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OZET

Gegmisten giiniimiize tiim bitkiler insanligin hizmetinde olup ¢esitli hastaliklarin
tedavisinde kullanilmaktadir. Ulkemiz ¢ok sayida tibbi ve aromatik bitkinin yetistigi
zengin bir floraya sahiptir. Ozellikle biyoaktif potansiyelleriyle bu bitkiler bilimsel
aragtirmalara odak noktast olmustur. Cam agaglar1 diinya tizerinde neredeyse tiim
iilkelerde yetisme alani bulmus en genis kapsamli agag tiirlerindendir. Cam agaglarinin
farkli kisimlardan hazirlanan oOziitler farmasotik madde kaynagi olarak bilimsel
literatiire de ge¢mistir.

Bu calismada, halk arasinda astim, bronsit hastaliklarinda tercih edilen ayrica
bagisiklig1 giiclendirme amacli mevsimsel gecislerde yasanan gribal enfeksiyonlarda
Oksiiriik krizlerini hafifletmek i¢in kullanilan ¢am kozalagi surubunun fenolik igerigi ve
biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Suruplar sarigam (P. sylvestris), karagam (P. nigra),
kizilgam (P. brutia) kozalaklarindan elde edilmistir. Suruplarin TPC, TFC, DPPHe,
ABTS+", FRAP ve CUPRAC aktivitelerinin yan1 sira antimikrobiyal ve antidiyabetik
aktiviteleri belirlenmistir. Kromatografik LC-MS/MS analizi ile suruplardaki fenolik
bilesikler karakterize edilmistir.

Sonug olarak, saricam kozalagi surubunun en c¢ok fenolik/flavonoid madde
icerigine ve en yiikksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu gorilmistir. Enzim
inhibisyonu ¢aligmasinda en yiiksek antidiyabetik aktiviteyi ise karagamdan elde edilen
surup gostermistir. Antimikrobiyal analizde karacam surubu Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ile Bacillus cereus’e karsi antibakteriyal aktivite gdstermis olup
digerlerinden daha etkili bulunmustur.

Hali hazirda kullanilmakta olan besinler disinda yakacak ve siis bitkisi olarak
kullanilan orman iirlinlerinin farmasotik degere sahip olmasini 6n plana g¢ikarmasi

bakimindan 6nemli bir ¢calismadir.

Anahtar Kelimeler: Antidiyabetik, Antimikrobiyal, Antioksidan, Cam kozalag;,
HPLC-MS/MS.
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SUMMARY

From past to present, all plants are in the service of humanity and are used in the
treatment of various diseases. Our country has a rich flora where many medicinal and
aromatic plants grow. Especially with their bioactive potential, these plants have been
the focus of scientific research. Pine trees are among the most extensive tree species that
have grown in almost all countries in the world. Extracts prepared from different parts
of pine trees have also entered the scientific literature as a source of pharmaceutical
substances.

In this study, the phenolic content and biological activities of pinecone syrup,
which is preferred by the public in asthma and bronchitis diseases and used to alleviate
coughing attacks in seasonal flu infections for the purpose of strengthening immunity,
were investigated. Syrups were obtained from scotchpine (P.sylvestris), blackpine
(P.nigra), redpine (P.brutia) cones. Besides TPC, TFC, DPPHs, ABTS+", FRAP, and
CUPRAC activities antimicrobial and antidiabetic activities of the syrups were
determined. Phenolic compounds were characterized by chromatographic LC-MS/MS
analysis.

As a result, scotchpine cone syrup had the highest phenolic/flavonoid content and
the highest antioxidant activity. In the enzyme inhibition study, syrup obtained from
blackpine cone syrup showed the highest antidiabetic activity. In the antimicrobial
analysis, blackpine cone syrup showed antibacterial activity against E.coli, S.aureus,
and B.cereus and was found to be more effective than the others.

It is an important study that highlights the pharmaceutical value of forest products

used as fuel and ornamental plants, apart from the foods currently being used.

Keywords: Antidiabetic, Antimicrobial, Antioxidant, Pinecone, HPLC-MS/MS.
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1. GENEL BILGILER

1.1. Giris

Yontma tas devri M.O. 50000 yillarma ait kitabeler ve arkeolojik materyaller
gosteriyor ki bitkilerin tedavi amaciyla kullanimi tarih Oncesi doneme kadar
uzanmaktadir. 19. ylizyila gelindiginde bitkisel tedavi yontemlerinin yerini sentetik
ilaclar almistir. 20. ylizyilin sonuna gelindiginde sentetik ilaglarin faydali oldugu kadar
zararli oldugu da goriilmeye baslanmis olup tekrar bitkisel tedaviler tercih edilmeye
baslanmistir. Boylelikle, bitkisel tedavinin geri doniisli artik daha teknik ve arastirmaya
dayali olmustur. Sentetik ilaglara nazaran tibbi bitkilerin tedavi edici etkileri yavastir,
beklenen fayda i¢in tedaviye 3-4 hafta kadar devam etmek gerekmektedir (ZTBB,
2010).

Diinyada farkli iklim ve toprak kosullarma baglh olarak farkli bitkiler
yetismektedir. Farkli bolgelerde farkli tedavi yontemleri ortaya ¢ikmaktadir fakat biitiin
bolgelerde bitkilerin yararli kisimlart su ile kaynatilarak, yagda bekletilerek, lapa
yaparak ya da bitki tozu balla karistirilarak kullanilmaktadir (Merigli, 1994).

Fitoterapi; bitkilerin yapraklari, kabuklari, kokleri, tohumlari, ¢igekleri ve
meyvelerinden elde edilen ekstrelerin tibbi amagla kullanilmasmi ifade etmektedir.
Fitoterapi ilk kez Henry Leclerc tarafindan 1939 yilinda kullanilmistir (Parildar vd.,
2011). Destek tedavi yontemi olarak kullanilan fitoterapi soguk algmligi, tist solunum
yolu rahatsizliklari, sindirim sistemi sikayetleri, dermotolojik rahatsizliklar, zayiflama
ve diyetlerde Oncelikli kullanilsa da kalp-damar hastaliklari, diyabet gibi kronik
hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir (Patlevski vd., 2001).

Diyabetli hastalarm tlilkemizde ve diinyada giin gectikce beslenme ve obeziteye
bagli olarak artis1 gozlenmektedir. Tip 1 diyabet tedavisinde insiilin kullanimi
mecburidir, tip 2 diyabette tedavi i¢in kullanilan oral antidiyabetikler karacier ve
bobreklerde toksisite olusturmasi sebebiyle yeni ilaglarin kesfine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu amagla antidiyabetik etkili bitkisel ilaclar arastirilmaktadir (Aslan ve Orhan, 2010).

Fitoterapi ve diyabet igerikli arastirmalara bakildiginda bitkilerin tip 2 diyabeti
tedavi edisi hipoglisemik etkililer, insiiline hassasiyeti artiranlar, karbonhidrat
absorbsiyonunu etkileyenler ve digerleri seklinde smiflanmaktadir. Yapilan bir
caligmada Tirkiye’de 47 familya ve 108 cinse ait 179 tiir bitki tip 2 diyabet tedavisinde
kullanilmaktadir (Aritiluk ve Ezer, 2021).



Halk arasinda bitkinin 6zilinlin elde edilmesi laboratuvar cihazlar1 ve herhangi bir
kimyasal ¢oziicii kullanilmadan saglanmaktadir. Ticari amagla {iretilmis bitki 6zleri en
iyi verimle elde edilebilir yontemleri kullanilarak tiretilmektedir. Fakat insanlar faydali
bir bitkiyi mutfaklarinda kendileri hazirlayip sifa dolabi olugturmay1 sevmektedir.

Bu c¢alismamizda 3 farkli (sarigam-pinus sylvestris, karagam-pinus nigra ve
kizilgam-pinus brutia) tiirden mutfak teknikleriyle hazirladigimiz kozalak suruplarmin;

>> fenolik ve flavonoid madde miktarlari

>> fenolik ve flavonoid igerikleri

>> antioksidan etkileri

>> antidiyabetik etkileri

>> antimikrobiyal etkileri bulunmustur.

Ve ayrica bu ¢ tiirlin kiyaslamas: yapilmistir. Hazirladigimiz suruplarda
diyabetteki kullanimi g6z Oniine alinarak standart tariflerin aksine seker

kullanilmamustir.

1.2. Fitokimyasallar

Bitki kimyasindaki bilesikler iglevlerine gore primer ve sekonder metabolitler
seklinde ikiye ayrilmaktadir. Primer metabolitler bitkinin biiylime ve gelismesinde rol
alirken sekonder metabolitler bitkinin ¢evreye adaptasyonunda ve saghkl
kalabilmesinde etkili olan bilesiklerdir (Alvarez, 2014).

Bitkiler kendilerini sekonder metabolitleri sayesinde koruyabildigi gibi insanlar da
yiizyillardir bitkilerdeki fitokimyasallarla hastaliklara ¢are bulma ¢abasmdadirlar. Oyle
ki bilim insanlar1 bitki bilesenleri iizerine arastirmalar yapip hastaliklar {izerinde
denemislerdir. Ve hatta ilag endiistrisi sentetik ilaclar yerine metabolizmaya zarar
vermeyecek dogal icerikli ilag liretimine yonelmektedir.

Sekonder metabolitler; polifenoller, terpen-steroidler ve alkoloidler seklinde ii¢
grupta siniflandirilmaktadir (Topcu ve Colgecen, 2015). Polifenoller, fitokimyasallarin
en 6nemli grubudur (Jan ve Abbas, 2018).

1.2.1. Polifenoller ve Onemi

Gida maddeleri 25000 civarinda fitokimyasal barindirmaktadir ve bunlarin
yaklasik 500 tanesi fenolik bilesikler (polifenoller) grubunda en populer olanlaridir.
Fenolik bilesiklerin sahip oldugu biyolojik aktivite; antioksidatif (Albishi vd., 2013),
antimikrobiyal (Kaur ve Mondal, 2014), antiinflamatuvar (Zhang ve Tsao, 2016) ve

antiviral (Zhang vd., 2014) 6zelliklerindedir.
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Fenolik bilesiklerdeki antioksidan etki, viicutta dejenere etki gdsteren oksijen
konsantrasyonunu azaltmaya, oksidasyonun baslamasini 6nlemeye veya direkt olarak
serbest radikalleri tutmaya dayanmaktadir (Zhang ve Tsao, 2016).

Yapilan c¢alismalarda oksidatif stresle iligkili fenolik bilesiklerin diyetle
alinmasiyla kanser (Thangapazham vd., 2006), yiiksek kolesterol (Erlund vd., 2008),
koroner kalp (Kris-Etherton vd., 2004), katarakt, diyabet (Demir vd., 2019) gibi
hastaliklarin ve yaglanmanin (Fisher vd., 2015) 6nlenebildigi goriilmiistiir.

Hastaliklarin tedavisinde ve Onlenmesinde bitki kaynakli ilaglarm kullanilmasi
seklinde tanimlanmis olan fitoterapi, bilime dayali tibbi bir uygulamadir (Menin, 2012).

Polifenoller fenolik yapisal 6zellikte olup bulundurduklar1 hidroksil gruplarinin

say1st ve diizenlenmesine gore bir¢ok alt gruba ayrilir (Spencer vd., 2008).

1.2.1.1. Flavonoidler

Flavonoidler, bitkilerde bulunan diger polifenollere oranla daha fazla miktardadir
ve 15 karbon atomu igeren iskeleti C6-C3-C6 seklinde diizenlenmistir. Bu iskelet
diizenine farkli hidroksil gruplarmin baglanmasi, doymamiglik derecesi ve li¢lii karbon
segmentinin oksidasyon diizeyinden kaynakli olarak farkli flavonoid yapilar mevcuttur
(Saldamli, 1998). Yapisal farkliliklar gosteren flavonoidler antosiyanidinler, flavonlar,
flavonollar, flavanonlar, flavanoller (katesinler) ve izoflavonlar gibi isimler

almaktadirlar (Hollman vd., 2006).

1.2.1.2. Fenolik Asitler

Fenolik asitler, polifenoller bakimindan ikinci en 6nemli gruptadir ve bikilerde
bagli ve serbest formlarda bulunmaktadr (Haminiuk vd., 2012). C6-C1 iskelet
yapisinda hidroksibenzoik asit ve C6-C3 iskelet yapisinda hidroksisinnamik asit

seklinde iki alt gruba ayrilmaktadir (Tsao, 2010).

1.2.1.3. Tanenler

Tanenler, suda ¢6ziiniir bir polifenol grubudur. Yogunlastirilmis (katesin tanenleri
veya proantosiyanidinler olarak da adlandirilir) ve hidrolize edilebilir tanenler olarak
smiflandmrilir  (Smeriglio vd., 2017). Tanenler yogun olarak bitkilerin yaprak
dokularinda, epidermiste, aga¢ kabuklarinda, ¢igeklerde, meyvelerde ve diger bitkinin
dokularimda bulunan gallik asit (3,4,5-trihydroxy benzoic acid) tiirevlerinden olusan
sarimst veya kahverengimsi renkli maddelerdir. Yaygmn olarak alkaloidler,

polisakkaritler ve proteinlerle kompleks halinde bulunur (Mustafa vd., 2020).
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Baklagillerin (fasiilye vb.), meyvelerin (6zellikle tiziimsii meyveler) ve kabuklu
yemislerin (findik vb.) bileseni olduklar1 bildirilmektedir (Durazzo vd., 2019).

1.2.1.4. Stilbenler

Stilbenler sinnamik asit tiirevlerinden sentezlenmekte olup bir ¢ift bagla birbirine
bagl iki benzen halkasindan olusmaktadir (Durazzo vd., 2019). Stilbenlerin ¢ogunun
insanlar i¢in uygun olmadig1 bilinmekte olup insanlara en faydali stilben bilesigi
resveratroldiir. Bu bilesigin antioksidan, antiviral, kardiyoproteklif, antiobezite ve
yaslanma geciktirici etkileri oldugu bilinmektedir (Atak ve Uslu, 2018; Cai vd., 2022;
Gokgen vd., 2017).

1.2.1.5. Lignanlar
Lignanlar iki fenilpropan biriminin dimerizasyonuyla (C6-C3-C3-C6) olusur.
Fitoostrojen 0Ozellik gosteren secoisolariciresinol, matairesinol, lariciresinol ve

pinoresinol en yaygin lignanlardir (Pandey ve Rizvi, 2009; Laura vd., 2019).

1.3. Fitokimyasallarin Etkileri

1.3.1. Fitokimyasallarin Antioksidan Etkileri

Atom veya molekiil olan serbest radikaller dig orbitallarinde eslenmemis
elektronlar bulundururlar ve yiiksek enerjilidirler (Halliwell ve Gutteridge, 1985).

Radikal; »elektronu eksiktir.

»elektron alarak tamamlanmak ister.
»elektron aldig1 molekiilii radikale ¢evirir.

Viicudumuzda bulunmakta olan serbest radikaller hem viicutta gerceklesen
reaksiyonlar sonucu (endojen kaynaklar) hem de bazi dis etkenlere maruz kalma sonucu
(eksojen kaynaklar) olugsmaktadir. Bunlar;

>>Mitokondride  gerceklesen  elektron  transport  sisteminde  oksijen
katalizasyonunda yan iiriin olarak serbest radikal olusumu

>>Enfeksiyon durumunda nétrofil ve makrofajlarin inflamasyonu engellemek i¢in
serbest radikal tiretimi

>>Z7ihin ve viicut yorgunlugunda olugan stresin serbest radikal iiretimi

>>Endoplazmik retikulumda sitokrom p450 sisteminde meydana gelen
kacaklardan serbest radikal olusumu

>>Pigirme sirasinda organik maddelerin yikim1 sonucu serbest radikal olugumu
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>>Kloroform ve diger trihalometanlar gibi su kirletici maddeler

>>Alkol sigara kullanimi, sigara ve egzoz dumani

>>UV sinlar, X-rays, gamma 1ginlari, mikrodalga isinlari

>>Asbest, benzen, karbonmonoksit, formaldehit, ozon ve toluen gibi hava
kirleticiler (Karabulut ve Giilay, 2016b).

Oksijen kaynakli radikaller reaktif oksijen tiirleri (ROT) ve nitrojen kaynakli
radikaller reaktif nitrojen tiirleri (RNT) seklinde isimlendirilir (Valko vd., 2007).

Tablo 1. Serbest radikaller (Karabulut ve Giilay, 2016b).

Radikaller Nonradikaller
Siiperoksit Oy Hidrojen peroksit H,0,
Hidroksil OH- Hipokloroz asit HOCI
ROT Peroksil ROO- Hipobromoz asit HOBr
Alkoksil RO- Singlet oksijen 0,
Hidroperoksil HO,e Ozon O3
Lipid peroksil LOOe
Nitrik asit NO,e
Nitrosil katyonu NO*
Nitroksil anyonu NO
Dinitrojen tetroksid N,O4
RNT Nitrik oksit NO- Dinitrojen trioksid N2Os
Nitrojen dioksit  NOye Peroksinitrit ONOO
Peroksinitrik asit ONOOH
Nitronyum katyonu NO,"
Nitril klorid NO,CI
AlKil peroksinitrit ROONO

Tablo 1°de nonradikaller olarak verilen oksidan tiirleri patolojik ve fizyolojik
durumlar altinda canlilar tarafindan iiretilir ve canlida kolaylikla serbest radikal
reaksiyonlarma yol acabilirler (Valko vd., 2007).

Canli organizmada her zaman serbest radikaller mevcuttur ve bazi durumlar i¢in
oksidasyon elzemdir. Ancak organizma, homeostazi devam ettigi siirece sagliklidur.
Burada oksidan ve antioksidan dengesinden bahsedilmektedir ve bu denge oksidanlar
artacak sekilde bozulursa oksidatif stres meydana gelir.

Oksidan bilesiklerdeki artis, hiicre igin toksiktir ve hiicrenin yapitaglar1 olan
karbohidrat, protein, lipid ve niikleik asitlere zarar vererek hiicre i¢i sinyal yolaklarini
bozmaktadir (Lopez-Alarcona ve Denicola, 2013). Serbest radikallerin artisiyla olusan
oksidatif stresin, Parkinson, Alzheimer, huntington, amyotrofik lateral skleroz, immiin
sistem bozukluklari, diyabet, kanser, kardiyovaskiiler vaskiiler bozukluklar gibi

hastaliklarin olusumuna sebep oldugu diisiiniilmektedir (Pisoschi ve Pop, 2015).
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Oksidatif strese giden durumu dengeye getirecek olan bilesikler antioksidanlardir.

Antioksidanlar serbest radikalleri etkisiz hale getirip hiicre hasarmi engelleyebilen

bilesiklerdir. Organizmada serbest radikal iiretimi oldugu gibi antioksidan iiretimi de

mevcuttur veya disaridan ilave olarak da alinabilmektedir.

Serbest radikal olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi hasarlari

onlemek ve detoksifikasyonu saglamak i¢in viicutta gorev yapan savunma sistemlerine

“antioksidan savunma sistemleri” denir (Karabulut ve Giilay, 2016a).

Tablo 2°de gorildiigi lizere viicudumuz antioksidan savunma mekanizmasiyla

serbest radikallerle savagmaktadir.

Tablo 2. Antioksidanlar (Akyurt, 2014).

Endojen Antioksidanlar

Eksojen Antioksidanlar

Enzim olan Enzim olmayan Vitamin flac Gida katkisi
Stiperoksit Melatonin, a-tokoferol  Ksantin oksidaz Butylated
dismutaz, Seruloplazmin (vitamin inhibitorleri, hydroxytoluene
Glutatyon Transferrin, E), NADPH oksidaz  (BHT),
peroksidaz, Miyoglobin, B-karoten,  inhibitorleri, Butylated
Glutatyon Hemoglobin. Askorbik Rekombinant hydroxyanisole
STransferazlar  Ferritin, asit stiperoksit (BHA),
Katalaz, Bilirubin, (vitamin dismutaz, Sodium
Mitokondriyal Glutatyon, C), Trolox-C, benzoate,
sitokrom Sistein, Folik asit Endojen Ethoxyquin,
oksidaz sistemi,  Metiyonin, (folat) antioksidan Propylgalate,
Hidroperoksidaz Urat, aktiviteyi Fe-superoxyde
Laktoferrin, artrranlar, dismutase
Alblimin Nonenzimatik

serbest radikal
toplayicilar,
Demir redoks
dongiisii
inhibitorleri
Notrofil adezyon
inhibitorleri,
Sitokinler,
Barbitiiratlar,

Demir selatorleri.

Antioksidanlar dort ayr1 sekilde etki ederler.

1) Serbest oksijen radikallerini etkileyerek onlari tutar veya daha zayif yeni

molekiile ¢evirerek toplayici etki gosterirler.

2) Serbest oksijen radikalleriyle etkilesip onlara bir hidrojen aktararak

aktivitelerini azaltma veya inaktif sekle doniistiirerek bastirici etki gosterirler.



3) Serbest oksijen radikallerini baglayarak zincirlerini kirip fonksiyonlarini
engelleyici etkiyle zincir kirict etki gosterirler.
4) Serbest radikallerin olusturduklar1 hasarin onarilmasiyla onarici etki gosterirler
(Dawn vd., 1996).
Beslenmenin hayatimizdaki Onemi antioksidanlarla savagma kisminda da
goriilmektedir. Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler
>>[ndirgen ajan
>>Hidrojen verici
>>Tekli oksijen yakalayici
>>Metal selatlama etkisi gostererek antioksidanlar arasinda sayilmaktadir

(Rice-Evans vd., 1995).

1.3.2. Fitokimyasallarin Antidiyabetik Etkileri

Diabetes mellitus (DM); pankreastan salgilanmakta olan insiilin hormonunun
iretilememesi sonucu veya iiretilen insiilinin viicut tarafindan kullanilamadigi
durumlarda ortaya ¢ikan kronik bir hastaliktir (IDF, 2022).

Akip gitmek anlammi tasiyan “diyabet” terimi ilk kez M.S.200 yillarinda
Kapadokyali Arateus tarafindan kullanilmis olup sik idrara ¢ikma durumu
tanimlanmistir. Bal gibi tathh anlaminda “mellitus” kelimesi M.S.600 yillarinda
Sanskritce literatiirde tanimlanmis olup asir1 idrara ¢ikma ile tatl idrar arasindaki iligki
tanimlanmistir. 1921 yilinda Banting ve McLead tarafindan DM tedavisi i¢in terapdtik
insiilin gelistirilmistir ve 1923 yilinda bu gelisim sayesinde Nobel odiilii almislardir
(TUSEB, 2022).

Diabetes mellitus, siklikla diyabet olarak adlandirilan, genellikle kalitimsal ve
cevresel etkenlerin birlesimiyle olusan ve kan glukoz seviyesinin asir1 derecede
yiikselmesiyle (hiperglisemi) sonug¢lanan metabolik bir bozukluktur (Giugliano vd.,
2008). Pankreas yeterince insiilin tiretmediginde veya viicut {irettigi insiilini etkili bir
sekilde kullanamadiginda ortaya ¢ikar. Insiilin, kan sekerini diizenleyen bir hormondur
(Powers ve D’alessio, 2011).

Diyabet korliik, bobrek yetmezligi, kalp krizi ve felcin baslica nedenleri
arasindadir. Diyabet, diinya liderlerinin eyleme ge¢mesi ic¢in hedeflenen bulasici
olmayan oncelikli hastaliktan biri olan 6nemli bir halk saglig1 sorunudur. Hem vaka
sayis1 hem de diyabet prevalansi son on yilda giderek artmaktadir (Roglic, 2016). 2014
yilinda, 18 yas ve istii yetiskinlerin % 8.5'i diyabet hastasiyken, 2019'da diyabet 1.5

milyon 6liimiin dogrudan nedeni oldugu bildirilmistir (WHO, 2021).
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Diyabet hastaliginin tanimlandig: tarihten bu zamana kadar bilim insanlarinin
yaptig1 arastirmalar sonucu degisik siniflandirmalar ortaya ¢ikmistir. WHO ve ADA bu
siniflandirmalar1 4 baglik altinda diizenlemektedir. Bu basliklar; Tip I DM, Tip I DM,
Gestasyonel DM ve diger spesifik tipler olarak belirlenmistir (ADA, 2018; Gavin, 1998)

+ Insiiline bagimlidir. )
s pankreastan insiilin hormonu salgilanmaz (Biiyiikoztiirk, 1992).

Tip | DM | eoral antidiabetikler etki gostermez (Akyurt, 2014). )
- insiiline bagiml degildir. )
*pankreastan insiilin salgilanir fakat hormonlarin hiicresel reseptorleri islevsizdir (Zimmet

Tiptpm| V4:200D. -
+oral antidiabetikler etkilidir (Akyurt, 2014). Y,

N
s prenatal dénemde gelisebilen glukoz intolerans bozuklugudur (TURKDIAB,2021).

Gestasyonel| *diyetle kontrol altina alinir.
DM Y,
 pankreastaki genetik kusurlar N

. +insiilindeki genetik kusurlar

Sgésiﬁ‘?k +enfeksiyonlar

+kimyasallarin sebep oldugu diyabet vakalaridir (ADA, 2014). J

\T‘p'e/

Sekil 1. Diyabetin smiflandirilmasi

Hastaliklarin patogenezlerine bakan arastirmacilar oksidatif stresin ne kadar etkili
oldugunu gostermislerdir. Bu bilgiler sayesinde oksidatif stresin diyabet hastaligina yol
actig1 veya diyabet hastaliginin oksidatif strese yol acgtig1 soylenebilmektedir.

Yapilan caligmalarda deneysel olarak diyabet olusturulan ratlarda ve diyabetik
hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonun O6nemli derecede
arttigi ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu
bildirilmistir. Bunlara ilave olarak, uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede
goriilen degisikliklerin, diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile de iliskili
olabilecegi arastirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (Pitkanen vd, 1992).

Siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz gibi antioksidan enzimlerin
ekspresyonlarinin ve antioksidan kapasitenin pankreas adacik hiicrelerinde, karaciger,
bobrek, iskelet kast ve adipoz doku gibi diger dokularla kiyaslandiginda en diistik
diizeyde oldugu bilinmektedir. Oksidatif strese en duyarli yapilardan biri oldugu da
bilinen beta hiicrelerinde gozlenen hasarin hipergliseminin toksik etkilerinden

kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Tiedge, 1997; Robertson, 2004).



Tip I DM’li bireylere disaridan insiilin enjeksiyon seklinde verilerek glukozun
hiicre i¢ine girisi saglanmis olup karbohidrat, protein, yag metabolizmasi diizenlenir. Bu
tedavinin yaninda tibbi beslenme sekli ve egzersiz iceren bir yasam tarzi ile desteklenir
(ADA,2018)

Tip I DM’li bireylere beslenme ve egzersiz icerikli yasam tarzi onerilmekte olup
farmakolojik ilaglarla iyilestirme desteklenmektedir (Tirkiye Endokrinoloji ve
Metabolizma Dernegi, 2019).

Kullanilmakta olan ilaglar

>>Insiilin salgilaticilar

>>Insiilin duyarhlastiricilar

>>q- glukozidaz inhibitorleri
>>insiilinomimetikler

>>sodyum glukoz transporter inhibitorleridir.

Enzimler canli metabolizmada bir¢ok reaksiyonun meydana gelmesinde ve bunun
sonucunda istenilen iirliniin olusmasinda gorev alan geneli protein yapida biyolojik
katalizorlerdir. Enzimlerin aktivitelerini yerine getiremedigi durumlarda biyolojik
olaylar aksar ve canli hayat1 tehlikeye girer. Bir enzimin eksikligi veya aktif olamamasi
durumu viicutta zararli sonuglara neden olacagi gibi aktivitesi c¢ok yiiksek olan
enzimlerde zararh sonuglara neden olmaktadir (Price, 1982).

Tip II Diyabet i¢in etkin tedavi yontemlerinden biri a-glukozidaz enziminin
inhibisyonudur. a-glukozidaz enzimleri ince bagirsakta liimene bakan firgamsi yiizeyde
bulunmaktadir ve karbohidratlarin parg¢alanmasindan sorumludur. Bu enzim oligo ve
disakkaritleri monosakkaritlere kadar parcalar. Monosakkarit olan glukoz bagirsak
epitelinden kolayca gecip kana karisir. Boylelikle kandaki glukoz seviyesi artar. Bu
gecisi kontrol altinda tutmak i¢in bu enzimin calisma hizini azaltmak esastir. o-
glukozidaz enzim inhibitorleri bu enzimleri yarigmali olarak inhibe ederler.

a-glukozidaz inhibitorleri, kilo aldirmadan glisemik kontrolii saglayabilmekte ve
genellikle hipoglisemiye yol agmamaktadir. Yapilan c¢alismalar, a-glukozidaz
inhibitorlerinin tokluk plazma glukoz seviyelerini 40-60 mg/dL (2.2-3.3 mmol/L), aghik
plazma glikoz seviyelerini 20-30 mg/dL (1.1-1.7 mmol/L) ve HbAlc seviyelerini de
%0.5-1.0 azalttigmi gostermistir (Mayerson ve Inzucchi, 2015).

1.3.3. Fitokimyasallarin Antimikrobiyal Etkileri
Bulasici hastaliklara sebep olan bakteri, mantar, viriis ve parazitlere karsi stirekli

yeni antibiyotikler gelistirilmeye c¢aligilmaktadir. Her gelistirilen antibiyotige karsi
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mikroorganizmalarm direng gdstermesi uzun slirmemektedir. Son yillarda sentetik
antimikrobiyal ilaglarin bilingsiz tiiketimi ve mikroorganizmalarin gosterdigi direng
aragtirmacilar1 yeni dogal bilesikler bulmaya yoneltmistir (Baydar, 2009).

Sekonder metabolit olan fenolik bilesikler, fenolik asitler, karetonoidler,
terpenoidler, alkoloidler, glikozidler ve yaglar antimikrobiyal aktivite gostermektedir.
Antimikrobiyal aktivite; mikroorganizmalarin c¢ogalmalarinin durdurulmasini veya
oldiiriilmelerini saglayacak Ozelliklere sahip olmasiyla gozlenmektedir. Bitkilerde
kendilerini mikrobiyal enfeksiyonlardan korumak igin bilesikler iiretir (Cowan, 1999).

Staphylococcus aureus: Dogada olduk¢a yaygin bulunur. Toprakta, tozda, insan
ve hayvan derisi, burun mukozasi, agiz ve nazofarinks floralarinda bulunurlar.
Insanlarda en sik rastlanan enfeksiyon etmenlerinden biridir (Bilgehan, 1995). S.
aureus, bircok organda apse, sivilce, endokardit, perikardit, gastroenterit (gida
zehirlenmesi), toksik sok sendromu, soyulmus deri sendromu, hastaneden alinmis
zatlirree, cerrahi yara enfeksiyonlari, artrit, menenjit, sepsis gibi hastaliklara neden
olmaktadrr (Diindar ve Oztiirk, 2002). S. aureus tiim diinyada toplum ve hastane
kaynakli enfeksiyonlara neden olan en 6nemli bakterilerden biridir.

Enterococcus  faecalis:  insan  gastrointestinal  sistem normal flora
mikroorganizmalaridir. Agiz, safra yollar1 ve genitoliriner sistemde {iredikleride
bilinmektedir. Enterokoklar {iriner sistem enfeksiyonlari, endokardit, karin igi
enfeksiyonlari, menenjit, yara ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi hastaliklara yol
acmaktadirlar. Enterokoklarin neden oldugu en sik goriilen klinik hastalik {iriner sistem
enfeksiyonlaridir (Yildirim, 2007).

Escherichia coli: Normalde insan ve ¢ogu sicakkanli hayvanlarin bagirsak
florasinda bulunmaktadirlar. E. coli insanlarin bagirsak epiteline baglanarak verotoksin
olarak da bilinen Shiga toksini iiretmesi ile insanlar i¢in patojen olup hastaliklara neden
olmaktadir. Genel olarak cocuklarda zatiirre, menenjit, dizanteri, bobrek ve mesane
enfeksiyonlari, diyare, cerrahi yara infeksiyonlari, septisemi hastaliklarina neden
olmaktadirlar (Ekici vd., 2008). Bagirsak disina ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri ile de
hastaliklara yol actig1 bilinmektedir. Hastane infeksiyonlarmin %50’sinden sorumlu
oldugu bildirilmektedir. Normal yasam ortamlari insan ve hayvan bagirsak florasi
oldugundan E. coli, igme ve kullanma sularmin ve besinlerin fekal kirlenmesinin bir
gostergesi olarak kullanilmaktadir (Baysal, 2004a).

Salmonella typhimurium: Genellikle kontamine olmus gida ve sularla agiz
yolundan insanlara bulagmaktadirlar. S. typhimurium 'un neden oldugu en ciddi hastalik

tifodur. Bunun disinda besin zehirlenmesi, sepsis ve lokal organ hastaliklarma yol
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acmaktadirlar. Et, siit, yumurta, su ve bu besinlerle yapilan yiyeceklere bakterilerin
bulagmasi sonucu besin zehirlenmeleri meydana gelmektedir. Bakterinin viicuda

alimindan sonra bagirsaktan hizla kana karigmasi ile de diger enfeksiyonlara yol

acmaktadir (Baysal, 2004b; Ekici vd., 2008).

1.4. Pinus Tiirleri

Igne yaprakli bir agag tiirii olan cam agac1, botanik olarak Pinaceae familyasindan
Pinus cinsi olarak siniflandirilmaktadir. Pinus, yaygin olarak bilinen 100'den fazla tiirle,
mevcut en genis kozalakli agag cinsidir (Kivrak vd., 2013). Diinya iizerinde neredeyse
tim tilkelerde yetisme alani bulmus en genis kapsamli agag tiirlerinden bir tanesidir.
Kuzey Amerika, Avrupa ve Asya’da genis yayilis gosterir. Cam agaclar1 iilkemizde de
genis yayilim gostermektedir. Tirkiye’de pek cok cam tiirii olmakla birlikte dogal
olarak bes farkl tiirii yetismektedir. Bunlar; kizilgam (Pinus brutia), karagam (Pinus
nigra), saricam (Pinus sylvestris), fistikgami (Pinus pinea) ve Halepgami (Pinus
halepensis) dir (Tomba, 2008).

Ulkemizde pinus sylvestris (saricam) Kuzey Anadolu’nun i¢ kesimlerinde, pinus
nigra (karagam) Trakya, Karadeniz (Dogu Karadeniz harig), Ege, Marmara, i¢ ve Dogu
Anadolu Bolgesi’nde, kizilgam Akdeniz, Ege ve Marmara Bolgesi’nde, fistik cami1 Ege
ve Akdeniz sahillerinde, Halep ¢ami Akdeniz Bolgesi’nde yayilis gostermektedir.
(Colak vd., 2012; Turgut, 2016; Kuzugudenli, 2018; Akkus, 2013; Alptekin, 1990).

Diinya genelinde geleneksel halk ilaglarinda en ¢ok kullanilan ¢am tiirleri arasinda
Pinus pinaster, Pinus sylvestris, Pinus brutia, Pinus pinea, Pinus koraiensis, Pinus
maritima, Pinus eldarica ve Pinus nigra gibi beslenme ve tibbi amaglar i¢in kullanilan
baslica tiirler vardir.

Diinyada oldugu gibi tllkemizde de benzer sekilde geleneksel tiptan
faydalanilmaktadir ve ¢am tiirleri arastirmacilarin ilgisini cekmeye baglamaktadir.

Bu tez kapsaminda materyal olarak pinus sylvestris, pinus nigra ve pinus brutia

tlirleri kullanilmustir.
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1.4.1. Pinus Sylvestris

Sekil 2. Pi

UE % - -

nus sylvestris — Sarigam

Pinus sylvestris (Sekil 2), batida Britanya Adalari'ndan doguda Sibirya taygasina
kadar uzanan diinyanin en yaygin ve kuzey kozalakli agaglarindan biridir. Giliney
Avrupa'daki Akdeniz yarmmadalarmin daglik bdlgelerinde de bulunur. Ozellikle fakir
topraklarda ve kuru ve asir1 so§uk ortamlarda rekabet edebilir ve diger pek ¢ok Pinus ile
karsilastirildiginda ekolojik nisi genistir (Piechowiak vd., 2023).

Saricam, Avrasya'da farkli iklim kosullara sahip genis alanlar1 isgal eden kuzey
yarimkiirenin ekonomik agidan ¢ok dnemli ve bilimsel olarak 1yi arastirilmis bir agag

tiridir (Krakau vd., 2013).

1.4.2. Pinus Nigra
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Camgiller familyasia ait Pinus nigra (Sekil 3), Giliney Avrupa'da ve genel olarak
Akdeniz Bolgesi'nde ekonomik acidan en Onemli yerli kozalakli agaclardan biridir.
Karagamm dogal yayilis alan1 Fas, Cezayir, Tunus, Ispanya, Giiney Fransa, Italya'ya
kadar uzanir ve Avusturya'dan Balkan Yarimadasi'na, Tiirkiye ve Kirim'a, Karadeniz'in
Kafkas kiyilarinda ve Akdeniz adalarinda miinferit yayilis1 bildirilmistir (Isajev vd.,
2004). Ulkemizde, Anadolu'nun bat1 ve giiney bdlgelerinde, dzellikle Toros Daglari'nda
yetisir (Giilgin vd., 2003).

1.4.3. Pinus Brutia

Sekil 4. Pinus brutia — Kizilcam

Kizilgam (Pinus brutia) (Sekil 4), Halep ¢ami (Pinus halepensis) ile birlikte
biiylik ormanlar olusturan Akdeniz Havzasi'na 6zgii bir ¢cam tiirlidiir. Bununla birlikte,
Pinus brutia Pinus halepensis'ten daha kisitli bir yayilis alanina ve daha doguya dogru
bir dagilima sahiptir. Dogu Akdeniz bolgesindeki dogal habitatinda Pinus brutia, Giiney
Ege (Sakiz, Sisam, Rodos ve Girit adalarinda), Kirim, K. Irak, B. Suriye, Liibnan,
Giiney Tiirkiye (Toros daglar1), Kibris ve Yunanistan’da yetisir (Abdullah vd., 1989).

Pinus brutia, Dogu Akdeniz Bolgesi’nde dogal olarak yayilis gosteren en 6nemli
kereste agaclarindan biridir. Kabuk, olgun agaclarn odunlarinin endiistriyel olarak
sahip olduklar1 alanlardan ve hala ise yaramayan ve atilan ana atiktir, ancak bir¢ok

biyoaktif bilesigi barindirir (Cretu vd., 2013).

1.4.4. Pinus Tiirlerinin Fitokimyasal A¢idan Degerlendirilmesi
Camlar, kereste, odun hamuru, terebentin ve tiim diinyada yenilebilir tohumlar1

(cam fist1g1) ve yapraklar1 2-5 igne igeren kiimeler halinde yaprak dékmeyen agaclar
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icin deger verilen endiistriyel agidan en Onemli agag tiirlerinden biridir (Ustun vd.,
2012). Cam (Pinus) tiirleri polifenol denilen biyoaktif bilesikler bakimindan zengindir.
Polifenoller ¢cam kabugu, ¢cam yapraklar1 ve ¢am kozalaklarinda bulunur (Ugartondo
vd., 2007). Bu igerikleri sayesinde tibbi 6zellikleri de mevcuttur. Yapilan ¢calismalarda
cam polifenollerinin anti-timoér (Yi vd., 2017), antibakteriyel (Frontela-Saseta vd.,
2011), anti-inflamatuar (Frontela-Saseta vd., 2013), antidiyabetik (Nocun vd., 2008) ve
antioksidan (Cretu vd., 2013; Poussard vd., 2013) vb. biyolojik etkileri rapor edilmistir
(Shao vd., 2018).

Pinus pinaster kabuklarindan elde edilen ekstraktlarin halk arasinda kullanildigi
ve glinlimiizde ticarilesmis (piknogenol) iriinii oldugu bilinmektedir (Ertop ve
Incemehmetoglu, 2022).

Pinus tiirlerinin yapraklarindaki esansin ve reginesinin (terebentin) Oksiiriigii
kesme Ozelligi bulunur, balgami soktiiriir, akciger hastaliklarinda tedavi edici etkiye
sahiptir. Terebentin pek ¢ok tibbi ilacin bilesiminde kullanilir. Terebentin, romatizmal
bozukluklarin ve kas agrisinin tedavisi i¢in 6ncelikle topikal kars1 tahris edici maddeler
olarak iyilestirici kullanim1 konusunda da uzun bir ge¢cmise sahip oldugu bilinmektedir
(Ustun vd., 2012). Giizel kokusu oldugu i¢in parfiim yapiminda da kullanilmaktadir.
Bunlarin yani sira ¢cam balindan da yararlanilir. Cam bal1 oncelikle Akdeniz ve Ege
bolgelerinde iiretilir. Arilarin ¢cam agaglarinin iizerinde olusan regineleri igleyerek elde
ettikleri salg1 bali tiirlidiir. Cam baliin sindirim sistemine ve solunum yollarina olumlu
etki ve faydalar1 tipta kabul gérmiistiir. Ayrica haricen yara iyilestirici, antimikrobiyal
ve antiromatizmal olarak da faydalanilir (Turgut, 2016; Sharma vd., 2015).

Cam agacmin en bilinen 6zelliklerinden biri de kozalaklara sahip olmasidir. Cogu
zaman yakacak ve siis olarak kullanilan bu kozalaklar, giiniimiizde tibbi amacli olarak
da degerlendirilir. Cam kozalagmin bagisiklik sistemini gili¢lendiren, antioksidan
kaynagi olmasindan dolayt viicudu toksinlerden arindwrmaktadir. Cam kozalaginda
bulunan yaglar yani fitonitler anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir. Bu sayede viicudu
enfeksiyonlara karsi daha direncli hale getirmektedir. Bagisiklik sistemini giiclendirir.
Gen¢ cam kozalaklar1 gastrit ve iilser agrilarmi hafifletmek igin kullanilir. Mide
sorunlarina yardimci olur. Cam kozalaklarinin proteinler, polisakkaritler ve polifenoller
gibi biyoaktif maddeler acisindan zengin oldugu ve bunlarm hepsinin insan fizyolojisi
icin faydali oldugu kanitlanmistir. Cam kozalaklarinda bulunan tanenler, karacigerin
toksinleri atik {irlinlere doniistiirmesine ve kani temizlemesine yardimci olmaktadir

(Wang vd., 2019).
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Cam kozalaklar1 bagisiklik sistemini giiclendirir, antikanserojen ve giiglii bir
antioksidan kaynagidir (Yi vd., 2017). Cam kozalaklarindan hazirlanan ¢am kozalagi
surubu iilkemizin farkli yorelerinde takviye amacli olarak ozellikle mevsim gecislerinde
sik¢a goriilen grip, faranjit, bronsit gibi solunum yolu hastaliklarinin tedavi edilmesinde
kullanilmaktadir.

Sarigam, siirgiinleri ve yapraklari yiiksek biyoaktif bilesik icerigi ile karakterize
edilen, yiiksek ekonomik Oneme sahip uzun Oomiirlii igne yaprakl bir aga¢ olup ve
geleneksel olarak tedavi edici Ozelliklere sahip oldugu diisiiniilen likdr, merhem ve
surup lretmek i¢in kullanilmigtir (Baczek vd., 2017). Pinus sylvestris kabugundan elde
edilen ekstraktlar, AAPH ve DPPH testlerinde antioksidan aktivitenin yani sira
indirgeme ve metal selatlama 6zellikleri gostermistir (Nazari vd., 2013; Sokol-Letowska
vd., 2007). Bu agaglarin siirgiinlerinin ve yapraklarinin, digerlerinin yani sira, giiclii
antibakteriyel sergileyen, monoterpenler, yani alfa-pinen, beta-pinen, delta3-karen, beta-
mirsen, limonen, p-simen gibi ugucu yaglar igerdigi, antifungal, antiviral ve
antioksidatif 6zelliklere sahip oldugu rapor edilmistir (Acs vd., 2018). Ekstraktlar ayni
zamanda kemopreventif veya kemoterapdtik ajan olarak terapdtik potansiyel
sergilemektedir (Dziedzinski vd., 2020).

Pinus sylvestris L.'nin gen¢ ¢am siirgiinlerinin iyi bir antioksidan kaynagi oldugu
bulunmustur (Dziedzinski vd., 2020). Geleneksel tipta geng cam filizleri, terapotik ve
aromatik 6zellikleri nedeniyle degerlidir. Gegmisten bugiine tentiirler, suruplar, 6zler,
ucucu yaglar yapmak i¢in kullanilmaktadir. Ayrica bitki c¢aylarmin yapiminda da
kullanilirlar. P. sylvestris siirgiinleri, iyi bir askorbik asit, polifenolik bilesikler, 6zellikle
kafeik asit, ferulik asit ve klorojenik asit ve ayrica ucucu bilesikler, yani alfa ve beta-
pinen, beta-fellandren, ocimene, myrcene, camphene, sabinene ve carene bilesiklerini
icerir (Piechowiak vd., 2023).

Pycnogenol®, Fransiz deniz ¢ammin (Pinus pinaster/P. maritima) kabugundan
hazirlanan standardize edilmis bir ekstrakttir. Pycnogenol prosiyanidinleri, katesin ve
epikatesin oligomerleri, monomerik katesin ve epikatesin, taksifolin ve fenolik asitler
icerir (Cretu vd., 2013).

Pinaus koraiensis, Pinus cinsine ait bir baska ¢am tiiriidiir. Sekonder bitki
metabolitleri olan ¢am polifenolleri, P. koraiensis'in beslenme niteliklerinin 6nemli
belirleyicileridir Cam polifenolleri, antioksidan, anti-tiimor, anti-mikrobiyal 6zellikler
gibi biyolojik aktiviteleri nedeniyle birgok biyologun ilgisini ¢ekmektedir (Yi vd.,
2015). Ayrica, P. koraiensis ¢am kozalagi, zengin bir polifenol bilesikleri kaynagi olma

potansiyeli nedeniyle kismen incelenmistir (Zou vd., 2013).
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Pinus brutia kabuk ekstraktlarnda taksifolin izomerleri, katesinler ve
prosiyanidinler tiirlerinin bulundugu bildirilmistir. Ayrica, kabuk ekstraktlarinin belirli
insan kanser hiicre dizilerine karsi orta dereceli sitotoksik etkiler ve antiinflamatuar
etkiler gosterdigi bildirilmistir (Cretu vd., 2013).

Literatiirde, bitki 6zlerinin polifenol icerigi ve antioksidan etkileri hakkindaki
cokca ¢alisma mevcuttur. Bu baglamda P. brutia kabugu ekstraktlarinda ortaya ¢ikan
antioksidan aktivitenin hem terapdtik hem de ekonomik 6neme sahiptir. Ekstraktlarinin,
cok giiclii bir antioksidan etkiler gosterdigi bulunmustur (Cretu vd., 2013). Ayrica, P.
pinaster ve P. radiata kabuklarindan elde edilen ekstraktlarin, insanlar {izerinde yapilan
arastirmalarda giivenli kabul edilerek toksik etkisinin olmadig bildirilmistir (Frevel vd.,
2012).

Pinus nigra odun 0zii, bugiine kadar tanimlanmis en zengin pinosilvin ve
pinosilvin monometil eter kaynagi olarak bildirilmistir. Bu icerigi sayesinde biyoaktif
Oziitlerin iiretimi i¢in iy1 bir dogal kaynagidir. Pinosilvin antibakteriyel, antifungal,
antioksidan, antimetastatik ve potansiyel kanser kemopreventif aktiviteye sahip fenolik
bir maddedir ve ayn1 zamanda potansiyel olarak kardiyovaskiiler koruyucu bir ajan
olarak kabul edilir (loannidis vd., 2017). Pinus nigra igerisindeki terebentin, solunum
sistemi ve idrar yolu hastaliklar1 iizerindeki antiseptik etkilerinden dolay1 Tiirk halk
hekimliginde birkag¢ yildir kullanilmaktadir. Ayrica sirt agrilarinda regineli alg1, mide,
dermatolojik ve analjezik ilaclar olarak kullanilmaktadir (Giilgin vd., 2003).

P. brutia'nin kabugu, oldukg¢a yiiksek miktarlarda taksifolin igerir. Taksifolin
bitkilerde sekonder metabolit olarak gorev yapan gii¢lii bir flavonoiddir. Literatiirde
farmakolojik olarak antibakteriyel, antifungal, antiinflamatuar etkilere sahip oldugu

bildirilmistir (Yesil-Celiktas vd., 2009).
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2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1. Kullanilan Cihazlar

Deneysel calismalarin biiyiik cogunlugu Giimiishane Universitesi Saglik Bilimleri
Fakiiltesi Beslenme ve Diyetetik Boliimii laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. LC-
MS/MS  analizi  hizmet alimi  karsihginda TUBITAK-MAM tarafindan
gergeklestirilmistir.

Tablo 3. Kullanilan Cihaz ve Markalari

Cihaz Ad1 Markasi

LC-MS/MS (S1vi Kromotografi- Agilent 1260 Series LC

Kiitle Spektrometresi) Agilent 6460Triple Quad MS Jet Stream

Kolon Eclipse Plus Phenyl Hexyl (4.6*150mm 3.5um)
UV-vis Spektrofotometre Shimadzu UV-1800, Japan

pH metre Hanna pH 211

Ohaus, Pioneer TM Balances, PA214C,

Analitik terazi Parsippany, NJ, USA.

® - -
Vorteks karstirict IKA™ Works, MS1 Mini-shaker vortex, Inc.,

USA.
Santrifiij Centurion Scientific K2015R, UK
Isiticili manyetik karistirici Wisestir, SMSH-6, Daihan
Otomatik mikropipet Eppendorf, Research Plus, Germany
Buzdolabi (+4,-20 °C) Arcelik
Etliv Elektromag M6040-P
Set tistii ocak Naturel NT-102
Saf su cihazi GLF, 2001/4 Mono Distile Saf Su Cihazi

Bunlarmm yani sira analizlerde; plastik ve kuvarz yar1 mikro (Isolab, Germany)
spektrofotometre kiivetleri, makro ve mikro santrifiij tiipleri (Isolab, Germany), filtre
kagitlar1 (Sartorius stedim, grade:391), deney tiipleri ve diger malzemeler (meziir,

beher, erlen, huni, spatiil vb.) kullanilmistir.

2.2. Kullanilan Kimyasallar

Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallar Giimiishane Universitesi Bilimsel
Aragtirmalar Proje Koordinatorliigiince desteklenmis projeden temin edilmistir.

Analizlerde kullanilan ¢oziicliler ve kimyasallar analitik saflikta olup Tablo 4’te

ismi gecen firmalardan satin alinmustir.



Tablo 4. Kullanilan kimyasallar

Kimyasal Adi Ingilizce literatiir Satin Alinan Firma

Folin-Ciocalteu reaktifi  Folin-Ciocalteu’s phenol reagent Sigma/ Merck

Gallik Asit Gallic acid Sigma

Metanol Methanol Sigma

Na>COs Sodium Cabonate J.T. Baker

Katesin Catechin Hydrate Sigma

NaNO: Sodium Nitrite Sigma

AlCls Aluminum Chloride Fluka Analytical

NaOH Sodium Hydroxide Merck
2,2’-Azino-bis(3-

ABTS ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)  Sigma
diammonium salt

Potasyum persiilfat Potassium Persulfate Acros Organics

Etanol Ethanol Isolab
6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl- .

Troloks chroymaneYZ-carboxylic acid Y Sigma

DPPH 2,2- diphenyl-1-picrylhydrazil Sigma

a-tokoferol a-tocopherol Sigma

CuClz Copper (1) chloride dihydrate Sigma

Neocuproine hemihydrate Sigma

NH.Ac Ammonium acetate Sigma

Askorbik asit L-Ascorbic acid Sigma

Asetat tamponu NH4Ac Sigma

FeCls Iron (111) chloride Merck

TPTZ 2,4,6- Tris(2- pyridyl)-s-triazin Fluka

Sodyum fosfat tamponu  Sodium Phosphate Buffer Sigma

o - a-glicosidase enzyme from .

a-glikozidaz enzimi L Sigma
saccharomyces cerevisiae

PNPG substrati P- nitrophenyl-a-D-glucopyranoside  Sigma

2.3. Kozalak Surubu Elde Edilisi

2.3.1. Kozalaklarin Toplanmasi

Cam kozalaklar1 iilkemizin farkli yorelerinden ve farkli ¢am tiirlerinden olmak

tizere toplanmis olup koordinatlar1 Tablo 5’te ve gorselleri Sekil 5’tedir.

Tablo 5. Cam kozalaklarinin toplandig1 yer ve koordinatlar

Kozalak Tiirleri

Yer Koordinat

Sarigam- Pinus sylvestris

Gilimiishane/Zigana

40°37°17"'N 39°24'8 'E

Karagam- Pinus nigra

Istanbul/Saryer

41°8'7''N 29°34'49"'E

Kizilgam- Pinus brutia

Denizli/Kale

37°28'33''N 28°48'13"'E
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Sekil 5. Cam kozalaklariin goriintiisii (Gorseldeki kozalaklar soldan saga kizilgam,
karacam, sarigam)

2.3.2. Surup Tarifi

Oncelikle her bir kozalak tiiriinden (sarigam, karagam, kizilgam) analitik terazide
yaklasik 250°ser gram tartildi. Kozalaklar temiz firga yardimiyla tek tek iyice
yikanarak iizerindeki yapiskan toz ve kirlerden temizlendi. Ardindan kozalaklar derin
bir kaba almarak tizerini gececek kadar bol su icerisinde 1 giin bekletildi.
Ertesi giin kozalaklarin suyu siiziilerek baska tencerelere alindi ve her bir kozalak
iizerine kiiclik cekic yardimiyla yariklar acildi. Kozalaklarn {izerlerine igme suyu
koyularak bir tagim (5-10 dk) kaynatildi. Bu sirada olusan tortular bir kasik yardimiyla
ara ara atildi. Bu sekilde kozalaklar istenmeyen tiim kirlerinden armdirildi. 10 dk
sonunda silizgece almarak ilk kaynama suyu dokiildi. Hafif haslanmis haldeki
kozalaklar yine tencereye aktarildi. Kozalaklarin {izerlerini kapatacak kadar su
1siticisinda kaynatilmig igme suyu eklendi ve tekrar kaynamaya birakildi. Su kaynamaya
baslaymca tencerelerin kapaklar1 yarim agik kalacak sekilde kapatildi, ocagin alt1 da en

kisiga getirildi (Sekil 6).
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Sekil 6. Kozalaklarm pisirme esnasindaki goriintiisii (Gorseldeki dizilim yukaridan
asagiya saricam, kizilgam, karagam)

Bu sekilde 2 saat boyunca (kozalaklar tamamen yumusayana dek) ¢am kozalaklar1
agir agir pismeye birakildi. Ara ara kozalaklar kontrol edilerek ters diiz edildi. Piserken
iizerinde olusan kopiiklenmeler kasik yardmmiyla toplanarak atildi. Istenilen kivami
almaya basladiginda biraz daha karistirtp ocakta her bir tencerenin alti kapatildi.
Tencerelerdeki karisimlar oda sicakligina gelene dek bekletildi. Oda sicakligina
geldiginde siizgeg ve tiilbent kullanilarak her bir karisim siiziildi (Sekil 7). Kozalaklar
stizgec icerisinde bir siire bekletildi (Sekil 7). Ardindan kozalak suruplar1 50 mL’lik
santriflij tiiplerine aktarilarak 5000 rpm’de 5 dk santrifiij yapild1 ve filtre kagidindan
gecirildikten sonra son hacim meziirde 100 mL’ye tamamlandi. Buzdolabina kaldirildi.

Analizlerde kullanilmadan 6nce siringa filtresinden (0.45 pm, NY) gegirildi.

T >
-

Sekil 7. Kozalak suruplarinin siiziilme agamasi




2.4. Kozalak Suruplarinda Toplam Kuru Madde Tayini

Toplam kuru madde tayini igin etiivde kurutma yontemi kullamldi. Oncelikle
kuru madde tayininde kullanilacak olan kurutma kaplar1 (petri kaplarr) 105°C’lik
etiivde sabit tartima getirildi. Desikatorde sogutulduktan sonra darasi alindi. Darasi
alinmis kaplara kozalak surubu numunelerinden 5’er mL pipetlenerek tartildi. Ardindan
60°C’lik etiivde kurumaya brrakildi, 30 dk araliklarla numuneler etiivden ¢ikarilarak
desikatorde oda sicakligina gelinceye dek (yaklasik 30 dk) bekletildi ve tartim yapildi.
Bu islem, son iki tartimda degisiklik olmayana dek tekrarlandi. Son olarak numune
kurutma kaplarmin darasi ¢ikarilarak toplam kuru madde miktarlar1 hesaplandi. Bu
hesaplama yapilirken sabit tartima gelmis numune kurutma kaplarindan kurutma
kaplarinin darast ¢ikarilmigtir. Her bir kozalak surubu numunesi iki paralel

calisiimastir.

2.5. Toplam Fenolik Madde Miktarn Tayini

Slinkard ve Singleton (1977) tarafindan gelistirilen ve Folin-Ciocalteu yontemi
olarak da bilinen yontem kullanilmigtir. Bu yontem, suda ve organik c¢oziiciilerde
¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin Folin reaktifi ile alkali ortamda renkli kompleks
olusturmasi esasina dayanir. Mor-menekse renkli bu kompleks 765 nm’de maksimum
absorbans olusturur.

Standart olarak gallik asit kullanilmis olup kalibrasyon grafigini olusturmak icin
62.5, 125, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda gallik asit (metanolde)
¢Ozeltileri hazirlandi.

Numunelerdeki fenolik miktarin1 bulmak i¢in 1:20 seyreltilmis numunelerden
tiiplere 100 pl koyularak tizerine 500 pl 0.2 N Folin-Ciocaltaeu eklenerek vortekslenip 5
dk karanlikta bekletildi. Siirenin bitiminde 400 pl %7.5’lik Na.COs ¢ozeltisi eklenip
vortekslendi ve 4000 pl saf su eklenip hacim 5000 pl ye tamamlandi. Vortekslenip iyice
karigmasi saglandi ve 60 dk karanlikta bekletilip 765 nm dalgaboyunda absorbans

okumasi yapildi. Deneyler 3 paralel ¢alisilarak sonuglarin ortalamasi alind.

2.6. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Tayini

Numunelerdeki toplam flavonoid miktar1 Chang ve arkadaglarinin kullandigi
yontemle belirlenmistir (Chang vd., 2006).

Standart olarak katesin kullanilmis olup kalibrasyon grafigini olusturmak i¢in 20,
40, 60, 80, 100, 200, 400 pg/mL konsantrasyonlarda katesin (metanolde) ¢ozeltileri

hazirlandi.
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Numunelerdeki flavonoid miktarint bulmak i¢cin 1:20 seyreltilmis numunelerden
tiiplere 250 pl koyularak iizerine swrastyla 1250 pl saf su ve 75 ul %5’°lik NaNO-
eklenerek vortekslenip 6 dk karanlikta bekletildi. Siirenin bitiminde 150 pl AICls tiiplere
ilave edilip vortekslenip 5 dk daha karanlikta beklemeye alindi. Sonra 500 pul 1M NaOH
eklenip 275 pl su ilave edildi, hacim 2500 pl ye tamamlandi. Vorteksle iyice karigmasi
sagland1 ve 3 dk bekletip 510 nm dalga boyunda absorbans okundu. Deneyler 3 paralel

calisilarak sonuglarin ortalamasi alindi.

2.7. Antioksidan Kapasite Analizi

2.7.1. ABTS*" Analizi

Re vd. (1999) tarafindan gelistirilen ABTS+" radikali giderme aktivitesi belirleme
yontemi modifiye edilerek kullanildi.

Stok ABTSe" soliisyonu 7 mM ABTSe" radikal katyon soliisyonunun 2.45 mM
potasyum persiilfat soliisyonu ile karistirilmasiyla hazirlandi ve karanlikta oda
sicakhiginda 16-20 saat bekletildi. Daha sonra mavi-yesil ¢ozeltinin absorbansi 734
nm’de 0.70 (+ 0.02) AU'ya ayarlanana kadar %70 etanolle seyreltildi.

Standart olarak troloks kullanilmis olup kalibrasyon grafigini olusturmak ic¢in 50,
100, 200, 300, 400, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda Troloks® (etanolde)
¢Ozeltileri hazirlandi.

Numunelerin ABTS«" radikalini giderme aktivitesini bulmak igin 1:20, 1:30, 1:50,
1:100, 1:200, 1:300 seyreltilmis numunelerden tiiplere 50 ul koyularak tizerine 1950 nl
ABTS c¢ozeltisi eklenerek vortekslenip 6 dk karanlikta bekletildi. Siirenin bitiminde 734
nm dalgaboyunda absorbans okumasi yapildi. Deneyler 3 paralel ¢alisilarak sonuglarin
ortalamasi alind1.

ABTS*" radikali giderme aktivitesi % inhibisyon ve pM Troloks® esdegeri
antioksidan kapasite (TEAC) olarak ifade edilmistir. Bu yontemde, artan absorbans

degeri, azalan antioksidan aktiviteyi gosterir.

2.7.2. DPPHe* Analizi

Brand-Williams vd. (1995) tarafindan gelistirilen yontem modifiye edilerek
kullanildi. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPHe¢), azot radikali olup antioksidan molekiille
reaksiyona girdiginde indirgenir.

Standart olarak Troloks® ve a-tokoferol kullanilmis olup kalibrasyon grafigini

olusturmak i¢in 62.5, 125, 250, 500, 750 pg/mL konsantrasyonlarda Troloks® (metanol)
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ve 31.25, 62.5, 125, 250, 500, 750 pg/mL konsantrasyonlarda a-tokoferol (metanol)
¢oOzeltileri hazirlandi.

Numunelerin DPPHe radikalini giderme aktivitesini bulmak i¢in 1:10, 1:20, 1:50,
1:100, 1:200 seyreltilmis numunelerden tiiplere 100 pl koyularak tizerine 3900 pl DPPH
cozeltisi eklenerek vortekslenip 60 dk karanlikta bekletildi. Siirenin bitiminde 517 nm
dalgaboyunda absorbans okumasi yapildi. Deneyler 3 paralel ¢alisilarak sonuglarin
ortalamasi alind1.

DPPHe radikali giderme aktivitesi % inhibisyon, uM TEAC ve a-tokoferol
esdegeri olarak ifade edilmistir. Bu yoOntemde, artan absorbans degeri, azalan

antioksidan aktiviteyi gosterir.

2.7.3. CUPRAC Analizi

Apak ve arkadaslarinin gelistirdigi yontem biraz modifiye edilerek kullanilmistir
(Apak vd., 2004).

Standart olarak Troloks® kullanilmis olup kalibrasyon grafigini olusturmak igin
12.5, 25, 50, 100, 200, 400 pg/mL konsantrasyonlarda Troloks® ¢ozeltileri hazirlandh.

Numunelerin indirgeme potansiyelini 6lgmek i¢in tiiplere sirasiyla 500 ul 10 mM
CuCly, 500 pl 7.5 mM neocuproine (etanolde) ve 500 ul NHsAc (pH: 7.0) eklenip
vortekslendi. Yiikseltgenmis bakir ortamma 1:50, 1:100, 1:200 seyreltilmis
numunelerden 100ul eklenerek 400 pl saf su ilave edilip vortekslendi ve 30 dk
karanlikta bekletildi. Siirenin bitiminde 450 nm dalgaboyunda absorbans okumasi

yapildi. Deneyler 3 paralel ¢alisilarak sonuglarin ortalamasi alindu.

2.7.4. FRAP Analizi

Benzie ve Strain (1996) tarafindan gelistirilen yontem kullanilmistir. Standart
olarak Troloks® ve askorbik asit kullamlmis olup kalibrasyon grafigini olusturmak igin
31.25, 62.5, 125, 250, 500, 750, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda Troloks® (metanol) ve
31.25, 62.5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarda askorbik asit (suda)
¢Ozeltileri hazirlandi.

pH 3.6’da sulu asetat tamponu, FeCl; ve TPTZ (2,4,6-tripiridil s-triazin)
¢ozeltileri sirastyla 10:1:1 oraninda karistirilarak [Fe(IIT)(TPTZ).Cls] demir tuzu radikal
cozeltisi olusturuldu. Numunelerin indirgeme potansiyelini 6lgmek i¢in 1:20, 1:50,
1:100 seyreltilmis numunelerden tiiplere 50ul koyulup taze hazirlanmis olan

yiikseltgenmis demir ¢ozeltisinden 1950 pl eklenerek vortekslenip 20 dk karanlikta
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bekletildi. Siirenin bitiminde 595 nm absorbans okumasi yapildi. Deneyler 3 paralel

calisilarak sonuglarin ortalamasi alindu.

2.8. LC-MS/MS Analizi
Kozalak suruplarinin igerigindeki fenolik ve flavonoid bilesenler LC-MS/MS
(Swv1 kromatografisi- kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi) yontemi ile hizmet

alimi karsiiginda TUBITAK-MAM tarafindan gergeklestirildi.

2.8.1. LC-MS/MS Sartlan

Kozalak surubu numunelerinin LC-MS/MS analizleri hizmet alimi karsiliginda
TUBITAK-MAM tarafindan gerceklestirildi. Sistem Agilent 1260 serisi LC ve buna
kombine edilen Agilent 6460 Triple Quad LC-MS Jet Stream’den (AJS/ESI)
olugsmaktadir. Analizde kiitle spektroskopi (MS) metodunda iyon kaynagi olarak
elektrosprey iyonlasma (ESI) modu kullanilmustir. Tyonizasyonda hem pozitif hem de
negatif iyonizasyondan yararlanilmistir. Analiz i¢cin Eclipse Plus Phenyl Hexyl
(4.6*150mm 3.5um) kromatografi kolonu kullanilmistir. Analiz 6ncesinde numuneler
0.22 pl siringa filtresinden gegirildikten sonra sisteme enjekte edilmistir. Enjeksiyon
hacmi 20pul, akis hiz1 0.5 mL/dk ve kolon firin1 sicakligi 40°C’dir.

Mobil faz ¢bzeltileri olarak 1 mM amonyum format (A) ve metanol: asetonitril

karisimi (65/35) (B) kullanilmistir. Gradient program Tablo 6’daki gibidir.

Tablo 6. LC analizinde kullanilan gradient akis programi

Zaman A B Akis Maksimum basing sinir1
(dk) (%) (%) (mL/dk) (bar)

0.00 95.0 5.0 0.50 500.00

1.0 95.0 5.0 0.50 500.00

30.0 0.0 100.0 0.50 500.00

31.0 95.0 5.0 0.50 500.00

40.0 95.0 5.0 0.50 500.00

2.9. Enzim Inhibisyon Analizi

Bu calismada a-glukozidaz inhibisyon aktivitesini degerlendirmek i¢in, Tao
vd.’nin kullandig1 yontem biraz degistirilerek kullanilmigtir (Tao vd., 2013). Bu
yontemde, a-glukozidaz aktivitesi, a-glukozidazin, p-nitrofenil-a-D-glukopiranosidi
(PNPG) hidrolize ederek, mevcut a-glukozidaz aktivitesiyle orantili bir kolorimetrik
iriin olusumuyla sonuglanan bir reaksiyonla belirlenir. Numunelerin o-glukozidaz
inhibisyon aktivitesi 405 nm'deki absorbans degisiklikleri gdzlemlenerek 1Csqo degerleri
hesaplanir.

24



Analizde kullanilmak {izere enzimi seyreltmek icin 0.1 mM sodyum fosfat
tamponu hazirlandi ve enzim 1:100 oraninda seyreltildi. Enzimin substrat {izerinde
gosterdigi aktivite 0. ve 3. dk sonunda 405 nm dalgaboyunda absorbansi Olgiilerek
aradaki fark hesaplanip bulundu.

Numunelerin enzim inhibisyon etkisini bulmak i¢in 100, 200, 300, 400, 500 ve
600 pl numune igeren ortamlar olusturulup 0. ve 3. dk sonunda enzimin aktivite
absorbans1 6l¢iildii (Tablo 7). % enzim aktivitesi-absorbans grafikleri ¢izilerek 1Csg

degerleri hesaplandi. Enzim aktivitesi % inhibisyon olarak ifade edilmistir.

Tablo 7. Enzim inhibisyonu ¢alisma karti

Q Q Q Q Q Q Q

: £ & & § & &

g g g g g g g

= = = = = = =

° =i = = = = = =

E 2 % 2 ¥ § %z &

¢ & § & § & g B8
Saf su 730 630 530 430 330 230 130 30
0.1M Tampon 200 200 200 200 200 200 200 200
Enzim 20 20 20 20 20 20 20 20
Numune - 100 200 300 400 500 600 700
Substrat 50 50 50 50 50 50 50 50

2.10. Antimikrobiyal Analiz

Biemer (1973) tarafindan gelistirilen disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Disk
difiizyon uygulamasida minimal inhibitér konsantrasyon (MIC) tespiti yapild1.

Antimikrobiyal aktivite, Aeromonas hydrophila ATCC 35654, Aspergillus flavus
ATCC 46283, Bacillus cereus ATCC 9634, Bacillus subtilis ATCC 6633, Candida
albicans ATCC 10231, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, Escherichia coli O157:H7 ATCC 35150, Listeria monocytogenes ATCC 7644,
Salmonella typhimurium ATCC 23566, Shigella flexneri ATCC 12022,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Saccharomyces cerevisiae S288C olmak iizere
13 farkli mikroorganizmaya kars1 belirlenmistir.

Bu yontemde oOncelikle kullanilacak mikroorganizmalar aktiflestirilmistir. Bu
amagla biitiin bakteriler Nutrient Broth besiyerinde 36°C’de 24 saat, maya-kiifler ise,
Malt Ekstrakt Broth besiyerinde 27°C’de 48 saat inkiibasyona birakilarak
konsantrasyonlart 0.5 McFarland’a ayarlandi. Ardindan hazirlanan steril kati
besiyerlerine %1 oraninda swap yontemi ile siiriilerek oda sicakliginda kurumasi i¢in

yaklasik olarak 10 dk bekletildi. Bu asamada, Nutrient Broth besiyerinde aktiflestirilen

25



bakteriler, Nutrient Agar besiyerinin yilizeyine, Malt Ekstrakt Broth besiyerinde
aktiflestirilen maya-kiifler Malt Ekstrakt Agar besiyerinin ylizeyine siiriildii.

Farkli konsantrasyonlarda (%95, %90, %85, %80 ve %75) hazirlanan 6rnek
ekstraktlar1 20 pl olacak sekilde steril disklere (103 ve 106 kob/mL bakteri iceren
ortamlar) emdirildi. Ardindan her bir 6rnekten 20 ul alinarak steril disklere emdirilmis
ve bu diskler steril bir sekilde besiyerlerinin {izerine birakildi. Ardindan, biitiin petriler
uygun sartlarda inkiibasyona (bakteriler i¢in 36°C’de 24 saat, maya-kiifler i¢in
27°C’de 48 saat) birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda disklerin etrafinda olusan seffaf
zonlar, dijital kumpas yardimiyla 3 farkli noktadan oOlciilerek sonuglar hesaplandi.
Biitiin mikroorganizmalara kontrol amaciyla hazir Penisilin G diskleri kullanilmastir.

Inkiibasyondan sonra varsa olusan bulaniklik spektrofometrik olarak 600 nm
dalga boyunda Olciiliip, bakteri sayisinda %90°lik azalma gosteren MIC degeri
belirlenir. Mikrobiyolojide, MIC degeri, bir bakteri veya bakterinin gdzle goriiliir
biiylimesini engelleyen, (genellikle bir ila¢ ya da bitki 6ziitiiniin) maddenin en diisiik

konsantrasyonudur (Wiegand vd., 2008).
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3. BULGULAR

3.1. Toplam Kuru Madde Tayini Bulgular
Kozalak suruplarinin kuru madde miktarlar1 belirlenirken her bir numune iki
paralel ¢alisildi. Olgiimlerin ortalamalar1 ve standart sapma degerleri hesaplanarak

Tablo 8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Cam kozalagi suruplarmim toplam kuru madde miktarlari

Numuneler Toplam Kuru Madde Toplam Kuru Madde
Miktan (g/mL) Miktan (mg/mL)
Sarigcam 0.01903 + 0.00033* 19.03 £ 0.33*
Karagam 0.02176 + 0.00045* 21.76 + 0.45%
Kizilgam 0.01822 + 0.00042* 18.22 + 0.42*

*standart sapma

3.2. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Bulgulan
Toplam fenolik madde tayini calismasinda standart olarak gallik asit kullanilmig
olup 765 nm’de absorbans degerleri Olgiilmistiir. Almman veriler sonucunda

olusturulmus kalibrasyon grafigi Sekil 8’de verilmistir.

1.400
’g 1.200 =
5 1.000
O
= 0.800 e
& 0.600 _,,..-._,..--y:o].aozou(gxggi)%mm
S 0.400 - —P
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< 0200 | g

0.000

0 200 400 600 800
Gallik asit konst. (ug/mL)

Sekil 8. Toplam fenolik madde tayini igin ¢izilen gallik asit standardinin kalibrasyon
grafigi

Kozalak suruplarinda toplam fenolik madde miktarlar1 GAE cinsinden
hesaplanmigtir. 100 g numune basma esdeger miktarda pg gallik asit

y=0.0014x+0.0714 denkleminden yararlanilarak hesaplanmis ve Sekil 9’da verilmistir.
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Sekil 9. Cam kozalag1 suruplarinin toplam fenolik madde miktarlar1

Kozalak suruplarmm fenolik madde miktarlar1 (TPC) birbirine olduk¢a yakin
bulunmustur. Saricamdan elde edilmis olan kozalak surubu en yiiksek fenolik madde
icerigine sahiptir. Onu sirasiyla karagam ve kizilcam suruplar1 takip etmektedir

(Sarigam > Karacam > Kizilgam).

3.3. Toplam Flavonoid Madde Miktar1 Bulgulari
Toplam flavonoid madde tayini ¢alismasinda standart olarak katesin ve kuersetin
kullanilmistir. 510 nm’de katesin ve kuersetin konsantrasyonlarina karsilik gelen

absorbans degerlerine ait standart kalibrasyon grafikleri Sekil 10 ve 11°de verilmistir.
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Sekil 10. Toplam flavonoid madde tayini igin ¢izilen katesin standardinin kalibrasyon
grafigi
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Sekil 11. Toplam flavonoid madde tayini i¢in gizilen kuersetin standardinin kalibrasyon
grafigi

Kozalak suruplarinda toplam flavonoid madde miktarlar1 katesin ve kuersetin
esdegeri cinsinden hesaplanmistir. 100 g numune basina esdeger miktarda mg katesin
y=0.003x+0.002 denkleminden yararlanilarak hesaplanmig ve Sekil 12°de verilmistir.
100 g numune basma esdeger miktarda mg kuersetin y=0.0006x+0.0068 denkleminden

yararlanilarak hesaplanmig ve Sekil 13’te verilmistir.
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Sekil 12. Cam kozalagi suruplarinin toplam flavonoid madde miktarlar

mg KAE/100 g numune
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Sekil 13. Cam kozalag1 suruplarinin toplam flavonoid madde miktarlar1
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Kozalak suruplarmin flavonoid madde miktarlar1 (TFC) birbirine olduk¢a yakin
bulunmustur. Saricamdam elde edilmis olan kozalak surubu en yiiksek flavonoid
madde icerigine sahiptir. Onu sirastyla karacam ve kizilgam suruplari takip etmektedir
(Sarigam > Karagam > Kizilgam). Bulgular dikkate alindiginda toplam fenolik ve

flavonoid analizlerinde numunelere ait siralama degismemistir.

3.4. ABTS*" Analizi Bulgulan

Kozalak suruplarmm ABTSe" radikal giderme aktivite analizinde standart ve
numuneler farkli konsantrasyonlarda g¢alisilmistir. Bu sayede SCso degerleri (50%
scavenging concentration; ABTSe" radikalinin konsantrasyonunu gidererek yariya
indiren standart/numune konsantrasyonu) belirlenmistir (Ruberto vd., 2007). Ayrica
suruplarin ABTS-" radikal giderme aktiviteleri TEAC cinsinden bulunmustur.

Analizde kullanilan Troloks®” standardima ait absorbans-konsantrasyon grafikleri

Sekil 14°te verilmistir.
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Absorbans (734 nm)

Sekil 14. ABTSe" calismasinda kullanilan troloks standardinin radikal giderme
aktivitesine ait grafik

Kozalak suruplarma ait absorbans-konsantrasyon grafikleri Sekil 15-17’de

verilmistir.
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Sekil 15. Sarigam kozalag1 surubunun ABTSe" radikali giderme aktivitesi

Absorbans (734 nm)
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Sekil 16. Karagam kozalag1 surubunun ABTS+" radikali giderme aktivitesi

Absorbans (734 nm)
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Sekil 17. Kizilgam kozalag1 surubunun ABTS" radikali giderme aktivitesi

Kozalak suruplarinda ABTSe+ radikali giderme aktiviteleri gosteren SCso
degerleri Sekil 18°de verilmistir. Radikal giderme yiizdeleri ise Sekil 19°da verilmistir.
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Sekil 18. Troloks ile ¢cam kozalag1 suruplarmin ABTSe" radikali giderme aktivitesini
gosteren SCso degerleri (mg/mL)
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Sekil 19. Kozalak suruplarmm ABTSe" radikalini giderme yiizdeleri (%)

Kozalak suruplarmm % ABTSe" radikali giderme aktiviteleri de TPC ve TFC ile
ayni siralamaya sahiptir. Sonuglar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Saricamdan elde edilmis olan kozalak surubunun ABTSe" radikalini en fazla
temizleyebildigi bulunmustur. Onu sirasiyla karagam ve kizilgam suruplar1 takip

etmektedir (Sarigam > Karagcam > Kizilgam).

3.5. DPPHe Analizi Bulgulan

Kozalak suruplarinin DPPHe radikal giderme aktivite analizinde standart ve
numuneler farkli konsantrasyonlarda calisilmistr. Bu sayede SCso degerleri
belirlenmistir. Ayrica suruplarm DPPHe radikal giderme aktiviteleri TEAC cinsinden

bulunmustur.
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Analizde kullanilan Troloks ve a-Tokoferol standartlarma ait absorbans-

konsantrasyon grafikleri Sekil 20 ve 21°de verilmistir.
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Sekil 20. DPPHe c¢alismasinda kullanilan Troloks standardinin radikal giderme
aktivitesine ait grafik
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Sekil 21. DPPHe ¢alismasinda kullanilan a-Tokoferol standardinin radikal giderme
aktivitesine ait grafik

Kozalak suruplarina ait absorbans-konsantrasyon grafikleri Sekil 22-24’te

verilmistir.
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Sekil 22. Sarigam kozalagi surubunun DPPHe radikali giderme aktivitesi
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Sekil 23. Karagam kozalagi surubunun DPPH-« radikali giderme aktivitesi.
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Sekil 24. Kizilgam kozalagi surubunun DPPH« radikali giderme aktivitesi

Kozalak suruplarinda DPPHe radikali giderme aktiviteleri gosteren SC50 degerleri

Sekil 25°te verilmistir. Radikal giderme ytizdeleri ise Sekil 26°da verilmistir.
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Sekil 25. Troloks ve a-Tokoferol standartlar1 ile kozalak suruplarmm DPPHe radikali
giderme aktivitesini gosteren SCso degerleri
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Sekil 26. Kozalak suruplarmin DPPH« radikalini giderme yiizdeleri (%)

Kozalak suruplarmm % DPPH radikali giderme aktiviteleri de TPC, TFC ve
ABTS ile ayn1 siralamaya sahiptir. Sonuglar1 arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.
Saricamdam elde edilmis olan kozalak surubunun DPPH radikalini en fazla
temizleyebildigi bulunmustur. Onu sirasiyla karagam ve kizilgam suruplar1 takip

etmektedir (Sarigam > Karagcam > Kizilgam).

3.6. CUPRAC Analizi Bulgulan

Kozalak suruplarmin CUPRAC analizinde standart ve numuneler farkl
konsantrasyonlarda c¢aligilmistir. Absorbans degerlerinin kesinlik ve giivenilirligi
agisindan numunelerin  analiz sonuglar1 grafige gegirilirken 1:200 seyreltik
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. CUPRAC degerleri TEAC cinsinden bulunmustur.
Analizde kullanilan Troloks standardma ait absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil
27°de verilmigtir. Suruplarm CUPRAC degerleri TEAC cinsinden hesaplanmis ve

Sekil 28’de verilmistir.
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Sekil 28. Cam kozalagi suruplarinin CUPRAC degerleri

Kozalak suruplarmin Cu'? indirgeme antioksidan kapasite degerleri (CUPRAC)
de ayni swralamaya sahiptir. Saricamdam elde edilmis olan kozalak surubunda
CUPRAC degeri en yiiksek bulunmustur. Onu sirasiyla karacam ve kizilgam suruplari
takip etmektedir (Saricam > Karacam > Kizilcam). Diger antioksidan aktivite test

sonuglari ile arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.

3.7. FRAP Analizi Bulgulan

Kozalak suruplarmm FRAP analizinde standart ve numuneler farkli
konsantrasyonlarda c¢alisilmistir. Absorbans degerlerinin kesinlik ve giivenilirligi
acisindan numunelerin  analiz  sonuglar1  grafiklendirilirken 1:100 seyreltik
konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. FRAP degerleri TEAC cinsinden bulunmusgtur.

Analizde kullanilan Troloks standardina ait absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil
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29°da verilmistir. Suruplarin FRAP degerleri TEAC cinsinden hesaplanmis ve Sekil

30°da verilmistir.
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Sekil 29. FRAP tayini i¢in kullanilan Troloks standardinin kalibrasyon grafigi
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Sekil 30. Cam kozalagi suruplarinin FRAP degerleri

Kozalak suruplarinin Fe* indirgeme antioksidan giicii degerleri (FRAP) de ayn1
siralamaya sahiptir. Sarigamdam elde edilmis olan kozalak surubu en yiiksek FRAP
degerine sahiptir. Onu sirasiyla karacam ve kizilgam suruplari takip etmektedir
(Sarigam > Karagam > Kizilgam). Tiim aktivite test sonuglar1 (TPC, ABTS, DPPH,
FRAP ve CUPRAC) arasinda pozitif korelasyon bulunmustur.

3.8. HPLC-MS/MS Analizi Bulgulan

Kozalak suruplarmin LC/MS-MS ile fenolik ve flavonoid analizinde kullanilan

parametreleri Tablo 9°da verilmistir.
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Tablo 9. Cam kozalagi suruplarmm LC/MS-MS analizi parametreleri

Ana

Uriin

Fragment

Carpisma

FENOLIK / FLAVONOID iyon iyon gerilimi enerjisi Polarite
(+)-L-Alliin 178 88 60 16 Pozitif
4 Hidroksibenzoik Asit 137 93 100 22 Negatif
Apigenin 270 153 170 12 Pozitif
Kafeik Asit 179 135 80 22 Negatif
Katesin 291 139 100 18 Pozitif
Klorojenik Asit 353 85 180 38 Negatif
Sinamik Asit 147 103 40 4 Negatif
Siyanidin Klorit 365 203 100 16 Pozitif
Siyanin Klorit 611 449 80 16 Pozitif
Ellagik Asit 303 257 100 24 Pozitif
Ferulik Asit 193 178 60 6 Negatif
Gallik Asit 169 125 40 6 Negatif
Gentisik Asit 153 108 70 18 Negatif
Kaempferol 287 153 80 34 Pozitif
Luteolin 287 153 100 28 Pozitif
M P Kumarik Asit 10-12 163 119 60 8 Negatif
Naringenin 273 153 110 24 Pozitif
Okzalik Asit 203 131 180 22 Negatif
Pelargonidin HCI 271 215 100 16 Pozitif
Pelargonin Klorit 595 433 100 16 Pozitif
Kuersetin 3 Beta D Glikozit 465 145 130 20 Pozitif
Kuersetin Dihidrat 304 230 100 20 Pozitif
Rozmarinik Asit 359 161 100 16 Negatif
Rutin 611 303 100 16 Pozitif
Salisilik Asit 139 121 100 16 Pozitif
Sinapik Asit 223 121 100 30 Negatif
Siiksinik Asit 141 59 50 4 Negatif
Siringik Asit 197 182 70 10 Negatif
T-3-OH Sinamik Asit 163 119 110 8 Negatif
Tartarik Asit 149 87 60 6 Negatif
Vanilik Asit 167 123 40 4 Negatif

Kozalak suruplarinda LC/MS-MS analizi sonucu bulunan fenolik ve flavonoid

bilesenler ve miktarlar1 ppm (mg/mL) cinsinden hesaplanmis olup Tablo 10’da

verilmistir.
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Tablo 10. Cam kozalag1 suruplarinin LC/MS-MS analizi sonuglari

Fenolik/Flavonoid Saricam Karacam Kizilcam LOD/
Madde kozalak kozalak kozalak (ppm)

surubu surubu surubu

(ppm) (Ppm) (Ppm)
Kafeik Asit 0.2185 0.1102 0.1453 0.0200
Gallik Asit 0.6730 0.1405 0.7225 0.0200
T-3-OH Sinnamik Asit 0.0726 0.0551 0.0319 0.0100
Sinnamik Asit 0.7952 0.4780 0.1933 0.0200
Gentisik Asit 0.7716 0.6506 1.0285 0.0200
Vanilik Asit 0.0332 0.0132 0.0386 0.0100
Ferulik Asit 0.1515 0.1541 0.0765 0.0200
M P Kumarik Asit 0.0726 0.0551 0.0319 0.0100
Siringik Asit 0.0047 <LOD* 0.0070 0.0030

*Dedeksiyon limitinin (LOD) altinda oldugundan miktar1 belirlenememistir.

Miktarlar1 farklilik gostermekle birlikte her lic cam kozalagi surubunda da ayni
fenolik bilesiklere rastlanmistir. Sarigam kozalagi surubunda 6zellikle sinnamik asit,
gentisik asit, gallik asit ve T-3-OH sinnamik asit bilesikleri digerlerine oranla daha
yiikksek miktardadir (>0.4). Karagam kozalagi surubunda o6zellikle gentisik asit ve
sinnamik asit bilesikleri digerlerine oranla daha yiiksek miktardadir (>0.4). Kizilgam
kozalag1 surubunda ise 6zellikle gentisik asit ve gallik asit bilesikleri digerlerine oranla

oldukea yiiksek miktardadir (>0.7).

3.9. Enzim Inhibisyon Analizi Bulgular

Kozalak suruplarmin o-glukozidaz enzim inhibisyonu aktivite analizi icin
numuneler farkli konsantrasyonlarda caligilarak % enzim aktivitesine karsilik gelen
konsantrasyon (ug/mL) grafikleri ¢izilmistir (Sekil 31, 32, 33). Elde edilen veriler
kullanilarak her bir kozalak surubunun ICsg degerleri hesaplanarak karsilastirilmis ve

Tablo 11°de verilmistir.
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Sekil 33. Kizilgam kozalagi surubunun a-glikozidaz inhibisyonu aktivitesi (%)

a-Glukozidaz aktivitesi metodu ile ¢alisilan numunlerden elde edilen grafiklerden

hesaplanan ICso ve R? degerleri Tablo 11°de verilmistir.
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Tablo 11. a-glukozidaz enzim inhibisyonu gosteren sarigam, kizilgam ve karagam
suruplarinin ICso Ve R? degerleri

Kozalak Suruplan (mlgc/:r5r(l)L) R?

Saricam- P. sylvestris 1.561 0.9927
Karagam- P. nigra 0.885 0.9962
Kizilgam- P. brutia 1.173 0.9913

Cam kozalag1 suruplarinin a-glukozidaz enzim inhibisyonu analizi sonucu elde
edilen 1Csyo degerleri karsilastirildiginda karagam kozalak surubunun 1Csy degeri
digerlerine oranla diisiik bulunmustur. ICsy degerinin diisiik olmast inhibisyon
aktivitesinin yiiksek oldugu anlamina gelmektedir. Enzim inhibisyon ¢alismasinda
kozalak suruplarmin aktivite siralamasi Karagam>Kizilcam>Sarigam seklinde
olmustur.

Antioksidan kapasite analizlerinde kozalak suruplarinin aktivite siralamasi
Sarigam>Karagam>Kizilgam seklindeyken enzim inhibisyon analizinde
Karagcam>Kizilcam>Sarigam seklinde siralanmistir. Siralamadaki farkliliga farkli cam
tirlerine ait olan bu suruplarda tanimlanmamis baska bilesiklerin varligmin neden

olabilecegi diisiiniilmektedir.

3.10. Antimikrobiyal Analiz Bulgulan
Kozalak suruplarmin antimikrobiyal aktivite analizinde standart ve numuneler
farkli konsantrasyonlara seyreltilerek calisilmistir. Her bir ¢am kozalagi surubuna ait

konsantrasyon ve MIC degerlerini igeren tablolar (Tablo 12, 13,14) asagida verilmistir.

Tablo 12. Sarigam kozalagi surubunun farkli konsantrasyonlarina karsi antimikrobiyal

aktivite
Saricam MIC degerleri (mm)
Bakteriler 1:100  1:200  1:300 P‘zgg’mg)e
Aeromonas hydrophila ATCC 35654 - - - 34+0.01
Bacillus cereus ATCC 9634 - - - 30+0.01
Bacillus subtilis ATCC 35654 - - - 34+0.01
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - 32+0.01
Escherichia coli ATCC 25922 - - - 34+0.01
Escherichia coli 0157:H7 35150 - - - 34+0.01
Listeria monocytogenes ATCC 7644 - - - 30+0.01
Salmonella typhimurium ATCC 23566 - - - 34+0.01
Shigella flexneri ATCC 12022 - - - 30+0.01
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - - 38+0.01
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Tablo 12. (Devami)

Saricam MIC degerleri (mm)

Maya-Kiif

Aspergillus flavus ATCC 46283 - - - 25+0.01
Candida albicans ATCC 10231 - - - 22+0.01
Sac. cerevisiae S288C - - - 14+0.01

Tablo 13. Karagam kozalagi surubunun farkli konsantrasyonlarina karsi antimikrobiyal

aktivite
Karacam MIC degerleri (mm)

Bakteriler 1:100 12200  1:300 P?;gmgf
Aeromonas hydrophila ATCC 35654 - - - 34+0.01
Bacillus cereus ATCC 9634 5.35+0.01 - - 30+0.01
Bacillus subtilis ATCC35654 - - - 3440.01
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - 324+0.01
Escherichia coli ATCC 25922 5.20+0.01 - - 344+0.01
Escherichia coli 0157:H7 35150 - - - 34+0.01
Listeria monocytogenes ATCC 7644 - - - 30+0.01
Salmonella typhimurium ATCC 23566 - - - 34+0.01
Shigella flexneri ATCC 12022 - - - 30+0.01
Staphylococcus aureus ATCC 25923 4.15+0.01 - - 38+0.01
Maya-Kiif

Aspergillus flavus ATCC 46283 - - - 25+0.01
Candida albicans ATCC 10231 - - - 2240.01
Sac. cerevisiae S288C - - - 14+0.01

Tablo 14. Kizilgam kozalag1 surubunun farkli konsantrasyonlarina karsi antimikrobiyal

aktivite
Kizilcam MIC degerleri (mm)

Bakteriler 1:100 1:200  1:300 P?Q(I)Slrlrig)G
Aeromonas hydrophila ATCC 35654 - - - 34+0.01
Bacillus cereus ATCC 9634 - - - 30+0.01
Bacillus subtilis ATCC 35654 - - - 34+0.01
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - - 32+0.01
Escherichia coli ATCC 25922 5.12+0.01 - - 34+0.01
Escherichia coli 0157:H7 35150 - - - 34+0.01
Listeria monocytogenes ATCC 7644 - - - 30+0.01
Salmonella typhimurium ATCC 23566 - - - 34+0.01
Shigella flexneri ATCC 12022 - - - 30+0.01
Staphylococcus aureus ATCC 25923 - - - 38+0.01
Maya-Kiif

Aspergillus flavus ATCC 46283 - - - 25+0.01
Candida albicans ATCC 10231 - - - 224+0.01
Sac. cerevisiae S288C - - - 14+0.01

Antimikrobiyal analiz sonucu kizilgam kozalak surubunun sadece Escherichia
coli’ye, karacam kozalak surubunun Escherichia coli, Staphylococcus aureus ile
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Bacillus cereus’e kars1 antibakteriyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sarigam kozalak
surubunun ise ¢aligmada kullanilan mikroorganizmalara karst herhangi bir
antimikrobiyal aktivite gostermedigi belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Giiniimiizde, toksik ve karsinojenik etkileri nedeniyle sentetik antioksidanlardan
olabildigince uzak durulmaktadir (Kaur ve Kapoor, 2001). Toksikolojik agidan daha
giivenilir oldugu diisiiniilen, ekstrakte edilmesi daha ucuz ve dogal antioksidan kaynagi
olan bitkilere talep gittikge artmaktadir (Willcox vd., 2004). Gida kaynagi olarak
kullanilan sebze ve meyvelerden antioksidan igerik elde etmek c¢ok anlamli
olmayabilirken, ¢am kabugu ve kozalagi gibi beslenmede yer almayan bitkisel
kaynaklardan antioksidan igerik elde etmek ekonomiye katki saglar (Marmol vd., 2019).

Kastamonu ilinde farkli ilgelerde 15 adet halk tarafindan iiretilmis karagam
(P.nigra) ve goknara ait kozalak pekmezlerinin fizikokimyasal, biyoaktif ve fonksiyonel
ozelliklerinin incelendigi ¢alismada toplam fenolik konsantrasyon 875.00 ugGAE/g ile
2750.00 ngGAE/g arasinda ve DPPH radikali giderme yiizdeleri %44.06 ile %89.77
arasinda bulunmustur. Temin edilen cam pekmezlerinde farkli pisirme siiresi
uygulanmast ve farkli miktarda seker kullanilmasi sebebiyle herhangi bir regiilasyona
tabi olunarak degerlendirilememistir (Incemehmetoglu, 2021).

Kars, Giimiishane ve Erzurum’dan toplanan p. sylvestris tiiriine ait kozalaklardan
etanol ¢oziiciisii ile elde edilen ekstraktlarda toplam fenolik madde miktar1 en yiliksek
Gilimiishane’den toplanmis kozalaklarda 131.82 pgGAE/mg bulunmus olup sirasiyla
Erzurum ve Kars takip etmistir. Ayni1 siralama toplam flavonoid miktar i¢cin de gegerli
olup Gilimiishane’den toplanan kozalaklarda 14.44 pgQE/mg flavonoid miktar1
bulunmustur. Yapilan antioksidan kapasite ¢alismasinda en yiiksek DPPHe ve ABTSe
radikal siipiirme aktivitesinin 1Cso degerleri 14.75 pg/mL ve 12.56 pug/mL
Gilimiishane’den toplanan kozalaklarda olup sirasiyla Erzurum ve Kars takip etmistir. -
glukozidaz enzim inhibisyonunda 26.65 mg/mL ICsy degeri ile Giimiishane yine ilk
siradadir (Topal, 2020).

Adiyaman’da toplanmig nar ve karagam materyalleriyle yapilan calismada
metanol ¢oziiclisiiyle elde edilmis ekstraktlarin DPPHe, CUPRAC testi ve toplam
fenolik madde igerikleri degerlendirilmistir. Calismada iki iiriin arasinda karsilagtirma
yapilmakla beraber karagam materyallerinden yaprak, odun ve kozalak arasinda bir
karsilasgtirma da yapilmustir. Karagamin yaprak ve odun ekstraktina oranla kozalak

ekstrakti; toplam fenolik madde, DPPHe ve CUPRAC testinde en iyi degerleri vermis



olup sirastyla 96.14 mgGAE/g, 0.225 mg/mL (ICso) ve 0.793 mmol TEAC/g seklindedir
(Said vd., 2022).

P. nigra ve P. brutia tirlerinden elde edilen pekmezleri biyoaktif ve
fizikokimyasal yOnlerden inceleyen bir ¢aligmada, toplam fenolik igerik ve DPPH
analizlerinin sonuglar1 P. nigra > P. brutia olacak sekilde sonu¢lanmistir. Bulunan
degerler toplam fenolik madde igerigi p. nigra i¢in 1388.7 — 1466.4 mgGAE/L, p.
brutia i¢cin 1294.1 — 1444.7 mgGAE/L seklindedir. DPPH analizi sonuglar1 P. nigra
73.44-77.68 %, P. brutia i¢in 69.44-77.16 % seklindedir (Gamli, 2022).

Topal’m yaptig1 calismada Giimiishane, Erzurum ve Kars’tan toplanan P.
sylvestris tiiriine ait etanollii kozalak ekstraktinin a-glukozidaz enzim inhibisyonu
sirasiyla 26.65, 40.76, 43.3 mg/mL’dir. Bu ¢alismada bulunan antioksidan aktivite ile
antidiyabetik aktivite ayn1 siralamaya sahiptir (Topal, 2020).

a-amilaz ve o-glikozidaz enzimleri nisasta sindiriminde gorev alan enzimlerdir.
Ozellikle polifenolik bilesikler bu enzimleri inhibe ederek besin 6gesi emilimine iliskin
nigastanin sindirilebilirligine ve glisemik yiike etki etmektedir (Suyundikov, 2020).

Misir’da 264 bitki ekstraktt ile yapilan a-glukozidaz inhibisyon aktvitesi
caligmasinda pinus cinsine ait 4 tiir (P. canariensis C.S.m., P. halepensis Mill., P. pinea
L., P. roxburghii Sarg.) bulunmaktadir. Bu 264 bitki igerisinde en iyi ICso degerine
sahip olan pinus roxburghii Sarg.’m ICso dgeri 2.47 ppm’dir (EI-Manawaty ve Gohar,
2018).

Fas’ta P. halepensis tiiriine ait kabuk materyalinden elde edilen sulu ve etanollii
ekstraktlarin a-glukozidaz ve a-amilaz inhibisyon g¢alismasi in vivo ve in vitro olarak
gerceklestirilmistir. In vitro calismanm a-glukozidaz sonucu sulu ve etanollii
ekstraktlar1 ICso degerleri sirasiyla 9.37 pg/mL ve 7.97 pg/mL ve a-amilaz sonucu
1196.38 pg/mL ve 234.26 ug/mL’dir (Salhi vd., 2021).

Tunus’ta farkl iilkelerden toplanmig P. nigra’nin 9 alt tiiriine ait cam ignelerinden
elde edilen ugucu yag ekstrakti ile a-amilaz inhibisyon c¢alismasi yapilmis olup en iyi
inhibisyonu 26.6% ile P. nigra pallasiana vermistir (Mezni vd., 2022).

Yapilan literatiirde arastirmalar1 sonucunda P. sylvestris, P. nigra ve P. brutia
tirlerinden yapilmis kozalak suruplarinin fenolik ve flavonoid madde igerigi, diger
antioksidan analizler ve antidiyabetik etkisine iliskin karsilastirmali bir ¢aligmaya
rastlanmamustir.

Kahramanmarag’ta toplanan Cedrus libani ve Pinus nigra subsp. pallasiana
tirlerinin yaprak ve kozalaklarma ait ucucu yaglarin aylara gore antimikrobiyal

aktivitesindeki degisim arastirilmis olup P. nigra yaprak ve kozalak ugucu yaglari, nisan
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ve temmuz aymna nazaran eyliil ayinda toplanan materyallerde daha iyi anitimikrobiyal
aktivite géstermistir (Demirci vd., 2020).

Literatlire kazandirilmak iizere yapilmis bu tez caligmasi kapsaminda {i¢ ¢am
tirtinden elde edilen kozalak suruplarmim toplam fenolik madde miktar1 analizinde en
yiiksek deger P. sylvestris’te (3046 mgGAE/100g) olup onu sirasiyla p. nigra (2755
mgGAE/100g) ve P. brutia (2461 mgGAE/100g) takip  etmistir
(Saricam>Karagcam>Kizilgam).

Toplam flavonoid madde miktar1 analizinde iki farkli standartla ¢aligilarak en
yiiksek deger yine P. sylvestris’te (455.82 mgKAE/100g, 201.54 mgKUE/100g) olup
onu smrasiyla P. nigra (377.38 mgKAE/100g, 166.93 mgKUE/100g) ve P. brutia
(312.27 mgKAE/100g, 138.21 mgKUE/100g) takip etmistir.

ABTS-" analizinde Troloks® standardina karsi degerlendirme yapilarak en iyi
SCso degeri P. sylvestris’te (0.1373 mg/mL) olup onu sirasiyla P. nigra (0.1899
mg/mL), P. brutia (0.1949 mg/mL) ve Troloks® (0.4020 mg/mL) takip etmistir.
Aktivite yiizdeleri hesaplanmis olup sirasiyla P. sylvestris>P. nigra>P. brutia
(%67.351, %56.518, %46.548) seklindedir.

DPPH analizinde Troloks® ve a-tokoferol standardmna karsi degerlendirme
yapilarak Troloks® tan sonra (0.0907 mg/mL) en iyi SCso degerini sirastyla P. sylvestris
(0.1670 mg/mL), P. nigra (0.2268 mg/mL), P. brutia (0.2279 mg/mL) ve a-tokoferol
(0.2476 mg/mL) almistir. Aktivite yiizdeleri hesaplanmis olup sirasiyla P. sylvestris>P.
nigra>P. brutia (%57.375, %53.298, % 45.669) seklindedir.

FRAP analizinde en yiiksek deger P. sylvestris’te (9.946 mg TEAC/mL) olup onu
sirasiyla P. nigra (7.041 mgTEAC/mL) ve P. brutia (5.655 mg TEAC/mL) takip
etmistir.

CUPRAC analizinde en yiiksek deger P. sylvestris’te (20.26 mg TEAC/mL) olup
onu sirastyla P. nigra (15.75 mg TEAC/mL) ve P. brutia (14.66 mg TEAC/mL) takip
etmistir.

LC-MS/MS analizinde bu {i¢ tiire ait kozalak suruplarindaki fenolik bilesikler
karsilagtirilmistir. Suruplardaki fenolik bilesiklerin miktarlar1 tiirler arasinda farklilik
gostermekle birlikte ayni fenolik bilesiklere rastlanmustir. P. sylvestris kozalagi
surubunda ozellikle sinnamik asit, gentisik asit, gallik asit ve T-3-OH sinnamik asit
bilesikleri digerlerine oranla daha yiiksek miktardadir (>0.4). P. nigra kozalagi
surubunda Ozellikle gentisik asit ve sinnamik asit bilesikleri digerlerine oranla daha
yiiksek miktardadir (>0.4). P. brutia kozalagi surubunda ise 6zellikle gentisik asit ve

gallik asit bilesikleri digerlerine oranla oldukga yiiksek miktardadir (>0.7).
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Enzim inhibisyonu metoduyla yapilan antidiyabetik aktivite ¢calismasinda en iyi
ICso degeri P. nigra’da 0.885 mg/mL olup onu sirasiyla P. brutia (1.173 mg/mL) ve P.
sylvestris (1.561 mg/mL) takip etmistir.

Antimikrobiyal analizde kozalak suruplarmin 1:100 seyreltik 6rneklerinde MIC
degerleri mm cinsinden belirlenmistir. Kizilgam kozalak surubunun sadece Escherichia
coli’'ye (5.12 mm), karagam kozalak surubunun Escherichia coli (5.20 mm),
Staphylococcus aureus (4.15 mm) ile Bacillus cereus’e (5.35 mm) kars1 antibakteriyal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Saricam kozalak surubunun ise ¢aligmada kullanilan
mikroorganizmalara karst herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermedigi

belirlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada sarigam (P. sylvestris), karagam (P. nigra) ve kizilgam (P. brutia)
tiirlerinden ayni sartlarda kozalak suruplar1 hazirlanmais, elde edilen suruplarin biyoaktif
(fenolik-flavonoid) bilesen igerikleri, antioksidan, antidiyabetik ve antimikrobiyal
aktiviteleri aragtirilmigtir.

Toplam fenolik madde miktarlar1 gallik asit esdegeri (GAE) cinsinden
hesaplanmis olup 3046 mgGAE/100g ile 2461 mgGAE/100g arasindadiwr. TPC
tayininde en yiliksek degere saricamdan elde edilen surupta ulasilmistir. Calismada
kullanilan {i¢ ¢am tiirlinden elde edilen suruplarda toplam fenolik madde miktar1
saricam>karacam>kizilcam seklindedir.

Toplam flavonoid madde miktarlar1 katesin (KAE) ve kuersetin esdegeri (KUE)
cinsinden hesaplanmis olup 455.82 mgKAE/100g ile 312.27 mgKAE/100g ve 201.54
mgKUE/100g ile 138.21 mgKUE/100g arasindadir. TFC tayininde en yiiksek degere
saricamdan elde edilen surupta ulagilmistir. Calismada kullanilan {i¢ ¢am tiiriinden elde
edilen suruplarda toplam flavonoid madde miktar1 sarigam>karagam>kizilgam
seklindedir.

LC-MS/MS analizinde ii¢ tiire ait kozalak suruplarindaki fenolik bilesikler
karsilagtirildiginda, suruplardaki fenolik madde miktarlar1 tiirler arasinda farklilik
gostermekle birlikte ayni fenolik bilesiklere rastlanmistir. Sarigam kozalagi surubunda
Ozellikle sinnamik asit, gentisik asit, gallik asit ve T-3-OH sinnamik asit bilesikleri
icerdigi diger bilesiklere oranla daha yiiksek miktardadir (>0.4). Karacam kozalagi
surubunda Ozellikle gentisik asit ve sinnamik asit bilesikleri icerdigi diger bilesiklere
oranla daha yiiksek miktardadir (>0.4). Kizilgam kozalagi surubunda ise oOzellikle
gentisik asit ve gallik asit i¢erdigi diger bilesiklere oranla olduk¢a yiiksek miktardadir
(>0.7).

ABTS-" radikali giderme aktivitesi Troloks®’a karsi degerlendirilerek SCsg
degerleri hesaplanmis olup en yiliksek aktiviteyi saricamdan elde edilen surup
gostermistir. Ug farkli ¢am tiiriinden elde edilen suruplarda ABTSe+ radikali giderme
aktivitesi sarigam>karacam>kizilgam seklindedir.

DPPHe radikali giderme aktivitesi Troloks® ve o-tokoferole karsi

degerlendirilerek SCso degerleri hesaplanmis olup en yiiksek aktiviteyi sarigamdan elde



edilen surup gostermistir. Ug farkli ¢am tiiriinden elde edilen suruplarda DPPHe radikali
giderme aktivitesi sarigam>karacam>kizilgam seklindedir.

CUPRAC analizinde suruplarin indirgeme kapasitesi TEAC cinsinden
hesaplanmis olup en yiiksek aktiviteyi sarigamdan elde edilen surup gdstermistir. Uc
farkli  ¢am  tilirlinden elde  edilen  suruplarda  indirgeme  kapasitesi
sarigam>karagam>kizilcam seklindedir.

FRAP analizinde suruplarin indirgeme giicii TEAC cinsinden hesaplanmis olup en
yiiksek aktiviteyi sarigamda elde edilen surup gostermistir. Ug farkli ¢am tiiriinden elde
edilen suruplarda indirgeme giicli sarigam>karagam>kizilcam seklindedir.

a-glukozidaz enzim inhibisyonu aktivite analizinde suruplarmm ICsy degerleri
hesaplanmis olup en yiliksek inhibisyon etkisini karacamdan elde edilen surup
gostermistir. Uc¢ farkli c¢am tiirlinden elde edilen suruplarda inhibisyon etkisi
karacam>kizilgam>sarigam seklindedir.

Antimikrobiyal analizde karagam kozalak surubunun Escherichia coli,
Staphylococcus aureus ile Bacillus cereus’e karsit olmak iizere en fazla antibakteriyal
aktivite gosterdigi belirlenmistir. Sarigam kozalak surubu ise g¢alismada kullanilan
mikroorganizmalara kars1 herhangi bir antimikrobiyal aktivite gostermemistir.

Yapilan tez c¢aligmasi bulgular1 dogrultusunda ¢am kozalagindan elde edilen
suruplarin 1yi birer antioksidan kaynagi oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira
hazirlanan suruplarin a-glukozidaz enzimini inhibe ederek antidiyabetik etki gosterdigi
tespit edilmistir. Ulkemizde geleneksel olarak hazirlanip tiiketilen bu suruplarda
toksikolojik testler yapildig1 taktirde, diyabet ve oksidatif stresin yol actigi diger
hastaliklarin tedavisinde kullanilan sentetik ilaglara alternatif olarak bitkisel drog ya da
takviye gida olarak iiretilebilir.

Boylelikle, kozalak suruplarmin ilag ve gida sektoriinde kullanim potansiyelinin
belirlenmesine  yonelik  gelecekte yapilacak caligmalara katki  saglayacagi

diistiniilmektedir.
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