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O. europaea (olive) plant has a widespread use in many areas such as food, soap, cosmetics, and it is
also a medicinal plant known to be used in traditional treatments. In this study, olive tree leaves grown
in the central region of Kahramanmaras were collected in June and their total phenolic, flavonoid
contents, antioxidant, enzyme inhibition activities as well as fatty acid components were determined
from the extracts obtained with different solvents. In addition, antimicrobial activities of all plant
extracts were determined by well-diffusion method and MIC values were determined in microplates.
According to the results of GC-MS analysis, 13 different fatty acids belonging to the leaf part of Olea
europaea were determined. The main components of fixed oil are oleic acid, linoleic acid, palmitic
acid, gamma-linoleic acid, lignoceric acid, stearic acid, myristic acid, palmiteloic acid, trichosanoic
acid and nervonic acid. Total phenolic content of plant extracts; 31.72-59.31 mg/g, total flavonoid
amounts 4.64-15.98 mg/g, FRAP values 38.93-50.44 pg/g and DPPH values 0.85-1.71 mg/g. On 12
microorganisms tested for antimicrobial effect, O. europaea showed inhibition at different rates.
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Olea europaea Yapraklarimin Baz1 Biyoaktif Ozelliklerinin Arastirilmasi,
Antimikrobiyal ve Enzim Inhibisyon Etkinliginin Incelenmesi
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Olea europaea (zeytin) bitkisi basta gida, sabun, kozmetik gibi pek ¢ok alanda yaygin bir kullanima
sahip olup geleneksel tedavilerde de kullanildig: bilinen ve tibbi yonii olan bir bitkidir. Bu ¢alismada
Kahramanmarag’mn merkez bdlgesinde yetisen zeytin agaci yapraklart haziran ayinda toplanmis ve
farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarindan toplam fenolik, flavonoid igerikleri ile antioksidan,
enzim inhibisyon aktivitelerinin yani sira yag asidi bilesenleri belirlenmistir. Ayrica tiim bitki
ekstraktlarmin antimikrobiyal aktiviteleri oyuk agar (well-diffusion) metodu ile ve MIC degerleri
mikroplakalarda tespit edilmistir. GC-MS analiz sonucuna gére O. europaea’nin yaprak kismina ait
13 farkli yag asidi belirlenmistir. Sabit yagin baslica bilesenlerini oleik asit, linoleik asit, palmitik asit,
gama-linoleik asit, lignoserik asit, stearik asit, miristik asit, palmiteloik asit, trikosanoik asit ve
nervonik asit olusturmaktadir. Bitki ekstraklarinin toplam fenolik madde degerleri; 31,72-59,31 mg/g,
toplam flavonoid miktarlar 4,64-15,98 mg/g, FRAP degerleri 38,93-50,44 pg/g ve DPPH degerleri
0,85-1,71 mg/g olarak tespit edilmistir. Antimikrobiyal etki agisindan test edilen 12 mikroorganizma
tizerinde ise O. europaea yapraklari farkli oranlarda inhibisyon gostermistir.

3@ melekkalkan11164@gmail.com

¢ noktem80@gmail.com

Onns

fﬁ;‘ https://orcid.org/0000-0003-4936-9872
fﬁ;‘ https://orcid.org/0000-0001-9093-4496

b ashabil@ksu.edu.tr
4@ cugur1978@gmail.com

fE? https://orcid.org/0000-0003-1265-9796
(@ https://orcid.org/0000-0001-7729-5271

This work is licensed under Creative Commons Attribution 4.0 International License

496


http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/

Kalkan et al. / Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 11(3): 496-504, 2023

Giris

Hastaliklarin tedavi siirecinde birgok medeniyette
bitkilerin tedavi amacli kullanildigina iligkin bilgiler
mevcuttur. Giiniimiizde sentetik ilaclarin kullanimindan
kaynakli yan etkiler, ekonomik sorunlar gibi pek ¢ok
nedenden dolay: bitkisel tedavi giderek popiiler duruma
gelmis ve bu konuyla ilgili aragtirmalar artmigtir (Sarisen
ve Caligkan, 2005). Su an temel ihtiyaglarin kargilanmasi
disinda bitkisel iiriinlerden (sekonder metabolitler) basta
ilag sanayi olmak iizere; kimya, besin, kozmetik ve zirai
miicadele gibi ¢esitli pek ¢ok alanda faydalanilmaktadir
(Arslan ve ark., 2015). Sekonder metabolitlerin, biyotik ve
abiyotik faktorlerin sebep oldugu birtakim durumlarda
bitkilerin bu faktorlere yaniti sirasindaki metabolik
yolaklarinda gorev aldigi bilinirken; UV radyasyon ve
oksidanlardan, mikroplardan, viriislerden ve rakip bitkilere
kars1 sinyal yolaklarmmin olusumundan yani bir g¢esit
savunma sisteminden de sorumlu oldugu bildirilmektedir
(Lattanzio, 2013). Fenolik bilesikler bitkide ¢ok yaygin
olarak bulunan, fenolik asitler ve flavonoidler olarak
gruplandirilan bilesiklerdir. Flavonoidler bitki dokularinda
yogun miktarda bulunan fenoliklerden bir tanesidir.
Bitkideki mavi, mor, sar1 ve turuncu renklerin
olusumundan sorumludurlar (Khoddami ve ark., 2013).
Bugiine kadar bitkilerin yapraklarinda, tohumlarinda,
kabugunda ve c¢igeklerinde yaygmn olarak bulunan
4000’den fazla flavonoid tanimlanmistir (Heim ve ark.,
2002). Antioksidanlar ise serbest radikallere karg1 viicudu
koruyan, oksidasyon olusumunu baskilayan veya
geciktiren bilesenlere denir. Viicudumuzda oksidatif strese
maruz kalma siirecinde protein, lipit, DNA ve karbonhidrat
temelli molekiillerin zarar gérmesini en aza indirirler
(Ekici ve Sagdig, 2008). Antioksidan kapasitenin
belirlenmesinde ~ yaygin  olarak DPPH  yontemi
kullanilmaktadir (Molyneux, 2004).

Gegmisten giliniimiize kadar var olmus geleneksel bir
bitki olan zeytin agaci, igerigindeki fenolik bilesikler
sayesinde pek ¢ok hastaligin tedavi edilme siirecinde
faydalanilan bir bitki olmustur. O. europaea botanik adli
zeytin agaci, Oleaceae familyasina dahil olup meyvesi
yenen, Akdeniz iklimine 6zgii bir agac tiirtidiir (Aslan ve
ark. 2017). Zeytinde bulunan en O6nemli etken madde
meyve ve yapraktaki aci tattan sorumlu bilesik
oleuropeindir. Bu bilesigin antiinflamatuar, antiviral,
antimikrobiyal, antidiyabetik gibi saglikta 6nemli etkileri
vardir (Otles ve Ozyurt, 2012). Oleuropein zeytin
yapraklarinda en bol bulunan bilesiktir ve bunu sirasiyla
hidroksitirosol, luteolin ve apigenin glukozitleri ve
verbascoside takip eder. Oleuropein islenmemis zeytin ve
meyve yapraklarinda bolca bulunurken, hidroksitirosol
islenmis zeytin meyvesi ve zeytinyaginda daha ¢ok
bulunmaktadir (El ve Karakaya, 2009). Zeytin
yapragindaki fenolik bilesiklerin tiimiiniin antimikrobiyal
etkisi ile sadece oleuropein maddesinin antimikrobiyal
etkisi karsilastirildiginda; fenolik bilesiklerin tiimiiniin
antimikrobiyal etkisinin daha fazla oldugu bildirilmigtir
(Yildiz ve Uylager, 2011). Oleuropeince zengin
ekstraktlarin antikanser 6zellik gosterdigi, toplam lenfosit
sayisini artirarak insan periferal bagisiklik yanitinin
olusumunda etkili oldugu da belirtilmektedir (Kaya ve
Demir, 2020). Giiniimiizde terapétik etkilerinden dolay1
dogal antioksidan olarak bitkisel kaynaklar da tercih

edilmekte olup zeytin yapragi da tarihte geleneksel
tedavilerin basinda gelen halk hekimliginde; mide,
bagirsak hastaliklari, agiz temizleyici, ishal ve idrar yolu
enfeksiyonlarinda kullanilan bitkisel {irtinlerden biri
olmustur (Salik ve Cakmake1, 2021). Diinyada zeytin agaci
ve zeytin Uretiminin yaklasik olarak %98’i Akdeniz
iilkelerinde zellikle Italya, Ispanya, Yunanistan, Tiirkiye,
Tunus, Portekiz ve Fas bu iilkelerin baginda gelmektedir.
Akdeniz bolgesi disinda ise Arap Yarimadasi, Hint
Yarimadasi ve Asya’da da yetistirilmektedir (El ve
Karakaya, 2009). Anadolu topraklarina bakildiginda ise
zeytinin  anavatani Kahramanmaras, Hatay, Kilis,
Gaziantep, Sanlurfa ve Mardin oldugu tahmin
edilmektedir (Goksen ve Burkay, 2020). Geleneksel
tedavilerde zeytin iltihapli yaralar1 iyilestirmek icin
kullanilmakta olup, eklem agrilarina fayda saglayacagi
diistincesi ile, zeytinin ¢ekirdegi ile birlikte ezilip burkulan
yerin lizerine sartlmasi kullanilan bir yontemdir (Sever,
2004). Zeytin yapraginin tiiketimi, hipertansiyon, diyare,
tiriner ve solunum sistemi hastaliklari, karin ve bagirsak
hastaliklari, astim, bobrek iltihab1 ve safra tasi diisiirme
gibi pek ¢ok hastaligin tedavi siirecinde de kullanildigi
bildirilmektedir (Akbag, 2017). Giiniimiizde ise birgok
marka zeytin yaprag: igerikli bitkisel ila¢ piyasada hazir
preparatlar ~ veya  tabletler  seklinde  diyabette,
hipertansiyonda, kardiyovaskiiler rahatsizliklarda, gripte,
uriner sistem rahatsizliklarinda, kronik halsizlikte, koti
huylu kolestroliin diigiiriilmesinde, dejeneratif eklem
rahatsizliklarinda ve viicutta dogal bagisiklik sisteminin
desteklenmesinde kullanilmaktadir. Zeytin yapragi ekstrakti
iceren Urlinler antioksidan etkileriyle kozmetik alaninda da
cilt bakiminda kullanilmaktadir (Sahin ve ark., 2011).

Biyoaktif bilesiklerce zengin ve antimikrobiyal
akviteye sahip olan zeytin bitkisinin saghk agisindan
potansiyel faydalar1 farkli alanlarda kullanilabilirligi
agisindan bir 6rnek olusturmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci,
O. europea yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin
biyoaktif bilesen ve antioksidan aktivitesinin yani sira
antimikrobiyal aktivitesini arastirmaktir. Ayrica ekstraktlar
GC-MS yardimiyla analiz edilerek, bitki yapraklarinin yag
asidi profili incelenmistir.

Materyal ve Yontem

Bitki Materyali

Bu ¢alismada kullanilan O. europaea bitki yapraklari
2021 yilinin haziran ayinda Kahramanmarag’in Onikisubat
ilcesinden  toplanmistir.  Bitki ~ ornekleri, KSU
Biyoteknoloji laboratuvarinda giines almayacak sekilde
oda sicakliginda, gdlge ve rutubetsiz bir ortamda
kurutulmustur. Kurutulmus bitkinin yapraklar1
laboratuvarda bulunan Waring blender ile ogiitiilerek toz
haline getirilmistir. Ardindan deneyde kullanilmak iizere
15tk ve nemden korunacak sekilde cam siselerde
saklanmustir.

Ekstraksiyon Yéontemi

Analizden once ekstraksiyon hazirligi Miliauskas ve
ark. (2004)’'nin yontemi kismen modifiye edilerek
yapilmistir. Bunun igin 20’ser g tartilan bitki 6rnekleri
tizerine 200 ml olacak sekilde belirlenen c¢oziiciiler
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(metanol, etanol ve su) eklenip oda sicakliginda 1 saat
Ultrasonik Su Banyosu’nda ekstraksiyon islemine tabii
tutulmustur. USB sonrast 3500 rpm’de 15 dk. santrifiij
edilmistir. Santrifiij edildikten sonra siipernatant kisim
baska bir tiipte toplanmis ve bitki 6rnekleri iki kez daha
aym sekilde ekstrakte edilmistir. Ug tekerriir sonunda elde
edilen ekstraktlar bir araya getirilerek vakumlu rotary
evaporatorde ¢oziiciiler uzaklastirilmis ve boylece kuru
ekstraktlar elde edilmistir. Coziiciisii ugurulmus bitki
ekstraktlar1 analize kadar -20°C’de muhafaza edilmis ve
elde edilen bu ekstraktlardaki toplam fenolik ve flavonoid
igerik, enzim inhibitér etkisi, antioksidan aktivite ve
antimikrobiyal aktivite tayini gerceklestirilmistir.

Bitki Ekstraktlarimin  Yag Icerigi ve Yag Asidi
Kompozisyonunun Belirlenmesi

Soksalet yontemiyle elde edilen sabit yag igerisindeki
yag asitlerinin analizi GC-MS ile Comlekcioglu (2019)’na
gore yapilmigtir. GC-MS analizleri Schimadzu GC 2025
sistemi ile gergeklestirilmigtir. TRCN-100 (60m x 0,25
mm x 0,20 um film thickness) SE-54 fused silika kapiler
kolon kullanilmistir.  Elektron enerjisi 70 eV’tur.
Enjeksiyon miktari 1 pl’dir. Numunelerin analizi 80°C’de
2 dakika bekletildikten sonra dakikada 5°C artirilip 140°C
sicakliga ulastiktan sonra, bu sicaklikta 2 dakika
tutulmustur. Bu iglemi takiben, dakikada 3°C’lik bir artigla
240°C’da 5 dakika daha bekletilmistir. Toplam analiz
stiresi 61 dakika olarak ayarlanmistir. Enjeksiyonlar split
modda (1:50) 240°C sicaklikta gergeklestirilmistir ve
dedektor sicakligi 250°C’dir. Helyum tasiyic1 gaz olarak
kullanilip ve akis hiz1 30ml/dk’ya ayarlanmistir. Kullanilan
gaz akiglar1 H2=40ml/dk ve kuru hava=400 ml/dk olarak
belirlenmistir.

Toplam Fenolik Icerigin Belirlenmesi

Orneklerin toplam fenolik igerigi Folin Ciaceltacou
Reaktif (FCR) yontemi kullanilarak (Obanda ve Owuor,
1997)’in prosediirii modifiye edilerek yapilmistir. Standart
olarak gallik asit (Sigma) kullanilmigtir. Hazirlanan
soliisyonlar spektrofotometrede (Perkin-Elmer Lambda EZ
150, USA) 750 nm’de okunmustur. Elde edilen absorbans
degerleri gallik asit ¢ozeltileri ile olusturulan kalibrasyon
egrisi yardimiyla mg gallik asit esdegeri (GAE)/g kuru
ornek agirligi cinsinden verilmistir.

Toplam Flavonoid iceriginin Belirlemesi

Bitki ekstraktlarindaki toplam flavonoid igerigi Chang
ve ark. (2002)’a gore spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Standart sollisyon farkli konsantrasyonlarda
(25-200 pg/mL) yukaridaki prosediire gére hazirlanan
quercetin  (Sigma) ile hesaplanmigtir. Absorbans 415
nm’de spektrofotometrede okunmustur. Elde edilen
absorbans degerleri pg quercetin esdegeri/g kuru Ornek
agirhigima doniistiirilmiistiir.

Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

DPPH Metodu

Antioksidan kapasite (serbest radikallerin indirgenme
kapasitesi) Brand-Williams ve ark. (1995) tarafindan
tanimlanan DPPH  metodu  modifiye  edilerek
belirlenmistir. Her bitki ekstraktindan seyreltilerek bes
farkli konsantrasyonda soliisyon hazirlanmstir. Sonuglar,
DPPH serbest radikallerinin %350’sini indirgemek i¢in

gereken konsantrasyon degeri olan IC50 olarak

gosterilmigtir. Tiim deneyler ii¢ tekerriirlii olarak yapilmis

ve askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
Antioksidan kapasite:

%AA=[(AkontrolA6rnek)] / Akontrol x 100

FRAP Metodu

FRAP yontemi (Benzie ve Strain, 1996)’a gore
yapilmistir. Bitki ekstraktlarindan 50 pl, 2ml’lik ependorf
tiplerine aktarilmig ve ftzerine 600 ul FRAP ajani
eklenmigtir. Absorbans 593 nm’de dl¢iilmiistiir. Sonuglar
askorbik asit (100-1000 umol/L) kalibrasyon grafigi
kullanilarak pmol askorbik asit esdegeri/g kuru bitki
agirhig1 olarak hesaplanmistir. Sonuglar pmol/g kuru bitki
agirhigr olarak verilmistir.

In Vitro Enzim Inhibisyon Aktivitesinin Belirlenmesi

Zeytin bitkisi (Olea europaea) yapraklarindan elde
edilen ekstraktin enzim inhibisyon aktivitesi optimum pH
ve sicakligi 40°C ve 7,6 olan alfa amilaz enzimine karsi
test edilmistir. Metot amilaz aktivitesi sonucu agiga ¢ikan
indirgen seker miktarinin DNS ayraci ile belirlenmesine
dayanmaktadir (Miller,1951). Oncelikle kurutulmus bitKi
ekstraktt ornekleri 100 mM fosfat tamponu igerisinde
cozilmistiir (16 mg/mL). Enzim {izerine ekstraktlarin
inhibisyon aktivitesi 30 pL enzim ile 20 pL ekstrakt
karistirilarak 15 dk 40°C de 6n inkiibasyona birakilarak
gerceklestirilmistir. Daha sonra, kalan amilolitik aktivite,
karisim iizerine 450 pL ¢oziiniir nisasta (%]1) eklenerek
40°C de 15 dk inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras1 500
pL  3,5-dinitrosalicylic asit ¢ozeltisi (Bernfeld, 1955)

eklenerek enzim aktivitesi sonlandirilarak 550nm
absorbansta  Perkin  Elmer Lambda EZ 150
spektrofotometrede kore karst okunmustur. Bitkisel

ekstrakt icermeyen enzim ve substrat karigimi sonucu
kontrol olarak (%100) degerlendirilmistir. Uc tekrar ile
elde edilen degerler sonug olarak alinmustir.

Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Elde edilen yaprak ekstraktlarin antimikrobiyal
aktivitelerinin tayinini Klinik Laboratuvar Standartlar
Ulusal Komitesi'ne (NCCLS) gore oyuk agar diflizyon
metodu ile belirlenmistir (NCCLS, 1993). Test
mikroorganizmalari olarak; Escherichia coli ATCC 13846,
Klebsiella pneumonia, Bacillus subtilis ATCC 25922,
S.marcessens* Staphylococcus aureus ATCC 25923,

MRSA (Metisilin Direngli ~ Staphylococcus aureus),
Sarcina lutea ATCC  9341INA, Acinetobacter
sp.*,Pseudomonas  aeruginosa, Candida albicans,

Candida parapsilosis, Saccharomyces cerevisiae* olmak
tizere klinik izolatlar ve standart suslar kullanilmigtir. Test
mikroorganizmalar1 24 saat 6nceden LB (Luria Bertani) ve
Sabouraud dextrose broth besiyerlerine ekilerek 0,5
Mcfarland standart turbiditesine karsihik gelen (1x108
bakteri ve 0,5- 3x10* maya/mL) steril serum fizyolojik ile
sulandirilmis kiiltiirlerden 0.1mL alinarak Miieller Hinton
Agar ve Sabouraud Dextrose Agara agilama yapildiktan
sonra petrilere dokiilmiistiir. DMSO igerisinde ¢oziilmiis
(100mg/mL) bitki ekstraktlarindan 100uL aseptik olarak
acilan oyuklara eklenmistir. Bu sekilde hazirlanan petriler
45 dakika kadar buzdolabinda bekletildikten sonra, bakteri
kiiltiirleri 37°C’de 24 saat, maya asilanan petriler ise
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25°C’de 2 giin inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda
olusan inhibisyon zonlart mm olarak Sl¢lilmiistiir. DMSO
(100 pl) ¢oziici kontrolii olarak  kullanilmugtir.
Antimikrobiyal aktivite gosteren bitki ekstraktlarinin daha
sonra farkli konsantrasyonlarda Mueller Hinton Broth ve
Sabouraud Dextrose Broth igerisinde MIK (Minimal
Inhibisyon Konsantrasyon) degetleri belirlenmistir Collins
ve ark. (1989). MIK degerleri, gozlemlenebilir
geligsmeyi/bulanikligi 6nleyen mikroplaka kuyucuklarindaki
en diisiik ekstrakt konsantrasyonu olarak kaydedilmistir.

Bulgular ve Tartisma

Yag lcerigi ve Yag Asidi Kompozisyonuna Ait
Sonuclar

Kahramanmaras Onikisubat il¢esinden toplanan O.
europaea yapraklarindan elde edilen ekstraktin yag asidi

Cizelge 1. O. europaea’nin yag asidi kompozisyonu (%)
Table 1. Fatty acid composition of O. europaea (%)

kompozisyonuna ait veriler Cizelge 1.’de, GC-MS
kromatogramlar1 ise Sekil 1.’de verilmistir. Soksalet
ekstraksiyonu sonucunda yaprak ekstraktinin yag miktari
%4,45 olarak saptanmuistir.

Olgiim sonuclarna gore O. europaea’nin yaprak
ekstraktinda 13 farkli yag asidi belirlenmistir. Bu yag
asitlerinin %28,27’sini doymus yag asitleri olustururken,
%71,69’luk  oramm ise doymamis yag asitleri
olugturmaktadir. O. europaea’nin yaprak ekstraktlarina ait
sabit yagin baslica bilesenlerinin %28,89’unu oleik asit ve
%25,84’iinli linoleik asit olusturmaktadir. Palmitik asit
(9614,85), gama-linoleik asit (%7,43), lignoserik asit (%6,50),
4,7,10,13,16,19-Dokosahekzaenoik asit (%6,23) oransal
bakimdan yiiksek olan diger onemli yag asitleridir. Miristik,
palmiteloik, trikosanoik asit ve nervonik asit ise %1’in altinda
kalan yag asitleri olmustur. Yag oramin biiyiik ¢ogunlugunu
¢oklu doymamus yag asitleri (%34,96) olugturmaktadir.

Karbon Sayisi Yag asidi Icerik (%)
C14.0 Miristik Asit 0,50 +0,01
C16:0 Palmitik Asit 14,85+0,01
C18:0 Steraik Asit 3,16 £0,05
C21:0 Behenik Asit 2,64 £0,01
C23:0 Trikosanoik Asit 0,62 £0,01
C24:0 Lignoserik Asit 6,50 0,01
Doymus Yag Asitleri Toplanmi 28,27
Ci16:1 Palmiteloik Asit 0,68 +0,01
C18:1 Oleik Asit 28,89 +£0,05
C24:1 Nervonik Asit 0,93 +£0,01
Tekli Doymamis Yag Asitleri Toplami 30,50
C18:2 Linoleik Asit 25,84 +0,05
C18:3 Gama-Linolenik Asit 7,43 £0,01
C20:4 Arasidonik Asit 1,69 +0,01
C22:6 cis-4,7,10,13,16,19-Dokosahekzaenoik Asit 6,23 +0,01
Coklu Doymamis Yag Asitleri Toplami 41,19
Toplam 100,36

2
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10000 P i . H = ¢
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Sekil 1. O. europaea’ya ait GC-MS kromatogrami
Figure 1. GC-MS chromatogram of O. europaea
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Cizelge 2. Toplam fenolik ve flavonoid icerik ile antioksidan aktivite degerleri
Table 2. Total phenolic and flavonoid content and antioxidant activity values

Metanol Etanol Su
Fenol (mg GAE g?) 59,31 +0,21 52,44 + 0,48 31,72+ 0,47
Flavonoid (mikrog QE g 15,98 + 0,33 9,81+0,22 4,64 + 0,47
FRAP (ug AAE g?) 50,44 + 0,18 38,93 + 0,22 49,60 + 0,86
IC50 Degeri (%DPPH) (mg mL7?) 0,85+0,21 1,41+0,15 1,71+0,23
Doymamis yag  asitleri insan  viicudunda  benzerdir fakat mindr yag asidi bileseni olarak miristik asit

sentezlenemedigi i¢in disardan alinmasi zorunlu olan
esansiyel yag asitleridir. Bu yag asitlerinden omega 3
(dokosahekzaenoeik asit), omega 6 (linoleik asit,
aragidonik asit, gama linolenik asit) ve omega 9’un (oleik
asit, palmiteloik asit) beyin gelisiminde, bagisiklik
sisteminin giliclenmesinde, koroner kalp hastaliklarin
onlenmesinde onemli rolleri oldugu belirtilmekte ve
doymamis yag asitleri bakimindan zengin igerige sahip
gidalarin kullanimi tesvik edilmektedir (Eseceli ve ark.
2006). Ayrica yalnizca insanlar i¢in degil, yag asidi igerigi
yliksek gidalarin hayvansal gida olarak da kullanimi tesvik
edilmektedir. Ornegin zeytin yapraklar1 kurutularak koyun
ve kegilerde kaba yem olarak kullanildiginda, siitteki yag
asidi profilinin tekli ve goklu doymamis yag asitleri olarak
ozellikle de oleik ve linoleik asit bakimindan arttig1
belirtilmistir (Dalkilig, 2018). Yag asitlerinin insan sagligi
ve yag kalitesi lizerinde onemli etkileri vardir, drnegin
oleik asitce zengin bitkisel iiriinlerin tiiketilmesiyle, kalp
ve damar hastaliklarinin 6nlenmesi, yagin kalitesinin
artmast ve yagin raf dmriiniin uzatilmasi arasinda énemli
bir iliski oldugu belirtilmektedir (Duru ve Konuskan
Bozdogan, 2015).

Omega 3 yag asidi olan dokosahekzaenoeik asit beyin
ve gbzde sinir hiicrelerinin yapisal bir maddesidir bu yag
asidi bebeklerin sinir sisteminin gelisimi i¢in de 6nemlidir.
Anne siitlinde 6nemli miktarda dokosahekzaenoeik asit
bulunmakta olup, tiim omega 3 yag asitlerinin kalp krizi
sonrasi gelisen ani Oliimleri azaltarak kalbi korudugu
bildirilmistir. Zeytin yapraginda bulunan bu yag asidinin
saglik acisindan 6nemi biiyiiktiir. Zeytinde bulunan bir
diger yag asidi olan gama linoleik asitin ise kanser
hiicreleri iizerinde timdriin biiylimesini yavaslatmada
yardimct olabilecegi; alerji, egzama ve kronik yorgunluk,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli saglik sorunlarinda
alternatif tipta kullanim alami buldugu belirtilmektedir
(Yesilbuguk ve Karaali, 2011). Gama linolenik asit ise bir
omega 6 yag asididir, viicudu dis etkilere karsi muhafaza
ederek, esnek ve piriizsiiz bir cilt olusumuna katki
saglamaktadir (Aktas, 2021). Omega-9 yag asidi olarak
bilinen oleik asitin en ¢ok bulundugu bitkisel kaynaklar
%75-82 ile findik ve %72-74 ile zeytindir (Salar ve Uz,
2021).

10 farkli zeytinyagimin yag asitleri igeriginin
arastirildigr bir ¢alismada major yag asidi olarak oleik
asitin (%62,43-71,32) bulundugunu ve bunu takiben
linoleik asit (%7,22-11,83) ve palmitik asitlerin (%2,26-
12,02) yiiksek oranda gozlemlendigini, laurik asit, miristik
asit, palmitoleik asit, stearik asit ve linolenik asitin de
iceriginde bulunan diger yag asitleri oldugu belirtilmistir
(Tirkoglu ve Kanik, 2012). Zeytinin hasat zamaninin
zeytinyagindaki  yag asitleri  bilesimine etkisinin
arastirildig1 bir calismada major yag asidi bilesenlerinin;
palmitik asit, stearik asit, oleik asit, linoleik asit, linolenik
asit oldugu ve 6nemli mindr yag asidi bileseni olarak ise
palmitoleik asit oldugu bildirilmistir (Topuz ve ark., 2012).
Bizim c¢alismamizda ise major yag asidi bilesenleri

belirlenmistir. Giindogdu ve ark. (2016) c¢aligmalarinda
yag asitleri bilesenlerinin olgunluk ilerledik¢e degistigini
bildirmis ve zeytinin hasat edildigi yilin da yag asitleri
bilesenleri lizerinde 6nemli etkisi oldugunu belirtmislerdir.
Bu bakimdan yag asitlerinin dénemsel olarak irdelenmesi
sonucunda yag sentezinin ilk basladig1 agustos ayindan son
donem olan Kasim ayma dogru ozellikle doymus yag
asitlerinde diisiis gozlenirken, tekli doymamis yag
asitlerinde yiikselis oldugunu belirtmislerdir. Bu agidan
bakildiginda pek cok calismada aymi bitki i¢in yag asidi
bilesenlerinin ¢esitli oranlarda degismesi literatiirdeki bu
farklilig1 agiklar niteliktedir.

Toplam Fenol, Flavonoid Icerikleri ve Antioksidan
Aktivititesine Ait Sonuglar

Farkli radikaller ve oksidanlar farkli antioksidan tepki
mekanizmalarina  sahip  olduklarindan, antioksidan
kapasiteyi 6l¢menin tek bir yolu yoktur (Dagh ve ark.,
2019). Bu nedenle bu ¢aligmada, zeytin bitkisinin toplam
fenolik ve flavonoid igerigini karsilastirmak i¢in metanol,
etanol ve su olmak iizere ii¢ farkli ¢oziicli ile ekstraktlar
hazirlanmis ve bu ekstraktlara Folin-Ciocilteu ve AlCI;3
deneyleri uygulanmis ve sonuglar Cizelge 2." de verilmistir.
Antioksidan aktiviteyi belirlemek i¢in ise DPPH ve FRAP
analizleri kullamlmistir. Olgiim sonuglarina gére O.
europaea bitkisinin fenol miktarlarinin 31,72 ile 59,31
mg/g arasinda degistigi belirlenmistir. Bitkinin flavonoid
miktarlarinin ise 4,64 ile 15,98 mg/g arasinda oldugu
goriilmistiir. Bu tirlin bu degerleriyle ilgili olarak
literatiirdeki diger ¢aligmalar incelendiginde Erdogan ve
ark. (2020), zeytin yapraginin en yiiksek fenol miktarini
metanollii ekstreden (85,27+15,03 mg GAE) elde ederken
en disik fenolik madde miktarim ise n-hekzan
ekstresinden (0,18+1,32 nug GAE/g) elde etmistir. Bu
calismadaki fenol degerleri ise Erdogan ve ark.’a kiyasla
daha disiik ¢ikmustir. Fenolik bilesiklerin tayininde
¢oziiciiniin ekstraksiyon verimi lizerine etkisi incelenen bir
bagka calismada ise etanol, metanol, su ve hekzan
¢oziciileri kullanilmis ve metanol 6ziitiinden elde edilen
ekstraktta fenolik madde miktarimin diger ¢oziiciilere
(etanol, hekzan, su) oranla daha yiliksek ¢iktig
belirtilmistir (Sahin, 2011). Bu ¢calismada da benzer sekilde
farkli ¢oziiciiler (etanol, metanol, su) kullanilmis olup en
yiiksek fenolik madde miktarinin metanolik ekstrakttan
elde edilmesi, Sahin (2011)’i destekler nitelikte olmustur.
Fenolik madde degeri acisindan, literatiirdeki bu
farkliliklar kullanilan ¢oziicliniin  kimyasal yapisina,
kullanilan konsantrasyona veya hasat zamanina bagh
olarak degisebilmektedir. Pereira ve ark. (2007) yaptiklari
calismada zeytin bitkisinin sulu ekstrelerinin HPLC-DAD
analizinde 7 fenolik bilesik tanimlamiglardir. Bu
bilesiklerin kafeik asit (220,5 + 23,3 mg/kg), verbascoside
(966,1+18,1 mg/kg), oleuropein (26471,4+1760,2 mg/kg),
luteolin, 7-O-glukozit (4208,9 + 97,8 mg/kg), rutin (495,9
+ 12,2 mg/kg), apigenin 7-O-glukozit (2333,1+£74,7
mg/kg) ve lutein 4-O- glukozit (1355,9+75,9 mg/kg)

500



Kalkan et al. / Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 11(3): 496-504, 2023

oldugunu bildirmislerdir. Zeytin yaprag: icerdigi fenolik
bilesikleri sayesinde pek ¢ok alanda kullanim imkani
bulmaktadir. Kafein igermedigi igin zeytin yapragindan
yapilan cay; hipertansiyon vakalarinda kan basincini
diisiirmede, koroner damarlar1 agarak kan akisini artirip
kalp atisini diizenlemede ve viicudun kanserojen ve zararlt
kimyasallardan arindirilmasinda yardimci olmaktadir
(Toparlak ve Kola, 2022). Ayrica zeytin yapragi
ekstraktinin klasik yontemlerle toz haline getirilerek soguk
cayda kullanimi saglanmis ve zeytin yapraginda var olan
fenolik bilesiklerin soguk caylarda da bulunmasi
hedeflenerek, bitkisel bir artik olan zeytin yapraginin
kullanim1 degerlendirilmistir. Bu sayede soguk caylarin
fenolik i¢eriginin genisletildigi belirtilmektedir (Arslan ve
ark., 2021).

Cizelge 2  incelendiginde,  zeytin  yapragi
ekstraktlarindaki IC50 degerinin 0,85-1,71 mg/mL
arasinda degistigi belirlenmistir. Antioksidan aktivite
degeri ile DPPH analizi kullanilarak hesaplanan IC50
degeri arasinda ters bir oranti oldugundan, bu degerin
diisiik olmasi istenmektedir (Celik, 2009). Buna gore
zeytin bitkisinin su, metanol ve etanol ekstraktlar1 arasinda
en yiiksek aktivite sonucu 0,85 mg/mL ile metanol
Oziitinden elde  edilmistir.  Geleneksel  kurutma
yontemlerinden farkli olarak mikrodalga ile kurutulan
zeytin yapraklarinin antioksidan igeriginin daha yiiksek
oldugunu belirten bir c¢alismada 19 farkli ¢oziici
kullanilmis olup en yiiksek DPPH radikali yakalama
aktivitesinin - %3,24 ile %33,33 arasinda degisim
gosterdigini  belirtmislerdir (Karakulak, 2009). Bizim
¢alismamizda ise farkli kurutma yontemleri kullanilmamig
olup ultrasonik yontemle elde edilen zeytin yapragi
ekstrelerinden  0,85-1,71 mg/mL arasinda degisen
degerlerde yiiksek bir antioksidan aktivite elde edilmistir.
Bir baska caligmada ise Hatay’in farkli bolgelerinde
yetisen zeytin agaci yapraklarinin metanollii ekstrelerinin
antioksidan 6zelligi DPPH ve FRAP yontemleriyle test
edilmis ve sonuglar standart antioksidanlar ile
kiyaslanmistir. Uygulanan tiim yontemlerde zeytin
yapragmin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigini tespit
etmiglerdir (Danahaliloglu ve ark., 2018). Antioksidan
ozelliginden dolay1 zeytin yapragi ekstrakti ilave edilen
yaglarin DPPH radikal siipiiriicti aktivitesin %86 oraninda
artt1g1 literatiirde belirtilmektedir (Salta ve ark., 2007).

In vitro Enzim Deneyine Iliskin Bulgular ve
Sonuclarin Degerlendirilmesi

O. europaea’ya ait etanol ve metanol 6ziitlerinin enzim
inhibisyon aktivitesi optimum pH ve sicaklig1 7,6 ve 40°C
olan alfa amilaz enzimine karsi test edilmis ve asagidaki
sonuglar elde edilmistir. Buna gore O.europaea
yapraklarinin etanol ekstraktlar1 8 mg/mL konsantrasyona
kadar bir inhibisyon etkisi gdstermezken 16 mg/mL
konsantrasyonda %40 oraninda bir aktivite kaybi
olusturmustur. Buna karsin metanol ekstraklar1 ise
0,5mg/mL konsantrasyonda %40 lik bir inhibisyon
gosterirken 16 mg/mL lik konsantrasyonda aktivite kaybi
%60’a varmustir (Sekil 2). Bu inhibisyon degerleri bu
ekstraktlarin gida, yem teknolojisinde ile bitkisel gida
destek veya tibbi amagl kullanimlarinda ekstraksiyon
isleminde ¢oziicii tercihinde dikkat edilmesi gerektigini
gostermektedir.

Biyoaktif metabolitleri iceren bitkisel preparatlar
diinya genelinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bunlarin
cogu kolayca ulasilabilir dogal iriinlerdir, ancak canli
organizmalar iizerindeki etkileri tam olarak incelenip
acikliga  kavusturulamamuistir. Enzimler  protein
tabiatlarindan dolayr c¢ogu ilag veya preparatlarin
molekiiler hedefi olmaktadir (Copeland, 2013). Bu
potansiyel dogal bitkisel iiriinler ve biyolojik rollerinin
belirlenmesi i¢in basta enzim inhibisyonu gibi etkilerin
tanimlanmasi 6nemlidir.

Antimikrobiyal Aktiviteye ait Sonuclar

O. europaea’nin antimikrobiyal aktivite tayini i¢in 12
mikroorganizma tizerinde incelemeler yapildi elde edilen
sonuglar Cizelge 3’te verilmistir. O. europaea’ya ait bitki
oOziitlerinin farkli ¢oziiciilerdeki antimikrobiyal etkinligi
incelendiginde test mikroorganizmalart {izerinde farkl
oranlarda bir antimikrobiyal etkinlik  gosterdigi
goriilmiistiir. Coziicii tipi olarak ele alindiginda inhibisyon
zonu agisindan birbirine yakin antimikrobiyal etkinlik
gostermektedir. Gram pozitifi bakteriler iizerindeki en
yiiksek inhibisyon zonu S. marcescens iizerine etanol ve
metanol ozitleri ile elde edilmigtir. Gram negatif
bakterilerde ise Acinetobacter iizerinde goriilmiistiir.
Mayalar tizerinde ise etanol oziitii ile S. cerevisiae iizerinde
elde edilmistir. Klinik izolatlar agisindan antimikrobiyal
etkinlik degerlendirildiginde ise tiim test bakterileri
iizerinde bir inhibisyon zonu goriiliirken tiim ¢oziiciiler ile
Acinetobacter’de en yiiksek inhibisyon elde edilmistir.
Yapilan MIK ¢aligmasi sonucunda 25 mg/mL ile en etkin
mayalardan klinik izolatlar iizerinde en iyi sonuglar elde
edilmistir.

Bu ¢aligmanin sonuglarina benzer sekilde Pereira ve
ark. (2007) zeytin yapragi su ekstraktlarmin B. cereus,
B.subtilis, S. aureus, P. aeruginosa, E. coli, K. pneumonia,
C. albicans, C. parapsilosis’e karsi c¢ok kiigiik
konsantrasyonlarda bile zeytin yapragi ekstraktinin
antimikrobiyal etki gosterdigini bildirmektedirler. Ayni
sekilde Markin ve ark. (2003) da su ekstraklar1 ile
gerceklestirdikleri ¢alismada E. coli, P. aeruginosa, S.
aureus, B. subtilis, K. pneumoniae ve C. albicans iizerine
bir antimikrobiyal etkinlik tespit etmislerdir. Sudjana ve
ark. (2009) ise yaptiklari galismada ise zeytin yapragi
ekstraktinin birgok mikroorganizmaya kars1
antimikrobiyal etkinligini test etmisler ve ¢aligmamizda
kullanilan test mikroorganizmalarindan g¢ogunu igeren
mikroorganizmalar {izerine bir antimikrobiyal etkinligi
gozlemlemiglerdir. Ancak Korukluoglu ve ark. (2010)
bizim caligmamizdan farkli olarak su ekstraklarinda S.
aureus, E. coli, P. aeruginosa, K. pneumoniae ve diger
bir¢ok mikroorganizma iizerine bir antimikrobiyal aktvite
gozlemlemezken; etanol ve diger organik ¢oziiciiler ile
elde ettikleri ekstraktlarda bizim sonuglarimiza benzer
etkinlik elde etmislerdir. Sonug olarak zeytin yapraginin
calisilan  tim  mikroorganizmalarda  antimikrobiyal
etkinligi gdzlemlenmistir. Ulkemizde hastane enfeksiyon
etkenleri iginde, gram-negatif bakteriler ©6n sirada
gelmektedir. Bu bakterilerden baglicalar1  ise P.
aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli ve S. aureus’tur
(Karahocagil ve ark., 2011). Calismamizda test edilen bu
mikroorganizmalarda zeytin yapragimin antimikrobiyal
etkinligi gézlemlenmistir.
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Sekil 2. Zeytin (O. europaea) bitkisinin metanol ve etanol 6ziitiine iliskin sonuglar (ug/ml)

Figure 2. Results of methanol and ethanol extract of olive (O. europaea) plant (ug/ml)

Cizelge 3. O. europaea (zeytin yapragi) ekstraktinin antimikrobiyal aktivite sonucu
Table 3. Antimicrobial activity result of O. europaea (olive leaf) extract

Mikroorganizma EtOH/MIK MeOH/MIK Sw/MIK Gn Nys
B.subtilis ATCC 25922 13+1,5/100 13+1,5/100 13+1,5/50 25 TE
S.lutea ATCC 9341NA 11+0,7/50 11+1,1/50 11+0,5/50 10 TE
S.aureus ATCC 25923 14+1,1/50 15+1,5/50 12+1,1/50 25 TE
MRSA* 13+0,5/50 13+1,0/100 10+1,0/50 25 TE
S.marcescens* 16+1,7/50 19+1,7/50 13+0,5/50 27 TE
E.coli ATCC 13846 11+1,1/100 11+1,1/100 15+0,5/50 10 TE
Acinetobacter sp.* 17+1,7/50 17+1,0/25 16+1,0/50 25 TE
K.pneumoniae * 9+1,1/25 9+1,0/50 15+1,5/50 20 TE
Pseudomonas aeruginosa* 11+£1,5/25 12+0,5/50 15+1,5/25 25 TE
C.albicans* 11+1,7/25 11+1,7/25 11+1,7/25 TE 18
C.parapsilosis* 11+1,1/25 11+1,0/25 11+1,0/25 TE 18
S.cerevisiae 14+1,1/100 11+1,1/100 12+1,5/100 TE 30

(MIK: *: Klinik izolat, TE: Test edilmedi Gn:Gentamisin (10 pg), Nys:Nistatin (100U)

502



Kalkan et al. / Turkish Journal of Agriculture - Food Science and Technology, 11(3): 496-504, 2023

Klinik izolatlardan K. pneumoniae ve MRSA hastane
ortaminda ¢esitli enfeksiyonlara sebep olurken zeytin
bitkisinin bu bakterilere karsin antimikrobiyal etkinliginin
yliksek olmast Onemli bir sonug¢ teskil etmektedir.
Bitkilerde bulunan fenolik bilesiklerin bakterilerdeki hiicre
zarina veya peptidoglikan yaprya penetre olarak bu yapilari
zarara ugratabildigi bilinmektedir. Fenolik bilesiklerin
baska molekiillerle olusturdugu kombinasyonlarla hiicrede
toksik bir etki yaratabildigi ve bu toksik etkinin ise
antioksidan Ozellikten kaynaklandig1r belirtilmektedir
(Erdogan ve Everest, 2013). Zeytin yapraginda bulunan
fenolik bilesik oleuropein ise hiicrede nitrik oksit
seviyesini yiikselterek patojen mikroorganizmalara karsi
sitotoksik bir etki gostermekte ve bu etkinin bakteriyel
enfeksiyonlara karsi koruyucu bir potansiyeli oldugu
belirtilmektedir (Bisignano ve ark., 1999).

Sonuc¢

Kahramanmaras’ta yetisen zeytin agaci yapraklarimin
biyoaktif bilesenlerinin arastirildigi bu ¢aligmada zeytin
yapraginin yiiksek miktarda fenolik bilesik ve antioksidan
madde igerdigi tespit edilmistir. Fitokimyasal bilesenlerin
bitkilerdeki antioksidan kapasiteden sorumlu oldugu
bilinmektedir. Bu bakimdan zeytin yapraklarinin saglik
acisindan faydasi, bu calisma ile desteklenmektedir.
Ayrica katki maddesi olarak gida sektoriinde, kozmetikte
ve dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilirlik
acisindan &nemli bir kaynaktir. Ote yandan oleik ve
linoleik gibi doymamis yag asitleri agisindan zengin olmast
zeytin  yapraginin degerini arttirmaktadir. Bu yag
asitlerinin damar sertligini geriletme, kanser riskini
azaltma veya sinir sistemindeki yararli etkinlikleri,
yapraklarin tibbi degerini 6n plana ¢ikarmaktadir. Zeytin
yapraklarinin gram pozitif ve gram negatif bakterilerin
yaninda enfeksiyon riski tasiyan bakterilere karsi da
antimikrobiyal etkinliginin olmasi diyet olarak tiiketiminde
kullanilabilirligi agisindan 6nemlidir. Bu bakimdan
bakildiginda bitkisel kaynaklarimizdan zeytin
yapraklarinin  kullanim: hem insan sagligina olumlu
etkileri hem de kullanim alanlart bakimindan {ilke
ekonomisine katki saglayacaktir. Yine de daha fazla
arastirma yapilmasi ve farkli mikroorganizmalar {izerinde
de test edilmesine ihtiyag vardir.
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