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OZET
Yiksek Lisans Tezi

AFYONKARAHISAR BUYUKKALECIK FLORASINA AIT AHLAT (PYRUS ELA-
EAGNIFOLIA) BITKIST OZUTUNUN BAZI KIMYASAL OZELLIKLERININ iN-
CELENMESI
Sevgi KECECI
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitlsi
Gida Miihendisligi Anabilim Dal1
Damsman: Dr. Ogr. Uyesi Dilek DEMIRBUKER KAVAK

Bu c¢alismada Afyonkarahisar Biiyiikkalecik florasina ait yaban armudu c¢ordiik gibi
yoresel isimleri olan ahlat (Pyrus elaeagnifolia) yapraklari kullanilmistir. Ahlatin yap-
raklar1 daglardan toplanip direkt giines 151¢1na maruz kalmadan yaklasik 2 hafta kadar
kurutulmug ve ogiitiilerek ekstraksiyona tabi tutulmugtur. Ekstraksiyon siire (30-45-60-
75-80 dk), sicaklik (25-30-40-55-70°C), etanol konsantrasyonu (% 0-20-40-60-80 ) pa-
rametrelerinde c¢esitlilik saglanarak calisilmistir. Bu amagla yapragin terkibindeki feno-
liklerin karakterizasyonu HPLC ile gergeklestirilmistir. Klorojenik asit (%2,2) basi ce-
ken fenolikken bunu katesin hidrat (%1,1), rutin (%0,4) takip etmektedir. Toplam feno-
lik madde tayini Folin — Ciocalteu metodu ile belirlenmis olup verilen parametrelerde
en ylksek degerleri yaklagik 45. dakikada, 40 °C’ de, % 60 lik konsantrasyonda g6z-
lemlenmistir. Antioksidan aktivite tayini ise DPPH yontemi ile tespit edilmistir. Antiok-
sidan aktivite 75. dakikaya, 40 °C’ ye ve % 60 konsantrasyona kadar artig gostererek en
yuksek seviyeye gelmis sonrasinda diisiis olmustur. Ekstraktlarin antimikrobiyal aktivi-
tesi disk diflizyon yontemi ile Staphylococus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa mikroorganizmala-
11 iizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Optimum ekstraksiyon sartlarin-
da MCF-7 ile A549 kanser hiicre hatlar1 tizerindeki sitotoksik etkisi MTT (3-(4,5)-
dimethylthiazol-2yl)-2,5-dipheniyl tetrazolium bromide) testi ile gergeklestirilmistir.
Her iki kanser hiicresinde de konsantrasyon arttik¢a hiicre inhibisyonu artmistir. Ancak
A549 kanser hiicrelerinde diisiik konsantrasyonlarda da onemli etki gosterdigi tespit

edilmistir.
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ABSTRACT
M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF SOME CHEMICAL CHARACTERISTICS OF WILD PEAR
PLANT (PYRUS ELAEAGNIFOLIA) EXTRACT BELONG TO FLORA OF AFYON-
KARAHISAR BUYUKKALECIK
Sevgi KECECI
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Dilek DEMIRBUKER KAVAK

In this study, leaves of wild pear (Pyrus elaeagnifolia) which have local names such as
‘cordik’ belonging to flora of Afyonkarahisar Buytkkalecik were used. The leaves of
wild pear were collected from the mountains and dried for about 2 weeks before being
exposed to direct sunlight. Extraction step was applied by grinding of dried leaves.
Extraction time (30-45-60-75-80 min), temperature (25-30-40-55-70°C), ethanol con-
centration (% 0-20-40-60-80) were studied by varying the parameters. The characteriza-
tion of the phenolics in the leaf composition was carried out by HPLC. Chlorogenic acid
(2,2%) has the highest concentration in the leaf, this was followed by catechin hydrate
(1,1%) and routine (0,4%). Total phenolic content of samples was determined by Folin -
Ciocalteu method. The highest values in the parameters were observed at approximately
45 minutes at 40 °C and % 60 concentration. DPPH method was used to determine the
antioxidant capacity of samples. Antioxidant capacity showed an increase until 75 mi-
nutes, 40 °C and %60 concentration, then a decrease was observed. The antimicrobial
activities of extracts on the microorganisms such as Staphylococus aureus, Bacillus sub-
tilis, Bacillus cereus, Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeru-
ginosa were determined by disk diffusion method. The cytotoxic effect of extracts on
MCEF-7 ile A549 of cancer cells was determined by MTT (3-(4,5)-dimethylthiazol-2yl)-
2,5-dipheniyl tetrazolium bromide) test at optimum extraction conditions. However, it
has been found that A549 also has a significant effect at low concentrations in cancer

cells.
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mm . Milimetre
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Nm : Nanometre

ug : Mikrogram

ul : Mikrolitre

-OH - Hidroksil

Psi : Pounds per sguare inch

rpm : Rounds per minute

sa : Saat

Kisaltmalar

AA - Antioksidan aktivite

AAPH : 2,2'-Azobis(2-amidinopropane) dihydrochloride
ABTS : 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
BHT : Biitillendirilmis hidroksitoluen
CUPRAC : Cupric Reducing Antioxidant Capacity
DNA . Deoksiribo Nikleik asit

DPPH : 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl

FCR : Folin-Ciocalteu reaktifi

FRAP : Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giict
GAE : Gallik asit esdegeri

GC : Gas Chromatography

GC-MS : Gas Chromatography-Mass Spectrometry
Gr(-) : Gram negatif

Gr(+) : Gram pozitif

GRAS : Generally recognized as safe

GSHPx . Glutatyon peroksidaz

GSSG : Glutathione disulfide

HMF : Hidroksimetilfurfural

HPLC . Yiiksek Performansli Stvi Kromatografisi
LDL : Diisiik yogunluklu lipoprotein
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1. GIRIS

Bitkiler tarih boyunca insanlarin gerek gida gerek giyim gerek de tedavi amagl olsun
tiim donemlerde canlilarin ihtiyaglarini karsilamada oncii olmuslardir. Bitkiler sentetik
ilaglar bulunana kadar deneme yanilma yoluyla hastalik giderici veya saglikli yasam

sartlarin1 gelistirilmesinde kullanilmistir.

Gliniimiizde bitkilerin sap, tohum, kok ve ¢igekleri ilag olarak kullanilmaktadir. Bunlar
tek baglarina veya karisimlar hazirlanarak kanser, egzama, kalp rahatsizliklari, diyabet,

romatizma gibi cogu hastaliklarin tedavisindeki etkileriazimsanmayacak niteliktedir.

Belli yontemlerle bitkilerin dogal yapisinda var olan bilesiklerin, ugucu yaglarin vs nin
antioksidan, antimikrobiyal, antidiyabetik, antikanserojen, antimutajenik etkileri oldugu
yapilan calismalar sonucunda tespit edilmistir. Bulunan bu etkilerden dolay:1 sentetik
olarak kullanilanlar1 yarattig1 tahribat1 6nlemek veya minimuma indirmek i¢in bitkilerin

kullanimi1 genis yelpaze olusturmaktadir.

Kimyasal ilaglarin yan etkileri, maddi olarak insanlar1 zorlamasi sebebiyle alternatif tip
yontemlerinin arastirtlmasini hizalandirmis ve artirmigtir. Boylelikle yapilan ¢aligmalar
gecmiste de oldugu gibi bitkilerden ilaclar hazirlama yoniinde olmustur. Geg¢miste
yoresel bitkilerin kronik iilser ve yaralar, bogmaca oksiiriigli, sarilik, oksiirtik, ishal,
dizanteri, hemoroit, tifo, idrar yolu hastaliklari, bogaz agrisi, deri hastaliklari, kronik
bronsit, zehirli hayvan sokmalarinda yararlanildigi bilinmektedir. Dolayisiyla dogal

kaynakl1 ilaglar tedavide kullanilan ilaglarin 6nemli bir kismin1 olusturmaktadir.

Bitkilerden elde edilen ilag hammaddesi olarak da kullanilan 6nemli madde fenolik
bilesiklerdir. Fenolik bilesikler bitkilerde dogal olarak bulunan, bir veya daha fazla
aromatik halkaya ve en az bir —OH grubu bulunan organik bilesiklerdir. Bunlar 6zel
ekstraksiyon yontemleri, ayristirma saflastirma islemleri ile elde edilen bitkilerde en

yaygin bulunan bilesiklerdir.



Kan basinci diigiirme ve kilcal dolasim sisteminde gecirgenligi diizenleme gibi insan
sagligina olumlu etkileri olan fenolik bilesikler, P faktorii (permeabilite faktori) veya P
vitamini olarak isimlendirilmektedir. Fenolik bilesikler bitkide tat, koku, renk
olusumunda gorev aldig1 gibi bitkiyi koruma ve savunma mekanizmasini da olustururlar.
Ayrica antialerjik, antitrombotik, antimikrobiyal, dejeneratif hastalik oOnleyici,

antioksidatif, antiinflamatuvar ajan olarak da gorev yaparlar.

Tum bahsedilen bilgilerden 6turu bitkilerin 6zellikle de yabani bitkilerin dnemi gin
gectikce artmaktadir. Caligmamizda yabani bitkiler kategorisinde olan, Rosaceae
familyasindan yaban armudu, ¢ordilk gibi yoresel isimleri bulunan ahlat (Pyrus
elaegrifolia) bitkisi kullanilmistir. Deney bitkisi anavatant Anadolu olmasi ve kolay
bulunmasi sebebiyle tercih edilmistir. -30 °C gibi kis soguklarina, kurakliga karsi
dayaniklilik gosteren ahlatin yapraginin ve meyvesinin saglik {izerine etkileri olmasi
eskiden beri bilinmektedir. Ulkemizde ¢ogu bolgelerde yetisme olanagi olan ama degeri
fazla bilinmeyen bir bitkidir. Ahlat bitkisinin kalp rahatsizliklarina, ishale (ancak fazla
tiketilmede kabizlik durumu ortaya ¢ikmaktadir), kalbi gliclendirmekte, kan sulandirici
ve temizleyici, hararet giderici, yatistirict olarak sinir sistemine iyi geldigi, yorgunlugu
giderdigi, astim hastalarini rahatlattii, dis hastaliklarinda dis eti rahatsizliklarina iyi
geldigi viicut direncini de artirdigi, zehirli bocek sokmalarinda ise filizlerinin doviiliip

yaranin iizerine konulmasi halk arasinda bilinen 6zelliklerindendir.

Bu c¢alismada Pyrus elaegrifolia bitkisi yapraklarinin temel kimyasal ozellikleri
arastirilmis, farkli esktraksiyon kosullarinin bitkinin toplam fenolik madde igerigi ve
antioksidan Ozelligine etkileri incelenerek ekstraktlar iizerine baz1 biyoaktiviye
deneyleri gergeklestirilmistir. Biyoakitivite c¢alismasi igin test bakterileri Uzerinde
antimikrobiyal testler ve MCF-7 ile A549 kanser hicreleri Uzerinde ise sitotoksite

testleri uygulanmistir.



2. BITKISEL KAYNAKLI BIiYOAKTIF BILESIKLER

Viicudun metabolik fonksiyonlar1 i¢in gerekli besin 6gelerinin elde edilmesi bir gida
tiiketildigi zaman ilk ve en temel amagtir. Gidalarin yapisindaki bazi kimyasal bilesenler
besin 0gelerinin yani sira saglik tizerine olumlu 6zellikler gosterir. Besin 6gesi olmayan

bu bilesenler biyoaktif bilesikler olarak adlandirilir (Kris-Etherton et al. 2002).

Biyoaktif bilesiklerin ki bunlar gidalarda dogal olarak bulunur, bazi gida bilesenlerinin
sindirim sisteminde gorev alan enzimleri inhibe etme, adiposit farkliligi dnleme, lipit
metabolizmasini arttirma, termojenezi arttirma, istahi azaltma gibi mekanizmalar ile
Kilo kontroliinde etkili oldugu bildirilmekle birlikte obezitenin engellenmesinde yeni bir
yaklasim halinde ¢alisilmaktadir (Birari and Bhutani 2007, Wang et al. 2010, Kaze-
mipoor et al. 2012). Biyoaktif bilesiklerin son yillarda yapilan ¢alismalari ile enzimatik
reaksiyonlarda kofaktor, zararli bakteriler i¢in inhibitor, biyokimyasal reaksiyonlarinda
substrat, yararli bakteriler i¢in fermentasyon substrati, bagirsaktaki istenmeyen bilesik-
lerin uzaklastirllmasinda absorban, reaktif ve toksik kimyasallar i¢in yakalayici ajan
olarak kullanilmas1 gibi saglik iizerine olumlu etkiler gostedigi belirlenmistir (Kris-

Etherton et al. 2002, int. Kyn.1, Kurt ve EI 2011).

Giliniimiizde mikroorganizmalarin bir¢ok antibiyotige karst dayanmikliliginin arttigr ve
enfeksiyon  hastaliklarinin = tedavisinde  antimikrobiyal ilaglarin  gelisigiizel
kullanimindan dolay1 oldukca biiyiik klinik problemler yarattigi bilinmektedir. Yeni
antibakteriyel ve antifungal kemoterapatiklerin zengin bir kaynagi olarak yerel tibbi

bitkiler gosterilmektedir.

Kimyasal ilaglarin son yillarda hem yan etkilerinin fazla olusu hem de pahali olusu
sebebiyle alternatif tedavi veya giinimiizdeki adiyla tamamlayici tip (Complementary
Medicine) yaklasimlar1 daha fazla tercih edilmektedir. Arastirmacilar bununla birlikte,
etnofarmakolojik ve fitoterapik caligmalarla bitkilerden ilag elde etmeye yonelmislerdir
(Cimbiz ve Ozyurt 2005). Yoresel bitkilerin kronik iilser ve yaralar, bogmaca oksiiriigii,

sarilik, Oksiiriik, ishal, dizanteri, hemoroit, tifo, idrar yolu hastaliklari, bogaz agrisi, deri



hastaliklari, ciizam, kronik bronsit ve ateste terapdtik etkilerinin goriildiigi
belirlenmistir (Ahmad et al. 1998). Dolayisiyla giiniimiizde dogal beslenmege ve dogal
tedaviye onem gosterilmekle birlikte, diinyanin gelismis tlkeleri, 6zellikle tedavide
bitkisel kaynaklara bagvurmus durumdadir. Bu ylizden dogal kaynakli ilaglar tedavide

kullanilan ilaglari 6nemli bir kismini olusturmaktadir (Int.Kyn.2).

2.1 Bitkisel Ekstraktlar ve Icerdikleri Fenolik Bilesikler

Biyoaktif bilesiklerden olan fenolik bilesiklerin birgok arastirici tarafindan insan sagligi
tizerine olumlu etkilere sahip olduklari belirlenmistir (Chen and Chen 2013, Vauzour et
al. 2010, Williams et al. 2004). Ornegin fenolik antioksidanlarca zengin meyve ve
sebze alimiyla diisiik kardiyovaskiiler hastaliklar, kalp hastaliklar1 ve kanser tiirlerinin
azalmasi arasindaki iliskiyi destekleyen epidemiyolojik ¢alismalar mevcuttur (Siimmen
2011).Bitkiler insanlik tarihi i¢in hem giinliik aktivitelerine gergeklestirebilmeleri igin
besin kaynagi hem de hastaliklarin tedavisi ve viicut direnci agisindan saglik kaynagi

olmuslardir (Kotzekidou and Giannakidis 2007).

Fenolik bilesikler, bitkilerden 6zel ekstraksiyon yontemleri kullanilarak, ayristirma ve
saflagtirma islemlerinin yapilmasi neticesinde elde edilen, ilag hammaddesi olarak ta
kullanilan maddeler olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Ekstraksiyon icin, bitkilerin uygun
bir ¢oziiciide optimum kosullarda ¢oziilerek etken maddeler elde edilmektedir. Etanol,
metanol gibi alkoller, su, hekzan, klorlanmig hidrokarbonlar, formik asit, asetonitril ve
aseton sik kullanilan yardimci ¢dzgenlerdir. Yardimer ¢dzgenin ilag ve gida endiistrisin-
de GRAS statiisiinde olmasi sart1 aranir. Bu yiizden siklikla su ve etanol tercih edilmek-
tedir (Erkicuk 2009).

Bitkilerde dogal olarak bulunan fenolik bilesikler, bir veya daha fazla aromatik halkaya
ve bu halkaya bagli olarak en az bir hidroksil grubu iceren organik bilesikler olarak
tanimlanirlar (Igyer 2012, Usal 2014). Su gibi ¢dziiciilerde kolayca ¢dziiniip, birden
fazla OH grubu iceren fenolik bilesikler hidrofilik 6zellik gosteritler (Igyer 2012).
Ayrica sahip olduklari antioksidan etki, yapilarindaki -OH sayis1 arttik¢ca artmaktadir

(Arslan 2015). Bu bilesikler bitkileri zararlilara kars1 korur ve insan saglig1 lizerinde de



pek ¢ok olumlu etkiye sahiptir. Antioksidan 6zelliklerinden dolay1 kardiyovaskiiler ve
dejeneratif hastaliklar1 6nlemede etkilidir (Arslan 2015).

Sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkilerin kendilerini bazi zararlilara karsi
korumada rolleri bulundugu inanilan ¢ok sayida farkli nitelik ve miktarlarda gesitli
fenolik bilesikler biitiin bitki metabolizmalarinda mevcuttur. Fenolik bilesikler,
bitkilerin ikincil metabolizma iirtinleri olup, bitkilerde en yaygin maddelerdir. Bitkilerin
sebze, meyve, cicek, tohum, yaprak, dal ve govdelerinde fenolik bilesikler bulunabilirler
(Igyer 2012). Cogu bilesik, bitkinin tadindan sorumlu olmakla birlikte, bunlardan
bazilar1 gida ve bazilar1 da tibbi amaglar i¢in kullanilmaktadir (Akyiiz 2011). Antialerjik,
antitrombotik, antimikrobiyal, dejeneratif hastaliklar1 Onleyici, antioksidan, anti-
inflamatuvar, kardioproktif ve vasodilatuvar ajan olarak bu bilesikler gérev yapmaktadir

(Usal 2014).

Fenolik bilesikler, kan basincimi diisiirme ve kilcal dolasim sisteminde gecirgenligi
diizenleme gibi insan sagligina olumlu etkileri var olup, P faktorii (permeabilite faktori)
veya P vitamini seklinde de adlandirilmaktadir. Ayriyetten, enzim inhibisyonunu
gerceklestirmeleri, antimikrobiyal etki gostermeleri, tat, koku ve renk olusumunda rol
almalar1 beslenme calismalarinda bu bilesikleri 6nemli kilmaktadir (Arslan 2015).
Fenolik asitler ve flavanoidler olmak iizere fenolik bilesikler iki gruba ayrilirlar

(Cemeroglu 2004):
o Fenolik asitler.
Hidroksisinnamik (sinamik) ve hidroksibenzoik (benzoik) asitler olmak Uzere fenolik

asitler kimyasal yonden iki gruba ayrilir. Hidroksisinamik asitler C6-C3 fenilpropan

yapisinda olup, hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisindadir (Akalin 2011).
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Sekil 2.1 Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar1 (Jackson 2000, Fraga 2010).

Bitkilerde genel olarak organik asit veya sekerler ile esterlesmis sekilde bulunurlar.
Fenolik asitlerin yapilarindaki fenol halkasina bagli -OH gruplar1 olduk¢a aktif olup,
sekerlerle birlikte glikozitleri olustururlar( Saldamli 2007)

e Flavanoidler

15 karbon atomu igeren flavanoidler, yapisinda C6-C3-C6 (difenilpropan) formunda iki
fenil halkasinin propan zincirinin birlesmesiyle meydana gelir. Antosiyanidinler,
flavonlar ve flavonoller, flavanonlar, katesin ve ldykoantosiyanidinler ile
proantosiyanidinler olarak 5 alt grupta incelenir (Akalin 2011). Kolay
glikozitlenmelerinin sebebi ise yapilarinda bulunan reaktif —OH gruplar1 olmasidir

(Saldaml1 2007).



Sekil 2.2 Flavonoidlerin genel yapis1 (Gogiis 2006).

Antosiyanidinler: Dogada serbest halde bulunmamakla birlikte, sekerlerle glikozid

yapmis halde bulunurlar. Suda ¢6ziinebilir nitelikteki renk pigmentleri olup, meyve ve

sebzelerin mor, pembe ve kirmizi tonlarindaki ¢esitli renkleri verir (Cemeroglu 2004).
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Sekil 2.3 Antosiyanidinler ve antosiyanin pigmentlerinin yapisi (Cemeroglu 2004; Gogiis 2006;

Fennema 1985).

Flavonlar ve flavonollar: flavonoid molekiiliiniin orta halkasindaki {igiincii karbon

atomuna —OH baglanirsa flavonol, -H baglanirsa flavon yapisi olusmaktadir. Flavonlar

ve flavonollar gibi antosiyanidinler de sekerlerle glikozid durumda baglanmis sekildedir

(Saldaml1 2007).
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Sekil 2.4 Flavonlarin ve flavanollerin kimyasal yapisi(Jackson 2000, Fraga 2010).

Bu gruptan olan quersetin aktif mutajen ve karsonejen bilesikleri temizleyerek kanser
riskini disiirmekte olup sogandaki quarsetinin akciger kanserine karsi koruyucu etkisi

oldugu kanitlanmistir (Liu 2004).

Flavanonlar: Ozellikle turuncgillerde yaygin sekilde bulunur (Cemeroglu 2004).
Ortadaki ¢ift bagin bulunmayis1 flavonlardan ayiran yapisal farkidir. Hesperdin,
naringin, neringenin en Onemli flavanonlar olup turunggil sularinda acimsi tat

vermektedir (Saldamli 2007).
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Sekil 2.5 Flavonlarin kimyasal yapis1 (Cemeroglu 2004).

Katesin ve l0ykoantosiyanidinler: Gidalarda yaygin olarak bulunur. Hem enzimatik hem

de kimyasal olarak hava oksijeni ile kolaylikla kondanse olarak proantosiyanidinleri
meydana getirir. Katesin ile epikatesin en Onemlileri olup gallik asit ile birleserek
epigallokatesin ve gallokatesinleri olustururlar. Yesil ¢ay, kirmiz1 sarap, seftali, elmada

bulunmaktadirlar (Saldamli 2007).
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Sekil 2.6 Katesinlerin kimyasal yapilar1 (Shahidi and Nack 1995).

Proantosiyanidinler: Loykoantosiyanidinlerden veya Kkatesinlerden meydana gelen

polimerik yapilardir. Sadece epikatesin/ katesin kondensasyonu ile meydana geliyorsa
prosiyanidin, katesin/ gallokatesin kondensasyonu ile meydana geliyorsa prodelfinidin
denir (Shahidi and Naczk 1995).

OH

H
OH

:Prosiyanidin
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Sekil 2.7 Proantosiyanidinlerin Kimyasal Yapis1 (Shahidi and Nack 1995).



2.2 Bitkisel Ekstraktlarin Onemi

Bitkisel ekstraktlar, icerdikleri ¢cok ¢esitli bitkisel kaynakli biyoaktif bilesikler ile farkli
biyoaktiviteler gostermekte dolayisiyla kozmetik, gida ve ilag sektorleri gibi farkli alan-
larda kullanimlar1 s6z konusu olmaktadir. Bitkisel kaynakli biyokatif bilesenlerin etkile-

ri, beslenme ve saglik agisindan 6nemleri asagidaki basliklarda incelenmistir.

2.2.1 Antioksidan Etkileri

Yasamimizi siirdiirebilmemiz i¢in 6nemli olan oksijen metabolizma sirasinda meydana
gelen bazi reaktif oksijen tiirleri viicudumuz i¢in zararlidir (Koca ve Karadeniz 2003).
Stiper oksit, hidrojen peroksit, hidroksil gibi reaktif oksijenler biinyelerinde eslesmemis
elektron bulundurduklar i¢in kararsizdir ve reaksiyona girme potansiyelleri yiiksektir
(Polat 2012). Reaktiflerinin yiiksek olmasi protein, karbonhidrat, lipit, DNA, nikleotid
ve koenzimlerde hasara sebep olurlar. Olusturduklar1 hasarlarla viicutta yaslanmaya,
kalp damar hastaliklarina, kansere, katarakta ve sinir sistemi hastaliklarina neden
olurlar. Dolayisiyla fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite gostermeleri, 0zellikle bitki
ekstraktlar1 i¢in gida takviyesi veya medikal anlamda kullanilmalar1 agisindan biiyiik
6nem arz etmektedir. Fenolik bisekiklerin antioksidan &zellige sahip olmalari yaninda,

sagliga olumlu diger etkileri lizerine yapilmis ¢ok sayida bilimsel ¢calisma mevcuttur.

Ornegin, zeytin fenolleri ve metabolitlerinin vitamin C ve E’ ye kiyaslandiginda protein
ve lipid oksidasyonunun daha etkili inhibitrleri oldugu gosterilmistir (Roche et
al.2009). Oleuropein ve hidroksitirozol, metal baglayici ve serbest radikal tutucu
Ozellige sahiptir. Bunlar ayrica, siiper oksit anyonlarini (insan polimorfoniikleer
hiicreleri veya xantine/ xantine oxidase sistemleri tarafindan olusan) tutar. Bagirsak
epitel hicrelerinde meydana gelen oksidatif stres Uzerinde hidroksitirozol etkili
olmaktadir (Visioli and Galli 2002a, Visioli and Galli 2002b). Hidrojen peroksit,
hipoklordz asit ve siiperoksit gibi ¢esitli oksidanlar ve serbest radikalleri hidroksitirosol
ve oleuropeinin siipiirlip temizledigi gosterilmistir (Tuck and Hayball 2002, Owen et al.
2000)
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Yine bitkisel kaynaklarda bulunan tokoferoller de diger antioksidanlar gibi oncelikle
kendileri oksitlenmek suretiyle diger maddelerin oksitlenmesini 6nleyerek ya da gecikti-
rerek antioksidan vazifesi gorurler (Bailey 1951). Tokoferollerden 6zellikle alfa, beta,
gama ve delta olanlar1 etkili oksidanlardandir. Alfa tokoferol en yaygin olarak bilinir.
Alfa tokoferol, her tiirlii oksidatif etkiye son derece duyarlidir. Ciinkii diger tokoferolla-
ra gore yapisinda daha fazla hidroksil grubuna sahiptir. Delta tokoferol antioksidan et-
kinligi yoniinden digerlerinden daha istiindiir, alfa tokoferol E vitamini olup etkili-
dir(Kayahan 2003, Altan 1989).

Bir baska calismada ise polifenol miktar1 (mmol/L) ve antioksidan kapasitesi (TEAC
mmol/L) bakimindan en zengin meyve suyu ¢esitlerinden biri olark olarak siyah tiziim
suyu tespit edilmis olup, yine yapilan aragtirmalarda siyah iiziim suyunun, zihinsel ve
fiziksel yaslanmay1 geciktirebilecegi belirlenmistir (Yildiz 2007). Fenoliklerin (fenolik
bilesik ihtiva eden bitkilerin kullanimindan sonra), kan dolasimina gegmesi sonucunda

plazma antioksidan diizeylerinde 6nemli artislar meydana geldigi gézlenmistir (Benzie
et al. 1999).

2.2.2 Antikanserojenik Etkileri

Karmagsik bir hastalik olan kanser; ortaya ¢ikisi, gelisimi ve sonucu bir hastadan
digerine olduk¢a degiskenlik gosteren bir hastaliktir. Hiicrelerin koklii metabolik ve
davranigsal degisiklikler gecirdigi cok asamali bir siire¢ olan kanser hastaligi, hiicrelerin
asir1 ve zamansiz bir sekilde ¢ogaldigi ve metastaz yaptigi bir hastaliktir (Merlo et al.
2006). Bir hiicreden ya da az sayida hiicreden kanser ortaya g¢ikmaktadir. Kanser,
hlcrenin buyimesi ve hicre genlerinin (mitozu kontrol eden) mutasyonu veya anormal
aktivasyonu neticesinde ortaya ¢ikar (Nowell 1976). Son yillarda yapilan aragtirmalar
diizenli olarak bazi sebze ve meyvelerin tiiketilmesi ile belirli baz1 kanser tiirlerinin

ortaya ¢ikma ihtimalinin azaldigin1 gostermistir.

Tibbi bitki ekstraktlariin antikanser aktivitelerinin arastirilmasinda giinimuzde birgok

calisma yapilmistir (Stagos et al. 2012, Kitdamrongtham et. al. 2013, Ziech et al. 2012).
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Ornegin diallil stlfit, S-allil sistein ve alisin gibi sarimsakta bulunan fitokimyasallar
kanser Onleyici 6zellige sahip olduklari gibi kanser tedavisi goren hastalarda ilag ve
radyo dalgalarinin olumsuz etkileri i¢in koruyucu goérevini de istlenirler. Yani hastalik

tedavi siirecinde destek olarak kullanilmaktadir (Yildiran-Y1lmaz 2008).

Diyet iriinlerle alinan besinsel ajanlar, kanser olusumunu engelledigi i¢in koruyucu
kimyasallar olarak tanimlanir. Bu kimyasallar dogal olabildikleri gibi farmakolojik de
olabilirler. Likopen (domates), alisin ve diallil stlfitler (sarimsak), karoten (havug),
katesin (¢ay), kapasin (kirmizi biber), kurkumin (zerdecal), silimarin (enginar), 6-
gingerol (zencefil) kanser olusumu engelleyen bilesikler olarak sayilabilirler (Dorai and
Aggarwal 2004).

Diyetle alinan polifenollerin tiimor hiicreleriyle yapilan ¢aligmalarda, kanser hiicrelerine
sitotoksik etkisinin var oldugu ve bundan dolay1 da kanser tedavisinde bu bilesiklerden
yararlanabilecegi belirtilmistir (Rao et al. 2007). Flavonoid, tanen, proantosiyanidin,
resveratrol, epigallokatesin gallat, gallik asit ve gallik asidin kansere karsi koruyucu

(farkli mekanizmalarla) etki gosterdigini gosteren ¢alismalar vardir (Li et al. 2014).

Ayrica yine fenolik bilesiklerin kardiyovaskiiler riski azalttigi, antimutajenik aktiviteye
ve kan basincim diisiirlicii etkiye sahip oldugu ve kanser hiicrelerini inhibe ettigi
bildirilmistir (Bermudez-Soto et al. 2007, Hellstrom et al. 2010, Jia et al. 2012, Ju et al.
2012, Naruszewicz et al. 2007, Seeram 2006).

Son yillarda kalp hastalig1 ve bazi kanser tiirleri gibi kronik hastaliklarin tedavisinde
tokoferollerin 6nemli role sahip oldugu yoniinde gii¢lii kanitlara sahip olunmustur.
Tokotrienoller ise antitrombotik, hipokolesterolemik ve antitimor 6zellikleri sebebiyle
hastaliklarin tedavi ve onlenmesinde etkili bir diyetetik ajan olarak etki gosterdikleri

bildirilmektedir (Theriault et al. 1999).
Bitkilerde dogal olarak olusan bir flavon olan apigenin, anti-inflamatuar, antioksidan ve

antikanserojen ozellikleri oldugu caligmalarla 6ne siiriilmiistiir (Janmejai et al. 2007).

Yapilan bir ¢ok ¢alismada sarimsak, targin, sogan, domates, yesil ¢ay gibi bitkilerin de
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kanser onleyici 6zellikleri oldugu tespit edilmistir. Ozellikle diyetle verilen bu iiriinlerin
kanser olusumunu baslatan transformatif, hiperproliferatif (hiicre sayisinin artmasi) ve
enflamasyonu baskiladiklar1 yoniinde varsayimlarda bulunulmaktadir. Boylelikle hasta-
ligin son evreleri olan anjiogeneziz (yeni damar olusumu) ve metastazi (viicutta yayil-

ma) engellenmis olmaktadir.

Bitkilerde bulunan bir flavon olan apigeninin, detoksifikasyon enzimlerinin etkinligini
yayma, hiicre dongusini inhibe etme, apoptoza neden olma, oksidatif stresi azaltma ve
bagisiklik sistemini uyarmadaki fonksiyonlar1 oldukg¢a siirli olup, proteaz iiretimini
diizenleyerek, tiimor metastazini ve invazyonu inhibe edebilecegi sdylenmektedir

(Shukla and Gupta 2010).

Yine onemli fitokimyasallardan olan olan timokinonun ve ditimokinonun sitotoksik
(kanser hiicresi dldiiriicli) etkileri vardir. Farkli kanser hiicre gruplarina karsi timokinon
ve ditimokinon esit sitotoksik etki gdsterir. Bir¢ok calisma, kolorektal kanser, akciger
karsinomu, goglis ve yumurtalilk adrenokarsinomu, neoplastik keratinositler,
fibrosarkoma, insan osteosarkomu, prostat kanseri gibi birgcok kanser tirlerinde de
kanserli hiicrelerin proliferasyonu iizerine timokinonun inhibitér etki gosterdigi

kaydedilmistir (Int. Kyn. 3).

Yine baska bir ¢alismada DNA hasar1 olusumunu 6nleyerek kolon kanserine karsi gallik

asidin kullanilabilecegi bildirilmistir (Li et al. 2014).

Yesil cay kullaniminin prostat kanseri olusum riskini azalttigina dair 2 vaka kontrol ve 4
kohort ¢alismasini kapsayan toplam 6 epidemiyolojik ¢alismada bulgular mevcuttur

(Davalli et al. 2012)

Corek otu tohumlarinin ve aktif bilesenlerinin antitiimorel etkilerinin oldugunu birgok
invivo ve invitro caligmalar gostermektedir. Calismalar timokinonun kolorektal kanser
(Gali-Muhtasib et al. 2004a), insan osteosarkomu (Roepke et al. 2007), gogiis ve
yumurtalik adenokarsinomu (Shoieb et al. 2003), neoplastik keratinositleri (Gali-

Mubhtasib et al. 2004b), akciger karsinomu, fibrosarkomu prostat kanseri (Kaseb et al.
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2007) gibi pek ¢ok kanser tiirtinde hicrelerin proliferasyonu uzerine inhibe edici etkisi
oldugunu gostermektedir (Gali-Muhtasib et al. 2004b).

Ahlatla aym1 familyadan olan visnenin suyu cyanidin ve peonidin gibi antosiyanin;
coumarik asit, kafeik asit, ferulik asit gibi hisrosinnamik asitleri; klorojenik asit, katesin,
epikatesin, quersetin, kampferol, isorhamnetin gibi yiiksek oranda polifenolik igerdigi
belirlenmistir. Ayrica visnenin antioksidan, antialerjik, antikarsinojenik, antimikrobiyal,
antimutajenik, antiinflamatuvar gibi etki gostermesi igeriginde bulunan bu polifenolik
bilesenler sayesinde oldugu tespit edilmis olup bu bilesenler kanser ve kroner hastalik

riskinin diigmesi ile bagli olmasinda biiyiik etkisi bulunmaktadir(int. Kyn.4)

2.2.3 Antimikrobiyal Etkileri

Antimikrobiyaller mikrobiyal gelismeyi durduran ve ya kontrol altina alan biyoaktif
bilesiklerdir. Antimikrobiyaller dogal olarak bulunduklar1 gibi sentetik olarak da elde
edilebilirler. Dogal antimikrobiyaller hayvansal, bitkisel ve mikrobiyal kaynakli olarak
3 grupta incelenebilirler. Sitrik asit, stiksinik asit, malik asit gibi organik asitler, tomatin
gibi alkoloidler, kafeik asit eugenol, timol gibi fenolik bilesikler, alisin gibi bilesikler
bitkisel antibiyotiklere 6rnek olarak gosterilebilir. Bunlar bitkinin kok, gévde, yaprak,
tohum, cicek ve meyveden elde edilirler. Asetik asit ve asetat, benzoik asit ve benzoat,
laktik asit ve laktat, nitrit ve nitrat, sorbik asit ve sorbat, silfit gibi sentetik
antimikrobiyallerin gida {iretiminde kullanimlarina izin verilmistir (Sahin 2006, Akyiiz

2010).

Diinya Saglik Orgiiti niin (WHO) nun yaptif1 bir arastirmaya gore (91 iilkenin
farmokopelerine tibbi bitkileri lizerine dayanarak hazirladig: bir ¢aligma), tibbi bitkilerin
(tedavi amaciyla kullanilan) toplam miktar1 20.000 civarindadir. 1926 yilindan bu yana
bitkilerin organizmalar1 Oldiirlici ve insan saghgi icin O6nemli olan o6zellikleri

laboratuvarlarda arastirilmaya baslanmistir (Gizir 1998).

Bitkilerin sentezledigi ve mikroorganizmalar1 6ldiiren veya gelismelerini engelleyen

maddeler olarak bilinen fitonsidler, herhangi bir enfeksiyon veya bitki dokularinin
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zedelenmeleri halinde, inaktif olup hiicrelerde lokalize olan anabilesiklerden enzimatik

olarak meydana gelmektedir (Gizir 1998).

Sekonder bilesikler (alkoloidler, ugucu yaglar, glikozidler, flavanoidler, tanenler,
fenoller, renk maddeleri ve recineler) agisindan zengin olan bitki tiirleri tibbi ve
aromatik bitkiler grubunda yer almaktadir (Dorman and Deans 2000). Bu bitkilerin
cesitli  yontemlerle elde edilen bitkisel ekstraktlarinin  ve ugucu yaglarinin

antimikrobiyal etkilere sahip oldugu bilinmektedir (Akgiil ve Kivang 1989, Akgiil 1993).

Bitkiler gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini
yiiksek oranlarda korumayi basardigi ve bitkisel ekstraktlarin gidalarda dogal
antimikrobiyal olarak kullanilabilecegi yapilan bilimsel arastirmalarla kanitlanmigtir

(Kotzekidou and Giannakidis 2007).

e Alkoloitler

Berberin (Berberis, Phellodendron, Thalictrum Spp. lerinde bulunur ve kuaterner bir

alkoloittir) S.aureus'un 196 susunun % 70'ine kars1 aktif bulunmustur (Mitscher 1975).

Zanthoxylum elephantiasis'ten canthin-6-one, genis spektrumlu, yiiksek aktiviteli bir
alkoloittir. Etkinin bunun 5-och3 tiirevinde % oraninda azaldigi goriilmistiir (Mitscher
etal. 1972a).

e Doymamis Terpenler
Cnicin (Cnicus benedictus'tan elde edilir) ile Protoanemonin (Ranunculus ve Anemone
tiirlerinde bulunur) biyoaktif, doymamis terpenik yapida bilesiklerdir (Mitscher 1975,

Mitscher et al. 1972b, Gharbo et al. 1973, Wu et al. 1976, Mitscher et al. 1978,
Tschesche 1971).
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Narthesid A ve B' nin (Narthecium ossifragum bitkisinin doymamis terpenik yapidaki
heterozitleridir) hidrolizi ile agiga ¢ikan aglikonun Botrytis subtilis'e kars1 etkili oldugu
goriilmiistiir (Mitscher 1975).

e Heterozitler ve Aglikonlari

Antimikrobiyal aktiviteye pek c¢ok heterozit ve bunlarin aglikonlart mevcuttur.
Heterozitlerin (antimikrobiyal etkiye sahip) biiyiikk cogunlugu saponozitlerdendir.
(Mitscher 1975).

Sitotoksik etkiye sahip ve cokca toksik olan siklamen, yiksek antimikrobiyal etkiye
sahiptir. Aglikonlarin (Ester saponozitlerde) E halkasindaki -OH' lerin meydana
getirdikleri ester baglar1 parcalanirsa antimikrobiyal aktivitenin biiyiikk bir kismi

kaybolur (Tscesche 1971).

Aktivite, steroidal saponozitlerde ancak hidroliz neticesinde agiga ¢ikan aglikonlarda

goriilmiistiir (Ishiguro et al. 1983).

e Kinonlar

Juglon, antifungal ve antibakteriyel aktiviteye sahiptir (Mitscher1975).

o Asitler, Fenoller, Alkoller

Cok basit fenol, alkol ve asitler 6zellikle ugucu yaglarda bulunanlari dezenfektan
ozellikleri bulunmaktadir.

In-vitro olarak fenolik bilesiklerin mikroorganizmalara kars: toksik etkisi vardir. Yeterli
bir aktiviteye sahip olan fenolik-OH gruplarinin bazen aktiviteleri azalmaktadir. Bu da

Hidroksikumarinlerin o-metilasyonlari, bakterilere karsit olan etkilerini azaltmaktadir
(Mitscher 1975).
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izoflavon yapisindaki Lutein (Lupinus luteus'un olgunlasmamis meyvalarindan izole
edilir) bakterilere (25-100 mikrongram/ml) ve mantarlara (10 mikrongram/ml) karsi

etkili olmustur.

Narenciye biflavonoitlerine baktigimizda genel olarak bakterilere karsi flavonollerin
flavonlardan daha etkili oldugu goriilmiistiir. Naringenin ve Hesperetin en fazla etkiye

sahip flavonlar olup, heterozitler aktivite gostermemektedir.

Icerdigi Flavanon tiirevi bilesiklerden dolay1 (Eugenia javanica' nin ¢icek ekstrelerinde),

M. smegmatis, C. albicans, S. aureus'a karsi etki saptanmustir.

Helianthus annuus gévdesinin (Diterpenik asit yapisindaki bilesiklerinden dolay1) M.
smegmatis ve S. aureus' a karst etkili oldugu anlasilmakla birlikte, bu asitlerin bu

mikroorganizmalara karg1 hemen hemen streptomisin kadar etkili oldugu belirlenmistir

(Ozkal 1988).

Insan tiiberkiiloz basilini de igeren Gram pozitif bakterilere karsi propolisin

antibakteriyel etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Sahinler 2000).

Oleuropein, mikroorganizmalarin gelisme hizin1 geciktirdigi ve inhibe ettigi
belirtilmistir. (Sousa et al. 2006, Sanchez et al. 2007, Sudjana et al. 2009, Lee ve Lee
2010). Bu konudaki yapilmis birgok ¢aligmada Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiella pneumoniae, Lactobacillus
plantarum, Moraxella catarrhalis, Pseudomonas fragi, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi, Staphylococcus aureus, Staphylococcus carnosus, Vibrio
parahaemolyticus, Vibrio cholerae, Vibrio alginolyticus ve kifler tzerinde fenolik
glikozit oleuropein ve parcalanma iirlinlerinin inhibe edici etkisinin oldugu ifade
edilmektedir (Juven and Henis 1970, Tassou and Nychas 1995, Aziz et al. 1998,
Tomaino et al. 1999, Furneri et al. 2002).
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2.2.4 Antimutajenik Etkileri

Canli organizmalarin DNA ve RNA gibi hiicresel bilgi ve yodnetim zincirlerinin
molekiiler yapisini degistirerek s6z konusu organizmanin dogal olarak beklenenin
istlinde mutasyona ugramasina neden olan fiziksel ve kimyasal etmenler mutajen olarak
tanimlanir. Niikleer radyasyon sonucu olugan gama ve giinesten yayilan UV 1sinimlari

dogal mutajenler olarak sayilabilir (Int.Kyn.5).

Glinlimiizde gerek beslenme gerek yasam kosullar1 sebebiyle yiikselise gegen kanser ve
mutasyondan dolayr olan hastaliklar neticesinde antikansorejenlerle birlikte
antimutajenler {izerinde ¢alisma yapilmasi saglamistir (Dalouh et al. 2010). Sentetik
antimutajenlerin saglik {izerine olan eksi yondeki etkisinden dolayr ugucu yaglarin
(terpenler, eterler, terpenoidler, vs.) antimikrobiyal, mutajenik ve antimutajenik etkileri

lizerine arastirmalar dnemsenmeye baslanmistir (Kilig 2005, Martino et al. 2009).

Dogal igerikli gidalardan elde edilen bilesiklerin ¢ogu karsinojenezi Onleyebilir
aktivitededir. Timor gelisiminden Once mutejeniteyi bloke eden antimutajenlerdir.
Gidalarda dogal olugan maddeler diyet antimutajenleri olarak tanimlanirlar. Diyet
mutajenleri, bioantimutajenler ve desmutajenler olarak gruplandirilabilirler. Bu
mutajenler genetigin dogrudan etkilenmesini engellemek i¢in DNA ya daha once etki

ederler (Clarke and Shankel 1975).

Ipek ve arkadaslar1 (2004) Origanum onites yag: ve kekik yagi ana bileseni karvakroliin
genotoksik ve antigenotoksit etkileri Ames Salmonella/mikrozom testi ile ¢alisilmistir.
30 dakikalik preinkiibasyon zamaninin sonunda yag ve anabilesen karvakroliin kanser

Onleyici etkisi kayda deger oldugu i¢in antimutajenik goriilmiistiir.

Hindistan’ da ¢ok 1yi bir ge¢misi olan kurkumin (zerdegal, safran kokii, hint safranindan
elde edilmekte) antik Hint Tibbinda renklendirici ve koruyucu islevi gérmektedir. Bu
bilesik ve verem otu esansiyel yaginin sodyumazid mutajenine Salmonella typhimurium
TA98 ve TA100 hiicrelerinde koruyucu oldugu Ames testi ile tespit edilmistir (Jayapra-
kasha et al. 2002, Sghaier et al. 2010).
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Adacayi (Salvia officinalis L.) esansiyel yaginin ana bilesigi olan monoterpenlerden p+
B tuyon, 1,8-sineol, limonen birlikte kullanildiklarinda anti mutajen etki gosterirken ayri
ayr1 kullanildiklarinda etki goriilmemektedir. Bu durumda sinerjit etkiden kaynaklan-
maktadir (Vukovic-Gacic 2006).

Bir benzeri olarak 2005 yilinda Evandri ve arkadaslar1 Salmonella typhimurium TA98,
TA100 ve E. coli WP2 uvrA suslarinda lavanta yaginin mutajenik ve antimutajenik et-
Kisi Uzerine arastirma yapilmistir. Bunun sonucunda mutajenik etki gozlemlenmezken

antimutajenik etki gézlemlenmistir.

2.2.5 Antidiyabetik Etkileri

Diyabet, genetik ve immun yapinin etkisiyle bir dizi patolojik olaylar sonucu, pankreas
hiicrelerinden salgilanan seker hormonu olarak da bilinen insiilinin mutlak ve goreceli
etkisizligi ve azhigidir.  Genelde viicut sistemlerinde karigiklia sebep olan ve
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinda bozukluklar yapan hiperglisemik, sik

rastlanan endokrin hastaligidir. Kilo kaybi1 diyabetin en bilinen 6zelligidir (Aggiil 2012).

Diyabet;

* Tip I. diyabetlilerin %10-15" ini olusturur. Bagisiklik sistemi pankreasdaki R
hiicrelerini hasara ugratarak yok eder ve insiilin salinim1 olmaz. Hasta disaridan insiilin
destegi alir.

* Tip II: diyabetlilerin %85-90" 11 olusturur. Genellikle obez yapilidirlar. Pankreas az
da olsa insiilin iiretir ancak viicutta kullanamaz. Insiilin destegi almalarina gerek
kalmadan yasayabilirler ancak hastaliklidirlar.

* Diger spesifik tipler (cerrahi, ilag, pankreas hastaliklarr)

* Gestasyonel diyabet (gebelik donemi diyabeti)

olarak siniflandirilabilir (Aki-Yalgin 2015).

Antidiyabetik madde, seker hastalig1 veya riski olan bireylerde kan sekerini normal dlizeyde

tutan maddelerdir. Tedavisi olmayan hastalik olan sekeri olumlu yonde etkileyen digaridan
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alman destekler ile normalde tutulmasidir. Insiilin Tip I seker icin tek alternatif iken Tip II
icin bitkisel ilaglardir ki bu 6zellikte kullanilabilecek bitki sayis1 800-1200 dolaylarindadir
(Pirildar 2001).

Tip II i¢in kullanilan oral diyabetik ilaglar viicutta (karaciger ve bobreklerde) uzun vadede
zarara yol agmalar1 toksisite etkilerinden dolay1 bitkiler 6nem kazanmis ve arastirmalara
onciil olmuslardir. Bu bitkilerin vicuttaki etkisi pankreastaki hicrelerin insulin Gretmesini

artirarak hipoglisemi olusturmalaridir (Orhan ve Aslan 2010).

Karadut (Morus nigra) un meyve ve kabugu ile yapilan ¢aligmada diyabetik farelere
oral dozu (500mg/kg) tek seferde verilmis, farelerin kan sekerinin diistiigii goriilmiistiir
( Hosseinzadeh et al. 1999).

Giinde 2 kez oral yoldan 1 gram ¢orek otu yagi verilen goniillii diyabet hastalarinda 2
haftanin sonunda yapilan 6l¢iimlerde kan glukoz seviyelerinde azalma gozlemlenmistir

(Demirezer 2011).

Diyabetli hastalarda alkollu zeytin (olea europaea) yapraklari ekstresi ile yapilan galis-
mada 14 giin boyunca oral yoldan 0.10, 0.25 ve 0.50 g/kg alim1 saglanmistir. Siire biti-
minde yapilan analizlerde serum insiilin degeri artmis; serum glukoz, TC, TG, Ure, Urik
asit, kreatin, AST, ALT degerlerizde diisme gézlemlenmesi ekstrenin antidiyabetik etki-

li oldugunu ortaya ¢ikarmistir (Eidi et al. 2009).

Akdeniz tipi diyetle (sebze ve meyve yoninden zengin) beslenmenin epidemiyolojik
caligmalarla koroner kalp hastaliklar1 olusumunu biiyiik oranda azaltigi bildirilmistir

(Nadtochiy and Redman 2011, Khurana et al. 2013).

Allium sativum (sarimsak) bitkisi 6nemli Ol¢iide kan sekerini diisiirdiigii ve regiile ettigi
tespit edilmistir. Sarimsak denilince akla gelen bilesigi allisin antihiperglisemik etkilidir.
Yani diisiik ve yiiksek olan kan sekerini regiile etmektedir. Ancak normal diizeyde olan kan

sekerini de diisiirmemektedir (Ayaz ve Alpsoy 2007).

20



Naringin, diyabet olusturulmus erkek Wistar albino si¢anlara uygulanan 50 mg/kg
dozuyla, diyabetik sicanlarda yiikselmis olan plazma glikozillenmis hemoglobin
(HbAlc) ve serum glukoz diizeylerini azaltmis ve azalmis olan insiilin diizeylerini

yiikseltmislerdir (Mahmoud et al. 2012).

Apigenin, kersetin, genistein ve Kinik asit gibi bitkisel fenoliklerin, siganlarda treptozo-
tosinle olusturulan diyabette iyilestirici etkisi bulunduguna dair ¢alismalar vardir (Ra-

uter et al. 2010, Arya et al. 2014).

3 aylik periyotta 200 ml yaban mersini suyu (Aronia Melanocarpa) tiiketimi saglanan
6-17 yildir Tip II diyabetli olan bireylerde aclik kan glikozu, HbAlc ve lipid seviyele-
rinde diisme gozlemlenmistir. Bundan dolay1 yaban mersini suyunun diyabetlilerde has-
taligin yan etkisini azalttig1 yasam kalitelerini arttirdig1 diisiiniilmektedir (Chambers and
Camire 2003).

Ulkemizde diyabet tedavisinde kullanilan bilindik bitkisel ¢aylar ve infiizyonlar1 i¢in
yapilan aragtimalarda bamya ¢igegi (H.sabdariffa) de bulunmktadir. Antioksidan etkili
olan bu bitki II. Tip diyabetlilerde siklikla goriillen damar hastaliklart riskini 6nlemekte-
dir (Biiytikbalc1 2008).
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3. BITKISEL KAYNAKLI BIYOAKTIF BILESIKLERIN EKSTRAKSIYONLA
ELDESI

Ekstraksiyon bir maddenin sabit sicaklik ve basingta iki fazdaki denge derisimlerinin
farkli olmasi durumundan yararlanilarak yapilan ayirma islemidir. Dogada bilesikler her
zaman karisim halinde bulunur. Bu metod istenen organik {iiriinii dogal kaynaklardan
veya karisimdan ayirmak i¢in kullanilir. Bilesik (ayristirilmak istenen) iki ¢6ziicuden
birinde daha fazla ¢oziiniirken, diger bilesikler (karisimdaki) sadece bir ¢oziiciide

(ayristirilmak istenen bilesigi daha az ¢ozen ¢oziicude) ¢cOzunur .

Ekstre edilecek etken maddenin kimyasal yapisina ve fiziksel 6zelliklerine uygun
kosullarin saglanmasi ve uygun ¢oziicliniin segilmesi ekstraksiyon isleminde oncelikle
yapilmas1 gerekendir. Bundan sonra da ekstrenin fraksiyonlanmasi, kromatografik

islemlerle ayrilmasi ve saflastirilmas: gerekmektedir.

3.1 Ekstraksiyon Yontemleri

3.1.1 Soxhlet Ekstraksiyonu

Ozel bir cihazda gergeklestirilen soxhlet ekstraksiyonu, kat1 veya yari-kati numuneler
icin uygundur. En eski ekstraksiyon sistemlerinden biri olup hala genis 0lglide
kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraktorii, sogutulmus bir kondansér (yogusturucu), bir
solvent sisesi, orta cemberde bir s1vi akis borusu (sifon) ve isitma sisteminden meydana

gelmistir.

Tipik ekstraksiyon zamanlar1 6 saatten 24 saate kadardir ve oldukga biyilk solvent
hacimleri (100-500 ml) gereklidir. Genellikle saf organik solventler veya bunlarin

karisimlar1 ekstraksiyon solventleri olarak kullanilir (Kellner et al. 2001).
Esas olarak soxhlet extraksiyonu, organik bilesiklerin kat1  Orneklerden

ekstraksiyonunda kullanilir. Solventin kaynama sicaklifinda termal olarak bilesikler

kararli olmalidir (Kellner et al. 2001).
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Sekil 3.1 Soxhlet Ekstraksiyonu (Kellner et al. 2001, int.Kyn.6).

3.1.2 Ultrasonik Ekstraksiyon

Bu yontemde o6rnege 20 kHz iistiindeki frekanslarla akustik titresimler uygulanir.
Sivinin iginden bu titresimler gectiginde kavitasyon meydana gelir. Ses dalgalar
genellikle analitin iyi geri kazanimiyla sonuglanan solvent ve kati arasinda etkin bir
temas saglar. Kat1 orneklerin digesyonu, ekstraksiyonu ve bulamag¢ olusumu islemini
destekler. Sivi-sivi ekstraksiyonu, homojenizasyonu veya emiilsiyon haline getirmeyi

desteklemek igin s1v1 6rneklerde kullanilir (Tadeo et al. 2010).

3.1.3 Mikrodalga Ekstraksiyonu

Mikrodalgalar yiiksek frekansli elektromanyetik dalgalardir. Bu prensipte molekil
lizerine (iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu yoluyla) mikrodalganin direkt etkisi
temeline dayanmaktadir (Eskillsson and Bjoklund 2000). Mikrodalga solventi 1sitmak
icin kullanilir. Uygun solvent se¢imi basarili bir ekstraksiyon gerceklestirmek igin gok
onemlidir. Secilen solventlerde mikrodalga enerjisini absorplamasi, solventin matriksle

etkilesimi ve analitin solventteki ¢ozlniirligii g6z 6nine alinmalidir (Lopez-Avila
1999).
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3.1.4 Hizlandirilmg COziict Ekstraksiyonu

Prensip olarak 50-200 °C sicaklik ve 10-15 MPa basing araliklarinda gergeklestirilen
kati-s1v1 ekstraksiyon teknigidir (Kaufmann and Christen 2002). Ekstraksiyonda 6rnek
yiiksek basingta sizdirmaz ortamda tutularak daha yiiksek sicakliklarin kullanilmasina
olanak saglar. Sicaklik ekstraksiyon verimini ve segiciligini etkileyen onemli bir
faktordur. Kullanilan yiiksek sicaklik Van der Waals kuvvetleri, hidrojen bag: ve dipol
cekim analit-6rnek matriksi etkilesimlerinin bozulmasina yardimci olur. Ekstraksiyon
yiikksek sicakliklarda ve basing altinda ¢oOziiciiniin sivi fazda oldugu sartlarda
gerceklesmektedir ve ekstraksiyon esnasinda ¢oziicii kritik sartlarin  altindadir.
Ekstraksiyon sicakliginin arttirilmasi ile ekstraksiyon kinetigi arttirilmakta ve yiiksek
basing ile ¢oziici sivi  fazda tutularak glivenli ve hizli  ekstraksiyon
gerceklestirilebilmektedir. Basing sivi ile ekstraksiyon hiicresindeki kati matriks ile
stvinin - giiclii bir sekilde etkilesmesine olanak vermektedir. Sicakligin arttirilmasi
¢Oziiciiniin  diflizyonunu arttirmakta ve bunun sonucunda ekstraksiyon kinetigi
artmaktadir. Hizlandirilmis ¢6ziicli ekstraksiyonu, yiiksek sicaklikta kararli organik

kirleticilerin ekstraksiyonunda fazlaca kullanilmaktadir (Wang and Weller 2006).

3.1.5 Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE)

Bu ekstraksiyon yonteminde esas olan; kendi kritik sicakligi uzerinde 1sitilan ve kendi
kritik basinct uzerinde basin¢ uygulanan bir element, madde veya karigim olarak
tanimlanmaktadir. Siiperkritik akigkan tek bir faz halinde bulunur ve sicakligin veya
basincin artmasiyla buharlastirilamaz veya sivilastirilamaz. Bundan dolay1 stperkritik
akigkan, bir s1vi ve bir gaz arasindaki maddenin ara formudur (Zougagh et al. 2004,
Mira et al. 1999).Dolayisiyla bir gaz gibi yiiksek difuzyon 6zelligine ve bir sivi gibi
etkin ¢ozme giicline sahiptir. Boylece bilesenler ¢ok etkin bir sekilde ekstrakte
edilebilmektedir.
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3.1.6 Cozucu (Solvent) Ekstraksiyonu

Birbiri i¢inde ¢dziinmeyen, karismayan, ayni kap igerisine birakildiktan disardan bir etki
olmadigi ayr fazlar halinde kalan iki siv1 arasindaki kiitle aktarimidir. Girdi icerisindeki

istenilen bilesene ¢oziicu se¢imli olarak etki eder.

Sikistirtlmis  ¢Ozlcu ekstraksiyonu ise ¢ozlcl ekstraksiyonunun bir ¢esidi olarak
bilinmektedir. Klasik ekstraksiyonlara gore ekstraksiyon siresi, harcanan ¢06zuci
miktari, ekstraksiyondan alinan verim ve tekrarlanabilir olmasi avantaj saglamaktadir.
Ekstraksiyonda organik ¢oziicii, yiiksek basing ve sicaklik kullanilmaktadir. Yiiksek
basing ¢oziicliyli s1vi halde tutularak giivenli ve hizli ekstraksiyonu saglarken yiiksek
sicaklik ekstraksiyon kinetigini hizlandirmaktadir. Ekstraksiyon sirasinda uygulanan
yiksek basing ¢oziicliniin, ekstraksiyon uygulanan maddenin i¢ kisimlarina kadar
girmesini saglamaktadir. Bu yontem de, ¢elik bir kap igerisine yerlestirilen kat1 ya da
yari-kat1 6rnegin ¢oziicii ile bir firin igerisinde 50-200 °C arasinda degisen sicakliklarda
1sitilmasi ile baglar ve 1sitma sirasinda firina 500-3000 psi degerleri arasinda basing
uygulanir. Ekstraksiyonun 5-10. dakikalarinda ortama yeni c¢oziicii pompalanarak
ornegin ve kabin yikanmasi saglanmaktadir. Sistem icerisindeki biitiin ¢6ziicii genellikle

nitrojen gazi kullanilarak bir sise i¢erisinde toplanmaktadir (Vas and Vekey 2004).

3.1.7 Kati-Faz Mikroekstraksiyonu

Yapilan galismalarda, ekstraksiyon islemeleri i¢in analiz zamanin biiyiik bir kisminin
ornek hazirlama ile gectigi tespit edilmistir. Ayrica 6rnek hazirlamada yapilacak olan en
kiiciik hata 6n islemlerle harcanan zamanin bosa gectigini géstermektedir. Bunun i¢in
1989’ da Pawliszyn ve arkadaslar1 kati-faz mikroekstraksiyon (SPME) yontemini
bularak 6rnek hazirlama, ekstraksiyon ve yogunlastirma asamalarint ¢oziicii igermeyen
tek bir asamada birlestirmistir. Boylelikle ekstraksiyon siiresi ve maliyette Oonemli
kazang elde edilerek yapilan teshislerde iyilesmeler goriilmiistiir. SPME, GC veya GC-
MS ile birlikte 6zellikle gevre, biyoloji ve gida Orneklerindeki ugucu ve yari ugucu
organik bilesiklerin ekstraksiyonunda kullanilmaktadir. Ayrica, yiiksek-performansli sivi

kromatografisinde de (HPLC) uygulanmaktadir.
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SPME yo6nteminin etkinligini etkileyen en 6nemli faktor lifi kaplayan materyalin tipi ve
kalinligidir. PDMSDVB [poly(dimethylsiloxane)-divinilbenzene] tipi lifler terpenler
gibi 6nemli ugucu bilesiklerin tutulmasinda kullanilmaktadir. Diger faktorler ise
sirasiyla ekstraksiyon islemi, desorpsiyonun optimizasyonu, tiirev hazirlama ve nicelik
yonunden incelenmesidir. SPME ekstraksiyonunun slresi 1-20 dakika arasinda
degismektedir. Siirenin kisa olmasi hekzenal gibi ugucu bilesiklerde yeterli olabilmekte
ancak daha az ugucu bilesikler i¢in daha uzun siirelere ihtiya¢ duyulmaktadir. Basit,
diisiik maliyetli, temiz ve konsantre ekstrak eldesi ile kiitle spektrometre uygulamalari

icin ideal bir yontemdir (Vas and Vekey 2004).

3.1.8 Cok Yonlu Ekstraksiyon Ydéntemleri

Likens ve Nickerson tarafindan 1964’ de bulunan yOntemde zaman ve harcanan
kimyasallarda 6nemli azalmalar olmustur. Ydntemde Ornek, SDE (Simultaneous
destilasyon ekstraksiyon) aparatinin sol tarafina su dolu kap igerisinde kaynatilarak
ucucular buharla destile olarak sol kolondan yukariya dogru hareket etmektedir. Sol
kolondan gelen ucucular sag kisimda buharlastirilan ¢oziicii ile aparatin {ist kisminda
bulusur. Ust kisimda yer alan sogutucunun cidarlarinda su ve ¢dziicii buharmm
yogunlasmasiyla ekstraksiyon islemi gergeklesir. Yogunlagsan su ve ¢Oziicli ayr1 ayri
yogunlastirilarak ugucu bilesikler elde edilmektedir. SDE yonteminde kullanilan ¢6ziicl
yontemin verimliligini etkileyen en 6nemli faktordiir. Su kullanilarak yapilan deney
oldugu icin yogunlugu sudan agir veya hafif farkli ¢oziicii ile yapilan deneylerde
dikloriirmetanin bu yéntem i¢in en verimli ¢6zUci oldugu tespit edilmistir (Likens and

Nickerson, 1964).
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4. AHLAT (Pyrus elaegrifolia Pall.) BITKIST VE ONEMI

Ulkemizde dogal olarak kendiliginden yetisen ahlat, yabani armut ve badem yaprakl
ahlat taksonlar1 sistematikte Rosaceae familyas: (Gulgiller), Pomoideae alt familyas:

icersinde incelenmektedir (Davis 1972; Ansin ve Ozkan, 1993).

Ahlat, yaban armudu olarak ta bilinir. Cakal armudu, ¢ordik gibi yoresel isimleri bazi
yorelerde vardir (Kartal 2013). Ahlatin anavatani Anadolu olarak bildirilmis olup,
yayilma alam1 Ukrayna, Giiney Dogu Avrupa ve Tiirkiye'dir. Bu tiiriin ak ve boz
goriintimiinde farkli ¢esit ve formlar1 Anadolu'nun degisik bolgelerinde bulunmaktadir.
Tamamen kserofit bitki 6zelligi tasiyan ahlat, boz tiiylii dalciklari, ufak kargi
bicimindeki yapraklari, sik dikenli dallar1 ve derine giden kazik kokii vardir
(Dumanoglu ve ark. 1999). Derin kok yapisidan dolayr kurak iklim ve toprak
kosullarina iyi uyum gosteren ahlat kira¢ bozkirlar1 olan Orta Anadolu’da

yetisebilmektedir (int. Kayn. 7).

Hava kirliligine ve kurakliga dayanikl: bir tir olan ahlat, orman agikliklarinda, kurak
yerlerde, bozkirlarda ve bilhassa ormandan acgilms tarla iclerinde cesitli ali¢ (Crataegus)
tarleriyle birlikte yaygin olarak bulunur. Nisan ayinda ¢igek acip, meyvesi sonbaharda

tam olgunlasir rengi kahverengiye déner ve o zaman yenir (Kartal 2013).

-30 C gibi kis soguklarinda ve yetistigi ortamdan yulksek diizeyde Zn ve Fe alma
kabiliyeti ile kloroza, yani yiksek pH' ya ¢cok dayanikl olup ve bu yiizden de Oteki
bircok Pyrus tirinin yetismesi icin uygun olmayan kirecli ve kurak sartlara ¢ok iyi
uyum saglamistir. Ahlat anac¢ olarak kullanildiginda armutlar ile ¢ok iyi uyusur ve
bilhassa kloroza dayanikli armut anaci islahinda 6nemli bir potansiyele sahiptir
(Lombard et al. 1987, Hartmann and Kester 1983).

2-5 metra aras1 yaklasik aga¢c boyudur. Koyu yesil renkli ve kalin yapraklari olup,

dallar1 dikenlidir. Yuvarlak ve puturli meyveleri vardir. Kiicuk cicek seklinde beyaz
renkte ilkbahar aylarinda agmaktadur.
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Ahlatin 3000 yil 6nce kiltire alindigr ve 24 tirden fazla ahlat tirtnin botanikgiler
tarafindan teshis edildigi bildirilmektedir (Glgutci 2014, Hummer and Postman, 2003).

Bunlar asagida belirtilmistir:

1. P. amygdaliformis Vill.
. P. betulifolia Bunge
. P. calleryana Decne.

. P. communis L.

2
3
4
5. P. communis ssp. Caucasica (Fed.) Browicz
6. P. cordata Desv.

7. P. cossonii Rehder

8. P. dimorphophylla Makino

9. P. elaeagnifolia Pall.

10. P. fauriei C.K. Schneid.

11. P. gharbianaTrab.

12. P. glabra Boiss.

13. P. koehnii C.K. Schneid

14. P. korshinskyi Litv.

15. P. Mamorensis Trab.

16. P. nivalis Jacq.

17. P. pashia Buch.-Ham. ex D.Don

18. P. pseudopashiaT.T.Yu

19. P. pyrifolia (Burm.f.) Nakai

20. P. regelii Rehder

21. P. salicifolia Poll.

22. P. syriaca Boiss.

23. P. ussuriensis Maxim.

24. P. xerophylla T.T.Yu ) (Ozluk 2015).
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Resim 4.1 Ahlat (Pyrus elaeagrifolia pall.) Bitkisi.

Bitkiye adin1 veren ahlat adinin Evelyn Kalcas Yunancadan geldigini ve Magrice
Messegue Yunanlilarin diger Avrupa topluluklarima goére daha ge¢ tanistigini, eski
misirlilarin ise armutu bilmediklerini belirtmistir. Ancak Evliya Celebi Istanbul
gozlemlerinde Istanbul kavagmin ahlatinin {inlii olduguna yer vermistir. Ayrica Evliya
Celebi Sofyada ahlat gibi yabani meyvelerin bazilarinin derelerde yetistigini de
sdylemistir (Int. Kyn.8)

Ahlatin gerek meyvesinin gerekse yapraklarinin faydast olduk¢a ¢oktur. Ahlat
ogiitiilerek yogurda karigtirilip a¢ karna biraz yenirse kalp rahatsizliklarina iyi geldigi
sOylenmektedir. Ahlat meyvesi sicak suda haglanarak veya taze meyvesi yenildiginde
ishale iyi gelmektedir. Ancak fazla tiikketilme durumunda kabiz yaptigi icin kabizlik
durumu ortaya ¢ikmaktadir. Meyvesi giinliik diizenli tiiketildigi takdirde kalbi
giiclendirmekte ve iyi gelmektedir. Ahlatin meyve suyu kani sulandirici 6zelliktedir ve
dolagimini kolaylastirarak kani temizler. Bu sebeple gbz damarlar1 basta olmak iizere
vucudumuzdaki damarlar tizerine de etkilidir. Zehirli bocek sokmalarinda ise filizlerinin
doviiliip yaranin lizerine konulmasi tavsiye edilir. Ahlatin hosafinin hararet giderme ve
kadinlarda menapoz donemlerinde yanmalara iyi geldigi bilinmektedir. Ayrica
yatistirict olarak sinir sistemine iyi geldigi, yorgunlugu giderdigi, astim hastalarini
rahatlattig1, dis hastaliklarinda dis eti rahatsizliklarina iyi geldigi viicut direncini de

artirdig1 halk arasinda bilinen 6zelliklerindendir (int. Kyn. 8-9).
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Cin’ de geleneksel halk ilac1 olarak kullanilan P. pashia’nin meyvelerinin dispepsi
(fonksiyonel hazimsizlik), dismenore (agrili adet sancisi) tedavisinde kullanilirken
ishalin tedavisi i¢in de dallar1 ve yapraklarimin kullanildig belirtilmistir (Khandelwal et

al. 2008).

Armutlarin ihtiva ettigi serum sekerler ve organik asitlerden 6tiirli olusturdugu eksimsi
tat ve insan metabolizmasindaki reaksiyonlar1 diizene koymasi meyvenin besleyici

degeriyle birlikte kalitesini etkilemektedir. (Chen et al. 2007).

Yapilan ¢aligmalar armutlarin vitamin ve mineraller icerdigini ates diisiiriicii, oksiiriik
giderici, ishal kesici 6zellige sahip oldugu belirtilmistir. Ayrica karaciger ve adet
dongiisiinti etkiledigi i¢in Uriner sistem bozukluklarina da iyi geldigi bildirilmektedir.
Pyrus communisin yapraklarinin iire dezenfektani oldugu da bilinmektedir. Halk
arasinda armut ¢igekleri analjezik ve spazmoliktik ila¢ olarak kullanilmaktadir (Gudej
and Rychlinska, 1999).

Ditiretik 6zellige sahip ahlat yapraklari mesane inflamasyonlarina, bakteriiiriye, yiiksek

tansiyona, bobrek taglarinin tedavisinde iyi oldugu bilinmektedir (Zargari, 1996).

Pyrus spp. diyet kaynagi olarak kullanilmasinda 6nemli kilan icerigindeki diyet lifi,

mineral, C vitamini ve organik asitlerin varligidir (Chen et al. 2007a).

Li ve arkadaglar1 armut icin polifenoller ve triterpenler i¢in en iyi kaynak olarak
belirtirken ayn1 zamanda antioksidan ve anti-inflamatuar etkisinden dolay1 da meyveyi

fonksiyonel olarak belirtmislerdir (Li et al. 2014).

Yapilan arastirmalar  Saxiferagaceae, Ericaceae, Rosaceae ve Compositae
familyalarinin yiksek miktarda arbutin i¢erdigini gostermistir. Rosaceae familyasindan
Pyrus cinsinin yapisindaki fenolglikozit formundaki arbutinin sap, yaprak ve kabugunda
bulundugu belirtilmistir. Ahlat yapraginin ve meyvesinin ise antioksidan ve ditiritik
ozelligi, glines koruyuculugu idrar yolu enfeksiyonu tedavisi, dismenore, idrar yolu

enfeksiyonunda kullanilmasi icerdigi arbutinden ileri gelmektedir. Ayrica caligmada
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kullanilan Pyrus biossieriana Buhse ile hazirlanan tiim ekstraktlarin ve arbutinin
antioksidan Ozellikte oldugu, ayrica metanolik ekstraktinin ve arbutinin antifungal,
antilarva; diklormetan ekstraktinin ise antibakteriyel antikolinerastaz 6zellik

sergiledigini vurgulamistir (Azadbakht et al. 2004).

Cagimiz sartlarinda bilinglenen toplumun istekleri dogrultusunda toksik etkisi olmayan,
kolay ve ucuz olan alternatif yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Ulkemizde ve diinyada
hastaliklarin ve hastalik cesitlerinin artmasi nedeniyle hastalik onleyici ajanlarin
arastirilmasindaki calismalar1 artirmistir. Ozellikle dogal ajanlarin kesfi 6nem arz
etmektedir. Anavatant Anadolu olan ahlat bitkisi uzun yillar boyunca yetisen ve
geleneksel tedavilerde kullanilan bir bitkidir. Literatiirde de hakkindaki ¢alismalar sinirl
olmasi sebebiyle tezde kullanilmasina karar verilmistir. Bu ¢alismada Afyonkarahisar
bolgesinden temin edilen Pyrus elaeagrifolia turl ahlat yapraklarinin temel kimyasal
ozellikleri arastirilmis, farkli ekstraksiyon kosullarinin bitkinin toplam fenolik igerigi ve
antioksidan 6zelligine etkileri incelenmistir. Ayrica antimikrobiyal testler, MCF-7 VE
Ab549 kanser hicreleri Uzerine sitotoksisite testleri uygulanmistir. Daha ¢ok meyvesi
tiiketilen ahlat bitkisinin yapraklar: ile yapilan arastirma sonuglarinin gerek gida gerek

saglik sektoriinde kullanimina 151k tutabilecegi ve katkisi olacagi diistiniilmektedir.
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5. MATERYAL METOD

5.1 Bitki Materyalinin Hazirlanmasi

Tezde kullanilan bitki yani Ahlat yapragi (Pyrus elaeagrifolia Pall.)Afyon boélgesinin
daglarindan toplanmis direkt giines 1s18ina maruz kalmadan gdlgede yaklasik 2 hafta

siire ile kurutulmustur. Ekstraksiyon islemi i¢in yapraklar oncelikle 6giitiilmistiir.

5.2 HPLC ile Fenolik Bilesen Analizi

Ahlat bitkisinde bulunan fenolik bilesenlerin karakterizasyonu amaciyla Shimadzu
model HPLC sistemi (Shimadzu Corp. Kyoto, Japan) ile kromatografik analizler
gerceklestirilmistir. Fenolik bilesenlerin analizinde Caponio ve arkadaslari (1999)
tarafindan tanimlanan yontem uyarlanarak kullanilmustr. Analizde
kullanilan HPLC’nin o6zellikleri ve analiz kosullar1 ise sOyledir: Dedektor: DAD
dedektor (Amax;280nm), Auto sampler: SIL-10AD vp, Kolon firim1 ve kolon: CTO-
10Avp. 250x4.6 mm i.d, Sum; Agilent Eclipse XDB-C18 (Wallborn,Germany). Mobil
Faz: A:3% asetik asit, B: Metanol. Akis hizi: 0.8 ml/dk, enjeksiyon miktar1 20 pl,
kolon sicakligr 30°C ye ayarlandi. Veri Analizi: Esisteme entegre Shimadzu Class-VP
Chromatography Laboratory Automated Software ile gergeklestirilmistir. Mevcut
standartlar Sigma (St. Louis, MO, USA) temin edilmistir. Analizlenen standartlar ve pik
numaralari soyledir: 1: gallik asit, 2: protokatesik asit, 3: katesin, 4: p-hidroksi benzoik
asit, 5: klorojenik asit, 6: kafeik asit, 7: epikatesin, 8: sirinjik asit, 9: vanilin, 10: p-
kumarik asit, 11: ferulik asit, 12: sinapinik asit, 13: benzoik asit, 14: o-kumarik asit, 15:
rutin, 16: naringin, 17: hesperidin, 18: rosmarinik asit, 19: eriodictyol, 20: sinamik asit,

21: quercetin, 22: luteolin, 23: kamferol, 24: apigenin.
5.3 Ekstraksiyon i¢in Deney Plam
Yapraklardan 10 g/100ml oraninda numuneler hazirlanmistir. Hazirlanan ahlat yapragi

numuneleri 100 rpm de ¢alkalamali su banyosu yardimi ile 6zii ¢ikarilmigtir. Optimum

ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla ekstraksiyonlar 25-70 °C de, %0-80
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etanol/su karigimi (v/v), 30-80 dk parametrelerinde gergeklestirilmistir. Bu {i¢ parametre
yani etanol su konsantrasyonu, ekstraksiyon zamani ve sicaklik ekstraktlardaki
antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik igeriginin sonuglarina ve literatiirde belirtilen
calismalara dayanarak segilmistir (Samuagam et al. 2013, Radojkovic et al. 2012).
Calisilan ekstraksiyon parametreleriyle ilgili degerler Cizelge 5.1 de verilmistir.

Calisma sonuglari ti¢ denemenin ortalamasi alinarak verilmistir.

Cizelge 5.1 Ekstraksiyon Parametreleri.

Sire (dk) Sicaklik (°C) Etanol Konsantrasyonu (%)
30 25 0

45 30 20

60 40 40

75 55 60

80 70 80

5.4 Toplam Fenolik Madde Tayini

Ekstraktlarin fenolik icerigi daha énce 1999 yilinda Singelton ve arkadaslar tarafindan
tanimlanan spektrofotometrik metodu (Folin-Ciocalteu metodu) ile degerlendirilmistir.
Yonteme gore 100pg/ml’ ye saf su ile seyreltilmis Iml bitki ekstrakti su ile 3 defa
seyreltilmis 1ml Folin-Ciocalteu ayiraci ile karistirilmistir. Bu karisim 5 dk sonra %35
lik 2 ml doygun sodyum karbonat (Na2COs) ¢ozeltisi ile karistirilmig ardindan da 2 ml
su ilave edilerek 6ml’ ye seyreltilmistir. Karisim 30 dk karanlik ortamda bekletilerek
olusan mavi rengin absorbansi spektrofotometrede 760 nm’ de okunmustur. Numuneler
ticlii hazirlanmistir. Toplam fenolik igerigi gallik asidin kalibrasyon egrisi esas alinarak
hesaplanmis ve numune mg basina pg gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir.

Calisma sonuglari iic denemenin ortalamasi alinarak verilmistir.

5.5 Antioksidan Aktivite Tayini

Tezde DPPH yontemi ile 6neklerin radikal spuriicii etkisi baz alinarak antioksidan
aktivitesi tespit edilmistir. Metodun prensibi ekstraktlarin bir proton veya elektron
verebilme yeteneginin, DPPH ¢dzeltisinin mor rengini agmasidir. Absorbanstaki diisiis

serbest radikal giderme aktivitesini gostermektedir. Bunun icin otomatik pipet ile 50uL
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ekstrakttan (200ug/mL) alinarak DPPH radikali ile karistirtlmistir. Karisim vorteks
karistirict ile karistirilip oda sicakliginda 60 dk siire ile karanlikta bekletilip sonrasinda
517 nm’ de spektrometrede absorbans okunmustur. Okunan absorbans degeri asagida
belirtilen esitlikte uygulanarak karigimin antioksidan aktivitesi (%AA) hesaplanmistir

(Katalinic et. al. 2004, Atoui et al. 2005).

Abskontrol — ADSErmek (5'1)
AA(%) = X100
AbSkontrol

AbSkontrol, 0rnek icermeyen DPPH ¢ozeltisinin absorbansini; Absomek, Ornek iceren
DPPH c¢ozeltisinin absorbansini gostermektedir. Referans antioksidan olan askorbik
asitin ayn1 kosullarda 0-150 pg/ml araligindaki farkli konsantrasyonlari ile kalibrasyon
egrisi olusturularak orneklerin % AA’ si askorbik asit esdegerine doniistiiriilerek kontrol
ornegine gore radikali inhibe etme yiizdesi olarak agiklanmistir. Calisma sonuglar ii¢

denemenin ortalamasi alinarak verilmistir.

5.6 Antibakteriyel Aktivite Tayini

Optimum kosullarda elde edilen ekstraktin sahip oldugu antibakteryel -etkinin
belirlenmesi amaciyla antibakteriyel aktivite tayini gerceklestirilmistir. Antibakteriyel
aktivitenin tayininde 1966 yilinda Bauer ve arkadaslari tarafindan belirtilen disk
diflizyon yontemi modifiye edilerek kullanilmistir. Bu tayin i¢in 8 mm ¢apinda standart
bos disklerin (Oxoid, Basinstoke, UK) her birine bitki ekstraktlarindan 200 pL
emdirilerek laminar akisli kabinde kurutulmustur. Aktivite tayininde kullanilan test
bakterileri (Staphylococus aureus, Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Escherichia coli,
Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa) steril svab ile yaklasik McFarland
0.5 standardina uygun bulaniklik verecek sekilde hazirlanarak Nutrient Agar (Merck,
Germany) besiyeri iizerine ince film seklinde yayilmustir. Inokiile edilen, disklere
yerlestirilen petri plaklar1 37 °C’ de 18-24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
bitiminde inhibisyon zonlar1 ¢ap1 milimetrik cetvel ile 6l¢iilmiistiir. Calisma sonuglari

lic denemenin ortalamasi alinarak verilmistir.
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5.7 Sitotoksisite Testi

Optimum kosullarda elde edilen ekstraktin sahip oldugu sitotoksik etkinin belirlenmesi
amaciyla sitotoksisite testleri gergeklestirilmistir. Hiicre proliferasyon/sitotoksisite testi
MTT (3-(4,5)-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) sitotoksisite
testi ile gergeklestirilmistir. YOntem esasi, 3-(4,5)-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide’in hiicredeki metabolik olaylarin sonrasinda renk degisiminin
spektrofotometrik olarak 6lctlmesidir (Supino, 1995). Bunun icin ¢oklu plaka okuyucu
(Mikroplate Reader, Thermo) kullanilmistir. Caligilan hiicre hatlar1 ise MCF7 (gogiis
kanseri) ve A549 (akciger kanseri) dur. Hiicre kiiltiiri ortam1 olarak RPMI kullanilmas,
inklibasyonlar, 37 °C de, CO; inklbatoriinde gerceklestirilmistir. Calisma sonuglar1 {i¢

denemenin ortalamasi alinarak verilmistir.
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6. BULGULAR ve TARTISMA

6.1 HPLC Analiz Sonuglari

Yabani olarak bilinen deney materyali hakkinda sinirli ¢alisma oldugundan dolay:
secilmistir. Ayrica bitki zor hava kosullarina dayaniklilik gostermekte eskiden beridir de
mesane rahatsizliklari, hazimsizlik, agr1 giderici olarak da bilinen tedavileri
bulunmaktadir. Afyonkarahisar ilinin Biiyiikkalecik florasindan temin edilen ahlat
yapraklarinin ekstraklarinin fenolik profilleri HPLC’ de analiz edilmistir. Kromotogram
sonuglart ve tanimlanan bilesikler sirasiyla Sekil 6.1 de ve Cizelge 6.1’ da

gosterilmektedir.
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Sekil 6.1 Ahlat yaprag: eksraktinin HPLC kromotogramu.

Cizelge 6.1 Ahlat yaprag: ekstraktinin fenolik madde profili.

Katesi - . p- . . - I
Klorojeni  Kafei  Epikatesi ~ Feruli  Ruti  Rosmarini  Apijeni
Bilesik n . . kumari . ]
. k asit kasit n . k asit n k asit n

hidrat k asit
Konsantrasyo

11 2,2 0,08 0,19 0,05 0,18 0,4 0,22 0,08
n (mg/g)
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Orneklerin fenolik igerikleri HPLC’de analizlenmis ve 24 referans standartlar1 ile
karsilastirilarak tanimlanmistir. Buna gore ahlat yapraklarinin bilesiminde katesin hidrat,
klorojenik asit, kafeik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferulik asit, rutin, rosmarinik asit,
apijenin bulunmaktadir. Elde edilen verilere gore klorojenik asit (2,2 mg/g) ve katesin
asit(1,8 mg/g) yuksek konsantrasyonlarda bulunan baglica fenolik igerigini

olusturmustur.

HPLC sonuglarina gore yapragin terkibindeki fenolikler ise; %2,2 klorojenik asit, %1,1
katesin hidrat, %0,4 rutin, %0,22 rosmanik asit, %0,19 epikatesin, %0,18 ferulik
asit, %0,08 apijenin ve kafeik asit, %0,05 p-kumarik asit olusturmaktadir.

Ahlat yapraginda dl¢iilemeyen yada onemsenecek oranda olmayan fenolikler ise; gallik
asit, protokatesik asit, p-hidroksi benzoik asit, siringi¢ asit, vanilin, sinapinik asit,
benzoik asit, o-kumarik asit, naringin, hesperidin, eriodiktiol, sinnamik asit, quersetin,

luteolin, kamferol dr.

Literatiirde benzer c¢alismalar mevcuttur. Oleszek vd. (1994)’nin armuttaki bazi
fenoliklerin izole edilmesi ile ilgili ile yaptiklar1 bir calismada 8 flavonole karsin 4
hidroksisinnamik asit esterleri belirlenmistir. Falvonollerden bes tanesi izorhamnetin

glikozitleri ile kalan Ug tanesini ise quersetin olusturdugunu ifade etmislerdir.

1995 yilinda Amiot ve digerlerinin armut igerisindeki fenolik igeriklerinin biiyiime ve
olgunluktan ziyade c¢esidine bagli oldugunu gosterir bir ¢alisma yapilmistir. Bu
calismaya gore armuttaki major fenoliklerin klorojenik asit (2,7-14,1 mg/100g),
epikatesin (0,6-8,7 mg/100g), katesin (yaklasik 0,05mg/100g) oldugunu belirtilmistir.
Ayrica Williams armudunda da c¢alismamizdaki Ahlat yapragi gibi ana fenoligin

klorojenik asit oldugu da ifade edilmistir.

Schieber vd. (2001), yiiksek performansli sivi kromatografisi cihazi ile elma ve
armuttaki flavonoidleri ve fenolik asitleri belirlemislerdir. Armuttaki hakim fenolik
bilesenlerin klorojenik asit, kafeik asit, p-coumaroyl quinic asit ve p-kumarik asit,

arbutin, prosiyanidinlerin bir dizisi ile flavonol glikositlerin oldugunu tespit etmislerdir.
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6.2 Ekstraksiyon Kosullarinin Antioksidan Aktivite ve Toplam Fenolik icerige Etkisi

Ileri dénemlerde yapilacak olan ¢alismalarda daha yiiksek biyoaktivite elde edilebilmek
icin optimum ekstraksiyon parametresinin belirlenmesi uygun goériilmiistiir. Boylelikle

verimlilikte artis, ekonomik ve zaman agisindan da kazang saglanacagi diisiiniilmiistiir.

6.2.1 Ekstraksiyon Suresinin Etkisi

Ekstraksiyon siresinin toplam fenolik madde (TF) igerigine etkisi Sekil 6.2°de
gosterilmektedir. Toplam fenol icerigi gram basina miligram gallik asit esdegeri olarak
ifade edilmektedir. Zamana bagli olarak toplam fenol icerigi islemin 45. dakikasina
kadar artis gostermistir. Sonrasinda ise fazla artis gostermeden yaklasik sabit bir
degerde devam etmistir. Toplam fenolik madde igerigi 45. dakikada yaklagik 85
mgGAE/g olarak tespit edilmis isleme devam edildik¢e 85-90 mgGAE/Mm araliginda
seyir etmistir. Boylece TF deneyi degerleri 6l¢iit olacak olursa sonraki deneyler icin

optimum ekstraksiyon siiresi 45 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 6.2 Ekstraksiyon siiresinin toplam fenolik madde (TF) igerigine etkisi.

Literatiirde de esktraksiyon siirelerinin bitkisel kaynaklarin fenolik madde igerigine
etkisi iizerine ¢alismalar mevcuttur. Yapilan bir ¢alismada visne cekirdeklerinin %17
yag orani ihtiva etmesi lizerine ¢ekirdek yagi organik solvent (hekzan) ve siiper kritik
akiskan (COy) ekstraksiyonlari ile elde edilmis ve bu metodlarin yag bilesenlerine etkisi

aragtirtlmistir. Her iki ekstraksiyonda hekzan ve CO: icin kosolvent olarak etanol
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kullanilmas: antioksidan aktivite, toplam fenolik madde ve karoten miktarinda artisa
neden oldugu belirtilmistir. Yag eldesinden 6nce 160 °C de farkli sirelerdeki kavurma
isleminin de yag bileseni iizerine etki ettigi ve kavurma siiresi arttik¢a yag icerigindeki
HMEF ve toplam fenolik madde iceriginde artisa toplam tokoferol igeriginde azalmaya

neden oldugu ifade edilmistir(Y1lmaz 2013).
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Sekil 6.3 Ekstraksiyon suresinin antioksidan aktivitesine etkisi.

Sekil 6.3’de ekstraksiyon siiresinin antioksidan aktiviteye etkisi verilmistir. Baslangig
olarak %30-35 de baslayan antioksidan aktivite 45. Dakikaya kadar diizenli bir artig
gostermis 60. Dakikaya kadar benzer degerde devam etmistir. Ancak 60 dakikadan
sonra antioksidan aktivite yaklasik 75. Dakikaya kadar biraz daha artis gdstererek
diistise gegmistir. Dolayist ile en yiiksek antioksidan aktivite degeri yaklasik 75.
dakikada gozlemlenmistir. Benzer bir sekilde yapilan bir ¢alismada, farkli siirelerde
depolanan Pyrus boissieriana buhse yaprak 6zutlerinin arbutin iceriklerinin antioksidan
stabilitesinin ile lizerine yapilan bir arastirmada incelenmistir. Oda sicaklig1 +4 °C ve -
20°C sicaklik degerlerinde ve 14 giin siire tutulmustur. 4 ml TBA / TCA ve 50 ul BHT,
tiplere 3-7-14 giin sonlarinda eklenmis ve antioksidan aktiviteleri degerlendirilmistir.
Olgiilen degerler sonucunda arbutin ve yaprak oziitlerinin depolama siiresince fazlaca
yuksek stabilite sergiledigi, antioksidan etkisini devam ettirdigi tespit edilmistir.
Boylece surenin antioksidan aktivite Gzerine ¢ok fazla etkisi gozlenmezken, yapay

antioksidanlar yerine rahatlikla kullanilabilecegi onerilmistir (Khalilpour et al. 2013).
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6.2.2 Ekstraksiyon Sicakhigimin Etkisi

Sekil 6.4’de ekstraksiyon sicakliginin toplam fenol igerigi iizerine etkisi
gosterilmektedir. Oda sicakliginda 55-57mgGAE/g olarak 6lgiilen fenol sicaklik arttik¢a
artis gostermis sonralarinda sicaklik yiikselislerinde azalma gozlendigi goriilmektedir.
TP degeri 40°C ye kadar armig sonraki sicaklik degerlerinde azalmistir. En yiiksek TP
deger 40°C de 90 mgGAE/g olarak Ol¢iilmistiir. Sicaklik 40°C den 70°C ye dogru
ilerledikge TP degeri 60-65 mgGAE/g ye diisiis olmustur. Bunun sebebinin ise
ekstraktin ihtiva ettigi fenollerin yiiksek sicakliktan etkilenmesi oldugu diistintilmektedir.
Elde edilen dl¢iimler sonucunda TP deneyleri igin optimum sicaklik degerinin 37-40 C°

olabilecegi bulunmustur.
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Sekil 6.4 Ekstraksiyon sicakliginin toplam fenolik madde (TF) igerigine etkisi.

Literatiirde yapilan calismalar da da benzer sonuglar mevcuttur. Brownmiller ve
arkadaslar1 (2008) ile Hager ve arkadaglari (2008) ahududu ve yaban mersini ile
yaptiklar1 caligmalarda 1si1l iglem sonucunda fitokimyasallarin 6nemli derecede
azaldigin1 belirtmislerdir. Yabani meyveler yiiksek miktarda fitokimyasal madde
icermektedirler. Ancak yiiksek sicaklik ve dehidrasyon islemleri gida igerisindeki
fitokimyasallarin kimyasal yapilarinda degismeye neden olarak etkilerinin azalmasina
sebep oldugu belirtilmistir. Uvez esktrakti ile yapilan bir baska yine sicakligmn TF
lizerine etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore sicaklik artisi, iivez bitkisi

ekstraktlarin TF degerinde artisa neden oldugu belirtilmistir (Kavak ve Akdeniz, 2016).
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Koksal (2008) n seftali gesitleri ile yaptig1 ¢alismada J. Hale cinsi seftalinin mayse,
pulp, posa ve 1sitilmis mayse orneklerine 1s1l islem uygulamasi yaparak toplam fenolik
madde igerigi degerlendirmistir. Yapilan ¢alismada 5 dakika 70 +2 °C, 80+ °C, 90+2 °C
de ti¢ farkl 1s1l islem uygulanmistir. Uygulanan tiim sicakliklarda toplam fenol miktari

giderek artis gostermistir.

Sicakligin toplam fenolik madde igerigine etkisinin incelendigi kusburnu nektar ile
yapilan bir baska ¢alismada ise 70-95 °C arasi 1s1l islem uygulanarak zamanla meydana
gelen toplam fenolik madde kayiplart gézlemlenmistir. Herhangi bir 1s1l igleme maruz
kalmamis olan kusburnu nektarlarinda toplam fenolik madde miktar1 229,4 mg/L tespit
edilmistir. 70-80-90-95 °C sicakliklarindaki toplam fenolik madde kayiplar1 sirasiyla
%27,31 - %53,92 - %55,45 - %56,73 oranlarinda goriilmiistir. Dolayisi ile 70 °C de
uygulanan 1s1l igslemde fenolik madde kaybi diisiikken sonraki sicakliklarda dikkat
cekici bir artigla kayip olmus ve sonraki sicakliklarda da kayip orani benzerlik
gosterdigi tespit edilmistir. Yapilan calismada yiiksek sicakliklarda yiiksek kayiplarin
olabilecegi agiklanmistir (Duman 2014).

Rosaceae ailesinin Fragaria cinsine ait cilek meyvesi ile Mollov ve arkadaslari
tarafindan 2007’de yapilan bir aragtirmada 85°C de 0-30-60-90 dk ekstraksiyona tabi
tutulmus ve  siire artttkca  degisen  monomerik  antosiyanidinmiktarlar
degerlendirilmistir. Baslangigta 40.4 mg/100g Olgiilen monomerik antosiyanidin miktar1
30. dk 34.1, 60. dk da 28.7, 90. dk da ise 25.4 mg/100g oldugu sonucuna varilarak sabit

sicaklikta siire arttik¢a antosiyanidinin azaldig1 gézlemlenmistir

Yaban mersini ile yapilan bir ¢alismada 75°C de uygulanan preslemenin daha diisiik
sicakliklarda uygulananlara gore toplam fenol miktarinda ve antosiyanin miktarindaki

yiikselmenin 6nemli oldugu vurgulanmistir (Leavens 2006).
Sekil 6.5’de ekstraksiyon sicakliginin antioksidan aktivite {izerindeki etkisini verilmistir.

Elde edilen bugulara gore grafik, toplam fenolik degerindeki grafige benzer bir seyir
gostermistir. 25°C de yaklasik %38-40 olan antioksidan aktivite degeri sicaklik 40°C’ye
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ulagincaya kadar artma egilimi gostermis sonrasinda ise diigmiistiir. En yliksek

antioksidan aktivite degerini 40°C de %60-65 olarak gostermistir.
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Sekil 6.5 Ekstraksiyon sicakliginin antioksidan aktivitesine etkisi.

Sicakligin fenolik maddeler iizerine etkisi ile ilgili literatiirde farkli arastirmalar mevcut-
tur. Goriiniim olarak yemisene benzeyen yiiksek biyoaktif igerige sahip murtiberries
(Ugni Molnae T.) ile yapilan ¢alismada 40,50,60,70,80 °C de konveksiyonel kurutma
islemi uygulanmistir. Kurutma periyotlarinda yapilan analizlerde yiiksek oranda (-
karoten sicaklik arttik¢a azaldigi ayrica 40-50 °C kurutma uygulamasinda ise gallik asit
degerindeki kaybin az oldugu gozlemlenmistir. Yapilan ¢alismada yiksek derecede (70-
80 °C) antioksidan aktivite degerinin diger degerlere gore daha yiiksek oranda oldugu
kaydedilmistir (Rodriguez 2014).

Frambuaz olarak da bilinen ahududu pulpunun 60-90 °C de sicaklik araligindaki
antioksidan aktivitesi iizerine etkisi yapilan bir ¢alismada arastirilmistir. Bolu (Civril)
yoresinden temin edilen ahududu pulplar1 60-70-80-90 °C sicaklikta 7 saat 1sitilmustir.
Isitilmadan 6nce tespit edilen aktivite degereri sirasiyla 13,8 - 14,1 - 15,9 - 15,5 umol
TE g? olarak dl¢iilmiistiir. 7 saatlik 1sitmanin sonucunda bulunan antioksidan aktivite
degerleri 16,3 — 17,2 — 13,8 — 13,3 umol TE glolarak belirtilmistir. Béylece 60-70 °C
de tespit edilen antioksidan aktivite yiikselme gosterirken sonraki yiiksek sicakliklarda
diisiis gostermistir. Bunun sebebi ise yiiksek olmayan sicakliklarda antioksidan aktivite
gosteren antosiyanin, fenolik madde ve L- askorbik asit yikiminin yavas seyir etmesi

diistintlmektedir (Simmen 2011).
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Dag ¢ilegi pulpu ile yapilan bir arastirmada pulpa 60°, 70°, 80° ve 90°C sicakliklarinda
1s1l islem uygulanmistir. Isil islem sonucunda baslangic seviyesindeki antioksidan
aktivite degerlerine nazaran bir artig goriilmiistiir. Dolayisi ile belirtilen 1sitma sicakligi

ve siire arttik¢a antioksidan aktivitenin yiikseldigi gériilmiistiir (Ozsen 2011).

6.2.3 COzucu Konsantrasyonunun Etkisi

Ahlat yapraklar i¢in hazirlanan ¢6ziicii konsantrasyonlart %0 - %20 - %60 - %80 (v/v)
etanoldir. Etanol konsantrasyonunun toplam fenol icerigine etkisi sekilde de (Sekil 6.6)
goriildiigii gibi once artmis sonrasinda azalmisti. 60 MgGAE/g degerinde baslayan
deney yaklasik %60 konsantrasyonuna kadar artig gostermistir. En yiiksek TF %60 lik
konsantrasyonda goriillmiis olup neredeyse 100 mgGAE/g degerine ulasmustir.
Ancak %80 konsantrasyon igerigine dogru toplam fenol degerinde azalma goriilmiistiir.
Deneyler icin en uygun ¢oOziicii konsantrasyon degerinin %55- %60 araliginda
olabilecegi diistiniilmektedir. Ayrica etanol konsantrasyonu arttik¢a deney ekstraktindaki

fenollerin etkilendikleri igerik olarak azaldiklar diistiniilmektedir.
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Sekil 6.6 Etanol konsantrasyonunun toplam fenolik madde (TF) icerigine etkisi.

Toplam fenol madde miktar1 i¢in en uygun sicaklik zaman ve etanol konsantrasyonlari
icin gerekli deneyler yapilmistir. Buna gore sonuglari degerlendirecek olursak; 40-45 °C
sicaklik araliginda yaklasik 40 dakika ve %55-60 etonol konsantrasyonlarinda optimum

kosullarin olacagi distliniilmektedir. Bu kosullarda ahlat yapragi ekstraktlari igin
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maksimum fenolik madde miktarina ulasilacaktir. Fenolik maddeler 1siya duyarli
maddeler oldugundan dolayr sicaklik artisinda yikima ugrayacaklarindan dolay1
miktarlar1 azalmaktadir. Bu sebeple optimum degerlerin iizerindeki sicaklik ve
konsantrasyon artiglar1 fenolik madde {izerinde olumsuz etki gostermekte olup

degerlerinde diisiise sebep olmustur.

Literatirde aslanpencesi olarak bilinen ve Alchemilla L. cinsine ait tg¢ tir (A. holotricha,
A. persica, A. cimilensis) ile yapilan bir ¢alismada bu tiirlerin hekzan, diklorometan, etil
asetat, su ile ¢Oziinmiis ekstraktlarinin toplam fenolik madde, flavonoid ve fenolik asit
degerleri incelenmistir. Alchemilla ile yapilan ¢alismada metanol ve su ekstrelerinde
fenolik madde degeri yiiksek hekzan ile hazirlanan ekstrede ise ti¢ tiir igin en diisiik
cikmistir. Toplam flavonoid degeri deney i¢in kullanilan {i¢ tiir icin etil asetatta diger
coziiclilere gore daha yiiksek ¢ikmistir. Bu karsin hekzan ve su ile hazirlanan ekstrelerin
ise daha diisiik oranda ¢ikmistir. Fenolik asit degeri igin yapilan deneylerde ise
hekzanda diger c¢oziiciilere gore yiiksek degerdlgiilmiis olup, metanol su ekstraktlarinda

en diisiik deger oldugu belirtilmistir(Arat 2012).

R. heckeliana bitkisinin kok 6zutlerindeki fenolik bilesiklerin belirlenmesi i¢in ¢aligma
yapilmistir. Bunun igin Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmis Gallik asit esdegeri (GAE)
olarak sonuglanmustir. 8.8 GAEpg/mg 6ziit deger ile en yiiksek degere sahip etil asetat
fraksiyonunda belirlenirken quersetin ve petrol eterinde deger olglilememistir. Ayrica
ham metanol ekstraktinda 0,568 GAEug/mg, kloroform fraksiyonun 0,215 GAEpg/mg,
n- butanol fraksiyonunda 0,73 GAEpg/mg, sulu fraksiyonda 0,294 GAEpg/mg toplam
fenol ol¢iimi yapilmistir. BOylece etil asetat fraksiyonu en yuksek ve etkili toplam

fenolik bilesik saptanmistir (Ozdogan 2013).

Ahlat bitkisinin yapraklart ile hazirlanan ekstraktlarin etanol konsantrasyonunun
antioksidan  aktivite  (zerine etkisi degerlendirilmistir.  Etanol icermeyen
numunemizde %40 antioksidan aktivite gdzlemlenirken %60 etanol konsantrasyonuna
kadar antioksidan aktivite artmis olup en yiiksek degere ulagmistir. Ancak
konsatrasyon %60’ 1 gectikten sonra gozlemlenen antioksidan aktivite degerinde diislis

olmustur. Antioksidan aktivite i¢in yaptigimiz ¢alismalarda yaklasik olarak 75. dakika
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ve ortalama 40 °C en yiiksek degeri gosterirken %60 etanol konsantrasyonu en yiiksek

veya optimum degeri gosterdigi tespit edilmistir.
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Sekil 6.7 Etanol konsantrasyonunun antioksidan aktivitesine igerigine etkisi.

Rosa heckelina bitkisinin kok ozutleri ile farkli ¢oziiciilerin etkilerinin incelendigi
Ozdogan (2013)’ 1n yaptign calismada bitki kokleri metanol ile 6zit haline getirilerek
etil asetat, kloroform, n-butanol, quersetin, petrol eteri ve sulu fraksiyonlar ile ham 6zt
antioksidan aktivitesi bakilmustir. Etil asetat fraksiyonu en yuksek aktiviteyi gosterirken
petrol eteri aktivitesi gozlemlenmemistir. En diisiikk aktiviteyi ise kloroform
fraksiyonunda olmakla birlikte etil asetat fraksiyonunun DPPH radikali icin en fazla

radikal temizleme aktivitesine sahip oldugunu tespit etmistir.

Giilgiller familyasindan olan iivezin S.torminalis tiirii ile yapilan bir ¢alismada DPPH
yontemi ile radikal giderme aktivitesi degerlendirildi. Uvezin sulu, etil asetatl;, metanollii,
asetonlu ekstraktlar1 konsantrasyonlart 20 - 10 - 5 olan ¢ozeltiler hazirlanarak
degerlendirildi. Hazirlanan 4 ekstraktta en yiiksek antioksidan aktivite sulu ekstraktta (20
mg/mL de %95; 5mg/mL %55) gOzlemlenirken konsantrasyon degeri diistikce DPPH
radikali giderme aktivitesi de diismektedir. Ayrica dort ekstreden tiim konsantrasyonlarda en
diistik aktiviteyi metanollii ekstre (en yiliksek %35) gostermistir. Su > etil asetat > aseton >
metanol olarak antioksidan aktiviteleri siralanmis olup kendi iglerinde de konsantrasyon

diistiikge aktivite de azalmaktadir (Hasbal 2013).
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6.3 Optimum Ekstraksiyon Kosullar

Ekstraksiyon denemeleri sonucu (¢ parametrenin (¢ozicunun etkisi, esktraksiyon
sicakliginin etkisi ve ekstraksiyon siiresinin etkisi) incelenmis ve en yliksek antioksidan
aktivite ve fenolik icerik elde edilecek esktraksiyon kosullari degerlendirilmistir.
Sonuglar asagidaki Cizelge 6.2°de verilmistir. Elde edilen sonuglar ile ahlat yapragi ile
ileride yapilacak farkli biyoaktivite calismalarinda daha yiiksek biyoaktivite elde

edilecegi ve ekonomik kayiplarin en aza indirilebilecegi diisiintilmektedir.

Cizelge 6.2 Optimum ekstraksiyon kosullari.

Analizler Sicakhk (°C) Sure (dk) Cozici Konsantrasyonu (%)
TF 40 45 60
AA 40 75 60

6.4 Ekstraktin Antimikrobiyal Aktivitesi

Optimum ekstraksiyon kosullarinda gerceklestirilmis ekstraksiyon islemi sonucunda
ahlat yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin antimikrobiyal aktivitelerinin tayini disk
difizyon yontemi ile belirlenmis olup sonuglar1 Sekil 6.8’deki sunulmustur.
Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan test mikroorganizmalari Staphyloccus
aureus, Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa Listeria

monocytogenes Escherichia coli’ dir.

Sekilde de goriildiigli lizere hazirlanan ekstraktlar 6 mikrorganizma iizerinde farkli
oranlarda etki gostermistir. Staphylococcus aureus ve E.coli ye karsi yiiksek
antimikrobiyal etki gostermis ama en yiiksek etkiyi Staphylococcus aureus Uzerinde
gostermistir. Diger 4 mikroorganizma (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa Listeria monocytogenes) iizerinde benzer degerlerde etki gostermistir.

Listeria monocytogenes lizerinde ahlat ekstraktlar1 daha diisiikk degerde etkilidir.
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Sekil 6.8 Ahlat bitkisinin test mikroorganizmalar Uzerindeki antimikrobiyal etkisi.

2012 de yapilan bir ¢caligmada ahlat meyvesinin 12 bakteri (A.hydrophila, B.cereus, B.
Subtilis, Ent. Cloacae, E. Coli, E. Coli O157:H7, K. pneumoniae, L. monocytogenes,
P.vulgaris, Pseu. aeruginosa, Sal. typhimurium, S. Aureus), 2 maya (Sac. cerevisia, C.
albicans) tizerinde yapilan antimikrobiyal aktivite tayininde hazirlanan ekstraktin
sadece K. Pneumoniae (%10 konsantrasyonda 10,06mm inhibisyon zonu) ve A.
Hydrophila (%10 konsantrasyonda 9,56 mm inhibisyon zonu) tzerinde inhibe edici etki
gostermistir (Polat 2012).

Farkli armut cesitlerinin (Pyrus spp.) mikroorganizmalar tzerine etkisinin inceleyen
Guven vd. (2006) Serik armudunun (Pyrus serikensis) belirledikleri 28 bakteri tGzerinde
antibakteriyel etkisi oldugunu ama maya ve kiiflerin hepsinde etkili olmadiklarini
gormiiglerdir. Ayn1 ¢alismada bir bagka armut tiirii olan Pyrus communis ekstraktinin
Salmonella typhimurium, Brucella spp., Streptococcus faecalis, P. fluorescens, P.
tobacco, P. lachrymans, P. syringae pv. phaseolicola, P. gingeri ve Rhodotorula rubra
hari¢ diger bakteri ve mayalarin gelisimini engellemis oldugunu kiifler iizerinde de

inhibitif etki gostermedigini belirtmislerdir.
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2006 yilinda Giiven ve arkadaslarinin yine ahlat gibi gulgiller (Rosaceae) familyasindan
olan sar1 ali¢ (Crataegus tanacetifolia) ve Tiirk alici/ kirmizi alicin 28 bakteri, 3 maya, 9
kif tiirii kullanarak antimikrobiyal etkisini arastirmislardir. Sar1 ali¢ ekstraktlarinin,
bakteri ve mayalarin ¢ogunda etki gosterdigini ancak Salmonella Typhimurium,
Pseudomonas fluorescens ve P. Gingeri isolatlart iizerinde etkisi olmadigini
gozlemlemislerdir. Sar1 alicin Penicillium notatum kiifiinde antifungal etki gosterdigini
Kirmizi ali¢ ekstraktinin ise antifungal etki gostermedigini belirtmislerdir. Kirmizi alig
ekstraktlarinin ayrica bazi bakteri ve mayalarda antimikrobiyal etkisinin oldugunu ve
Sar1 alicin aksine P. Fluorescens ve Yersinia enterocolitica tizerinde etki yapmadigi
ifade etmislerdir (Glven vd. 2006).

Bagka bir ¢alismada iilkemiz dogal habitatinda tek tiirii bulunan, ve yine ahlat gibi
Rosaceae ailesinden olan Sarcopoterium spinosum (L.) Spach ¢ok yillik bitkinin kalite
kontrol ve bazi biyolojik etkileri aragtirilmistir. Calismada bitkinin toprak ustl
kisimlarinin n-hegzan, etanol, metanol, kloroform, etil asetat ile ekstraktlar1 hazirlanmis
ve antimikrobiyal aktivitesi disk difizyon ve MIK yontemi ile arastirilmistir. Etil
asetatll ekstraktlarin Salmonella choleresuis arizonae ve Morganella morgani (zerinde

antimikrobiyal etkisi gdzlemlenmistir (Bozkurt 2005).

6.5. Ekstraktlarin Sitotoksisite Testleri

Optimum kosullarda gerceklestirilen ekstraksiyon islemi sonucunda ahlat yapragindan
hazirlanan ekstraktlarin MCF-7 (meme kanseri) ve A549 (akciger kanseri) hiicreleri
tizerindeki etkilerini incelemek icin sitotoksisite testleri gergeklestirilmistir. Isleme
maruz kalmamis kontrol hiicreleri %100 canli olarak kabul edilmistir. Hiicreler Ahlat
once plakalara inkiibe edilmistir. Daha sonra ise farkli konsantrasyonlarda ekstraktlar
kuyucuklara eklenerek inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonunda plakalarin absorbans
degerleri spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda okunmus olup okunan deger bagil
hiicre inhibisyonu (% ) olarak belirtilmistir. Sonuglar sekil 6.9 ve sekil 6.10 da

gosterilmigtir.
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Sekil 6.10 Farkli Pyrus ekstrakti konsantrasyonlarmin (5-150 pg/mL) A549 hiicre hatti {izerine
etkisi.

Yapilan ¢alismada 5 pg/mL, 10 ug/mL, 15 pg/mL, 25ug/mL, 75ug/mL, 150ug/mL
Pyrus ekstresi konsantrasyonlarinda ¢alisilmistir. Sekilden 5.9 ve 5.10 da goriildigi
lizere konsantrasyonlar artttkga MCF-7 ve AS549 hiicre inhibisyon oranlar1 da
artmaktadir. MCF-7 hucresi igin 5 pg/mL konsantrasyonda iken inhibisyon orani % 6,3
iken, A549 da bu oran % 11,5’ tir. Calisilan en yiiksek konsantrasyon 150 ug/mL ye
ulastiginda ise inhibisyon orani da artmig olup MCF-7 icin % 67.9, A549 icin ise % 72,2
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olarak tespit edilmistir. Meme kanseri hiicre inhibisyon orani 75 - 150 pg/mL arasinda
fazla bir degisim gostermemistir. A549 icin hicre 15 pg/mL gibi disik
konsantrasyonlarda %62 oraninda hiicre 6liimii gézlenmis konsantrasyon arttikca fazla

bir artig oran1 goriilmemistir.

Literatirde ahlat gibi gdlgiller ailesinden olan Alcehemilla veya bilinen adiyla
aslanpencesinin turlerinin MCF-7 ve 1929 fibroplast hiicrelerine etkisi arastirilmistir.
Yapilan c¢alismada WST-1 metodu kullanilarak MCF-7 kanser hicresinde A.
barbatiflora, A. tiryalensis, A.orduensis ve A.speciosa turlerinin belirlenen kanser
hicrelerindeki  toksisitesi arastirillmistir. En  yiiksek  toksit etkinin  yuksek
konsantrasyonda A.tiryalensis oldugu belirlenmistir. En diisiik doz olarak belirlenen
6,25 ug/ml’de MCF-7 hiicrelerinin canlilik oran1 A.tiryalensis %96.5 olarak
belirlenirken A.barbatiflora da % 92,5 pg/ml gériilmistiir (Arat 2012).

Klorojenik asit gibi dogal bilesenleri iceren erik ve seftali gibi gidalar meme kanseri
hiicrelerinin artmasini engelledigi belirtilmistir. Ayrica mevsiminde tercih edilmesi,
sekersiz recel yapilmasi, erik gibi meyvelerin kurutularak diger mevsimlerde de sekersiz
komposto olarak tiiketilmesi bu bu kanser riskinin 6nlenmesi i¢in yararli olacaktir. Cilek,
yaban mersini ve ahududu gibi meyvelerde icerdikleri C vitamini sebebiyle kicuk
hiicreli dis1 akciger kanseri, mesane, deri ve meme kanserinde ki riski azaltmakta

onemli gidalardir

Literatiirde klorojenik asit gibi bilesenlerce zengin Rosaceae familyasindan olan seftali
zengin antioksidanlar icermesinden dolayr kanserli hiicre biiylimesini Onlemeye
yardimcr oldugu belirtilmektedir (Sezgin 2016). Bu tiir bitkisel kokenli gidalarin
icerigindeki fenoliklerden klorojenik asit ve neoklorojenik asitinde normal hcrelere
zarar vermeden meme kanseri hiicre hatlar1 biiyiimesini durdurdugu tespit edilmistir (int.
Kyn 10).

Ahlat ile ayn1 aileden olan elmadaki katesin, phloridzin ve klorojenik asitin baska bir
calismada kadinlarda akciger kanseri riskini %21 oraninda azalttigi tespit edilmistir.

Ayrica elmanin yiiksek besin lifi igerigiyle kolon kanserine, C vitamini igerigiyle girtlak
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kanserine ve igerdigi antioksidanlar sebebiyle mide ve akciger kanserine karst korudugu

Amerikan Kanser Arastirmalar1 Enstitiisii tarafindan belirtilmistir (Int. Kyn 11).

Yine fenolik bilesenlerle kanser iliskisinin incelendigi baska bir arastirmada diyet
katesinleri ile pitelyum kanser arasindaki iliski gozlemlenmistir. Toplam katesin
alimmin % 87 sini ¢ayin igeriginde bulunan katesinler denk gelirken Rosaceae
familyasindan olan elma icerigindeki katesinler % 8 oraninda katkida bulunurlar. Fakat
total katesin ve c¢ay tiiketiminin akciger kanserine etkisi bulunmazken elma tiikketiminin

akciger kanserini azalttig1 saptanmustir (int. Kyn 12).

Bagka bir ¢alismada karadut ve kirmizi dut ile gulgillerden Kusburnunun akciger ve
prostat kanseri tzerine etkisi arastirilmistir. Sonug¢ olarak kusburnunun da bulundugu
numune bitkilerin akciger ve prostat kanseri Uzerinde antikanser o6zellik gosterdigi

ayrica karadutun yara iyilestirici 6zelligi gozlemlenmistir (Int. Kyn 13).

Pyrus tlrlerinden P. spinosa ve P. pyraster’dan elde edilen ekstraktlarin insan melanon
hiicre hattina (Fem-x) ve insan embriyonik akciger fibroblastina (MRC-5) ve segilen
bakteri ve mantarlara lizerine etkisi arastirilmistir. Bunun igin iki tliriin yapragiyla
kabuklarinin diklorometan ve metanol ekstraktlari hazirlanmistir. Yapilan analizler
sonucu P. pyraster in yaprak ve kabuk metanol ekstraktlariin Fem-x hiicrelerine karsi
yiiksek sitotoksik deger gosterirdigi bulunmustur. Igerdikleri arbutin ise gerek Fem-x
gerek MRC-5 hiicrelerinde herhangi bir etkinlik gostermezken tiim ekstraktlarin ve

arbutinin antibakteriyel ve antifungal etkileri gézlemlenmistir (Kundakovic et al. 2014).

51



7. SONUCLAR

Doga ortaminda kendiliginden yetisen ahlat yaban armudu olarak da bilinmektedir. Son
zamanlarda eskilerde kalmis saglik {izerine etkileri giin 1s181ina ¢ikmasiyla son derece
merak uyandiran bir bitki olmustur. Sert iklim kosullarindan etkilenmeyen hemen
hemen her yerde bulunmasi sebebiyle de bitki daha da cazip olmaktadir. Bu arastirmada
da, Afyonkarahisar’ da bulunan Biiyiikkalecik florasindan temin edilen Latince adi
Pyrus elaeagnifolia bildigimiz adi ile ahlat ya da yaban armudu yapraklarinin bazi
kimyasal ozellikleri aragtirtlmistir. Ahlatin yapraklari daglardan toplanip direkt giines
15181na maruz kalmadan yaklasik 2 hafta kadar kurutulmus ve ogiitiilerek ekstraksiyona
tabi tutulmustur. Ahlat yapraklarinin fenolik bilesenlerinin analizi HPLC ile, toplam
fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu metodu ile, antioksidan aktivite tayini DPPH
yontemi ile, antibakteriyel aktivite tayini Disk Difiizyon yontemi ile, MCF-7 ile A549

hiicreleri iizerine sitotoksik etkisi MTT sitotoksisite testi ile tayin edilmistir.

Ahlat bitkisinde en yiiksek fenolik bilesik olarak %2,2 ile klorojenik asit sonrasinda
ise %1,1 ile katesin hidrat ol¢iilmiistiir. Ekstraksiyon kosullarinin toplam fenolik igerik
ve antioksidan aktiviteye etkileri incelendiginde en yuksek toplam fenolik madde
miktar1 yaklagik 40°C’ de, 45. dakikada ve 9%55-60 etanol konsantrasyonunda
gozlemlenmistir. Ylksek antioksidan aktiviteye ise 75 dakika, 40°C ve % 60 etanol
konsantrasyonunda ulasilmistir. Bu degerlerin yiiksek antioksidan ve fenolik icerik elde
etmek icin ileriki ¢alismalarda da kullnilabilecek optimum esktraksiyon kosullari
olacagi diisliniilmektedir. Optimum esktraksiyon kosullarinda ekstraksiyonlar
gergeklestirilmis ve elde edilen ekstraktlar, baz1 biyoaktivite testlerine tabi
tutulmuslardir. Yapilan ¢alismalarda Ahlat yaprag: ekstraktlar1 en yiiksek antimikrobiyal
aktiviteyi 18+1,6 mm inhibisyon cap1 ile S. aureus sonrasinda ise E. coli lzerinde
gostermistir. Kanser hiicre hatlar1 lizerine inhibe edici etkileri incelendiginde ise MCF-
7 ve A549 hucrelerinin her ikisine de sitotoksik etki tespit edilmistir. Her iki kanser
hiicresinde de konsantrasyon arttikca hiicre inhibisyonu artmistir. Ancak A549 kanser

hiicrelerinde diigiik konsantrasyonlarda da 6nemli etki gosterdigi tespit edilmistir.
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Gergeklestirilen g¢alismada sonucunda optimum ekstraksiyon kosullarinin belirlenmesi
ile zaman ve ekonomik anlamda kayb1 en aza indirerek yiiksek antioksidan ve fenolik
madde igeren ahlat esktraktlar1 elde edilebilmektedir. Ayrica ahlatin igerdigi kimyasal
bilesikler ve bu bilesiklerin sahip olduklar1 biyokativite neticesinde elde edilen
ekstraktlardan, tip ve saglik, fonksiyonel gida/katki maddesi {retiminde de

yararlanilabililir.
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