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ONSOZ

Etlik piliglerde uzun yillardir performanst arttirmak i¢in kullanilan
antibiyotikler, antimikrobiyal dirence neden olmasi, hayvansal dokularda kalinti
birakmasi ve bu kalintilarin gida yoluyla insana gegmesi nedenleriyle 2006 yil1 itibari
ile Avrupa Birligi ve Tiirkiye’de yem katkist olarak kullanilmasi yasaklanmistir. Bu
durum kalint1 birakmayan, giivenilir dogal tiriinlerin kullanimina yonelmeye neden

olmustur.

Antibiyotiklere alternatif olarak probiyotik, prebiyotik, enzim, organik asit,
bitkisel ekstraktlar gibi iirlinlere yonelik ¢aligmalar lizerinde yogunlagilmistir. Bu
kapsamda bitkilerin yapisinda bulunan dogal biyoaktif bilesenler veya bitkisel yan
iriinlerden elde edilen antioksidan ve antimikrobiyal etkili fenolik bilesenlere olan ilgi
artmistir. Zeytin yapragi ekstrakti yapisinda bulunan fenolik bilesikler nedeniyle son
yillarda dogal antioksidan olarak kullanilmaya baslanmistir. Zeytin yapragi yapisinda
bulunan oleuropein basta olmak tizere hidroksitirozol, verbaskozit, apigenin-7-
glikozit, luteolin-7-glikozit gibi fenolik bilesiklerden dolay1 oldukea gii¢lii antioksidan
aktivite gostermektedir. Aktif maddenin gevre sartlarindan, mide ortaminin asidik
kosullarindan etkilenmeden ince bagirsaga ulasmasi ve buradan emilerek
biyoyararlilig1 yiiksek iirlinler elde edilmesi istenmektedir. Bu nedenle son yillarda
aljinat ile enkapsiilasyonu yapilarak, ¢evre sartlarindan etkilenmeyen, diisiik pH’da
stabil, mide kosullarinda kismen dayanikli, ince bagirsak gibi yiiksek pH’da sisip
dagilmasi saglanmaktadir. Aljinat ile enkapsiilasyon yapildiktan sonra, kitosan ile bir

kat daha kaplanmasi saglanmaktadir.

Yiirtitiilen bu ¢alisma ile etlik pili¢lerde zeytin yaprag: ekstraktinin ve aljinat-
kitosan ile enkapsiile edilen zeytin yapragi ekstraktinin, performansa, karkas
randimanina, kanda biyokimyasal degerlere, gogiis etinde lipid peroksidasyon ve
kesim sonrasi pH degerlerine yonelik etkilerinin incelenmesi amaglanmistir. Bu alanda

ileride ticari tiretim siiregleri igin veri saglayip katki sunmasi hedeflenmektedir.

Yiiksek Lisans egitimine baslamamdan, bu asamaya gelmemde biiyiik katkis1
olan saym hocam ve danismanim Prof. Dr. Seher KUCUKERSAN’a sonsuz

stikranlarimi ve saygilarimi sunuyorum.
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1. GIRIS

Beyaz et iiretiminde en 6nemli girdi kalemleri arasinda yem ve yem katki
maddeleri yer almaktadir. Karma yemlerde antibiyotik biiyiitme faktorlerinin
kullaniminin Avrupa Birligi {ilkelerinde ve {iilkemizde 2006 yilinda tamamen
yasaklanmasindan sonra bunlarin yerini alabilecek probiyotik, prebiyotik, enzim,
organik asit, bitkisel ekstraktlar gibi alternatif {irlinlere yonelik calismalar {izerinde
yogunlagilmistir. Son yillarda 6zellikle bitkilerin yapisinda bulunan dogal biyoaktif
bilesenler veya yan iiriinlerden elde edilen antioksidan ve antimikrobiyal etkili fenolik

bilesenlere olan ilgiyi artirmistir (Basmacioglu-Malayoglu ve Aktas 2011).

Antioksidanlar, oksidatif stresin 6nlenmesi, {irtinlerin raf dmriiniin uzatilmasi ve
serbest radikallerin zararli etkilerinin 6nlenmesi agisindan 6nemli yem katki maddeleri
olup, piyasada hem dogal hem de sentetik pek cok antioksidan iiriin yer almaktadir.
Antioksidan maddeler, kent yasaminda maruz kalinan kirletici maddeler, radyasyon
ve fiziksel stres gibi etkenlerin neden oldugu serbest radikallerin ve reaktif bilesiklerin
insan ve hayvan sagliginda yol actig1 olumsuz etkilerin ortadan kaldirilmasinda 6nem
tasimaktadir. Ayrica lipid oksidasyonu sonucu olusan oksidatif stresin onlenmesinde
antioksidanlarin olumlu etkisi bulunmaktadir. Buna karsin sentetik antioksidanlarin
kullanimi1 durumunda karsinojenik etkileri nedeniyle karaciger, akciger ve bagirsak
hasarlarina neden olduklart bildirilmistir (Wanasundara ve ark.,1998). Sentetik
antioksidanlar arasinda en yaygin kullanilanlari; Propil gallat (PG), Biitillenmis
hidroksi toluen (BHT), Biitillenmis hidroksi anisol (BHA), ve Tert-Butilhidrokuinon
(TBHQ)’dur. Sentetik bazi antioksidanlarin karsinojenik ve toksik etkileri nedeniyle
katki maddesi olarak kullanimi bir ¢ok iilkelerde kullaniminin yasaklanmasi veya
sinirlandirilmasi, dogal antioksidanlarin yem katki maddesi olarak kullanimi
yayginlagsmakta, iiretilen ticari preparatlarin sayisi artmaktadir (Farag, 2003). Zeytin
yapragi ekstraktinin antioksidan, antimikrobiyal 6zellikleri yani sira antikanserojen,
antimutajen ve antimikrobiyal aktivite gosterdikleri belirtilmektedir (Basmacioglu-

Malayoglu ve Aktas 2011).



Biitlin bu 6zellikler zeytin yapragi ekstraktinda bulunan oleuropein isimli fenolik
bilesik i¢inde s6z konusudur. Polifenollerin kolayca okside olabilme 6zelligi nedeniyle
iretim siireclerinde etken madde diizeyleri azalmaktadir. Ayni1 zamanda viicutta
degerlendirilmesi i¢in sindirim kanalindan hafif alkali bir ortama ihtiyag
duyulmaktadir. Polifenollerin hem dis ortamdan hemde sindirim kanalinda olumsuz
ortamlardan etkisinden korumak amaciyla gesitli {irtinlerle enkapsiile edilmektedir

(Anbinder ve ark., 2011; Coruhli, 2013; Mohammedi ve ark., 2016).

Zeytin yapragl ekstrakti enkapsiile edilmesiyle hem antioksidan hemde
antimikrobiyal etkileri nedeniyle kanatl sektoriinde bagirsak sagligini iyilestirmede
etkili ve antioksdan 6zellikli bir yem katki maddesi olmas1 nedeniyle ithal iiriinlere
stiinliik saglayacaktir. Elde edilen iriiniin yayginlasmasiyla sahada ilag kullanim1
azalacak, verim kaybi dogal bir sekilde Onlenecektir. Ayrica antioksidan 6zelligi
sayesinde triinlerin raf omrii uzayacaktir boylelikle hayvansal iiretimde ¢ok yonlii

verim kayiplart onlenebilecektir (Mourtzinos ve ark., 2007).

1.1. Zeytinin Genel Ozellikleri

Zeytin (Olea europaea L.) iiretiminde Ispanya, Italya ve Yunanistanin ardindan
Tiirkiye, dordiincii, zeytinyagi tiretiminde ise besinci Siradadir. Libyada 2014 yili
itibariyle zeytin iiretimi 188.415 ton olmustur (Cizelgel.1) (FAO, 2017). Tiirkiyede
Ege, Marmara, Akdeniz ve Giineydogu Anadolu bdélgelerinde zeytin tiretimi
yaptlmaktadir. Zeytin iretimi yapilan iller Aydin, Balikesir, Bursa, Gaziantep,
Canakkale, [zmir, Mugla, Manisa ve Mersindir. Tiirkiye de 2016 yil1 iiretimi miktar
toplam 1.730 bin tondur (TUIK, 2016). (Cizelge 1.2)

Cizelge 1.1. Diinyada 2014 y1l1 itibariyle zeytin tiretimi, ton (FAO, 2017).

Ispanya 4.560.400
Italya 1.963.676
Yunanistan 1.780.560
Tiirkiye 1.768.000
Libya 188.415




Cizelge 1.2. 2016 yil itibariyle Tiirkiyedeki zeytin agac1 miktar1 ve zeytin iiretimi (TUIK,
2016).

Agac sayisi (bin) Zeytin iiretimi (ton)
Toplam | Uriin alinan | Uriin ahnmayan Toplam Sofralik Yaghk
173.785 147.430 26.355 1.730.000 430.000 | 1.300.000

Zeytin agaci yavas gelisen, tam gelisimi yaklasik 20 yil olan ve yasla birlikte
verimi artan bir agactir (Unsal, 2000). Akdeniz bélgesinde zeytin agacinin bdlgeye
ekonomik ve sosyal agidan 6nemli etkisi bulunmaktadir. Ozellikle Akdeniz bdlgesinde
zeytin agaci ¢ogunlukla kisa olup nadiren 8-15 metre uzunluga ulagmakta ve yil
boyunca yapraklidir. Yapraklarin uzunlugu 4-10 cm ve genisligi 1-3 cmdir. Yapraklari
dayanikli olup, ortalama 18-30 ay yasarlar. Yapraklarin bir kism1 dokiiliirken bir kismi
yeniden ¢iktigindan, zeytin agaglari yapraklarini hi¢ dokmez gibi goriinmektedir
(Anonim 2017a).

Binlerce yildir zeytin gida olarak tiiketilmekte, zeytin agaci yapraklari ise yara
tedavisinde kullanilmaktadir. Kullanimi Giritlilere kadar gitmektedir. Zeytin dali
barist sembolize eder ve Antik donem olimpiyat oyunlarinda atletler tarafindan
kullanilmistir. 19. Yiizyilda sitma tedavisinde yaygin olarak kullanildig: bilinmektedir.
Amerikan Kanser Arastirma Enstitiisii, 21. yiizyilin dogal antimikrobiyal, antiviral bir

etkiye sahip en nemli bitkileri arasinda zeytin agacini bildirmistir (Anonim, 2017b).

Zeytin hasadi esnasinda ¢ok sayida yaprak tane ile birlikte dalindan
koparilmakta ve igleme tesislerine getirilmektedir. Ayrica sofralik zeytin iiretiminde
ezik, ¢iiriik zeytin taneleri gibi standart dis1 kalmis kiiciik zeytinler ile yag sanayii
artiklarindan zeytin posasi (prina) ve zeytin karasuyu bu artiklardan sayilabilir. Zeytin
sanayii atik iirlinleri hayvan besleme agisindan degerlendirildiginde bir kismi kaba
yem degerinde olabildigi gibi, hayvanlar icin etkin sayilabilecek bazi besin
maddelerini de igerebilmektedir. Zeytin ve zeytinden elde edilen iiriinlerinin kullanim
sekli ve miktart mevcut pazar gereksinimine gore degisiklik gostermektedir. Bu
tiriinlerin faydali etkileri ve besleyici degerinin tespit edilmesi amaciyla Son 20 yildir,

yapisindaki fenolik bilesikler ve yag asitleri miktar1 ve oOzellikleri ile bunlarin



rasyonlara ilave edilmesi durumunda etkilerinin incelenmesi {izerine c¢aligmalar
yogunlagtirilmistir  (Molina-Alcaide ve Yanez-Ruiz, 2008). Zeytin ve bazi

tirtinlerindeki polifenol miktarlar1 Cizelge 1.3.’de verilmektedir (Farag ve ark., 2003).

Cizelge 1.3. Zeytin ve bazi iiriinlerindeki polifenol miktarlari (Farag ve ark., 2003).

Uriinler Polifenol miktarlar: (mg/kg )
Zeytin 495

Zeytin yapragi 250

Zeytinyagi 195

Zeytin kara suyu 170

Zeytin kiispesi 73

Zeytin agacindan elde edilen ana {iriin zeytin ve zeytinyagidir. Ayrica zeytinyagi
tiretiminden arta kalan posasi (prina), karasu, zeytin agaci dali ve yapraklar: da gesitli

amaglarla kullanilmaktadir (Boudhrioua ve ark., 2009).

1.1.1. Zeytin Yapragi

Zeytin yapragi, agaclarda budama islemi, zeytin hasadi ve harmanlama islemleri
sirasinda elde edilmektedir. Yaprak miktart agacin yasi ve budama tipine gore
degismekle birlikte, her bir zeytin agaci i¢in yaklasik 12-30 kgdir (Keser ve Bilal,
2010). Tirkiye’de yaklagik 147 milyon adet zeytin agaci oldugu diisiiniiliirse, elde

edilen yaprak miktarinin 1,7-4,4 milyon ton araliginda oldugu hesaplanabilir.

Zeytin yapraginin kimyasal bilesimi; orjinine, hasat sirasinda karigan dal
kisimlarinin miktaria, depolama sartlarina, zeyin agacinin yetistigi bolgenin iklim
kosullarina ve hasat sirasinda toprakla ya da yag gibi maddelerle bulasma diizeyine
bagl olarak degismektedir. Zeytin yapragi ham protein degeri (70-129 g/kg KM)
diistik, tirozin ve sistin bakimindan ise fakir ve 16sin, arjinin ve valin bakimindan
zengindir (Martin-Garcia ve ark., 2006). Zeytin yapraginin ADL (%14,1-21,1) ve NDF
(%34,9-41,3), ADF (%25,5-34,2) icerigi dal miktari, depolama siiresi ve kurutma

stiresine gore degisim gostermektedir (Martin-Garcia ve ark, 2003; Molina-Alcaide ve



ark, 2003; Molina-Alcaide ve Yanez-Ruiz, 2008). Zeytin yapraginin kimyasal bilesimi
Cizelge 1.4’de verilmektedir (Molina-Alcaide ve Yanez-Ruiz, 2008).

Cizelge 1.4. Zeytin yapraginin kimyasal bilesimi (%) (Molina-Alcaide ve Yanez-Ruiz, 2008)

KM HP HY HK NDF ADF ADL
77.7 |10.0 5.6 12.0 40.6 30.2 19.9

Zeytin
Yapragi

1.1.2. Zeytin Yapragi Ekstrakti

Zeytin yapragi ekstrakti, zeytin agaci (Olea europaea L.) yapraginin aktif
bilesenlerini elde etmek igin kimyasal ekstraksiyon metodlariyla elde edilen yesil
renkte yaprak 6ziidiir. Bu 6ziit, zeytin yapraginida bulunan bilesenleri konsantre olarak
icermektedir Kiyaslandiginda 1 g yaprak yaklasik %5 oleuropein igerirken, bu oran
zeytin yapragi ekstraktinda %20’ye ulasmaktadir. Piyasada ticari olarak %6 - 15
arasinda oleuropein igeren kurutulmus zeytin yapragi 6zii satilmaktadir (Anonim,
2008).

Ancak zeytin yapragindan biofenollerin ekstraksiyonu ig¢in simirli sayida
yontem bulunmaktadir. Bu amagla hekzan ve metanol/su karigimi gibi ¢oziiciilerin
kullanildig1 Soxhlet ekstraksiyon yontemi, mikrodalga veya ultrasonla ekstraksiyon ve
stiper-isitilmis sivi ekstraksiyonu teknolojileri kullanilmaktadir. Bu yontemlerdeki
ekstraksiyon zamani, kullanilan ekstraksiyon ¢ozeltisi miktar1 ekstrakt hacmi gibi

parametreler agisindan farklilik arz etmektedir (Tiirkoz ve ark., 2008).

Zeytin yapraklarindan hidroksitirozol elde etmek igin oleuropeinin oncelikle
ekstrakte edilmesi gerekmektedir. Bunun igin, ¢oziicii olarak hegzan ve metanol-su
karisimi kullanilmaktadir (Guinda ve ark., 2002; Savournin ve ark., 2001). Ancak
hegzan ve metanol gibi toksik maddeler ekstraksiyonda sorun olusturdugu gibi, uzun
islem siiresi fenolik bilesenlerde kimyasal degisimlere sebep olmakta ve ayrica
endiistriyel tiretim giderini arttirmaktadir (Luque de Castro ve Japo’n-Luja’n, 2006).

Lafka ve ark. (2013), ¢o6ziicli olarak metanol, etanol, etanol:su 1:1, n-propanol,



izopropanol ve etil asetat kullanilarak en iyi ekstraksiyonu arastirmislardir. Zeytin
yapraklarindan, Yiiksek fenol icerigine ve yiiksek antioksidan etkinlige sahip
ekstraktlarin tiretilmesi i¢in en uygun ¢6ziiciintin (180 dakika, ¢oziicii - 6rnek orani

5:1 viw ve pH: 2) etanol oldugu belirlenmistir (Cizelge 1.5).

Cizelge 1.5. Farkli ¢oziiciilerle elde edilen zeytin yapragi ekstraktinin antioksidan aktivitesi
(Lafka ve ark., 2013).

Zeytin Yapra@ Ekstrakti Antioksidan Aktivitesi (%0)
Metanol ekstrati 46.2
Etanol ekstrati 55.0
Etanol/water 1:1 ekstrati 40.9
n-Propanol ekstrati 18.8
Isopropanol ekstrati 32.8
Etil asetat ekstrati 22.5
SFE/CO2 ekstrati 33.9

Zeytin yapragmin iceridigi bilesikler, zeytin yapraginin tiiriine, olgunluguna ve
yapragmn hasat donemine bagl olarak degismektedir. ilkbaharda hasat edilen
yapraklarin sonbaharda hasat edilenlere gore ve geng¢ yapraklarda olgunlara gore
yiiksek diizeyde oleuropein igerigine sahip oldugu bildirilmistir. Ayrica genetik
yapmin 6nemli bir faktér olduguda bildirilmistir (Erbay ve Igier, 2010). Zeytin
yapraginin etil alkol ile ekstraksiyonunda uygulanan asamalar Sekil 1.1°de

gosterilmektedir (Jemai ve ark, 2008).



Toplanan Zeytin Yapraklan

Golgede 20 giin Kurutma

20 dk Ogiitme

%78 Etil Alkol ilavesi

24 saat Bekletme
Siizme
Etil Alkoliin Uzaklastirilmasi

Ekstrakt Elde Edilmesi

Sekil 1.1. Zeytin yapragindan ekstrakt eldesi (Jemai ve ark, 2008).

Zeytin varyetelerine, ekstrakte edilen ¢6ziiciiye gore yapraklarindaki oleuropein
icerigi degismektedir. Yurt diginda oleuropeine igerigine gore standardize edilmis pek
¢ok iirlin bulunmasina ragmen tilkemizde heniiz bdyle bir {iriin bulunmamaktadir. Bazi
tilkelerde zeytin yapraklarinda belirlenen oleuropein miktarlar1 % 0,02-37,7 arasindada
degistigi Cizelge 1.6’da gortilmektedir (Isik, 2010).

Cizelge 1.6. Bazi iilkelerdeki zeytin (Olea europaea) yapraklarinda belirlenen oleuropein
miktarlar (Isik, 2010)

Toplanma Yeri Kullanilan Céziicii | Oleuropein Kaynak
Miktari (%)
Ispanya Etanol (%59) 2,26 Japon-Lujan ve ark., 2006
Yunanistan Su 0,02-0,24 Agalias ve ark., 2005
Metanol 30,2 Agalias ve ark., 2005
Aseton 37,7 Agalias ve ark., 2005
Fransa Etanol (%60) 9,04-14,32 Savournin ve ark., 2001




Coziicii olarak metanoliin kullanildig: bir ¢alismada farkli bolgelerden toplanan
zeytin yapraklarinda belirlenen oleuropein miktarlari Cizelge 1.7°de verilmektedir (Isik,
2010).

Cizelge 1.7. Zeytin yapraklarinda ¢oziicii olarak metanoliin kullanilmasiyla elde edilen
oleuropein diizeyleri (Isik, 2010).

Toplanma Yeri Kullanilan Céziicii | Oleuropein Kaynak
Miktar (%)

Kilis-1 Metanol (%70) 6,32 Isik, 2010

Kilis-2 4,84

Nizip 3,89

Gemlik 2,49

Kuzey Kibris 1,69

1.1.3. Zeytinde Bulunan Fenolik Bilesikler

Zeytinyag1 veya sofralik zeytinin hem oksidatif stabilitesini ve hem de duyusal
ozelliklerini etkiledigi igin fenolik bilesikler 6nem tagimaktadir. Fenol bilesikleri ayn1
zamanda antioksidan ve antimikrobiyel 6zellikleri de i¢cinde barindirmakta ve zeytinin
dogal savunma sisteminde de rol almaktadir. Ayrica bu bilesikler zeytinin rengini,
tadin1 ve olgunlagsmasini etkilediginden meyvenin islenmesinde de Onemlidirler.
Saglik agisindan 6nem arzeden fenol bilesenleri; dolagim sistemi tizerine olumlu

etkilerinden dolay1 bir donem P vitamini olarak adlandirilmistir (Pirgiin, 2007).

Yapilan arastirmalara gore zeytin yapragi, 101 ¢esit madde igermektedir.
Icindeki polifenolik antioksidanlardan en 6nemlisi oleuropeindir. Zeytin agaclari,
dayanikli olmalarin1 ve uzun yillar yasamalarin1 "oleuropein" ad1 verilen hastalik ve

zararlilara kars1 direng olusturan bu maddeyi tiretmelerine borgludur.

Oleuropein, hidroksitriosoliin ve elenolik asitin heterozidik esteridir (Sekil 1.2).
(Winkelhausen ve ark., 2005). Oleuropein, B-glikozidaz enziminin aktive edilmesiyle

glikoz ve oleuropein aglikona hidroliz olmakta, sonrasinda ise esteraz enzimiyle



hidroksitriosol ve elenolik asite donistiiriillmektedir (Sekil 1.3) (Marsillo ve Lanza,

1998).
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Sekil 1.2. Oleuropeinin kimyasal yapis1 (Winkelhausen ve ark., 2005)
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Sekil 1.3. B-glikozidaz enzimi ile oleuropeininin hidrolize olmas1 (Marsillo ve Lanza, 1998).
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Zeytin yapragi ekstraktinin yapisinda bulunan fenolik bilesikler nedeniyle son
yillarda dogal antioksidan olarak kullanilmaya baslanmistir. Zeytin yapraginin
yapisinda bulunan en basta oleuropein ve hidroksitirozol, verbaskozit, apigenin-7-
glikozit, luteolin-7-glikozit gibi fenolik bilesiklerden dolay1 oldukga gii¢lii antioksidan
aktivite gostermektedir (Benavente-Garcia ve ark., 2000; Visioli ve ark., 2002).
Zeytin yapraginda bulunan ve baslica polifenolik antioksidanlardan biri olan
oleuropein, yapraktaki en etken fenolik bilesiktir (Soler-Rivas ve ark., 2000). Bu
fenolik bilesigin dogal antioksidan olabilecegi yapilan in vitro (Chimi ve ark.,
1991;Visioli ve Galli, 1994) ve in vivo (Ruiz-Gutierrez ve ark., 1995) ¢alismalarla
tespit edilmistir. Zeytin yapraginin ekstraktindaki bulunan fenolik bilesikler ve

diizeyleri Cizelge 1.8’de verilmektedir (Benavente-Garcia ve ark., 2000).

Cizelge 1.8. Zeytin yapragiin ekstraktindaki fenolik bilesikler ve diizeyleri (%) (Benavente-
Garcia ve ark., 2000).

Dleropoesideler Oleuropein verbaskosid 2454 -1,11
Flavonlar Luteolin-7-glukosid 1,38
Apigenin-7-glukosid 1,37
Diosmetin-7-glukosid 0,54
Luteolin 0,21
Diosmetin 0,05
Flavanol Rutin 0,050
Katesin 0,04
Tirosol 0,71
Flavan-3-ol Hidroksitirosol 1,46
Vaniliin 0,34
Fenoller Vanilik asit 0,05
Kafeik asit 0,63

Yapilan bir ¢aligmada oleuropein, hidroksitirozol ve zeytin yaprag: ekstraktinin
vitamin E ve sentetik bir antioksidan olan BHT'den daha giiclii antioksidan aktiviteye
sahip oldugu tespit edilmistir (Le Tutour ve Guedon, 1992). Zeytin yapraklarindan
ekstrakte edilen fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri Cizelge 1.9°da

gosterilmektedir (Erbay ve Igier, 2010).

10



Cizelge 1.9. Zeytin yapraklarindan ekstrakte elde edilen fenolik bilesiklerin antioksidan
aktiviteleri (Erbay ve igier, 2010).

Fenolik bilesik Miktar (% KM) | Antioksidan kapasite
TEAC*(mmol/L)
Zeytin yapragi ekstrakti - 1.58
Oleuropein 24.54 0.88
Hidroksitirozol 1.46 1.57
Luteolin-7-glukosit 1.38 0.71
Apigenin-7-glukosit 1.37 0.42
Verbaskosit 1.11 1.02
Tirozol 0.71 0.35
Vanilik asit 0.63 0.67
Dismometin-7-glukosit 0.54 0.64
Kafeik asit 0.34 1.37
Luteolin 0.21 2.25
Rutin 0.05 2.75
Diosmetin 0.05 1.42
Vanilin 0.05 0.13
Katesin 1.46 2.28

*TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite)

Oleuropein mide igerisinde hizlica hidrolize olduktan sonra hidroksitirosol ve
tirosol formunda ince bagirsaklara gegmektedir. Ancak oleuropein bagirsaklardan
direkt kana gecemez. Kalin bagirsaklara gegen oleuropein bakteriler tarafindan
pargalanarak yine hidroksitirosola dontstiiriilmektedir (Corona ve ark., 2006).
Bununla birlikte kalin bagirsaklarin her hangi bir emilim faaliyeti yoktur. Kan
hidroksitirosol seviyelerine iliskin insanlar ilizerinde yapilan Olgiimleri gdsteren
aragtirma sonuglarina gore, hidroksitirosolun, kandaki en iist seviyesine 32. dakikada
ulastig1 ve yar1 dmriiniiniin 2,43 saat oldugu bildirilmistir. Sonug olarak oleuropeinin
onemli bir {irlinii olan hidroksitirosoliin alindiktan yaklagik 150 dakikat sonra kanda,

viicuda alinan dozunun yarisina indigi rapor edilmistir (Miro-Cases ve ark., 2003).

Zeytin yapraginda bulunan oleuropein ve hidroksitirozol gibi fenolik bilesikler;
serbest radikalleri baglayarak ve low density lipoprotein (LDL) oksidasyonu
Onleyerek, endojen antioksidan savunma mekanizmasini giiclendirerek, metal selatlar
olusturarak, kisa zincirli aldehit ve ketonlarin olusumunu engelleyerek, vitamin C ve
E gibi dogal antioksidanlarin ince bagirsakta parcalanmalarimi Onleyerek lipid
oksidasyonu engellemektedir (Visioli ve ark., 2002). Jemai et al. (2008), kolesterolce

zengin rasyonla beslenen siganlarin karma yemine zeytin yapragi ekstrakti ilavesinin
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toplam kolesterol ve trigliserid ile LDL kolesterol diizeyini azalttigini, HDL kolesterol

diizeyini ise artirdigini bildirmislerdir.

Erener ve ark. (2009) zeytin yapragi ekstraktindaki oleuropein igerigini 112,98
mg, kafeik asit 4,42 mg, katesin diizeyini ise 1,68 mg, rutin 34,45 mg, hidroksitirosol
16,67 mg, vanilin 7,33 mg, vanilik asit 4,68 mg, antioksidan kapasitesini ise EC50
19,54 ul olarak tespit etmislerdir. Zeytin ve bazi yan driinlerindeki oleuropein
diizeyleri Cizelge 1.10°de gosterilmektedir (Barbaro ve ark., 2014)

Cizelge 1.10. Bazi zeytin ve yan iriinlerinin oleuropein diizeyleri (Barbaro ve ark., 2014)

Oleuropein diizeyi, | Kaynak
(mg/kg KM)
Zeytin yaprag 93-134 Savournin ve ark., 2001
6,1-13,3 Ansari ve ark., 2011
5,6-9,2 Tayoub ve ark., 2012
34,0-38,1 Malik ve Bradford, 2006
60-90 Omar, 2010a
Zeytin 0,6-1,1 Tayoub ve ark., 2012
1,3-5,8 Bouaziz ve ark., 2010
Zeytin dallan 11-14 Altinyay ve Altun, 2006
18,9 Japon-Lujan ve Luque de Castro, 2007
Zeytin kokii 1,9-6,0 Ortega-Garcia ve Peragén, 2010
Zeytin cicegi 15,3-20,9 Malik ve Bradford, 2006
Sofralik zeytin 0,0-0,5 Zoidou ve ark., 2010
Sizma zeytinyagi 0,0-11,2 Perri ve ark., 1999
Zeytin kiispesi 0,4 Kanakis ve ark., 2013
Zeytin kara suyu 6,5 Goldsmith ve ark., 2014

Zeytinde bulunan fenolik bilesiklerin miktart kullanilan tarimsal yontemlere
gore degismektedir. Oleuropein tiirevlerinin miktari bazi istisnalar disinda meyvenin
asir1 olgunlagma siirecinde azalmaktadir. Bu istisnalara 6rnek olarak sicak iklime sahip
bolgelerden elde edilen zeytinyaglarinin, soguk iklime sahip bolgelere gbére daha

yiiksek oranda biofenol igerdigi tespit edilmistir (Unsal, 2000).
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1.1.4. Zeytin Yapragimn Etkileri

Asirlarca canli kalabilme o6zellikleri olan zeytin agaclarindan elde edilen
tirtinlerin saglhiga yararh etkileri uzun zamandir bilinmektedir (Soler-Rivas ve ark.,
2000). Zeytin agacinin triinleri ihtiva ettikleri oleuropeinin antienflamatuar,
antiaterojenik, antioksidan, antikarsinojenik, antimikrobiyel, antiviral aktiviteler gibi
cok sayida etkiye sahip oldugu bir¢ok arastirici tarafindan rapor edilmektedir
(Carluccio, 2003; Gikas ve ark., 2007; Micol ve ark., 2005; Owen ve ark., 2000;
Sanchez ve ark., 2007; Tripoli ve ark., 2005; Visioli ve ark., 1998; Visioli ve ark.,
2002).

Yapilan ¢aligmalarda, yiiksek diizeyde oleuropein iceren zeytin yapraklarinin,
lipoprotein oksidasyonunu onlemesi agisindan takviye edici gida olarak 6nemli roli
bulunmaktadir (Tuck ve Hayball, 2002; Visioli ve ark., 1995). Zeytin yapragi
iceriginde fenol bilesikleri bulundurmasindan dolay: tip, kozmetik, farmasdotik ve gida
endiistrisinde kullanilmaktadir (Boudhrioua ve ark., 2009; Jemai ve ark., 2008;).
Oleuropeinin baz1 biyolojik aktiviteleri ve etkileri (Barbaro ve ark., 2014) Cizelge

1.11’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.11. Oleuropeinin biyolojik aktiviteleri ve etkileri (Barbaro ve ark., 2014)

Aktivite Etkileri

Antioksidan Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) atma etkisi
LDL'nin oksidasyonunu engelleme
Radikal stabilitenin geligimi
Anti-enflamatuar Lipoksigenaz inhibisyonu

Anti-tiimor ROS atma etkisi

Antimigrasyon etkisi

Apoptozis indiiksiyon

Anjiyogenez inhibisyonu

Antimikrobiyel Bakteri hiicre membrani zarar1
Antiviral Viral Kilif Etkilesimi

Viral integrase inhibisyonu
Noroprotektif Oksidatif stres azaltma

Tau fibrilizasyon inhibisyonu
Hepatoprotektif Oksidatif stres azaltma

Karaciger yaglanmasini azaltma
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1.1.4.1. Antioksidan Etki

Zeytin yapragi ekstraktinin, yliksek antioksidan 6zelligi bulunmaktadir. Bu
durum oleuropein bilesigiyle beraber diger fenolik bilesiklerin sinerjik etkilesimleri
sonucu meydana gelmektedir. Zeytin yapragi ekstrakt1 vitamin C ve E'den yaklasik 2,5

kat1 kadar daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir (Sar1, 2016).

Antioksidanlar, viicutta meydana gelen yaglarin oksidasyonuna bagli stresin
olumsuz etkilerini azaltmak, et ve yumurta gibi hayvansal iiriinlerin lipit stabilitesini
artirmak suretiyle raf omriinii uzattiklarindan dolay1 son yillarda fonksiyonel gida
tiretiminde yemlere katki maddesi olarak ilave edilmektedir. Uzun yillar gida ve yem
sektoriinde BHA, BHT, PG, TBHQ gibi sentetik antioksidanlar ile (a)-tokoferol asetat,
(B)-karoten ve C vitamini gibi dogal antioksidanlarin gii¢lii antioksidan aktivite
gostermeleri, ucuz olmalari, nedeniyle kullanimlar1 yaygindir (Bandoniene ve ark.,
2002). Bununla birlikte sentetik antioksidanlarinin saglik tizerine zehirli etkilerinin
olabileceginin bildirilmesi ve bu sonucunda kullanimlarina sinirlama veya yasaklama
getirilmesi; saglik otoritelerince bitkisel antioksidanlarin gilivenilir {iriinler olarak
gosterilmesi, bitkisel tirtinlerin kullanimini giindeme getirmistir (Akgiil, 1989; Akgiil
ve Ayar, 1993).

Oleuropein serbest radikal olusumunu, demir ve bakir gibi metal iyonlartyla bag
olusturmak ve bu olusan bag sayesinde bir¢ok yangi enzimlerini baskilamak suretiyle
engellemektedir. Bununla birlikte oleuropein ve metabolitleri hidroksitirosoliin
antioksidan veya zincir kirma aktivitesini gosterebilmesi i¢in Katesol grubuna

gereksinim duyulmaktadir (Al-Azzawie ve Alhamdani, 2006).

Oleuropein ayni zamanda antioksidan, hipotansif, sekoiridoit, spazmolitik,
amagcla kullanilan bir glikozittir. Glikozitler, bitkilerin yaprak, meyve, kabuk ve
koklerinde bulunmaktadir. Glikozit yapi sayesinde bakterilerin hiicre duvarini

etkilemek suretiyle bagisiklik sistemini giiclendirmektedir (Markin ve ark., 2003).

Al-Azzawie ve Alhamdani (2006), yapmis olduklari bir ¢alismada, zeytin

yapragi ekstraktindan elde edilen oleuropeini diyabetik tavsanlara agiz yoluyla gilinliik
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20 mg/kg diizeyinde kullanilmig ve tavsanlarda oleuropeinin oksidatif stresi ve
hiperglisemiyi azalttigini tespit etmislerdir. Diger polifenolik bilesiklerden zengin
bitkisel tiriinlerdeki gibi zeytin isleme yan tiriinlerinden elde edilen 6ziitlerin toplam
antioksidan aktiviteleri ile fenol igerigi arasinda yiiksek bir iliski rapor edilmistir (Le
Tutour ve Guedon, 1992; Silva, 2006)

Zeytin yapragi makrofaj fonksiyonlarina etkili olmakta ve yangi ajanlarina karsi
aktiviteye katkida bulunmaktadirlar. Oleuropeinin immun sistemi gii¢lendirdigi,
koroner kan akisinda artisa sebep oldugu ve kardiyak aritmileri Onledigi
bildirilmektedir (Algicek ve Otles, 2011). Yapilan arastirmalara gore zeytin
yapragindaki oleuropein viicutta kalsiyum elenolat'a ¢evrilmektedir. Oleuropeinin
icerigindeki elonoik asidin serbest radikallere karsi koruyucu ve kotii huylu
kolesteroliin oksidasyonunu inhibe edici &zellikler tagidig1 bildirilmektedir (Ozdemir

ve Ozdemir, 2011).

Zeytin ve zeytinyagindaki fenolik bilesiklerin giinliik diyetlerle yeterince
alinmasinin koroner kalp hastalig1 ve sindirim sisteminde serbest oksijen koklerince
olusturulan hastaliklara karsida riski azalttig1 gosterilmistir invivo sartlarda yapilan
birgok ¢alisma, oleuropeinin, vasodilator, tansiyon diisiiriicli ve antiaritmik 6zellikleri
gosterdigi, LDL kolesterolii azalttigi, kan dolagimini arttirip, kalp kasinin pompalama
hareketini gelistirerek, kalp krizini 6nledigi bildirilmistir. Zeytin yapraginda bulunan
fenolik bilesiklerin, damar i¢i plak olusumunu da engelledigi gozlenmistir (Sari,
2016).

Algicek ve Otles (2011), zeytin yapragi ekstraktinin %19 oleuropein, %1,8
flavonoid glikozitler ve 3-4 dihydroxy-phenethyl esterler icerdigini, zeytin
yapragindaki cesitli fenolik bilesiklerin LDL kolesterolii oksidasyona kars1 koruyucu
etki gosterdigini, oleuropeinin LDL’nin CuSOs ile uyarilmis oksidasyonunu
engelledigini, BHT, C ve E vitaminleri gibi diger antioksidanlara gore daha giiclii
antioksidan etkisiye sahip oldugunu ifade etmislerdir. Aymi arastirmacilar,
oleuropeinin hayvanlarda koroner damar kan akimini arttirdigini, ayn1 zamanda kalp

atimlarini diizenledigi, aritmileri 6nledigini bildirmislerdir.
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1.1.4.2. Antimikrobiyal ve Antiviral Etki

2006 yillindan sonra antibiyotiklerin yem katki maddesi olarak hayvan
beslemede kullanilmasinin bagta AB iilkeleri olmak iizere, bir¢ok tilkede ve Tiirkiyede
yasaklanmasi sonucu yapilan bilimsel arastirmalarda yem katki maddesi olarak
bitkisel oziitlerin siklikla kullanilmasina olan ilgiyi artirmistir. Ayrica son yillarda
insanlarin gerek organik iirlinlere olan talebinin artmasi, gerekse saglikli yasama olan
trendin yiikselmesine parelel olarak bitkisel iirlinlere olan ilgi giderek hiz kazanmaistir.
Bunun sonucu olarak bitkisel 6ziitlerin hayvan beslemede yem katki maddesi olarak

kullanim siklig1 artmastir.

Kanatht etinin ¢oklu doymamis yag asitlerince zenginlestirilmesi; iiriiniin
islenmesi, depolanmasi ve pazarlanmasi esnasinda lipid oksidasyonuna karsi
hassasiyetini artirmaktadir (Botsoglou ve ark., 2003). Lipid oksidasyonu;etin tadinda,
kokusunda degisim ve besin degerinde kayip ile raf omriiniin kisalmasina, ileri
derecedeki oksidatif bozulma, kisa zincirli aldehitlerin,ketonlarin ve diger oksidatif

bilesiklerin olusmasina yol agmaktadir (Botsoglou ve ark., 2002).

Oleuropeinin, Bacillus anthracis, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Escherichia
coli, Helicobacter pylori, Mycoplasma spp, Salmonella enteritidis, Salmonella
typhimurium, Staphylococcus aureus gibi bakteriler iizerine etkisinin oldugu
degerlendirilmektedir. Oleuropein Spiroket grubu bakterilerin neden oldugu lyme
hastaliginin belirtilerini azalttig1 da bildirilmektedir.

Oleuropein antimikrobiyal aktivitesi hem gram negatif hem de Lactobacillus
plantarum, Bacillus cereus ve Salmonella enteritidis dahil olmak tizere gram pozitif
bakterilere karsi gostermektedir. In vitro calismalar, oleuropeinin ayn1 zamanda,
yaygin antibiyotik tedavilerine direngli mycoplasma suslarina karsi antimikoplazmal

aktivitesini de ortaya ¢ikarmistir (Barbaro ve ark., 2014).

Oleuropein kronik yorgunluk sendromunun bazi semptomlarini azaltmaktadir.
Bu durumun sendromun etkin rolii olan Mycoplasma bakterisinin zeytin yapraginca

elimine edilmesinden kaynaklanabilecegi bildirlmistir (Sar1, 2016).
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Oleuropein antiviral etkinlige de sahiptir. Viral hemorajik septisemi viriisii
(VHSV), hepatit B virlisit (HBV) ve insan immiin yetmezlik viriisii (HIV)’ne karsi
etkinligi gosterilmisdir (Barbaro ve ark., 2014).

1.1.4.3. Karaciger Koruyucu Etkisi

Zeytinyagi, alkole bagli olmayan karacigerdeki yag infiltrasyonunun karaciger
agirliginimin %5-10'unu astigr yagh karaciger hastaliginin ilerlemesini, azaltmada
yardimc1 olmaktadir. Oleuropein uygulamasinin farelerde karbon tetrakloriire bagh
karaciger hasarma karsi, karaciger koruyucu ve tedavi edici etkilere sahiptir. Ustelik,
alkole bagli olmayan karaciger yaglanmasi durumunda oleuropein takviyeli yiiksek
yagh diyetin karacigerindeki lipid birikimini azalttigi bildirilmektedir (Barbaro ve
ark., 2014).

Zeytin yapraklar1, hiper tansiyonu 6nleyici, hipoglisemik, antiseptik ve diiiretik
ozellikleri nedeniyle modern tipt ve fitoterapide tedavi amagli olarak siklikla
kullanilmaktadir. Buna sebep olarak zeytin yapraklarinda bulunanen énmeli bilesik

olarak oleuropein bildirilmisdir (Sar1, 2016).

1.2.  Zeytin Yaprag Ekstraktlarin Enkapsiilasyonu

Bir maddenin veya karisimin baska bir madde veya sistem ile kaplanmasi veya
hapsedilmesi islemi enkapsiilasyon olarak tanimlanmaktadir (Madene ve ark., 2006).
Mikroenkapstilasyon ise aktif bir maddenin (¢ekirdek materyal) ¢evresinin bir veya
daha fazla kaplama maddesi (duvar materyali) ile sarilip kapsiillerin elde edilmesinde
kullanilan bir teknolojidir. Mikrokapsiillerin icerisindeki madde veya karisim
cekirdek, i¢ faz veya dolgu olarak ifade edilirken dis kisimda yer alan kisim kabuk,
kaplama, duvar materyali veya membran olarak tanimlanmaktadir (Gharsallaoui ve
ark., 2007).

Mikrokapsiillerin dis goriiniisleri ¢ekirdek materyalinin fiziko-kimyasal
ozellikler, duvar materyalinin kompozisyonu ve mikroenkapsiilasyon teknigine gore

degisim gostermektedir. Bu teknoloji gida endiistrisinde, kaplanacak maddenin nem,
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sicaklik, hava ve 151k gibi dis etkenlere karsi korunmasi, buharlasmanin 6nlenmesi,
kolay tasinmasin, dogru yerde ve dogru zamanda c¢aligmasi, kaplanacak maddenin tat
ve kokusunun ortiilmesi, baska bilesenlerle reaksiyona girmesinin 6nlenmesi, kiigiik
miktarlarda kullanimi istendiginde seyreltilebilmesi ve seyreltmenin homojen bir

halde saglanmasi nedeniyle uygulanmaktadir (Desai ve Park, 2005).

Son dénemlerde, oral kullanilan ilaglarin kolona hedeflenerek hastaliklarin
tedavisi artan bir 6nem kazanmustir. Etkin maddelerin kolona hedeflendirilmesi
amaciyla pH’ya duyarli, mikrofloraya dayanikli, zaman ve basing kontrollii sistemler
gibi bir ¢ok yeni strateji gelistirilmistir. Bu islem 6zellikle, lokal hastaliklarin direkt
tedavi edilmesinde ¢ok biiyiik avantajlar1 bulunmaktadir. Mide pH’s1 asidik iken, ince
bagirsaklar ve kolonun pH degeri yiiksekdir. Sindirim sistemindeki bu pH farkliliklar
kolona 6zgii ilag tasiyici sistemlerinin gelistirilmesinde kullanilmaktadir. Bu amagla
cekirdek materyalin pH’ya duyarli polimerlerle kaplanarak, asidik ortamda
¢oziinmemesi ve pH 6 ve {lzerindeki pH degerlerinde ise c¢ozliinmeleri
hedeflenmektedir. Bu sekilde bir kaplama ile etkin maddelerin gastrointestinal
kanalinda bozulmadan gegisi saglanabilmektedir. Kaplama materyali hazirlanmasinda
en ¢ok aljinat, amiloz, dekstran, guar gum, iniilin, kitosan, kondroitin siilfat ve pektin
gibi polisakkaritler kullanilmaktadir. (Tiirk ve ark., 2006).

Aljinat, su yosunlarindan ekstraksiyonla elde edilen bir polisakkarittir. Bu
polisakkarit, jel olusturucu, kivam verici, emiilgator ve stabilizator olarak gida ve ilag

sanayilerinde kullanimaktadir (Vos ve ark, 2010).

Aljinat ¢ozeltisinin akiskanlhigini, viskozitesini ve jel olusumu ozelliklerini
degistirmek icin en c¢ok kullanilan katyon kalsiyumdur. Sodyum aljinat ¢ozeltisine
kalsiyum iyonlar1 ilave edildiginde, kalsiyum iyonlar1 aljinat ¢ozeltisindeki karboksil
ve hidroksil gruplarina baglanarak “yumurta-kafes” modeli olusmaktadir. Reaksiyon
tim aljinatin, kalsiyum aljinat olarak ¢okiisiine kadar devam etmektedir. Kalsiyum
aljinat, biyoaktif bilsenlerin, ilaglarin, proteinlerin kontrollii salinimlarinda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Kalsiyum aljinat matriksi diisik pH’da stabil, mide
kosullarma kismen dayanikli iken, ince bagirsak gibi yiiksek pH da siserek
dagilmaktadir (Yoo ve ark., 2006).
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Diinyada selillozdan sonraki kullanimi en yaygin olan ikinci biyopolimer
kitindir. Kitin, karides, yengeg, gibi kabuklu su iriinlerinin ana bileseni olup,
boceklerin iskeletinde bulunmaktadir (Guang, 2002). Kitin, cok miktarda molekiil i¢i
ve molekiiller aras1 hidrojen baglar1 ve yar1 kristalimsi yapidadir. Bu nedenle seyreltik
asitlerde ve bircok organik ¢oziicii de ¢oziinememektedir. Ancak katyonik yapisi
sayesinde pH<6 ortamda kolayca ¢6ziinebilmektedir (Asli ve Necdet, 2009; George
ve Abraham, 2006). Kitosan ila¢ sanayinde jel olusturma, film tablet, stinger
olusturma, mikropartikiiler sistem ve tablet basiminda kullanilmaktadir. Ayrica yara
ve doku iyilestirici, hemostatik, analjezik ve antimikrobiyal etkiside bulunmaktadir.
(Abreu ve ark., 2008; Lee ve ark., 2012).

Giinlimiiz sartlarinda saglikli beslenmenin 6nem kazanmasiyla tiiketiciler
arasinda antioksidanlarca zengin fonksiyonel ve dogal gidalara ilgi artmustir. Bitkisel
tirtinlerin etkisi 6zellikle igerigindeki polifenolik bilesiklerden kaynaklanmaktadir. Is1,
151k, metal iyonlari, pH, ortamda seker ve askorbik asit bulunmasi durumlarinda
polifenoller kolayca okside olabilme 6zelligiyle, iiretim siireglerinde etken madde
diizeyleri azalmaktadir. Ayrica fenolik bilesenlerin, viicutta hizli metabolize olmalari,
absorbsiyonlarinin diigiilk olmasi1 sebebiyle biyoyararliliklari azalmaktadir. Fenolik
bilesiklerden olan oleuropein alindiktan sonra biiyiik kismi midede metabolize
edilirken, ince bagirsaga ulasan kismi yiiksek pH da par¢alanmaktadir. Ayn1 zamanda
viicutta degerlendirilmesi i¢in sindirim kanalindan hafif alkali bir ortama ihtiyag
duyulmaktadir. Cesitli fenolik bilesiklerin stabiltesinin ve biyoulasilabilirliginin
arttirtlmasinda enkapsiilasyon teknolojisinde basarili sonuglar alindigi bildirilmistir

(Coruhli, 2013).

Son yillarda zeytin yapragi ekstraktindaki fenolik bilesiklerin, nano-
enkapsulasyon yoOntemiyle, korunmasi, saliniminin kontrol altina alinmasit ve
antioksidan 6zelliklerinin arttirilmasi iizerine ¢alismalar yapilmaktadir (Mohammedi

ve ark., 2016).

Anbinder ve ark. (2011), soya yag: i¢inde, nano emiilsiyon ile kapsiillenmis
zeytin yapragi ekstraktinin antioksidan aktivitesini degerlendirmek amaciyla bir

calisma yapmislardir. Depolamanin 100, 200 ve 300 mg zeytin yapragi ekstrakti igeren
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bu emiilsiyonlarin antioksidan aktivitesi, soya yagi i¢inde peroksit degeri, TBA degeri
ve rancimat termal stabilite testi ile degerlendirillerek kapsiillenmemis zeytin yapragi
ekstraktinin ve sentetik bir antioksidan ile karsilastirilmistir. Artan ¢oziintirlik ve
zeytin yapragi fenolik bilesiklerinin nano-kapsiilleme yoluyla kontrollii salinmasi ile

daha yiiksek bir antioksidan aktivite elde edilmistir.

Zeytin  yapragr ekstraktinin  spray-drying  yOntemiyle kitosan ile
enkapsiilasyonunda, kapsiilleme veriminin %44 oldugu tespit edilmistir. Polifenollerin
serbest birakma 6zelliklerinin pH'ya bagimli oldugu, pH 7,.4'te, polifenol salinimin 6
saat sonra tamamlandigi, serbest birakilan polifenol miktarmin ise pH 5,5'te ayni
stirede %40 oldugu tespit edilmistir (Acosta ve ark., 2015). Zeytin yapraginin
elektrostatik ekstriizyon ile aljinat-kitosan enkapsiilasyonunda kapsiilleme verimi

%80-89 oraninda tespit edilmistir (Bels¢ak-Cvitanovi¢ ve ark., 2011).

Zeytin  yapragi ekstraktinin  spray-drying  yontemiyle kitosan ile
enkapsiilasyonunda polifenolik bilesiklerin kapsiilleme verimi igin yiikleme oraninin

%27 oldugu saptanmistir (Kosaraju ve ark., 2006).

Zeytin ¢ekirdegi ve yapraklarindan polifenollerin geri kazanimi i¢in mikrodalga
yardimli ekstraksiyon ve mikrodalga yardimli enzimatik ekstraksiyonununda zeytin
¢ekirdegi ve yapraklarinda fenolik madde igerigi 10,37 ve 29,52 mg/g GAE tespit
edilmistir. Benzer sekilde, geleneksel ekstraksiyonda zeytin g¢ekirdegi ve
yapraklarindan sirasiyla fenolik madde icerigi 11,41 ve 34,53 mg/g oldugu
belirlenmistir. Maltodextrin ile mikrokapsiilleme verimi, zeytin ¢ekirdegi ve
yapraklarinda sirasiyla %82,39-92,12 ve %87,98-91,06 arasinda degismisdir
(Chanioti, 2016 ).

Zeytin yaprag ekstraktinin toplam fenolik bilesiklerin konsantrasyonu 725 nm
dalga boyunda 0,26 mg/mL'dir. Zeytin yapragi ekstraktinda toplam fenolik bilesik
icerigi 260 mg GAEq/g, antioksidan kapasitenin 2,18 mmol of TEAC/g oldugu
belirlenmistir (Ozdamar, 2014).
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Yapilan bir ¢alismada, zeytin agacinin yapraklarmin toplam polifenol igerigi
2,058 mg/100 g GAE (gallik asit esdegeri) olarak belirlenmistir Depolama kosullari,
iklim kosullar1 ve nem igerigi zeytin yapraklariin kimyasal bilesimini etkileyebilicegi

sOylenmistir (Makris ve ark., 2007).

Bal (2014), zeytin yapragi ekstraktinin aljinat ile enkapsiilasyonda yiikleme
kapasitesini %80, aljinat-kitosan ile enkapsiilasyonda ise %99 oldugunu tespit
etmislerdir. Bu nedenle, zeytin yapragi ekstraktinin oral kullanimi igin alginat-kitosan

kapsiilasyonunun daha etkili bir ara¢ olabilecegini ifade etmislerdir.

1.3. Zeytin Yapragi ve Ekstraktinin Kanath Beslemede Kullanilmasi

Hayvan besleme alaninda icerdigi fenolik bilesikler nedeniyle zeytin, zeytin
yapragi, zeytin karasuyu ve zeytin kiispesinin antioksidan ve antimikrobiyal olarak

kullanimina iligskin ¢ok sayida arastirma yapilmastir.

Yumurta tavugu karma yemlerine %0, 1, 2, 3 diizeylerinde zeytin yapragi toz
sekilde ilave edilmesi, yumurta verimi, yem tiilketimi ve yemden yararlanama oranini
etkilemezken, yumurta sar1 renginde iyilesme, yumurta sarist kolesterol diizeyinde

%10 diizeyinde azalma saglamistir (Cayan ve Erener, 2015).

Toptas (2010), etlik bildircinlar ile yaptig1 calismasinda, hicbir katkt maddesi
icermeyen karma yemle kontrol grubunu, 200 ppm E vitamini (a tokoferol asetat) ve
50, 100, 150 ve 200 ppm oleuropein igeren karma yemlerle deneme gruplarini
olusturmustur. Gruplarda CAA, GYT ve YYO bakimindan istatistiksel olarak farklilik
bulunmazken, 200 ppm diizeyinde OLE katilan grupta toplam kolesterol diizeyi
onemli derecede diistiigiinii tespit etmistir (P<0.05). Karkas parcalarinin depolanma
stiresi arttikca kontrol grubundaki but etinin MDA diizeyi, E vitamini 150 ve 200 ppm
oleuropein katilan gruplara gore 6nemli derecede yiiksek bulunmus, bu durum
diyetlere E vitamini veya oleuropein katilmasinin etlerin raf dmriinii uzattigi seklinde
degerlendirilmistir. Ayrica 200 ppm oleuropein katilan grupta etlerde omega-3 yag

asidinde artis tespit edilmistir. Arastirma sonucunda etlerde lipit oksidasyonunun
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Onlenmesi ve omega-3 yagasidinin korunmasi bakimindan 200 ppm E vitamini ilavesi

yerine 100 ppm oleuropein katilmasinin yeterli oldugu belirtilmistir.

Bildircin karma yemlerine 80 ve 120 ppm Oleuropein igerecek diizeyde zeytin
yapragi oziitli katilmistir. Yumurta saris1 6rneklerinde 80 ppm Oleuropein igeren
grupta doymus yag asitleri oram diger gruplardan diisiik bulunmustur (Ozdemir ve
Azman, 2013).

Zeytin yapragt 5 ve 10 g/kg diizeyinde hindi rasyonlarina ilave edildigi bir
caligmada, zeytin yapragimin yeme 10 g/kg diizeyinde ilavesi, +4°C'de 12 giin siire ile
depolanan hindi gogiis eti fletolarinda lipid peroksidasyonu oOnemli diizeyde

engellemistir (Botsoglu ve ark., 2010).

Kurutulmus 6giitiilmiis zeytin yapragi ilave edilen gruplarin (1 g/kg), E.coli'ye
kars1 immiiniteyi gelistirdigi, ND ve IB'ye kars1 asilanan gruplarla karsilastirildiginda
antikor titrelerinin artti1, asmin etkilerini gliclendirme yetenegi oldugunu ortaya

koymuslardir (Elsaaed ve ark., 2014).

Etlik pili¢ rasyonlarina %0, 0,25, 0,5, 0,75 ve 1,0 diizeylerinde zeytin yapragi
ilave edilmistir. Rasyonlara %0,75 diizeyinde ilave edilmesi total IgG ve IgM'yi
etkilemezken IgY yiikselmistir. Kan lipid profili, karaciger enzimleri olumlu yonde

etkilenmistir (Parsaei ve ark., 2014).

Etlik pili¢ rasyonlarma 75, 150, 300 ve 600 mg/kg oleuropein icerecek sekilde
zeytin yapragi ekstrakti ilavesinin performans, bazi kan parametreleri ve kor bagirsak
mikroflorasi iizerine etkisinin arastirilmas1 amaciyla bir aragtirma yapilmistir. Sonug
olarak, zeytin yapragi ekstrakti ilavesinin yem tiiketimi ve canli agirlig arttirdig,
yemden yararlanma oranini iyilestirdigi, kor bagirsak S. aureus ve Lactobacillus spp.
sayisin1 etkilemedigi ancak E. coli sayisim disiirdiigli, dolayisiyla daha dengeli

bagirsak mikroflorasi olusturdugu saptanmistir (Erener ve ark., 2009).

Etlik pili¢ rasyonlarina 5, 10 ve 15 g/kg zeytin yaprag ilavesinin soguk stres ve

normal kosullarda performans ozellikleri ve kan parametreleri lizerine etkileri
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aragtirtlmistir. Stres ve normal kosullarda yiiriitillen denemelerin sonunda zeytin
yapragi ilavesinin canli agirlik, yemden yararlanma, yem tiiketimi iizerine etkisi
goriilmezken soguk stresi altinda zeytin yapragiin artan diizeylerde ilavesinin lineer
olarak askitize bagli 6liim oranini diisiirdiigii, kan parametrelerinden AST diizeyinin
her iki kosulda etkilenmedigi, ancak zeytin yapragi ilavesinin ALT diizeyini her iki

kosulda da diistirdiigii bildirilmistir (Varmaghany ve ark., 2013).

Shafey ve ark. (2013a), etlik pili¢ yemlerine 0, 1,8; 3,6 ve 6,25 g/kg oleuropein
icerecek miktarda zeytin yaprag: ekstrakti ilave etmislerdir. Calisma sonucunda canli
agirlik, yem tiiketimi ve yemden yararlanma orani1 bakimindan gruplar arasinda bir
fark gozlenmemistir. Rasyonlara 6,25 g/kg zeytin yapragi ekstrakti ilavesinin
abdominal yag oranim1 kontrol grubuna gore 6nemli diizeyde (P<0,01) azalttigi

saptanmistir.

Shafey ve ark. (2013b), etlik pili¢ yemlerine 0, 15, 30 ve 50 g/kg diizeylerinde
zeytin yapragi ilave etmislerdir. Deneme sonunda rasyonlara 30 ve 50 g/kg zeytin
yapragi ilavesinin canli agirlik artisini diistirdiigii, 50 g/kg zeytin yapragi ilavesinin ise
yemden yararlanmayr kontrol grubuna gore kotiilestirdigi, yem  tiiketiminin
muamelelerden etkilenmedigi, ayrica 50 g/kg zeytin yapragi ilavesinin karkas

agirligimi kontrol grubuna gore diisiirdiigii bildirilmistir.

Etlik pili¢ rasyonlarina 100 ppm ve 200 ppm {iziim ¢ekirdegi ekstrakti, zeytin
yaprag1 ekstrakti, nar kabugu ekstrakti ilavesinin performansi, karkas 6zellikleri, bazi
kan parametreleri ve ince bagirsak bakteri sayisi iizerine etkilerinin arastirilmstir.
Yapilan ¢alisma sonucunda yem tiiketiminin etkilemedigi, yemden yararlanmanin
tyilestigi, zeytin yapragi ekstraktinin 200 ppm, nar kabugu ekstraktinin 100 ppm ve
200 ppm diizeylerinin kan HDL diizeyini 6nemli diizeyde arttirdigi, LDL diizeyini
diistirdligii, toplam aerobik bakteri sayisinin etkilenmedigi, tim katki maddelerinin
kontrole gore ileum toplam koliform bakteri sayisimi diisiirdiigii, liziim c¢ekirdegi
ekstraktinin 100 ppm diizeyi hari¢ diger muamele gruplarinda ileum E. coli sayisinin

kontrole gore diistiigii bildirilmistir (Atilgan 2012).
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Zeytin yapragmin ve ekstraktinin kanatli beslemede antimikrobiyal ve
antioksidan oOzellikleri {iizerine ¢ok sayida arstirma yapilmis olmasma karsin,
enkapsiilasyonu yapilmis zeytin yapragi ekstraktinin broyler brsayonlarinda
kullanilmasina iliskin bir arastirma bulunamamistir. Bu nedenle ¢alismamizda aljinat
ve kitosan ile kaplanan zeytin yapragi ekstraktinin etlik pili¢ rasyonlarinda
kullanilmasinin performans (canli agirlik, canli agirhik artisi, yem tiikketimi, yem
doniisiim orani, yasama giicli ve EPEF degeri), sicak karkas agirligi ve randimani, bazi
i¢ organ (kalp, dalak, karaciger, bursa Fabricius, tasli mide, bezli mide, abdominal yag)
agirhigi, bazi biyokimyasal kan parametreleri (ALT, AST, ADL, toplam kolesterol,
HDL, LDL, trigliserit, toplam protein, 1gG), gogiis ve but eti pH, gogiis eti MDA
diizeyi, bagirsak pH’s1, tibia ve femur en, boy, agirliklar ile diski ve altlik kuru madde,

amonyak diizeylerine etkilerini belirlemek amaciyla yapilmistir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Gerec

2.1.1. Hayvan Materyali

Aragtirmada 6zel bir tavukculuk isletmesinden alinan 105 adet giinliik Ross 308
erkek broyler civciv kullanilmigtir. Her biri 35 civcivden olusan 3 grup halinde deneme
yiritilmistiir. Her grup da 7 civcivden olusan 5 alt gruba ayrilmistir. Deneme Ankara
Universitesi Veteriner Fakiiltesi Arastirma ve Gelistirme Ciftliginde bulunan broyler
aragtirma kiimesinde yapilmistir. Deneme igin Ankara Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu’ndan 2016-21-179 karar numarali etik kurul izni alinmistir (Ek-1).

2.1.2. Yem Materyali

Aragtirma, kontrol (K), zeytin yapragi ekstrakti (ZYE) ve aljinat ve kitosan ile
enkapsiile edilen zeytin yapragi ekstrakti (AK-ZYE) olmak iizere 3 deneme grubu
olacak sekilde yiiriitiilmiistiir. Rasyonlar hazirlanirken hayvanlarin besin madde

ihtiyaglarmin belirlenmesinde Ross 308 katalog degerleri kullanilmistir (Ross 308).

Broylerler 1-14. giin baslangi¢ rasyonu, (%22,5 HP, 3100 kcal/kg ME) 15-28.
giin biiylitme rasyonu (%22 HP ve 3100 kcal’kg ME) ve 29-37. giin bitirme rasyonu
(%21 HP ve 3200 kcal’kg ME) ile beslenmislerdir. Rasyonun igerigi ve hesapla
bulunan bilesimi Cizelge 2.1’de belirtilmektedir. Denemede kullanilacak zeytin
yapragi ekstraktinin 6zel bir laboratuvarda yaptirilan analizinde toplam polifenol
miktar1 227 mg/g, oleuropein diizeyi ise 114 mg/g oldugu tespit edilmistir.
Kaplanmamis ve kaplanmis zeytin yapragi ekstraktlart 125 mg/kg diizeyinde

oleuropein igerecek sekilde hesaplanarak rasyonlara ilave edilmistir.
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Cizelge 2.1. Rasyonlarin igerigi ve hesapla bulunan bilesimi

Broyler civciv Broyler pilig-1 Broyler pilig-11

0-14 giin 14-28 giin 28-37 giin
Misir 51,00 52,25 56,45
Tam yagli soya 19,62 18,00 14,00
Bitkisel yag 1,00 2,00 3,00
Soya kiispesi, %48 24,00 24,00 23,00
DCP 2,40 2,00 2,00
Kireg tast 0,8 0,85 0,85
Soda 0,10 0,10 0,10
Tuz 0,25 0,25 0,25
DI-Metiyonin 0,37 0,25 0,15
L-lizin 0,2 0,10 0
Vitamin premix* 0,10 0,10 0,10
Mineral premix** 0,10 0,10 0,10
Antikoksidiyal 0,06 - -
TOPLAM 100 100 100
Hesapla Bulunan Bilesim
Ham Protein, % 22,01 21,56 20,03
ME, kcal/kg 3099 3158 3219
Kalsiyum, % 1,01 0,92 0,91
Fosfor, % 0,5 0,44 0,44
Sodyum, % 0,16 0,16 0,16
Metiyonin+Sistin, % 1,09 0,96 0,82
Lizin, % 1,44 1,33 1,14
Treonin, % 0,88 0,85 0,79
Triptofan, % 0,30 0,30 0,23
Linoleik asit, % 3,72 3,61 3,85

*Her kg vitamin mineral karmasi: Vitamin A 11.000 1U, Vitamin D3 3.500 IU, Vitamin E 100 mg,
K3 3mg, B1 3 mg, B2 6 mg, B6 4 mg, B12 0,02 mg, Niacin 35 mg, Folik asit 1,5 mg, Biotin 0,2

mg, Kalsiyum D-Pantotenat 15 mg icermektedir.

**Her kg mineral karmasi: Mangan 120 mg, Demir 50 mg, Cinko 110 mg, Bakir 30 mg, Iyot 2 mg,

Kobalt 0,5 mg, Selenyum 0,3 mg igermektedir.
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2.2. Yontem

2.2.1. Zeytin Yaprag Ekstraktinin Enkapsiilasyonu

Enkapsiilasyon islemi BUCHI B-390 marka enkapsiilator cihazi ile yapilmistir
(Resim 2.1) Alginat ile enkapsiilasyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla, farkli
konsantrasyonlarda sodyum alginat ¢6zeltisi (%0,5 1,0 1,5 ve 2,0) ve jellestirici ¢ozelti
olarak CaCl. (0,5 1,0 1,5 ve 2,0 M) farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak en uygun
enkapsiilasyon yapilabilen konsantrasyon belirlenmistir. Cihazin da optimize edilmesi
amaciyla farkli basing, sicaklik ve voltaj denemeleri yapilarak, uygun calisma

kosullar1 tespit edilmistir.

Sekil 2.1. Enkapsiilasyon cihazi (BUCHI B-390).

En uygun c¢aligma kosullar1 olarak yerli sodyum aljinatin %1 ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Zeytin yapragi ekstraktinin toz formu %1,5 diizeyinde, hazirlanan
aljinat ¢ozeltisiyle karistirilip homojenize edilerek bir gece dinlendirilmis, boylece
hava kabarciklarinin sénmesi saglanmistir. Jellestirici olarak en uygun CaCl,

konsantrasyonun 1,7 M oldugu belirlenmistir.
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Aljinat-ekstrakt karisimi cihazin sisesine doldurularak, CaCl, ¢ozeltisi igine
enkapsiilasyon cihazindan gegirilerek, 1000 um nozzle, 700 Hz frekans, 200 bar
basing, ve 700 volt akimda piskirtilmistiir. Piiskiirtme islemi bittikten sonra 60
dakika CaCl; ¢ozeltisi i¢inde bekletilmistir. Siire sonunda siiziilerek Tris-HCI buffer
cozeltisiyle (0,3 M; pH 8,5) yikanmistir. Meydana gelen Kalsiyum-Aljinat
mikrokapsiillerinin 15 dakika bekletilerek stabilize olmalari saglanmistir. Daha sonra
ek bir tabaka etkisi saglamak i¢in 30 dakika %1 kitosan ¢ozeltisinde bekletilmistir.
Stiziilerek alinan mikrokapsiiller artik ¢ozeltilerden arindirmak i¢in 2 kez deiyonize
suyla yikanip tekrar siiziilmiistiir. Stizgec kagidi lizerine alinan mikrokapsiiller bir siire

havada kurutulduktan sonra hava akimli kurutma dolabinda kurutulmustur.

Sekil 2.2. Enkapsiilasyon ¢alismasi

2.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini
Zeytin yapragi ekstrakti ve aljinat-kitosanla kaplanmis ekstrakda toplam
fenolik madde analizi spektrofotometrik Folin-Ciocalteu yontemine gére (ISO, 2005;

Singelton ve ark., 1999) yapilmustir.

Zeytin yapragi ekstrakti ve aljinat-kitosanla kaplanmis ekstraktlar 0,5-1,5 ¢
tartilarak 1 ml HCI ¢6zeltisi eklenerek, magnetik karistiricida 100 °C sicaklikta, 125
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rpm’de 1 saat bekletilmistir. Oda sicakligina sogutulan 6rneklerin hacmi deiyonize su
ile 10 ml’ye tamamlanarak, siizge¢ kagidindan siiziilmiistiir. Stizlintii toplam fenolik
madde tayininde kullanilmistir (Naczk ve Shahidi, 2004). Siiziintiiden 0,5 ml alinarak
tizerine 2,5 ml Folin-Ciocalteu reaktifi (% 10°luk) ilave edilip karistirtlmistir. 3 dakika
sonra 2 ml %7,5’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi ilave edilerek iyice karigtirilmstir.
Karanlik bir ortamda 60 dakika beklenildikten sonra olusan mavi rengin absorbansi
spektrofotometrede (Schimatzu UV-1208) 765 nm dalga boyunda okunmustur.
Standart olarak gallik asit ¢ozeltileriyle egri elde edilerek sonuclar gallik asit esdegeri
(GAE) olarak hesaplanmistir (GAE mg/g).

2.2.3. Enkapsiilasyonun Degerlendirilmesi

Enkapsiilasyonun degerlendirilmesi amaciyla, hazirlama verimi, yiikleme
kapasitesi ve yiikleme verimliligi tespit edilmistir. Hazirlanan aljinat-kitosan
enkapsiillerinin yiikleme etkinligi direkt olarak nanopartikiil i¢inde bulunan etkin
madde miktarindan veya dolayli olarak serbest halde bulunan ve enkapsiil igerisine

girmeyen fenolik madde miktarinin tayini ile hesaplanabilmektedir.

2.2.3.1. Hazirlama Verimi

Enkapsiilasyon ~ hazirlama  veriminin  hesaplanmasi,  enkapsiillerin
hazirlanmasinda kullanilan  yontemlerin etkinligini degerlendirmek amaciyla
yaptlmigdir. Enkapsiil hazirlama veriminin hesaplanmasinda asagidaki esitlik

kullanilanilmastir.

Hazirlama Verimi, % = B x 100

A: Elde edilen toplam enkapsiil agirligi (mg)

B: Etken madde + Kaplanan madde agirlig1 (mg)
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2.2.3.2.Yiikleme Kapasitesi

Aljinat ve kitosan ile kaplanan kapsiillerden 0,1 g alinarak, 5 ml sodyum sitrat
(%10 w/v) + 5 ml n-hekzan ilave edilerek 60 dakika boyunca manyetik karistiricida
37 °C'de 125 rpmde eritilmistir. Karisim eppendorf tiiplere alinarak 4500 rpm de 10
dakika santrifiij edilmistir. Ust kisimdaki berrak sividan alinarak Folin-Ciocalteu
metoduyla 765 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Schimatzu UV-1208)
kapsiillere yiiklenen zeytin yapragi konsantrasyonu belirlenmistir. Standart olarak
hazirlanan gallik asit ¢ozeltileriyle, standart egri elde edilerek sonuglar gallik asit
esdegeri (GAE) olarak hesaplanmistir (GAE mg/g). Yiikleme kapasitesi yiizdesi
asagidaki esitlik ile hesaplanmistir (Bal, 2014).

0
x 100

Yiikleme kapasitesi, % =

A: Toplam etkin madde miktar1
Ao: Yiiklenmemis etkin madde miktar1

B: Enkapsiil agirlig
2.2.3.3. Yiikleme Verimliligi

Yikleme verimliliginin belirlenmesinde, jellesme ortaminda (CaClz)
enkapsiile edilmeden kalan toplam fenolik bilesikler Folin-Ciocalteau yontemi ile UV-
spektrofotometre 765nm dalga boyunda spektrofotometre ile dlgiilerek belirlenmistir.
Yiikleme etkinligi asagidaki esitlik kullanilarak belirlenmistir. (Santos ve ark., 2013).

B
x 100

Yikleme verimliligi, % =

A: Toplam etkin madde miktari

B: Yiiklenmemis etkin madde miktar1
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2.2.4. In Vitro Salim Cahsmalarinin Yapilmasi

2.2.4.1. Mide Kosullarinda in Vitro Salim Calismasi

Invitro salinim ¢alismalar1 genelde insan midesi taklit edilerek yapilan
caligmalardan olusmaktadir. Kanathilarda sindirim sistemi ortamina gore bazi
calismalar modifiye edilerek yapilmistir (Anna ve ark., 2016; Stippler ve ark., 2004;
Svihus, 2014; Weurding ve ark., 2001; Yonsel ve Batum 2016).

Invitro ¢alismalar icin kapakli kuru madde kaplarma 0,1 g aljinat ve kitosan ile
enkapsiile edilen oOrnek tartilmistir. Bu c¢alismalar icin dort paralel oOrnek
hazirlanmistir. Her adim sonrasi alinan bir 6rnek analizler ig¢in kullanilirken diger

orneklerde asamalar devam ettirilmistir.

Yapay mide sivisi, literatiirdeki pek ¢ok salim calismalarinda pepsin
icermeksizin kullanilmistir. Pepsin kullanimi hem proteinlerin sindirip salim takibini
zorlastirdig1, hem de ek maliyet getirdigi i¢in kullanilmayabilir. Yapay mide sivisinin
bu formuna pepsinsiz yapay mide sivist adi verilir. Bu ¢alismada da pepsinsiz mide

stvist kullanilmistir.

Bu amagla enzim i¢ermeyen mide ortami olusturmak i¢in, 1g NaCl ve 3,5 ml
%37°lik HCI 500 ml’ye saf su ile tamamlanarak pH 1,8’e ayarlanmigtir. Kapsiiller bu
sivisida 42°C’de 50 rpm’de karigtiricili inkiibatérde 5 dakika bekletilerek
proventrikulus ortami saglanmistir. Bu siirenin sonunda bir ornek alinarak mide
ortamina salinan zeytin yapragl ekstraktinin konsantrasyonu, Folin-Ciocalteau

yontemi ile 765 nm’de spektrofotometre ile absorbansi 6l¢iilerek belirlenmistir.

Diger 6rneklerde pH 2,5’e ayarlanarak, i¢ine birka¢ cam boncuk atilmigdir. Bu
sekilde tasli mide ortami1 uygulanmistir. Burada 25 dakika yiiksek devirde
calkalanmistir. Siire sonunda buradan bir 6rnek alinarak mide ortamina salinan zeytin

yapragi ekstraktinin konsantrasyonu, Folin-Ciocalteau yontemi ile 765 nm’de
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spektrofotometre ile absorbansi Olgiilerek belirlenmistir.  Ekstrakttan mide

kosullarinda salinan toplam polifenol miktari, asagidaki denklemle hesaplanmustir.

Ekstraktt ] y Ekstrakttan ortama salinan miktar 100
strakttan salinan, % = - - - - x
° Kapsiuldeki baslangictaki ekstrakt miktart

2.2.4.2. Bagirsak Kosullarinda in Vitro Salim Cahsmasi

Yapay bagirsak sivisinda da enzim kullanilmamistir. Bu nedenle pankreatinsiz
yapay bagirsak sivist hazirlanmistir. Bunun i¢in 0,6805 g KH>PO4 ve 0,0896 g NaOH

suda ¢oziildiikten sonra 100 mL’ye tamamlanarak pH = 6,4’ e ayarlanmstir.

Daha once mide kosullarinda bekletilen 6rnekler, duodenum ortami ig¢in
42°C’de 50 rpm’de 10 dakika inkiibatorde bekletilmistir. Siire sonunda bir drnek
alimarak duodenum ortamina salinan zeytin yapragi ekstraktinin konsantrasyonu,
Folin-Ciocalteau yontemi ile 725 nm’de spektrofotometre ile absorbansi dlgiilerek

belirlenmistir.

Ince bagirsak kosullart i¢in yapay bagirsak sivist ilave edilip, pH 6,9’a
ayarlanarak 4 saat 42°C’de 50 rpm’de inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda alinan
ornekte ince bagirsak ortamina salinan zeytin yapragi ekstraktinin konsantrasyonu,
Folin-Ciocalteau yontemi ile 765 nm’de spektrofotometre ile absorbansi dlgiilerek
belirlenmistir. Ekstrakttan bagirsak kosullarinda salinan polifenol miktari, asagidaki

denklemle hesaplanmustir.

Elstraktt I 0 = Ekstrakttan ortama salinan miktar 100
SETARERAT SATNAL Y0 = Kapstildeki baslangugtaki ekstrakt miktart
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Sekil 2.3. In vitro ¢aligma

2.2.5. Deneme Hayvanlarinin Beslenmesi ve Deneme Siiresi

Deneme Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Egitim Arastirma ve Uygulama
Ciftligi — Etlik Pili¢ Deneme Kiimesinde yiiriitiilmiistiir. Civcivler grup yemlemesi
tabii tutularak, giinliik tiiketebilecekleri miktarda yem siirekli olarak yemliklerde
bulundurmak yoluyla ad libitum olarak beslenmistir. Hayvanlar toplam 37 giin
boyunca deneme rasyonlari ile beslenmistir. Su, her bélmede yer alan iki adet damla
tipi (nipelli) sulukla ad libitum olarak saglanmistir. Yemlik ve suluklar deneme

stiresince biiyiime donemine paralel olacak sekilde yiikseltilmistir.

Calisma boyunca bdlmelere altlik olarak odun talasi serilmistir. Aydinlatma
giinde 24 saat ve devamli olacak sekilde, gilindiizleri giin 15181, gece ise ampuller
yardimiyla gerceklestirilmistir. Ortamin 1s1s1 elektrikli 1siticilar ve klima yardimiyla
saglanmustir. ik hafta igerisinde ortam sicakliginin 32-35°C derece olmasimna &zen
gosterilirken arastirma donenimin iki, ti¢ ve dordiincii haftalarinda 22-24°C
seviyesinde olmasina son iki haftada ise 20°C seviyesinde olmasina dikkat edilmistir.
Deneme kiimesinin havalandirilmasi, boyutlar1 40x40 cm olan {i¢ adet vantilator ve

70x90 cm olan 4 adet pencere ile saglanmistir.

2.2.6. Karma Yemlerin Zeytin Yapragi Ekstrakti, Besin Madde Miktarlarinin

ve Enerji Diizeylerinin Belirlenmesi
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Arastirmada kullanilan karma yemlerin, kaplanmis ve kaplanmamis zeytin
yapragi ekstraktinin ham besin madde miktarlart AOAC (2000)’de bildirilen metotlara
gore Ankara Universitesi Veteriner Fakiiltesi Hayvan Besleme ve Beslenme
Hastaliklar1 Anabilim Dali Laboratuvarinda belirlenmistir. Metabolize olabilir enerji
diizeylerinin hesaplanmasinda ise TSE (1991)’in 6nerdigi formiil kullanilmstir.
Kaplanmis ve kaplanmamis zeytin yapragi ekstraktinin su aktivitesi analizleri, portatif
su aktivitesi Ol¢gme cihaz1 ile (DECAGON, PAWKIT Water Activity Meter)
yapilmistir (Saenz ve ark., 2009).

2.2.7. Canh Agirhik ve Canh Agirlik Degisiminin Belirlenmesi

Hayvanlar denemenin 7, 14, 21, 28 ve 37. giinlerinde bireysel olarak tartilarak
canli agirliklar belirlenmistir. Tartimlar arasindaki farktan faydalanilarak alt gruplar

arasi ortalama canli agirlik artiglar1 hesaplanmustir.

2.2.8. Yem Tiiketimleri ve Yem Doniisiim Oraninin Belirlenmesi

Arastirmanin 7, 14, 21, 28 ve 37. giinlerinde yemliklerde kalan yem miktarlar
tartilmig ve o hafta igerisinde her tekrar grubuna verilen toplam yem miktarindan
cikarilarak her alt grubun bir hafta igerisinde tiikettigi yem miktar1 belirlenmistir.
Tespit edilen miktar mevcut hayvan sayisina boliinerek yem tiiketimleri, tekrar
gruplar1 ve gruplarin ortalamalar1 olarak hesaplanmistir. Hayvanlarin g¢aligmanin
baslangicindan itibaren birbirini takip eden iki tartim araliginda tiikettigi ortalama yem
miktari, bu iki tartim araliginda belirlenen ortalama canli agirlik artislarina boliinerek

yem doniisiim oranlar1 hesaplanmustir.

2.2.9. Kesim islemi

Arastirmanin 37. giiniinde gruplar tartildiktan sonra her alt gruptan 2’er pilig alt
grup agirlik ortalamasi dikkate alinarak secilmis ve tartilmistir. Tartilan hayvanlar
uygun yontemlerle kesilmistir. Kesilen hayvanlarin karkaslar1 Tiirk Standartlar

Enstitiisii parcalama teknigine uygun olarak butlar (Art. coxae’lardan), gogiis
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(costalarin sternuma baglandiklar1 Art. sternocostalis’ten) ayrilmistir (TSE, 1997).
Karin yagmin ayrilmasi, bursa Fabricius c¢evresindeki yagin ve i¢ organlarin
cikartilmasi esnasinda taglik ve diger organlara sarili bigimde bulunan yag kisimlarinin

alinmasi seklinde tamamlamisdir.

2.2.10. Sicak Karkas Randimaninin Belirlenmesi

Kesim igleminin tamamlanmasinin ardindan, i¢ organlar ¢ikartilarak karkaslar
hemen tartilarak sicak karkas agirligi belirlenmistir. Sicak karkas agirligr kesim
agirligina boliinerek sicak karkas randimani asagida belirtilen formiile uygun olarak

hesaplanmustir.

Sicak Karkas Agirlig (g)
Sicak Karkas Randimant, % = — x 100
Canli Agirlik (g)

2.2.11. Oliim Oranmimnin Belirlenmesi

Deneme siiresince Olen hayvanlarin grubu, oliim tarihi ve 6lim nedeni
kaydedilmistir. Gruplarda 6len hayvan sayilar1 baglangigtaki hayvan sayisina boliiniip

asagida belirtilen formiil yardimiyla 6liim oran1 belirlenmistir.

. Deneme Boyunca 6len civciv sayist (adet)
Olim Orant, % = — x 100
Baslangictaki civciv sayist (adet)

2.2.12. Yasam Giiciiniin Belirlenmesi

Yasam giiciiniin belirlenmesinde deneme sonunda canli pili¢ sayis1 baglangigtaki

civciv sayisina boliinerek asagida belirtilen formiil kullanilarak belirlenmistir.

L Canli pili¢ sayist (adet)
Yasam Gucu, % = — x 100
Baslangigtaki civciv sayist (adet)
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2.2.13. Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii’niin (EPEF) Belirlenmesi

Aragtirma sonunda her grubun Avrupa Uretim Etkinlik Faktdrii (European
Production Efficiency Factor-EPEF) olarak da gecgen iiretim verimlilik faktori

asagidaki formiile gore hesaplanmustir.

Canli Agirlik (kg) x Yasam Gici (%)
EPEF,% = " —— x 100
Yas (glin) x Yem Doniisiim Orani

2.2.14. i¢c Organ Agirliklari, Duodenum, Jejenum, fleum pH’larinin

Belirlenmesi

Arastirma sonunda her alt gruptan kesilen 2 hayvana ait karaciger, kalp, bezli
mide, taslik, dalak, bursa Fabricius ve abdominal yag kisimlar1 ¢ikartilmig, bezli mide
ve taslt mide icerigi dokulara zarar vermeden temizlenmistir. Organlar daha sonra £10
mg’a duyarli hassas terazi yardimiyla ayr1 ayri tartilarak agirliklar: belirlenmistir. I¢

organ agirliklar1 kesim oncesi canli agirliklarina boliinerek oranlart hesaplanmustir.

Kesilen hayvanlarin bagirsaklari hemen ayrilmis ve duodenum, jejenum, ileum
pH’lar1 direkt bagirsak sivisina daldirilarak pH metre (Mettler Toledo Seven Go
Portable) ile belirlenmistir.

2.2.15. Kan Serumunda Baz Biyokimyasal Parametrelerin Belirlenmesi
Aragtirmanin sonunda kesilen hayvanlardan alinan kan 6rneklerinde ALT, AST,

ADL, toplam kolesterol, HDL, LDL ve trigliserit diizeyleri 6zel bir laboratuvarda

kitler yardimiyla otoanalizérde 6l¢iilmiistiir.

2.2.16. But ve Gogiis Eti pH Degeri ile Tibia ve Femur En, Boy, Agirhiklarinin

Belirlenmesi
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TSE’nin (1997) belirttigi par¢alama teknigine uygun olarak sol gogiis etleri (M.

pectoralis major) ve sol butlar1 (M. biseps femoris) ayrilmistir.

Alman but ve gogiis etleri kesimden sonra 24 saat + 4°C’de bekletilmis, 5 farkli
noktasindan 6nceden kalibre edilmis pH metre (Mettler Toledo Seven Go Portable) ile

et probu kullanilarak bes farkli noktadan pH degeri 6l¢iilmiistiir (Anonim, 2002).

Sol butlarda pH 6l¢timiiniin ardindan etleri ayrilarak kemikler kas dokularindan
temizlenmistir. Temizlenen femur ve tibia kemikleri £10 mg’a duyarh hassas terazi
(Sartorius) ile tartilarak agirliklar1 belirlenmistir. Tartilan kemiklerde en (genislik ve
darlik ortalamasi) ve boylar1 (en sivri kisimlarindan) kemiklerin dijital kumpas
(Mitutoyo 500-184-30 ABS) kullanilarak her kemikte ayn1 noktadan yapmaya dikkat

edilerek olgilmiistiir.

2.2.17. Gogiis Eti MDA Degerinin Belirlenmesi

Alinan gogiis eti numunelerden 10 g 6rnek alinarak 97,5 ml distile su ile ultra
turrax yardimiyla homojenize edilmistir. Bu karisim, kjeldahl tiiplerine aktarilmistir.
Uzerine 2 ml HCl (6N) ¢ozeltisi ilave edildikten sonra distilasyon iinitesine
yerlestirilmistir. Toplanan 50 ml distilattan 5’er ml alinarak vida kapakli cam tiiplere
aktarilmigtir. Tiplere 5 ml TBA ayiraci (0,02 M, 2-thiobarbiitirik asit) ilave edildikten
sonra kaynar su banyosunda 35 dakika tutulmustur. Absorbans degerleri 530 nm’de
spektrofotometrede (Shimadzu UV-1208) okunmustur. Ornegin absorbans degerleri,
“K” katsayis1 ile carpilarak (K=7,8), TBA degeri mg malonaldehit/kg olarak
saptanmistir (Tarladgis ve ark., 1960).
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2.2.18. Diska, Althk Orneklerinde Kuru Madde ve Amonyak-Azotu

Diizeylerinin Belirlenmesi

Denemenin 37. giiniinde bolmelerin altina naylon ortii serilerek diskilar
toplanmistir. Ayni giinde her bélmenin 3 degisik yerinden ve yaklasik altlik ylizeyinin

3 cm altindan alinan 6rnekler karistirilarak hazirlanmastir.

Diski ve altlik 6rneklerinde kuru madde analizleri AOAC (2000)’de belirtilen

metoda gore belirlenmistir.

Disk1 ve altlik 6rneklerinde NHs-N konsantrasyonu, indofenol mavisi yontemi
ile 546 nm dalga boyunda spektrofotometre (Shimadzu UV-1208) kullanilarak
belirlenmistir (Chaney ve Marbaeh, 1962).

2.2.19. istatistik Analizler

Canli agirlik, canli agirlik artisi, yem tiiketimi, yem doniisiim orani, EPEF, sicak
karkas randimani, i¢ organ agirliklari, duodenum, jejenum, ileum pH’lari, serum
biyokimyasal parametreleri, tibia eni, boyu, agirligi ile femur eni, boyu, agirhig, but
ve gbgiis eti pH, gogiis eti MDA, diski, altlik kuru madde ve digki, althk amonyak
azotu degerleri bakimidan gruplar arasinda fark olup olmadiginin tespiti i¢in Tek
Yonlii Varyans Analizi, gruplar arasindaki farkin 6nemlilik kontrolii i¢in ise Tukey
testi uygulanmistir (Dawson ve Trapp, 2001). Yasam giicii ve 6liim oraninin tespitinde
Ki-kare analizi yapilmistir. Elde edilen veriler SPSS 20 (Inc., Chicago 11, USA) paket

program kullanilarak istatistiki degerlendirmeler gerceklestirilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Rasyonlarin Besin Madde ve Metabolize Olabilir Enerji Degerleri

Deneme hayvanlarinin beslenmesinde kullanilan rasyonlarin, kaplanmais,
kaplanmamuis zeytin yapragi ekstraktlarinin analiz ile bulunan besin madde miktarlari
ve metabolize olabilir enerji diizeyleri ile kaplanmig zeytin yapragi ekstraktinin su
aktivitesi diizeyleri Cizelge 3.1°de yer almaktadir.

Cizelge 3.1. Arastirma rasyonlarinin, kaplanmis, kaplanmamus zeytin yaprag: ekstraktlarinin

besin madde (%) miktarlar1 ve metabolize olabilir enerji ( kcal/kg) degerleri ile kaplanmis
zeytin yapragi ekstraktinin su aktivitesi diizeyleri

Broyler  Broyler Broyler

Civciv Pilic-1 Pilic-11 ZYE AK-ZYE
Kuru Madde 89,65 87,45 87,30 95,25 82,60
Ham Protein 23,45 21,70 19,60 3,46 0,57
Ham Yag 5,95 7,10 7,20 3,42 0,72
Ham Seliiloz 3,80 4,00 3,70 1,50 3,40
Ham Kiil 5,20 4,60 4,30 1,11 26,77
Azotsuz Oz Madde 51,25 50,05 52,50
Kalsiyum 0,96 0,91 0,76
Fosfor 0,62 0,44 0,42
ME 3131 3153 3200
Su aktivitesi (28,9 °C) 0,38 0,41

3.2. Gruplarda Performans, Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii ve Yasama Giicii

Degerleri

Arastirma boyunca gruplarin haftalik ortalama canli agirlik degerleri Cizelge
3.2’de yer almaktadir. ~ Kontrol ve deneme gruplarinda canli agirlik degerleri
incelendiginde 0, 7, 21, 28. giinlerde istatistik olarak 6nemli bulunmamistir (P>0,05).

Denemenin 14 ve 37. giiniinde canli agirliklar rasyonlarina aljinat ve kitosan ile
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kaplanmis zeytin yapragi ekstrakti (AK-ZYE) ilave edilen grupta, kontrol ve zeytin
yapragi ekstrakti (ZYE) ilave edilen gruba gore istatistik olarak 6nemli diizeyde
yiiksek bulunmustur (P<0,05). Deneme sonu canli agirliklar incelendiginde AK-ZYE
grubunda, kontrol ve ZYE grubuna gore sirasiyla %4,06 ve 3,68 diizeyinde daha
yiiksek oldugu belirlenmistir.

Cizelge 3.2. Deneme gruplarinda canli agirlik ortalamalari

Deneme Gruplan

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
0. giin 41,79 41,78 41,77 0,016 0,825
7. giin 152,30 149,35 151,02 1,209 0,643
14. giin 390,58° 398,78% 403,522 2,086 0,022
21. giin 829,20 837,41 850,63 4,581 0,157
28. giin 1442,13 1497,55 1506,47 14,149 0,129
37. giin 2397,72° 2406,44° 2495,072 16,777 0,017

a,b; Ayni sirada farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemlidir (*:p<0,05).

Gruplarin canli agirhik artislann (CAA) Cizelge 3.3’de gosterilmistir.
Denemenin ilk 28 giiniinde canli agirlik artislar gruplar arasinda istatistiki yonden
anlamli bulunmamistir (P>0,05). Denemenin 29-37. giinleri arasinda, AK-ZYE
grubunda, kontrol ve ZYE grubuna gore istatistik olarak 6nemli diizeyde yiiksek
bulunmustur (P<0,05). Deneme sonunda canli agirlik artiglar1 kontrol grubuna gore,

ZYE grubunda %3,75, AK-ZYE grubunda %4,13 daha yiiksek bulunmustur.

Gruplarin ortalama yem tiiketimleri Cizelge 3.4’de gosterilmigtir. Deneme
sliresince yem tiiketimi agisindan gruplar arasinda istatistiki yonden anlamli bir fark
bulunmamistir (P>0,05). Denemenin sonunda, AK-ZYE grubunda yem tiiketimleri,
kontrol ve ZYE grubuna gore daha diisiik bulunmustur. Deneme sonunda 37 giin
boyunca tiiketilen yem miktar1t AK-ZYE grubunda, kontrol grubundan gore 31,96 g,
ZYE grubuna gore 90,22 g daha az olmusdur.
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Cizelge 3.3. Deneme gruplarinda canli agirlik artis ortalamalar

Deneme Gruplari

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
0-7 giin 110,51 107,57 109,25 1,210 0,644
8-14 giin 238,28 249,43 252,50 2,755 0,075
15-21 giin 438,622 438,628 447,11 4,475 0,703
22-28 giin 612,93 660,13 655,84 11,700 0,197
29-37giin 955,58° 908,89° 988,60% 13,115 0,030
0-21 giin 787,42 795,63 808,87 4,586 0,157
22-37 giin 1568,51° 1569,03° 1644,442 13,234 0,012
0-37 giin 2355,93" 2364,66° 2453,30° 16,781 0,017

a,b; Ayni sirada farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemlidir (*:p<0,05)

Cizelge 3.4. Deneme gruplarinin haftalik ortalama yem tiiketimleri (g)

Deneme Gruplar

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
0-7 giin 141,52 149,11 139,97 2,469 0,289
8-14 giin 391,86 388,10 388,69 6,376 0,972
15-21 giin 602,70 646,77 609,26 11,578 0,261
22-28 giin 956,95 992,97 983,38 12,994 0,538
29-37giin 1581,31 1525,66 1491,08 18,853 0,142
0-21 giin 1136,08 1183,97 1137,92 15,069 0,366
22-37 giin 2538,26 2518,63 2474,45 19,695 0,430
0-37 giin 3674,34 3702,60 3612,38 26,580 0,395

Gruplarin ortalama degerleri arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemsizdir (p>0,05).

Deneme siiresince gruplardaki yem doniisim oranlarn Cizelge 3.5°de
gosterilmektedir. Denemenin ilk 28 giiniinde canli agirlik artigina paralel olarak, yem
doniislim oranlarida gruplar arasinda istatistiki yonden anlamli bulunmamigtir

(P>0,05). Yem doniisiim oranlari denemenin 29-37. giinleri arasinda, AK-ZYE
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grubunda, kontrol ve ZYE grubuna gore istatistik olarak onemli diizeyde diisiik
bulunmustur (P<0,05). Deneme sonunda bir kilogram canli agirlik artisi igin, AK-
ZYE grubunda, kontrol grubu ve ZYE grubuna gore sirastyla %5,77 ve %6,37 daha az

yem tiikettikleri gozlenmistir.

Cizelge 3.5. Deneme gruplarinin haftalik ortalama yem doniisiim oranlan (kg yem / kg CAA)

Deneme Gruplari

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
0-7 giin 1,28 1,39% 1,28° 0,019 0,028
8-14 giin 1,65 1,56 1,55 0,019 0,408
15-21 giin 1,37 1,48 1,36 0,025 0,119
22-28 giin 1,78 1,51 1,50 0,077 0,264
29-37giin 1,432 1,442 1,31° 0,027 0,049
0-21 giin 1,44 1,49 1,41 0,017 0,157
22-37 giin 1,622 1,61% 1,51° 0,019 0,023
0-37 giin 1,56% 1,572 1,47° 0,064 0,022

a,b; Ayni sirada farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemlidir (*:p<0,05).

Deneme sonunda gruplarda Avrupa Uretim Etkinlik Faktérii’ne (EPEF) ve
yasama gilicli oranlarina ait veriler Cizelge 3.6°da yer almaktadir. EPEF degeri
acisindan AK-ZYE grubu, kontrol ve ZYE grubuna gore istatistik anlamda 6nemli
diizeyde yiiksek bulunmustur (P<0,05).

Yasama giicii oranlari agisindan gruplar arasinda istatistik bakimdan 6nemli bir
fark gézlenmemesine (P>0,05) karsin en iyi yasama giicii AK-ZYE grubunda tespit
edilmistir. Arastirma siiresince kontrol grubunda 1 adet (%2,86), ZYE grubunda 2 adet

(%5,71) olmak iizere toplam ii¢ adet hayvan Slmiistiir.
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Cizelge 3.6. Gruplarda Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii (EPEF) ve yasam giicii (%)

Deneme Gruplari

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
EPEF 414° 411° 4582 8,01 0,012
XZ
Yasama giicii 97,14 94,29 100,00 0,357

a, b; Ayni satirda farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistik olarak 6nemlidir (*:P<0,05).

3.3.  Karkas Agirhgl, Randimani, Bazi Bazi i¢ Organ Agirhiklar: ve Bunlarin

100 g Canh Agirhga Oranlari, Duodenum, Jejenum, Ileum pH’lan

Deneme sonunda gruplarin kesim agirliklari, karkas agirliklari ve karkas
randiman ile bazi i¢ organ agirliklari (g) ve bunlarin 100 g canli agirliga oranlari
Cizelge 3.7°de yer almaktadir. Deneme sonunda kesilen hayvanlarin ortalama karkas
agirliklart deneme gruplarinda istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P<0,05). Karkas
agirhiginda istatistiki agidan en iyi gruplarin AK-ZYE grubuyken, en kotii karkas
agirh@r ortalamasmin ise kontrol grubunda tespit edilmistir. Karkas randimani
bakimindan gruplarin ortalama degerleri arasindaki fark istatistiki olarak Onemli

bulunmamuistir (P>0,05).

Cizelge 3.7. Deneme gruplarinin ortalama kesim agirlhigi, karkas agirligi, karkas randiman

Deneme Gruplan

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
Kesim agirhg, g 2359,77° 2413,69%  2446,42° 11,154 0,004
Karkas agirhg, g 1664,69° 1711,47®  1722,08? 10,272 0,047
Karkas randiman1,% 70,54 70,90 70,38 0,215 0,602

a, b; Ayni satirda farkli harf tasiyan degerler arasindaki fark istatistik olarak dnemlidir (*:P<0,05).

Gruplar arasinda kalp, dalak, karaciger, bursa Fabricius, abdominal yag, bezli
mide, tasli mide agirliklar1 ve bunlarin 100 g canli agirhiga oranlar1 Cizelge 3.8’de

gosterilmektedir. Gruplar arasinda kalp, dalak, karaciger, bursa Fabricius, abdominal
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yag ve tasli mide agirliklart ve bunlarin 100 g canli agirliga oranlarinin istatistik
bakimindan 6nemsiz oldugu gozlemlenmistir (P>0,05). Bezli mide agirligi ve 100 g
canli agirhiga orani agisindan AK-ZYE ve ZYE gruplari, kontrol grubuna gore istatistik
olarak daha diisiik agirlikta oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Cizelge 3.8. Deneme gruplarinda bazi i¢ organ agirliklari (g) ve bunlarin 100 g canli agirhiga
oranlari.

Deneme Gruplari

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P

Kalp, g 11,52 11,70 12,01 0,192 0,592
Kalp, g/100g CA 0,49 0,50 0,48 0,010 0,747
Dalak, g 2,76 2,78 2,43 0,114 0,413
Dalak, g/100g CA 0,12 0,12 0,09 0,005 0,103
Karaciger, g 47,01 48,43 49,89 0,694 0,240
Karaciger, g/100g CA 1,99 2,01 2,04 0,028 0,795
bursa Fabricius, g 4,40 4,44 4,14 0,179 0,764
bursa Fabricius, g/100g 0,19 0,19 0,17 0,008 0,332
iﬁdominal yag, g 27,73 27,03 21,54 1,232 0,088
Abdominal yag, g/100g CA 1,17 1,13 0,95 0,053 0,207
Bezli mide, g 9,122 7,46° 7,96° 0,180 0,000
Bezli mide, g/100g CA 0,39 0,31° 0,33° 0,008 0,000
Tash mide, g 28,99 29,12 29,08 0,463 0,994
1,23 1,21 1,19 0,020 0,740

Taslhik mide, g/100g CA

a,b; Ayni sirada farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemlidir (*:p<0,05).

Deneme gruplarinda ortalama duodenum, jejenum, ileum pH’lar1 Cizelge
3.9’da verilmektedir. Deneme gruplarinda duodenum, jejenum, ileum pH’lar
bakimindan istatistik bakimdan 6nemli bir fark bulunmamistir (P>0,05). Duodenum
ve jejenum pH degerlerinin gruplarda birbirine oldukg¢a yakin olduklart gézlenmistir.
[leum pH degerinin istatistik bakimdan énemli olmasada AK-ZYE grubunda, kontrol

ve ZYE gruplarina gore daha diisiik oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 3.9. Deneme gruplariin ortalama duodenum, jejenum, ileum pH’lar

Deneme Gruplari

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
pH duodenum 6,06 6,12 6,10 0,024 0,497
pH jejenum 5,96 5,90 5,89 0,022 0,390
pH ileum 6,19 6,26 5,93 0,065 0,115

Gruplarin ortalama degerleri arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemsizdir (p>0,05).

3.4. Kan Serumunda Baz1 Biyokimyasal Parametreler

Deneme sonunda gruplarin kan serumunda ortalama ALT, ALP, AST, HDL,

LDL, total kolestrol, trigliserit ve 1gG degerlerine iliskin bulgular Cizelge 3.10’da

verilmektedir. Gruplarin kan serumunda ortalama ALT, ALP, AST, HDL, LDL, total

kolestrol ve IgG degerleri istatistik bakimdan oOnemsiz bulunmustur (P>0,05).
Trigliserit diizeyinin gruplar arasinda istatistik bakimdan 6nemli oldugu gézlenmis

olup, AK-ZYE grubunda, kontrol grubuna gore %30,76 diizeyinde diisiik oldugu tespit

edilmistir (P<0,05).

Cizelge 3.10. Gruplarda kan serumunda baz1 biyokimyasal parametreler

Deneme Gruplan

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
ALT, IU/L 2,90 2,56 2,45 0,127 0,368
ALP, IU/L 2538,88 2821,51 2618,59 93,188 0,425
AST, IU/L 250,00 291,29 255,44 8,080 0,072
HDL, mg/dl 56,44 57,76 58,25 1,203 0,821
LDL, mg/dl 52,152 42,26% 36,11° 2,442 0,019
T. Kolesterol, mg/dl 115,47 105,81 107,29 2,044 0,112
Trigliserid, mg/dl 55,00 54,06 58,36 1,581 0,528
Toplam Protein, g/dl 5,01 4,89 4,38 0,141 0,163
1gG, mg/dI 1229,49 1219,40 1110,00 53,089 0,613

a,b; Ayni sirada farkli harf tagiyan degerler arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemlidir (*:p<0,05).
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3.5. But Eti ve Gogiis Eti pH Degerleri ile Tibia Eni, Boyu, Agirhgi ile Femur
Eni, Boyu, Agirhg: Degerleri

Arastirma sonunda alinan but ve gogiis eti 6rneklerinin ortalama pH degerleri
Cizelge 3.11°de yer almaktadir. Gruplar arasinda istatistik anlamda bir fark
bulunmamstir (P>0,05).

Cizelge 3.11. Deneme gruplarinin ortalama but eti ve gogiis eti pH’lar

Deneme Gruplari

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
But eti pH 6,06 6,00 6,02 0,017 0,420
Gogiis eti pH 5,88 5,87 5,83 0,012 0,234

Gruplarin ortalama degerleri arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemsizdir (p>0,05).

Aragtirma sonunda alinan tibia ve femur orneklerinin en, boy ve agirlik,
degerleri Cizelge 3.12°de verilmektedir. Gruplar arasinda istatistik anlamda bir fark
bulunmamistir (P>0,05).

Cizelge 3.12. Gruplarda ortalama tibia eni, boyu, agirligi ile femur eni, boyu, agirhig

Deneme Gruplar

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
Tibia eni, mm 8,56 8,62 8,97 0,097 0,189
Tibia boy, mm 91,90 92,02 93,10 0,409 0,446
Tibia agirhg, g 12,10 12,79 12,35 0,164 0,224
Femur eni, mm 10,12 10,25 10,07 0,110 0,799
Femur boyu, mm 68,21 69,01 70,40 0,378 0,051
Femur agirhg, g 9,79 10,11 9,75 0,104 0,336

Gruplarin ortalama degerleri arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemsizdir (p>0,05).
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3.6. Gogiis Etinde MDA Degerleri

Deneme sonunda gogiis etinde tespit edilen MDA degerleri Cizelge 3.13’de

verilmektedir. MDA degerleri agisindan gruplar arasindaki istatistiki farklar 6nemli

bulunmamistir (P>0,05).

Cizelge 3.13. Gruplarda ortalama gogiis eti MDA degerleri (mg/kg)

Deneme Gruplar

Kontrol ZYE AK-ZYE SEM

MDA 0,4347 0,5051 0,4017 0,105

0,110

Gruplarm ortalama degerleri arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemsizdir (p>0,05).

3.7. Diski, Althk Kuru Madde ve Digki, Althk Amonyak Diizeyleri

Arastirma sonunda gruplardan alinan taze diski ve altliklara ait kuru madde ve

amonyak diizeyleri Cizelge 3.14’de yer almaktadir. Gruplarin digki ve altlik

orneklerinin ortalama kuru madde ve amonyak azotu degerleri arasindaki istatistiki

farklar 6nemsiz bulunmustur (P>0,05).

Cizelge 3.14. Gruplarda digki, altlik kuru madde (%) ve diski, altlik amonyak azotu (mmol/I)

diizeyleri
Deneme Gruplan
Kontrol ZYE AK-ZYE SEM P
Diski KM 17,71 18,22 18,19 0,351 0,814
Diski NHz-N 3,68 3,70 3,78 0,228 0,986
Althk KM 63,78 61,61 61,12 1,074 0,583
Althk NH3-N 12,55 14,13 13,19 0,478 0,443

Gruplarin ortalama degerleri arasindaki fark istatistik bakimdan 6nemsizdir (p>0,05).
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3.8. Enkapsiilasyon ¢calismasi denemeleri

Zeytin yapragi ekstraktinin toplam fenolik madde ve oleuropein diizeyleri

Cizelge 3.15°de verilmistir.

Cizelge 3.15. Zeytin yapragi ekstrakti ile aljinat-kitosanla kaplanan ekstraktlarin toplam
fenolik madde diizeyleri

Toplam fenolik madde Oleuropein,
miktari, g/kg a/kg
ZYE 227 114

Aljinat-kitosanla kaplanan zeytin yapragi ekstraktinin yiikleme kapasitesi ve

enkapsiilasyon verimliligi Cizelge 3.16’da verilmektedir.

Cizelge 3.16. Aljinat-kitosanla kaplanan zeytin yapragi ekstraktinin hazirlama verimi,
yiikleme kapasitesi ve yiikleme verimliligi, %

Hazirlama Yiikleme Yiikleme
Verimi Verimliligi Kapasitesi
AK-ZYE 100 90,06 53,28

Zeytin yapragi ekstrakti ile aljinat-Kitosanla kaplanan ekstraktlarin in vitro

salim degerleri Cizelge 3.17°de gosterilmektedir.

Cizelge 3.17. Zeytin yaprag ekstrakti ile aljinat-kitosanla kaplanan ekstraktlarin in vitro salim
degerleri

Proventrikulus Tash Mide Duodenum Ince
Bagirsak
AK-ZYE 10,35 23,75 34,72 52,95

Zeytin yapragi ekstrakti ve aljinat-kitosanla kaplanmig ekstrakda toplam
fenolik madde analizinin Folin-Ciocalteu yontemine gore yapilan analizinde
hesaplamalarda kullanilan gallik asit standard1 kalibrasyonuna iliskin egri Sekil 3.1°de

gosterilmektedir.
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Gallik asit standart egrisi
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Sekil 3.1. Gallik asit standardinin kalibrasyon egrisi
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4. TARTISMA

Bu ¢aligma, aljinat ve kitosan ile kaplanan zeytin yaprag: ekstraktinin etlik pili¢
rasyonlarinda kullanilmasinin performans (canli agirlik, canli agirlik artisi, yem
tiikketimi, yem doniisiim orani, yasama giiclii ve EPEF degeri), sicak karkas agirligi ve
randimani, bazi i¢ organlarin (kalp, dalak, karaciger, bursa Fabricius, taslik, bezli
mide, abdominal yag) agirliklar1 ve 100g canli agirliga oranlari, bazi biyokimyasal kan
parametreleri (ALT, AST, ADL, toplam kolesterol, HDL, LDL, trigliserit, toplam
protein, IgG), gogiis eti pH, gogiis eti MDA diizeyi, bagirsak pH’s1 ile diski ve altlik

kuru madde, amonyak diizeylerine etkilerini belirlemek amaciyla gergeklestirilmistir.

4.1. Broyler Denemesi

4.1.1.Canh Agirhik ve Canh Agirhk Artisi

Calisma gruplar1 canli agirlik acisindan incelendiginde 14 ve 37. giinler i¢in
gruplar aras1 farklilik anlamli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 3.2). Oransal olarak
ZYE-Aljinat/Kitosan grubu kontrol ve ZYE’e gore en iyi canli agirlik degerlerine
sahiptir. Canli agirlik artis1 agisindan ise 29-37, 22-37 ve 0-37 giinler aras1 donemde
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 3.3).
Zeytin yapraginda bulunan oleuropeinin metabolizmay1 diizenlemeye yardimci oldugu
ve immun sistemi gii¢lendirdigi bilinmektedir (Mourtzinos ve ark., 2007). Yag
metabolizmasini ve triagilgliserol emilimini gelistirdigi, protein sindirimine yardimci
oldugu da bildirilmistir (Bahsi ve ark., 2016). Elsaaed ve arkadaslar1 (2014)
Escherichia coli ile enfekte edilen broylerlerde kurutulup 6giitiilmiis zeytin yapraginin
CAA’na olumlu etkisi oldugu ifade edilmistir. El-sayed ve arkadaslar1 (2013) broyler
rasyonlarina %1 oraninda zeytinyagi ilavesinin kesim giinii canli agirlik ve toplam
canlt agirlik artigini arttirdi@ini tespit etmistir. Bahsi ve arkadaslari (2016) rasyonlarina
400 mg/kg oleuropein ilave edilen bildircinlarda kontrole gore canli agirlik ve canli

agirlik artisinin olumlu etkilendigi bildirilmistir.
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Enkapsiilasyon gida teknolojisinde 60 yila yakin siiredir kati, sivi veya gaz
materyallerin metabolizmada diizenli salinimi i¢in kullanilmaktadir (Santos ve
Meireles, 2010). Zeytin yapragi ekstraktinin B-siklodekstrin ile kaplanmasi suda
¢Oziinlirliiglinii, yag/su sisteminde boliimlemenin arttirilmasini, saklama kosullarini ve
biyoyararlanimini olumlu etkiledigi ifade edilmektedir (Mourtzinos ve ark., 2007).
Calismamizin bulgulari, CA ve CAA agisindan Lippens ve arkadaglarinin (2006)
cesitli esansiyel yag ve organik asitlerin toz ve kaplanmis formlarinin etlik piliglerde
kullanimina yonelik ¢alismasi, Jozefiak ve arkadaslarinin (2011) liyofilize diversinin
enkapsiile ve enkapsiile olmayan formlarinin etlik piliglerde CA ve CAA’na etkisini
inceledigi arastirmasi ve Natsir ve arkadaslarmin (2013) sarimsak ve Phyllanthus
niruri L.’in enkapsiile formunun toz formuna goére CAA’nin olumlu etkiledigi

calismasi ile uyumluluk gostermektedir.

4.1.2. Yem Tiiketimi ve Yem Doniisiim Oram

Caligmaya ait yem tiiketimi degerleri Cizelge 3.4’de yer almaktadir. Buna gore
gruplar arasinda yem tiiketimi agisindan anlamli bir fark bulunmamaktadir. Bu agidan
calismamiz broyler pili¢lerde (Shafey ve ark., 2013a) ve bildircinlarda (Sarica ve ark.,
2015; Bahsi ve ark., 2016) zeytin yapragi ekstrakti ilave edilen calismalar ile
uyumluluk gostermektedir. Christaki ve arkadaslar1 (2011) da yumurtact Japon
bildircinlarinda 6giitiilmiis zeytin yapraginin yem tiiketimine etkisi olmadigini ifade
etmistir. Calismamiza benzer sekilde fitojenik yem katki maddelerinin enkapsiile
edilmesinin broyler pili¢lerde yem tiiketimi iizerine istatistiksel olarak 6nemli bir fark

olmadig1 bir¢ok arastirma da mevcuttur (Steiner ve ark., 2014; Hafeez ve ark., 2016).

Yem doniisiim orani agisindan bakildiginda 0-7, 22-37 ve 0-37. giinler igin
gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli bulunmustur (P<0,05) (Cizelge 3.5). Gruplar
arasindaki degerler incelendiginde en iyi YDO’nin ZYE-Aljinat/Kitosan grubunda
oldugu, sadece zeytin yapragi ekstrakti verilen grup ile kontrol gruplari arasinda
belirgin bir fark olmadigi gézlemlenmistir. Calismamiza benzer olarak Shafey ve
arkadaslar1 (2013a) farkli diizeylerde zeytin yapragi ekstraktinin broyler pili¢lerde,
Soultos ve arkadaslar1 (2009) tavsanlarda YDO’yu etkilemedigini belirtmistir.
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Enkapsiilasyon igleminin biyoyararlanimi arttirdigi, enkapsiile edilen iiriiniin
hedeflenen organa kadar gastrointestinal sistemin zararli etkilerinden korunmasina
yardimer oldugu bildirilmistir (Mourtzinos ve ark., 2007; Zhang ve ark., 2015).
Calisma sonucumuza benzer sekilde, Haafez ve arkadaslar1 (2015) enkapsiile edilen
fitojenik yem katki maddelerinin toz formuna gére YDO’yu olumlu yonde etkiledigi

ifade edilmistir.

4.1.3. Karkas Agirhklari, Karkas Randimam ve Baz1 i¢ Organ Agirhklar

Calisma sonucunda gruplardan secilen hayvanlar kesilerek kesim agirligi, karkas
agirlig, kalp, dalak, karaciger, bursa Fabricius, kloaka yagi, bezli mide ve taslik
agirhiklart  Olgiilmis, karkas randimani ve organlarin canli agirhiga oranlar
hesaplanmistir (Cizelge 3.6). Gruplar arasinda kesim agirligi, karkas agirligi, bezli
mide agirligr ile bezli midenin canli agirliga orami istatistiki olarak anlamh
bulunmustur (P<0,05). Ortalama karkas agirliklar1 agisindan ¢alismamiz sonuglar
Nwogwugwu ve arkadaslarinin (2016) rasyonlarina Vernonia amygdalina ekstrakti
ilave edilen broyler piliglerde gerceklestirdigi calisma ile uyumluluk gostermektedir.
Bununla birlikte, zeytin yapragi ekstraktinin etlik pili¢lerde (Shafey ve ark., 2013a) ve
bildircinlarda (Bahsi ve ark., 2016) karkas degerleri ve randimanina herhangi bir

etkisinin tespit edilemedigi ¢caligmalar da mevcuttur.

4.1.4. Ince Bagirsak ve But, Gogiis Eti pH degerleri

Calismamiza ait ince bagirsak pH degerleri Cizelge 3.7°de yer almakta olup
gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak onemsizdir. Kanatlilarda ince bagirsak pH
degerleri bagirsak mikroflorasini, yemlerin sindirilebilirligini ve mikrofloraya bagl
olarak immun sistemini etkileyen temel etkenler arasinda yer almaktadir (Rahmani ve
ark., 2005). Sindirim kanalinin asidik yapida olmasi yararl bakterilerin cogalmasina
imkan verirken, 7 ve 1istii pH degerlerinde patojen bakterilerin popiilasyonu
artmaktadir (Rahmani ve ark., 2005). Calisma sonuclarimiz deneme gruplarinin

saglikli bagirsak pH’larina sahip oldugunu gostermektedir.
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Hayvanlardan elde edilen et ve et iriinlerinin muhafazasinda en O6nemli
faktorlerden birisi olarak pH degeri kabul edilmektedir (Ahmed ve ark., 2015).
Deneme sonucu kesilen hayvanlardan aliman gogilis ve but etlerinin pH degerleri
arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark gozlemlenmemistir (Cizelge 3.8).
Bulgularimiza paralel olarak Paiva-Martins ve arkadaglar1 (2009) domuz rasyonlarina

ilave edilen zeytin yapraginin et pH degerleri lizerinde etkisi olmadigini bildirmistir.

4.1.5. Kan Serumunda Bazi Biyokimyasal Parametreler

Kaplanmis veya toz olarak verilmis zeytin yapragi ekstraktinin etlik pili¢
rasyonlarina eklenmesinin, kan serumunda ALT, ALP, AST, HDL, LDL, total
kolestrol, trigliserit, toplam protein ve etkisi Cizelge 3.10’da yer almaktadir. Calisma
sonucunda LDL haricinde tespit edilen degerlerde gruplar arasinda istatistiki olarak
fark bulunamamistir. LDL acisindan ise gruplar arasi fark istatistiksel olarak

anlamlhidir (P<0,05).

Caligsma sonucunda, aljinat/kitosan ile kaplanmis zeytin yapragi ekstraktinin en
disik LDL degerlerine sahip oldugu belirlenmistir. Zeytin yapragi ekstraktinda
bulunan oleuropein ve diger polifenoller gerek serbest radikallerin diisiik yogunluklu
lipoproteinler ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler ile oksidasyon gergeklestirmesini
onleyerek gerekse hiperkolesterolemiyi 6nleme yetileri sayesinde metabolizmada lipid
metobolizmasi lizerine etki gostermektedir. Calisma sonuglarimiz yem katki maddesi
olarak zeytin yapragi ekstrakti kullanilan ratlarda (Jemai ve ark., 2008) ve
bildircinlarda (Sarica ve Toptas, 2014) yapilan denemeler ile uyumluluk
gostermektedir. Enkapsiile edilmis zeytin yapragi ekstrakti toz olarak verilen zeytin
yaprag ekstraktina gore daha diisiik LDL seviyesine sahip olmasinin daha yiiksek
biyoyararlanim gostermesi oldugu disiiniilmektedir. Andreadou ve ark. (2006),
hiperkolesterolemik tavsanlarin karma yemine 10 veya 20 mg/kg diizeyinde
oleuropein ilavesinin plazma toplam kolesterol ve trigliserid diizeyini énemli dl¢lide

azalttigin1 bildirmislerdir.
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Polifenol bilesikler yangi onleyici ve anti-mikrobiyal etkileri ile de
bilinmektedir (Omar, 2010b). Calisma sonucunda gruplar arasinda IgG degerleri
istatistiki olarak anlamli bulunmamistir. Parsaei ve arkadaglar1 (2014) etlik piliglerde
zeytin yapraginin humoral immun yanita etkisini inceledigi ¢alismada, %0,5; %0,75
ve %1 oraninda ilave edilen zeytin yapraginin IgY seviyesini kontrole gore olumlu
etkiledigi, IgM ve toplam Ig seviyelerine zeytin yapragmin etkisi olmadigini

bildirmistir.

4.1.6. Gogiis Etinde MDA Degerleri

Etin raf omriine etki eden en 6nemli faktor igerdigi lipidlerin acilagmasidir.
Deneme sonunda gogiis etinde tespit edilen MDA degerleri Cizelge 3.14°de
verilmektedir. MDA degerleri acisindan gruplar arasindaki istatistiki farklar 6nemli
bulunmamistir (P>0,05). Andreadou ve ark. (2006), Fki ve ark. (2005), Hayes ve ark.
(2009) zeytin yapragi ekstraktinda bulunan oleuropein ilavesinin etin lipid
oksidasyonunu 6nemli diizeyde azalttigini bildiren sonuglarla uyumlu bulunmamustir.
Lipid peroksidasyon doymamis yag asitlerinin oksijen ile reaksiyona girmesi sonucu
sekillenmekte olup, yan {iriin olarak MDA ’lar ortaya ¢ikmaktadir (Del Rio ve ark.,
2005; Grotto ve ark., 2009). Cetin ve ark. (2017) biberiye ugucu yaginin bildircin

rasyonlarinda kullanildig1 calismada gogiis etit MDA degerleriyle benzer bulunmustur.

4.1.7. Diski, Althk Orneklerinde Kuru Madde ve Amonyak Diizeyleri

Calismamiza ait diski, altlhik kuru madde ve diski, altlik amonyak azotu
diizeyleri Cizelge 3.14’de yer almakta olup gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
onemsizdir. ZYE ve AK-ZYE gruplarinda kuru madde miktar1 kontrol grubuna gore

bir miktar yiiksek bulunmustur.

Altlikl yer sisteminde yetistirilen kanathilar i¢in kiimes i¢i ¢cevre kosularindan
biri olan altlik materyalinin ¢esidi ve althik yonetimi entansif yetistiricilikte ¢ok
onemlidir. Ozellikle hayvanin hayat boyunca iizerinde bulundugu athgin nemi ve

mikrobiyal yiikii, hayvan sagligi, performans ve karkas kalitesi {izerine etkilidir.
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4.2. TInvitro cahsmalar

Fenolik bilesikler zeytin agaclarinin tanimlanmasinda ve karekterizasyonunda
kullanilan en 6nemli kimyasal parametrelerdendir. Toplam fenolik madde igerigi hasat
zamani ve yeri, hasat sekli, ve zeytin ¢esidine bagl olarak degisiklik gostermektedir.
Fenolik maddeler hem yagin biyolojik 06zelliklerini, hem dayanikliligint hem de
lezzetini etkilemektedir. Oleuropein gibi bazi 6zel fenoller renk, tat ve lezzet gibi bazi
ozellikleri etkilemektedir (Turan, 2005). Fenolik bilesiklerden, oleuropein genetik
faktorler, hasat zamani, renk ve yas gibi pek ¢ok faktdrden onemli oranda etkilendigi

bildirilmistir (Ranalli ve ark., 2006).

Fenoller biyotik ve abiyotik stres faktorlerine cevapta rol oynayan bilesiklerdir
(Ruiz ve ark., 2001). Birg¢ok arastirmaci, fenolik bilesik sentez ve birikiminin biyotik
ve abiyotik faktorlere bagli olarak uyarilabilecegini bildirmislerdir. Ancak, farkl: tiir
ve genotipler lizerinde yapilan ¢alismalarda da artan stres faktorleri ile toplam fenolik

madde iceriginde azalmalar olabilecegi de saptanmustir (Naczk ve ark., 2004).

Denemede kullanilan zeytin yaprag: ekstraktinin toplam fenolik madde miktari
227 g/kg, oleuropein miktar1 ise 114 g/kg olarak bulunmustur (Cizelge 3.15).
Oleuropein diizeyini Erener ve ark. (2009), 112,98 mg/g, Ozdamar (2014), toplam
fenolik bilesik igerigini 260 mg/g, Atilgan (2012) toplam fenolik bilesik icerigini 196
mg/g, oleuropein miktarinin 97 mg/g oldugunu belirlemislerdir. Kullandigimiz zeytin
yapragiin Tirkiye de yapilan calisma sonuglariyla benzer oldugu gézlenmektedir.
Fransa, Yunanistan ve Ispanyada yapilan ¢alismalarda farkli ¢oziiciilerin kullanildig
arastirmalarda zeytin yapraklarinda oleuropein diizeyi 0,2-37,7 mg/g araliginda
bulunmustur (Savournin ve ark., 2001; Agalias ve ark., 2005; Japon-Lujan ve ark.,
2006).

Aljinat ve kitosan ile zeytin yapragi ekstraktinin, enkapsiil hazirlama verimi
%100 olarak bulunmustur. (Cizelge 3.16).
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Yiikleme kapasitesi denklem 2.2.3.2°deki hesaplamayla, zeytin yapragi
ekstraktinin fenolik bilesenlerinin aljinat-kitosan tarafindan ne kadarinin kapsiile
edildigini gostermektedir. Enkapsiillerin yiikleme kapasitesi %53,28 olarak tespit

edilmistir.

Baglanma orani gosteren enkapsiilasyon verimliligide, denklem 2.2.3.3’deki
hesaplamayla zeytin yapragi ekstraktlarindaki fenolik bilesenlerin aljinat-Kitosan
tarafindan ne kadarmin kapsiile edildigini ve yiizeyinde tutundurdugunu
gostermektedir. Yiikleme verimliligi %90,06 olarak bulunmustur. Enkapsiilasyonda
yiikleme verimliligine iliskin bulgularimiz zeytin yapragi (Chinoti ve ark., 2016), ve
zeytin yapragi ekstrakti (Bal, 2014) ile yapilan ¢alismalarla uyumlu bulunmustur.

Enkapsiilasyon yonteminin en Onemli faktorleri, enkapsiile edilmek istenen
bilesenin ne kadarmin kapsiil i¢ine hapsedildigi ve mide-bagirsak kosullarinda ne
kadarinin salindigidir. Eger enkapsiilasyon verimi diisiikse hem aktif madde kayb1
(ekonomik kayiplar) hem de zaman kaybi s6z konusu olacagindan segilen yontemin
veya parametrelerin basarili olmadigi kararina varilabilir. Bunun yaninda, aktif
maddenin mide ortaminin zorlu asidik kosullarindan etkilenmeden ince bagirsaga
ulagsmas1 ve buradan emilerek biyoulasabilirligi/ biyoyararlilig: yiliksek tiriinler elde
edilmesi istenmektedir. Belirtilen kosullar gbéz Oniline alinarak aljinat-kitosanla
kaplanan zeytin yapragi ekstraktindan salinan fenolik bilesiklerin proventrikulusta
%10,35, tasli midede 23,75, duodenumda %34,72, ince bagirsakta %52,95 oldugu
tespit edilmistir. Zeytin yapragi ekstraktinin kanatlilarda in vitro salinimuyla ilgili daha
once yapilan yeterli calisma olmadigindan bu konuda daha detayli ¢alisma

yapilmasina ihtiyag vardir.
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5. SONUC VE ONERILER

Etlik pili¢ rasyonlarina aljinat ve kitosan ile kaplanmis zeytin yapragi ekstrakti
ilavesinin performans degerlerine, karkas randimani, bazi kan parametreleri lizerinde
olumlu etkileri oldugu goriilmiistiir. Deneme sonunda aljinat ve kitosan ile kaplanmis
zeytin yapragi ekstrakti ilave edilen grubun, kontrol ve kaplanmamis zeytin yapragi
ilave edilen gruplardan daha iyi canli agirlik, canli agirhik artisi, yem tiikketimi ve yem
doniisim orani, Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii (EPEF) ve yasam giiciine sahip

oldugu tespit edilmistir.

Aragtirma sonucunda karkas agirligi ve randimanlari incelendiginde aljinat ve
kitosan ile kaplanmig zeytin yapragi ekstrakti ilave edilen grubun daha yiiksek degere
oldugu goriilmektedir. Gruplarda bezli mide hari¢ (p<0.05), diger i¢ organ agirliklar
ve bunlarin 100 g canli agirliga oranlart agisindan istatistik bakimdan 6nemli bir
farklilik goriilmemistir (P>0,05). Deneme gruplarinda duodenum, jejenum, ileum

pH’lar1 bakimindan bir farklilik gézlemlenmemistir.

Gruplarin kan serumunda ortalama ALT, ALP, AST, HDL, total kolestrol,
trigliserid, toplam protein ve IgG degerleri istatistik bakimdan 6nemsiz bulunmustur
(P>0,05). Aljinat ve kitosan ile kaplanmis zeytin yapragi ekstrakti ilavesinin, LDL
degeri, kontrol ve kaplanmamis zeytin yapragi ekstrakti ilave edilen gruba goére

istatistik bakimdan 6nemli diizeyde diisiik bulunmustur (p<0.05).

Sonug olarak caligmada kullanilan Aljinat ve kitosan 1la kaplanmis zeytin
yapragi ekstrakti performans, LDL diizeyi, karkas agirli1 acisindan en etkili sonucu

verdigi daha etkili oldugu goriilmiistiir.
Deneme gruplarina zeytin yapragi ekstrakti ve aljinat-kitosan ile

kaplanmasinin, ortalama but eti ve gdgiis eti pH’lari, tibia eni, boyu, agirligi ile femur

eni, boyu, agirlig1 acisindan 6nemli bir etkisi bulunmamastir.
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Gruplar arasinda gogiis eti MDA degerleri bakiminda istatistik anlamda énemli
bir farklilik olmamasina karsin, aljinat ve kitosanla kaplanmis zeytin yapragi ekstrakt

tilketen gruplarda daha diisiik bulunmustur.

Deneme sonunda gruplarda digki, altlik kuru maddesi ve diski, altlik amonyak

azotu diizeyleri bakimindan 6nemli bir farklilik gozlenmemistir.

Aragtirma sonuglar1 biitiin olarak degerlendirildiginde kaplanmis zeytin
yapragi ekstraktinin broyler rasyonlara ilave edilmesinin performans iizerine olumlu

etkileri gozlenmistir.

Bundan sonra yapilacak ¢alismalarda oleuropeinin farkli dozlarminda
denenemesi yararli olacaktir. Ayrica ince bagirsak mikrobiyolojisininde incelenmesi

performans iizerine olumlu etkilerin ortaya koyulmasina 11k tutacagina inanmaktay1z.

Simdiye kadar enkapsiilasyonu yapilan bitki ekstraktlarinin invitro ¢alismalari
kanatlilar i¢in yeterli degildir. Bundan sonra invivo ve invitro ¢alismalarin beraber
yapilarak, denemeler arasindaki iligkiler tespit edilebilir. Bdylece daha hizli
laboratuvar denemeleri yapilarak bitki ekstraktlarinin alternatif katki maddeleri olarak

kullanilabilirligi ortaya koyulabilir.
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OZET

Aljinat ve Kitosan ile Kaplanan Zeytin Yaprag Ekstraktinin Broylerde Performans,
Antioksidan Kapasite Uzerine Etkisinin Arastiriimasi

Bu arastirma; broyler rasyonlarina ilave edilen zeytin yaprag: ekstrakti ve aljinat-kitosan ile
kaplanan zeytin yapragi ekstraktinin performans (canl agirlik, canli agirlik artisi, yem tiiketimi, yem
doniisiim orani, Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii-EPEF), karkas 6zellikleri, bazi i¢ organ agirliklart
(kalp, karaciger, dalak, bursa Fabricius, tagh mide, bezli mide ve abdominal yag), kan serumundaki bazi
biyokimyasal degerler (ALT, ALP, AST, toplam kolestrol, HDL, LDL, trigliserit, toplam protein, 19G),
g0gus ve but eti pH degerleri, gogiis eti MDA diizeyi, bagirsak pH’si, tibia ve femur en, boy, agirliklart
ile altlik ve digki kuru madde diizeyine etkrini belirlemek amaciyla ger¢eklestirilmistir.

Zeytin yapragi ekstrakti (%1,5) en uygun kapsiillenmenin saglandigi aljinat (%1) ile
enkapsiilasyonu yapildiktan sonra, kitosanla (%1) ikinci defa kaplanmasi saglanmigtir. Kurutma
isleminden sonra elde edilen aljinat ve kitosanla kaplanmis zeytin yapragi ekstrakti broyler
rasyonlarinda kullanilmigtir. Aljinat ve kitosanla enkapsiile edilen zeytin yapragi ekstraktlarini in vitro
sindirim/biyoyararlilik analizi gergeklestirildi.

Broyler besleme caligmasinda, 1 giinliik 105 adet erkek etlik civeiv kullanilmis ve ¢aligma 37
giin siirmiigtiir. Her biri 35 civcivden olusan 3 grup diizenlenmis, her bir grup 7 civcivden olusan 5 alt
gruba ayrilmistir. Gruplar 1 kontrol ve 2 deneme grubu olacak sekilde olusturulmustur. Kontrol grubuna
herhangi bir ilave yapilmamustir. ilk deneme grubuna 125 mg/kg oleuropein igerecek diizeyde zeytin
yaprag1 ekstrakti (ZYE), 2.deneme grubu rasyonuna aym diizeyde aljinat ve kitosan ile kaplanmig zeytin
yapragi ekstrakti (AK-ZYE) ilave edilmistir.

Calisma sonunda AK-ZYE igeren grupta canli agirlik, canli agirlik artigi, yem doniisiim orant,
Avrupa Uretim Etkinlik Faktorii iizerine etkileri kontrol ve ZYE gruplarina gore istatistik olarak dnemli
bulunmustur (P<0,05). Yem tiiketimi, yasama giicii agisindan gruplar arasinda istatistik agidan 6nemli
farkliliklar gostermezken AK-ZYE grubunda rakamsal olarak olumlu sonuglar ortaya koymustur
(P>0,05). Karkas randimani, kalp, dalak, karaciger, bursa Fabricius, abdominal yag, tash mide
agirliklart ve bunlarin canli agirhiga oranlar1 agisindan kontrol grubu ile ZYE ve AK-ZYE ilave edilen
gruplar arasinda istatistik anlamda farklilar tespit edilmemistir (P>0,05). Organ agirliklar1 igerisinde
sadece bezli mide agirligi ve canli agirliga oranlarinda ZYE ve AK-ZYE ilave edilen gruplarda, kontrol
grubuna gore istatistik bakimdan anlamli bir fark tespit edilmistir (P<0,05) incelendiginde diger
gruplarla Aljinat ve Kitosan ila Zeytin yapragi ekstrakt grubu arasinda anlamli fark bulunmugtur.
Deneme sonunda gruplarda ortalama duodenum, jejenum, ileum, but eti, gégiis eti pH’s1, tibia ve
femurun en, boy, agirliklari, g6giis eti MDA, digk: ve altlik kuru maddesi, digk: ve altlik amonyak azotu,
kan serumu ALT, ALP, AST, HDL, LDL, total kolestrol ve IgG degerleri istatistik bakimdan 6nemsiz
bulunmustur (P>0,05). Kan serumu LDL diizeyinin gruplar arasinda istatistik bakimdan énemli oldugu
gozlenmis olup, AK-ZYE grubunda, kontrol grubuna gore istatistik olarak dnemli diizeyde diisiik
oldugu tespit edilmistir (P<0,05).

Sonug olarak tarafimizdan ilk kez aljinat ve kitosan ile kaplanan zeytin yapragi ekstraktinin
icerdigi fenolik bilesiklerden oleuropeinin enkapsiilasyon yontemiyle korunmasi gergeklestirilmistir.
Zeytin yapragi ekstraktinin enkapsiilasyonu yoluyla elde edilen iiriiniin broyler rasyonlarda kullanilmasi
Ozellikle performans, kan parametrelerinden LDL diizeyi iizerine istatistik olarak 6nemli yonde
iyilesmelere neden olmustur. Bu onemli etkilere neden olan kaplanmis zeytin yapragi ekstraktinda
bulunan oleuropeinin, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri agisindan farkli kosullarda yapilacak
calismalar sayesinde irdelenmesinin faydali olacagi sonucuna varilmistir.

Anahtar Soézciikler: Aljinat, Broyler, Enkapsiilasyon, Kitosan, Performans. Zeytin Yaprag: Ekstrakti,
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SUMMARY

Determining the Effect of Olive Leaves Extracts, Chitosan and Alginate Encapsulation
on Performance, Some Blood Parameters and Antioxidant Activity in Broiler Diets

This study was conducted to determine the effects of effect of olive leaves extracts and chitosan
and alginate coated olive leaves coated extracts added to broiler diets on performance (body weight,
body weight gain, feed intake, feed conversion ratio, European Production Efficency Factor-EPEF, )
carcass characteristics, some internal organ weights (heart, liver, spleen, bursa of Fabricius, gizzard,
proventriculus and abdominal fat), some biochemical values in blood serum (ALT, ALP, AST, total
cholesterol, LDL and HDL triglyceride), breast and thigh pH values, breast meat MDA level, intestinal
pH, tibia and femur width, height, weights, litter and feces dry matter and ammonia levels.

The olive leaf extract (1.5%) was encapsulated with the alginate (1%) which provided the most
appropriate encapsulation, followed by a second coating with chitosan (1%). Alginate and chitosan
coated olive leaf extract obtained after drying process were used in broiler rations. In vitro digestion /
bioavailability analysis of olive leaf extracts encapsulated with alginate and chitosan was performed.

In the broiler feeding study, 105 male broiler chicks were used for 1 day and the study lasted 37
days. Three groups, each consisting of 35 chicks, were arranged, and each group was divided into 5
subgroups consisting of 7 chicks. The groups were formed as 1 control and 2 experimental groups. No
additions were made to the control group. Olive leaf extract (ZYE) containing 125 mg / kg oleuropein
was added to the first experimental group and olive leaf extract (AK-ZYE) coated with alginate and
chitosan at the same level for the second experiment group ration.

At the end of the study, the effects on live weight, live weight gain, feed conversion ratio,
European Production Efficiency Factor were found to be statistically significant (P <0,05) in control
group and ZYE group. While there was no statistically significant difference between the groups in
terms of feed consumption and survival, the AK-ZYE group showed positive results (P> 0,05). There
were no statistically significant differences between control group and ZYE and AK-ZYE added groups
(P> 0,05) in terms of carcass yield, heart, spleen, liver, bursa Fabricius, abdominal fat, proventriculus
weights and their live weight ratios. A statistically significant difference (P <0,05) was found between
organ weights and ZYE and AK-ZYE groups only when compared with the control group in the groups
with only proventriculus weight and live weight ratio and there was significant difference between the
Alginate and Chitosan to olive leaf extract groups Difference was found. At the end of the experiment,
the mean values of duodenum, jejunum, ileum, thigh meat, breast meat pH, tibia and femur width,
height, weight, breast meat MDA, feces and litter dry matter, feces and litter ammonia nitrogen, blood
serum ALT, ALP, AST, HDL, LDL, total cholesterol and IgG values were found statistically
insignificant (P>0.05). Blood serum LDL levels were statistically significant among the groups and it
was found that the AK-ZYE group was statistically significantly lower than the control group (P <0,05).

As a result we have been able to protect oleuropein from encapsulation of phenolic compounds
in olive leaf extract which is coated with alginate and chitosan for the first time. The use of broiler
rations in the product obtained by encapsulation of the olive leaf extract has resulted in statistically
significant improvements in performance, particularly in terms of blood levels of LDL. It has been
concluded that oleuropein in the coated olive leaf extract, which causes these significant effects, would
be useful to examine with antioxidant and antimicrobial properties in different conditions.

Keywords: Alginate, Broiler, Chitosan, Encapsulation, Olive Leaves Extracts, Performance.
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