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OZET

Yenilebilir Yapraklardan Elde Edilen Suda Céziinen

Polisakkaritlerin Biyoaktif Ozelliklerinin Belirlenmesi

Blisra AKTAN

Gida Miihendisligi Anabilim Dali

Yiiksek Lisans Tezi

Danisman: Dog. Dr. Ayse KARADAG

Bu calismada karalahana, seker pancari, ebegiimeci, kale, cibes, beyaz lahana ve
hardal yapragindan sicak su ekstraksiyonu (KE) ve alkali ekstraksiyon (AE) ile
suda c¢oziinen polisakkaritler elde edilmistir. Elde edilen polisakkaritlerin
antioksidan, fenolik madde, antidiyabetik ve diger biyoaktif 06zellikleri
belirlenmistir. En yiiksek ekstraksiyon verimi %8,26 ile KE ile elde edilen
ebegiimecinde tespit edilmistir. AE sonucu karalahana, kale, ebegiimeci ve seker
pancarinda verim azalirken hardal, cibes ve beyaz lahanada verimin arttigi
goriilmiistiir. Polisakkaritlerin antioksidan aktiviteleri DPPH, ABTS, CUPRAC ve
FRAP yontemleri ile belirlenmistir. Genel olarak KE 6rneklerinde DPPH, ABTS,
CUPRAC ve FRAP daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir. En yiiksek
antioksidan aktiviteleri sirasiyla hardal (413,05+5,66 mg TE/g), ebegiimeci
(35,61+£0,40 mg TE/g), beyaz lahana (15,08+0,13 mg TE/g), kale (78,83+3,47
mg TE/g) olarak tespit edilmistir. Alkali ekstraksiyonda DPPH yontemine gore en
yliksek aktiviteye sahip polisakkarit yine hardal (378,62+11,33 mg TE/g) olarak
hesaplanmistir. ABTS ve FRAP yontemine gore ebegiimeci (27,04+0,60 mg TE/g,
12,32+0,97 mg TE/g), CUPRAC yOntemine gore ise beyaz lahana (55,87+3,71

xii



mg TE/g) en yiiksek antioksidan aktiviteyi gOstermistir. Sonuclar,
polisakkaritlerin farkli radikallere karsi antioksidan mekanizmalarinin 6rnege ve
ekstraksiyon yontemine bagl oldugunu gostermistir. Fenolik madde miktarlari
incelendiginde ebegilimeci ekstraktinin her iki ekstraksiyon yonteminde de en
yliksek degere sahip oldugu goriilmiistiir. Polisakkaritlerin o-glukozidaz ve a-
amilaz inhibisyon aktiviteleri incelenmistir. Orneklerin enzim inhibisyon
aktivitesinin konsantrasyona bagli oldugu tespit edilmistir. Sonuclara bakildiginda
a-glukozidaz, a-amilaza kiyasla daha yiiksek inhibisyon gostermistir. Akarboz ile
karsilastirllabilir degerler belirlenmis ve en yiiksek inhibisyon ebegiimeci
ekstraktinda goriilmistiir. Hem ebegiimeci hem de hardal ekstrakti icin 5 mg/mL
konsantrasyonda enzim inhibisyonunun yaklasik %50 oldugu ve bu degerin
akarbozdan 6nemli 6l¢iide farkli olmadigi tespit edilmistir. Yenilebilir yapraklarin
sicak su ekstraktlar1 antioksidan aktivite analizleri acisindan daha yiiksek sonuglar
verirken, alkali ekstraktlar1 daha iyi antidiyabetik o6zellikler gostermistir.
Calismamiz, secilen yenilebilir yapraklarin suda coziiniir polisakkaritlerinin
antioksidan ve antidiyabetik oOzellikler gosterdigini ve fonksiyonel gidalarin

zenginlestirilmesinde bir kaynak olarak diisiiniilebilecegini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Polisakkarit, ekstraksiyon, biyoaktif bilesen, antioksidan,

fenolik.
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ABSTRACT

Determination of Bioactive Properties of Water-Soluble

Polysaccharides Obtained from Edible Leaves

Blisra AKTAN
Department of Food Engineering

MSec. Thesis

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayse KARADAG

In this study, water-soluble polysaccharides were obtained from edible leaves of
sugar beet, mallow, kale, black cabbage, cibes, white cabbage and mustard greens
leaves by hot water extraction (HWE) and alkaline extraction (AE). Antioxidant,
phenolic substance, antidiabetic and other bioactive properties of the
polysaccharides were determined. The extraction yield of mallow (%8,26) in HWE
was found the highest. It was observed that extraction yield was decreased in black
cabbage, kale, mallow and sugar beet by AE, while it was increased in mustard
green, cibes and white cabbage. Generally HWE samples showed higher
antioxidant activity of DPPH, ABTS, CUPRAC and FRAP. It was determined in
mustard green (413.05+5.66 mg TE/g), mallow (35.61+0.40 mg TE/g), kale
(78.83+3.47 mg TE/g) and white cabbage (15.08+0.13 mg TE/g), respectively.
The results showed that, the antioxidant mechanisms of polysaccharides against
different radicals depended on the sample and extraction method. Phenolic
compound analysis result showed that mallow extract has the highest value in
both extraction method. Inhibition of polysaccharides on a-glucosidase and «-
amylase enzyme were determined, it was observed that the enzyme inhibition
activity of samples was concentration dependent. The samples showed highest

inhibition on a-glucosidase compared to a-amylase, and the highest inhibition was

Xiv



observed in mallow extracts, and comparable values to acarbose has been
determined. Around 50% of enzyme inhibition was observed at 5 mg/mL
concentration for both mallow and mustard green alkali extracts, and it was not
significantly different of acorbose. Hot water extracts of edible leaves yielded
higher results in terms of antioxidant activity assays, whereas alkali extracts
showed better antidiabetic properties. Our study revealed that water-soluble
polysaccharides of selected edible leaves showed antioxidant and antidiabetic

properties and they can be considered to enrich functional foods.

Keywords: Polysaccharide, extraction, bioactive ingredient, antioxidant, phenolic.
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1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Tiirkiye'de yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisi, tiim Avrupa kitasinda yayilis
gosteren bitki tiirlerinin sayismna yakindir. Ulkemiz mevcut bitki cesitliligi
acisindan oldukca zengin bir floraya sahiptir. Ulkemiz florasi yaklasik 12.006
taksondan olusmaktadir (Atabey vd., 2020).

Bitkiler, yaprak, cicek, agac kabugu, tohum, meyve, kok gibi 6zel kisimlarinda
biriken alkaloidler, steroidler, tanenler, glikozitler, ucucu yaglar, sabit yaglar,
recineler, fenoller ve flavonoidler gibi bircok aktif bilesik icerir. Bitki
materyallerinin faydali tibbi etkileri, tipik olarak bu ikincil {driinlerin
kombinasyonundan kaynaklanir. Fitokimyasallarin antioksidan, antibakteriyel,
antifungal, antidiyabetik, antiinflamatuar ve radyo-koruyucu aktiviteye sahip
olduklar1 bilinmektedir ve bu 6zelliklerinden dolay: biiyiik dl¢lide tibbi amaclar

icin kullanilirlar (Gupta vd., 2012).

Son yillarda, bitki, hayvan, mantar, deniz yosunu gibi dogal kaynaklardan izole
edilen polisakkaritler, antitimor, immiinomodiilasyon, anti-oksidasyon ve anti-
inflamatuar etkiler gibi ¢ok cesitli farmakolojik aktiviteleri nedeniyle artan bir ilgi
gormiistiir. Yillar boyunca polisakkaritler, gida ve kozmetik bilesenleri olarak ve
nutrasotik ve farmakolojik uygulamalarda kullanilmistir. Bu nedenle
polisakkaritler su anda ekonomik acidan oOnemli ve kiiresel endiistrileri

destekleyen bircok kaynaktan tretilmektedir (Yu vd., 2018).

Bitki tlirevli polisakkaritler, saglik iizerine bircok faydasindan dolay: cesitli
endistrilerde yaygin bir ilgi gormeye devam etmektedir. Bu bitki tiirevli
polisakkaritlerin cok cesitli fonksiyonlu biyolojik o6zelliklere sahip olduklari
kanitlanmistir. Diger biyolojik Ozelliklerinin yani sira antioksidatif, antitiimor,
antiviriis, hipoglisemik ve bagisiklik diizenleyici etkileri nedeniyle oldukca

degerlidir (Chen vd., 2020).



Bitki ekstraktlarindan elde edilen bazi biyoaktif molekiiller (ucucu yaglar,
polisakkaritler, oligopeptitler, lifler...) yillardir gida formiilasyonunda katk:
maddesi olarak kullanilmaktadir. Bazi1 bitki ekstraktlari, emdiilsifiye edici ve
stabilize edici aktivitelerine ek olarak, antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelere
de sahiptir. Tiiketicilerin dogal iceriklere olan ilgisinin artmasiyla beraber
bitkilerden ekstrakte edilen polisakkaritler, basta gida sektorii olmak iizere bircok
sektor icin ilgi cekici katki maddesi haline gelmistir. Bitkilerdeki bircok dogal
maddenin antioksidan aktiviteye sahip oldugu iyi bilinmektedir. Bitkilerde
bulunan bir¢cok dogal madde (6zellikle antioksidanlar ve fenolik bilesikler) kanser,
kardiyovaskiiler hastalik riskini azaltabilir. Bu nedenle, gida ve farmasotik
tirtinlerde kullanim icin dogal olarak olusan antioksidanlara olan ilgi son yillarda

onemli ol¢iide artmistir (Tagkin ve Bitis, 2016).

Antioksidan aktivite, polisakkarit biyolojik aktivitesinin Onemli bir yoniidiir.
Polisakkaritlerin antioksidan aktivitesi, polisakkaritlerin viicut tarafindan iiretilen
serbest radikalleri temizleme yetenegini ifade eder. Polisakkaritler, lipid
peroksidasyon reaksiyonunun zincir uzunlugunu azaltabilir ve lipid peroksidasyon
reaksiyonunun ilerlemesini  oOnleyebilir = veya  yavaslatabilirler.  Bitki
polisakkaritlerinin pek cok cesidi ve zengin igerigi vardir ve bunlarin cogu suda
¢oziiniir polisakkaritlerdir, hammaddeden ayrilmasi kolay ve nispeten ucuzdur

(Huang ve Huang, 2020).

Arastirmacilarin, serbest radikallerin ateroskleroz, gorme kaybi, kanser ve diger
bazi kronik hastaliklarda rol oynadigini kesfettigi 1990'lardan beri antioksidanlar
dikkat cekmeye baglamistir. Diisiik sebze ve meyve alimina sahip kisilerin, bu
hastaliklarin gelisimi icin digerlerine gore daha biiyiik risk altinda oldugunu tespit
etmislerdir (Rafieian-Kopaei vd., 2013). Antioksidan icerigi yiiksek gida veya
besin takviyesi tiiketimi, serbest radikallere ve reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1
koruma mekanizmalarini giliclendirir ve bu nedenle kronik hastaliklardan
korunmaya yardimer olur (Samec vd., 2016). Epidemiyolojik veriler ve in vitro
calismalar, antioksidan fitokimyasallara sahip sebzelerin kanser ve
kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak {izere biiyiik dejeneratif hastaliklara karsi

glicli koruyucu etkileri oldugunu kuvvetle gostermektedir (Singh vd., 2006).



Rajasekaran ve arkadaslar1 (2005), yaptiklar1i calismada diyabetik sicanlarin
plazma ve pankreasindaki Aloe vera yapragi jelinden elde edilen etanolik
ekstraktin antioksidan aktivitesinin, diyabette oksidatif stresi iyilestirmede bu
bitkinin etnofarmakolojik kullanimini destekleyen, kullanilan standarttan daha

yliksek oldugunu buldu.

Cesitli calismalar polisakkaritlerin glukoz homeostazi iizerinde olumlu etkiler
gosterdigini kanitlamistir. Polisakkaritlerin oksidatif stres hasarina karsi savunma
mekanizmasi yoluyla diyabet komplikasyonlarini azalttig1 ve nihayetinde insiilin
duyarliigini artirdig1 rapor edilmistir. In vivo hayvan calismalari, biyoaktif
polisakkaritin oksidatif stresi azaltarak tip 2 diyabet gelisimini engelleyebilecegini
kanitlamistir. Polisakkaritler ince bagirsak gecis siiresini degistirerek sindirim
enzimini baskilar, karbonhidrat sindirimini engeller, bu yolla hipoglisemik etki
saglar. Bu engellemeler genellikle iniilin, tanen ve fitik asit gibi diyet bilesenleri
tarafindan gerceklestirilir. Tiim bu adimlar, kan sekeri seviyesini kontrol etmek

icin diyabette etkili bir stratejidir (Ganesan ve Xu, 2019).
1.2 Tezin Amaci

Yenilebilir yapraklar, Tiirk mutfaginda énemli bir yere sahiptir. Ulkemizin farkl
cografi bolgelerinde yetisen ve 6zellikle sarma ve salata yapiminda kullanilan
bircok farkli tiirde yaprak bulunmaktadir. Ozellikle son yillarda gida saglik
iligkisinin ve hastalik riskini azaltma konusunun 6nem kazanmasiyla, biyoaktif
bilesiklerin tanimlanmasi ve fonksiyonel gidalarda kulalnilmasi 6nem kazanmastir.
Fonksiyonel gidalarin yani sira bitkisel kaynakli gida takviyelerinin tiretimi ile ilgili
talep de son yillarda artmistir. Bu calismada 7 adet yenilebilir yaprak (seker
pancari, ebeglimeci, kale, karalahana, cibes, beyaz lahana, hardal) kullanilmastir.
Bu yapraklardan iki farkli ekstraksiyon yontemi ile elde edilen suda coziiniir
polisakkaritlerin biyoaktif (antioksidan ve antidiyabetik) 6zellikleri belirlenmistir.
Bu calismada ileride gelistirilebilecek fonksiyonel gida veya takviyeler icin farkli

bitkisel kaynaklar1 tanitmak amaglanmustir.
1.3 Hipotez

Yenilebilir yapraklar, basta antioksidan 6zellik gosteren bilesikler olmak {tizere

bircok farkli biyoaktif madde icerirler ve bu biyoaktif bilesiklerin saglik {izerinde
3



olumlu etkileri vardir. Calismamizin  hipotezi, sofralarimizda siklikla
kullandigimiz yenilebilir yapraklardan iki farkli yontemle elde edilen ekstraktlarin
antioksidan ve antidiyabetik etkisinin ornekler ve ekstraksiyon yontemleri goz

ontine alinarak degerlendirmektir.
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LITERATUR OZETi

2.1 Biyoaktif Bilesenler

Biyoaktif bilesikler, dogada bulunan, besin zincirinin bir parcasi olan ve insan
saglig1 lizerinde etkisi oldugu gosterilebilen esansiyel ve esansiyel olmayan
bilesiklerdir. Gidalarda dogal bilesenler olarak bulunan biyoaktif maddeler,

iirliniin temel besin degerinin otesinde saglik yararlari saglar (Biesalski vd., 2019).

Bitki hiicreleri iki tiir metabolit iiretir. Birincil metabolitler yani karbonhidratlar,
lipidler ve proteinler dogrudan biiyiime ve metabolizma ile ilgilidir. Birincil
metabolitler, fotosentezin bir sonucu olarak {iretilir ve ayrica hiicre bileseni
sentezinde yer alir. Bitki hiicrelerinde amino asitler, proteinler ve lipidler gibi
ikincil metabolitler de f{iretilir. ikincil metabolitler, birincil metabolizmanin
trtinleri olarak kabul edilir ve genellikle metabolik aktivitede yer almazlar
(alkaloidler, fenolikler, ucucu yaglar ve terpenler, steroller, flavonoidler, ligninler,
tanenler vb.). Bu ikincil metabolitler, farmasotiklerin, gida katki maddelerinin,

kokularin ve pestisitlerin ana kaynagidir (Bernhoft, 2010).

Biyoaktif bilesiklerle ilgili yapilan calismalarda; faydali bakterilerin gelisimine
katki sagladigi, zararli bakterilerin gelisimini engelleyerek inhibisyon etki
gosterdigi, biyokimyasal reaksiyonlarda substrat olarak, enzimatik reaksiyonlarda
kofaktor veya inhibitor olarak gorev aldigi, bagirsaktaki istenmeyen bilesiklerin
uzaklastirilmasina yardimci oldugu, reaktif ve toksik kimyasallar icin yakalayici
ajan olarak kullanildigi ve saglik {izerinde olumlu etkiler gosterdigi ortaya

konmustur (Polat, 2012).
2.1.1 Fenolik Bilesikler

Genel olarak polifenoller olarak adlandirilan fenolik bilesikler tiim bitkilerde
bulunan sekonder metabolitlerdir. En yaygin olarak bulunan fitokimyasal
gruplarindan biri olan bu bilesikler, bitkilerde fizyolojik ve morfolojik éneme

sahiptir. Bu bilesikler, meyve ve sebzelerin renk ve duyusal 6zelliklerine katkida



bulunmanin yani sira bitkilerde koruma ve savunma saglar. Dogal olarak olusan
fenolik bilesiklerin cogu, bir veya daha fazla fenolik gruba bagli mono ve
polisakkaritlerle konjugatlar halinde bulunur. Ayrica esterler ve metil esterler gibi

fonksiyonel tiirevler olarak da ortaya cikabilir (Balasundram vd., 2006).

Bitki fenoliklerinin, yiiksek 151k, diisiik sicakliklar, patojen enfeksiyonu, otgullar ve
besin eksikligi gibi cevresel streslerin, bitkilerde serbest radikallerin ve diger
oksidatif tiirlerin iiretiminin artmasina neden olabilecegi durumlarda savunma

bilesikleri olarak kilit bir role sahip oldugu diisiiniilmektedir (Lattanzio, 2013).

Diyet fenolik bilesiklerden elde edilen olasi1 saglik yararlari, diger fenoliklerle
konjugasyonu, glikosilasyon/acilasyon derecesi, molekiiler boyut ve ¢oziintirliik
dahil olmak {izere yapilar1 tarafindan belirlenen absorpsiyon ve
metabolizmalarina baghdir. Fenolik bilesiklerin biyoyararlanimi, hiicre duvari
yapilarindaki farkliliklardan, hiicrelerdeki glikozitlerin yerlesiminden ve fenolik
bilesiklerin gida matrisine baglanmasindan da etkilenebilir. Farkli meyve veya
sebzelerin toplam fenolik icerikleri arasinda ve hatta farkli arastirmacilar
tarafindan bildirilen ayn1 meyve veya sebzeler icin biiyiik farkliliklar vardir. Bu
farkliliklar, bu bilesik gruplarinin karmasikligindan, ekstraksiyon ve analiz

yontemlerinden kaynaklanabilir (Balasundram vd., 2006).

Meyvelerin, otlarin, sebzelerin, tahillarin ve fenolik bakimindan zengin diger bitki
materyallerinin ham 6zleri, lipidlerin oksidatif bozunmasini geciktirdigi ve boylece
gidanin kalitesini ve besin degerini iyilestirdigi icin gida endiistrisinde giderek
daha fazla ilgi gormektedir. Fenolik bilesiklerden elde edilen faydali etkiler,
antioksidan aktivitelerine atfedilmektedir. Fenoliklerin antioksidan aktivitesi, esas
olarak, indirgeyici ajanlar, hidrojen vericiler ve tekli oksijen sondiiriiciiler olarak
hareket etmelerine izin veren redoks oOzelliklerinden kaynaklanmaktadir

(Kahkonen vd., 1999).
2.1.2 Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya serbest
radikalin yayilmasini ¢esitli mekanizmalardan biri (veya daha fazlasi) ile keserek

oksidasyonu geciktiren bilesikler veya sistemlerdir. Serbest radikallerle etkilesime



girerek onlan stabilize eder ve serbest radikallerin neden olabilecegi hasarlari

kismen veya tamamen Onleyebilirler (Shinde vd., 2012).

Antioksidan molekiilii kendi elektronlarindan birini bagislayarak serbest
radikallerle reaksiyona girer ve zincir reaksiyonunu sonlandirabilir. Boylece ¢opcii

gorevi goriir, hiicre ve doku hasarini onler (Sen vd., 2010).

Antioksidanlarin etki mekanizmasi farkli durumlarla aciklanabilir:
1) Zincirleme reaksiyonlar sirasinda serbest radikalleri tutarlar.
2) Diger antioksidanlarin yenilenmesinde etkilidirler.
3) Pro-oksidan gorevi goren metal katalistleri selatlarlar.
4) Enzimleri inhibe veya aktive ederler.

5) Oksidanlar veya radikallerle tepkimeye girerler (Ekici ve Sagdig, 2008).

Antioksidan savunma mekanizmalar1i hem enzimatik hem de enzimatik olmayan
stratejileri icerir. Birbirleriyle ve farkli serbest radikal tiirlerine karsi sinerji icinde

calisirlar (Maritim vd., 2003).

Diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar (C vitamini, E vitamini, koenzim Q,
karotenler, glutatyon ve eser elementler) reaktif radikalleri inaktif duruma
getrmekten sorumludur. Glutatyon, ubikinon, albiimin ve metallotioneinler ve
tirik asit dahil olmak {iizere bazilar1 viicutta tretilir. Ancak ¢ogu, diyetle alinan
bitkiler veya mineraller gibi dogal kaynaklardan elde edilen eksojen bilesiklerdir.
Serbest radikal savunmasinda yer alan endojen antioksidanlar, viicudu ROS'a
kars1 koruyamadiklarinda, eksojen antioksidanlara ihtiyac vardir. Hemen hemen
tiim canli organizmalar, hem prokaryotlar hem de 6karyotlar, biyoaktif bilesikler

liretme yetenegine sahiptir (Flieger vd., 2021).

Epidemiyolojik arastirmalar, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bilesen iceren
gidalarin tiiketilmesiyle oksidatif stresin olusturdugu olumsuz kosullarin

iyilestirilebilecegini dogrulamaktadir (Pisoschi vd., 2016).

Antioksidanlar, viicuda diyet takviyesi olarak verilmesinin yani sira gida, kozmetik
ve ilac endiistrilerinde kararsiz bilesenlerin oksidasyonunu Onlemek icin katki
maddesi olarak da kullanilirlar. Giiniimiizde, oksidatif hasari 6nlemede veya

geciktirmede eksojen antioksidanlara olan ilgi giderek artmaktadir. Olumlu saglik



etkilerine yonelik ilk olumlu arastirmalar, in vitro deneylerle sagland: (Flieger vd.,

2021).

Son zamanlarda yapilan arastirmalar, serbest radikal siipiiriicii 6zelliklere sahip
bitki kokenli antioksidanlarin, oksidatif strese bagli cesitli hastaliklarda terapotik
ajanlar olarak biiyiik 6neme sahip olabilecegini gostermistir. Calismalarda bitki
ekstraktlar1 radikal siipiirticiiler ve lipid peroksidasyonunun inhibitorleri olarak
etkili bulunmustur. Pek cok sentetik antioksidan bilesik toksik ve/veya mutajenik
etkiler gostermistir, bu da bircok arastirmacinin dogal antioksidan arama ilgisini

uyandirmistir (Sen vd, 2010).

Antioksidanlar, organizmanin serbest radikallerin saldirisina bagh patolojilere
karst1 savunma mekanizmalarindan sorumludur. Bu nedenle, bitki kaynakl
antioksidan alimi, kanser, parkinson, alzehemir veya ateroskleroz gibi oksidatif
strese neden olan dejeneratif hastaliklarin 6nlenmesinde rol oynar (Moharram ve

Youssef, 2014).

Antioksidan aktivite dogrudan oOlciilemez, daha cok antioksidanin oksidasyon
derecesini kontrol etmedeki etkileri ile oOlgiliir (Antolovich vd., 2002).
Antioksidan kapasitesinin degerlendirilmesi icin c¢esitli analitik yOntemler,
spektrometri, elektrokimyasal testler ve kromatografi olmak {tizere ti¢ farkli

kategoriye ayrilir (Moharram ve Youssef, 2014).
2.1.2.1 Antioksidan Aktivite Ol¢iim Yontemleri
e DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) Yontemi

DPPH metodu, son zamanlarda dogal antioksidan caligmalarinda oldukca popiiler
hale gelen bir antioksidan aktivite 6l¢iim yontemidir. Bu yontem, antioksidanlarin
biyolojik sistemlerde yaygin olarak bulunmayan bir bagka radikal olan 2,2-difenil
pikrilhidrazil'i (DPPH) azaltma yetenegini spektrofotometre ile 6lcer (Moharram
ve Youssef, 2014). DPPH'nin izlenmesinde uygulanan cesitli yontemler vardir
ancak basitligi ve dogrulugu nedeniyle en sik kullanilan izleme yontemi UV
spektrometresidir. DPPH, absorbans 517 nm’de maksimum absorbans gosterir
(Moon ve Shibamoto, 2009). DPPH radikali 517 nm'de absorbe eder ve ikinci bir
substratsiz sistemde, bu absorbanstaki azalma izlenerek antioksidan aktivite

belirlenebilir (Antolovich vd, 2002).



Gesitli calismalardan elde edilen sonuclar: standardize etmek icin Trolox ve EC50
olarak iki farkli birim kullanilmistir. Trolox esdegeri (TE) birimi; Trolox, ticari
olarak suda ¢oziinen bir E vitaminidir. Antioksidan bir bilesenin aktivitesi, 100 g
bilesen (TE/100 g) basina Trolox esdegerlerinin mikromolleri cinsinden ifade

edilir (Moon ve Shibamoto, 2009).
e ABTS (2,2'-azino-bis 3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) Yontemi

Sulu ve yag fazlarindaki uygulamalarda kolay uygulanabilirligi nedeniyle
antioksidan aktivite degerlendirmede yaygin bir yontemdir. ABTS radikal yontemi

olarak da adlandirilir (Moon ve Shibamoto, 2009).

Yontem, ABTS varliginda radikal katyon iiretmek icin hidrojen peroksit ile
metmiyoglobinin aktivasyonuna dayanmaktadir. Bu yontem, ABTS ve potasyum
persiilfat arasindaki reaksiyon yoluyla mavi/yesil ABTS kromoforunun dogrudan
liretimini icerir. Absorbans 734 nm’de Olciiliir.  Antioksidanlarin Onceden
olusturulmus radikal katyona eklenmesi, ABTS'yi antioksidan aktiviteye,
antioksidanin konsantrasyonuna ve reaksiyonun siiresine bagl olarak bir ol¢iide
ve zaman Olceginde azaltir. Boylece ABTS radikal katyonunun inhibisyon ytiizdesi
olarak renk giderme derecesi konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak belirlenir.
Yontem, hem suda coziinen hem de yagda coziinen antioksidanlarin, saf

bilesiklerin ve gida 6zlerinin incelenmesinde uygulanabilir (Re vd., 1999).
e Ferrik Iyonu Indirgeyici Antioksidan Potansiyeli (FRAP) Yéntemi

Bu yontemin prensibi, antioksidanlarin varliginda bir ferrik-tripiridil triazin

kompleksinin demirli, renkli formuna indirgenmesine dayanir (Guo vd., 2003).

Fe*'- TPTZ kompleksi, bir antioksidan tarafindan Fe®* formuna indirgendiginde,
593 nm'de yogun bir mavi renk gelisir. Boylece antioksidan etki bir Fe** -TPTZ
kompleksinin olusumunun 593 nm absorbsiyonda spektrofotometre ile
izlenmesiyle degerlendirilir. Bu yontem tekrarlanabilir ve hizli sonuclar verir

(Moon ve Shibamoto, 2009).
e CUPRAC (Bakir (I iyonu indirgeyici Antioksidan Kapasitesi) Yontemi

Yontem, antioksidan soliisyonun (dogrudan veya asit hidrolizinden sonra) bir

bakir (II) kloriir soliisyonu, bir neocuproin alkollii soliisyonu ve pH 7'de bir
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amonyum asetat sulu tamponu ile karistirilmasini ve ardindan gelisen absorbansin

450 nm'de Olcililmesini icerir (Apak vd., 2004).

CUPRAC testi icin optimum pH 7.0'dir ve gercek kosullar altinda antioksidan etkiyi
simiile eden fizyolojik pH'a (7.4) yakindir. Bu yontem hem hidrofilik hem de

lipofilik antioksidanlarin aktivitelerini 6lgebilir (Gulcin, 2020).
2.1.3 Antidiyabetik Maddeler

Diyabet, diinya capinda niifusun 6nemli bir boliimiinii etkileyen, etkileri yikici
olan yaygin bir sistemik hastaliktir. Diabetes mellitus, hiperglisemi ve endojen
insiilinin sekresyonunun veya etkisinin yetersizligi ile karakterize metabolik bir
hastaliktir. Hem deneysel hem de klinik calismalarda artan kanitlar, oksidatif
stresin diyabetin patogenezinde O©nemli bir rol oynadigini gostermektedir.
Diyabette serbest radikaller, glikoz oksidasyonu, proteinlerin enzimatik olmayan
glikasyonu ve ardindan glike edilmis proteinlerin oksidatif bozunmasi ile orantisiz
olarak olusur. Anormal derecede yiiksek serbest radikal seviyeleri ve ayn1 anda
antioksidan savunma mekanizmalarinin azalmasi, hiicresel organellerin ve
enzimlerin zarar gormesine, artan lipid peroksidasyonuna ve insiilin direncinin
gelismesine neden olabilir. Oksidatif stresin bu sonuclari, diabetes mellitus

komplikasyonlarinin gelisimini tesvik edebilir (Maritim vd., 2003).

Yiiksek diizeyde ve giiclii antioksidan bilesiklere sahip bitkiler, diabetes mellitus
gibi oksidatif stres iceren bozukluklarin iyilestirilmesinde 6nemli bir role sahiptir.
Bu bitkilerin ve antioksidan bilesenlerinin diyabet ve komplikasyonlari iizerindeki
etkilerini arastiran ve iyi sonuclar elde eden bircok arastirma vardir (Rahimi vd.,

2005).

Calismalar, bazi polisakkaritlerin viicuttaki insiilin salgisin1 artirmamasina
ragmen, karacigerdeki glukokinaz, heksokinaz ve glukoz-6-fosfat dehidrojenazin
(G6PD) aktivitesini onemli olciide iyilestirebildigini ve ayrica plazmadaki
trigliserit ve kolesterol seviyesini de azalttigini gostermistir. Son calismalarda
bilim adamlar bitkilerden elde edilen polisakkaritlerden hipoglisemik etkiye sahip
bir dizi polisakkarit bulmuslardir. Bu ileride yapilacak calismalar icin umut verici

bir gelismedir (Shi, 2016).
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Polisakkaritlerin glikoz kontrolii {izerindeki etkisi, esas olarak ince bagirsak gecis
siiresini degistirerek elde edilir. Polisakkaritler, karbonhidratin sindirim enzimi

baskilanmasini 6nler ve bu enzimleri dizginler (Hu vd., 2018).

Insan viicudunda normalde birkac dinamik karbonhidrat bulunur. Sindirim
enzimleri olan a-amilaz (tiikiiriik veya pankreas) ve a-glukozidaz (ince bagirsak)
en belirgin olanlaridir. a-amilaz, uzun zincirli karbonhidrat1 parcalayan enzimdir.
Bagirsak firca sinirindaki a-glukozidaz, oligosakkaritin monosakkarite sindirilmesi
icin gereklidir. Sonuc olarak, a-glukosidaz ve a-amilaz aktivitelerinin kisitlanmasi,
glukozun kan glukozuna doniisiimiinii 6nemli 6l¢iide engelleyebilir. Bildirildigi
lizere, bircok polisakkarit, a-amilaz ve a-glukozidaz iizerinde inhibitor bir etki
gosterir. Polisakkaritler, gida sindirimini ve emilimini geciktirerek tokluk kan
sekeri alimini azaltabilir. Farkli klinik calismalar, ¢oztiniir lif viskozitesinin tokluk
kan sekerini diisiirmedeki 6nemli roliinii vurgulamis ve ayrica polisakkaritlerin
viskozitedeki artisla birlikte tokluk kan sekeri tizerinde gelismis bir etkiye sahip
oldugunu dogrulamistir. Ek olarak, bazi arastirmalar polisakkaritin glikozu
baglayabildigini ve emebildigini ve bodylece ince bagirsakta diisiik glikoz

konsantrasyonunu korudugunu da gostermektedir (Hu vd., 2018).
2.2 Polisakkaritler

Polisakkarit, genellikle dogrusal veya dalli zincirlerdeki glikozidik baglantilar
yoluyla 10'dan fazla monosakaritten olusan, molekiiler agirli§1 on binlerce hatta
milyonlarca olan bir tiir dogal makromolekiiler polimerdir. Bitkilerde,
mikroorganizmalarda, alglerde ve hayvanlarda yaygin olarak bulunur. Proteinlere
ve poliniikleotitlere benzer sekilde polisakkarit, yasam aktivitelerinde temel
makromolekiilerdir ve hiicre-hiicre iletisiminde, hiicre yapismasinda ve bagisiklik
sisteminde molekiiler tanimada oOnemli roller oynar (Yu vd., 2018).
Polisakkaritler =~ proteinler =~ ve niikleik asitler gibi biyopolimerlerle
karsilastirildiginda, yapisal degiskenlik acisindan en biiyiik potansiyele sahiptirler.
Bu sebeple biyolojik bilgi tasimak icin en yiiksek kapasiteyi sunarlar. Monosakkarit
birimleri, cok cesitli dalli1 veya dogrusal polisakkarit yapilar1 olusturmak i¢in birkag

noktada birbirine baglanabilirler (Shi, 2016).
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Protein ve niikleik asitten farkli olarak polisakkaritlerin yapisi, monosakkarit
kalintilarinin bilesimindeki, glikozidik baglardaki, seker birimlerinin dizisindeki,
polimerizasyon derecelerindeki ve dallanma noktasindaki farkliliklara baglh olarak
cok daha karmasik bir yap1 gosterir. Bunlarin disinda, cesitler, kokenler ve partiler
arasindaki farkliliklar ve hatta ekstraksiyon yontemleri ve fraksiyon prosediirleri
gibi diger faktorlerin polisakkaritlerin fizikokimyasal ve yapisal Ozellikleri

tizerinde onemli bir etkiye sahip oldugu kanitlanmistir (Wang vd., 2016).

Polisakkaritler genis bir c¢oziiniirlilk yelpazesi gosterirler. Bazilar1 soguk suda
kolayca coziiniirken bazilari ise sadece sicak suda ¢oziiniir. Coziinmez olanlar ise
kaynayan suda bile c¢ozlinemezler. Polisakkaritler, hidrojen bagi yoluyla su
molekiilleri ile etkilesime girebilen ¢ok sayida hidrojen grubu, oksijen atomu ve
diger gruplan icerir. Bu etkilesimler, gida sistemlerinde suyun hareketliligini
kontrol eder, buz kristali olusumunu ve biiyiimesini etkiler. Bu nedenle gidalarin

dokusal ve fonksiyonel 6zellikleri tizerinde 6zel bir etki saglayabilirler (Cui, 2005).

Polisakkaritlerin 1943 yilinda ila¢ olarak ilk kullanimindan bu yana karmasik
yapist ve cesitliligi, biyokimyanin gelismesi, cesitli ayirma teknolojilerinin
arastirilmasi ve uygulanmasiyla yavas yavas kabul edildi (Huang ve Huang, 2020).

Polisakkaritler, dogada bulunma sekillerine bagli olarak depo, yapisal, jel formu

ve dogadaki koken olmak tizere dort gruba ayrilabilir (Tablo 2.1):

Tablo 2. 1 Polisakkaritlerin kendi icinde siniflandirilmasi (Delgado ve Masuelli,

2019)
Depo Yapisal Jel Formu Dogadaki Kéken
Glikojen Seliiloz Mukopolisakkarit Mikroorganizmalar
Glukomannan Kitin Pektin Bitkiler
Nisasta Hyaluronan Agar Hayvanlar
Galaktomannan Nisasta
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Son yillarda arastirmacilar, dogal iirtinlerden elde edilen polisakkaritlerin genis
kapsamli faydali terapotik etkilere ve sagligi gelistirici 6zelliklere sahip oldugunu

dogruladilar (Wang vd., 2016).

Calismalar, polisakkaritlerin antioksidan, antitimor, bagisiklik arttirici,
antikoagiilan, yaslanma karsiti, cogalma onleyici, hipoglisemik ve hipolipidemik,
antiviral aktivite, antiradyasyon, gida lezzetini iyilestirme ve yardimci enzim
katalitik prosesinde miikemmel biyolojik aktivitelere sahip olmanin yani sira, ayni
zamanda sentetik kimyasallarin toksisitesini, teratojenisitesini ve potansiyel
kanserojenligini de azaltabilecegini gostermistir. Bu nedenle, polisakkaritlerin

arastirilmasina giderek daha fazla ilgi gosterilmistir (Huang ve Huang, 2020).

Polisakkaritleri karmasik matris aglarindan biyoaktivite kaybini en aza indirerek

izole etmek cok onemlidir (Liu vd., 2015).

Kapsamli in vitro antioksidan calismalara gore, polisakkarit gercekten de etkili bir
antioksidandir. Genel olarak, polisakkaritlerin antioksidan potansiyelleri tek bir
faktor tarafindan degil, birkac ilgili faktoriin bir kombinasyonu tarafindan

belirlenir (Wang vd., 2016).

Dogal polisakkarit
ekstraksiyonu
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Sekil 2. 1 istatistiksel verilerle dogal polisakkarit ekstraksiyonlarinin ve

polisakkarit sentezinin literatiir analizi (Ren vd., 2019)
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2.3 Yenilebilir Yapraklar

2.3.1 Seker pancar (Beta vulgaris subsp. Vulgaris)

Tam ekili pancarlar, Beta vulgaris subsp. vulgaris. pancarin (Beta) mensei
merkezinin, Dicle ve Firat nehirlerinin yakininda bulunan Orta Dogu olduguna
inanilmaktadir. Beta vulgaris ekili seker pancari, koki yiiksek konsantrasyonda
sakkaroz iceren ve ticari olarak seker tiretimi i¢in yetistirilen bir bitkidir (Lim,

2016).

Yapraklar bitkinin %20 - 34'tinii olusturur. Pancar seker iiretimi i¢in kullanilirken,
yapraklar agirlikli olarak tarlalarda birakilmaktadir. Protein bakimindan

yapraklar, kok ve govdeden daha fazla protein icermektedir (Toruk vd., 2003).

Seker pancar1 koklerinin sulu ve etanolik ekstraktlarinin, fare hepatom hiicresinde
in vitro calismada radikal katyonlar1 ve faz Il enzim indiikleyici aktiviteleri azaltan,
serbest radikal siipiiriicli aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir (El-Gengaih1 vd.,
2016). Seker pancar1 yapraklari salata, haslama, kavurma gibi cok cesitli

sekillerde tiiketilir. Ulkemizde daha cok yaprak sarmasi olarak tiiketilir.

Sekil 2. 2 Seker pancari yapragi
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2.3.2 Ebegiimeci Yaprag1 (Malva sylvestris)

Genellikle ebegiimeci olarak bilinen Malva sylvestris, s1g loblu yapraklar ve gec
ilkbaharda acan mor cicekleri olan yillik bir bitkidir (Samavati ve

Manoochehrizade, 2013).

Bu tiirtin kimyasal ve toplam fenolik icerikleri hakkinda analitik veriler ¢ok
nadirdir. Bununla birlikte, 6nceki kimyasal arastirmalar, Malva sylvestrisin yaprak
ve govdelerinde antosiyaninler, flavonlar, flavonoller, ferulik asit,
hidroksisinnamik asitler, steroller, seskiterpenler, mono ve diterpenlerin varligini

gostermistir (Beghdad vd., 2014).

M. sylvestris L.'nin gastronomik gelenekleri, corbalarda, yahnilerde ve salatalarda
yaprak ve saplarin kullanimini dikkate alir. Genc yapraklari salatalarda ¢ig olarak,
olgun yapraklari corbalarda ve haslanmis sebze olarak tiiketilir. Ulkemizde,
ozellikle Ege Bolgesi'nde ebegiimeci yapragi sarmasi olarak sofralarda yer alir. M.
sylvestris, Panirak olarak adlandirilan Iran'da yaygin olarak sebze ve tibbi bir bitki
olarak kullanilmaktadir. Bitki cicekleri kesik yara, egzama, deri enfeksiyonlu
yaralar, bronsit, sindirim sorunlar1 ve iltihaplara ¢are olarak kullanilir (Samavati

ve Manoochehrizade, 2013).

Ayrica baz1 M. sylvestris tiirlerinin ekstraktlarinin, fareleri etanoliin neden oldugu
gastrik lezyonlardan korudugu da gosterilmistir. M. sylvestris lizerinde yapilan
calismalar, bagisiklik sistemini etkileyebilecek polisakkaritler basta olmak {izere

cesitli bilesiklerin varligini gostermistir (Samavati & Manoochehrizade, 2013).

Sekil 2. 3 Ebegiimeci yapragi
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2.3.3 Kale Yaprag: (Brassica oleracea var. Acephala)

Diinyanin cesitli bolgelerinde yetistirilen Brassicaceae familyasina ait tiirler insan
beslenmesine 6nemli katkilar saglamaktadir. Dogu Akdeniz tilkeleri ve Anadolu,
bu familyanin mensei olarak kabul edilmektedir. Kale (Brassica oleracea var.
acephala), Tirkiye'de yesil yaprakli sebzeler arasinda onemli bir yere sahiptir
(Sevik ve Cansiz, 2021). Brassica cinsinden sebzeler ilgili onlarca yildir yapilan
epidemiyolojik calismalar, bu sebzelerin bulundugu diyetlerin cesitli kanser tiirleri
ve diger kronik hastaliklar icin daha diistik risk ile iligkili olduguna dair kanit
sunmustur (Samec vd., 2018). Brassicaceae, yani Brassica oleracea tiirlerinin
fenolikler (flavonoidler ve hidroksisinnamik asit tiirevleri) ve glukozinolatlar dahil
olmak iizere onemli bir biyoaktif bilesen kaynagi oldugu iyi bilinmektedir

(Ferreres vd., 2009).

Brassica bitkileri tiiketimi ile iliskili insan sagligi1 yararlari, antioksidanlarin varlig
ile aciklanabilir. Brassica oleracea bitkilerinin antioksidan potansiyelleri diger

bitkilere gore yiiksektir (Aires, 2015).

Zhou ve Yu (2006), yaygin olarak tiiketilen 38 sebzenin antioksidan kapasitesini
cesitli yontemlerle Olcmiis ve 1spanak, brokoli ve ravent ile birlikte kaleyi en
yliksek antioksidan aktiviteye sahip sebze olarak bildirmistir. Ayrica, Sikora ve
arkadaslar1 (2008) kale, brokoli, Briiksel lahanasi, yesil ve beyaz karnabaharda
antioksidan aktiviteyi 6l¢miis ve kalenin ¢ok daha yiiksek antioksidan icerdigini

tespit etmislerdir.

Sekil 2. 4 Kale yapragi
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2.3.4 Karalahana (Brassica oleracea var. viridis)

Karalahana (Brassica oleracea var. viridis), koyu yesil renkte biiyilikce yapraklari
bulunan Karadeniz Bolgesi'nin en tipik sebzelerindendir. Yetistirilmesi kolay

oldugu icin bolgede fazlaca yetistirilmekte ve tiiketilmektedir (Tosun vd., 2002).

Yapilan arastirmalar karalahanin sahip oldugu vitaminler, yag asitleri,
aminoasitler ve fenolik bilesiklerin viicutta olusan oksidatif hasara kars1 etkili

olabilecegini ortaya koymustur (Kent vd., 2016).

Son yapilan calismalardan elde edilen veriler, Brassicaceae ailesine ait sebzelerin
yliksek seviyelerde karotenoidler, tokoferoller ve askorbik asit nedeniyle iyi bir
dogal antioksidan kaynagi olarak hareket etti§ini goOstermistir. Ayrica
epidemiyolojik kanitlar, bu bilesiklerin insan viicudunu, reaktif oksijen tiirlerinin
neden oldugu hasara karsi korumaya yardimci olabilecegini gostermektedir.
Karotenoidler, tokoferoller ve askorbik aside ek olarak, bitkisel gida alimiyla ilgili
antioksidan etkinin cogu, esas olarak meyve ve sebzelerin lezzet ve renk 6zellikleri
ile iligkilendirilen fenolik bilesiklerin varligindan kaynaklanmaktadir. Fenolik
bilesikler ve C vitamini, Brassica sebzelerinin baslica antioksidanlaridir (Cartea

vd., 2011).

Sekil 2. 5 Karalahana yapragi

2.3.5 Cibes (azman, lahana patlagi)

Gogunlukla Ege Bolgesi'nde yetistirilen cibes, turpgiller ailesinin sifal
bitkilerindendir. Lahanalar kesilip toplandiktan sonra kok kisimlari toprakta kalir.
Bu kok kismu tekrar yeserip filizlenir. Bu filizlenen kisim cibes, azman, lahana

patlag: gibi isimlerle adlandirilir (Karaca vd., 2015).
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Cibes, Ege Bolgesi'nde cesitli sekillerde tiiketilir. Haslama, kizartma, sarma, salata
gibi bircok farkli sekilde sofralarda yerini alir. Yaygin olarak tiiketilmesi,
bahcelerde kolaylikla bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Yore halki cibesin, gaz
sancilarina, seker hastaligina ve 6demlere iyi geldigini belirtmektedir. Ocak, Subat
ve Mart aylarinda ve ayrica ilkbaharda rahatlikla bulunur. Girit mutfaginda en cok
kullanilan sifali otlar arasinda yer alan cibes, lahana veya brokoli hasad1 sonrasi

kesimde olusan yeni siirgiinler olarak bilinir (Atabey vd., 2020).

Sekil 2. 6 Cibes yapragi

2.3.6 Beyaz Lahana (Brassica oleracea var. capitata)

Beyaz lahana, diinyanin en yaygin olarak yetistirilen sebzeleri arasindadir. Briiksel
lahanasi, brokoli, karnabahar ve kale bitkilerini iceren Brassica cinsine ve
Brassicaceae (Cruciferae) hardal ailesine aittir. Bircok {ilkenin kiiltiiriinde ve
geleneksel mutfaginda 6nemli bir yere sahip olan beyaz lahana, geleneksel tipta
yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle salatalarda taze olarak, haslanarak,

kizartilarak veya fermente iirlin olarak tiiketilir (Samec vd., 2016).

Yapilan calismalar lahananin, antioksidan, antikanser (Park vd., 2014a, b) ve
potansiyel anti-obezite (Williams vd., 2013) o6zellikleri gosteren polifenolikler,
glukozinolatlar, karotenoidler ve C vitamini gibi fitokimyasallar acisindan zengin
bir sebze oldugunu ortaya koymustur. Lahana, gida olarak tiiketimin yani sira bas
agrisi, gut, ishal ve peptik tlser gibi hastaliklarin tedavisi i¢in de onemli bir
sebzedir. Pek ¢ok arastirma, lahanadaki faydali fitokimyasallara, 6zellikle indol-3-
karbinol (I3C), siilforafan ve indollere odaklanmistir. Bu bilesikler, kanser iireten

maddeleri parcalayan ve ortadan kaldiran viicudun antioksidan ve detoksifikasyon
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mekanizmalarini etkinlestirmeye ve stabilize etmeye yardimci olur (Singh vd.,

2006).

Beyaz lahananin, yaygin olarak tiiketilen diger sebzelerle karsilastirildiginda, orta

diizeyde antioksidan aktiviteye sahip oldugu rapor edilmistir (Samec vd., 2016).

Diaybetik ratlar {izerinde yapilan bir calismada (Asadujjaman vd., 2011), lahana
ekstraktinin kan sekeri seviyesinin diizenlenmesinde etkisi incelenmistir. Caligma
soncu lahana ekstraktinin, kan sekeri seviyesini 6énemli 6lciide azalttig1, karaciger
glikojen icerigini azalttig1 ve glikoz ile indiiklenen sicanlarda glikoz toleransini

iyilestirdigi tespit edilmistir.

Sekil 2. 7 Beyaz lahana yapragi
2.3.7 Hardal Yaprag: (Brassica juncea L.)

Brassica juncea L. yani Hint hardali, iilkemizde kahverengi veya kirmizi hardal
olarak bilinen bir bitki tirtdiir. Siyah hardalin ve yag salgaminin dogal sartlar

altinda melezlenmesi ile olusmustur (Chen vd., 2013).

Hardal, vitaminler, mineraller, diyet lifi, klorofiller, glukozinolatlar (ve bunlarin
bozunma {riinleri), polifenoller ve ucucu bilesenler (alil) gibi cok sayida
fitokimyasal icerir. Ek olarak hardal, antioksidan, antienflamatuar ve
bakteriyostatik ve antiviral aktivite dahil olmak iizere cok sayida farmakolojik

aktiviteye sahip olabilir (Tian ve Deng, 2020).

Yapilan bir calismada (Young Kim vd., 2003), diyabetli sicanlarda gerceklestirilen

oral uygulamada gézlemlenen antioksidan aktivite goz 6niine alindiginda, hardal
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yapraginin oksidatif stresi azaltmak icin etkili oldugu ve diyabet dahil serbest

radikalle iligkili hastaliklarin 6nlenmesine katkida bulunmasi beklenmektedir.

Polifenollerin icerik ve tiirlerinin hardal cesidi, boliimii, isleme yontemi ve tespit
yontemi ile biiyltik oOlclide degistigi gozlenmistir. Genel olarak, yan
tomurcuklardaki polifenol iceriginin, diger bitki boliimlerinden daha yiiksek
oldugu raporlanmistir. Diger bitki boliimlerindeki polifenol icerigi tohum >
yaprak > kok > govde olarak siralanmistir. Hardal yapraklarinin antioksidan
etkisi ile ilgili bircok calisma yapilmis ve bu calismalar hardal yapraginin

antioksidan etki gosterdigini ortaya koymustur (Tian ve Deng, 2020).

Literatiirde bildirildigine gore; kirmizi ve yesil hardal yapraklariyla yapilan
antidiyabetik aktivite calismasi sonucu kirmizi hardal yapraklarinin, a-glukozidaz
aktivitesinin inhibisyonunu indiikledigi, ancak a-amilaz aktivitesi izerinde zayif
bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Kirmizi hardal yapraklarinin glikozu
azaltmada yesil hardal yapraklarindan daha etkili oldugu sonucuna varilmistir

(Tian ve Deng, 2020).

Brassica sebzeleri tizerine yapilmis bircok calisma mevcuttur; ancak hardalla ilgili
yapilan ¢alismalar ¢ok azdir. Yenilebilir kisimlarin besinsel bilesimi hakkinda daha

az calisma yapilmistir (Sun vd., 2018).

Sekil 2. 8 Hardal yapragi
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3

MATERYAL-METOT

3.1 Materyal

Bu calisma kapsaminda Tiirkiye’de yetisen salata ve sarma yapiminda kullanilan
7 farkli yenilebilir yaprak kullanilmistir (Tablo 3.1). Materyaller secilirken tiiketim
yayginligi, temin edilebilirligi ve ucuz olmasi gibi 6zellikler dikkate alinmuistir.
Materyallerden beyaz lahana, karalahana ve seker pancari yerel pazardan taze
olarak 1’er kg olmak iizere temin edilmis ve analiz anina kadar dondurucuda (-25
°C) muhafaza edilmistir. Taze cibes, kale yapragi, ebegiimeci ve hardal ise 1’er kg
olarak Kasim aylarinda Antalya bolgesinden temin edilmis ve ayni sekilde

dondurucuda muhafaza edilmistir.

Tablo 3. 1 Calismada kullanilan yapraklar

Bitki adi Botanik adi Familya
Seker pancari Beta vulgaris subsp. Vulgaris Amaranthaceae
Karalahana Brassica oleracea var. viridis Brassicaceae
Beyaz lahana Brassica oleracea var. capitata Brassicaceae
Hardal Brassica juncea L. Brassicaceae
Cibes - Brassicaceae
Kale Brassica oleracea var. Acephala Brassicaceae
Ebegiimeci Malva sylvestris Malvaceae
3.2 Metot

3.2.1 Yapraklarin Ekstraksiyonu
3.2.1.1 On islem

Taze yapraklar dondurucudan alinmis ve cOziinmeleri saglanmistir. Coziinen
yapraklar doner tepsili kurutucuya alinmistir. 55 °C, 2 m/sn, 6 d/dk’da nem degeri

+9%10 olana kadar kurutulmustur. Kurutulan yapraklar 6giitiilerek ince toz haline
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getirilmistir. Toz haline getirilen yapraklar yaklasik 100 mL hegzan ile 1slatilip
hegzan ucana kadar ceker ocakta bekletilmistir. Daha sonra lipidleri, pigmentleri,
monosakkaritler, oligosakkaritler ve diger kiiclik molekiiler agirlikli safsizliklar
gidermek icin yaklasik 100 mL etanol ile slatilip bir gece boyunca etanolde
bekletilmistir. Bir gece etanolde bekletilen 6rnekler 55 °C etiivde kurutulmustur.
Kurutma sonunda 6n islemi tamamlanmis 6rnekler ekstraksiyon i¢in hazir hale

gelmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3. 1 On islem gérmiis yapraklar

3.2.1.2 Sicak Su Ekstraksiyonu

Sicak su ile ekstraksiyon igleminde coziicii olarak sicak su kullanilmistir. On iglem
gormiis Ornekler sicak su (1:20 g/mL) ile ekstrakte edilmistir. On isleme tabi
tutulmus yapraklardan 20 gr alinip 400 mL 90 °C saf su ile muamele edilip 90
°Clik sicak su banyosunda 4 saat boyunca ekstraksiyona birakilmistir
(1.ekstraksiyon). 4 saatin sonunda Ornekler siiziiliip tekrardan 400 mL saf su ile
muamele edilip 90 °C’lik sicak su banyosunda 2 saat boyunca ekstraksiyona

birakilmistir (2. ekstraksiyon) (Seki 3.2).

Sekil 3. 2 Ekstraksiyon
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Ekstraksiyon sonunda olusan ekstraktlara sirasiyla konsantre etme, ¢oktiirme,
santrifiij, deproteinizasyon (sevag), diyaliz ve dondurarak kurutma islemleri
uygulanmistir. Ik olarak ekstraktlar vakumlu rétary evaporatérde (55 °C, 60

mbar) 100 mL hacme kadar konsantre edilmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3. 3 Konsantre ekstraktlar

Konsantre edilen ekstraktlar %96’lik etil alkol (1:3, h:h) ile karistirilip bir gece +4
°C’de bekletilmis ve ¢okmesi saglanmistir (Sekil 3.4). Bir gece sonunda 6rnekler
alinip 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij uygulanarak faz ayrimi saglanmistir.
Stipernatant siiziilmiis, cokelti ise Sevag yontemi ile proteinlerin uzaklastirilmasi

icin ayrilmistir.

Sekil 3. 4 Etanol ile ¢oktiirme

Olusan cokeltiler bir miktar saf su ile ¢ozlindiiriildiikten sonra yaklasik 10 mL
Sevag reaktifi ile (biitanol;kloroform, 1:4, h:h) muamele edilmistir. Ornekler
tekrar santrifiij edilip, tist faz uzaklastirilip olusan ¢okelti 6nce etanol sonra aseton
ile yikanmistir. Diyaliz tiiplerine alinan 6rnekler 2 giin boyunca saf su icerisinde

diyalize birakilmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3. 5 Diyaliz

Diyaliz siiresi boyunca etrafindaki saf su 4 saatte bir degistirilmistir. Diyaliz
sonunda ornekler dondurmali kurutucuda kurutularak toz haline getirilmis ve

analiz zamaninda kadar +4 °C’de muhafaza edilmistir (Sekil 3.6).

Sekil 3. 6 Kurutulmus suda ¢oziinen polisakarit 6rnekleri

3.2.1.3 Alkali Ekstraksiyonu

Alkali ekstraksiyon yonteminde ¢oziicii olarak alkali bir ¢ozelti kullanilmistir. On
islem gormiis 6rnekler NaOH c¢ozeltisi (pH 10, 1:20 g/mlL) ile ekstrakte edilmistir.
On isleme tabi tutulmus yapraklardan 20 gr alinip 400 mL NaOH ile muamele
edilip 90 °C'lik sicak su banyosunda 4 saat boyunca ekstraksiyona birakilmistir
(1.ekstraksiyon). 4 saatin sonunda ornekler siiziiliip tekrardan 400 mL NaOH ile
muamele edilip 90 °C’lik sicak su banyosunda 2 saat boyunca ekstraksiyona

birakilmistir (2. ekstraksiyon).

Ekstraksiyon sonunda olusan ekstraktlara sirasiyla konsantrasyon, c¢okeltme,
santrifiij, deproteinizasyon (sevag) ve diyaliz islemleri uygulanmstir. Islemler

sonunda ornekler yine freeze dryer ile kurutulup analiz zamaninda kadar hava
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almayan bir kap icerisinde +4 °C’de muhafaza edilmistir. Verim (3.1)’de verilen

formiille hesaplanmistir (Chen vd., 2020).

% verim = (%) x 100 (3.1

m,: elde edilen polisakkarit agirlig
m;: On islem gormiis yaprak agirligi
3.2.2 Antioksidan Aktivitesi Tayini

Elde edilen polisakkaritlerin antioksidan aktiviteleri 4 farkli yontemle
belirlenmistir. Toz haldeki polisakkartiler saf su ile 50 ppm, 100 ppm, 300 ppm,
500 ppm, 1000 ppm, 1500 ppm, 2000 ppm olmak {izere 7 defa seyreltilmistir.
Analizler bu seyreltik cozeltiler ile gerceklestirilmistir. Her bir analiz i¢in en iyi
sonucu veren seyreltik c¢ozelti esas alinip analizler bu c¢ozeltiler iizerinden

yapilmistir.
3.2.2.1 DPPH Serbest Radikal Yakalama Aktivitesi Tayini

Bu yontemde temel olarak antioksidan tarafindan DPPH serbest radikaline proton
transferi reaksiyonu 517 nm’de absorbansin azalmasina neden olur. Bu siire¢
goriiniir alanda spektrofotometre ile absorbans sabitlenene kadar takip edilmesine
dayanmaktadir (Senol, 2015). Yontem Singh ve ark. (2002)na gore
gerceklestirilmistir. 100 pL ekstrakt, 4.9 mL DPPH metanol ¢ozeltisi (0.1mM) ile
karnistirilmistir. Olusan karisim karanlikta oda sicakliginda 2 saat bekletilmistir.

Reaksiyon sonrasi olusan renk degisimi 517 nm’ de olciilmiistiir.

DPPH aktivitesi Troloks egrisi (Sekil 3.7) kullanilarak hesaplanmis ve sonuglar mg
Troloks Esdegeri (TE)/100 g polisakkarit seklinde verilmistir. Standart egrinin
denklemi y=1,601x+0,0076 ve R*=0,9963 dir. (y=517 nm’de absorbans degeri,

x=Troloks konsantrasyonu (mg/mL)).
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Sekil 3. 7 DPPH yontemi icin hazirlanan standart Troloks’a ait kalibrasyon egrisi

3.2.2.2 ABTS+ Radikali Yakalama Aktivitesi Tayini

Yontem Re ve ark. (1999)‘na gore gerceklestirilmistir. Elektron transfer temelli bir
yontem olan ABTS yontemi, ABTS radikalinin ABTS.+ radikal katyonuna
ylikseltgenmesi temeline dayanir. ABTS radikal katyonu, 7 mM ABTS amonyum
ve 2.45 mM potasyum persiilfat cozeltisinin karistirilmas: ile hazirlanmis,
kullanilmadan 6nce oda sicakliginda 12-16 saat boyunca karanlikta bekletilmistir.
Stok ¢ozelti, 734 nm dalga boyundaki absorbansa degeri 0.700' liikk bir absorbansa
gelene kadar saf su ile seyreltilmistir. 100 pL ekstrakt, 2 mL ABTS stok cozeltisi
ile karistirilmistir. Olusan karigim karanlikta 6 dk bekletilmistir. Reaksiyon sonrasi

olusan renk 734 nm’ de Olciilmiistiir.

Kalibrasyon egrisi Troloks standard: i¢in hazirlanmis (Sekil 3.8) ve sonuglar mg
Troloks Esdegeri (TE)/100 g polisakkarit seklinde verilmistir. Standart egrinin
denklemi y=3,5583x+0,0276 ve R*=0,9928 dir. (y=734 nm’de absorbans degeri,

x=Troloks konsantrasyonu (mg/mL)).
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Sekil 3. 8 ABTS yontemi icin hazirlanan standart Troloks’a ait kalibrasyon egrisi

3.2.2.3 FRAP Tayini

FRAP tayini Benzie ve Strain (1996)’ a gore gerceklestirilmistir. Kullanimdan
hemen 6nce FRAP reaktifi 10:1:1 oraninda 300 mM asetat tamponu (pH 3.6), 10
mM 2, 4, 6-tripiridil-s-triazin (TPTZ) ¢ozeltisi ve 20 mM FeCl;-6H,0 karistirilip
hazirlanmistir. 300 mM asetat tamponu, 0.31 g sodyum asetat trihidrat (C,H;NaO,
3H,0), 1.6 ml asetik asit ile karistirilip son hacim 100 mL'ye gelinceye kadar saf
su ile seyreltilmistir. 100 pL ekstrakt, sirastyla 900 pL. H,0 ve 2 mL FRAP reaktifi
ile karistirthip karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra 593 nm'de absorbanslari
kore kars1 6lctilmiistiir. Kalibrasyon egrisi Troloks standardi icin hazirlanmais (Sekil
3.9) ve sonuclar mg Troloks Esdegeri (TE)/100 g polisakkarit seklinde verilmistir.
Standart egrinin denklemi y=5,4437x+0,0134 ve R*=0,992 dir. (y=593 nm’de

absorbans degeri, x=Troloks konsantrasyonu (mg/mL)).
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Sekil 3. 9 FRAP yontemi icin hazirlanan standart Troloks’a ait kalibrasyon egrisi

3.2.24 CUPRAC Tayini

CUPRAC tayini Apak ve ark., (2004) tarafindan hazirlanan yonteme gore
gerceklestirilmistir. 7.5 mM neokuprin, 1 mL CuCl,, 1 M amonyum asetat tampon
(pH 7.0) cozeltileri bir test tiipiine alinmistir. Uzerine 0,1 mL ekstrakt ve 1 mL saf
su eklenmistir. Karanlikta 1 saat inkiibe edildikten sonra 450 nm’de absorbanslari

Olciilmiistiir.

Kalibrasyon egrisi Troloks standardi icin hazirlanmis (Sekil 3.10) ve sonuclar mg
Troloks Esdegeri (TE)/100 g polisakkarit seklinde verilmistir. Standart egrinin
denklemi y=1,4284x-0,0301 ve R*=0,9913 dir. (y=450 nm’de absorbans degeri,

x=Troloks konsantrasyonu (mg/mL)).
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Sekil 3. 10 CUPRAC yontemi i¢in hazirlanan standart Troloks’a ait kalibrasyon

egrisi
3.2.3 Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu (FC)
yontemine gore gerceklestirilmistir. Yontem Singleton ve Rossi (1965)’ye gore
gerceklestirilmistir (Singleton ve Rossi, 1965). %7,5’1ik Na,C0O;hazirlanmistir. 0,5
mL ekstrakt, 2,5 mL folin (FC) reaktifi ve 2 mL Na,CO0; reaksiyon tiipiine alinmis.
Karisim karanlikta oda sicakhiginda 30 dk bekletilmistir. Orneklerin absorbansi
spektrofotometrede 760 nm'de Olciilmiistiir. Kalibrasyon egrisi Gallik Asit
standardi icin hazirlanmis (Sekil 3.11) ve sonuclar mg gallik asit/100 g
polisakkarit seklinde verilmistir. Standart egrinin denklemiy = 9,9837x - 0,0058
ve R2=0,9911 dir. (y=760 nm’de absorbans degeri, x = gallik asit konsantrasyonu
(mg/mL)).

29



1,00 - l
0,80 f e
a [ ) - y = 9,9837x - 0,0058
3 0,60 1 R? = 0,9911
— r PO
5 _ .
A C
< 0,40 § -
: .~
0120 _E '..!....
e
0,00 + . . . . . .
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Konsantrasyon

Sekil 3. 11 Toplam fenolik tayini icin hazirlanan standart gallik asit kalibrasyon

egrisi
3.2.4 Diger Biyoaktif Bilesikler

3.2.4.1 Protein Tayini

Yontem Bradford (1976)’a gore gerceklestirilmistir. Reaktifin (blue reagent)
hazirlanmasi: 100 mg Coomassie Blue G250yi 50 mL %95 etanol icinde
coziilmiistiir. Cozelti daha sonra 100 mL %85 fosforik asit ile karistirilip distile su

ile 1 L'ye tamamlanmistir. Amber sisede, oda sicakliginda saklanmistir.

Protein standardi: distile su icinde 1 mg/mL (mikro tahlil icin 100 pg/mL)
konsantrasyonunda sigir y-globulini stok soliisyon olarak kullanilir. Bu, -20°C'de

kiiciik parcalar halinde donmus halde saklanmalidir.

Her mikrofijj tiiptine 100 pL ekstrakt ve 1 mL blue reagent eklenip ve nazik¢e ama
iyice karistirilmistir. Protein reaktifi eklendikten sonra 5 ila 60 dakika arasinda,
spektrofotometrede 595 nm’de her numunenin absorbansi Olciilmiistiir.
Kalibrasyon egrisi microassay yontemi standardi i¢in hazirlanmig (Sekil 3.12) ve
sonuclar g/100 g olarak verilmistir. Standart egrinin denklemi y = 3,7636x -
0,0215 ve R?=0,9911 dir. (y=595 nm’de absorbans degeri, x = protein

konsantrasyonu (mg/mL)).
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Sekil 3. 12 Protein tayini icin hazirlanan standart kalibrasyon egrisi

3.2.4.2 Karbonhidrat Tayini

Elde edilen ekstraktlarin karbonhidrat tayini Fenol-Siilfiirik asit yontemine gore
gerceklestirilmistir. Yontem Albalasmeh ve arkadaslarina (2013) gore
gerceklestirilmistir. Bu sulu c¢ozeltilerdeki karbonhidrat konsantrasyonunun
belirlenmesi icin bugiine kadar en yaygin olarak kullanilan kolorimetrik
yontemdir. Standart egri, standart glikoz ¢ozeltisi kullanilarak olusturulmustur.
Bu yontemin temel prensibi, karbonhidratlarin konsantre siilfiirik asit ile
reaksiyona girerek kurutulduklarinda furfural tiirevleri iiretmesidir. Furfural
tlirevleri ve fenol arasindaki daha fazla reaksiyon, saptanabilir bir renk gelistirir

(Albalasmeh vd., 2013).

250 pL ekstrakt deney tiipiine alinip tizerine 750 um siilfirik asit eklenmistir.
Karisim vorteks cihazinda iyice karistirildiktan sonra iizerine 150 pum fenol
cozeltisi eklenmistir. 90 °C’lik sicak su banyosunda 5 dakika bekletilen tiipler
sonrasinda buzlu su icine alinip 5 dakika da burada bekletilip sogumasi
saglanmustir. Orneklerin absorbansi spektrofotometrede, 490 nm'de &lciilmiistiir.

Kalibrasyon egrisi ¢izilip sonucglar g/100 g olarak verilmistir (Sekil 3.13).
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Sekil 3. 13 Karbonhidrat tayini icin hazirlanan standart kalibrasyon egrisi

3.2.4.3 Uronik Asit Tayini

Yontem Jafari ve arkadaslarina (2017) gore gerceklestirilmistir. Ekstraktlarin
tironik asit icerigi, meta-hidroksidifenil reaktifi ile spektrofotometri yontemi

kullanilarak belirlenmistir. D-galakturonik asit standart olarak alinmistir.

503 mg sodyum tetraborat, 200 mlL siilfirik asit ile muamele edilip sodyum
teraborat-siilfirik asit ¢ozeltisi hazirlanmistir. 0,2 mL (200 pL) ekstrakt deney
tlipiine alinip {izerine 1,2 mL sodyum teraborat — siilfirik asit ¢6zeltisi eklenmistir.
Siilfirik asit, karisimda sicaklik artisina sebep oldugu icin hemen buzlu suya alinip
sogutulmustur. Sogutulan tiipler bir vorteks karistirici ile karistirilmis, ardindan 5
dakika boyunca sicak su banyosuna alinmistir. Daha sonra ikinci kez buzlu su
banyosunda sogutulmustur. Ornek bulunan tiiplere 20 uL metahidroksi ¢ozeltisi,
referans tiliplere ise NaOH eklenip vorteks cihazinda iyice karistirilmistir.
Orneklerin absorbansi spektrofotometrede, 520 nm'de 5 dakika icerisinde
Olciilmiistiir. Standart egri, farkli konsantrasyonlardaki standart d-galakturonik
asit ¢ozeltilerinden elde edilmistir. Kalibrasyon egrisi ¢izilip sonuclar g/100 g

olarak verilmistir (Sekil 3.14).
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Sekil 3. 14 Uronik asit tayini icin hazirlanan standart kalibrasyon egrisi

3.2.5 FTIR

FTIR (Fouirer Transform Infrared Spektrofotometre), bilinmeyen bir bitki
ekstraktinda bulunan bilesiklerin veya fonksiyonel gruplarin (kimyasal baglar)
karakterizasyonunda ve tanimlanmasinda degerli bir ara¢ oldugunu kanitlamistir.
Saf bilesiklerin FTIR spektrumlar:1 bilesiklerin kendine o6zgiidiir ve o bilesigin
molekiiler parmak izi gibidirler. Bu spektrumlar bir kiitiphaneye kaydedilerek
bilinmeyen bilesiklerin spektrumlari bu kiitiiphane ile karsilastirilarak
tanimlanabilir. FTIR i¢in numuneler cesitli sekillerde hazirlanabilir (Sasidharan
vd., 2011). Polisakkaritlerdeki ana fonksiyonel gruplar1 ayirt etmek icin FTIR
kullamilmuistir. Toz haldeki her bir polisakkarit ornegi 4000-400 cm™ frekans

araliginda 2 defa analiz edilmistir.
3.2.6 a-glukozidaz Aktivitesi Tayini
Analiz i¢in gerekli kimyasallar:

e Substrat: 4-Nitrophenyl a-D-Glucopyranoside substrat

e Enzim: a-Glucosidase

e Tampon hazirlama: 20 mM pH:6.9 Sodyum Fosfat

e Gidadan gelen 6rnekler 10 mg/mL olacak sekilde tamponda ¢oziiliir.

e Inhibitér: 0.1 M Na, CO; hazirlanir.
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Substrat (-Nitrophenyl a-D-Glucopyranoside) hazirlama: 3 mM olacak
sekilde tamponda ¢oziiliir. Analiz aninda giinliik taze olarak hazirlanir.
Enzim c¢ozeltisi alikotlar seklinde hazirlanir, -18 C de muhafaza edilir ve

analiz sirasinda buz icinde muhafaza edilir.

Analiz i¢in izlenecek adimlar:

Analiz oncelikle acarbose ile gerceklestirilip bir acarbose standardi
olusturulur. Orneklerle yapilan analiz sonucu elde edilen veriler bu
acarbose standardina gore kiyaslanir.

Oncelikle bir tiipe enzim diger tiipe blank (tampon) konup enzimin
aktivitesi olciiliir.

50 pL ornek/acarobose/tampon + 75 pL enzim konur. Tiipler 37 °C su
banyosunda 5 dakika inkiibasyona birakilir. Sonrasinda tiipler alinip
icerisine 75 pL substrat eklenir ve 20 dakika inkiibasyona birakilir.

2 mL 0.1 Na,COs;inhibitori eklenip reaksiyon durdurulur. 405 nm’de OD,gs
degeri okunur.

Enzim aktivitesi Ol¢iildiikten sonra 6rneklerin analizine gecilir. Antioksidan
aktivitesi sonuclarina gore en iyi sonucu gosteren 3 6rnek (seker pancari,
ebegiimeci, hardal) {izerinden analiz gerceklestirilmistir.

Ornekler farkkl konsantrasyonlarda hazirlanir.

Inhibisyon yiizdesi ise (3.2)’de verilen denkleme gore hesaplanir (Wu ve ark.,

2020).

a-glukozidaz inhibisyon aktivitesi (%) =

[ (Abscontrol — AbSblank-control) - (Abssample - Abssample-control)] x 100

(Abscontrol - Absblank-control)

(3.2)

3.2.7 a-amilaz Aktivitesi Tayini

Analiz icin gerekli kimyasallar:

Tampon: 6.7 mM NaCl iceren 100 mL 20 mM sodyum fosfat tamponu
hazirlanir. (pH 6.9)
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Analiz

Coziiniir Nisasta Cozeltisi (Substrat) : Coziilebilir patates nisastasi sodyum
fosfat tamponunda ¢oziilerek %1.0 (w/v) oraninda substrat hazirlanir. Oda
sicakligina sogutulduktan sonra nisasta ¢ozeltisine 5 mL saf su eklenerek
uygun hacme (25 mL) tamamlanair.

Sodyum Potasyum Tartrat Cozeltisi: 2 M NaOH icinde 5,3 M sodyum
potasyum tartarat ¢ozeltisi hazirlanir.

DNS (3,5-dinitrosalisilik asit 96 mM 3,5 dinitrosalisilik asit (MW: 228,12
g/mol) soliisyonu hazirlanir.

Renk Reaktifi Soliisyonu: 10 mL 5.3 M sodyum potasyum tartarat
soliisyonu ile 20 mL 96 mM 3,5-dinitrosalisilik asit soliisyonu karistirilir.
Maltoz Standardi: 10 mL %0,2 w/v maltoz standardi hazirlanir.

Enzim (pankreatik amilaz): Kullanmadan hemen oOnce, saf su iginde

hazirlanir.
icin izlenecek adimlar:

Acarbose standardi: Analiz oncelikle acarbose ile gerceklestirilip bir
acarbose standardi olusturulur. 20 pL acarbose/6rnek + 80 pL. enzim +
100 pL. substrat eklenip 25 °C 3 dk inkiibe edilir. Blank tiipiine acarbose
yerine tampon konur. 3 dk isitildiktan sonra tiiplere DNS c¢ozeltisi eklenir
ve 10 dk kaynatilir. Kaynadiktan sonra sogutulur ve 900 pL saf su eklenir.

540 nm’de ODs,, degeri okunur.

Inhibisyon yiizdesi ise (3.3)’de verilen denkleme gére hesaplanir (Wu ve ark.,

2020).

a-amilaz inhibisyon aktivitesi (%) =

[ (AbScontrol — Absblank-control) - (Abssample - Abssample—control)] x 100

(Abscontrol - Absblank-control)

(3.3)

35



3.3 istatistiksel Analiz

Tez calismasi kapsaminda tiim 6rneklerin 6lciimleri 3 paralelli olarak yapilmustir.
Analizler sonucu elde edilen datalar SPSS programi (IBM SPSS Statistics 25.0,
USA) araciligiyla degerlendirilmistir. Sicak su ve alkali ¢ozelti ekstraksiyonu ile
elde edilen polisakkaritlerin kendi i¢indeki Ozellik farklar1 Student’s t-testi ile
degerlendirilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklar ise tek yonlii ANOVA ile
degerlendirilmis ve kiyaslamalar icin %95 giiven araliginda Tukey post hoc testi

kullanilmistir. Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir.
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4

ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 FTIR Sonuclan

Polisakkaritlerin fonksiyonel gruplar1 {izerinden yapilan karakterizasyon
tespitinde en yaygin kullanilan yontemlerden biri Fourier Transform Infrared
(Kizilotesi) Spektroskopisi (FTIR)’dir. Spektroskopi, bir 6rnekte gelisen kimyasal
degisimler sirasinda yayilan veya absorplanan elektromanyetik 1sinimlarin
olciilmesi prensibine gore calisir. Olciim verileri, bilesenlerin gosterdikleri dénme,

titresim ve enerji degisimleri sonucu olusmaktadir (Yilmaz, 2015).

FTIR, bilinmeyen bitki ekstraktlarinin karakterizasyonunda ve tanimlanmasinda
degerli bir ara¢ oldugunu kanitlamistir. Saf bilesiklerin FTIR spektrumlari
kendilerine 6zeldir, benzersizdir ve bilesiklerin molekiiler parmak izi gibidirler.
Bilesigi bilinmeyen bir bitkinin spektrumu, spektrumu bilinen bilesiklerden olusan
bir kiitiiphane ile karsilastirilarak tanimlanabilir. FTIR icin numuneler cesitli
sekillerde hazirlanabilir (Sasidharan wvd., 2011). Polisakkaritlerdeki ana
fonksiyonel gruplar1 ayirt etmek icin FTIR kullanilmistir. Toz haldeki her bir

polisakkarit 6rnegi 4000-400 cm™ frekans araliginda 2 defa analiz edilmistir.

Analiz sonucu elde edilen FTIR spektrumlar1 Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5, 4.6,

4.7’de gosterilmistir.

Spektrumlarda goriilen 3600-3200 cm™, 3000-2800 cm™, 1400-1200 cm™ ve
1200-1000 cm™ araligindaki absorpsiyon bantlari, polisakkaritlerin karakteristik

absorpsiyon pikleridir (Wang vd., 2012).

iki farkli ekstraksiyonla elde edilen polisakkaritlerin yaklasik polisakkaritlerin
karakteristik absorpsiyonlarini agikca gosterdigi goriilmektedir. Ekstraksiyon
yontemleri arasinda biiyiik bir fark gbzlenmeyip, ayni yapraktan farkli yontemlerle
elde edilen polisakkaritlerin benzer fonskiyonel gruplara ait pikler verdikleri

spektrumlarda goriilmektedir.
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Polisakkaritler, polisakkaritlerin karakteristik zirvesi olan 3500 cm™ ve 3000 cm™
dalga boyunda genellikle genis ve genis bir germe titresimi absorpsiyon zirvesine

sahip olan biiyiik miktarda -OH icerirler (Huang ve Huang, 2020).

Polisakkaritlere ait spektrumda 3359 cm-' ve 3270 c¢cm’ arasinda kalan genis
Olclide yogun tepe noktasi, O-H'nin germe titresimlerini temsil etmektedir. Beyaz
lahana (Sekil 4.6) ve kale (Sekil 4.4) polisakkarit spektrumlarinda goriilen 2931
cm™ ve 2926 cm™’de bulunan zayif bantlar, C-H gerilme ve biikiilme titresimleriyle
iliskilendirilmistir (Karadag vd., 2019). Spektrumlar goériilen 2349 ¢cm™ ve 2361
cm’ arasini igine alan bolgenin, metil (CH3) ve metilen (CH2) fonksiyonel
gruplarindaki simetrik ve asimetrik C-H germe baglariyla ilgili bantlar oldugu

goriilebilir (Pop vd., 2013).

Karalahana (Sekil 4.1) polisakkaritine ait spektrumda 1707,66 cm™deki bolge

karboksilik iiriinlerin C-O germe titresimini temsil eder (Wang vd., 2012).

Spektrumlarda goriilen 1633,06 cm™, 1608 cm™, 1606 cm™ ve 1601 cm deki tepe
noktalarinin C = O asimetrik ve simetrik gerilme titresimleriyle iliskili oldugu
distiniilmektedir (Chen vd., 2020). 1400 cm™ ve 1430 cm™ arasini i¢ine alan bolge
simetrik bir C-O germe titresiminden kaynaklanir. Karboksil gruplarinin (COO—)
absorpsiyon tepe noktalari, tironik asidin varligini kanitidir (Sun vd., 2018). 1599
cm” ve 1537 ecm™ araliginda goriilen bantlar bir amin grubunun N-H deformasyon

titresimini temsil etmektedir (Chen vd., 2020).

Beyaz lahana (Sekil 4.6) polisakkaritine ait 1369 cmdeki bant C-OH
deformasyon titresimi ile iliskilendirilmektedir. 1300 cm™ ve 1000 cm™ arasini
icine alan boliime ait pikler genellikle flavonoidler ve fenolik asitlerdeki
fonksiyonel gruplarla iligkilidir ve bu gruplardan kaynaklanan C — O germe ve C-
OH biikiilmesini temsil eder. Karalahana (Sekil 4.1) polisakkaritine ait 1274 cm™
ve hardal (Sekil 4.7) polisakkaritine ait 1271 cm™ spektrumlar1 S = O siilfat
gruplarinin varhigini gosterir. Ebegiimecine (Sekil 4.3) ait 1247 cm™ civarindaki
absorpsiyon zirvesi, S-O asimetrik germe titresimine karsilik gelmektedir.
Spektrumlarda goriilen 1243 cme ve 1240 cm’ bantlarina ait pikler C-O-C

simetrik olmayan gerilme titresiminin bulundugu bélgedir (Chen vd., 2020).
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1400 ecm™ ve 1200 cm™ arasindaki tepe noktalar1 ayni1 zamanda C-H bantlarinin
karakteristik absorpsiyonlarina aittir. Seker pancarina (Sekil 4.2) ait spektrumda
1014,06 cm™ ve 1143,71 cm™ arasindaki genis bant C-O-H yan gruplarinin ve C-
O-C glikozidik bant titresiminin varligina atfedildi ve piran glikozitlerin
karakteristik absorpsiyon bantlarini temsil ettigi literatiir calismalarinca gosterildi

(Karadag vd., 2019).

1098 cm™ ve 1010 cm™ arasini i¢ine alan bolgedeki tepe noktalar1 C-O-H ve C-O-
C gerilme titresimleriyle baglantilidir (Chen vd., 2020). 1200 cm™ - 800 cm™ her
polisakarit icin tipiktir; bu bolgeye (C—-OH) yan gruplarinin gerilme titresimleri ve
(C-0-C) glikozidik bant titresimi ile ortiisen halka titresimleri hakimdir (Pop vd.,
2013).

673 cm’, 660 cm’ ve 601 cm’ noktalarina ait piklerin alkil-halojeniirlerin

gerilmesiyel ilgili oldugu bildirilmistir (Kavita vd., 2014).

500 cm™ ve 540 cm’ arasi polisakkaritlerde fosfat ester baginin karakteristik
absorpsiyon zirvesidir ve bu absorpsiyon zirvesi beyaz lahana polisakkaritleri haric¢

tlim diger polisakkaritlerde goriilmiistiir. (Huang ve Huang, 2020).
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Sekil 4. 1 Karalahana yapragindan sicak su ve alkali ekstraksiyonla elde edilen

polisakkaritlerin FTIR ile belirlenen spektrumlari
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Sekil 4. 2 Seker pancar1 yapragindan sicak su ve alkali ekstraksiyonla elde edilen

polisakkaritlerin FTIR ile belirlenen spektrumlari
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Sekil 4. 3 Ebegiimeci yapragindan sicak su ve alkali ekstraksiyonla elde edilen

polisakkaritlerin FTIR ile belirlenen spektrumlari
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Sekil 4. 4 Kale yapragindan sicak su ve alkali ekstraksiyonla elde edilen

polisakkaritlerin FTIR ile belirlenen spektrumlar
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Sekil 4. 5 Cibes yapragindan sicak su ve alkali ekstraksiyonla elde edilen

polisakkaritlerin FTIR ile belirlenen spektrumlari
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Sekil 4. 6 Beyaz lahana yapragindan sicak su ve alkali ekstraksiyonla elde edilen

polisakkaritlerin FTIR ile belirlenen spektrumlari
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Sekil 4. 7 Hardal yapragindan sicak su ve alkali ekstraksiyonla elde edilen

polisakkaritlerin FTIR ile belirlenen spektrumlari
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4.2 Polisakkarit Verimi

Yapraklardan iki farkli ekstraksiyon yontemiyle elde edilen polisakkaritlerin %
verimleri Tablo 4.1’de verilmistir. Elde edilen sonuclara gore en yiiksek
ektraksiyon veriminin %8,26 ile KE ile elde edilen ebegiimeci polisakkaritine ait
oldugu tespit edilmistir. AE yontemine ait ebegiimeci verimi %6,18 bulunmustur.
Ebegiimecinden KE ile elde edilen polisakkarit verimi alkali ekstraksiyona gore

daha yiiksektir. Ebegiimeci icin AE ile verimin diistiigii soylenebilir.

Tablo 4. 1 Ekstraksiyonlar sonucu elde edilen polisakkarit verimleri

Ornek KE verim (%) AE verim (%)
Hardal 3,87 4,90
Cibes 4,26 6,66
K.lahana 5,29 5,11
B.lahana 3,84 4,35
Kale 4,92 4,42
Ebegiimeci 8,26 6,18
S.pancar 4,90 4,41

Ebegiimecini sirasi ile %6,66 (AE) cibes, %6,18 (AE) ebegiimeci, %5,29 (KE)
karalahana, %5,11 (AE) karalahana izlemistir. En diisiik ekstraksiyon verimi ise
%3,4 ile sicak su ekstraksiyonu sonucu elde edilen beyaz lahanaya ait
polisakkaritte goriilmiistiir. Hardal, cibes ve beyaz lahanada alkali ekstraksiyon ile
polisakkarti verimi artarken; karalahana, kale, ebegiimeci ve seker pancarinda

alkali ekstraksiyon ile verim azalmistir.
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Samavati ve Manoochehrizade (2013) Malva sylvestris ile ilgili yaptiklar
calismada alkali esktraksiyon ile polisakkarit elde edip ekstraksiyon verimini
%8,377 olarak bulmuslardir ve bu deger bizim calismamizdaki degere oldukca

yakindir.

Chen ve arkadaslar1 (2020), yaptiklar1 c¢alismada zencefil saplari ve
yapraklarindan 4 farkl ekstraksiyon yontemiyle polisakkarit (GSLP) elde edip
verim, kimyasal bilesim, yap1 6zellikleri, hipoglisemik ve antioksidan aktivite
ozelliklerini karsilastirmiglardir. GSLP'yi elde etmek icin sicak su ekstraksiyonu
(HWE), ultrason destekli ekstraksiyon (UAE), alkali soliisyon ekstraksiyonu (ASE)
ve enzim destekli ekstraksiyon (EAE) dahil olmak iizere dort ekstraksiyon yontemi
kullanilmslar. Elde edilen veriler sonucu en yiiksek ekstraksiyon verimini %11,38
ile alkali soliisyon ekstraksiyonunun gosterdigini bildirmislerdir. Calismada HWE
verimi %6,38, UAE verimi %8,29, EAE verimi ise %8,13 olarak bulunmustur.
Baska bir calismada zeytin yapragindan sicak su yontemi ekstraksiyonu ile elde

edilen polisakkarit verimi %7,20 olarak tespit edilmistir (Khemakhem vd., 2017).

Yesil caydan ultrason destekli ekstraksiyon ile elde edilen polisakkarit verimi
%4,65 olarak bulunmustur. Ultrason destegi olmadan aymi sartlar altinda

veriminin %1,83 diizeylerine diistiigii belirtilmistir (Karadag vd., 2019).

Leonurus cardiaca L. yapragindan alkali ekstraksiyon ile elde edilen polisakkarit

verimi %9,17 olarak tespit edilmistir (Tahmouzi ve Ghodsi, 2014).

Kirmizi ve kahverengi alglerden polisakkarit elde edilen bir calismada polisakkarit
ekstraksiyonu icin soguk ve sicak su kullanilmis. Kirmizi alglerin polisakkarit
verimi soguk su icin %2,87, sicak su icin %6,46 bulunurken kahverengi alglerin
polisakkarit verimi soguk su icin %2,14, sicak su icin %3,89 olarak bulunmustur

(Abou Zeid vd., 2014).

Onceki arastirmalar, sicakhigin arttirilmasiyla bitki dokusunun yapisinin sismeye
ve parcalanmaya devam edebilecegini, dolayisiyla numunenin islanmasiya birlikte
¢oziiciilerin penetrasyonunu iyilestigini gostermistir. Bitki matrisi ve cevreleyen
ortam arasindaki kiitle transferindeki artis, polisakkaritlerin difiizyonunu ve

ekstraksiyon verimini artiracaktir (Ying vd., 2011).
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Galismamiz ve literatiirde gecen calismalar g6z oniine alindiginda ekstraksiyon
verimini bitki cesidi, ekstraksiyon yOntemi, ekstraksiyon kosullari gibi bircok

faktoriin etkiledigi sOylenebilir.
4.3 Antioksidan Aktiviteleri ve Toplam Fenolik Madde Miktar

Yenilebilir yapraklardan sicak su ve alkali ¢ozelti ekstraksiyonu ile elde edilen
polisakkaritler DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC ve toplam fenolik madde miktari
(TFFM) analizlerine tabi tutulmustur. KE ve AE ile elde edilen polisakkaritlere ait

analiz sonuclarina ait veriler Tablo 4.2’de verilmistir.

Tablo 4.2’deki sonuclara bakildiginda KE ile elde edilen yaprak polisakkaritlerinin
farkli radikallere karsi antioksidan aktivitelerinin degiskenlik gosterdigi
goriilmektedir. DPPH yontemine gore en yiiksek aktiviteye sahip polisakkaritin
413,05+5,66 mg TE/g ile hardal oldugu goriilmektedir. Bunu sirasiyla cibes
(298,54+15,86 mg TE/ g), karalahana (296,94+4,53 mg TE/g), beyaz lahana
(284,92+5,66 mg TE/g) ve kale (249,68+7,92 mg TE/g) izlemektedir.

ABTS yontemine gore ebegiimeci (35,61+0,40 mg TE/ g), FRAP yontemine gore
beyaz lahana (15,08+0,13 mg TE/ g), CUPRAC yontemine gore ise kale
(78,83+3,47 mg TE/g) en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Hardal DPPH
yonteminde en yiliksek aktiviteyi gosterirken CUPRAC yoOnteminde en diisiik
aktiviteyi gostermistir. Beyaz lahana FRAP yonteminde en yiiksek aktiviteyi
gosterirken ABTS yonteminde en diisiik aktiviteyi gostermistir. Ayni sekilde kale
CUPRAC yonteminde en yiiksek aktiviteyi gosterirken FRAP yonteminde en diisiik
aktiviteyi gostermistir. Tim antioksidan aktivite analiz yontemleri arasindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark oldugu tespit edilmistir. KE ile elde edilen
polisakkaritlerin toplam fenolik madde miktar1 sonuclarina bakacak olursak KE ile
elde edilen polisakkaritlerden toplam fenolik madde agisindan en yiiksek miktarin
ebegilimecinde (8,93+0,25 mg GAE/ g) bulundugu goriilmektedir. Bunu sirasiyla
seker pancar1 (7,19+0,14 mg GAE/g), kale (6,09+0,00 mg GAE/g), karalahana
(5,19+0,00 mg GAE/g) ve hardal (3,84+0,35 mg GAE/g) takip etmektedir.
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Tablo 4. 2 Yapraklardan sicak su (KE) ve alkali ekstraksiyon (AE) ile elde edilen polisakkaritlerin toplam fenolik madde ve toplam

antioksidan aktiviteleri

DPPH (mg TE/ g)

ABTS (mg TE/ g")

FRAP (mg TE/ g')

CUPRAC (mg TE/ g")

TFMM (mg GAE/ g')

Ornek
AE KE AE KE AE KE AE KE AE KE

Hardal | 378,62+11,33%% | 413,05+5,66%° | 12,63+0,10% | 12,20+0,40% | 6,58+0,26™% | 13,5240,52°7 | 30,14+1,49°% | 48.38+3,06" | 3,15+0,07% |3,84+0,35°"
Cibes 305,75+3,40°% | 208,54+15,86™ | 16,08+0,20% | 10,37+0,20% | 2,63x0,13%% | 3,78+0,52°Y | 41,5121,73% | 63,78=504"" | 4,37+0,04°% | 2,83+0,35'"
Klahana | 221,66+9,06™ | 206,94+4,53°Y | 18,1120,30™ 17,542,389 | 0,70+0,26 | 4,79+0,30%" | 2576074 | 62,73=x4,46"" | 3,0723,16% |5,19+0,00%
Blahana | 273714566 | 284,92+566°F | 13,05+0,30% | 6,58=0,40" | 3,180,399 | 15,08+0,13%Y | 55,87+3,71%% | 51,88+0,00% | 5,17+0,04° | 2.93+0,21™"
Kale 4388+ ,27% | 249,68+7,02 | 14,731,199 | 20,35+0,40% | 7,00+0,78°% | 1,2120,56" | 55,73+4,46°% | 78,83+3,47%F | 4,99+0,00°X | 6,09+0,00°
Ebegiimeci | 239,28+6,80%% | 49,48+566% | 27,04+0,60%% | 35,610,407 | 12,32+0,97% | 9,56=0,45" | 50,44+347%X | 50,44+3.47% | 7,15+0,35°% |8,93+0,25°"
S.pancart | 246,49+566%% | 31,87+3,40°0 | 18,67+1,00°% | 24,70+0,60°" | 5,06=0,45% | 3,070,789 | 31,36+2,23%% | 54,68+2,07 | 6,630,042 |7,19+0,14"

g ekstrakt (suda ¢Oziiniir polisakkarit) tizerinden hesaplanan degerdir.




Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Aym siitunda belirtilen farkli harfler (a-f)
p=<0.05 seviyesinde ornekler arasinda anlamli bir fark oldugunu gosterir. Ayni satirda belirtilen
farkli harfler (X-Y) ise ayni 6rnek icin ekstraksiyon yontemi arasinda anlaml bir fark oldugunu
gosterir (p<0.05)

Sonuclara bakildiginda alkali cozelti ekstraksiyonu ile elde edilen yaprak
polisakkaritlerinin farkli yontemlere karsi antioksidan aktivitelerinin degiskenlik
gosterdigi goriilmektedir. DPPH yontemine gore en yiiksek aktiviteye sahip
polisakkaritin yine hardal (378,62+11,33 mg TE/g) oldugu goriilmektedir. Bunu
sirasiyla cibes (305,75+3,40 mg TE/g), beyaz lahana (273,71+5,66 mg TE/g),
seker pancar (246,49+5,66 mg TE/g) ve ebegiimeci (239,28+6,80 mg TE/g)
takip etmektedir. ABTS ve FRAP yOntemine gore ebegiimeci (27,04%=0,60 mg
TE/g, 12,32+0,97 mg TE/g), CUPRAC yontemine gore ise beyaz lahana
(55,87+3,71 mg TE/g) en yiikksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Tiim
antioksidan aktivite analiz yontemleri arasindan istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugu tespit edilmistir. Genel olarak bakildiginda alkali ekstraksiyon sonucu
polisakkaritlerin antioksidan aktivitelerinde azalma oldugu goriilmektedir. AE ile
elde edilen polisakkaritlerin fenolik sonuclarina baktigimizda polisakkaritlerden
toplam fenolik madde miktar1 en yiiksek olanin yine ebegiimeci (7,15+0,35 mg
GAE/ g) oldugu goriilmektedir. Bunu sirasiyla seker pancar1 (6,63+0,04 mg
GA/g), beyaz lahana (5,17+0,04 mg GAE/g), kale (4,99+0,00 mg GAE/g) ve
cibes (4,37+0,04 mg GAE/g) takip etmektedir. AE sonucu cibes ve beyaz
lahananin fenolik madde miktarinda artis goriiliirken hardal, karalahana, kale,
ebeglimeci ve seker pancaranin fenolik madde miktarinda azalma oldugu
goriilmiistiir. Iki ekstraksiyon yonteminde de yaprak polisakkaritlerinin fenolik

madde icerigi arasinda anlamli bir fark bulunmustur.

Aymi oOrnekler icin ekstraksiyon yontemi arasindaki iliski ise T testi ile
degerlendirilmistir. Ebeglimecinde CUPRAC igin ekstraksiyon yontemleri
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degilken diger yontemlerde 6nemlidir.
Kalede tiim Olctim metotlar icin ekstraksiyon yontemleri arasindaki farkin 6nemli,
karalahanada ABTS ve TFMM icin fark énemli degilken DPPH, FRAP ve CUPRAC
metotlarinda 6nemli oldugu tespit edilmistir. Beyaz lahanada CUPRAC icin
ekstraksiyon yontemleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli degilken diger
yontemlerde 6nemlidir. Cibes polisakkaritlerinde ABTS, FRAP, CUPRAC ve fenolik
madde acisindan ekstraksiyon yontemleri arasinda istatistiksel olarak goriilen
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farkin 6nemli oldugu tespit edilmistir. DPPH acisindan fark 6nemli degildir.
Hardal polisakkaritlerinde DPPH, FRAP, CUPRAC ve fenolik madde miktar
agisindan ekstraskiyon yontemleri arasinda istatistiksel olarak goriilen farkin
onemli oldugu tespit edilmistir. ABTS icin fark onemli degildir. Seker pancari
polisakkaritlerinde tiim metotlar acisindan ekstraksiyon yontemleri arasindaki

farkin istatistiksel olarak énemli oldugu bulunmustur.

Kale yapragina ait ABTS degeri literatiirdeki calismalarla benzerlik
gostermektedir. Yapilan bir calismada kale yapraginin alkali ekstraksiyon sonucu

ABTS degeri 14,93 mg TE/g olarak bulunmustur (Zhou ve Yu, 2006).

Yapilan bir calismada zencefil yapraklarindan farkli ekstraksiyon yontemleriyle
polisakkarit ekstrakte edilmistir. In vitro hipoglisemik aktivite ve antioksidan
aktivite deneyleri, alkali yontemle elde edilen polisakkaritlerin biyolojik
kapasitelerinin diger yontemlerle ekstrakte edilen polisakkaritlerden daha iistiin
oldugunu gostermistir. Ek olarak, alkali polisakkaritler daha iyi biyolojik aktivite
sergilemistir (Chen vd., 2020). DellaGreca ve arkadaslar1 (2009) tarafindan
yapilan calismada, Malva sylvestrisden elde edilen ekstraktinin antioksidan
kapasitesi DPPH ile belirlenmis calismada Malva sylvestrisin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu goriilmistiir. Polisakkaritlerin farkli antioksidan
yontemlerinde  farkli  aktivite  gostermesi; antioksidanlarin  reaksiyon
mekanizmalarinin degisiklik gostermesi, farkli radikallere karsi reaksiyon
mekanizmalarinin farkli olmasi, tim bu antioksidan aktiviteyi 0lcen metotlarin

farkli reaksiyon ve kosullara bagli olmasiyla aciklanabilir (Oztan, 2006).

Cheng ve arkadaslarn (2013) Epimedium acuminatum bitkisinin yapragindan
biyoaktif polisakkaritleri izole etmek icin sicak su, ultrasonik destekli, enzim ve
mikrodalga destekli ekstraksiyonlar1 karsilastirmis ve elde edilen dort
polisakkaritin benzer fizikokimyasal Ozelliklere sahip oldugunu kesfetmistir.
Bununla birlikte, sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen polisakkaritlerin
antioksidan aktivitesinin, diger yontemlerle izole edilenlerden daha giiclii oldugu

goriilmiistiir.
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igde bitkisiyle yapilan calismada yaprak kismimna ait DPPH ve ABTS degerleri
sirasiyla 3,6 mg TE/g ve 5,33 mg TE/g olarak bulunmustur. Meyve kismina ait
DPPH degeri 30,53 mg TE/g, ABTS degeri ise 38,68 mg TE/g olarak tespit
edilmistir. I§de yapragindan alkali ekstraksiyon ile elde edilen polisakkaritin
toplam fenolik madde miktar1 %3,62 mg GAE/g olarak tespit edilmistir. Yine ayni
calismada igde bitkisinin meyvesine ait fenolik madde miktar1 ise %18,32 mg
GAE/g olarak bulunmustur. Sonu¢ incelendiginde fenolik iceriginin ayn1 bitkinin

farkli boliimlerinde bile degisebilecegi belirtilmistir (Berktas ve Cam, 2020).

Jasminum officinale yapraklar1 ile yapilan c¢alismada yapraklarin sulu
ekstraktlarinin toplam fenolik madde icerigini degerlendirmislerdir. Jasminum
officinalée ait toplam fenolik madde miktar1 104,02 mg GAE/g olarak
bulunmustur (Dubey vd., 2016).

Primula verisin cicek, yaprak ve kokleri alkali ekstraksiyon ile ekstrakte edilmis
ve ekstraktlarin toplam fenolik madde icerigi ve antioksidan aktiviteleri
incelenmistir. Calisma sonucu, ekstraktlarin 6nemli miktarda fenolik icerige ve
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Yapraklar icin fenolik madde
miktar1 136-159 mg GAE/L, DPPH inhibisyonu % 16,0-17 bulunmustur (Lupitu
vd., 2018).

4.4 Diger Biyoaktif Bilegikler

Polisakkaritlerin karbonhidrat, protein ve iironik asit analizleri gerceklestirilmis
ve sonuclar % olarak verilmistir. Tablo 4.3’de sicak su ekstraksiyonu
polisakkaritlerinin analiz sonuglar1 gosterilmektedir. Elde edilen sonuclara gore
en yiiksek karbonhidrat miktar1 beyaz lahanaya (%48,55+5,97), en yiiksek
protein miktar1 seker pancarina (%1,53+0,38), en yiiksek {ironik asit miktari
seker pancarina (%23,92+2,37) aittir. Polisakkaritlerin karbonhidrat, protein ve

tironik asit miktarlar1 arasindaki farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir.
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Tablo 4. 3 Yapraklardan sicak su (KE) ve alkali ekstraksiyon (AE) ile elde edilen
polisakkaritlerin karbonhidrat, protein ve tironik asit aktiviteleri g/100

g ekstrakt (suda ¢oziintir polisakkarit)

g/100 g ekstrakt (suda ¢oziiniir polisakkarit)

Karbonhidrat Protein Uronik asit

Ornek AE KE AE KE AE KE

X

Hardal 8,31J_r1,36fX 9,5410,34fX 0,9210,28bX 0,7310,23bc 4,2410,14fX 7,4010,28dY

dX dx dy

Cibes 18,55t0,14c1X 23,18i0,77CY 0,451”0,14C 0,92i0,23bX 17,01+2,90 5,87+0,43

Klahana |11,64+028%|13,31+072%Y | 0.28+0,03% | 0,36+0,04 | 9,12+0,17°% | 10,95+0,00

Y

B.lahana 56,07i2,68bX 48,5515,97aX 1,3610,17aX 0,6410,06bC 46,2010,95aX 23,3812,093Y

dX Y X bX

Kale 13,64i0,60eX 15,6710,72ClY O,SZiO,OOC 0,6210,04bC 17,5911,74d 15,96+2,11

Ebegiimeci 26,63i2,68CX 15,8910,90dY 0,6310,00CX 0,9410,03‘DY 32,01t1,57bX 10,6711,00CY

bX

§.pancari 60,29t3,75aX 27,98i1,73bY 1,15i0,00a 1,5310,38aX 20,831“1,71(:X 23,921“2,37aX

Sonuclar ortalama = standart sapma olarak verilmistir. Ayni siitunda belirtilen farkli harfler
p=<0.05 seviyesinde ornekler arasinda anlaml bir fark oldugunu gosterir. Ayni satirda belirtilen
farkli harfler (X-Y) ise ayni 6rnek icin ekstraksiyon yontemi arasinda anlamli bir fark oldugunu
gosterir (p<0.05)

Alkali c¢oOzelti ekstraksiyonu polisakkaritlerinin analiz sonuglar1 verilmistir.
Sonuglara gore en yiiksek karbonhidrat miktarinin seker pancarina
(%60,29+3,75), en yiiksek protein miktarinin beyaz lahanaya (%1,36+0,17), en
yliksek iironik asit miktarinin beyaz lahanaya (%46,20+0,95) ait oldugu
goriilmektedir. Polisakkaritlerin karbonhidrat, protein ve {ironik asit miktarlari
arasindaki farkliligin anlamli oldugu tespit edilmistir. Aymi1 ornekler icin
ekstraksiyon yontemi arasindaki iliski ise T testi ile degerlendirilmistir. Hardalda

tironik asit icin ekstraksiyon yontemleri arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli
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iken karbonhidrat ve proteinde 6nemli degildir. Karalahana ve ebegiimecinde
yontemler arasindaki farkin istatistiksel olarak oOnemli oldugu gorilmiistiir.
Cibeste karbonhidrat ve iironik asit, beyaz lahanada protein ve tironik asit, kalede

karbonhidrat ve protein, seker pancarinda karbonhidrat icin fark énemlidir.

Alkali ekstraksiyon ile beyaz lahana polisakkaritlerinin karbonhidrat, protein ve
tironik asit miktarlar sicak su ekstraksiyonuna kiyasla artis gostermistir. Seker
pancari ve ebegiimecinin karbonhidrat miktarlar1 artis gosterirken diger
orneklerinki azalis gostermistir. Polisakkartlerin protein miktarlarinin alkali
ekstraksiyon sonucu azaldigi tespit edilmistir. Cibes, beyaz lahana, kale ve
ebeglimecinin {ironik asit miktarlar1 artarken hardal, karalahana ve seker

pancarinin azalm1§tlr.

Zeytin yapragindan sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen polisakkaritte protein
icerigi Bradford yontemine gore, toplam karbonhidrat ise fenol siilfiirik asit
kolorimetrik yontemine gore belirlenmis. Protein icerigi %1,07 karbonhidrat

icerigi ise %92,48 olarak bulunmustur (Khemakhem vd., 2018).

Cyclocarya paliurus bitkisini yapragindan sicak su ekstraksiyonu ile elde edilen
polisakkaritte protein icerigi %9,26+0,24, tironik asit icerigi ise %23,5+1,05
olarak bulunmustur (Xie vd., 2013). Uronik asit icerigi bizim calismamizdaki

seker pancari ve beyaz lahana ile benzerlik gostermektedir.

Yine Cyclocarya paliurus bitkisinin baska bir tiirii olan ve Cin’de saglik ¢ay1 olaak
adlandirilan  Cyclocarya paliurus (Batal.) Iljinskaja bitkisinden sicak su
ekstraskiyonu ile elde dilen polisakkaritlerin karbonhidrat icerigi %79,6, {ironik

asit icerigi %20,2, protein icerigi ise %8,44 olarak bulunmustur (Xie vd., 2010).

Yapilan bir ¢calismada Rosa roxburghii Tratt meyvesinden alkali ekstraksiyon ile
suda ¢oOzilinebilir polisakkaritler elde edilmis ve biyoaktif 6zellikleri incelenmis.
Galisma sonucu iironik asit icerigi %14.78 = 0.06, karbonhidrat icerigi
%63.79+0.73 ve protein icerigi %4.10 + 0.58 olarak tespit edilmis (Wang vd.,
2018).
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4.5 a-glukozidaz Aktivitesi Tayini

Bitkilerin antidiyabetik aktiviteleri a-glukozidaz aktivitesi % inhibisyon olarak
hesaplanmustir.

Analiz sonuclarina gore her iki ekstraksiyon yontemi icin de polisakkarit
konsantrasyonu arttikca o-glukozidaz enzimi {iizerinde inhibe etme ozelligi
artmistir. Ancak sicak su ekstraskyionunda 4 mg/mlL konsantrasyondaki
ebegiimeci polisakkaritinin 2 mg/mlL’deki konsantrasyona gore inhibisyon 6zelligi
azalmistir. Sicak su ekstraksiyonuna bakildiginda genel olarak en yiiksek
inhibisyonu ebegiimeci polisakkariti gostermistir. En diisiik inhibisyon ise seker
pancarinda goriilmiistiir. Konsantrasyonlar arasindaki farkin istatistiksel olarak

anlaml oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.8).

Sicak su ekstraksiyonu

60 B Seker pancart Ehardal [ebegiimeci M acarbose

o

50 a
T

40

20

10

a- glukozidaz aktivitesi inhibisyonu (%)
—
N
~
3

konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4. 8 Sicak su ektraksiyonu ile elde edilen polisakkaritlerin a-glukozidaz
aktivitesi sonucu
Ayni konsantrasyon degerinde gosterilen farkli harfler 6rnekler arasindaki farkin istatistiksel

olarak 6nemli oldugunu (p=<0.05) gosterirken, ayn1 harfler ise 6rnekler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (p>0,05) olmadigini géstermektedir.

Alkali ekstraksiyon ile elde edilen polisakkaritlerin a-glukozidaz enzimi iizerinde
inhibe etme o6zelliklerinin klasik ekstraksiyona kiyasla daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. Seker pancari polisakkariti digerlerine kiyasla daha diisiik inhibisyon

ozelligi gostermistir. 5 mg/mL, 4 mg/mL, 2 mg/mL ve 1 mg/mL
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konsantrasyonlardaki fark istatistiksel olarak Onemliyken, 0,5 mg/mL

konsantrasyondaki fark istatistiksel olarak onemli degildir (Sekil 4.9).

Alkali cozelti ekstraksiyonu
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Sekil 4. 9 Alkali ektraksiyon ile elde edilen polisakkaritlerin a-glukozidaz aktivitesi
sonucu
Ayni konsantrasyon degerinde gosterilen farkli harfler 6rnekler arasindaki farkin istatistiksel

olarak 6nemli oldugunu (p=<0.05) gosterirken, ayn1 harfler ise 6rnekler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (p>0,05) olmadigini géstermektedir.

Igde bitkisiyle yapilan calismada meyve ekstraktlarinin a-glukozidaz enzimi
lizerinde inhibe etme potansiyelinin oldugu, aksine yapraklarin a-amilaz enzimine
kars1 inhibitér aktivite sergilemedigi goriilmiistiir. igde bitkisinin sahip oldugu bu
antidiyabetik 06zellik sahip oldugu fenolik bilesiklerin hidroksil gruplariyla
iligkilendirilebilir (Berktas ve Cam, 2020).

Yesil cayla yapilan calismada doza ve ekstraksiyon metoduna bagli olarak yesil cay
polisakkaritinin a-glukozidaz enzimi inhibisyonu incelenmis. Polisakkarit
konsantrasyonu arttikca a-glukozidaz enzimi tizerinde inhibe etme 6zelligi artmis.
Ayrica ekstraksiyon yonteminin a-glukozidaz inhibe edici aktivite tizerinde 6nemli
bir etkisi oldugu belirtilmis. Ultra ses destekli esktraksiyon ile ekstrakte edilen ham
polisakkaritler, klasik sicak su ile elde edilen polisakkaritlere kiyasla daha diisiik

inhibe edici aktivite gostermis (Karadag vd., 2019).
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Mallotus furetianus bitkisinden etanol ekstraksiyonu ile elde edilen
polisakkaritlerin a-glukozidaz enzimi inhibisyonu incelenmis ve konsantrasyon
arttikca inhibisyonun arttig1 goriilmiistiir. Maksimum inhibisyon degeri yine

akarbozdan diisiik citkmistir (Chen vd., 2019).
4.6 «-amilaz Aktivitesi Tayini

Bitkilerin antidiyabetik aktiviteleri o-amilaz aktivitesi % inhibisyon olarak

hesaplanmustir.

Analiz sonuclarina gore her iki ekstraksiyon yontemi icin de polisakkarit

konsantrasyonu arttikca a-amilaz enzimi {izerinde inhibe etme 6zelligi artmistir.

Sicak su ekstraksiyonu sonuclarina bakildiginda bakildiginda 5 mg/mlL, 1 mg/mL
ve 0,5 mg/mlL’de en yiiksek inhibisyonu seker pancari gostermistir. 4 mg/mL ve 2
mg/ml’de en yiiksek inhibisyonu hardal polisakkariti gostermistir. Genel olarak
en diisiik inhibisyon ebegiimecinde goriilmiistiir. Konsantrasyonlar arasindaki

fark istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10 Sicak su ektraksiyonu ile elde edilen polisakkaritlerin a-amilaz
aktivitesi sonucu

Ayn1 konsantrasyon degerinde gosterilen farkli harfler 6rnekler arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu (p=<0.05) gosterirken, ayni harfler ise 6rnekler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (p>0,05) olmadigin1 géstermektedir.
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Alkali ¢ozelti ekstraksiyonu
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Sekil 4. 11 Alkali ektraksiyon ile elde edilen polisakkaritlerin a-amilaz aktivitesi
sonucu

Ayni konsantrasyon degerinde gosterilen farkli harfler 6rnekler arasindaki farkin istatistiksel
olarak 6nemli oldugunu (p<0.05) gosterirken, ayn1 harfler ise 6rnekler arasinda istatistiksel olarak
onemli bir fark (p>0,05) olmadigini gostermektedir.

Alkali ekstraksiyon sonuclarina bakildiginda tiim konsantrasyonlar icin en yiiksek
inhibisyon seker pancarinda, en diisiik inhibisyon ebegiimecinde goriilmiistiir.

Konsantrasyonlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 4.11).

Genel olarak antidiyabetik analiz sonuclarina bakildiginda polisakkaritlerin o-
amilaz inhibisyonu a-glukozidaz inhibisyonuna gore daha disiik aktivite
gostermistir. Hem a-glukozidaz hem de a-amilaz icin inhibisyonun doza bagimh

oldugu tespit edilmistir.

Momordica charantiabitkisinden elde edilen polisakkaritlerin a-amilaz inhibisyon
aktivitesi incelenmis. a-amilaz inhibisyon aktivitesinin doza bagl oldugu ve
konsantrasyonun artmasiyla aktivetinin arttig1 tespit edilmistir. 6,69 mg/ml’de
%50 inhibisyon gosterirken 10 mg/mlL’de yiiksek deger olan %89,1 ile miitkemmel

a-amilaz inhibisyon aktivitesi gostermistir (Tan ve Gan, 2016).

Wang ve ark. (2010), Camellia sinensis bitkisinin yapragi ve ciceklerinden farkli
yontemlerle polisakkarit elde edip  a-glukozidaz ve a-amilaz inhibisyon
aktivitelerini incelemisler. a-amilaz inhibisyonu tiim ekstraksiyonlar icin «-

glukozidazdan daha diisiik aktivite gostermis.
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S

SONUGC VE ONERILER

Galismamizda yenilebilir yapraklara uygulanan iki farkli ekstraksiyon yontemi ile
elde edilen suda coziinen polisakkaritlerin verim, antioksidan aktivite, fenolik
madde miktari, karakterizasyon, protein, karbonhidrat, iironik asit ve
antidiyabetik Ozellikleri incelenmistir. Ekstraksiyon sonucu en yiiksek verimi
%8,26 ile sicak su ekstraksiyonu sonucu elde edilen ebegiimeci polisakkariti
vermistir. Alkali ekstraksiyon sonucu karalahana, kale, ebegiimeci ve seker
pancarinda verimin azaldig1 gozlenmistir. Hardal, cibes ve beyaz lahanada ise
alkali ekstraksiyon sonucu polisakkarit verimi artmistir. Alkali ekstraksiyonun
ekstraksiyon verimini kismen disiirdiigli ancak verimin yapragin cinsine,
ozelliklerine gore degisiklik gosterebilecegi soylenebilir. Antioksidan aktivite
sonuclarina bakildigindan KE yonteminde DPPH yOntemi icin en yiiksek aktiviteye
sahip polisakkaritin 413,05+5,66 mg TE/ g ile hardal oldugu tespit edilmistir.
ABTS yontemine gore ebegiimeci (35,61+0,40 mg TE/ g), FRAP yOntemi icin
beyaz lahana (15,08+0,13 mg TE/ g), CUPRAC icin ise kale (78,83+3,47 mg
TE/g) en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. AE yonteminde DPPH
yontemi i¢in en yiiksek aktiviteye sahip polisakkaritin yine hardal (378,62+11,33
mg TE/g) oldugu bulunmustur. ABTS ve FRAP yontemi icin ebegiimeci
(27,04+£0,60mg TE/g, 12,32+0,97 mg TE/g), CUPRAC yontemine gore ise beyaz
lahana (55,87+3,71 mg TE/g) en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Farkli
yapraklardan elde edilen polisakkaritler, antioksidan yontemlerinde farkl aktivite
gostermistir. Bu durum polisakkaritlerin farkli radikallere karsi reaksiyon
mekanizmalarinin farkli olmasiyla aciklanabilir. AE sonucu cibes ve beyaz
lahananin fenolik madde miktarinda artis goriiliirken hardal, karalahana, kale,
ebeglimeci ve seker pancaranin fenolik madde miktarinda azalma oldugu
goriilmiistiir.  Alkali ekstraksiyon ile beyaz lahana polisakkaritlerinin
karbonhidrat, protein ve iironik asit miktarlar1 sicak su ekstraksiyonuna kiyasla
artig gostermistir. Seker pancari ve ebegiimecinin karbonhidrat miktarlar1 artis

gosterirken diger orneklerinki azalis gostermistir. FTIR spektrofotometresi ile
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yapilan  karakterizasyonda elde ettigimiz polisakkaritlerin = gosterdigi
absorpsiyonlarin polisakkaritlerin karakteristik absorpsiyon pikleri oldugu tespit
edilmistir. KE ve AE yontemine ait spektrumlar benzer pikler vermistir. Elde edilen
polisakkaritlerin a-glukozidaz inhibisyon aktivitelerine bakildiginda akarboz ile
karsilastirilabilir degerler belirlenmis ve KE yonteminde en yiiksek inhibisyon
ebegiimeci ekstraktinda gortilmistiir. AE yonteminde ise hardal en yiiksek
inhibisyonu gostermistir. Hem ebegiimeci hem de hardal ekstrakti icin 5 mg/mL
konsantrasyonda enzim inhibisyonunun yaklasik %50 oldugu ve bu degerin
akarbozdan 6nemli Olciide farkli olmadig: tespit edilmistir. AE ile polisakkaritlerin
a-glukozidaz enzimi {izerinde inhibe etme 06zelligi artmistir. a-amilaz inhibisyon
aktivitesine bakildiginda KE ve AE yonteminde seker pancari en yiiksek
inhibisyonu gostermistir. Ebegiimeci her iki yontem icinde en diisiik a-amilaz
inhibisyonu gostermistir. Genel olarak a-amilaz inhibisyon aktivitesi a-
glukozidaza gore daha diisiik cikmistir. Yenilebilir yapraklarin sicak su ekstraktlar
antioksidan aktivite analizleri agisindan daha yiiksek sonuclar verirken, alkali
ekstraktlar1 daha iyi antidiyabetik Ozellikler gostermistir. Sonuclara bakacak
olursak ekstraksiyon yonteminin a-amilaz ve a-glukozidaz inhibisyonu tizerinde
etkili oldugu goriilmiistiir. Analizler sonucu polisakkaritlerin gosterdigi farkl
sonuclar1 goz oOniine alarak, polisakkaritlerin biyoaktif 6zelliklerininin tek bir
faktor tarafindan degil cesitli faktorlerin birlesik etkisi ile kontrol edildigi
sOylenebilir. Yaptigimiz bu c¢alisma sonucu yenilebilir yapraklardan elde edilen
suda ¢Ozilinlir polisakkaritlerin basta antioksidan ve antidiyabetik 6zellik olmak
lizere biyoaktif ozelliklere sahip oldugu tespit edilmistir. Polisakkaritlerde tespit
edilen insan saghgina yararli biyoaktif bilesenler farkli alanlarda
degerlendirilebilir. Polisakkaritlerin a-glukozidaz ve a-amilaz enzimlerini inhibe
edici 6zellik gostermesi diyabet hastaliginda yiikselen kan sekerini dengelemek
acisindan onemlidir. Bu yapraklarin sahip olduklari biyoaktif bilesenler sayesinde
fonksiyonel gidalarin hazirlanmasinda veya dogal antioksidan olarak kullanim
acisindan onemli potansiyele sahip oldugu goriilmiistiir. Elde edilen analiz
sonuglar1 dikkate alindiginda iki ekstraksiyon yonteminin de polisakkarit

ekstraksiyonu icin iyi birer alternatif olabilecegi sdylenebilir.
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