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Mevcut calismada, zeytin agacinin (O. europea) yapraklarinin etil asetat ve etanol
ekstresinden silika jel kolon Kromatografisi ve ince tabaka Kromatografisi yontemleri
ile toplam 5 adet madde saflastirildi ve kimyasal yapilar1 UV, FT-IR, 1D ve 2D-NMR,
'H-NMR, *C-NMR yéntemleri ile aydinlatildi. OE-1, OE-2, OE-3, OE-4 ver OE-5
olarak kodlanan bu dort maddenin kimyasal yapisi oleuropein (OE-1), oleanolic asit
(OE-3), maslinic asit (OE-4) ve eritrodiol (erythrodiol) ile uvaol (OE-5) karisim1 olarak
aydinlatildi. Saflastirilan OE-2 metabolitinin ise bir trisakkarit oldugu belirlenmesine
ragmen kimyasal yapisi tam olarak aydinlatilamadi. Bu maddenin kimyasal yapisinin

belirlenmesine yonelik ¢alismalar siirdiiriilmektedir.

Saf metabolitler iki farkli konsantrasyonda (1 g/100 g yem ve 4 g/100 g yem) balik
yemine katilarak Oreochromis niloticus (Nil sazam) tiirii baliklar 96 saat boyunca giinde
iki kez verilmek tizere beslendi ve kan serumunda alanin aminotransferaz (ALT),

aspartat aminotransferaz (AST) ve alkalen fosfataz (ALP) enzimleri ve glikoz diizeyleri



belirlendi. Saf metabolitlerle beslenen baliklarda ALT, ALP, AST ve glikoz diizeyleri
genellikle kontrol grubuna goére daha yiiksek oranda bulundu. Bu sonuglar bize zeytin
yapragi metabolitlerinin karaciger metabolizmasim etkiledigini gostermektedir.
Ozellikle maslinic asit karaciger igin spesifik olan ALT enzim diizeyini énemli oranda
yiikseltmistir. Zeytin metabolitleri ile beslenen baliklarda ayrica kan serumundaki Na,
Cl, Fe, Ca ve K iyon derisimleri de belirlendi. Sonuglar zeytin metabolitlerinin kan iyon
derisimleri iizerine diizenli bir etki sergilemediklerini gdstermistir. Ornegin uygulamalar
arasinda oleanolic asitin 4g/100 g yem uygulamasi tim iyon degerlerini etkileyerek
kontrol grubuna gore iyonlarin derisimini azaltd (p<0.05). Oleuropein, eritrodiol+uvaol
ve trisakkarit yapili OE-2 metaboliti genelde bu iyonlarin {izerine istatiksel olarak
anlamli herhangi bir azaltic1 veya artirici etki sergilemedi. Maslinic asit ile (1g /100 g
yem) beslenmis olan baliklarda kontrol grubuna gore Fe orani diisiik bulunurken,
maslinic asitin 4g/100 g yem konsantrasyonu ile beslenmis olan baliklarda Ca diizeyi

kontrol grubuna gore yiliksek oranda tespit edildi.

Zeytin yapraklarindan elde edilen metanol ve etil asetat ekstreleri ile bu ekstrelerden
saflagtirilan saf metabolitler (oleuropein, oleanolic asit, maslinic asit, uvaol+eritrodiol)
tic onemli depo zararlisi olan, Sitophilus granarius (bugday biti), Tribolium confusum
(kirma biti) ve Acanthoscelides obtectus (fasulye tohum bocegi)’a karsi toksik etkileri
laboratuvar ortaminda test edildi. Ekstre ve saf metabolitlerin ti¢ farkli dozu (2,5, 5,0 ve
7,5 mg/Petri) kullanildi ve bocek Olimleri 24, 48, 72 ve 96 saat sonra sayildi.
Uygulamalarin toksik etkileri insektisit ilact olan DDVP (dichlorvos)’in toksik etkisi ile
karsilastirildi. Toksisite ¢alisma sonuglari hem ekstrelerin, hem de saf metabolitlerin
depo zararlilarina karsi toksik etkilerinin insektisitin toksik etkisi ile mukayese
edildiginde daha diisiik oldugunu gosterdi. Insektisit 48 saat sonra tiim bdoceklerin
oliimiine neden olurken, ekstreler ve saf maddeler ise ayn1 saatte S. granius erginlerinin
% 16,7-63,3 oraninda; T. confusum erginlerinin % 13,3-67,0 oraninda; A. obtectus
erginlerinin de % 26,7-59,0 oraninda dlimiine neden oldu. Metanol ekstresi, etil asetat
ekstresine gore daha toksik bulunurken, saf metabolitler bocek tiirline gore degisik
toksik etki sergilemislerdir. Probit analizi ile ekstreler ve saf metabolitlerin LCsq
degerleri belirlendi. LCso degerleri mukayese edildiginde maslinic asit en diisiitk LCsp

degerleri ile en toksik madde olarak tespit edildi. Eritrodiol+uvaol karisimi miktar



yeterli olmadigi i¢in T. confusum ve A. obtectus tiirlerine karsi toksik etkileri

bakimindan test edilmemistir.

Anahtar Kelimeler: Olea europea, oleanolic asid, oleuropein, maslinic asid, eritrodiol,
uvaol, Oreochromis niloticus, Nil sazani, depo zararlilari, Sitophilus granarius,
Tribolium confusum, Acanthoscelides obtectus, insektisidal etki, toksik etki, iyonlar,
biyokimyasal parametreler
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In the present study, 5 metabolites from ethyl acetate and ethanol extracts of leaves of
olive (O. europea) were isolated by chromatographic methods, silica gel column
chromatography and thin layer chromatography and their chemical structures were
chracterized by UV, FT-IR, *H-NMR, *C-NMR, 1D and 2D-NMR methods. The
chemical structures of these four compounds coded as OE-1, OE-3, OE-4 and OE-5
were assigned as oleuropein, a trisaccharide, oleanolic acid, maslinic acid, a mixture of
erythrodiol and uvaol and a trisaccharide, respectively. Chemical structure of OE-2, a
trisaccharide has not been fully elucidated. Studies on the elucidation of the chemical

structure is continuing.

The pure metabolites were added at two concentrations (1g/100g feed and 4g/100 g
feed) into fish feed. Oreochromis niloticus (Nile carp) were fed twice a day with the
feed during 96 hours. Alanine aminotansferase (ALT), aspartate aminotransferase
(AST), alkaline phosphatase (ALP) enzyme activities and glucose level in the blood

serum of fishs were determined. In general, levels of ALT, ALP, AST enzymes and



glucose in the serums of fishes fed with pure compounds were found to be high as
compared with the control group. These results indicate that the pure metabolites of
olive leaf affect the liver metabolism in nil tilapea. In particular, maslinic acid
considerably increased the ALT enzyme level that is a specific enzyme for the liver
damage. Na, Cl, Fe, Ca and K ion concentrations were also determined in the blood
serum with olive metabolites. Results indicated that olive metabolites exhibited a
regular effect on the ion concentrations. For instance, 49/100g feed application of
oleanolic acid significantly reduced the all ion concentrations (p<0,05). Oleuropein,
eritrodiol+uvaol and trisaccharide, OE-2 generally did not exhibite any reducing or
increasing effect on the ions. When compared with control group, Fe level was found to
be low in fish fed with maslinic acid (1g9/100g feed), whereas the Ca level in the fish

serum fed with the maslinic acid (49/100g feed) was higher than that of the control
group.

The methanol and ethyl acetate extracts of olive leaves and the pure metabolites
(oleuropein, oleanolic acid, maslinic acid, uvaol+eritrodiol) isolated from the extracts
were tested for contact toxic effects against three important stored pests, Sitophilus
granarius (weevil), Tribolium confusum (confused flour beetle) ve Acanthoscelides
obtectus (bean weevil). The extracts and pure metabolites were used in three different
concentrations (2.5, 5.0 and 7.5 mg/Petri dish) and the insect deaths were counted after
24, 48, 72 and 96 hours of treatments. The toxic effects of the applications were
compared with those of commercial insecticide, dichlorvos (DDVP). Toxicity results
showed that the toxic effects of the extracts and the pure metabolites were lower than
those of the insecticide, dichlorvos. While the insecticide, dichlorvos caused complete
mortality of the insects after 48 hours of treatments, the extracts and pure metabolites
caused the mortality rates 16.7-63.3 %, 13.3-67.0 % and 26.7-59.0 % of S. granius, T.
confusum and A. obtectus, recpectively. The methanol extract was found to be more
toxic than the ethyl acetate extract, whereas the pure metabolites showed various toxic
ities against the insect species. Furthermore, the probit analysis into insecticidal results
were performed to determine the LCsy values of the pure metabolites and the extracts.
According to LCsp values of the extracts and the pure metabolites, maslinic acid has the
most toxic compound with the lowest LCsy values (0.66 mg/Petri, 0.61 mg/Petri and

1.71 mg/Petri for S. granarius, T. confusum and A. obtectus, respectively). The mixture

Vi



eritrodiol+uvaol could not be tested for insecticidal effect aganist T. confusun and A.

obtestus due to their low amounts.

Key Words: Olea europea, oleanolic acid, oleuropein, maslinic acid, eritrodiol, uvaol,
Oreochromis niloticus, Nile tilapia, storage pest, Sitophilus granarius, Tribolium
confusum, Acanthoscelides obtectus, insecticidal activity, toxic effect, ions,

biochemicals parameters
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1. GIRIS

Bitkiler (Latince: Plantae), fotosentez yapan, 6karyotik, agaglar, ¢icekler, otlar,
yosunlar ve benzeri organizmalari iginde bulunduran ¢ok biiyiik bir canlilar alemidir.

Fotosentezi bitkilerle beraber bazi tek hiicreli canlilar da yaparlar.

Bitkiler, topluluk halinde yasarlar. Bitkilerin bir bolgede olusturduklart ortiiye bitki
ortiisii denir. Flora, bir bolgede yetisen biitiin bitki tiirlerinin tiimiine denir. Herhangi bir
bolgenin yasam kosullarinda gelisen, benzer ekolojik yapt igeren bitki
topluluguna vejetasyon denir. Bunlar 4 smiftir: Ormanlar (her zaman yesil tropikal
yagmur, subtropikal, orta kusak, sert yaprakli, igne yaprakli, kisin yaprak dokenler,
muson ormanlari, tropikal kuru, mangrov, galeri, bataklik), Calilar (maki, garig,
psodomaki), otlar (savan, step, ¢ol) ve tundra. Bitkilerin yetismesini etkileyen bir¢ok
faktor vardir. Bunlar; ekvatora uzaklik, denizden ytikseklik (rakim), arazi egimi, 151k,
sicaklik, nem, yillik yagis miktari, toprak igerigi ve insan, hayvan, diger bitkiler,
mikroorganizmalar gibi canli faktorlerdir. Bitkiler, ototrof canlilardir ve giines enerjisini
besin olarak kimyasal enerjiye doniistiiren ¢ok onemli canlilardir. Bu o6zelliklerinden
dolay1 fotosentez yaparak ekolojik dengeyi saglamada temel rol oynarlar. Bu agidan
hayvanlarin ve insanlarin dahil oldugu tiiketicilerin (heterotrof canlilar) yasamsal

faaliyetlerinde ¢ok dnemli yere sahiptirler (http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki).

Diinya florasinda bitkiler aleminin 350.000' e yakin tiiri mevcut oldugu tahmin
edilmektedir. Giiniimiize kadar yapilan taksonomik c¢aligmalarin sonucunda 2004 yili
sonu itibariyle 287.655 bitki tiiriniin tanim1 yapilmigtir. Bunlardan 258.650' si ¢igekli
bitkiler, 15,000 i ise yosun tiirleridir. Bu sayinin 2016 yili itibariyle daha da arttigi
bilinmesine ragmen kesin arastirma sonuglarima ulasilamamistir.  Bitkiler
genelde ototrof (kendi besinini iiretebilen) organizmalardir ve temel enerji kaynaklari
stiphesiz giinestir. Bitkiler hiicrelerindeki Kloroplastlar1 sayesinde fotosentez yaparlar ve
giines 151811 klorofil vasitasiyla tutarak kendi organik bilesiklerini {iretirler. Bitkiler,
tohumsuz bitkiler (Cryptogamae) ve tohumlu bitkiler (Spermatophyta) olmak iizere iki
biiyiik gruba ayrilir. (http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki).

Bitki ortiisii denildigi zaman, bir yerde dogal olarak yetisen bitkilerin olusturdugu

orman, bozkir, cayir ve maki gibi topluluklar akla gelir. Bitkiler biiyliyebilmek icin


http://www.bilgiustam.com/turkiyede-ormanlar/

inorganik besin maddeleri, su ve uygun sicaklik sartlarina ihtiya¢ duyarlar. Yerylizi
bitkilerin biiyliyebilme ortamlari agisindan ¢ok biiylik farkliliklara sahiptir. Diinya
ekosistemindeki bazi yerler bitkilerin biiyliyebilmesi i¢in ¢ok uygun Ozelliklere
sahipken bazi yerler ise son derece olumsuz sartlara sahiptir. Bu nedenle diinya
ekosisteminde bitki Ortiisii yoniinden c¢ok fakir alanlar oldugu gibi son derece zengin
alanlarda bulunmaktadir. Sekil 1.1. de dogal sartlarda biliyiimiis ¢ayir ve orman bitki
toplulugu goriilmektedir.

Sekil 1.1. Cayir ve orman bitki ortiisii ile kapli bir ekosistem
(http://www.bilgiustam.com/turkiyenin-bitki-ortusu/)

Bitki ortiisiiniin gelismesine etki eden faktorler sunlardir:

> iklim
» Toprak ozellikleri
» Yer sekilleri

Iklim bitkilerin diinya ekosisteminde dagilimini etkileyen en &nemli faktdrlerden
birisidir. Ciinkii bitkilerin yetismesinde uygun sicaklik kosullar1 énemli rol oynayan
faktorlerden birisidir ve her bitkinin yetisebilmesi i¢in uygun sicaklik sartlarina ihtiyag
vardir. Bu bakimdan yeryiiziinde bitki ortiisii kusaklari ile sicaklik kusaklari arasinda
tam bir uyum s6z konusudur. Yagis da bitkilerin biiylimesini ve yayilmasim etkileyen
o6nemli bir iklim elemanidir. Bitkiler uygun sicaklik sartlarinin yani sira suya da ihtiyag

duyarlar. Bitkiler ihtiya¢ duyduklart su miktarina goére diinya ekosisteminde yayilis



gosterirler. Bu nedenle diinya ekosisteminin farkli bolgelerinde farkli bitki Ortiileri

gelismistir.

Sicak ve nemli yerlerde yetisen bitki Ortiisii daha giir ve cesitlilik acisindan daha
zengindir. Diger taraftan kurak ve soguk yerlerde yetisen bitki tiirleri hem say1 hem de
cesit bakimindan daha az sayidadirlar ve bu ekosistemlerde yetisen bitkiler daha seyrek

ve daha cilizdirlar.

Toprak yapis1 da ekosistemlerde yetisen bitki tiir cesitliligine ve sayisina etki eden
faktorlerden birisidir. Diinya ekosisteminde bulunan farkli toprak cesitleri su tutma
ozellikleri, kalinliklari, i¢lerindeki minerallerin cinsi ve sayist bakimindan farkliliklar
sergilerler. Toprak ¢esitlerine bagli olarak degisik oranda ve cinste inorganik ve organik
besin maddelerine sahiptirler. Bunlardan dolay1 her bitki tiirii ancak kendisi i¢in en
uygun olan toprak iizerinde yetisebilir. Ornegin bazi bitki tiirleri gecirgen topraklari

tercih ederken, bazi bitki tiirleri ise bol humuslu topraklarda yetisirler.

Bitki ortiisiiniin yetismesinde ve yayilmasinda yiikseklik, bakim ve isleme gibi yeryiizi
ozellikleri ve sekilleri de etkili olmaktadir. Boylece bitki topluluklart ortaya ¢ikmustir.
Ekosistemlerde rakim arttik¢a sicaklik azalmakta ve belli bir rakimdan sonra da yagis
miktar1 genellikle diigmektedir. Bu durum bir dag yamaci boyunca farkli 6zellikte tiirler
igeren orman topluluklarmin olusmasi olarak kendini gosterir. Ulkemiz yeryiizii
sekilleri, iklim ve toprak yapisi bakimindan ormanlarin gelismesi i¢in uygun ortamlar
olusturmaktadir. Bu bilimsel veriler géz 6niine alindiginda {ilkemizin giiniimiizde dogal
olarak % 70" inin orman florasi ile kapli olmasi gerekirdi. Ancak ozellikle eski
donemlerde insanlarin bilingsiz bir sekilde, degisik amaclarla ormanlar1 tahrip etmeleri
bu orani diistirmiistiir. Glinlimiizde ormanlarimiz iilke yiiz 6l¢timiiniin yaklasik olarak %

25'ini kaplamaktadir.

Ulkemiz, yetisen bitki tiirleri bakimindan Diinya’nin en zengin bitki florasina sahip
iilkelerden birisidir. Ancak ayn1 durum bitki 6rtiisii bakimindan séylenemez. Ulkemiz
bitki oOrtiisii bakimindan c¢ok zengin sayilmamaktadir. Ciinkii iilkemizin dogal bitki
ortiisti yillardan beri insanlarin bilingsiz davranisindan dolay1 tahrip edilmektedir. Nihai

olarak bitkilerin toprak, su ve sicaklik sartlar1 birbirinden farklidir ve yetisme sartlart



aym olan bitkiler, belirli yerlerde yayilis gosterirler. Ulkemizdeki baslica bitki

topluluklar1 orman, maki, bozkir ve yiiksek dag cayirlari olarak gruplandirilir.

Cevresel etkenlerden ve ailesel faktorlerden dolay1 giin gegtikce degisik hastaliklarin
tedavisinde kullanilan sentetik ilaglarin biiyiik kisminda tehlikeli yan etkilerinin olmasi
bilim insanlarin tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen sekonder metabolitler iizerine
caligmalar yapmaya yoneltmistir. Hayatimizin birgok alaninda kolaylik saglayan
teknolojinin gelismesiyle artan radyasyon; sanayi ve endiistrinin gelismesi sonucu
hayatimizin her alaninda yer alan kimyasal ajanlar gibi g¢evresel faktorler birgok
hastaliga zemin hazirlamaktadir. Bu faktorlerden sadece insanlar degil c¢evre
kirliliginden dolayr dogal ortaminda yasayan canlilarda kismetlerini almaktadirlar.
Ozellikle yerlesim birimlerine yakin bolgelerde yasayan canlilar bundan daha fazla
etkilenmektedirler. Su ekosisteminde yasayan Dbaliklarda bu faktorlerden
etkilenmektedir. Sentetik ilaglarin ¢evreye verdigi zararli etkileri azaltmak {izere dogal
ilaglar bir alternatif olarak diisiiniilebilir. Dogal ilaclar dogada kisa siirede bozunduklari
icin ¢evre agisindan da daha az risk olusturmaktadirlar. Bu kapsamda, son zamanlarda
insanlarmn ve diger canlilarin tedavisinde alternatif tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen
sekonder metabolitler tizerine bilimsel g¢alismalar artmistir (Makkar ve ark., 2007;
Castro ve ark., 2008; Pachanawan ve ark., 2008; Chakraborty ve Hancz, 2011; Davies
ve ark., 2011; Harikrishnan ve ark., 2011; Hossain ve ark., 2011).

Bitkiler insanligin varolusundan beri hayatin vazgecilmez temel kaynaklarindan biridir
ve bu nedenle bitkilerin tedavi amach kullanilmasi ilk uygarliklara kadar dayanir
(Baytop, 1999). Bitkilerden elde edilen ilk etken madde 1805’ te afyon maddesinden
izole edilen morfindir. Bunu, 1820’ de kinakinanin kabuklarindan kinin, 1868’ de
yiiksiik otu (Digitalis tiirleri) yapraklarindan kalp yetmezligi tedavisinde kullanilan
digitalinin ve 1890’ da sogiit dali kabugundan salisilik asitin izolasyonu takip etmistir.
Daha sonra ise dogal ilaglarin sentetik tiirevleri sentezlenerek insanlarin hizmetine
sunulmustur. Bu amagla, yeni dogal ilag¢ hammaddeleri bulmak iizere bitkiler tizerinde

yapilan arastirmalar giin gegtikge artmaktadir.

1979 yilinda Diinya Saglhk Orgiiti (WHO) tarafindan yapilan bir arastirmada
farmakopelerde kayitli olan iilkelerde kullanilan ve ticareti yapilan bitkisel droglarin

miktar1 2.000 olarak tespit edilmistir. Ayni kurulusun 91 iilkenin farmakopeleri ve tibbi



bitkileri {izerinde yapilmis olan bazi yayinlara dayanarak hazirladigi bir arastirmaya
gore de tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktarinin 20.000 civarinda
oldugu saptanmustir. Ancak sliphesiz ki; bu miktar gercek miktardan ¢ok asagidadir.
Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler iizerinde yapilan
calismalar ve bunlara karsi olan ilgi ¢cok artmistir (Makkar ve ark., 2007; Castro ve
ark., 2008; Ghosh ve ark., 2008; Pachanawan ve ark., 2008; Rajendiran ve ark., 2008).
Bunun sebepleri; bazi ilag maddelerinin bitkisel droglardan sentetik olanlardan daha
ucuza ve kolaylikla elde edilmeleridir. Steroid bilesikler, kina alkaloitleri, afyon
alkaloidleri, ¢avdar mahmuzu alkaloidleri, atropa belladona alkaloidleri, Digitalis
purpurea glikozitleri bunlara en somut érneklerdir. Ulkemizde ise 8500 tiir yetismekte
ve bunlardan 650 kadar1 halk hekimliginde kullanilmaktadir
(http://tibbivearomatikbitkiler.blogcu.com/tibbi-ve-aromatikbitkiler/4232103)

1.2. Zeytin Agaci (Olea europea)

Zeytin agaci(Oleaeuropaea),zeytingiller (Oleaceae)familyasindan meyvesi yenen, Akde
niz iklimine 6zgi, kiiltiire alinmis 6nemli bir agag tiiridiir (Sekil 1.2). Olea cinsine ait
tiirler Afrika' nin giineyi, Giiney Asya, Dogu Avustralya ve Yeni Kaledonya' da yayilis
gosteren tlirlerdir ve diinya florasinda yaklasik olarak 16 tiir karakterize edilmistir.
Zeytin agact 10 metreye kadar boylanabilen, sik dalli, yayvan tepeli, her dem
yesil yaprakli bir aga¢ tiiriidiir. Genis, kivrimli ve yumru yumru bir gévdeye sahiptir.
Agag yaslandik¢a, diizgiin gri renkli govde kabugu giderek catlar. Agacin taci (tepesi),
yaklasik olarak artan boy kadar her sene genisler. Uzun Omiirlii bir aga¢ tiiriidiir,
yaklagik 2000 y1l kadar yasayabilmektedir. Anadolu'da anit aga¢ olarak bir ¢ok zeytin
agact vardir. Verimli topraklarda ta¢ acik ve asimetrik, verimsiz topraklarda ise daha
yogun ve yuvarlaktir. Siirgiinleri gri renkli, dikensiz ve hemen hemen ii¢ kdoselidir
(http://tr.wikipedia.org/wiki/Olea). ~ Mizraksi, ¢ok  kisa  sapl, deri gibi
sert yapraklari siirgiinlere karsilikli ¢iftler halinde dizilmistir. Yapraklar: basit, tam
kenarli ve kenarlar alt ylize dogru hafif kivriktir. Yapragin boyu 20—86 mm, genisligi de
5-17 mm’ dir. Yapraklarin ucunda sivri bir ¢ikint1 bulunur. Yapragin iist yiizii koyu gri-

yesil ve tliysiiz, alt ylizii mavimsi giimiisi renkte ve beyaz sik ipeksi tiiylerle kaplhdir.



Sekil 1.2. Zeytin agaci (http://www.cepolina.com/tu/zeytin-agaci-fotograf.htm)
Baharin sonlarina dogru yapraklarin dal ile birlestigi bolgelerde seyrek salkimlar
halinde, kiiciik beyazimsi-sar1 renkli, kokulu ¢iceklere sahiptir. Riizgarlarin tasidigi
cicek tozlariyla dollenen ¢igekler etli ve yagli meyve verir. Meyve Once yesil,
olgunlagtiktan sonra da parlak siyah bir renk alir. Etli meyvenin iginde sert
bir ¢ekirdek vardir. Meyvenin etli kismindan ve ¢ekirdeginden elde edilen yagi
bakimindan ¢ok degerli bir agactir. Ayni zamanda agacinin ¢ok heybetli ve estetik bir
gOriiniimii vardir. Odunu giirlimeye kars1 son derece dayaniklidir

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Zeytin).

Zeytinin yapraginda tanen, ugucu yaglar, organik asitler ve rezin bulunur. Yapraklar ve
govde kabugu % 5 cay (inflizyon) halinde istah agici, idrar soktiiriicii ve ates diisiiriicii
olarak kullanilir. Seker hastaliginda kullanim alani1 oldugu gibi, tansiyon diizenleyici
olarak da bilinir. Dermokozmetik amagli da kullanilmaktadir. Zeytinyaglh sampuanlar
sa¢ dokiilmesini engeller, sagin ¢abuk uzamasini saglar, lezyonlu sagli deriyi onarmaya
yardimer olur ve kepek olusumunu engeller. Zeytinyagli sivi sabun, dus jelleri, kati
sabun, bebek sampuanlari cildi olumsuz dis etkenlere kars1 korurlar. Cildi giizellestirip
yaslanmasini geciktirerek ciltteki kirigiklik olusumunu engeller. Zeytin ayn1 zamanda
dayanikliligin semboliidiir. Dogal zeytinyagli dermokozmetik {riinler cildimizde
kimyasal kalintilar birakmadigindan diinyada kullamimlar1 giderek artmaktadir.
Yiizyillardir Akdenizlilerin saglik ve giizellik kaynagi olmustur. Kutsal metinlerde de
sifa kaynagi oldugu belirtilmistir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Zeytin).


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Rezin&action=edit&redlink=1

Zeytin agacinin hem meyveleri hem de yapraklar1 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip
fenolik maddelerce zengin olup, bu fenolik bilesenlerin baslicasi oleuropein (Sekil 1.3.)
maddesidir (Malik ve Bradford, 2006; Japon-Lujan ve ark., 2006; Bouaziz ve ark.,
2008). Olgunlasmamis zeytinlerde oleuropein (Sekil 1.3.), meyve agirliginin yaklasik
%?2’sini olusturmaktadir. Meyve olgunluga eristigi zaman, oleuropein igerigi azalir.
Zeytin meyvesinin oleuropein igerigi, gen¢ meyvedeki kuru maddenin %14’ iine
erigebilmektedir. Kiiglik meyve kiiltiirleri, yiiksek oleuropein igerigi ile karakterize
edilirken, biliyiik meyve kiiltiirleri genellikle, oleuropeinin az miktarlarin1 icermekte

oldugu bildirilmektedir (Tokusoglu ve Bozoglu, 2010).

HO

OH

HO

Sekil 1.3. Oleuropein maddesinin kimyasal yapisi
1.2.1. Olea europea’ in ve metabolitlerinin biyolojik ativiteleri
1.2.1.1. Antioksidan

Oksidan maddeler canlilarda enerji liretim prosesi ve savunma sisteminde dogal olarak
olusan ajanlardir. Canlilar oksidan maddelerin toksik etkilerini azaltmaya yonelik olarak
enzimatik ve enzimatik olmayan savunma mekanizmasina sahiplerdir. Cevre kirliligi,
stres, genetik ve cevresel faktorler bu antioksidan savunma sistemini olumsuz yonde
etkilerler. Boyle bir durumda disaridan antioksidan takviyesi yapilmasina ihtiyag¢ vardir.
Oksidan maddeler kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, osteoproz (kemik erimesi),
alzheimer hastalif1 ve premenstriiel sendrom gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde dnemli

rol oynarlar. Antioksidan gidalar ve maddeler bu hastaliklardan korunmada 6nemli rol



oynadiklar1 i¢in son zamanlarda antioksidan maddeler {izerine yapilan bilimsel
calismalar ¢ok yaygimlagmistir (Cervellati ve ark., 2002; Fernandez-Bolanos, 2008;
Fistonic ve ark., 2012).

Yapilan literatiir taramasinda Olea europea bitki tiiriiniin yapraklarindan elde edilen
ekstre ve bazi metabolitlerinin antioksidan aktiviteleri {izerine fazla sayida bilimsel
calismanin oldugunu gostermistir. Botsoglou ve ark. (2014) Olea europea yaprak
ekstresinin n-3 yag asitleri ile zenginlestirilmis domuz eti koftesinde protein ve lipit
oksidasyonu iizerine etkisini arastirmistir. Calisma sonuglar1 ekstrenin lipid
peroksidasyonunu ve malondialdehit (MDA) oranini azalttigim1 gostermistir. Ayni
calismada ayrica ekstrenin protein oksidasyonunu da Onemli oranda inhibe ettigi
sonucuna ulasilmistir. Bu arastirma sonuglarmma dayanarak arastirmacilar sentetik
antioksidanlarin yerine zeytin yapragi ekstresinin et endiistrisinde antioksidan olarak

kullanilabilecegi sonucuna varmiglardir.

Botsoglou ve ark. (2013) yaptiklar1 arastirmada tavuklarin 1 kg yemlerine zeytin
yapraginin 5 ve 10 g lik kisimlarini katmis ve tavuklarda yumurta tiretimi, yem alimi ve
yumurta Ozellikleri lizerine etkilerini belirlemislerdir. Calisma sonuglarina gore zeytin
yapragl yumurta liretimi ve yumurtada n-3 yag asidi orani {izerine herhangi bir olumsuz
etki yapmamustir. Diger taraftan 10 gram zeytin yapragi ile beslenen tavuklarin
yumurtalarinda lipid peroksidasyon ve MDA oranlar1 kontrol grubuna gore onemli
oranda disiikk seviyede Olgiilmiistiir. Yine ayni arastirmacilarin yaptigr farkli bir
calismada zeytin yapragi ile beslenmis ¢ig ve pisirilmis domuz etlerinde lipid ve protein
oksidasyon diizeylerini belirlemislerdir (Botsoglou ve ark., 2012). Arastirmacilar zeytin
yapragi ile beslenen domuz etlerinde lipid peroksidasyonunun énemli oranda azaldigini

bildirmislerdir.

Lee ve Lee (2010) O. europea yaprak ekstresindeki fenolik bilesiklerin antioksidan ve
antimikrobiyal oOzelliklerini hem tek hem de birlestirilmis halde tespit etmislerdir.
Arastirmacilar zeytin yapraginda bulunan fenoliklerden oleuropein, rutin, vanilin, kafeik
asiti hem saf hemde belirli oranlarda birlestirmis ve hem antioksidan hemde
antimikrobiyal 6zelliklerini belirlemislerdir. Arastirma sonuglar1 bu bilesenlerin nitrit
stipliriicii etkisinin %72,7-92,2 araliginda degistigini gostermistir. Ayni ¢alismada bu

maddelerin hem saf hem de karisik halde giiglit DPPH radikal giderme aktivitesinin de



oldugu tespit edilmistir. Calisilan maddeler arasinda oleuropein S. enteritidis tiiriine

kars1 giiclii antimikrobiyal 6zellik sergilemistir.

Benavente-Garcia ve ark. (2000) arastirmalarinda zeytin yapraginin fenolik bilesiklerini
HPLC ile belirlemis ve yapragin bagil olarak %?24,54 oraninda oleuropein igerdigini
bildirmislerdir. Zeytin yapraginin oleuropeinin yanisira %]1,46 oraninda hidroksitirazol,
%0,71 oraninda tirazol igerdigi aymi arastirmada bulunmustur. Ayni arastirmada bu
fenolikler saf halde ABTS." radikal giderme aktivitesi belirlenmis ve tiim fenoliklerin

ve de ekstrenin gliclii antioksidan 6zelliginin oldugu gézlenmistir.

Amoo ve ark. (2012) zeytin yapraginin da dahil oldugu uzun vadeli depolanan tibbi
bitkilerin hem taze hem de depolanmis olan 6rneklerinde antioksidan ve antikolinesteraz
enzim inhibitorii etkilerini arastirnuslardir. Arastirmacilar taze zeytin yapragi ile
depolanan zeytin yapraklarinin antioksidan 6zellikleri arasinda istatiksel olarak anlamli
bir fark bulamamiglardir. Bununla beraber, DPPH radikal giderme aktivitesini
depolanan zeytin yapraginda daha diisik bulmuslardir. Benzer bir sonug
antikolinesteraz enzim inhibitérii i¢inde bulunmus ve depolanan ve taze zeytin

yapraginin enzim inhibitor etkilerinin birbirinden ¢ok farkli olmadig: rapor edilmistir.

Cumaoglu ve ark. (2011a) redoks homeostazi boyunca sitokin ile uyarilmis beta-
hiicrelerinin zarar gormesine karst zeytin yapragindan elde edilen polifenolik
maddelerce zengin ekstrenin koruyucu etkisinin oldugunu rapor etmislerdir. Redoks
homeostazi hiicre dis1 gergeklesen olaylar esnasinda hiicrenin bir kisim enzimatik ve
enzimatik olmayan yollarla kendi metabolizmasini korumasi siirecidir. Sitokinler gibi
pankreastan salgilanan beta-hiicreleri stresorleri, insiilin salgisinin azalmasi ve apoptotik
ve nekrotik hiicre Oliimii ile sonuc¢lanan oksidatif stresi artirirlar. Arastirmacilar
yaptiklar1 c¢alismada zeytin yapragi ve meyvelerinden elde ettikleri ekstreler ile
oleuropein maddesinin sitokin ile uyarilmis beta-hiicrelerine karsi toksik etkilerini
arastirmiglardir. Arastirma sonuglarina gore, zeytin yapragi ekstresinin ve oleuropein
meddesinin canli hiicre sayisini artirdigini ve sitokinin bu hiicrelere karsi toksik etkisini
onemli oranda azalttig1 tespit edilmistir. Cumaoglu ve ark. (2011b) yaptiklar1 benzer bir
calismada ise pankreatik beta-hiicrelerinde oksidatif stresi polifenolik maddelerce

zengin olan zeytin yapragi ekstresinin 6nemli oranda azalttig1 ve insiilin salgilayan bu



beta-hiicrelerini  H,O; oksidan maddenin sebep oldugu oksidatif hasara Kkarsi

korudugunu bildirmislerdir.

Hidroksitirozol ve tiirevi bilesikler zeytin yapraginda ve meyvelerinde bulunan
oleuropein maddesinin hidrolizi ile olusan fenolik bilesiklerdir. Zeytin meyveleri ve
yapragi bu maddelerce zengindir. Yapilan aragtirmalar bu maddelerin apopitoz olayini
uyararak kanser koruyucu ozelliginin yam sira kalp koruyucu, antioksidan, radikal
stipiiriicii, antiaterojenik (kan sulandiran), UV 1gmlar1 ve antienflamatuar aktivitelerinin
oldugu tespit edilmistir (Amro ve ark., 2002; Cervellati ve ark., 2002; Bitler ve ark.,
2005; Bianco ve ark., 2006; Fernandez-Bolanos ve ark., 2008; Katsiki ve ark., 2007).

Katsiki ve ark. (2007) oleuropein maddesinin insan bag dokusundaki fibroblastlarin
Omriinii artirirken, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin diizeyini ve protein oksidasyonunu
onemli oranda azalttigini belirlemislerdir. Insanlarda bag dokularda bulunan fibroblast
hiicreler yaralarin iyilegsmesinde 6dnemli gorevler alan kollajen proteininin yapimindan

sorumlu hiicrelerdir.
1.2.1.2. Sitotoksik

Belscak-Cvitanovic ve ark. (2014) dort farkli tibbi bitki tiirtiniin (Achillea millefolium,
Crataegus oxyacantha L., Glechoma hederacea L. ve Olea europea) su ekstrelerini ii¢
farkli yontem (demleme, karistirma ve kaynatma) ile elde etmis ve bu ekstrelerin
antioksidan 6zelliginin yani sira HEp2 kanser hiicrelerine (insan girtlak kanseri) karst
test etmistir. Arastirma sonuglart tiim bitki tiirlerinin kanserli hiicrelerin ¢ogalmasin
Onemli oranda azalttiZim1 ortaya koymustur. Arastirmacilar ayrica bitki tiirlerinin
ekstrelerin fenolik madde igerigini arastirmis ve gozlenen aktivite ile bilesenler

arasindaki iliskiyi tartismiglardir.

Cumaoglu ve ark. (2011b) yaptiklar1 benzer bir caligmada ise pankreatik beta-
hiicrelerinde oksidatif stresi polifenolik maddelerce zengin olan zeytin yapragi
ekstresinin Oonemli oranda azalttigi ve insiilin salgilayan bu beta-hiicrelerini H,0;

oksidan maddenin sebep oldugu oksidatif hasara karsi korudugunu bildirmislerdir.

Bouallagui ve ark. (2011) hidroksitirazol ve oleuropein bakimindan zengin zeytin

yapragi ekstresinin MCF-7 meme kanseri hiicre hatlarina karsi sitotoksik 6zelligini test
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etmis ve ekstrenin doza bagiml olarak kanserli hiicre hatlarinin ¢ogalmasini 6nemli
oranda inhibe ettigini bulmuslardir. Aym arastirmacilar sitotoksik aktivitenin
mekanizmasini aydinlatmaya yonelik olarak kanserli hiicrelerin ¢ogalmasinda onemli

bazi faktorleri de arastirmis ve etki mekanizmasini ortaya koymaya calismiglardir.

Reyes ve ark. (2006) zeytin ezmesinin major bir bileseni olan maslinic asit (Sekil 1.4)
molekiiliinii HT29 ve Caco-2 kolon kanser hiicre hatlarina karsi test etmis ve bu
maddenin %50-80 oraninda her iki hiicre hattin1 da inhibe ettigini ortaya koymuslardir.
Ayni arastirmada ayrica maslinic asit molekiiliiniin apopitoz prosesinde onemli rol

oynayan kaspaz-3 enzim aktivitesini artirdigini ve apopitozu tesvik ettigi belirlenmistir.

Sekil 1.4. Maslinic asitin molekiil yapis1
1.2.1.3. Diger Biyolojik aktiviteler

Zeytin yapraginin ekstreleri ilizerine yapilan diger bir calisma ise zeytin yapragi
ekstresinin nohut bocegi Callosobruchus chinensis tiiriine karsi insektisidal etkisidir.
Zia ve ark. (2011) zeytin yapragimin yanisira dokuz adet farkl bitkinin ekstresini bu
bocege karst toksik etkisini belirlemis ve Allium sativum (sarimsak), Syzygium
aromaticum (karanfil), karabiber (Piper nigrum) ve kirmizi biber (Capsicum annum)

ekstrelerinin ¢ok etkin oldugunu rapor etmislerdir.

Literatiirde zeytin yaginin kimyasal bilesimi ve fizikokimyasal 6zellikleri ve yag asitleri
bilesimi ayrintili olarak arastirilmistir (Patumi ve ark., 1999, 2002; Salas ve ark., 1999;
Nergiz ve Engez, 2000; Tura ve ark., 2007; Sakouhi ve ark., 2008; Ocakoglu ve ark.,
2009).
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1.3. Enzimler

Enzim yanitlarinin ¢ogu ikincil stres yanitlar1 olup hiicresel hasarlarla ortaya
cikmaktadir. Enzim yanitlar1 dokularda enzim aktivitelerinin veya enzim miktarlarinin
Olciilmesi kolayca belirlenmektedir. Canli hiicreleri ilag, kirletici, mikroorganizma gibi
yabanc1 ajanlara maruz kaldigi zaman biyolojik cevap olarak enzimlerin diizeylerinde
ve aktivitelerinde onemli degisiklikler olmaktadir. Bu enzimlerdeki degisiklikler
canlilardaki stresin erken tanisina olanak saglamaktadir (Barnhoorn ve van Vuren,
2004). Enzimler iizerine yabanci ajanlarin etkileri ya spesifik yada spesifik olmayan

diizeylerde olmaktadir.

Serum enzim aktivitelerinin Olgiilmesi baliklar iizerine yabanci ajanlarin etkisini
belirlemede Onemli bir parametredir (Bucher ve Hofer, 1990). Bu nedenle serum
enzimleri (kolinesteraz, alanin aminotransferaz, aspartat aminotransferaz, laktat
dehihrojenaz ve alkalen fosfataz gibi) cesitli arastiricilar (Cajaraville ve ark., 2000;
Hamed ve ark., 2003) tarafindan hem yabanci ajanlarin biyokimyasal belirtecleri hem
de su ekosistemlerindeki yabanci ajan varligr i¢in duyarli parametreler olarak kabul
edilmektedir. Kolinesterazlar, asetilkolin ve diger kolin-esterleri hidroliz eden

polimorfik enzimlerdir.

Alanin aminotransferaz (EC 2.6.1.2, ALT) ve aspartat aminotranferaz (EC 2.6.1.1,
AST), aminoasit metabolizmasina katilan en 6nemli enzimlerdir (Cowey ve Walton,
1988). ALT ve AST normalde hiicre igerisinde olan enzimlerdir. Bu enzimlerin kan
serumunda yiikselmesi travma veya karaciger hasarinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Ilaclarin ve cevresel ajanlarin olumsuz etkileri, ALT ve AST enzim
aktivitelerinin Ol¢lilmesiyle gdsterilmistir (Nemcsok ve ark., 1987). Plazmadaki ALT ve
AST aktivitelerindeki artislarin basta karaciger olmak tlizere diger organlarin (bobrek
ve/ya da solungag) zarar gérmesi sonucu olustugu kabul goérmektedir (Nemcsok ve
Hughes, 1988). Alkalen fosfataz (EC 3.1.3.1, ALP) (bazt organlardaki hiicre
Oliimlerinden sonra kana girmektedir) 6nemli serum enzimlerinden biri olup karaciger
ve bobrek doku hasarlarinin belirteci olarak kullanilmaktadir (Nemcsok ve Boross,
1982; Kalender ve ark., 2005). ALT enzimi AST enzimine gore karaciger i¢in daha
spesifik bir enzimdir. AST enzim seviyesindeki degisiklik bagka faktorlere bagli olarak

degismesine karsin, ALT degerinin kanda yiikselmesi karaciger hasarinin bir

12



gdstergesidir. Insanlarda safra yollarimin tikanmasi, alkol kullamimi, karaciger sirozu,
karaciger yaglanmasi (alkol kullanimi, diyabet ve obezite sonucu), karaciger kanserleri,
siddetli yaniklar, otoimmiin ve viral hepatitler ile ila¢ ve toksik madde alinimi ALT

degerinin yiikselmesine neden olur.

Kan plazmasi yada serumun biyokimyasal analizi, i¢ organlar (karaciger ve bobrek
gibi), proteinler (albuminler, globulinler), besleyici ve metabolik parametreler
(kolesterol, trigliserid, glukoz gibi) ve elektrolitler (Na, Cl, K, Ca, P) hakkinda bilgiler
saglamaktadir (Jain, 1986; Duncan ve ark., 1994). Bu nedenle plazma/serum
parametreleri canlilarda yabanci ajanlarin toksik etkilerinin belirtegleri olarak
kullanilmaktadir (Bergdahl ve ark., 1997). Iyonlar (Na, Cl, K ve Ca gibi) baliklarin
biiylimeleri ve iyon dengelerinin saglanmasi i¢in gerekli olup ¢ogu sudan solungaclar
araciligryla alinmaktadir (Eddy, 1982). Sudaki toksik maddelerle veya yabanci ajanlarla,
ilaglarla etkilesimde iyon alimmi hasar gormekte ve iyon dengesi bozulmaktadir

(McDonald ve Wood, 1993).

Tilapya baliklar1 (Sekil 1.5), uzun zamandir insan tiiketimi ig¢in besin olarak
yetistirilmistir, Misir mezarlarindaki resimler, Nil tilapyast (Oreochromis niloticus)
yetistiriciliginin 3000 y1l 6ncesine kadar uzandigini géstermektedir. Afrika’nin endemik
baliklar1 olmalarina ragmen, daha ¢ok tropik ve subtropik bolgere getirilmesiyle tilapya
baliklarinin yayilim alani genisletilmistir. Giiniimiizde tilapya yetistiriciligi ile elde
edilecek balik iiretiminin ¢ok Onemli oldugu disiiniilmektedir. FAO (Food and
Agriculture Organization) 2002 verilerine gore diinyada 1 milyardan fazla insan,
hayvansal protein ihtiyacinin baslica kaynagi olarak baliga giivenmektedir. Diinya
niifusunun hizla artmasi ucuz protein kaynagina olan ihtiyaci giderek artirmakta ve
tilapya tretiminin artirilmasmi zorunlu kilmaktadir (Almeida, 2001). O. niloticus’un
(Sekil 1.5.) bu calismada kullanilmasinin nedeni, besin kaynagi olarak yaygin
tiketilmesi (Almeida, 2001), fizyolojik mekanizmalarin yiiksek omurgalilara
benzemesi, daha kisa zamanda verimli dol vermesi, dis etkenlere karst daha direngli bir
canli olmasi ve (Cogun ve ark., 2003; Cogun ve Kargin., 2004; Saglamtimur ve ark.,

2004; Cogun ve Sahin, 2012), fizyolojik cevaplar1 kisa siirede vermesinden dolayidir.
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Sekil 1.5. O. niloticus (Nil sazani)

Son zamanlarda dogal igerikli ekstre ve dogal ilaglarla tedavi 6nemli hale gelmistir
(Davies ve ark., 2011; Hossain ve ark., 2011; Harikrishnan ve ark., 2011; kanani ve
ark., 2014). Bu konudaki in vivo ¢alismalar genellikle fareler iizerinde yapilmaktadir.
Ancak son zamanlarda diger canlilar iizerinde yapilan in vivo ¢alismalarida 6nemli hale
gelmistir (Galina ve ark., 2009; Davies ve ark., 2011; Hossain ve ark., 2011;
Harikrishnan ve ark., 2011; Kanani ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalar bitkisel ek stre ve
metabolitlerin baliklarin biiyimesini hizlandirdigi, besin degerini artirdigini ve savunma
sistemlerini giiclendirdigini ortaya koymustur (Drew ve ark., 2007; Galina ve ark.,
2009; Chakraborty ve Hancz, 2011; Harikrishnan ve ark., 2011; Metts ve ark., 2011;
Turker ve Takemura, 2011; Pirarat ve ark., 2012; Trosvik ve ark., 2012; Lu ve ark.,
2013; Pan ve ark., 2013; Verma ve ark., 2013; Freccia ve ark., 2014; Kanani ve ark.,
2014). Ancak yapilan literatiir taramasinda Oreochromis niloticus tizerine Oleo europea
metabolitleri ve ekstrelerinin etkisi konusunda herhangi bir aragtirmaya rastlanmamustir.
Bu baglamda ¢alismamizin amaci zeytin yapraginin ekstreleri ve bu ekstrelerin igindeki
etken madde polifenolik antioksidanlardan biri olan oleuropeinin ve yaprak oziitiinden
saflagtirilacak olan diger metabolitlerin baliklarda iyonlar (Na, K, Ca, Cl) ve kandaki
biyokimyasal parametrelerinin (ALT, AST, ALP ve glikoz) diizeylerinin arastirilmasini
teskil etmektedir.
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1.4. Depo Uriinleri Zararhlari1 Bocekler
1.4.1. Sitophilus granarius (Bugday biti)

Sitophilus granarius (Bugday Biti) : Ergin, parlak koyu kahve veya esmer renkli, bas
ucunda bir ¢ift kuvvetli mandibula bulunan hortumla sonlanir (Sekil 1.6). Protonum ve
elitra tizerinde oval, derin ¢ukurcuklar, kisa, sik ve sarimst tiiyler bulunmakta, pronotum
tizerindeki oval ¢ukurcuklar daginik, elitra iizerindeki cukurcuklar, artarda gelerek
cizgiler olusturmakta, arka kanatlar bulunmadigi i¢in u¢gma yetenegi bulunmamaktadir
(Sekil 1.6.). Boyu 3-5 mm'dir (Sekil 1.6.). Yumurtalar beyaz renkli, larvalar krem
renkte, 2,5-3 mm boyunda ve bacaksiz, pupa sarimsi beyaz renkte ve 4 mm boyundadir.
Depolanmis hububatlarin en &nemli zararhlarindan birisidir. Ulkemizde hemen her
bolgede mevcut olup depo iiriinlerine 6nemli zararlar vermekte ve bu yolla ekonomik
kayiplara sebep olmaktadir. Bugday biti kisi, ergin veya larva olarak tahil tanelerinin
icerisinde veya ergin olarak depo ve ambarlardaki catlak ve yariklarda da kislamaktadir.
Ciftlestikten sonra disi bocek, hortumu yardimiyla tahil tanelerinde embriyoya yakin bir
yerde delik agarak ac¢tigi bu delige bir yumurta koymakta ve lizerini jelatinimsi bir agiz
salgisi ile kapatmaktadir. Bir disi, 150-300 adet yumurta birakabilmektedir. Yumurtalar,
normal oda sicaklifinda bir haftada acilir. Larva tane igerisine girerek burada beslenir
ve pupa olur. Uygun sartlarda gelisme siiresi 30-45 giin siirmekte, lilkemiz sartlarinda

yilda 3-4 dol vermekte ve erginler 7-8 ay kadar yagamaktadir.

Kisin depoda olusan diisiik sicakliklara kars1 erginler ¢ok dayanikli olup 5°C'nin altinda
kislamaya ge¢mektedir. Tahil depolarinda -15°C’ye dayanikli olan bocek, 5°C’den
sonra aktiflesmekte, 12°C’ den sonra iireme faaliyetine girmektedir. Uriinde % 10 veya
daha yiiksek orandaki nem gelismeleri i¢in uygundur ve yiliksek neme dayaniklidirlar.
Gidasizliga uzun siire dayanabilen bir tiir olup, 5-6°C'de bir yil, 18- 20°C'de iki ay ag
kalabilmektedir. Bu nedenle bos ambarlarda uzun  siire  varliklarim
stirdiirebilmektedirler. Ergin ve larvalar, biitiin tahil tanelerinde ve tahildan yapilmis
gida maddelerinde beslenmektedirler. Larvalar icten erginler distan kemirerek zarar
vermekte, yogun iiremede, geriye sadece tane kabuklari kalmaktadir. Popiilasyon yogun
oldugunda iirtinde kizzgmaya sebep olmakta ve iiriinii gida maddesi olarak kullanilamaz
hale getirmektedir. Erginler tanelerin yaninda un, kepek, irmik, makarna, pasta ve

ekmekte de beslenebilmektedir.
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Yetiskin ¢izgi goriinimii Yetiskin sirt goriinimii Yetiskin yan goriiniimii

Sekil 1.6. Bugday bitinin (S. granarius) farkli goriinimleri
1.4.2. Tribolium confusum (Kirma biti, un biti)

T. confusum ergin, parlak koyu kirmizi renkli 3.5-4 mm boyundadir. (Sekil 1.7) Bas ve
torax sik noktalidir. Kin kanatlarin izeri boyuna ince ¢izgilidir. Larva, ince, silindirik
sekilli ve 5-7 mm boyundadir. Viicut sonunda bir ¢ift ¢ikint1 vardir. Pupa Onceleri
beyaz sonralari sarit renklidir. Ergin, 300-400 yumurta birakir. Yumurtadan ergine
gelisme siiresi 46-60 giindiir. Yilda 3-4 dol verir. Disi yumurtalarint gida maddesinin
icine birakir. Erginler ortalama 1 yil yasarlar ve u¢ma yetenekleri yoktur. Un, makarna,
biskiivi, kepek, nisasta, kuru meyve gibi gida iiriinlerine zararlar vererek 6nemli
ekonomik kayiplara neden olurlar. Ozellikle un depolar1, degirmen ve un fabrikalarinda
yaygin olarak bulunan bir zararlidir. Uriinii yiyerek tiiketirler. Ulkemizde un biti adiyla

da bilinirler. Ayrica larva gomlekleri ve diger artiklari ile tirtini kirletirler.

Sekil 1.7. Tribolium confusum (un biti, kirma biti) eriskin ve larvalari

1.4.3. Aconthoscelides obtectus (Fasiilye bocegi)

Fasulye tohum bdcegi ergininin viicudu uzunca oval, biraz yassi, agik veya koyu
kahverengidir. Viicudun iizeri arkaya yatik sar1 yesil ¢ok kisa tiiylerle ortiilii olup, acik

gri tiiylerle kapli uzunca lekeler bulunmaktadir. Viicudun alt tarafi kirmizimsi sari
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renklidir. Antenleri 11 segmentli olup, ilk 4 segment ve son segmenti acik kahverengi
digerleri koyu kahverengidir. Bacaklar1 kirmizimsi kahverengi renktedir. Fasulye tohum
bocegi'nin erkegi boyca kiigiik olusu ve alttan son karin segmentinin dis kenar1 ige
dogru yuvarlak olmasi nedeniyle disisinden ayrilir. Disi boyca daha iri, son karin
segmentinin ¢izgisi diizdiir. Yumurtalari, uzun ve ovaldir. Yumurta, ilk kondugu zaman
saydam parlak beyaz renklidir. Zamanla renk donuklasir, siit beyazi olur. A¢ilima yakin
yumurtanin yuvarlak ucunda larvanin kafasi belirginlesir. Yumurtadan ilk ¢ikti§1 zaman
larvanin govdesi silindirik yapida uzun olup, arkaya dogru gittik¢e incelir, uzun tiiylerle
kaphdir. Bas esmerimsi, viicut beyaz renklidir. Yumurtadan ¢ikan larva bir siire tanenin
tizerinde dolastiktan sonra, tane kabugunu oyarak bir galeri (tiinel) acar ve orada
beslenir. Bu sirada larvanin govdesi silindirik olup yay gibi kivriklasir, ayaklar
kaybolmustur. Bu haliyle larva 1. donem larvadan ¢ok farklidir. Son dénem larvanin
viicut uzunlugu 33.5 mm'dir. Pupa, tane kabugunun hemen altindaki bir odacikta olusur.
Bu durum tane kabugu iizerinde yuvarlak yag lekesine benzer renk degisimi ile kolayca
anlasilir. Zamanla lekenin rengi esmerlesir. ilk zaman parlak beyaz olan pupa rengi
zamanla koyulasip matlasir ve kirli sarimsidan agik kahverengine doniistir. Pupa boyu

2.9-4.6 mm'dir.

Sekil 1.8. A. obtectus (Fasiilye bocegi) eriskin ve larvast
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1.5. Calismanin Amaci

Bu ¢alismanin amaci ii¢ asamadan olusmaktadir. Birinci asamasi, zeytin yapraginin etil
asetat ve metanol ekstrelerinden polifenolik antioksidanlardan biri olan oleuropein ve
diger metabolitleri saflagtirmak ve kimyasal yapilarim UV, IR, *H-NMR, *C-NMR, 1D
ve 2D-NMR ve kiitle spektroskopik yontemleri ile aydinlatmaktir. Ikinci asamas
oleuropein ve saflastirilan diger metabolitlerin 46 saatlik uygulama siireleri sonunda
Oreochromis niloticus baliklarin kan diizeyindeki bazi iyonlar (Na, K, Ca, Cl) ve
biyokimyasal parametreler (ALT, AST, ALP ve glikoz) iizerindeki etkisini belirlemek.
Ugiincii asamasi ise O. europea’m yapraklarindan elde edilen ekstre ve saf
metabolitlerin 6nemli depo zararlilar1 olan S. garanarius, T. confusum ve A. Obtectus

erigskinlerine kars1 toksik etkilerini belirlenmektir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

Bu boliimde, ¢alismamizda kullanilan bitkisel materyal, kimyasal maddeler ve aletler

verilmistir.
2.1. Bitkisel Materyal

Calismalarda kullandigimiz Olea europaea Kilis'in zeytin bahgelerinden toplanmustir.
Bitki &rnegi, Kilis 7 Aralik Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi laboratuarinda

muhafaza edilmistir.

2.2. Kimyasal Maddeler ve Aletler

2.2.1. Kimyasal Maddeler

Ekstraksiyon islemlerinde destillenmis ¢6ziictiler kullanildi.

2.2.2. izolasyon ve analiz cahsmalarinda kullanilan aletler

UV-Goriiniir Bolge Spektrofotometre : PG instruments Ltd.

UV Lambasi : Model Mineralight

Doner buharlastirict : BSI

3C-NMR Spektroskopisi : Bruker 400 MHzSpektrometre
'HNMR Spektroskopisi : Bruker 400 MHzSpektrometre
Infrared Spektrofotometresi : Perkin Elmer Spektrum 100 FT-IR
Kompresor : KNF LabLaborpurt

Hassas Terazi : Scaltec SPB 31

2.2.3. Kromatografik ¢alismalarda kullamlan adsorbanlar

Kromatografik yontemler ile yapilan izolasyon ve saflastirma ¢alismalarinda
kullandigimiz adsorbanlar Cizelge 3.1.°de verilmistir.
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Cizelge 2.1. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan adsorbanlar

YONTEM ADSORBAN

Kolon Kromatografisi Silika jel (Kiesel gel 60, 70-230 mesh, Merck)
Silika jel (Kiesel gel 60, 230-400 mesh Merck)
Ince Tabaka Kromatografisi (iTK) Silika jel (Hazir plak, Kiesel gel 60 Fosa,
0,2 mm, Merck, 5554)

2.2.4. Kullanilan revelatorler

ITK’da maddelere ait lekeler, UV lambasinda, UVas4 Ve UV3es Nm de belirlendi. UV
is1ginda  goriinmeyen maddelere ait lekeler ise vanilin/H,SO, (%1) reaktifinin
piskiirtilmesinden sonra, kromatogramin 105 °C da birka¢ dakika 1sitilmasi ile
belirlendi.

2.2.5. Kromatografik ¢alismalarda kullanilan ¢éziicii sistemleri

Kromatografik calismalarda kullanilan ¢6ziicii sistemleri Cizelge 3.2. de verilmistir.

Cizelge.2.2. Kromatografik calismalarda kullanilan yiiriitiicli faz sistemleri

No Yiiriitiicii faz sistemleri Yontemler
1 Dikolorometan—metanol (9:1, 8:2) SKK, ITK
2 Kloroform—etil asetat (9:1) ITK
3 Diklorometan— metanol (8,5:1,5, 3:2, 1:1, 6:4) ITK
4 Etil asetat SKK, iITK
5 Hekzan—etil asetat (7:3, 6:4) SKK, ITK
6 Dietileter ITK
7 Hekzan—dietil eter (1:1) ITK
8 Hekzan—diklorometan (3:7) ITK
9 Diklorometan ITK
10  Hekzan—metanol (8:2) ITK
11  Kloroform—metanol (9,5:0,5) ITK
12 Kloroform—etil asetat (7:3) ITK
13 Hekzan—dietil eter (4:6) ITK
14  Hekzan—etil asetat (2:3, 1:4) ITK
15  Hekzan—dietil eter (6:4, 7:3) ITK
16 Metanol—dikolorometan (6:4) SKK, ITK
17 Metanol— dikolorometan (3:7, 2,5:7,5) ITK
18 Dikolorometan— etil asetat (8:2, ) SKK, ITK
19 Dikolorometan— etil asetat (8,5:1,5) ITK
20  Aseton ITK
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2.3. Etanol ile Ekstraksiyon ve Kromatografik Cahsmalar
2.3.1. Ekstraksiyon

300 g zeytin yapragi 1 L etil alkol ile 5 kez ekstrakte edildi. Ekstreler birlestirildi ve etil
alkol doner buharlastiricida diisiikk sicaklik ve basingta uzaklastirildi. Bu islemlerin
sonunda koyu kahverengi renkli 85 g ekstre elde edildi. Ekstredeki klorofil ve diisiik
polariteli maddeleri tiikketmek igin ekstrenin tizerine etil asetat (500 ml) eklendi ve bu

islem dort kez tekrarlandi. Bu islem sonrasinda 45 g etil asetatta ¢oziilmeyen ekstre elde

edildi.
2.3.2. Etil asetat fazina ge¢cmeyen kisim iizerinde yapilan kromatografik ¢cahismalar

Elde edilen ekstre metanolde ¢dziindii. Uzerine 40 g silika jel eklendi, metanol doner
buharlastiricida uzaklastirildi  ve kolona yiiklenmek tizere hazirlandi. EKstre
fraksiyonlanmak tizere 250 g silika jel (700-230 mesh) CH,Cl,-MeOH (8:2) sisteminde
stispanse edilerek kolona yiiklendi ve ekstre kuru olarak kolona tatbik edildi. Eliient
olarak yine CH,Cl,-MeOH (8:2) sistemi tercih edildi ve eliisyon esnasinda toplam 60
fraksiyon alindi. Toplanan her bir franksiyon iITK CH,Cl,-MeOH (8:2), CHCI3-EtOAc
(7:3), hekzan-EtOAc (6:4) gibi degisik haraketli fazlarda yiiriitiildii ve ayn1 maddelere
ait lekeleri igeren fraksiyonlar kendi arasinda birlestirildi. Bu islemin sonucunda ekstre
toplamda dort ana fraksiyona boliindii ve sirastyla OEEA (1-4 Fr.), OEEB (6-14. Fr.),
OEEC (15-46. Fr.) ve OEED (47-60. Fr.) olarak kodlandh.

OEEA fraksiyonu sadece klorofil ve lipofilik madde igerdigi i¢in iizerinde saflagtirma

calismalar1 yapilmadi ve bu fraksiyon atildi.

OEEB fraksiyonu ITK da CHCI3-EtOAC (9:1) sisteminde EtOAc fazina gegen kisim ile
beraber yiiriitiildii ve ayn1 maddeleri i¢erdigi belirlendi. Bu fraksiyon etanol ekstresinin

EtOACc’ e gegen kismu ile birlestirildi.

OEEC fraksiyonunun ITK ile yapilan kontrollerinde, zeytin yapragi ve meyvesinin
karakteristik bileseni, oleuropein oldugu diisliniilen bir maddeyi icerdigi gozlendi. Bu
maddeyi saflastirmak {izere yeniden silika jel KK yapildi. Bu amagla, 150g silika jel
(70-230 mesh) tartildi ve CH,Cl,-MeOH (9:1) hareketli faz sistemi kullanilarak kolona
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yiiklendi. Fraksiyon aym sistemde ¢oziildii ve kolona tatbik edildi. Eliient olarak ayni
sistem kullanildi ve toplam 73 fraksiyon alindi. ITK ile yapilan kontrollerde 56-69.
fraksiyonlarin oleuropein oldugu tahmin edilen saf bir madde igerdigi gozlendi.

Fraksiyonlar birlestirildi, ¢oziiciisii uzaklastirildi ve saf madde OE-1 olarak kodland

(4,75 gram).

OEED fraksiyonu ITK ile metanol—diklormetan (6:4) hareketli faz sisteminde kontrol
edildi ve az miktar OE-1 maddesinin yani sira daha polar bir veya birkag madde igerdigi
tespit edildi. Bu fraksiyondaki metabolitleri saflagtirmak tizere OEED fraksiyonu silika
jel KK’a tabi tutuldu. Bu amagla 125 gram silika jel (70-230 mesh) ayni1 hareketli faz
sisteminde siispansiyon haline getirilerek kolon hazirlandi. Fraksiyon kolona yiiklendi
ve 25 ml hacimler halinde fraksiyonlar toplandi. Sistem polar oldugu igin toplamda 15
fraksiyon toplandi ve toplanan fraksiyonlar ITK da degisik hareketli faz sistemi
kullanilarak kontrol edildi ve ayn1 maddelere ait lekeleri igeren fraksiyonlar birlesirildi.
Kontroller sonunda 3-5. Fraksiyonlarin OE-1 ve diger fraksiyonlarda dah major olan
farkli bir madde igerdigi gozlendi. Daha Once yeterli miktarda OE-1 kodlu madde
saflastirildigr i¢in bu fraksiyon lizerinde ayrica kromatografik caligmalar yapilmadi. 6-
15. fraksiyonlarin ise OE-1 in yam sira major farkli bir madde igerdigi belirlendi. Bu
maddeyi saflastirmak iizere yeniden silika jel KK yapildi. Bu amagla 50 g silika jel (70-
230mesh) daha az polar diklormetan—metanol (7,5:2,5) sisteminde siispansiyon haline
getirildi, kolona yiiklenerek hazirlandi. Eliient olarak aymi sistem kullanildi ve toplam
20 fraksiyon toplandi. Toplanan fraksiyonlar ITK da kontrol edildi ve 10-20.
fraksiyonlarin saf bir madde icerdigi gozlendi. Bu fraksiyonlar birlestirildi, tartild1 ve
yeni saflagtirilan madde OE-2 (750 mg) olarak kodlandi.

2.3.3. Etil asetat fazina gecen kisim iizerinde yapilan kromatografik ¢alismalar

Bu fazdaki maddeleri saflastirmak {izere silika jel kolon Kromatografisi (180g, 70-230
mesh) yapildi. Ekstre kolona tatbik edilmek iizere uygun bir ¢oziiciide ¢oziildii ve 20
gram silika jele emdirildi. Bu amagla, 180 gram silika jel (70-230 mesh) CH,Cl,-MeOH
(8:2) hareketli faz sisteminde siispansiyon haline getirildi ve kolona yiiklendi.
Fraksiyonlar 30 ml’lik hacimler halinde toplandi ve toplamda 38 fraksiyon alindu.
Toplanan her bir fraksiyon CH,Cl,:MeOH (8:2) hareketli fazinda yiirtitiilerek kontrol

edildi ve aym lekeleri igeren fraksiyonlar kendi arasinda birlestirildi. Yapilan
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kontrollerde ilk 18 fraksiyonun klorofil ve terpenik veya steroidal yapili bilesikleri
icerdigi belirlendi. Bu fraksiyonlar kendi arasinda birlestirildi ve OEEtA olarak
kodland1 (12.5 g). ITK ile yapilan kontrollerde 19-37. fraksiyonlarin saf bir madde
icerdigi gozlendi. Bu maddeyi saf olarak igeren fraksiyonlar kendi arasinda birlestirildi,
ITK da daha 6nce saflastirilan OE-1 kodlu madde ile beraber yiiriitildii ve aym
maddeler oldugu belirlendi. Saflagtirilan tim OE-1 kodlu maddeler birlestirildi, tartildi
ve toplamda 8,71 g OE-1 saflastirildi (% verim: 2,90).

2.4. Etil Asetat ile Ekstraksiyon ve Kromatografik Calismalar

Daha 6nce de bahsedildigi gibi ekstrenin ana kolonda fraksiyonlanmasi esnasinda alinan
OEEB fraksiyonu iITK da CHCI3-EtOAC (9:1) sisteminde yiiriitiilmiis, ayn1 maddeleri
icerdigi belirlenmis ve etanol ekstresinin EtOAc’e gecen kismu ile birlestirilmisti.
Birlestirme isleminin sonunda EtOAc fazina gegen 16,27 gram madde elde edildi. Bu
fazdan saflagtirilacak olan metabolitler {izerinde ileriki asamalarda bazi biyolojik
aktivite calismalarinin yapilmasi tez hocamiz tarafindan planlaniyordu. Bu metabolitleri
yeterli miktarda saflastirmak icin ekstre miktariin artirilmasi gerekmekteydi. Bu
nedenle, 500 gram O6giitiilmiis zeytin yaprag: etil asetat ile (5 x 2,5L) ekstrakte edildi.
Ekstreler birlestirildi, etil asetat buharlastirildi ve bu islemin sonunda 42,99 gram ekstre
(% verim: 8.60) elde edildi.

Ekstredeki klorofil ve diisiik polariteli molekiilleri uzaklasgtirmak tizere ekstre sicak
hekzan (50 °C) iizerinden bes kez yikandi ve yikama islemi sonrasi hekzanda

¢coziinmeyen kisim 28,98 gram olarak tartildi.

Etil asetat ekstresi aseton igerisinde, ultrasonik su banyosu yardimiyla ¢oziildii ve
tizerine 20 gram silika jel ilave edildi. Aseton doner buharlastiricida uzaklastirildi ve
bdylece ekstre KK’ a kuru olarak tatbik etmek iizere hazir hale getirildi. Silika jel KK
icin 300 gram silika jel (70-230mesh) CH,Cl,.EtOAc (8:2) hareketli faz ile siispansiyon
haline getirildi ve kolona yiiklendi. Fraksiyonlar 50 ml hacimler halinde topland1 ve bu
siirecin  sonunda toplam 74 fraksiyon alindi. Toplanan fraksiyonlar ITK da
CH,Cl,.EtOAc (8:2) hareketli faz ile kontrol edildi ve aynm maddelere ait lekeleri igeren
fraksiyonlar kendi arasinda birlestirildi. Ayn1 maddeleri iceren fraksiyonlar ve verilen

kodlar asagidaki Cizelge 3.3.’de 6zetlenmistir.
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Cizelge 2.3. KK sonrasi birlestirilen fraksiyonlar ve kodlar

Fraksiyon No Kod Kiitle(g)
1-16 EtA 4,17
17-26 EtB 8,17
27-47 EtC 6,52
48-77 EtD 2,42

ITK ile yapilan kontroller esnasinda EtA fraksiyonunun sadece klorofil icerdigi tespit
edildi. Bu nedenle EtA fraksiyonu lizerinde kromatografik ¢alismalar yapilmad: ve bu

fraksiyon atild1.

ITK ile yapilan kontrollerde EtB fraksiyonunun safsizlik olarak klorofillerin yani sira
tek bir maddeyi igerdigi belirlendi. Bu fraksiyon yesil renkli amorf bir katiydi. Bu
fraksiyondaki klorofilleri uzaklastirmak tizere sirasiyla hekzan, hekzan:CHCl; ve
dietileter tlizerinden hizli bir sekilde yikandi. Yikama islemleri sonrasi klorofiller
uzaklastirildi ve beyaz amorf bir kat1 elde edildi (1,88 g). Madde ITK ile CHCl3;EtOAC
sistemi kullanilarak saflig1 kontrol edildi ve maddenin saf oldugu gozlendi. Saflastirilan
bu yeni madde OE-3 (1,88 g) olarak kodlandi. Yikama islemleri sirasinda hekzan,
CHCl; ve dietiletere gegen kisim ITK ile CHCIl3:EtOAc ile kontrol edildi ve bu sistemde
OE-3‘den farkli bir madde igerdigi tespit edildi. Bu fraksiyon 75 gram silika jel (70-230
mesh) kullanilarak KK’ a tabi tutuldu. Fraksiyonlar 25 ml’lik hacimler halinde toplandi
ve toplam 35 fraksiyon alindi. Fraksiyonlar ITK ile kontrol edildi ve 13-20.
fraksiyonlarin saf bir madde igerdigi gozlendi. Fraksiyonlar birlestirildi, ¢oziicii

uzaklastirildi ve OE-4 (1,6509) kodlandi.

EtC fraksiyonu (6,52 g) ITK ile CH,Cl»EtOAc (8:2) hareketli faz ile kontrol edildi ve
kii¢iik safsizliklarin yani sira major bir madde igerdigi tespit edildi. Bu iki major
maddeyi saflastirmak tlizere EtC fraksiyonu 125 gram silika jel (70-230 mesh) ve
CH,CIl,.EtOAC (8:2) hareketli faz ile KK’ a tabii tutuldu. Fraksiyonlar 25 ml’lik
hacimler halinde topland1 ve toplam 16 fraksiyon alindi. ITK da yiiriitiildiigiinde ilk 5
fraksiyonun (1-5) sadece klorofil igerdigi belirlendi ve bu nedenle atildi. ITK ile kontrol
edildiginde diger fraksiyonlarin yiiksek oranda saf oldugu gozlendi ve igerisindeki
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kiiciik safsizliklar metil alkol {izerinden yikanarak uzaklastirildi. Bu islemin sonunda

beyaz renkli, amorf bir kati elde edildi ve OE-5 (2,52g) olarak kodlandi.
EtD fraksiyonu iizerinde ise Kromatografik ¢alismalar yapilmadi.
2.5. Baliklarda Biyolojik Aktivite Caliymalar:

Saflastirilan metabolitler ve ekstreler baliklarin yemlerine katilmak siiratiyle, baliklarin
kan dokusundaki bazi iyonlar ve bazi biyokimyasal parametrelerin tizerindeki etkileri
arastirildi. Bu arastirmada kullanilan Oreochromis niloticus balik tiiri Cukurova
Universitesi Su Uriinleri Fakiiltesi yetistirme havuzlarindan temin edildi ve ii¢ ay siire
ile 40X100X40 cm boyutlarindaki dokuz (9) stok akvaryum igerisinde laboratuvar
kosullarina adaptasyonlar1 saglandi. Baliklar bu siirenin sonunda uygun boy ve agirliga
ulastilar. Deneyler 20 + 1°C sicaklikta yiiriitiildli, akvaryumlar merkezi havalandirma
sistemi ile havalandirildi ve giinde sekiz saat aydinlanma (8 saat giindiiz / 16 saat gece)
periyodu uygulandi. Baliklar, giinde iki kez olmak tizere balik agirliginin % 1°1 kadar
hazir balik yemi (Pinar Balik Yemi, Tiirkiye) ile beslendi.

Saf metabolitlerin yiiksek (4g ekstre veya metabolit/100g yem) ve diisiik derisim (1g
ekstre veya metabolit/100g yem) halinde olmak iizere iki farkli derisimde balik
yemlerine katildi. Baliklara 96 saat boyunca giinde iki kere bu yemlerden verilmesi
saglandi. Siire sonunda baliklarin kanlari 2 grup halinde alindi, birinci grup iyon
diizeyleri i¢in (Na, K, Ca ve Cl) diger grup ise ALT, AST, ALP ve glikoz gibi
biyokimyasal parametreleri 6l¢iimleri igin kullanildi. Biyokimyasal ve iyon O6l¢timleri
Kilis Devlet Hastanesi merkez laboratuvarinda Roche Hitachi P 800 marka cihaz ile

gergeklestirildi.

Deneylerden elde edilen verilerin istatistiksel analizleri “ Regresyon analizi ve Student-

Newman Keuls Test (SNK)” testleri uygulanarak yapildi.
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2.6. Insektisidal Aktivite Calismalar1

Insektisidal aktivite galismalart Erzurum Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Laboratuarlarinda gergeklestirilmistir. Bu amagla ¢alismada ii¢ 6nemli
depo zararlilar1 olan Sitophilus granarius (bugday biti), Tribolium confusum (kirma biti,
un biti) ve Acanthoscelides obtectus (fasiilye bocegi) eriskinleri kullanilmustir.
Laboratuvar sartlarinda beslenen boceklerin erginleri uygun besi ortami ile beraber Petri
kaplarina 20 adet olacak sekilde yerlestirildi. Belirli konsantrasyonlarda (2,5 mg, 5 mg
ve 7,5 mg/Petri kabi) hazirlanan ekstre ve yeterli miktarda saflagtirilan saf metabolitler
petri kaplarina ilave edilerek kaplarin agz1 kapatildi. Saflastirilan metabolitler etanol-
destile su (% 10 hacimce) sisteminde ¢oziildii ve petri kaplarina eklendi. Ayni sartlarda
hazirlanan insektisit ilact DDVP (dichlorvos; 2,2-dicholorovinyl dimethyl phosphate)
pozitif kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol olarak ise sadece maddeleri ¢6zmek
iizere kullanilan etanol-destile su (% 10 hacimce) kullanildi. Olii bocekler 24, 48, 72 ve

96. saatlerde sayilarak kaydedildi.

Deneylerden elde edilen verilerin istatistik analizleri “ANOVA” (LSD ve Duncan

testleri) ve ““ Probit Regresyon Analizi” testleri uygulanarak yapildi.
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3. BULGULAR
3.1. Saflastirilan Metabolitlere Ait Spektral Bulgular

Zeytin Agaci (Oleae uropea) bitkisinin yapraklarindan kromatografik yontemlerle OE-
1, OE-2, OE-3, OE-4 ve OE-5 olarak kodlanan toplam bes madde izole edildi. Bu
bolimde izole edilen saf zeytin yapragi metabolitlerinin kimyasal yapilarimi
aydinlatmaya yonelik alman UV, FT-IR, H-NMR, *C-NMR, 1D- ve 2D-NMR
yontemleri ile elde edilen spektral veriler degerlendirilmistir. Calismalardan elde edilen

sonuglar ¢izelge ve sekiller ile 6zetlendi.

3.1.1.0E-1 (Oleuropein)

C25H32013, MA:540

OE-1 zeytin yapraginin etanol ekstresinden hafif kahverengimsi, amorf bir kati olarak
izole edildi. Maddenin erime noktas1 88-90 °C olarak &lciildii. OE-1, ITK’da gbriiniir
1s1ikta renksiz, UVzs4 nm’de mor ve H,SOg4-vanilin reaktifi ile ise sari-kahverengimsi
olarak kaydedildi. OE-1’in UV2ss nm’de mor renk vermesi fenolik yapili bir molekiil
oldugunu gostermektedir (Solomons, 1990; Erdik, 1998; Fessenden ve ark., 2001).
Fenolik yapil1 bilesikler t—n* ve n—n* elektronik gecisleri ve bu gegislerin sayisina
bagli olarak UV3s4 ve daha biiylik dalga boylarinda absorbans verirler (Solomons, 1990;
Erdik, 1998; Fessenden ve ark., 2001).
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OE-1 molekiiliiniin kimyasal yapis1 UV-Vis, FT-IR, *H-NMR ve **C-NMR spektral
verilerinden zeytin yapragi ve meyvelerinin karakteristik bileseni olan oleuropein olarak
aydinlatildi. OE-1 (oleuropein) metaboliti UV-VIS spektrumunda yapiyla uyumlu
olarak (Sekil 3.1) Amax=244 (2,00), Amax=282 nm (1,81) ve Amax=322 nm (0,87) de

maksimum absorbanslar verdi (Solomons, 1990; Erdik, 1998; Fessenden ve ark., 2001).
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Sekil 3.1.0E-1(oleuropein)’ in UV-Vis. spektrumu
Oleuropeinin (OE-1) FT-IR spektrumu (Sekil 3.2) da oleuropeinin kimyasal yapist ile

uyumlu kimyasal bag titresimlerine ait absorbans bantlar1 vermistir. Spektrumdan
goriilecegi iizere 3347 cm™de fazla sayida —OH grubuna ait (aromatik halkaya bagli ve
glikoz birimindeki -OH gruplar1) absorbans bantlar1 gézlenmistir. Spektrumda 2923
cm™® civarinda gozlenen titresim batlar1 ise molekiildeki alifatik C-H titresimlerine ait
absorbanslardir. Ester karbonil grubuna ait titresim absorbans bantlari ise 1700 cm™ ve
1627 cm? de gozlemlenmistir (Solomons, 1990; Erdik, 1998; Fessenden ve ark., 2001).
Bu absorbans bantlarindan 1700 cm™ de gdzlenen absorbans bandi konjuge ester
karbonil karbonuna aittir. Molekiildeki ¢ok fazla sayidaki C-O bag titresimlerine ait

absorbanslar ise 1069 cm™ de ¢ok kuvvetli bir bant olarak gdzlemlenmistir.
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Sekil 3.2. OE-1 (oleuropein)’ in FT-IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

IR: Vinax: 3347cmi™(O-H titresim bandi), 2800-3000 cm™ (alifatik ve aromatik C-H titresim bantlari), 1699
ve 1627 cm™ (ester C=0 titresim bantlart), 1400-1600 cm™ (C=C titresim bantlar1), 1069 cm™ (C-O
titresim bandt).

OE-1” in *H-NMR spektrumu (Sekil 3.3) oleuropein molekiiliiniin kimyasal yapist ile
uyumludur. Molekiiliin fenolik kismina ait hidrojenlerin kimyasal kaymalar1 6=8,70
ppm de d (H-4"), 6=8,27 ppm de d (H-7"), 6=6,95 ppm de d (H-8") sinyaller olarak
gbzlenmistir. Molekiildeki H-5 ise 6=7,85 ppm de s sinyal vererek rezonans olmustur.
Molekiilde glikoz biriminin anomerik hidrojenine ait sinyal 6=6,02 ppm de d sinyal
olarak gozlenmistir. Bu sinyalin J etkilesme sabiti biiyiik olup glikozun - bag ile
baglandigin1 gostermektedir. Molekiildeki H-9, H-8 ile etkileserek 6=3,20 ppm de d
sinyal vermistir. Metoksi grubu (-OCHs) hidrojenlerinin kimyasal kayma degeri ise
0=5,14 ppm olup, siddetli bir s sinyal olarak gozlenmistir. Molekiildeki OH hidrojenleri
ise 0=9,10 ppm, 6=9,21 ppm, 6=10,02 ppm ve 6=10,25 ppm de genis S sinyal vererek

rezonans olmuslardir.
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Sekil 3.4.0E-1 (oleuropein)’ in **C-NMR spektrumu (Pridin-ds)
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OE-1’ in decoupled (etkilesmemis) *C-NMR spektrumunda (Sekil 3.4) oleuropeinin
kimyasal yapist ile uyumlu olarak toplam 24 C sinyali goézlemlenmistir. Oysa
molekiiliin molekiil formiilii C25H32013 0lup bir C sinyali eksik gozlenmistir. Bir karbon
sinyalinin eksik goriinmesinin nedeni C-8 ve C-8” {in aym yerde (6=121,7 ppm)
rezonans olmasidir. Sirastyla, 0=172,7 ppm ve 6=168,4 ppm de gozlenen C sinyalleri
molekiildeki 1 ve 10 numarali ester karbonile ait sinyalleridir. C-5, C-6' ve C-5' olefinik
ve aromatik C atomlarma ait sinyaller bu atomlara bagli O atomunun indiiktif etkisinden
dolay1 daha asagi alanda sirasiyla, 0=155,4 ppm, 0=148,5 ppm ve 6=147,1 ppm’de
rezonans olmuslardir. Molekiildeki anomerik C atomuna (C-1") ait sinyal bagl iki O
atomunun indiiktif etkisinden dolay1 6=102,7 ppm de Sl¢iilmiistiir. Benzer bir durum C-
6 i¢inde gozlenmis olup bu atomun kimyasal kaymasi 6=96,1 ppm’dir. Oleuropeinin
BC-NMR spektrumunda bir O atomunun bagh oldugu C sinyalleri 9=82-60 ppm
araliginda toplam 6 sinyal olarak gozlenmis olup bu sinyallerin bes tanesi glikoz
birimine, bir tanesi ise C-1"” e (0=67,2 ppm) ait sinyallerdir. Metoksi grubuna ait C
atomu 6=52,5 ppm de rezonans olurken, oleuropeinin kimyasal yapisi ile uyumlu olarak
alifatik bolgede (0=10-50 ppm araligi) dort C sinyali gozlenmistir. OE-1’in kimyasal
yapisiin zeytin yapraginin yaygin bir metaboliti oleuropein oldugu daha o6nce
yayinlanmig spektral verilerle de dogrulanmistir (Tanahashi ve ark., 1999; Al-Azzawari,
2004).

31



3.1.2. OE-2 (Trisakkarit)

OE-2 zeytin yapraginin etanol ekstresinden hafif kahverengimsi, amorf bir kati olarak
izole edildi. Maddenin erime noktas1 76-78 °C olarak belirlendi. OE-2 ITK da goriiniir
1sikta renksiz, UVyss nm’de hafif mor renkli ve H,SOs-vanilin reaktifi piiskiirtiildiigiinde
ise acik kahverengimsi bir renk vermekteydi. Bu molekiilin UV-Vis spektrumunda
(Sekil 3.5) ii¢ maksimum absorbans bandi gozlenmistir. Maksimum absorbanslar
sirastyla Amax=324 nm, Apax=276 nm ve Amax=250 nm da Ol¢iilmiistiir. Bu maksimum
absorbanslar molekiilde fazla sayida m—n* ve n—n* elektronik gecisleri olduguna

isaret etmektedir (Solomons, 1990; Erdik, 1998; Fessenden ve ark., 2001).
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Sekil 3.5.0E-2 in UV-Vis. Spektrumu (CH30H)

OE-2 molekiiliiniin diger, "H-NMR (Sekil 3.6.), **C-NMR (Sekik 3.7), DEPT135 ve
DEPT90 (Sekil 3.8) ve HMQC (Sekil 3.9) spektroskopik verileri ile kimyasal yapisinin
bir trisakkarit oldugu tespit edilmistir. Ancak spektral veriler yapilar analiz edilerek

trisakkaritin kimyasal yapisi tam olarak aydinlatilamamustir.

OE-2’ in *H-NMR spektrumunda (Sekil 3.6.) =5,05 (J=3,72 Hz) ppm, 6=4,45 ppm
(J=7,90 Hz) ile 6=4,70 ppm civarinda gozlenen ancak D,O pikinin altinda kalan {i¢
adet anomerik hidrojenlere ait sinyaller gozlenmesi bu molekiiliin bir trisakkarit
oldugunu gostermektedir. 6=4,70 ppm civarinda gozlenen ancak D,O pikinin altinda
kalan sinyalin etkilesme sabiti hesaplanamamustir. Diger taraftan 6=5,05 ppm’de
gbzlenen sinyal i¢in J=3,72 Hz lik bir etkilesme sabiti monosakkaritin a- bagi ile
baglandigimi gostermektedir. 6=4,45 ppm de gozlenen anomerik hidrojen igin ise

etkilesme sabiti, J=9,70 Hz olarak hesaplanmis olup, B- bag ile baglandigini

32



gostermektedir. Bu etkilesme sabiti genellikle glikoz sekerine ait olup B- bagi ile bagka
bir monosakkarite baglandigini gdstermektedir. U¢ monosakkarit birimine ait diger

hidrojenlerin sinyali ise 0=4,00-3,00 ppm arasinda gézlemlenmis olup molekiiliin bir

trisakkarit oldugunu dogrulamaktadir.
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Sekil 3.6. OE-2 (trisakkaritin)’ in "H-NMR spektrumu (D,0)

OE-2” in ®C-NMR spektrumunda (Sekil 3.7.) tim karbon sinyalleri 6=60,0-102,0 ppm
araliginda goézlemlenmistir. Ug manosakkarit birimine ait 6 nolu C sinyalleri §=62,5
ppm, 6=62,6 ppm ve 6=63,8 ppm’de gdézlemlenmistir. Daha asag1 alandaki §=99,6
ppm, 6=95,9 ppm ve 6=92,0 ppm’de ki C sinyalleri ise anomerik karbonlara ait
sinyaller olup, molekiiliin bir trisakkarit oldugunu gostermektedir. Diger C sinyalleri ise

trisakkarit yapisina uygun olarak 0=65,0-80,0 ppm araliginda rezonans olmuglardir.
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Sekil 3.7. OE-2 (trisakkaritin)’ in *C-NMR spektrumu (D-0)

OE-2 molekiiliiniin DEPT135 ve DEPT90 (Sekil 3.8), HMQC (Sekil 3.9) spektrumlari
da molekiiliin bir trisakkarit oldugunu dogrulamaktadir. Ancak bu spektral verilere
ragmen spektrumlarin ¢ok iyi alinmamasindan dolayr veriler tam olarak analiz
edilememis ve monosakkaritlerin yapist ve birbirine baglanma diizenleri tam olarak

aydinlatilamamastir.
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Sekil 3.8. OE-2 (trisakkaritin)’ in DEPT135 ve DEPT90 *C-NMR spektrumlari (D,0)
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Sekil 3.9. OE-2 (trisakkaritin)’ in HMQC spektrumu (D0)
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3.1.3. OE-3 (Oleanolic asit)

29 30
H 30/////, CH 3

HO 3 " 6
HaCY CHs
24 23

C30H4803, MA:456

OE-3 molekiili beyaz amorf kati goriinlimiinde bir madde halinde saflastirildi.
Maddenin erime noktast 288-300 °C olarak belirlendi. Bu madde iTK’da goriiniir 151kta,
UVass Nm ve UVsgg Nm de renksiz, H,SO4-vanilin (%]1) reaktifi piiskiirtiildiigiinde ve
105 °C da biraz bekletildiginde ise pembe-mor bir renk vermektedir. Reaktif
puskiirtiildiikten sonra ve 1sitildiginda olusan pembe-mor renk bu maddenin steroid
veya terpenik yapili bir madde oldugunu goéstermektedir (Tanker ve Sakar, 1991;
Wagner ve Bladt, 1996).

OE-3 molekiiliiniin ATR teknigi ile alinmisg FT-IR spektrumunda (Sekil 3.10.) 3393 cm’
! dalga boyu civarinda gézlenen zayif ve yaygin absorbans molekiilde —-OH ve —COOH
grubunun olduguna isaret etmektedir (Fessenden ve ark., 1990; Erdik, 1998; Solomons,
1990). 2950-2800 cm™ dalga boyu araligindaki C-H titresim bantlar1 molekiilde alifatik
gruplarin oldugunu gostermektedir. Bunlarin yani sira 1686, 1459 ve 1028 cm™ dalga
boylarinda goézlenen absorbans bantlar1 da sirasiyla, C=0, C=C ve C-O baglarinin
varhigina isaret etmektedir (Fessenden ve Fessenden, 1990; Erdik, 1998; Solomons,
1990).
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Sekil 3.10. OE-3 (oleanolic asit)’ iin IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

IR: Vimax 3393 cm™ (-OH ve COOH titresim bandr), 2950-2800 cm’™ aralig (alifatik C-H titresim
bantlari), 1686 cm™ (C=O0 titresim band1), 1459 cm™ (C=C titresim band1), 1029 cm™ (C-O gerilme
band).

Triterpenler ve steroidler H,SOy4-vanilin (%]1) reaktifi ile aynm1 pembe-mor renkleri
verirler. ~Steroidler ile triterpenlerin farki 'H-NMR spektrumundan kolayca
anlasilabilmektedir. Triterpenlerin  "H-NMR spektrumunda yukari alanda —CHs
hidrojenlerine ait daha fazla sayida s gozlenirken, steroidlerde metil gruplarina ait s
sinyal sayis1 daha azdir. OE-3 bilesiginin 'H-NMR spektrumu (Sekil 3.11.)
incelendiginde CHgs hidrojenlerine ait yedi adet kuvvetli s sinyal gozlenmistir. Bu
sinyaller bilesigin bir triterpen oldugunu gostermektedir. OE-3 molekiiliiniin '"H-NMR
(Sekil 3.11.), “C-NMR (Sekil 3.12.) spektrumlarindaki veriler yorumlanarak
molekiiliin kimyasal yapisinin yaygin bir triterpenik asit olan oleanolic asit oldugu
belirlenmistir. Bitkilerde yaygin olan diger bir triterpen asit ise ursolic asit olup
kimyasal yapis1 oleanolic asite ¢ok benzemektedir. Ursolic asit molekiiliinde oleanolic
asit molekiiliindeki 20 nolu C atomuna bagli olan —CHg3 grubu, 19 nolu C atomuna
baglanmustir. Bu iki molekiil arasindaki fark *H-NMR spektrumunda 6=0-1,5 ppm
araliginda gozlenen—CHs grubuna ait sinyaller ile kolayca anlasilmaktadir. Oleanolic
asit molekiiliiniin "H-NMR spektrumunda bu bélgede 7 singlet gozlenmesi gerekirken,
ursolic asit molekiiliiniin "H-NMR spektrumunda bu bolgede 5 s sinyal gozlenmelidir.

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak OE-3 molekiiliiniin kimyasal yapist oleanolic asit olarak
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tespit edilmistir (Saimaru ve ark., 2007; Pollier ve Goossens, 2012; Kotan ve ark.,

2014).
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Sekil 3.11. OE-3 (oleanolic asit)’ iin "H-NMR spektrumu (CDCls;)

Oleanolic asitin (OE-3) 'H-NMR spektrumunda (Sekil 3.10) 23, 24, 25, 26, 27, 29 ve 30
numarali -CH3 metil hidrojenleri beklenildigi gibi 6=0,74 ppm, 6=0,77 ppm, 6=0,90
ppm, 0=0,91 ppm, 6=0,93 ppm, 6=0,99 ppm ve 6=1,13 ppm’de s sinyal vererek
rezonans olmuslardir. Oksijen atomuna komsu olan H-3, komsu H-2 ve H-4 hidrojenleri
ile etkileserek 0=3,22 ppm de multiplet sinyal vermistir. Olefinik hidrojen (H-12) ise
0=5,28 ppm de genis bir singletimsi sinyal vermistir (Balci, 2000; Erdik, 1998).

OE-3 metabolitinin *C-NMR spektrumu (Sekil 3.12.) incelendiginde bilesigin bir
triterpen oldugu agikca goriilmektedir. Bilesigin **C-NMR spektrumunda ikisi olefinik,
25 adet alifatik ve birisi de karbonil karbonu bdlgesinde olmak iizere toplam 28 adet
karbon sinyali gozlenmistir. Spektrumdan goriilecegi iizere 6=183,2 ppm’de gozlenen
sinyal karboksilli asit karbonil karbonuna (C-28) ait olup’ molekiiliin bir karboksilli asit

oldugunua dogrulamaktadir. Olefinik karbonlardan kuarterner C-13 karbonu 0=143,4
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ppm’de rezonans olurken, diger olefinik metin karbonu (C-12) 6=122,6 ppm de
rezonans olmustur. C-3 karbonu ise bagli olan oksijen atomunun indiiktif etkisinden
dolay: alifatik bolgede, daha asagi alanda, 6=79,0 ppm’de sinyal vermistir. Bilesigin
BC-NMR spektrumu incelendiginde alifatik bolgede ¢ok fazla sayida karbon sinyali
mevcut oldugu goriilmektedir. Bilesigin kimyasal yapisinin oleanolic asit oldugu ayrica
yayinlanmus spektral verilerle de dogrulanmustir (Silva et al., 2008; Moghaddam et al.,
2006). Yapilan literatiir taramasinda da zeytin yapragi lzerinde yapilan Onceki
calismalarda zeytin agaci yapraklarinin oleanolic asiti igerdigi rapor edilmistir (Somova
ve ark., 2003, 2004; Guinda ve ark., 2004; Moghaddam et al., 2006; Reyes ve ark.,
2006; Sato ve ark., 2007; Silva et al., 2008; Stiti ve Hartmann, 2012; Peragon, 2013).
Bilesigin kimyasal yapist ayrica DEPT135 ve DEPT90 (Sekil 3.13) *H,"H-COSY (Sekil
3.14), HMQC (Sekil 3.15) ve HMBC (Sekil 3.16) spektral verilerei ile de

dogrulanmistir.

J o t J g ! ‘
e e e
e T & T T T T R T T | BEREREARZYI a2 | | GRAESRRELLY | | i I ZE L

29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 ppm

6 - o) by ) - o o)
N N S | S N S U ALNMWL-W )
| ARARARRY RARAN \7 T T T T T I T T T T b i T LS I | il T AT RRRR
48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 ppm

[ U i
I T T T T T A T ¥ T I T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Sekil 3.12. OE-3 (oleanolic asit)’ iin *C-NMR spektrumu (CDCl5)
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Sekil 3.14. OE-3 (oleanolic asit)’ i *H, 'H-COSY spektrumu (CDCI3)
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Sekil 3.16. OE-3 (oleanolic asit)’ iin HMBC spektrumu (CDCly)
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3.1.4. OE-4 (Maslinic asit)

C30H4804, MA:472,70 g/mol

OE-4 molekiilii beyaz amorf kat1 goriiniimiinde bir madde olarak saflastirildi. Bu madde
ITK’da gériiniir 151kta, UV254 nm ve UV3es Nm’de renksiz, H2SO4-vanilin (%1) reaktifi
puskiirtiildiigiinde ise pembe-mor bir renk vermektedir. Reaktif piiskiirtiildiikten ve
wsitildiktan sonra pembe-mor renk vermesi bu maddenin steroid veya terpenik yapili bir

madde olduguna isaret etmektedir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Bladt, 1996).

OE-4 molekiiliiniin ATR teknigi ile almmis FT-IR spektrumunda (Sekil 3.17) 3383 cm™
dalga boyu civarinda gozlenen kuvvetli ve yaygin absorbans bandi molekiilde —OH
grubunun olduguna isaret etmektedir (Fessenden ve Fessenden, 1990; Erdik, 1998;
Solomons, 1990). Molekiildeki fazla sayidaki C-H titresim bantlar1 2925-2850 cm?t
dalga boyu araliginda gozlenmistir. Diger taraftan, 1687 cm™ de gozlenen giiglii
absorbans bandi molekiilde C=0 grubunun olduguna isaret etmekte olup molekiildeki —
COOH grubundan kaynaklanmaktadir. Molekiildeki C=C ve C-O baglarina ait
absorbans bandlar1 ise 1455 ve 1049 cm™ dalga boylarinda gdzlenmistir (Fessenden ve
Fessenden, 1990; Erdik, 1998; Solomons, 1990).
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Sekil 3.17. OE-4 (maslinic asit)’ iin IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)

IR: Viax: 3384 cm* (-OH ve COOH titresim bandr), 2926-2850 cm™ aralig (alifatik C-H titresim
bantlarr), 1688 cmi™ (C=0 titresim band1), 1456 cm™ (C=C titresim band1), 1049 cm™ (C-O gerilme
band).

Triterpenler ve steroidlere ait lekeler ITK’da gériiniir 1s1kta ve UVas, nm’de renksiz
iken HySO4-vanilin (%1) reaktifi ile aynm1 pembe-mor renk verirler. Molekiiliin steroid
mi yoksa triterpen mi oldugu 'H-NMR spektrumundan kolayca anlasilabilir.
Triterpenlerin *H-NMR spektrumunda yukar1 alanda —CHs hidrojenlerine ait daha fazla
sayida s gozlenirken steroidlerde metil gruplarina ait s sinyal sayisi daha azdir. OE-4
molekiiliinin *H-NMR spektrumu (Sekil 3.18) incelendiginde CH3 hidrojenlerine ait
yedi adet kuvvetli s sinyal goziikkmektedir. Bu sinyaller, bilesigin bir triterpen olduguna
isaret etmektedir. OE-4 molekiiliinin *H-NMR (Sekil 3.18), *C-NMR (Sekil 3.19)
spektrumlarindaki veriler yorumlanarak molekiiliin kimyasal yapisinin zeytin yapragi ve
meyveleri i¢in karakteristik triterpen olan maslinik asit oldugu tespit edilmistir. Bu
molekiiliin oleanolik asitten tek farki 2 nolu karbonda trans pozisyonda bir —OH grubu
tasitmasidir. Bu nedenle NMR spektrumlar1 oleanolik asitin NMR spektrumlarina
benzerdir. Molekiildeki —CHg sinyalleri =0,84 ppm (H-26), 6=0,88 ppm (H-24), 6=0,90
ppm (H-29), 6=0,91 ppm (H-30), 6=1,16 ppm (H-23) ve 0=1,16 ppm (H-27) de
gbzlenmistir. H-2 0=3,98 ppm’de beklenildigi gibi dt sinyali (J;= 10,32 Hz ve 10,22 Hz,
J,=4,32 Hz ve 4,36 Hz) vererek rezonans olmustur. H-3 sinyali 6=3,19 ppm’de dd (J1=
13,68 Hz ve J,=4,24 Hz) olarak gozlemlenirken, 6=3,28 ppm’de gozlenen d sinyal
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(J=9,36 Hz) H-18’¢ aittir. Olefinik H atomu ise (H-12) 6=5,37 ppm de m sinyal vererek

rezonans olmustur.
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Sekil 3.18. OE-4 (maslinik asit)’ iin "H-NMR spektrumu (CDCl3)

OE-4 molekiiliniin **C-NMR spektral verileri (Sekil 3.19) de maslinic asit yapisi ile
uyumlu olup sinyallerin biiylik bir ¢ogunlugu yukar: alanda 6=10-50 ppm arasinda
gozlemlenmistir. Spektrumda toplam 29 adet C sinyali gdzlemlenmis olup bunlarm 23
adeti 0=10-50 ppm arasinda gozlemlenmistir. Bilesik 30 C atomu igermesine kargin 29
C rezonanst gozlemlenmesi iki C sinyalinin aymi yerde rezonans olmasindan
kaynaklanmaktadir. 6=39,6 ppm de gbzlenen nispeten daha siddetli C sinyali C-8 ve C-
4 atomlarna ait sinyallerdir. C-2 ve C-3 rezonans sinyalleri O atomunun indiiktif
etkisinden dolay1 sirasiyla 6=68,4 ve 0=83,6 ppm’de goézlemlenmistir. Olefinik C
atomlar1 C-12 ve C-13 ise sirasiyla 0=122,2 ppm ve 6=144,6 ppm’de rezonans olmustur.
Molekiildeki karboksilli asit karbonil karbonuna (C-28) ait rezonans sinyali ise 6=179,9

ppm’de tespit edilmistir.
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Sekil 3.19. OE-4 (maslinik asit)’ iin *C-NMR spektrumu (CDCl5)

OE-4’iin DEPT135 ve DEPT 90 (Sekil 3.20) spektrumlarinda goézlenen rezonans
sinyalleri de maslinik asitin kimyasal yapisini dogrulamaktadir. Molekiiliin DEPT135
spektrumunda (Sekil 3.13) —CH ve —CHjs sinyalleri pozitif, -CH, sinyalleri ise negatif
sinyal vererek rezonans olmustur. Spektumdan goriilecegi ilizere maslinik asitin
kimyasal yapisi ile uyumlu olarak toplam 21 adet C sinyali gdzlemlenmis olup bunlarin
13 adeti pozitif sinyal, 8 adeti ise negatif sinyal vermistir. Bu 8 adet negatif sinyal
molekiilde 8 adet —CH; olduguna isaret etmektedir. DEPT90 spektrumunda toplam 6
adet C sinyali gozlemlenmis olup molekiilde 6 adet —CH (C-2, C-3, C-5, C-9, C-12 ve
C-18) oldugunu gostermektedir. Molekiilin DEPT135 spektrumunda, 6=40 ppm den
daha yukar1 alanda (6=10-40 ppm ) 7 adet pozitif C sinyali tespit edilmesi de molekiiliin
7 adet —CH3 tasidigim1 dogrulamaktadir.
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Sekil 3.20. OE-4 (maslinik asit)’ iin APT *C-NMR spektrumu (CDCl5)

OE-4 molekiiliniin 'H,"H-COSY (Sekil 3.21), HMQC (Sekil 3.22) ve HMBC

spektrumundaki (Sekil 3.23) korelasyonlarda OE-4 molekiiliin kimyasal yapisinin

zeytin i¢in karakteristik bir triterpen olan maslinik asit oldugunu dogrulamaktadir. OE-4

molekiiliiniin kimyasal yapisinin maslinik asit oldugu litaratiirde daha 6nce yayinlanmis

spektral veriler ile de dogrulanmistir (Garcia-Granados ve ark., 1998; Saimaru ve ark.,
2007; Reyes-Zurita ve ark., 2009; Khlif ve ark., 2012; Stiti ve Hartmann, 2012;

Peragon, 2013).
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Sekil 3.21. OE-4 (maslinik asit)’ iin *H,"H-COSY spektrumu (CDCls)
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Sekil 3.22. OE-4 (maslinik asit)’ iin HMQC spektrumu (CDCl3)
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Sekil 3.23. OE-4 (maslinik asit)’ tiin HMBC spektrumu (CDCl5)
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3.1.5. OE-5 (Eritrodiol ve Uvaol Karisimi)

Eritrodiol (erythrodiol), C3Hs00>, Uvaol, C3oHs002, MA: 44272 g/mol
MA:442,72 g/mol

OE-5 molekiilii beyaz amorf kat1 goriiniimiinde bir madde olarak saflastirildi. Bu madde
ITK’da goriiniir 151kta, UVas4 NM ve UV3es NM de renksiz, H,SO,-vanilin (%1) reaktifi
puskiirtiildiigiinde ise pembe-mor bir renk vermektedir. Reaktif piiskiirtiildiikten sonra
ve 1sitildiginda olusan pembe-mor renk bu maddenin steroid veya terpenik yapili bir

madde oldugunu gostermektedir (Tanker ve Sakar, 1991; Wagner ve Bladt, 1996).

OE-5 molekiiliiniin ATR teknigi ile almmis FT-IR spektrumunda (Sekil 3.24) 3339 cm™
dalga boyu civarinda gozlenen kuvvetli ve yaygin absorbans bandi molekiilde —OH
grubunun olduguna isaret etmektedir (Fessenden ve Fessenden, 1990; Erdik, 1998;
Solomons, 1990). Diger maddelerin (OE-3 ve OE-4) FTIR spektrumuna gore bu
absorbans bandinin daha siddetli olarak Olciilmesi molekiilde daha fazla sayida —OH
grubunun oldugunun bir delilidir. 2970-2870 cm™ dalga boyu araligindaki C-H titresim
bantlar1 molekiilde alifatik gruplarin oldugunu gostermektedir. Bunlarin yanisira 1464
ve 1044 cm™ dalga boylarinda gozlenen absorbans bantlar1 da sirasiyla, C=C ve C-O
baglarinin varligina isaret etmektedir (Fessenden and Fessenden, 1990; Erdik, 1998;
Solomons, 1990). Spektrumda 1500-1700 cm™ dalga boyu araliginda kuvvetli bir
absorbans bandinin goézlenmemesi molekiiliin karbonil grubu tasimadigina isaret

etmektedir.
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Sekil 3.24. OE-5 metabolitinin IR spektrumu (ATR teknigi ile alinmis)
IR: Vina: 3339 cmi! (-OH titresim bandr), 2970-2850 cmi™* aralign (alifatik C-H titresim bantlar), 1464 cm™
(C=C titresim band1), 1044 cm™ (C-O gerilme bandh).

Triterpenler ve steroidler H,SO4-vanilin (%]1) reaktifi ile ayn1 pembe-mor renkleri
verirler. Daha 6nce de belirtildigi gibi molekiiliin steroid yapili m1 yoksa triterpen yapili
mi oldugu 'H-NMR spektrumundan anlasilabilmektedir. Triterpenlerin *H-NMR
spektrumunda yukar1 alanda —CHj3 hidrojenlerine ait daha fazla sayida s gozlenirken
steroidlerde metil gruplarina ait s sinyal sayisi daha azdir. OE-5 bilesiginin *H-NMR
spektrumu (Sekil 3.25) incelendiginde -CHj3 hidrojenlerine ait bes adet s sinyal
g6zlenmistir. Bu sinyaller bilesigin bir triterpen oldugunu gostermektedir (Saimaru ve
ark., 2007; Pollier ve Goossens, 2012; Kotan ve ark., 2014). OE-5 molekiiliiniin *H-
NMR spektrumunda 0=3,16-3,55 ppm araliginda gbzlenen ve 6 hidrojene ait oldugu
belirlenen sinyaller molekiilde fazla sayida —OH grubunun oldugunu dogrulamaktadir.
Molekiildeki iki adet olefinik hidrojenlere ait sinyaller ise 6=5,13 ppm ve 0=5,18
ppm’de gozlenmistir. Bu sinyaller molekiiliin iki adet olefinik bag igerdigini

gostermektedir.
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Sekil 3.25. OE-5 (eritrodiol+uvaol)’in ‘H-NMR spektrumu (CDCls)

OE-5 metabolitinin *C-NMR spektrumu (Sekil 3.26) incelendiginde bilesigin bir
triterpen oldugu acikca goriilmektedir. Bilesigin *C-NMR spektrumunda olefinik
bolgede gozlenen 4 adet C sinyali molekiiliin iki adet c¢ift bag igerdigini
dogrulamaktadir. 6=70-80 ppm arasinda toplam ii¢ adet ¢ sinyali gozlenmis olup bu
sinyaller C-O grubuna ait sinyallerdir. Bilesigin APT **C-NMR spektrumu (Sekil 3.27)
inceleginde bu sinyallerden 6=79,0 ppm deki sinyal negatif sinyal, 6=69,9 ppm ve
0=69,7 ppm deki sinyaller ise pozitif sinyaller olarak gozlenmistir. Negatif C sinyali —
CH-OH grubuna aitken pozitif sinyaller ise ya —CH,-OH ya da kuarterner C atomlarina
ait sinyallerdir (Balci, 2008). Spektrumda alifatik bolgede ¢ok fazla sayida C sinyali
gbzlenmistir. Bu fazla sayidaki sinyallerin yorumlanmasi sonucu bu maddenin kimyasal
yap1 olarak birbirine ¢ok benzeyen eritrodiol ve uvaol maddelerinin karistmi oldugu
anlasilmugtir. 1ki molekiil arasindaki tek fark, bir -CH3 grubunun pozisyonunun farkl
olmasindan kaynaklanmaktadir. Her iki molekiil de birbirinin izomeri olup ayni
kimyasal formiil ve mol kiitlesine sahip molekiillerdir. Bu nedenle polariteleri birbirine
yakm olup ITK’da ve kolon kromatografisinde birbirinden ayrilamanustir. OE-5
molekiiliin *H,"H-COSY, HMQC ve HMBC spektrumlari da 6nerilen yapilar ile uyumlu
olup sirasiyla Sekil 3.28, Sekil 3.29 ve Sekil 3.30 da verilmistir.
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Sekil 3.27. OE-5 (eritrodiol+uvaol)’in APT *C-NMR spektrumu (CDCl5)
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Sekil 3.29. OE-5 (eritrodiol+uvaol)’in HMQC spektrumu (CDCly)
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Sekil 3.30. OE-5 (eritrodiol+uvaol)’in HMBC spektrumu (CDCl5)
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3.2. Baliklarda Biyolojik Aktivite Calisma Bulgulari

Zeytin Agaci (Oleae uropea) bitkisinin yapraklarindan kromatografik yontemlerle OE-
1, OE-2, OE-3, OE-4 ve OE-5 olarak kodlanan toplam bes madde izole edilmistir.
Saflastirilan bu saf maddeler iki farkli konsantrasyonda (1 g/100 g yem ve 4g/100 g
yem) balik yemlerine katillarak, 96 saat boyunca giinde iki kere verilmek {izere
baliklarin beslenmeleri saglandi. Bu siire sonunda baliklarin kanlar1 2 grup halinde
alindi. Birinci grup iyon diizeyleri i¢in (Na, K, Ca ve Cl), diger grup ise ALT, AST,
ALP ve glikoz gibi biyokimyasal parametrelerin 6l¢timleri ig¢in kullanildi. Biyokimyasal
ve iyon Ol¢limleri Kilis Devlet Hastanesi merkez laboratuvarinda Roche Hitachi P 800
marka cihaz ile gergeklestirildi. Deneylerden elde edilen verilerin istatistik analizleri “

Regresyon analizi ve Student-Newman Keuls Test (SNK)” testleri uygulanarak yapildi.

Baliklar iizerine yapilan biyolojik aktivite sonuglar1 asagida cizelge ve grafikler halinde
sunuldu. Saf metabolitlerin baliklarda bazi enzim ve kan glikoz diizeyi iizerine

yaptiklar etkiler Cizelge 3.1. de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.1. Saf metabolitlerin baliklarda enzimler ve glukoz tizerine yaptig1 etkiler

Madde Doz ALT ALP AST Glukoz
(U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL)
Oleuropein 19/100 g yem 810 27+2% 311+4* 64+1*
49/100 g yem 10+1 2441 464+6* 66+1*
Oleanolic acid 19/100 g yem 14+1* 28+2* 319+8* 83+5*
49/100 g yem 11+1 24+1 358+6* 79+4*
Maslinic acid 19/100 g yem 2542* 2542 36715* 64+2*
49/100 g yem 15+1* 30+£3* 313+4* 63£1*
Eritrodiol+uvaol 1g/100 g yem 17+1* 31+1* 300+2* 69+2*
49/100 g yem 18+1* 30+2* 28345* 65+2*
OE-2 (trisakkarit) 19/100 g yem 14+1* 32+2% 328+6* 84+5*
49/100 g yem 20+2* 26+2* 354+6* 7145*
Kontrol Sadece yem 1041 22+1 26516 4312

*:Kontrol grubundan istatiksel olarak farkli
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Sekil 3.31. Zeytin saf metabolitlerin ALT enzimi lizerine etkileri
*: Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

Alanin aminotransferaz enzimi (ALT) aminoasit metabolizmasini diizenleyen nemli bir
aminotransferaz enzimidir (Nemcsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988). Bu enzim
—NH; (amino) grubunu oksoasitlere transfer ederek aminoasit sentezinde rol alir. ALT
enzimi tepkimeyi geri doniisiimlii olarak katalizleyerek ketoasitleri aminoasitlere, amino
asitleri ise keto asitlere donistiiriir. ALT enzimi hiicre igerisinde olan bir enzim
olmasina karsin, bu enzim diizeyinin kan serumunda yiikselmesi, canlilarda karaciger
hasarinin veya bir travmanin 6nemli bir gostergesidir (Nemcsok ve Boross, 1982;
Nencsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender
ve ark., 2005). ALT enzimi diger karaciger enzimlerine gore daha spesifik bir enzim
olup, bu enzimin yiiksek seviyesi karaciger hasarinin bir gostergesi olarak kullanilir
(Nemcsok ve Boross, 1982; Nemcsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok
ve Hughes, 1988). Sekil 3.31 ve Cizelge 3.1°den goriilecegi lizere saf metabolitlerin
ALT enzimi lizerine etkileri konsantrasyona bagimli degildir. Saf metabolitlerden
oleuropein harig tiim maddeler bu enzim iizerine etki gdstermislerdir. Ozellikle maslinic
asit diisiik konsantrasyonda bu enzimin miktarim1 en ¢ok artiran metabolit olarak
karsimiza ¢ikmustir. Oleanolic asit (OE-3)’de diisiik konsantrasyonda bu enzimin
diizeyini artirirken yliksek konsantarasyonda anlamli bir etki sergilememistir. Eritrodiol
ve uvaol metabolitlerinin karigimi (OE-5) her iki konsantrasyonda da bu enzimin
aktivitesini artirmustir. Bu sonuglar bize bu metabolitlerin karaciger {izerine olan toksik

etkilerinin konsantrasyonuna bagimli oldugunu, bu metabolitlerden maslinik asit,
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oleanolik asit, eritrodiol+uvaol bilesikleri ile yapis1 belirlenemeyen, ancak bir trisakkarit
oldugu belirlenen OE-2’in baliklarda karaciger iizerine toksik etkilerinin oldugunu
gostermektedir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton,
1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender ve ark., 2005).
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Sekil 3.32. Zeytin saf metabolitlerin AST enzimi {izerine etkileri
*: Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

Aspartat aminotransferaz (AST) enzimi de ALT gibi bir aminotransferaz enzimidir.
Karaciger, kalp, kas dokusu, bobrek ve beyinde olusan hasarlar kan AST diizeyini
artiran en 6nemli etkenlerdir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987; Cowey
ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender ve ark., 2005). Sekil 3.32. ve
Cizelge 3.1°den goriilecegi lizere kontrol grubu ile mukayese edildiginde zeytin
yapragindan izole edilen tiim maddelerin baliklarda serum AST diizeyini artirdig1 tespit
edilmistir. Bu sonuglar bize tiim metabolitlerin baliklarin kalp, bobrek ve karaciger gibi
dokularina hasar verdigini gostermektedir. En yiiksek AST diizeyi oleuropeinin yiiksek
dozu ile muamele edilmis olan grupta tespit edildi. Oleuropein, kan ALT enzim
degerleri {izerine anlamli bir etki sergilemezken, kan AST enzim degerlerini
yiikseltmistir. Bu verilerin 1s1ginda oleuropeinin karaciger tizerine toksik bir etki
gostermedigi; bobrek, kalp vb. organlar iizerine toksik bir etkiye sahip olabilecegi
sOylenebilir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton,
1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender ve ark., 2005).
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Sekil 3.33. Zeytin saf metabolitlerin ALP enzimi {lizerine etkileri
*: Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlaml

Alkalen fosfataz (ALP) enzimi bir hidrolaz enzimi olup, niikleotidlerden, proteinlerden
ve alkaloitlerden fosfat gruplarinin koparilmasi tepkimelerini katalizleyen bir enzimdir.
Bu enzim alkali (bazik) ortamda fonksiyonel islemlerini siirdiiriir. ALP insanlarda
kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta tarafindan sentezlenir ve safra yoluyla viicuttan
disar1 atilir. Kan serumunda bu enzimin diizeyinin artmasi kemik, karaciger ve safra
yollarinda doku hasarinin olduguna isaret etmektedir (Nemcsok ve Boross, 1982;
Nencsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender
ve ark., 2005). Sekil 3.33 ve Cizelge 3.1.’den goriilecegi lizere ALP enziminin diizeyi
zeytin yapragindan izole edilen tiim metabolitler ile muamele edilen gruplarda kontrol
grubuyla mukayese edildiginde genellikle yiiksek bulunmustur. Sadece oleuropein ve
oleanolik asitin yliksek konsantrasyonu ile maslinik asitin diisiik konsantrasyonu bu
enzim iizerine istatiksel olarak anlamli bir etki sergilememistir. Bu sonuglara dayanarak
bu saf metabolitlerin baliklarda kemik, safra yollar1 ve karaciger iizerine patojenik
etkilerinin oldugunu sdyleyebiliriz (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987;
Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender ve ark., 2005).
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Sekil 3.34. Zeytin saf metabolitlerin glikoz lizerine etkileri
*: Kontrol grubuna gore istatiksel olarak anlamli

Sekil 3.34. ve Cizelge 3.1.’den goriilecegi zeytin metabolitleri ile muamele edilen tiim
gruplarda glikoz diizeyi kontrol grubuna goére yliksek oranda bulunmus olup bu
degerlerin tiimii istatiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Ozellikle oleanolik asit ile yapis
belirlenemeyen ve bir trisakkarit olan OE-2 metaboliti baliklarda glikoz serum diizeyini
iki kat civarinda artirmistir. Canlilarda kan sekerinin diizenlenmesi bazi hormon ve
enzimlerin rol oynadig1 karmasik bir siireg ile gerceklesir. Seker metabolizmasindaki en
o6nemli hormon pankreastan salgilanan insiilin hormonudur. Karaciger canlilarda seker,
yag ve protein metabolizmasinda tol alan olduk¢a 6nemli bir organdir (Nemcsok ve
Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes,
1988; Kalender ve ark., 2005). Trisakkarit yapili olan OE-2 metaboliti karacigerde
metabolizmaya ugrayarak kan glikoz diizeyini artirmig olabilir. Diger taraftan, 6zellikle
karacigerin altinda bulunan safra kesesi safra salgisi ile canlilarda yag metabolizmasini
diizenler. Karaciger metabolizmasi sonrasi liretilen maddeler siiziilmek iizere bobrege
tasinir. Karaciger, safra kesesi veya bobrek gibi organlarda olusan doku hasarlart seker,
yag ve protein metabolizmasini olumsuz yonde etkileyebilir. Zeytin yapragindan izole
edilen saf metabolitler s6zii gegen organlardaki doku hasarinin indikatorii olan ALT,
AST ve ALP gibi enzimleri degisik oranlarda etkilemistir. Bu dokularda olusan
hasarlardan dolayir baliklarda seker metabolizmasi olumsuz yonde etkilenerek kan

glikoz diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek c¢ikmasina da neden olmus olabilir
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(Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok
ve Hughes, 1988; Kalender ve ark., 2005).

Zeytin saf metabolitlerinin (oleoropein, OE-2, oleanolic asit, maslinic asit ve
eritrodiol+uvaol) baliklarda bazi iyonlarin derisimi iizerine yaptiklar etkiler Cizelge

3.2.’de Ozetlenmistir.

Cizelge 3.2. Saf metabolitlerin bahklarda iyon derisimleri iizerine yaptigi etkiler

Madde Doz Na Cl Fe Ca K
(mmol/L) (mmol/  (pg/L) (mg/dL) (mmol/L)
L)
Oleuropein 19/100 g yem 14942 128+2 80+1 14,0+1,2 5,10+0,2

49/100 g yem 14742 126+2 8412 11,1£13  6,34+0,2

Oleanolic acid 19/100 g yem 14742 125+3 68+2* 13,6+2,1 5,2840,1
49/100 g yem 141+1*  122+43*  64+1* 9,20+0,1* 4,01+0,1*

Maslinic acid 1g/100 g yem 15142 1331  50+2* 11,1+11 54740,1
49/100 g yem 15042 130+2 70+2  14,6+0,1* 5,1840,2

Eritrodiol+uvaol 1g/100 g yem 15341 13242 80+2 11,1+0,1  5,1540,2
49/100 g yem 152+2 13043 65+1*  11,1+0,1 4,70+0,2

OE-2 19/100 g yem 15542 13445 17+1 13,7+1,1 5,40+0,1
(Trisakkarit) 49/100 gyem 15242  133+4  78+2  10,2+12 546402
Kontrol Sadece yem 15243 13742 78+2 12,4+11  5,45+0,2

*:Kontrol grubundan istatiksel olarak farkli

Kan plazmasi ya da serumun biyokimyasal analizi, karaciger ve bobrek gibi i¢ organlar,
proteinler, besleyici ve metabolik parametrelerin yani sira elektrolitler hakkinda da
arastirmacilara 6nemli bilgiler saglamaktadir (Jain, 1986; Duncan ve ark., 1994). Na,
Cl, K ve Ca gibi elektrolitler baliklarin biiyiimeleri ve iyon dengeleri i¢in gerekli olan
mineraller olup sudan solungaclar vasitasiyla alinmaktadir (Eddy, 1982). Disaridan
alman farkli ajanlar bu elektrolitlerle etkileserek baliklarda iyon degisimlerine neden
olmaktadir (McDonald ve Wood, 1993). Cizelge 3.2. den goriilecegi lizere zeytin
metabolitleri, kan iyon derisimleri iizerine diizenli bir etki sergilememistir. Ornegin
uygulamalar arasinda oleanolic asitin 4g/100 g yem uygulamas1 tim iyon degerlerini
etkileyerek kontrol grubuna gore iyonlarin derisimini azaltmistir (p<0.05). Oleoropein,

eritrodiol+uvaol ve trisakkarit yapili OE-2 metaboliti genelde bu iyonlarin iizerine
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istatiksel olarak anlamli herhangi bir azaltici veya artirici etki sergilememistir. Maslinic
asit ile (1g /100 g yem) beslenmis olan baliklarda kontrol grubuna gore Fe orani diisiik
bulunurken, maslinic asitin 4g/100 g yem konsantrasyonu ile beslenmis olan baliklarda

Ca diizeyi kontrol grubuna gore yiiksek oranda tespit edilmistir.
3.3. Ekstreler ve Saf Metabolitlerin Depo Zararhs1 Boceklere Karsi1 Toksik Etkileri

Insektisidal aktivite calismalari Erzurum Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki
Koruma Boliimii Laboratuarlarinda gergeklestirildi ve toksisite c¢alismalarinda iig
onemli depo =zararlisi olan Sitophilus granarius, Tribolium confusum ve A.
canthoscelides obtectus (Fasiilye tohum bocegi) eriskinleri kullanildi. Laboratuvar
sartlarinda beslenen bocekler uygun besi ortami ile Petri kaplarina onar eriskin olarak
yerlestirildi. Ug farkl1 konsantrasyonda (2,5 mg, 5,0 mg ve 7,5 mg/Petri kab1) hazirlanan
ekstre ve yeterli miktarda saflastirilan saf metabolitler, petri kaplarina ilave edilerek
kaplarin agz1 kapatildi. Aynmi sartlarda hazirlanan insektisit ilact DDVP (dichlorvos)
pozitif kontrol olarak kullanildi. Negatif kontrol olarak ise sadece maddeleri ¢ozmek
iizere kullanilan destile su-etanol (%10 hacimce) kullanildi. Olii bocek sayilar1 24, 48,
72 ve 96. saatlerde sayilarak kaydedildi. Deneylerden elde edilen verilerin istatistik
analizleri “ANOVA” (LSD ve Duncan testleri) ve “ Probit Regresyon Analizi” testleri

uygulanarak yapildi. Sonuclar asagida ¢izelge ve grafikler halinde sunuldu.

Zeytin yapragindan elde edilen ekstre ve saf metabolitlerin bugday biti olarak bilinen S.
granarius tiiriine karst toksik etkileri Cizelge 3.3.”de Ozetlenmistir. Bu tiire karst 96.
saatte toksik etkileri % Oliim oranlarina gore grafik olarak sunuldu (Sekil 3.35). Cizelge
3.3. ve Sekil 3.35.°den goriilecegi tizere ekstreler ve maddelerin uygulama
konsantrasyonu arttik¢a toksik etkileri de genellikle artmistir. Bu veriler bize ekstre ve
maddelerin toksik etkilerinin genellikle doza bagh oldugunu gostermektedir. Diger
taraftan zaman ilerledik¢e uygulanan ekstre ve saf metabolitlerin toksik etkileri artmis
ve en yiiksek toksik etkiler maslinic asit ve uvaol+eritrodiol i¢in bulunmustur.
Uygulamalar arasinda S. granarius tiiriine karst uvaol+eritrodiol uygulamasi dikkat
cekmektedir. Bu madde karisimi ilk baglarda diger maddelere gore toksik degilken 48.
saatten sonra toksik etkisi birden artis gdstermis ve toksik etkisi diger maddelerden
yiikksek bulunmustur. Diger taraftan ckstreler ve saf metabolitlerin toksik etkisi bir

insektisidal olan DDVP (dichlorvos) den daha diisiik oranda bulunmustur. Aymni
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dozlarda uygulanan pozitif kontrol 24. Saatte % 93,33-98,33 oraninda bugday bitini
oldiirmiistiir (Cizelge 3.3). Zeytin yapragindan elde edilen metanol ekstresi oleuropein
ve bir trisakkarit olan OE-2 bakimindan zengindir. Cizelge 3.3.’den de goriilecegi iizere
oleuropein (OE-1) ve metanol ekstresinin toksik etkileri birbirine yakin degerde
olmasina karsin metanol ekstresinin daha toksik oldugu bulunmustur. Bu sonuglar bize
metanol ekstresinde bulunan diger az orandaki metabolitlerin toksik etkiyi artirdigini

gostermektedir.

Cizelge 3.3. Ekstreler ve saf metabolitlerin S. granarius tiiriine kars1 toksik etkileri

% oliim (Ortalama * standart hata)

Uygulama Kon. 24, saat 48. saat 72. saat 96. saat
(mg/Petri)
25 30,0+7,6*def 40,045,8*cd 46,7+3,3*cd 53,3+1,7*bc
MeOH ekstresi 5 35,045,0*ef 43,3+1,7*cd 50,0£0,0*cde  56,7+1,7*bc
7,5 40,0£0,0*f 53,3+7,3*d 63,3+7,3*de 70,045,0*cd
2,5 13,3+3,3abc 16,7+4,4*b 21,7+4,4*b 36,7+4,4*b
EtOAC ekstresi 5 21,744,4*bcde  28,3+6,0*bc 36,7+4,4*hc 38,3+3,3*b
7,5 25,047,6*cdef 30,0+7,6*hc 35,045,8*hc 48,317,3*b
25 6,7+1,7ab 16,741,7*b 38,345,3*hc 43,315,9*b
Oleuropein 5 33,3+4,4*def 41,741,7*cd 45,045,0*cd 45,045,0*b
7,5 33,347, 7*def 45,0+13,2*cd 50,045,6*cde  51,743,7*bc
2,5 13,3+1,7abc 28,3+3,3*hc 36,7+3,3*bc 48,3+3,3*b
Oleanolic asit 5 21,7+7,3*bcde 38,3+4,4*cd 45,048,7*cd 51,747,7*bc
7,5 26,7+6,0*cdef 41,746,0*cd 48,3+7,3*cde  56,7+6,0*bc
2,5 19,0+1,0*bcde  47,0+1,0*cd 69,0+0,0%e 77,0+1,0*cde
Maslinic asit 5 33,0+1,7*def 55,0+2,7*d 74,0+1,0*e 85,0+1,0*de
75 41,0+1,0*f 63,0+1,7*de 83,0+1,0%ef 97,0+2,0*e
25 1,741,7a 28,3+3,3*hc 50,0+2,9*cde  81,746,0de
Uvaol +
eritrodiol S 11,741, 7abc 31,7+1,7*bc 51,7+1,7*cde  85,015,8*de
7,5 18,3+1,7*bcd 38,3+1,7*cd 66,7+1,7%¢ 91,7+1,7%¢
25 93,3+1,7*g 100,0+0,0*f 100,0+0,0*g 100,040,0*e
Dichlorvos 5 95,04+0,0*g 100,0+0,0*f 100,0+0,0*g 100,040,0*e
7,5 98,3+1,7*g 100,0+0,0*f 100,0+0,0*g 100,0+0,0*e
Kontrol - 0,0£0,0a 0,0£0,0a 0,0£0,0a 0,0£0,0a

Kon.: Konsantrasyon.

*: Kontrol grubuna gore istatiksel olarak farkl:.
Stitunlardaki ayni harfler istatiksel olarak farksiz oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.35. Ekstreler ve saf metabolitlerin S. granarius’ a kars1 96. saatteki % o6liim
oranlar1
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Zeytin yapragindan elde edilen ekstre ve saf metabolitlerin bugday biti olarak bilinen T.
confusum tiiriine kars1 toksik etkileri Cizelge 3.4.”de 6zetlenmistir. Bu tiire karst 96.
saatte toksik etkileri % 6liim oranlarina gore grafik olarak ayrica sunuldu (Sekil 3.36.).
Cizelge 3.4. ve Sekil 3.36. dan goriilecegi iizere ekstreler ve maddelerin toksik etkileri
konsantrasyona bagli olarak artmistir. Diger taraftan zaman ilerledik¢e uygulanan ekstre
ve saf metabolitlerin toksik etkileri de artmustir. Uygulamalar arasinda T. confusum
depo zararlisina karsi metanol ekstresinin {i¢ dozunun da, 96 saat sonra % 90-92 6liim
orami ile daha etkili oldugu dikkat g¢ekmektedir (Sekil 3.36.). Metanol ekstresi
cogunlukla oleuropein i¢ermektedir. Ancak oleuropein, metanol ekstresine gore 96 saat
sonra % 65-83 oliim orani ile daha az toksik bulunmustur. Diger taraftan ekstre ve saf
metabolitlerin toksik etkisi bir insektisidal olan DDVP (dichlorvos) den daha diisiik
oranda bulunmustur. Aymt dozlarda uygulanan pozitif kontrol 48. saatte boceklerin
tamamen Olimiine neden olmustur (Cizelge 3.4.). Zeytin yapraklarinin etil asetat
ckstresi oleanolic asit, maslinic asit, uvaol ve eritrodiol icermektedir. Bu maddelerden
uvaol ve eritrodiol yeterli miktarda saflastirilamadigr i¢in bu bocek tiiriine karsi test
edilememistir. Ancak T. confusum depo zararlisina karsi etil asetat ekstresinin ana
bileseni olan maslinic asit ve oleanolic asit etil asetat ekstresine gore daha toksik
bulunmustur. Etil asetat ekstresi 72 saat sonra % 45-55 oraninda 6liime neden olurken,
oleanolic asit 72 saat sonra % 48-78 oraninda, maslinic asit ise %73-85 oraninda 6liime
neden olmustur (Cizelge 3.4.). Bu veriler maslinic asitin bu bocek tiiriine kars1 daha

toksik oldugunu gostermektedir.

Uygulamalarin T. confusum ve S. granarius depo zararlilarina karsi toksik etkileri
mukayese edildiginde, hem ekstre hem de saf metabolitlerin T. confusum tiiriine karsi

toksik etkilerinin daha fazla oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 3.4. Ekstreler ve saf metabolitlerin T. confusum tiiriine kars1 toksik etkileri

% oliim (Ortalama * standart hata)

Uygulama Kon. 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat
(mg/Petri)
2,5 33,3+1,7*g 51,741, 7*f 65,0+2,9%e 90,0+2,9*fg
MeOH ekstresi 5 40,0+0,0*h  53,3+1,7*f 68,3+1,7%ef 90,0+2,9*fg
7,5 43,3+1,7*h 61,7+1,7*g 76,7+1,7*fg 91,67+1,7*fgh
2,5 6,7+1,7bc 26,7+4,4*cd 43,3+4,4*b 66,7+1,7*bc
EtOAC ekstresi 5 13,3£1,7de  26,7+3,3*cd 43,3+4,4*b 73,3+4,4*cd
7,5 23,3+4,4*f  41,743,3% 63,3£1,7*de 80,045,0*de
2,5 3,3%1,7abc 21,7£1,7*c 45,0+2,7*b 65,0+2,9*b
Oleuropein 5 8,3+1,7cd 31,7+£1,7*d 55,0+2,9*cd 80,0+2,9*de
75 16,7£1,7*¢  33,3t1,7*d 55,0£3,7*cd 83,3+4,4%ef
2,5 1,7+1,7ab 13,3+1,7b 48,3+1,7*bc 63,33+1,7*b
Oleanolic asit 5 31,7£1,7*g 53,3+4,4*f 71,741, 7*efg  80,0+2,9*de
7,5 33,3+1,7*g  58,3+4,4*fg 78,3+4,4%g 93,3+1,7*gh
2,5 34,0+2,0*g  58,0+£2,0*fg 73,045,6*fg 85,0+1,0%efg
Maslinic asit 5 38,0+1,0*h  62,0£1,0*g 76,0+1,0*fg 89,0+1,0*fg
7,5 44,0+1,0*h 67,0+2,0*gh 85,746,7* g 97,0+2,0*h
25 91,741,7%i 100,0+0,0%i 100,0+0,0*h 100,040,0*h
Dichlorvos 5 96,7+1,7*ij  100,040,0*i 100,0+0,0*h 100,040,0*h
7,5 100,0+0,0*%j  100,0+0,0%i 100,0+0,0*h 100,0+0,0*h
Kontrol - 0,0£0,0a 0,0£0,0a 0,0+0,0a 0,0£0,0a

Kon.: Konsantrasyon.
*: Kontrol grubuna gore istatiksel olarak farkl.

Stitunlardaki ayni1 harfler istatiksel olarak farksiz oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.36. Ekstreler ve saf metabolitlerin T. confusum’ a kars1 96. saatteki % 6lim
oranlari

66



Cizelge 3.5. Ekstreler ve saf metabolitlerin A. obtectus tiiriine kars1 toksik etkileri

% oliim (Ortalama * standart hata)

Uygulama Kon. 24. saat 48. saat 72. saat 96. saat
(mg/Petri)
2,5 18,3+1,7*c 35,0+2,9*bc 61,7+1,7*de 76,7+1,7*cde
MeOH ekstresi 5 26,7+1,7%d  43,3+1,7*cd 63,3+1,7*e 81,7+4,4*efg
7,5 30,0+0,0*d 53,3+4,4%e 71,7+1,7*f 91,7+1,7*h
2,5 18,3£3,3*c  30,045,0*b 41,746,7*b 63,3+1,7*b
EtOAC ekstresi 5 20,0+£2,9*c  33,346,0*b 53,3£3,3*c 70,04£2,9%c
7,5 31,7+1,7*d 46,7+3,3*de 65,0+2,9%ef 81,7+1,7*efg
2,5 28,3+3,3*d 43,3+3,3*cd 66,7+1,7*ef 83,3+1,7*efg
Oleuropein 5 28,3+1,7*d 43,3+1,7*cd 68,3+1,7*ef 86,7+1,7*fgh
75 30,0+2,9*d  46,7£1,7*de 68,3+1,7*ef 88,3+3,3*gh
2,5 11,741,7b 26,7+4,4*h 55,0+2,9*cd 73,3+1,7*cd
Oleanolic asit S 26,7+1,7*d  46,7£1,7*de 61,7£1,7*de 76,7+1,7*cde
7,5 28,3+1,7*d  51,741,7*de 68,3+1,7*ef 80,0+2,9*def
25 26,0+1,0xd  40,04+2,0*cd 56,0+1,0*cd 70,041,0*c
Maslinic asit 5 38,0+1,0*e  54,0£0,0*e 68,0+£1,0%ef 90,0+1,7*h
7,5 43,0+1,0%ef  59,0+1,0%ef 77,0+1,0*fg 97,04+1,0%hi
25 91,743,3*g  100,040,0*g 100,0+0,0*h 100,0+0,0%i
Dichlorvos 5 96,7+1,7*h  100,0£0,0*g 100,0+0,0*h 100,0+0,0%i
7,5 98,3+1,7*h  100,0£0,0*g 100,0£0,0*h 100,0+0,0%i
Kontrol - 0,0+0,0a 0,0+0,0 0,0+0,0a 0,0+0,0a

Kon.:Konsantrasyon

*: Kontrol grubuna gore istatiksel olarak farkl

Stitunlardaki ayni harfler istatiksel olarak farksiz oldugunu gostermektedir.
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Sekil 3.37. Ekstreler ve saf metabolitlerin A. obtectus’ a kars1 96. saatteki % 6liim
oranlari
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Zeytin yapragindan elde edilen ekstre ve saf metabolitlerin fasiilye bocegi olarak bilinen
A. obtectus tiirtine kars1 toksik etkileri Cizelge 3.5.’de sunulmustur. Bu tiire kars1 96.
saatte toksik etkileri % Oliim oranlarina gore grafik olarak ayrica Sekil 3.37. de verildi.
Cizelge 3.5. ve Sekil 3.37. den de goriilecegi iizere ekstreler ve maddelerin toksik
etkileri konsantrasyona ve de uygulama zamanina baglh olarak artmistir. Uygulamalarin
A. obtectus depo zararlisina karsi toksik etkileri birbirine yakin olmasina karsin
uygulamalar arasinda en yiiksek aktivite insektisidal ilagtan sonra metanol ekstresi,
oleuropein ve maslinic asit i¢in gézlemlenmistir. Metanol ekstresinin ti¢ dozunun da, 96
saat sonra % 76,67-91,67 6liim oranina neden oldugu belirlenmistir. Metanol ekstresi
cogunlukla oleoropein icermektedir ve oleuropein ile metanol ekstresi birbirine yakin
6liim oranlar ile benzer toksik etki sergilemislerdir. Oleuropeinin 2,5, 5 ve 7,5 mg/Petri
dozlar1 sirasiyla 96 saat sonra % 86,7, % 83,3 ve % 88,3 oraninda 6lime neden
olmuslardir (Sekil 3.37). Maslinic asit ise ayn1 dozlarda 96 saat sonra % 70-97,0
oraninda 6liime neden olmustur. Diger taraftan ekstre ve saf metabolitlerin toksik etkisi
bir insektisidal olan DDVP (dichlorvos) den daha diisiik oranda bulunmus olup ayni
dozlarda uygulanan pozitif kontrol 48. saatte boceklerin tamamen Oliimiine neden
olmustur (Cizelge 3.5). Zeytin yapraklarinin etil asetat ekstresi oleanolic asit, maslinic
asit, uvaol ve eritrodiol icermektedir. Bu maddelerden uvaol ve eritrodiol yeterli
miktarda saflastirllamadigi i¢in bu bocek tiirtine karsi test edilememistir. Bununla
beraber A. obtectus depo zararlisina karsi etil asetat ekstresinin ana bileseni olan
oleanolic ve maslinic asitler etil asetat ekstresine gore diger bocek tiirlerinde oldugu gibi
daha toksik etki sergilemislerdir. Etil asetat ekstresi 72 saat sonra % 41,7-65,0 oraninda
olime neden olurken, oleanolic asit 72 saat sonra % 55,0-68,3 oraninda, maslinic asit

ise % 56,0-77,0 oraninda 6liime neden olmustur (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.6. Uygulamalar i¢in LCsp degerleri (72. saat i¢in hesaplanmis degerler)

LCso (mg/Petri)

Uygulama S. granarius T. confusum A. obtectus
MeOH ekstresi 3,58 0,25 0,78
EtOAC ekstresi 16,73 4,54 3,70
Oleuropein 7,69 3,82 0,34
Oleanolic asit 8,39 2,57 1,73
Maslinic asit 0,66 0,61 1,71
Uvaol + eritrodiol 2,92 - -
Dichlorvos* 0,11 0,87 0,32

-: Belirlenmedi
*: LC degerleri 24. saatteki 6liim oranlarina gore belirlendi.

Tim uygulamalar igin LCso (mg/Petri) degerleri ekstreler ve saf metabolitlerin
uygulanmasindan 72 saat sonra elde edilen Oliim oranlar1 sonuglarina SPSS
programinda Probit analizi uygulanarak belirlenmis ve Cizelge 3.6. da sunulmustur.
Diger taraftan, ticari insektisit, diclororvos 48 saat sonra tiim bdcek tiirlerinde tam
6lime neden oldugundan 24 saat sonra elde edilen degerlere probit uygulanarak LCsg
(mg/Petri) degerleri elde edilmistir. Buna ragmen dichlorvos i¢in ¢ok kiigiik LCsg
(mg/Petri) degerleri belirlenmis olup, S. granarius, T. confusum ve A. obtectus i¢in
sirastyla LCs0=0,11 mg/Petri, LCs,=0,87 mg/Petri ve LCs,=0,32 mg/Petridir. Bu
verilere dayanarak insektisit diclorvosun zeytin yapragi ekstreleri ve saf metabolitlerine
kargt ¢ok daha toksik oldugu tespit edilmistir. Saf metabolitlerin LCso degerleri
incelendiginde maslinic asit daha ¢ok dikkat ¢ekmektedir. Maslinic asitin S. granarius
ve T. confusum tiirlerine kars1 daha diisiik LCsq degerlerinin daha toksik oldugu agikca
goriilmektedir. A. obtectus bocek tiiriine karsi ise en diisiik LCsp degeri oleuropein igin
bulunmustur. (Cizelge 3.6.)’daki degerler incelendiginde en diisiik LCso (Mg/Petri)
degerleri A. obtectus ve de T. confusum tiirlerine kars1 belirlenmistir. Bu sonuglar diger
depo zararlis1 boceklerine nazaran zeytin yapragi ekstreleri ile saf metabolitlerinin A.
obtectus ve de T. confusum tiirlerine kars1 S. granarius’a nazaran daha toksik etkiye
sahip oldugunu gostermektedir. Uygulamalar arasinda en yiiksek LCso degerleri ise

daha diisiik toksik etki sergileyen etil asetat ekstresi i¢in belirlenmistir
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

Bitkiler (Latince: Plantae), fotosentez yapan, okaryotik, agaglar, ¢icekler, otlar,
yosunlar ve benzeri organizmalari i¢inde bulunduran ¢ok biiylik bir canlilar alemidir.
Bitkiler, topluluk halinde yasarlar. Bitkilerin bir bolgede olusturduklar1 ortiiye bitki

ortiisti denirken, bir bolgede yetisen biitiin bitki tiirlerinin timiine ise flora denir.

Diinya florasinda bitkiler aleminin 350.000' e yakin tiiri mevcut oldugu tahmin
edilmektedir. Giiniimiize kadar yapilan taksonomik c¢aligmalarin sonucunda 2004 yili
sonu itibariyle 287.655 bitki tiiriniin tanim1 yapilmistir. Bunlardan 258.650" si ¢igekli
bitkiler, 15,000 i ise yosun tiirleridir. Bu sayinin 2014 yili itibariyle daha da arttigi
bilinmesine ragmen kesin arastirma  sonuglarina ulagilamamuistir.  Bitkiler
genelde ototrof (kendi besinini iiretebilen) organizmalardir ve temel enerji kaynaklari
stiphesiz giinestir. Bitkiler hiicrelerindeki kloroplastlar1 sayesinde fotosentez yaparlar ve
giines 15181 klorofil vasitasiyla tutarak kendi organik bilesiklerini {iretirler

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Bitki).

Zeytin (Oleaeuropaea), zeytingiller (Oleaceae) familyasindan olup meyvesi yenen,
Akdeniz iklimine 6zgii kiiltiiri yapilan 6nemli bir agag tiiriidiir (Sekil 1.6.). Olea cinsine
ait tirler Afrika'nmin giineyi, Giiney Asya, Dogu Avustralya ve Yeni Kaledonya' da
yayilis gosteren tiirlerdir ve diinya florasinda yaklasik olarak 16 tiir karakterize
edilmistir. Zeytin 10 metreye kadar boylanabilen, sik dalli, yayvan tepeli, her dem yesil
yaprakli bir aga¢ tiiridiir. Genis, kiviimli ve yumru yumru bir gévdeye sahiptir. Agac
yaslandikc¢a, diizgiin gri renkli gdvde kabugu giderek catlar. Agacin taci (tepesi),
yaklasik olarak artan boy kadar her sene genisler. Uzun Omiirlii bir aga¢ tiiriidiir,
yaklasik 2000 yil kadar yasayabilmektedir. Anadolu'da anit aga¢ olarak birgcok zeytin
agact vardir. Verimli topraklarda ta¢ acik ve asimetrik, verimsiz topraklarda ise daha
yogun ve yuvarlaktir. Siirgiinleri gri renkli, dikensiz ve hemen hemen ii¢ koselidir

(http://tr.wikipedia.org/wiki/Olea).

Zeytinin yapraginda tanen, ugucu yaglar, organik asitler ve rezin bulunur. Yapraklar ve
govde kabugu % 5 c¢ay (inflizyon) halinde istah agici, idrar soktiiriicii ve ates diisiiriicli
olarak kullanilir. Seker hastaliginda kullanim alan1 oldugu gibi, tansiyon diizenleyici

olarak da bilinir. Dermokozmetik amagl da kullanilmaktadir. Zeytinyaglh sampuanlar
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sa¢ dokiilmesini engeller, sagcin ¢abuk uzamasini saglar, lezyonlu sagli deriyi onarmaya
yardimer olur ve kepek olusumunu engeller. Zeytinyagli sivi sabun, dus jelleri, kati
sabun, bebek sampuanlari cildi olumsuz dis etkenlere karsi korurlar. Cildi gilizellestirip
yaslanmasimi geciktirerek ciltteki kirisiklik olusumunu engeller. Zeytin ayn1 zamanda
dayanikliligin da semboliidiir. Dogal zeytinyagli dermokozmetik fiiriinler cildimizde
kimyasal kalintilar birakmadigindan diinyada kullanimlar1 giderek artmaktadir.
Yiizyillardir Akdenizlilerin saglik ve giizellik kaynagi olmustur. Kutsal metinlerde de
sifa kaynagi oldugu belirtilmistir (http://tr.wikipedia.org/wiki/Zeytin).

Olea europea (zeytin) bitkisinin yapraklarindan elde edilen ekstre ve saf
metabolitlerinin antioksidan ve radikal siipiiriici (Benavente-Garcia ve ark., 2000;
Cervellati ve ark., 2002; Katsiki ve ark., 2007; Fernandez-Bolanos, 2008; Lee ve Lee,
2010; Cumaoglu ve ark., 2011a,b; Amoo ve ark., 2012; Botsoglou ve ark., 2012, 2013,
2014; Fistonic ve ark., 2012), UV 1sinlar1 koyucusu ve antienflamatuar (Amro ve ark.,
2002; Cervellati ve ark., 2002; Bitler ve ark., 2005; Bianco ve ark., 2006; Fernandez-
Bolanos ve ark., 2008; Katsiki ve ark., 2007), sitotoksik (Reyes ve ark. (2006;
Bouallagui ve ark., 2011; Cumaoglu ve ark., 2011b; Belscak-Cvitanovic ve ark., 2014)
ve insektisidal (Zia ve ark., 2011) gibi bir ¢ok degisik biyolojik aktivitelerinin oldugu
rapor edilmistir. Zeytin yapraginin en karakteristik bileseni siiphesiz oleuropein
molekiiliidiir. Katsiki ve ark. (2007) oleuropein maddesinin insan bag dokusundaki
fibroblastlarin dmriinii artirdiini, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin diizeyini ve protein
oksidasyonunu 6nemli oranda azalttigini belirlemislerdir. insanlarda bag dokularinda
bulunan fibroblast hiicreler, yaralarin iyilesmesinde 6nemli gorevler alan kollajen

proteininin yapimindan sorumlu hiicrelerdir.

Hidroksitirozol ve tiirevi bilesikler zeytin yapraginda ve meyvelerinde bulunan
oleuropein maddesinin hidrolizi ile olusan fenolik bilesiklerdir. Zeytin meyveleri ve
yapragi bu maddelerce zengindir. Yapilan arastirmalardan bu maddelerin apopitoz
olaymi uyararak kanser koruyucu 6zelliginin yam sira kalp koruyucusu, antioksidan,
radikal siipliriicii, antiaterojenik (kan sulandiran), UV 1sinlart  koyucusu ve
antienflamatuar aktivitelerinin oldugu tespit edilmistir (Amro ve ark., 2002; Cervellati
ve ark., 2002; Bitler ve ark., 2005; Bianco ve ark., 2006; Fernandez-Bolanos ve ark.,
2008; Katsiki ve ark., 2007).
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Mevcut ¢alismada da zeytin yapraginin etanol ve etil asetat ekstrelerinden kolon ve ince
tabaka kromatografisi yoOntemleri ile toplam 5 metabolit saflagtirilmistir. Bu
metabolitlerin kimyasal yapilart UV, IR, H-NMR, *C-NMR, 1D- ve 2D-NMR
spektroskopik yontemlerle aydinlatilmaya calisilmis ve OE-1, OE-3, OE-4 ve OE-5
bilesiklerinin kimyasal yapilar1 spektroskopik verilerle aydinlatilmistir (Sekil 4.1).
Spektroskopik verilerin yorumlanmasi sonucu OE-1 molekiiliiniin kimyasal yapisi
zeytin yapragi ve meyvelerinin yaygin bir sekoiridoit simifi bir metabolit olan
oleuropein olarak aydinlatilmistir (Katsiki ve ark., 2007; Benavente-Garcia ve ark.,
2000; Lee ve Lee, 2010). OE-3’iin kimyasal yapist ise yine spektroskopik verilerle
bitkiler aleminde yaygin bir triterpen olan oleanolic asit olarak karakterize edilmistir.
Oleanolik asit ayrica zeytin meyvelerinin de karakteristik bir metabolitidir. OE-4
molekiiliiniin kimyasal yapist spektroskopik yontemlerle yine zeytin meyveleri ve
yapraklar1 i¢in karakteristik bir triterpen olan maslinic asit olarak aydinlatildi (Garcia-
Granadas ve ark., 1998; Saimaru ve ark., 2007; Reyes-Zurita ve ark., 2009). Literatiirde
daha onceleri yapilan ¢alismalarda zeytin yapraginin oleanolic, ursolic ve maslinic asit
gibi triterpenleri igerdigi tespit edilmistir (Somova ve ark., 2003; Reyes ve ark., 2006;
Reyes-Zurita ve ark., 2009; Khlif ve ark., 2012; Stiti ve Hartmann, 2012; Peragon,
2013). Calismamizda ursolic asit molekiiliine rastlanmamasina karsim oleanolic asit ve
maslinic asit izole edilmis ve yapis1 karakterize edilmistir. Bu sonugclar literatiir ile
uyum igerisindedir (Garcia-Granadas ve ark., 1998; Somova ve ark., 2003; Reyes ve
ark., 2006; Saimaru ve ark., 2007; Reyes-Zurita ve ark., 2009; Khlif ve ark., 2012; Stiti
ve Hartmann, 2012; Peragon, 2013).

Diger taraftan OE-5 olarak kodlanan madde ITK’da tek leke halinde izole edilmistir.
Maddenin NMR spektrumlar1 incelendiginde maddenin tek bir madde olmadig:
kimyasal yap1 bakimindan birbirine ¢ok benzeyen iki maddeyi igerdigi gozlendi. Bu
maddeler sadece bir adet —CHj3; grubunun yerinin degistigi eritrodiol ve uvaol
molekiilleridir (Sekil 4.1.). Her iki molekiil de kimyasal yapi bakimindan birbirine
benzediginden Kromatografik yéntemlerle ayrilamanus ve karisima ait lekeler ITK da
tim denenen mobil faz sistemlerinde tek leke olarak goriinmiistiir. OE-5 in eritrodiol
ve uvaol karisimini igerdigi daha dnce yaymlanmis bu molekiillere ait spektral verilerle
de dogrulanmustir (Saimaru ve ark., 2007; Poller ve Goossens, 2012; Kotan ve ark.,
2014).

73



HO
OH

HO

Eritrodiol (OE-5) Uvaol (OE-5)
Sekil 4.1. Saflastirilan metabolitlerin kimyasal yapilari

Mevcut calisma ile zeytin yapragindan elde edilen etanol ekstresinin etil asetat ile
muamele edilmesi durumunda etil asetat fazina hem triterpenlerin hem de oleuropein
maddesinin gegtigi belirlenmistir. Zeytin yapraginin ilk once etil asetat ile ekstrakte

edilmesi durumunda ise oleuropein ve OE-2 (trisakkarit) molekiillerinin etil asetat
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fazina ge¢medigi ve bitkide kaldig1 bilgisine de bu calisma ile ulasilmistir. Mevcut
calisma bulgularina dayanarak oleuropeinin kolay bir sekilde saflastirilmasi igin bitki
orneginin Once etil asetat, sonra metanol veya su ile ekstraksiyonun daha uygun olacagi

ortaya konmustur.

Zeytin Agaci (Oleae uropea) bitkisinin yapraklarindan kromatografik yontemlerle OE-
1, OE-2, OE-3, OE-4 ve OE-5 olarak kodlanan toplam bes madde izole edilmistir.
Saflagtirilan bu saf maddeler iki farkli konsantrasyonda (1 g/100 g yem ve 4g/100 g
yem) balik yemlerine katilarak 96 saat boyunca giinde iki kere verilmek tlizere baliklarin
beslenmeleri saglandi. Bu siire sonunda baliklarin kanlar1 2 grup halinde alindi, birinci
grup iyon diizeyleri i¢in (Na, K, Ca ve Cl), diger grup ise ALT, AST, ALP ve glikoz
gibi biyokimyasal parametreleri, 6lgimleri i¢in kullanildi. Biyokimyasal parametreler
ve iyon Ol¢timleri Kilis Devlet Hastanesi merkez laboratuvarinda Roche Hitachi P 800
marka cihaz ile gergeklestirildi. Deneylerden elde edilen verilerin istatistik analizleri “
Regresyon analizi ve Student-Newman Keuls Test (SNK)” testleri uygulanarak yapildi.
Zeytin metabolitlerinin  Nil sazan1 baliklarinin  serumundaki bazi biyokimyasal

parametreler lizerine etkisi ilk defa bu ¢aligma ile literatiire kazandirilmistir.

Alanin aminotransferaz enzimi (ALT) aminoasit metabolizmasini diizenleyen 6nemli bir
aminotransferaz enzimidir (Nemcsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988). Bu enzim
—NH; (amino) grubunu oksoasitlere transfer ederek aminoasit sentezinde rol alan bir
enzimdir. ALT tepkimeyi geri doniisimlii olarak Kkatalizleyerek ketoasitleri
aminoasitlere, amino asitleri ise keto asitlere doniistiiren bir enzimdir. ALT enzimi
hiicre igerisinde olan bir enzim olmasima karsin bu enzim diizeyinin kan serumunda
yiikselmesi canlilarda karaciger hasarinin veya bir travmanin 6nemli bir gostergesidir
(Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok
ve Hughes, 1988; Kalender ve ark., 2005). Saf metabolitlerle beslenmis balik
serumlarindaki ALT enzim diizeyleri incelendiginde (Sekil 3.31. ve Cizelge 3.1.) saf
metabolitlerin ALT enzimi iizerindeki etkilerinin konsantrasyonuna bagimli olmadigi
goriilmektedir. Saf metabolitlerden oleuropein (OE-1) hari¢ diger tiim metabolitlerin
bu enzim {izerine etki gostermistir. Ozellikle maslinic asit (OE-4) diisiik
konsantrasyonda bu enzimin miktarini en ¢ok artiran metabolit olarak tespit edilmistir

(Sekil 3.31.). Oleanolic asit (OE-3) diisiik konsantrasyonda bu enzimin diizeyini
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artirirken, yiliksek konsantarasyonda istatiksel olarak anlamli bir etki sergilememistir.
Eritrodiol ve uvaol metabolitlerinin karisimu (OE-5) her iki konsantrasyonda da bu
enzimin aktivitesini artirmistir. Bu sonuclar bize maddelerin karaciger {izerine olan
toksik etkilerinin konsantrasyona bagimli oldugunu, bu maddelerden oleanolik asit
(OE-3), maslinik asit (OE-4), eritrodiol+uvaol (OE-5) bilesikleri ile yapisi
belirlenemeyen, ancak bir trisakkarit oldugu belirlenen OE-2’in ise baliklarda karaciger
tizerine toksik etkilerinin oldugunu gostermektedir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok
ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Bucher ve Hofer,
1990; Cajaravilleve ark., 2000; Kalender ve ark., 2005).

Aspartat aminotransferaz (AST) enzimi de ALT gibi bir aminotransferaz enzimidir.
Karaciger, kalp kas dokusu, bobrek ve beyinde olusan hasarlar kan AST diizeyine
artiran en onemli etkenlerdir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok ve ark., 1987; Cowey
ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender ve ark., 2005). Arastirma
sonuglar1 bize zeytin yapragindan izole edilen tiim metabolitlerin baliklarda serum AST
diizeyini kontrol grubu ile mukayese edildiginde artirdigin1 gostermistir (Sekil 3.32. ve
Cizelge 3.1). Bu sonuglara dayanarak zeytin yapragi metabolitlerinin baliklarda kalp,
bobrek ve karaciger gibi dokulara hasar verici bir etkisinin oldugu sdylenebilir. AST
diizeyi en yiiksek oleuropeinin yiiksek dozu ile muamele edilmis olan grupta tespit
edilmistir (Sekil 3.32.). Oleuropein (OE-1) ALT enzim diizeyi iizerine anlamli bir etki
sergilemezken kan AST degerlerini yiikseltmistir. Bu verilerden oleuropeinin (OE-1)
karaciger tlizerine toksik etki gOstermedigi ancak bobrek, kalp vb. organlar {izerine
toksik etkiye sahip olabilecegi sonucu ¢ikarilabilir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok
ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Hamed ve ark.,
2003; Kalender ve ark., 2005).

Alkalen fosfataz (ALP) enzimi bir hidrolaz enzimi olup niikleotidlerinden, proteinlerden
ve alkaloitlerden fosfat gruplarinin koparilmasi tepkimelerini katalizleyen bir enzimdir.
Bu enzim alkali (bazik) ortamda fonksiyonel islemlerini siirdiiriir. ALP insanlarda
kemik, karaciger, bagirsak ve plasenta tarafindan sentezlenir ve safra yoluyla viicuttan
disar1 atilir. Kan serumunda bu enzimin diizeyinin artmasi kemik, karaciger ve safra
yollarinda doku hasari olduguna isaret etmektedir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok

ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Kalender ve ark.,
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2005). Sekil 3.33. ve Cizelge 3.1.’deki arastirma sonuglarindan goriilecegi tizere ALP
enziminin diizeyi tiim metabolitler ile muamele edilen gruplarda kontrol grubuna gore
mukayese edildiginde genellikle yiiksek bulunmustur. Sadece oleuropein (OE-1) ve
oleanolik asitin (OE-3) yiiksek konsantrasyonu ile maslinik asitin (OE-4) diisiik
konsantrasyonu bu enzim iizerine istatiksel olarak anlamli bir etki sergilememistir. Bu
sonuclara dayanilarak bu saf metabolitlerin baliklarda kemik, safra yollar1 ve karaciger
tizerine patojenik etkilerinin oldugu sdylenebilir (Nemcsok ve Boross, 1982; Nencsok
ve ark., 1987; Cowey ve Walton, 1988; Nemcsok ve Hughes, 1988; Hamed ve ark.,
2003; Kalender ve ark., 2005).

Zeytin metabolitleri ile muamele edilen tiim gruplarda glikoz diizeyi kontrol grubuna
gore yiiksek oranda bulunmus olup bu degerlerin tiimii istatiksel olarak anlamlidir
(p<0,05) (Sekil 3.34. ve Cizelge 3.1). Ozellikle oleanolik asit (OE-3) ile yapist
belirlenemeyen ve bir trisakkarit olan OE-2 metaboliti, baliklarda serum glikoz
diizeyini kontrol grubuyla kiyaslandiginda yaklasik iki kat artirmustir (Sekil 3.20).
Canlilarda kan sekerinin diizenlenmesi bazi hormon ve enzimlerin rol oynadig:
karmagik bir siire¢ ile gerceklesir (Jain, 1986; Duncan veark., 1994). Secker
metabolizmasindaki en Onemli hormon pankreastan salgilanan insiilin hormonudur
(Kalaycioglu ve ark., 2000; Champe ve ark., 2007). Karaciger canlilarda seker, yag ve
protein metabolizmasinda olduk¢a 6nemli bir organdir. Trisakkarit yapili olan OE-2
metaboliti karacigerde metabolizmaya ugrayarak kan glikoz diizeyini artirmistir. Diger
taraftan, 6zellikle karacigerin altinda bulunan safra kesesi safra salgisi ile canlilarda yag
metabolizmasini diizenler. Karaciger metabolizmasi sonrasi iiretilen maddeler siiziilmek
tizere bobrege tasinir. Karaciger, safra kesesi veya bobrek gibi organlarda olusan doku
hasarlar1 seker, yag ve protein metabolizmasini olumsuz yonde etkileyebilir. Zeytin
yapragindan izole edilen saf metabolitler sozii gegen organlardaki doku hasarinin
indikatorii olan ALT, AST ve ALP gibi enzimleri degisik oranlarda etkilemistir. Bu
dokularda olusan hasarlardan dolayir baliklarda seker metabolizmasi olumsuz yonde
etkilenerek kan glikoz diizeylerinin kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmasina da neden

olmus olabilir (Kalaycioglu ve ark., 2000; Champe ve ark., 2007).

Kan plazmasi ya da serumun biyokimyasal analizi karaciger ve bobrek gibi i¢ organlar,

proteinler, besleyici ve metabolik parametrelerin yani sira elektrolitler hakkinda da
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arastirmacilara 6nemli bilgiler saglamaktadir (Jain, 1986; Duncan ve ark., 1994). Na,
Cl, K ve Ca gibi elektrolitler baliklarn biiylimeleri ve iyon dengeleri icin gerekli olan
mineraller olup sudan solungaclar vasitasiyla alinmaktadir (Eddy, 1982). Disaridan
alinan farkli ajanlar bu elektrolitlerle etkileserek baliklarda iyon degisimlerine neden
olmaktadir (McDonald ve Wood, 1993). Cizelge 3.2. den goériilecegi tizere zeytin
metabolitleri kan iyon derisimleri iizerine diizenli bir etki sergilememistir. Ornegin
uygulamalar arasinda oleanolic asitin 4g/100 g yem uygulamasi tim iyon degerlerini
etkileyerek kontrol grubuna gore iyonlarin derisimini azaltmistir (p<0.05). Oleoropein,
eritrodiol+uvaol ve trisakkarit yapili OE-2 metaboliti genelde bu iyonlarin {izerine
istatiksel olarak anlamli herhangi bir azaltici veya artirici etki sergilememistir. Maslinic
asit ile (1g /100 g yem) beslenmis olan baliklarda kontrol grubuna gore Fe oram diistik
bulunurken, maslinic asitin 4g/100 g yem konsantrasyonu ile beslenmis olan baliklarda

Ca diizeyi kontrol grubuna gore yliksek oranda tespit edilmistir.

Ekstre ve saf metabolitlerin ii¢ farkli depo zararlisi olan, S. granarius (bugday biti),
T.confusum (kirma biti, un biti) ve A.obtectus (fasiilye bocegi) eriskinlerine Karsi toksik
etkileri Erzurum Atatiirk Universitesi, Ziraat Fakiiltesi Bitki Koruma Bolimii
Laboratuarlarinda gergeklestirildi. Laboratuvar sartlarinda beslenen bdcekler uygun besi
ortan ile Petri kaplarma 20 eriskin olarak yerlestirildi. U¢ farkli konsantrasyonda (2,5
mg, 5 mg ve 7,5 mg/Petri kab1) hazirlanan ekstre ve yeterli miktarda saflastirilan saf
metabolitler petri kaplarina ilave edilerek kaplarin agzi kapatildi. Ayni sartlarda
hazirlanan insektisit ilact DDVP (dichlorvos) pozitif kontrol olarak kullanildi ve
ekstreler ve saf metabolitlerin toksik etkisi ile mukayese edildi. Olii bocek sayilar1 24,
48, 72 ve 96. saatlerde sayilarak kaydedildi ve deney verilerine ANOVA” (LSD ve
Duncan testleri) ve ““ Probit Regresyon Analizi” testleri uygulanarak istatistiksel olarak
analiz edildi. Zeytin yapragindan elde edilen metanol ve etil asetat ekstreleri ile saf
metabolitlerin bugday bitine karsi 96. saatteki toksik etkileri % 6lim oranlarina gore
grafikler olusturularak Sekil 3.35-3.37°de sunuldu. Bu ¢izelge ve grafiklerden
goriilecegi lizere ekstreler ve maddelerin uygulama konsantrasyonu arttik¢a {i¢ bocek
tiiriine kars1 toksik etkileride genellikle artmistir. Bu veriler bize ekstre ve metabolitlerin
toksik etkilerinin genellikle doza bagli oldugunu gdstermektedir. Diger taraftan
uygulama zamani arttikga da ekstreler ile saf metabolitlerin toksik etkileride artmistir.

Diger taraftan ekstre ve saf metabolitlerin toksik etkileri bir insektisidal olan DDVP
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(dichlorvos) den daha diisiik oranda bulunmustur. Ticari insektisit ilaci uygulandigi
dozda 48 saat sonra tim boceklerin oliimiine neden olurken, ekstreler ve saf
metabolitler 48 saat sonra genellikle uygulanan bdcek tiiriine ve konsantrasyona bagl
olarak % 13,3-61,7 oraminda oliimlerine neden olarak orta derecede toksik etki
sergilemistir. Bu sonuglar bize zeytin yapragindan elde edilen ekstreler ve saf
metabolitlerin depo zararlis1 boceklere karsi insektisit ilacina gore ¢cok daha az toksik
etkilere sahip oldugunu gostermektedir. Uygulamalar arasinda S. granarius tiiriine karsi
uvaol+eritrodiol uygulamasi dikket cekmektedir. Bu madde karigimi ilk baslarda diger
maddelere gore toksik degilken 48. saatten sonra toksik etkisi birden artig gostermis ve

diger maddelerden daha yiiksek toksik etki gdstermistir.

Ekstreler ve saf metabolitlerin ii¢ bocek tiliriine kars1 gosterdikleri % oliim oranlar
dikkate alindiginda ekstreler ve saf metabolitlerin T. confusum tiiriine kars1 daha toksik
etki gosterdikleri dikkat ¢ekmektedir. Tiim uygulamalarin 72 saat sonraki % Olim
oranlar1 dikkate alindiginda S. granarius i¢in % 21,7-66,7, A. obtectus igin % 41,7-71,7
oraninda 6liim go6zlenirken, bu oran T. confusum igin % 43,3-76,7 olarak belirlenmistir.
Benzer sonuglar uygulamalarin LCso ve LCqp degerleri i¢in de tespit edilmistir (Cizelge
3.6.). Cizelge 3.6. daki 72 saat sonraki verilere probit analizi uygulanarak elde edilen
LCso degerleri incelendiginde en diisiik LCsy degerlerinin (0,25-4,54 mg/Petri) T.
confusum tiirine karst oldugu goriilmektedir. A. obtectus tiiriine karst LCso degerleri
incelendiginde LCs0=0,78-3,70 mg/Petri, S. granarius tiiriine kars1 ise LCs0=2,92-16,73
mg/Petri olarak belirlenmistir. Bu sonuglara gore ekstreler ve uygulamalar en az toksik
etkiyi S. granarius tiiriine karsi sergilemistir. Pozitif kontrol i¢in ise LCsy ve LCgo
degerleri ilk 24. saat i¢in hesaplanmis olup oldukca diisiik degerler tespit edilmistir. S.
granarius i¢in LCs0=0,11 mg/Petri, T. confusum i¢in LCs,=0,87 mg/Petri ve A. obtectus
icin ise LCs50=0,32 mg/Petri olarak hesaplanmistir. Oldukga diisiik olan LCsy degerleri
de pouzitif kontrol, insektisit ilacinin zeytin yapragi ekstreleri ve saf metabolitlerine

kiyasla ¢ok daha toksik oldugunu ispatlamaktadir.

Ucg bocek tiiriine karsi tiim uygulamalarin toksik etkileri kendi aralarinda mukayese
edildiginde kullanilan bdcek tiiriine gore farkli sonuclar elde edilmistir. Ug bocek
tiirtiniin erigkinlerine karsi test edilen metanol ve etil asetat ekstrelerinin toksik etkileri

mukayese edildiginde metanol ekstresinin daha toksik oldugu tespit edilmistir.
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Kromatogafik ¢alisma sonuglar1 bize metanol ekstresinin oleuropein ve yapisi
aydinlatilamayan ve bir trisakkarit oldugu tespit edilen OE-2 bakimindan zengin
oldugunu gostermektedir. Metanol ekstresi oleuropein bakimindan zengin bir ekstredir.
Uc bocek tiiriine karst metanol ekstresi ile oleuropeinin (OE-1) toksik etkileri mukayese
edildiginde metanol ekstesinin daha toksik oldugu goériilmektedir. Bu sonuglar metanol
ekstresinde oleuropeinin yan sira diger metabolitlerinde toksik etkiyi artirdigina isaret
etmektedir. Mevcut caligmadaki kromatografik ve spektroskopik verilere gore zeytin
yapragindan elde edilen etil asetat ekstresi ise oleanolic asit (OE-3), maslinic asit (OE-
4), eritrodiol (OE-5) ve uvaol (OE-5) i¢cermektedir. Kromatografik veriler etil asetat
ekstresinin daha ¢ok oleanolic asit (OE-3) icerdigini gostermistir. Etil asetat ekstresinin
toksik etkisi ile oleanolic asit (OE-3) ve maslinic asit (OE-4) metabolitlerinin toksik
etkileri mukayese edildiginde genellikle saf metabolitlerin daha toksik oldugu
belirlenmistir. Bu metabolitler igerisinde en diisik LCso degerleri ile toksik etkiyi
maslinic asit (OE-4) sergilemistir. Bu veriler goz Onitine alindiginda etil asetat
ekstresinde bulunan metabolitlerin birbirinin toksik etkilerini baskiladigi sdylenebilir.
Diger taraftan yeterli miktarda saflastirilamayan eritrodiol-uvaol karistmi (OE-5) T.
confusum ve A. obtectus tiiriine kars:1 toksik etkileri bakimindan test edilememistir. Ug
bocek tiirline karsi probit analizi ile elde edilen LCso degerleri incelendiginde metanol
ckstresi igin elde edilen LCso degerleri (S. granarius, T. confusum ve A. obtectus igin
sirastyla 3,58 mg/Petri, 0,25 mg/Petri ve 0,78 mg/Petri) etil asetat ekstresi icin elde
edilen LCsp degerlerinden (S. granarius, T. confusum ve A. obtectus igin sirasiyla 16,73
mg/Petri, 4,54 mg/Petri ve 3,70 mg/Petri) daha disiiktiir. Bu sonuglar da metanol

ekstresinin etil asetat ekstresine gore daha toksik olduguna delil olusturmaktadir.
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