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Ozet

Bu c¢alismada, Hatay’da farkli bolgelerde yetistirilen Halhali tiirii zeytin (Olea europaea)agaclarinin yapraklarinin
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu
yontemi ile tayin edilmistir. Antioksidan Ozelliklerini belirlemek i¢in kullanilan diger yontemler 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) radikal siipirme yontemi, demir indirgeme giicii (FRAP) metodu ve B-karoten-linoleik asit
emiilsiyon yontemidir. Sonuglar standart antioksidanlar biitillendirilmis hidroksi anisol (BHA), ve biitillendirilmis
hidroksitoluen (BHT) ile kiyaslanmistir. Incelenen tiim bolgelerin zeytin yapraklarinin antioksidan aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Zeytin yapragi, toplam fenolik madde, antioksidan aktivite, DPPH

Determination of Antioxidant Properties of Olive Leaves Grown in Different
Regions in Hatay

Abstract

In this study; antioxidant activities of metanol extracts of olive leaf (Olea eueopaea) which is grown in different parts
of Hatay were determined. Total phenolic contents were determined by the Folin-Ciocaltaeu method. The other
methods used to determine the antioxidant characteristics were 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical
scavenging method, ferric ion reducing power (FRAP) and B-carotene-linoleic acid emulsion method. The results were
compared with the standard antioxidants butylated hydroxyanisole (BHA) and butylated hydroxytoluene (BHT). It was
determined that olive leaves in all regions examined had antioxidant activity.

Keywords: Olive leaf, total phenolic content, antioxidant activity, DPPH
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1. Giris

Zeytin yapraklar zeytin hasadi sirasinda elde edilen 6nemli bir yan iiriin olup, toplam zeytin
agirhginin %10°u kadar bulunmakta ve zeytin agaclarmin budanmasi sirasinda toplanmaktadir
(Guinda et al., 2004).

Zeytin yapraklar yiizyillardir tibbi amacla kullanilmistir. Yazili tarihte bolluk, gérkem ve
barisin sembolii olarak siklikla adi gegen zeytin agacinin yapraklari, yarigmalarin ve savaslarin
galiplerine tag olarak takilan simgesel bir anlama sahiptir (Guinda ve ark.,2004; Silva ve ark., 2006;
Erbay ve Icier, 2008; Boudhrioua ve ark., 2009; Bahloul ve ark., 2009; Castro ve Capote, 2010;
Tsimidou ve Papoti, 2010).

Olea europaea bitkisinin farkli kisimlarmin iilkemizde ve yurt diginda kullanimi oldukga
yaygindir. Italya’da yapraklardan hazirlanan dekoksiyonun ates diisiiriicii olarak kullamldig1 rapor
edilmistir (Capasso ve ark., 1982). Fas’ta yapilan bir ¢alismada, Olea europaea yapraklarinin halk
arasinda hipotansif, hipoglisemik, kolagog, anthelmentik, antiseptik olarak, ayrica agiz hijyeninin
saglanmasinda ve sa¢ dokiilmesine karsi kullanildig1 belirlenmistir (Ziyyat ve ark., 1997). Agalias
ve arkadaslari, yapraklardan hazirlanan dekoksiyonun halk tibbinda hipertansiyon, aritmi, intestinal
kas spazmlar1 ve kanser tedavisinde kullanildigini rapor etmislerdir (Agalias ve ark., 2005).

Zeytin yapraklar1 fonksiyonel degere sahip olan biyoaktif bilesenlerin dogal bir kaynagidir.
Zeytin yapraginda bulunan fenol bilesenlerinin pek ¢ogunun antioksidan, antifungal, antibakteriyel
ozellikler gibi pek ¢ok biyolojik aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (Ferreira ve ark., 2007; El ve
Karakaya, 2009; Jemai ve ark., 2009; Boudhrioua ve ark., 2009). Zeytin agact yan lriinlerinin
ekstraktlar1 oksidatif parcalanmalar1 Onleyebilen fenolik bilesikler gibi 6nemli antioksidanlar
icermesi nedeniyle kozmetik, tip, farmasuitik ve gida endiistrisinde kullanilabilmektedir (Jemai ve
ark., 2009; Boudhrioua ve ark., 2009 ; Bouaziz ve ark., 2010). Zeytin yapraklar1 yiiksek bir
biyolojik deger katan bir kaynak olarak kullanildiginda saglikli, giivenli, ucuz, etkili ve alternatif bir
antioksidan kaynagidir ve gida {iriinlerinin duyusal ve besinsel 6zelliklerindeki kayiplar1 onleyerek
raf Omriinii uzatma 6zelligine sahiptir (Jemai ve ark., 2009; Boudhrioua ve ark., 2009; Bouaziz ve
ark., 2010).

2. Materyal ve Metot

Zeytin yapraklar1 Hatay’in Batiayaz Cakalli, Cetenli, Hassa, Kirikhan, Kuruyer ve Uziimdali

bolgelerinden halhali tiirii agaglardan toplanmustir.
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2.1. Zeytin Yapragindan Drog Hazirlama

Analizlerde kullanilacak droglar1 hazirlamak igin zeytin yapraklar1 kurutularak mekanik
yollarla toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen yapraklara metanol ekstraksiyonu yapilmistir.
Numunelerin {izerine metanol ilave edilerek 40 °C’ de 3 saat siireyle ekstraksiyona tabi tutulmustur.
Metanol evaporatorde vakum altinda 40 °C’de uzaklastirilmistir. Kalan hafif metanolli kisim petri
kaplarina alinarak liyofilizatére konulmustur. Boylece kalan metanol de tamamen uzaklastirilmigtir.

Liyofilize edilerek tamamen kurutulan droglar analiz edilene kadar +4 °C ‘de saklanmistir.

2.2. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.2.1. Toplam Fenolik Madde Konsantrasyonu

Toplam fenolik madde konsantrasyonu Folin-Ciocaltacu Yontemi ile belirlenmistir.
Antioksidanlarin toplam fenolik icerigini 6lgmek i¢in gelistirilmis olan bu yontemde kullanilan
folin reaktifi fosfomolibdat ve fosfotungstat karsimi bir reaktif olup, fenolik bilesiklerle sadece
bazik ortamlarda reaksiyon verirler. Ortamda bulunan Mo (VI) indirgeyiciler tarafindan Mo (V)'e
indirgenir ve olusan yesil-mavi renk spektrofotometrik olarak 765 nm’de dl¢iiliir.

Mo(VI) +e- — Mo(V)

Deney tiipiine 0,5 mg/ml derisimde hazirlanan numune ¢ozeltisinden 0,25 ml alinarak
sirastyla 1:10 oraninda seyreltilmis Folin reaktifinden 1,25 ml ve % 10’luk Na2COs ¢6zeltisinden
3,75 ml ilave edilmistir. Ayni islemler 0,5 — 0,03125 mg/ml araliginda bes farkli konsantrasyondaki
gallik asit icin de yapilmistir. Karanlikta, agz1 kapali olarak inkiibe edilen Orneklerin absorbans
degerleri 765 nm’de metanol koriine karst Olcililmiistiir. Numunelerde bulunan toplam fenolik
madde miktar1 gallik asit standart egrisinden yararlanilarak bulunmustur. Sonuglar 1 gram bitkideki

mg GAE (gallik asit esdegeri) olarak hesaplanmustir.

2.2.2. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Siipiirme Etkisi

Blois tarafindan ilk olarak 1958 yilinda gelistirilmis olan bu yontem, antioksidanlarin kararh
bir serbest radikal olan DPPH radikalini siipiirme etkilerini 6lgmeye dayali bir yontemdir. Serbest
bir radikal olan DPPH molekiiliiniin, hidrojen atomu verme egilimi olan bir molekiil (antioksidan)
ile etkilesmesi saglanir. Mor renkli DPPH radikalinin ¢6zeltisi 517 nm’de maksimum absorbsiyon

verir. Etanol veya metanollii DPPH c¢ozeltisine antioksidanin ilave edilmesiyle radikal indirgenir,
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rengi sartya doner ve absorbansta diisiis meydana gelir. Absorbansinin diismesi yiiksek serbest

radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.

NO, NO, /@
; X + FLO®
N.O N—N + FLOH ——N,0 N—N
0 e

NO,

Sekil 1. DPPH ve antioksidanlar arasindaki tepkime

Droglarin radikal siiplirme aktiviteleri Brand Williams, Culivier ve Berset (1995) metoduna
gore belirlenmistir. Droglarin ve sentetik antioksidan olan BHA ve BHT'nin 0,5 mg/ml derisimde
cozeltileri hazirlanmistir ve 1:1 oraninda seyreltilerek 5 farkli derisimde ¢ozeltileri elde edilmistir.
Deney tiiplerine bu o6rneklerden 1,25 ml alinarak iizerlerine derisimi 6x10° M olan DPPH
cozeltisinden 3,75 ml ilave edilmistir. Tiipler karistirildiktan sonra karanlikta ve oda sicakliginda
yarim saat bekletilmistir. Daha sonra 517 nm’de metanol koriine karsi absorbans degerleri
Ol¢iilmiistiir. Numune ve sentetik antioksidanlarin % inhibisyon degerleri asagidaki esitlige gore
hesaplanmustir.

% Inhibisyon = (Ao - Anumune / Ao) X 100

% inhibisyon degerlerinden faydalanilarak DPPH serbest radikalinin yarisinin siipiiriilmesi
icin gerekli olan numune konsantrasyonlar1 (ICso degerleri) hesaplanarak sentetik antioksidanlar

olan BHT ve BHA ile kiyaslanmustir.
2.2.3. FRAP Indirgeme Giicii

Bu yontemde, Fe(CN)s* indirgenir ve olusan Fe(CN)s*, Fe™ ile tepkimeye girerek 700 nm'de
maksimum absorbsiyon veren Fe[Fe(CN)s]" kompleksini olusturur (Hue ve ark., 2012). Reaksiyon
sonucu koyu mavi renk kompleks olusur ve kompleksin absorbansi ne kadar yiiksekse indirgeme

giicli de o kadar ytiksek olur.

Fe(CN)e> + ArOH " Fe(CN)* + ArO" + H*
Fe(CN)s* + Fe3" + Kt ——»KFe[Fe(CN)g]

Numunelerin indirgeme giicii Oyaizu (1986) metoduna gdre belirlenmistir. Droglarin 5 farkli
konsantrasyonda metanolik ¢dzeltileri hazirlanmistir (0,4-0,025 mg/ml). Hazirlanan her bir

¢ozeltiden deney tiiplerine 2,5 ml numune alimmistir. Her birinin iizerine 0,2 M 2,5 ml fosfat
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tamponu ve %1°lik potasyum ferrsiyoniir ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Tiipler 50 °C’de 20 dakika
boyunca su banyosunda inkiibe edilmistir. Daha sonra 2,5 ml %10’luk trikloroasetik asit (TCA)
ilave edilip, 10 dakika boyunca 3000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatandan 2,5 ml alinarak
baska tiiplere aktarilmistir ve 2,5 ml deiyonize su eklenmistir. %1°lik FeCls ilave edildikten sonra
olusan yesil renkli c¢ozeltilerin absorbanslart spektrofotometrede 700 nm dalga boyunda
Olclilmiistiir. Uygun hesaplamalar ile sentetik antioksidanlar ve numune i¢cin FRAP degeri

hesaplanmistir. Standart olarak askorbik asit (0,4-0,025 mg/ml) kullanilmistir.

2.2.4. B- Karoten- Linoleik Asit Emiilsiyon Yontemi

Bu metot, linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonu sonucu olusan alkil peroksitler tarafindan
beta karotenin renk aciliminin 470 nm’de spektrofotometrik olarak izlenmesi temeline dayanir.
Coziicli ve pH etkisinden bagimsiz olan bu reaksiyon hidrojen atom transferi ile ¢cok kisa siirede

gergeklesir.
ROO' + ArOH — " ROOH+ ArO

Metod Kaur ve Kapoor’un (2002) B-karoten-linoleik asit emiilsiyon sistem metoduna gore
yapilmustir. {1k olarak B-karoten linoleik asit emiilsiyon ¢dzeltisi hazirlanmistir. Bu islem icin 0,2
mg (- karoten, 1 ml kloroformda ¢oziilerek tizerine % 60’lik 0,02 ml linoleik asit ¢ozeltisi ve 200
mg Tween 40 ilave edilmistir. Kloroform 40 °C’de vakum altinda evaporatérde tamamen
uzaklastirildiktan sonra karisim oksijenle doyurulmus olan 100 ml deiyonize suda ¢oziilmiistiir.
Siddetli sekilde karistirilmistir.

Numunelerin ve karsilastirilmak iizere kullanilan sentetik antioksidan BHA ve BHT’nin
konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde metanolde hazirlanmistir. Deney tiliplerine hazirlanmis olan
numune, BHA ve BHT c¢ozeltilerinden 0.2°ser ml alinarak {izerlerine 4.8 ml hazirlanan emiilsiyon
¢ozeltisinden ilave edilmistir. Kontrol numunesi olarak metanol kullanilmistir. Icerisine 0,2 ml
metanol alinan tipe 4,8 ml B-karoten-linoleik asit emiilsiyon ¢o6zeltisi eklenmistir. Deney
tiiplerindeki numunelerin ve kontrol ¢ozeltisinin absorbans1 470 nm’de okunmustur (Ao). Ardindan
50 °C’de su banyosunda inkiibasyona birakilmistir. Bu andan itibaren inkiibasyondaki ¢ozeltilerin
absorbans1 her 15 dakikada bir olmak ftizere toplam 120 dakika boyunca okunmustur. Bu
absorbanslardan yararlanilarak absorbans degisim oran1 (AA) ve buna bagli olarak da %

oksidasyonu engelleme katsayilar1 hesaplanmustir.
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In (A, Ay)
Absorbans degisimin orani ((AA) =
t
Ao = to anindaki absorbans
A = tanindaki absorbans (t= 120 dk)
% Oksidasyonu engelleme = Ao(kontrol)_ AO (rumure) x 100
AO(kontrol)

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. Toplam Fenolik Madde Konsantrasyonu

Orneklerin igerdigi toplam fenolik madde miktarlar1 1 g ekstre igindeki mg Gallik asit

esdegeri olarak hesaplanmigtir.

Tablo 1. Fenolik madde miktarlari

Bolge Ada mg GAE/g ekstre
Batiayaz 80,75+ 15,34
Cakalli 60,12 + 12,67
Cetenli 34,82 + 1,59
Hassa 39,84 + 12,48
Kirikhan 84,39+ 9,06
Kuruyer 169,49 + 6,77
Uziimdali 21,99 + 3,64

Tablo 1°de goriildiigii gibi toplam fenolik madde igerigi en yiiksek bolge Kuruyer, en diisiik
bolge ise Uziimdali’dir. Orneklerin toplam fenolik madde igerikleri 21,994 — 169,487 araligindadr.
Fenolik madde miktarlar1 yiiksekten diisiige dogru Kuruyer > Kirikhan > Batiayaz > Cakalli >
Hassa > Cetenli > Uziimdal seklindedir. izmir Zeytincilik Arastirma Enstitiisiinden toplanan zeytin
yapraklarinda bu miktar 197,42 mg GAE/g olarak bildirilmistir (Aytul, K.K., 2010). Kilis yaglik
cesidi zeytin yapraklarinda toplam fenolik madde igerigi 103,35 mg GAE/g, Kilis Gemlik ¢esidinde
ise 97,14 mg GAE/g olarak bildirilmistir (Dogancay, G., 2013).
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3.2. DPPH Radikal Siipiirme Etkisi

83

Orneklerin ve sentetik antioksidanlar BHA ve BHT nin % inhibisyon degerleri hesaplanarak

Tablo 2’de verilmistir.

Tablo 2. Ornekler ve sentetik antioksidanlarin % inhibisyon degerlerinin karsilastirilmasi

Konsantrasyon (mg/ml)

5 2,5 1,25 0,625 0,3125
BHA 96,92+0,45 96,92+0,32 96,69+0,14 96,13+0,38 93,75+0,55
% BHT 92,09+3,34 8954+4,99 8588+658 8233+4,85 69,38+3,10
; Batiayaz 9553+0,11 93,34+0,29 8766+0,73 8396+1,81 62,49+1,07
E Cakalh 91,75+0,62 90,00+0,55 87,62+0,87 76,43+4,17 63,72+3,84
E Cetenli 91,67+0,79 88,26+043 7563+0,79 56,48+1,28 43,86+1,10
§ Hassa 88,51+256 76,15+359 5286+233 41,99+0,95 35,29+1,19
Kirikhan 96,92+0,21 95,06+0,12 9290+1,29 91,11+0,13 70,99 +5,54
Kuruyer 96,19+0,46 95,69+0,05 94,22 +0,06 91,38+0,29 85,65+0,30
Uziimdah 91,00+0,19 80,39+0,56 58,12+0,63 4479+1,20 36,64+1,33

% Inhibisyon degeri ne kadar yiiksekse radikali siipiirme etkisi o kadar fazladir. Tablo 2’de

goriildigi gibi tiim bolgeler yiiksek derisimde yiiksek inhibisyon gostermistir. Kuruyer ve Kirikhan
bolgesi diisiik derisimlerde de yiiksek inhibisyon degerine sahip olup sentetik antioksidan olan
BHT’den daha yiiksek antioksidan etki gdstermistir. Hassa ve Uziimdali ise antioksidan aktivitesi
en diisiik bolgelerdir.

Bouaziz ve Sayadi, Metanol-su kullanarak elde edilen zeytin yapragi ekstraktinin 1Cso
degerinin, BHT den daha yiiksek, dolayiSiyla daha disiik radikal siipiirme etkisine sahip oldugunu
bulmuslardir. Harp, Gemlik, Domat, Adana Topagi ve Adana Yerli zeytin yapraklarinin etanol-su
kullanilarak elde edilen zeytin yaprag: ekstraktlarinin BHT” den daha yiiksek antioksidan aktivite

gosterdigini bildirmistir.
3.3. FRAP indirgeme Giicii

Orneklerin molar absorplama katsayilarinin, askorbik asidin molar absorplama katsayisina
béliinmesiyle FRAP degerlerine ulasilmistir. Ornekler ile sentetik antioksidanlar BHA ve BHT nin
hesaplanan FRAP degerleri Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. Orneklerin FRAP degerleri

Ornekler FRAP Degerleri
BHA 0,96 + 0,03

BHT 0,33 = 0,004
Batiayaz 0,11 +0,01
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Cakalli 0,15+ 0,01
Cetenli 0,19 + 0,002
Hassa 0,15+0,01
Kirikhan 0,21 + 0,02
Kuruyer 0,41+ 0,05
Uziimdalt 0,14 +£ 0,03

Tablo 3’te goriildiigii lizere en yiiksek indirgeme kapasitesi BHAya aittir. Ancak BHT nin
indirgeme giicii 6rnek Kuruyer’den daha diisiik degerde kalmustir. Ornekler kendi aralarinda
kiyaslandiginda ise Kuruyer’den sonra en biiylik indirgeme kapasitesi Kirikhan’a aittir. Salah ve
ark., Tunus boélgesinden toplanan farkli tiir zeytin yapraklarinda yapilan incelemelerde FRAP

degerleri 0,54 ve 0,83 araliginda oldugunu belirlemislerdir.
3.4. - Karoten- Linoleik Asit Emiilsiyon Yontemi

Belirli zamanlarda Olglilen absorbans degerleri kullanilarak Orneklerin  ve sentetik

antioksidanlar olan BHA ve BHT'nin % inhibisyon degerleri hesaplanmis ve Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. % Inhibisyon degerleri

Ornekler % Inhibisyon
BHA 98,5+ 1,05
BHT 95,58 + 1,73
Batiayaz 69,81 + 7,88
Cakalli 47,96 + 8,32
Cetenli 55,23 +5,19
Hassa 41,32 + 2,83
Kirikhan 69,99 + 3,27
Kuruyer 65,49 + 2,35
Uziimdal 72,89 5,52

% Inhibisyon degeri ne kadar fazla ise oksidasyonu engelleme aktivitesi o kadar yiiksektir.
Yani % Inhibisyon degeri biiyiik olan kuvvetli antioksidandir. % Inhibisyon degerleri yiiksekten
diisiige dogru siralandiginda Uziimdali > Kirikhan > Batiayaz > Kuruyer > Cetenli > Cakall1 >
Hassa seklinde oldugu Tablo 4’te goriilmektedir. Chemlali ve Chetoui c¢esitleri %70 inhibisyon
degeri ile BHT kadar gii¢lii antioksidan etkiye sahip olup, Lucques, Meski, Sevillane, Gerboua ve
Limouni ¢esitleri esit inhibisyon degerine sahip ve daha az etkili, Rosicola ¢esidinin ise en diisiik

aktiviteye sahip oldugunu bildirmislerdir.
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4. Sonuclar ve Oneriler

Elde edilen sonucglara gére Hatay bolgesinde yetistirilen zeytin agaci yapraklarinin yiiksek
antioksidan etkiye sahip oldugundan serbest radikallerin yol actig1 hasarli hiicre olusumunu
Onleyebilecegi, aynt zamanda ucuz, giivenli ve kolay ulasilabilir oldugundan cesitli amaglarla

standart antioksidanlar olan BHA ve BHT ye alternatif olarak kullanilabilecegi tespit edilmistir.
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