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ZEYTIN YAPRAGININ ONEMLI BiYOAKTIF BILESENi OLEUROPEININ
KAPILER ELEKTROFOREZ YONTEMIYLE TAYINi

OZET

Son yillarda gerek aliman gidalardaki katki maddeleri, gerek stres, gerekse cevresel
faktorlerin olumsuzlugu basta metropollerde yasayanlar olmak iizere insanlarin
bagisiklik sistemini zayiflatmaktadir. Direng diismekte hastalik patojenlerine hassas
hale gelinmektedir. Glinlik yasamda bazen farkina da varilamayan bu durumlarda
insanlar, gida takviyeleri veya cesitli bitkisel ¢aylarla viicut direnglerini muhafaza
etme yoluna gitmektedirler. Buna bagl olarak analitik kimyagerler dogal bitki
bilesenlerini yogun bir sekilde arastirmakta, alternatif tayin ve saflastirma yontemleri
tizerinde durmaktadirlar.

Bu anlamda tarih boyunca farkli medeniyetlerin siklikla sifa amagli kullandig1 zeytin
yapragi da bu bitkiler arasinda ¢ok biiyiik bir 6nem tagimaktadir. Nitekim zeytin dali
ve yapraginin ¢esitli kiiltiirlerde mistik anlamlar1 da bulunmaktadir. Neredeyse tiim
diinyada barisin da simgesi olarak bilinen zeytin dali da farkli amaglar i¢in simya
déneminden giiniimiize kadar kullanilmistir.

Zeytin yapragi pek cok fenolik bilesenler icermesiyle birlikte bunlarin iginde 6zellikle
baslica aktif bilesen olan oleuropein ve faydalar1 olduk¢a dikkat ¢ekmektedir. Simya
doneminden bu yana zeytin yapraginin sudaki 6ziitlemesinden elde edilen ¢ay sifa
amagh tiiketilmis fakat donemin kosullar1 itibariyle icerigindeki bilesenlere vakif
olunamamistir. Bugunkii sartlarda zeytin yapragindaki bilesenler bilinmekte ve ¢esitli
rahatsizliklar lizerindeki aktiviteleri incelenmektedir.

Bu bilesenlerden en dnemlilerinden biri olan oleuropein polifenol grubu bir bilesik
olup, 6nemli bir antioksidan aktiviteye de sahiptir. Bunun yani sira kanser ¢esitleri
tizerine oleuropein aktivitesi ile ilgili pek cok calisma yapilmis olup, son derece
olumlu veriler elde edildigi bildirilmistir. Ayrica Alzheimer hastalig1 ve Tip-1 diyabet
tizerine de etkisi literatiirde arastirilmis ve tezde yer verilmistir. Giinlikk yasamda da
siklikla edinilen viral ve bakteriyel patojenler ilizerinde yapilan oleuropein ile ilgili
calismalar bulunmakta olup bunlarin deteylarina ilerleyen boliimlerde yer verilmistir.

Kapiler elektroforez (CE) gerek kisa analiz siiresi ve yiiksek ayirma etkinligi gerekse
diisiik miktarda numune ile calisilmasi gibi pek cok yonden kolaylik saglayan bir
yontem olup, az miktarda ¢oziicii tiiketimini saglamasi kolayligi ile de nispeten ¢evre
dostu bir yontem olarak da diisliniilmektedir.

Bu ¢aligmada zeytin yapragindaki oleuropein bilesiginin kapiler elektroforez ile tayini
tizerine bir metot gelistirilmistir. Kullanilan tampon karisimi; borat ¢ozeltisi (pH=9,6),
metanol ve 2-hidroksipropil beta siklodekstrin (2-HP-B-CD) ¢ozeltisi ihtiva
etmektedir. Ayrica ¢alismada pek ¢ok ekstraksiyon yontemi denenmis ve optimum
kosullar %80 metanol-%20 su ekstrakti ile saglanmigtir. Sirasiyla Balikesir, Bursa,
Istanbul, Izmir, Manisa ~ Mugla ve Yalova illerinden toplanan zeytin yaprag
numunelerinin yaninda ii¢ adet de ticari zeytin yapragi ¢ay1 drnekleri incelenmistir.
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Orneklerin hepsi dnceden kurutulmus, akabinde dgiitiilmiis ve ekstraksiyon solventi
icinde bir saat boyunca ultrasonik banyoda ekstrakte edilip siizlilmiistiir. Siiziintiiler,
gelistirilen analiz yontemi sartlarinda CE cihazina enjekte edilerek, zeytin yapragi
icergindeki oleuropein aktif maddesinin kantitatif miktarlari tayin edilmistir.

Kalibrasyon egrisinin dogrusal konsantrasyon araligr 50 ppm ile 1000 ppm arasinda
¢izilmis ve dogrunun regrasyon degeri 0.996 olarak saptanmistir. Yontemin giin i¢i ve
giinler arasi alan tekrarlanirligi diizeltilmis alana gore sirasiyla % 2,11 ve % 5,23 RSD
olarak saptanmistir. Metodun zeytin yapragi ekstraktlarinda oleuropein igin geri
kazanim degerleri %106 ile 117 arasinda bulunmustur.

Bu tez ¢alismasinda, kapiler elektroforezle zeytin yapragindan oleuropein tayini i¢in
gelistirilen yontem farkli zeytin yapragi érneklerine basariyla uygulanmis olup; kisa
analiz siiresi, iyi bir tekrarlanirlik ve yiiksek geri kazanim elde edilmistir.
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DETERMINATION OF THE MAJOR BIOACTIVE COMPONENT
OLEUROPEIN IN OLIVE LEAF BY CAPILLARY ELECTROPHORESIS

SUMMARY

In recent years, additive foods, stress and environmental factors have weakened the
immune system of humans, particularly those living in metropolitan areas. Resistance
is becoming more susceptible to pathogenic diseases. In these situations where
everyday life is sometimes unrecognizable, people are trying to maintain their body
resistance with food supplements or various herbal teas. Accordingly, analytical
chemists are intensively investigating natural plant components, focusing on
alternative detection and purification methods.

In this sense, the olive leaf used by different civilizations throughout the history for
healing purposes is of great importance among these plants. As a matter of fact, olive
branch and leaf have mystical meanings in various cultures. The olive branch, known
as the symbol of peace in almost the entire world, has also been used until today from
alchemy epoch for different purposes.

Although olive leaf contains many phenolic compounds, the major active compound
oleuropein and its beneficial effects are particularly noteworthy. Since the time of
alchemy, the tea obtained from the extract of olive leaf in water has been consumed
for healing purposes, but the components in its have not been found in terms of the
period. Nowadays components of olive leaf are known and their activities on various
diseases are examined.

The olive tree (Olea Europaea) is known as one of the most durable trees in the world.
The chemical composition of olive leaves may vary depending on the different
parameters. These parameters are, the type of the tree, the climate that tree grows, the
locality and the ratio of branches to tree.

Olive leaf generally contains essential oils, tannins, resins and organic acids. Olive leaf
is very rich in terms of phenolic compounds. Some of the phenolic compounds found
in the olive leaf are tyrosol, hydroxytyrosol, verbascosite, lutein-7-glucoside and
oleuropein. Oleuropein and hydroxytyrosol are phenolic compounds naturally found
in olive and also oleuropein is found in abundant amounts in untreated olive and leaves
while hydroxytyrosol is abundant in processed olive and olive oil.

Oleuropein is found on the highest level of olive leaf, although it is present in all parts
of the olive fruit. This compound is responsible for the bitterness of immature and
unprocessed olives. As it known, olives cannot be consumed without being subjected
to any treatments after the hazel because of its bitter taste. In order to remove this taste
oleuropein from the medium, processes such as brine, alkali treatment, enzymatic
method or microorganisms treatment are applied.

Oleuropein has many pharmacological properties researched to date. These are
antioxidative, antimicrobial, antiviral, anti-inflammatory, anticancer, neuroprotective
cardioprotective and hypolipidemic properties.
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The anticancer studies of oleuropein have been based on cancer types such as breast
cancer, colon cancer, liver cancer, prostate cancer, bladder cancer and the activity on
various cancer cells has been reported.

When we examined the effects of oleuropein in literature on cardiovascular system it
has been reported that studies have shown that the compound is a protective effect
against acute antibiotic cardiotoxicity. It has also been reported that oleuropein is an
antiatherosclerotic effect in studies conducted.

Alzheimer’s is an irreversible and progressive disease. It is thought that the
pathogenesis of Alzheimer’s disease is caused by the production and accumulation of
B-amyloid peptide (AB). In one study, oleuropein was reported to reduce or even
prevenets AP aggregation which is inherent to Alzheimer’s disease.

When we search the literature, we see that different methods of analysis oleuropein
have been done. We know that there is some work done with HPLC for the
determination of oleuropein from olive leaf. In addition various electrochemical
methods have been developed for oleuropein determination. When we look at
literatures about oleuropein determination by capillary electrophoresis, the analysis
made from olive oil are often striking. As a result we could not come across a
developed method for oleuropein determination from olive leaf by capillary
electrophoresis.

In this thesis, a method was developed by capillary electrophoresis for the
determination of oleuropein in olive leaf. The method was optimized for the
appropriate extraction method after buffer optimization. Chemicals used in the study
are ethanol, methanol, 2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin (2-HP-B-CD), sodium
tetraborate decahydrate and sodium hydroxide. In all solutions, pure water obtained
with Elga Purelab Option brand purified water device was used. In the study olive leaf
samples from Balikesir, Bursa, Istanbul, Izmir, Manisa, Mugla and Yalova regions
were used and three different brand commercial olive leaf tea samples were examined.

Olive leaf samples were dried and then grinded. 0.1 g were taken from samples and
added to 10 mL 80% methanol (20% water). In vortex device, the samples were mixed
for 2 min. at 2000 rpm and then extracted for 1 hour. After extraction, the filration was
carried out using Sartorious RC 0.45 um filter and samples were made ready.

Agilent 1600 capillary electrophoresis device and diode array detector were used in
study. The detections were made at 240 nm and were operated with a voltage of 28
kV. The injection time is set to 6 seconds and the injection pressure to 50 mbar. The
temperature is set to 25 °C. Silica capillary columns are used and the column inner
diameter is 50 um. The silica capillary column was washed with 1M NaOH solution
for 30 minutes and then 10 minutes with pure water for the first time. At the beginning
of the day, the column was washed with a 1M NaOH solution for 10 minutes, followed
by 5 minutes with pure water and 5 minutes with buffer solution respectively. In
addition intermediate washes were performed prior to injection of each sample.

100mM stock solution was prepared from sodium tetraborate decahydrate as the buffer
solution to be worked up. The optimum concentration of borate buffer was determined
by diluting the prepared solution. The optimal solution in the prepared buffers of 20,
25, 30 and 40 mM respectively was determined as 30 mM borate buffer. Buffer
additives were made to separate more effectively from the peaks next to the oleuropein.
For this, 5 mM B-CD solution was added to the buffer but the desired separation was
not achieved. Subsequently, a study was made with 2-HP-B-CD. For this, 2-HP--CD
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solutions at 20, 25, 30 mM concentrations were added respectively to the borate buffer
at a concentration of 30 mM. Among them 2-HP-B-CD at 25 mM concentration was
chosen as the most suitable solution. Finally 10% methanol solution added to the buffer
mixture for a better separation of peaks. The buffer to be worked up was identified as
a mixture of 30 mM borate (pH=9.6), 25 mM 2-HP-B-CD and 10% methanol.

In this study, methanol, ethanol solutions at different concentrations and distilled water
used to select the most suitable extraction method. Olive leaf samples from Mugla
province weighing 0.1 g each time were taken in 10 mL of 100% ethanol, 100%
methanol, 80% ethanol, 80% methanol solutions respectively then mixed with vortex
for 2 minutes at 2000 rpm and extracted in ultrasonic bath for 1hour. Furthermore,
olive leaf samples of Mugla province weighing 0.1 g were taken to 10 mL pure water
and mixed in vortex for 2 minutes at 2000 rpm and extracted for 1 and 2 hours
respectively. After all extractions all samples were filtered and subsequently injected.
Finally, 80% methanol solution was chosen as the most suitable extraction condition.

1000 ppm standard solution prepared with methanol was diluted and injected into the
device by the selected buffer medium. Oleuropein peak was obtained before 6 minutes.
Then the olive leaf extracts injected into the device respectively. It was seen that the
oleuropein peak good separated on the electropherogram.

The calibration curve was prepared by diluting the preared 1000 ppm oleuropein
standard solution. The oluropein standards taken at 1000, 500, 400, 250, 125, 100 and
50 ppm respectively, were injected into the device and the calibration curve was
drawn. Accordingly, the calibration equation was found as y=0.00035849x-0.0040164
and the correlation value (r?) was determined as 0.996.

In order to determine the precision of the method, 500 ppm oleuropein standard
solution injected into the device five times a day. For day-to-day repeatability, 500
ppm oleuropein standard solution injected into the device in three consecutive days,
five times per day. The repeatability values were calculated according to corrected
peak areas and arrival times of peaks. Intra-day and inter-day repeatability values were
found as RSD 2,11 % and 5,23 % respectively according to the corrected peak areas.
LOD (limit of detection) and LOQ (limit of quantification) values were calculated as
13,4 ppm and 44,8 ppm respectively.

In this thesis, a method was developed for the determination of oleuropein, the major
bioactive component of olive leaf using capillary electrophoresis and using a small
amount of sample and buffer with high separation efficiency. As mentioned before,
oleuropein amounts were studied by taking samples from different trees growing in
different climatic and soil conditions since the chemical composition of the olive leaf
is dependent on many parameters. The developed method was successfully applied for
the determination of oleuropein in olive leaf.
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1. GIRIS

Kapiler elektroforez tekniginin temel prensibi iletken bir ¢ozeltideki yiiklii veya
yiiksiiz taneciklerin elektrik alanda elektrotlara dogru go¢ hizinin farkliligidir. Ayrim
bu sekilde gerceklesmektedir. Yiiksek voltaj uygulanan bu teknikte gé¢ hiz1 elektrik
alan giddeti ve elektroforetik mobiliteye bagh olarak gerceklesir. CE’de biiyiik ve
kiiglik molekiillerin ayrimini gergeklestirmek i¢in 20-200um ¢apli kapiler kolonlar
kullanilmaktadir [1]. Kapiler elektroforez yiiksek ayirma verimi, kisa analiz siiresi,

diisiik tampon ve numune tiiketimi gibi yonleriyle son derece kullanish bir tekniktir
[2].

Temelde yiiksek voltajl bir gli¢ kaynagy, silika kapl kapiler, iki tampon haznesi, anot
ve katot olmak iizere iki elektrot ve dedektdrden kurulu bu sistemde elektrotlar arasina
giic kaynag1 vasitasiyla yiiksek voltaj uygulanir ve anot tarafindan enjekte edilen 6rnek
katoda dogru go¢ eder. Dedektorde sinyallerin islenmesi sonu elektroferogram olarak
isimlendirilen, orneklerin detektore gelis siiresine karsin detektdr sinyaline karsi
cizilen grafikler elde edilir [3]. CE’de ¢alismaya baslanmadan once silika kolon
sirastyla NaOH ¢ozeltisi, deiyonize su ve kullanilacak tampon ile yikanir. Daha
sonrasinda numune cihaza verilir, verilen her numunenin akabinde ara yikamalar

gerceklestirilir.

CE’de calisma esnasinda voltaj ve akim siirekli kontrol edilmeli, sicakligin sabit

tutulmast ise aktif termostat kontroli ile saglanmalidir.

Kapiler elektroforezde kullanilan tampon ¢esidi ve pH’si olduk¢a dnemlidir. Bazen
tek bir tampon ¢ozeltisiyle caligmak saglikli bir ayrim igin yeterli olmayabilir. Bu
hususta tampona ilave maddeler eklemek rezoliisyonu istenilen mertebeye

ulastirabilir.

Zeytin agact diinyanin en dayanikli agaglarindan biri olarak bilinmektedir. Zeytin
agaci (Olea Europaea) yapraklar1 diinyanin degisik bolgelerinde farkli zamanlarda pek
cok hastaligin geleneksel tedavilerinde kullanilmistir. Zeytin yapraklarinin kimyasal

bilesimi farkli parametrelere bagli olarak degisebilir. Bu parametreler; agacin tiiri,



agacin yetistigi iklim, bulundugu bdlge ve dallarin agaca orani gibi degiskenlerdir [4].

Zeytin yapragi genel anlamda ugucu yag, tanen, regine ve organik asitleri igerir [5].

Zeytin yapragi fenolik bilesikler agisindan oldukg¢a zengindir. Zeytin yapraginda
bulunan fenolik bilesiklerden bazilar1 tirozol, hidroksitirozol, verbaskozit, lutein-7-

glikozit ve oleuropeindir [6].

Oleuropein ve hidroksitirozol zeytinde dogal olarak bulunan fenolik bilesikler olup
bunlardan oleuropein islenmemis zeytin ve zeytin yapraginda bol miktarda
bulunurken, hidroksitirozol ise islenmis zeytin ve zeytinyaginda bol miktarda bulunur.
Oleuropein kimyasal olarak elenoik asit ve 3,4-dihidroksifenil etanol esteridir [7].
Zeytin yapragindan su ile de ekstrakte edilebilen bilesik bu 6zelligi sayesinde, zeytin

yapragi ¢ay1 hazirlanarak da tiiketime uygundur.

Oleuropein, zeytin meyvesinin biitiin kisimlarinda bulunmasina ragmen en ytiksek
seviyede zeytin yapraginda bulunmaktadir [8]. Bu bilesik olgunlagsmamis ve
islenmemis zeytinin tadindaki aciliktan sorumlu maddedir [7]. Antioksidan bir bilesik
olan oleuropein, zeytin yapraginda en ¢ok bulunan biyofenol ve en 6nemli aktif

bilesendir [9,10].

Bilindigi gibi zeytin aci tadindan dolay1 hasattan sonra herhangi bir isleme tabi
tutulmadan tiiketilememektedir. Bu tad1 veren oleuropeinin ortamdan uzaklastirilmasi
icin; salamura, alkali ile muamele, enzimatik yontem ya da mikroorganizmalarala

muamele gibi islemler uygulanir [11].

Oleuropeinin bugiine kadar arastirilmis pek¢ok farmakolojik 6zelligi bulunmaktadir.
Bunlar; antioksidatif, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar, hipolipidemik,
kardiyoprotektif, noroprotektif, antikanser 6zelliklerdir [10,12]. Bu 6nemli 6zellikleri
de alternatif tayin yontemleri gelistirilmesi konusunda kimyagerlerin dikkatini
¢ekmektedir.

Literatiir incelemesi yaptigimizda Oleuropeinin farkli yontemlerle analizlerinin
yapildigin1 gérmekteyiz. Gilinlimiize kadar gerek plazmadan gerekse zeytin
yapragindan Oleuropein tayini i¢cin HPLC ile pek ¢ok ¢alisma yapildigini bilmekteyiz.
Bunun yani sira oleuropein tayini ig¢in ¢esitli elektrokimyasal yontemler de
gelistirilmigtir. Kapiler elektroforez ile oleuropein tayini konusunda literatiire

baktigimizda ise genellikle zeytinyagindan yapilan analizler goziimiize carpmaktadir.



Incelememiz sonucunda kapiler elektroforez ile zeytin yapragindan oleuropein tayini

ile ilgili gelistirilen bir metoda rastlamadik.

Bu tez ¢alismasinda zeytin yapragindaki en onemli aktif bilesen olan oleuropeinin
tayini i¢in kapiler elektroforez ile hizli, yiiksek ayirma etkinligine sahip, diisiik
miktarda numune ve kimyasal kullanilan bir yontem gelistirildi. Bu amacla 6ncelikle
tampon optimizasyonu i¢in deneyler yapildi. Akabinde zeytin yapraklarindan en
uygun ekstraksiyon yontemi belirlendi. Bunun igin ¢esitli ylizdelerde metanol, etanol
¢ozeltileri ve deiyonize su kullanildi. Kosullar belirlendikten sonra standart oleuropein
ile yontem denendi. Daha 6nce de ifade edildigi gibi zeytin yapraginin kimyasal
bilesimi pekcok parametreye bagli oldugundan farkli iklim ve toprak kosullarinda
yetisen farkli agaclardan 6rnekler alinarak oleuropein miktarlar1 incelendi. Bu amacla
Balikesir, Bursa, Istanbul, Izmir, Manisa, Mugla ve Yalova illerinden alman zeytin
yapragi numuneleri ile ticari olarak satin alinan ii¢ adet zeytin yapragi ¢ay1 numunesi
tizerinde gelistirilen metot uygulandi. Ayrica ¢alismada giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanirhga ve geri kazanim degerlerine de bakildi. Gelistirilen metot zeytin

yapragindan oleuropein tayini i¢in basariyla uygulanmistir.






2.KAPILER ELEKTROFOREZ

2.1 Kapiler Elektroforez Teknigi ve Temel Prensipleri

Bu teknikte temel prensip, iletken bir ¢ozelti i¢indeki yiiklii veya yiiksiiz taneciklerin
elektrik alanda elektrotlara farkli hizlarda gog¢ etmesi suretiyle ayrim gergeklesmesidir.
Kapiler elektroforezde kullanilan kolonun ¢ap1 yaklasik 20-200 um olup, teknikte
yiiksek voltaj uygulanir [1]. Burada go¢ hizi temelde elektrik alan siddeti ve
elektroforetik mobiliteye baglidir.

V=eE (2.1)
v: Taneciklerin go¢ hizi
ue: Elektroforetik mobilite
E: Elektrik alan siddeti

Esitlige gore taneciklerin hizi elektroforetik mobilite ve elektrik alan siddetiyle orantili

olarak degismektedir.

2.2 Kapiler Elektroforez Terimleri

2.2.1 Elektroforetik mobilite
Elektroforetik mobilite lizerinde etkili olan iki temel kuvvet vardir. Bu kuvvetler;
elektriksel kuvvet (Fg) ve siirtiinme kuvveti (Fr) tir. Mobilite bu kuvvetlerin arasindaki

dengeye baghdir [13].
FE=qE (2.2)
Fe: Elektriksel kuvvet
q: iyon yiiki
E: Elektriksel alan siddeti
FF=-6mnnrv (2.3)
1n: Cozelti viskozitesi

r: Iyon yarigapi



v: iyon hizi

Yukaridaki 2.2 ve 2.3 numarali esitlikleri birlikte degerlendirdigimizde denge

durumunda bu kuvvetlerin esit fakat ters yonlii oldugu goriiliir.
gE=6nqnrv (2.4)

2.4 numarali esitlikte iyon hizi ifadesi yerine 2.1 numarali esitlik yazilirsa 2.5 numarali

esitlik elde edilir.
He=q/6mnrv (2.5)

2.5 numarali esitlikten anlasilacag: iizere elektroforetik mobilite esasinda g/r yani
yiik/kiitle ile dogru orantili olarak degismektedir. Iyon yiikii arttikca elektroforetik

mobilite artarken, iyon yarigapi arttikca elektroforetik mobilite azalmaktadir.

2.2.2 Elektroosmotik Akis

Elektrolit iceren kapilere yliksek voltaj uygulandiginda olusan akistir. Tampon ¢ozelti
kapiler i¢inde ilerlerken pH = 3’ten biiyiik oldugunda yapidaki SiOH gruplart bir
proton kaybederek SiO™ iyonlarina doniigiir. Boylece kapiler i¢ duvari negatif
yiiklenmis olur. Kendine dogru ¢ektigi katyonlar ile ¢ift tabaka olusur. Uygulanan
elektrik alan serbest katyonlarin katoda ilerleyisini giiglii bir akis ile saglar [14]. Sekil
2.1°’de olusan elektriksel c¢ift tabaka, elektroosmotik akisin yonii ve taneciklerin

ilerleyisi sematize edilmistir [15].

o Elektroosmotik akig Q

s (o] 0 u 0 o o o

0

RO

8 O0-60-68-0-8-0-80C

C :« O-50-8r0
oS3an0l gruplap,

F ISP

Sekil 2.1 : Cift tabaka olusumu ve elektroosmotik akis [15]
Elektroosmotik akis1 esitlik iizerinden tanimlarsak 2.6 numarali esitligi elde ederiz.
peor=(e &)/ 4mn (2.6)
&: Dielektrik sabiti
& Zeta potansiyeli

neor: Elektroosmotik mobilite
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Zeta potansiyeli difiizyon tabakasinin kalinlhigi, ylizey alanina diisen yiik, tampon
dielektrik sabiti parametrelerine baglidir. Yiiklenme pH’ye olduk¢a bagli oldugundan
elektroosmotik akisin biiylikliigli pH ile degisir. Yiiksek pHlerde silanol gruplar
deprotonlandigindan elektroosmotik akis artarken, diisiik pHlerde protonlanmayla
birlikte azalir [13]. Sekil 2.2°de elektroosmotik akis ile pH arasindaki iliski ifade

edilmistir[16].
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Sekil 2.2 : Elektroosmotik akis ile pH arasindaki iliski [16]

2.2.3 Elektroosmotik akisa etki eden faktorler

Elektroosmotik akisa etkieden faktorler baslica; elektrik alan, pH, iyonik siddet
sicaklik, organik diizenleyici, notral hidrofilik polimer, kovalent kaplama seklinde

siralanabilir.

2.2.3.1 Elektrik alan etkisi

Elektroosmotik akis elektrik alan ile dogru orantili olarak degisir. Elektrik alan
azaldiginda ayirma etkinligi azalirken, elektrik alan arttiginda kapiler iginde Joule

1sinmas1 meydana gelir.

2.2.3.2 pH etkisi

Elektroosmotik akis diisiik pHlerde azalirken, yiiksek pHlerde artar.

2.2.3.3 Iyonik siddet etkisi

Iyonik siddet arttiginda elektroosmotik akis ve zeta potansiyeli diiser. Iyonik siddet
arttiginda yiiksek akim ve muhtemel bir Joule 1sinmast meydana gelebilir. Diisiik

iyonik siddet ise 6rnek adsorpsiyonu i¢in problem teskil edebilir.



2.2.3.4 Sicaklik etkisi

Sicaklik viskoziteyi degistirdiginden kontrol altinda tutulmas: gereken bir
parametredir.

2.2.3.5 Organik diizenleyici etkisi

Zeta potansiyelini ve viskoziteyi degistirir. Elektroosmotik akisi genellikle azaltir.
Secimliligi degistirebilir.

2.2.3.6 Yiizey aktif madde etkisi

Anyonik yiizey aktif maddeler elektroosmotik akisi artirabilirken, katyonik ytlizey aktif
maddeler elektroosmotik akisi azaltir ve yoniinii degistirir.

2.2.3.7 Notral hidrofilik polimer etkisi

Yiizey yiikiinii koruyarak ve viskoziteyi artirarak elektroosmotik akisi azaltir.

2.2.3.8 Kovalent kaplama etkisi

Kapiler duvarindaki kimyasal baglanma, duvar yiikiinii degistirerek elektroosmotik
akis huzini degistirir veya tamamen sifirlar [13].

2.2.4 Goriiniir mobilite ve goc siiresi

Gog siiresi kavrami, ¢6zlinen maddenin dedeksiyon noktasina ulagsmasi igin gecen siire

olarak kullanilmaktadir. Goriiniir mobilite ise 2.7 esitligi ile ifade edilir.
pg =1/ (tE)=(L)(tV) (2.7)
V: Uygulanan voltaj
I: Etkin kapiler boyu
L: Toplam kapiler uzunlugu
t: GOg siiresi
E: Elektrik alan

Elektroosmotik akis etkisinde hesaplanan mobiliteye goriiniir mobilite adi
verilmektedir. Gorliniir mobilite hesaplanirken elektroosmotik mobilite  ve
elektroforetik mobilite g6z 6nilinde bulundurulur. 2.8 numarali esitlik bu durumu ifade

etmektedir.



Mg = Het UEOF (2.8)
Kg = GOrilinilir mobilite
we = Elektroforetik mobilite

ueor = Elektroosmotik mobilite

2.2.5 Ayirma etkinligi

Ayirma etkinligi i¢in incelenmesi gereken temelde iki kavram vardir. Bunlar teorik

plaka sayisi (N) ve teorik esdeger plaka yiiksekligi (HETP)dir.
N = (I/6)? (2.9)
N: Teorik plaka sayisi
o: Pikin standart sapmasi
I: Etkin kapiler boyu

Teorik plaka sayisit kolonun performansinin ve etkinliginin Sl¢iisti olup, bu deger

arttikca kolon verimliligi artmaktadir.
H=L/N (2.10)
H: Teorik esdeger plaka yiiksekligi
L: Kolon uzunlugu
N: Teorik plaka sayis1

Teorik plaka sayisi elektroferogram iizerinden dogrudan da tespit edilebilir. Bunun

i¢in 2.11 numaral esitlik kullanilir.
N = 5.54 (t/w1y)? (2.11)
t: Gog stiresi

Wir2: Yari boydaki pik genisligi
2.2.6 Ayirma etkinligine etki eden faktorler

Bu faktorler, boylamsal difiizyon, Joule 1sinmasi, enjeksiyon bolgesinin uzunlugu,

duvar adsorpsiyonu ve elektrodispersiyon olarak siniflandirilabilir.



2.2.6.1 Boylamsal difiizyon

Ayrracagimiz analite ait diflizyon katsayisi ve pikin gelis sliresine bagli olup, bu siire

azaldiginda difiizyon etkisi de azalir. Bu etkinin gosterildigi esitlik 2.12°de verilmistir.
c?=2Dt (2.12)
D: Analitin diflizyon katsayisi

t: Pikin gelis siiresi

2.2.6.2 Joule 1sinmasi

Kapiler boyunca bir akim gectiginde elektrik enerjisi kismen Joule 1sisina doniigiir
[17]. Bu 1s1 olusumunun bir sonucu olarak kapiler i¢indeki sicaklik artar. Kolon
icindeki bu sicaklik degisimi plaka yiiksekligine onemli Olgiide etki ederken aym
zamanda sistemin etkinligini de azaltir. Ayrica sicaklik degisimi ¢dzeltinin
viskozitesini ve yogunlugunu da degistirir. Joule 1sinmasini azaltmak icin termostat
sistemiyle aktif sicaklik kontrolii saglanmalidir. Bir 6nlem olarak da kapiler i¢ ¢ap1
diisiiriiliirse termostatin kapileri daha rahat kontrol etmesi saglanabilir fakat bu
durumda da Ornek adsorpsiyonunda artig olabilir [13]. Coéziim i¢in elektrik alan

azaltilirsa ayrim etkinligi azalir.

2.2.6.3 Enjeksiyon bolgesinin uzunlugu

Enjeksiyon bolgesinin uzunlugu toplam kapiler boyunun yiizde bir ya da ikisi kadar
olmalidir [13].

2.2.6.4 Duvar adsorpsiyonu

Duvar adsorpsiyonunda pik genislemesi ve diisiik geri kazanim elde edilir. Bu
adsorpsiyon, Ornek bilesenleri ile kapiler i¢ duvar1 arasindaki elektrostatik
etkilesimlerden meydana gelebilir. Ornegin duvar yiizeyi negatif yiikliiyken &rnek
bileseni pozitif yiiklii protein veya amin i¢erdiginde bu durumla karsilasilabilir. Ayrica
protein analizlerindeki hidrofobik etkilesimler de adsorpsiyon olusumunda 6nemli rol

oynar [18].

2.2.6.5 Elektrodispersiyon

Kapiler i¢cindeki tamponla enjekte edilen numunenin kondiiktiviteleri arasinda 6nemli

Olctide fark oldugunda ortaya ¢ikan bir etkidir. Elektrik alanin kapiler icinde homojen
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olmast gerekir. Kapiler i¢indeki elektrik alan ile kondiiktivite ters orantilidir.
Numunenin iletkenligi tamponunkinden biiylikse pik o©nden kuyruklanirken,
iletkenlikler esitse pikte kuyruklanma gozlenmez [19].

2.2.7 Rezoliisyon

Esasinda piklerin birbirinden ne kadar iyi ayrildigim1 gosteren parametredir.

Rezoliisyon 2.13 numarali esitlik ile tanimlanir [20]
R = 2 (to-t1)/w1+ws (2.13)
R: Rezoliisyon
t1: ik maddenin gelis zamani
to: ikinci maddenin gelis zamani
wi: Ik pikin genisligi

W;: Ikinci pikin genisligi

2.3 Kapiler Elektroforez Cihazinin Temel Bilesenleri

Kapiler elektroforez cihazi asagidaki sekilde gosterildigi gibi temelde yiiksek voltajli
bir gii¢ kaynagi, silika (SiO2) kapiler, iki adet tampon haznesi, iki elektrot ve
detektorden kurulu bir sistemdir [3]. Cihazda galisilacak sicakligin kontroliinii cihaz
icindeki termostat saglar. Iki tampon haznesinde bulunan elektrotlar arasmna giig
kaynagi ile yiiksek voltaj uygulanir. Anot (pozitif kutup) tarafindan enjekte edilen
ornek katoda (negatif kutup) dogru goc eder. Dedektdrde islenen sinyaller sonucu
elektroferogram elde edilir. Kapiler elektroforez cihazinin sematize hali Sekil 2.3’te

verilmistir.
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Elapiler

Dedelktior
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Yiiksek voltajh
glg kaynag

Sekil 2.3 : Kapiler elektroforez cihazinin sematik gosterimi [3]

2.4 Enjeksiyon Yontemleri

Kapiler elektroforezde elektrokinetik enjeksiyon ve hidrodinamik enjeksiyon olmak

izere temelde iki tiir enjeksiyon vardir.

2.4.1 Elektrokinetik enjeksiyon

Elektromigrasyon (elektrogdc) enjeksiyonu olarak da anilan bu enjeksiyonda elektrot
tampon haznesinden ¢ikarilip 6rnek haznesine yerlestirilir. Kapilerin ucundan
elektromigrasyonla drnegin giris yapacag siire kadar enjeksiyon voltaji uygulanir. Bu
yontemde enjeksiyon yiiklii iyonlarin elektroforetik gocii ve 6rnegin elektroosmotik

akisinin destegiyle saglanir [21].

2.4.2 Hidrodinamik enjeksiyon

Hidrodinamik enjeksiyon kapiler elektroforezde en yaygin kullanilan enjeksiyon
tiiriidiir. Bu enjeksiyon tiiriinde {i¢ ¢esit yontemden biri kullanilabilir. Bunlarda ilki
kapilerin enjeksiyon yapilacak boliimiine basing uygulamaktir. Bir digeri kapilerin
dedektor tarafina vakum uygulamasi yapmaktir. Sonuncusu ise sifon etkisi olugmasi

i¢in 6rnek kabinin yiikseltilmesidir [19].
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2.5 Kapiler Elektroforezde Kullanilan Dedektor Tiirleri

Kapiler elektroforezde kullanilan dedektor tiirleri ve dedeksiyon limitleri Cizelge

2.1’de verilmistir[13].

Cizelge 2.1 : Kapiler elektroforezdeki dedektor tiirleri [13]

Dedektor Konsantrasyon Dedeksiyon Limiti (molar)
UV-Vis 10°-10%

Floresans 107 -10°

Lazer Indiiklenmis Floresans 1014 - 1016

Amperometri 1010 - 10

Iletkenlik 107 -10°%

Kiitle spektrometrisi 108 -10°

2.5.1 Ultraviyole-Absorbans dedektorleri

UV-Vis yani ultraviyole-goriiniir alan dedektorii kapiler elektroforezde oldukca
yaygin kullanilan bir dedektordiir. Bu dedektor tipinde tek dalga boyunda yahut dizi
diyot ile belirli aralikta pek ¢ok dalga boyunda 6l¢lim yapilabilir. Floresans dedektorii
UV-Vis’e gore daha duyarlidir lakin madde floresans olmalidir yahut madde

turevlendirilmelidir.

2.6 Kapiler kolon

Elektroosmotik akisin gecisini saglamak icin kapiler kolon ylizeyinin ylizey aktif
maddelerle ve polimerle kaplandigi ¢calismalar yapilmistir [15]. Belder ve Schomburg
kapiler kaplama metotlarin1 dinamik kaplama ve kalict kaplama olarak
sniflandirmistir. Kapiler kolon olarak payreks borosilikat cam kolonlarin veya teflon
kolonlarin kullanilmasina ragmen silika kolon en ¢ok kullanilan kolondur [17]. Silika
kapiler oldukga kirilgandir. Kullanimini1 kolaylastirmak ig¢in dis yiizeyi 10-25um
kalinlikta poliimit tabakayla kaplanir. Bu sayede esneklik kazanmig olur [16]. Kapiler
kalinlig1 olduk¢a dnemlidir ¢iinkii duvar kalinlig1 azaltildiginda kirilganlik artarken
ayni1 zamanda 1s1 transfer kapasitesi de artar. Tipik bir kapilerin dis cap1 350 um

olmalidir.

13



2.7 Gii¢ Kaynag

Kullanilan yiiksek voltajl1 glic kaynaginda 30kV’a kadar potansiyel uygulanabilirken
akim ise 300 mA’e kadar uygulanabilir [13].

2.8 Kapiler Elektroforez Tiirleri

Kapiler elektroforezde kullanilan uygulama tiirlerini en genelde bes smifta
inceleyebiliriz. Bunlar kapiler zon elektroforez, izoelektrik odaklanma, izotakoforez,
kapiler jel elektroforez, miseller elektrokinetik kapiler kromatografi olarak
isimlendirilir [1].

2.8.1 Kapiler zon elektroforez (CZE)

Kapiler zon elektroforez kapiler elektroforez teknikleri arasinda en yaygin en basit
olan uygulamadir [13]. Kapiler zon elektroforez ile aminoasitler, peptitler, iyonlar ve
enansiyomerlerin bir¢cogu analiz edilebilir. Bu teknikte ¢oziinen maddeler kolonda

farkli hizlarda go¢ ederek farkli yerlerde ayr1 bolgeler yani zonlar olustururlar.

Elektroosmotik akistan dolay:r kapiler zon elektroforezde hem anyonik hem de
katyonik ¢oziinenler ayrilabilir. Fakat nétral molekiiller ayrilmamaktadir. Isleyis Sekil

2.4’te gosterilmistir.

Il analitten olugan Dedeksivon Y
armek ka;ngmu _ noktasi I
(+) H 3 | ("«\:
A . x] ] —r
I
I

© " 1 O

Sekil 2.4 : Kapiler zon elektroforez [22]

2.8.2 izoelektrik odaklanma (IEF)

Amfoterik maddelerin ayrimi ile smirhdir. Kapiler farkli amfolit tamponlarla
doldurulur. Bunlar kolon iginde pH skalasi olusturur. Burada bilesenler izoelektrik
noktalarina (pl) gore ayrilirlar. Kolon i¢inde farkli pH boéliimlerinde bilesen belirli pl
degerine varinca o bolgede kalir [17]. Isleyis Sekil 2.5°te sematize edilmistir.
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Sekil 2.5 : izoelektrik odaklanma [17]

2.8.3 izotakoforez (ITP)

Bu yontemde iki tampon kullamlir. Ornegi mobiliteleri farkli tamponlar arasmna

sikigtirarak hareket ettiririz. Oncii tampon &rnek bilesenlerinden yiiksek mobiliteye

sahiptir. Sonra 6rnek enjekte edilir. Son tamponun ise iyonik mobilitesi bilesenlerden

daha diisiiktiir. 1ki tampon arasinda kalmis olan 6rnegin bilesenlerinin bireysel

mobilitelerine gore ayrim saglanir. Isleyis Sekil 2.6°te sematize edilmistir.

Ommek

o Son tampon Oncii tampon @

Elektroforetik a1 e

Sekil 2.6 : izotakoforez [1]

2.8.4 Kapiler jel elektroforez (CGE)

Bu yontemde kapiler jelle doludur. Burada jeldeki gozenek biiyiikliikleri esit

olmadigindan ayrim molekiil biiyiikliigiine gore saglanir [16]. Kii¢iik molekiiller jel
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boyunca daha hizli ilerlerken biiylik iyonlar jel matriksinde engellenerek go¢ hizlar

disiiriiliir. Biiyiik proteinleri ve DNA’y1 ayirmada 6zellikle tercih edilir.

2.8.5 Misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC)

Notral molekiillerin ayrimi i¢in uygun bir yontemdir. Kritik misel konsantrasyonu
(CMC) tizerinde yiizey aktif madde ayrilma tamponuna ilave edilerek nétral bilesenin
misel faz1 ve ¢ozelti fazinda dagilimi saglanir. Elektrik alan varliginda miseller
kullanilan yiizey aktif maddeye gore EOF ile birlikte ya da EOF’ye karsi hareket
ederler. Isleyis Sekil 2.7°da sematize edilmistir.

.~ L
- EOF -
G |
.......................................... 1 - -
¢ Analit Notral veya bazik kosullarda
i ] anyonik yiizey aktif madde ile

Tuzey aktif MEKC aynmi
monomerler i

Sekil 2.7 : Misel elektrokinetik kapiler kromatografi [18]

2.9 Tampon Cozelti Secimi

Kapiler elektroforezde tampon secerken Oncelikle iyi bir tampon kapasitesi
saglanmalidir. Ayrica tamponun dedeksiyon dalga boyunda diisiik absorbans degerine
sahip olmasi ve mobilitesinin diisilk olmasi1 énemlidir [13]. Cizelge 2.2°de kapiler

elektroforez i¢in kullanilan bazi tampon 6rnekleri ve pKa degerleri verilmistir.

Cizelge 2.2 : Tampon ¢ozeltiler ve pKa degerleri [13]

Tampon PKa
Fosfat 2.12 (pKaz)
Format 3.75
Asetat 4.75
Fosfat 7.21 (pKa2
TRIS 8.30
Borat 9.24
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CHAPSO 9.60
Fosfat 12.32 (pKa3)

2.10 Yiizey Aktif Maddeler

Yiizey aktif maddeler kapiler elektroforezde tampon katkisi olarak yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir. Temelde anyonik, katyonik, zwitter iyonik ve notral olmak iizere
smiflandirilir [1]. Yiizey aktif maddenin yiikiine bagli olarak EOF’yi artirabilir,
azaltabilir ya da tersine cevirebilir. Cizelge 2.3’te baz1 ylizey aktif maddeler ile kritik

misel konsantrasyonu degerleri verilmistir.

Cizelge 2.3 : Yiizey aktif maddeler ve kritik misel konsantrasyonlari [1]

Yiizey Aktif Madde Tiir CMC

SDS Anyonik 8.1x10°3
CTAB Katyonik 9.2x10*
Brij-35 Notral 1.0x10*
Siilfobetain Zwitter iyonik 3.3x10*

2.11 Kapiler Elektroforezin Avantajh Yonleri

Kapiler elektroforez yonteminin pekg¢ok iistiin yonii bulunmaktadir. Bunlara genis
analitik ¢esitlilik, yliksek verimli ayrim, kisa analiz siiresi, az miktarda 6rnek ve
tampon tiiketimi gibi 6zellikler 6rnek olarak verilebilir [2]. Kimyasal atik {iretimi
konusunda duyarliligin arttigi son yillarda cevreye karsi hassasiyetle caligmak
kimyagerlerin de lizerinde durdugu bir konudur. Az miktarda atik tiretimi ile ¢calisma

kosullar1 da yine kapiler elektroforezin tercih edilmesinde 6nemli bir sebeptir.
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3. ZEYTIN YAPRAGI

3.1 Zeytin Yaprag Yapisi ve Ozellikleri

Diinyanin en dayanikli agaglarindan biri olan zeytin agacinin (Olea Europaea)
yapragi, yeryliziinde g¢esitli donemlerde pek cok hastaligin geleneksel tedavilerinde
kullanilmistir. Zeytin yapraklarinin kimyasal bilesimi, agacin tiirii, yetistigi iklim,
bulundugu bolge, dallarinin agaca orani gibi parametrelerle degisebilir [4]. Zeytin
yapragi en genelde tanen, ucucu yag, recine ve organik asitleri ihtiva eder [5]. Pek¢ok
fenolik bilesik hem zeytin hem de zeytin yapraginda ortak olarak bulunur. Bu fenolik
bilesiklerin bazilar1 hidroksitirozol, tirozol, rutin, verbaskozit, lutein-7-glikozit ve
oleuropeindir [6]. Sekil 3.1°de adi gegen bu bilesikler gosterilmistir. Oleuropein

dordiincii boliimde detayli aktarilacagi icin gosterilmemistir.

Slu-0
COH
OH O
Lutein-7-glikozit Hidroksitirozol
HO HO.,
e YAl G N
HO HO
Tirozol Verbaskozit

Sekil 3.1 : Zeytin yapragindaki bazi fenolik bilesikler [8].

Oleuropein bilesigi zeytin meyvesinin biitlin kisimlainda bulunmasma ragmen
(cekirdek, zar, pulp) en yiiksek seviyede bulundugu yer zeytin yapragidir [8]. Icerdigi
fenolik bilesiklerin etkisiyle 6nemli 6l¢iide antioksidan kapasiteye sahip olan zeytin
yapraklarindan elde edilen ¢aymn da DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve hidrojen

peroksit radikallerine kars1 gosterdigi antioksidan aktivitesi bildirilmistir [4].
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Cizelge 3.1°de zeytin yapraklarinda bulunan fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite

degerleri verilmistir.

Cizelge 3.1 : Zeytin yapraklarindaki fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri [4]

Fenolik Bilesik TEAC* (mmol/L)
Zeytin yapragi oziiti 1.58
Rutin 2.75
Katesin 2.28
Luteolin 2.25
Hidroksitirozol 1.57
Diosmetin 1.42
Kafeik asit 1.37
Verbaskozit 1.02
Oleuropein 0.88
Lutein-7-glukozit 0.71

Apigenin-7-glukozit 0.42
TEAC* (Troloks esdeger andioksidan kapasite)
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4. OLEUROPEIN

4.1 Oleuropein Bilesiginin Kimyasal Ozellikleri

Oleuropein, polifenol grubu bir bilesik olup baslica zeytin agacinin yapraginda,
meyvesinde bulunmasinin yani sira zeytinyaginda da bulunan antioksidan bir

maddedir [9]. Oleuropein bileisiginin kimyasal yapisi Sekil 4.1°de verilmistir.

HO.__- | o
HO™ = c}’u‘;
HaC o
T
oy ST e
,:-,C} [
oH
-] OH

Sekil 4.1 : Oleuropein bilesiginin kimyasal yapis1 [12].

Oleuropein bilesigine ait bazi1 fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin degerleri Cizelge

4.1°de verilmistir.

Cizelge 4.1 : Oleuropeinin bazi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri [23]

Bilesik Molekiil agirhig Ampirik Formiil Erime noktast
Oleuropein 540.51 g/mol C25H32013 89-90 °C

Oleuropein, olgunlasmamis ve islenmemis zeytinde aci tadi veren maddedir [7].
Zeytin olgunlastikca veya islemden gectikten igerisindeki oleuropein miktar1 azalir.
Oleuropein zeytin yapraginda en ¢ok bulunan biyofenol ve major aktif bilesendir [10].
Oleuropein bilesiginin pek ¢cok farmakolojk etkisi bulundugundan zeytin yapragindaki

konsantrasyonunun tespiti oldukg¢a énemlidir [6].

Oleuropein bilesiginin zeytin meyvesinde birikimi ti¢ faza ayrilir. Bunlardan ilki

biiylime faz1 olup, oleuropeinin birikme siiresini kapsarken, ikinci faz yesil olgunlasma
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fazidir ki, burada klorofil ve oleuropein seviyelerinde azalma goriiliir. Son faz ise siyah

olgunlasma fazi olup oleuropein igerigi bu fazda azalir [8].

Oleuropein’in iglenmemis zeytin ve yapraginda fazla miktarda bulundugundan tad:
daha ac1 olmaktadir. Islenen zeytin ve zeytinyaginda ise aciligin azalmasinin temel
nedeni islemden sonra oleuropeinin bozunma {iriinii olan hidroksitirozoliin artmasidir
[8].

Yaygin sekilde bilindigi lizere zeytin hasattan hemen sonra islemden gegcirilmeden
tiiketilememektedir. Bunun sebebi olan oleuropein suda ¢6ziinebilen bir bilesiktir.
Zeytinin yenebilecek tada ulastirilmasi adina salamura, alkali ile muamele, enzimatik
yontem ya da mikroorganizmalarla muamele edilerek bu bilesik ortamdan
uzaklastirtlir [11]. Sekil 4.2°de oleuropeinin B-glikozidaz enzimi ile hidrolizi sematize

edilmistir.

Oleuropein

p-clikozidaz
NaOH

v
Oleuropein aglikon+Glikoz

v Esteraz

Hidroksitriosol+Elenolik asit  4——

Sekil 4.2 : Oleuropeinin p-glikosidaz enzimi ile hidrolizi [11].

4.2 Oleuropeinin Biyosentezi

Oleaceae familyasindaki oleuropeinin biyosentezi mevalonik asit ile baglayan bir dizi
reaksiyon ile gerceklesir. Burada sirasiyla, geraniol, 10-hidroksigeraniol, iridodial,
iridotrial, deoksilolganik asit aglukon, deoksiloganik asit, 7-epiloganik asit, 7-
ketologanik asit, 8-epikingisidik asit, olesit 11-metil ester, 7-p-1-D-glukopiranosil 11-
metil oleosit, ligustrosit ve oleuropein olusumu gergeklesir. Sentez bir dizi reaksiyon

sonucu olusup, Sekil 4.3°te sematize edilmistir.
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Sekil 4.3 : Oleaceae familyasindaki oleuropein bilesiginin biyosentezi [24].
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4.3 Oleuropeinin Baz1 Farmakolojik Ozellikleri

4.3.1 Antikanser etkileri

4.3.1.1 Meme kanseri iizerine etkisi

Yapilan ¢alismalarda oleuropein bilesiginin meme kanseriyle iliskili bir hiicre tiirii
olan MCF-7 tizerine anti-proliferatif ve apoptotik etkisi oldugu saptanmistir [25].
4.3.1.2 Kolon kanseri iizerine etkisi

Sindirim sisteminin kalin bagirsak denilen kism1 kolon ve rektumdan olugmaktadir.
Son 20 cm’lik boliim rektum, buradan ince bagirsaga kadar olan kisim ise kolon olarak
adlandirilir [26]. Insan kolonundaki HT29 ve SW620 kanser hiicreleri oleuropeine 10-
100uM  konsantrasyon aralifinda 72 saat maruz birakildiginda SW620 hiicre

¢ogalmasinin 6nemli 6lgiide inhibe edildigi gézlenmistir [27].

4.3.1.3 Karaciger kanseri iizerine etkisi

Karaciger kanseri iizerine oleuropein etkisiyle ilgili calismalar yapilmis olup burada
HCC, HepG2 ve Huh 7 tlizerinde 20-80uM konsantrasyonda 24 saat maruziyet sonrasi
¢ogalmanin azaldigi gézlenmistir [27].

4.3.1.4 Prostat kanseri iizerine etkisi

Prostat kanseri erkeklerde en sik goriilen kanser ¢esididir. Akciger kanserinden sonra
oliime en ¢ok sebep olan kanser tiriidiir [28]. Prostat kanseri iizerine oleuropein
etkisinin arastirildig1 ¢aligmalarda, oleuropein bilesiginin LNCaP ve DU145 kanser
hiicrelerinin yasabilirliginin azalttig1 gozlenmistir [29].

4.3.1.5 Mesane kanseri iizerine etkisi

Yapilan ¢alismalarda oleuropeinin insan mesane kanseri hiicresi T24’iin ¢ogalmasini
durdugunu tespit edilmistir [5].

4.3.2 Kalp damar sistemi iizerine etkileri

4.3.2.1 Akut antibiyotik kardiyotoksisitesine karsi etkisi

Kalbi etkileyen toksisite olarak tanimlanan kardiyotoksisite ilacin kalbe dogrudan

etkisiyle olusabilecegi gibi hemodinamik akis degiskenlerinin artirilmasi veya
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trombotik olaylar nedeniyle olusan dolayli bir etki sonucu da olusabilir [30]. Yapilan
calismalarda oleuropeinin akut antibiyotik kardiyotoksisitesine kars1 koruyu etkisi
bildirilmistir [31].

4.3.2.2 Antiaterosiklerotik etkisi

Atardamarlarin esnekligini kaybedip kalinlasmasi sonucu olusan bir rahatsizlik olan
aterosikleroz, bir damar hastalig: olup; kalp krizi, akut inme, kalp yetmezligi ve ¢ogu
kalp hastaliginin altinda yatan sebebin aterosikleroz oldugu bilinmektedir [32].

Yapilan galismalarda oleuropeinin antiaterosiklerotik etkisi oldugu bildirilmistir [5].

4.3.3 Antiviral etkisi

Virilislere bagli hastalik patojenlerinin eradikasyonunun zorlugu bilinmektedir.
Nitekim viral rahatsizliklarda patojeni bertaraf etmek antibiyotik ilaglarla miimkiin
olmamaktadir. Bu anlamda antiviral etkisiyle oleuropein oldukca biiyiik bir 6nem
tasimaktadir. Oleuropeinin herpes mononiikleoz, hepatit viriisli, rotaviriis, sigir
rinoviriisii, kopek parvoviriisii, kedi 16semi viriisiine kars1 giiclii antiviral aktiviteye
sahip oldugu iddia edilmis ve bunlarin yani sira yapilan ¢aligmalarda bilesigin solunum
sinsityal virlisii ve para-influenza tip 3 viriisine karsi da antiviral aktivitesi

bildirilmistir [24].

4.3.4 Antimikrobiyal etkisi

Antibiyotik kullaniminin olduk¢a yaygin oldugu bilinmektedir. Nitekim bilingli
kullanilmas1 gereken bu ilaglarin gereksiz ya da uygun olmayan kosullarda alinmasi
cesitli sorunlar1 da beraberinde getirir. Zamana bagli antibiyotikler grubundaki
ilaclarin gerekli siirenin sonunda alinmamasi, unutulmasi gibi sebeplerle antibiyotik
direnci malesef artmaktadir. Hatta viral solunum yolu enfeksiyonlarinda bile gereksiz
sekilde antibiyotik kullaniomi bu durumu desteklemektedir. Bu sebeplerle
antibiyotiklerin son derece dogru ve gerektiginde kullanilmas1 esastir. Sosyal yolla
siklikla edinilen patojenlerden Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler {izerinde
oleuropeinin antimikrobiyal etkisi oldugu yapilan ¢alismalar sonucunda tespit

edilmistir [24].

4.3.5 Noroprotektif etkisi

Geri doniisii olmayan ve ilerleyici bir hastalik olan Alzheimer, demansin (bunamanin)
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en sik nedenidir. Hastalarin zamanla mantikli diisiinebilme, 6grenme, iletisim kurma

yeteneklerinin bozuldugu bu hastalikta bellek kapasitesinde de azalma meydana gelir
[33]. Alzheimer hastaligimin patojeninin p-amiloid peptit (AP) dretim ve
biriktirilmesinden kaynaklandig1 disiiniilmektedir [34]. Yapilan bir c¢alismada
oleuropeinin Alzheimer hastaligina 6zgli AP agregasyonunu azalttig1 hatta engelledigi

bildirilmistir [24].

4.3.6 Antidiyabetik etkisi

Siklikla ¢ocukluk ve genclik yillarinda ortaya ¢ikan ve Juvenil diyabet olarak da
bilinen Tip 1 diyabet, insiilin hormonlarinin eksikligi sonucu ortaya cikan bir
hastaliktir. Pankreastaki insiilin iireten beta hiicrelerinin otoimmiin siire¢ sonunda
zedelenmesiyle ortaya ¢ikan Tip 1 diyabette hastalar 6miir boyu insiilin hormonun
disaridan almak zorundadirlar. Toplumdaki diyabet hastalarinin %10 unu olusturan
Tip 1 diyabet insiiline bagimli diyabet olarak da anilmaktadir [35]. Sicanlar tizerinde
yapilan bir calismada zeytin yapragindaki oleuropeinin Alloksan ile indiiklenen Tip 1
diyabetiklere karsi antidiyabetik etkisi incelenmistir. Nadir Mustafa Qadir ve
arkadaslarinin [25], yaptig1 bu ¢alismada diyabetik erkek si¢anlar 100 mg/kg dozunda
alloksanin subkiitan enjeksiyonu ile indiikklenmislerdir. Akabinde saf oleuropein
bilesigi (5, 10, 15 ve 20 mg/kg) giinde 1 kez 40 giin boyunda oral yoldan verilmistir.
Oleuropeinin 5 ve 10 mg/kg dozlardaki tedavisinden sonra diyabetik siganlarin kan

glikoz diizeylerini zayiflatmada 6nemli bir etkisi oldugu goriilmustiir.
4.4 Oleuropeinin analizi ile ilgili literatiir incelemesi

4.4.1 Oleuropeinin HPLC ile tayini
Oleuropeinin HPLC ile analizi i¢in yapilan ¢alismalar asagida 6zetlenmistir.

Fuad Al-Rimawi [6], zeytin yapraklarindaki oleuropein igeriginin tespiti igin ters faz
HPLC-UV metodu gelistirmistir. Yonteminde pH 3.0’liik asetonitril/fosfat tamponu
(20:80,hacim/hacim) kullanmis olup akis hizin1 dakikada 1 mL olarak ayarlamis ve
280 nm dalga boyunu deteksiyon i¢in uygun dalga boyu olarak se¢mistir. 3-1000 ppm
araliginda iyi bir dogrusallik elde etmis olup, 2 > 0.999’dur. Oleuropeinin zeytin

yapraklarindan geri kazanimi %97.7 ile %101.1 araligindadar.

Chrisovalandis Grizis ve arkadaslart [9], Oleuropein ve Tirozoliin plazmadan tayini
bir icin HPLC-UV metodu gelistirmistir. Polifenolik analitlerin plazmadan
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uzaklagtirilmasi i¢in 6rnege Na,SOjs ilavesinden sonra etil asetat ile sivi ekstraksiyona
tabi tutulmus ve 50°C de buharlastirma yapilmistir ve mobil faz ile sulandirilmustir.
Mobil faz olarak MeOH/CH3COOH %2 suda (45:55,hacim/hacim) kullanilmis ve
dedeksiyon dalga boyu olarak 280 nm segilmistir. i¢ standart olarak vanilin kullanilan
bu calismada izolasyon prosediiriiniin geri kazanimi oleuropein igin %80 olmustur.
Kalibrasyon egrisi plazmadanki oleuropein i¢in 1-20 pg/mL araliginda dogrusal olup

LOD degeri oleuropein i¢in 0.36 pg/mL bulunmustur.

Ahmad Ismaili ve arkadaslarinin [36], zeytin yaprag:i ve meyvesindeki oleuropeini
izlemek igin yaptiklar1 ¢calismada ultrason ve tuz yardimli sivi-sivi ekstraksiyon tepki
ylizeyi metodolojisi ve HPLC ile optimize ederek uygulama yapilmistir. Bu teknikte
bir bitki karisimi Ornegi ve ekstraksiyon solventi ultrason dalgalarina maruz
birakilmistir. Ultrason destekli ekstraksiyondan sonra faz ayrimi sivi faza tuz
ilavesiyle gerceklesmistir. Oleuropeinin en yiiksek ekstraksiyon verimi i¢in optimal
kosullarda; ultrason siiresi 30 dk, organik solvent hacmi 2.5 mL, tuz konsantrsyonu

%25 agirlik/hacim ve drnek pHsi 4 olarak belirlenmistir.

4.4.2 Oleuropeinin elektrokimyasal yolla tayini

Maryam Mohamadi ve arkadaslar1 [12], oleuropeinin basit, hizli ve hassas bir sekilde
belirlenebilmesi i¢in etiketsiz elektrokimyasal DNA biyosensorii yapmistir. Uygulama
oleuropein ve ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) arasindaki etkilesim ile ilgilidir. Boylece
oleuropeinin DNA-immobilize kitosan modifiye karbon pasta elektrodu tizerindeki
davranig1 diferansiyel puls voltametri kullanilarak Olglilmiistiir. Oeuropeinin
oksidasyon pik akimi analitik bir sinyal olarak dl¢lilmiistiir. Calisma sonunda optimize
edilen deney kosullarindan alman verilere goére oleuropein tayini icin lineer
konsantrasyon araligi 0.30-12umol/L ve LOD degeri 0.090pumol/L. bulunmustur.
Yapraktaki oleuropein miktar1 359,4 mg/g olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismayla
zeytin yapragi o6rneklerinde ve insan serumunda biosensor kullanilarak oleuropein

tayini basariyla gerceklestirilmistir.

Mustafa Cittan ve arkadaslar1 [37], adsoptif siyirma kare dalga voltametrisi ile ¢ok
duvarli karbon nanotiip modifiye camsi karbon elektrot kullanarak oleuropein tayini
gerceklestirmiglerdir. Hazirlanan elektrot iizerinde oleuropein birikimi adsorpsiyon
prosesi ile ger¢eklesmistir. Oleuropeinin elektrokimyasal davranisi siklik voltametri

ile incelenmistir. Oleuropeinin kalibrasyon egrisi 0.01-0.70 mM araliginda yapilmis
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ve 0.998’lik korelasyon katsayist ile 1yi bir lineerlik elde edilmistir. Metot i¢in bulunan

LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 2.73 nM ve 9.09 nM olarak bildirilmistir. Yapilan
calismada yapraktaki oleuropein miktar1 voltametri ile 16,5+1,5mg/g bulunmustur. Bu

metot zeytin yapragi ekstraktinda oleuropein tayini i¢in basartyla uygulanmistir.

4.4.3 Oleuropeinin kapiler elektroforez ile tayini

Yapilan literatiir incelemesinde zeytin yapragindan kapiler elektroforez ile oleuropein
tayini ile ilgili bir veriye ulasilamamustir. Kapiler elektroforez ile yapilan tayinlerin
zeytinyagindan oleuropein tayini igin gelistirilen yontemler oldugu gozlenmis ve

asagida ozetlenmistir.

Romina Paula Monasterio ve arkadaslarinin [38], natiirel zeytinyagindaki fenolik
bilesiklerin tayinini yaptiklar1 g¢alismada dagitici sivi-sivi ekstraksiyon prosesi
kullanilmis olup kapiler zon elektroforez ile g¢alisilmistir. Oleuropeinin de icinde
bulundugu fenolik bilesiklerin analizi yapilmis olup, 20g natiirel zeytin yag1 i¢in
optimum ekstraksiyon kosullari; ekstraktant ¢oziicii olarak 30mM’lik 400 pL borik
asit (pH 9.5°’te), dagitict solvent olarak 300 pL karbontetrakloriir, vortex siiresi 8
dakika ve santrifiij siiresi 3 dakika olarak bildirilmistir. Calismadaki Ornegin

muhtevasindaki fenolik bilesenlerin LOD’leri 0.004-0.251 mg/kg araligindadir.

Maria del Pilar ve arkadaglar1 [39], farkli zeytin Orneklerinden alinan
zeytinyaglarindan 6nemli fenolik bilesen analizi i¢in susuz bir kapiler elektroforez
yontemi gelistirdi. Natiirel zeytinyagindaki temel fenolik alkollerden tirozol ve
hidroksitirozol ile sekoiridoit aglikon tiirevlerinin tespiti i¢in zeytinyagt numunesi 1-
propanolde (1:1 hacim/hacim) ¢oziinerek dogrudan enjekte edilmistir. Daha diisiik
konsantrasyonlarda bulunan bilesiklerin tayini igin ise etanol ile ekstraksiyon
yapilmistir (5:1 agirlik/hacim zeytinyagi/etanol). Calisma sonucunda oleuropein
glikozitin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 84 ve 280 ug/g zeytinyagi olarak
bildirilmistir.

Zeineb Aturki ve arkadaslarmin [40], ekstra natiirel zeytinyaginda, iglerinde
oleuropeinin de bulundugu 10 tane fenolik bilesigin tayinini yaptiklar1 ¢alismada
ayirma ortami olarak; 100 mM amonyum format tamponu (pH 3’te)/su/asetonitril
(5:65:30 hacim/hacim/hacim) karisimi kullanilmig olup, sirastyla uygulama voltaji 22
kV ve sicaklik 20 °C olarak bildirilmistir. Calismada oleuropein igin elde edilen LOD
ve LOQ degerleri sirasiyla 1.75 ve 5 pg/mL olarak bildirilmistir.
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4.4.4 Oleuropeinin orta-infrared bolge spektroskopisi ile tayini

Aouidi ve arkadaglarinin [10], zeytin yapraklarindan oleuropein tayini i¢in gelistirdigi
yontemde orta-infrared bolge (mid-IR) spektroskopisi kemometrik analiz ile kombine
edilerek hizli bir analiz metodu elde edilmistir. Bu calisma 6 bdlgeden alinan 105
ornek tlzerinde yapilmis olup, ekstraksiyon islemi i¢in 1 gram tartilmis yaprak
numunesi 30 mL metanol/su karigiminda (4/1, hacim/hacim) 24 saat ekstrakte
edilmistir. Analiz sonuglarinda 100 gram kuru yaprakta bulunan oleuropein miktari

8,75 ile 17,95 gram arasinda degismektedir.
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5.DENEYSEL KISIM

5.1 Malzeme ve yontemler

5.1.1 Malzemeler

Calismada kullanilan kimyasallar; etanol, metanol, 2-HP-B-CD, sodyum tetraborat
dekahidrat ve sodyum hidroksittir. Ayrica oleuropein standarti Sigma Aldrich
markadir. Tiim ¢ozeltilerde Elga Purelab Option marka saf su cihazi ile elde edilen saf
su kullamlmistir. Calismada Balikesir, Bursa, Istanbul, Izmir, Manisa, Mugla ve
Yalova yorelerine ait zeytin yapragi érnekleri kullanilmig bunlarin yaninda da ti¢ farkli

marka ticari zeytin yapragi ¢ay1 6rnegi incelenmistir.

5.1.2 Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasi

Oleuropein standart ¢ozeltisi metanol ile hazirlanmis ve 4°C de saklanmistir. Standart
stok ¢ozelti 1000 ppm hazirlanmis ve kalibrasyon egrisi i¢in bu ¢ozeltiden seyreltme

islemi yapilmuigstir.

5.1.3 Zeytin yapragi érneklerinin hazirlanmasi

Zeytin yaprag1 6rnekleri kurutulduktan sonra blenderdan gegirilmistir. Orneklerden
0,1 gram alimmis ve %80 metanol- %20 su igeren 10mL ¢ozeltiye ilave edilmistir.
Vortex cihazinda 2000 rpm’de 2 dk karistirilan 6rnekler akabinde ultrasonografik
banyoda 1 saat siireyle ekstraksiyona birakilmigstir. EKsStraksiyon isleminden sonra ise
stizme iglemi sartorious RC 0,45 um filtre kullanilarak yapilmis ve drnekler hazir hale

getirilmistir.

5.2 Cihazlar ve Calisma Kosullari

Caligmada Agilent 1600 marka kapiler elektroforez cihazi ve diod array dedektor
kullanilmistir. Dedeksiyonlar 240 nm de yapilmis olup 28 kV’ luk voltaj ile
calisilmistir. Enjeksiyon siiresi 6 saniye ve enjeksiyon basinci ise 50 mbar olarak

ayarlanmustir. Sicaklik 25 °C olarak ayarlanmustir.
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Silika kapiler kolon kullanilmis olup, kolon i¢ ¢ap1 50 um’ dir. Kolon uzunlugu 58 cm
olup etkin uzunlugu 50 cm’dir. Silika kapiler kolon ilk kullaniminda 30 dakika 1M
NaOH cozeltisiyle, akabinde ise 10 dakika saf su ile yikanmistir. Giin baslarinda
calisma oncesinde kolonu hazir hale getirmek icin oncelikle 10 dakika 1 M NaOH
cozeltisiyle yikanip akabinde sirasiyla 5 dakika saf su ve 5 dakika kullanilacak tampon
cozeltisiyle yikanmigtir. Bunun yani sira her bir 6rnegin enjeksiyonundan once ara
yikamalar yapilmis olup orada ise kolon oncelikle 2 dakika 1 M NaOH ile yikanip

sonrasinda sirasiyla 2 dakika saf su ve 3 dakika tampon ¢ozeltisiyle yikanmustir.
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6. SONUCLAR VE TARTISMA

6.1 Metot Optimizasyonu

6.1.1 Tampon cozeltinin optimizasyonu

Calisilacak tampon ¢o6zelti olarak sodyum tetraborat dekahidrat (Na2B4O7.10H,0)
bilesiginden 100 mM’ lik stok ¢ozelti hazirlandi. Bu hazirlanan ¢dzeltiden seyreltme
yapilarak en uygun borat tamponu konsantrasyonu tespit edildi. Sirasiyla 20, 25, 30 ve
40 mM hazirlanan tamponlar i¢inde en uygun ¢ozelti 30 mM borat tamponu olarak
tespit edildi. Oleuropeinin yanindaki piklerden daha etkin ayrilabilmesi i¢in tampona
ilaveler yapildi. Bunun i¢in dncelikle tampona 5 mM B-CD ¢ozeltisi ilave edildi fakat
istenilen ayrima ulagilamadi. Akabinde 2-HP-B-CD ile ¢alisma yapildi. Bunun igin
sirastyla 20, 25, 30 mM konsantrasyonlarinda 2-HP-B-CD c¢ozeltileri 30 mM
konsantrasyonundaki borat tamponuna ilave edildi. Bunlarin i¢inden en uygun ¢ozelti
olarak 25 mM konsantrasyondaki 2-HP-B-CD seg¢ildi. Pikler nispeten daha iyi
ayrilmisti lakin ¢ok daha net bir ayrim ic¢in son olarak %10’ luk metanol ¢ozeltisi
tampona ilave edildi. Bu sayede oleuropein piki ¢ok net bir sekilde etrafindaki diger
piklerden ayrilmis oldu. Nihayetinde ¢alisilacak tampon 30 mM borat (pH=9,6), 25
mM 2-HP-B-CD ve %10’ luk metanol karisimi olarak belirlendi. Sekil 6,1°de sadece
30 mM borat tamponu kullanilarak elde edilen, zeytin yapragi numunesine ait
elektroferogram verilmistir. Sekil 6,2’de 30 mM borat tamponuna 25mM 2-HP-3-CD
ilavesiyle olusan tampon karisimi ile elde edilen, zeytin yapragi numunesine ait
elektroferogram verilmistir. Sekil 6,3°te ise 30 mM borat tamponuna 25 mM 2-HP-$-
CD ve %10’luk metanol ¢ozeltisi ilavesiyle olusan tampon karisimi ile elde edilen,

zeytin yapragl numunesine ait elektroferogram verilmistir.
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Sekil 6.3 : Borat+2-HP-B-CD+%10 MeOH tamponu kullanilan elektroferogram
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6.1.2 Ekstraksiyon metodunun optimizasyonu

Zeytin yapraklarindan oleuropein tayini i¢in yapilan bu c¢aligmada en uygun
ekstraksiyon yontemini se¢gmek i¢in farkli konsantrasyonlarda metanol, etanol
cozeltileri ile saf su kullanilmistir. Her defasinda 0,1 gram tartilan Mugla iline ait
zeytin yapragi numuneleri sirastyla 10 mL’lik hazirlanan %100 etanol, %100 metanol,
%80 etanol-%20 su, % 80 metanol - %20 su ¢ozeltilerine alinmig, 2000 rpm de 2
dakika vortex cihazi ile karistirllmis ve ultrasonografik banyoda bir saat ekstraksiyon
icin bekletilmistir. Ayrica yine 0,1 gram tartilan Mugla iline ait zeytin yapragi
numuneleri 10 mL’ lik saf suya alinmig ve 2000 rpm de 2 dakika vortex cihazi ile
karistirildiktan sonra ultrasonografik banyoda sirasiyla 1 ve 2 saat ekstrakte edilmistir.
Tim ekstraksiyon iglemlerinden sonra ornekler sartorious RC 0,45 pum filtreden
gecirilmis ve akabinde enjekte edilmislerdir. En uygun ekstraksiyon kosulu 80%’ liik
metanol ¢ozeltisi olarak belirlenmistir. Sekil 6.1°de ekstraksiyon optimizasyonu i¢in

yapilan grafik verilmistir.

Bagl oleuropein miktarlan

%l00EtOH %100 MeOH %30 EtOH %30 MeOH 1 Saatsuda 2 Saat suda
%620 Su %020 3u

Sekil 6.4 : Ekstraksiyon optimizasyonu bagil oleuropein miktarlari
6.1.3 Oleuropein tayin metodunun optimizasyonu

Calismada tampon olarak 30mM borat tamponu, 25mM 2-HP-B-CD ¢ozeltisi ve 10%
metanol ¢ozeltisi karigimi kullanilmis olup metanol ile hazirlanmis oleuropein standart
¢ozeltisi, S0mbar basingta 6 saniye enjeksiyon ile cihaza verilmis ve 28 kV ayirma
voltajinda oleuropein piki 5. dakikadan once goriinmistiir. Oleuropein standart

coOzeltisine ait elektroferogram Sekil 6.2” de verilmistir.
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6.2 Metot Validasyonu

6.2.1 Kalibrasyon egrisi

Kalibrasyon egrisi hazirlanan 1000 ppm oleuropein standart ¢6zeltisinden seyreltilerek
hazirlanmistir. 50 ppm ile 1000 ppm konsantrasyon araliginda hazirlanan oleuropein
standart ¢ozeltileri cihaza enjekte edilmis ve kalibrasyon egrisi ¢ikarilmigtir. Buna
gore kalibrasyon denklemi y=0,00035849x-0,0040164 seklinde bulunmus ve
korelasyon degeri (r2) ise 0,996 olarak tespit edilmistir.

6.2.2 Tekrarlanabilirlik

Kesinlik 6l¢lim sonuglarimin birbirine yakinlhiginin bir ifadesi olup, Calismada
yontemin kesinligini belirlemek admna 500 ppm oleuropein standart ¢ozeltisi giin
icinde bes kez iist iiste cihaza verilip kontrol edilmistir. Giinler aras1 tekrarlanirlik i¢in
ise 500 ppm oleuropein standart ¢ozeltisi ti¢ giin tist iiste giinde ard arda bes kez olacak
sekilde cihaza verilip kontrol edilmistir. Elde edilen veriler 1s18inda giin i¢i ve giinler
aras1 tekrarlanabilirlik degerleri, diizeltilmis pik alanlar1 ve gelme zamanlarina gore

Cizelge 6.1 hazirlanmistir.
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Cizelge 6.1: Tekrarlanabilirlik verileri

% RSD Gelme Zamani

% RSD Diizeltilmis Alan (A/t)

Giin I¢i (n=5)

Oleuropein

Giinler Arasi (n=15)

Oleuropein

2,46

4,10

Giin I¢i (n=5)
2,11
Giinler Arasi (n=15)

5,23

6.2.3 LOD ve LOQ degerleri

LOD (dedeksiyon limiti) hesaplanirken S/N (sinyal/giiriiltii) degerinin {i¢ kati, LOQ

(tayin limiti) degeri ise on kat1 alinarak tespit edilir. Oleuropein igin LOD ve LOQ

degerleri sirasiyla 13,4 ppm ve 44,8 ppm olarak bulunmustur.

6.3 Yontemin Zeytin Yaprag Orneklerine Uygulanmasi

Balikesir, Bursa, Istanbul, izmir, Manisa, Mugla ve Yalova illeri ile ii¢ adet ticari cay

orneginin ekstraksiyonu 5.1.3 te anlatildig1 gibi yapilmis olup sartorious RC 0,45 um

filtreden gegirildikten sonra cihaza dogrudan enjekte edilmistir. Orneklerin ihtiva

ettigi oleuropein miktarlar1 Cizelge 6.2°de verilmistir. Sekil 6.3’de ise bu yontemle

tayin edilmis olan bir zeytin yapragi numunesine ait elektroferogram verilmistir.

Cizelge 6.2: Orneklerin ihtiva ettigi oleuropein miktarlari

Ornek Oleuropein
(mg/g + SS)*

Manisa 4552 £ 1,74
Istanbul 38,15+ 1,85
Yalova 17,21 £ 0,42

Bursa 106,9 +£3.8
[zmir-1 61,31 £2,36
[zmir-2 59,55+ 1,32
Mugla 11,67 £ 0,26
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Balikesir 17,86 + 0,52

Ticari-1 34,68 +£2,75
Ticari-2 11,13 £ 1,42
Ticari-3 35,80 £2,58

*SS: standart sapma, n=2
6.3.1 Metodun Dogrulugu

Geri kazanim c¢aligmalari, zeytin yapragi numunelerine oleuropein standartlari

eklenerek yapilmistir. Geri kazanim degerleri %106-%117 arasinda bulunmustur.

6.4 Tartisma

Bu calismada, kapiler elektroforez ile zeytin yapragindan oleuropein tayini i¢in, hizl,
disiik c¢coziicii ve oOrnek tiikketimli bir analitik yontem gelistirilmistir. Zeytin
yapragindaki major aktif bilesen olan oleuropein, sahip oldugu pekg¢ok farmakolojik
0zelligi ile son yillarda oldukg¢a glindemde olan bir bilesiktir. Oleuropeinin antikanser
aktiviteleri basta olmak {izere, antiviral, antibakteriyel gibi aktiviteleri {izerine
calisilmis, ayrica diyabet ve kalp-damar sistemi {izerindeki etkileri dahi incelenmistir.
Farmakolojik acidan son derece onemli olan bu bilesigin analiz metotlar1 da son
donemlerin popiiler bir c¢alisma konusu olmustur. HPLC ile plazmadan zeytin
yapragina kadar pek¢ok yerde oleuropein analizi ig¢in ¢aligma yapilmig, hatta
elektrokimyasal yontemler kullanilarak da oleuropein tayini iizerine calisilmistir.
Tayini i¢in biyosensor dahi gelistirilen bu bilesik kapiler elektroforezle tayin edilirken
genellikle zeytinyagi kullanilmistir. Literatiirde kapiler elektroforez ile zeytin
yapragindan oleuropein tayini i¢in her hangi bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Oysaki,
oleuropein zeytin meyvesinin biitiin kisimlarinda bulunmasina ragmen en c¢ok
yapraginda bulunmaktadir. Bunun {izerine kapiler elektroforez ile oleuropeinin
zeytinde en c¢ok bulundugu yerden yani yapragindan tayini i¢in bir yontem
gelistirilmistir. Yontem gelistirilirken az numune ve az ¢dziicii kullanilmaya 6zen

gosterilmistir.

Gelistirilen yontemin en biiyiik avantaji, oleuropeinin zeytinde en ¢ok bulundugu
kisim olan yapragindan tayin ediliyor olmasidir. Ayrica kisa analiz siiresine sahip olan

bu yontem zeytin yapragi drneklerine basariyla uygulanmistir. Calismada oleuropein
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icin uygun ekstraksiyon kosulu icin de optimizasyon yapilmigtir. Tampon
optimizasyonunda borat tamponuna ilave edilen 2-HP-B-CD ve metanol, oleuropein

pikinin komsu piklerden etkili bir sekilde ayrilmasini saglamistir.

Yontemde dogrusal kalibrasyon aralig1 oleuropein i¢in yiiksek regresyonla belirlenmis
olup, geri kazanim degerleri metodun dogrulugunu ortaya koymustur. Giin i¢i ve
giinler aras1 tekrarlanabilirlik degerleri de hesaplanan yontem, kapiler elektroforez ile

zeytin yapragindan oleuropein tayini i¢in giivenle kullanilabilir.
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