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Yiksek Lisans Tezi

Baz1 Rosaceae Bitkilerinin Yapraklarinin Antidiyabetik ve Antioksidan Kapasitelerinin
in vitro Incelenmesi

T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Bu tez ¢alismasinin amaci; Rosaceae (Giilgiller) ailesine ait giivem, kusburnu,
armut, elma, ayva ve ahlat (yabani armut) aga¢ yapraklarinin antioksidan ve
antidiyabetik kapasitelerinin arastirilmasidir. Oncelikle; bitki yapraklarmin su ve etanol
ekstraktlarmin toplam fenolik madde, flavonoid ve tanen miktar tayinleri yapildi.
Toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu reaktifi, flavonoid miktar1 AICl3
cozeltisi ve tanen miktart Folin-Denis reaktifi kullanilarak spektrofotometrik olarak
belirlendi. Bitki ekstraktlariin antioksidan aktiviteleri; DPPH® ve ABTS™ giderme
yontemleri, CUPRAC yontemi, B-karoten agartma yontemi, metal selatlama kapasitesi
olmak iizere bes yontem kullanilarak incelendi. Antidiyabetik kapasitelerinin
belirlenmesi igin in vitro kosullarda a-amilaz ve o-glukozidaz enzim inhibisyonu
yontemleri substrat olarak nisasta ve p-nitrofenil-a-D-glukopiranosid (pNPG), pozitif
kontrol olarak akarboz kullanilarak ¢aligildi.

Ekstraktlarin toplam fenolik ve tanen miktarlari sirasiyla, 57,70-133,93 pg gallik
asit esdeger/mg ve 4,07-25,7 pg tannik asit esdeger/mg araliklarinda bulundu.
Flavonoid miktari, rutin esdegeri olarak 18,45-95,51 pg/mg ve kersetin esdegeri olarak
16,92-121,06 pg/mg araliklarinda belirlendi. DPPH ve ABTS radikal giderme

yontemleri yoniinden, etanol ekstraktlarinin su ekstraktlarina gore daha yiiksek radikal



stiptirme Ozelligi gosterdigi ve ayrica tiim ekstraktlarin da konsantrasyon artistyla artan
aktiviteler gosterdigi gozlendi. Toplam antioksidan kapasiteyi degerlendiren CUPRAC
metodunda TEAC degerleri tiim ekstraktlar i¢in 7,5-21 pg/mL araliginda olup, sentetik
antioksidanlar BHT ve BHA i¢in sirasiyla 37,0 ve 41,5 ug/mL idi. B-karoten/linoleik
asit sisteminde olusturulan lipid peroksidasyonunu engelleme yonteminde, etanol
ekstraktlarinin standart antioksidanlar BHT, BHA, a-tokoferol ile karsilastirilabilir
diizeyde yiiksek aktivite gosterdigi gozlendi. Etanol ekstraktlarinin metal selatlama
ozelligi gostermedigi, su ekstraktlarinin EDTAya gore diisiik oranlarda metal selatlama
kapasitesi ~ gosterdigi  belirlendi.  Antioksidan  kapasite  yoniinden  genel
degerlendirildiginde, alkol ekstraktlarmin su ekstraktlarina gore daha iyi oldugu ve
ozellikle kugsburnu ve ayva yapraklarinin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriildii.

Bitki yapraklarinin antidiyabetik kapasitelerinin belirlenmesi i¢in; ekstraktlarin
1.0, 2.5, 5.0, 10 mg/mL konsantrasyonlarinda c¢alisildi. Kusburnu ve ayva ekstraktlari a-
amilaz ve a-glukozidaz enzimleri {lizerinde yiiksek oranlarda inhibisyon etkisi gosterdi.
Bu sonug, halk arasinda diyabet tedavisinde kullanilan kusburnu ve ayva yapraklarinin

geleneksel kullanimini destekler niteliktedir.
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Master Thesis

In vitro Investigation of Antidiabetic And Antioxidant Capacities of Some Rosaceae
Plants Leaves

Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Chemistry

ABSTRACT

The aim of this thesis is to investigate the antioxidant and antidiabetic capacity
of leaves of blackthorn, rosehip, pear, apple, quince and wild pear trees, which belongs
Rosaceae family. Firstly, total phenolic, flavonoid and tannin amounts of aqueous and
ethanol extracts of these leaves were determined spectrophotometrically using Folin-
Ciocalteu reagent, AICIs solution and Folin-Denis reagent, respectively. The antioxidant
activities of plant extracts were examined by DPPH" and ABTS™ scavenging methods,
CUPRAC method, p-carotene bleaching method and metal chelating capacity. In order
to determine their antidiabetic capacity, in vitro a-amylase and a-glucosidase enzyme
inhibition methods were studied by using starch and p-nitrophenyl glucopyranoside
(pPNPG) as substrate, and acarbose as positive control.

The total phenolic and tannin amounts of the extracts were determined to be in
the range of 57.70-133.93 ug gallic acid equivalent/mg and 4.07-25.7 pg tannic acid
equivalent/mg, respectively. The amount of flavonoid was found to be the in range of
18.45-95.51 pg/mg as routine equivalent and 16.92-121.06 pg/mg as quercetin
equivalent. In terms of DPPH and ABTS radical scavenging methods, ethanol extracts
showed higher radical scavenging activity than aqueous extracts and also all extracts
showed increased activity with increasing concentration. In the CUPRAC method,
which evaluates the total antioxidant capacity, TEAC values were in the range of 7.5-21

Vi



ug/mL for all extracts; for synthetic antioxidants BHT and BHA were 37.0 and 41.5
nug/mL, respectively. In the method of inhibiting of lipid peroxidation in the f-
carotene/linoleic acid system, ethanol extracts showed high activity comparable to
standard antioxidants BHT, BHA, a-tocopherol. Ethanol extracts did not show metal
chelating properties, and aqueous extracts showed lower chelating capacity than EDTA.
Consequently, it was seen that alcohol extracts were better than aqueous extracts and
especially rosehip and quince leaves showed high antioxidant activity.

The assay of antidiabetic capacity of plant leaves were studied at extracts
concentrations of 1.0, 2.5, 5.0, and 10.0 mg/mL. Rosehip and quince extracts showed
high inhibition effects on a-amylase and a-glucosidase enzymes. This result supports
the traditionally use of rosehip and quince leaves for the diabetes treatment in folk

medicine.
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BOLUM 1

GIRIS

Serbest radikaller kanser, diyabet, yaslanma, ateroskleroz, katarakt, kalp
hastaliklar1 gibi pekgok patofizyolojik siirecte rol oynamaktadir. Ayrica reaktif oksijen
tirleri yaglarda ve yag iceren gidalarda lipid peroksidasyonuna ve bunun sonucunda
gidalarda istenmeyen renk, tat, tekstiir degisimi gibi bozulmalara neden olmaktadir.
Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini azaltabilen veya ortadan kaldirabilen kiiciik
molekiil agirlikli, endojen veya eksojen bilesiklerdir. Bu nedenle ortaya cikabilecek
hastaliklardan korunmak i¢in antioksidan etkiye sahip ¢esitli meyve ve sebzelerin
tilkketilmesi tavsiye edilmektedir. Bitkisel kaynaklardan elde edilen antioksidanlar,
sentetik olanlara gore daha avantajli ve tercih edilir olduklar1 i¢in, hem gida takviyesi
olarak hem de gida, ilag veya kozmetik sektoriinde kullanilmak iizere aranan 6nemli
bilesikler haline gelmistir.

Bitkiler insanlar i¢in her zaman hem besin, hem de ila¢ kaynagi olmuslardir.
Bitkiler ve bitkilerdeki etken maddeler ilag sanayi yaninda 6zellikle gida ve kozmetik
endiistrilerinde de 6nemli bir yere sahiptir. Bu sebeple bitkilerdeki etken maddelerin ve
onlarin etkilerinin arastirilmast ilgi ¢ekici bilimsel c¢alisma alanlarindan birisidir.
Bitkilerin etkileri igerdikleri fenolik asitler, flavonoidler, antosiyaninler, terpenoidler,
alkaloidler ve fitosteroller gibi sekonder metabolitlerden kaynaklanmaktadir. Bu
metabolitler sayesinde bitkiler antiviral, antimikrobiyal, antioksidan, antitiimor,
antiinflematuvar, antidiyabetik aktiviteler basta olmak tizere farkli biyolojik etkiler
gosterirler. Modern tibbin Onerdigi ila¢ tedavisine paralel olarak halk arasinda cesitli
hastaliklarda dogal {irlinlerin kullanimi halen bir segenek olarak devam etmektedir.
Bir¢ok iilkede geleneksel olarak cesitli baharat, tohum, bitkilerin kok, yaprak, dal ve

kabuklarindan bitki ekstreleri hazirlanmakta ve baslica diyabet, romatizma, Oksiirtik,



soguk alginligi, astim, bronsit, hemoroid, egzema ve agrilarin iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir.

Ozellikle dogu iilkelerinin bir¢ogunda oldugu gibi iilkemizde de halk arasinda
seker hastaliginin tedavisi i¢in ¢esitli bitkiler kullanilmaktadir. Tar¢in, ¢orekotu,
karadut, zeytin yapragi, yaban mersini, kimyon tohumu, rezene, kirkkilit otu, feslegen,
yer elmasi, ayva yapragi, 1sirgan, nar kisimlari, bamya, kudret nar1, ¢gemen, Ginseng
tiirleri, tetra, maydanoz, pelinotu, devedikeni, kenger, yeralmasi, solmaz ¢icek,
karahindibag, ¢obancantasi, miirver, kizilcik, ardig, ceviz, kekik, adagayi, ebegiimeci,
dut, hiinnap, acibadem, 1sirgan, mahlep, visne, ali¢, ayva, taflan, yabani elma, musmula,
giivem, ahlat, kusburnu, bogiirtlen ve iivez bunlardan bazilaridir. Seker hastaliginin
tedavisinde geleneksel olarak kullanilan bu bitkilerin bazilar1 Rosaceae ailesindendir.

Rosaceae (Gilgiller) ailesi ¢icekli bitkiler gruplarindan biri olup, 90’1n tizerinde
cinsi 2500 tiirii ile diinyada genis bir dagilim alan1 gosterir. Ozellikle 1liman bélgelerde
ekonomik degeri olan bitki gruplarindan biridir. Bu ailenin meyveleri, insan diyetinin
onemli bir parcasini olusturmaktadir. Elma, kayis1, armut, ayva, seftali, musmula, kiraz,
kusburnu, giivem bu ailenin bazi uyeleridir. Meyveleri askorbik asit, tanenler,
flavonidleri de kapsayan fenolik bilesikler ve ¢esitli biyolojik aktiviteler gosteren diger
fitokimyasallar bakimindan zengindir. Ulkemizin farkli yorelerinde bu aileye ait bazi
tiyelerinin ¢esitli kisimlar1 diyabete karsi kullanilmaktadir.

Tip 2 diyabet tedavisindeki stratejilerden biri o-amilaz ve a-glukozidaz gibi
glikozidaz enzimlerinin inhibisyonudur. Karbonhidratlar1 hidroliz eden bu enzimlerin
inhibisyonu yoluyla glukoz emilimi Onlenerek, yemek sonrasi olusan postprandiyal
hiperglisemi azaltilabilmektedir. Ozellikle Tip 2 diyabette postprandiyal hiperglisemiyi
kontrol etmek iizere; baharatlar, meyveler ve sebzeler gibi bitkisel kaynaklardan dogal
a-amilaz ve a-glukozidaz inhibitorii olabilecek kaynaklar arastirilmaktadir.

Fenolik bilesikler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan maddelerdir.
Polifenoller ve flavonoidler gibi fenolik bilesiklerin bu enzimleri inhibe ettigine dair
calismalar vardir. Ayrica fenolik bilesikler antioksidan etkileriyle gerek viicutta, gerekse
gidalardaki istenmeyen radikalik prosesleri Onlemede Onemli rol oynarlar. Tez
kapsaminda meyveleri tiiketilen ancak yapraklar1 gida olarak tiiketilmeyen Gilgiller
(Rosaceae) ailesine ait bazi bitkilerin yapraklariyla ¢alisilmasi planlanmistir. Calismada

Rosaceae ailesine ait ve yaygin olarak bulunan armut, elma, ayva, kusburnu, giivem ve



yabani armut olarak da bilinen ahlat agaglarinin yapraklarinin diyabet tedavisindeki
olas1 potansiyelleri kismen aragtirilmistir.

Diger yandan bitkiler, baharatlar, sebzeler ve meyveler etkili birer antioksidan
kaynagidirlar. Bunlarin antioksidan Ozellikleri flavonoid, fenolik asit, tanen gibi
polifenolik bilesikler ve alkaloid, karotenoid, askorbik asit, o-tokoferol gibi diger
fitokimyasal iceriklerinden kaynaklanmaktadir. Antioksidanlar beslenme, farmasotik ve
gida endiistrisi i¢in 6nemli unsurlar olduklari i¢in, bu endiistrilerde kullanilmak iizere
dogal kaynaklardan antioksidan arayislari da hala devam etmektedir. Bu ylizden
calismada bu Rosaceae bitkilerinin yapraklarinin antidiyabetik etkilerinin yaninda
antioksidan kapasiteleri de arastirilmistir.

Yapilan tez ¢aligmasinda kusburnu, giivem, elma, armut, ayva ve ahlat (yabani
armut) agaglarindan toplanan yapraklarin su ve etanol ekstraktlari elde edilerek, bes
farkli metodla antioksidan kapasitesi ve a-amilaz ve a-glukozidaz enzimleri iizerindeki
inhibisyon etkisi ¢alisildi. G6zlenen aktivitelerden sorumlu olan maddelerden fenolik

bilesen, flavonoid ve tanen miktar tayinleri de yapildu.



BOLUM 2

KURAMSAL BIiLGILER

2.1. Serbest Radikaller

Atom veya molekiillerdeki elektronlar c¢ekirdegin etrafinda orbital olarak
tanimlanan bolgelerde hareket ederler. Her yoriingede birbirine zit yonde hareket eden
en fazla iki elektron bulunur. Bir atom veya molekiil dis orbitallerinde bir veya daha
fazla ortaklanmamis (eslesmemis) elektron bulunduruyorsa serbest radikal (SR) olarak
tanimlanir. Bir molekiildeki kovalent baglarin homolitik kirilmasi, bir molekiiliin
elektron kaybetmesi veya bir molekiile bir tek elektron transferi olmak iizere baslica ii¢
yolla olusurlar. Serbest radikaller ortaklanmamis elektron igerdikleri icin oldukga
kararsizdirlar ve kisa Omirlidiirler. Cesitli fiziksel etkenler ve kimyasal olaylar
nedeniyle ¢evrede ve hiicresel kosullarda devamli bir radikal yapimi vardir. Biyolojik
sistemlerdeki en 6nemli radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROT) olarak adlandirilan
siiperoksit anyonu (O2"), hidroksil radikali ("OH), singlet oksijen (*O2) ve hidrojen
peroksit (H202)’tir. Bununla beraber karbon, azot, kiikiirt tiirevi olan radikaller de
(karbon merkezli organik radikaller (R*), alkoksil radikalleri (RO"), peroksil radikali
(ROO"), nitrik oksit (*NO), siilfenil (RSO") tiyil peroksil (RSO2") radikali gibi)
mevcuttur (Akkus, 1995).

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen tiirleri organizmada endojen ve

eksojen sebeplerden dolay: siirekli tiretilirler (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Reaktif oksijen tiirlerini olusturan sebepler

a) Endojen olarak; NO, HOCI gibi fizyolojik rolii olanlar 6zel metabolik olaylar igin
tiretilirler veya metabolik olaylar sirasinda kazara tiretilirler. Heriki durumda da reaktif
oksijen tiirlerinin miktarinin artmadan etkisizlestirilmesi gerekir, aksi halde tim
biyolojik molekiillere zarar vererek hiicre hasarma yolagarlar. Intraselliler ROT
kaynaklarinin bazilar1 sunlardir (Akkus, 1995; Karabulut & Giilay, 2016):

- Mitokondride aerobik solunum sirasinda elektron tagima zincirinde meydana gelen
kagaklar sonucu, elektronlar O2”, OH* veya H20; tiretmek iizere oksijen ile etkilesime
girerler.

- Birgcok enzimin (ksantin oksidaz, amino asit oksidaz, triptofan dioksijenaz,
lipoksijenazlar gibi) katalitik dongiileri sirasinda SR olusabilir.

- Arasidonik asit metabolizmasi, nitrik oksit sentaz (NOS) enzimi ve peroksizomlar gibi
cesitli kaynaklardan cesitli SR tiirleri olusabilir.

- Notrofiller ve makrofajlar fagosite edilmis mikroorganizmay1 6ldiirmek amacli ¢esitli
serbest oksijen radikallerini (stiperoksit anyonu, H20,, hidroksil radikali ve HOCI)
uretirler.

- Tiyoller, tetrahidrofolatlar, flavinler gibi bazi kiigiik molekiillerin otooksidasyonu da
stiperoksit radikali kaynagidir.

- Zihinsel veya yorgunluk kaynakli stres katekolamin sentezinde artis yapar.

Katekolaminlerin oksidasyonu da serbest radikal olusumuna yol agar.



- Hiicrede SR iiretimi bazi yabanci toksik maddeler tarafindan da arttirilabilir. Mesela
toksinin kendisi bir SR’e metabolize olarak bozunabilir veya toksinin metabolize
edilmesi sonucu serbest oksijen radikali meydana gelebilir.

b) Serbest radikal olusumuna neden olan baslica ekzojen kaynaklar radyasyon ve
cevresel ajanlardir (hava kirliligi, pestisidler, sigara dumani, ¢oziiciiler, anestezikler).

- Canli organizmalarin iyonize ve iyonize olmayan igimaya maruz kalmasi ROS’un
baslica ekzojen kaynagini olusturmaktadir.

- Ozon fotokimyasal hava kirliliginin 6nemli bir bilesenidir ve biyolojik molekiilleri
direkt olarak oksitleyebilir.

- Egzoz dumani, sigara dumani ve endiistriyel kontaminantlar, aromatik hidrokarbonlar
gibi hava kirleticileri ROT kaynaklarini olusturmaktadir.

- Ksenobiyotikler (6rnegin toksinler, pestisitler ve parakuat gibi herbisitler) ve
kimyasallar (6rnegin hardal gazi, benzen, toluen, formaldehit)’in in vivo metabolizmasi
sirasinda yan triinii olarak ROT firetilir.

- Tiiketilen gidalarin bazisi yiiksek derecede oksitlenmis olabilir ve peroksitler,

aldehitler, oksitlenmis yag asitleri gibi ¢esitli oksidanlari i¢erebilirler.

2.2. Serbest Radikallerin Hiicresel Molekiillere Etkileri

Serbest radikallerin asir1 ve kontrolsiiz iiretimi hiicreler i¢in zararhidir. Giigli
reaktif 6zelliklerinden dolay1 hem direk hiicre bilesenlerine zarar verirler, hem de toksik
yan {riinlerin olusumuna neden olurlar (Sekil 2.2). SR’ler hiicrenin savunma
mekanizmalari ile ortadan kaldirilamazlarsa, hiicredeki tiim makromolekiiller (lipidler,
proteinler, niikleik asitler, karbonhidratlar) ile kolayca reaksiyona girerek, onlarin

normal fonksiyonlarin1 kaybetmesine ve geri donlisiimsiiz hasarlara yol agarlar.
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Sekil 2.2. Serbest radikallerin hiicredeki hedefleri (Onat, Emerk & S6zmen,
2002)

SR’lere kars1 en hassas biyomolekiiller lipidlerdir. Hiicre membranlar iki katli
lipid tabakadan olusmustur ve Ozellikle fosfolipidlerce zengindir. Hiicre
membranlarindaki ve hiicre organellerinin membranlarinda, lipid peroksidasyonu
serbest radikallerin hepsiyle baslatilabilir ve katalizér olarak gorev yapan gegis
metallerinin varhiginda oksidasyon daha da artar. Lipid peroksidasyonu sonucu
membran yapist direk zarar gorebilir veya peroksidasyon sonucu olusan reaktif
aldehitler de diger hiicresel bilesenlere indirek olarak zarar verebilir; bu geri
donilisiimsiliz bir olaydir. Diger yandan gidalarin ve yaglarin korunmasi/depolanmasi
sirasinda karsilagilan en biiyliik problemlerden biri gidalarda meydana gelen lipid
peroksidasyonudur. Bu olay yag iceren gidalarda renk, tat, aroma, tekstiir ve kivamda
bozulmalara; yaglarda acilagsmaya (ransidlesme) ve besinsel kalitenin azalmasina neden
olmaktadir. Bu sebeple yag ve gida sanayi oksidasyon prosesini yavaslatmak veya
durdurmak ihtiyacindadir (Ahmed vd., 2016).

SR’ler ozellikle hidroksil radikali DNA iizerinde de c¢esitli hasarlar olusabilir.
Bunlar arasinda DNA baz modifikasyonlari, DNA tek ve ¢ift zincirinin kirilmalart,
purinlerin kaybi, deoksiriboz sekerin hasarlanmasi ve DNA-protein ¢apraz bagi

olusumu sayilabilir. DNA’da oksidatif yolla hasarlanmis baz iiriinlerinden bazisi



niikleozid olan 8-hidroksi deoksiguanozin (8-OHdG), 8-hidroksi adenin ve 5-hidroksi
sitozin’dir (Dizdaroglu, Coskun & Jaruga, 2015). Olusan DNA hasarlar1 onarilmazsa
hiicre disfonksiyonuna ve kansere yol agabilir.

Proteinler ve protein yapili olan enzimler canli hiicrelerin ana elemanlan
olduklarindan, yapilarindaki kiiciik bir degisiklik, onlarin fonksiyonlarinda biiyiik bir
degisime yol agar. Proteinlerin SR hasarindan ne derece etkilenecegi proteinin amino
asit icerigine baghdir. Triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi doymamis bagh ve
metiyonin, sistein gibi kiikiirtlii amino asitleri iceren proteinler SR saldirisindan
kolaylikla etkilenir. Oksidatif hasar sonucunda olusan birincil, ikincil ve tgiinciil
yapidaki bozukluklar protein molekiillerinin gapraz baglanmasina veya yikimima yol
acar (Aldred, 2009).

Serbest radikallerin karbonhidratlar tzerinde de olumsuz etkileri vardir;
polisakkaritlerin depolimerizasyonuna ve 6zellikle monosakkarit otooksidasyonuna yol
acarlar. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu siiperoksitler ve okzalaldehitler
meydana gelir, bunlarin DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ozellikleri vardir.
Boylece kanser ve yaslanma olaylarinda da rol oynarlar (Akkus, 1995).

Ozetle SR’ler basta yaglar, proteinler ve niikleik asitler olmak iizere tiim
molekiillerin zarar gormesine ve fonksiyonlarini kaybetmesine neden olurlar. Ancak
saglikli bir organizmada serbest radikaller hiicrelerin 6zel savunma mekanizmalari ile
ortadan kaldirilmakta ve ROT {iretimi antioksidan savunma sistemleri tarafindan

dengelenmektedir.

2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, serbest radikal tiretimi ve antioksidan savunma sistemleri
arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan bir durumdur. Serbest radikaller,
bircok biyokimyasal reaksiyonda bir yan iirlinii olarak ve bazi durumlarda (aktive
edilmis noétrofillerde oldugu gibi) gerekli olduklart icin tretilirler. Ayrica ¢evreden
gelen elektromanyetik radyasyon, dogrudan ozon ve azot dioksit gibi oksitleyici
Kirleticiler de serbest radikalleri iiretilmesine yolagabilir ve viicuttaki antioksidan
savunma elemanlar1 eksikse, cesitli dokularda hasarlar olusur. Bu yiizden “Oksidatif

stres” reaktif oksijen tlirlerinin liretimi ile antioksidan savunma arasindaki kritik



dengenin doku hasarina yol agabilecek bir sekilde, oksidanlar lehine bozulmasi olarak
tanimlanmistir (Betteridge, 2000).

Oksidatif stresin birgok hastalik durumunda Onemli bir rol oynadigi
bilinmektedir. Astim, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH), kistik fibrozis,
hepatit ve karaciger hastaliklari, g6z hastaliklar1 (katarakt olusumu, makiiler
dejenerasyon), Crohn’s hastaligi, inflamasyon, romatoit artrit, noérodejeneratif
hastaliklar, obezite ve metabolik sendrom, pankreatit, deri hastaliklari, felg, infertilite,
iskemi/reperfliizyon hasar1 ve ateroskleroz oksidatif stresin roliiniin kesin olarak tespit
edildigi hastaliklardir (Dasgupta & Klein, 2014). Ayrica oksidatif stres ile dolayli
iliskinin oldugu Onerilen birgok hastalik da vardir, ancak bu hastaliklar ile oksidatif
stresin patofizyolojisindeki rolii arasinda saglam bir iliski kurmak i¢in daha fazla
arastirma yapilmasi gerekmektedir (Dasgupta & Klein, 2014).

Reaktif oksijen tiirlerinin {iretimi ve antioksidan savunma arasindaki dengenin
oksidanlar yoniine kaymas: olarak agiklanan oksidatif stresin, seker hastaliginda
(Diabetes mellitus) doku hasari1 olusumundaki olas1 roliiyle ilgili olarak tartisilmaktadir
(Betteride, 2000; Asmat, Abad & Ismail, 2016).

2.4. Diabetes Mellitus (DM) ve Tiirleri

Diabetes mellitus (DM) insiilin sentezindeki, insiilinin g¢alismasindaki veya
herikisindeki eksiklikten kaynaklanan metabolik bir hastaliktir. Kanda yiiksek seker
miktariyla karakterize edilmesine ragmen, sadece karbonhidrat metabolizmasiyla iliskili
olmay1p, yag ve protein metabolizmalariyla da iliskili kronik bir hastaliktir (Beslenme
ve Diyet, 2019). Diyabet iyi takip ve tedavi edilmediginde ¢esitli organlarda da hasar
olusumuna yol agar. Ilerlemis diyabet hastalarinda retinopati (retina ve goz
damarlarinda bozukluga bagli gérme kaybi), nefropati (bobrek yetmezligine yol agan),
noropati (sinir harabiyeti) dahil olmak tiizere kalbi besleyen ve beyin damarlarinda
bozukluklar gelisebilir (Govindappa, 2015).

Seker hastaliginin genellikle Tip 1 ve Tip 2 cgesitleri bilinir. Tip 1 diyabette
pankreas insiilin iiretmez, genellikle ¢ocukluk déneminde ortaya cikar. Insiilin
iiretiminin yetersiz olmasi veya hi¢ olmamasindan dolayi, tedavisi disaridan insiilin
alinmasidir. Tip 2 diyabet daha sik goriilen diyabet gesididir. Insiilin sekresyonu veya

faaliyetinde azalma, hiicrelerin insiiline kars1 duyarsizlagsmasi sonucu goriiliir.



Genellikle yetiskinlerde (40 yas sonrasi) ortaya c¢ikar ve tiim diyabetlilerin % 90’m1
kapsar. Tedavide agiz yoluyla alinan ilaglar veya insiilin salgilanmasini uyaran ilaglar
kullanilir. Ayrica gebelik sirasinda hormonal degisimlerden kaynaklanan “Gestasyonel
Diyabet”, erken yasta goriilen Tip 2 diyabet benzeri “Genglerin eriskin tipi diyabeti
(Maturity Onset Diyabet)” ve Tip 1,5 da denilen ileri yasta goriilen latent otoimmiin
diyabet “LADA” az bilinen diger seker hastaligi ¢esitleridir (Beslenme ve Diyet, 2019).

Tip 2 diyabette temel sorunlar insiilin sekresyonunda azalma, insiilin direnci ve
fazla kan glukoz diizeyidir. Bu yiizden Tip 2 diyabet tedavisi igin terapétik stratejiler
insiilin sekresyonunun uyarimini, hedef dokularda insiilinin etkisinin artirilmasini ve
oligo- ve disakkarit yitkiminin inhibisyonunu kapsar. Kan sekeri seviyesini diisiirmek
icin ve diyabeti kontrol etmek i¢in yaygin olarak kullanilan ilaglar siilfoniliireler,
biguanid, glukozidaz inhibitorleri, aldoz rediiktaz inhibitorii, tiyazolidindionlar,
karbamoilmetil benzoik asit, insiilin-benzeri biiyiime faktoriidiir (Sales, Souza, Simeoni,
Magalhaes & Silveira, 2012). Klinikte kullanilan bu ilaglar etki mekanizmalarina gore 3
grupta incelenebilir: Silfoniliireler (6r; gliklazid, tolbutamid) pankreastan insiilin
salinmmini arttirir; Biguanidler (6r; metformin) insiilin varliginda hiicrelere glukoz
girisini  arttirirlar;  o-glikozidaz inhibitorleri  (6r; akarboz, miglitol) bagirsakta
karbonhidrat hidrolizini yavaslatarak yemek sonrast kan sekeri yiikselmesini
(postprandiyal hiperglisemi) engellerler (Erdogan, 2002).

2.4.1. a-Amilaz ve a-Glukozidaz Enzimleri

a-Amilaz insanlarda tiikiiriik bezi ve pankreastan salgilanir ve beslenmeyle
aliman ekmek, makarna, patates gibi yiyeceklerde bulunan nisastay1 hidrolizler. Nisasta
molekiilii (al—4) glukozidik baglardan olusan amiloz ve (al—4) glukozidik
baglanmalarina ek olarak (al—6) glukozidik dallanma goésteren amilopektin olmak
tizere iki adet glukoz polimeri igerir.

a-Amilazlar, amilozdaki (al1—4) glukozidik baglarim1 maltoz ve zincir
uclarindan glukoz verecek sekilde hidrolizler, ancak bir disakkarit olan maltoz tizerinde
etkili olmazlar. a-Amilazlar amilopektin ve glikojen {izerinde de (a1—4) baglarina etki
eder ve oligosakkaritler ile dallanmis oligosakkaritler (a-limit dekstrinler) olusur.

Boylece nisastanin hidrolizi sonucu bir tirtin karisimi olusur (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Amiloz ve amilopektinin a-amilaz ile hidrolizi (Smith ve Morton, 2010)

Nisastanin sindirimi agizda tiikkriik amilazi ile baslar. Mideye geldikten sonra
tikriik amilazi diisiik pH'da inaktif hale gelir. Yiyeceklerde bulunan nisastanin % 50'si
kadar: sindirilmis olur. Sindirim kanalinda yemek oldugunda pankreastan duodenuma
salinan ve tiikriikk amilazindan daha fazla miktarlarda tiretilen ikinci bir a-amilaz vardir.
Ince bagirsakta nisasta ve glikojenin sindirimi pankreatik o-amilaz ile devam eder.
Pankreatik a-amilaz maltoz, dekstrin oligosakkaritleri ve (a1—6) dallanma noktasi
igeren amilopektin pargaciklarini agia ¢ikarir (Boyle, 2005). Iki kaynaktan gelen o-
amilazlar, farkli aminoasit dizilerine sahip olmasina ragmen, benzer katalitik 6zelliklere
sahiptir ve her ikisi de nétr veya hafif alkali pH’da ¢alisir.

Ince bagirsakta pankreatik a-amilazin maltoz ve dekstrinlere parcaladig
karbonhidratlarin emilebilmesi i¢in glukoz birimlerine ve diger monosakkaritlere
hidrolizlenmesi gerekir. Ince bagirsak liimenindeki firga kenarli epitel hiicrelerin
membranina bagli intestinal a-glukozidazlari oligosakkaritleri, trisakkaritleri ve
disakkaritleri glukoza hidrolizler ve sonrasinda monosakkaritlerin emilimi gergeklesir.
Diyabetik hastalarda bu enzimin inhibisyonu, gecikmis bir glukoz emilimine ve

postprandiyal hipergliseminin azalmasina neden olur.

2.4.2. Diyabet Hastaliginda Bitkisel Yaklasim
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu (IDF) 8. Diyabet Atlasina gore 2017 yilinda
diinyada 425 milyon diyabet hastasi (20-79 yas arasi) oldugu ve bu rakamin 2045

yilinda 629 milyon olacagi ongoriiliiyor. Yine IDF verilerine gore iilkemizde 6,694
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milyon kisi seker hastasi olup, 2045 yilinda diyabet goriilme sikligi 6ngoriilen ilk 10
tilke arasinda Tiirkiye 11,2 milyon kisiyle 10. sirada yer alacaktir (Diabetesatlas, 2018).

Diyabetle ilgili yapilan harcamalar tiim iilkeler igin saglik hizmetleri sistemlerin
tizerinde biiyiik bir ylik olusturmaktadir. Ayrica oral hipoglisemik ajanlarin etkinligi ve
giivenilirligi, insiilinin maliyeti ve bulunabilirligi antidiyabetik ajanlarla ilgili olarak
alternatif alanlarda arastirmalara yol agmistir. Bu alanlardan biri de yeryiiziinde yaygin
olarak bulunan bitkilerden yararlanma fikridir. Bitkiler, 6zellikle tibbi bitkiler, ¢esitli
aktif bilesenleri icermeleri, kolay bulunabilmeleri, ucuzlugu ve kullanilabilme kolaylig1
gibi sebeplerle diyabet hastaliginin tedavisinde biiyiik bir imkan sunabilirler (Yatoo,
Saxena, Gopalakrishnan, Alagawany & Dhama 2017).

Bitkiler antidiyabetik etkiye sahip olan fitobilesenleri igerebilirler. Bu
fitobilesenler arasinda fenolikler, flavonoidler, terpenoidler, alkaloitler, kumarinler,
antrakinonlar, tanenler, saponinler, kardiyak glikozitler bulunur. Bitki bilesenleri
antioksidan aktivite gOstermelerinin yanisira farkli mekanizmalar vasitasiyla
antidiyabetik aktivite de sergilerler; insiilin benzeri etki, Langerhans adacik beta
hiicrelerinin rejenerasyonu, hipoglisemik etki, hepato-pankreatik koruyucu etki, aldoz
rediiktaz aktivitesinin inhibisyonu veya karbonhidrat emiliminin azaltilmasi gibi (Yatoo
vd., 2017).

Sindirim kanalinda karbonhidratlarin hidrolizlenmesinde gorev alan -
glukozidaz veya a-amilaz enzimlerinin inhibisyonu yoluyla karbonhidrat emilimini
yavaglatilabilir. Zaten gilinlimiizde diyabet tedavisindeki ilag¢ gruplarindan biri olan
enzim inhibitorleri, oral antidiyabetik ajan olarak kullanilmaktadir. Diyabet tedavisinde
en onemli yaklagimlarindan biri yemek sonrasi hiperglisemiyi diisiirmeye yoneliktir.
Bunun i¢in sindirim kanalinda karbonhidratlar1 hidrolizleyen a-glukozidaz ve a-amilaz
enzimlerinin inhibisyonu yoluyla karbonhidrat emilimi yavaslatilir ve yemek sonrasi
kan sekeri yilikselmesi azaltilir. Diger antidiyabetik ilaglardan farkli olarak a-glikozidaz
inhibitorleri sadece ince bagirsakta etkisini gosterirler (Arituluk & Ezer, 2012; Erdogan,
2002).

Geleneksel olarak halk arasinda diyabete karsi ¢esitli bitkiler kullanilmaktadir.
Ulkemizde  Rosaceae  (Giilgiller),  Asteraceae  (Papatyagiller),  Lamiaceae
(Ballibabagiller) familyalar1 basta olmak iizere cesitli bitki ailelerinin bir¢ok tiiriiniin

halk arasinda diyabete karsi kullanildigi bildirilmistir (Arituluk & Ezer, 2012).
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Bunlardan bazilar1 kudret nar1, gemen, gurmar, tar¢in, Ginseng tiirleri, konyak bitkisi
(Aslan & Orhan, 2010), tetra, maydanoz, pelinotu, devedikeni, kenger, yeralmasi,
solmaz ¢igek, karahindibag, ¢obangantasi, miirver, kizilcik, ardig, ceviz, kekik, adacay,
bamya, ebegiimeci, dut, hiinnap, acibadem, 1sirgan ve Rosaceae ailesinden mahlep,
visne, ali¢, ayva, taflan, yabani elma, musmula, giivem, ahlat, kugsburnu, bogiirtlen, tivez
(Arituluk & Ezer, 2012)’dir. Bu bitkilerin yaprak, yumru, ¢i¢ek, dal, kok, rizom, tohum,
geng siirgiinleri veya bitkinin tamami su ile kaynatilarak, birka¢ giin soguk suda
bekletilerek, lizerine kaynatilmis su eklenerek, ¢ig veya pisirilmis olarak diyabete karsi
kullanilmaktadir (Artuluk & Ezer, 2012). Goriildiigii iizere Rosaceae ailesine ait
bitkiler de diyabete karsi halk ilaci olarak kullanilmaktadir. Bu yiizden yapilan
caligmada bu bitki ailesine ait elma, ayva, armut, kugsburnu, giivem ve ahlat (yabani
armut) agaci yapraklarinin antioksidan aktivite caligmasina ilaveten a-amilaz ve ao-

glukozidaz enzimleri iizerindeki inhibisyon etkisi incelenmistir.

2.5. Antioksidanlar / Antioksidan Savunma Elemanlari

Canli hiicrelerde siirekli kimyasal reaksiyonlar meydana gelmekte ve ozellikle
acrobik canlilarda bu reaksiyonlar sonucu) eslesmemis bir veya daha fazla tek elektron
tastyan serbest radikaller olusmaktadir. Bu reaktif tiirler hiicrede bulunan lipid, protein,
DNA ve karbonhidrat gibi tiim biyomolekiillere saldirarak, oksidasyonlarina yol agar.
Organizmanin saglikli bir yasam siirdiirebilmesi ic¢in oksidan/antioksidan dengesi ¢ok
onemlidir. Bu yiizden organizmada serbest radikallerin olusumunu ve bunlarin meydana
getirdigi hasarlar1 6nlemeye yonelik savunma mekanizmalari mevcuttur. Bunlar
“antioksidan savunma sistemleri” veya kisaca “antioksidanlar” olarak bilinirler.

Genel olarak antioksidanlar oksidasyona agik olan bilesiklerin oksidasyonunu
azaltan veya engelleyen maddelerdir. Gerek canli organizmalardaki gerekse gidalardaki
lipidler kolaylikla okside olabilen molekiillerdir. Lipidlerin yan1 sira protein, DNA ve
karbonhidrat gibi okside olabilen diger tiim molekiilleri de icerecek sekilde
antioksidanlar “okside olabilen substratlara kiyasla diisiik konsantrasyonlarda bulunan
ve substratlarin oksidasyonunu Onleyen veya geciktiren maddeler” seklinde
tanimlanabilir (Becker, Nissen & Skibsted, 2004).

Canlilarda ve gidalarda reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve meydana

getirdikleri hasarlar1 Onlemeye c¢alisan antioksidanlar farkli sekillerde etki
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gosterebilirler. Bu mekanizmalar su sekilde 6zetlenebilir (Rice-Evans, 1999; Seven &
Candan, 1996):

a) ROT olusmasini engelleyebilirler; 6rnegin 6zellikle hidroksil radikalinin olusumunda
katalizor olan demir ve bakir iyonlarini baglayan metal selatorleri gibi.

b) ROT’lar1 yakalayip nétralize edebilirler; 6rnegin flavonoidler, a-tokoferol, askorbik
asit, metiyonin, tirik asit, -karoten, indirgenmis glutatyon molekiilleri.

¢) Olusan radikalleri detoksifiye edebilirler; 6rnegin ROT’lar1 daha az toksik triinlere

dontistiiren Siiperoksit dismutaz, katalaz enzim sistemleri gibi.

2.5.1. Antioksidanlarm Siniflandirilmasi

Antioksidan etki gosteren bilesikler ¢ok genis bir g¢esitlilikte oldugu igin
simiflandirilmalar1 da cesitlilik gostermektedir. Yapilarina, olusumlarina, etkilerine,
¢oziiniirliiklerine ve kinetik davraniglarina gore cesitli sekillerde siniflandirilabilirler:
1) Reaksiyon mekanizmalarina goére birincil ve ikincil antioksidanlar olarak ikiye
ayrilirlar. Birincil antioksidanlar otooksidasyonun baslangicinda veya ileri asamasinda
lipid tiirevli radikallere hidrojen atomu verirler ve zincir kiric1 antioksidan olarak rol
oynarlar. Dogal kaynakli karotenoitler, tokoferoller ve gesitli halka siibstitiisyonlar1 olan
polifenolik bilesikler birincil antioksidanlardir. Ikincil antioksidanlar metallerle selat
yapma, UV 15181 absorblama veya singlet oksijeni giderme gibi ¢esitli mekanizmalarla
etki gdsteren koruyucu antioksidanlardir. Ornek olarak EDTA, sitrik asit, askorbik asit
ve karotenler verilebilir (Akoh & Min, 2008).

2) Lipit peroksidasyonu yiyeceklerde meydana gelen, yiyecegin tat, koku ve aromasini
olumsuz etkileyerek gida kalitesinin bozulmasina yol acan radikalik bir reaksiyondur.
Lipit peroksidasyonunu onlemek veya yavaslatmak i¢in ortamdaki oksijenin ve metal
katalizorlerinin  uzaklastirilmas1  gerekir. Antioksidanlar lipit peroksidasyonunu
onlemede nasil islev gosterdiklerine gore siniflandirilabilir (Cizelge 2.1) (Embuscado,
2015).
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Cizelge 2.1. Farkli antioksidanlarin lipid peeroksidasyonu flizerindeki etkisine gore

smiflandirmasi

Antioksidan sinifi

Ornek

Fonksiyonu

Serbest radikal

stipiirticiiler

BHA

BHT

TBHQ

Propil gallatlar
Tokoferoller

Baharat ve bitki ekstreleri
(biberiye, karanfil, adacayi,
kekik)

Bir hidrojen atomu vererek
serbest radikalleri notralize
ederler.

Oksijen tutucular

Askorbik asit
Erithorbik asit
Askorbatlar

Siilfitler ve bistlfitler
Askorbik palmitat

Oksijenle reaksiyona girerler.

Selatlama yapanlar

Sitrik asit
EDTA
Fosfatlar

Oksidasyonu katalize
edebilen metal iyonlar1 ile
selat yaparlar.

3) Antioksidanlarin alfabetik olarak yapilan siniflandirilmasi ve 6rnekleri Cizelge 2.2°de
goriilmektedir (Flora, 2009).

Cizelge 2.2. Antioksidanlarin alfabetik siniflandirmasi ve bu kategorilere érnekler

Alfabetik adi Antioksidanin kategorisi Ornek
Antioksidan C Karotenoidler B-karoten, Likopen, Lutein
Antioksidan E Enzimler SOD, Katalaz, GPx
Antioksidan G Glutatyon Glutatyon
Antioksidan H Hormonlar Melatonin, Ostrojen

Antioksidan L

Lipitlerle iligkili molekiiller

Ubikinol-10, N-asetil sistein,

L-lipoik asit
Antioksidan M Mineraller Cinko, Selenyum, Bakir
Antioksidan P Fenolikler Kersetin, Katesin

Antioksidan S

Saponinler, Steroidler

Kortizon, Ostradiol, Ostriol

Antioksidan V

Vitaminler

a-tokoferol, Askorbik asit
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4) Antioksidanlar dogal ve sentetik olarak iki ana smifa ayrilabilir (Sekil 2.4). Dogal
antioksidanlar, insan metabolizmasinda sentezlenir veya diger dogal kaynaklardan
desteklenir. Bunlar kendi i¢inde de enzimatik antioksidanlar (Siiperoksit dismutaz,
katalaz, glutatyon peroksidaz, glutatyon rediiktaz) ve enzimatik olmayan antioksidanlar
(glutatyon, lipoik asit, iire, bilirubin, koenzim Q, vitaminler, karotenler, polifenoller,
mineraller) olarak ayrilabilir. Sentetik antioksidanlar gidalara koruyucu olarak eklenen
BHT, BHA, EDTA, PG’tir (Mamta vd., 2019).

Antioksidanlar
I_I_|
) Sentetik
Dogal BHA_ BHT, EDTA
1
I 1
Enzimatik Enzimatik Olmayvan
I 1 1 : 1 1
binncil Mineraller| [Vitaminler| | Karotenoidler ] Diz L
17er Antioksidanlar
SOD. CAT, [ |se Mn 7n| |VtC E Al |  Karoten Polifenoller = )
GPy Likopen, Lutein
Ikincil —| Flavonoidler Protein vapili olanlar
GEed, GR6FDH | Albumin, Seruloplazmin,
. . . Tranzfernn
— Polifenolik asit
Protein olmavanlar
—  Tanenler e wma .
Bilirubin, Urik asit, Lipodk asit
~ Kumarinler

Sekil 2.4. Antioksidanlarin siniflandirilmas: (Mamta vd., 2019)

Dogal antioksidanlar endojen kaynakhidirlar ve viicudumuzdaki antioksidan
savunma sisteminde yer alan baslica elemanlar ise enzimler, metal iyonlarin1 baglayan
proteinler, suda ve yagda ¢oziinen radikal giderici 6zellikteki bilesiklerdir. Viicuttaki bu
enzimatik ve endojen savunma sistemlerine ilaveten gidalarla alinan antioksidan 6zelligi
olan molekiiller de vardir. Bunlarin en bilinenleri Sekil 2.4’de de goriildiigii gibi
vitaminler, karotenoidler ve genis bir yer tutan polifenolik bilesiklerdir. Bu bilesikler
bitkiler tarafindan enfeksiyon, yaralanma, UV ve radyasyon gibi stres kosullarinda
sentezlenen ikincil metabolitlerdir. Meyve ve sebzelerde bol miktarda bulunan

polifenolik bilesikler serbest radikalleri giderici etki gosteren giiglii antioksidanlar
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olarak bilinmektedir. Bu nedenle viicudun endojen antioksidan sisteminin diyetle

alinacak antioksidan bilesikler ile desteklenmesi yararli olacaktir.

2.5.2. Antioksidan Kaynag Olarak Bitkiler

Beslenme ile tiikketilen taze meyve ve sebzelerin birgok hastaliga karsi koruyucu
etki gosterdigi bilinmektedir. Bir¢ok calismada diyette alinan taze meyve ve sebzelerin
katarakt, kardiovaskiiler hastaliklar, obezite, diyabet ve ozellikle bazi kanser tiirleri
tizerinde etkili oldugu ve hastaliklarin olusma riskini azalttig1 bildirilmistir (Schroder,
2007; Tavani, Negri & Vecchia, 1996; Giugliano, Ceriello & Esposito, 2006; Steinmetz
& Potter, 1996; Vecchi, Altieri & Tavani, 2001; Oude, Geleijnse, Kromhout, Ocke,
Verschuren, 2010; Liu, 2013). Bu koruyucu etkiler besinlerde bulunan polifenolik
bilesikler (flavonoidler ve fenolik asitler), askorbik asit, a-tokoferol, B-karotenoidler,
glutatyon, fitosteroller, azotlu bilesikler (alkaloitler, klorofil tiirevleri) ve

izotiyosiyanatlar gibi antioksidan 6zellikli bilesiklerden kaynaklanmaktadir (Wilson vd,
2017; Zou, Xi, Hu, Nie & Zhou, 2016; Kolektif, 2018).

2.5.2.1. Polifenolik Bilesikler

“Polifenolik” terimi birden fazla hidroksil grubunu ifade etmesine ragmen,
“fenolik bilesik” ve “polifenoller” terimleri genellikle ayni anlamda kullanilmaktadir
(Dorman, Peltoketo, Hiltunen & Tikkanen, 2003). Fenolik bilesik meyve ve sebzelerde
dogal olarak olusan, baslica fenolik asitler, basit fenoller ve flavonoidleri kapsayan
organik bilesiklerdir. Bitkilerin sekonder metabolitleri olup, yapilarinda en az bir
aromatik halka ve buna bagli olan bir veya birden fazla hidroksil grubu bulundururlar.
Fenolik bilesikler bitkilerde gogunlukla hidroksil gruplarindan sekerlerle (en sik olarak
glukoz) konjuge olmus formda bulunurlar. Polifenollerin bitkilerde biiyiimenin
diizenlenmesi, bitkileri UV radyasyonuna, zararli bocek ve enfeksiyonlara karsi koruma,
bocekleri cekerek tozlasmay: saglama gibi bircok 6nemli fizyolojik goérevi vardir
(Dorman, Peltoketo, Hiltunen & Tikkanen, 2003). Ayrica bitkilerde tat, koku ve renk
olusumu tiizerinde de etkileri olan fenolik bilesikler, gida bileseni olarak insan saglig
acisindan enzim inhibisyonuna Sebep olmalari, antioksidan, antiviral ve antimikrobiyal

gostermeleri yoniiyle 6nem tasirlar. Fenolik bilesikler genis bir aile olup fenolik asitler
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(hidroksi sinnamik asitler, hidroksi benzoik asitler), flavonoidler, kumarinler, stilbenler,

lignanlar ve tanenler olarak siiflandirilir (Sonia & Sharma, 2015).

2.5.2.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler fenoliklerin en yaygin dagilim gosteren grubudur. Genel yapilar
C6-C3-C6 (difenilpropan) formunda olup, iki fenolik o6zellikli halkanin (A ve B
halkalar1), oksijenli heterohalka olusturmak {izere {i¢ karbonla (C halkasi1) birlesmesiyle
olusur (Sekil 2.5). Hidroksilasyon yeri ve C halkasindaki (kroman halkasi)
degisikliklerden dolay1 flavonoidler ¢esitlenir. Baslica antosiyaninler, flavonlar,
flavanonlar, flavonoller, flavanoller (katesinler) ve isoflavonlar alt gruplarina ayrilir
(Dorman, Peltoketo, Hiltunen & Tikkanen, 2003; Tsao, 2010).

Sekil 2.5. Temel flavonoid iskeleti (Tsao, 2010)

Antioksidan olarak davranan fenolik bilesikler, serbest radikalik zincir
reaksiyonlarinin sonlandiricist ve lipit peroksidasyonunu katalizleyen metal iyonlarinin
selatorleri olarak islev gorebilir (Sekil 2.5). Fenolik bilesiklerin gii¢lii antioksidan
kapasiteleri, aromatik halkadaki hidroksil grubundan bir hidrojeni kolaylikla serbest
radikale verebilmelerinden ve eslesmemis elektronlarin  aromatik  halkada
delokalizasyon sistemi ile, olusan fenoksil radikalinin stabilize edilmesinden
kaynaklanir (Rice-Evans, Miller & Paganga, 1996; Frankel & Meyer, 2000).

Flavonoidler primer antioksidan ve reaktif oksijen tiirlerini giderici olarak rol
oynar. Ayrica flavonoidlerin bazilar1 metal selatlayarak antioksidan aktivite gosterirler,
ciinkii flavonoidlerin polivalent fenol yapilart metal iyonlariyla kompleks
yapabilmelerine olanak saglar. Fenolik asitler de metal kompleksi olusturabilen fenolik
bilesiklerdir (Akoh & Min, 2008).

Antioksidan ozellik bilesigin  molekiiler yapisiyla yakindan iligkilidir.
Flavonoidlerde B halkasinin 2’-OH, 3-OH ve 4’-OH gruplar1 olmasi antioksidan
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aktivitete kritik rol oynadigi bildirilmistir (Cotelle vd., 1996). Genel olarak
flavonoidlerin antioksidan kapasiteleriyle ilgili ii¢ yapisal 6zellikleri vardir (Sekil 2.6):
1) Antioksidan kapasitesi i¢in flavonoid molekiiliiniin hidrojen (elektron) verebilmesi
Ozellikle 6nemlidir ve bu durum B halkasinda katesol grubunun (yani dihidroksillenmis
B halkas1) bulunmasiyla yakindan iligkilidir.

2) Bir 6nemli yapisal 6zellikleri de C halkasindaki 4-okso grubuna konjuge durumda 2.
ve 3. karbonlar arasinda doymamis bagin olmasidir.

3) B halkasinda iki hidroksil grubunun ve A halkasinda 5-hidroksil grubunun
bulunmasi, flavonoidlerin redoks-aktif metalleri selatlama kabiliyetine katkida

bulunmasi yoniinden ¢ok énemlidir.

OH
Sekil 2.6. Flavonoid yapis1 (Cotelle vd., 1996)

Giinliik beslenmede tiiketilen {iziim, nar, elma, yaban mersini, adacayi, biberiye,
kekik, brokoli, domates, sogan, sarimsak, havug, 1spanak, karnabahar, lahana, kereviz,
kusiiziimii, kocayemis, ¢ay, yesilcay, sarap, siyah iiziim suyu gibi ¢esitli meyve, sebze
ve iceceklerle yapilan arastirmalarda, fenolik bilesikleri ve 6zellikle flavonoidleri iceren
fitonutrientlerin yiiksek antioksidan aktiviteler gosterdigi bildirilmistir (Nehir, Karakaya
& Tas, 1999; Frankel, 1999; Halvorsen vd., 2002; Opara & Rockway, 2006; Wolfe &
Liu, 2007; isbilir, Orak, Yagar & Ekinci, 2012; Puganen, Kallio, Schaich, Jukka-Pekka
& Yang, 2018).

2.5.2.1.2. Tanenler

Tanenler bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan bitki polifenollerindendir.
Patojenlere, otgul hayvanlara ve ¢evresel diismanlara karsi bitkilerin savunma

mekanizmasi olarak rol oynarlar. Tanenler kimyasal yapilarma gore hidrolizlenebilen
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tanenler ve kondanse tanenler (proantosiyanidinler) olarak iki sinifa ayrilir.
Hidrolizlenebilen tanenler glikozillenmis gallik asitler, kondanse tanenler ise flavonoid
oligomer ve polimerleridir. En 6nemli 6zellikleri proteinleri baglayarak ¢oktiirmeleridir,
tanenlerin fenolik gruplari peptid ve proteinlerin —NH> gruplarina baglanir (Singh, Bhat
& Singh, 2003; Kolektif, 2018). Sarap, ¢ay ve olgunlasmamis meyveler tiikketildiginde
hissedilen biiziicii tat tanenlerden kaynaklanir. Insanlar tarafindan yenilen pekgok
yiyecegin besin degeri lizerinde biiylik etkileri vardir (Cobzac vd., 2005), 6zellikle
amilaz ve diger sindirim enzimlerini inhibe etmelerinden dolay1 anti-besinsel faktor
olarak bilinirler.

Polifenollerce zengin meyve ekstraktlarinin a-amilaz ve o-glukozidaz gibi
nisastay1 sindiren enzimlerin aktivitelerini azalttig1 bildirilmistir (McDougall vd., 2005).
Inhibisyon fenolik icerigine gére degisebilir, drnegin tanenler amilazi inhibe ederken,
glukozidazin inhibisyonu i¢in bir dizi polifenol gerekebilir (Boath, Stewart &
McDougall, 2012).

2.5.3. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Hastaliklarin  6nlenmesinde antioksidan etki gosteren bilesiklerin pozitif
etkilerinden dolay1 bu alandaki ¢alismalar ilgi alan1 haline gelmistir. Ayrica yag ve yag
iceren gidalarin raf dmriinii uzatmak iizere sentetik antioksidanlar yerine dogal kaynakl
antioksidan katki maddesi arayis1 da siirmektedir. Dolayisiyla dogal kaynaklarda
bulunan antioksidan bilesenlerin ekstraksiyonu sonrasi veya izolasyonu sonrasi bunlarin
antioksidan 6zellikte olup olmadig1 arastirllmaktadir. Bu calismada da bazi Rosaceae
ailesi bitkileri antioksidan potansiyeli acisindan incelenecektir. Diger yandan oksidatif
stres ¢alismalarinda da, organizmanin antioksidan savunma sistemlerinin durumunu
arastirmak i¢in biyolojik materyallerde antioksidan enzimlerin aktiviteleri veya endojen
antioksidanlarin  konsantrasyonlar1  Olgiilmektedir. Bu  gerekliliklerden  dolay1
giinimiizde antioksidan aktivitenin belirlenmesi amaciyla ¢ok sayida yontem
gelistirilmistir.

Molekiiler veya hiicresel diizeyde radikal giderme kapasitesi, indirgeme giicii ve
diger spesifik antioksidan ozellikleri dlgmek i¢in bir dizi kimyasal metodlar, gida ve
biyolojik model sistemler gelistirilmistir. Bu yontemler, antioksidan mekanizma,

substrat ve oksidasyon baslaticisi, sonucun hesaplanmasi ve islemin uygulanmasi gibi
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acilardan Dbirbirinden farkliik  gosterir  (Shadi, 2015). Antioksidan aktivite
caligmalarinda farkli metodlardan alinan sonuglari kiyaslamak zor oldugundan, bir
Oornegin veya bitki ekstraktinin  antioksidan  etkisinin  olup  olmadiginin
degerlendirilmesinde birden fazla antioksidan aktivite tayin metodu kullanilir.

Toplam antioksidan kapasiteyi 6lgmek igin kullanilan metodlar dayandiklari
kimyasal reaksiyonun esasina gore genellikle iki gruba ayrilirlar: Hidrojen atomu
transferine (HAT) ve bir tek elektron transferine (SET) dayanan metodlar. Bu
metodlarda antioksidandan serbest radikal molekiiliine elektron transferi veya H*
verilmesinin direk 6l¢limil yapilir ve ¢alisilan 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi
yerine radikal veya oksidan giderici kapasitesi 6l¢iilmiis olur.

HAT temelli metodlar, 6rnegin bir hidrojen vererek serbest radikalleri giderme
yetenegini Olger, ¢oziicli ve pH’dan bagimsizdir, genellikle hizli metodlardir (Prior’dan
aktaran Giil¢in, 2012). Bu esasa dayanarak antioksidan etkiyi degerlendiren metodlarin
bazilar1 sunlardir:

- Oksijen Radikal Absorplama Kapasitesi (ORAC)

- Toplam Radikal Tutucu Antioksidan Parametre (TRAP)

- Indiiklenmis LDL Oksidasyonunun Inhibisyonu

- Toplam Oksiradikal Siiptirme Kapasitesi Yontemi (TOSCA)
- B-Karoten Agartma Metodu

- Crocin Agartma Metodu

SET temelli metodlarda, antioksidan molekiilden metal iyonu veya radikal gibi
oksidan bilesige bir elektron transfer edilir. Bu da oksidanin renk degisimine neden olur
ve UV/VIS ile absorbans degisimi olgiiliir. Genellikle pH’ya bagimli, yavas ve zaman
gerektiren metodlardir. SET temelli metodlarin bazilari sunlardir (Giilgin, 2012):

- Folin-Ciocalteu Ayiraci ile Toplam Fenolik Metodu

- ABTS Katyonik Radikali Giderme Metodu

- Fe (IIT) Iyonu Indirgeme Giicii

- DPPH Radikali Giderme Metodu

- Bakir (II) Iyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC) Yontemi

Antioksidan bilesikten serbest radikal molekiiliine elektron transferi veya H*

verilmesinin Sl¢limiinii  yapan bu metodlardan bagka; gidalarda veya biyolojik

sistemlerdeki makromolekiillere zarar veren oksidanlar1 ve radikalleri (O2*" , OHe,
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H202, *NO yakalama metodlart gibi) Olgen metodlar, antioksidan enzimlerin
aktivitesini Olgen metodlar ve lipid peroksidasyon f{iriinlerinin OSl¢limiinii yapan
(Malonildialdehit tayini-TBARS metodu, Peroksit degeri-POV, Ransimat metodu) diger

metodlar da vardir.

2.5.3.1. Tez Calismasinda Kullanilan Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.5.3.1.1. FCR ile toplam fenolik bilesik tayini

Metod baslangigta protein tayini igin disiiniilmiistiir, ¢ilinkii tirozin amino
asidinin yapisindaki fenol grubu Folin-Ciocalteu ayiraci (FCR) ile etkilesir. Daha
sonralar1 metodun toplam fenolik bilesen tayini i¢in de kullanimi artmistir. Ancak
reaktif Cu®, C vitamini gibi fenolik olmayan bilesikler tarafindan da indirgenebildigi
icin fenolik bilesiklere spesifik degildir. Bu metotta o6rnekteki (bitki ekstrakti veya saf
madde) fenolik bilesiklerden, ayiractaki Mo(VI)’a bir elektron transfer edilir ve
molibdenyumun indirgenmesiyle renk saridan maviye doner. 760 nm’de absorbans

oOlgiilir (Singleton, Orthofer & Lamuela-Raventos, 1999).

2.5.3.1.2. DPPH radikali giderme metodu

Bu metod ilk kez Stanford Universitesi'nden Marsden Blois tarafindan
gelistirilip (Blois, 1958), kisa bir makale olarak sunulmasina ragmen oldukea etkili
olmustur ve giintimiizde de siklikla kullanilmaktadir. Antioksidan bilesiklerin serbest
radikal giderme giiciinii belirleyen hizli, pratik ve genel kabul goérmiis bir yontemdir.
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikali ticari olarak mevcut olan stabil bir
radikaldir. Alkoldeki ¢ozeltisi mor renkli olup 515-520 nm’de maksimum absorbans
verir. Ortama antioksidan bilesik ilave edildiginde rengi sartya doner ve absorbansin

diistisii spektrofotometrik olarak izlenir (Sekil 2.7) (Molyneux, 2004).
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Sekil 2.7. DPPH radikalinin antioksidan molekiil ile reaksiyonu (Molyneux, 2004)
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Antioksidan aktiviteyi yorumlamak i¢in Son zamanlarda gelistirilen bir
parametre  “etkin  konsantrasyon (EC)”dur. Baslangictaki DPPH  radikali
konsantrasyonunun % 50’sini azaltmak i¢in gerekli antioksidan miktarini ifade eder ve
ECso (mg/mL) olarak isimlendirilir. ECso degeri antioksidan aktiviteyi degerlendirmek
icin yaygin olarak kullanilan bir parametredir (Molyneux, 2004). Standart maddelere

gore diisiik olan ECso degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.

2.5.3.1.3. ABTS katyonik radikali giderme metodu

Bu yontemde 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) hidrojen
peroksit, potasyum persiilfat gibi yiikseltgenler ile tepkimeye sokulup ABTS™ radikali
olusturulur. Radikalik ¢ozelti koyu yesil-mavi renkli olup 734 nm dalga boyunda
maksimum absorbans verir. Antioksidan bilesik ile tepkimeye sokuldugunda,
indirgenerek ABTS’nin rengi agilir ve absorbansi azalir (Sekil 2.8) (Rice-Evans,
1999).

Potasyum persiilfat
1 e-
ABTS < > ABTS™
P P Trerps katyonik serbest radikal
o 5
/ ' -
=X 1e- N/ _
o} =N N : " \
s \S> N=( m 2 f b /@ESFN}F{IJ@
= x / . . _ =i
e s S o "ANTIOKSIDAN" Ho™% | SN
Y Or; Trolox 4 “OH

Sekil 2.8. ABTS’ nin kimyasal reaksiyonu (Boligon, Machado & Athayde, 2014)

Bu metotda antioksidan kapasite suda ¢oziinen E vitamini analogu olan troloks
esdegeri olarak tayin edilir. Bu yiizden TEAC metodu olarak da bilinir. TEAC, 1 mM
troloksun  gosterdigi  aktiviteyi  gOstermek igin  gerekli olan  antioksidan

konsantrasyonunu ifade eder.
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2.5.3.1.4. CUPRAC yontemi (Bakar (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi)

Metod CUPric Reducing Antioxidant Capacity-CUPRAC adiyla 2004 yilinda
literatiire girmistir. Bu yontemde ayn1 ortamdaki 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolin
(Neokuproin-Nc) ve Cu (II) bulunur. Cu(ll)-Nc reaktifi biyolojik bakimdan onemli
antioksidanlar1 ve ¢ogu polifenolik bilesigin  yiikseltgemesini  saglayabilir.
Antioksidanlar veya 6rnekte bulunan antioksidan 6zellikli bilesikler tarafindan Cu(ll)
Cu(I)’e indirgenir. Olusan Cu(l)-Neokuproin selat1 (Sekil 2.9) 450 nm’de maksimum
absorbans verir, yiiksek absorbansi yiiksek antioksidan aktivitenin gostergesidir (Sekil
1.9) (Apak, Giiclii, Ozyiirek & Karademir, 2004).

— - o _ —-.
O | avom,  acon, | (OO
N N N N
HsC \c/ CH; / H3C \ / CH; "
u Cu + H
H3C, / N\ CH3 HsC, VAN CHs
@@@ <Odb>
Acik mavi CUPRAC reaktifi San renkli iiriin, Amaz= 450 nm

Sekil 2.9. CUPRAC yontemine ait kimyasal reaksiyon (Apak vd., 2004)

2.5.3.1.5. Indirgeme giicii tayini

Bir tek elektron transferine (SET) dayanan mekanizma ile ¢alisan antioksidanlar,
serbest radikale bir elektron vererek SR’yi nétralize ederler. Dolayisiyla bir bilesigik ne
kadar giiclii bir indirgen madde ise, o derece giiglii bir antioksidandir. Indirgeme giicii
metodunda ortamdaki indirgen madde yani antioksidan etki gosteren madde Fe3*
iyonlarmi Fe?* iyonlarina indirger. Degerlik degistiren demirin olusturdugu Prusya
mavisi rengindeki kompleksin absorbansi 700 nm’de okunur. Bu yontemde absorbansi

yiiksek ¢ikan maddelerin antioksidan aktivitesi de ytiksektir.

2.5.3.1.6. p-karoten renk a¢ilim yontemi

Karotenoidler 151k, sicaklik veya peroksil radikalleri tarafindan pargalanma
sonucu renklerini kaybederler. Bu yontemde, emiilsiyon igideki B-karoten ve linoleik
asit karisiminda 1s1 etkisiyle linoleik asit peroksidasyonu olusturulur. Oksidasyon

sonucu olusan lipid radikalleri (LO*, LOO* gibi) 490 nm’de maksimum absorbans veren
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B-karoteni pargalayarak renginin agilmasina neden olurlar. Calisilan 6rnek antioksidan
etkiye sahip ise olusan radikalleri gidererek -karotenin renginin agilmasini 6nler veya
geciktirir. Bu degisim spektrofotometrik olarak izlenir (Miller, 1971).

2.6. Calismada Kullanilan Bitkiler

2.6.1. EIma (Malus sylvestris Miller)

Diger ad1 Alma’dir. Genellikle yaprak doken kisa boylu agaclardir, 1liman iklim
bitkisidir. Ormanlar, ¢aliliklar, kayalik yamaclar, dere kenari ve tarla kenarlarinda
yetisir. Tiirkiye’de yaygmndir. Diinyada Kafkasya, Kuzey Iran ve Kirim’da yetisir.
Yapraklar1 yumurtamst, elips, listii parlak yesil ve zamanla tiiysiizlesen, alt1 solgun yesil
ve ince tiiylliidiir. Nisan-Mayis aylarinda ¢icek agar; sari, yesilimsi sari, yesil, kirmizi
meyveler verir. Meyveleri yas, kuru, likor, sirke seklinde kullanilabilir (Dalgi¢ & Giiler,
2015).

2.6.2. Ayva (Cydonia oblonga Miller)

Iliman iklim bitkisidir, kiigiik agaclardir. Ormanlar, c¢alilar ve dere kenarlarinda
yetisir. Vatam1 Kuzey Iran, Kuzey Irak ve Kafkasya’dir. Yapraklari yumurtamsi, basit,
grimsi-koyu yesil renkli ve olgunlaginca tiiysiizdiir. Meyveleri yenir, taze ve kuru olarak
kullanilabilir. Tanen, pektin ve miisilaj maddeleri igerir. Meyve, yaprak ve kabuklarinin
tibbi degeri vardir (Dalgic & Giiler, 2015).

Ayva agac1 yapraklarinin Tirkiye’de halk ilaci olarak karin agrisi, soguk
alginhigi, brongitte oksiiriik kesici ve balgam soktiiriicii olarak ve seker hastaliginda
kullamildig1 bildirilmistir (Fujita vd., 1995; Bulut, 2011; Tuzlaci, Alparslan Isbilen &
Bulut, 2010.; Tuzlact & Senkardes, 2011). Ayva yapraklar1 bagka {ilkelerde de
hastaliklarm 6nlenmesinde veya tedavisinde kullamlmaktadir. Italya’da deri ve
kardiyovaskiiler hastaliklarin tedavisinde; Portekiz’de sedatif, antipiretik, ishal ve
Okstiriik kesici 6zelliklerinden dolayr geleneksel tipta kullanilmaktadir (Oliveria vd.,
2012).
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2.6.3. Armut (Pyrus communis L.)

Yaprak doken genis tagli agaglardir, boylar1 20 metreye ulasabilir. I[liman iklim
bitkisidir. Ormanlik ve ¢aliliklarda yetisir. Tilrkiye’de Kuzey ve Giineybati Anadolu’da,
diinyada Anadolu ve Kafkasya’da yetisir. Yapraklar1 daire, eliptik, yumurtamsi, parlak
yesil renkli ve zamanla tiiysiizlesen, 3-5 cm civarindadir. Mart-Nisan aylarinda ¢icek
acar; meyveleri sulu ve tathidir (Dalgigc & Giiler, 2015).

Cin ve Kore’de geleneksel halk tibbinda armut meyveleri antiinflamatuvar,

diiiretik olarak, oksiiriik ve kabizlik 6nleyici olarak kullanilmaktadir (Lee vd., 2011).

2.6.4. Ahlat (Pyrus elaeagnifolia L.)

Boyu 15 metreye kadar uzayabilen, yuvarlak tagli, dikenli ve dikensiz, gévde
kabugu catlakli ve kalindir. Yapraklar1 basit, dar eliptik, gri, tiiylii, alttaki damarlari
tiyliidiir. Cigekleri beyaz ve kiimeler halindedir. Meyveleri elmamsi, armutsu, kiiremsi,
tek veya kiimeler halinde, olgunlasmamis hali sarims1 yesil, olgunlasmis hali kalin
ceperli ve kahverengidir. Tasli, kumlu, kuru, nemli ve her tiirlii toprakta yetisebilir.
Erozyona karsi etkilidir. Iliman iklim bitkisidir, Tirkiye’de kuzey, orta ve giineyde
yetigir (Dalgig & Giiler, 2015). Ahlat, yabani armut veya yaban armudu olarak da
bilinir.

Meyvelerinin halkarasinda diyabet igin kullanilmaktadir (Giines, 2017).
Yapraklart demlenerek ¢ay olarak da i¢ilmektedir (Yilmaz vd., 2015). Anadolu’nun bazi
yerlerine ahlat yapraklari sisliklerde kullanilir (Honda vd., 1996) ve kurt, ¢akal, yilan
gibi yabani hayvan isiriklarinda doviilmiis sarimsak ve yogurtla karistirilarak zehirin

disar1 atilmas1 igin kullanilir (IThan, Akkol, Tastan, Dereli & Tiimen, 2019).

2.6.5. Kusburnu (Rosa canina L.)

Diger ad1 yabani giil ya da yaban giiliidiir. Dik yapili, tirmanici, gévdesi dikenli
bir ¢alidir, dallar1 yay seklinde yana egilebilir. Ormanlar, ¢alilar, yol kenari, tarla kenari
ve kire¢ kayalarda yetisir. [liman iklim bitkisidir. Tiirkiye disinda Asya, Avrupa ve
Afrika’da goriiliir. Cigekleri pembe beyaz renkte, tek tek veya kiimeler halinde olur.
Meyveleri yuvarlak, yumurtamsi, koyu kirmizi, tiiysiizdiir. i¢lerinde tiiylii cekirdekler

bulunur. Meyveler sonbaharda olgunlasir ve “kusburnu” olarak adlandirilan bu
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meyveler ¢ay ve marmelat yapiminda kullanilir, A, D ve C vitaminince zengindir
(Dalgi¢ & Giiler, 2015).

Kusburnu bitkisi Tiirkiye’de sik kullanilan bir halk bitkisidir. Halk arasinda
kusburnunun meyveleri soguk algmnligi, karin agrist ve ishale karsi (Bulut, 2011),
meyve, dal ve kokleri soguk alginligi, oksiiriik, bademcik iltihabi, hepatit, astim, kalp ve
damar tikanikligi hastaliklarinda (Tuzlact & Senkardes, 2011; Tuzlaci, Alparslan
Isbilen & Bulut, 2010) kullanilmaktadir. Ayrica meyveleri diyabet ve hemoroit
tedavisinde, yaprak ve dallar1 bronsit tedavisinde kullanilmaktadir (Orhan, Hartevioglu,
Kiipeli, Yesilada, 2007). Avrupa halk hekimliginde de kusburnu ekstraktlar1 diiiretik ve
laksatif olarak; bobrek ve iriner hastaliklarda; artirit, gut, soguk alginhigi, ates ve C

vitamini eksikliginde kullanilmaktadir (Lattanzio vd., 2011).

2.6.6. Giivem (Prunus spinosa L.)

Cakal erigi de denir. Kiigiik aga¢ veya dikenli, sik dalli, dagimik goriiniimlii,
yayilict bir ¢alidir. Ihman iklim bitkisidir. Boyu 3 metreye kadar uzayabilir. Orman
kenari, calilar, ¢ayirlar ve dere kenarlarinda yetisir. Govdesi siyah, siki ve serttir.
Siirgilinleri dikenli ve tliyliidiir. Yapraklar ters yumurtamsi, donuk yesil, tistii tliysiiz,
alt1 tiylidir. Mart-Nisan aylarinda ¢igek acar. Cicekleri beyaz renklidir, ¢oktur.
Meyveleri kiire seklinde ve mavimtirak siyah renklidir. Meyvelerindeki kabugun
tizerinde beyazimst mumsu tabaka bulunur. Kokleri iyi bir toprak tutucudur.
Yamaclarda yetisir (Dalgi¢c & Giiler, 2015).

Meyveleri eriksi, eksi, asitli, C vitamini bakimindan zengindir (Dalgi¢ & Giiler,
2015). Giivem meyveleri halk arasinda seker hastaliginin tedavisinde kullanilmaktadir
(Bulut, 2011). Cigekleri ve yapraklari diiiretik, spazm ¢oziicii ve antiinflamatuvar olarak

da kullanilir (Olszewska, Glowacki, Wolbis & Bald, 2001; Ghazghazi vd., 2010).
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2.7. Tezde Kullanilan Bitkilerin Antioksidan ve Antidiyabetik Aktiviteleriyle Tlgili

Literatiir Arastirmasi

2.7.1. Tezde Kullamlan Bitkilerle lgili Yapilmis Olan Antioksidan Aktivite
Calismalan

Polonya’da yapilan bir ¢alismada elma yaprak ve meyvesinden su ile ekstrakte
edilen polifenoller 6n saflastirma uygulanarak deristirilmistir. Lipid peroksidasyonu
olusturulan hayalet eritrosit membraninda hem lipid peroksidasyon iirlinii
malondialdehit dlgiilerek, hem de floresans prop ile ekstrakt varliginda ve yoklugunda
lipid oksidasyonunun inhibisyonu aragtirtlmistir. Ayrica ekstraktlarin fenolik bilesenleri
HPLC ile belirlenmistir (Kujawa, Cyboran, Oszmianski & Kleszczynska, 2011).

Malus domestica tiiriine ait Golden ve Royal ¢esidi elma yapraklari etanolle
ekstrakte edildikten sonra diger ¢oziiciiler ile fraksiyonlanmis; drneklerin antioksidan
aktiviteleri DPPH, ABTS ve FRAP metodlar1 ile 6l¢iilmiis ve toplam fenolik ve
flavonoid tayinlerinin yanisira UPLC ile fenolik bilesenleri tanimlanmistir (Walia,
Kumar & Agnihotri, 2015). Benzer bir ¢alismada elma yapragi etanol ekstraktinda ayni
metodlar kullanilmis ve HPLC analizi ile floridzin ana bilesen olarak tayin edilmistir
(Liaudanskas vd.,2014).

Lu ve arkadaslar tarafindan elma (Malus pumila Mill.) yapraklari petrol eteri,
etilasetat ve % 75’lik etanol ile fraksiyonlanarak ekstrakte edildikten sonra,
ekstraktlarda toplam fenolik ve flavonoid tayini ve DPPH testleri yapilmistir. HPLC ile
fenolik igerikleri belirlenmis, sitotoksisite testi yapilmis ve ayrica ndron hiicre
kiiltiirtindeki oksidatif hasara karsi ekstraktlarin noroprotektif etkisi de ¢alisilmistir (Lu
vd., 2019).

Diger bir ¢alismada elma (Malus domestica Borkh.) yapraklarinin sulu metanol
ve etanol ekstraktlarinda toplam fenolik ve flavonoid tayinleri yapilarak, fenolik profili
RP-HPLC ile elde edilmistir ve antioksidan tayin metodu olarak ABTS metodu
uygulanmistir. Bu ¢aligmada elma yapraklarmin in vitro sitotoksisite testi,
antimikrobiyal ve antiinflamatuar aktivitesi de aragtirllmistir (Rana vd., 2016).

Litvanya’daki dort elma (Malus domestica Borkh.) kiiltiiriiniin yapraklarindan
alinan etanol ekstraktlarinda toplam fenolik ve flavonoid tayinleri, ABTS, DPPH ve
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FRAP metodlartyla antioksidan aktivite tayini ve HPLC ile fenolik bilesen analizi
yapilmistir (Liaudanskas vd., 2014).

Elma ve ayva yapraklarini da kapsayan 7 bitki ile yapilan diger bir ¢calismada ise
bitkilerin polifenolik analizi yapilmis ve ABTS ve FRAP metodlariyla antioksidan
aktivite degerlendirilmistir (Teleszko & Wojdylo, 2015).

Ayva (Cydonia oblonga Miller) yapraklarinin metanolik ekstraktinin DPPH
stiptirticti aktivitesi, eritrositlerin oksidatif hemolizini Onleyici ve kanser hiicreleri
tizerinde antiproliferatif etkisi oldugu bildirilmistir (Oliveira vd., 2012). Benzer bir
calismada da yesilcay ile karsilastirmak iizere ayva (Cydonia oblonga) yapraklarinin
metanolik ekstraktinin FCR ve DPPH metodlariyla antioksidan ve oksidatif hasar
olusturulmus eritrositler lizerinde antihemolitik 6zellikleri incelenmis; HPLC/UV ile
fenolik icerigi analizlenmistir (Costa vd., 2009).

Ayva (Cydonia oblonga Miller) yapraklarinin metanolik, etanolik ve sulu
ekstraktlarinda FCR ile toplam fenolik bilesen tayini; FRAP ve DPPH metodlar ile de
antioksidan aktivitesi caligilmistir (Y1lmaz & Seyhan, 2017).

Cin’de ekilen Pyrus ussuriensis Maxim. tiirii armudun kabuk ve yapraklarindan
metanolle baslayarak c¢esitli ¢oziiciilerle fraksiyonlamayla elde edilen ekstraktlarda 13
tane fenolik izole edilmis ve Orneklerin yliksek oranda DPPH radikalini siiplirdiigii
bildirilmistir (Qiu vd., 2017).

Iki armut tiiriiniin (Pyrus communis ve Pyrus pyrifolia) yapraklarindan alinan
metanol ekstraktlarinda toplam fenol tayini, ABTS radikali siiplirme etkisi ve
antimikrobiyal aktivitesi calisilmis; RP-HPLC ile fenolik bilesenleri belirlenmistir
(Sroka vd., 2018).

Tiirkiye’de yetisen ahlat (P. elaeagnifolia subsp. elaeagnifolia) meyvesinin etil
asetat, hekzan ve metanol ekstraktlarinda toplam fenolik, flavonoid ve tanen tayini
yapilarak, siganlarda deneysel kolit olusturulmus ve ekstraktlarin antiinflamatuar etkisi
arastirllmustir (Ilhan, Akkol, Tastan, Dereli &Tiimen, 2019).

Tunus’ta yetismis kusburnu (Rosa canina) yapraklarinin metanol ekstraktlarinda
ABTS ve DPPH metodlariyla antioksidan aktivite tayini, toplam flavonoid tayini, Folin
metoduyla toplam fenolik madde tayini ve ugucu yag profili analizleri yapilmistir
(Ghazghazi vd., 2010). Yine Tunus’a ait {i¢ Rosa tiiriiniin (Rosa canina, Rosa

sempervirens ve Rosa moschata) yapraklarindan elde edilen metanol ve etilasetat
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ekstraktlarinda TPC, DPPH, TEAC, FRAP, ORAC testleri yapilarak antioksidan
aktiviteleri degerlendirilmis ve ayrica icerdikleri fenolikler HPLC ile analizlenmigtir
(Ouerghemmi vd., 2016).

Sicilya’da yetisen dort Rosa (Rosa canina L., R. corymbifera, R. micrantha ve R.
sempervirens) tiiriiniin Haziran ve Ekim aylarinda yapraklari toplanmis, yapraklarin
metanol ekstraktlarinda klorofil, karotenoid, toplam antosiyanin, toplam flavonoid,
toplam polifenol (FCR) ve DPPH radikali giderme tayinleri yapilmistir (D’angiolillo,
Mammano & Fascella, 2018).

Bulgaristan’da yetisen ve aralarinda kusburnu (Rosa canina L.) meyvesi ve
giivem (Prunus spinosa L.) meyvesinin de bulundugu alt1 yabani tiirden elde edilen sulu
ve metanolik ekstraktlarda TPC ve ABTS radikali giderme metoduyla, meyvelerin
antioksidan potansiyelleri degerlendirilmistir (Kiselova vd., 2005).

Ispanya’da yetisen Rosacea ailesinden giivem (Prunus spinosa) ve alig
(Crataegus monogyna) meyvelerinde HPLC ile C vitamini, fenolik asit, flavonol ve
antosiyanin analizleri; TPC, ABTS, DPPH ve FRAP metodlariyla antioksidan
aktiviteleri calisilmistir (Ruiz-Rodriguez vd., 2013).

Giimiigshane’de yetisen giivem (Prunus spinosa L.) meyveleriyle yapilan
kapsamli bir c¢alismada metanolik ekstrakt fenolik bilesenleri igin RP-HPLC ile
analizlenmis; antioksidan aktivitesi TPC, FRAP ve DPPH metodlariyla ¢alisiimis ve,
alt1 tlir bakteri ve iki tiir maya kullanilarak antimikrobiyal aktivitesi arastirilmistir
(Aliyazicioglu vd., 2015).

Giivem (Prunus spinosa L.)’in meyve, yaprak ve dallarindan sirasiyla
diklorometan, etilasetat, etanol ve su kullanilarak fraksiyonlu ekstraksiyon sonrasi
DPPH testi, toplam fenolik ve flavonoid tayinleri yapilmis, ayrica HPLC teknikleriyle
0zel fenolik bilesenleri de analizlenmistir (Pinacho, Cavero, Astiasaran, Ansorena &
Calvo, 2015) Ayrica giivem (Prunus spinosa L.) yapraklarindan ve gigeklerinden gesitli
flavonoidler de saflastirilarak tanimlanmistir (Olszewska & Wolbis, 2002; Olszewska,
Glowacki, Wolbis, Bald, 2001).
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2.7.2. Tezde Kullamlan Bitkilerle Tlgili Yapilmis Olan Antidiyabetik Aktivite
Calismalan

Bir¢ok {ilkede oldugu gibi Tiirkiye’de de halk arasinda seker hastaliginin
tedavisinde yaygin olarak kullanilan bitkiler vardir. Bunlardan bazilar1 gemen tohumu,
tarcin, c¢orekotu, karadut, zeytin yapragi, yaban mersini, kimyon tohumu, rezene,
kirkkilit otu, feslegen, yer elmasi, ayva yapragi, isirgan, nar kisimlari, bamya ¢icegi,
kudret nari, banaba, ¢emen, gurmar, tar¢in, Ginseng tiirleri, konyak bitkisi, tetra,
maydanoz, pelinotu, devedikeni, kenger, yeralmasi, solmaz ¢igcek, karahindibag,
¢obangantasi, mirver, kizilcik, ardig, ceviz, kekik, adagayi, bamya, ebegiimeci, dut,
hiinnap, acibadem, 1sirgan, mahlep, visne, ali¢, ayva, taflan, yabani elma, musmula,
giivem, ahlat, kusburnu, bogiirtlen, tivezdir (Arituluk & Ezer, 2012; Aslan & Orhan,
2010; Cikladilmez, 2013).

Seker hastaliginin tedavisinde geleneksel olarak kullanilan bu bitkilerin bazilari
Rosaceae ailesindendir. Yapilan taramada tez kapsaminda galisilan bitkilerin bazilariin
meyvelerinin antidiyabetik 6zelligiyle ilgili in vitro veya in vivo ¢alismalar mevcut
olup; vyapraklarinin in vitro antidiyabetik ozelligiyle ilgili ¢alismalara ¢ok fazla
rastlanmamuistir. Ulasilan ¢alismalardan bazilari agagida verilmistir.

Aslan ve arkadaslar1 deneysel olarak diyabet olusturduklari siganlara 5 giin
boyunca giinde iki kez yer elmasi, pirasa ve ayva (Cydonia oblonga) yaprag: etanol
ekstrakti vererek yaptiklari ¢alismalarinda, ti¢ ornek arasinda en etkili antidiyabetik
ozelligi ayva yapraginin gosterdigini rapor etmislerdir (Aslan, Orhan, Orhan & Ergiin,
2010). Ayn1 grup bu ¢ bitkinin (yer elmasi, pirasa ve ayva yapragi) in vitro olarak da
antidiyabetik ve antioksidan aktivitesini de metal selatlama, indirgeme giicti, DPPH ve
ABTS radikallerini giderme metodlariyla ¢alismis ve bitkilerin etki mekanizmalarinin
a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu yoluyla olmadigini bildirmislerdir
(Orhan & Orhan, 2016). Bu grubun iiyeleri yine deneysel olarak diyabetik yaptiklar
siganlar tizerinde kusburnu (Rosa canina) meyvesinden elde ettikleri ekstraklarin
antidiyabetik etkisini incelemisler ve ayrica ekstraktlarin antioksidan aktivitelerini TPC,
DPPH radikali giderme, metal selatlama ve indirgeme giicli metodlart ile in vitro olarak
da galismislardir (Orhan, Aslan, Hosbas & Deliorman, 2009).

Rosaceae ailesi meyveleri 6zellikle gida olarak yaygin sekilde tiiketilmektedir.

Dolayisiyla halk arasinda seker hastaliginda bu meyvelerin kullanimi ulasilabilirlik ve
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tiiketim sekli agisindan kolaydir. Bu tez ¢alismasinda meyveleri yenilen ve bol bulunan
bu aileye dahil elma, armut, giivem, ayva, ahlat ve kusburnu meyvelerinin normalde
tiketilmeyen ancak bol ve kolay bulunabilecek olan yapraklarin antioksidan

kapasitesinin yaninda antidiyabetik 6zellikleri a¢isindan da incelenmesi hedeflenmistir.
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BOLUM 3

MATERYAL VE METODLAR

3.1. Materyaller

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

BHA (Biitillenmis hidroksi anisol), BHT (Biitillenmis hidroksi toluen), EDTA
(Etilendiamin tetraasetik asit), Tween-40 (Polioksi etilen sorbitan monopalmitat),
Tannik asit, Folin-Denis ayiraci, Na2CO3 (Sodyum karbonat), DNS (3,5-dinitro salisilik
asit), AI(NO3)s (Aliiminyum nitrat), FeCly (Demir (II) kloriir), Sodyum persiilfat
(Naz2S208), Sodyum nitrit (NaNO), Folin&Ciocalteu ayiraci, a-amilaz (domuz
pankreatik kaynakli, 30 units/mg solid), a-glukozidaz (Saccharomyces cerevisia, 100
UN), Linoleik asit (C1gH3203), p-nitropenil-a-D-glukopiranosid (C12H1sNOg), f-karoten
(CaoHsg), a-tokoferol (C2o9Hs002), Katesin, Akarboz (C2s HisNOig), Ferrozin (3-(2-
Piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazin-p,p’-disiilfonik asit monosodyum tuzu), Neokuproin
(2,9-Dimethyl-1,10-phenanthroline, Ci4H12N2), ABTS (2,2’-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-stilfonat)), DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil), Gallik asit (C7HsOs),
Amonyum asetat (C2H7NO2), Rutin  (Cz7H30016), Sodyum-potasyum tartarat
(KNaC4H406-4H20) kimyasal maddeleri Sigma firmasi; Fenol (CeHsOH), Nisasta,
Sodyum siilfit (Na2SO3z), AlCI3.6H20 (Aliiminyum klorid hekzahidrat), NaOH (Sodyum
hidroksit), CuCl2.2H.O (Bakir (II) klorid dihidrat), Kloroform (CHCI3) kimyasallar
Merck firmast; NaCl (Sodyum kloriir), Na;HPO4 (Disodyum hidrojen fosfat), KH2PO4
(Mono potasyum dihidrojen fosfat) Riedel-de-Héaen firmasi, Troloks metil eteri Fluka ve

etanol (% 96) Alkomed tarafindan temin edilmistir.
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar
Caligsma siiresince kullanilan cihazlar agagida listelenmistir:

e Spektrofotometre ve Mikroplaka Okuyucu (Therma Scientific)
e Hassas Terazi (Citizon)

e Hassas Terazi (Precisa Xb 220a)

e pH Metre (Wtw 82362 Weilheim)

e Waring Blender

e Calkalamali Su Banyosu (Wisebath Daihan)

e Manyetik Karistirict ve Isitict (Ciltern Hotplate Magnetic Stirrer H351)
e Vorteks (Whirli Mixer Finons)

e Saf Su Cihazi (Elga-Reservoir 401 Model Lab612)

e Mikro Pipetler (Eppendorf)

e Santrifiij (Hettich Zentrifugen Rotina 38r)

e Etiiv (Daihan)

e Evaporator (Buchi R-200)

e Ultrasonik Su Banyo (Daihan Wiseclean)

e Buzdolab:1 (Arcelik, Vestel)

e Derin Dondurucu (-80°C ) (Wise Cyro Daihan)

e Cam Malzemeler ( Iso Lab)

e Mikroplaka (Spl Life Sciences Cell Culture Plate)

e Kuvarz Kiivetler (Iso Lab)

e Liyofilizator (Wirtis Sp Scientific Sentry 2.0)

3.1.3. Calismada Kullanilan Cozeltiler
3.1.3.1. Toplam Fenolik Madde Tayininde Kullanilan Cozeltiler

o % 2’lik Na,COgs ¢ozeltisi: 0,5 g NapCOs tartild1 ve saf suda ¢oziilerek balon
jojede 25 mL’ye tamamlandh.

o Qallik asit ¢ozeltisi: 0,05 g gallik asit tartildi ve saf su ile 50 mL’ye tamamland.
20, 100, 200, 300, 400, 500 ug/mL konsantrasyonlara seyreltildi.

e Folin Ciocalteu Reaktifi (FCR): Satin alindig1 sekilde direk kullanildu.
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3.1.3.2. Toplam Flavonoid Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 5’lik NaNO2: 0,5 g NaNO:; tartildi ve 10 mL’ye saf su ile tamamlanda.

% 10’luk AICl3.6H.0: 1 g AICI3.6H2O tartildi ve 10 mL’ye saf su ile
tamamlandi.

1 M NaOH: 2 g NaOH saf suda ¢oziilerek 50 mL’ye saf su ile tamamlandi.

I mg/mL Rutin ¢ozeltisi: 0,025 g rutin tartildi ve 25 mL etanolde ¢oziildii. 25,
50, 100, 150 pg/mL konsantrasyonlara seyreltildi.

I mg/mL Katesin ¢ozeltisi: 0,025 g katesin tartildi ve 25 mL etanolde ¢oziildii.
20, 40, 60, 80, 100 ug/mL konsantrasyonlara seyreltildi.

3.1.3.3. Tanen Tayininde Kullamlan Cozeltiler

1 mg/mL Tannik asit ¢ozeltisi: 100 mg tartilarak 100 mL saf suda ¢oziildii. 10,
20, 30, 40, 50, 60 ve 70 ug/mL konsantrasyonlara seyreltildi.

Doygun NaxCOs: 175 g tartildi ve 500 mL saf su eklenerek sitilarak ¢ozildi. 1
gece bekletildi ve cam pamugundan siiziilerek kullanildi.

Folin- Denis Reaktifi: Ticari olarak satin alindig sekilde kullanildi.

3.1.3.4. DPPH" Giderme Metodunda Kullanilan Cozeltiler

1 mM DPPH: 0,0394 g DPPH tartilarak balon jojeye konuldu ve etanolde
¢oziilerek 100 mL’ye tamamlandi. Isik almamasi i¢in etrafi aliiminyum folyo ile
kaplandi.

0,1 mM DPPH: 1 mM DPPH ¢ozeltisinden 25 mL alinip etanol ile 250 mL’ye
tamamlandi.

1 mg/mL’lik BHA ¢ozeltisi: 25 mg BHA tartildt ve 25 mL etanol ile
tamamlanarak hazirlandi. 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL
konsantrasyonlara seyreltildi.

1 mg/mL’lik BHT c¢ozeltisi: 25 mg BHT tartildi ve 25 mL etanol ile
tamamlanarak hazirlandi. 10, 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL
konsantrasyonlara seyreltildi.
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3.1.3.5. ABTS™* Giderme Metodunda Kullanilan Cozeltiler

7 mM ABTS: 0,770 g ABTS tartilarak 200 mL saf su ile tamamlanarak
hazirlandi.

2,45 mM NazS20s: 0,145 g tartilarak 250 mL saf su ile tamamlanarak hazirlandi.
ABTS™ ¢ozeltisi: 100 mL 7 mM ABTS ¢ozeltisi ve 50 mL 2,45 mM Na2S,0g
¢Ozeltisi 1:0,5 oraninda karistirilarak 16 saat karanlikta bekletildi ve ABTS
katyonik radikalinin olusumu saglandi. ABTS™ c¢ozeltisi 734 nm’de 0,7

absorbans vermek {izere % 80 etil alkol ile seyreltildikten sonra deneyde

kullanildi.

3.1.3.6. CUPRAC Metodunda Kullanilan Cozeltiler

0,01 M CuCl2.2H20: 0,462 g tartildi ve lizerine 250 mL saf su eklenerek
tamamlandi.

7,5 mM Neokuproin: 0,156 g tartildt ve 100 mL etil alkolde c¢oziilerek
hazirland.

1 M Amonyum asetat tamponu (pH:7): 19,27 g tartildi ve 250 mL saf su ile
tamamlanarak hazirlandi.

% 10 TCA ¢ozeltisi: 10 g TCA tartilarak saf su ile ¢oziildii ve 100 mL’ye
tamamlanarak hazirlandi.

a-Troloks ¢ozeltisi: 10 mg troloks 10 mL etil alkolde ¢oziilerek stok ¢ozelti
hazirlandi. 100, 150, 200, 250, 300 ve 400 pg/mL konsantrasyonlara seyreltildi.

3.1.3.7. p-Karoten Agartma Yonteminde Kullamilan Cozeltiler

Substrat emiilsiyonu: Balona 0,0005 g B-karoten, 2 mL kloroform, 400 uL
Tween 40 ve 40 pL linoleik asit ekleyerek karistirildi. Evaporatorde kloroformu
ucurulduktan sonra tizerine 100 mL ultra saf su eklenerek 10 dk kuvvetlice
calkalandi. Elde edilen substrat emiilsiyonu deneyde kullanildu.

a-Tokoferol ¢ozeltisi: 0,026 g a-tokoferol tartilarak 26 mL etil alkolde ¢oziildii.
Etil alkol ile 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlara seyreltilerek
kullanildi.
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3.1.3.8. Metal Selatlama Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

2 mM FeCl,: 0,0126 g FeCl; tartilarak ultra saf suda ¢oziildii ve 50 mL’ye
tamamlandi.

5 mM Ferrozin: 0,0616 g ferrozin tartilarak ultra saf suda ¢ozildi ve 25 mL
ultra saf su ile tamamlandi.

Standart EDTA ¢ozeltisi (1 mg/mL): 0,025 g EDTA tartilarak 25 mL ultra saf su
ile hazirland1i. 25, 50, 75 ve 100 pg/mL konsantrasyonlara seyreltilerek
kullanildi.

3.1.3.9. a-Amilaz Enzim Aktivitesi ve Inhibisyonu I¢in Kullamilan Cézeltiler

20 mM KH2POg4: 2,72 g KH2PO4 tartilarak ¢oziildii ve 1000 mL’lik balon jojede
saf su ile tamamlandi.

20 mM NaHPO4: 2,8 g NaaHPO4 tartilarak ¢oziildii ve 1000 mL’lik balon
jojede saf su ile tamamlandi.

20 mM Fosfat tamponu (pH=6.8): Tampon hazirlama tablosuna gore, hazirlanan
20 mM’lik KH2PO4 ¢ozeltisinden 53 mL, 20 mM’lik NaHPOj4 ¢ozeltisinden 47
mL ve 0,14 g NaCl eklenerek fosfat tamponu hazirlandi. pH metre ile pH™1
kontrol edildikten sonra kullanild.

%1°1ik nisasta ¢ozeltisi: 0,5 g nisasta tartilarak, 50 mL 20 mM fosfat tamponu
(pH:6.8) eklenerek ve 1sitilarak ¢ozildi.

a-amilaz enzimi ¢ozeltisi (1,5 U): 0,015 g tartilarak 15 mL 20 mM fosfat
tamponunda (pH:6.8) hazirlanda.

DNS (3,5-dinitro salisilik asit) ¢ozeltisi: 0,4 DNS tartildi, i¢ine 0,02 g sodyum
stilfit, 0,4 g NaOH ve 8 g Na-K tartarat eklendi, 40 mL saf suda coziilerek
hazirlandi.

Standart Akarboz ¢6zeltisi (5 mg/mL): 0,1 g akarboz tartilarak 20 mL saf suda
¢oziilerek hazirland1. 5, 10, 50, 100, 250, 500 ve 1000 pg/mL konsantrasyonlara
seyreltilerek kullanildi.
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3.1.3.10. a-Glukozidaz Enzim Aktivitesi ve inhibisyonu i¢in Kullanilan Cozeltiler

e 0,1 M KH2POg4: 13,609 g KH2PO4 saf suda ¢oziilerek, balon jojede 1000 mL
hacmine tamamlandi.

e 0,1 M NaHPO4: 14,196 g Na,HPO4 saf suda ¢oziilerek, balon jojede 1000 mL
hacmine tamamlandi.

e 0,1 M Fosfat tamponu (pH=6.8): Tampon hazirlama tablosuna gore, 0,1 M
KH2POy4 ¢ozeltisinden 41 mL ve 0,1 M NaHPO4 ¢ozeltisinden 59 mL alinarak
hazirlandi. Fosfat tamponunun pH’1 pH metre ile kontrol edildikten sonra
kullanildi.

e 5 mM p-NPG (4-nitro fenil a-D-glukopiranosid): 0,0075 g pNPG tartilarak 5 mL
0,1 M fosfat tamponunda (pH=6.8) ¢oziildii.

® (-glukozidaz enzimi (0,2 U): 1 mg tartilarak 1080 puL 0,1 M fosfat tamponunda
(pH=6.8) hazirlandi. Deneyde bu stok ¢6zeltiden 100 pL alinarak 4900 pL
tampon ile seyreltildikten sonra kullanildi (0,004 U).

e 0,1 M NaCOzs: 0,265 g Na,COg tartilarak 25 mL saf suda ¢oziildii.

3.2. Metodlar

3.2.1. Bitki Ekstraktlarimn Hazirlanmasi

Rosaceae ailesinden olan elma (Malus sylvestris (L.) Mill var. domestica
(Borkh.) Mansf. 'Fuji*), armut (Pyrus communis L. "Deveci’), ahlat/yabani armut
(Pyrus communis subsp. communis), ayva (Cydonia oblonga Mill.), kusburnu (Rosa
canina L.) ve giivem (Prunus spinosa L.) bitkilerinin yapraklar1 Musabeyli (Edirne)
Koyl yakinindaki araziden toplandi. Bitki orneklerinden elma ve armut kiiltiirii
yapilan, digerleri arazi civarinda bulunan bitkiler olup; toplanan yapraklar: direk
giines 15181 gérmeyen, havadar bir ortamda kurutuldu, blenderda 6giitiildii ve uygun
kosullarda saklandi.

Bitkilerin etanol ekstraktlarini hazirlamak igin; herbir bitki 6rneginden 30 gr
tartilarak erlene konuldu. Bitki/alkol orami 1:20 (w/v) olacak sekilde etanol
eklenerek calkalamali su banyosunda 180 rpm’de 24 °C’de 3 saat ekstraksiyonlari

gerceklestirildi. Stizgeg kagidi ile siiziildii. Kalan bitki yapraklarmin {izerine tekrar
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etanol eklenerek, ayni sartlarda 3 saat daha ekstraksiyon islemi gerceklestirildi.
Stizge¢ kagidindan siiziildii ve ekstraktlar birlestirildi. Evaporatorde ¢oziiciisii
uzaklastirildi. Elde edilen ekstraktlar kullanilincaya kadar buzdolabinda muhafaza
edildi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Tezde kullanilan bitki yapraklarindan alkol ekstrakti hazirlama asamalart

Bitkilerin su ekstraktlarin1 hazirlamak igin; 30 g bitki ornegi tizerine 300 mL
kaynatilmis sicak saf su, bitki/saf su oran1 1:10 (w/v) olacak sekilde konularak, beherin
agzi1 aliiminyum folyo ile sikica kapatildi, 15 dk 80 °C’de bekletildi. Siizge¢ kagidindan
siizildiikten sonra siiziintiiler donduruldu ve liyofilizatorde suyu wuzaklastirildi.

Liyofilize bitki ekstraktlar1 kullanilincaya kadar buzdolabinda saklandi.
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Bitki yapraklarindan elde edilen su ve alkol ekstraktlarinin hepsi 1 mg/mL
konsantrasyonda stok ¢o6zelti olarak hazirlandi ve ¢aligilan metoda gore 10-1000 pg/mL

araligindaki cesitli konsantrasyonlara seyreltilerek deneylerde kullanildi.

3.2.2. Fitobilesenlerin Tayini

3.2.2.1. Toplam Fenolik Madde (TPC) Tayini

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde tayini Singleton ve Rossi
(1965) metoduna gore yapildi.

1 mg/mL konsantrasyondaki su ve alkol ekstraktlarindan deney tiiplerine 0,1’er
mL alindi. Uzerlerine 4,5 mL destile su ve 0,1 mL Folin-Ciocalteu Reaktifi eklenerek
vortekslendi. 3 dk bekletildikten sonra tiiplere 0,3 mL % 2’lik Na,COs eklendi ve oda
kosullarinda 125 rpm’de 2 saat ¢alkalamali su banyosunda bekletildi. A=760 nm’de
absorbanslari 6l¢iildii. Kontrol olarak su ekstraktlar i¢in ekstrakt yerine 0,1 mL saf su;
alkol ekstraktlar1 igin ekstrakt yerine 0,1 mL alkol konularak ayni deney prosediirii
calisildu.

Orneklerdeki fenolik madde miktarini tayin etmek icin, standart madde olarak
gallik asit kullamildi. 50, 100, 200, 300, 400, 500 pg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlanan gallik asit ¢ozeltilerine ayn1 deney prosediirii uygulandi. Microsoft Excel
programinda, elde edilen absorbanslara kars1 konsantrasyon grafigi ¢izilerek, gallik asit
standart grafigi (y=0,001x-0,0355, R?=0,996 ) elde edildi. Grafigin dogru denklemi
kullanilarak, her bir ekstraktin toplam fenolik madde miktar1 gallik asit esdegeri

cinsinden hesaplandi.

3.2.2.2. Toplam Flavonoid Tayini

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda toplam flavonoid madde tayini yapildi
(Zhishen, Mengchneg & Jianming, 1999).

1 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ekstraktlardan deney tiiplerine ayri ayri
0,5 mL konuldu ve 2 mL saf su eklendi. Uzerlerine 75 uL % 5’lik NaNO> ¢ozeltisi
eklenerek 5 dk oda kosullarinda bekletildi. 150 pL % 10’luk AlCl3.6H20 eklendi ve 6
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dk oda kosullarinda bekletildikten sonra 0,5 mL 1M NaOH eklenerek vorteks yapildi.
A=510 nm’de absorbanslar1 okundu. Kontrol olarak su ekstraktlar: i¢in ekstrakt yerine
0,5 mL saf su; alkol ekstraktlar1 i¢in ekstrakt yerine 0,5 mL alkol konularak ayni deney
prosediirii ¢alisildi.

Flavonoidler genis bir ¢esitlilik gosterdigi i¢in standart olarak rutin (flavonol
glikozidi) ve katesin (flavanol) olarak iki farkli flavonoid tiirii ile ¢alisildi. 25, 50, 100,
150 pg/mL konsantrasyonlarda rutin ¢dozeltileri ve 20, 40, 60, 80, 100 pg/mL
konsantrasyonlarda katesin ¢ozeltileri hazirlanarak ayni deney prosediirii uygulandi.
Herbiri i¢in ayr1 ayri standart grafikleri ¢izilerek dogru denklemleri bulundu. Buna gore
her bir ekstrakt icin rutin (y=0,0089x-0,0684, R?=0,9952) ve katesin (y=0,0063x-
0,0021, R220,9986) esdegeri cinsinden flavonoid madde miktarlar1 hesaplandi.

3.2.2.3. Tanen Tayini

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda tanen tayini yapildi (Katoch, 2011).

1 mg/mL konsantrasyonlardaki su ve alkol ekstraktlarinin herbirinden 100 pL
alind1 ve tzerlerine 500’er uL Folin-Denis reaktifi eklendi. 1 mL doygun Na>COs
cozeltisi eklenerek toplam hacim saf su ile 10 mL’ye tamamlandi. Tiipler
vortekslendikten sonra 30 dk bekletildi ve A=700 nm’de absorbanslar1 6lgiildii. Ekstrakt
yerine saf su veya alkol konularak kontrol tiipiine de ayn1 deney prosediirii uygulandi.

Ekstraktlarin igerdigi tanen miktarini belirlemek iizere standart olarak tannik asit
kullanildi. 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70 pg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan tannik asit
coOzeltilerine deney prosediirii uygulandi. Absorbans-konsantrasyon grafigi c¢izilerek
dogru denklemi (y=0,0084x-0,0288, R?=0,9968) yardimi ile bitki ekstraktlarindaki

tanen miktarlar1 tannik asit cinsinden bulundu.

3.2.3. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlar:
3.2.3.1. DPPH" Giderme Metodu

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda DPPH kullanilarak serbest radikal giderme
aktivitesi caligildi (Blois, 1958).

1 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan stok su ve alkol ekstraktlar1 25, 50,

100, 250, 500 ve 750 pg/mL konsantrasyonlara seyreltildi. 1’er mL ornek iizerine
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etanolde hazirlanmis 0,1 mM DPPH ¢ozeltisinden 4 mL eklenerek vortekslendi. Oda
kosullarinda ve karanlikta 30 dk bekletildikten sonra A=517 nm’de absorbanslari
oOl¢iildii. Kontrol tiipleri igin ekstrakt yerine alkol veya saf su kullanilarak ayn1 deney
prosediirii ¢alisildi.

BHA ve BHT standart maddelerinden de 25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000
ng/mL konsantrasyonlarda hazirlanarak ayni deney prosediirii ¢alisildi.

Tiim bitki ekstraktlar1 ve standart maddeler igin olgiilen absorbans degerleri
kullanilarak asagidaki formiil ile serbest radikal giderme etkinlikleri % inhibisyon
olarak hesaplandi.

% Inhibisyon = [(Absorbanskontroi-Absorbanssmek)/Absorbanskontrol 1X100

3.2.3.2. ABTS™* Giderme Metodlar1

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve givem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda ABTS kullanilarak serbest radikal giderme
aktivitesi ¢aligild1 (Rice-Evans, 1999).

ABTS"" giderme metodu i¢in oncelikle 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi ve 2,45 mM’lik
NaS20s ¢ozeltisi hazirlandi. 7 mM ABTS ve 2,45 mM NazS20s ¢ozeltileri 1:0,5
oraninda karigtirildi ve 16 saat karanlikta bekletilerek ABTS™ ¢ozeltisinin (ABTS
radikalik ¢ozeltisi) olusumu saglandi. ABTS™ ¢ozeltisi A=734 nm’de yaklasik 0,7
absorbans vermek tizere % 80 etanolle seyreltildi ve deneyde bu sekilde kullanildi. 25,
50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda saf su ve alkol ekstreleri
hazirland1 ve deney tiiplerine ayri ayrt 50 pL konuldu. Uzerlerine 2 mL ABTS™
¢ozeltisi eklenerek 30 dk karanlikta bekletildi ve A=734 nm’de absorbans Olgiildii.
Kontrol tiipiine ekstrakt yerine 50 uL saf su veya alkol konularak deney prosediirii
aynen uygulandu.

ABTS™" giderme metodunda standart madde olarak kullanilmak iizere 25, 50,
100, 250 ve 500 pg/mL BHA ve BHT c¢ozeltileri hazirlandi. Ayni deney prosediirii
standartlar icin de tekrarlandi. Absorbans Olgiimleri yapilan tim bitki ekstraktlar1 ve
standart maddeler i¢in asagidaki formiil ile hesaplama yapilarak % inhibisyon degerleri

hesaplanda.

% Inhibisyon = [(Absorbanskontroi-Absorbanssmek)/Absorbanskontrol JX100
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3.2.3.3. CUPRAC Metodu

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarda toplam antioksidan aktivite tayini CUPRAC
metoduna gére ¢alisildi (Apak, Giiclii, Ozyiirek & Karademir, 2004).

CUPRAC deneyi i¢in mikropalakanin kuyucuklarina sirasiyla 50 pL
CuCl2.2H>0 ¢ozeltisi, 50 uL neokuproin ve 50 uL amonyum asetat tamponu (pH=7.0)
konuldu. Uzerlerine artan konsantrasyonlarda (50, 100, 250, 500, 750 pg/mL)
hazirlanan ekstraktlardan 25’er puL eklenerek karistirildi. Saf su ile belirlenen toplam
hacme seyreltildikten sonra, 30 dk karanlikta bekletildi. A=450 nm’de absorbans
Olgtimleri yapildi. Ekstraktlar yerine alkol veya saf su konularak kontrol ¢aligildi. 50,
100, 250, 500 ve 750 ug/mL konsantrasyonlarda hazirlanan standart antioksidan (BHA
ve BHT) ¢ozeltilerine de ayni deney prosediir uygulandi.

Antioksidan 6zellik gosteren cesitli bilesiklerin troloks esdegeri antioksidan
kapasitesi (TEAC) olarak verilmektedir. TEAC katsayisi test edilen 1.0 mM’lik
bilesigin antioksidan giiclinlin mM Troloks olarak esdegeri olarak bilinir. TEAC
katsayisin1 bulmak ig¢in test edilen bilesigin ve Troloksun absorbans-konsantrasyondan
olusan kalibrasyon grafikleri ¢izilir ve egimleri birbirine oranlanir (Apak, Gigli,
Ozyiirek & Karademir, 2004).

TEACcuprrac = Egimgmek / EgimTroloks

Calismada CUPRAC metoduna ait TEAC katsayilarin1 hesaplamak {izere,
yukarida anlatildig: sekilde calisilan ekstraktlar ve antioksidan bilesenlere ilaveten 100-
400 pug/mL konsantrasyonlarda Troloks ¢ozeltilerine CUPRAC metodu uygulandi.
Hepsinin  absorbans-konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Ekstrakt ve antioksidan
bilesenlerin grafiklerinden elde edilen dogru denklemlerinin egimleri, Troloks

grafiginin egimine oranlanarak TEACcuprac degerleri elde edildi.

3.2.3.4. p-Karoten Agartma Metodu

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlara p-karoten agartma yontemi uygulanarak
ekstraktlarin lipid peroksidasyonunu Onleme yetenekleri incelendi (Miller v& Luiz-
Larrea, 2002).
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B-karoten ve linoleik asit iceren substrat emiilsiyonu Bolim 3.1.3.7°de
anlatildig1 sekilde hazirlandi. 40 pL 50-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan
ekstraktlarin {izerine 160 uL Substrat emiilsiyonu eklendi ve A=490 nm’de ilk
absorbanslari (to) 6lciildii. Mikroplakalar etiivde 50 "C’de 2 saat inkiibe edildikten sonra
absorbanslari (ti20) tekrar olgiildii. Herbir numune igin kontrol kuyucugu ¢aligildi. 50-
1000 pg/mL konsantrasyon araliginda dogal antioksidan a-tokoferol ve sentetik
antioksidanlar BHT ve BHA ile deney tekrarlandi.

Absorbans Olglimleri yapilan tiim Ornekler i¢in asagidaki formiiller ile
hesaplamalar yapilarak ortamda olusturulan lipid peroksidasyonunu engelleme oranlari

% inhibisyon olarak hesaplandi.

% 1nhibisy0n = [ (RKontroI ‘ROmek) / Rkontrol ] x 100
R=[ In(Absorbansy / Absorbanstizo ) ]/t

Burada Absorbansi 6rneklerin inkiibasyondan 6nceki ilk absorbans 6l¢timiinii;
Absorbansiiog 6rneklerin inkiibasyondan sonraki absorbans Ol¢iimiinii; t inkiibasyon

stiresini; R B-karoten bozunma oranini ifade etmektedir.

3.2.3.5. Metal Selatlama Kapasitesi

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarinin metal selatlama kapasitesi incelendi (Dinis, Madeira, & Almeida, 1994).
25, 50, 100, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlardaki ekstraktlardan 500 pL
alinarak, herbirinin tizerine 1850 plL ultra saf su ve 50 uL FeCl> eklenerek 5dk
bekletildi. Daha sonra 100 pL ferrozin eklenerek 10 dk daha bekletildi ve A=562 nm’de
absorbanslar1 6lgiildii. Kontrol tiipiine 500 pL ekstrakt yerine ultra saf su konularak
deney prosediirii tekrarlandi. Iyi bir metal selatlayici olan EDTA standart madde olarak
kullanildi. 25, 50, 75 ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda ultra saf su ile hazirlanan
EDTA ¢ozeltisilerine de deney prosediirii ayn1 sekilde uygulandi.

Absorbans Ol¢iimleri yapilan tim Ornekler igin asagidaki formiil ile metal

selatlama kapasiteleri hesaplandi.

Metal selatlama orani (%) = [(Absorbanskontro-Absorbansekstre) / Absorbanskontror X100
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3.2.4. Antidiyabetik Aktivite Tayin Metodlari

3.2.4.1. a-Amilaz Enzim inhibisyonu

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem yapraklarindan elde edilen
ekstraktlarin varliginda ve yoklugunda, karbonhidrat sindirim enzimi olan a-amilazin
aktivite tayini yapildi (Apostolidis, Kwon & Shetty, 2007).

Oncelikle % 1°lik nisasta ¢dzeltisinin farkli miktarlari 0,1,0,2,0,3,04 ve 05
mL) kullanilarak enzim aktivitesi tayini yapildi. Maksimum doygunluk olarak ortama
eklenecek olan substrat konsantrasyonu 0,5 mL olarak belirlendi.

Enzim aktivite tayini i¢in 0,5 mL nisasta ve 05, mL enzim ¢ozeltisi 25 "C’de 15
dk inkiibe edildi. 1 mL DNS eklendikten sonra 5 dk kaynatildi. Cesme suyunda
sogutularak iizerine 7,5 mL saf su eklendi. A=540 nm’de absorbans o6lgiildii. Enzim
yerine 0,5 mL tampon alinarak kontrol tiipii ¢alisildi.

Ekstraktlarin a-amilaz enzimi {izerinde inhibe edici etkisinin olup olmadigini
incelemek igin; ilk 6nce 0,5 mL degisen konsantrasyonlarda (1.0, 2,5, 5.0 ve 10 mg/mL)
ekstrakt ve 0,5 mL enzim 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi. Sonra ortama 0,5 mL nisasta
eklenerek DNS ilavesi ve kaynatma islemi ile yukarida belirtildigi sekilde deneye
devam edildi. Herbir 6rnek i¢in numune korii ¢alisildi. Numune korleri hazirlanirken,
enzim yerine tampon konularak ayni deney prosediirii uygulandi.

Enzim inhibitérii olan Akarboz pozitif kontrol olarak kullanildi ve 5-1000
ug/mL konsantrasyon araligindaki Akarboz ¢ozeltileri ile deney yapildi.

Ornek veya Akarboz eklenmeden enzim aktivitesi yapilan tiip % 100 aktif kabul
edildi. Asagidaki formiile gore orneklerin veya Akarbozun o-amilaz enzimini inhibe

etme degerleri hesaplandi.
% Inhibisyon = [(Absorbansamitaz-Absorbansekstrakyakarboz) / Absorbansamilaz]x100

Absorbansamiiaz % 100 aktif kabul edilen tiipin absorbansi; Absorbansekstrat
orneklerin absorbanslarindan numune korii absorbansi ¢ikarildiktan sonra elde edilen

absorbans degerini ifade etmektedir.
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3.2.4.2. 0-Glukozidaz Enzim Inhibisyonu

Elma, ayva, armut, ahlat, kusburnu ve giivem bitkilerinin kurutulmus
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin varhifinda ve yoklugunda, karbonhidrat
sindirim enzimi olan a-glukozidazin aktivite tayini yapildi (Kwon, Apostolidis &
Shetty, 2008).

Ortama eklenecek substrat miktarint belirlemek i¢cin 5 mM p-NPG ¢ozeltisinin
farkli miktarlarinda (20, 40, 60, 80, 100, 120 uL) enzim aktivitesi ¢alisilarak, doygunluk
substrat konsantrasyonu 100 uL olarak belirlendi ve reaksiyon ortamina eklendi.

Enzim aktivite tayini i¢in 100 pL p-NPG ve 20 upL enzim ¢ozeltileri
karistirtlarak 37 °C’de 15 dk inkiibe edildi. 80 puL 0,1 M Na,COs ¢ozeltisi eklendikten
sonra A=405 nm’de absorbanslart okundu.

Ekstraktlarin - a-glukozidaz enzimi iizerinde inhibe edici etkisinin olup
olmadigini incelemek i¢in; 1, 2,5, 5, 10 mg/mL’lik konsantrasyonlardaki ekstraktlardan
50 uL alinarak, 20 pL enzim ile 37 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Daha sonra 100 pL
substrat eklenerek 20 dk 37 °C’de tekrar inkiibe edildi. 80 uL. Na2COz eklenerek A=405
nm’de absorbans Olglimleri yapildi. Enzim yerine tampon konularak ekstraktlarin
numune korleri ¢alisildi. Pozitif kontrol olarak enzim inhibitorii olan akarboz kullanildi
ve 5-1000 ug/mL konsantrasyon araligindaki akarboz ¢o6zeltileri hazirlanarak deney
tekrarlandi.

Tim bitki ekstraktlar1 ve Akarbozlar i¢in asagidaki formiil ile hesaplama

yapilarak, a-glukozidaz igin inhibisyon degerleri yiizde olarak hesaplandi.
% Inhibisyon = [(Absorbansciukozidaz-AbSOrbansekstrakt/akarboz) / AbSOrbanseiukozidaz]X100

Absorbansciukezidaz %o 100 aktif kabul edilen tiipiin absorbansi; Absorbansekstrakt
orneklerin absorbanslarindan numune korii absorbansi ¢ikarildiktan sonra elde edilen

absorbans degerini ifade etmektedir.

3.2.5. Istatistiksel Analiz

Tim denemeler ii¢ kez tekrarlanarak yapildi. Tim sonuglarin aritmetik
ortalamalar1 ve standart sapma degerleri Microsoft Office-Excel programi kullanilarak
hesaplandi. Degiskenler arasindaki iliski Pearson korelasyon testi ile MSTAT-C paket

programi kullanilarak yapildi.
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BOLUM 4

BULGULAR

4.1. Fitobilesenlerin Tayini

Fenolik bilesikler veya polifenoller bitkiler aleminde bulunan ve tiiketilen
meyve, sebze, tahillar ve igeceklerle alinan dogal bilesiklerdir. Pekgok bitkinin biyolojik
etkileri ve saglik {izerinde gosterdikleri olumlu etkileri igerdikleri biyoaktif bilesenlere
atfedilir. Bundan dolay1r sunulan ¢alismada oncelikle elde edilen ham ekstraktlarin
icerdigi genel fenolik bilesikler, flavonoid ve tanen miktarlar1 spektrofotometrik
metodlar ile belirlendi. Toplam fenolik madde miktar1 bitkisel kaynaklarda en sik
bulunan gallik asit esdegeri olarak ve tanen miktari ise hidrolizlenebilen tanenlerden en
genel bulunan tannik asit esdegeri olarak hesaplandi. Flavonoidler genis bir ¢esitlilik
gosterdiginden flavonoid igerigi; flavonollerden bir flavonol glikozidi olan rutin ve
flavanollerden katesin standart olarak kullanilarak rutin ve katesin esdegeri olarak
belirlendi (Cizelge 4.1).

Bitki ekstraktlarinin icerdigi fitobilesenlerden fenolik madde miktarni
belirlemek {lizere hazirlanan gallik asit standart grafigi Sekil 4.1°de, flavonoid miktarini
belirlemek iizere hazirlanan rutin ve katesin standart grafikleri Sekil 4.2 ve Sekil 4.3’de,
tanen miktarin1 belirlemek iizere hazirlanan tannik asit standart grafigi Sekil 4.4°de

verilmistir.
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Sekil 4.1. Toplam fenolik madde tayini i¢in hazirlanan Gallik asit standart grafigi
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Sekil 4.2. Flavonoid tayini i¢in hazirlanan Rutin standart grafigi
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Sekil 4.3. Flavonoid tayini i¢in hazirlanan Katesin standart grafigi
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Sekil 4.4. Tanen tayini igin hazirlanan Tannik asit standart grafigi

4.1.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

Rosaceae ailesine ait alt1 bitkinin fenolik madde tayini Folin-Ciocalteu reaktifi
kullanilarak yapildi. Toplam fenolik madde miktar1 bitkilerden elde edilen su
ekstraktlarinda 57,70-133,93 ng GAE/mg araliginda ve etanol ekstraktlarinda 61,06-
124,76 ng GAE/mg araliginda olarak belirlendi. Bununla birlikte Cizelge 4.1 ve Sekil
4.5te gorildigi gibi, her iki ekstrakt tiirtinde kusburnu ekstrakti en yiiksek, giivem
ekstrakt1 en diisiik fenolik madde miktarina sahipken; siralama kusburnu, ayva, armut,

ahlat, elma ve giivem seklinde idi.
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Cizelge 4.1. Bitkilerden elde edilen su ve etanol ekstraktlarinin toplam fenolik,
flavonoid ve tanen miktarlari

Toplam Flavonoid Tayini
Ehstrakt| Ormek | Madds | Rutin Katesin | 12000
re (ng RE/mg)  (ng KE/mg) y
(ng GAE/mg) (ng TAE/mg)
Elma 84,70£3,96 62,92+0,01 80,85+0,01 14,85+0,16
Ayva 108,16£1,12 56,98+0,01 69,50+0,01 15,33+0,43
Sy Armut 107,60+7,02 56,95+0,01 66,52+0,01 19,39+0,37
Ahlat 94,23+4,31 61,32+0,01 74,69+0,01 18,82+1,15
Kusburnu 133,93+10,05 43,67+0,01 50,38+0,01 26,42+0,02
Gilivem 57,70+1,88 18,45+0,01 16,92+0,01 4,07+0,15
Elma 68,42+7,99 56,80+0,01 65,66+0,01 16,06+0,40
Ayva 124,76+5,86 95,51+0,01 121,06+0,1 25,71+0,17
Etanol Armut 86,25+0,99 70,37+0,01 84,91+0,01 18,15+0,33
Ahlat 73,07£9,95 51,18+0,02 70,60+0,01 15,65+0,49
Kusburnu 124,73+8,33 68,62+0,01 96,28+0,01 25,32+0,28
Gilivem 61,06+3,43 52,15+0,01 67,69+0,01 10,86+0,05

4.1.2. Toplam Flavonoid Tayini

Bitkilerin toplam flavonoid igerikleri AICI3 ile kompleks yapmalari temeline

dayanan spektrofotometrik metod ile tayin edildi. Flavonoid miktarlar1 su ve etanol
ekstraktlarinda rutin ekivalenti olarak sirasiyla 18,45- 62,92 pg/mg ve 51,18-95,51
ug/mg araliklarinda; katesin ekivalenti olarak ise 16,92-80,85 ug/mg ve 65,66-121,06
pg/mg araliklarinda belirlendi. Genel olarak etanol ekstraktlarinin  flavonoid
miktarlarmin su ekstraktlarina gore biraz daha yliksek oldugu gozlendi Ayrica katesin
ekivalenti olarak hesaplanan flavonoid degerleri rutin ekivalenti olarak elde edilen
degerlerden daha yiiksekti. Bunun nedeni, uygulanan metod flavonoid-aluminyum
komplekslesmesi esasli oldugu i¢in, standart olarak kullanilan flavonol glikozidi ve
flavanol’iin yapilarma bagl olarak farkli sekil ve pozisyondan kompleks yapmis

olmalari olabilir.
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4.1.3. Tanen Tayini

Ekstraktlarda bulunan tanen miktar1 Folin-Denis reaktifi kullanilarak ve tannik
asit ¢cozeltilerinden elde edilen standart grafik denklemi ile belirlendi. Su ekstraktlarinda
4,07-26,42 ng TAE/mg ve etanol ekstraktlarinda 10,86-25,71 ng TAE/mg araliginda
tanen tayin edildi. Ornekler toplam fenolik madde tayini ile benzer siralama gosterirken,
burada da kusburnu ekstraktinda en yiiksek, giivem ekstraktinda en diisiik tanen igerigi

belirlendi (Cizelge 4.1.).

150
125 _
’é‘n I
= 100 | _
= = _
g 75 M - T - B
5 50 |
= I
=
g st
= _
0
L & & SRR R R R
RN N N PSP SIS UPSAS
S & &S FEHEEE
+ © ?ﬁx ?5@ ~o§ Q/\‘é\ 6&“\‘& S
@‘2
EToplam Fenolik (GAE) mFlavonoid (RE) Flavonoid (KE) ®Tanen (TAE)

Sekil 4.5. Bitkilerin su ve etanol ekstraktlarinin igcerdigi polifenolik bilesen miktarlari

4.2. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlari

DPPH ve ABTS metodlar1 6zellikle dogal iiriinlerin antioksidan kapasitelerinin
tayininde yaygin olarak kullanilan yontemlerdir. Yontemler, bitki veya gida
ekstraktlarindaki antioksidan etkili bilesiklerin DPPH" ve ABTS™ radikallerini notralize
etmesi sonucu stabil renkli radikallerin renklerinin agilmasi ve bunun spektrofotometrik

olarak takip edilmesi esasina dayanur.

4.2.1. DPPH" Giderme Metodu
DPPH radikali giderme metodu ¢esitli bilesikler, biyolojik kaynaklar ve 6zellikle

bitki ekstraktlarmin antioksidan potansiyelinin degerlendirilmesinde kullanilan, basit,
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kolay bir yontemdir. Calismada 25-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda hazirlanan

ekstraktlarn DPPH radikalini

sondiirebilme potansiyelleri incelenerek, sentetik

antioksidanlar olan BHT ve BHA ile karsilastirildi. Cizelge 4.2, Sekil 4.6 ve Sekil

4.7°de goruldigi gibi ekstraktlarin konsantrasyonuna bagimli olarak artan oranlarda

radikal giderme aktiviteleri gozlendi. Orneklerin etanol ekstraktlar1 su ekstraktlarina

gore daha yiiksek radikal giderme kapasitesi gosterirken, en diisiik radikal giderme

aktivitesi glivem yapraginin su ekstraktinda belirlendi (Cizelge 4.2).

Cizelge 4.2. Bitkilerden elde edilen su ve etanol ekstraktlarinin DPPH radikali giderme
oranlart (% inhibisyon)

Konsantrasvon (pg/mL)
Ekstrakt | Bitld _ _
25 50 100 250 500 750 1000
Elma | 4202075 | 11.01=3,18 | 22.25+3.06 | 56.8522,58 | 84,04=133 | 83242397 | 81912557
Amont | 5342154 | 12052264 | 27.38=5.60 | 62,70=3.73 | 86.22=2,02 | 87162327 | 052020
Kugburnu | 17,7622.38 | 33,0723,18 | 67.77=4.83 | 62.24=0,00 | 01812071 | 00042122 | 90.58=191
S
Ayva | 7.61=2.65 | 11,3325,57 | 32.1929.91 | 67.0026.71 | 84632521 | 84.7728,39 | 83,38=10,79
Givem - - - 13.09=408 | 2034=121 | 44 47=7 65 | 65,35=4,63
Ahlat 1352081 | 18.65=141 [ 3061=4.88 | 8431=0,48 | 88.28=4.63 | §87.30=3,06 | 86,05=333
Elma 5,16=079 | 919=130 [ 15,02=140 [ 33,83=488 | 57.14=6,13 | 77.08=6,70 [ 81,81=0,07
Axmut 10,74=1,02 | 17.44=2.41 | 26,81=6,61 | 80,35=11.26 | 80.40=260 | 92.29=088 [ 93,13=036
Engburnu | 26.17=6.53 | 43,06=10,0 | 76.54=603 | 93.48=1,18 | 93,009=0230 | 9237=0,60 | 92,14=0.06
Ftanol
Ayva 23,77=0.68 | 4341=060 | 78.99=504 | 93.06=1,72 | 9227=1,18 | 9149=041 | 90.59=1,18
Givem | 10142086 | 10052024 | 33722021 | 75012451 | 80042532 | 80012887 | 92652165
Ahlat | 6012030 | 10282199 | 19562242 | 47212285 | 84342011 | 90582102 | 982118
Std BHA - 61.17=037 | 8494=135 | 9455=024 | 0422=3 68 | 93.86=137 | 95,58=196
madde
BHT . 9272145 | 16282037 | 30202483 | 47302096 | 62072346 | 68,9925 03

Kusburnu ve ayva yapraklarinin ekstraktlar1 100 pg/mL konsantrasyondan

baslayarak

giiclii

radikal

giderme

etkisi

gosterdiler.

Calisilan

yiiksek

konsantrasyonlarda, glivem yapraginin su ekstrakti haric, tiim ornekler standart olarak
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secilen antioksidan maddelerden BHT den yiiksek ve BHA ile yarigabilecek diizeyde
radikal giderici aktivite sergiledi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).

100 [

2 f

25 50 100 250 500 750
Konsantrasyon (ug/mL)

DPPH?* giderme aktivitesi (% Inhibisyon)
8

® Elma-Su = Armut-Su # Kusburnu-Su = Ayva-Su
= Giivem-Su = Ahlat-Su mBHA EmBHT

Sekil 4.6. Orneklerin su ekstraktlarinin DPPH radikali giderme oranlari
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Sekil 4.7. Orneklerin etanol ekstraktlarin DPPH radikali giderme oranlari
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4.2.2. ABTS* Giderme Metodu

ABTS™ giderme metodu bitki ekstraktlarinin antioksidan potansiyelinin
degerlendirilmesinde siklikla kullanilan bir metotdur. Calismada 25-1000 pg/mL
konsantrasyon araliginda hazirlanan ekstraktlarin ABTS radikalini giderebilme
potansiyelleri incelenerek, sentetik antioksidanlar olan BHT ve BHA ile karsilastirildi.
Cizelge 4.3, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°de goriildiigli gibi ekstraktlarin konsantrasyonunun
artmastyla radikal giderme oranlarinin da arttif1 gdzlendi. Orneklerin etanol ekstraktlar

su ekstraktlarina gore daha yiiksek radikal giderme kapasitesi gostermektedir (Cizelge
4.3).

Cizelge 4.3. Bitkilerden elde edilen su ve etanol ekstraktlarinin ABTS radikali giderme
oranlart (% inhibisyon)

Konsantrasyon (pg/mL)

Ekstrakt 25 50 100 250 500 750 1000

c c 76,370
Elma-Su 626+474 | 12,06=0,10 | 22.53=492 | 4182+102 | 77358+292 70 87.12=13 80
Armut-Su - - 18.15=3,01 | 4734+0.65 | 80,60=3.79 | 93 44=8.00 | 98.83=1.64

Kugburnu-5u | 540+1,78 | 13.21=1.61 | 27.10=1.24 | 60.56+4.71 | 99.33=1.12 99, 2+0.2 99.6=01

Ayva-Su - - 14452253 | 33,50£3.62 | 55.44=2.74 | 7111077 | 96.86+3,13
Giivem-Su - - - 0.15+1.21 20,12+1.87 | 30,05=1,61 | 36,67=048
Ahlat-Su - 921083 | 16.50=1.43 | 34522092 | 60.21=3.67 | 80.86=5.80 | 9411285

Elma-EtOH | 13.28=1.11 | 12.56=0.63 | 2578344 | 33.81=1.24 | 51.67=2.24 | 55.03=7.51 | 66.64=0,99

Amut-EtOH | 6,202,557 | 13,07£3.10 | 2329261 | 5250+3.47 | 75932036 | 87.55=2.43 [ 95.01=6,13

Kbumu-EtOH | 658040 | 12.35=136 | 28.10=1.44 | 5398=12.62 | 95.82=5.78 | 99.85=0.11 | 98.88=1.24

Ayva-EtOH | 10052027 | 1765065 | 32132288 | 70,510,336 | 9991=036 | 987=0,05 00 2002

Giivem-EtOH - - 15.06+4,72 | 25,61+£3.83 | 50.89=7.97 | 70,00=4.47 | 9434752

Ahlat-EtOH - - 18.02=0.44 | 43.60+4.40 | 64962433 | 76,70=5.33 | 91.35£7.65
BHA 1447198 | 37.00=2.17 | 77.77=2,06 | 9994=008 | 99942008 - -
BHT 12232172 | 26,00=1,55 | 54.43=1.78 | 98.15x1.50 | 99.97=0.03 - -

250-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢izilen siitun grafiklerden (Sekil 4.8 ve
Sekil 4.9) goriildiigii gibi; 250 pg/mL konsantrasyonda kusburnunun su ekstrakti, armut,

kusburnu ve ayvanin etanol ekstraktlarinda, 500 pg/mL konsantrasyonda giivemin su
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ekstrakti hari¢ diger tiim su ve etanol ekstraktlarinin % 50’in tizerinde radikal giderme
aktiviteleri belirlendi. Ayrica 500 pg/mL konsantrasyondaki elma, armut, kusburnunun
su ekstraktlarinda ve ayva, armut, kusburnunun etanol ekstraktlarinda, 100 pg/mL

konsantrasyondaki BHA standartininkine esit veya yiiksek aktiviteler gézlendi.
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Sekil 4.8. Orneklerin su ekstraktlarinin ABTS™" giderme oranlari
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Sekil 4.9. Orneklerin etanol ekstraktlarinin ABTS™ giderme oranlar

25-1000 pg/mL konsantrasyon araliginda ¢izilen ¢izgi grafikler (Sekil 4.10)
yardimiyla ekstraktlarm ABTS™ giderme etkileri birbiriyle de kiyaslanabilir. En diigiik
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radikal giderme aktivitesi giivem yapraginin su ekstraktinda, en iyi aktivite kusburnu ve
armutun su ve etanol ekstraktlarinda gozlendi. Ayrica ayvanin etanol ekstrakti da

calisilan yiiksek konsantrasyonlarinda yiiksek radikal giderme aktivitesi gosterdi.

= R
=2 2 e = S
T 1
- =T
= = 2 2
\7

[
=
T
[
=

=

N
\

=

00 750
Konsantrasvon (ug'mL)

0 250 300 750 1000

=

250

ABTS" giderme akbivitesi (%)
ABTS" giderme aktivitesi (%)

Konsantrasyon (pg/mL)
——Elma-EfOH ——Amut-Et0H

Givem-EtOH

Kusburmi-EtOH
Ahlat-EtOH

—e—Elma-Su —o— Amut-Su Kugburmu-Su

Ahlat-5u

—— Ayva-Su Givem-Su ——Ayva-EtOH

Sekil 4.10. Su ve alkol ekstraktlarinin ABTS™" giderme etkilerinin karsilagtirilmasi

4.2.3. CUPRAC Metodu

CUPRAC yontemi kullanilarak ekstraktlarin toplam antioksidan kapasiteleri
degerlendirildi. 50-750 pg/mL konsantrasyon araliginda yapilan ¢aligma sonucunda elde
edilen verilerden herbir 6rnek igin absorbans-konsantrasyon grafikleri cizildi. Elde
edilen dogru denkleminin egimi, E vitamini anologu olan troloksa ait dogru
denkleminin egimine oranlandi. Antioksidan 6zellik gosteren bilesiklerin CUPRAC
metodu sonugclar1 troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) olarak Cizelge 4.4 ve
Sekil 4.11°de verilmistir.

Cizelge 4.4. Ekstraktlarin CUPRAC metodundan elde edilen TEAC (Troloks ekivalenti
antioksidan kapasite) degerleri

Ekstrakt TEACcuprrAC Ekstrakt TEACcuprrAC
Elma-Su 7,5+0,71 Elma-EtOH 7,5+0,71
Armut-Su 11+1,41 Armut-EtOH 14,5+0,71
Kusburnu-Su 17+2,83 Kusburnu-EtOH 21+1,41
Ayva-Su 9,5+0,71 Ayva-EtOH 21+1,14
Giivem-Su 440,01 Giivem-EtOH 10+0,01
Ahlat-Su 10,5+2,12 Ahlat-EtOH 13+0,01
BHA 41,5+2,12 BHT 37+2.83
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Sekil 4.11. Bitkileirn su ve etanol ekstraktlarinin TEACcuprac degerleri

Elma hari¢ 6rneklerin etanol ekstraktlarinin gosterdigi toplam antioksidan
kapasiteleri su ekstraktlarininkinden daha yiiksek bulundu. En yiiksek TEAC
degerlerine kusburnu ve ayvanin etanol, kusburnunun su ekstraktlar1 sahipti. Ancak
orneklerin toplam antioksidan kapasitelerinin BHA ve BHT sentetik antioksidanlarina

oranla diistik oldugu gozlendi.

4.2.4. B-Karoten Agartma Metodu

Tez kapsaminda caligilan bitkilerin toplam antioksidan aktivitelerini belirlemek
tizere; ekstraktlarin beta-karoten/linoleik asit model sisteminde olusturulan lipid
peroksidasyonunu 6nleme yetenekleri test edildi. 50-1000 pg/mL konsantrasyon
araliginda  ¢alisildi.  Ekstraktlarin ~ beta-karoten  agartma  aktiviteleri, lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu (%) olarak ifade edildi. Elde edilen verilere gore su
ekstraktlari sadece 1000 pg/mL konsantrasyonda beta-karotenin bozunmasini etkili
sekilde oOnledi ve bunlardan standart maddelerinkine yakin olacak sekilde en 1iyi

aktiviteyi kusburnu ve ayva ekstraktlari gosterdi (Cizelge 4.5, Sekil 4.12).
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Cizelge 4.5. Bitkilerden elde edilen su ekstraktlarinin B-karoten agartma aktiviteleri
(Lipid peroksidasyonunun % inhibisyonu)

% inhibisyon
Su Ekstrakn
Konsantrasyon (pg/mL)
50 100 250 500 750 1000
Kusburnu 30,63£2,97 | 35,43£0,61 | 44,58%£0,25 | 48,65£0,56 | 8,99+2,04 | §5,32£1,12
Gilvem 30,12+3,14 | 20,57+3.21 | 22.60+4,06 | 47,70+3,78 | 45,01+£2.14 | 63,87+0,87
Ahlat 27.,72£0.43 | 29,78%£1,67 | 26,15£0,85 | 49.45£2.74 | 37.45£3,12 | 68,67£2,17
Armut - - - 28,78+2,71 | 24,07+£0,79 | 76,69+1,65
Ayva - - - 20,78%£3,14 | 32,99+1,97 | 80,14+0,48
Elma - - - - 2517+£1.64 | 72,81£2.16
BHT 81,17+0,36 | 84,29+1.54 | 88,31+0,23 | 87,16=2.68 | 85,15+£1,37 | §6,02+£2,12
BHA 81,38+1,44 | 84,43£0,37 | 91.47£2.82 | 92,01£0,96 | 87.90£1.46 | §6,49£1,89
Tokoferol 78,06+1,12 | 82,75+0,58 | 88,28+0,97 | 88,32+1,57 | 87,62+2.14 | 88,51+1,63
100
=
S _ 80
5
Z2 60
ZE
€2 40
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o= &=
2 20
S|
0
50 100 250 500 750 1000
Konsantrasyon (pug/mL)
EBHT EBHA Tokoferol B Kugburnu-Su ® Giivem-Su
Ahlat-Su m Armut-Su m Ayva-Su = Elma-Su

Sekil 4.12. Orneklerin su ekstraktlarinin B-karoten/linoleik asit sisteminde lipid
peroksidasyonunu 6nleme aktiviteleri
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Cizelge 4.6. Bitkilerden elde edilen etanol ekstraktlarinin B-karoten agartma aktiviteleri
(Lipid peroksidasyonunun % inhibisyonu)

Etanol % Inhibisyon
Ekstrakt Konsantrasyon (pg/mL)
50 100 250 500 750 1000
Kusburnu | 10,54+0,43 | 28,05+3,25 | 44,22+1.54 | 69,53+£0,34 | 86,33+£2,15 | 92,50+1,24
Giivem | 38,51+2.11 | 61,39+1,05 | 77,44+£3,42 | 86,18+0,55 | 90,32+0,47 | 90,95+1,65
Ahlat 12474335 | 51,32+3.42 | 47.76+£2,61 | 81,02£3,15 | 86,98+2.40 | 95,26+1,23
Armut | 30,25+£2.48 | 52,37+1,91 | 67.86£1,40 | 85,05+£0,85 | §9,19+0,57 | 91,43%£1,65
Ayva 29,90+1,21 | 51,61£3,51 | 61.,44+4,14 | 81,64£0,98 | 84,62+1,56 | 86,74+3,47
Elma 19,75+£2.48 | 39,59+1,91 | 68,24+£2,45 | 81,30+0,86 | 83,86=0,57 | 87,58+1,62
BHT 81,17+£0,36 | 84,29+1,54 | 88,31+0,23 | 87,16+2,68 | 85,15£1,37 | 86,02+2,12
BHA 81.38+1,44 | 84,43+0,37 | 91,47+2,82 | 92,01+0,96 | 87,90+1,46 | 86,49+1,89
Tokoferol | 78,06+1,12 | 82,75+0,58 | 88,28+0,97 | 88,32+1,57 | 87.,62+2,14 | 88,51+1,63
100 ¢
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Sekil 4.13. Orneklerin etanol ekstraktlarmim B-karoten/linoleik asit sisteminde lipid
peroksidasyonunu 6nleme aktiviteleri

Beta-karoten/linoleik asit model sistemde olusturulan lipid peroksidasyonunu
onlemede bitkilerin alkol ekstraktlarinin su ekstraktlarindan daha etkili oldugu goriildii.
Gilivem, armut ve ayva etanol ekstraktlar1 ¢alisilan diisiik konsantrasyonlardan itibaren

lipid peroksidasyonunu Onleme etkisi gosterirken, yiiksek konsantrasyonlarda tiim
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ekstraktlarin beta-karotenin bozunmasini etkili sekilde onledigi gorildi (Cizelge 4.6,
Sekil 4.13).

4.2.5. Metal Selatlama Kapasitesi

Serbest metal iyonlar1 biyolojik sistemlerde serbest radikallerin olusumuna yola
actigl igin bitki ekstraktlarinin metal selatlama Ozelligi onem tasimaktadir. Bitki
ekstraktlarmin metal selatlama etkiniligi Fe?" iyonu kullanilarak ve iyi bir selator olan
EDTA ile karsilastirilarak degerlendirildi. Calismada bitkilerin etanol ekstraktlarinda
metal selatlama aktivitesi gozlenmemistir. Su ekstraktlarinda tayin edilen metal

selatlama kapasitesitesi sonuglar1 Sekil 4.14’de verilmistir.
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Sekil 4.14. Bitkilerin su ekstraktlarinin metal iyonu selatlama aktiviteleri

Su ekstraktlarinda en yiiksek metal selatlama aktivitesi % 39,59+1,98 orani ile
kusburnu ve % 26,65+3,35 orani ile armut ekstraktlarinin 1 mg/mL konsantrasyonunda
tayin edilmistir (Cizelge 4.7). Ekstraktlarin hi¢ birinin gii¢lii bir metal selatlayicist olan
EDTA ile kiyaslanabilecek kadar iyi selatlayici bilesenler icermedigi goriilmiistiir.
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Cizelge 4.7. Bitkilerin su ekstraktlarinin ve EDTA’nin degisen konsantrasyonlarinda,
metal iyonu selatlama oranlari (%)

Konst. 100pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 750 pg/mL | 1000 pg/mL
Ayva-Su - ; - 9.58+0.90 | 13,04+0,42
Elma-Su - } - 8.75:2.39 | 11,04=0.54
I;‘;sbumu' ] 10,90£1,92 | 20,54+1,43 | 30,05£3,19 | 39,59+1,98
Armut-Su - 10,94+2.25 | 19.23+4.03 | 2272131 | 26,65+3 35
Giivem-Su - : - 758118 | 13.47+0,39
EDTA 25 pg/mL | 50 pg/mL 75 pg/mL 100 pg/mL

32.68+2.83 | 70.81+7.37 | 95.2940.01 | 99.29+0.41

4.3. Antidiyabetik Aktivite Tayini

Halk arasinda diyabet tedavisi igin ¢esitli bitkisel kokenli uygulamalar

yapilmaktadir. Bitkilerin gosterdikleri bu hipoglisemik etkiler icerdikleri bazi
fitobilesenlerle iliskilendirilmektedir. Fenoller, flavonoidler, saponinler gibi bilesenlerin
potansiyel glikozidaz inhibitdrii oldugu bilinmektedir. Dolayisiyla bu ¢alismada bitki
ekstraktlarmin a-amilaz ve a-glukozidaz gibi glikozidazlar iizerinde inhibitor etkisinin
olup olmadig1 arastirildi. Bir glikozidaz inhibitorii olan ve klinik diyabet tedavisinde

kullanilan akarboz inhibisyon denemelerinde pozitif kontrol olarak kullanildi.

Ekstrakatlarin 1.0, 2.5, 5.0 ve 10 mg/mL konsantrasyonlarinda, inhibit6r olan
akarbozun 0,05, 0,1, 0,25, 0,5 ve 1 mg/mL konsantrasyonlarinda c¢alisilmistir. Cizelge
4.8’de tiim bitki ekstraktlarinin ve akarbozun a-amilaz enzimi iizerindeki inhibisyon

yiizdeleri goriilmektedir.

Cizelge 4.8. Akarboz, 6rneklerin su ve alkol ekstraktlarinin a-amilaz enzimini inhibe
etme oranlar1 (%)

Konsantrasyon 1mg/mL | 25mg/mL | 5mg/mL 10 mg/mL
Su Ekstrakti % Inhibisyon”
Armut - 10,40+3,99 | 16,51£7,91 | 31,28+3,45
Kusburnu - 17,04+5,18 | 29,9247,70 | 61,34+4,23
Ayva - - 39,79+1,07 | 44,27+1,07
Gilivem - - - 47,11+£5,11
Ahlat - 11,11+3,11 | 11,16+3,11 | 11,94+2,84
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Etanol Ekstrakti

Armut - - 29,0143,99 | 62,09+7,27
Kusburnu - 38,63+2.13 | 47.04+4,61 | 67,76x1,07
Ayva 50,47+2,54 | 74,30+5,20 | 69,70+6,45 | 71,24+8,18
Giivem 32,99+7,62 | 47,89+5,54 | 59.44+7,15 | 58,70+7,15
Ahlat - - 23,10£2,31 | 43,06+3,51
Akarboz 50 pg/mL | 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL

25,88+0,15 | 61,64+6,52 | 76,37+3,60 | 75,95+£3,97 | 76,77+5,22

*9% 10’dan diisiik olan inhibisyon oranlar1 tabloda gosterilmemistir.

Bitkilerin su ekstraktlarinda 1 mg/mL konsantrasyonda inhibisyon gézlenmeyip,
10 mg/mL konsantrasyonda en yliksek inhibisyon oran1 % 61,34+4,23 olarak kusburnu,
% 47,1145,11 olarak giivem ve % 44,27+1,07 olarak ayva yapraklarinda tayin edilmistir
(Sekil 4.15). Kusburnunun 10 mg/mL konsantrasyondaki su ekstrakti, akarbozun 1

mg/mL konsantrasyondaki etkisine en yakin inhibisyon oranini géstermistir.
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Sekil 4.15. Su ekstraktlarinin a-amilaz enzimi {izerindeki % inhibisyon degerleri

Bitkilerin etanol ekstraktlari, su ekstraktlarina gore daha iyi sonuglar vermis
olup, dzellikle kusburnu, ayva ve glivem yapraklar ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda
ekstraktin artan miktariyla artan enzim inhibisyon etkisi olusturmustur (Sekil 4.16).
Etanol ekstraktlarinda su ekstraktlarinda oldugu gibi 6zellikle ayva, glivem ve kusburnu
etki gostermis ve 2,5, 5.0 ve 10 mg/mL

yapraklar1 o-amilaz iizerinde
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konsantrasyonlarda (kusburnu etanol ekstraktinin 2,5 mg/mL konsantrasyonu hari¢) %

45’in iizerinde inhibisyon etkisi gdstermislerdir.
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Sekil 4.16. Etanol ekstraktlarinin a-amilaz enzimi tizerindeki % inhibisyon degerleri

Bitkilerden elde edilen etanol ekstraktlarinin a-glukozidaz enzimini inhibe
etme denemesinde, ¢alisilan konsantrasyonlarla (1.0, 2,5, 5.0 ve 10 mg/mL) iliskili
olarak anlamli sonuglar alinamadigindan bu sonuclar tez kapsamina dahil edilmemistir.
Sekil 4.17°de goruldigi gibi su ektraktlarinin a-glukozidaz enzimini inhibe etme
dereceleri konsantrasyonla orantili olarak artmaktadir. Ayrica kusburnu ve ayva
yapraklarmin su ekstraktlar1 ¢aligilan tiim konsantrasyonlarda, elma yapraklari da 5
mg/mL ve 10 mg/mL konsantrasyonlarda akarbozun 1 mg/mL’si ile kiyaslandiginda

yiiksek inhibisyon etkileri gostermislerdir (Cizelge 4.9).
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Sekil 4.17. Su ekstraktlarinin a-glukozidaz enzimi iizerindeki % inhibisyon degerleri

Cizelge 4.9. Akarboz ve su ekstraktlarinin a-glukozidaz enzimini inhibe etme oranlart

Konsantrasyon Img/mL | 25mg/mL | 5mg/mL 10 mg/mL
Su Ekstrakti % Inhibisyon
Elma 35,94+3,75 | 44,29+4,18 | 63,66+5,14 | 89,68+4,21
Armut 27,1842,89 | 30,01+5,26 | 39,90+4,57 | 53,34+5.53
Kusburnu 98,84+4,24 | 99,12+2,88 | 98,58+5,03 | 98,20+2,73
Ayva 88,334+3,95 | 89,05+3,88 | 98,10+3,98 | 97,98+1,49
Gilivem 21,55€2,45 | 23,69+£2,17 | 30,71+£3,21 | 45,83+2,76
Ahlat 21,60£1,75 | 27,42+1,75 | 33,09+2,43 | 49,1543,72
Akarboz 50 pg/mL | 100 pg/mL | 250 pg/mL | 500 pg/mL | 1 mg/mL
26,67+1,98 | 24,43+2.85 | 27,46+3,73 | 36,09+4,51 | 52,83+2,15

Rosaceae ailesi meyveleri giinliik beslenmemizde 6nemli bir yer tutmaktadir. Bu
ailenin bazi iiyelerinin yapraklar1 da halk arasinda uygulanan geleneksel tipta gesitli
amaglarla kullanilmaktadir. Tez c¢alismast kapsaminda c¢evremizde kolaylikla
ulasabilecegimiz Giilgiller ailesinden elma, armut, kusburnu, ayva, giivem ve ahlat
agaclarinin yapraklarinin antioksidan ve antidiyabetik potansiyelinin incelenmesi
amaglanmigstir. Bitkilerin gosterdikleri biyolojik aktiviteler igerdikleri fitobilesenlerden
kaynaklandig1 i¢in, bu bitkilerin yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik,

flavonoid ve tanen igerikleri de tayin edilmistir. Bitki ekstraktlarinin igerdigi bu
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polifenolik bilesenlerin, yapraklarin gosterdigi antioksidan 6zellikler ve antidiyabetik
kapasite tizerindeki etkisini gosteren korelasyon analizi sonuglart Cizelge 4.10°da

verilmistir.

Calisilan bes antioksidan aktivite metodunnun ve iki enzim inhibisyon
metodunun sonuglari, ekstraktlarin fitobilesen igerikleriyle karsilastirildi. Korelasyon
analizi sonuglarina gore; ozellikle bir tek elektron transferine dayanan (SET temelli)
metodlar ile polifenolik bilesenler arasinda pozitif iliski gozlendi. DPPH® giderme
aktivitesi toplam fenolik madde (r=0,499™), flavonoid (r=0,630"" ve r=0,672"") ve tanen
(r=0,669"") igerikleri ile anlaml sekilde iliskili bulundu. ABTS®*" giderme aktivitesinin
toplam fenolik madde (r=0,701""), flavonoid (r=0,579" ve r=0,676") ve tanen
(r=0,720"") igerikleri ile oldukga yakin iliskili oldugu gézlendi. CUPRAC metodunda da
toplam fenolik madde (r=0,705"), flavonoid (r=0,677"" ve r=0,692"") ve tanen
(r=0,863") icerikleri ile bu metod arasinda pozitif korelasyon tayin edildi. Bu durum
fenolik bilesenlerin antioksidan aktivite lizerinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir.
Korelasyon caligmast sonuclarina gore B-karoten agartma metodunda ekstraktlarin
icerdigi fenolik madde (r=0,080ns) ile antioksidan aktivite arasinda giiclii korelasyon
gozlenmezken; flavonoid igerigi (r=0,675"" ve r=0,617"") ile antioksidan aktivite
arasinda anlamli bir pozitif iliski gozlendi. Dolayisiyla lipid peroksidasyonunu
onlemede flavonoidlerin dnemli bir rol oynadigi belirlendi. Metal selatlama deneyinde
ise, korelasyon ¢aligmasi sonuglarina gore gdzlenen aktiviteye ekstraktlarin igerdigi

fenolik maddelerin (r=0,461"") katildig1 belirlendi.

Ekstraktlarin gosterdigi antidiyabetik aktivite ile fitobilesenler arasindaki
korelasyon sonuglarina gére; a-glukozidaz inhibisyonu ile fenolik bilesen (1=0,378")
arasinda ve o-amilaz inhibisyonu ile tanen igerigi (r=0,339") arasinda pozitif iliski tayin

edildi.
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Cizelge 4.10. Calismada kullanilan bitkilerin antioksidan ve antidiyabetik karakteristikleri ile igerdikleri fitobilesenlerinin korelasyon
analizi tablosu

DPPH®* ABTS** B- Metal o- o- Fenolik Flavonoid Flavonoid Tanen
iderme  giderme CUPRAC karoten selatlama amilaz glukozidaz  (GA) (RE) (KE) (TAE)
g g agartma inh. inh.

;E:;Le 1.000  0908% 0.700™  0.649™ -0.118ns 0418 -0.265ns 0499~ 0630~  0.672"  0.669™
o+

ggeTrrSn . 1.000 0657  0455" 0.040ns 0.255ns 0.037ns 0701 0579 0676  0.720"

CUPRAC 1.000 0.588" -0.082ns 0.696~ -0301ns  0.705" 0.677" 0692~  0.863™

p-karoten 1.000 -0539™ 0473" -0.634"  0.080ns 0675~ 0617  0.393"

agartma

Metal 1.000 0.070ns 0.817" 0461 -0542"  -0514"  0.165ns

selatlama

a-amilaz 1.000  -0.369" 0.146ns 0.320ns  0.258ns  0.339"

inhibisyonu

aglukozidaz 1.000 0.378°  -0.494"  -0407°  0.021ns

inhibisyonu

Fenolik * * -

oA 1.000  0.355 0.416 0.862

Flavonoid o o

RE) 1.000 0.931 0.605

Flavonoid o

<5 1.000 0.635

Tanen

ol 1.000

“x*x” [statistiksel olarak p<0.01 diizeyinde énemli (anlamli), “*” istatistiksel olarak p<0.05 diizeyinde &nemli ve “ns” istatistiksel olarak
onemsiz oldugunu ifade etmektedir.
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BOLUM 5

TARTISMA

Rosaceae (Giilgiller) genis yayilim gosteren, cicekli bitkiler gruplarindan
birisidir. Elma, kayisi, armut, ayva, seftali, musmula, kiraz, kusburnu, giivem bu ailenin
baz iiyeleridir. Ozellikle meyveleri tiiketildigi i¢in hem diyetin bir par¢asm olusturur,
hem de ckonomik degeri olan bitki ailelerindendir. Bazi bolgelerde bu aileye ait
tiyelerin ¢esitli kisimlar1 halk ilact olarak diyabet tedavisinde kullanilmaktadir
(Cikladilmez, 2013; Arituluk & Ezer, 2012). Glinlimiizde diabet en sik goriilen endokrin
bozuklugu hastaligidir ve insidansi her yil artmaktadir.

Antioksidan 6zellikli taze meyve, sebze, icecek ve baharatlarin alimiyla bazi
hastaliklarin Onlenmesi arasinda pozitif iligki olduguna dair yapilan caligmalardan
sonra, insanlarin tiikettikleri gidalara 6zen gosterme egilimleri ve saglikli bir yasam
tarzina sahip olma istekleri de artmgtir. Ozellikle bitkilerde bol bulunan polifenolik
bilesikler antioksidan etkileriyle viicutta etkili iken; ayn1 zamanda gidalardaki
istenmeyen radikalik reaksiyonlar1 geciktirme ve/veya onlemede onemli rol oynarlar.
Bu yiizden gidalara katilan sentetik antioksidanlarin yerine dogal kaynaklardan
antioksidan arayis1 da hizla devam etmektedir.

Ayrica bitkiler tiim diinyaya yayilmis olup, biiylik bir ¢esitlilige sahiptirler.
Beslenmede ¢esitli  kisimlarinin = kullanilmasina ragmen bazilarinin  yapraklari
kullanilmamaktadir. Tezde calisilan Rosaceae ailesi bitkilerinin de yapraklari 6zel bir
alanda kullanilmadan dogada kalmaktadir.

Ayrica antioksidan ve antidiyabetik Ozellikle ilgili olarak; bu ailenin
meyveleriyle yapilan ¢cok sayida ¢alisma mevcuttur, ancak yapraklariyla ilgili caligmalar
daha smirlidir. So6zii edilen bu sebeplerden dolayr sunulan ¢alismada Rosaceae

(Gtilgiller) ailesine ait giivem, kusburnu, armut, elma, ayva ve ahlat agaclarmin
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yapraklar1 ile calisilmasi ve antidiyabetik, antioksidan potansiyellerinin arastirilmasi
planlanmistir. Calismada, yapraklarin su ve etanol ekstraktlart hazirlanarak elde edilen
ekstraktlarda spektrofotometrik metodlar ile toplam fenolik madde, flavonoid ve tanen
miktarlar1 tayin edildi. Antidiyabetik kapasitelerinin belirlenmesi i¢in in vitro kosullarda
a-amilaz ve a-glukozidaz enzim inhibisyonu metodlar1 calisildi. Bitki ekstraktlart
DPPH" ve ABTS™ radikallerini giderme aktiviteleri, CUPRAC ve B-karoten agartma
metodlar ile toplam antioksidan aktivite tayini ve metal selatlama aktivitesi yoniinden
incelendi. Sonuglar, tezde ¢alisilan Rosaceae bitkilerinin yapraklariyla ilgili literatiirdeki
calismalarla karsilastirilarak degerlendirildi.

Elma yapraginin fenolik madde miktar1 etanol ekstrakti i¢in 68,42 mg GAE/g ve
flavonoid miktar1 56,80 mg RE/g olarak; su ekstrakti i¢in fenolik ve flavonoid
miktarlari ise sirasiyla 84,70 mg GAE/g ve 62,92 mg RE/g olarak tayin edilmistir.

Liaudanskas vd. (2014) calismalarinda dort farkli kiiltiire ait elma yapraklarinin
antioksidan aktivitesini ii¢ antioksidan metod kullanarak belirlemisler, toplam fenolik
ve flavonoid miktar tayinlerini yapmislardir. Antioksidan aktiviteyi Troloks esdegeri
olarak ifade ettiklerinde tiim kiiltiirlerde DPPH < ABTS < FRAP siralamas1 oldugunu
rapor etmislerdir. Toplam fenolik miktarlar1 98,81-163,35 mg GAE/g ve flavonoid
miktarlar1 21,59-45,02 mg RE/g olarak tayin edilmistir.

Lu ve arkadaslari (2019) tarafindan elma (Malus pumila Mill.) yapraklar1 petrol
eteri, etilasetat ve %75°lik etanol ile fraksiyonlayarak ekstrakte edildikten sonra,
ekstraktlarda toplam fenolik ve flavonoid tayini ve DPPH testleri yapilmis. Ug ekstrakt
arasinda en yiiksek fenolik madde (56,74 mg GAE/g), flavonoid miktar1 (37,56 mg
KE/g) ve antioksidan aktivite (DPPH i¢in ECs50=50,96 mg/L) olarak %75’lik etanol
ekstraktinda tayin edilmistir.

Bir diger ¢alismada elma (Malus domestica Borkh.) yapragmin alkol (metanol,
% 50 metanol, % 70 metanol, etanol, % 50 etanol, % 70 etanol) ekstraktlarinda toplam
fenolik ve flavonoid tayinleri yapilarak, ABTS metodu uygulanmis ve ayrica fenolik
profili RP-HPLC analizlenmistir (Rana vd., 2016). Bu ekstraktlar arasinda en yiiksek
fenolik madde (30,38 mg/g), toplam flavonoid bilesen (20,92 mg/g) ve en yiiksek
antioksidan aktivitenin (ABTS icin 1C50=49,16 pg/mL) %70’lik etanol ekstraktinda
oldugu bildirilmistir.
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Tez calismasinda literatiirle benzer sekilde, DPPH ve ABTS metodlarinda elma
ekstraktlarinin ¢alisilan yiliksek konsantrasyonlarda iyi aktiviteler gdstermesine ragmen
tez kapsamindaki diger bitki ekstraktlarla kiyaslandiginda genel siralamada geride
kaldig1 soylenebilir.

Sunulan ¢alismada ayva yapraklarinin etanol ve su ekstraktlarina ait fenolik
madde miktarlar1 124,76 ve 108,16 GAE pg/mg olup, uygulanan antioksidan aktivite
yontemlerinin hepsinde ayva yapragi ekstraktlar1 giiclii antioksidan aktivite gostermistir.

Costa vd. (2009) yesilgay ile karsilastirmali olarak iki farkli zamanda ve iki
farkli yerden topladiklar1 ayva (Cydonia oblonga) yapraklarinin metanolik ekstraktinin
FCR ve DPPH metodlariyla antioksidan ozellikleri incelenmis ve fenolik igerigini
HPLC/UV ile analizlemislerdir. Fenolik icerigini 5-O-kafeoilkuinik asit esdegeri olarak
ortalama 227,8 g/kg ve DPPH i¢in ECso degerini 21,6 ng/mL belirlenmistir.

Diger bir ¢alismada ayva (Cydonia oblonga Miller) yapraklarimin FCR ile
toplam fenolik bilesen tayini ve FRAP ve DPPH metodlar ile de antioksidan aktivite
tayini yapilmistir (Yilmaz & Seyhan, 2017). Metanol, su ve etanol ekstraktlarindaki
toplam fenolik bilesenler sirasiyla 744, 544 ve 247 GAE pg/mL olarak belirlenmistir.
Ekstraktlarin DPPH giderme ve FRAP aktiviteleri metanol > etanol > su siralamasinda
tayin edilmistir.

Calismada armut yapraginin etanol ekstrakti i¢in toplam fenolik miktar1 86,25
mg GAE/g olarak belirlendi; armut yaprag: ekstraktlar1 basta ABTS radikali giderme
metodu olmak {lizere ¢alisilan tiim antioksidan kapasite tayin metodlarinda yiiksek
aktivite gosterdi. Sroka vd. (2018) farkli aylarda toplanan iki armut tiiriiniin (Pyrus
communis ve Pyrus pyrifolia) yapraklarindan alinan metanol ekstraktlarinda toplam
fenolik miktarlarim1 43,4-58,4 mg/g araliginda, ABTS radikali siiplirme etkisini degisen
oranlarda tayin etmisleridir. Fenolik bilesenleri ayrica RP-HPLC ile ¢alismislardir.

Armut ile ayni1 cinsten olan ahlat bitkisinin yaprag: halk arasinda kullanilmasina
ragmen, antioksidan etkinligiyle ilgili calismaya rastlanmamistir. Bu caligmada ahlat
yapragmin etanol ekstrakti i¢in polifenolik bilesikler toplam fenolik 73,07 mg GAE/qg,
flavonoid 51,18 mg RE/g ve tanen miktarlar1 15,65 mg TA/g olarak tayin edilmistir.
Ahlat ile ilgili olarak, Tirkiye’de yetisen ahlat (P. elaeagnifolia subsp. elaeagnifolia)
meyvesinin etil asetat, hekzan ve metanol ekstraktlarinda toplam fenolik, flavonoid ve

tanen tayini yapilarak, ekstraktlarin antiinflamatuvar etkisi arastirilmistir (Ilhan vd.,
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2019). Ahlatin etanol ekstraktinda toplam fenolik madde 31,92 mg GAE/g, flavonoid
47,31 mg RE/g ve tanen 11,78 mg TA/g olarak belirlenmistir.

Literatiirde glivemin meyveleriyle ilgili cesitli antioksidan aktivite ¢aligmalari
bulunmaktadir (Aliyazicioglu vd., 2015; Kiselova vd., 2005; Ruiz-Rodriguez vd.,
2013). Ayrica giivem (Prunus spinosa L.) yapraklarindan ve g¢igeklerinden g¢esitli
flavonoidler de saflastirilarak tanimlanmistir (Olszewska & Wolbis, 2002; Olszewska,
Glowacki, Wolbis, Bald, 2001). Gilivem yapragiyla ilgili olarak ulasilan calisma
Pinacho ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadir (Pinacho vd., 2015). Bu ¢alismada giivem
meyve, yaprak ve dallarindan fraksiyonlu ekstraksiyon ile elde edilen diklorometan,
etilasetat, etanol ve su ekstraktlarinda DPPH testi, toplam fenolik ve flavonoid tayinleri
yapilmis, ayrica HPLC teknikleriyle 6zel fenolik bilesenleri de analizlenmistir. Bu
calismada glivem yapraginin etanol ve su ekstraktlarinin toplam fenolik miktarlar
sirastyla 228,56 ve 101,28 mg/g ve toplam flavonoid miktarlar sirasiyla 196,88 ve
81,01 mg/g olarak belirlenmistir. Caligmamizda ise bu degerlerden farkli olarak etanol
ve su ekstraktlarinin fenolik bilesen miktarlar1 sirasiyla 61,06 ve 57,70 mg GAE/g
olarak ve flavonoid miktarlar1 52,15 ve 18,45 mg RE/g olarak tayin edilmistir.

Calismamizda giivem yapraginin fitobilesen miktarlar1 ayni ailedeki diger bitki
yapraklarindan diisiik olarak belirlendi. Ayrica giivem tez kapsaminda calisilan
antioksidan aktivite metodlarinda da diistik aktiviteler gosterdi.

Sicilya’da yetisen dort kusburnu tiiriiniin yapraklar1 farkli iki ayda (Haziran ve
Ekim) toplanarak fitobilesen (klorofil, karotenoid, antosiyanin, flavonoid, polifenol) ve
antioksidan 0Ozelligindeki degisimlerin zamana gore incelenmesi amaclanmigtir
(Dangiolillo, Mammano & Fascella, 2018). Metanol ekstraktlarinin polifenolik igerigi
31,3-67,5 mg CAE/g araliginda ve flavonoid igerigi 13,1-24,1 mg QE/g araliginda tayin
edilmistir. Tunus’un farkli bolgelerinden toplanmis olan ii¢ Rosa tiirlinlin metanol
ekstraktlarinda, toplam fenolik bilesen 243-464 mg GAE/g araliginda tayin edilmistir
(Ouerghemmi vd., 2016). Tez galismasinda ise kugsburnu yapraginin etanol ekstraktinda
fenolik madde miktar1 124,73 mg GAE/g ve flavonoid miktar1 68,62 mg RE/g olarak
belirlendi. Ouerghemmi ve arkadaslar1 yaptiklari ¢aligmada; ekstraktlarin, ¢oziicli tiirii
ve bitki tiirline gére DPPH, TEAC, FRAP ve ORAC antioksidan aktivite testlerinde

farkli oranlarda aktivite gosterdiklerini rapor etmislerdir.
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Gougoulias (2015) kiraz, kayisi, seftali, erik, elma, zeytin, kestane ve fistik
agaclarinin yapraklarmin fenolik igerigini (toplam fenolik, non-flavonoid penoller,
flavonoid fenoller, flavan-3-ol miktar tayini) ve antioksidan aktivitesini (DPPH, ABTS
ve FRAP metodlar1) incelemistir. Bu sekiz bitkiden kiraz, kayisi, seftali, erik ve elma
Gilgiller ailesinden olup, calisma sonucuna en yiiksek fenolik igerigi ve antioksidan
aktiviteyi erik yapragi ekstrakti gosterirken, en diisiik fenolik miktarlar1 ve aktivite
seftali yaprag: ekstraktinda tayin edilmistir.

Bitkilerin sekonder metabolit igerigi bitkinin tiirli, yetistirilme sartlari, iklim,
hasat zaman1 ve depolama sartlar1 gibi ¢esitli faktorlerden etkilenir. Ekstraksiyon
isleminde uygulanan yontem ve ¢0Oziicii cinsi de Orneklerin gdsterecegi biyolojik
aktiviteler {lizerinde etkili olabilir. Bu sebeplerden dolay1 incelenen Orneklerin
antioksidan aktivitelerini kiyaslamakta zorluk yasanmaktadir.

Ekstraktlar farkli miktarlarda fenolik bilesenler igermektedir, ayrica herbirinin
baskin fenolik bileseni farkli olabilir; elma yapraginda floridzin (Liaudanskas vd.,2014),
phloretin, kersitrin (Rana vd., 2016), givem yapraginda kamferol, kersetin ve
glikozidleri (Olszewska & Wolbis, 2002), ayva yapraginda 5-O-kafeoilkuinik asit
(Costa vd., 2009), armut yapraginda hidroksikinon ve hidroksisinnamik asit (Sroka vd.,
2018), kusburnu yapraklarinda kamferol ve tirevleri (Ouerghemmi vd., 2016) ana
bilesen olarak tayin edilmistir. Bitkiler ayni tiire ait olmasina ragmen, ekstraktlarda
gozlenen farkli aktiviteler farkli polifenol karigimlarini igermelerinden kaynaklanabilir.

Diyabet diinyanin en biiyiik saglik problemlerinden biridir ve giderek hasta
sayis1 artmaktadir. Karbonhidratlar1 sindiren enzimler ve onlarin inhibisyonu insiilinden
bagimsiz olan hiperglisemiyi kontrol etmede 6nemli rol oynar. Bu yiizden a-amilaz ve
a-glukozidaz inhibitorleri etkili teropatik ajanlar haline gelmistir.

Calisilan bitki yapraklarmin in vitro antidiyabetik etkisiyle ilgili makale ¢ok
fazla bulunamamistir. Aslan ve arkadaslar1 streptozotosin ile diyabet olusturduklar
siganlara 5 giin boyunca oral yoldan 500 mg/kg dozda ayva yapragi etanol ekstrakti
vermisler ve kan glukoz diizeyinin % 33,8 azaldigini bildirmislerdir (Aslan vd., 2010).
Daha sonrasinda yaptiklar1t caligmalarinda in vitro deneylerde ayva yapraginin
karbonhidrat sindirim enzimleri {izerinde inhibitor etkisinin olmadigini ve bu sebeple
hipoglisemik etki mekanizmasinin a-amilaz ve a-glukozidaz enzimlerinin inhibisyonu
yoluyla olmadigini bildirmislerdir (Orhan & Orhan, 2016).
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Liaudanskas vd., (2014) elma yapraklarinin gosterdigi antidiyabetik aktivitenin,
yaprakta bulunan yiiksek miktardaki phloridzinden kaynaklandigini ifade etmislerdir.
Phloridzin elmada ve yapraginda bulunan bir fenolik bilesiktir. Tez ¢alismasinda elma
yapragi su ekstraktinin gosterdigi a-glukozidaz inhibisyonu polifenolik igeriginde (84,7
GAE mg/g) bulunabilecek bu bilesik ile iliskilendirilebilir. Uziimsii meyvelerdeki
polifenolik bilesiklerle ilgili olarak yapilan ¢aligmada, antosiyanince zengin ekstreler
ozellikle a-glukozidaz enzimini, tanence zengin ekstreler o-amilaz enzimini giiglii
sekilde inhibe etmistir (McDougall, 2005). Tez calismasinda da en yiiksek tanen
icerigine sahip ayva yapraginin etanol ekstraktinda (25,71 TAE mg/g), kusburnu
yapraginin etanol (25,32 TAE mg/g) ve su (26,42 TAE mg/g) ckstraktlarinda diger
yaprak ekstraktlarina gore daha yiiksek a-amilaz inhibisyonu goriilmiistiir.

Mauritius’ta geleneksel tipta diyabet i¢in kullanilan yedi egzotik bitki yapragiyla
yapilan ¢alismada, Giilgiller ailesinden olan ancak tez kapsaminda g¢alisilmayan malta
erigi (Eribotrya japonica) yapraginda amilaz inhibisyon aktivitesi bulunmamistir
(Kotowaroo vd., 2006).

Potansiyel amilaz veya glikozidaz inhibitorleri olarak bitki polifenolleri ile ilgili
cok sayida galisma yapilmaktadir. Ancak bu galismalarda uygulanan optimum sartlar ve
degisen metod kosullar1 farkli inhibisyon degerlerinin elde edilmesine yol agmaktadir.
Farkli deney kosullari ICso degerini oldukga etkilemektedir; Orne§in optimum
kosullarda ¢alisiilmamasimin Akarbozun 1Cso degeri tizerinde 5 kat fazla etkisi vardir
(Nyambe-Slavwe vd., 2015). Bu sebeple bitkilerden elde edilen ekstraktlar antidiyabetik
acidan degerlendirilirken literatiirdeki verilerle kiyaslamakta zorluk cekilebilir. Sunulan
calismada Gilgiller ailesinin alt1 {iyesine ait ekstraktlar potansiyel antidiyabetik acidan
degerlendirilmis olup; kusburnu ve ayva yapragi ekstraktlarinda yliksek inhibisyon
oranlar1 tayin edilmistir. Gelecekte planlanan ¢alismalarda;

a) a-amilaz ve a-glukozidaz tizerinde inhibisyon yapan ekstraktlarda, daha ileri analizler
yapilarak gozlenen inhibitér etkiden sorumlu 6zel fenolik bilesikler belirlenebilir,

b) Calismadan elde edilen antidiyabetik aktivite sonuglar1 hayvan modelleri kullanilarak
in vivo ortamda yapilarak gelistirilebilir,

C) Ayrica in vitro ortamda ¢alisilan glukozidaz enzimleri inhibisyon metodlar1 genel
kullanim i¢in daha iyi optimize edilerek, farkli aragtirmacilarin sonuglarinin birbiriyle

kiyaslanmas1 saglanabilir.
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Glinlimiizde insanlar saglikli yasam tarzint benimsediklerinden, Ozellikle
cevresel faktorlerden kaynakli oksidatif stresle miicadelede taze ve bol meyve-sebze
tilkketme egilimindedirler. Antioksidan bilesikler saglik tizerinde 1iyilestirici etki
gosterdikleri gibi; ozellikle gida ve kozmetik alaninda da kullanilmaktadir. Dolayisiyla
sentetik antioksidanlarin yerine dogal kaynaklardan belirlenecek ve izole edilecek
antioksidan ozellikli yeni ekstre veya bilesikler de 6nem arz etmektedir. Bu tez
kapsaminda ¢alisilan bitkilerden kusburnu ve ayva yapraklari da fenolik igerik¢e zengin
olup giiclii antioksidan 6zellik gostermistir. Elde edilen sonuglara gore;

a) Kusburnu, ayva veya ahlat yapraklar1 gida, kozmetik gibi alanlarda alternatif dogal
antioksidanlar olarak degerlendirilebilir,

b) Daha sonraki ¢aligmalarla kusburnu, ayva ve ahlat yapraklarindan elde edilen ham
ekstraktlarda saflastirma  yapilarak, aktivitede rol oynayan fitokimyasallar
tanmimlanabilir,

c) Toplam flavonoid tayininde kullanilan aluminyum kloriir metodu 6zellikle
flavonolleri igeren orneklerde daha kullanigh oldugu igin (Olszewska vd., 2001),
flavonoidlerin kantitatif analizinde spektrofotometrik yontemin yaninda HPLC ile de
analiz yapilmasi Onerilebilir.

Sunulan tez calismasinda Giilgiller ailesine ait giivem, kusburnu, elma, armut,
ahlat (yabani armut) ve ayva yapraklarinin antioksidan kapasiteleri yoniinden bes farkli
antioksidan aktivite metodu kullanilarak kapsamli olarak incelenmesi ve bitkilerin
antidiyabetik potansiyellerinin aragtirilmasi amaclanmistir. Bitkilerin  gosterdikleri
biyolojik aktivitelerinden sorumlu fitobilegenlerden olan fenolik madde, flavonoid ve
tanen miktarlar1 da belirlenmistir. Calisilan bitkilerden kusburnu ve ayva yapraklari
fenolik icerikce zengin olup gii¢lii antioksidan 6zellik gosterirken, giivem yapraklarmin
antioksidan yonden zayif oldugu gozlenmistir. Kusburnu, ayva ve giivem yapragi
ekstraktlar ise karbonhidrat sindirim enzimleri olan a-amilaz ve a-glukozidaz {izerinde

inhibisyon etkisi gostermistir.
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