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ZEYTİN YAPRAĞININ ÖNEMLİ BİYOAKTİF BİLEŞENİ OLEUROPEİNİN 

KAPİLER ELEKTROFOREZ YÖNTEMİYLE TAYİNİ  

ÖZET 

Son yıllarda gerek alınan gıdalardaki katkı maddeleri, gerek stres, gerekse çevresel 

faktörlerin olumsuzluğu başta metropollerde yaşayanlar olmak üzere insanların 

bağışıklık sistemini zayıflatmaktadır. Direnç düşmekte hastalık patojenlerine hassas 

hale gelinmektedir. Günlük yaşamda bazen farkına da varılamayan bu durumlarda 

insanlar, gıda takviyeleri veya çeşitli bitkisel çaylarla vücut dirençlerini muhafaza 

etme yoluna gitmektedirler. Buna bağlı olarak analitik kimyagerler doğal bitki 

bileşenlerini yoğun bir şekilde araştırmakta, alternatif tayin ve saflaştırma yöntemleri 

üzerinde durmaktadırlar.  

Bu anlamda tarih boyunca farklı medeniyetlerin sıklıkla şifa amaçlı kullandığı zeytin 

yaprağı da bu bitkiler arasında çok büyük bir önem taşımaktadır. Nitekim zeytin dalı 

ve yaprağının çeşitli kültürlerde mistik anlamları da bulunmaktadır. Neredeyse tüm 

dünyada barışın da simgesi olarak bilinen zeytin dalı da farklı amaçlar için simya 

döneminden günümüze kadar kullanılmıştır.  

Zeytin yaprağı pek çok fenolik bileşenler içermesiyle birlikte bunların içinde özellikle 

başlıca aktif bileşen olan oleuropein ve faydaları oldukça dikkat çekmektedir. Simya 

döneminden bu yana zeytin yaprağının sudaki özütlemesinden elde edilen çay şifa 

amaçlı tüketilmiş fakat dönemin koşulları itibariyle içeriğindeki bileşenlere vakıf 

olunamamıştır. Bugunkü şartlarda zeytin yaprağındaki bileşenler bilinmekte ve çeşitli 

rahatsızlıklar üzerindeki aktiviteleri incelenmektedir.  

Bu bileşenlerden en önemlilerinden biri olan oleuropein polifenol grubu bir bileşik 

olup, önemli bir antioksidan aktiviteye de sahiptir. Bunun yanı sıra kanser çeşitleri 

üzerine oleuropein aktivitesi ile ilgili pek çok çalışma yapılmış olup, son derece 

olumlu veriler elde edildiği bildirilmiştir. Ayrıca Alzheimer hastalığı ve Tip-1 diyabet 

üzerine de etkisi literatürde araştırılmış ve tezde yer verilmiştir. Günlük yaşamda da 

sıklıkla edinilen viral ve bakteriyel patojenler üzerinde yapılan oleuropein ile ilgili 

çalışmalar bulunmakta olup bunların deteylarına ilerleyen bölümlerde yer verilmiştir.  

Kapiler elektroforez (CE) gerek kısa analiz süresi ve yüksek ayırma etkinliği gerekse 

düşük miktarda numune ile çalışılması gibi pek çok yönden kolaylık sağlayan bir 

yöntem olup, az miktarda çözücü tüketimini sağlaması kolaylığı ile de nispeten çevre 

dostu bir yöntem olarak da düşünülmektedir.  

Bu çalışmada zeytin yaprağındaki oleuropein bileşiğinin kapiler elektroforez ile tayini 

üzerine bir metot geliştirilmiştir. Kullanılan tampon karışımı; borat çözeltisi (pH=9,6), 

metanol ve 2-hidroksipropil beta siklodekstrin (2-HP-β-CD) çözeltisi ihtiva 

etmektedir.  Ayrıca çalışmada pek çok ekstraksiyon yöntemi denenmiş ve optimum 

koşullar %80 metanol-%20 su ekstraktı ile sağlanmıştır. Sırasıyla Balıkesir, Bursa, 

İstanbul, İzmir, Manisa   Muğla ve Yalova illerinden toplanan zeytin yaprağı 

numunelerinin yanında üç adet de ticari zeytin yaprağı çayı örnekleri incelenmiştir. 
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Örneklerin hepsi önceden kurutulmuş, akabinde öğütülmüş ve ekstraksiyon solventi 

içinde bir saat boyunca ultrasonik banyoda ekstrakte edilip süzülmüştür. Süzüntüler, 

geliştirilen analiz yöntemi şartlarında CE cihazına enjekte edilerek, zeytin yaprağı 

içerğindeki oleuropein aktif maddesinin kantitatif miktarları tayin edilmiştir.  

Kalibrasyon eğrisinin doğrusal konsantrasyon aralığı 50 ppm ile 1000 ppm arasında 

çizilmiş ve doğrunun regrasyon değeri 0.996 olarak saptanmıştır. Yöntemin gün içi ve 

günler arası alan tekrarlanırlığı düzeltilmiş alana göre sırasıyla % 2,11 ve % 5,23 RSD 

olarak saptanmıştır. Metodun zeytin yaprağı ekstraktlarında oleuropein için geri 

kazanım değerleri %106 ile 117 arasında bulunmuştur.  

Bu tez çalışmasında, kapiler elektroforezle zeytin yaprağından oleuropein tayini için 

geliştirilen yöntem farklı zeytin yaprağı örneklerine başarıyla uygulanmış olup; kısa 

analiz süresi, iyi bir tekrarlanırlık ve yüksek geri kazanım elde edilmiştir.  
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 DETERMINATION OF THE MAJOR BIOACTIVE COMPONENT 

OLEUROPEIN  IN OLIVE LEAF BY CAPILLARY ELECTROPHORESİS  

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 

β-amyloid peptide (Aβ). In one study, oleuropein was reported to reduce or even  

prevenets Aβ 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-β-cyclodextrin (2-HP-β-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 Balıkesir, 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 µm 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 ºC. Silica capillary columns are used and the column inner 

diameter is 50 µm. 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 β-CD solution was added to the buffer but the desired separation was 

not achieved. Subsequently, a study was made with 2-HP-β-CD. For this, 2-HP-β-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-β-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-β-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 (r2) 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. GİRİŞ 

Kapiler elektroforez tekniğinin temel prensibi iletken bir çözeltideki yüklü veya 

yüksüz taneciklerin elektrik alanda elektrotlara doğru göç hızının farklılığıdır. Ayrım 

bu şekilde gerçekleşmektedir. Yüksek voltaj uygulanan bu teknikte göç hızı elektrik 

alan şiddeti ve elektroforetik mobiliteye bağlı olarak gerçekleşir. CE’de büyük ve 

küçük moleküllerin ayrımını gerçekleştirmek için 20-200µm çaplı kapiler kolonlar 

kullanılmaktadır [1]. Kapiler elektroforez yüksek ayırma verimi, kısa analiz süresi, 

düşük tampon ve numune tüketimi gibi yönleriyle son derece kullanışlı bir tekniktir 

[2].  

Temelde yüksek voltajlı bir güç kaynağı, silika kaplı kapiler, iki tampon haznesi, anot 

ve katot olmak üzere iki elektrot ve dedektörden kurulu bu sistemde elektrotlar arasına 

güç kaynağı vasıtasıyla yüksek voltaj uygulanır ve anot tarafından enjekte edilen örnek 

katoda doğru göç eder. Dedektörde sinyallerin işlenmesi sonu elektroferogram olarak 

isimlendirilen, örneklerin detektöre geliş süresine karşın detektör sinyaline karşı 

çizilen grafikler elde edilir [3]. CE’de çalışmaya başlanmadan önce silika kolon 

sırasıyla NaOH çözeltisi, deiyonize su ve kullanılacak tampon ile yıkanır. Daha 

sonrasında numune cihaza verilir, verilen her numunenin akabinde ara yıkamalar 

gerçekleştirilir. 

CE’de çalışma esnasında voltaj ve akım sürekli kontrol edilmeli, sıcaklığın sabit 

tutulması ise aktif termostat kontrolü ile sağlanmalıdır.  

Kapiler elektroforezde kullanılan tampon çeşidi ve pH’si oldukça önemlidir. Bazen 

tek bir tampon çözeltisiyle çalışmak sağlıklı bir ayrım için yeterli olmayabilir. Bu 

hususta tampona ilave maddeler eklemek rezolüsyonu istenilen mertebeye 

ulaştırabilir.  

Zeytin ağacı dünyanın en dayanıklı ağaçlarından biri olarak bilinmektedir. Zeytin 

ağacı (Olea Europaea) yaprakları dünyanın değişik bölgelerinde farklı zamanlarda pek 

çok hastalığın geleneksel tedavilerinde kullanılmıştır. Zeytin yapraklarının kimyasal 

bileşimi farklı parametrelere bağlı olarak değişebilir. Bu parametreler; ağacın türü, 
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ağacın yetiştiği iklim, bulunduğu bölge ve dalların ağaca oranı gibi değişkenlerdir [4]. 

Zeytin yaprağı genel anlamda uçucu yağ, tanen, reçine ve organik asitleri içerir [5].  

Zeytin yaprağı fenolik bileşikler açısından oldukça zengindir. Zeytin yaprağında 

bulunan fenolik bileşiklerden bazıları tirozol, hidroksitirozol, verbaskozit, lutein-7-

glikozit ve oleuropeindir [6].  

Oleuropein ve hidroksitirozol zeytinde doğal olarak bulunan fenolik bileşikler olup 

bunlardan oleuropein işlenmemiş zeytin ve zeytin yaprağında bol miktarda 

bulunurken, hidroksitirozol ise işlenmiş zeytin ve zeytinyağında bol miktarda bulunur. 

Oleuropein kimyasal olarak elenoik asit ve 3,4-dihidroksifenil etanol esteridir [7]. 

Zeytin yaprağından su ile de ekstrakte edilebilen bileşik bu özelliği sayesinde, zeytin 

yaprağı çayı hazırlanarak da tüketime uygundur. 

Oleuropein, zeytin meyvesinin bütün kısımlarında bulunmasına rağmen en yüksek 

seviyede zeytin yaprağında bulunmaktadır [8]. Bu bileşik olgunlaşmamış ve 

işlenmemiş zeytinin tadındaki acılıktan sorumlu maddedir [7]. Antioksidan bir bileşik 

olan oleuropein, zeytin yaprağında en çok bulunan biyofenol ve en önemli aktif 

bileşendir [9,10]. 

Bilindiği gibi zeytin acı tadından dolayı hasattan sonra herhangi bir işleme tabi 

tutulmadan tüketilememektedir. Bu tadı veren oleuropeinin ortamdan uzaklaştırılması 

için; salamura, alkali ile muamele, enzimatik yöntem ya da mikroorganizmalarala 

muamele gibi işlemler uygulanır [11]. 

Oleuropeinin bugüne kadar araştırılmış pekçok farmakolojik özelliği bulunmaktadır. 

Bunlar; antioksidatif, antimikrobiyal, antiviral, anti-inflamatuar, hipolipidemik, 

kardiyoprotektif, nöroprotektif, antikanser özelliklerdir [10,12]. Bu önemli özellikleri 

de alternatif tayin yöntemleri geliştirilmesi konusunda kimyagerlerin dikkatini 

çekmektedir.  

Literatür incelemesi yaptığımızda Oleuropeinin farklı yöntemlerle analizlerinin 

yapıldığını görmekteyiz. Günümüze kadar gerek plazmadan gerekse zeytin 

yaprağından Oleuropein tayini için HPLC ile pek çok çalışma yapıldığını bilmekteyiz. 

Bunun yanı sıra oleuropein tayini için çeşitli elektrokimyasal yöntemler de 

geliştirilmiştir. Kapiler elektroforez ile oleuropein tayini konusunda literatüre 

baktığımızda ise genellikle zeytinyağından yapılan analizler gözümüze çarpmaktadır. 
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İncelememiz sonucunda kapiler elektroforez ile zeytin yaprağından oleuropein tayini 

ile ilgili geliştirilen bir metoda rastlamadık. 

Bu tez çalışmasında zeytin yaprağındaki en önemli aktif bileşen olan oleuropeinin 

tayini için kapiler elektroforez ile hızlı, yüksek ayırma etkinliğine sahip, düşük 

miktarda numune ve kimyasal kullanılan bir yöntem geliştirildi. Bu amaçla öncelikle 

tampon optimizasyonu için deneyler yapıldı. Akabinde zeytin yapraklarından en 

uygun ekstraksiyon yöntemi belirlendi. Bunun için çeşitli yüzdelerde metanol, etanol 

çözeltileri ve deiyonize su kullanıldı. Koşullar belirlendikten sonra standart oleuropein 

ile yöntem denendi. Daha önce de ifade edildiği gibi zeytin yaprağının kimyasal 

bileşimi pekçok parametreye bağlı olduğundan farklı iklim ve toprak koşullarında 

yetişen farklı ağaçlardan örnekler alınarak oleuropein miktarları incelendi. Bu amaçla 

Balıkesir, Bursa, İstanbul, İzmir, Manisa, Muğla ve Yalova illerinden alınan zeytin 

yaprağı numuneleri ile ticari olarak satın alınan üç adet zeytin yaprağı çayı numunesi 

üzerinde geliştirilen metot uygulandı. Ayrıca çalışmada gün içi ve günler arası 

tekrarlanırlığa ve geri kazanım değerlerine de bakıldı. Geliştirilen metot zeytin 

yaprağından oleuropein tayini için başarıyla uygulanmıştır. 
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2.KAPİLER ELEKTROFOREZ 

2.1 Kapiler Elektroforez Tekniği ve Temel Prensipleri 

Bu teknikte temel prensip, iletken bir çözelti içindeki yüklü veya yüksüz taneciklerin 

elektrik alanda elektrotlara farklı hızlarda göç etmesi suretiyle ayrım gerçekleşmesidir. 

Kapiler elektroforezde kullanılan kolonun çapı yaklaşık 20-200 µm olup, teknikte 

yüksek voltaj uygulanır [1].  Burada göç hızı temelde elektrik alan şiddeti ve 

elektroforetik mobiliteye bağlıdır.  

                                                v = µe E                                                                   (2.1)                             

                                  v: Taneciklerin göç hızı 

                                µe: Elektroforetik mobilite 

                                   E: Elektrik alan şiddeti              

Eşitliğe göre taneciklerin hızı elektroforetik mobilite ve elektrik alan şiddetiyle orantılı 

olarak değişmektedir.     

2.2 Kapiler Elektroforez Terimleri 

2.2.1 Elektroforetik mobilite 

Elektroforetik mobilite üzerinde etkili olan iki temel kuvvet vardır. Bu kuvvetler; 

elektriksel kuvvet (FE) ve sürtünme kuvveti (FF) tir. Mobilite bu kuvvetlerin arasındaki 

dengeye bağlıdır [13].  

                                                FE = q E                                                                   (2.2) 

                                      FE: Elektriksel kuvvet 

                                            q: iyon yükü 

                                      E: Elektriksel alan şiddeti 

                                             FF = - 6 π ƞ r v                                                            (2.3) 

                                        ƞ: Çözelti viskozitesi 

                                               r: İyon yarıçapı 
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                                                  v: iyon hızı 

Yukarıdaki 2.2 ve 2.3 numaralı eşitlikleri birlikte değerlendirdiğimizde denge 

durumunda bu kuvvetlerin eşit fakat ters yönlü olduğu görülür. 

                                               q E = 6 π ƞ r v                                                          (2.4)       

2.4 numaralı eşitlikte iyon hızı ifadesi yerine 2.1 numaralı eşitlik yazılırsa 2.5 numaralı 

eşitlik elde edilir. 

                                              µe = q / 6 π ƞ r v                                                        (2.5) 

2.5 numaralı eşitlikten anlaşılacağı üzere elektroforetik mobilite esasında q/r yani 

yük/kütle ile doğru orantılı olarak değişmektedir.  İyon yükü arttıkça elektroforetik 

mobilite artarken, iyon yarıçapı arttıkça elektroforetik mobilite azalmaktadır. 

2.2.2 Elektroosmotik Akış 

Elektrolit içeren kapilere yüksek voltaj uygulandığında oluşan akıştır. Tampon çözelti 

kapiler içinde ilerlerken pH = 3’ten büyük olduğunda yapıdaki SiOH grupları bir 

proton kaybederek SiO- iyonlarına dönüşür. Böylece kapiler iç duvarı negatif 

yüklenmiş olur. Kendine doğru çektiği katyonlar ile çift tabaka oluşur. Uygulanan 

elektrik alan serbest katyonların katoda ilerleyişini güçlü bir akış ile sağlar [14]. Şekil 

2.1’de oluşan elektriksel çift tabaka, elektroosmotik akışın yönü ve taneciklerin 

ilerleyişi şematize edilmiştir [15]. 

                     

                  Şekil 2.1 : Çift tabaka oluşumu ve elektroosmotik akış [15]    

 Elektroosmotik akışı eşitlik üzerinden tanımlarsak 2.6 numaralı eşitliği elde ederiz. 

                                                    µEOF = (ε  )/ 4 π ƞ                                               (2.6)               

                                                   ε: Dielektrik sabiti       

                                                   Zeta potansiyeli 

                                                  µEOF: Elektroosmotik mobilite 
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Zeta potansiyeli difüzyon tabakasının kalınlığı, yüzey alanına düşen yük, tampon 

dielektrik sabiti parametrelerine bağlıdır. Yüklenme pH’ye oldukça bağlı olduğundan 

elektroosmotik akışın büyüklüğü pH ile değişir. Yüksek pHlerde silanol grupları 

deprotonlandığından elektroosmotik akış artarken, düşük pHlerde protonlanmayla 

birlikte azalır [13]. Şekil 2.2’de elektroosmotik akış ile pH arasındaki ilişki ifade 

edilmiştir[16]. 

 

                    Şekil 2.2 : Elektroosmotik akış ile pH arasındaki ilişki [16]                              

2.2.3 Elektroosmotik akışa etki eden faktörler         

Elektroosmotik akışa etkieden faktörler başlıca; elektrik alan, pH, iyonik şiddet 

sıcaklık, organik düzenleyici, nötral hidrofilik polimer, kovalent kaplama şeklinde 

sıralanabilir.   

2.2.3.1 Elektrik alan etkisi 

Elektroosmotik akış elektrik alan ile doğru orantılı olarak değişir. Elektrik alan 

azaldığında ayırma etkinliği azalırken, elektrik alan arttığında kapiler içinde Joule 

ısınması meydana gelir. 

2.2.3.2 pH etkisi 

Elektroosmotik akış düşük pHlerde azalırken, yüksek pHlerde artar. 

2.2.3.3 İyonik şiddet etkisi 

İyonik şiddet arttığında elektroosmotik akış ve zeta potansiyeli düşer. İyonik şiddet 

arttığında yüksek akım ve muhtemel bir Joule ısınması meydana gelebilir. Düşük 

iyonik şiddet ise örnek adsorpsiyonu için problem teşkil edebilir. 
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2.2.3.4 Sıcaklık etkisi 

Sıcaklık viskoziteyi değiştirdiğinden kontrol altında tutulması gereken bir 

parametredir. 

2.2.3.5 Organik düzenleyici etkisi 

Zeta potansiyelini ve viskoziteyi değiştirir. Elektroosmotik akışı genellikle azaltır. 

Seçimliliği değiştirebilir. 

2.2.3.6 Yüzey aktif madde etkisi 

Anyonik yüzey aktif maddeler elektroosmotik akışı artırabilirken, katyonik yüzey aktif 

maddeler elektroosmotik akışı azaltır ve yönünü değiştirir. 

2.2.3.7 Nötral hidrofilik polimer etkisi 

Yüzey yükünü koruyarak ve viskoziteyi artırarak elektroosmotik akışı azaltır. 

2.2.3.8 Kovalent kaplama etkisi 

Kapiler duvarındaki kimyasal bağlanma, duvar yükünü değiştirerek elektroosmotik 

akış huzını değiştirir veya tamamen sıfırlar [13]. 

2.2.4 Görünür mobilite ve göç süresi 

Göç süresi kavramı, çözünen maddenin dedeksiyon noktasına ulaşması için geçen süre 

olarak kullanılmaktadır. Görünür mobilite ise 2.7 eşitliği ile ifade edilir. 

                                       µg = l/ (t E) = (l L)/ (t V)                                                  (2.7) 

                                        V: Uygulanan voltaj 

                                         l: Etkin kapiler boyu 

                                         L: Toplam kapiler uzunluğu 

                                         t: Göç süresi 

                                         E: Elektrik alan 

Elektroosmotik akış etkisinde hesaplanan mobiliteye görünür mobilite adı 

verilmektedir. Görünür mobilite hesaplanırken elektroosmotik mobilite ve 

elektroforetik mobilite göz önünde bulundurulur. 2.8 numaralı eşitlik bu durumu ifade 

etmektedir. 
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                                            µg = µe+ µEOF                                                                          (2.8) 

                                      µg = Görünür mobilite 

                                     µe = Elektroforetik mobilite 

                                 µEOF = Elektroosmotik mobilite 

2.2.5 Ayırma etkinliği 

Ayırma etkinliği için incelenmesi gereken temelde iki kavram vardır. Bunlar teorik 

plaka sayısı (N) ve teorik eşdeğer plaka yüksekliği (HETP)dir.  

                                               N = (l/σ)2                                                                (2.9) 

                                        N: Teorik plaka sayısı 

                                     σ: Pikin standart sapması 

                                        l: Etkin kapiler boyu 

Teorik plaka sayısı kolonun performansının ve etkinliğinin ölçüsü olup, bu değer 

arttıkça kolon verimliliği artmaktadır. 

                                               H = L/N                                                                 (2.10) 

                                   H: Teorik eşdeğer plaka yüksekliği 

                                       L: Kolon uzunluğu 

                                       N: Teorik plaka sayısı 

Teorik plaka sayısı elektroferogram üzerinden doğrudan da tespit edilebilir. Bunun 

için 2.11 numaralı eşitlik kullanılır. 

                                             N = 5.54 (t/w1/2)
2                                                      (2.11)   

                                               t:  Göç süresi 

                                       w1/2: Yarı boydaki pik genişliği     

2.2.6 Ayırma etkinliğine etki eden faktörler 

Bu faktörler, boylamsal difüzyon, Joule ısınması, enjeksiyon bölgesinin uzunluğu, 

duvar adsorpsiyonu ve elektrodispersiyon olarak sınıflandırılabilir. 
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2.2.6.1 Boylamsal difüzyon 

Ayıracağımız analite ait difüzyon katsayısı ve pikin geliş süresine bağlı olup, bu süre 

azaldığında difüzyon etkisi de azalır. Bu etkinin gösterildiği eşitlik 2.12’de verilmiştir. 

                                                        σ2 = 2 D t                                                       (2.12) 

                                               D: Analitin difüzyon katsayısı 

                                                    t: Pikin geliş süresi 

2.2.6.2 Joule ısınması 

Kapiler boyunca bir akım geçtiğinde elektrik enerjisi kısmen Joule ısısına dönüşür 

[17]. Bu ısı oluşumunun bir sonucu olarak kapiler içindeki sıcaklık artar. Kolon 

içindeki bu sıcaklık değişimi plaka yüksekliğine önemli ölçüde etki ederken aynı 

zamanda sistemin etkinliğini de azaltır. Ayrıca sıcaklık değişimi çözeltinin 

viskozitesini ve yoğunluğunu da değiştirir. Joule ısınmasını azaltmak için termostat 

sistemiyle aktif sıcaklık kontrolü sağlanmalıdır. Bir önlem olarak da kapiler iç çapı 

düşürülürse termostatın kapileri daha rahat kontrol etmesi sağlanabilir fakat bu 

durumda da örnek adsorpsiyonunda artış olabilir [13]. Çözüm için elektrik alan 

azaltılırsa ayrım etkinliği azalır. 

2.2.6.3 Enjeksiyon bölgesinin uzunluğu 

Enjeksiyon bölgesinin uzunluğu toplam kapiler boyunun yüzde bir ya da ikisi kadar 

olmalıdır [13]. 

2.2.6.4 Duvar adsorpsiyonu 

Duvar adsorpsiyonunda pik genişlemesi ve düşük geri kazanım elde edilir. Bu 

adsorpsiyon, örnek bileşenleri ile kapiler iç duvarı arasındaki elektrostatik 

etkileşimlerden meydana gelebilir. Örneğin duvar yüzeyi negatif yüklüyken örnek 

bileşeni pozitif yüklü protein veya amin içerdiğinde bu durumla karşılaşılabilir. Ayrıca 

protein analizlerindeki hidrofobik etkileşimler de adsorpsiyon oluşumunda önemli rol 

oynar [18]. 

2.2.6.5 Elektrodispersiyon 

Kapiler içindeki tamponla enjekte edilen numunenin kondüktiviteleri arasında önemli 

ölçüde fark olduğunda ortaya çıkan bir etkidir. Elektrik alanın kapiler içinde homojen 
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olması gerekir. Kapiler içindeki elektrik alan ile kondüktivite ters orantılıdır. 

Numunenin iletkenliği tamponunkinden büyükse pik önden kuyruklanırken, 

iletkenlikler eşitse pikte kuyruklanma gözlenmez [19]. 

2.2.7 Rezolüsyon 

Esasında piklerin birbirinden ne kadar iyi ayrıldığını gösteren parametredir. 

Rezolüsyon 2.13 numaralı eşitlik ile tanımlanır [20] 

                                    R = 2 (t2-t1)/w1+w2                                                            (2.13) 

                                    R: Rezolüsyon 

                                   t1: İlk maddenin geliş zamanı 

                                   t2: İkinci maddenin geliş zamanı 

                                   w1: İlk pikin genişliği 

                                   w2: İkinci pikin genişliği 

2.3 Kapiler Elektroforez Cihazının Temel Bileşenleri 

Kapiler elektroforez cihazı aşağıdaki şekilde gösterildiği gibi temelde yüksek voltajlı 

bir güç kaynağı, silika (SiO2) kapiler, iki adet tampon haznesi, iki elektrot ve 

detektörden kurulu bir sistemdir [3]. Cihazda çalışılacak sıcaklığın kontrolünü cihaz 

içindeki termostat sağlar. İki tampon haznesinde bulunan elektrotlar arasına güç 

kaynağı ile yüksek voltaj uygulanır. Anot (pozitif kutup) tarafından enjekte edilen 

örnek katoda (negatif kutup) doğru göç eder. Dedektörde işlenen sinyaller sonucu 

elektroferogram elde edilir. Kapiler elektroforez cihazının şematize hali Şekil 2.3’te 

verilmiştir. 
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             Şekil 2.3 : Kapiler elektroforez cihazının şematik gösterimi [3] 

2.4 Enjeksiyon Yöntemleri 

Kapiler elektroforezde elektrokinetik enjeksiyon ve hidrodinamik enjeksiyon olmak 

üzere temelde iki tür enjeksiyon vardır. 

2.4.1 Elektrokinetik enjeksiyon 

Elektromigrasyon (elektrogöç) enjeksiyonu olarak da anılan bu enjeksiyonda elektrot 

tampon haznesinden çıkarılıp örnek haznesine yerleştirilir. Kapilerin ucundan 

elektromigrasyonla örneğin giriş yapacağı süre kadar enjeksiyon voltajı uygulanır. Bu 

yöntemde enjeksiyon yüklü iyonların elektroforetik göçü ve örneğin elektroosmotik 

akışının desteğiyle sağlanır [21]. 

2.4.2 Hidrodinamik enjeksiyon 

Hidrodinamik enjeksiyon kapiler elektroforezde en yaygın kullanılan enjeksiyon 

türüdür. Bu enjeksiyon türünde üç çeşit yöntemden biri kullanılabilir. Bunlarda ilki 

kapilerin enjeksiyon yapılacak bölümüne basınç uygulamaktır. Bir diğeri kapilerin 

dedektör tarafına vakum uygulaması yapmaktır. Sonuncusu ise sifon etkisi oluşması 

için örnek kabının yükseltilmesidir [19].  
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2.5 Kapiler Elektroforezde Kullanılan Dedektör Türleri 

Kapiler elektroforezde kullanılan dedektör türleri ve dedeksiyon limitleri Çizelge 

2.1’de verilmiştir[13]. 

                  Çizelge 2.1 : Kapiler elektroforezdeki dedektör türleri [13] 

Dedektör Konsantrasyon Dedeksiyon Limiti (molar) 

UV-Vis         10-5 – 10-8 

Floresans         10-7 – 10-9 

Lazer İndüklenmiş Floresans         10-14 – 10-16 

Amperometri         10-10 – 10-11 

İletkenlik         10-7 – 10-8 

Kütle spektrometrisi         10-8 – 10-9 

                     

2.5.1 Ultraviyole-Absorbans dedektörleri 

UV-Vis yani ultraviyole-görünür alan dedektörü kapiler elektroforezde oldukça 

yaygın kullanılan bir dedektördür. Bu dedektör tipinde tek dalga boyunda yahut dizi 

diyot ile belirli aralıkta pek çok dalga boyunda ölçüm yapılabilir. Floresans dedektörü 

UV-Vis’e göre daha duyarlıdır lakin madde floresans olmalıdır yahut madde 

türevlendirilmelidir. 

2.6 Kapiler kolon 

Elektroosmotik akışın geçişini sağlamak için kapiler kolon yüzeyinin yüzey aktif 

maddelerle ve polimerle kaplandığı çalışmalar yapılmıştır [15]. Belder ve Schomburg 

kapiler kaplama metotlarını dinamik kaplama ve kalıcı kaplama olarak 

sınıflandırmıştır. Kapiler kolon olarak payreks borosilikat cam kolonların veya teflon 

kolonların kullanılmasına rağmen silika kolon en çok kullanılan kolondur [17]. Silika 

kapiler oldukça kırılgandır. Kullanımını kolaylaştırmak için dış yüzeyi 10-25µm 

kalınlıkta poliimit tabakayla kaplanır. Bu sayede esneklik kazanmış olur [16]. Kapiler 

kalınlığı oldukça önemlidir çünkü duvar kalınlığı azaltıldığında kırılganlık artarken 

aynı zamanda ısı transfer kapasitesi de artar. Tipik bir kapilerin dış çapı 350 µm 

olmalıdır. 
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2.7 Güç Kaynağı 

Kullanılan yüksek voltajlı güç kaynağında 30kV’a kadar potansiyel uygulanabilirken 

akım ise 300 mA’e kadar uygulanabilir [13]. 

2.8 Kapiler Elektroforez Türleri 

Kapiler elektroforezde kullanılan uygulama türlerini en genelde beş sınıfta 

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 arasında en yaygın en basit 

olan uygulamadır [13]. Kapiler zon elektroforez ile aminoasitler, peptitler, iyonlar ve 

enansiyomerlerin birçoğu analiz edilebilir. Bu teknikte çözünen maddeler kolonda 

farklı hızlarda göç ederek farklı yerlerde ayrı bölgeler yani zonlar oluştururlar.  

Elektroosmotik akıştan dolayı kapiler zon elektroforezde hem anyonik hem de 

katyonik çözünenler ayrılabilir. Fakat nötral moleküller ayrılmamaktadır. İşleyiş Şekil 

2.4’te gösterilmiştir. 

   

 

                               Şekil 2.4 : Kapiler zon elektroforez [22] 

2.8.2 İzoelektrik odaklanma (IEF) 

Amfoterik maddelerin ayrımı ile sınırlıdır. Kapiler farklı amfolit tamponlarla 

doldurulur. Bunlar kolon içinde pH skalası oluşturur. Burada bileşenler izoelektrik 

noktalarına (pI) göre ayrılırlar. Kolon içinde farklı pH bölümlerinde bileşen belirli pI 

değerine varınca o bölgede kalır [17]. İşleyiş Şekil 2.5’te şematize edilmiştir. 
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                                   Şekil 2.5 : İzoelektrik odaklanma [17] 

2.8.3 İzotakoforez (ITP) 

Bu yöntemde iki tampon kullanılır. Örneği mobiliteleri farklı tamponlar arasına 

sıkıştırarak hareket ettiririz. Öncü tampon örnek bileşenlerinden yüksek mobiliteye 

sahiptir. Sonra örnek enjekte edilir. Son tamponun ise iyonik mobilitesi bileşenlerden 

daha düşüktür. İki tampon arasında kalmış olan örneğin bileşenlerinin bireysel 

mobilitelerine göre ayrım sağlanır. İşleyiş Şekil 2.6’te şematize edilmiştir. 

 

                                  Şekil 2.6 : İzotakoforez [1] 

2.8.4 Kapiler jel elektroforez (CGE) 

Bu yöntemde kapiler jelle doludur. Burada jeldeki gözenek büyüklükleri eşit 

olmadığından ayrım molekül büyüklüğüne göre sağlanır [16]. Küçük moleküller jel 
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boyunca daha hızlı ilerlerken büyük iyonlar jel matriksinde engellenerek göç hızları 

düşürülür. Büyük proteinleri ve DNA’yı ayırmada özellikle tercih edilir. 

2.8.5 Misel elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC) 

Nötral moleküllerin ayrımı için uygun bir yöntemdir. Kritik misel konsantrasyonu 

(CMC) üzerinde yüzey aktif madde ayrılma tamponuna ilave edilerek nötral bileşenin 

misel fazı ve çözelti fazında dağılımı sağlanır. Elektrik alan varlığında miseller 

kullanılan yüzey aktif maddeye göre EOF ile birlikte ya da EOF’ye karşı hareket 

ederler. İşleyiş Şekil 2.7’da şematize edilmiştir. 

       

                  Şekil 2.7 : Misel elektrokinetik kapiler kromatografi [18] 

2.9 Tampon Çözelti Seçimi 

Kapiler elektroforezde tampon seçerken öncelikle iyi bir tampon kapasitesi 

sağlanmalıdır. Ayrıca tamponun dedeksiyon dalga boyunda düşük absorbans değerine 

sahip olması ve mobilitesinin düşük olması önemlidir [13]. Çizelge 2.2’de kapiler 

elektroforez için kullanılan bazı tampon örnekleri ve pKa değerleri verilmiştir. 

                         Çizelge 2.2 : Tampon çözeltiler ve pKa değerleri [13] 

 Tampon      pKa 

Fosfat     2.12 (pKa1) 

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 Yüzey Aktif Maddeler 

Yüzey aktif maddeler kapiler elektroforezde tampon katkısı olarak yaygın bir şekilde 

kullanılmaktadır. Temelde anyonik, katyonik, zwitter iyonik ve nötral olmak üzere 

sınıflandırılır [1]. Yüzey aktif maddenin yüküne bağlı olarak EOF’yi artırabilir, 

azaltabilir ya da tersine çevirebilir. Çizelge 2.3’te bazı yüzey aktif maddeler ile kritik 

misel konsantrasyonu değerleri verilmiştir. 

            Çizelge 2.3 : Yüzey aktif maddeler ve kritik misel konsantrasyonları [1] 

Yüzey Aktif Madde Tür CMC 

SDS Anyonik 8.1x10-3 

CTAB Katyonik 9.2x10-4 

Brij-35 Nötral 1.0x10-4 

Sülfobetain Zwitter iyonik 3.3x10-4 

2.11 Kapiler Elektroforezin Avantajlı Yönleri 

Kapiler elektroforez yönteminin pekçok üstün yönü bulunmaktadır. Bunlara geniş 

analitik çeşitlilik, yüksek verimli ayrım, kısa analiz süresi, az miktarda örnek ve 

tampon tüketimi gibi özellikler örnek olarak verilebilir [2]. Kimyasal atık üretimi 

konusunda duyarlılığın arttığı son yıllarda çevreye karşı hassasiyetle çalışmak 

kimyagerlerin de üzerinde durduğu bir konudur. Az miktarda atık üretimi ile çalışma 

koşulları da yine kapiler elektroforezin tercih edilmesinde önemli bir sebeptir.  
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3. ZEYTİN YAPRAĞI 

3.1 Zeytin Yaprağı Yapısı ve Özellikleri 

Dünyanın en dayanıklı ağaçlarından biri olan zeytin ağacının (Olea Europaea)  

yaprağı, yeryüzünde çeşitli dönemlerde pek çok hastalığın geleneksel tedavilerinde 

kullanılmıştır. Zeytin yapraklarının kimyasal bileşimi, ağacın türü, yetiştiği iklim, 

bulunduğu bölge, dallarının ağaca oranı gibi parametrelerle değişebilir [4]. Zeytin 

yaprağı en genelde tanen, uçucu yağ, reçine ve organik asitleri ihtiva eder [5]. Pekçok 

fenolik bileşik hem zeytin hem de zeytin yaprağında ortak olarak bulunur. Bu fenolik 

bileşiklerin bazıları hidroksitirozol, tirozol, rutin, verbaskozit, lutein-7-glikozit ve 

oleuropeindir [6]. Şekil 3.1’de adı geçen bu bileşikler gösterilmiştir. Oleuropein 

dördüncü bölümde detaylı aktarılacağı için gösterilmemiştir. 

       

               Şekil 3.1 : Zeytin yaprağındaki bazı fenolik bileşikler [8]. 

Oleuropein bileşiği zeytin meyvesinin bütün kısımlaında bulunmasına rağmen 

(çekirdek, zar, pulp) en yüksek seviyede bulunduğu yer zeytin yaprağıdır [8]. İçerdiği 

fenolik bileşiklerin etkisiyle önemli ölçüde antioksidan kapasiteye sahip olan zeytin 

yapraklarından elde edilen çayın da DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ve hidrojen 

peroksit radikallerine karşı gösterdiği antioksidan aktivitesi bildirilmiştir [4].



20 
 

Çizelge 3.1’de zeytin yapraklarında bulunan fenolik bileşiklerin antioksidan aktivite 

değerleri verilmiştir. 

   Çizelge 3.1 : Zeytin yapraklarındaki fenolik bileşiklerin antioksidan aktiviteleri [4] 

Fenolik Bileşik TEAC* (mmol/L) 

Zeytin yaprağı özütü 1.58 

Rutin 2.75 

Kateşin 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 eşdeğer andioksidan kapasite) 
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4. OLEUROPEİN 

4.1 Oleuropein Bileşiğinin Kimyasal Özellikleri 

Oleuropein, polifenol grubu bir bileşik olup başlıca zeytin ağacının yaprağında, 

meyvesinde bulunmasının yanı sıra zeytinyağında da bulunan antioksidan bir 

maddedir [9]. Oleuropein bileişiğinin kimyasal yapısı Şekil 4.1’de verilmiştir. 

  

                   Şekil 4.1 : Oleuropein bileşiğinin kimyasal yapısı [12]. 

Oleuropein bileşiğine ait bazı fiziksel ve kimyasal özelliklerin değerleri Çizelge 

4.1’de verilmiştir.  

         Çizelge 4.1 : Oleuropeinin bazı fiziksel ve kimyasal özellikleri [23] 

Bileşik Molekül ağırlığı Ampirik Formül Erime noktası 

Oleuropein 540.51 g/mol C25H32O13 89-90 ºC 

 

Oleuropein, olgunlaşmamış ve işlenmemiş zeytinde acı tadı veren maddedir [7]. 

Zeytin olgunlaştıkça veya işlemden geçtikten içerisindeki oleuropein miktarı azalır. 

Oleuropein zeytin yaprağında en çok bulunan biyofenol ve majör aktif bileşendir [10]. 

Oleuropein bileşiğinin pek çok farmakolojk etkisi bulunduğundan zeytin yaprağındaki 

konsantrasyonunun tespiti oldukça önemlidir [6].  

Oleuropein bileşiğinin zeytin meyvesinde birikimi üç faza ayrılır. Bunlardan ilki 

büyüme fazı olup, oleuropeinin birikme süresini kapsarken, ikinci faz yeşil olgunlaşma 
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fazıdır ki, burada klorofil ve oleuropein seviyelerinde azalma görülür. Son faz ise siyah 

olgunlaşma fazı olup oleuropein içeriği bu fazda azalır [8].  

Oleuropein’in işlenmemiş zeytin ve yaprağında fazla miktarda bulunduğundan tadı 

daha acı olmaktadır. İşlenen zeytin ve zeytinyağında ise acılığın azalmasının temel 

nedeni işlemden sonra oleuropeinin bozunma ürünü olan hidroksitirozolün artmasıdır 

[8].  

Yaygın şekilde bilindiği üzere zeytin hasattan hemen sonra işlemden geçirilmeden 

tüketilememektedir. Bunun sebebi olan oleuropein suda çözünebilen bir bileşiktir. 

Zeytinin yenebilecek tada ulaştırılması adına salamura, alkali ile muamele, enzimatik 

yöntem ya da mikroorganizmalarla muamele edilerek bu bileşik ortamdan 

uzaklaştırılır [11]. Şekil 4.2’de oleuropeinin β-glikozidaz enzimi ile hidrolizi şematize 

edilmiştir. 

                         

                    Şekil 4.2 : Oleuropeinin β-glikosidaz enzimi ile hidrolizi [11]. 

4.2 Oleuropeinin Biyosentezi 

Oleaceae familyasındaki oleuropeinin biyosentezi mevalonik asit ile başlayan bir dizi 

reaksiyon ile gerçekleşir. Burada sırasıyla, geraniol, 10-hidroksigeraniol, iridodial, 

iridotrial, deoksilolganik asit aglukon, deoksiloganik asit, 7-epiloganik asit, 7-

ketologanik asit, 8-epikingisidik asit, olesit 11-metil ester, 7-β-1-D-glukopiranosil 11-

metil oleosit, ligustrosit ve oleuropein oluşumu gerçekleşir. Sentez bir dizi reaksiyon 

sonucu oluşup, Şekil 4.3’te şematize edilmiştir. 
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Şekil 4.3 : Oleaceae familyasındaki oleuropein bileşiğinin biyosentezi [24].  



24 
 

4.3 Oleuropeinin Bazı Farmakolojik Özellikleri 

4.3.1 Antikanser etkileri 

4.3.1.1 Meme kanseri üzerine etkisi 

Yapılan çalışmalarda oleuropein bileşiğinin meme kanseriyle ilişkili bir hücre türü 

olan MCF-7 üzerine anti-proliferatif ve apoptotik etkisi olduğu saptanmıştır [25]. 

4.3.1.2 Kolon kanseri üzerine etkisi 

Sindirim sisteminin kalın bağırsak denilen kısmı kolon ve rektumdan oluşmaktadır. 

Son 20 cm’lik bölüm rektum, buradan ince bağırsağa kadar olan kısım ise kolon olarak 

adlandırılır [26]. İnsan kolonundaki HT29 ve SW620 kanser hücreleri oleuropeine 10-

100µM konsantrasyon aralığında 72 saat maruz bırakıldığında SW620 hücre 

çoğalmasının önemli ölçüde inhibe edildiği gözlenmiştir [27]. 

4.3.1.3 Karaciğer kanseri üzerine etkisi 

Karaciğer kanseri üzerine oleuropein etkisiyle ilgili çalışmalar yapılmış olup burada 

HCC, HepG2 ve Huh 7 üzerinde 20-80µM konsantrasyonda 24 saat maruziyet sonrası 

çoğalmanın azaldığı gözlenmiştir [27]. 

4.3.1.4 Prostat kanseri üzerine etkisi 

Prostat kanseri erkeklerde en sık görülen kanser çeşididir. Akciğer kanserinden sonra 

ölüme en çok sebep olan kanser türüdür [28]. Prostat kanseri üzerine oleuropein 

etkisinin araştırıldığı çalışmalarda, oleuropein bileşiğinin LNCaP ve DU145 kanser 

hücrelerinin yaşabilirliğinin azalttığı gözlenmiştir [29]. 

4.3.1.5 Mesane kanseri üzerine etkisi 

Yapılan çalışmalarda oleuropeinin insan mesane kanseri hücresi T24’ün çoğalmasını 

durduğunu tespit edilmiştir [5]. 

4.3.2 Kalp damar sistemi üzerine etkileri 

4.3.2.1 Akut antibiyotik kardiyotoksisitesine karşı etkisi 

Kalbi etkileyen toksisite olarak tanımlanan kardiyotoksisite ilacın kalbe doğrudan 

etkisiyle oluşabileceği gibi hemodinamik akış değişkenlerinin artırılması veya  
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trombotik olaylar nedeniyle oluşan dolaylı bir etki sonucu da oluşabilir [30]. Yapilan 

çalışmalarda oleuropeinin akut antibiyotik kardiyotoksisitesine karşı koruyu etkisi 

bildirilmiştir [31]. 

4.3.2.2 Antiaterosiklerotik etkisi 

Atardamarların esnekliğini kaybedip kalınlaşması sonucu oluşan bir rahatsızlık olan 

aterosikleroz, bir damar hastalığı olup; kalp krizi, akut inme, kalp yetmezliği ve çoğu 

kalp hastalığının altında yatan sebebin aterosikleroz olduğu bilinmektedir [32]. 

Yapılan çalışmalarda oleuropeinin antiaterosiklerotik etkisi olduğu bildirilmiştir [5]. 

4.3.3 Antiviral etkisi 

Virüslere bağlı hastalık patojenlerinin eradikasyonunun zorluğu bilinmektedir. 

Nitekim viral rahatsızlıklarda patojeni bertaraf etmek antibiyotik ilaçlarla mümkün 

olmamaktadır. Bu anlamda antiviral etkisiyle oleuropein oldukça büyük bir önem 

taşımaktadır. Oleuropeinin herpes mononükleoz, hepatit virüsü, rotavirüs, sığır 

rinovirüsü, köpek parvovirüsü, kedi lösemi virüsüne karşı güçlü antiviral aktiviteye 

sahip olduğu iddia edilmiş ve bunların yanı sıra yapılan çalışmalarda bileşiğin solunum 

sinsityal virüsü ve para-influenza tip 3 virüsüne karşı da antiviral aktivitesi 

bildirilmiştir [24]. 

4.3.4 Antimikrobiyal etkisi 

Antibiyotik kullanımının oldukça yaygın olduğu bilinmektedir. Nitekim bilinçli 

kullanılması gereken bu ilaçların gereksiz ya da uygun olmayan koşullarda alınması 

çeşitli sorunları da beraberinde getirir. Zamana bağlı antibiyotikler grubundaki 

ilaçların gerekli sürenin sonunda alınmaması, unutulması gibi sebeplerle antibiyotik 

direnci malesef artmaktadır. Hatta viral solunum yolu enfeksiyonlarında bile gereksiz 

şekilde antibiyotik kullanımı bu durumu desteklemektedir. Bu sebeplerle 

antibiyotiklerin son derece doğru ve gerektiğinde kullanılması esastır. Sosyal yolla 

sıklıkla edinilen patojenlerden Gram-negatif ve Gram-pozitif bakteriler üzerinde 

oleuropeinin antimikrobiyal etkisi olduğu yapılan çalışmalar sonucunda tespit 

edilmiştir [24]. 

4.3.5 Nöroprotektif etkisi 

Geri dönüşü olmayan ve ilerleyici bir hastalık olan Alzheimer, demansın (bunamanın)  
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en sık nedenidir. Hastaların zamanla mantıklı düşünebilme, öğrenme, iletişim kurma  

yeteneklerinin bozulduğu bu hastalıkta bellek kapasitesinde de azalma meydana gelir 

[33]. Alzheimer hastalığının patojeninin β-amiloid peptit (Aβ) üretim ve 

biriktirilmesinden kaynaklandığı düşünülmektedir [34]. Yapılan bir çalışmada 

oleuropeinin Alzheimer hastalığına özgü Aβ agregasyonunu azalttığı hatta engellediği 

bildirilmiştir [24]. 

4.3.6 Antidiyabetik etkisi 

Sıklıkla çocukluk ve gençlik yıllarında ortaya çıkan ve Juvenil diyabet olarak da 

bilinen Tip 1 diyabet, insülin hormonlarının eksikliği sonucu ortaya çıkan bir 

hastalıktır. Pankreastaki insülin üreten beta hücrelerinin otoimmün süreç sonunda 

zedelenmesiyle ortaya çıkan Tip 1 diyabette hastalar ömür boyu insülin hormonun 

dışarıdan almak zorundadırlar. Toplumdaki diyabet hastalarının %10’unu oluşturan 

Tip 1 diyabet insüline bağımlı diyabet olarak da anılmaktadır [35]. Sıçanlar üzerinde 

yapılan bir çalışmada zeytin yaprağındaki oleuropeinin Alloksan ile indüklenen Tip 1 

diyabetiklere karşı antidiyabetik etkisi incelenmiştir. Nadir Mustafa Qadir ve 

arkadaşlarının [25], yaptığı bu çalışmada diyabetik erkek sıçanlar 100 mg/kg dozunda 

alloksanın subkütan enjeksiyonu ile indüklenmişlerdir.  Akabinde saf oleuropein 

bileşiği (5, 10, 15 ve 20 mg/kg) günde 1 kez 40 gün boyunda oral yoldan verilmiştir.  

Oleuropeinin 5 ve 10 mg/kg dozlardaki tedavisinden sonra diyabetik sıçanların kan 

glikoz düzeylerini zayıflatmada önemli bir etkisi olduğu görülmüştür. 

4.4 Oleuropeinin analizi ile ilgili literatür incelemesi 

4.4.1 Oleuropeinin HPLC ile tayini 

Oleuropeinin HPLC ile analizi için yapılan çalışmalar aşağıda özetlenmiştir. 

Fuad Al-Rimawi [6], zeytin yapraklarındaki oleuropein içeriğinin tespiti için ters faz 

HPLC-UV metodu geliştirmiştir. Yönteminde pH 3.0’lük asetonitril/fosfat tamponu 

(20:80,hacim/hacim) kullanmış olup akış hızını dakikada 1 mL olarak ayarlamış ve 

280 nm dalga boyunu deteksiyon için uygun dalga boyu olarak seçmiştir. 3-1000 ppm 

aralığında iyi bir doğrusallık elde etmiş olup, r2 > 0.999’dur. Oleuropeinin zeytin 

yapraklarından geri kazanımı %97.7 ile %101.1 aralığındadır.  

Chrisovalandis Grizis ve arkadaşları [9], Oleuropein ve Tirozolün plazmadan tayini 

bir için HPLC-UV metodu geliştirmiştir. Polifenolik analitlerin plazmadan 
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uzaklaştırılması için örneğe Na2SO4 ilavesinden sonra etil asetat ile sıvı ekstraksiyona 

tabi tutulmuş ve 500C de buharlaştırma yapılmıştır ve mobil faz ile sulandırılmıştır. 

Mobil faz olarak MeOH/CH3COOH %2 suda (45:55,hacim/hacim) kullanılmış ve 

dedeksiyon dalga boyu olarak 280 nm seçilmiştir. İç standart olarak vanilin kullanılan 

bu çalışmada izolasyon prosedürünün geri kazanımı oleuropein için %80 olmuştur. 

Kalibrasyon eğrisi plazmadanki oleuropein için 1-20 µg/mL aralığında doğrusal olup 

LOD değeri oleuropein için 0.36 µg/mL bulunmuştur. 

Ahmad İsmaili ve arkadaşlarının [36], zeytin yaprağı ve meyvesindeki oleuropeini 

izlemek için yaptıkları çalışmada ultrason ve tuz yardımlı sıvı-sıvı ekstraksiyon tepki 

yüzeyi metodolojisi ve HPLC ile optimize ederek uygulama yapılmıştır. Bu teknikte 

bir bitki karışımı örneği ve ekstraksiyon solventi ultrason dalgalarına maruz 

bırakılmıştır. Ultrason destekli ekstraksiyondan sonra faz ayrımı sıvı faza tuz 

ilavesiyle gerçekleşmiştir. Oleuropeinin en yüksek ekstraksiyon verimi için optimal 

koşullarda; ultrason süresi 30 dk, organik solvent hacmi 2.5 mL, tuz konsantrsyonu 

%25 ağırlık/hacim ve örnek pHsi 4 olarak belirlenmiştir.  

4.4.2 Oleuropeinin elektrokimyasal yolla tayini 

Maryam Mohamadi ve arkadaşları [12], oleuropeinin basit, hızlı ve hassas bir şekilde 

belirlenebilmesi için etiketsiz elektrokimyasal DNA biyosensörü yapmıştır. Uygulama 

oleuropein ve çift sarmallı DNA (dsDNA) arasındaki etkileşim ile ilgilidir. Böylece 

oleuropeinin DNA-immobilize kitosan modifiye karbon pasta elektrodu üzerindeki 

davranışı diferansiyel puls voltametri kullanılarak ölçülmüştür. Oeuropeinin 

oksidasyon pik akımı analitik bir sinyal olarak ölçülmüştür. Çalışma sonunda optimize 

edilen deney koşullarından alınan verilere göre oleuropein tayini için lineer 

konsantrasyon aralığı 0.30-12µmol/L ve LOD değeri 0.090µmol/L bulunmuştur. 

Yapraktaki oleuropein miktarı 359,4 mg/g olarak tespit edilmiştir. Bu çalışmayla 

zeytin yaprağı örneklerinde ve insan serumunda biosensör kullanılarak oleuropein 

tayini başarıyla gerçekleştirilmiştir.  

Mustafa Cittan ve arkadaşları [37], adsoptif sıyırma kare dalga voltametrisi ile çok 

duvarlı karbon nanotüp modifiye camsı karbon elektrot kullanarak oleuropein tayini 

gerçekleştirmişlerdir.  Hazırlanan elektrot üzerinde oleuropein birikimi adsorpsiyon 

prosesi ile gerçekleşmiştir. Oleuropeinin elektrokimyasal davranışı siklik voltametri 

ile incelenmiştir. Oleuropeinin kalibrasyon eğrisi 0.01-0.70 mM aralığında yapılmış  
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ve 0.998’lik korelasyon katsayısı ile iyi bir lineerlik elde edilmiştir. Metot için bulunan  

LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 2.73 nM ve 9.09 nM olarak bildirilmiştir. Yapılan 

çalışmada yapraktaki oleuropein miktarı voltametri ile 16,5±1,5mg/g bulunmuştur. Bu 

metot zeytin yaprağı ekstraktında oleuropein tayini için başarıyla uygulanmıştır. 

4.4.3 Oleuropeinin kapiler elektroforez ile tayini 

Yapılan literatür incelemesinde zeytin yaprağından kapiler elektroforez ile oleuropein 

tayini ile ilgili bir veriye ulaşılamamıştır. Kapiler elektroforez ile yapılan tayinlerin 

zeytinyağından oleuropein tayini için geliştirilen yöntemler olduğu gözlenmiş ve 

aşağıda özetlenmiştir. 

Romina Paula Monasterio ve arkadaşlarının [38], natürel zeytinyağındaki fenolik 

bileşiklerin tayinini yaptıkları çalışmada dağıtıcı sıvı-sıvı ekstraksiyon prosesi 

kullanılmış olup kapiler zon elektroforez ile çalışılmıştır. Oleuropeinin de içinde 

bulunduğu fenolik bileşiklerin analizi yapılmış olup, 20g natürel zeytin yağı için 

optimum ekstraksiyon koşulları; ekstraktant çözücü olarak 30mM’lık 400 µL borik 

asit (pH 9.5’te), dağıtıcı solvent olarak 300 µL karbontetraklorür, vortex süresi 8 

dakika ve santrifüj süresi 3 dakika olarak bildirilmiştir. Çalışmadaki örneğin 

muhtevasındaki fenolik bileşenlerin LOD’leri 0.004-0.251 mg/kg aralığındadır. 

Maria del Pilar ve arkadaşları [39], farklı zeytin örneklerinden alınan 

zeytinyağlarından önemli fenolik bileşen analizi için susuz bir kapiler elektroforez 

yöntemi geliştirdi. Natürel zeytinyağındaki temel fenolik alkollerden tirozol ve 

hidroksitirozol ile sekoiridoit aglikon türevlerinin tespiti için zeytinyağı numunesi  1-

propanolde (1:1 hacim/hacim) çözünerek doğrudan enjekte edilmiştir. Daha düşük 

konsantrasyonlarda bulunan bileşiklerin tayini için ise etanol ile ekstraksiyon 

yapılmıştır (5:1 ağırlık/hacim zeytinyağı/etanol).  Çalışma sonucunda oleuropein 

glikozitin LOD ve LOQ değerleri sırasıyla 84 ve 280 µg/g zeytinyağı olarak 

bildirilmiştir. 

Zeineb Aturki ve arkadaşlarının [40], ekstra natürel zeytinyağında, içlerinde 

oleuropeinin de bulunduğu 10 tane fenolik bileşiğin tayinini yaptıkları çalışmada 

ayırma ortamı olarak; 100 mM amonyum format tamponu (pH 3’te)/su/asetonitril 

(5:65:30 hacim/hacim/hacim) karışımı kullanılmış olup, sırasıyla uygulama voltajı 22 

kV ve sıcaklık 20 ºC olarak bildirilmiştir. Çalışmada oleuropein için elde edilen LOD 

ve LOQ değerleri sırasıyla 1.75 ve 5 µg/mL olarak bildirilmiştir.  
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4.4.4 Oleuropeinin orta-infrared bölge spektroskopisi ile tayini 

Aouidi ve arkadaşlarının [10], zeytin yapraklarından oleuropein tayini için geliştirdiği 

yöntemde orta-infrared bölge (mid-IR) spektroskopisi kemometrik analiz ile kombine 

edilerek hızlı bir analiz metodu elde edilmiştir. Bu çalışma 6 bölgeden alınan 105 

örnek üzerinde yapılmış olup, ekstraksiyon işlemi için 1 gram tartılmış yaprak 

numunesi 30 mL metanol/su karışımında (4/1, hacim/hacim) 24 saat ekstrakte 

edilmiştir. Analiz sonuçlarında 100 gram kuru yaprakta bulunan oleuropein miktarı 

8,75 ile 17,95 gram arasında değişmektedir. 
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5.DENEYSEL KISIM 

5.1 Malzeme ve yöntemler 

5.1.1 Malzemeler  

Çalışmada kullanılan kimyasallar; etanol, metanol, 2-HP-β-CD, sodyum tetraborat 

dekahidrat ve sodyum hidroksittir. Ayrıca oleuropein standartı Sigma Aldrich 

markadır. Tüm çözeltilerde Elga Purelab Option marka saf su cihazı ile elde edilen saf 

su kullanılmıştır. Çalışmada Balıkesir, Bursa, İstanbul, İzmir, Manisa, Muğla ve 

Yalova yörelerine ait zeytin yaprağı örnekleri kullanılmış bunların yanında da üç farklı 

marka ticari zeytin yaprağı çayı örneği incelenmiştir. 

5.1.2 Standart çözeltilerin hazırlanması 

Oleuropein standart çözeltisi metanol ile hazırlanmış ve 40C de saklanmıştır. Standart 

stok çözelti 1000 ppm hazırlanmış ve kalibrasyon eğrisi için bu çözeltiden seyreltme 

işlemi yapılmıştır.  

5.1.3 Zeytin yaprağı örneklerinin hazırlanması 

Zeytin yaprağı örnekleri kurutulduktan sonra blenderdan geçirilmiştir. Örneklerden 

0,1 gram alınmış ve %80 metanol- %20 su içeren 10mL çözeltiye ilave edilmiştir. 

Vortex cihazında 2000 rpm’de 2 dk karıştırılan örnekler akabinde ultrasonografik 

banyoda 1 saat süreyle ekstraksiyona bırakılmıştır. Ekstraksiyon işleminden sonra ise 

süzme işlemi sartorious RC 0,45 µm filtre kullanılarak yapılmış ve örnekler hazır hale 

getirilmiştir. 

5.2 Cihazlar ve Çalışma Koşulları 

Çalışmada Agilent 1600 marka kapiler elektroforez cihazı ve diod array dedektör 

kullanılmıştır. Dedeksiyonlar 240 nm de yapılmış olup 28 kV’ luk voltaj ile 

çalışılmıştır. Enjeksiyon süresi 6 saniye ve enjeksiyon basıncı ise 50 mbar olarak 

ayarlanmıştır. Sıcaklık 25 0C olarak ayarlanmıştır. 
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Silika kapiler kolon kullanılmış olup, kolon iç çapı 50 µm’ dir. Kolon uzunluğu 58 cm 

olup etkin uzunluğu 50 cm’dir.  Silika kapiler kolon ilk kullanımında 30 dakika 1M 

NaOH çözeltisiyle, akabinde ise 10 dakika saf su ile yıkanmıştır. Gün başlarında 

çalışma öncesinde kolonu hazır hale getirmek için öncelikle 10 dakika 1 M NaOH 

çözeltisiyle yıkanıp akabinde sırasıyla 5 dakika saf su ve 5 dakika kullanılacak tampon 

çözeltisiyle yıkanmıştır. Bunun yanı sıra her bir örneğin enjeksiyonundan önce ara 

yıkamalar yapılmış olup orada ise kolon öncelikle 2 dakika 1 M NaOH ile yıkanıp 

sonrasında sırasıyla 2 dakika saf su ve 3 dakika tampon çözeltisiyle yıkanmıştır. 
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6. SONUÇLAR VE TARTIŞMA 

6.1 Metot Optimizasyonu 

6.1.1 Tampon çözeltinin optimizasyonu 

Çalışılacak tampon çözelti olarak sodyum tetraborat dekahidrat (Na2B4O7.10H2O) 

bileşiğinden 100 mM’ lık stok çözelti hazırlandı. Bu hazırlanan çözeltiden seyreltme 

yapılarak en uygun borat tamponu konsantrasyonu tespit edildi. Sırasıyla 20, 25, 30 ve 

40 mM hazırlanan tamponlar içinde en uygun çözelti 30 mM borat tamponu olarak 

tespit edildi. Oleuropeinin yanındaki piklerden daha etkin ayrılabilmesi için tampona 

ilaveler yapıldı. Bunun için öncelikle tampona 5 mM β-CD çözeltisi ilave edildi fakat 

istenilen ayrıma ulaşılamadı. Akabinde 2-HP-β-CD ile çalışma yapıldı. Bunun için 

sırasıyla 20, 25, 30 mM konsantrasyonlarında 2-HP-β-CD çözeltileri 30 mM 

konsantrasyonundaki borat tamponuna ilave edildi. Bunların içinden en uygun çözelti 

olarak 25 mM konsantrasyondaki 2-HP-β-CD seçildi. Pikler nispeten daha iyi 

ayrılmıştı lakin çok daha net bir ayrım için son olarak %10’ luk metanol çözeltisi 

tampona ilave edildi. Bu sayede oleuropein piki çok net bir şekilde etrafındaki diğer 

piklerden ayrılmış oldu. Nihayetinde çalışılacak tampon 30 mM borat (pH=9,6), 25 

mM 2-HP-β-CD ve %10’ luk metanol karışımı olarak belirlendi. Şekil 6,1’de sadece 

30 mM borat tamponu kullanılarak elde edilen, zeytin yaprağı numunesine ait 

elektroferogram verilmiştir. Şekil 6,2’de 30 mM borat tamponuna 25mM 2-HP-β-CD 

ilavesiyle oluşan tampon karışımı ile elde edilen, zeytin yaprağı numunesine ait 

elektroferogram verilmiştir. Şekil 6,3’te ise 30 mM borat tamponuna 25 mM 2-HP-β-

CD ve %10’luk metanol çözeltisi ilavesiyle oluşan tampon karışımı ile elde edilen, 

zeytin yaprağı numunesine ait elektroferogram verilmiştir. 

                   



34 
 

                     

                      Şekil 6.1 : Borat tamponu kullanılan elektroferogram 

                       

           Şekil 6.2 : Borat+2-HP-β-CD tamponu kullanılan elektroferogram 

                       

  Şekil 6.3 : Borat+2-HP-β-CD+%10 MeOH tamponu kullanılan elektroferogram 
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6.1.2 Ekstraksiyon metodunun optimizasyonu 

Zeytin yapraklarından oleuropein tayini için yapılan bu çalışmada en uygun 

ekstraksiyon yöntemini seçmek için farklı konsantrasyonlarda metanol, etanol 

çözeltileri ile saf su kullanılmıştır. Her defasında 0,1 gram tartılan Muğla iline ait 

zeytin yaprağı numuneleri sırasıyla 10 mL’lik hazırlanan %100  etanol, %100 metanol, 

%80 etanol-%20 su, % 80 metanol - %20 su çözeltilerine alınmış, 2000 rpm de 2 

dakika vortex cihazı ile karıştırılmış ve ultrasonografik banyoda bir saat ekstraksiyon 

için bekletilmiştir. Ayrıca yine 0,1 gram tartılan Muğla iline ait zeytin yaprağı 

numuneleri 10 mL’ lik saf suya alınmış ve 2000 rpm de 2 dakika vortex cihazı ile 

karıştırıldıktan sonra ultrasonografik banyoda sırasıyla 1 ve 2 saat ekstrakte edilmiştir. 

Tüm ekstraksiyon işlemlerinden sonra örnekler sartorious RC 0,45 µm filtreden 

geçirilmiş ve akabinde enjekte edilmişlerdir. En uygun ekstraksiyon koşulu 80%’ lük 

metanol çözeltisi olarak belirlenmiştir. Şekil 6.1’de ekstraksiyon optimizasyonu için 

yapılan grafik verilmiştir. 

      

             Şekil 6.4 : Ekstraksiyon optimizasyonu bağıl oleuropein miktarları 

6.1.3 Oleuropein tayin metodunun optimizasyonu 

Çalışmada tampon olarak 30mM borat tamponu, 25mM 2-HP-β-CD çözeltisi ve 10% 

metanol çözeltisi karışımı kullanılmış olup metanol ile hazırlanmış oleuropein standart 

çözeltisi, 50mbar basınçta 6 saniye enjeksiyon ile cihaza verilmiş ve 28 kV ayırma 

voltajında oleuropein piki 5. dakikadan önce görünmüştür. Oleuropein standart 

çözeltisine ait elektroferogram Şekil 6.2’ de verilmiştir.   
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                  Şekil 6.5 : Oleuropein standart çözeltisine ait elektroferogram 

6.2 Metot Validasyonu 

6.2.1 Kalibrasyon eğrisi 

Kalibrasyon eğrisi hazırlanan 1000 ppm oleuropein standart çözeltisinden seyreltilerek 

hazırlanmıştır. 50 ppm ile 1000 ppm konsantrasyon aralığında hazırlanan oleuropein 

standart çözeltileri cihaza enjekte edilmiş ve kalibrasyon eğrisi çıkarılmıştır. Buna 

göre kalibrasyon denklemi y=0,00035849x-0,0040164 şeklinde bulunmuş ve 

korelasyon değeri (r2) ise 0,996 olarak tespit edilmiştir. 

6.2.2 Tekrarlanabilirlik 

Kesinlik ölçüm sonuçlarının birbirine yakınlığının bir ifadesi olup, Çalışmada 

yöntemin kesinliğini belirlemek adına 500 ppm oleuropein standart çözeltisi gün 

içinde beş kez üst üste cihaza verilip kontrol edilmiştir. Günler arası tekrarlanırlık için 

ise 500 ppm oleuropein standart çözeltisi üç gün üst üste günde ard arda beş kez olacak 

şekilde cihaza verilip kontrol edilmiştir. Elde edilen veriler ışığında gün içi ve günler 

arası tekrarlanabilirlik değerleri, düzeltilmiş pik alanları ve gelme zamanlarına göre 

Çizelge 6.1 hazırlanmıştır. 
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                           Çizelge 6.1: Tekrarlanabilirlik verileri 

 % RSD Gelme Zamanı % RSD Düzeltilmiş Alan (A/t) 

      Gün İçi (n=5)       Gün İçi (n=5) 

Oleuropein 2,46 2,11 

    Günler Arası (n=15)     Günler Arası (n=15) 

Oleuropein 4,10 5,23 

6.2.3 LOD ve LOQ değerleri  

LOD (dedeksiyon limiti) hesaplanırken S/N (sinyal/gürültü) değerinin üç katı, LOQ  

(tayin limiti) değeri ise on katı alınarak tespit edilir. Oleuropein için LOD ve LOQ 

değerleri sırasıyla 13,4 ppm ve 44,8 ppm olarak bulunmuştur.   

6.3 Yöntemin Zeytin Yaprağı Örneklerine Uygulanması 

Balıkesir, Bursa, İstanbul, İzmir, Manisa, Muğla ve Yalova illeri ile üç adet ticari çay 

örneğinin ekstraksiyonu 5.1.3 te anlatıldığı gibi yapılmış olup sartorious RC 0,45 µm 

filtreden geçirildikten sonra cihaza doğrudan enjekte edilmiştir. Örneklerin ihtiva 

ettiği oleuropein miktarları Çizelge 6.2’de verilmiştir. Şekil 6.3’de ise bu yöntemle 

tayin edilmiş olan bir zeytin yaprağı numunesine ait elektroferogram verilmiştir. 

                     Çizelge 6.2: Örneklerin ihtiva ettiği oleuropein miktarları 

Örnek                    Oleuropein  

                   (mg/g ± SS)* 

Manisa 45,52 ± 1,74 

İstanbul 38,15 ± 1,85  

Yalova 17,21 ± 0,42 

Bursa 106,9 ± 3,8 

İzmir-1                  61,31 ± 2,36 

İzmir-2 59,55 ± 1,32 

Muğla 11,67 ± 0,26 
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Balıkesir                              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 Doğruluğu 

Geri kazanım çalışmaları, zeytin yaprağı numunelerine oleuropein standartları 

eklenerek yapılmıştır. Geri kazanım değerleri %106-%117 arasında bulunmuştur. 

6.4 Tartışma 

Bu çalışmada, kapiler elektroforez ile zeytin yaprağından oleuropein tayini için, hızlı, 

düşük çözücü ve örnek tüketimli bir analitik yöntem geliştirilmiştir. Zeytin 

yaprağındaki majör aktif bileşen olan oleuropein, sahip olduğu pekçok farmakolojik 

özelliği ile son yıllarda oldukça gündemde olan bir bileşiktir. Oleuropeinin antikanser 

aktiviteleri başta olmak üzere, antiviral, antibakteriyel gibi aktiviteleri üzerine 

çalışılmış, ayrıca diyabet ve kalp-damar sistemi üzerindeki etkileri dahi incelenmiştir. 

Farmakolojik açıdan son derece önemli olan bu bileşiğin analiz metotları da son 

dönemlerin popüler bir çalışma konusu olmuştur. HPLC ile plazmadan zeytin 

yaprağına kadar pekçok yerde oleuropein analizi için çalışma yapılmış, hatta 

elektrokimyasal yöntemler kullanılarak da oleuropein tayini üzerine çalışılmıştır. 

Tayini için biyosensör dahi geliştirilen bu bileşik kapiler elektroforezle tayin edilirken 

genellikle zeytinyağı kullanılmıştır. Literatürde kapiler elektroforez ile zeytin 

yaprağından oleuropein tayini için her hangi bir çalışmaya rastlanılmamıştır. Oysaki, 

oleuropein zeytin meyvesinin bütün kısımlarında bulunmasına rağmen en çok 

yaprağında bulunmaktadır. Bunun üzerine kapiler elektroforez ile oleuropeinin 

zeytinde en çok bulunduğu yerden yani yaprağından tayini için bir yöntem 

geliştirilmiştir. Yöntem geliştirilirken az numune ve az çözücü kullanılmaya özen 

gösterilmiştir.  

Geliştirilen yöntemin en büyük avantajı, oleuropeinin zeytinde en çok bulunduğu 

kısım olan yaprağından tayin ediliyor olmasıdır. Ayrıca kısa analiz süresine sahip olan 

bu yöntem zeytin yaprağı örneklerine başarıyla uygulanmıştır. Çalışmada oleuropein 
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için uygun ekstraksiyon koşulu için de optimizasyon yapılmıştır. Tampon 

optimizasyonunda borat tamponuna ilave edilen 2-HP-β-CD ve metanol, oleuropein 

pikinin komşu piklerden etkili bir şekilde ayrılmasını sağlamıştır.  

Yöntemde doğrusal kalibrasyon aralığı oleuropein için yüksek regresyonla belirlenmiş 

olup, geri kazanım değerleri metodun doğruluğunu ortaya koymuştur. Gün içi ve 

günler arası tekrarlanabilirlik değerleri de hesaplanan yöntem, kapiler elektroforez ile 

zeytin yaprağından oleuropein tayini için güvenle kullanılabilir.  
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