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Tek Dis Siyah Sarimsak Ekstrelerinin Antioksidan, Sitotoksik ve
Antidiyabetik Etkilerinin Degerlendirilmesi

Selen ILGUN*, Esra KONGUL SAFAK*, Sena AKCAKAYA MUTLU*,

Gokce SEKER KARATOPRAK™™

Oz

Amagc: Allium sativum L. (Sarimsak) bitkisinin belli bir derecede nem ve sicaklik ile islem gérmesi sonucu,

elde edilen fermente iiriin tek dis siyah sarimsagin biyoaktivitesinin tespit edilmesi amaglandi.

Yontem: Calismada, siyah sarimsak dislerinin etanol ve su ekstresi hazirlandi, yine ayrilan kabuk kisimlari
da etanol ile ekstre edilerek, DPPH* ve ABTS** radikalini siipiiriicii etki tayin yontemi ile antioksidan
aktivitesi degerlendirildi. In vitro a-amilaz inhibisyon testi ile antidiyabetik aktivitesi belirlendi. MTT

yontemi kullanilarak ekstrelerin Colo-205 hiicrelerinde sitotoksik etkisi tayin edildi.

Bulgular: Siyah sarimsak ekstrelerinden kabuk ekstresi (A.S.K EtOH) en yiiksek toplam fenol (61,40+0,48
mgca/gekstre) Ve toplam flavonoit (26,08+0,37 mgca/gekstre) icerigine sahip ekstre olarak tespit edildi. Ayrica,
4mg/mL konsantrasyonda A.S. SU ekstresi DPPH* radikalini siipiiriici aktivitesi (% inhibisyonu
64,66+1,94) en yliksek ekstre olarak tespit edilirken, A.S.K EtOH ekstresi 4mg/mlL’de ABTS radikalini
silipiiriicii aktivitesi en yiiksek ekstre (2,44+0,16mmol/L/Trolox) olarak bulundu. insan kolorektal kanser
hiicre hatt1 Colo-205te sitotoksik etkisi degerlendirilen ekstrelerden, S.K EtOH ekstresinin 1000-250
ug/mL konsantrasyon araliginda diger ekstrelere oranla en fazla sitotoksik etki gosteren ekstre oldugu
belirlendi. Ekstrelerden hicbiri akarbozun pozitif kontrol olarak kullanildig1 a-amilaz inhibiyon testine gore

antidiyabetik aktivite gosteremedi.

Sonug: Sonuclar son yillarda oldukga popiiler olan siyah sarimsagin biyolojik aktivitelerine dair 6n ¢alisma
verileridir. Elde edilen verilere gore siyah sarimsagin aktif bilesenlerinin daha detayl bir sekilde ¢alisiimasi

ve siyah sarimsak elde etme ve saklama yontemlerinin daha detayh arastirilmas: gerekmektedir. Boylelikle
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tibbi acidan oldukea biiyiik 6neme sahip bir bitkinin fermente halinin kullanimi ve faydalar ile ilgili umut

vaat edici sonuglar elde edilebilir.
Anahtar Sozciikler: Siyah sarimsak, maillard reaksiyonu, antioksidan, sitotoksisite.

Evaluation of Antioxidant, Cytotoxic and Antidiabetic Effects of Single Bulb Black Garlic
Extracts

Abstract

Aim: It was aimed to determine the bioactivity of a single clove of black garlic, the fermented product
obtained as a result of the treatment of Allium sativum L. (Garlic) plant with a certain degree of humidity

and temperature.

Method: In the study, ethanol and water extract of black garlic bulb were prepared, and the separated husks
were also extracted with ethanol, and their antioxidant activity was evaluated by scavenging DPPH* and
ABTS*+ radicals. Its antidiabetic activity was determined by in vitro a-amylase inhibition test. The cytotoxic

effect of the extracts on Colo-205 cells was determined using the MTT method.

Results: Among the black garlic extracts, the husk extract (A.S.K EtOH) was determined as the extract with
the highest total phenol (61.40+£0.48 mgaca/gextract) and total flavonoid (26.08+0.37 mgca/gextract) content. In
addition, at a concentration of 4mg/mL, A.S. SU had the highest DPPH* radical scavenging activity (%
inhibition 64.66+1.94), while A.S.K EtOH extract had the highest ABTS radical scavenging activity
(2.44+0.16mmol/L). /Trolox) was found. Among the extracts whose cytotoxic effect was evaluated in the
human colorectal cancer cell line Colo-205, it was determined that A.S.K EtOH extract showed the most
cytotoxic effect compared to other extracts in the concentration range of 1000-250 ug/mL. None of the
extracts showed antidiabetic activity according to the a-amylase inhibition test, in which acarbose was used

as a positive control.

Conclusion: The results are preliminary study on the biological activities of black garlic, which has been
very popular in recent years. According to the data obtained, the active components of black garlic should be
studied in more detail and the methods of obtaining and storing black garlic should be investigated in more
detail. Thus, promising results can be obtained regarding the use and benefits of the fermented form of a

medicinally important plant.

Keywords: Black garlic, maillard reaction, antioxidant, cytotoxicity.

Giris

Allium sativum L. (Sarimsak) Amaryllidaceae familyasina ait, iki yillik, keskin aromatik koku ve
lezzette sahip bir bitki olup insanlar tarafindan tiiketilen popiiler besinlerdendir. Yiizyillardir

yemeklerde aroma veren bir baharat olarak kullanilmasinin yaninda saglik {izerine olan
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potansiyel yararlarindan dolay1r da geleneksel tipta kullanilmaktadir:. Kiiltiirii yapilan en eski
bitkilerden biri olan sarimsak, mitolojide “6liime meydan okuyan bitki” olarak bilinmekte ve

yaklagik 5000 yillik gecmisi ile saglik, ekonomi ve sosyal alanda 6nemini korumaktadir2.

Giiniimiiz yogun yasam temposu icerisinde insanlar daha saglikli bir yasam siirdiirmek adina
takviye gidalara yonelmekte, 6zellikle giiclii dogal antioksidan igerigine sahip, polifenoliklerce
zengin gidalara bagvurmaktadir. Bu sebeple de 6zellikle dogal iiriinlere olan ragbet artmaktadir.
Sarimsagin da antikanser, antiinflamatuar, kardiyoprotektif gibi yararl etkileri uzun yillardir
aragtirilmakta tibbi ve faydali 6zellikleri iizerinde ¢alismalar yapilmaya devam etmektedir3. Son
zamanlarda ise siyah sarimsagin da bu caligmalara ne denli katki sagladig1 merak edilen diger

onemli bir konu olarak karsimiza ¢ikmakta ve popiilaritesi giderek artmaktadir.

Siyah sarimsak ise taze sarimsagin fermantasyon isleminin son iiriiniinde olusan siyah rengi ile
karakterize fermente bir iiriiniidiir. Kore’de ve Japonya’da saglik {izerine olan etkileri sebebiyle
gelistirilmekte olan bu {iiriin, bilinen taze sarimsagin belirli kademede sicaklik ve nem ile birkag
giinden birkag aya kadar herhangi bir igslem gérmeden ve bazi katki maddeleri olmadan rengi
siyaha donene kadar saklanmasiyla yapilir. Genellikle yiiksek nem (%60-90) ve sicaklik (40—90
°C) altinda 10 giin boyunca bekletilen taze sarimsagin saf beyaz rengi, yaslanma siirecinde
“Maillard reaksiyonu” adi verilen bu islemle kahverengiye ve sonunda siyaha doniisiir4. Siyah
sarimsak elde etme igleminin sonucu, sarimsakta bulunan bilesiklerin aktivitesini arttirilmas,
sarimsagin kendine 6zgii tat ve aromasinin ortadan kaldirilmasi ve siyah sarimsaga 6zgii bir tat
iiretilmesi amaglanmaktadirs. Sarimsakta bulunan karbonhidratlar, ucucu kiikiirt bilesikleri,
serbest amino asitler, polifenoller ve diger antioksidan bilesiklerin modifikasyonu veya
etkilesimleri de dahil olmak iizere siyah sarimsagin fizikokimyasal 6zelliklerinde bir¢ok degisiklik

gerceklesmektedire.

Siyah sarimsak, polifenoller, flavonoitler, tetrahidro-f-karbolin tiirevleri ve S-allil-sistein ve S-
allil-merkaptosistein dahil olmak {izere organosiilfiir bilesikleri gibi bol miktarda antioksidan
bilesiklere sahiptir. Yapilan arastirmalar siyah sarimsagin yiiksek oranda bu bilesikleri icermesi
sebebiyle, antioksidan, anti-alerjik, anti-diyabetik, antienflamatuvar ve anti-kanserojen,
néroprotektif ve hepatoprotektif etkiler gosterdigini vurgulamaktadir”. Ozellikle S-allilsistein,
yiiksek antioksidan 6zellikleri ile bilinen suda ¢oziiniir biyoaktif bir bilegiktir ve y-glutamilsistein
katabolizmasi tarafindan olusturulur. Siyah sarimsakta bulunan tetrahidro-f-karbolin tiirevleri
de antioksidan etkiler gosterir. Ancak, diger taraftan yapilan bir calismada, Maillard reaksiyonu
sirasindaki 1sitma iglemi etkilesimlerinin siyah sarimsakta, suda c¢oziiniir sekerlerin,
polifenollerin, amino asitlerin ve flavonoitlerin miktarinda artmanin yani sira azalmaya da neden

olabilecegi belirtilmigtirs.
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Sarimsak Diinya’da yaklasik 700 tiirii bulunan ve tarimi yapilan 6nemli bir bitkidir. Tiirkiyenin

de dahil oldugu bircok iilkede yiizlerce cesit sarimsak yetismektedir=.

Bu caligmada ise Kastamonu’da yetisen ve “Miirdiik” ad1 verilen tek dis sarimsagin fermente
edilmis siyah sarimsak formu, kabuklar1 ve disleri seklinde ayrilarak farkli sekillerde ekstre
edilmis, elde edilen bu ekstreler toplam fenol ve flavonoit miktari, antioksidan aktivitesi,
antidiyabetik aktivitesi ve insan kolon adenokarsinoma (Colo-205) hiicre hattinda sitotoksik

etkisi acisindan degerlendirilmesi amacglanmistir.
Gerec ve Yontem
Ekstrelerin Hazirlanmasi

Siyah sarimsaklar (A. sativum) kabuklarindan ayrildiktan sonra iki farkh ekstre elde etmek icin
su ve %95’lik etanol kullanilarak ekstre edildi. Uc giin boyunca siiren islem sonrasinda siizme
islemi gerceklestirildi ve siiziintiiler birlestirildi. Siiziintiiler 37°C’de vakum altinda ¢6ziiciisiinden
uzaklagtirildi ve etanol ve su ekstreleri elde edildi. (A.S.EtOH ve A.S. SU). Ayrilan kabuklarda yine
ayn1 yontem uygulanarak %95’lik etanol ile muamele edilerek ekstraksiyona tabi tutuldu. (A.S.K
EtOH).

Toplam Fenol ve Flavonoit Miktar Tayini

Elde edilen ekstrelerin toplam fenolik madde miktarini belirlemek icin Folin-Ciocalteu yontemi

kullanildi9. Toplam fenolik madde miktar gallik asite es deger olarak (mgga/gekstre) hesaplandi.

Ekstrelerin toplam flavonoit miktar: ise, Zhishen ve ark (1999)min kullandiklar1 yontem ile
belirlenditc. Toplam flavonoit miktari, katesin kalibrasyon egrisi kullanilarak, katesine esdeger

olarak (mgca/gekstre) hesaplandi.

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?*) ve 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiazolin-6- sulfonik
asit) (ABTS +*) Radikallerini Siipiiriicii Etki Tayini

Ekstrelerin DPPH* radikalini siipiiriicii etkileri Gyamfi ve ark.’nin 1999 metoduna gore yapildiit.
0,5 mg/mL, 1 mg/mL, 2mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 50 uL
alinarak, 450 pL Tris-HCl tamponu (50 mM, pH 7,4) ve 1 mL 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil ¢ozeltisi
(DPPH?) ile karistirildi. Karanlik ortamda 30 dakika oda sicakliginda bekletilen 6rneklerin

absorbanslar1 517 nm’de okundu.

Ekstrenin ABTS+* radikalini siipiiriicii etkisi Re ve ark.nmin (1998) yontemine gore yapildi'2.
ABTS+* radikali (7 mM) ile K»S.Os (2,45 mM) karanlikta 12-16 saat bekletilerek hazirlandi ve
absorbansi 734 nm’de 0,700 (+0,030) olacak sekilde ayarlandi. Ornekler 0,5 mg/mL, 1 mg/mL,
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2mg/mL ve 4 mg/mL konsantrasyonlarda hazirlandi. Hazirlanan ABTS+** ¢o6zeltisi (990 pL) ile
ekstre ¢ozeltisi (10 pL) karigtirilarak ve 734 nm’de 1 dakikalik araliklarla 30 dakika siiresince
reaksiyon Kkinetigi ol¢iildi. Her iki deneyde de standart olarak butil hidroksitoluen (BHT)
kullanildi.

Sitotoksik Etkinin Tetrazolyum Tuzu (MTT) Kolorimetrik Gelisme inhibisyonu

Testi ile Belirlenmesi

Siyah sarimsaklardan hazirlanan ekstrelerin Colo-205 (ATCC CCL-222™) hiicre hattinda
sitotoksisitesini degerlendirmek icin hiicreler RPMI-1640 besiyerinde ¢ogaltild1 ve bir yogunluga
ulagtiktan sonra sayilarak 96 kuyucuklu mikroplaga kuyucuk bagina 100 pL’de 104 hiicre olacak
sekilde ekim yapildi. 24 saatlik inkiibasyon sonunda plaga yapismis olan hiicrelerin {istiindeki
besi yerleri atild1 ve 3,25-1000 pg/mL araliginda hazirlanan ekstreler plaga eklendi. 37 °C’de
karbondioksitli etiivde 24 saat bekletilen plaklara MTT ¢alisma soliisyonu hazirlanip ilave edildi.
3 saatlik inkiibasyondan sonra plaktaki besi yeri bosaltilarak 100 puL. DMSO (Dimetil siilfoksit)
eklendi. Plakalardaki hiicrelerin optik dansiteleri ELISA cihazinda (Bio-Rad, ABD) 540 nm dalga
boyunda okutuldu.

In Vitro a-amilaz inhibiyon Testi

Ekstrelerin a-amilaz enzimini inhibe edici etkileri modifiye Sigma-Aldrich metodu ile arastirildi®a.
Deney tiipiinde degisen konsantrasyonlarda 40 pL ekstre/akarboz, 160 pL 20 mM fosfat tamponu
(pH 6,9; 6,7 mM sodyum Kloriir iceren) ve 200 pL a-amilaz enzim ¢o6zeltisi (EC3.2.1.1, type VI,
Sigma; 20 unite/mL) karigtirildi. 25°C’ de 5 dakika bekletildikten sonra substrat olarak 400 pL
nisasta cozeltisi (% 0,5 w/v) eklenip ve 25°C’de 3 dakika daha bekletildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda, 200 uL dinitrosalisilik asit reaktifi (96 mM 3,5-dinitrosalisilik asit, 2 M NaOH icinde
5,31 M sodyum potasyum tartarat) ilave edilen tiipler 85°C’lik su banyosunda 15 dakika bekletildi.
Siire sonunda tiim tiipler su banyosundan c¢ikarildi ve 4000 pL distile su eklendikten sonra

spektrofotometre ile 540 nm dalga boyundaki absorbanslari 6l¢iildii.
Istatistiksel Analiz

Biitlin istatistiksel analizler SPSS 12 (Inc., Chicago, IL, USA) istatistik program ile yapildi.
Varyanslarin analizi ANOVA prosediiriine gore uygulandi. Ortalamalar arasindaki belirgin
farkliliklar Tukey's pairwise ve Games-Howell kiyaslama testine gbre p<0.05 seviyesinde

degerlendirildi.
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Bulgular
Toplam Fenol ve Flavonoit Miktar Tayini

Ekstrelerin toplam fenol miktar1 yaygin bir yontem olan Folin-Ciocalteu metoduna gore
Olciilmiistiir ve gallik asite esdeger olarak hesaplandi. Elde edilen sonuclara gore en yiiksek
fenolik madde miktar1 kabuklardan hazirlanan etanol ekstresinde (A.S.K EtOH) 61,40+0,48
mggca/gekstre Olarak bulunurken, en diisiik fenolik madde miktar ise siyah sarimsaklarin etanol

ekstresinde (A.S.EtOH) 39,64+2,47 mgga/gekstre 0Olarak hesaplandi (Tablo1).

Tablo 1. Siyah sarimsak ve kabuk ekstrelerinin toplam fenol ve flavonoit miktar:

Toplam fenol Toplam flavonoit
Ekstreler
[mgGA/ gekstre] [mgCA/ gekstre]
A.S.SU 44,81 + 0,58 16,62+0,36
A.S.EtOH 39,64+2,47 13,94+0,97
A.S.K EtOH 61,40+0,48 26,08+0,37

Veriler ortalama + standart hata (n=3) olarak ifade edilmistir. A.S. su: Allium sativum su ekstresi, A.S. EtOH: Allium

sativum etanol ekstresi, A.S.K. Allium sativum kabuk etanol ekstresi

Ekstrelerin toplam flavonoit miktar1 ise katesine es deger olarak hesaplandi. Elde edilen
sonuclara gore toplam flavonoit miktar1 en yiiksekten en diistige dogru sirasiyla A.S.K EtOH, A.S.
SU ve A.S.EtOH ekstrelerinde hesaplandi. En yiiksek flavonoit miktar1 26,08+0,37 mgca/gekstre ile
kabuk ekstresinde (A.S.K EtOH) tespit edildi (Tablo 1).

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH?") ve 2,2’-azino-bis (3-etilbenzatiazolin-6- sulfonik
asit) (ABTS +*) Radikallerini Siipiiriicii Etki Tayini

Yaygin olarak antioksidan kapasitenin tayin edilmesinde kullanilan DPPH radikalini siipiiriicii
etki tayin yontemi ile siyah sarimsak ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ol¢iildii. Ekstrelerin
farkli konsantrasyonlarda c¢ozeltileri hazirlanarak % inhibisyonu hesaplandi ve elde edilen

sonuglar sentetik bir antioksidan olan BHT nin antioksidan kapasitesi ile karsilagtirildi.

A.S. SU ekstresi 4 mg/mL konsantrasyonda DPPH radikaline kars1 en yiiksek % inhibisyona
(64,66+1,94) sahip ekstre olarak bulundu. Bunun yanisira A.S. ETOH ekstresi ise diger ekstrelerle
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kiyaslandiginda tiim konsantrasyonlarda en diisiik % inhibisyon degeri ile daha az etkili bulundu.

Ayrica ekstrelerin hicbirinin pozitif kontrol olan BHT kadar etkili olmadig1 saptanmistir (Tablo
2).

Tablo 2. Siyah sarimsak ve kabuk ekstrelerinin DPPH* radikalini siipiiriicii aktiviteleri

%Inhibisyon
Ekstreler 4 mg/mL 2 mg/mL 1 mg/mL 0,5 mg/mL
AS.SU 64,66+1,94P 45,85+2,59¢ 37,33+2,47%¢ 30,64+2,70¢
A.S.EtOH 40,89+6,444 31,78+3,44¢ 28,12+2,47°8 23,43+3,710
A.S.K EtOH 56,46+1,54° 55,18+1,99¢ 40,084,974 20,72+3,11%8
BHT 85,443,022 82,3+3.012 78,8+3,82 66,0+4.5°

Ortalama + SS olarak verilen degerler +%95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-h), arasi farkl harflerle, belirtilmis degerler
arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamhdir (p< 0.01). A.S. su: Allium sativum su ekstresi, A.S. EtOH: Allium

sativum etanol ekstresi, A.S.K. Allium sativum kabuk etanol ekstresi

2,2’-azinobis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’in persiilfatla oksidiyonuyla, ABTS"+
radikali olusturulur ve deneyin esasinda molekiillerin kararlh serbest radikali siipiirme kabiliyeti,
vitamin E’nin suda ¢6ziinebilen bir analogu olan Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman2-

karboksilik asit) ile karsilagtirilarak yapilir:4-

Siyah sarimsak ekstrelerinin ABTS-+ radikalini siipiiriicii etkileri degerlendirildiginde ise 6zellikle
A.S.K EtOH ekstresinin 4 mg/mL konsantrasyonda 2,44+0,16mmol/L/Trolox degeri ile en
yiiksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi. A.S.EtOH ve A.S. SU ekstreleri ise tiim
konsantrasyonlarda benzer aktiviteler gosterdi ve etkinligin diisiik oldugu kaydedildi. (Tablo 3).
Istatistiksel olarak degerlendirildiginde 4mg/mL konsantrasyonda A.S.K EtOH ekstresinin BHT

ile aym1 anlamlilikta etkili oldugu bulundu.
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Tablo 3. Siyah sarimsak ve kabuk ekstrelerinin ABTS*+radikalini siipiiriicii etkileri

TEAC* (mmol/L/Trolox)
Ekstreler 4 mg/mL 2mg/mL 1mg/mL 0,5mg/mL
A.S.SU 1,27+0,25¢ 0,66+0,01f 0,274+0,03" 0,12+0,02!
A.S.EtOH 1,58+0,20bP¢ 0,87+0,15¢ 0,41£0,018 0,17+0,01!
A.S.K EtOH 2,44+0,162 1,79+0,2P 0,90+0,02¢ 0,45+0,03f
BHT 2,93+0,22 2,57+0,82 2,55+0,9° 2,50+0,12

Ortalama + SS olarak verilen degerler +%95 giiven araliginda belirtilmistir. (a-1), aras1 farkh harflerle, belirtilmig
degerler arasindaki farklilik istatistiksel olarak anlamlidir (p< 0.01). A.S. su: Allium sativum su ekstresi, A.S. EtOH:

Allium sativum etanol ekstresi, A.S.K. Allium sativum kabuk etanol ekstresi

Sitotoksik Etkinin Tetrazolyum Tuzu (MTT) Kolorimetrik Gelisme inhibisyonu

Testi ile Belirlenmesi

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) canlilik metodu; hiicre
canliligini, proliferasyonu ya da sitotoksisitesi 6lgmede kullanilan basit, kolorimetrik ve bir
yontemdir. Bu calismada siyah sarimsak ekstrelerinin insan kolon adenokarsinoma hiicre hatt1
Colo-205’te  sitotoksik etkileri % canliiklar1  hesaplanarak degerlendirildi. Farkl
konsantrasyonlarda hiicrelere uygulanan tiim ekstrelerin, 1000 ug/mL konsantrasyonda yliksek
oranda toksik etkili oldugu tespit edildi. A.S.K EtOH ekstresinin 125 pug/mL’de hiicre canliligim
%50’nin altina diisiirdiigi (% 44,83+4,4) belirlendi. A.S. SU ekstresi 250 pg/mL’da % 45,40+1,05
ile, A.S.EtOH ekstresi ise 500 ug/mL’da % 46,00+1,47 ile, hiicrelerin canhiligini %50’nin altina
disiirdi (Sekil 1). Azalan konsantrasyonlarda (62,5 ve 3,25 upg/mL araliginda) ekstrelerin
hiicreler iizerinde toksik etkisi gozlenmedi. A.S.K EtOH ekstresi 1000-250 pg/mL konsantrasyon

araliginda diger ekstrelere oranla en fazla toksik etki gosteren ekstre olarak belirlendi.
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Sekil 1. Siyah sarimsak ekstrelerinin Colo-205 hiicre hattinda sitotoksik etkileri

EA.S.su HA.S.EtOH P A.S.K EtOH & Kontrol Colo 205
120
100
80 Rl T T sk

% inhibisyon

60
*
40 * .
: I
0
325 75 15 31,25 62,5 125 250 500 1000 Kontrol
Konsantrasyon (ug/mL)

Ortalama + SS olarak verilen degerler +%95 giiven araliginda belirtilmistir. * p < 0.05, ** p < 0.01 *** p < 0,001. A.S. su:

Allium sativum su ekstresi, A.S. EtOH: Allium sativum etanol ekstresi, A.S.K. Allium sativum kabuk etanol ekstresi
In Vitro a-amilaz inhibisyon Testi

Ekstrelerin hipoglisemik etkilerini belirlemek amaciyla siklikla kullanilan yontemlerden biri olan
in vitro a-amilaz inhibisyon testi ile ekstrelerin antidiyabetik etkisi degerlendirildi. Akarbozun
pozitif kontrol olarak kullanmildig1 calismada elde edilen sonuclara gore akarboz 0,1 mg/mL
konsantrasyonda % 63,6 inhibisyon yiizdesiyle antidiyabetik aktivite gosterirken, ekstrelerin 1

mg/mL konsantrasyonda etkili olmadig: belirlendi (Sekil 2).
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Sekil 2. Ekstrelerin a-amilaz enzimini inhibisyonu

100,0
80,0
60,0
40,0

20,0

0,0

-20,0

% inhibisyon

-40,0
-60,0

-80,0

A.S. su lmg/mL A.S.EtOH 1mg/mL | A.S.K EtOH 1mg/mL | Akorboz 0,1 mg/mL
B % inhibisyon -19,2 -32,1 -23,6 63,6

Ortalama + SS olarak verilen degerler +%95 giiven araliginda belirtilmistir. A.S. su: Allium sativum su ekstresi, A.S. EtOH:

Allium sativum etanol ekstresi, A.S.K. Allium sativum kabuk etanol ekstresi

Tartisma ve Sonuc¢

Siyah sarimsak taze sarimsagin belli sicaklik ve nem kosullarinda keskin koku ve tadinin

degistirilmesiyle elde edilen ve son zamanlarda popiiler olan 6nemli bir fonksiyonel gidadir?s.

Calisma kapsaminda tek dis siyah sarimsaklarin su ve etanol ekstreleri ve yine sarimsaklarin
kabuklarindan etanol ekstreleri hazirlanarak, toplam fenol ve flavonoit miktarlar olgiilmdis,

antioksidan, sitotoksik ve antidiyabetik aktiviteleri cesitli testler yapilarak degerlendirilmistir.

Ekstrelerin toplam fenol ve flavonoit igerikleri degerlendirildiginde siyah sarimsaklarin
kabuklarindan elde edilen A.S.K EtOH ekstresinin en yiiksek toplam fenol (61,40+0,48
mgcar/Lekstre) Ve toplam flavonoit igerigine (26,08+0,37 mgca/ gekstre) sahip oldugu belirlenmigtir.
Siyah sarimsaklarin kabuk kisimlar ayrildiktan sonraki kisimlari ile hazirlanan etanol
ekstresinde (A.S EtOH) ise en diisiik toplam fenol (39,64+2,47 mgcar/gekstre) Ve flavonoit
(13,94+0,97 mgca/gekstre) icerigi tespit edilmistir (Tablo 1). Kahyaoglu ve ark (2021) tarafindan
Kastamonu sarimsaklari kullanilarak yapilan bir calismada, sarimsak dislerinin ve kabuklarinin
ayr1 ayri fenolik iceriginin aragtirilmig kabuklarin toplam fenol icerigi 14,01+0,97 mg GAE g,
toplam flavonoit icerigi ise 4,76+0,44 mg QUE g olarak hesaplanmigtir. Elde edilen sonuclar
karsilastirildiginda siyah sarimsaklarin kabuklar ile hazirlanan A.S.K EtOH ekstresinin, normal
sarimsak kabuklarindan hazirlanan ekstreye kiyasla daha yiiksek toplam fenol ve flavonoit

icerigine sahip oldugu gozlemlenmistir®. Noda ve ark (2019) tarafindan farkli hidrotermal
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ekstraksiyon metodlar1 uygulanarak ekstreleri hazirlanan sarimsak kabuklarinin fenolik igerigi
degerlendirilmis ve normal sarimsak kabuklarina oranla fenolik igerigi daha yiiksek olarak tespit

edilmigtir?.

Siyah sarimsak, polifenoller, alkaloitler, flavonoitler, S-allil-sistein ve Maillard reaksiyonundan
tliretilmis antioksidan ara iiriinler de dahil olmak iizere bol miktarda antioksidan bilesik igerir.
Birkac caligsma, siyah sarimsagin sadece in vitro serbest radikalleri temizlemedigi, ayn1 zamanda
antioksidan enzimleri de aktive ettigini gostermistir’. Calismada siyah sarimsak ekstrelerinin
antioksidan kapasiteleri DPPH ve ABTS radikalini siipiiriici etkileri tayin edilerek
degerlendirilmistir. A.S. SU ekstresi 4 mg/mL konsantrasyonda DPPH radikalini siipiiriicti
aktivitesi en yliksek ekstre olarak belirlenirken (% inhibisyon:64,66+1,94), 4 mg/mL
konsantrasyonda ABTS radikalini siipiiriicii aktivitesi en yiiksek olan ekstre A.S.K. EtOH ekstresi
(2,44+0,16 mmol/L/Trolox) olarak belirlenmistir (Tablo 2 ve 3). Bu farkliligin, antioksidan
aktivitenin belirlenmesinde kullanilan iki farkli yontemin, farkli gruplarin radikal siipiiriicii
etkilerini belirlemede kullanilan yontemler olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir8. Ayrica
siyah sarimsagin antioksidan aktivitesinin degerlendirildigi diger ¢alismalar incelendiginde, Kim
ve ark. (2012) tarafindan taze ve siyah sarimsak ekstrelerinin antioksidan kapasiteleri
karsilagtirilmis, siyah sarimsagin 2 mg/mL konsantrasyonda oldukca yiliksek % inhibisyon
gosterdigi (82.53+0.47) belirlenmistirs. Marie ve Wijayanti'nin (2020) yaptig1 bir caligmada ise
siyah sarimsagin sulu ekstrelerinin DPPH radikalini siipiiriicii etkisine bakilmis 1 mg/mL
konsantrasyonda % inhibisyon 30,7 olarak bulunmustur®. Bizim ¢aligmamizda ise su ekstresinin
DPPH radikalini siipiiriicii aktivitesi (A.S. SU) 1 mg/mL konsantrasyonda % inhisiyon 37,33+2,47
olarak hesaplanmigtir. Elde edilen sonuglardaki benzerlik ve farkliliklar deney prosediiriindeki
farkliliklardan kaynaklanabilmektedir. Ancak sarimsaklara uygulanan 1s1l iglemin derecesi ve
siiresi, ekstrelerin igerigini etkileyebilmektedir. Ayn1 zamanda siyah sarimsaklarin elde edildikten
sonraki saklama kosullar1 da biyoaktif bilesenlerinin bozunmasina sebep olabilecegi de yapilan

caligmalarda belirtilmistirze.

Siyah sarimsagin farkli kanser hastaliklarinda antikanser etkileri, apoptozun indiiklenmesi, hiicre
dongiisinin  durdurulmasi1 ve tiimor biiylimesi ve istilasimin inhibisyonu seklindeki
mekanizmalardir’. Yapilan calismada siyah sarimsak ekstrelerinin Colo-205 tizerindeki sitotoksik
etkileri degerlendirilmistir. A.S.K EtOH ekstresinin diger ekstrelerle kiyaslandiginda 125
ug/mL’de hiicre canlihigim %50nin altina diisiiren (%44,83+4,4) en etkili ekstre oldugu
belirlenmistir. Sarimsagin antikanser etkilerinin yapildig1 diger calismalara bakildiginda ise
birgcok hiicre hattinda sitotoksik etkinliginin arastirildigi, hatta etki mekanizmalarinin
aydinlatilmaya cahsildig goriilmektedir. Ozellikle sarimsakta bulunan bilesiklerden Se-metil-1-

selenosistein, dialil siilfiir, dialil disiilfit ve dialil trisiilfit bilegiklerinin Colo-205 hiicre hattinda
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etkileri arastirilmis hiicre proliferasyonunu inhibe etttigi raporlanmigtir2:. Ayrica siyah sarimsak
etanol ekstresinin HT29 insan kolon kanseri hiicre hattinda sitotoksik etkisinin ¢alisildig1 bir
arastirmada inhibisyon orani 20, 50 ve 100 mg/mL konsantrasyonda sirasiyla % 24,6+4; 40,4+5
ve 46,7+4 olarak tespit edilmistir22. Tek dis siyah sarimsakla hazirlanan hekzan, kloroform, etil
asetat ekstrelerinin T47D meme kanseri hiicre hattinda sitotoksik etkilerinin arastirildigi bir
bagka calismada ise etil esetat ekstresinin 551 ug/mL konsantrasyonda canliligi % 50’nin altina

diisiirerek en toksik etkili ekstre oldugu kaydedilmigtir2s.

Tibbi bitkilerin diyabet tedavisinde kullanimu ile ilgili yapilan in vitro ¢aligmalar karbonhidrat
hidrolize edici enzimlerin inhibisyonu yoluyla antihiperglisemik aktivitenin oOl¢iilmesi esasina
dayanmaktadir. Yapilan caligmalarda sarimsagin sahip oldugu aktif bilegenlerin antidiyabetik
etkileri oldugu bildirilmis, 6zellikle sarimsak yaginin sahip oldugu siilfiirlii bilesiklerin a-amilaz
inhibisyon potansiyelinin yiiksek oldugu kaydedilmistir24. Hazirlanan siyah sarimsak
ekstrelerinin akarboza kars1 a-amilaz inhibisyon potansiyelini degerlendirdigimiz bu ¢alismada

ise herhangi bir etkinlik gézlenememistir (Sekil 2).

Tek dis siyah sarimsak ekstrelerinin cesitli biyoaktivite testlerinin degerlendirildigi bu ¢alismada,
potansiyel bir fonksiyonel gida aday1 olarak siyah sarimsagin, gordiigii 1s1l islem sonrasinda
biyoaktif bilesiklerce daha zengin hale geldigi, elde edilen verilerle dogrulanmaktadir. Elde edilen
sonuclar 6n calisma niteliginde olup siyah sarimsagin tedavide kullanilmak amaciyla cesitli
farmasotik formlara uyarlanmasi icin icerik analizlerinin ve standardizasyon calismalarin

titizlikle devam ettirilmesi gerektigi sonucuna varilmigtir.
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