik Standard: (%98)
(60 uL oleuropein analitik standardi (%:98) + 50 uL enzim + 50 uL substrat)

Oleuropein Analitik Standardi (%:98) Blank
(60 uL oleuropein analitik standardi (%98)+ 100 pL tampon II)

Negatif Kontrol
(60 uL Tampon I + 100 pLL tampon IT)

Substrat Blank
(50 pL substrat + 110 pL tampon II)

Tampon Blank
(160 pL tampon I)

Sekil 3.12. a-Glukosidaz Inhibisyon Testi Kapsaminda, 8000 ppm Diizeyindeki Test Ornekleri, Akarboz ve
flgili Blank Gruplarina Ait Mikroplaka Yerlesim Diizeni
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3.11.2. a-Amilaz Inhibitér Etkisinin Degerlendirilmesi

Zeytin yaprag ekstrakti, saflastirilan materyal ve OLP analitik standardinin a-amilaz
enzimi tizerindeki inhibitor etkisi, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNSA) yontemi kullanilarak
spektrofotometrik olarak degerlendirilmistir. Uygulanan yontem, Liu ve arkadaslari
(2013) tarafindan bildirilen protokol temel alinarak optimize edilmistir. Analiz, a-amilaz
enziminin nisasta substratin1 hidrolize etmesi sonucu ac¢iga cikan indirgen sekerlerin
DNSA ile etkileserek olusturdugu renkli kompleksin 540 nm dalga boyunda 6l¢iilmesi

esasina dayanmaktadir.
a-amilaz enzim inhibisyonu deneylerinde iki farkli tampon kullanilmigtir:

e Tampon III: %1 DMSO igeren 0,02 M pH 6,9 sodyum fosfat tamponu ve 0,006 M
NaCl
e Tampon IV: DMSO icermeyen, 0,02 M pH 6,9 sodyum fosfat tamponu ve 0,006

M NaCl i¢eren ¢ozelti olarak hazirlanmistir.

Calismada {i¢ farkl test 6rnegi (zeytin yapragi ekstrakti, saflastirilan materyal ve OLP
analitik standardu) ile birlikte pozitif kontrol olarak akarbozun a-amilaz enzimi tizerindeki
inhibitor etkisi degerlendirilmistir. Ttiim test drnekleri ve akarboz ¢ozeltileri, Tampon I11
icerisinde hazirlanmistir. Buna karsilik, substrat olarak kullanilan nisasta ve a-amilaz
enzimi Tampon IV igerisinde ¢oziindiiriilmiis; DNSA reaktifi ise distile su kullanilarak

sodyum hidroksit ile hazirlanmistir.

Deneysel uygulamada, test 6rnekleri 250, 500, 1000 ve 2000 ppm olmak tizere dort farkli
konsantrasyonda hazirlanmistir. 40 uL 5 U/ml a-amilaz ¢ozeltisi, 360 L Tampon II ve
200 pL numune ¢ozeltisi ile karistirilarak reaksiyon karisimi olusturulmustur. Pozitif
kontrol grubu olarak, ayni konsantrasyon araliklarinda hazirlanan akarboz ¢ozeltileri
kullanilmistir. Hazirlanan reaksiyon karigimi 37°C’de 20 dakika stireyle 6n inkiibasyona
birakilmig, ardindan her tiipe 300 pL %] nisasta ¢ozeltisi eklenerek tekrar 37°C’de 20
dakika inkiibe edilmistir. Reaksiyonun durdurulmasi amaciyla her tiipe 200 pL DNSA

¢Ozeltisi eklenmis ve tlipler 5 dakika boyunca kaynar su banyosunda bekletilmistir.
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Reaksiyon karigimlariin absorbans dl¢timleri 540 nm dalga boyunda gerceklestirilmistir
(Liu ve ark., 2013). a-amilaz inhibisyon deneylerine ait bir gorsel Sekil 3.13°te

sunulmustur.

e

Sekil 3.13. Zeytin Yapragi Ekstrakti, Saflagtinlan Materyal ve Oleuropein Analitik
Standardina Ait a-Amilaz Inhibisyonuna Yonelik On Denemelere Iliskin Gérsel

3.12. [istatistiksel Analiz

Tiim deneysel veriler ii¢ tekrarli olacak sekilde elde edilmis olup, sonuglar ortalama +
standart sapma olarak ifade edilmistir. Istatistiksel analizler SPSS 25.0 yazilinu
kullanilarak gergeklestirilmistir. Verilerin normalligi Shapiro-Wilk testi, varyans
homojenligi ise Levene testi ile degerlendirilmistir. Normal dagilim gosteren verilerde,
gruplar aras1 farklarin belirlenmesinde tek yonlii varyans analizi (One-Way ANOVA)
uygulanmis, anlamli fark tespit edilen durumlarda ise Tukey post-hoc testi ile grup
farkliliklar1 analiz edilmistir. Ayni1 ¢eside ait ki ve yaz mevsiminde toplanan

yapraklardaki bilesik diizeylerinin karsilastirilmasinda eslestirilmis t-testi kullanilmistir.

Degiskenler arasindaki iligkilerin belirlenmesi amaciyla Spearman siralama korelasyon
analizi (Spearman’s rank correlation) uygulanmistir. Anlamlilik diizeyi tiim testler i¢in
p<0,05 olarak kabul edilmistir. Veri igleme siireclerinde Microsoft Excel programi
kullanilmis; grafikler, regresyon egrileri, histogramlar ve diger tanimlayici gorseller

Minitab 18 ve Excel yazilimlar1 araciligiyla olusturulmustur.

55



4. BULGULAR

4.1. Numunelerin Fiziksel ve Kimyasal Ozellikleri

4.1.1.Nem Analizi Sonuclari

Sekil 4.1.°de farkli zeytin cesitlerine ait zeytin yapraklarimin nem igerikleri (%)
gosterilmektedir. Yapraklarin nem igerikleri %44,26 ile %51,10 arasinda degismekte
olup, Ornekler arasinda belirgin bir farklilik gostermektedir. En yiiksek nem igerigi
Samanli ¢esidinde (%51,10) kaydedilirken, en diisiik nem igerigi Samsun Tuzlamalik
cesidinde (%44,26) gozlemlenmistir. Yiiksek nem seviyelerine sahip diger cesitler
arasinda Edincik (%49,81), Melkabazi (%49,65) ve Halhali Celebi (%49,11) yer alirken;
Cakar (%45,00), Erkence (%45,12) ve Tavsan Yiiregi (%45,01) gibi ¢esitler daha diisiik

nem igerikleri sergilemistir

Halhali Celebi |
Egriburun (Tatayn) - [ —

Erkence

Hamza Celebi

Lz Sofralik |

Yuvarlak Halhal

San Ulak

Erdek Yaghk

Asi Yeli

Saurani

Kan Celebi

Cakur

Samsun Tuzlamalik

Melkabazi

Samanlh

Butko

Hurma Karaca
Celebi (iznik)
Bityiik Topak Ulak
Hurma Kaba
Edincik

Kiigiik Topak Ulak
Kiraz

Cilli

Mavi

Girit

Kilis Yaghk

Zeytin Yaprag Cesitleri

Tavsan Yiregi
Cekisti

Uslu

Nizip Yaghk
Gemlik
Ayvahk Yaghk
Domat

Memecik

.
=
=]
=]

42,00 44,00 46,00
Nem Oram (%)

=
=
=
=

50,00

Sekil 4.1. Farkl1 Zeytin Cesitlerine Ait Yapraklarin Nem Icerikleri (%)
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4.1.2.Renk Analizi Sonuclari

Zeytin yapragi orneklerine ait renk analizi sonuglar1 Tablo 4.1°de sunulmaktadir.

Tablo 4.1. Zeytin Yapragi Renk Parametreleri (L*, a*, b*) Analiz Sonuglari

Zeytin Yapragi L* Degeri a* Degeri b* Degeri
Halhal1 Celebi 12,06 2,45 2,36
Egriburun (Tatayn) 13,63 1,93 1,93
Erkence 13,18 2,31 1,29
Hamza Celebi 13,80 1,89 1,92
[zmir Sofralik 13,11 1,92 2,09
Yuvarlak Halhali 13,39 1,99 1,89
Sar1 Ulak 12,59 2,09 2,22
Erdek Yaglik 13,88 2,26 1,72
As1 Yeli 13,44 2,11 1,08
Saurani 10,76 2,43 3,76
Kan Celebi 12,61 2,27 2,54
Cakar 13,05 1,90 1,87
Samsun Tuzlamalik 13,24 2,07 2,02
Melkabazi 14,52 1,82 1,17
Samanli 13,00 2,09 2,66
Butko 13,47 1,99 1,62
Hurma Karaca 13,68 1,75 2,02
Celebi (Iznik) 13,13 2,05 2,39
Biiytik Topak Ulak 13,00 2,25 2,02
Hurma Kaba 13,25 1,94 1,95
Edincik 13,42 2,17 1,66
Kiictik Topak Ulak 13,33 2,12 2,49
Kiraz 12,97 1,96 2,07
Cilli 13,44 2,06 1,81
Mavi 13,68 1,95 2,09
Girit 13,07 2,03 2,96
Kilis Yaglik 11,31 2,02 1,46
Tavsan Yliregi 14,57 0,93 1,33
Cekisti 13,00 2,01 1,97
Uslu 13,69 1,97 1,66
Nizip Yaglik 12,56 1,95 2,99
Gemlik 13,35 2,32 2,55
Ayvalik Yaglik 13,14 2,26 2,76
Domat 12,73 2,32 2,33
Memecik 10,89 2,29 3,67
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Tablo 4.1°e sunulan verilere gore, ¢esitler arasinda yaprak rengi acisindan belirgin
farkliliklar gozlenmistir. Parlakligi temsil eden L degerleri 10,76-14,57 aralifinda
degismis; bu durum tiim orneklerin genel olarak koyu renkli yapraklara sahip oldugunu
gostermektedir. En koyu tonlar Saurani ve Memecik, en acgik yesil tonlar ise Tavsan
Yiiregi ve Melkabazi ¢esitlerinde kaydedilmistir. Tavsan Yiiregi en diisiik a degerine
(0,93), Halhali Celebi ise en yiiksek a* degerine (2,45) sahiptir. Tiim b* degerlerinin
pozitif olmasi, sar1 tonun maviye baskin oldugunu gostermektedir. Saurani (3,76) ve
Memecik (3,67) en yiiksek b* degerlerine sahipken, As1 Yeli (1,08) en diisiik b* degeriyle
sar1 ton katkisinin en az oldugu ¢esittir. Bulgular, yaprak renginin zeytin ¢esitlerine gore

farklilastigini ortaya koymaktadir

4.2. UPLC Validasyon Parametreleri

Zeytin yapraklarindaki OLP diizeylerinin UPLC yo6ntemi ile belirlenmesinden once ilgili
yontem valide edilmistir. Bu kapsamda 3.6. Oleuropein Miktar Tayini bdliimiinde
belirtildigi sekliyle hazirlanan kromatografik sisteme OLP analitik standardi enjekte

edilmis ve elde edilen kromatogram Sekil 4.2.”de gosterilmistir.

Oleuropein
Yl P
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Sekil 4.2. Oleuropein Standart Cozeltisine Ait Kromatogram (50 ppm)
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Belirtilen kromatografik sisteme farkli konsantrasyonlarda enjekte edilen OLP standardi
i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi, 3,125-200 ppm araliginda dogrusal bir iliski sergilemis
olup dogrusallik analizine iligskin kalibrasyon egrisi Sekil 4.3.”te sunulmustur. Kullanilan
kromatografik kosullar altinda, kalibrasyon egrisi regresyon analiziyle yiiksek dogrusallik
gostermistir (R> 0,9997). Dogru egimi (slope) 0,0608, y-kesisim noktasi ise 0,0418
olarak hesaplanmistir. Ayrica, veri noktalarinin regresyon dogrusundan sapmalar1 analiz
edilmis ve artik kareler toplami1 0,0306 olarak bulunmustur. Elde edilen 6l¢iim sonuglarina

gore regresyon dogrusu Esitlik 5’te verilmistir:
Esitlik (5): y=0,0608x + 0,0418

12

10

Ortalama AREA

0 25 50 75 100 125 150 175 200
Konsantrasyon(ppm)

Sekil 4.3. 3,125- 200 ppm Araliginda Oleuropein Analitik Standardina Ait Kalibrasyon Grafigi

LOD ve LOQ igin 3,125 ppm diizeyindeki 6l¢iim tekrarlarindan elde edilen yanitlarin
standart sapmasi 0,1290 olarak belirlenmistir. Bu degerlere dayanarak, LOD 0,3871 ppm
ve LOQ ise 1,2905 ppm olarak hesaplanmuistir.

Yontemin kesinligi, tekrarlanabilirlik degeri olarak ifade edilmis ve bu deger %RSD 0,27
olarak hesaplanmistir. Analitik yontemin ara kesinligi, farkli giinlerde gergeklestirilen

Olctimler ile degerlendirilmis olup ara kesinlik i¢cin %RSD 0,64 olarak belirlenmistir.
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Dogruluk (geri kazanim) parametresi dogrusal araligin (3,125-200 ppm) orta diizeyi 50
ppm olarak kabul edilmis ve bu deger esas alinarak diisiik (%50), orta (%100) ve yiiksek
diizeyleri (%200) degerleri i¢in hesaplanmig ve analiz sonuglari Tablo 4.2°de

gosterilmistir.

Tablo 4.2. Oleuropeine Ait Dogruluk (Geri Kazanim) Verileri

. Konsantrasyon Olciilen Ortalama .
Diizey (ppm) y Konsangtrasyon (ppm) £ SD Geri Kazanim (%)
Diistik diizey (%50) 25 25,49 £ 0,35 101,95
Orta diizey (%100) 50 50,79 £ 0,13 101,58
Yiiksek diizey (%200) 100 97,54 £2,24 97,54
SD: Standart Sapma

n=3

Tablo 4.2’de sunulan verilere gore, diisiik diizeyde ortalama 6l¢iilen konsantrasyon 25,49
ppm, orta diizeyde 50,79 ppm ve yiiksek diizeyde 97,54 ppm olarak bulunmustur. Bu
diizeylerde hesaplanan geri kazanim oranlar sirasiyla %101,96, %101,57 ve %97,54

olarak hesaplanmistir.

Sekil 4.2.’te OLP pikinin ¢ikis zamanini gosterilmektedir. Sekil 4.4.’te ise zeytin yapragi
ekstraktina ait kromatogram (a) ve bu ekstrakta OLP standardi eklenerek yapilan spike
caligsmasi (b) gosterilmektedir. OLP pikinin ¢ikis zamaninda ekstrakt i¢inde karsilik gelen
bir pik gbézlenmis ve OLP standardi eklenmesiyle bu pikin alaninda belirgin artis
saptanmistir. Bu bulgular, yontemin OLP’yi ekstrakt icerisindeki diger bilesenlerden ayirt
edebildigini ve spesifiklik agisindan yeterli oldugunu gostermektedir. Ayrica, OLP pikinin
ozgiilliigiinii desteklemek amaciyla UV spektral analiz gergeklestirilmistir. Zeytin yapragi
ekstraktindaki hedef pikin UV spektrumu, OLP standardinin UV spektrumu ile
karsilastirlmistir. Her iki spektrumun da maksimum absorbans degerinin 280 nm’de
oldugu ve spektral oOrtiisme gosterdigi gozlemlenmistir. Bu bulgu, Olgililen piklerin

OLP’ye ait oldugunu dogrulamakta ve yontemin spesifikligini desteklemektedir.
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Sekil 4.4. Zeytin Yapragi Ekstrakti Kromatogrami (a); Oleuropein Standardi Eklenmis Ekstraktin
Kromatogrami (b)

4.3. Oleuropein Ekstraksiyon Sonuclari

Bu c¢alismada, OLP ekstraksiyonu icin SFE-CO. yontemiyle gerceklestirilen
denemelerde istenilen verime ulasilamamistir. Bu nedenle ¢alismaya, ekstraksiyon
parametrelerinin RSM ile optimize edildigi ultrasonik destekli ekstraksiyon teknigiyle
devam edilmistir. Tablo 4.3’te RSM tasarimina gére UAE kosullar1 ve elde edilen OLP

verimleri sunulmaktadir.
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Tablo 4.3. Yiizey Yanit Metodu Tasarimma Gore Ultrasonik Ekstraksiyon Kosullar1 ve Oleuropein

Verimleri (mg/g)

Deney Bagimsiz Degiskenler Oleuropein
Sirast Miktar1
(mg/g)
X1 (%) X2 (°C) X (dk)
1 70 (0) 70 (+1,682) 20 (0) 46,93
2 80 (1) 30 (-1) 10 (-1) 47,17
3 70 (0) 45 (0) 20 (0) 47,25
4 87 (+1,682) 45 (0) 20 (0) 46,67
5 60 (-1) 30 (-1) 30 (1) 44,06
6 70 (0) 45 (0) 20 (0) 46,69
7 80 (1) 60 (1) 30 (1) 47,44
8 70 (0) 45 (0) 37 (+1,682) 47,81
9 60 (-1) 60 (1) 30 (1) 47,86
10 70 (0) 20 (-1,682) 20 (0) 45,06
11 70 (0) 45 (0) 20 (0) 47,28
12 53 (-1,682) 45 (0) 20 (0) 45,45
13 70 (0) 45 (0) 20 (0) 47,13
14 70 (0) 45 (0) 20 (0) 47,45
15 60 (-1) 60 (1) 10 (-1) 47,1
16 80 (1) 30 (-1) 30 (1) 45,72
17 70 (0) 45 (0) 20 (0) 46,50
18 80 (1) 60 (1) 10 (-1) 48,61
19 60 (-1) 30 (-1) 10 (-1) 44,51
20 70 (0) 45 (0) 3 (-1,682) 46,55
Semboller Kodlanmis Seviyeler
Degiskenler -1 0 1
Etanol Konsantrasyonu Xi 60 70 80
Ultrasonik Sicaklik X> 30 45 60
Ultrasonik Siire X; 10 20 30

Merkezi Kompozit Tasarim kullanilarak yapilan ultrason destekli OLP ekstraksiyonuna

ait varyans analizi sonuglar1 ve model 6zeti Tablo 4.4’te sunulmaktadir. Genel regresyon

modelinin istatistiksel olarak anlamli oldugu (F = 5,94, p = 0,005) goriilmistiir. Test

edilen bagimsiz degiskenler, OLP verimindeki degisimi ag¢iklamaya Onemli Olciide

katkida bulunmaktadir.
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Ana etkiler incelendiginde, hem etanol konsantrasyonu (p<0,05) hem de ekstraksiyon
sicakligr (p<0,001) OLP verimi iizerinde istatistiksel olarak anlamli etkilere sahipken
ekstraksiyon siiresi anlamli bulunmamistir (p>0,05). Farkli sicaklik, siire ve etanol
konsantrasyonu sartlarinda OLP ekstraksiyonu i¢in elde edilen RSM grafikleri OLP
verimi tizerindeki etkileri, yanit yiizeyi grafikleri ile gorsel olarak da desteklenmistir.
Sekil 4.5a'da goriildiigii iizere, etanol konsantrasyonundaki artis, sicaklikla birlikte OLP
verimini belirgin sekilde artirmistir. Buna karsilik, Sekil 4.5b'de siire faktoriiniin etkisi
siirl kalmistir. Karesel terimler ve ikili etkilesimler incelendiginde anlamli katkilar
bulunmamustir (p>0,05). Lack-of-fit modelin verilere yeterince uydugunu gostermektedir
(p>0,05). Model uyum istatistikleri incelendiginde, R? %84,24 olarak hesaplanmistir. Bu
deger, yanittaki degiskenligin biliyiilk bir kisminin model tarafindan aciklandigini

gostermektedir.

Tablo 4.4. Yiizey Yanit Metoduna Gére Yapilan Varyans Analizi ve Model Uygunlugu istatistikleri

Varyans Kaynagi F Degeri p-Degeri
Model 5,94 0,005
Ana Etkiler
Etanol Konsantrasyonu (%) 10,05 0,010
Sicaklik (°C) 29,31 0,000
Siire (dk) 0,01 0,945
Karesel Terimler
Etanol? 3,44 0,093
Sicaklik? 3,98 0,074
Siire? 0,25 0,627
ikili Etkilesimler
Etanol x Sicaklik 3,21 0,103
Etanol x Siire 2,68 0,133
Sicaklik x Siire 0,69 0,426
Lack-of-fit 4,84 0,054
Model Uygunluk Degerleri Deger
S (Standart Hata) 0,635
R? (R-sq) (%) 84,24
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Sekil 4.5. Yanit Yiizey Metodu Optimizasyonu Sonucunda Elde Edilen Ug Boyutlu Yiizey Yanit Grafikleri:
(a) Etanol Yiizdesi ve Sicakligin Oleuropein Miktaria Etkisi, (b) Etanol Yiizdesi ve Ekstraksiyon Siiresinin
Oleuropein Miktarina Etkisi, (c) Sicaklik ve Ekstraksiyon Siiresinin Oleuropein Miktarina Etkisi
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Tablo 4.5’te, en yliksek verimlilikte OLP elde etmek i¢in optimum kosullar1 ve bu kosullar
i¢in formiil gosterilmektedir. OLP verimini en yliksek seviyede elde etmede en uygun
etanol oran1t %87, sicaklik 70°C ve siire ise 37 dakika olarak belirlenmistir. Bu
parametreler dogrultusunda ek deneyler sonrast OLP verimi 48,71 + 0,20 mg/g olarak
Olclilmiis ve bu deger, modelin Ongoriisiiyle (49,32 mg/g) yliksek diizeyde uyum

gostermistir.

Tablo 4.5. Oleuropein Verimini Maksimize Eden Optimum Kosullar ve Tahmin Edilen Formiil

Parametreler Degerler
X1 (%) 87
X2 (°C) 70
X (dk) 37
. =10,30+0,676-X;+0,361-X> +0,167-X5 —0,00305-X;> — 0,001505-X>*
Oleuropein (mg/g)

+0,00082-X3°—0,00268-X; X>—0,00367-X; X3 +0,00124-X> X3

X;: Etanol Konsantrasyonu (%)
X> Ultrasonik Sicaklik (°C)
X; Ultrasonik Siire (dk)

4.4. Oleuropein Miktar Tayini Sonuclar:

4.4.1.Farkh Zeytin Cesidi Yapraklarindaki Oleuropein Icerigi

Bu ¢alisma kapsaminda OLP miktar1 a¢isindan incelenmis olan zeytin yapragi o6rnekleri
UAE calismalarindan elde edilen optimum degerler kullanilarak ekstrakte edilmistir.
Ancak fenolik bilesiklerin 70°C ve ilizerindeki sicakliklarda bozulma riski ve OLP’nin
nispeten diisiik termal kararliligi nedeniyle (Ahmad-Qasem ve ark., 2013; Dent ve
ark.,2013; Stamatopoulos ve ark.,2013; Cifa ve ark., 2018) merkezi kompozit tasarimda
en uygun sicaklik 70°C olarak hesaplanmasina karsin ¢alismada tedarik edilen zeytin
yaprag1 numunelerinde uygulanan ekstraksiyon sicaklik degeri 60°C olarak se¢ilmistir. Bu
cercevede farkli zeytin cesitlerine ait yapraklarimin OLP igerikleri Sekil 4.6’da

sunulmaktadir.
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Zeytin Cesidi
Farkl harfi paylasan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,05). Veriler ortalama + standart hata olarak sunulmustur. n=3.

Sekil 4.6. Kis Doneminde Hasat Edilen Farkli Zeytin Cesitlerine Ait Yapraklarin Ortalama Oleuropein Miktarlar1 (mg/g)



Sekil 4.6’da sunulan verilere gore, zeytin yapraklarindaki OLP igerigi 15,22 + 0,03 mg/g
ile 80,29 + 1,83 mg/g arasinda degismektedir. Tek yonlii varyans analizi sonucuna gore
cesitler arasindaki OLP igerigi bakimindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmustur (p<0,05). En yiiksek OLP icerigine sahip yaprak ¢esidi, 80,29 + 1,83 mg/g
Hamza Celebi ¢esidinde gézlemlenmistir. Bunu As1 Yeli (78,18 £ 1,21 mg/g), Ayvalik
Yaglik (77,46 + 0,63 mg/g) ve Domat (76,97 mg/g +0,12) takip etmistir. Bu dort zeytin
cesidi, diger cesitle karsilastirildiginda 6nemli 6lgiide daha yiliksek OLP igerigine sahiptir
(p<0,05). Diger yandan en diisiik OLP icerigine sahip zeytin cesidi 15,22 + 0,03 mg/g
degeriyle Tavsan Yiiregi ¢esidinde rastlanmistir (p<0,05). Bunu Mavi (35,27 £ 0,14 mg/g)
ve Uslu (37,11 + 0,02 mg/g) takip etmistir. Bu ¢esitler diger zeytin yapragi ¢esitlerine
kiyasla 6nemli 6l¢giide daha diisiik OLP igerigi sergilemistir (p<0,05).

Calisma kapsaminda analiz edilen 35 farkli zeytin ¢esidine ait yaprak orneklerinde, OLP
icerigi bakimindan cesitler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklar saptanmistir. Bu
bulgular dogrultusunda, s6z konusu farkliliklarin yapraklarin fiziksel 6zellikleriyle iligkili
olup olmadigini degerlendirmek amaciyla, OLP icerigi ile yaprak rengini temsil eden L*,
a* ve b* renk parametreleri arasindaki iliski de incelenmistir. Ancak yapilan istatistiksel
analizler sonucunda, OLP igerigi ile bu renk parametreleri arasinda anlamli bir iligki

bulunmamaktadir (p>0,05) (bkz. Tablo 4.1.).

4.4.2. Mevsimsel Degisimin Oleuropein Icerigine Etkisi

Bu calismada incelenen zeytin yapragi cesitlerinden OLP igerigi en yiiksek olarak
belirlenen Hamza Celebi ¢esidine ait zeytin yapraklarin OLP igerigi lizerine mevsimsel
degisimin etkisi Sekil 4.7°de gosterilmektedir. Bu kapsamda yaz (temmuz) ve kis (ocak)
mevsimlerinde toplanan yaprak 6rnekleri analiz edilmis ve bu yapraklarin OLP igerikleri
sirasiyla 48,62 + 0,20 mg/g ve 80,29 + 1,83 mg/g olarak belirlenmistir. Istatistiksel analiz
sonuglarina gore, kis mevsiminde toplanan yapraklarda bulunan OLP igerigi, yaz
mevsiminde toplanan yapraklara kiyasla istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiiksek

bulunmustur (p<0,001).
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Degerler, her mevsim ic¢in 1i¢ tekrara dayali olarak ortalama seklinde sunulmustur.
Farkli harfi paylasan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,001).

Sekil 4.7. Hamza Celebi Zeytin Cesidinde Mevsimsel Degisimin Oleuropein igerigine Etkisi
4.4.3.Yapraklarin Lokalizasyonlarina Gore Oleuropeinin Degisimi

Zeytin agacinin farkli yaprak konumlarmin OLP igerigi iizerindeki etkisini
degerlendirmek amaciyla; apikal (u¢), orta ve bazal (dip) bdlgelerden toplanan yaprak
ornekleri analiz edilmis, elde edilen bulgular Sekil 4.8’de sunulmustur. Elde edilen
bulgulara gore, apikal bolge i¢in ortalama 76,84 + 8,56 mg/g, orta bolge i¢in 66,95 + 12,51
mg/g ve bazal bolge i¢in 68,79 = 12,32 mg/g OLP tespit edilmistir. Sonuglar, yapraklarin
zeytin agacindaki lokalizasyonuna goére OLP igerigi acisindan anlamli bir fark

bulunmadigina isaret etmektedir (»p>0,05).
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Veriler ortalamalar1 + standart hata olarak sunulmustur.

Sekil 4.8. Zeytin Yapraklarimin Agactaki Lokalizasyonlarina Gére Oleuropein Miktarindaki Degisimleri
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4.5. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Sonug¢lar:

Toplam fenolik madde miktarinin belirlenmesinde Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmis
ve gallik asit standart ¢ozeltileri ile bir kalibrasyon grafigi olusturulmustur (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Gallik Asit ile Olusturulan Toplam Fenolik Madde Kalibrasyon Egrisi

Sekil 4.9.'da sunulan verilere gore, 0-50 ppm araliginda hazirlanan gallik asit standardi ile

elde edilen degerler dogrusal bir iliski gostermistir (R?= 0,9969). Elde edilen kalibrasyon

dogrusu kullanilarak ¢aligma kapsamindaki farkli zeytin ¢esitlerine ait yapraklarin TPC

miktarlar1 Sekil 4.10°da gosterilmektedir.
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Sekil 4.10. Kig Doneminde Hasat Edilen Farkli Zeytin Cesitlerine Ait Yapraklarda Ortalama Toplam Fenolik Madde Miktar1 (mg/GAE)
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Elde edilen bulgulara gore, TPC diizeyleri farkli zeytin yaprag: ¢esitleri arasinda 42,98
mg GAE/g ile 49,42 mg GAE/g arasinda degismektedir. Cesitler arasinda istatistiksel
olarak anlamli farkliliklar mevcuttur (p<0,05). En yiiksek TPC, Cilli ¢esidinde (49,42 +
0,03 mg GAE/g, p<0,05), ardinda Hamza Celebi (49,21 + 0,02 mg GAE/g) ¢esidinde
tespit edilmistir (p<0,05). Buna karsilik, en diisiik TPC, Tavsan Yiiregi ¢esidinde (42,98
+ 0,04 mg GAE/g, p<0,05) bulunmus, bunu Uslu (43,08 + 0,02 mg GAE/g) ve Kii¢iik
Topak Ulak (43,78 + 0,02 mg GAE/g) takip etmistir (p<0,05).
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Degerler, her mevsim icin ¢ tekrara dayali olarak ortalama seklinde sunulmustur.
Farkl1 harfi paylasan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmaktadir (p<0,001).

Sekil 4.11. Hamza Celebi Cesidine Ait Zeytin Yapraklarinda Mevsimsel Degisimin Toplam Fenolik Madde
Miktarina Etkisi

Sekil 4.11°de Hamza Celebi ¢esidine ait zeytin yapraklarinin TPC igeriginin mevsimsel
degisimini gosterilmektedir. Yaz (temmuz) ve kis (ocak) mevsimlerinde toplanan yaprak
ornekleri analiz edilmis ve bu yapraklarin TPC igerikleri sirasiyla 42,96 £ 0,01 mg GAE/g
ve 49,21 + 0,02 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda
iki mevsim arasinda OLP igerigi agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit
edilmistir (»p<0,001). Kis mevsiminde toplanan yapraklarin TPC igerigi, yaz mevsiminde

toplanan yapraklara kiyasla daha yiiksek diizeydedir.

Bu ¢alisma kapsaminda analiz edilen 35 farkli zeytin ¢esidine ait yaprak orneklerinin
analiz sonucuna gore, OLP icerigi ile TPC miktar1 arasinda orta diizeyde, pozitif yonlii ve
istatistiksel olarak anlamli bir iliski tespit edilmistir (= 0,620; p<0,001). Bu bulgu, farkl
genetik ozelliklere sahip zeytin ¢esitlerinde TPC igeriginde artisin OLP diizeyindeki

artisla iligkili oldugunu gostermektedir.
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4.6. Oleuropeinin Saflastirilmasi

Saflastirma caligmalar1 kapsaminda yiiksek diizeyde OLP tespit edilen Hamza Celebi
cesidine ait yazlik zeytin yapragi drneginden daha yiliksek miktarda numune alinmis ve
onceden RSM ile optimize edilmis ultrasonik ekstraksiyon kosullari (%87 etanol, 60°C,
37 dakika) altinda ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmistir. Baslangi¢c materyalinin
hazirlanmast i¢in 20,00 g zeytin yapragi 400 ml %87 etanol ile birlestirilmistir. Bu
kosullar altinda yaz doneminde hasat edilen zeytin yapraklarindan UAE yontemi ile elde

edilen ekstraktin %4,88 diizeyinde OLP igerdigi belirlenmistir.

Calismada elde edilen ekstrakttaki OLP diizeyini artirmak amaci ile lipofilik bilesenlerin
giderilmesi caligmalari ile devam etmistir. Bu adimin ardindan ekstrakt agirligi 6,20 g
olarak belirlenmistir. Toplam OLP igerigi 975,12°dan 749,31 mg'a diiserek, yaklasik
%23,16'lik bir OLP kaybi ger¢eklesmistir. Buna ragmen bu adim sonunda ekstrakttaki
OLP miktar1 %4,88’den %12,09’a yiikselmistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Oleuropein Saflastirma Adimlarinda Ekstrakt Miktar1, Oleuropein Igerigi ve Kayip Oranlart

. ) .
Saflastirma Adim Kalan Ekstrakt  Oleuropein Oleuropein  Kayip (%

Miktar1 (g) (mg) (%) Oleuropein)
Ultrasonik Ekstraksiyon 20,00 975,12 4,88
Lipit Uzaklastirma 6,20 749,31 12,09 23,16
S1vi Sivi Ekstraksiyon 1,32 727,48 55,11 2,24
Silika Jel Sonrasi 1,06 723,87 68,29 0,37

Sivi-sivi ekstraksiyon asamasinda, 727,48 mg OLP iceren 1,32 g ekstrakt elde edilmistir.
Bu asamada toplam OLP miktarinda ek %2,24'lik bir kayip gézlemlenmis ancak OLP
ylizdesi onemli Olcilide artarak %55,11'e ¢ikmastir.

Saflagtirma isleminin son adiminda, silika jel kolon kromatografisi uygulanmistir. Bu
islem sirasinda, kolonun altina yerlestirilen 50 mI’lik tiiplere toplam 17 farkli fraksiyon
toplanmis ve her fraksiyondaki OLP igerigi UPLC kullanilarak belirlenmistir. UPLC
analizine gore, OLP igerigi ilk bes fraksiyonda tespit edilememis; 6—17. fraksiyonlar

arasinda ise OLP saptanmuistir.
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En yiliksek OLP konsantrasyonu, Sekil 4.12'de gosterildigi tizere Fraksiyon 8'de
gozlemlenmistir. En yiiksek OLP igerigine sahip dokuz tiip birlestirilmis ve yiiriitiict,
doner buharlastirict kullanilarak uzaklastirilmis ve toplam 1,06 g ekstrakt elde edilmistir.
Bu ekstraktin igeriginde 723,87 mg OLP bulunmakta olup, %68,29’luk saflik diizeyi
saglanmistir. Kolon kromatografisi adiminda OLP kaybi yalnizca %0,37 diizeyinde

gerceklesmistir.
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Sekil 4.12. Kolon Kromatografisinden Elde Edilen Fraksiyonlarin Oleuropein igerigi (ppm)

Sonug olarak, saflastirma siireci sonunda toplam 20,00 g kurutulmus zeytin yapragi
numunesinden 1,06 g saflagtirilmis materyal elde edilmis ve bu materyalin kromatografik
analizinde 723,87 mg OLP tespit edilmis ve saflagtirilan materyalin OLP agisindan saflik
orant %068,29 olarak belirlenmistir. Saflastiritlan materyalin baslangic numunesindeki
diizey 975,12 mg olmasi nedeni ile de toplam geri kazanmim oramt %74,37 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar calisma kapsaminda, uygulanan saflastirma
protokoliiniin hem yiiksek verim hem de yiiksek saflik elde etmede etkili oldugunu

gostermektedir.
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4.7. Antioksidan Aktivite Sonuclari

4.7.1.ABTS** Katyon Radikali Giderme Aktivitesi Sonuclari

Zeytin yaprag1 ekstrakti ve saflastirilan materyalin antioksidan kapasiteleri, ABTS®
katyon radikali giderme yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Troloks standart
cozeltileri ile olusturulan kalibrasyon egrisi kullanilmig ve Orneklerin antioksidan
aktiviteleri mg Troloks esdegeri/g ekstrakt (mg TE/g) cinsinden hesaplanmistir.
Kullanilan Troloks standart ¢ozeltilerinden elde edilen kalibrasyon dogrusu yiiksek bir
korelasyon gdstermis (R? = 0,9914) ve yontem dogrusal bir yanit vermistir. Sekil 4.13’te
ABTS® katyon radikali giderme aktivitesine yonelik olusturulan kalibrasyon egrisi
sunulmustur. Ol¢iim sonuglarina gére, zeytin yapragi ekstraktinin ABTS® radikal giderme
kapasitesi 43,23 + 1,23 mg TE/g, saflastirilan materyal 6rneginin ise 124,37 = 1,45 mg
TE/g olarak belirlenmistir. Saflastirilan materyal, zeytin yaprag: ekstraktina kiyasla daha

yiiksek bir katyon radikali giderme aktivitesi gostermistir.
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Sekil 4.13. ABTS®" Aktivitesi i¢in Olusturulan Troloks Kalibrasyon Egrisi
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4.7.2.DPPH"® Serbest Radikali Giderme Aktivitesi Sonugclari

Zeytin yapragi ekstrakti ve saflagtirilan materyalin serbest radikal giderme kapasiteleri,
DPPH yontemi ile degerlendirilmistir. Troloks standart cozeltileri ile olusturulan
kalibrasyon egrisi yiiksek dogrusal uyum gostermistir (R?= 0,9915). Sekil 4.14°te DPPH*®
serbest radikal giderme aktivitesine yonelik Troloks standart ¢ozeltileri ile olusturulan
kalibrasyon egrisi sunulmustur. Elde edilen sonuglara gore, zeytin yapragi ekstraktinin
DPPH* radikal giderme kapasitesi 56,21 = 1,28 mg TE/g, saflagtirilan materyalin ise
107,99 £ 0,93 mg TE/g olarak belirlenmistir. Saflastirilan materyal, ham ekstrakta kiyasla

daha ytiksek bir antioksidan kapasite gostermistir.
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Sekil 4.14. DPPH*® Aktivitesi i¢in Olusturulan Troloks Kalibrasyon Egrisi

4.8. Oleuropeinin Antidiyabetik Etkisinin Belirlenmesi

4.8.1. 0-Glukosidaz inhibitor Etkisinin Degerlendirilmesi

Zeytin yapragi ekstrakti, saflagtirilan materyal (%68,29), analitik OLP standardi (%98) ve
pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun a-glukosidaz enzimi ilizerindeki inhibisyon
etkileri, 0-2000 ppm konsantrasyon aralifinda degerlendirilmis ve elde edilen bulgular

Sekil 4.15’te sunulmustur.
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Sekil 4.15. Test Orneklerinin Farkli Konsantrasyonlardaki a-Glukosidaz Inhibisyonu (%)

Sekil 4.15°te sunulan bulgulara gore, tiim 6rneklerde konsantrasyon arttikca % inhibisyon
degerlerinde artis goézlemlenmistir. Pozitif kontrol grubu olan akarboz, her
konsantrasyonda en yiiksek inhibisyon degerlerini gdstermistir. Akarbozun inhibisyon

oran1 250 ppm’de %48,69 iken, bu oran 2000 ppm’de %79,38’e ulagmistir.

Zeytin yapragi ekstrakti, 250 ppm konsantrasyonda %43,63, 2000 ppm’de ise %58,65
inhibisyon gostermistir. Ayn1 konsantrasyon araliginda saflastirilan materyalde %38,19—
%56,55 araliginda, analitik OLP standardinda ise %34,47-%41,59 araliginda inhibisyon

degerleri elde edilmistir.

Tiim konsantrasyon diizeylerinde zeytin yapragi ekstrakti, saflastirilan materyal (%68) ve
de analitik OLP standardindan (%98) daha yiiksek inhibisyon gostermistir. Bununla
birlikte saflagtirilan materyalin analitik standarttan daha yiiksek inhibisyon gosterdigi
belirlenmis ve 6zellikle 1000 ve 2000 ppm konsantrasyonlarinda bu fark daha belirgin
hale gelmistir.
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4.8.2.0-Amilaz inhibitor Etkisinin Degerlendirilmesi
Sekil 4.16’da, a-amilaz enzimi iizerine uygulanan akarboz ve ii¢ farkli test 6rneginin 250,
500, 1000 ve 2000 ppm konsantrasyonlarindaki inhibitor etkileri yilizdesel olarak

gosterilmistir.
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Sekil 4.16. Test Orneklerinin Farkli Konsantrasyonlardaki a-Amilaz Inhibisyonu (%)

Sonuglar, pozitif kontrol olarak kullanilan akarbozun, tiim konsantrasyonlarda en yiiksek
inhibitor etkiyi sergiledigini ve bu etkinin 2000 ppm diizeyinde %355,0 inhibisyona
ulastigini gostermektedir. Zeytin yapragi ekstrakti en yiiksek inhibisyon oranini %19,8 ile
1000 ppm’de; saflastirilan materyal %19,0 ile 2000 ppm’de ve OLP analitik standard1
%5,4 ile yine 2000 ppm’de gostermistir. Akarboz konsantrasyonu arttik¢a inhibisyon
oraninda belirgin bir artis gosterirken, test Orneklerinin higbirinde doza bagimli bir

inhibisyon egilimi gézlemlenmemistir.
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5. TARTISMA

Bu ¢alisma kapsaminda, Tiirkiye'de yaygin olarak yetistirilen 35 farkli zeytin ¢esidine ait
yapraklarda OLP miktar1 belirlenmis, OLP i¢in ekstraksiyon ve saflastirma siirecleri
optimize edilmigtir. Ayrica TPC miktar1 belirlenmis, antioksidan ve antidiyabetik

aktiviteler degerlendirilmistir.

Kurutma sicakligi, yapraklar biyoaktif bilesikleri {izerindeki etkileri agisindan 6nemli bir
parametredir (Al Juhaimi ve ark., 2018). Zeytin yapraklar1 gibi yan iirlinleri fermantasyon
ve oksidatif doniisiimii onlemek i¢in ¢alismalardan once siklikla kurutulur (Castillo-Luna
ve ark., 2023). Bu ¢aligmada zeytin yapraklar1 kurutma islemine tabi tutulmus, ardindan
nem oranlar1 belirlenmistir. Numunelerin ortalama nem igeriklerinin %44,26 ile %51,10
arasinda degistigi gozlemlenmistir. Lama-Mufioz ve arkadaglar1 (2019) c¢alismasinda,
zeytin yapraklarinin nem igeriginin %41,1 ile %49,7 arasinda degistigini bildirilmistir. Bu

bulgu, caligmada elde edilen sonuglarla uyumluluk gdstermektedir.

Bu calismada kullanilan kromatografik kosullar, OLP’nin kantitatif analizi i¢in yiiksek
dogruluk ve tekrarlanabilirlik saglamistir. Elde edilen kromatogramda OLP’ye ait pik,
zeytin yapragindaki diger tiim piklerden iyi bir sekilde ayrilmistir (Sekil 4.2). Kalibrasyon
egrisi 3,125-200 ppm araliginda dogrusal bir iliski sergilemis olup, R> 0,9997
belirlenmistir. Bu durum, analitik yontemin bu konsantrasyon araliginda tutarli 6l¢iimler
yapabildigini gostermektedir. Kalibrasyon egrisinin dogrusallig1 korelasyon katsayist ve
gorsel inceleme ile dogrulanmistir. Ayrica artik kareler toplaminin diisiik olmasi (0,0306)
yontemin giivenilirligini desteklemistir. Analitik yontemin duyarliligi, LOD ve LOQ
degerleri ile desteklenmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 0,3871 ppm ve 1,2905 ppm
olarak hesaplanmistir. Literatiirde OLP i¢in bilindirilen farkli ¢alismalar LOD ve LOQ
degerlerini sirasiyla 17,48 ppm ve 21,54 ppm (Martinez-Navarro ve ark., 2021) ve 1,66
ppm ve 5,03 ppm (Cifa ve ark., 2018) olarak rapor edilmistir. Bu ¢alismada elde edilen
daha diisik LOD ve LOQ degerleri, gelistirilen yontemin yiiksek hassasiyete sahip

oldugunu gostermektedir.
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Bu calismada yapilan giin ici ve glinler aras1t %RSD degerleri sirasiyla %0,27 ve %0,64
olarak bulunurken, geri kazanim oranlar1 %97,54 ile %101,96 arasinda degismistir.
Ismaili ve arkadaslar1 (2016), giin i¢i ve giinler aras1 %RSD degerlerinin sirasiyla %35,5
ve %7,5 ve geri kazanim oranlarinin %90,0 ile %97,0 arasinda oldugu bildirilmistir.
Ansari ve arkadaslar1 (2011) tarafindan yapilan calismada, geri kazanim oranlariin
%119,9 ile %120,1 arasinda oldugu bildirilmistir. Benzer bir sekilde Algarni ve
arkadaslar (2021) calismalarinda geri kazanim oran1 %98.40 ile %101.09 arasinda
hesaplanmistir. Bu bulgular, gelistirilen yontemin yliksek giivenilirlik ve analitik

performans sundugunu gostermektedir

Zeytin yaprag1 ekstraktinin saglik faydalari, temel olarak gesitli fenolik bilesiklerin,
Ozellikle de OLP’nin varhigindan kaynaklanmaktadir (Khalil ve ark., 2023). Bu nedenle,
OLP’nin ekstraksiyonu i¢in basit, hizl1 ve dogru bir yontem gelistirmek hem farmasdtik
hem de fonksiyonel gida alanlarinda énemli bir adimdir (Giacometti ve ark., 2018). Bu
calismada, OLP ekstraksiyonunu optimize etmek amaciyla UAE uygulanmis ve RSM
calisma tasarimi kullanilmistir. RSM, ¢oklu degiskenlerin ve bu degiskenler arasindaki
etkilesimlerin degerlendirilmesini saglarken, ayni zamanda deneme sayisini azaltarak
deneysel siireci daha verimli hale getirmektedir (Deng ve ark., 2017). Bu calismada elde
edilen sonuglara gore, modelin istatistiksel olarak anlamli oldugunu (p <0,05) ve modelin
OLP verimindeki varyasyonu %84,24 oraninda acikladigini gosterilmistir. Etanol
konsantrasyonu ve sicaklik, OLP ekstraksiyonunda istatistiksel olarak anlaml etkiler
gostermis (p <0,05), ekstraksiyon siiresi ise anlamli bulunmamistir. Bu durum, 6zellikle
¢oziiciiniin bilesimi ve sicaklik gibi parametrelerin, ekstraksiyon verimi iizerinde stireden

daha etkili oldugunu gostermektedir.

Ekstraksiyon ¢oziiciisiiniin polaritesi, fenolik bilesiklerin etkin sekilde elde edilmesinde
belirleyici bir faktordiir. Ekstraksiyonlar i¢in en yaygin kullanilan ¢dziiciiler etanol,
metanol, aseton ve sulu etanol ¢ozeltileridir (Cifd ve ark., 2018). Etanoliin yeniden
kullanilabilirlik, diisiik toksisite ve gida sinifi olmasi gibi diger ¢oziiciiler arasinda ¢esitli
avantajlarindan dolay1 bu ¢alismada ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanol kullanilmistir
(Lama-Muioz ve ark., 2019). Bununla birlikte ekstraksiyon ¢oziiciisiinde az miktarda su

bulunmasi, bitki matrisindeki hiicre duvarlarinin gecirgenligini artirarak kiitle transferini
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hizlandirir ve ekstraksiyon verimini artirir (Taamalli ve ark., 2012). Calismada bu
yaklasima uygun sekilde su-etanol karigimlari farkli oranlarda test edilmis ve optimum
verim %87 etanol konsantrasyonu ile elde edilmistir. Ayrica yiiksek sicakliklar fenolik
bilesiklerin ¢oziiniirligiinii artirarak diflizyon hizini artirabilir; bdylece kiitle transfer
orani artar (Siamandoura ve Tzia, 2023). Bu baglamda, yapilan ¢aligmada sicakligin OLP
verimi tizerindeki etkisinin anlamli bulunmasi, literatiir ile de uyum gostermektedir.
Sicaklik artisiyla birlikte OLP veriminde de artis gozlemlenmis olup, bu durum
¢Oziintirliik ve diflizyon katsayisindaki artisla agiklanabilir (Cifa ve ark., 2018). Bu
calismada RSM sonucu optimum sicaklik 70°C bulunmustur. Daha 6nce yapilan
calismalar, OLP’nin nispeten diisiik termal kararliligin1 vurgulamistir (Ahmad-Qasem ve
ark., 2013; Dent ve ark.,2013; Stamatopoulos ve ark.,2013; Cifa ve ark., 2018). Ayrica,
zeytin yapraklarindaki fenolik bilesikler ve OLP verimi iizerine yapilan gesitli caligsmalar,
60 °C'nin optimum ekstraksiyon sicaklig1 oldugunu ortaya koymustur (Blasi ve ark., 2016;
Iraklt ve ark., 2018). Literatiirde bildirilen termal kararlilik siirlart goz Oniinde
bulundurularak, 70°C tizerindeki sicakliklarin fenolik bilesiklerin yapisal bozulmasina yol
acabilecegi dikkate alinmis ve bu nedenle dogrulama deneyleri 60°C ile sinirlandirilmistir.
Bu kosullarda 48,71 £+ 0,20 mg/g OLP verimi elde edilmis ve modelin 6ngordigli degere
(49,32 mg/g) cok yakin sonuglar alinmistir.

Ultrasonik ekstraksiyon kosullarinin optimizasyonu i¢in, drnek gesitliligini sabit tutmak
amactyla Hamza Celebi ¢esidine ait yaz mevsiminde toplanan yapraklar kullanilmistir. Bu
yaklasim, ekstraksiyon kosullarinin biyokimyasal igerikten ziyade proses parametrelerine
dayali olarak optimize edilmesini saglamistir. Ancak, ¢alismanin genelinde en yiiksek
OLP miktari, ayni ¢esidin kisin toplanan 6rneklerinde elde edilmistir (80,29 + 1,83 mg/g).
Yine de RSM sonucunda elde edilen maksimum OLP verimi (48,71 + 0,20 mg/g),
literatiirde bildirilen pek ¢ok ekstraksiyon yonteminden daha yiiksek diizeyde
bulunmustur. Cifa ve arkadaslar1 (2018) calismasinda %70 etanol ve 120 dakika yapilan
UAE sonucunda maksimum 39,2 mg/g ve ME yontemi ile ise 27,8 mg/g verim
bildirilmistir. Giacometti ve arkadaslar1 (2018), ultrasonik prob kullanarak
gerceklestirdikleri ¢galismada yalnizea 13,38 mg/g OLP elde etmis; Siamandoura ve Tzia
(2023), 60 °C ve 30 dk UAE yonteminde %70 etanol igceren ¢ozelti ile 19.89 + 1.08 mg/g
OLP bildirmislerdir. SE’de 37,84 mg/g (Sahin ve ark., 2011) verim degeri rapor edilmis,
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ME c¢alismalarinda ise OLP veriminin 13 mg/g (Ansari ve ark., 2011) ile 19,30 mg/g
(Benincasa ve ark., 2019) arasinda degistigi bildirilmistir. MAE’da elde edilen OLP
verimi ise 72,08 mg/g diizeyine ulagmistir (Di Meo ve ark., 2022). SFE-CO-, metanol gibi
yardimci ¢oziiciilerin kullanildig1 kosullarda maksimum OLP verimi 14,26 mg/g olarak
bildirilmistir (Sahin ve ark., 2011), ancak baz1 caligmalarda bu deger 1,90 mg/g
seviyesinde kalmistir (Kyriakoudi ve ark., 2024). Buna karsilik, bu ¢alismada ultrasonik
banyo kullanilarak optimize edilen ekstraksiyon kosullarinda elde edilen 48,71 + 0,20
mg/g OLP verimi hem klasik yontemler hem de modern ekstraksiyon teknikleriyle
bildirilen bir¢cok sonugtan daha yiiksek diizeydedir. Ancak burada ekstraksiyon
calismalar1 Oncesi baglangic materyalindeki OLP diizeylerinin de dikkate alinmasi
gerekmektedir. Sonug olarak, elde edilen bulgular ultrasonik ekstraksiyonun optimize
edilmis kosullar altinda yiliksek verim saglayabilen, giivenilir ve ¢evre dostu bir teknik

oldugunu desteklemektedir.

Farkl1 zeytin cesitlerine ait yapraklarda belirlenen OLP ve TPC igerikleri sirastyla 15,22
mg/g ile 80,29 mg/g ve 42,98 mg GAE/g ile 49,42 mg GAE/g arasinda degismekte olup,
cesitler arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar tespit edilmistir (p<0,05). Zeytin
yapraklarinin fenolik profili; zeytin ¢esidi, ¢evresel kosullar (iklim, toprak, cografi
konum), rakim ve hasat sonrasi uygulamalar gibi ¢esitli faktorlerden etkilenmektedir. Bu
unsurlar, yapraklardaki biyoaktif bilesiklerin miktar ve bilesimini dogrudan
sekillendirerek, fenolik icerikte cesitler arasi belirgin farkliliklara yol agabilmektedir
(Zhang ve ark., 2022; Irakli ve ark., 2018). Bu calismada, Tirkiye’de yaygin olarak
yetistirilen 35 farkli zeytin ¢esidine ait yapraklar, ayni ¢evresel kosullar, rakim ve mevsim
dikkate alinarak toplanmis; benzer sekilde kurutulup muhafaza edilmistir. Bu ortak
kosullar altinda elde edilen farkliliklarin biiyiik 6l¢iide genetik faktdrlerden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Bu bulgu, zeytin ¢esitleri arasinda hem OLP birikimi hem de TPC

miktar1 agisindan dogal varyasyonlar bulundugunu ortaya koymaktadir.

Ozellikle Hamza Celebi gesidi, en yiiksek OLP diizeyine sahipken, en yiiksek TPC degeri
Cilli ¢esidinde ve sonrasinda Hamza Celebi ¢esidinde gozlemlenmistir. Buna karsilik
Tavsan Yiiregi cesidinde ise hem OLP miktar1 hem de TPC igerigi anlamli sekilde daha
diisik bulunmustur (p<0,05). Ayrica yapilan korelasyon analizinde, OLP ve TPC
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icerikleri arasinda pozitif yonlii orta diizeyde bir korelasyon oldugu belirlenmistir (» =
0,620, p<0,001). Bu sonug, OLP diizeyinin tahmini i¢in TPC analizinin, 6zellikle tarama
caligmalar1 agisindan pratik ve etkili bir alternatif olabilecegini dngdrmektedir. Elde
edilen bulgular, OLP agisindan zengin ¢esitlerin belirlenmesinin, bu bilesigi hedefleyen
fonksiyonel gida ve farmasotik iiriin gelistirme siiregleri acisindan stratejik Onem
tasidigim gostermektedir. Ozellikle yerel veya ticari dnemi yiiksek bazi gesitlerin hem
OLP hem de TPC profili bakimindan avantajli oldugu saptanmis ve bu yoOniiyle 6ne

cikmustir.

Bitkilerde kimyasal bilesiklerin mevsimsel degisimi, sekonder metabolitlerin biyosentezi,
stabilitesi ve yikimi ile iligkili yaygin bir durumdur. (Wang ve ark., 2019). Tiim bitkiler,
biyosentetik aktivitenin degisken asamalarindan gecmekte; bu siirecte ikincil metabolitler
biiyiimenin farkli evrelerinde nitel ve nicel degisikliklere ugramaktadir (Sahin ve ark.,
2012). Bu dogrultuda, bu ¢calismada Hamza Celebi ¢esidine ait zeytin yapraklarinda OLP
ve TPC igerikleri mevsimsel olarak karsilastirilmistir. Ocak ayinda toplanan 6rneklerde
OLP igerigi 80,29 + 1,83 mg/g, TPC igerigi ise 49,21 + 0,02 mg GAE/g olarak
belirlenmistir. Buna karsilik temmuz ayinda toplanan 6rneklerde ise OLP igerigi 48,62 +
0,20 mg/g ve TPC igerigi 42,96 = 0,01 mg GAE/g olarak dl¢iilmiistiir. Yapilan istatistiksel
analizler sonucunda, her iki parametre agisindan da mevsimler arasinda anlaml diizeyde
fark oldugu belirlenmistir (»<0,001). Ocak ayinda toplanan yapraklar hem OLP hem de
TPC igerigi bakimindan temmuz ayinda toplananlara kiyasla daha yiiksek degerlere
sahiptir. Benzer sekilde Hashemi ve arkadaglari (2010), ocak ayinda hasat edilen
yapraklarda OLP igeriginin yaz aylarina kiyasla anlamli diizeyde yiiksek oldugunu

bildirmistir.

Zun-Qiu ve arkadaslar1 (2015) ise 29 farkli zeytin ¢esidini kapsayan bir ¢calismada, OLP
ve TPC igeriklerinin ocak ayinda en yiiksek diizeye ulastigini; 6zellikle meyvenin hizl
gelisim gosterdigi mayis—temmuz doneminde ise OLP igeriginin belirgin bir sekilde
azaldigini belirtmistir. Bu sonuglar, optimum fenolik bilesik verimi agisindan hasat

zamaninin onemini vurgulamaktadir.

Mevsimsel karsilastirmalarda 6ne ¢ikan en dikkat ¢ekici bulgulardan biri, Hamza Celebi
¢esidine ait zeytin yapraklarda kis mevsiminde toplanan Orneklerde en yiiksek OLP
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icerigine (80,29 + 1,83 mg/g) ve ayni mevsimde en yiiksek ikinci TPC degerine (49,21 +
0,02 mg GAE/g) sahip olmasidir. Buna karsin, yaz mevsiminde toplanan yapraklarinda
TPC igerigi (42,96 £ 0,01 mg GAE/g), ¢caligmada yer alan ve kis mevsiminde toplanmis
35 farkli zeytin ¢esidinden sonra en diigsiik deger olarak belirlenmistir. Bu bulgular,
mevsimsel kosullarin 6zellikle fenolik bilesikler lizerinde belirgin etkiler olusturdugunu
desteklemektedir. Bununla birlikte OLP igerigi acisindan degerlendirildiginde de kis
doneminde hasat edilen yapraklarda, yaz doneminde toplanan yapraklara gore daha
yiiksek oranda OLP igerigi belirlenmistir. Ayrica Hamza Celebi’nin yaz mevsiminde
toplanan yapraklarindaki OLP miktar1 (48,62 + 0,20 mg/g), yedi farkli zeytin ¢esidinin
(Butko, Cilli, Melkabazi, Erdek Yaglik, Uslu, Mavi ve Tavsan Yiiregi) kis mevsiminde
ulastifi OLP degerlerinden bile daha yiiksek bulunmustur. Bu durum, OLP birikiminin
mevsimsel faktorlerle birlikte ¢eside 6zgii genetik yapiyla da yakindan iliskili oldugunu
gostermektedir. Sonuglar zeytin yapragi 6rneklerindeki TPC ve OLP diizeyleri tizerine
mevsimsel degisikliklerin yaninda genetik faktorlerin de baskin rol oynadigini ortaya
koymaktadir. Bu bulgu, yiiksek OLP igerigine sahip fonksiyonel ¢esitlerin belirlenmesi

ve yil boyu verimli kullanim1 agisindan stratejik dneme sahiptir.

Ayrica bu calismada Domat, Ayvalik Yaglik, Memecik ve Gemlik ¢esitlerine ait zeytin
agaclarindan aliman bazal, orta ve apikal lokalizasyondaki yaprak orneklerinin OLP
icerikleri degerlendirilmistir. Apikal lokalizasyondan elde edilen yapraklarda ortalama
OLP igerigi 76,84 + 8,56 mg/g, orta lokalizasyonda 66,95 + 12,51 mg/g ve bazal
lokalizasyonda 68,79 + 12,32 mg/g olarak belirlenmistir. Sayisal olarak en yiiksek OLP
icerigi apikal lokalizasyondaki yapraklarda tespit edilmis olsa da istatistiksel analizler bu

farkin anlamli olmadigini ortaya koymustur (p>0,05).

Bununla birlikte, yapraklarda gorece yiiksek ortalama deger, bu bolgelerde 151k aliminin
ve metabolik aktivitenin daha yogun olmasma bagli olarak OLP biyosentezinin
artabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir. Ancak gbzlenen sayisal farkliligin istatistiksel
olarak anlamli olmamasi, s6z konusu faktorlerin OLP birikimi ilizerinde sinirli etkisi
olabilecegini veya diger biyotik ve abiyotik faktorlerin bu etkiyi maskeliyor olabilecegini
gostermektedir. Nitekim yaban mersini bitkisinde yapilan bir ¢alismada, dogrudan gilines

15181na maruz kalan apikal yapraklarda, golgede kalan bazal yapraklara kiyasla daha
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yiiksek fenolik bilesik icerigi ve flavonoid biyosentezine iliskin genlerin daha fazla ifade
edildigi bildirilmistir (Jaakola ve ark., 2004). Bu bulgular, 1s181n fenolik metabolizma
tizerindeki uyarici etkisini ortaya koymakla birlikte, OLP farkli bir kimyasal sinif olan
sekoiridoit yapisinda bir bilesik oldugundan, flavonoidlere 06zgii 1sikla indiiklenen
biyosentetik yollardan dogrudan etkilenmeyebilir. Dolayisiyla, apikal bolgelerdeki 151k
siddeti artisit OLP iiretimi iizerinde sinirli bir etkiye sahip olabilir. Bu durum, tez
calismasinda lokalizasyonlara gore gozlenen, ancak istatistiksel olarak anlamli olmayan

farkliliklan agiklayabilecek bir etken olarak degerlendirilebilir.

Calismada zeytin yapragindan OLP elde etmek i¢in lipofilik bilesenlerin uzaklastirilmasi,
stvi-sivi ekstraksiyonu ve kolon kromatografisi yontemleri uygulanmis, baslangicta
975,12 mg OLP iceren zeytin yapragi ekstrakti, uygulanan saflastirma protokolii
sonucunda %68,29 saflikta ve %74,37 genel geri kazanim oraniyla 725,21 mg OLP elde

edilmistir.

Saflastirma protokolii, hem yiiksek saflikta OLP elde edilmesini saglamis hem de
stirdiiriilebilirlik, ekonomik uygulanabilirlik ve toksikolojik giivenlik agisindan daha 6nce
yapilan bir¢ok yaklagima gore avantaj sunmustur. Atik yapraklarin degerli biyoaktif
bilesikler kaynagi olarak degerlendirilmesi, tarim ve gida sektorlerinde siirdiiriilebilir
tiretimi destekleyen ve kaynak tliketimini azaltmayr hedefleyen dongiisel ve yesil
ekonomiye gecisle uyumlu bir yaklasimdir (Kyriakoudi ve ark., 2024). Bu yoniiyle
calisma, cevresel yiikii azaltirken katma de§eri yiiksek iriinlerin tiretimine katki

saglamaktadir.

UAE, ekstraksiyon stirelerini kisaltma, ¢oziicii tilketimini azaltma, aktif bilesiklerin geri
kazanimini artirma (Irakli ve ark., 2018), orta diizeyde yatirim, diisiik enerji maliyetleri
gerektirme, siirdiiriilebilir bir alternatif olma (Siamandoura ve Tzia, 2023) ve geleneksel
yontemlere kiyasla iyilestirilmis verimlilik sunma gibi avantajlara sahiptir (Jerman ve
ark., 2010). Dolayisiyla, bu calismada kullanilan ultrasonik sistem hem verimlilik hem de
stirdiiriilebilirlik agisindan literatiirle uyumlu sonuglar ortaya koymustur. Bu ydniiyle,
literatiirdeki belirtilen ¢calismalara gére (Hassan ve ark., 2024; Topuz ve Bayram, 2022)

kullanilan ekipman se¢imi de siirdiiriilebilir iiretim stratejilerine hizmet etmektedir.
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Saflastirma siirecinde tercih edilen ¢oziiciiler literatiirde bildirilen yontemlere (Andreadou
ve ark., 2006; Hassan ve ark., 2024; Topuz ve Bayram, 2022; Zun-Qiu ve ark. 2015) gore
daha cevre dostu ve diisiik toksisiteye sahip olan ¢oziiciilerdir. Ozellikle etanol ve su
diisiik toksisite ve gida smifi olmast (Lama-Mufioz ve ark., 2019) gibi diger ¢oziiciiler
arasinda cesitli avantajlarindan dolayr bu calismada ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak
kullanilmistir. Ayrica bu c¢alismada, hem sivi-sivi ekstraksiyon hem de kolon
kromatografisi asamalarinda yiiriitiicii olarak etil asetat kullamlmistir. Gida ve Ilag
Dairesi’nin ¢oziicii siniflandirmasina gore etil asetat, diisiik toksisiteye sahip ¢oziiciiler
arasinda yer almakta olup gida ve farmasotik endiistrilerde kullanimi uygun kabul
edilmektedir. Etil asetatin segici ekstraksiyon kapasitesi, yesil kimya ilkeleri
dogrultusunda sahip oldugu diisiik toksisite ve ¢evre dostu 6zellikleri (Naleini ve ark.,
2015), bu ¢alismada ¢oziicli olarak tercih edilmesinde belirleyici olmustur. Ayrica etanol
ve etil asetat ¢oziiciilerinin geri doniistiiriilebilir nitelikte olmasi, ¢dziicii geri kazanim ve

atiklarin azaltilmasi acisindan siirecin siirdiiriilebilirligini artirmaktadir.

Khemakhem ve arkadaslar (2017) ¢alismalarinda, saflastirma amaciyla mikrofiltrasyon,
ultrafiltrasyon ve nanofiltrasyon gibi ileri membran teknolojilerine bagvururken
literatiirdeki diger ¢alismalarda ise makro gozenekli regine sistemleri kullanilmistir (Li ve
ark., 2011; Liu ve ark., 2020). Ancak bu tiir yontemler, yiiksek geri kazanim saglasa da
her laboratuvarda bulunamayacak 6zel ekipmanlar gerektirmesi ve yiiksek maliyetli

olmalar1 nedeniyle uygulama agisindan kisitlar barindirmaktadir.

Bu calismada saflagtirma siirecine entegre edilen lipofilik bilesenlerin uzaklastirilmasi ve
stvi-sivi ekstraksiyon adimlari; diisiik donanim gereksinimi, uygulanabilirlik ve yiiksek
secicilik gibi 0Ozellikleriyle, OLP saflagtirmasinda pratik ve etkili bir alternatif

sunmaktadir.

Literatiirde OLP iizerine ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen, bu bilesigin sistematik
ve kantitatif olarak saflastirildigi calismalar sinirlidir. Elde edilen veriler, OLP’nin
saflagtirma siireglerine 151k tutabilir niteliktedir. Zun-Qiu ve arkadaslar1 (2015) silika jel
kolon kromatografisi uygulamasinda %96,54 saflik ve %78,49 verim elde ettiklerini
bildirmistir. Benzer sekilde, Li ve arkadaslar1 (2011), makro gézenekli LSA-21 reginesi
ile OLP igerigini 120 g/kg’dan 902 g/kg’a ¢ikararak %85,6 oraninda geri kazanim
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saglamiglardir. Bu yontemler, yiiksek verim sunmakla birlikte donanim gereksinimi,
maliyet, cevresel giivenlik ve uygulanabilirlik agisindan belirli sinirlamalar igcermektedir.
Buna karsilik, bu ¢alismada gelistirilen saflastirma protokolii; diisiik toksisite, ¢evresel
giivenlik, ¢oziicii geri kazanimi, donanim erisilebilirligi ve dlgeklenebilirlik gibi yesil
kimya ilkeleriyle uyumlu parametreleriyle 6ne c¢ikmakta ve siirdiiriilebilir iiretim

yaklasimlarina katki sunmaktadir.

Gida endiistrilerinde antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonu biiylik 6nem tasimaktadir.
Antioksidanlar, reaktif oksijen tiirlerini etkisiz hale getirerek hiicreleri oksidatif strese
kars1 korur (Shirzad ve ark., 2017). Bitki ekstraktlarinin antioksidan 6zellikleri, 6zellikle
yag bazl gidalarda lipid oksidasyonunu engelleyerek istenmeyen tatlarin ve toksik
bilesiklerin olusumunu Onlemesi agisindan 6nem tasir. Bu yoOniiyle, zeytin yapragi
ekstrakti gibi dogal kaynaklar, giiclii antioksidan 0Ozellikleri nedeniyle sentetik
antioksidanlara ¢evre dostu bir alternatif olarak degerlendirilmektedir (Kyriakoudi ve ark.,
2024). Bu nedenlerden otiirii bu c¢alismada, zeytin yapragi ekstrakti ve saflastirilan
materyalin antioksidan aktiviteleri hem DPPH?® serbest radikal giderme yontemi hem de
ABTS® katyon radikali giderme yontemi ile degerlendirilmistir. Her iki ydntem
sonucunda elde edilen degerler, test edilen 6rneklerin yiiksek antioksidan kapasiteye sahip
oldugunu gostermistir. Zeytin yapragi ekstraktinin DPPH analizinden elde edilen
antioksidan kapasitesi 56,21 + 1,28 mg TE/g, ABTS analizinden elde edilen degeri ise
43,23 + 1,23 mg TE/g olarak belirlenmistir. Saflastirilan materyalde ise bu degerlerin
sirastyla 107,99 + 0,93 mg TE/g (DPPH) ve 124,37 + 1,45mg TE/g (ABTS) oldugu

goriilmiistiir.

Literatiirde yer alan ¢aligmalar da benzer sekilde hem OLP’nin hem de zeytin yapragi
ekstraktlarinin yiiksek antioksidan kapasite gosterdigini dogrulamaktadir. Martin-Garcia
ve arkadaslar1 (2022), yedi farkli zeytin ¢esidinin yaprak ekstraktlarini degerlendirdikleri
caligsmalarinda, DPPH antioksidan kapasite degerlerinin 33,03 — 46,8 mg TE/g, ABTS
analizinde ise 26,92 — 35,7 mg TE/g araliginda degistigi raporlanmustir. Her iki analiz
yontemi bakimindan en yiiksek antioksidan kapasite Changlot Real c¢esidinde tespit
edilmistir. Bu bulgular, zeytin yapraginin antioksidan etkinliginin genotipik farkliliklara

bagli olarak cesitler arasinda anlamli diizeyde degisebilecegini gdstermektedir.
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Zun-Qiu ve arkadaslar1 (2015) tarafindan vyiiriitilen bir diger calismada, zeytin
yapraklarindan yiiksek saflikta OLP izole edilmis ve bu bilesigin DPPH ve ABTS
analizlerine kars1 yiiksek diizeyde radikal giderme aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. 100
ppm konsantrasyondaki OLP 6rnegi ile yapilan analizlerde DPPH giderme oran1 %92,81
+ 0,12, ABTS giderme orani ise %98,90 = 0,015 olarak rapor edilmistir. Ancak 60
pg/ml’nin {izerindeki konsantrasyonlarda etkinligin anlamli bir artis gostermedigi
belirtilmis, bunun da OLP’nin maksimum radikal giderme kapasitesine erken

konsantrasyonlarda ulastigini belirtmislerdir.

Lama-Mufioz ve arkadaslar1 (2020) ise ticari amacla yetistirilen Arbequina, Picual ve
Royal gesitleri ile 600 metre rakima sahip bolgeden toplanan ii¢ yabani zeytin ¢esidine ait
yapraklarin antioksidan kapasiteleri incelenmistir. Ticari ¢esitler arasinda antioksidan
kapasite bakimindan anlamli bir fark tespit edilmezken, yabani ¢esitler icerisinde Wild 2
olarak adlandirilan ¢esit, DPPH analizinde istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha
yiiksek antioksidan kapasite gostermistir. Bu drnekte 6l¢iilen 431,8 mmol TE/kg degeri,

calismadaki en yiiksek antioksidan kapasite olarak bildirilmistir.

Bu caligmada, saflastirilan materyalin hem DPPH hem de ABTS analizlerinden elde
edilen antioksidan kapasite degerlerinin, zeytin yapragi ekstraktina kiyasla daha yiiksek
oldugu belirlenmistir. Bu bulgu, OLP’nin serbest radikaller iizerindeki etkinliginin,
yapisindaki serbest hidroksil gruplarinin pozisyonu, molekiiler sterik yapisi ve olusan
aroksil radikalin stabilitesi gibi spesifik yapisal 6zelliklerinden kaynaklanabilecegini

ortaya koymaktadir (Zun-Qiu ve ark., 2015).

Diyabetteki patolojik durumlari yonetmek icin ¢esitli tedaviler kullanilmaktadir. Yasam
tarz1 degisiklikleri, yan etki riski olmaksizin glisemik kontroliin saglanmasina katki
sunmasina ragmen, bireylerin uzun vadede bu degisimlere uyum saglamasi cogu zaman
gii¢ olmaktadir. Diger yandan, ilag bazli tedaviler ise esas olarak yan etkileri ve maliyetleri
nedeniyle tam olarak tatmin edici degildir (Haguet ve ark., 2023). Bu nedenle, glikoz
homeostazin1 korumak ve insiilin duyarliliini iyilestirmek i¢in daha az yan etkiye sahip
yeni antidiyabetik biyoaktif bilesiklerin arastirilmasi giderek artan bir bilimsel ilgi
gormektedir (Alkhateeb ve ark., 2022).
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Gilintimiizde, kan glukoz diizeylerini diisiirmek amaciyla en yaygm kullanilan ilag
gruplarindan biri a-glukosidaz inhibitdrleridir. a-glukosidaz enzimi, ince bagirsagin
firgamsi kenarinda bulunur ve kompleks karbonhidratlarin pargalanarak monosakkaritlere
doniistiiriilmesinden sorumludur. (Mansour ve ark., 2023). Akarboz, vogliboz ve miglitol
olmak iizere o-glukosidaz aktivitesini inhibe ederek etki eden antidiyabetik ilaglar
mevcuttur, ancak bu ilaglarin siirekli kullanimi1 genellikle gastrointestinal semptomlar ve
karaciger toksisitesi gibi istenmeyen yan etkilerle iliskilendirilmektedir. Bu nedenle, daha
giivenli alternatifler olarak, istenmeyen etkileri minimal diizeyde olan dogal a-glukosidaz

inhibitorlerinin kesfi biliyiik 6nem tasimaktadir (AlShaal ve ark., 2020).

Aragtirmacilar, bazi tibbi bitkilerin ve fonksiyonel gidalarin a-glukosidaz ve a-amilaz
enzimlerini etkili bir sekilde inhibe ederek diyabet gelisimini Onleyebilecegini
gostermistir (Mwakalukwa ve ark., 2020). Bu ¢calismada, zeytin yapragindan saflastirilan
materyalin o-glukosidaz ve a-amilaz inhibitor etkisinin degerlendirilmesi, bu bilesigin
olasi antidiyabetik mekanizmasinin aydinlatilmasina katki saglayabilir. a-glukosidaz
enzimi iizerine yapilan inhibisyon analizlerinde, pozitif kontrol grubu olan akarbozun tiim
konsantrasyonlarda en yiiksek inhibisyon oranlarina ulagtig1 goriilmiistiir. Akarbozun a-
glukosidaz enzimini 250 ppm’de %48,69, 2000 ppm’de ise %79,38 oraninda inhibe ettigi
belirlenmigtir. Buna karsilik, zeytin yapragr ekstrakti  (%4,87 OLP) aym
konsantrasyonlarda sirastyla %43,63 ve 9%58,65 inhibisyon degerlerine ulagmistir.
Saflastirilan materyal (%68,29 OLP) %38,19 - %56,55, analitik OLP standardi (%98
OLP) ise %34,47-%41,59 arasinda degisen inhibisyon oranlar1 géstermistir. a-glukosidaz
enzimi iizerinde konsantrasyona bagli olarak artan bir inhibisyon etkisi gézlenmis; zeytin
yapragi ekstrakti, saflastirilmis OLP’nin ve analitik OLP standardina kiyasla daha yiiksek
inhibitor aktivite sergilemistir. Bu durum, ekstraktin sadece OLP degil, ayn1 zamanda

hidroksitirozol ve flavonoidler gibi diger fenolik bilesenleri icermesiyle aciklanabilir.

Nitekim literatiirde, hidroksitirozol ve OLP’nin a-glukosidaz enzimi {izerindeki inhibitor
etkilerinin giiclii oldugu; yari maksimal inhibisyon konsantrasyonu (ICso) degerlerinin
sirastyla 150 uM (81,1 ppm) ve 400 uM (216,2 ppm) oldugu belirtilmistir (Hadrich ve
ark., 2015). AlShaal ve arkadaslar1 (2020) da 3850 ppm konsantrasyondaki zeytin yapragi
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ekstraktinin  %81,34 oraninda a-glukosidaz inhibisyonu sagladigim1i ve bu etkinin

hidroksitirozol ve OLP igerigiyle iliskili oldugunu bildirmistir.

Benzer sekilde, a-amilaz enzimi {lizerine yapilan inhibisyon analizlerinde, pozitif kontrol
olarak kullanilan akarboz, tiim konsantrasyonlarda en yiiksek inhibitor etkiyi sergilemis
olup, 2000 ppm diizeyinde %55,0 inhibisyona ulagsmistir. Zeytin yapragi ekstrakti en
yiiksek inhibisyon oranini %19,8 ile 1000 ppm’de; saflastirilan materyal %19,0 ile 2000
ppm’de ve OLP analitik standardi %5,4 ile yine 2000 ppm’de gdstermistir. Akarboz
konsantrasyonu arttik¢a inhibisyon oraninda belirgin bir artis gosterirken, test
orneklerinin hi¢birinde doza bagimli bir inhibisyon egilimi gozlemlenmemistir. Zeytin
yapragi bilesenlerinin a-amilaz enzimine karsi zayif bir inhibitor etkisi mevcuttur. Bu
sonuglar literatiirle benzerlik gostermektedir. Hadrich ve arkadaglari (2015), OLP’nin en
yiksek konsantrasyonda dahi %10’un altinda a-amilaz inhibisyonu sagladigini
belirtmistir. Ayrica, Kerimi ve arkadaaglari (2019) tarafindan yiiriitiilen insan ¢alismalari,
OLP takviyesinin nisasta gibi kompleks karbonhidratlarin sindirimi {izerinde anlaml1 bir
etkisinin olmadigini, ancak diisiik doz sakkaroz aliminda postprandiyal glukoz yanitini
azaltabildigini gostermistir. Bu bulgular, OLP a-amilaz inhibitor etkisinin zayif oldugunu,
ancak a-glukozidaz inhibisyonu yoluyla postprandiyal hipergliseminin kontroliinde etkili

olabilecegini gdstermektedir.

Zeytin yapragi ekstrakti, icerdigi fenolik bilesiklerin sinerjik etkisi sayesinde a-glukosidaz
inhibisyonunda yiiksek biyolojik aktivite sergilemekte ve bu oOzelligi ile dogal bir
antidiyabetik ajan olarak one ¢ikmaktadir. Ancak a-amilaz tizerindeki diisiik inhibitor
etki, bu ekstraktlarin nigasta agisindan zengin diyetlerle birlikte kullanildiginda kan sekeri
regiilasyonunda smirli kalabilecegini gostermektedir. OLP’nin antidiyabetik etkisi
yalnizca enzim inhibisyonu ile smirli olmayip, aym zamanda giiclii antioksidan
ozellikleriyle de iliskilendirilmektedir. Diyabette hiperglisemiye bagli olarak reaktif
oksijen tiirlerinin asir1 liretimi oksidatif stresi artirmakta, bu durum ise pankreatik B-hiicre
fonksiyonlarinin bozulmasina, insiilin sinyal yolaklarinin baskilanmasina ve kronik
komplikasyonlarin gelisimine neden olabilmektedir. Bu nedenle, antioksidan 6zellik
gosteren dogal bilesiklerin glisemik kontrolii destekleyici bir rol oynayabilecegi

belirtilmektedir. Bu ¢aligmada, saflagtirilan materyalin, zeytin yapragi ekstraktina kiyasla
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daha ytiksek radikal giderme kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir. Literatiirde de
OLP’nin, serbest radikalleri etkisiz hale getirme, oksidatif stresi azaltma ve hiicresel
antioksidan savunma sistemlerini modiile etme kapasitesiyle diyabete karst koruyucu rol
istlenebilecegi bildirilmistir (Zun-Qiu ve ark., 2015; Zhang ve ark., 2022). Dolayisiyla,
OLP’nin antidiyabetik etkisinin sadece a-glukosidaz ve a-amilaz inhibisyonu ile degil,
ayn1 zamanda oksidatif stresin baskilanmasi gibi diger mekanizmalarla da iliskili oldugu
sOylenebilir. Bu ¢ok yonlii etki profili, OLP’yi diyabetin 6nlenmesi ve yonetimi agisindan

onemli bir fitokimyasal aday haline getirmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Uygulanan saflagtirma protokolii, yalmzca yiiksek saflikta OLP elde edilmesini
saglamakla kalmamis, aym1 zamanda siirdiiriilebilirlik, ekonomik uygulanabilirlik ve
toksikolojik giivenlik acisindan literatiirde bildirilen bircok yonteme kiyasla 6nemli
avantajlar sunmustur. Bu kapsamda, zeytin yapragindan OLP elde etmek amaciyla
lipofilik bilesenlerin uzaklastirilmasi, sivi-sivi ekstraksiyon ve kolon kromatografisi
basamaklarini igeren bir saflastirma stratejisi uygulanmistir. Saflastirma protokolii
sonucunda %68,29 saflikta ve %74,37 genel geri kazanim orantyla OLP elde edilmistir.
Saflastirilan materyal, yliksek diizeyde antioksidan ozellikler gostermistir. Ayrica hem
zeytin yaprag: ekstrakti hem de saflastirilmis OLP, karbonhidrat sindiriminden sorumlu
olan a-glukosidaz enzimi iizerinde konsantrasyona bagli inhibitor etkiler sergilemistir. Bu
bulgular, OLP’nin postprandiyal kan sekeri kontroliine iki yonlii katki saglayabilecegini
gostermektedir: bir yandan a-glukosidaz enzimini inhibe ederek glukoz emilimini
geciktirmekte, diger yandan ise oksidatif stresi baskilayarak diyabetin patofizyolojisine
kars1 koruyucu rol iistlenmektedir. S6z konusu bu ¢ift mekanizmali etki profili, OLP’nin
potansiyel terapdtik degerini  artirmakta ve onu diyabetin Onlenmesi ve
komplikasyonlarinin yonetimi agisindan umut verici dogal bir ajan haline getirmektedir.
Bu calismada ulasilan 6nemli noktalar 1s181inda asagida maddelerde belirtilen hususlar

sonraki ¢aligmalarda g6z 6niinde bulundurulmalidir.

e Zeytin yapraklari, OLP acisindan zengin ve ekonomik bir biyoaktif kaynak
oldugundan, tarim atig1 olarak degerlendirilmek yerine, fonksiyonel {irtinlerin
gelistirilmesinde aktif bir hammadde olarak kullanilabilir.

e Ham madde standardizasyonu i¢in, farkli zeytin ¢esitlerine ve mevsimlere gore
OLP igerik diizeyleri haritalanmali, maksimum verim saglayan hasat zamanlari ve
cesitler belirlenmelidir.

e Ekstraksiyon ve saflastirma siirecleri ¢cevre dostu, toksikolojik olarak giivenli ve
stirdiiriilebilir yontemlerle optimize edilmeli ve endiistriyel 6lgekte iiretim icin

calismalara 6ncelik verilmelidir.
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OLP’nin dogal antioksidan ve a-glukosidaz inhibitdr Gzelliklerinden
yararlanilarak, fonksiyonel gida, besin takviyesi ve dogal koruyucu igerikli
tirtinlerin gelistirilmesine yonelik caligmalar arttirilmalidir.

OLP’nin diger bitkisel bilesiklerle (hidroksitirozol, flavonoidler vb.) sinerjik
etkileri arastirilmali; bu kombinasyonlarin glisemik kontrol ve antioksidan

kapasite lizerindeki etkileri degerlendirilmelidir.
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