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Bu calismada hambeles (Myrtus communis L.) meyvesinin toplam fenol,
toplam flavonoid ve toplam antioksidan miktar1, diyabette anahtar konumda olan a-
glikozidaz ve a-amilaz (zerine inhibisyon etkisi ve antimikrobiyel aktivitesi gibi
biyoaktif 6zellikleri incelenmistir. Su, metanol, etil asetat ve hekzan kullanilarak elde
edilen 6zutlerin toplam fenol miktar1 gallik asite esdeger olarak 5.1-45.2 mg/g arasinda
degisirken, toplam flavonoid miktar: katesine esdeger olarak 2.3-11.6 mg/g arasinda
degisiklik gostermistir. En yiksek toplam fenolik madde ve toplam flavonoid sulu
Ozutte bulunmustur.

Meyve 0zUtlerinin antioksidan kapasiteleri, serbest radikal giderici yontemine
gore (DPPH) ECso: 0.52-16.49 mg/mL arasinda degisirken, indirgeme giicl kapasitesi
yonteminde (FRAP) ise 39.5-173.2 mmol/L arasinda degismistir. En gucli antioksidan
etki sulu ozutte gdzlenmistir. a-glikozidaz inhibisyonu ICs, cinsinden 0.7-44.7 pg/mL
arasinda farklilik gosterirken, a-amilaz inhibisyonu ise 1Csq: 8.7-44.92 pg/mL arasinda
degismistir. a-glikozidazi inhibe etmede sulu 6zt en etkli (0.7 pg/mL) iken, a-amilaz
inhibisyonunda metanolli 6zit en etkili (8.7 pug/mL) olmustur.

Hambeles meyve 6zitlerinden sadece metanolli 6zit antimikrobiyel aktivite
gostermistir. Metanolli 6zitun disk diflizyon ydnteminde olusan zon cap: 15.5 mm
(Escherichia coli) ve 12.5 mm (Staphylococcus aureus) olmustur. Minimun inhibe
edici konsantrasyon (MiK) yénteminde MIK degeri her 2 bakteri icin 9.58 mg/mL
olmustur.

Anahtar kelimeler: Hambeles (Myrtus communis L.) meyvesi, toplam fenol,
flavonoid, antioksidan aktivite, o-glikozidaz ve o-amilaz
inhibisyonu, antimikrobiyel aktivite
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The bioactive properties of myrtle (Myrtus communis L.) in terms of total
phenol, flavonoid content, antioxidant, inhibitory effect on diabetes-relevant enzymes,
a-glycosidase and o-amylase, and antimicrobial activity were examined in this study.
Four different solvents (water, methanol, ethyl acetat and hexane) were used in the
extraction of bioactive compounds. The total polyphenol content of the berry extracts
varied from 5.1 to 45.2 mg gallic acid equivalents/g with respect to the solvents used,
while the total flavonoid content ranged between 2.3 to 11.6 mg/g in catechin
equivalents. The highest total phenolics and flavonoid were found in agqueous extract.

In the determination of antioxidant activity, the free radical scavenging effect
(DPPH) of berry extracts ranged from ECsgq: 0.52 to 16.49 mg/mL, while the reducing
power capacity (FRAP) of berry extracts varied from 39.5 to 173.2 mmol trolox
equivalents/L. The antioxidant effect of aqueous extract was found to be the most
potent in both antioxidant assays. a-glucosidase inhibition varied among extracts, from
ICso: 0.7 to 44.7 pg/mL, while the a-amylase inhibition ranged from ICg: 8.7 to 44.92
pug/mL. The aqueous extract was the most effective in a-glucosidase inhibition,
whereas methanolic extract was the strongest inhibitor against a-amylase.

Of the myrtle berry extracts, only methanolic extract showed antimicrobial
activity. The zone diameter of the methanolic extract formed in disc diffusion method
was 15.5 mm for Escherichia coli and 12.5 mm for Staphylococcus aureus. The
minimum inhibitory concentration (MIC) value was 9.58 mg / mL for both bacteria.

Keywords: Myrtle (Myrtus communis L.) berry, total phenol, flavonoid,
antioxidant activity, a-glucosidase and a-amylase inhibition,
antimicrobial activity



GENISLETILMIS OZET

Son arastirmalar dizenli olarak meyve, sebze ve tahil tiketimi ile
kardiyovaskiler hastaliklar, kanser, tip 2 diyabet, katarakt ve yasa bagh
fonksiyonel disus gibi kronik hastaliklarin olusma riskinin azalmas: arasinda bir
iligki oldugu gosterilmistir. Meyve ve sebzeler mikro besin elementleri, vitaminler,
diyet lifi, folat, potasyum, karotenoidler ve diger fenolik fitokimyasallarca
zengindir.

Diinya Saglhk Orgiit (WHO)’niin arastirmasina gére diinya nifusunun %
70-80’i birincil saglik bakiminin bir pargas: olarak geleneksel (agirlikli olarak
bitkisel) tiptan faydalanmaktadir. 1983-1994 yillar: arasinda kanser ve bulasici ve
iltihapli hastahiklar icin gelistirilen yeni ilaglarin % 60-75’inin temeli dogal
bilesiklere dayalidir. Buna ragmen, dunyadaki 250000 bitki tirinin sentezledigi
fitokimyasallarin biyuk gogunlugu halen arastirilmamistir. Bu nedenle, bitkisel
urunler gibi dogal kaynaklarin ¢cok genis kimyasal cesitliliginin arastiriimas: blyuk
Onem tagimaktadir.

Meyveler, sebzeler ve tam tahillarin saglik acisindan faydali 6zellikleri,
fitokimyasal bilesiklere atfedilmektedir. Fitokimyasallar, meyve, sebze, tibbi ve
aromatik bitkilerin yaprak ¢icek ve kokleri, bakliyat ve tahil gibi bitkisel Griinlerde
hastaliklara karsi1 savunma sisteminin bir parcas: olarak var olan, bitkilere renk,
aroma ve zararhlara karsi1 dogal koruma gibi 6zellikler veren, biyolojik aktivite
gosteren, besleyici 6zelligi olmayan ikincil metabolitlerdir.

Aragtirmalar, meyve ve sebzelerde bulunan fitokimyasallarin antioksidan
olarak serbest radikalleri temizleme dahil olmak tzere tamamlayici ve Ortiisen etki
mekanizmalarina sahip olduklarini géstermistir. Bunun disinda, hiicre ¢ogalmast,
hicre farkliligi, onkogenler ve tumor baskilayici genlerdeki gen ekspresyonunun
dizenlenmesi; hiicre dongisunin  durmasimin indiklenmesi ve apoptozu;

detoksifikasyon, oksidasyon ve indirgeme enzim aktivitelerinin modilasyonu;



bagisiklik sisteminin uyarilmasi; hormon metabolizmasinin  diizenlenmesi;
antibakteriyel ve antiviral etkileri oldugunu gostermistir.

Bu calismada Adana’dan toplanan, Akdeniz florasinin karakteristik bir
temsilcisi olarak tedavide, yiyecek ve baharat olarak kullanilmakta olan hambeles
(Myrtus communis L.) meyve ornekleri kurutulduktan sonra 4 farkli ¢ozgenle (su,
metanol, etil asetat ve hekzan) elde edilen 6zutlerin toplam fenol ve toplam
flavonoid madde miktari, toplam antioksidan aktivitesi, diyabette anahtar konumda
olan a-amilaz, a-glikozidaz enzimler Uzerine inhibe etkisi ve antimikrobiyel
aktivitesi incilenmistir.

Hambeles meyve Oziitlerinin toplam fenolik madde miktar analizi Folin-
Ciocalteu reaktifi kullamlarak yapilmistir. Kullanilan cozgenlere goére meyve
Ozutlerinin toplam fenolik madde miktari, 5.1-45.2 mg GAE/g arasinda degisirken,
flavonoid miktar: 2.3-11.6 mg KE/g arasinda degiskenlik gostermistir.

Meyve oziitlerinin toplam antioksidan miktarina bakildiginda, DPPH
yoéntemine gore serbest radikal giderici etkisi en yliksek olani suyla elde edilen
ozitte (ECso: 0.52 mg/mL), en disuk aktivite ise etil asetat ile elde edilen 6zt
(ECsxo: 16.49 mg/mL) elde edilmistir. FRAP yonteminde indirgeme gucli kapasitesi
en yiksek olan sulu 6zt (173.2+0.46 mmol/L), en disuk olan: ise etil asetat ile
elde edilen 6zt (39.5+0.61 mmol/L) olmustur.

Enzim inhibisyonu c¢alismalarinda, kullanilan ¢dzgen farkina gore, o-
glikozidaz inhibisyonu 1Cs, cinsinden 0.7-44.7 pg/mL arasinda farklilik
gosterirken, a-amilaz inhibisyonu 8.7-3.44.92 pg/mL arasinda degismistir.

Meyve 0zltlerinin antimikrobiyel aktivitesine bakildiginda, sadece metanol
ile elde edilen 6ziit test edilen bakterilerin (E. coli, S. aureus) gelismesini inhibe
edebilmistir. Disk diflizyon yénteminde olusturulan zon c¢ap1 15.5£0.70 mm (E.
coli) ve 12.5£0.70 mm (S. aureus) olmustur. Minimun inhibe edici konsantrasyon

(MIK) yénteminde MIK degeri her 2 bakteri icin 9.58 mg/mL olmustur.
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SIMGELER VE KISALTMALAR
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1. GIRIS Hankezi KAYIMU

1. GIRIS

Epidemiolojik arastirmalar, dizenli meyve, sebze ve tahil tuketimi ile
kardiyovaskiler hastaliklar, kanser, tip 2 diyabet, katarakt ve yasa bagh
fonksiyonel disus gibi kronik hastaliklarin olusma riskinin azalmas: arasinda bir
iligki oldugunu gostermektedir. Meyve ve sebzeler mikro besin elementleri,
vitaminler, diyet lifi, folat, potasyum, Kkarotenoidler ve diger fenolik
fitokimyasallarca zengindir. Optimum saghk icin ginde 5 porsiyon (her bir
porsiyon en az 80 gram) meyve ve sebze tiketimi tavsiye edilmektedir.
Tiketicilerin, bazi hastaliklarin riskini azaltan fonksiyonel 6zelliklere sahip meyve
ve sebzeleri de iceren saglikli diyetlere ilgisi giderek artmaktadir. Son yillarda
meyve ve sebzelerden biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonu, izolasyonu ve biyolojik
aktivitelerinin belirlenmesi Gzerinde ¢ok sayida arastirma yapilmistir (Ares ve ark,
2013; Costa ve ark, 2012; Coskun, 2005; Nile ve Park, 2014; Sarkar ve ark, 2015).

Diinya Saghk Orgit (WHO)’niin arastirmasina gore diinya niifusunun %
70-80°1 birinci basamak saglik bakiminin bir parcas: olarak geleneksel (agirlikl
olarak bitkisel) tiptan faydalanmaktadir (Hooper ve Cassidy, 2006). 1983-1994
yillar1 arasinda kanser ve bulasici ve iltihapli hastaliklar icin gelistirilen yeni
ilaglarin % 60-75’inin temeli dogal bilesiklere dayalidir. Buna ragmen, diinyadaki
250000 bitki tdrtnun sentezledigi fitokimyasallarin blyuk ¢ogunlugu halen
arastirilmamistir. Bu nedenle, bitkisel Urtinler gibi dogal kaynaklarin ¢ok genis
kimyasal cesitliliginin arastiriimas: buyik 6nem tagimaktadir (Dey ve ark, 2008).
Besinlerin tedavi edici yeteneklerinin olabilecegi kavrami yeni olmayip,
gunimizden yaklasik 2500 yil dnce tibbin babasi sayilan Hipokrat “Besinler
ilaciniz, ilaciniz besininiz olsun” demistir (Coskun, 2005).

Meyveler, sebzeler ve tam tahillarin saglik agisindan faydali 6zellikleri,
fitokimyasal bilesiklere atfedilmektedir (Acosta-Estrada ve ark, 2014).
Fitokimyasallar, bitkilere renk, aroma ve zararlilara karsi dogal koruma gibi

Ozellikler veren, biyolojik aktivite gosteren, besleyici 6zelligi olmayan ikincil
1



1. GIRIS Hankezi KAYIMU

metabolitlerdir. Bu bilesiklerin siniflandiriimas: halen tartisma konusu olsa da (g

ana grup altinda toplanabilirler:

Fenolik bilesikler
Glikozinolatlar

Karotenoidler

Fitokimyasallar meyve, sebze, tibbi ve aromatik bitkilerin yaprak cicek ve
kokleri, bakliyat ve tahil gibi bitkisel Urlinlerde hastaliklara karsi savunma
sisteminin bir parcas: olarak var olan dogal kimyasallardir (Vasanthi ve ark, 2012).
Bu terim, antioksidanlarin da dahil oldugu biyolojik éneme sahip olan kimyasal
gruplart isimlendirmek igin kullanilmakta olup, temel besin maddesi olmayan
karotenoid, flavonoid, fenol ve dogal indigoitleri iceren fitokimyasallardan ibaret
fonksiyonel bilesikleri kapsamaktadir (Beutner ve ark, 2001).

Bugiine kadar yapilan arastirmalar, meyve ve sebzelerde bulunan
fitokimyasallarin antioksidan aktivite ve serbest radikalleri temizleme dahil olmak
Uzere tamamlayici ve Ortlisen etki mekanizmalarina sahip olduklarini gostermistir.
Hicre ¢ogalmasi, hiicre farkliligi, onkogenler ve timor baskilayici genlerdeki gen
ekspresyonunun duzenlenmesi; hiicre dongusiinin durmasimin indiklenmesi ve
apoptozu; detoksifikasyon, oksidasyon ve indirgeme enzim aktivitelerinin
modulasyonu; bagisiklik sisteminin uyarilmasi; hormon metabolizmasinin
diizenlenmesi; antibakteriyel ve antiviral etkileri oldugunu gdéstermistir (Sun ve
ark, 2002; Chu ve ark, 2002).

Monofenoller, hidroksisinnamik asit grubu flavonoidler ve bunlarin
glikozitleri, fitoesterojenler ve tanenler olmak (zere binlerce fenolik bilesik
belirlenmistir. Bitkilerin renk, tat ve kokusuna katkisi olan flavonoidler bitkilerde
yaygin olarak bulunmaktadir. Fitoesterojenler, zayif esterojen aktivitesi gosteren

difenolik bilesiklerdir. Ornegin, genisten ve daidzin glikozidleri daha cok soya



1. GIRIS Hankezi KAYIMU

urunlerinde bulunurlar. Glikozinolatlar daha ¢ok lahanagillerde bulunurlar ve
keskin koku verirler. Karotenoidler, ¢ok sayida kirmizi ve sari renkteki
bilesiklerden olusurlar ve bitkilerde bulunan karotene kimyasal olarak akrabadirlar.
Meyve ve sebzelerde, B-karoten, likopen ve lutein basta olmak Uzere yaklasik 500
adet karotenoid saptanmustir. (Johnson, 2003).

Bu bilesiklerin insanlarda absorbe edilip metabolize edildigine ve in vitro
olarak biyolojik aktivite gosterdigine dair bulgular olup, potansiyel etki

mekanizmalar: su sekilde siralanabilir (Hooper ve Cassidy, 2006):

Dolasimdaki distik yogunluklu lipoprotein (LDL) seviyesinde dusUs

Artan antioksidan aktivite (potansiyel olarak LDL’in oksidasyonunu
Onleyerek aterosklerotik plak olusumunu artirma potansiyellerini diisiirme)
Trombotik potansiyeli azaltma

TUmor gelisimini azaltma

Ostrojen benzeri aktivite (kemik ve meme saghg ve menapoz
semptomlarina olan ektikleri de dahil)

fItihap énleyici antienflamatuvar etkiler

Serbest radikaller ve diger reaktif oksijen turleri (ROT) ya insan
viicudundaki normal elzem metabolik prosesler ya da X-isinlari, ozon, sigara igme,
hava kirleticileri ve endustriyel kimyasallar gibi dis nedenler sonucu olusur. ROT,
DNA, proteinler ve lipitler gibi biyolojik molekullerle reaksiyona girer ve yapisal
ve fonksiyonel zarara neden olur. Oksidatif zarar kanser olusumu, yaslanma prosesi
ve bazi vyasglanma ile baglantili dejeneratif hastaliklarla baglantilidir.
Fitokimyasallarin gcogunun saglig: gelistirici etkilerinin, baska etki modlar1 olsa da,
daha ¢ok antioksidan aktivitelerine baglanmaktadir. Fitokimyasallar detoksifiye
edici enzimlerin modilasyonu, oksidatif ajanlarin stptrilmesi, bagisiklik

sisteminin uyarilmasi, hicre vyayilmasi ve apoptosisinde gen ifadesinin
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diizenlenmesi, hormon metabolizmasi, antibakteriyel ve antiviral etkiler de dahil
tamamlayici ve ortlisen etki mekanizmalarina sahip olabilir. Meyve ve sebzeler,
reaktif oksijen tlrlerine karsi serbest radikal ve radikal olmayan supirici
kapasiteye sahip 0nemli miktarlarda fitokimyasallar icerirler. Hicre dokularina
toksik etki gosterdikleri belirlenen reaktif oksijen tirleri proteinlere, membran
lipitlerine ve DNA’ya oksidatif hasarlara yol acarlar, enzimatik yollar1 inhibe
ederler ve gen mutasyonunu indiiklerler. Bu proseslerin diyabet, bazi kanser tirleri,
kardiyovaskiler ve dejeneratif hastaliklar gibi baz: kronik insan hastaliklarinin
altinda yatan neden olduguna inanilmaktadir (Yticecan, 2009; Reddy, 2009).

Bitkilerin antioksidan etkinligi esas olarak ugucu bitki yaglarindaki aktif
bilesikler ve bunlarin icinde mevcut olan fenolik fraksiyonlarindan
kaynaklanmaktadir. Flavonoidler, fenolik asitler ve tanen gibi fenolik bilesikler
bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir. Fenolik bilesiklerin antioksidan, antitimor,
antimdtajen gibi fizyolojik fonksiyonlarinin insan saghigina fayda saglayici
potansiyeli dikkat cekmektedir (Govindarajan ve ark, 2005). Fenolik bilesiklerin
antioksidan aktivitesi onlarin indirgeyici ajan, hidrojen bagislayici, singlet oksijen
sondurict ve metal selatlama gibi redoks 6zelliklerine atfedilmektedir (Li ve ark,
2006).

Diyabet Mellitus (DM), kandaki glikoz miktarinin artmas: ile karakterize
edilen en yaygin metabolik bozukluklardan biridir. Dlnya ¢apindaki en yaygin
saglik sorunlarindan biri haline gelmistir ve bu hastaligin yayginhg: hizli artmakla
beraber mikrovaskdiler (retinopati, néropati ve nefropati) ve makrovaskiiler (kalp
krizi, inme ve periferik vaskiler hastalik) gibi komplikasyonlara yol agmaktadir
(Umar ve ark, 2010).

Yemekte bulunan karbonhidratlari pargalayarak, onlarin ince bagirsakca
emilip kan plazmasina gegmesinde 6nemli rol oynayan a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerinin inhibisyonu kan sekerinin yemek sonrasi artigimt 6nemli 6lglde
azaltabilir. Gunimiizde diyabetin &nlenmesi ve tedavisinde fizyolojik etkileri

module eden bitki temelli ilaglar ve fonksiyonel gidalara olan ilgi artmaktadir.
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Bitkiler dlinyasi yan etkileri cok az veya hi¢ olmayan dogal etkili oral hipoglisemik
ajanlarin arastirilmasi igin genis bir alandir. 1200'den fazla bitki tiirQi, iddia edilen
hipoglisemik etkinlikleri nedeniyle kullaniimakta oldugu kaydedilmistir. Bu
nedenle, bitki kaynaklarindan dogal o-glikozidaz ve a-amilaz inhibitorleri,
hiperglisemi kontrollnde ilgi ¢ekici bir 6neri vermektedir (Tundis ve ark, 2010).

Hambeles (Myrtus communis L.) Akdeniz florasinin karakteristik bir
temsilcisidir. Cekici gorinimu ve aromatik 6zelliginin yani sira eski zamanlardan
beri tedavide, yiyecek ve baharat olarak kullaniimaktadir. Hambeles, yapraklar ve
meyvelerinin organik bilesikler ve besin maddelerince benzersiz bilesimi nedeniyle
sadece diyet ilavesi degil aym zamanda essansiyel yag eldesinde de ©nem
tasimaktadir (Mulas ve Cani, 1999).

Hambeles fitokimyasal bilesikler bakimindan zengindir, baslica
fitokimyasallar flavonoidler ve antosiyanin turleri, tanen ve fenolik asitler ve diger
bircok cesitli fenolik bilesiklere sahiptir. Hambelesin ¢esitli bolgeleri bugiine kadar
tibbi amaglar icin kullanilmaktadir. Eski Misir tibbi metinlerinde hambelesin idrar
bozukluklari, agri, mide eksimesi, bacaklarda sertlik, 6ksurik, sisme ve gégsinden
mukus kaldirma gibi hastaliklarda bir care olarak kullanildigi hakkinda zengin
kaynaklar bulunmaktadir. Hindistan'da 6zellikle epilepsi, serebral enfeksiyonlarin
tedavisinde faydali oldugu anlasilmaktadir. Hambeles akne (normalde ugucu yag
kullanilir), yaralar, dis eti enfeksiyonlari ve hemoroid tedavisinde kullaniimaktadir.
Yapraklar: taze veya kurutulmus halde kullanilir. Bitkiden elde edilen ugucu yag:
antiseptiktir. Bu madde myrtol icerir, bu gingivitis icin bir care olarak kullanilir.
Yag yerel uygulamada romatizma tedavisinde kullamlir (Ozkan ve Giiray, 2009)

Turk halk hekimliginde, hambelesin yapraklari, meyveleri ve elde edilen
ucucu yagr cesitli amaclar icin kullanilmustir: yapraklari hipertansiyon, basur,
soguk alginhgi, kalp hastaliklari, Uretral bozukluklari, ishal, i¢ hastaliklari,
romatizmal agri, ekstremitelerde 6dem, kan sekerini dusrict, bobrek taglarinm
disdrucu, istah acgici, sag restoratorli, yara iyilestirici ve hemostatik olarak

kullanilmistir. Buhar distilasyonu ile yapraklarindan hazirlanan ugucu yag: da
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genel olarak kan sekerini disuriict olarak kullanilmistir. Meyve geleneksel olarak
Okslrik ve zaturre, mide rahatsizliklari, bébrek problemleri, susuzluk, kusma, sa¢
bakimi, ishal ve hemoroid igin kullanilmaktadir. Kokii de hemoroid tedavisinde
kullaniimaktadir (Tuzlaci, 2006; Baytop, 1999; Ertug, 2004).

Bu calismanin amaci farkli ¢dzgenler kullanarak hambeles (Myrtus

communis L.) meyvesinden elde edilen 6zitlerinin;

i.  Toplam fenol ve flavonoid icerigini,

ii. Antioksidan kapasitelerini,

iii. Tip 2 diyabette anahtar konumunda olan o-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerini inhibe etme potansiyellerini ve

iv. Antimikrobiyel kapasitelerini belirlemektir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1. Fitokimyasallar ve saghk tzerindeki etkileri

Fitokimyasal (ingilizce phytochemical) sozcugiindeki “fito-"(“phyto-")
Yunanca bitki anlamina gelen fito (“phyto”) kelimesinden gelmistir. Bitkilerde,
meyve, sebze, tahil ve diger bitki gidalarinda bulunan, baslica kronik hastaliklarin
riskini azaltmakla ilgisi olan ve besin maddesi olmayan biyoaktif bitki bilesikleri
olarak tanimlanir (Liu, 2003).

Fenolikler, bitkilerde 6nemli rol oynayan fitokimyasal maddelerin en
blylk gruplarindan biri olarak bitkilerde Greme ve biliyimede temel islevler
saglayan bitkilerdeki ikincil metabolizman Urinleridir. Ayrica, patojenlere,
parazitlere ve predatorlere karsi savunma mekanizmalar: olarak rol oynarlar ve
bitkilerin rengine katkida bulunurlar. Bitkilerdeki rollerine ek olarak, diyetteki
fenolik bilesiklerin kronik hastalik riskini azaltma gibi saglik yararlari da vardir
(Chu ve ark, 2002).

Flavonoidler, meyveler, sebzeler ve diger bitki gidalarinda bulunan ve
blyuk kronik hastaliklarin riskini azaltmakla baglantili olan antioksidan aktiviteye
sahip bir fenolik bilesigi olarak antialerjik, antiinflamatuar, antiviral,
antiproliferatif ve antimutajenik 6zelliklere sahip olduklart uzun zamandir
bilinmektedir (Middleton ve Kandaswami, 1994). 4000'den fazla farkli flavonoid
tespit edilmistir. Flavonoidler arasinda flavonlar, izoflavonlar, flavanonlar,
antosiyaninler, flavanlar ve proantosiyanidinler bulunur. Flavonoidler, dogada
glikosile edilmis veya esterlestirilmis formlardaki eslenikler olarak bulunur, ancak
Ozellikle gida islemenin etkileri sonucunda aglikon olarak ortaya ¢ikabilir (Prior,
2000).

Glikoz metabolizmasindaki bozulma, hipergliseminin baslangici ve daha
sonra diyabet mellitus ile fizyolojik dengesizlige yol agar. Caligmalar, viicudun
cesitli  fizyolojik parametrelerinin diyabetik kosullarda degisime ugradigin

goOstermistir. Diyabet uzun vadeli olarak, gozleri etkileyen ve korlige neden olan
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retinopati, bdbrek fonksiyonlarimin degistirildiginden veya bozuldugundan
kaynaklanan nefropati, uzuv kesilmesi, ayak Ulseri ve otonom bozuklugu riskleri
ile iliskili olan noropati gibi kompilaksiyonlarin ortaya c¢ikmasina neden
olmaktadir.  Bir¢cok calismada  fitokimyasallarin  antidiyabetik  etkileri
vurgulanmastir (Rizvi ve ark, 2005).

Fitokimyasallar, glikozun bagirsak tarafindan emilimini ya da glikozun
periferik dokular tarafindan alinmasini engelleme, instlin salgilanmasini arttirma
ve/veya karbonhidratlarin pargalanmasinda anahtar konumda olan a-amilaz, a-
glikozidaz enzimlerinin caligmasini inhibe etme gibi farkli mekanizma yollariyla
kan sekerinin diizenlenmesinde katkida bulundugu ¢ok sayidaki ¢alismalarda tespit
edilmistir (Pandey ve ark, 2009; Rizvi ve Zaid, 2005; Matsui ve ark, 2001).

Diasetile antosiyaninlerin 10 mg/kg diyet dozunda hipoglisemik etkileri
glikoz kaynagi olarak maltoz kullanildiginda gozlemlenirken, siukroz veya glikoz
ile gozlemlenmemistir. Bu, antosiyaninlerin hipoglisemik etkilerin bagirsak
mukozasindaki a-glikozidazin inhibisyonuna bagli oldugunu dustnulmustir
(Matsui ve ark, 2001). Sicanlarda a-amilaz ve siikrazin katesin tarafindan yaklasik
50 mg/kg diyet veya daha yuksek bir dozda inhibisyonu da g6zlemlenmistir
(Pandey ve ark, 2009).

Jong-Sang ve ark (2000) 22 flavonoid cesidinin a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerini inhibe etme 6zelliklerini arastirdiklar: calismalarinda 9 cesit flavonid
a-glikozidazi, 15 cesit flavonoid a-amilazi inhibe ettigini, bunlarin arasinda
luteolinin a-glikozidaz: inhibe etme kabiliyeti antidiyabetik ila¢ akarboza kiyasla
daha yiiksek oldugunu bulmustur. Nair ve ark (2013) targin, ekmek agaci meyvesi,
hint biberi ve jak meyvesinin metanol 0Ozltlerinin a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerine olan etkisini arastiran ¢alismasinda tim Ozitlerin a-amilaz ve a-
glikozidaz enzimleri inbihe ettigini, jak meyvesinin hem a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimlerine karsi inhibe etme 6zelligi en yiksek oldugunu, dolayisiyla bitkilerin

kan sekerini dlstrme tedavisinde kullanma potansiyeli oldugunu 6ne stirmstdr.



2. ONCEKI CALISMALAR Hankezi KAYIMU

Tarih boyunca, hambeles cicegin cekici gorinim, yenilebilir meyvesi,
hos kokusu ve tibbi kullanimi gibi Ozellikleri nedeniyle insanlarca begenilen bir
bitki olmustur (Ozkan ve Giray, 2009).

2.2. Hambeles Bitkisi

Hambeles (Myrtus communis L.) Myrtaceae ailesine ait, iliman tropikal ve
subtropikal bolgelerde yetisen, yaprak dokmeyen, yaklasik 1-5 m yiikseklige kadar
yetisen bir calicir. Tiirkiye, Yunanistan, italya, Cezayir, Tunus, Fas gibi Akdeniz
bolgeleri ve Ortadogu Ulkeleri dahil bolgelerde yabani ve kiltire alinmig olarak
bulunmaktadir. Turkiye'de, hambeles Akdeniz bolgesinde dogal ¢cam ormanlari,
nehir yataklarinda ve 6zellikle Toros Daglarinin deniz seviyesinden 500-600 metre
yuksekligindeki alanlarinda bulunmaktadir. Beyaz renkli yildiz gibi cicekler
Haziran ayindan Eylul ayina kadar gortnir. Kasim ay1 civarinda olgunlasan meyve
sarims1 beyaz veya lacivert renktlerde olmaktadir. Cigekler, bocekler tarafindan
tozlasir. Tohumlari, hambelesle beslenen kuslar ve memelilerce dogada yayilir
(Traveset ve ark, 2001; Aronne ve Micco, 2004).

Hambelesin yenilebilir kisimlari meyve ve cicekleridir. Meyvesi ¢ig veya
olgunlastiktan sonra yenir, hos kokusu ve lezzetinden dolay: 6zellikle Orta Dogu'da
kurutulduktan sonra aromatik besin katki maddesi olarak kullanilir. Ayrica, asitli
icki ve sarap yapiminda da kullanilir. Italya'da gicek tomurcuklari da yenir
Ciceklerinin tatl: lezzeti nedeniyle salatalarda kullanilir (Aleksic ve Knezevic,
2014).

Hambeles tibbi bitki olarak ilag recetesinde soyle yer almistir: «Burkulma
tedavisinde bir tabak iginde hambeles ve susam yapraklarini birbirine karistirarak
yapilmis merhem incitilen yerin giclendirilmesi igin kullanilir»; «hambeles
inflzyonu yaniklara iyi gelir. Surubu da yapilir, ama ayva ile beraber icilmedigi
slirece Oksurige kars1 ya da ishal kesmede ise yaramaz. Hambeles tohumlarindan
iksir yapilir» (Elgood, 1962).
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Hambelesin baska bir ilgin¢ kullanimi Buldan’da kaydedilmistir:
kurutulmus yapraklari toz sekline getirildikten sonra tuz ile karistirilir. Yeni dogan
bebek birkag glinluk oldugunda bu karisim ¢iplak viicuda uygulanir ve bebek yarim
saat sonra yikanir. Diger alanlarda kot kokusunu dnlemek icin benzer uygulama
sadece tuzu ile yapilir. Onun tomurcuklari ve meyveleri Anadolu'da eski ¢aglardan
beri baharat olarak kullanilmistir. Yapraklar: ve gigeklerinden alinan kokulu distile
suyu meyve sularina hos koku vermek icin kullamhir (Yesilada ve ark, 1995; Ozkan
ve Glray, 2009)

6. yuzyilda Amidal: (Diyarbakir) Bizans hekimi Aetios afyon ana bilesigi
olan "kan tikurme™ hapinin hambeles igerdigini kaydetmistir. Dioscorides’in
(Tarsus dogumlu Yunan farmakolog ve botanikgi) nefes yolu hastaliklarinin
tedavisinde, zehirli érimcekler, akreplerin ve bir cok baska bdceklerin sokmasinda,
pisirilmis meyvesinden elde edilen suyun sarap ile karistirilarak bagirsak iltihab:
tedavisi recetesinde yer almigtir (Baumann 1993; Riddle, 1994).

Hambelese Cincede "# #kA" denir ve "#" hos koku anlamina gelir. Bu
bitkiden elde edilen yagin mutfakta farkli amagclarla kullanildig: bilinmektedir.
Ayrica, kabugu, yapraklari ve ciceklerinden elde edilen ugucu yag: kozmetik
soslar, parfumeri, sabun ve cilt bakim drunlerinde kullaniimaktadir (Dogan, 1978).
Hambeles 16.ytzyilindaki losyon “Melegin Suyu”nun ana maddesi olmustur ve
“eau d'ange” olarak bilinen parfum hambeles c¢iceklerinden elde edilmistir
(Jamoussi ve ark, 2005).

Meyvesi buruk oldugu icin baharat olarak biber yerine kullanilabilir.
Zengin tanen iceriginden dolayi tanenlerin kullanildig: tim alanlarda yaygin olarak
kullanilir (Aydin ve Ozcan, 2007). Hambelesin meyve ve yapraklari Anadolu’da
cesitli alanlarda dokuma hali ve kilimleri boyamada kullanilir, meyvesi
karakteristik koyu kahverengi bir renk verir (Dogan ve ark, 2003).

Hambeles meyvelerin likor yapimi icin kullanilmas: Sardinya’da (italya’ya

ait bir ada) cok popiiler bir uygulamadir. Uretilen iki cesit Griin sunlardir:
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meyvesinin maserasyonu ile Mirto Rosso, yapraklarin maserasyonu ile Mirto
Bianco (dretilir. Su anda, Sardinya’da hambeles likérinin Gretimi yilda 3
milyondan fazla siseye ulasmistir ve Sardinya’nin yurt disina ihrag eden en tipik
trlinlerinden biri haline gelmistir (Tuberoso ve ark, 2008). Hambeles likéri seker
ve deiyonize su ilave edildikten sonra sulu etanol iginde 40 gin bitki malzemesinin
maserasyon ile elde edilen alkolll bir igecektir. Ekstraksiyon islemi Grinun nihai
kalitesi icin buyik 6nem tasimaktadir. Hambelesin hem meyvesi hem de yapraklari
likdr yapilmasinda kullanilmasina ragmen Anadolu’da igecek igin uygulanmasi
yoktur (Jamoussi ve ark, 2005).

Su ana kadar, hambeles ile ilgili calismalarin cogu ugucu fraksiyonlarina,
yapraklari ve meyvelerindeki fenolik bilesikler (zerine odaklanmistir. Yapragi
tanenler, kuarsetin, katesin ve mirisetin tirevleri gibi flavonoidler ve ugucu yaglar
icerir. Meyvesi ¢ogunlukla ugucu yaglar, tanenler, sekerler, flavonoidler, sitrik ve
malik asit gibi organik asitlerden olusur (Keven-Karademir ve Avunduk, 2015).

Wannes ve ark (2010) ciceklenme déneminde Tunus’tan toplanan
hambelesin kimyasal bilesimi, yapragi, cicegi ve kokinden hidrodistilasyonla elde
edilen ucucu yag: ve bu parcalarinin metanol ekstrelerin antioksidan aktivitelerini
incelemislerdir. Hambeles yaprag: ve ciceginden elde edilen ugucu yagin bileseni
yuksek oranlarda monoterpen hidrokarbon sinifinin ana bilesigi olan alfa-pinen
icerdigi ile karakterize edilmistir. Kokl buyik oranda 1,8-sineol nedeniyle
oksijenli monoterpenlerce zengindir. Toplam fenol icerigi HPLC ile analiz
edilmistir. Bitkinin farkli bolgelerinin toplam fenol icerigi degiskenlik gostermistir.
Yaprag: ve ¢iceginde ana fenolik bileseni hidroliz olabilen tanenler (gallotanenler)
kokinde ise yuksek katesin nedeniyle flavonoid sinifinin Gstiinltgi ile karakterize
edilmistir.

Keven-Karademir ve Avunduk (2015) Turkiye’nin farkli bolgelerinden
toplanan hambeles meyvesinin antioksidan ve antimikrobiyel aktivitesini
incelemislerdir. MeOH ekstraksiyon metodunun n-hekzan, CH,Cl, yontemlerine

gore daha verimli oldugu bildirilmistir. Hambeles meyvesinden elde edilen
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Ozltlerin antimikrobiyel aktivitesi bazi patojen bakteriler, S. aureus, Klebsiella
pneumoniae, E. coli ve Pseudomonas aeruginosa kars: disk diflizyon yontemi ile
test edilmistir. Antimikrobiyel test sonuglart inhibisyon zonlarin 7 ile 16 mm
arasinda oldugunu gostermistir. S. aureus tim hambeles cesitlerinin tim
konsantrasyonlarinda en duyarl oldugunu ve P. aeruginosa Yesil Belde hambeles
orneginin tim konsantrasyonlarina en direncli oldugunu bulmuslardir.

Olgun hambelesin hasat doneminin kisaligi dikkate alindiginda likor
Uretiminde tum yi1l boyunca hammadde temini icin glgli bir depolama sistemine
ihtiya¢c vardir. Belli depolama siresinde hidroalkolik 0Ozitler ne degisiklere
ugrayacagini belirtmek icin 1 yil siresince fenolik bilesenlerin degisimi analiz
edilmistir. Hambeles meyvesi 6ziitlerin HPLC analizi meyvesinde 8 antosiyanlar,
bunlarin arasinda delfinidin3-o-glikozit, petunidin-3-o-glikozit ve malvidin-3-o-
glikozitlerin ana bilesikler oldugunu ve 6 flavonoidler, ve bunlar arasinda
mirisetin-3-0-galaktozit,  mirisetin-3-o-ramnozit,  kuersetin-3-o-glikozit  ve
mirisetinlerin ana bilesigi oldugunu ortaya koymus. Ornekler 1 yil boyunca
karanhkta saklanmis ve her ayda 1 mL &rnek alinmis ve nitrojen altinda
kurutulduktan sonra dondurulmus ve depolanmistir. Antosiyanlarin stabilitesi ¢ok
dusiik ve sadece ilk 3 ay boyunca konsantrasyonlarinda blyik bir degisim
gorilmemis ve 6 ay gectikten sonra baslangi¢ konsantrasyonun yarist kalmistir
(Montoro ve ark, 2006).

Flavonoidler daha stabildir ama zaman gecince konsantrasyonunda diisme
goralmasttr. Hambeles likér 6zatlerin kullanilmas: 3 ayr gegmemesini onerilmistir
ve veri analizi taze veya liyofilize meyve maserasyonu 6zitlerin daha givenilir
oldugu kanitlanmustir. Orneklerin antioksidan aktivitesi TEAC denemesi ile
Olgllmistir. Serbest radikal stiplriicu yeteneginde 2-3 ay icinde artma gorulmastir

ama 3 ay gectikten sonra azalma gorilmeye baslamistir (Montoro ve ark, 2006).
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2.3. Fitokimyasallarin diyabet hastahg: Gzerine etkisi

Tip 2 diyabet tim dinyada artis gostermektedir. Diinya Saghk Orgitii
(WHO)’ne gore tip 2 diyabet kan glikozunu dizenleyen insilin hormonuna
direncten veya insllin yetersizliginden kaynaklanir. Erken asamalardaki diyabetin
tedavisinde kullanilan terap6tik yaklasim sindirim sisteminde karbonhidratlar:
hidrolize eden o-amilaz ve a-glikozidazi inhibe ederek yemek sonras:
hiperglisemiyi azaltmaktir. Bu enzimlerin inhibisyonuyla glikoz absropsiyon hizi
azalir ve yemek sonrasi plazma glikoz seviyesi diser (Tundis ve ark, 2007).

Diyetimizdeki nisastamin hidrolizi kandaki glikozun ana kaynagidir ve
nisastanin pargalanmasi ve bagirsaktan absorpsiyonunda a-amilaz ve a-glikozidaz
enzimleri anahtar konumdadir. Bu enzimlerin inhibe edilmesi sonucu karisik
karbonhidrat iceren bir diyetin ardindan yemek sonrasi kan glikoz seviyesindeki
artista 6nemli 6lctide azalma meydana gelecegine inanilmaktadir. Bu nedenle, bu
yaklasim tip 1l diyabetle baglantili hipergliseminin tedavisinde 6nemli bir strateji
olabilir. insan a-amilaz1 pankreas ve tikiriik bezlerinde sentezlenir ve nisasta ve
glikojenin sindiriminde rol oynar. Bir kalsiyum metallo enzimi olan a-amilaz,
nisasta, amiloz, amilopektin ve glikojen ve cesitli maltodekstrinlerdeki a-1,4
glikozidik baglarini pargalar ve daha kisa zincir uzunluguna sahip oligosakkarit
olusturur. Diger amilolitik enzimler de nisastanin pargalanmasina katkida
bulunurlar. Ancak, a-amilazin bu prosesi baslatmas: 6n kosuldur (Lordan ve ark,
2013).

Bagirsak hicrelerinin yizey membran firga sinirinda bulunan ikinci bir
enzim o-glikozidaz, karbonhidrat sindiriminin son basamagini gergeklestirir. Bu
enzim, kompleks Kkarbonhidratlar ve disakkaritleri, absorbe edilebilir
monosakkaritlere hidrolize eder. Dolayisiyla, bu hidrolitik enzimlerin inhibitérlerle
inhibe edilemesi bagirsaktan kan damarlarina glikoz akisini bastirir ve yemek
sonrasi hiperglisemiyi azaltir (Lordan ve ark, 2013; Silva ve ark, 2014).

Akarboz, miglitol ve vogliboz a-amilaz ve a-glikozidaz aktivitesini inhibe

etmede kullanilan antidiyabetik ilaglardir. Pek ¢ok hastada glikoz kan seviyelerinin
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yikselmesini dnlemede etkin olmasina ragmen, bu ilaglarin stirekli kullaniminin,
karaciger toksisitesi ve gastrointestinal semptomlar gibi istenemeyen yan etkileri
vardir. Akarboz kan dolasimina ¢ok fazla absorbe olmaz ve etkileri bagirsakla
sinirh kalir. Ince ve kalin bagirsakta, akarviozin-glikoz ve glikoza dénustiiriilir. Bu
bilesiklerin fermantasyonu ishal ve gaz olusumu gibi rahatsizliklara neden olur. Bu
nedenle, yan etkisi ve istenmeyen ikincil etkileri olmayan dogal a-amilaz ve a-
glikozidaz inhibitorlerine gereksinim vardir. Bitki 6zutleri, daha disuk maliyetleri
ve gastrointestinal yan etkilerin goriilme sikliginin daha az olmasindan dolay: daha
kabul edilebilir amilaz inhibitorleri olabilirler. Bunlar arasinda flavonoidler,
fenolikler, tanenler, terpenler ve sinnamik asit tirevleri sayilabilir (Lordan ve ark,
2013; Silva ve ark, 2014).

Bitkiler, kaynaklar: sinirli olan ve modern tedaviye erisimi disik olan
gelismekte olan Glkelerde seker hastaliginin tedavisinde dnemli bir rol oynamaya
devam etmektedir. Endlstriyel acidan gelismis Ulkelerde seker hastaligini tedavi
edici olarak kullanilan bitkisel ilaclara olan talebin artmas: insulin ve oral
hipoglisemik ilaglarin yan etkilerden kaynaklanmaktadir (Ali ve ark, 2006).

Marles ve Farnsworth (1994) kan glikozunu dusuriici etki gosteren bitkisel
kaynakli 200'den fazla saf bilesik oldugunu, diyabet semptomlar1 tedavisinde
etnofarmakolojik veya deneysel olarak 1200'den fazla bitki ttriinin kullanildigin
belirtmistir. Subramoniam (2016) diyabet mellitus hastaligin: iyilestirme potansiyel
olan 800’den fazla bitki tiriinu tespit etmislerdir.

Hayvanlarla yapilan calismalarda, Sprague-Dawley sicanlarinda fenol
bilesiklerince zengin yesil ve siyah cay katkilarinin yemek sonrasi kan glikoz
konsantrasyonlarini azalttigi ortaya konmustur. Meyve ve sebze tlketiminin tip 2
diyabet hasta grubunda oksidatif stres markdérlerinin iltihaplanmasini azalttig:
bildirilmistir (Wootton-Beard ve Ryan, 2011). Doku kilturi yontemiyle gelistirilen
polifenolce zengin Rugers Scarlet marulunda (Lactuca sativa L.) U¢ ana bilesigin
yiksek seviyelerde biriktigi saptanmustir. Bunlar, klorojenik asit, siyanidin

malonil-gliozid ve kuarsetindir. Ginlik 100 veya 300 mg/kg oraninda farelere
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verilen Rugers Scarlet marulu diyetinin insilin hassasiyetini iyilestirdigi
saptanmustir (Cheng ve ark, 2014).

Mojica ve ark (2015) Meksika ve Brezilya’da yetistirilen 15 farkl fasulye
tirinun antosiyanin ve diger renksiz bilesiklerini inceledikleri ¢alismada, a-amilaz
ve a-glikozidaz enzimlerini en etkin inhibe eden 6zltlerin pinto ve siyah tirlerin
tohum kabugu 6ztleri oldugunu bildirmiglerdir. Sarkar ve ark (2015) Bartlett ve
Starkrimson armut tarlerinin kabuk ve meyve etinden elde ettikleri dzutlerin o-
amilaz ve a-glikozidaz aktivitesine etkisini inceledikleri arastirmada, her iki tlirden
elde edilen kabuk ve meyve ozitlerinin bahsedilen enzimleri yliksek derecede
inhibe ettiklerini bildirmislerdir. a-amilazi inhibe etme derecesi bakimindan her iki
thrun sulu meyve eti dzitlerinin etanolik meyve eti 6zlitleri ve kabuk 6zutlerinden
daha yiliksek inhibe edici aktivite gosterdigi saptanmistir. Kam ve ark (2013) nar
cicegi, kabugu ve suyundan metanol, etil asetat ve su ile elde ettikleri 6ztlerin
pankreatik o-amilaz ve a-glikozidazi degisen derecelerde inhibe ettigini
bildirmislerdir.

Normoglisemik ve Alloksan diyabetik tavsanlarda hambeles yagindaki
antioksidan enzimin aktivitelerinin etkileri Sepici-Dincel (2007) tarafindan
incelenmistir. Tavsanlarin kan glikoz dizeyi 180-270 mg/dL’ye ulasana kadar
alloksan tavsanlarin kulak damarina enjekte edilmistir. Hambeles yagi 21 gin
agizdan oral olarak verilmis ve tavsanlarin kani alimp test edilmistir. Diyabet
hayvanlarda glikoz konsantrasyonu 6nemli 6lglide diismesinin yan: sira, trigliserid
diizeyinde de azalma gozlenmistir. Kan glikoz miktar1 degisme verileri hambeles
yaginin hipoglisemik aktivitesi esas olarak glikolizi, glikojenezisi arttirma,
glikojenolizi azaltma ve bdylece glikozun bagirsak tarafindan emilmesinin
azaltilmasina dayandig: ileri surilmastir. Hambeles yaginin, agizdan oral olarak
verilen glikozdan dolay: artan kan seker seviyesinin dismesinde ve alloksanca
indiklenmis diyabetik tavsanlar Ulzerinde o-glikozidaz inhibitori olarak

hipoglisemik etkiye sahip oldugu kanitlanmistir.
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Agizdan verilen glikoz tolerans testinde hambeles yaginin 50 mg/kg dozu
60 dakikada kan glikoz miktarin: kontrol grubuna kiyasla biyuk 6lglde distrdigu
gozlenmistir. Hambeles yaginin serum instlin konsantrasyonlar: ({zerindeki
etkilerine gore hambeles yagi normoglisemik hayvanlarda serum insulin
konsantrasyonlarinda % 34.9-36.6 artis oldugunu, Alloksan-diyabetik tavsanlarda
ise tamamen etkisiz oldu bulunmustur. Bu diyabetik hayvanlarda gliseminin
azalmasi insilin salgilanmasinin uyariimas ile bir iligkisi olmadigini gdstermis.
Hambeles 6ziitlerinin antidiyabetik etkisi birden fazla mekanizma ile yani alfa-
glikozidazin tersinir olarak inhibisyonu, glikokinazin yiksek aktivitesinden
kaynaklanan glikoliz oranin artmasi, glikojenezis prosesine dayanan oOrnek
uygulandiktan sonra Kkaracigerde glikojenin artmas: gibi mekanizmalar ile
baglantili olabilecegi 6ne surtlmustir (Sepici ve ark, 2004).

Malekpour ve ark (2012) Hambeles ozitleri ile tedavi edilen alloksan-
diyabetik sicanlarin kan sekeri ve histopatolojik degisiklikleri arastirilmstir. 3
gruba ayrilan sicanlarin iki grubuna diyabeti indiiklemek igin 120 mg/kg % 10
alloksan tetrahidrat enjekte edilmis ve sicanlarin kan: serum glikoz diizeyini
Olgmek i¢in alinmigtir. Diyabetik gruplardan birine hambeles 6ziiti (300 mg/kg)
dozda verilmis, diger grup tedavisiz birakilmistir. Normal farelere (grup 1. kontrol)
kiyasla, grup 2 ve 3’teki diyabetik sicanlarin serum glikoz seviyesi aloksan
verildikten sonra tim araliklarda yiiksek oldugu bulunmustur. Hambeles 6zt 300
mg/kg vicut agirlig: 3. glinden itibaren serum glikozu normal degerlere indirmeye
egilim gostermistir. Normal sicanlar serum glikoz konsantrasyonu onemli bir
degisiklik gostermemistir. Tedavi edilen hayvanlarda pankreas doku Kkesitleri
hiperkromik cekirdeklerinde, B hucrelerinin rejenerasyonununda ve pankreatik
adaciklarin boyutunda artis goriilmustir. Hambelesin hipoglisemik etkisinin esas
olarak karbonhidratlarin  bagirsaklardaki tasima mekanizmasini etkilemeye
dayandigini, 0Ozellikle ince bagirsaktan sallanan o-glikozidazi inhibe ederek
glikozun bagirsaktaki emilimini azalttigini ve kompleks karbonhidratlardan

glikozun serbest birakilmasini geciktirdigini ileri surmuslerdir.
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2.4. Fitokimyasallarin antioksidan etkisi

Insanlardaki ve diger organizmalardaki hiicreler strekli olarak cesitli
oksitleyici ajanlara maruz kalirlar, bu oksitleyici ajanlarin bazilart yasam igin
gereklidir. Bu maddeler hava, gida ve suda mevcut olabilirler veya hiicrelerde
metabolik aktivite ile Uretilebilirler. En 6nemlisi optimum fizyolojik kosullar:
strdirebilmek icin oksidanlar ile antioksidanlar arasinda bir denge saglamaktir.
Oksitleyicilerin asirt Uretilmesi, 6zellikle kronik bakteriyel, viral ve parazitik
enfeksiyonlarda oksidatif stres yaratan bir dengesizlige yol acabilir. Oksidatif stres,
lipitler, proteinler ve DNA gibi biylk biyomolekillerde oksidatif hasara yol acarak
kanser ve kalp-damar hastaliklarinin artma riskini artirir (Ames ve Gold, 1991; Liu
ve Hotchkiss, 1995). Serbest radikallerin sebep oldugu oksidatif stresin dnlenmesi
veya yavaslatilmas: icin yeterli miktarda antioksidan tiketilmelidir (Sun ve ark,
2002).

Antioksidan bilesiklerin diyetle alimi saghk icin ¢ok 6nemlidir.
Gunlimizde dogal olarak alinan antioksidanlarin gida, kozmetik ve farmasotik
urunlerde sentetik antioksidanlarin yerine kullaniimasina olan ilgi blyik giderek
artmaktadir. Islenmis gidalarda yaygin olarak kullanilan bitillenmis hidroksitoluen
(BHT) ve bdtilath hidroksianisol (BHA) gibi bazi sentetik antioksidanlarin
olmasina ragmen, bu bilesiklerin kansere yol acgici yan etkilerinin oldugu
bildirilmistir (Botterweck ve ark, 2000).

Son zamanlarda meyvelerden ve sebzelerdeki fitokimyasal ekstraktlarin
glcli antioksidan ve antiproliferatif etkileri oldugunu, meyve ve sebzelerdeki
fitokimyasal bilesimlerin, bu gidalarin guclu antioksidan ve antikanser aktivitesine
sahip olmasinin nedeni oldugu One sirllmistar. Ayrica hucresel sistemleri
oksidatif hasardan korumaya yardimci olabildigini ve kronik hastalik riskini
disurebilme potansiyeli oldugunu ileri siirmlsler. Meyve ve sebzelerin gugclu
antioksidan ve anti kanser aktiviteleri fitokimyasallarin sinerjik etkilerinden
kaynaklanmaktadir (Adom ve ark, 2002). 1 g kabugu olan elmadaki

fitokimyasallarin toplam antioksidan aktivitesi, 83.3 mol C vitamini ile esdegerdir;
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baska bir deyisle, 100 g elmanin antioksidan degeri 1500 mg C vitamini ile
esdegerdir. Meyve ve sebzelerde fitokimyasallar bilesimi onlarin glcli antioksidan
etkisinden sorumludur. Elma 6zleri ayrica, in vitro olarak timor hicresi
blyumesini inhibe eden biyoaktif bilesikleri icerir (Eberhardt ve ark, 2000).

Bitkilerde bulunan polifenoller, elektron veya hidrojen atomlarinin bagst,
serbest radikalleri stpirme, metalik iyonlarin kenetlenmesi, UV 1s1g1n1 emme,
serbest radikallerin ve antiproliferatif ajanlarin tretiminde rol oynayan enzimlerin
inhibe etme gibi koruyucu rol oynamakta oldugu kamtlanmistir (Kennedy ve
Wightman, 2011).

Serbest radikaller, yakin ¢evredeki biyomolekillerden elektronlar:
tuzaklayan yar1 kararli kimyasal tlrlerdir. Antioksidan bilesikler farkli etki
mekanizmalarina sahiptir ve bazi antioksidan polifenoller sadece reaktif oksijen
tiirleri siipirmekle kalmayip aym zamanda demirli iyonlar (Fe**) gibi tiirler icin
gecis metali kenetleme aktivitesine sahiptirler (Obrenovich ve ark, 2011).

Messaoud ve Boussaid (2011) Tunus’ta yetisen beyaz ve lacivert hambeles
meyvesinin esansiyel yagi, yag asitleri, fenolik bilesenleri ve antioksidan
aktivitesini inceleyen calismalarinda toplam fenol, flavonoid ve antosiyanin
iceriginin lacivert hambeles meyvesinde daha yuksek oldugunu gézlemlemislerdir.

Tuberoso ve ark (2013) oda sicakliginda etanol ile 4.5 giin maserasyon
yontemi ile elde edilen hambeles meyvesi likoriin antioksidan ve vazodilator
Ozelliklerinin fenolik icerigi ile olan iliskisini arastirmiglardir. Arastiricilar,
hambeles likérin toplam fenol igerigi yuksek oldugunu (1741 + 150 mg GAE/L)
gosterdigini ve FRAP, ABTS ve DPPH analiz sonuclar1 toplam fenol icerigi ile
dogrusal orantili oldugunu ortaya koymuslardir.

Farkli polaritede ¢oziciler (su, etanol ve etil asetat) kullanilarak hambeles
meyvesinden Ozutler elde edilmis ve antioksidan kapasiteleri DPPH ve FRAP
yontemleri ile belirlenmistir. Etanol ve su ozutleri en yiksek ekstrakt verimliligi
gostermis olsa da fenolik bilesik igerigi en yiksek olan etanol ve etil asetat

Ozltlerinin ayn1 zamanda en yiksek antiradikal ve antioksidan aktiviteleri
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gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen sonuclar bu 6zitlerin toplam fenol miktar:
ile antiradikal veya antioksidan aktivite arasinda 6nemli bir baglanti oldugunu

ortaya koymustur (Tuberoso ve ark, 2010).

2.5. Fitokimyasallarin antimikrobiyel etkileri

Bulasici hastaliklar, erken élimlerin basta gelen nedenlerinin biridir ve her
gun yaklasik 50000 kisinin hayatin1 kaybetmesine sebep olmaktadir. Genellikle
bakteriler terapotik olarak kullanilan ilaclara karsi direng kazanma ve bu direnci
iletme gibi genetik 6zelligine sahiptir. Farmakoloji endustrisi son 30 yilda yeni
antibiyotikler (retmis olsa da, mikroorganizmalarin bu ilaglara karsi direncin
artmas: bulasici hastaliklarin tedavisinde buyik bir klinik problem yaratmistir
(Cohen,1992; Singh, 1992; Mulligan ve ark, 1993; Davies, 1994). ilaclara direncli
bakteri ve fungal patojenler, bagisiklik sistemi baskilanmis, AIDS ve kanserli
hastalardaki bulasici hastaliklarin tedavisini daha da karmasik hale getirmistir
(Rinaldi, 1991; Diamond, 1991).

Ayrica antibiyotikler bazen konukta asiri duyarlilik, yararlh olan bagirsak
ve mukozal mikroorganizmalarin tikenmesi, bagisiklik baskilanmasi ve alerjik
reaksiyonlar1 gibi olumsuz etkiler ile iligskilendirilmistir (Idsoe ve ark, 1968). Bu
nedenle bulasici hastaliklarin tedavisinde bitkiler de dahil olmak U(zere diger
kaynaklardan yeni antimikrobiyel maddeler aramaya zorunluk duyulmustur. Sifal
bitkiler terapdtik 6zelliklere sahip cesitli bilesikler Uretirler. Bu bilesenler konak
hicrelere karsi hi¢ veya cok az toksisiteye sahip olup, patojenlerin biyimesini
inhibe edebilme veya 6ldirebilme 6zellikleri nedeniyle yeni antimikrobiyel ilaclar
gelistirilmesinde, antibakteriyel ve antifungal kemoterapétik ajanlarin  elde
edilmesinde zengin bir kaynak olarak goérilmustir (Ahmad ve ark, 1998; Ahmad
ve Beg, 2001).

Antik c¢aglardan beri insanlar yaygin enfeksiyon hastaliklar1 tedavisinde
bitkiler kullanilmaktadir ve bu geleneksel ilaglarin bazilari halen cesitli

hastaliklarin tedavisinde yer almaktadir. Ornegin Idrar yolu enfeksiyonlar:
1y
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tedavisinde ay1 biberi (Arctostaphylos uva-ursi) ve kizilcik suyu (Vaccinium
macrocarpon) fitoterapinin farkli el kitaplarinda bildirilirken, limon balsami
(Melissa officinalis), sarimsak (Allium sativum) ve cay agaci (Melaleuca
alternifolia) genis spektrumlu antimikrobiyel ajanlar olarak tanimlanmaktadir
(Heinrich ve ark, 2012). Bitki 0zlerine kiyasla onlarin ugucu yaglari genellikle
solunum sistemi enfeksiyonu, idrar yolu enfeksiyonu, mide-bagirsak sistemi
enfeksiyonu, safra sistemi enfeksiyonu ve cilt enfeksiyonuna neden olan
patolojilerin  tedavisinde daha c¢ok kullanilmistir. Ornegin cay agacindan
(Melaleuca alternifolia) elde edilen ucucu yag akne ve diger cilt enfeksiyon
sorunlar1 tedavisinde terapdtik ilag olarak yaygin kullanilmistir (Vanaclocha ve
Cariigueral, 2003).

Mikrobiyel diren¢g sorunu gittikce blyumekte ve bu nedenle gelecekte
antimikrobiyel ilaglarin kullanim: ile ilgili belirsizlik sirmektedir. Bu nedenle,
¢6zim olarak antibiyotik ilaglar1 kontrolli kullanma, direncin genetik
mekanizmalarini daha iyi anlama amaclanan arastirma calismalarini ve sentetik
veya dogal yeni ilaclar gelistirme caligmalarini sdrdirmek gibi 6nlemler
alinmahdir. Son hedef hastaya uygun ve etkili antimikrobik ilaglar sunmaktir
(Nascimento ve ark, 2000).

Son yillarda, bu verimliligi kanitlamak igin cesitli Ulkelerde cesitli
calismalar ydritilmastdar. Bitkinin ikincil metabolizmasinda sentezlenen bilesikler,
drnegin ucucu yaglarin bir parcas: olan fenolik bilesiklerin olas: pro-oksidan etkisi
faydal1 etkileri igin potansiyel bir mekanizmadir. Ornegin, (-)-epigallokatesin 3-
gallat: oksijeni dustrerek hidrojen peroksit Uretir, bdylece apoptozu tesvik eder ve
bakterilere karsi sitotoksik aktivite gosterir (Nakagawa ve ark, 2004).

Hammer ve ark (1999) agar dilusyon yontemiyle 52 gesit bitkinin 6zutleri
ve esansiyel yaglarinin 9 bakteri ve 1 mayaya Kkarsi antimikrobiyel aktivitesini
belirlemek icin yaptiklari ¢alismada limon, kekik ve defne esansiyel yaglarinin
<2.0% (h/h) konsantrasyonlarinda tim organizmalar: inhibe ettigini, 6 cesit bitki

yaginin ise en yuksek konsantrasyonda bile herhangi bir mikroorganizmaya karsi
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etkisinin olmadigim, geri kalan yaglar ve ozitlerin farkli konsantrasyonlarda
mikroorganizmalara karsi1 degisik aktiviteler gosterdigini bildirmislerdir.

Portekiz gastronomisinde sikca kullanilan cesitli aromatik bitkilerden
(kekik, keklikotu, biberiye, yer minesi, feslegen, bahge nanesi, yarpuz ve nane)
ekstrakte edilen ucucu yaglarin 7 gesit gram pozitif bakteri ve 3 ¢esit gram negatif
bakteriye olan antimikrobiyel aktivitesi agar difiizyon yontemi ile in vitro olarak
incelenmistir. S. aureus’un incelenen esansiyel yaglara en duyarli oldugu, P.
aeruginosa’nin ise genel olarak en az duyarlihk gosterdigi gdzlemlenmistir.
Degerlendirilen sekiz ugucu yag arasinda, kekik, keklikotu ve yapruzun en yiiksek
derecede antimikrobiyel aktivite gosterdigini, feslegen ve nane yagi en dusik
antimikrobiyel aktivite gosterdigini bulmuslardir. Kekik yaginin, dustk
konsantrasyonda bile antimikrobiyel aktivite gosterdigini, dolaysiyla gidadan
kaynaklanan hastaliklara ve gida bozulmasinin gesitli nedensel etkenlerine karsi
gida Urinlerinde dogal koruyucu potansiyelinin oldugu ileri strilmustir (Silva ve
ark, 2013).

Ahmad ve ark (2014) disk difuzyon yontemi ile 5 gesit yemeklik mantarin
(Pleurotus ostreatus, Morchella esculenta, P. ostreatus (Siyah), P. ostreatus (Sar1)
ve Pleurotus sajor- caju) 5 cesit gram negatif, 3 ¢esit gram pozitif bakteri ve bir
mantara (Candida albicans) karsi antimikrobiyel aktivitesini incelemislerdir.
Antimikrobiyel tarama sonucunda P.ostreatus'un etanol ekstraktimin E. coli
haricinde test edilen tim mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu, mantar (Candida
albicans) ve A. tumefaciens'e karsi maksimum inhibisyon zon ¢apinin 13 mm
oldugu goézlemlenmistir. P. sajor-caju mantarinin, B. subtilis, B. atrophaeus ve K.
Pneumonia bakterilerine karsi en yiksek dizeyde etkili (12.5 mm) oldugu, P.
ostreatus (Sar1) mantarinin ise, P. aeruginosa (21.83 mm), B. atrophaeus (20 mm)

ve C. albicans'a (21 mm) karsi en yiksek diizeyde etkili oldugu bildirilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Hambeles meyvesi
Hambeles kultlr meyvesi 2015 yilinda hasat zamaninda Adana’dan temin

edilmis ve -25 °C’de muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan kimyasallar ve enzimler Sigma (Sigma Chemical
Company, MO, USA) ve Merck (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)
firmalarindan temin edilmistir. Kullanilan enzimler (o-glikozidaz ve a- amilaz )
Sigma’dan (Sigma Chemical Company, MO, ABD) satin alinmistir. Kullanilan
bakteriler E. coli ve S. aureus C. U. Ziraat Fakiltesi Gida Muhendisligi Bolumd
Mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilmistir. Antimikrobiyel aktivite tayininde
(BIOANALYSE®) antimikrobiyel duyarlilik testi diskleri kullanilmustir.

3.1.3. Arag ve Geregler

Hambeles meyvesini dondurarak kurutma islemlerinde “CHRIST ALPHA
2-4 LD (ABD)” marka liyofilizator (Sekil 3.1), karigtirma iglemlerinde “Waring
Commercial Blender”, santriftij islemleri icin “KUBOTA 7780 (Japonya)” marka
santrifij (Sekil 3.2) kullamilmistir. Meyve o6zitlerini elde etme islemlerinde
“BUCHI Rotavapor® R-100 (isvicre)” marka evaporator (Sekil 3.3) kullanilmstir.
Toplam fenol ve toplam flavonoid iceriklerinin belirlenmesi, toplam antioksidan ve
enzim  aktiviteleri  Ol¢imlerinde  SHIMADZU  UV-1700  (Japonya)
spektrofotometresi (Sekil 3.4); pH 6l¢limlerinde cam elektrotlu “Thermo Orion”
marka pH-metre, enzim inhibe aktivite islemlerinde kullaniimak Gzere “THERMO
SCIENTIFIC 2864 WATER BATH (ABD)” su banyosu; antimikrobiyel aktivite
Olglst islemlerinde besi yeri ve cam malzemelerin sterilizasyonu igin

“HIRAYAMA HA-3MIV (Japonya)” marka otoklav; steril kabin olarak “Legrand”
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steril kabin; inkiibasyonu islemlerinde “MMM MEDCENTER INCUCELL 111
(Almanya)” inktbatoru kullandmastir.

Sekil 3.1. Dondurarak kurutma isleminde kullanilan liyofilizatér

Sekil 3.2. Calismada kullanilan Santrifij cihazi
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] v :
Sekil 3.3. Analizde kullanilan rotary vakum evaporator

Sekil 3.4. Analizde kullanilan UV-VIS spektrofotometre
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3.2. Metot
3.2.1. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Hambeles meyve ozitleri Kam ve arkadaslarinin (2013) kullandigi yontemi
modifiye ederek hazirlanmistir. Meyve ornekleri liyofilizatdrde kurutulduktan
sonra toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen drneklerden 15 g alinarak Uizerine
200 mL ¢Ozgen (su, metanol, etil asetat ve hekzan) eklenerek ultrasonik su
banyosunda 30°C’de 45 dk bekletilmistir ve 3500 g’de 10 dk santriflij edilmistir.
Berrak kisim ayrildiktan sonra kati kisimlar tizerine 30 mL ¢oziici ilave edilmistir
ve bu islem 2 kez tekrarlanmustir. Elde edilen berrak kisimlar birlestirildikten sonra
vakum evaporatdrde kurutulmustur ve kalan kisim 15 mL saf su ile ¢oziindirilerek

meyve 0zltleri elde edilmistir.
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Meyveleri liyofilizatorde kuruturarak toz haline getirme

!

Toz drnek (15 g) + Cozucu (200 mL)

(su, metanol, etil asetat, hekzan)

l

Blenderde karistirma

l

Ultrasonik su banyosu 30°C, 45 dk

l

Santriflij 3500 G, 10 dk

l

mmmm) Berrak kismini alma
Tortu + 30 mL ¢6zici (su, metanol, etil asetat, hekzan)

Ultrasonik su banyosu 30°C, 45 dk

l

Santriftj 3500 G, 10 dk

Berrak kismu bir 6nceki asamadaki berrak kisimla birlestirme

l

Rotary vakum evaporattrde ¢ozicileri ugurma

l

Kalan kisma 15 mL saf su ekleyerek ¢ozlindirme
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3.2.2. Toplam Fenol Tayini

Hambeles meyvesi Ozitlerinin  toplam  fenolik madde miktar
spektrofotometrik olarak Folin-Ciocalteu kolorometrik metoduna gore yapilmstir
(Apostolou ve ark, 2013). Hambeles meyve 6ziitlerinden 1’er mL alimp Uzerinde
60 mL saf su eklenmis, karistirildiktan sonra (izerine 5 mL Folin-Ciocalteu hazir
reaktifi konulmus ve iyice karistirilmigtir. Sonra 7.5 dk icerisinde % 20’lik sodyum
karbonat cozeltisinden 15 mL ilave edilmistir ve iyice karistirilmigtir, sonra
cozeltilerin hacmi 100 mL’ye tamamlanmustir. Cozeltiler 20°C’de karanlhikta 2 saat
bekletildikten sonra c¢oOzeltilerin absorbanslart UV Spektrofotometresi’nde 750
nm’de okunmustur. Toplam fenol miktarlari gallik asitle cizilen kalibrasyon
egrisinden, mg gallik asite esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Analizler 3

paralel yapilarak ortalamasi alinmastir.

3.2.3. Toplam Flavonoid Tayini

Meyve oOzitlerinin flavonoid igerigi Wannes ve ark (2010)’nin metodu
modifiye edilerek belirlenmistir. Hambeles meyve 6zutlerinden 1’er mL alindiktan
sonra Gzerine 5 mL saf su eklenmistir. lyice karistirildiktan sonra tizerine % 5’lik
0.3 mL sodyum nitrit eklenmistir ve vorteksle iyice karistirilmistir. 5 dk
bekletildikten sonra tizerine % 10°1uk 0.6 mL aluminyum klor(r ilave edilmistir ve
karistirilmistir, ardindan 5 dk bekletilmistir. Sire bittikten sonra 2 mL 1 M’lik
sodyum hidroksit ¢ozeltisi eklenmis ve hacmi 10 mL’ye tamamlanmistir. Daha
sonra gozeltilerin absorbanslart UV Spektrofotometresi’nde 510 nm’de okunarak
toplam flavonoid miktarlar: katesinle cizilen kalibrasyon egrisinden, mg katesine
esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Analizler 3 paralel yapilarak ortalamasi

alinmustur.

3.2.4. Pankreatik a-amilaz inhibisyonunun Belirlenmesi
Pankreatik a-amilaz inhibisyonunun belirlenmesi amaciyla 0.006 M

sodyum Klorir iceren 0.1 M, pH 6.9 fosfat tamponunda hazirlanmig 6 Gnite/mL’lik
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40 pL o-amilaz cam tuplere alinip (izerine ayn1 tampondan 560 pL eklenmistir.
Sonra tzerine 100 pL meyve ozdtlerinden ilave edilmistir ve iyice karistirilip su
banyosunda 37°C’de 20 dk bekletilmistir. Sure sonunda yine ayn: tamponda
hazirlanmis 1 mL % 1’lik nisasta ¢Ozeltisinden 300 pL ilave edildikten sonra yine
su banyosunda 37°C’de 20 dk bekletilmistir. Daha sonra tliplere dinitrosalisilik asit
(DNS) cozeltisinden 750 pL eklenmis ve 5 dk kaynar suda bekletilmistir. Tupler
sogutulduktan hemen sonra (zerine 6 mL saf su eklenerek absorbanslari UV
spektrofotometrede kore karsi 540 nm’de okunmustur. Kor ayni reaksiyon
karistminda enzim  yerine enzimin  ¢OzUndirdldugl tampon  eklenerek
hazirlanmastir. Analizler 3 paralel yapilarak ortalamas: alinmustr.

1 Unite enzim aktivitesi dakikada 1 mmol maltoz olusturan enzim miktar:
olarak tammlanmis ve % inhibisyon degeri [(A.-Ai)/A.]x100 formall ile

hesaplanmistir (Shobana ve ark, 2009).

A, — Ai

inhibisyon (%) = ( ) «100

0]

A, = inhibitorstiz enzim aktivitesi

Ai = inhibitdr varhiginda enzim aktivitesi

3.2.5. a-glikozidaz inhibisyonunun Belirlenmesi

50 pL 2 U/mL oa-glikozidaz ve 1.15 mL 0.1 M pH 6.8 fosfat tamponu ile
karistirnlmigtir. Karisim Gzerine 50 pL meyve 6zitleri eklenerek su banyosunda
37°C’de 10 dk bekletilmistir. Bekleme siiresi ardindan karigim tizerine 5 mmol 50
uL substrat (p-nitrofenil-a-D-glikopranozid) eklendikten sonra 37°C’lik su
banyosunda 30 dakika inkibasyona birakilmigtir. Sire sonunda 2 mL 0.2 M
sodyum karbonat ve 4.7 mL saf su eklenerek reaksiyon durdurulmustur ve
spektrofotometrede 405 nm’de kore karsi absorbans dlgimu yapilmigtir. Kor aynm
reaksiyon karisiminda enzim yerine enzimin ¢ozundurdldigi tampon eklenerek
hazirlanmistir. Analizler 3 paralel yapilarak ortalama degeri alinmistur.
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1 Unite enzim aktivitesi dakikada 1 puM p-nitrofenol olusturan enzim
miktar1 olarak tanimlanmstir ve % inhibisyon degeri [(Ao.-Ai)/A,]*100 formili ile

hesaplanmistir (Shobana ve ark, 2009).

A, — Ai

Inhibisyon (%) = ( ) * 100

(o]

A, = inhibitdrsiz enzim aktivitesi

Ai = inhibitor varliginda enzim aktivitesi

3.2.6. Antimikrobiyel Aktivitenin Belirlenmesi
3.2.6.1. Tek Koloni Eldesi

Mikroorganizmalar diliisyon sivisinda ¢oziindiiriildiikten sonra 10’ e kadar
seyreltme yapilmistir ve bu 10™liik seyreltmeden 0.1 mL alinarak nutrient agar

besiyerine yayma ekim yapilmustir.

3.2.6.2. Disk Diflizyon Yontemi ile Antimikrobiyel Aktivitenin Belirlenmesi

Bu amagla, tek koloni dusirme yontemi ile elde edilen
mikroorganizmalardan birer koloni alinarak, 5 mL Nutrient Broth besiyerine
eklenmistir ve mikroorganizma slispansiyonlar: 37°C’de 24 saat slreyle inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda mikroorganizma sispansiyonlari 10 Kkat
seyreltilerek 2 saat 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibe edildikten sonra
mikroorganizma stspansiyonlarindan 100 pL alinarak daha 6nceden hazirlanan
Nutrient Agar petri kutularina yayma ekim yapilmigtir. Daha sonra 1 cm capindaki
diskler petri kutularina her bir petri icin 3 adet olacak sekilde yerlestirilmistir ve
disklere 30 uL meyve Ozitleri emdirilmistir. Ardindan petriler 37°C’de 24 saat
inklibasyona birakilmistir ve inkibasyon sonrasinda disklerin gevresinde olusan

inhibisyon zonlart mm cinsinden 6l¢ilmustir (Fernandez-Agullé ve ark, 2013).
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3.2.6.3. Minimum Inhibe Edici Konsantrasyon (MIiK) Yéntemi ile
Antimikrobiyel Aktivitenin Belirlenmesi

MIK degerleri, seri seyreltme yontemine gore degisen konsantrasyonlarda
meyve Ozltleri kullanilarak belirtilmigtir. Bu amagla 6zltlerden 1’er mL alinip 10
mL Nutrient Broth besiyerine eklenmistir ve ayni besiyeriyle seri seyreltme
yapilmistir. Daha sonra bu karisimlar Gzerine 10° hiicre/mL oraninda
mikroorganizma igeren 50 pL Kkultir sivist eklenmistir ve 37°C’de 24 saat
inkiibasyona birakilmustir. inkiibasyon sonunda tremenin gorillmedigi tiplerden 1
mL 6rnek alinarak diliisyon sivistyla 10°’ya kadar seri seyreltme yapilms ve
Nutrient Agar petri kutularina yayma ekim yapilarak MIK degeri saptanmstir
(Fernandez-Agullé ve ark, 2013).

3.2.7. Antioksidan Aktivitenin Belirlenmesi
3.2.7.1. DPPH (Serbest Radikal Giderim) Yontemi ile Antioksidan Aktivitenin
Belirlenmesi

Hambeles meyve ozitlerinin serbest radikal giderim aktiviteleri 2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil (DPPH) kullanilarak belirlenmistir. Bu amacla 150 uL meyve
Ozltleri Gzerine metanolle hazirlanan % 0.005’lik DPPH c¢ozeltisinden 2.85 mL
ilave edilip karistinlmistir ve karanhkta oda sicakhginda 24 saat inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 515 nm’de kore karsi absorbans 6lciimii
yapilmistir.  Kontrol ayni reaksiyon karistminda bitki 6zit yerine metanol
kullanilarak hazirlanmistir.  Antioksidan sonucu trolox ile cizilen kalibrasyon
egrisinden, mg Trolox’a esdeger olacak sekilde hesaplanmistir (Ismail ve ark,
2010).

Yukarida bahsedilen DPPH yontemiyle meyve o6zitlerinin antioksidan
miktar1 DPPH radikalinin konsantrasyonunu % 50 oraninda azaltmak igin gerekli
0z(t konsantrasyonu cinsinde de hesaplanmistir. (Tailor ve Goyal, 2014).

A, — Ai

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi (%) = ( ) x 100

(o]
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A, = kontrol absorbansi

Ai = Ornek absorbansi

3.2.7.2. FRAP (indirgeme Giici Kapasitesi) Yontemi ile Antioksidan
Aktivitenin Belirlenmesi

Meyve oziitlerinin indirgeme giicii kapasitesi, ©6ziitlerin Fe*-Fe®*
doénistimine olan etkisine gore saptanmistir. 25 mL 300 mM’lik asetat tamponu,
2.5 mL TPTZ (2,4,6-tripridil-s-triazin) (40 mmol HCI icerisinde hazirlanmis 10
mmol TPTZ) ve 25 mL 20 mmol’lik FeCl;.6H,O Kkaristirilarak 37°C’de
inklibasyona birakilmigtir. Daha sonra bu karisimdan 2.85 mL alinarak 150 uL
meyve Ozltleri ile karigtinlmistir ve oda sicakliginda karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 593 nm’de kére Kars: absorbans olciimil
yapilmistir. Kor aymi reaksiyon karisiminda bitki 6zt yerine saf su kullanilarak
hazirlanmistir. Sonugclar trolox ile ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg Trolox’a

esdeger olacak sekilde hesaplanmistir (Zhang ve ark, 2013).
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Hambeles meyvesinin biyoaktif 06zelliklerinin arastirilmasinda meyve
orneklerinin kurutulmas: ve ¢ozgenlerle 6zt eldesi énemlidir. Kurutulan hambeles
meyve Ornekleri farkli cozgenler ile muamele edilmistir ve sonunda c¢ozgenler
rotary evaporator ve liyofilizator ile ortamdan uzaklastirilmistir. Meyve 6zit verimi

Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Hambeles meyve ozitlerinin farkli ¢ozgenlerle verimi (%) (a/a)

Cozgen Verim*
Metanol 77.31
Su 51.74
Etil asetat 11.38
Hekzan 7.86

*afa: Cozgen ile elde edilen dzuttn agirhigi/liyofilizatorden elde edilen meyve agirlig: (9).

Oziit verimleri, fitokimyasal maddelerin kimyasal yapisi, kullanilan 6ziitleme
yoéntemi, 6rnek partikil boyutu, kullanilan ¢6zgen ve karisan maddelerin
varligindan etkilenir (Stalikas, 2007). Cizelgeden goruldiigl gibi en yuksek verim
metanol ile elde edilmis ve onu su takip etmistir. Etil asetat ve hekzan verimi diger

cozgenlere kiyasla distk kalmastir.
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4.1. Hambeles meyve ozutlerinin toplam fenol, toplam flavonoid ve toplam
antioksidan degerleri

Toplam fenolik madde, toplam flavonoid ve toplam antioksidan aktivitesi
sonuglart Cizelge 4.2°de verilmistir. Sonuclar, aciga ¢ikan toplam fenolik madde
miktarinin kullanilan ¢ézgenlerin polaritesine bagl olarak degistigini gostermistir.
Kullanilan  ¢bzgenlerin  polarite  sirast  su>metanol>etil  aseat>hekzandir.
Kullanilan ¢dzgene gore, toplam fenolik madde miktar1 5.1-45.2 mg/g kuru madde
arasinda, toplam flavonoid miktar1 ise 2.3-11.6 mg/g kuru madde arasinda
degismistir. Antioksidan aktivite degeri DPPH yodnteminde 2.27-242.09 mmol/L
arasinda, FRAP yodnteminde ise 39.5-173.2 mmol/L arasinda degiskenlik
gostermistir. En yuksek toplam fenol, flavonoid ve antioksidan aktivite degerleri su
(polaritesi en yuksek olan) ile elde edilen 6zutte gérulmustir. Apolar bir ¢ozgen
olan hekzanla elde edilen 6ziitlerde toplam fenol, toplam flavonoid ve toplam
antioksidan aktivitesi saptanmamistir. Hekzanin hambeles meyve 0ziiti elde
etmede etkisiz oldugu tespit edilmistir. Oziit eldesinde metanol en verimli olmasina

ragmen en yiiksek toplam fenol su ile elde edilen meyve 6zltinde bulunmustur.

Cizelge 4.2. Hambeles meyve 6zutlerinin toplam fenol, flavonoid ve antioksidan
miktari sonuclari (3 paralel ortalamasi)

Oziit Toplam Fenol* Flavonoid** Antioksidan aktivitesi***
(mg GAE/Q) (mg KE/g) (mmol TE/L)
FRAP DPPH
Su 45.2+0.13 11.6+1.86 173.2£0.46  232.09+3.22
Metanol 27.5£0.25 4.4+0.28 151.0+0.40 140.09+0.45
Etil asetat  5.1+0.02 2.3+0.03 39.54+0.61 2.27+0.03
Hekzan - - - -

*Toplam fenol sonuclari gallik asite esdeger (GAE) olarak verilmistir.
**EFlavonoid sonuclari katesine esdeger (KE) olarak verilmistir.
***Antioksidan sonuclari Trolox’a esdeger (TE) olarak verilmistir.
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Cizelge 4.2°de verilen sonuglara gore, meyve o6zditlerinin toplam fenol
miktar: sirayla, su > metanol > etil asetat oldugu, toplam flavonoid ve toplam
antioksidant miktarimin da aym sirayr takip ettigi gorilmektedir. Toplam fenolik
madde miktar1 daha yiksek olan meyve ozitiinin toplam flavonoid ve toplam
antioksidan miktarinin da yiksek oldugu, baska bir deyisle, ozitlerin toplam
fenolik madde miktar1 ile toplam flavonoid ve toplam antioksidan miktarinin
orantili oldugu tespit edilmistir.

Hambeles meyve orneklerinin DPPH antioksidan aktivitesi sonuglari ECs
(DPPH radikal konsantrasyonunu % 50 azaltmak igin gereken 06zit
konsantrasyonu) cinsinden de verilir. DPPH (1,1-dinitrofenil-2-pikril hidrazil)
ticari olarak elde edilen stabil bir organil azot radikaldir. Molekilde bir serbest
elektron iyonunun yer degistirmesi menekse rengin olusmasina neden olur. DPPH
yontemi, DPPH c¢ozeltisi hidrojen atomu verebilen madde (antioksidan) ile
karistirildigi zaman DPPH radikalinin indirgenmesine ve ¢ozeltinin baslangigtaki

koyu menekse olan rengin kaybolmasina dayanir (Sekil 4.1) (Mishra ve ark, 2012).

TH
H — M b M
L CH: [ o
e o o A Ol
e || h;- Antioksidan L | J 2 =
SFHEN S b — el b b P
= . o =t M X
; - '1.,__;-,-' oM Bitki diitil . g oH
o e H
3 \. )
H .l.>' O
DPPH radikah Indirgen DPPH

Sekil 4.1. DPPH radikalinin antioksidan madde ile reaksiyonu

Cizelge 4.3’te hambeles meyve o0zitlerinin DPPH ECs, sonuclar
verilmistir. ECs, degerinin distik olmas: antioksidan kapasitenin yiiksek oldugunu
gosterir. Buna gore, en ylksek antioksidan aktiviteye sahip 6zit, su kullanilarak

elde edilen 6zt olmustur.
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Cizelge 4.3 Hambeles meyve oziitlerinin DPPH % inhibisyonu ECs, degerleri

Ozt Ozt miktar: Inhibisyon (%) ECso*
(mg/mL) (mg/mL)
Su 1.72 89.68 £ 0.13 0.52
1.29 75.42 £ 0.17
1.15 71.39+£0.32
1.03 67.44 +0.49
0.94 63.32 +0.55
Metanol 2.90 75.34 £ 0.69 1.76
2.32 67.68 + 1.37
1.93 54.50 £ 1.05
1.66 45.38 £ 0.99
1.45 42.43 + 3.06
Etil asetat 34.14 89.36 £ 0.30 16.49
22.76 71.42 +3.48
18.97 58.11 + 2.56
17.07 4994 + 1.46
14.23 43.27+0.78
11.38 35.28 £ 2.24

*ECsy: Baslangic DPPH konsantrasyonunu % 50 azaltmak icin gereken &rnek
konsantrasyonu.

Hambeles meyvesinin toplam fenol ve antioksidan miktar1 ile ilgili bir
caligmada, hambeles meyve oOziitleri su, etanol ve etil asetat ¢ozgenleri ile 6
haftalik maserasyona birakilarak elde edilmistir. Ozutlerin toplam fenol,
antioksidant miktart DPPH ve FRAP yontemi ile dlgllmustur. Analiz sonuglarina
gore toplam fenol miktar: en yiksek olan 6zit etanol ile elde edilen 6zit (4.57
g/L), sonra etil asetat (2.12 g/L) ve su (0.52 g/L) olmustur. Antioksidan sonuclari,
FRAP yonteminde etanol (84.7 mmol/L), etil asetat (40.7 mmol/L) ve su (7.6

mmol/L) iken, DPPH yénteminde etanol (41.4 mmol/L), etil asetat (17.7 mmol/L)
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ve su (3.7 mmol/L) olmustur. Analizler sonucunda, hambeles meyve 6zitlerinin
antioksidan miktarlar1 ve toplam fenolik madde miktarinin dogru orantili oldugu
tespit edilmistir (Tuberoso ve ark, 2010).

Toplam fenol ve antioksidan ile ilgili baska bir ¢alismada, Tunus’tan
toplanan hambeles meyvesinin farkli cesitlerinden (beyaz ve lacivert) elde edilen
esansiyel yaglarin tolam fenol, flavonoid ve antioksidan (DPPH ve FRAP) miktari
incelenmistir (Messaoud ve Boussaid, 2011). Toplam fenol miktari meyve cesidine
gore farklilik gostermistir. Lacivert meyveden elde edilen yagin toplam fenol
miktar: (63.2+£3.5 mg GAE/qg), flavonoid miktar: (25.6£1.7 mg RE/g; RE: rutin
esdegeri), antioksidan DPPH ICs, degeri (2.1+0.1 mg/mL) ve antioksidan FRAP
degeri (2.7+0.3 mmol Fe®*/g) olarak beyaz meyveden elde edilen yaga kiyasla daha
yuksek miktarda fenol madde ve antioksidan igerdigi bildirilmistir.

Bir baska ¢alismada, Serce ve ark (2010) Hatay’dan farkli zamanlarda hasat
edilen hambeles meyvelerinin Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenol miktarini,
DPPH ve B-karoten-linoleik asit yontemi ile antioksidan aktivitesini incelemistir.
Kurutulmus ve toz haline getirilmis hambeles meyve &érneklerinin metanol ile
60°C’de 6 saat Soxhlet aleti kullanilarak meyve 6zutiu elde edilmistir. Toplam
fenol miktar1 44.41-88.56 mg GAE/g kuru madde arasinda degismistir. DPPH
antioksidan sonuclar1 2.34-8.24 pg/ml arasinda farklihik gdstermistir. Calisma
sonuglarindan toplam fenol miktar:r yiksek olan meyve 6rneginin antioksidan
aktivitesinin de yuksek oldugu bulunmustur ve meyvelerin antioksidan kabiliyeti
icinde bulunan toplam fenol miktari ile iligkili oldugu bildirilmistir.

Toplam fenol ile ilgili yapilan bir arastirmada Turkiye’nin Mugla ili
Marmaris ilgesinin 3 farkli bdlgesinden (Bozburun, Cetibeli ve Yesil Belde)
toplanan hambeles meyveleri kurutulmus, 6gutilmis ve farkl: ¢ozgenler (n-hekzan,
CH,CIl, ve MeOH) kullanilarak meyve 0Ozitleri elde edilmistir. Elde edilen
Ozutlerin antioksidan aktivitesi DPPH yontemilyle dlctlmustir ve kuersetin DPPH
sonucuyla kiyaslanmistir. Metanol 6zit verimine kiyasla n-hekzan ve CH,Cl,

verimi ¢ok distk oldugu icin sadece metanolli 6zitlerin antioksidan aktivitesi
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incelenmistir. Analiz sonuclarina gére DPPH antioksidan sonuglart 1.22 mg/mL
(Bozburun), 1.22 mg/mL (Cetibeli), 1.24 mg/mL (Yesil Belde) olmustur. Hambeles
metanol meyve Oziitlerin antioksidan aktivitesi kuarsetine (0.007 mg/mL) kiyasla
cok disuk olsa da antioksidan olarak stabil DPPH radikalinin rengini menekse
renginden sar1 renge donusttrebilmistir (Keven-karademir ve Avunduk, 2015).

Bu calismada elde edilen toplam fenol, flavonoid ve antioksidan miktari,
Tuberso ve ark (2010)’min yapmis olduklart c¢alismadan farkli, Messaoud
ve Boussaid (2011), Serce ve ark (2010)’nin yapmis olduklar:1 ¢alismalarda elde
edilen toplam fenol miktari1 ve DPPH antioksidan miktarina yakin, DPPH
antioksidan sonuglar: ise Keven-karademir ve Avunduk (2015) sonuglarina benzer

olarak tespit edilmistir.

4.2. Hambeles meyve 0zutlerinin a-glikozidaz tzerine ihibisyon etkisi
Hambeles meyve o0zitlerinin o-glikozidaz (zerine inhibe edici etkisi
substrat olarak 4-Nitrofenil a-D-glikopiranosid kullanilarak yapilmistir. Sekil
4.2’de goruldugul gibi, a-glikozidaz aktivitesinin belirlenmesinde, 4-nitrofenil-a-D-
glikopiranosid substratinin a-glikosidaz enzimince katalize edilerek olusturdugu p-

nitrofenoliin kolorimetrik olarak belirlenmesi esas alinir (Li ve ark, 2005).

-Ix,.\ _
Lg a-glikozidaz ) =\
fOH I + HO m=—/——= | n + HO—, N0,
1 I|' \ :IH % '..- _.'
HO = 0~ N0, L —
L oG

A-Nitrofen] o-D-glikopiranosid D-glikoz pnitrofenol
(renksiz) (zar renkln)

Sekil 4.2. a-glikozidazin 4-nitrofenil a-D-glikopiranosid ile tayini
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Hambeles meyve o6zitlerinin a-glikozidaz (zerine inhibe edici etkileri
Cizelge 4.4’te verilmistir. Cizelgeden gorildugl gibi meyve 0Ozitlerinin a-
glikozidaz Uzerine inhibisyon kabiliyeti kullanilan ¢6zgenlere gore farklilik
gOstermistir. Ayrica, 6zut dozajina orantili olarak, dzltlerin enzim Uzerine inhibe
edici etkisi de artmigtir. Enzimi yar1 yariya inhibe etmek icin gereken inhibitor
miktar: olan ICs degerleri de Cizelge 4.3’te verilmistir. Bu degerin dlsik olmasi
inhibitorin etkinligini gosterir. Buna gore en dusik 1Cs, degeri 0.7 pg/mL ile su
Ozutd olmus, en ylksek ICsy degeri ise 44.7 pg/mL ile etilasetat 6zutunde
gozlenmistir. Hekzanla elde edilen 6zlt a-glikozidazi inhibe edememistir. Farkl
cozgenler kullanilarak elde edilen hambeles meyve 6zltlerinin a-glikozidazi inhibe
etme etkilerinin toplam fenol ile orantili oldugu, yani toplam fenol miktar: yiksek

olan 6zutln inhibisyon kabiliyetinin de yuksek oldugu gorilmistdr.
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Cizelge 4.4. Hambeles meyve oziitlerinin a-glikozidaz Gizerine inhibe etkisi

Oziit Oziit miktar: (ug/mL) Inhibisyon (%)  ICs (ug/mL)
Su 0.45 02+13 0.7

0.51 7820
0.59 31.2+34
0.71 53.0+3.6
0.89 780+15
1.19 94.0+3.1

Metanol 1.54 0.0+£09 2.06
1.68 10.2+1.8
1.85 40.8£0.5
2.06 51.1+49
2.31 71.2+29
2.64 87.8+0.7

Etil asetat 34.95 0.3+£0.8 44.7
38.83 232%6
43.69 53.0£94
49.93 77.0x24
58.25 90.4+4.4

a-glikozidaz inhibisyonu ile ilgili bir calismada, Onal ve ark (2005) 3 gesit
a-glikozidaz inhibitoru (glimepirid, gliklazid ve akarboz) ve hambeles dahil olmak
Uzere 4 cesit bitkinin sulu 6zhttndn 3 farkl kaynaktan (maya, tavsan karacigeri ve
tavsan bagirsagi) elde edilen a-glikozidaz (zerine inhibisyon etkisini
incelemislerdir. Hambeles bitkisi 6zitl maya kaynakli enzime karst 1Cs,: 38
pg/mL, tavsan bagirsagi kaynakli enzime karsi 1Csy: 310 pg/mL inhibisyon etkisi
gostermistir.Ayrica, hambeles 0zitinun calisilan inhibitorlere ve diger bitki

Oz(tlerine kiyasla daha etkili oldugu bulunmustur.
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Ayni ¢calismada, hambeles 6zitlnin inhibe etme 6zelliginin toplam fenol
icerigi ile baglantili olup olmadigini ortaya koymak icin silika jel kolonla hambeles
Ozuth aktif fraksiyonlar: elde edilmis ve elde edilen tiim fraksiyonlarin hem toplam
fenol madde tayini hem de enzim (zerine inhibisyon etkisi arastirilmistir.  Analiz
sonucu, enzim uzerine inhibisyon etkisi en yiksek olan fraksiyonun fenol
iceriginin de yuksek oldugunu, dolaysiyla bitki 6zitunin inhibisyon etikisinin
tolam fenol bileseni ile baglantili oldugunu ortaya koymustur.

a-glikozidaz inhibisyonu ile ilgili bir baska calismada, Subramanian ve ark
(2008) Hindistan’da bulunan aci krali olarak adlandirilan yesil Chirayta
(Andrographis paniculata) bitkisi yapraklarini % 20’lik etanol ile muamele ederek
Ozutlnu elde etmisler ve a-glikozidaz, a-amilaz Uzerine inhibisyon etkisini
incelemislerdir. Referans inhibitdr olarak akarboz ve andrografolid kullanmislardr.
Analiz sonucuna gore, yesil Chirayta 0zitunln a-glikozidaz Uzerine inhibisyon
potansiyelinin 1Cs: 17.2+0.15 mg/ml degerle akarboz (1Cs: 6.2+0.33 mg/ml) ve
andrografolide (ICso: 11.0£0,28 mg/mL) kiyasla diistik oldugu bulunmustur.

Bir baska calismada, dag biberi yapragi, anason murtu ve limon murtu
bitkileri asitlendirilmis metanol kullanilarak fenol bilesiklerince zengin fraksiyonu
elde edilmistir (Sakulnarmrat ve Konzcak, 2012). Bitki 6zitlerinin toplam fenol,
flavonoid miktar1 ve a-glikozidaz, pankreatik lipaz, anjiyotensin donustirici
enzim (ACE) uzerine inhibisyon etkisi incelenmistir. Toplam fenol miktar:1 en
yuksek olan (911.9 + 57.8 mg/g) dag biberi yapraginin a-glikozidaza kars:
inhibisyon etkisinin diger bitkilere kiyasla distk oldugunu (ICsp: 830 pg/mL),
toplam fenol miktar1 en dusiik (660.5 + 58.8 mg/g) olan limon murtunun o-
glikozidaza karsi inhibe edici etkisinin (ICso: 130 pg/mL) en yiksek oldugu
bildirilmistir. Bitkilerin enzim inhibisyonu etkisinin saptanan toplam fenol icerigi
ile baglantili olmamas elde edilen aktif fenolik fraksiyonlarda bulunan proteinlerle
kompleks olusturmasindan kaynaklandigin: belirtilmistir.

Matsui ve ark (2014) dogal olarak bulunan gidalar (yesil ¢ay, oolong ¢ayi,

satsuma mandarini, tavuk 6z() ve fermantasyon veya enzimatik hidroliz yoluyla
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elde edilen protein turevlerinin (balik sosu, yogurt ve sardalya baligindan elde
edilen proteaz hidrolizati) diyabete kars: etkisi olup olmadigini ortaya koyabilmek
icin a-glikozidaz Gzerine ihibisyon etkisini incelemislerdir. Analiz sonuglarina gore,
yesil cay, oolong ¢ay: ve sardalya baligindan elde edilen proteaz hidrolizati gucli
inhibe edici aktivite (11.1 mg/mL, 11.3 mg/mL, 48.7 mg/mL) gdstermistir. Tavuk
Ozt (ICso: 471.4 mg/mL), yogurt (1Cso: 519.8 mg/mL), balik sosunun (ICs: 1742
mg/mL) a-glikozidaza karsi inhibisyon etkisi diisiik oldugu bildirilmistir.

Sepici ve ark (2004) hambeles yaginin, normal ve alloksan-diyabetik
tavsanlarda hipoglisemik etkisini, normal ve alloksan-diyabetik tavsanlarin serum
instllin  konsantrasyonlar1 Uzerindeki etkilerini in vivo olarak arastirmislardir.
Alloksan-diyabetik tavsanlarin kan sekeri degerinin, 50 mg/kg dozda hambeles
yagi verildikten sonraki dordiincu saatte 6nemli élcude ve ilerideki ginlerde ise %
51’e indigi saptanmistir. 10-20 mg/kg arasindaki dozlarda hambeles yag: tamamen
etkisiz olmus, 100 mg/kg’lik doz ise inhibisyon etkisini arttirmamistir. Analiz
sonuclari, kan glikoz diizeyindeki azalmanin ince bagirsak yiuzey membran firga
sinirlarinda bulunan  a-glikozidazin - geri  donlisumli  inhibisyonuna bagh
olabilecegini ortaya koymustur.

Bu ¢alismada elde edilen sonugclar verilen dnceki calismalarin sonuglari ile
kiyaslandiginda, hambeles meyve Ozitlerinin a-glikozidaz tzerindeki inhibisyon
etkilerinin daha yuksek oldugunu, dolayistyla guclu inhibitér oldugunu ortaya

koymustur.

4.3. Hambeles meyve 6ziitlerinin a-amilaz tzerine ihibisyon etkKisi

Hambeles meyve 0Ozitlerinin a-amilaz Uzerine inhibe edici etkisi
dinitrosalisilik asit renk reaktifi ile kolorimetrik olarak spektrofotometrede
arastirilmistir. Deneyin prensibi, 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) nisastanin a-amilaz
ezimi tarafindan parcalanmasiyla olusan indirgen seker ile reaksiyona girerek 3-
amino-5-nitrosalisilik asite dénustlriliur ve reaksiyon dncesindeki sar1 olan renk

turuncu-kirmiz1 renge donistr. indirgeme sonucunda olusan bilesik 540 nm dalga
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boyundaki 15181 absorbe eder. Olusan renk yogunlugu ortamdaki indirgen seker

konsantrasyonu ile orantilidir (Sekil 4.3) (Bendelow, 1963).

OH OH
HOOC._ ,,,.JQM _NO, HOOC, lh NH,
“ [ + indirgen seker —» T| \]
NO, NO,
3. 5-dinitrosalisilik asit 3-amino-5-nitrosalisilik asit

Sekil 4.3. a-amilaz aktivitesinin 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS) reaktifi ile tayini

Ozutlerin a-amilaz Uzerindeki etkileri Cizelge 4.5’te verilmistir.
Cizelgeden goruldugi gibi meyve 0zitlerinin a-amilaz zerine inhibisyon etkisi
kullanilan ¢6zgenlere ve konsantrasyona bagh olarak degismistir. Inhibe edici etki
0zt konsantrasyonuna paralel olarak artmistir.

a-amilazin % 50’sinin inhibe edilmesi igin sulu o6zutten 44.92 pg/mL
gerekirken, metanollii 6zutten 8.7 pg/mL gerektigi bulunmustur. a-amilazin %
93.4’0nun inhibisyonu igin metanolli 6zutten 19.36 pg/mL gerekirken, ayni
miktardaki sulu 6zt a-amilaz1 % 33 oraninda inhibe etmistir. a-amilazin % 84’ni
inhibe etmek icin sulu 6zitten 298.30 pg/mL gerekmistir. En yiiksek inhibisyon
etkisi metanol 6zltiunde gdzlenmistir. Etil asetat ve hekzan 6zltlerinin herhangi bir
inhibe edici etkisi gozlenmemistir. Ayrica, 6zitlerin a-amilaz Uzerine inhibe edici

etkisi ile 6zutlerin toplam fenol igerigi arasinda bir iliski gozlenmemistir.
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Cizelge 4.5. Hambeles meyve 6zitlerinin a-amilaz tizerine inhibisyon etkisi

Ozt Ozt miktar: Inhibisyon (%)  I1Csp (ug/mL)
(Hg/mL)
Su 14.92 235+1.0 44,92
18.64 32514
24.86 37.3+£16
74.58 64.3+0.6
149.15 79.9+13
298.30 84+1.1
Metanol 3.87 00x11 8.7
4.84 15214
6.45 27.6 £10.8
7.74 38423
9.68 62.3+3.3
12.91 81.6+4.6
19.36 93921

a-amilaz inhibisyonu ile ilgili bir calismada, Lekshmi ve ark (2012)
zerdecal (Curcuma longa L.) kokinin eseansiyel yagini elde ederek diyabette
anahtar konumda olan o-amilaz ve a-glikozdaz enzimleri Gzerine inhibisyon
etkisini akarboz (referans inhibitdr) ile karsilastirarak incelemislerdir. Zerdecal
esansiyel yagi kurutulmus ve kurutulmamig zerdegal koklnden Clevenger cihaz ile
elde edilmistir. Analiz sonuclarina gore, kurutulmus zerdecal kokiinden elde edilen
yagin 34.3+6.2 pg/mL I1Cs, degeri ile kurutulmadan elde edilen yag(1Cso: 64.7£5.9
pug/mL) ve akarboza (ICsq: 296.3£12.7 pg/mL) kiyasla a-amilaza karsi inhibisyon
etkisi daha yuksek oldugu bildirilmistir.

a-amilaz inhibisyonu Uzerinde yapilan bir baska calismada, Nair ve ark
(2013) ekmek agact meyvesi, tarcin, betel biberi ve jak meyvesinden metanol
kullanilarak elde edilen 6zatlerin hipergisemiye Kkarsi etkisini arastirmiglardir.
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Analiz sonucuna gore, bitki ozitleri kullanilan dozajla orantili olarak o-amilazi
inhibe etmislerdir. a-amilazin % 50’ni inhibe etmede, jak meyvesi 70.58+9.66
pg/mL ile en yiiksek, sonra betel biberi 84.63+13.09 pg/mL, ekmek agaci meyvesi
118.88+11.14 pg/mL, en az inhibe eden ise tar¢in 130.55+£10.5 pg/mL olmustur.

Yapilan bir baska calismada, mihliye (Corchorus olitorius) yapraginin
polifenolce zengin 6zitu elde edilerek diyabette anahtar konumda olan enzimlere
olan inhibisyon etkisi Oboh ve ark (2012) tarafindan ¢ahisilmistir. Yaprak oz(tleri
once Soxhlet cihazinda metanol ile elde edildikten sonra kahinti kismi 4 M’lik
NaOH, HCI ve etil asetat kullanilarak bagli polifenol 6zuti elde edilmistir.
Oziitlerin fenolik madde miktari, a-amilaz ve o-glikozidaz enzimleri (zerine
inhibisyon etkisi incelenmistir. Analiz sonuclarina gore, bagli polifenol 6zutunin
toplam fenol miktar1 (450.0+3.0 mg/100 g) serbest polifenol 6zutiinin fenolik
miktarina (389.3+2.5 mg/100 g) kiyasla yiiksek olmasina ragmen, a-amilaza olan
inhibisyon etkisi (ICso: 54.8£1.9 pg/mL) serbest polifenol 6zitiinden (ICsg:
26.8+3.0 pug/mL) diisuk olmustur.

Bu ¢alismada elde edilen sonuclar, Lekshmi ve ark (2012) ve Oboh ve ark
(2012)’min yapmis olduklari calisma sonuglarina yakin, Nair ve ark (2013)’nin
yapmis olduklari ¢alisma sonuglarina kiyasla a-amilaz Gzerine inhibisyon etkisi

daha dusiik olmustur.

4.4. Hambeles meyvesi 6zutlerinin antimikrobiyel aktivitesi
4.4.1. Disk difuizyon yontemiyle antimikrobiyel aktivitenin belirlenmesi

Disk difuzyon yontemi antimikrobiyel aktivitesin belirlenmesinde en
yaygin kullanilan yontemlerin biridir (Huys ve ark, 2002). E. coli ve S. aureus
inokule edilmis kati1 besiyeri tzerine konulan 10 mm capisindaki disklere meyve
Ozltleri emdirilmistir. Sonra 37°C’de 24 saat Uremeye birakilmis ve olusan zon
caplar Olcilerek sonuglar Cizelge 4.6’te verilmistir. Hambeles meyve oztleri
antimikrobiyel aktivite sonuclarinin karsilastirilarak degerlendirilmesinde kontrol

olarak antimikrobiyel duyarlilik testi diskleri (BIOANALYSE®) kullanilmis ve
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aym miktarda bakteri inokule edilmis petri kutularina yerlestirilerek ayni kosulda
inkibe edilmistir.

Cizelge 4.6’dan goruldugl gibi, hambeles meyve oOzitlerinden sadece
metanol ile edilen 6zut E. Coli (15.5+0.70 mm) ve S. aureus’a kars: (12.5+0.70
mm) antimikrobiyel aktivite géstermistir. Su, etil asetat ve hekzan ile elde edilen
Ozltlerin E. coli ve S. aureus’un gelismesini dnleyici etkisi olmamustir. Kontrol
olarak kullanilan ampisilin E. coli’ye karsi 9.740.58 mm, S. aureus’a Karsi
8.3+0.58 mm zon olusturmustur. Goérulecegi gibi metanol ile elde edilen 6zitin
calisilan mikroorganizmalara karsi antimikrobiyel etkisi kontrole (ampisilin) gore

daha yuksektir.

Cizelge 4.6. Hambeles meyve 0zltlerinin disk difiizyon yéntemi ile antimikrobiyel
analiz sonuclar

Ozt E. coli (mm)* S. aureus (mm)*
Su - -
Metanol 15.5+0.70 12.5+0.70
Etil asetat - -

Hekzan - -
Ampisilin 9.7+0.58 8.3+0.58

*sonuglar 3 paralel ortalamasidir. Sonuclardan kullamilan disk cap1 ¢ikarilarak
hesaplanmustr.

Hambeles meyvesinin antimikrobiyel etkisi ile ilgili bir calismada, Keven-
Karademir ve ark (2015) Turkiye’nin farkli bolgelerinden (Bozburun, Cetibeli ve
Yesil Belde) toplanan hambeles meyvesini MeOH, CH,CIl, ve n-hekzan ile
muamele ederek Ozitund elde etmislerdir. Disk diflizyon yontemiyle farkl
konsantrasyonlardaki (% 1-% 10) 6zit kullanarak bazi patojen bakteriler, S.
aureus, Klebsiella pneumoniae, E. coli ve Pseudomonas aeruginos’a Karsi
antimikrobiyel aktivitesini arastirmiglardir. Test sonuglarina goére, Bozburun

bélgesinden toplanan hambeles meyvesinin CH,CI,’lU 6zitu S. aureus’a karsi en
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biylk zon ¢ap1 (14 mm) olusturdugu, E. coli’ye kars1 en biyik zonu (10 mm) n-
hekzan ile elde edilen 6zitin olusturdugu bulunmustur. Cetibeli bélgesinden
toplanan hambeles meyvesinin n-hekzan ile elde edilen 6ziti hem S. aureus’a karsi
(14 mm) hem de E. coli’ye kars1 (10 mm) en biyik zonu olsturdugu bulunmustur.
Yesil Belde boélgesinden toplanan hambeles meyvesinin CH,CIL,’lu 6zOtl S.
aureus’a karsi en buyik zon cap1 (16 mm) olusturdugu, metanolli ve n-hekzanlh
Ozutdn E. coli’ye kars1 ayni1 zon ¢ap1 (7 mm) olusturdugu bulunmustur.

Djenane ve ark (2011) Clevenger cihazimi kullanarak mavi okaliptis
(Eucalyptus globulus), hambeles (Myrtus communis L.) ve sater (Satureja hortensis
L.) yapraklarinin esansiyel yagini elde ederek disk diflizyon yontemi ile esansiyel
yaglarin inek etinde bulunan gida kaynakli patojenler, E. coli O157:H7 ve S.
aureus’a kars1 antimikrobiyel aktivitesini arastirmislardir. Istatistiksel sonuclara
gore, hambeles yaginin test edilen bakterilere kars1 antimikrobiyel activitesi E.
globulus ve S. hortensis yaglarina kiyasla dusiik olsa da, S. aureus’a karsi1 14.80
mm (gok hassas) ve E. coli "ye kars1 10.70 mm (duyarli) zon olusturarak kullanilan
bakterilerin gelismesini engelledigi gdzlemlenmistir. Sonuglar, gram-pozitif S.
aureus, gram-negatif, E. coli’ye kiyasla esansiyel yaglara karsi daha duyarl
oldugunu gostermistir. Genel olarak, esansiyel yaglarin antibakteriyel aktivitesi
cogunlukla fenoller, aldehitler ve alkollerin varligina dayanmaktadir (Olasupo ve
ark, 2003).

Bir bagka calismada, Amensour ve ark (2010) metanol, etanol ve etil asetat
kullanarak hambeles meyvesi ve yapragi 6zituni elde etmisler ve E. coli K12. S.
aureus’un 3 farkl: susu (S. aureus MBLA, S. aureus CECT 976. S. aureus CECT
794) dahil olmak Uzere toplam 13 gesit gida kaynakli patojenik ve bozulmaya
neden olan bakteriler (izerine antinikrobiyel aktivitesini disk diflizyon yontemiyle
arastirmiglardir. Analiz sonuclarina gore, hambeles meyvesi ve yapraginin tim
Ozutleri E. coli K12’ni inhibe edememistir. Yapragin metnollii 6zutl (zon ¢apr 12-
50 mm), meyvenin etanolll 6zitl (zon capr 14-37 mm) en guclu antibakteriyel

aktivite gostermistir. Genellikle yaprak 6zitlerinin meyve 6zutlerine kiyasla daha
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kuvvetli antibakteriyel aktiviteyi (P <0.05) gosterdigi belirlenmistir. inhibisyon zon
cap1 12-50 mm (yaprak) ve 11-37 mm (meyve) araliginda degismistir.

Bu calismada elde edilen sonuclar dnceki ¢alismalarla kiyaslandiginda,
calismamizdaki hambeles meyve 6zutinin S. aureus’un gelisimi (zerine inhibe
etkisi Keven-Karademir ve ark (2015) ve Djenane ve ark (2011) sonuglarina
yakin, E. coli Uzerine inhibe etkisi Keven-Karademir ve ark (2015) ve Djenane ve
ark (2011) sonuglarindan yiksek olmustur. Amensour ve ark (2010) sonuclarina
kiyasla ¢alismamizda S. aureus’un gelismi Uzerine inhibe etkisi disuk, E. coli

lizerine inhibe etkisi yiksek olmustur.

4.4.2. Minimum inhibe edici konsantrasyon (MIK) yéntemi ile antimikrobiyel
aktivitenin belirlenmesi

Antimikrobiyel  aktivite  goOsteren  ajanlarin mikroorganizmalarin
gelismesini inhibe ettigi en dusik konsantrasyona MIK degeri denir (Mann ve
Markham. 1998). MiK degeri Nutrient Broth besiyeriyle seri seyreltme yapilarak
belirlenmistir. Bu calismada disk diflizyon yonteminde sonug¢ veren metanol
ozutinin MIK degeri belirlenmistir. 10 mL Nutrient Broth besiyeri igeren tipe 1
mL metanol 6zutl ilave edilmis ve sonra seri seyreltme yapilarak hazirlanan 8
farkli konsantrasyondaki tiipler Gzerine ayn: miktarda (50 pL) 10° hiicre/mL
oranminda E. coli ve S. aureus bakterileri iceren kiiltir sivis1 eklenerek inkiibasyona
birakilmis ve inkiibasyon sonunda elde edilen sonuclar Cizelge 4.6°de verilmistir.
Cizelgeden goraldugl gibi, metanolli 6zit 9.58 mg/mL konsrantrasyonda test

edilen bakterilerin gelisimini inhibe ettigi bulunmustur.

Cizelge 4.7. Hambeles meyve 6ziitlerinin MiK sonuglar:
Oziit E. coli (mg/mL) S. aureus (mg/mL)

Metanol 9.58 9.58
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Hambeles antimikrobiyel aktivitesi ile ilgili bir calismada Mansouri ve ark
(2001) hambeles yapraginin dnce metanollli 6zltind, sonra elde edilen dzitin bir
kismini dietil eter ve atil asetat ile farkli derecelerde muamele ederek 6 farkl
fraksiyon 6zitlni elde etmis ve tim 6zitlerin E. coli ve S. aureus dahil olmak
Uzere 10 cesit Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler izerine disk diflizyon ve
minimum inhibe edici konsantrasyon (MiK) yontemi ile antibakteriyel etkisini
incelemislerdir. MiK ananliz sonuglarina gére, 6ziitlerin S. aureus iizerine MiK
degeri 0.025-2 mg/mL arasinda degisirken E. coli Gizerine MIK degerinin 0.1-2
mg/mL arasinda degistigi bulunmustur.

Hambeles antimikrobiyel aktivitesi ile ilgili bir bagka caligmada, Al-Anbori
ve ark (2008) hambeles yapraginin etanol 0zitunln insan tlkdriglnden alinan
Mutans streptococci (zerine antibakteriyel etkisini minimum inhibe edici
konsantrasyonu (MIK) yontemiyle incelemisler ve referans antibakteriyel ilag
Klorheksidin ile karsilastirmiglardir. Analiz sonuclarina bakildiginda, hambeles
yaprak etanolli 6zhtunin MIK degerinin  (106.6 pg/mL) referans ilag
Klorheksidina (3.3 pg/mL) kiyasla antibakteriyel etkisinin daha zayif oldugu
bildirilmistir.

Bir baska calismada, Bonjar (2004) Iran’da alternatif tipta kullanilan,
hambeles ¢ekirdegi de dahil 50 cesit bitkinin metanolli 6zltini elde ederek E. coli
ve S. aureus dahil 10 cesit bakteri Uzerine antimikrobiyel aktivitesini incelemistir.
Calismasinda bitki dztlerini seri seyreltme yaparak agar disk diflizyon yéntemiyle
Ozutlerin minimum inhibe edici konsantrasyonunu (zon capi1 olusturamadig
konsantrasyonu MiK degeri olarak) belirtmistir. Analiz sonuglarina gore, hambeles
cekirdek 6zitunln E. coli Uzerine inhibe etkisinin olmadig, S. aureus‘a kars1 diger
bitki tlrlerine kiyasla distik konsantrasyonda (0.31 mg/mL) bile zon olusturdugu
bildirilmistir.

Bu calismada elde edilen MiK degerleri yukarida belirtilen arastirmalarda

elde edilenlerden daha yliksektir.
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Bu arastirmada, hambeles meyve ornekleri kurutulduktan sonra 4 cesit
cozgen (su, metanol, etil asetat ve hekzan) ile muamele edilerek meyve 6zutleri
elde edilmistir. Elde edilen 6zitlerin toplam fenolik ve toplam flavonoid madde
miktar1, serbest radikal giderici giicti (DPPH) ve indirgeme gicii kapasitesi (FRAP)
metotlariyla antioksidan kapasitesi, diyabette énemli rol oynayan o-amilaz ve a-
glikozidaz enzimleri izerine inhibisyon etkisi ve disk diflizyon ve minimun inhibe
edici konsantrasyon yontemleriyle E. coli ve S. aureus lzerine antimikrobiyel
aktiviteleri arastirilmastir.

Calismadan elde edilen bulgulara gore;

Vv Meyve 0zitl eldisinde metanol en verimli (% 77.31), sonra sirayla su (%
52.74), etil asetat (% 11.38) ve en az verimli olan hekzan (% 7.86)
olmustur.

v Ozutler arasinda su ile elde edilen 6zit 45.2 mg GAE/g degeri ile en
yiksek toplam fenolik madde igerigine sahiptir. Metanol en verimli
olmasina ragmen metanollii 6ziitin toplam fenolik madde miktarinin sulu
Ozite kiyasla daha distk (27.5 mg GAE/g) oldugu saptanmis ve bunlari
etil asetath 6zt (5.1 mg GAE/g ) takip etmistir. Hekzanlh 6zitte toplam
fenolik madde tespit edilememistir. Meyve 6zitlerinin toplam flavonoid
madde miktar: toplam fenol miktar: ile orantili olmus ve siralama su
sekilde gergeklesmistir: su 6zuti (11.6 mg KE/g) > metanol 6zuti (4.4 mg
KE/qg) > etil asetat (2.3 mg KE/g) 6zut.

Vv Meyve o6zutlerinin antioksidan analiz sonuglari DPPH ydntemine gore
serbest radikal giderici etkisi en yuksek olani suyle elde edilen 6zt (ECsy:
0.52 mg/mL) iken, en diistk aktiviteyi etil asetat ile elde edilen 6zt (ECsy:
16.49 mg/mL) gostermistir. FRAP ydnteminde indirgeme giict kapasitesi

en yuksek olan su 6zitu (173.2 mmol/L) iken, en disuk olan: etil asetat ile
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elde edilen 6zit (39.5 mmol/L) olmustur. Hekzan ile elde edilen 6zitln
antioksidan aktivitesi saptanamamustir.

v Oziitlerin a-glikozidaz tizerindeki inhibe edici etkileri kullanilan ¢dzgene
ve konsantrasyona bagh olarak degiskenlik gdstermistir. Ozitlerin 1Cs,
degerleri 0.7-44.7 pg/mL arasinda degismistir. Ozitlerin inhibisyon
dereceleri su sirayla gerceklesmistir: su 6zutt (1Cso: 0.7 pg/mL) > metanol
0z0tl (ICso: 2.06 )> etilasetat 6zutl (ICsq: 44.7 pg/mL). Hekzan ile edilen
0z0tun inhibe edici etkisi saptanamamustir.

v/ Farkli ¢ozgenler kullanilarak elde edilen ozitlerin a-amilazi inhibe etme
dereceleri ¢Ozgene ve 0zit konsantrasyonuna bagli olarak degiskenlik
gostermistir. ~ Ozitlerin  ICs, degerleri  8.7-44.92 pg/mL  arasinda
degismistir. Oziitlerin inhibisyon etkisi toplam fenolik madde miktar: ile
orantili olmayip, metanollii 0zitiin o-glikozidaz (izerine inhibisyon
etkisinin en yuksek (8.7 pg/mL) oldugu, sulu 6zitun inhibisyon etkisi
nispeten disiik oldugu (44.92 pg/mL) bulunmustur. Etil asetat ve hekzan
ile edilen 0ziitin a-amilaz Uzerine inhibisyon etkisi saptanamamustir.

Vv Meyve oOzitlerinin - antimikrobiyel aktivitesine bakildiginda, sadece
metanol ile elde edilen 6zit test edilen bakterilerin (E. coli, S. aureus)
gelisimini inhibe edebilmistir. Disk difiizyon yonteminde olusturulan zon
cap1 15.5 mm (E. coli), 12.5 mm (S. aureus) olmustur. Minimun inhibe
edici konsantrasyon (MIiK) yénteminde MiK degeri her 2 bakteri igin 9.58

mg/mL olmustur.
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