T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

POLYGALA MAJOR JACQ. BITKIiSININ ANTIOKSIDAN VE
ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Lana Arif Ali ALI

Kimya Anabilim Dal

Biyokimya Bilim Dah

SUBAT 2023






T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

POLYGALA MAJOR JACQ. BITKIiSININ ANTIOKSIDAN VE
ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

YUKSEK LiSANS TEZi

Lana Arif Ali ALI

Kimya Anabilim Dah

Biyokimya Bilim Dah

Tez Damgmani: Dr.Ogr.Uyesi Semra YILMAZER KESKIN

SUBAT 2023






Lana Arif Ali ALI tarafindan hazirlanan “Polygala major Jacq. Bitkisinin
Antioksidan ve Antibakteriyel Ozelliklerinin Arastirilmas1” adli tez ¢alismasi
20.02.2023 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Sakarya Universitesi Fen
Bilimleri Enstitist Kimya Anabilim Dali Biyokimya Bilim Dali’nda Ylksek Lisans
tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Jurisi

Jari Bagskam : Do¢.Dr. Ayse AVCL
Sakarya Universitesi

Juri Uyesi : Dr. Ogr. Uyesi
Semra YILMAZER KESKIN
(Danisman)
Sakarya Universitesi

Juari Uyesi : Doc¢.Dr. Fatih SONMEZ e
Sakarya Uygulamali Bilimler Universitesi






ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Egitim-Ogretim
Yonetmeligine ve Yiiksekogretim Kurumlarit Bilimsel Arastirma ve Yaym Etigi
Yonergesine uygun olarak hazirlamis oldugum “Polygala major Jacq. Bitkisinin
Antioksidan ve Antibakteriyel Ozelliklerinin Arastirilmasi” baslikli tezin bana ait,
0zglin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin tim asamalarinda yukarida belirtilen
yonetmelik ve ydnergeye uygun davrandigimi, tezin igerdigi yenilik ve sonuglari
baska bir yerden almadigimi, tezde kullandigim eserleri usuliine gore kaynak olarak
gosterdigimi, bu tezi baska bir bilim kuruluna akademik ama¢ ve unvan almak
amaciyla vermedigimi ve 20.04.2016 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan Lisansiistii
Egitim ve Ogretim Y®netmeliginin 9/2 ve 22/2 maddeleri geregince Sakarya
Universitesi’nin abonesi oldugu intihal yazilim programi kullanilarak Enstitil
tarafindan belirlenmis 6lgiitlere uygun rapor alindigini, ¢aligmamla ilgili yaptigim bu
beyana aykirt bir durumun ortaya ¢ikmasi halinde dogabilecek her tiirlii hukuki

sorumlulugu kabul ettigimi beyan ederim.

(20/03/2023)

Lana Arif Ali ALI



Vi



Sevgili aileme ithafen

vii



viii



TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim boyunca degerli bilgi ve deneyimlerinden yararlandigim, her
konuda bilgi ve destegini almaktan ¢ekinmedigim, arastirmanin planlanmasindan
yazilmasina kadar tiim asamalarinda yardimlarini esirgemeyen, tesvik eden, ayni
titizlikte beni yonlendiren degerli damisman hocam Dr.Ogr.Uyesi Semra
YILMAZER KESKIN’e tesekkiirlerimi sunarim.

Tez ¢alisgmamda yer alan analizler kisminda yardimlarini esirgemeyen degerli hocam
Do¢.Dr. Ayse AVCI ve degerli arkadasim Mohammed HAMK’a tesekkiirlerimi
sunarim.

FTIR ve LCMS calismalarinda yardimini esirgemeyen c¢ok degerli hocam
Dog.Dr.Can Serkan KESKIN e tesekkiir ederim.

Bu aragtirma boyunca maddi ve manevi desteklerinden dolayr esim Mohammed
ALBAYATI, harikalar oOtesi kizlarnm Zahraa ALBAYATI ve Batool
ALBAYATTI’ya ve aileme tesekkiir ederim.

Lana Arif Ali ALI






ICINDEKILER

Sayfa

ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI .........cccoocneunnn v
TESEKKUR .....ooooiiiiiiiceeeeee et en e nas st n s ns st an st ene s asn s ix
ICINDEKILER .......oooooioieeeeeeeeeeeeeeeee ettt Xi
KISALTMALAR .ottt nenneens Xiii
TABLO LISTESI ....cooiiiiiiii s XV
SEKIL LISTEST .......oooiviiiiieeeceeeeeeee et Xvii
(@ )74 = [P OOOEEOOO U E OO OO OURRRRRON Xix
SUMMARY .ottt ettt et et et e st e s beabeeseeseest et e stenteareanearean XXi
1. GIRIS VE AMAC ...ttt sttt 1
1.1, TEZIN KAPSAIMIL....tiiiiiiiiieiiiieiet ettt bbbt 2
R =41 BN 1 1o PRSP 3
1.3, Literatlir ATQSITINAST «.veeiuveiiieiieeeieesieeesteesiieesiee st bee st et e sbe e sbe e saneebeessneesee e 3

2. GENEL BILGILER .........cccoiiiiiinieiese st 9
2.1. Antioksidanlar Hakkinda Genel Bil@i.........cccccoviveiiiiiiicniicc e 9
2.1.1. 1.1.-Difenil-2-pikrihidrazil (DPPH) radikal giderim kapasite yontemi... 12

2.2. Fenolik Bilesikler Hakkinda Genel Bilgi........cccccoooveiiiiiiiiiiciieiiecc 13
2.2.1. Folin-Ciocalteu ayiraci (FCR) ile toplam fenolik yontemi............cc.e..... 15

2.3. Flavonoidler Hakkinda Genel Bilgl ........cccccoooiiiiiiiini e 16
2.4. Antibakteriyel Aktiviteler Hakkinda Genel Bilgi .........ccccooovviiiiiiiiiiins 18
2.4.1. Disk difUzyOn YONTEMI......ciiiieiiieiee et 20
2.4.2. P. major Jacq Bitkisinin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesinde
Kullanilan BaKteriler ..........cocovviiiiiiiiiiiiiieece e 20

2.4.2.1. BaCIllUS CEIBUS ......oviiiiieieiieeee et 20
2.4.2.2. StaphylOCOCCUS @UIBUS .......cueeuienieieieite st 21
2.4.2.3. PSeudomonas @BrUgiNOSA .........cceevueieeiueeieieesieeresseesseesesseessesneesseas 21
2.4.2.4. ESChEriChia COli..cuuiiiiiiieie et 22

2.5. Koca siitotu (P. major jacq) Bitkisinin Genel OzellikIeri.............cccvevevevernee.. 23
3. MATERYAL VE YONTEM ...cocooiiiieeeeececeee e en e en s, 25
3.1. Kullanilan Arag-Gere¢ ve Kimyasal Maddeler ............ccooeviiiiiiiiinicicnn, 25
3.1.1. BitKiSel Materyal .........cccooiiiiiiiieieie e 25
3.1.2. KIMYASAHIAN ... e 25
3.1.3. Kullanilan arag¢ geregler ........ccuoviiiiiiiiiiiieiie e 25

3.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi..........ccoocveeiiiiiiiiie i 26
3.3. Deneysel Caligmalar...........c.oooiiiiiiiiiiiii e 26
3.3.1. P. major jacq. bitkisinin geleneksel yontemle ekstraksiyonu.................. 26
3.3.2. P. major jacg. bitkisinin ultrasonikasyon ekstraksiyonu ......................... 27
3.3.3. Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenolik madde tayini .............cccce..... 27
3.3.4. Aliminyum Klorir yontemi ile toplam flavonoid madde tayini .............. 28
3.3.5. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini.........c.ccocvevniniininniinninnnn. 28

Xi



3.3.6. EKSrakSiyOon VEIMI ......coviiiiiiieiiiie e 29

3.3.7. P. major jacq. Bitkisinin ve Ekstrelerinin UV Spektrumlari ................... 29
3.3.8. P. major jacq. Bitkisinin ve Ekstrelerinin FTIR Spektroskopisi ............. 29
3.3.9. P. major jacq. Ekstrelerinin LCMS Kromotogramlari...............ccccveveenne. 29
3.3.10. Kuru Madde Tayini ......ccveieieieieieniesese s 30
3.3.11. Antibakteriyel AKLiVIte TayiNi .....cccccveveiieiieie e 30

4. DENEYSEL BULGULARI ..ot e 31
4.1. Folin Ciocalteu Yo6ntemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuglari.......... 31
4.2. Aliiminyum Kloriir Yontemi ile Toplam Flavonoid Madde Tayini Sonuglar1 33
4.3. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Tayin Sonuglari...........ccceevveennne. 36
4.4. Ekstraksiyon Verimi SONUGIATT..........cccovieiiiiiiiiiiiicnc e 38
4.5. P. major jacq. Bitkisinin ve Ekstrelerinin UV Spektrum Sonuglart................ 38
4.6. P. major jacq. Bitkisinin ve Ekstrelerinin FTIR Sonuglart ..........cc.ccoovviennnn, 41
4.7. Kuru Madde Tayini SONUGIATT.........cccueiieiieeie et 44
4.8. Antibakteriyel Aktivite Tayini SONUGCIATT ........ccccvviviiiiiiiiiice 44
4.9. P. major jacg. Ekstrelerinin LCMS Kromotogram Sonuglari............cccceeenee. 45
5. SONUCLAR VE TARTISMALAR .........ccoooiititiie it 51
KAYNAKLAR . ...ttt ettt e snne e 55
ERLER ..ottt et re e re e e nre s 65
(0 Y/ 01,7 1 15T 109

xii



KISALTMALAR

AICl3
BHT
BHA
dk
DPPH
FCR
FTIR
GAE
1Cso0
LDL
LPS
MHA
Naz2COs
NaNO:2
QE
ROT
SOR
SR
TFM
UDE

- Aliminyum Klorir
- Biitillenmis hidroksi toluen
- Biitillenmis Hidroksi Anisol
:Dakika
: 1,1-difenil-2-pikrildrazil
: Folin-Ciocalteu Reaktifi
: Fourier doniistimli kizil6tesi spektroskopisi
. Gallik asite esdeger
: % 50 inhibisyona ulagmak icin gerekli antioksidan derisimi
: Diisiik yogunluklu lipoprotein
. Lipopolisakkarit
: Muller Hinton Agar
: Sodyum karbonat
: Sodyum nitrit
: Kuersetin
- Reaktif oksejen tirleri
: Serbest oksijen radikalleri
: Serbest radikal
: Toplam fenol miktar1
: Ultrasonik destekli ekstraksiyon

Xiii



Xiv



TABLO LISTESI

Tablo 2.1.
Tablo 4.1.

Tablo 4.2.

Tablo 4.3.

Tablo 4.4.
Tablo 4.5.
Tablo 4.6.

Tablo 4.7.
Tablo 4.8.

Fenolik bilesiklerin karbon sayilarina gore siniflandirilmasi................... 15
P. major jacq. bitkisinin ¢igek - yaprak aseton, etanol ve metanol
geleneksel ve ultrasonik ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar
Mg GAE/Q KUru Madde ..........ccooieiiiiiieee e 33
P. major jacg. bitkisinin c¢icek - yaprak aseton, etanol ve metanol
geleneksel ve ultrasonik ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktarlar
MQ QE/Q KUrU MAdde ........ooivieiiiieceee e 35

P. major jacq. bitkisinin ¢icek —yaprak aseton, etanol ve metanol
geleneksel ve ultrasonikasyon ekstrelerinin DPPH giderim aktivite
AEGETIRIT. ..t 37
P. major jacq. bitkisinin c¢icek - yaprak aseton, etanol ve metanol
geleneksel ve ultrasonikasyon ekstraksiyon Verimi ...........c.ccoceevvevenennn, 38
P. major jacg. bitkisinin cicek, yaprak ve tum ekstrelerinin FTIR
SPEKITUMIATT. ..ot 44
P. major jacq. ¢igek ve yapraklarinin kuru madde miktarlart.................. 44
P. major jacq. ekstrelerinin antibakteriyel aktiviteleri (mm zon)............ 45
P. major jacq. bitkisinin ¢icek ve yapraklarinda  bulunan muhtemel
fitokimyasal bileSIKIer..........ccoriiiiiii 48

XV



XVi



SEKIL LISTESI

Sekil 2.1.
Sekil 2.2.
Sekil 2.3.
Sekil 2.4.
Sekil 2.5.
Sekil 3.1.
Sekil 3.2.
Sekil 3.3.
Sekil 4.1.
Sekil 4.2.

Sekil 4.3.

Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.
Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.
Sekil 4.12.
Sekil 4.13.
Sekil 4.14.
Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sayfa
DPPH molekilinin antioksidan madde ile reaksiyonu ...............c......... 13
Fenol molekiliiniin agik yapisi......cccooviieiiiiiiiieiic e 14
Gallik asitin ag1K YaPIST .evvvvviiiiiiieiiiie i 16
Flavonoidlerin genel yapisi.........ccccviiiiiiiiiiiiiciicc e 17
Polygala major jacq. DitKiSi..........ccccoveiiiiiiiicicic e 24
Polygala major jacq. bitkisinin hazirlanma asamalari .............ccccceeenee. 25
Polygala major jacq bitkisinin geleneksel ekstraksiyon agsamalart......... 27
Polygala major jacq bitkisinin ultrasonikasyon ekstraksiyon asamalari 27
Gallik asit standart grafigi .......cccovvvviiiiiiiii s 31
P. major jacq. bitkisinin ¢icek - yaprak aseton, etanol ve metanol
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlart...........ccccooveeiiiiiiiinnnnnn, 32
P. major jacq. bitkisinin cicek - yaprak aseton, etanol ve metanol
ultrasonik ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlari....................... 32
Kuersetin standart rafifi ........ccooeeviiieeiiiiiiiiiese e 33
P. major jacg. bitkisinin cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol
ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktarlart ..........ccooeeiieniininnnen. 34
P. major jacq. bitkisinin cicek - yaprak aseton, etanol ve metanol
ultrasonik ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktarlari................... 35
P. major jacq. bitkisinin  cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol
ekstrelerinin DPPH QIderimi.........cccooiiiiiiiiiiiieeese s 36
P. major jacqg. bitkisinin ¢icek - yaprak aseton, etanol ve metanol
ultrasonik ekstrelerinin DPPH giderimi.........cccccoovvviiniieniniincieee, 37
P. major jacq. bitkisinin aseton ekstraktlarinin absorpsiyon spektrumlari
................................................................................................................. 39
P. major jacq. bitkisinin etanol ekstraktlarinimn absorpsiyon spektrumlari
................................................................................................................. 39
P. major jacq. bitkisinin metanol ekstraktlarinin absorpsiyon spektrumlari
................................................................................................................. 39

Aseton, etanol ve metanolde gallik asit standardinin UV spektrumlari . 40
Aseton, etanol ve metanolde kuersetin standardinin UV spektrumlari .. 40
P. major jacq. yaprak (a) ve yaprak ekstraktlarinin (aseton (b), etanol (c),
ve metanol (d)) FTIR SPEKIrUMU. ... 42
P. major jacq. ¢igek (a) ve cigek ekstraktlarinin aseton (b), etanol (c), ve
metanol (d) FTIR SPEKIrUMU. ........ccooviiiiiiiiccce e, 42
P. major jacq. yaprak ultrasonik ekstrelerinin aseton (a), etanol (b) ve
metanol (C) FTIR SPEKIrUMU. .......ccoiviiiiiiiiieeeee e, 43

Sekil 4.17. P. major jacg. ¢igek ultrasonik ekstrelerinin aseton (a), etanol (b) ve

metanol (C) FTIR SPEKIrUMU. .......ccoiiiiiiiiiicecee e, 43

Xvii



Sekil 4.19. P. major jacqg. bitkisinin, (a) Bacillus cereus, (b) Staphylococcus aureus,
(c) Pseudomonas aeruginosa, (d) Escherichia coli O157:H7, (My1,2)

metanol yaprak ektresinin bakteriler (izerinde etKisi...........cccccceevervenenn. 45
Sekil 4.20. P. major jacg. bitkisinin ¢icek etanol ekstrelerinin negatif iyon LCMS
KIOMOTOZIAIML ...t 47
Sekil 4.21. P. major jacq. bitkisinin cicek etanol ekstrelerinin pozitif iyon LCMS
KIOMOTOZIAML ...ttt bbb 47
Sekil 4.22. P. major jacq. bitkisinin yaprak etanol ekstrelerinin negatif iyon LCMS
KIOMOTOZIAIMNL ... 47
Sekil 4.23. P. major jacq. bitkisinin yaprak etanol ekstrelerinin pozitif iyon LCMS
KIOMOTOZIAIML ... 48

Xviii



POLYGALA MAJOR JACQ. BITKIiSININ ANTIOKSIDAN VE
ANTIBAKTERIYEL OZELLIKLERININ ARASTIRILMASI

OZET

Bitkiler saglik agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir. Bitki ekstrelerinden elde edilen
bilesenlerin kullanimi 6zellikle ilag endUstrisinde 6nem kazanmaktadir. Bu ¢alismada
Turkiye’de yetisen ve tedavi amagli da kullanilabilen koca sltotu olarak bilinen
Polygala major jacg. bitkisinin antioksidan ve antibakteriyel aktivitesi incelenmistir.
Polygala major jacq., bitkisi baslangigta Avusturya’dan tanimlanmis ve Italya’dan
bat1 Rusya’ya kadar bir dagilim araligina sahiptir. Polygala cinsine ait subtermofilik
ve oligotrofik bir biki tiridir. Cayirlarda ve gayirliklarda sikga karsilasilir. Polygala
cinsinin diger tiirleri gibi ac1 maddeler igermektedir. Diinyanin dort bir yanindan
600’den fazla tiirden olusur, bu tiirlerin 40’1 Cin’de mevcuttur. Turlerinin,
enflamasyona, kardiyovaskiiler ve merkezi sinir sistemi bozukluklarina kars1 ¢esitli
geleneksel kullanimlar1 rapor edilmistir.

Polygala major jacq. bitkisi 2022 Mayis ayinda Esentepe/Sakarya’dan toplanmuistir.
Cicek ve yaprak kisimlar1 oda sicakliginda kurutulup, blender ile 6giitiildiikten sonra
Uc cozlcl (aseton, etanol ve methanol) ile ekstrakte edilerek toplam fenolik ve
flavonoid madde igerigi, antioksidan ve antibakteriyel aktivitesi aragtirilmistir.

Her ekstrenin Folin Ciocalteu reaktifi (FCR) ile total fenolik madde igerigi,
aluminyum klortr (AICI3) metodu ile total flavonoid madde igerigi ve 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) kullanarak serbest radikal giderimi tayini UV-vis
spektroskopisi ile yapilmistir. Fourier Dontigiimlii Kizil6tesi (FTIR) spektroskopisi
gibi hizli ve hassas bir yontem kullanilarak bitkinin ¢icek ve yaprak kisimlarinda
bulunan fonkesyonel gruplar incelenmistir. Toplam fenolik madde tayininde en
yiikksek deger 48,51+1,35 mg GAE/g kuru madde yaprak etanol ultrasonik
ekstraktinda gosterirken, en diisiik deger 29,04+2,93 mg GAE/g kuru madde gicek
aseton ultrasonik ekstraktinda belirlenmistir, toplam flavonoid tayininde degerler
4,17+39-16,56+0,72 mg QE/g kuru madde arasinda degerlendirilmistir. DPPH
giderim aktivitesi ise en yiiksek deger %50,40+0,25 yaprak metanol ultrasonik
ekstraktinda ve en diisiik deger %39,90+1,25 yaprak aseton ultrasonik ekstraktinda
belirlenmistir.

Koca siltotu (Polygala major jacg.) bitkisinin antibakteriyel aktivitesinin
belirlenmesi i¢in disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Antibakteriyel aktivite ise
Bacillus cereus, Escherichia coli 0157:H7, Pseudomonas aeruginosa Ve
Staphylococcus aureus bakterileri gibi enfeksiyona neden olabilen farkli bakterilere
kars1 belirlenmistir. Polygala major jacq. bitkisinin yaprak metanol ekstrakti
Pseudomonas aeruginosa bakterisine karst 10,5+0,6 mm ¢apinda zon olusturdugu
gozlenmistir. Diger bakteri tiirlerine daha diisiik etkisi oldugu belirlenirken
Escherichia coli O157:H7 tiiriine etki etmedigi gzlenmistir.
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL
PROPERTIES OF POLYGALA MAJOR JACQ.

SUMMARY

Plants have been of great importance in terms of humen health from ancient times to
the present day. Before the introduction of chemical medicines, man relied on the
healing properties of medicinal plants. Some people value these plants due to the
ancient belief which says plants are created to supply man with food, medical
treatment, and other effects. The use of components obtained from plant extracts is
increasing rapidly, especially in the pharmaceutical industry. Metabolites formed
during the secondary metabolism of plants are used in the treatment of many
diseases, but very few of them are used as antimicrobials.since plants are complex
stractures containing different components, the biological effect of each is different.
Accordingly, the degree of showing antimicrobial and antioxidant properties differs
for each plant.

Many medicinal plants have great antioxidant potential. Antioxidants reduce the
oxidative stress in cells and are therefore useful in the treatment of many human
diseases, including cancer, cardiovascular diseases and inflammatory diseases. The
antioxidants are extracted from the stems, roots, flowers, leaves, fruits and seeds of
several important medicinal plants. In recent years, the emergence of antibiotic
resistant bacteria and unwanted side effects in the synthetic drugs, which are used for
the treatment of different inflamation diseases, has pioneered to produce antibiotics
and drugs with the natural origin.

Since these functions of plant are of great importance, a study on this subject has
been preferred. In this study, the antioxidant and antibacterial activity of milkweed
(polygala major jacq.) plant, was investigated. This plant is grown in Turkey and can
also be used for therapeutic purposes. It is subthermophilic and oligotrophic species
belonging to the genus polygala. it is common in meadows. Like other species of the
genus polygala,they are considered poisonous plants in grasslands. Polygala major
jacg. was identified from Austria and has a distribution range from Italy to western
Russia.

Extraction is a critical method for isolating the effective component in plants. There
are several parameters concerned in the extraction of antioxidative components from
plant tissues. This includes the types of solvent, the ratio of solvent-to-sample, the
extraction temperature and the extraction time. Ultrasonic probe extraction possesses
greater solvent penetration into plant tissues due to the formation of cavitational
bubble collapse, thus improving its solvent extraction ability.
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Polygala major jacg. plant was collected from Esentepe/ Sakarya in May 2022. The
flower and leaf parts were dried at room temperature, powdered with a blender, and
extracted by using ultrasonic probe and normal extract method. Extract solutions are
ethanol, methanol and acetone, antioxidant and antibacterial activity of P. major
jacg. were determined by different methods.

In order to determine the antioxidant capacity of the plant, the total phenolic content
of each extract was determined with Folin Ciocalteu reagent, this method is
developed by Singleton. It is used to measure the total phenolic compounds. The
principle of FCR method is based on the transfer of electrons from phenolic
compounds and other reducing compounds to molybdenum. The formation of blue
complexes is evaluated spectrophotometrically at 750-765 nm. In this method we
used gallic acid as standard curve. Phenolic compounds, with distinct and powerful
antioxidant capabilities, can act as effective radical scavengers and diminish their
devastating effects on body. Phenolic compounds are the major antioxidant contents
of plant-based food products and have attracted increasing attention in scientific
research, owing to their positive and restraining effects on the serious disorders
caused by oxidative stress such as, inflammation, allergies and cancer.

The total amount of flavonoid substances was determined by the aluminum chloride
method. In this method we used quercetin as standard curve. Flavonoids, as phenolic
compounds, are also attracting great consideration due to their positive biological
activities, comprising antioxidant, antiviral, antibacterial, anti-diabetic and anti-
cancer activities. The total flavonoids content, as a significant index is usually used
to check the quality and therapeutic value of traditional medicines.

The DPPH free radical scavenging activity were determined by UV-vis spectroscopy.
The 2,2-Diphenyl-1- picrylhydrazyl, DPPH method is rapid, simple and inexpensive
assay for measuring the ability of different compounds to act as free radical
scavengers and to evaluate the antioxidant activity of foods and plants.

Using a fast and sensitive method such as Fourier Transform Infrared (FTIR)
spectroscopy, the functional groups in the flower and leaf parts of the plant were
investigated. The presence of polyphenols and flavonoids were also confirmed by
FTIR

The highest value in the determination of total phenolic substance 48.51+1.35 mg
GAE/g dry matter in leaf ethanol ultrasonic extract, lowest value 29.04+2.93 mg
GAE/gdry matter flower acetone ultrasonic extract, values in total flavonoid were
ranged between 4.17+0.39 - 16.56+0.72 mg QE/g dry matter. DPPH removel activity
was the highest value 50.40+0.25% in leaf methanol ultrasonic extract and the lowest
value 39.90+ 1.25% was determined in the ultrasonic extract of leaf acetone.

The disk diffusion method is classified as an agar diffusion method because the
plant extract to be tested diffuses from its reservoir through the agar medium seeded
with the test microorganism. Generally, the reservoir is a filter paper disk, which is
placed on top of an agar surface. If tested plant extracts are microbiologically active,
an inhibition zone develops around the filter paper disk after incubation. The
diameter of the inhibition zone properly describes the antimicrobial potency of plant
extracts. Disk diffusion method was used to determine the antibacterial activity of the
milkweed ( polygala major jacq) plant extracts.
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The extracts were evaporated by using vakum evaporatore and then the antibacterial
properties were determined against different microorganisms that can cause
infection. Disk diffusion by the Kirby-Bauer method is a standardized technique for
testing rapidly growing pathogens. Briefly, a standardized inoculum is swabbed onto
the surface of MH agar. Because reproducibility depends on the log growth phase of
organisms, fresh subcultures are used. Filter paper disks impregnated with a
standardized concentration of a plant extract are placed on the surface, and the size of
the zone of inhibition around the disk is measured after overnight incubation.

The microorganisms are used Bacillus cereus, Escherichia coli 0157,H7,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus bacteria. Polygala major jacq. it
was observed that the leaf methanol extract of the plant formed a zone about 10.50+
0.6 mm in diameter against Pseudomonas aeruginosa bacteria, it was determined that
it has a lower effect on other bacterial species, but it did not affect Escherichia coli
0157,H7 species. In the antibacterial tests of P. major jacg. plant with various
bacteria, it is anderstood that the antibacterial active substance in the leaf part of the
plant is best dissolved in methanol, one of the solvents we used. Today, in the face of
increasing resistance to antimicrobial agents, P.major jacg. the active biological
components in the plant can be evaluated as an important alternative source.

xXiii



XXiv



1. GIRIS VE AMAC

Antimikrobiyal ve antioksidan o6zelliklere sahip bitkiler uzun yillardan beri gida
endiistrisinde ve saglik iizerinde olan olumlu etkileri nedeniyle saglik sektoriinde
kullanilmaktadir. Baz1 bitkiler giiclii antioksidan 6zellikleriyle, kanser hastaligini
onleme, kardiyovaskiiler hastaliklardan korunma, anti-aging ve antioksidan etkileri,
stres azaltilmasi, gastrointestinal bozukluklarin diizenlenmesi gibi yararli 6zelliklere
sahiptirler ve bundan dolay1 alternatif gida katkilar1 olarak kullanilmaktadirlar

(Marcheafave ve ark, 2019).

Serbest radikaller yapisinda konjuge olmayan elektronlar bulundurduklarindan
kararli bir bilesik olusturmak icin diger molekiiller, atomlar ve hatta tek tek
elektronlarla eslesmeye calistiklarindan dolay1 ¢ok reaktiflerdir. Bu yiizden reaktif
oksijen tirleri (ROS) ve serbest radikallerin birgcok organizmada molekiler
doniistimlere ve gen mutasyonlarina neden olmasi oksidatif stres olarak
adlandirilmaktadir ve bir¢cok hastaliga sebep oldugu bilinmektedir. Antioksidan
maddeler serbest radikallere karsi endojen bir hiicresel antioksidan savunma islevi
gosterebilirler (Zoral ve Turgay, 2014). Ratnam ve ark. (2006) antioksidanlarin,
viicudun bagisiklik sistemine zarar veren hastaliklar, ndrolojik, yaslanma ve diger

hastaliklar tizerinde tedavi edici ve onleyici etkileri oldugunu gostermistir.

Insan viicudunda bulunan ve gidalarla alman antioksidanlarin, hastaliga neden
oldugu diisliniilen serbest radikaller ve reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
oksidatif hasarla miicadelede Onemli etkisinin oldugunu bilinmektedir. Ancak
antioksidanlarin koruyucu etkilerinin insan viicudunda iiretilenler i¢in siirl oldugu
bilindiginden reaktif oksijen turlerinin (ROT) Uretimi biyolojik sistemin antioksidan
kapasitesini astiginda oksidatif stres olusmaktadir. Bu nedenle, antioksidanlarin
diyetle alinmasi kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklarin
onlenmesinde ve yaslanmanin geciktirilmesinde onemli bir rol oynadigi rapor

edilmistir (Thomas ve ark, 2010).



Yapay antioksidanlarin kanserojenik etkilerinin ortaya c¢ikmasi nedeniyle gida,
kozmetik ve farmasotik iiriinlerde dogal antioksidanlarin kullanimi giderek
yayginlagmistir. Bitkiler, ikincil metabolitleri, ugucu yaglari ve polifenolleri igermesi

nedeniyle antioksidanlarin ana kaynagidir (Skendi ve ark, 2017).

Yapay antimikrobiyallerin kullanim1; antimikrobiyal direng, ¢evresel problemler, yan
etkiler ve yiiksek maliyet gibi olumsuz sonuglara neden oldugundan, dogal
antimikrobiyel ajanlarin kullanimi 6nem kazanmakta ve bu konudaki ¢aligmalar
hizlanmaktadir. Cesitli patojenik mikroorganizmalarin gelisiminin inhibisyonunu
degerlendirebilmek amaciyla kapsamli ¢aligsmalar yapildigi bilinmektedir (Aleksic ve
Knezevic, 2014).

1.1. Tezin Kapsami

Bu calismada Polygala major jacg.  bitkisinin antioksidan ve antibakteriyel
aktivitesini arastirmak i¢in Esentepe/Sakarya’dan 2022 yilinin Mayis ayinda
toplanmistir. Cicek ve yaprak kisimlari oda sicakliginda kurutulup, blender ile
ogitiildiikten sonra etanol, metanol ve aseton coziiciileri ile farkli yontemler
kullanarak ekstrakte edilmistir. Antioksidan ve antibakteriyel aktivitesini belirlemek

icin kullanilmistir.

P.major jacg. bitkisinin Folin Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde igerigi,
aluminyum Klortr yontemi ile toplam flavonoid madde miktar1 ve DPPH serbest
radikal supdruci ile antioksidan aktivite tayini yapilmistir. Fourier Doniisiimli
Kizilstesi (FTIR) spektroskopisi gibi hizli ve hassas bir yontem kullanilarak bitkinin

cicek ve yaprak kisimlarinda bulunan fonksiyonel gruplar incelenmistir.

P. major jacq. bitkisinin antibakteriyel aktivitesinin belirlenmesi icin disk difuizy6n
yontemi kullanilmistir. Antibakteriyel 6zellikleri ise B. cereus, E. coli O157:H7, P.
aeruginosa ve S. aureus bakterileri gibi enfeksiyona neden olabilen farkli bakterilere
kars1 belirlenmistir. Sonuglara gére P. major jacq. bitkisinin yaprak metanol ekstrakti
P.aeruginosa bakterisine karst 10,5£0,6 mm ¢apinda zon olusturdugu gézlenmistir.
Diger bakteri tiirlerine daha diisiik etkisi olurken E. coli O157:H7 tirune etki

etmedigi gozlenmistir.



1.2. Tezin Amaci

Calismamizin amaci literatiirde daha Once arastirilmamis P. major jacq. bitkisinin
yaprak ve ¢igek kisimlar1 kurutularak hazirlanan gesitli ¢ozicllerdeki ekstrelerde
antioksidan ve antibakteriyel aktiviteyi incelemek, bulunan fenolik madde
bilesenlerin ve flavonoidlerin miktarini belirlemek, bu bilesenlerin varligint Fourier

Dontisiimlii Kizil6tesi (FTIR) spektroskopisi ve UV spektrumu ile desteklemektir.

Literatiirde yer alan metotlar1 kullanilarak bu bitki kisimlarinin antibakteriyel,
antioksidan, fenolik ve flavonoid igeriklerini incelemek, kullanilan metotlarin
hakkinda bulgular elde etmek ve bu metotlarin sonuglarini rakamsal bir sekilde ifade

etmek amac¢lanmustir.

1.3. Literatiir Arastirmasi

Tip sektoriindeki uygulamalarda, enfeksiyon hastaliklarinn tedavisinde kullanilan
antimikrobiyal ilaglarina kars1 siirekli gelisen direng ¢ok yayginlagmistir. Enfeksiyon
hastaliklarin iyilestirmesinde bu ilaclara karsi artan direng gittik¢e insan sagligin
daha fazla tehdit etmektedir. Mikroorganizmalarin bu antibakteriyel ilaglara karsi
direncleri ile miicadelelerden bir tanesi de yeni antimikrobiyellerin kesfedilmesidir.
Bu nedenle ¢ok sayida bitkilerin farmakolojik 6zellikleri arastirma konusu olmustur.
Dogadaki bir ¢ok bitkinin eskiden oldugu gibi giiniimiizde de hastaliklarla
miicadelede alternatif bir kaynak oldugu bilinmektedir. Bitkilerin antimikrobiyal
potansiyelleri, mikroorganizmalarin siklikla kullanilan antibiyotiklere karsi

yarattiklar1 diren¢ sayesinde cok sayida calismalara konu olmustur (Tanis ve ark,
2010).

Bozin ve ark. (2008) olgunlasmis ve tam olarak olgunlasmamis sarimsak bitkisini
(Allium sativum L.) yapraklari ile beraber %80 metanol ile ekstrakte etmislerdir.
Toplam fenolik madde miktarlarinda olgunlasmis bitkinin 0,05 mg GAE/g ekstrakt
olarak, olgunlagsmamuis bitkinin ise 0,98 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir.
Bitkiler olgunlastik¢a toplam fenolik madde miktarmin diismesi bitkinin ugucu
yaglarinda bulunan kiikiirt bilesikleri ve terpenoid maddelerinin artmasindan

kaynaklanmaktadir.



Zeytin (Olea europaea L) yapraklarmin toplam fenolik madde miktar1 ve DPPH
radikal giderim aktivitesinin belirlenmeye ¢alisildigi bir arastirmada, farkli
konsantrasyonlarda etanol (% 0, %25, %50 ) kullanilarak ekstraksiyon islemleri 3 ve
9 dk siire boyunca gergeklestirilmistir. U¢ dk gerceklestirilen ekstraksiyon isleminde
%0, %25, %50 etanol konsantrasyonlarinda toplam fenolik madde miktar1 sirasiyla
5,32+0,02, 13,35+0,08, 14,06+0,09 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit edilirken, 9 dk
siire ile gercgeklestirilen ekstraksiyon isleminde ise 15.85+0,11, 16.04+0,10,
20,61+0,14 mg GAE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. DPPH radikal giderim
aktivitesi sonuglari ise, 3 dk siirede ekstrakte edilen zeytin yapraklarinin %0, %25,
%50 konsantrasyonlarinda DPPH antioksidan kapasiteleri sirastyla 27,06+0,01,
24,78+0,05, 32,71+0,06 pumol trolox/g 6rnek olarak tespit edilirken, 9 dk boyunca
ekstrakte edilen zeytin yapraklarimin DPPH antioksidan kapasitesi 31,10%0,08,
30,46+0,07, 33,31+0,08 pumol trolox/g 6rnek olarak rapor edilmistir (Zuntar ve ark,
2019).

Rakhimzhanova ve ark. (2018) yaptiklar1 ¢alismada, Stellaria media L. bitkisi etanol
ve su ile ekstrakte edilerek toplam fenolik madde miktar1 21,43+0,12 mgGAE/q,
flavonoid 22,30+1,45 mgQE/g ve antioksidan 1C50:49,72+0,57 mg/mL aktivitelerini

belirlemislerdir.

Ariduru ve Arabaci (2013) Salvia officinalis bitkisini dort farkli ¢oziicii ile ekstrakte
ederek yaptiklar1 calismada toplam fenolik madde miktar1 etanol ekstraktinda 43,55,
metanol ekstraktinda 23,62, etil asetat ekstraktinda 18,29 ve aseton ekstraktinda
11,58 mg GAE/g ekstre olarak bildirmislerdir. DPPH serbest radikal giderim
sonuglar1 ise sirasiyla metanol (% 90,89), etil asetat (% 90,48), etanol (% 86,31) ve
aseton ekstresi (% 84,78) olarak tespit edilmistir.

Tabaraki ve ark. (2012) nar (Punica granatum L.) kabugundan toplam fenolik madde
miktar1 ve antioksidan aktivite degerleri incelerken ekstraksiyon icin ultrason
destekli ekstraksiyon yontemini kullanmiglardir. COzlicu olarak, etanol, su, metanol,
aseton ve etil asetat kullanilmistir. Toplam fenolik madde miktar1, 5506,42-8923,24
mg gallik asit/100 gram kuru madde, DPPH degeri ise %60,12- %83,52 inhibisyon
degerleri arasinda oldugu kaydedilmistir.



Chew ve ark. (2021) Hibiscus cannabiruus L. yapraklarinin flavonoid ve DPPH
radikali giderim aktivitesini arastirirken ¢06ziici olarak etanol ile ultrasonik
ekstraksiyon kullandiklarinda toplam flavonoid madde miktar1 3,84-48,20 mgCHE/g
kuru madde arasinda iken DPPH gideriminde de 15,86-33,99 mg TEAC/g kuru

madde arasinda degistigini rapor etmislerdir.

Polygala hongkongensis bitkisi, gogunlukla Guangdong, Jiangxi, Fujian ve Sichuan
eyaletleri gibi giiney Cin’de yayilis gostermekte olup sifali otlari, halk hekimliginde
Oksiirtigii durdurmak i¢in, kan akisini tesvik etme ve balgam g¢ikarmanin bir ¢aresi
olarak kullanilmaktadir. HPLC, silika jel ve sephadeks gibi kromatograflar
kullanarak bitkiden bilesikler izole edilip bilesiklerin yapilart UV, FTIR spektral
analizlerle belirlenmistir. Bu bitkiden polihongkonggalin, 3,6’-di-O-sinapoil-sukroz,
tenuifolisid A , glomeratoz D ve cis-syringinnin elde edildigi rapor edilmistir (Wu ve
ark, 2007).

Polygala tenuifolia bitkisinin kokleri demansi 6nlemek i¢in Cin’de yaygin olarak
kullanilmaktadir. Cin’deki farkli ekim bolgelerinden ve hasat mevsimlerinden alinan
otuziki numunedeki fenol miktarlar1 belirlenerek ilkbaharda toplanan drneklerin
diger mevsimlerde toplananlara gore daha yiiksek fenol igerigine sahip olduklari

rapor edilmistir (Li ve ark, 2007).

Cai ve ark. (2004) 112 tir bitkinin antioksidan aktivite ve fenolik bilesenlerini
karakterize etmislerdir. Bu bitkilerden biri P. tenuifoli metanol ve su kullanilarak
ekstrakte edilmistir. Toplam fenolik madde miktar1 0,82-0,99 g GAE/100g kuru
madde, antioksidan aktivite ise 85,1-133,8 umol trolox/100 g kuru madde olarak

tespit edilmistir.

Polygala arillata bitkisinin kokii, dogu tibbinda tonik olarak ve bazi hastaliklarin
tedavisinde kullanildig rapor edilmistir, Nguyen ve ark. (2020) P. arillata koklerinin
fitokimyasal profiline iligkin yaptiklar1 arastirmada, spektroskopik yontemler
kullanarak, bir oligosakkarit esterin (1, poligalosid), bir glikoz esterin (7, arillatosid)
ve bes sakkaroz esterinin (2-6) izolasyonu yapilmistir. Bu benzersiz bilesikler dahil
olmak uzere P. arillata’da cesitli oligosakarit esterlerinin bulunmasi bitkinin tibbi

kullanimlarinda potansiyel oldugunu diisiindiirmektedir.



Deng ve ark. (2020) yaptiklar1 ¢alismada, Polygala tenuifolia bitkisinin ve bitkiye ait
aktif bilesenlerin, antiinflamasyon, antioksidan, antindronal apoptoz, merkezi
kolinerjik sistemi giiclendirme ve néronal proliferasyonu tesvik ederek Alzheimer

hastaligina etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Tanis ve ark. (2010) Polygonaceae familyas:i liyesi ¢ok yillik otsu bir bitki olan
Rheum ribes L. bitkisinin (¢ farkli ¢6zlcl ile hazirlanan ekstrelerinin bazi Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilere (Micrococcus luteus NRLL B-4375, S.aureus
ATCC 25923, P. auruginosa ATCC 27853, Escherichia coli O157: H7, Listeria
monocytogenes ATCC 7644, Bacillus megaterium DSM 32) karsi antibakteriyal
aktivitelerini arastirmiglardir. Disk difiizyon yontemine goére yapilan calismada
denenen biitlin bakterilere karsi farkli seviyelerde inhibisyon etki gdsterirken etanol

ekstraktlarinin hekzan ve kloroforma gore daha fazla etkili oldugu rapor edilmistir.

Tanig ve ark. (2009) yaptiklart ¢alismada, dort tiir Nigella cinsi (¢orek otu) bitkinin
cicek, govde, yaprak ve tohumlarinin kloroform, aseton ve metanol ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivitelerini disk diflizyon yontemiyle 16 tir mikroorganizma
kullanarak arastirmistir. Nigella sativa tohumlarinin asetonik ekstraksiyonunda Gram
pozitif ve Gram negatif bakterilerde 6nemli bir antimikrobiyal aktiviteye sahip

oldugu gosterilmistir.

Eghdami ve Sadeghi (2010) yaptiklari bir ¢alismada, Achillea millefolium L.
bitkisini, metanol ve su ile ektrakte ederek total fenolik ve flavonoid igerigini
sirastyla FCR ve AICI3 yontemini kullanilarak belirlemiglerdir. Ayrica, antioksidan
kapasite, DPPH serbest radikal yakalama metodu ile test edilmistir. Antioksidan,
flavonoid ve toplam fenolik igerik seviyelerinin pozitif ve 6nemli olglide iliskili

oldugunu bildirmislerdir.

Dingoglu (2019) mercan kosk olarak bilinen Origanum onites L. bitkisinin
antibakteriyel aktivitesini belirlemek icin bes farkli ¢ézliclide ekstrakte etmis ve bes
farkli bakteriye (Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Campylobacter jejuni,
Salmonella enteritidis ve Brucella spp.) karsi disk difflizyon yoOntemiyle
incelenmistir. Bu ekstreler dort bakteriye (Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Campylobacter jejuni ve Salmonella enteritidis) karsi degisik seviyelerde
antibakteriyel aktivite gosterirken Brucella spp.’ye kars1 bir etkisinin olmadig: rapor



edilmistir. O. onites L. bitkisinin antibakteriyel aktivitesi oldugu ve gida sektérinde

kullanilabilecegi rapor edilmistir.






2. GENEL BiLGILER

2.1. Antioksidanlar Hakkinda Genel Bilgi

Oksidasyon islemini onleyen, serbest radikalleri tutma ve dengeleme giiciine sahip
maddeler antioksidanlar olarak adlandirilirlar. Antioksidanlar bastirici, toplayici,
zincir kiric1 ve onarict olmak tizere dort etkiye sahiptirler. Serbest oksijen radikali ile
etkileserek bir hidrojen vermek suretiyle aktivitesini azaltmak ya da inaktif hale
doniismesini saglamak antioksidanlarin bastirict etkileri olarak bilinmektedir.
Vitaminler ve flavonoidler antioksidanlarin bastirict etkilerine ornek verilebilir.
Antioksidan enzimler gibi serbest oksijen radikaline etki ederek onu yakalamaya
veya zaylf molekiile doniismesini saglayan etkiye antioksidanlarin toplayici
etkilerine Ornek verilebilir. Zincir kirict etkileri ise; serbest oksijen radikalini
baglayarak zincirini kirip aktivitelerini Onlemektir. Zincir kirici etkiye sahip
antioksidanlara mineraller ve hemoglobin 6rnek olarak verilebilmektedir. Proteaz ve
transferazlar serbest radikallerin olusturdugu hasarin onarmasinda etkili olan
antioksidanlardir ve bu tir antioksidanlara onarici antioksidanlar denilmektedir
(Keser, 2018).

Antioksidanlar, protein ve DNA ya zarar vererek genomik hastaliklara ve kansere yol
acan serbest radikalleri temizleme kapasitesine sahiptir (Karima ve ark, 2015).
Antioksidanlar, radikal olusumunu 6nlemek, radikal reaksiyonlar1 sona erdirmek,
olusan radikalleri etkisiz hale getirmek ve hasar goren molekiilleri ortadan
kaldirmakla sorumludurlar. Reaktif oksijen molekiillerin {iretimini ve g¢esitli
antioksidan savunmalar1 arasindaki uyumsuzluk, antioksidanlarin yetmezliginden
ve/veya reaktif oksijen molekiilerinin gogalmasindan ortaya ¢ikan oksidatif stresle
sonuglanmaktadir (Ariduru ve Arabaci, 2013).

Farkli metabolik reaksiyonlar esnasinda insan viicudunda olusan Reaktif Oksijen
Turleri (ROT), oksijenin tamamen indirgenmediginde iiretilen radikal ve radikal
olmayan oksijen turlerini igcermektedir. Diisiik ROT seviyeleri hiicrelerin
savunmasinda, hiicreler arasi sinyal iletiminde gereklidir, ayn1 zamanda yiiksek ROT

seviyeleri veya antioksidan sisteminin yetmezligi oksidatif strese ve birgok



hastaliklara (kanser, kardiovaskiiler v.b.) neden olmaktadir. ROT, insan viicudunda
degisik biyokimyasal reaksiyonlarin sonucunda olustugu gibi bitkilerde de lipid

peroksidasyonu sonucunda olusmaktadir. (Rakhimzhanova ve ark, 2018).

Serbest radikaller dis orbitallerinde eslesmemis elektron bulunduran molekillerdir.
Bu kararsiz molekiiller etrafindaki molekiiller ile reaksiyona girerek kararli hale
gelmek isterler. ROT’larin disiik diizeyleri, patojen mikroorganizmalara karsi
savunma mekanizmasi ve hiicreleraras1 haberlesme gibi biolojik etkiler gosterirken,

yuksek derisimleri DNA, lipit ve proteinlerde zedelenme hatta hiicre 6liimiine neden

olur (Canbay ve ark, 2003).

Gida endiistrisinde Uretilen yiyecek ve igeceklerde bozunmayi Onlemek ve raf
Omrunu uzatmak icin sentetik antioksidanlar olan BHA (biitillenmis hidroksi anisol)
ve BHT (biitillenmis hidroksi toluen) siklikla kullanilmaktadir. Fakat sentetik olan bu
bilesiklerin  saglik sorunlarna neden oldugu birgok ¢aligma tarafindan

bildirilmektedir (Dawn ve ark, 1996).

Asirt reaktif oksijen tlrlerinin, temel makro molekdlleri yok ederek kardiyovaskiiler
hastaliklara veya kansere yol actiklar1 bilindiginden oksidatif stresi veya hasari
onlemek icin dogal antioksidanlarin kullanilmasi giderek daha fazla 6nem arz
etmektedir. Bu antioksidanlar ¢esitli biyolojik aktivitelere ve saglik yararlarina sahip
olan polifenoller gibi gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (Liu. ve ark,
2022). Yapilan arastirmalarda dogal antioksidanlara olan ilgi her gegen giln
artmaktadir. Enzimler, hayvan kaynakli iirlinler ve bitkiler dogal antioksidan
kaynaklaridir (Bulca, 2014). Bitkiler, reaktif oksijen tirlerine karsi cesitli

antioksidatif bilesikler icerdiginden, dogal antioksidanlarin 6nemli bir kaynagidirlar.

Diyetsel antioksidanlar, vicuttaki reaksiyonlarda ara Grin olarak Gretilen veya
disaridan alinan serbest radikallerin eslesmemis elektronu yanina kendilerinden bir
elektron bagislayarak onlar1 kararli hale getiren bilesenlerdir. Viicuttaki antioksidan
enzimler sinerjik bir etkiyle c¢alisarak serbest radikalleri yakalamaktadir.
Tokoferoller, karotonoidler, polifenoller, C vitamini ve selenyum ¢ok énemli diyetsel
antioksidanlardir. Bunlarin eksikligi DNA’nin oksidasyonuna neden olarak hiicre

zedelenmesini artmaktadir (Erbas, 2006).
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Aerobik organizmalarda, aerobik solunum ve substrat oksidasyonu neticesinde
olusan reaktif oksijen tlrleri, antioksidan enzim sistemleri tarafindan detoksifiye
edilir (Buyukuslu ve Yigitbasi, 2015).

Serbest radikaller oldukga reaktif bilesiklerdir, lipitler, proteinler ve DNAlar gibi
biyolojik mollekiillerde oksidatif hasara neden olabilirler. Antioksidanlar oksijen
iceren bilesiklerin yani1 sira serbest radikaller tarafindan {iretilen oksidasyon
islemlerini geciktiren ve inhibe edebilen maddelerdir. Bu nedenle, kalp hastaligi,
kanser ve felg gibi cesitli kronik hastaliklarin yan1 sira gida bozulmalarini onlerler.
Dogal antioksidanlardan zengin olan igecek ve yiyecekleri tiiketmek bu hastaliklarin

onlemesinde yardime1 olur (Puangbanlanga ve ark, 2019).

Bir¢gok ilag hammaddesi olarak bitkilerin {iretmis oldugu flavonoit, terpenoit ve
emetinler, bunlar bitklerin u¢ucu yaglarinda bulunan bilesiklerdir. Aromatik bitkiler
ve yaglar ilag, diyet ve kozmetik gibi birgok endiistride antimikrobiyel koruyucu
madde olarak kullanilmaktadir. Serbest radikallerin etkilerini yok eden antioksidanlar
bir¢ok arastirma tarafindan bildirilmektedir. Sentetik antioksidanlarin viicudumuzu
olumsuz yonde etkiledigi gliniimiizde daha 1yi anlasilmasi i¢in dogal antioksidanlarin

saflastirmasi ile ilgili yogun calismalar yapilmaktadir (Karasu ve Oztiirk, 2014).

Antioksidanlar iki genis kategoriye ayrilir: enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar. Bu antioksidanlardan bazilari, diisiik molekiiler agirlikli enzimler ve
enzim kofaktorleri gibi enzimler igerir. Yaygin enzimatik olmayan antioksidanlar
bircok gida kaynagindan elde edilir. Diger diyet antioksidanlari vitaminler ve

mineraller olarak bilinmektedir (Ratnam ve ark, 2006).

Antioksidanlarin aktivite tayini i¢in gaz kromatografisi, sivi kromatografisi ve
kolorimetri gibi alete dayali yontemler kullanilmaktadir. Sivi kromatografisi ve gaz
kromatografisi, karmasik numunelerdeki antioksidanlarin ayrilmasinda ve
tanimlanmasinda etkili teknikler olmasina ragmen zaman alici ve pahalidir.
Kolorimetri ise daha diisiik analiz maliyeti sagladig1, daha kolay gerceklestirildigi ve
daha hizli analiz stiresi sagladigi i¢in antioksidan aktivite analizi i¢in daha yaygin bir
tekniktir (Puangbanlang ve ark, 2019). Antioksidan aktivite belirlenmesinde 1,1
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) radikal yakalama, linoleik tiyosiyanat sistemi,

tiobarbitiirik asit ve P-karoten-linoleat ile olmak iizere dort farkli yontem ile
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belirlenebilmektedir. P.major jacg. bitkisinde antioksidan aktiviteyi belirlemek icin

DPPH radikal yakalama yontemi kullanilmigtir.

2.1.1. 1.1.-Difenil-2-pikrihidrazil (DPPH) radikal giderim kapasite yontemi

Ilk olarak 1958’de Blois antioksidanlarin radikal siipiirme potansiyelini veya
hidrojen bagislarini pratik veya analitik olarak 6lgmek i¢in uygun bir reaktif olarak
DPPH’in kullanimini tamitmistir. DPPH gidalardaki kimyasallarin antioksidan
aktivitelerini belirlemek i¢in sik¢a kullanilmaktadir (Chen ve ark, 2020).

DPPH radikal stpirme metodu, antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in en yaygin
kullanilan yontemlerden biridir. DPPH radikalini tiiketme kabiliyetini degerlendirme
yontemi, reaksiyonlardan sonra DPPH radikalinin absorbansindaki azalmanin
spektrofotometrik olcumudur. (Oliveira ve ark., 2016). DPPH ticari olarak temin
edilebilen stabil bir organik nitrojen radikalidir (Huang ve ark., 2005). DPPH,
guvenli, ucuz ve vicuttaki serbest radikal stabilizasyon mekanizmasina gore galisan

serbest radikal reaktifidir (Ihsanpuro ve ark, 2022).

DPPH serbest radikal siiplirme yetenegi analiz yontemi, dogal ekstraktlarin
antioksidan kapasitesini 6lgmek i¢in yaygin bir yontemdir. DPPH radikali, metanol
cozeltisinde oksitlenmis formu maksimum 517 nm civarinda absorbansa sahip bir
kimyasaldir. Bu yontem, ¢coklu numune ¢oziiniirliigline sahip birgok numunenin geri
kazanim aktivitesini izlemek i¢in basit, hizli ve ucuz bir yontem olarak
tanimlanmaktadir. Ancak 1s18a, oksijene ve Kkirlilige duyarlilik bu yontemi

kullanirken bazi sinirlamalara neden olmaktadir (Mot ve ark, 2011).

DPPH metodu ile antioksidan kapasite, oda sicakliginda metil alkol gibi organik
cozgenlerdeki sentetik radikalleri yakalanmasi ile degerlendirilmektedir. DPPH
radikalinin sahip oldugu tek elektron sebebi ile spektrofotometrede 517 nm’de
belirgin absorbsiyon bandi vermektedir. Bu tek elektron, serbest radikallerin
yakalayicisinin bulunmasiyla reaksiyona girerek ciftlesen elektron sayisi ile ilgili
olusan spektrofotometrik renksizlesme sonucunda absorbsiyon azalir. Radikallerin
tek elektronunun ¢iftlesmesiyle meydana gelen bu DPPH absorbsiyonundaki
renksizlik, bilesiklerin herhangi bir enzimatik potansiyele bagli olmaksizin serbest

radikalleri yakalama aktivitesini gostermektedir (Calikoglu ve Bayrak, 2005).
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ICso, serbest radikalleri %50 oraninda engelleyebilen antioksidan aktiviteye sahip
ektraktlarin kosantrasyonudur. Orneklerin 1Cso seviyeleri ne kadar diisiik olursa,

antioksidan kapasite etkisi o kadar yiiksek olmaktadir (Pourmorad, 2006).

Temel olarak bu yontemde, antioksidanlarin radikal DPPH’ye proton transfer
reaksiyonu, 517 nm’de absorbansta bir azalmaya yol agar (Sekil 2.1). Proseddr,
absorbansin stabil hale gelinceye kadar gorundr bir spektrofotometre ile izlenmesine
dayanmaktadir (Albayrak ve ark, 2010).

N—N NO, + A H — 3 N—§ NO,
O,N O,N

Sekil 2.1. DPPH molekullnin antioksidan madde ile reaksiyonu

2.2. Fenolik Bilesikler Hakkinda Genel Bilgi

Fenolikler, fenolik asitler, polifenoller ve flavonoidleri de i¢eren yaklagik 8000 adet
dogal olarak olusan bilesik icerir (Nerantzaki ve ark, 2011). Fenolik bilesikler bir
veya birden ¢ok hidroksil grubun aromatik halkaya direkt baglanmasiyla
olugsmaktadir (Sekil 2.2). (Sohal, 2002). Fenolik maddelerin kronik ve bazi kanser
hastaliklarint 6nlemede Onemli bir ajan oldugu One siirilmektedir. Biyolojik
rollerinin yanmi sira, toplam fenolik icerik gidanin kalite durumunun temel bir

gostergesidir (Nerantzaki ve ark, 2011).

Fenolikler, bitkilerde pentoz fosfat, sikimik asit ve fenilpropan yollarindan tiiretilen
ve metal selatlama Ozelliklerine de sahip olan ikincil metabolitlerdir. Bitkisel
ilaglarin antioksidanlar olarak potansiyel terap6tik rolli, son zamanlarda serbest
radikallerin neden oldugu doku hasarini azaltmada rol aldigi bilinmektedir. Cay,
meyve, sebze ve baharatlarda geleneksel olarak kullanilan iyi bilinen dogal
antioksidanlara ek olarak, bazi dogal antioksidanlar da ticari olarak antioksidan katki

maddeleri ve diyet takviyeleri olarak kullanilmaktadir. Bitkilerin antioksidan
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aktivitesinin igerdikleri fenolik bilesiklerden kaynaklanabilecegi sdylenmektedir
(Sohal, 2002).

OH

Sekil 2.2. Fenol molekdliinin agik yapisi

Fenolikler, dogal antioksidanlarin en ©6nemli sinifin1 olusturan hemen hemen
bitkilerin her kisminda bulunan polifenolik bilesenlerdir. En yaygin bitki fenolik
antioksidanlar flavonoidler, sinnamik asit tiirevleri, tokoferoller ve fenolik asitlerdir

(Tunalier ve ark, 2002).

Farkli ve giiglii antioksidan oOzelliklere sahip fenolik bilesikler, etkili radikal
temizleyiciler olarak hareket ederler ve bunlarin viicut tzerindeki yikici etkilerini
azaltabilirler. Iltihaplanma, alerji ve kanser gibi hastaliklarda olumlu ve kisitlayict
etkileri nedeniyle bilimsel arastirmalarda artan bir ilgi goérmektedir. Fenolik
bilesikleri iceren gidalar, kanin antioksidan igerigini arttirarak yikict radikalleri

etkisiz hale getirmekte oldugu rapor edilmistir (Bagheri ve ark, 2021).

Fenoller antioksidan etkiyi kapsayan bircok biyolojik aktiviteye (antimikrobiyal,
antiviral, antiinflamatuar) sahip oldugu rapor edilmis, yenilebilir ve yenilemez
bitkilerde yaygin olarak bulunabilirler. Bitkilerin iirettigi bu bilesikler ayrica
tirosinaz gibi farmasétik enzimleri inhibe edebildiklerinden dolayr farmasétik alanda

ilgi cekmektedir. (Rakhimzhanova ve ark, 2018).

Normal sartlarda oksijen radikalinin neden oldugu zarar, organizmanin etkili
antioksidan sistemlerince kontrol altina alinmaktadir. Patolojik durumlarda ise
oksidan ve antioksidan denge degismektedir. Yapilan arastirmalarda, fenolik
antioksidanlarin oksidatif baski sonucu meydana gelen hiicre 6liimlerini engelledigi
bildirilmistir. Bitki fenoliklerinin antioksidan aktiviteleri redoks 0Ozelliklerinden
dolayidir. Bu nedenle indirgeyici ajanlar, hidrojen vericiler ve tekli oksijen
engelleyiciler olarak etki gosterirler. Fenolik antioksidanlar, Ca* homeostasisi
tizerindeki etkisiyle koroner kalp yetmezliginde dnleyici role sahiptirler. (Deveci ve
ark, 2016).
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Harborne ve Simmonds (1964) tarafindan yapilan ¢alismada fenolik bilesiklerinin

karbon sayilarina gore bir siniflandirmasi Tablo 2.1°de verilmistir (Eren, 2011).

Tablo 2.1. Fenolik bilesiklerin karbon sayilarina gore siniflandirilmasi

Yapisi Smifi
C6 basit fenolikler
C6-C1 fenolik asitler ve ilgili bilesikler
C6-C2 asetofenonlar ve fenilasetik asitler
C6-C3 sinamik asitler, sinamil aldehitler, sinamil alkoller
C6-C3 kumarinler, izokumarinler, chromene
C15 chalkone, aurone, dihidrochalkon

Flavan, flavanon, flavanonol, antosiyanidinler

C30 biflavon

C6-C1-C6 )
benzofenonlar, xanthone, stilbene

C6-C2-C6

C6, C10, C14 Kinon

C18 betasiyaninler

Gida veya bitki ekstraklarindaki toplam fenolik igerigin belirlenmesi,
spektrofotometrik ve kromatografik yontemler kullanarak gerceklestirilebilir.
Toplam fenoliklerin tayini igin Folin-Ciocalteu deneyi en yaygin olarak kullanilan

spektrofotometrik yontemdir (Nerantzaki ve ark, 2011).

2.2.1. Folin-Ciocalteu ayiraci (FCR) ile toplam fenolik yontemi

Singleton tarafindan gelistirilen bu yontem ile toplam fenolik madde igerigi 6lgmek
icin kullanilmaktadir (Singleton ve ark, 1965). Bu metodun esasi, fenolik
bilesiklerden ve diger indirgeyici bilesiklerden elektronlarin molibdene aktarilmasina
dayanmaktadir. Mavi komplekslerin olusumu 750-765 nm’de spektrofotometrik

olarak degerlendirilir (Albayrak ve ark, 2010).

Acik yapist Sekil 2.3’de verilen gallik asit genellikle standart bilesik olarak
kullanildiginda sonuclar gallik asit esdegerleri olarak verilmektedir. Yapilan son
calismalarda tanenler, kafeik asit ve vanilik asidi de standart bilesigi olarak

kullanilmaktadir (Prior ve ark, 2005).
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HO OH

OH

Sekil 2.3. Gallik asitin acik yapisi

FCR metodunun, gida ve bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasitesini belirlemek
icin kolay, tekrarlanabilir ve giivenilir bir metot oldugu bilinmektedir. FCR

reaktifleri ticari olarak mevcuttur (Magalhaes ve ark, 2008).

2.3. Flavonoidler Hakkinda Genel Bilgi

Flavonoidler, bir propan zinciri ile birlestirilmis iki benzen halkasindan olusan bir
difenilpropan (C6-C3-C6) yapisina sahip fenolik bilesiklerdir (Ak, 2006; Isbilir,
2008).

Fenolik yapilar1 nedeniyle antioksidan ozellikler sergilerler ve bazi flavonoidler
hicreleri ve dokular1 ROT’lerinin olumsuz etkilerinden Onemli 6lglde korurlar
(Groot ve Rauen, 1998; Vermerris ve Nicholson, 2006). Flavonoidler, serbest radikal
stpdrdculer, hidrolitik ve oksidatif enzimlerin inhibisyonu ve antiinflamatuar etkiler
gibi iyi bilinen 6zelliklere sahip organizmalar1 serbest radikallerin neden oldugu
hasarlardan ve hidrojenden kaynaklanan oksidatif stresten koruma yetenegine
sahiptirler (Eren, 2011).

Flavonoidlerin, serbest radikal siipiiriiciiler ve antioksidanlar olarak hareket ettigi
bilinmektedir. 2-fenil halkasi iizerinde orta veya para hidroksil gruplari olan
flavonollerin gicli antioksidan 06zelliklere sahip oldugu bilinirken, 5 ve 7
pozisyonundaki serbest hidroksil gruplarinin prooksidatif etkileri oldugu

gosterilmistir (Ramarathnam ve ark, 1988).

Bugln 4000 flavonoidin bitkilerden izole edildigi bilinmektedir. Acik yapis1 Sekil
2.4’de verilen flavonoidlerin biyokimyasal aktivitesi, kimyasal yapilarina ve bu
yapmin farkli varyasyonlarma baglidir. Diyet flavonoidleri, hidroksil, metoksi ve

glikozidik yan gruplarin diizenine ve A-B halkalari arasindaki konjugasyon iligkisine
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gore degisir. Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise C olarak tanimlanir. Karbon
atomlar1 C halkasinda oksijen ile baslayarak numaralandirilirken, B halkasindaki
karbon atomlar1 bir indeks () ile baslayarak numaralandirilir. Yenilebilir bitkilerde
flavonoidler ¢ogunlukla 3-glikozitler ve polimerler seklinde bulunur. Flavonoitlerin
glikozidik birimi esas olarak glikozdur, ancak glikoz, ramnoz, arabinoz ve galaktoz
da bulunabilir (Heim ve ark, 2002).

Sekil 2.4. Flavonoidlerin genel yapist

Flavonoidler ve fenolik antioksidanlar, anomerik hidroksil grubundaki bir hidrojen
atomunu lipit serbest radikallerine bagislayarak lipid oksidasyonunu onlerler.
Bilesigin yapis1 antioksidan aktivitesi, fenolik bilesiklerdeki -OH gruplariin sayisi
ve flavonoidlerin B halkasinin 5-OH, 3-OH ve 4-OH gruplari antioksidan
aktivitelerini etkiler. Birgok dogal antioksidan, 6zellikle flavonoidler, farkli biyolojik
rollere sahiptir. Meyve ve sebze tiikketimi ile kanser ve kardiyovaskiiler hastalik
arasindaki ters oranti, meyvelerdeki flavonoidlerin bollugundan kaynaklanmaktadir

(Miller ve Larrea, 2002).

Bitkilerde ikincil metabolitler olarak bilinen flavonoidler, kronik hastaliklarin
tedavisinde onemli bir rol oynamaktadir. Flavonoidler, antioksidan, antiinflamatuar
ve immiin modiilasyon gibi biyolojik fonksiyonlara sahip oldugu bir¢ok calisma
tarafindan bildirilmektedir. Serbest radikallerin iretimini engelleyerek ve onlari
dogrudan temizleyerek antioksidan etkiler gosteren bitki flavonoidlerinin antioksidan

etkinligi siklikla rapor edilmistir (Huang ve ark, 2022).

Diyet flavonoidleri 1s1l isleme c¢ok hassastir ve diisiik karaliliklar1 nedeniyle 1s1l

islemden sonra biyoaktiviteleri genellikle bozulur (Gao ve ark, 2022).

Flavonoidler dogal iiriinlerde bol miktarda bulunur ve insan sagliginda biyolojik
islevler yapar. Ornegin, soganin yapisinda bulunan kuersetin glcli bir antioksidan,

antidiyabetik ve antikanser etkilere sahiptir (Hsu ve ark, 2022).
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Flavonoidlerin doz alimiminin artmasiyla total kolesterol ve LDL kolesteroliin
plazma konsantrasyonlarmin diistiigii bilinmektedir. Kuersetin agisindan zengin elma
ve sogan tiiketimi arttiginda koroner kalp hastaligi mortalitesi azalmaktadir. Dogal
flavonoidlerin en yaygin Ornekleri kamferol, kuersetin ve mirisetindir. Kuercetin,
bitkilerde yaygin olarak bulunan flavonoid ve fenolik bilesenlerin ana bilesigidir.
Sogan, brokoli, domates, ¢ay, kirmizi sarap, findik, zeytinyag1 ve elma kabuklarinda
bol miktarda bulunmaktadir. Flavonoidlerin dihidroksi tiirevleri flavanonlardir. En
yaygin Oornekler naringenin, naringin, hesperidin ve hesperetindir. Genistein, daidzein
ve onun glikozitleri flavonoidlerin izomerleri olan izoflavonlarin érneklerindendir.
Flavonoller, flavonolin C halkasindaki ¢ift bagli oksijen atomuna -CH: grubu
eklendiginde olusur. Flavanoller, flavonoidlerin indirgenmis tiirevleridir (Ross ve

Kasum, 2002).

Flavonoidler heterosiklik C- halkasmnin oksijenlenme modeline goére flavonlar,
flavonoller, flavanonlar, flavanoller, antosiyanidinler ve izoflavonlar olmak iizere alti
alt siifa ayrilmaktadir. Flavonoidlerin bitki biiylimesinde 6nemli roller oynadigi ve
farmakolojik aktivitelere sahip oldugu bilinmektedir (Liu ve ark, 2022). P.major

jacg. bitkisinin flavonoid madde miktart aluminyum kloriir yontemi ile belirlenmistir.

2.4. Antibakteriyel Aktiviteler Hakkinda Genel Bilgi

Antibakteriyel aktivite testi, bakteri iremesinde yaygin olan bakteriler i¢in yapilan
bir test olup bakterilerin hizli iiremesi i¢in optimum seviyeler gereklidir. Bu optimum
kosullar uygun olursa bolgedeki bakteri popiilasyonu hizla artabilmektedir.
Antibakteriyel aktivite testi ile ortamdaki bakteri yogunlugu hakkinda bilgi alinabilir.
Antibakteriyel analizine duyulan ihtiyag, belirli ortamlarin bakteri iiremesi i¢in ideal
kosullara sahip olmasidir. Bakteriler hizla ¢ogalabilen organizmalardir. Boylece
yasam dongiileri i¢in optimum sicakliga ulastiklarinda katlanarak biiyiirler (Naz ve
ark, 2007).

Cogu zaman kaplanmis ylizeyde bakteri liremesini onleyen kaplama malzemesi ile
bakteri aktivitesi en aza indirilebilse de, bazi durumlarda bu uygulama
gerceklestirilememektedir. Bakterilerin belirli sicaklik ve nem degerleri arasinda
daha 1iyi yasadigr gozlemlenmistir. Bazi bakteriler su ortaminda gelisirken,

bazilarmin gelismesi i¢in ortamdaki belirli bir nem seviyesi kritiktir. Bu nedenlerle
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bakterilerin biiyiik bir boliimiiniin sicak ortamlari tercih ettigi soylenebilir. Bakteriler
belirli bir sicaklik degeri ile yasarlar. Cogu zaman karsit ornekler olsa da, ¢cogu
bakteri en gii¢lii sekilde 25-45°C arasindaki sicakliklarda hayatta kalabilirler. Bu
sicakliklarin diginda bakterilerin ¢ok uzun siire hayatta kalamadig: iyi bilinmektedir.

(Shan ve ark, 2007).

Hava damlaciklar1 arasinda yolunu bulan bakteriler st solunum yollarina girerek
insanlarin saglig1 i¢in tehlike olusturmaktadir. Genellikle akcigerlere girerek cesitli
hastaliklara neden olurlar. Bakteri popiilasyonlar1 seramik, ahsap yiizeyler, cam
yiizeyler, kap1 kollari, plastik yizeyler Uzerinde bulunabilirler ve bu ortamlarda
hayatta kalmaya, Uremeye devam edebilirler. Bu nedenle antimikrobiyal aktivite
testinin dogru yapilmasi 6nemlidir. Dezenfektanlar, bakteri liremesini engellemek
icin ajanlar olarak kullanilabilir. Bakteriler hemen hemen her ylizeyde yasam alani
bulabilirken, son yillarda antimikrobiyal yiizeyler olusturarak bakteri liremesini en

aza indiren ortamlar tasarlamak miimkiin olmustur (Bele ve ark, 2009).

Bakteriler Gram boyasina gore ikiye ayrilmaktadir, Gram negatif ve Gram pozitif
bakterilerdir. Farklar1 ise Gram negatif bakterilerde stoplazmik membran, ince bir
peptidoglikan tabakas1 ve tekrar bir dis tabaka bulunmaktadir. Peptidoglikan tabakasi
Gram negatiflerde, Gram pozitiflere gore ¢ok ince bir tabaka iken, esas farklilig
olusturan en dista bulunan lipopolisakkarit (LPS) tabakasidir. LPS tabakasi,
bakterilerin hidrofobisitesini arttiran, ozmotik basinca kars1 daha dayaniklilik
saglayabilen ve bakterilerin patojenik aktivitesine sebep olan bir tabakadir. Fakat
dogal direngte etkili mekanizmanin stoplazmik tabakaya yerlesim gosteren aktif
pompa proteini oldugu bilinmektedir ve son yillarda Gram pozitiflerde de yaygin
olarak gozlenmistir (Erdogan ve Everest, 2013).

Antibakteriyel aktivitelerin belirlenmesinde farkli yontemler, agar plug difiizyon
yontemi, agar kuyusu diflzyon yoéntemi, antimikrobiyal gradyan yontemi ve disk
difizyon yontemi kullanilmaktadir. P. major Jacq. bitkisinin antibakteriyel
ozelliklerinin belirlenmesinde disk diflizyon yontemi ile farkli gram pozitif ve gram

negatif bakterilere karsi etkileri incelenmistir.
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2.4.1. Disk diflizyon yontemi

Rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarliligini saptanmak i¢in en ¢ok kullanilan
metot disk difiizyon metodudur. Ucuz ve uygulamasi kolay olan bu metot Kirby
Bauer tarafindan gelistirilmistir. Kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarlilig
aragtirtlan mikroorganizmanin ekim yapildigr besiyerine difiize olma esasina
dayanmaktadir. Bu nedenle; belirli bir miktar antibiyotik emdirilmis kagit diskler,
denecek olan mikroorganizmanin yogun bir sekilde enjekte edilmis olan kati1 agara
yerlestirilir. Inkiibasyon siiresi bittiginde ilacin inhibisyon sagladig1 diskin
cevresinde Ureme gOrilmez. Mikroorganizma ilaca ne kadar hassas ise, diskin
etrafinda olusan inhibisyon zonu o kadar biiyiik olacaktir. Inhibisyon zonunun cap1
mm olarak Olcilerek, standart zon tablolarina gore degerlendirmeler yapilir ve
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobiyal ajana kars1 hassasiyet durumu

belirlenmektedir (Anesini ve Perez, 1993).

Disk  diflizyon  yonteminin  temeli  mikroorganizmalarin  ¢ogalmasidir.
Mikroorganizmalar kat1 bir ortama asilanir ve antimikrobiyel maddeler ortamin
ylizeyine yerlestirilmis bir diskten yayilir. Antimikrobiyal maddenin etkinligi, disk
cevresinde olusan zonlart Olgiilerek belirlenir. Disk diflizyon yontemi kullanim
kolaylig1 acisindan diinyada en yaygin kullanilan yontemdir. Besiyeri olarak Miiller-
Hinton agar 6nerilir. Diflizyon kiiltiirii, kat1 bir ortamin yiizeyinde uygun yogunlukta
mikroorganizmalarin ~ siispanse edilmesiyle elde edilir. Normal biiyiiyen
organizmalarin 1:1000 oraninda seyreltilmesi ve yavas biliyliyen organizmalarin
1:100 veya 1:10 oraninda seyreltilmesi onerilir. Diskler laboratuvarda ve piyasada

yapilabilmektedir (Hazir, 2004).

2.4.2. P. major Jacq Bitkisinin Antibakteriyel Aktivitesinin Belirlenmesinde

Kullanilan Bakteriler

2.4.2.1. Bacillus cereus

Bacillus cereus, cubuk seklinde, Gram pozitif, fakiltatif anaerob ve hareketli bir
bakteri olup endospor olusturma 6zelligine sahiptir. Toprak kaynakli bir bakteri olan
B. cereus, ¢esitli gidalarda yaygin olarak bulunmakta ve gida kaynakli hastaliklara
yol agmaktadir. Birgok B. cereus susu toksin liretme 6zelligine sahip ve enfeksiyon

hastaliklara neden olmaktadir. B. cereus, ¢ig gidalarda bulunabildigi gibi pismis
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gidalarda da bulunabilmektedir. Donmus ve pastorize iirlinlerde de canli sporlarin
bulunmasi ve depolama sirasinda diisiik sicakliklarda bile germine olabilmeleri son

zamanlarda B. cereus hakkindaki endiseleri arttirmistir (Cilak ve Halkman, 2018).

B. cereus bakterisinde spor olusumunu tetikleyen en Onemli faktor ise besin
yetmezligidir. Ortamda besin olarak karbon, azot veya bazi durumlarda fosfor
kaynagi bulunmadigi zamanlarda Bacillus tirlerinin  buyuyen hiicreleri
sporlanmaktadir. Spor olusumu ayrica asir1 ylksek ya da diisiik sicakliklar ile
mineral madde, tuz ve seker gibi hipertonik ortam kosullarinda da

gerceklesebilmektedir (Fundagul ve ark, 2013).

B.cereus besin zehirlenmesi, endokardit, bakteriyemi ve sepsis gibi enfeksiyonlara
sebep olmaktadir. Bu enfeksiyoz hastaliklar arasinda en sik emetik ve diareli besin
zehirlenmesi gorilmektedir. Ayrica Keratit ve panoftalmit gibi goz enfeksiyonlart,
yanik, yara ve cilt enfeksiyonlari, menenjit, alt solunum yolu enfeksiyonlar1 gibi

hastaliklara neden olabilmektedir (Mengeloglu ve ark, 2011).

2.4.2.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcaceae familyasina ait Gram pozitif, sporsuz ve yuvarlak tizim taneleri
seklindedir. Staphylococcus tirleri fakiltatif anaerobik bakterilerdir (hem aerobik
hem de anaerobik ortamda yasayabilirler). Staphylococcus aureus suslart toksin
olusturma Ozelligine sahiptirler (Atli, 2007). S. aureus bir ¢ok antibiyotige direng
gostererek ¢ogu hastane i¢in 6nemli bir soruna yol agmaktadir (Giilbandilar, 2009).

Staphylococcus aureus hastane veya toplum kaynakli enfeksiyonlara neden olabilen
onemli bir patojen bakteridir. S. aureus’un bazi suslari insanlarda intoksikasyon
belirtileri gdsteren maddeler olustururlar. Bu maddeler sindirim sisteminde meydana
getirdigi olumsuz etkilerinden dolay1 enterotoksin olarak adlandirilmaktadir. S.
aureus enterotoksinlerinin neden oldugu intoksikasyonlarda inkiibasyon stireleri kisa
olup alindiktan yaklasik 2-4 saat sonra klinik semptomlar olusturmakta ve bu

semptomlar 48 saat sonra tekrar kaybolmaktadir (Alisarli, 2002).

2.4.2.3. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa nin  bazi tlirleri  patojen olup Gram negatif,
sporsuz, flagellali, hareketli, dogada toprak, bitki ve sularda yogun olarak
bulunmaktadir. Bazi tiirleri oksidaz pozitif, bazilar1 oksidaz negatiftir. Tiirlerin
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tamamu katalaz pozitiftir ve fermantasyon yapmayan bakterilerdir (Sen ve Halkman,
2006).

Beslenme gereksinimlerinin oldukga basit olusu, gogalabilmesi i¢in genis bir sicaklik
araligina ihtiyag¢ gostermesi (20-42 °C), yuksek tuz konsantrasyonununa, farkli ¢evre
kosullarina dayanikli olusu, ¢ogu antibiyotiklere karsi direngli olusu ve nemli
ortamlarda kolaylikla iireyebilmesi gibi sahip oldugu 6nemli fizyolojik 6zellikleri
nedeniyle de farkli ekolojik ortamlarda firsat¢i bir patojen olarak da karsimiza
cikmakta ve biitiin diinyada gida endiistrilerinde, ilag ve hastane ortaminda sorun
olusturmaktadir. P. aeruginosa enfeksiyonlart konak¢min immun sisteminin
zayiflamasinin yanisira bakteriye ait ¢cok c¢esitli virulans faktorlerinin de katkisi ile
ortaya ¢ikar. P. aeruginosa hucre ylzey komponentleri, ekstraseliler enzimler ve
toksinleri igeren ¢esitli virulans faktorlere sahiptir. P. aeruginosa nemli ortamda
bulunmay1 sever. Insanda aksilla ve kulak gibi nemli ortamlarda rahatlikla

tireyebilmektedir (Siriken ve Oz, 2017).

P. aeruginosa, kistik fibrosis, yanik enfeksiyonu ve HIV hastalar1 gibi immun
sistemi baskilanmis hastalarda enfeksiyonlara neden olabilir. Akut ve kronik
enfeksiyon boyunca farkli viriilans etmenleri iiretebilen P. aeruginosa, hastane
enfeksiyonlarinin % 16, hastane kdkenli tliriner sistem enfeksiyonlarinin % 12 ve

cerrahi enfeksiyonlarinin % 8’ inin etkenidir (Bayrakal, 2008).

2.4.2.4. Escherichia coli

Escherichia coli, Enterobacteriaceae ailesinde Escherichia cinsinde yer alan Gram
negatif, fakiiltatif anaerob, hareketli, spor olusturmayan g¢omak seklinde bir
bakteridir. Patojenik olanlar olusturdugu hastaligin tipine ve sahip oldugu virulens
Ozelliklerine gore smiflandirilmaktadir. E. coli suslar1 bagirsak disi ve bagirsak
(ekstraintestinal ve intestinal) enfeksiyonlarina neden olmaktadirlar. Siv1 kilttrlerde
hizli iireyerek, tek basina ya da ¢iftler halinde gorilur. Bagirsak enfeksiyonlarinda,
ishal yapar ve bir kisim toksin tretirler (termolabil enterotoksin, Yuksek molekilli
bir toksin olup 15 dk, 60 °C’de inaktive olmaktadir ve termostabil enterotoksin,
Diistik molekiil agirlikl bir toksindir ve 100 °C’de 15 dk i¢inde inaktive olmaktadir
(Omerovic ve ark, 2017).
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E. coli, sahip oldugu flagella, kapsiil, hiicre duvar1 ve sentezledigi enterotoksinler,
sitotoksinler ve hemolizinler gibi virllens faktorleriyle hayvan tirlerinde Griner
sistem enfeksiyonlar1 ve enterik enfeksiyonlar gibi degisik hastaliklara neden
olmaktadir. E. coli’nin hayvan tiirlerine gore degisik serotiplere sahip oldugu ve bu
serotiplerin de farkli patojenik karakterler sergiledigi bilinmektedir.  Patojen
serotipler arasinda O157, O1:K1 ve O78:K80 bulunmaktadir. E. coli her ortamda
bulunabilecegi ve farkli c¢evre kosullarinda uzun siire canli kalabilecegi
bildirilmektedir. Suslar arasinda o6zellikle O157 serotipinin daha dayanikli oldugu,
diskida 50 giin, toprakta 130 giin canli kaldigi ve bu siire i¢inde infektivitesini
korudugu rapor edilmektedir (Giilhan, 2003).

Insanlarda olduk¢a siddetli enfeksiyonlara neden olan E. coli 0157:H7 susu
ozellikle son yillarda adindan siklikla bahsedilen gida kaynakli bir patojen olarak
bilinmektedir. E. coli 0157:H7 kontamine et yaninda siit ve siit liriinlerinin de neden
oldugu cok sayida salgin hastaliklar rastlanmistir. E. coli O157:H7 susunun
biyokimyasal Ozellikleri diger E. coli suslarina benzemektedir. E. coli’ler gibi
optimum olarak 37°C’de ve pH 7,0-7,2°de gelisir. Bakteri isiya duyarlidir ve

pastorizasyon 1sisinda inaktive olmaktadir (Giimiissoy ve Gonulalan, 2005).

2.5. Koca siitotu (P. major jacq) Bitkisinin Genel Ozellikleri

Bilimsel adi Polygala major jacq. olan, Polygala cinsine ait subtermofilik ve
oligotrofik bir bitki tlridir. Cayirlarda ve ¢ayirliklarda sikga karsilasilir. Polygala
cinsinin diger tiirleri gibi ac1 maddeler icermektedir. Romanya halki tarafindan
ciceklenme Ozelliklerinden dolayr siit otu, koruyucu ve orak¢i olarak
adlandirilmaktadir. Bitki kok, gévde, yaprak ve ¢icek kismindan olusur (Georgescu,

2011).

Polygala major jacg., baslangicta Avusturya’da tammlanmis olup Italya’dan bati
Rusya’ya kadar bir dagilim araligina sahiptir. Sekil 2.5’de gosterilmekte olan P.
major jacg. bitkisi uzun korolla tiipleri ¢anak kanatlar1 kadar uzun, agikca disa doniik
omurgalar, tiysuz sepal kanatlar ve 3 mm’den uzun jinoforlar i¢erdiginden Polygala
cinsinin diger tiirlerinden farkhidir. Tiirin 6zellikle ¢igeklerinin boyutu, rengi ve
sepal kanatlariin sekli bakimindan ¢ok degisken oldugu kaydedilmistir (Lyskov ve
ark, 2019).
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Sekil 2.5. Polygala major jacqg. bitkisi

Polygalaceae familyasinin en temsilli cinsi olan Polygala cinsine aittir, diinyanin
dort bir yanindan 600°den fazla tiirden olusur, bu tiirlerin 40’1 Cin’de mevcuttur. P.
altomontana, P. caudata, P. flavescens, P. glomerata, P. japonica, P. molluginifolia,
P. Sibirica ve P. Tenuifolia gibi tdrlerinin, enflamasyona, kardiyovaskiler ve
merkezi sinir sistemi bozukluklarina karsi cesitli geleneksel kullanimlari rapor
edilmistir. Ayn1 zamanda bu tiirlerin fitokimyasal caligmalari, triterpenler,
terpenoidler, flavonoidler, benzofenonlar ve polisakkaritler igerdiklerini
bilinmektedir. (Dubois ve ark, 2020).

Polygala tenuifolia bitkisinin ve bitkiye ait aktif bilesenlerin, anti inflamasyon,
antioksidan, anti néronal apoptoz, merkezi kolinerjik sistemi glclendirme ve néronal
proliferasyonu tesvik etme gibi Alzheimer hastaligina karsi etkisi oldugu rapor

edilmistir (Deng ve ark, 2020).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullamilan Arag¢-Gere¢ ve Kimyasal Maddeler
3.1.1. Bitkisel materyal

Deneylerde  kullanilan P.  major jacq. bitkisi 2022 Mayis ayinda
Esentepe/Sakarya’dan toplandi ve analizlerde kullanildi. Bitki toplandiktan sonra
yaprak ve ¢icek kisimlarina ayrilarak oda sicakliginda kurutulmaya birakildi (Sekil
3.1). Kurutulduktan sonra deneysel ¢aligmalarda kullanilmak {izere mekanik olarak

ogiitiilerek toz haline getirildi.

Sekil 3.1. Polygala major jacq. bitkisinin hazirlanma asamalar1
3.1.2. Kimyasallar

Analizlerde kullanilan biitiin kimyasal maddeler analitik kalitededir. Gallik asit
(GA), kuersetin  (QE), 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Sigma-Aldrich
(Germany), etanol, metanol, aseton, Folin-Ciocalteu reaktifi, sodyum karbonat,
aliminyum kloriir ve sodyum nitrit Merck (Darmstadt, Germany) firmasindan temin

edilmistir.

3.1.3. Kullanilan arag gerecler

Shimadzu UV-2600 PC UV-VIS recording spectrophotometer UV, RUCHI
switzerland v-850 Evaporat6r, buzdolabi (liebherr, medline), terazi (precisa gr-200),
karistrict (Vortex 2 genie ve shaker gl- 861), blendir (fakir), santrifij (rotina 420-



hettich, Germani), otomatik pipet (100-1000 pL smart, 50-200 uL 1solab), etiiv
(termal), IKA KS 4000 calkalamali inkiibator cihazi, FTIR  spektrometer
(PerkinElmer Spectrum Two), saf su cihazi (Milli-Q A10 toc monitér) ve ultrasonik
homojenizatdr (bandelin), LCMS analizleri Shimadzu marka LCMS-9030 model
cihazda Q-TOF analizor kullanilarak yapilmustir.

3.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi
— Toplam fenolik madde tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

%10’luk NaxCOs ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 10 g NaoCO3z 100 mL saf su igerisinde
cozalda.

1000 mg/L Gallik asit ¢dzeltisinin hazirlanmasi:100 mg Gallik asit 100 mL’lik balon
jojeye alinarak saf su ile hacme tamamlandi.

— Toplam flavonoit madde tayininde kullanilan ¢ozeltiler:

% 10’luk AICls ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2,5 g Aliiminyum kloriir 25 mL’lik balon

jojeye alinarak saf su ile hacme tamamlandi.

%35’lik NaNO: ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1.25g NaNO: 25 mL’lik balon jojeye

alinarak saf su ile hacme tamamlandi.
— DPPH serbest radikali temizleme kapasitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler:

DPPH ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 2 mg DPPH tartilarak 100 mL metanol ile ¢oziildii.

3.3. Deneysel Calismalar
3.3.1. P. major jacqg. bitkisinin geleneksel yontemle ekstraksiyonu

P. major jacq. yaprak ve ¢i¢ek kisimlarindan ayri ayr1 0,5 g alinarak iizerine 20 mL
coziicl (%80 aseton, %80 etanol, %80 metanol) eklendikten sonra 30 °C sicaklikta,
150 rpm’de 24 saat inkiibasyona birakildi. Siire sonunda ¢ozeltiler 4000 rpm’de 15
dk santrafuj edildi, siizge¢ kagidindan siiziildii ve ekstreler eppendrof tiiplerine
aktarilarak deneylerde kullanilmak tizere -22 °C sicaklikta muhafaza edildi (Kaya ve
Taskin, 2016). Antibakteriyel ¢alismalar igin siizlintiilerin evaparatorde ¢oziiciileri
ucuruldu, kalan kati ekstraktin tartimi alind1 ve buzdolabinda muhafaza edildi (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. Polygala major jacq bitkisinin geleneksel ekstraksiyon asamalari
3.3.2. P. major jacq. bitkisinin ultrasonikasyon ekstraksiyonu

P. major jacq. bitkisinin yaprak ve ¢icek kisimlarindan 0,5 g alindi 20 mL ¢ozelti
(%80 aseton, %80 etanol, %80 metanol) ile 50 mL’lik tiipler igine aktarildu.
Ultrasonik prob ile ekstrakt edildi. Ultrasonikasyon isleminde kullanan kosullar ise
giic 150 w, frekans 30 khz, sicaklik 20 °C, prob ¢ap1 13 mm ve siire 10 dk olacak
sekilde kullanildi. Daha sonra karigimlar 4000 rpm’de 15 dk santriftj edildi ve
stizge¢ kagidindan siiziildii. Ekstreleri eppendrof tiiplerine aktarilarak deneylerde

kullanmak igin -22 °C sicaklikta muhafaza edildi (Sekil 3.3).

-
—

Sekil 3.3. Polygala major jacq bitkisinin ultrasonikasyon ekstraksiyon agamalari
3.3.3. Folin-Ciocalteu yontemiyle toplam fenolik madde tayini

Ekstrelerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Singleton ve Rossi (1965) yontemi
modifiye edilerek kullanildi. Numuneler igin 100 pL ekstrakt, 200 pL Folin
Ciocaltaeu reaktifi, 2 mL saf su, 3 dk bekledikten sonra 1 mL Na.COs ¢ozeltisi
eklendi, deney tilipleri karigtirilarak 1 saat karanlik ortamda, oda sicakliginda
bekletildi. Siire sonunda numunelerin absorbanslart UV Spektrofotometresi’'nde 765

nm’de okutuldu. Analizler biitiin denemelerde {i¢ parelel olacak sekilde ¢aligilmistir.

Standart olarak kullanilan gallik asit ¢ozeltisinden farkli konsantrasyonlar (50, 100,
200, 300, 400, 500 ppm) hazirlandi, her ¢Ozeltiden100 pL alindi, 200 pL Folin
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Ciocaltaeu reaktifi, 2 mL saf su eklendi 3 dk bekledikten sonra 1 mL Na2COs
cozeltisi eklendi, deney tupleri karistirilarak 1 saat karanlik ortamda, oda
sicakliginda bekletildi ve UV spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda okutuldu.
Absorbans degerleri y-ekseninde ve Kkonsantrasyon degerleri ise x-ekseninde
gosterilerek bir standart calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart dogru
denklemi y=0,0032x+0,0178 olarak tespit edildi. Standart grafige gore tiim bitki
ekstraktlarindaki toplam fenolik madde mg gallik asit esdegeri GAE/ g kuru madde

olarak hesaplandi.

3.3.4. Aluminyum klortr yontemi ile toplam flavonoid madde tayini

P. major jacq. ekstraktlarinin toplam flavonoid miktarlari kuersetine esdeger olarak
aliminyum Klorir yontemi modifiye edilerek belirlendi (Eghdami ve Sadeghi, 2014).
Toplam flavonoid madde tayini icin 100 uL ekstre Gzerine 300 pL saf su, 30 pL
NaNO- eklendikten sonra 5 dk bekletildi. Daha sonra 30 uL AIClz, 200 uL NaOH
(ImM) ve 340 pL saf su eklenerek karisimlarin absorbans degerleri UV
spektrofotometrede 510 nm dalga boyunda ii¢ parelel olacak sekilde dl¢tildii.

Toplam flavonoid madde analizinde standart olarak kullanilan kuarsetinin farkli
konsantrasyonlarda (800, 600, 400, 200, 100, 60, 40, 10 ppm) ¢ozeltileri hazirland1
ve 510 nm dalga boyunda UV spektrofotometresi ile 6lctldi. Toplam flavonoid

madde icerigi mg kuarsetin esdegeri (QE)/gram kuru madde olarak ifade edilmistir.

3.3.5. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini

P. major jacq. ekstraktlarimin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH serbest
radikali kullanilarak yontemin modifiye edilmesi ile belirlendi (Brand William,
1995). Ekstre numunelerinden 200 pL 6rnek alinarak tizerine DPPH ¢ozeltisinden 3
mL ilave edildi. Oda sicakliginda karanlik ortamda 30 dk inkiibasyondan sonra 517
nm’de absorbanslari ii¢ parelel olarak dl¢lilmiistiir. Serbest radikal giderim aktivitesi

asagidaki esitligi kullanilarak hesaplandi (3.1).

. A Kontrol — A Ornek
DPPH Giderim Aktivitesi (% Inhibisyon) = x 100 (3.1)
A Kontrol

Axontrol kontroliin absorbansi, Aémek 6rnegin absorbansidir.
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3.3.6. Ekstraksiyon verimi

P. major jacq. bitkisinin yaprak ve cigek ekstreleri 50°C sicaklikta evaporatorde
ucuruldu. Elde edilen kati ekstrelerin tartimi1 alindi ve ekstraksiyon verimi

hesaplamasi i¢in kullanildi (3.2).
Ekstraksyon verimi (%) = % x 100 (3.2
2

Burada, W,, buharlastirdiktan sonra ekstraktin agirligi ve W,, kurutulmus numune

miktaridir.

3.3.7. P. major jacq. Bitkisinin ve Ekstrelerinin UV Spektrumlari

Bu ¢aligmada P. major jacq bitkisinden elde edilen ekstreleri seyreltmek icin her
ekstreden 100 uL. 6rnek alindi1 deney tiipline aktarildi tizerine 7,9 mL kendi ekstrakt
cozeltisinden (%80 aseton, %80 etanol, %80 metanol) ilave edildi ve calkalandi

daha sonra UV spektrofotometrede 200-600 nm dalga boyu araliginda incelendi.

3.3.8. P. major jacq. Bitkisinin ve Ekstrelerinin FTIR Spektroskopisi

P.major jacq. bitkisinin yaprak ve ¢igeginin 6giitiilmiis tozu ve bitkinin yaprak ve
cicek kisimlarindan elde edilen ekstreler 4000-400 cm™ araliginda tarayarak

yapilarindaki fonksyonel gruplara ait spesifik pikler gézlemlendi.

3.3.9. P. major jacq. Ekstrelerinin LCMS Kromotogramlar:

P. major jacq. bitkisinin ¢igek ve yaprak etanol ekstrelerinden 200 uL alinarak 3 mL
%80’lik etanol icerisinde seyreltilmistir. Kullanilan mobil faz asetonitril ve 30 mM
formik asitten olusurken akis orani 0,5 mL/dk ve analiz siiresi 35 dk’dir. Kolon
sicakligr 25 °C’de sabit tutulmustur. Kolon olarak CN kolon (3 um, 15 cm, 4 mm)
kullanilmistir ve numune miktar1 10 pL’dir. Gradient eliisyondaki formik asit
oranlart 0-8 dk %95°te sabit tutulmustur. 8 ile 13 dk arasinda %95’ten %85’¢
distirilmustiir. 13-18 dk 85’ten 70°e, 18-20 dk %70’ten %65’e, 20-24 dk %65’ten
%40’a, 24-27 dk %40°tan %20’e, 27-30 dk aras1 %20°den %10’a, 30-32 dk arasi
%10’dan %5’e kademeli olarak diisiiriilmiistiir. 32-35 dk arasinda ise %5’ten %95°e
arttirtlmistir  (GoOrguc ve ark., 2020). Kiitle spektrumlari pozitif ve negatif

iyonizasyon modlarinda elektrosprey iyonizasyon yontemi ve Q-TOF analizoru
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kullanilarak alinmistir. Araylizey voltaji 4,0 kV, sicakligr 300 °C’dir. Nebilizor gaz
(helyum) akis1 3,0 L/dk’dur.

3.3.10. Kuru Madde Tayini

Kuru madde tayininde P.major jacq. bitkisinin ¢i¢cek ve yapraklari etiivde 106 °C
sicaklikta 24 saat boyunca kurutulmaya birakildi. Tartimlar 4., 8. ve 24. saatlerde

alind1 ve nem derecesi belirlendi.

3.3.11. Antibakteriyel Aktivite Tayini

Bu calismada P. major jacg. ekstrelerinin antibakteriyel aktivitelerinin belirlenmesi
icin Bacillus cereus, Escherichia coli 0157:H7, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus bakteri suslar1 kullanildi. Bakteri suslar1 10 mL’lik triptik
soya Kkiiltiiriine asilanarak 37 °C sicaklikta 24 saat inkiibe edildi. P. major jacg.
metanol ekstreleri 3 mL saf su ile ¢6zildu, seluloz membran filtre (22um) ile filtre
edilerek eppendrof tiiplerine aktarildi. Steril edilerek ve 45-50 °C’ye kadar sogutulan
Mdiller Hinton Agar, steril Petri kutularina 15 mL aktarildi ve besiyerinin homojen
bir sekilde dagilmasi saglanarak 4 °C’de buzdolabinda 1,5-2 saat bekletildi. Triptik
soya kultlriinden bakteriler 50 pL alindi, Miiller Hinton Agara asilanarak 30 dk
bekletildi. Steril bos antibiyotik diskler (6 mm ¢ap) asilanan agara belirli araliklarla
dizildi ve hazirlanan bitki ekstrelerinden 20 pL alinarak steril disklerin iizerine
eklendi. Petriler 37 °C sicaklikta 24 saat inkiibe edildi. Biitiin testler dort parelel
olacak sekilde yapildi. Siire sonunda besiyeri iizerinde olusan inhibisyon zonlart mm

olarak degerlendirildi.
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4. DENEYSEL BULGULARI

4.1. Folin Ciocalteu Yontemiyle Toplam Fenolik Madde Tayini Sonuclar

Folin Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde Gallik

asit ile elde edilen standart grafik Sekil 4.1°de gosterilmektedir.
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y =0.0032x + 0.0178
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Sekil 4.1. Gallik asit standart grafigi

Yukaridaki kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanan P. major jacg. bitkisinin
ekstrelerinin toplam fenolik bilesik igerikleri Sekil 4.2°de gosterilmistir. Toplam
fenolik madde tayininde en yiiksek degerler yaprak ekstraktlarinda gozlendi. Yaprak
ekstraktlarinda ¢oziicii farkliligina gore siralanmasi etanol>aseton>metanol ekstrakti
seklindedir ve sirasiyla 47,81+1,53, 45,38+2,67 ve 43,31+1,42 mgGAE/g kuru

madde olarak belirlenmistir.

Cicek ekstraktlarinda ¢oziicii farkliligina gore siralanmasi ise aseton>etanol>metanol
ekstrakti seklindedir ve sirastyla 37,81+2,00, 35,71+0,90 ve 32,99+1,65 mgGAE/g

kuru madde olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2. P. major jacg. bitkisinin cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar

Sekil 4.3’de P. major jacq. bitkisinin ultrasonik ekstrelerinin total fenolik bilesik
icerikleri en yiiksek degerler yaprak ekstraktlarinda gozlendi. Coziicii farkliligina
yaprak ekstreleri etanol>metanol>aseton olurken degerleri sirasiyla 48,51+1,35,

44,27+2,45 ve 42,18+1,29 mg GAE/g kuru madde olarak belirlendi.

P. major jacg. bitkisinin ultrasonikasyon ¢ig¢ek ekstraktlarinin ¢oziicii farkliligina

gore siralamasi ise metanol>aseton>etanoldiir ve degerler sirasiyla 31,57+0,96,

29,042,93+ ve 26,69+1,35 mg GAE/g kuru madde olarak gozlendi.
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Sekil 4.3. P. major jacq. bitkisinin ¢icek-yaprak aseton, etanol ve metanol ultrasonik
ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar
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Bitkinin her iki ekstraksiyon yonteminden elde edilen gicek ve yaprak ekstrelerinde
bulunan toplam fenolik madde degerleri birbirine yakin oldugu belirlenmistir.
Bununla birlikte P. major jacq. bitkisinin hem geleneksel hem de ultrasonikasyon
ekstrelerinin toplam fenolik madde igeriginin yaprak kisminda ¢igek kismina gore

daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. P. major jacq. bitkisinin cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol
geleneksel ve ultrasonik ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlari
mg GAE/g kuru madde

Numuneler Geleneksel ekstraksiyon | Ultrasonikasyon ektraksiyon
(mg GAE/g kuru madde) (mg GAE/g kuru madde)
Cicek aseton 37,81+2,00 29,04+2,93
Yaprak aseton 45,38+2,67 42,18+1,29
Cicek etanol 35,71+0,90 26,69+1,35
Yaprak etanol 47,81+1,53 48,51+1,35
Cicek metanol 32,99+1,65 31,57+0,96
Yaprak metanol 43,30£1,42 44,27+2,45

4.2. Aliminyum Klorir Yontemi ile Toplam Flavonoid Madde Tayini Sonuclar:

P. major jacq. ekstraktlarinin toplam flavonoid madde tayinleri kuersetine esdeger
olarak aliiminyum kloriir yontemi ile belirlendi. Kuersetin kullanilarak elde edilen

standart ¢alisma egrisi grafigi Sekil 4.4’de goriilmektedir.

2.5 A

y = 0.0033x + 0.0437
2 1 R? =0.9997

Absorbans

0 200 400 600 800
Konsantrasyon, ppm

Sekil 4.4. Kuersetin standart grafigi
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P. major jacq. bitkisinin farkli ¢oziiciilerdeki ekstrelerin total flavonoid madde
igerikleri Sekil 4.5°de gosterilmistir. Yaprak ekstraktlarinda ¢oziicti farkliligina gore
siralandiginda  aseton>etanol>metanol olurken degerler sirasiyla 16,56+0,72,

10,97%0,52 ve 7,93+0,61mg kuersetin/g kuru madde olarak hesaplandi.

Cicek ekstraktlarinda ¢oziicli farkliligina gore siralanmasi ise aseton>etanol>metanol
seklindedir ve degerler sirasiyla 5,14+0,13, 4,47+ 0,08 ve 4,17+0,39 mg kuersetin/g

kuru madde olarak belirlendi.
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Sekil 4.5. P. major jacg. bitkisinin c¢icek-yaprak aseton, etanol ve metanol
ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktarlar

Sekil 4.6°da P. major jacq. bitkisinin ultrasonik ekstrelerin total flavonoid madde
bilesik icerikleri yaprak ekstraktlarinda ¢oziicii farkliligina gore siralanmasi
aseton>etanol>metanol seklindedir ve degerler sirastyla (15,14+0,95, 9,95+0,24 ve
7,48+0,22) mg kuersetin/g kuru madde olarak hesaplanirken cicek ekstraktlarinda
aseton>metanol>etanol seklindedir ve degerler sirasiyla (5,48+0,22, 4,02+0,40 ve
4,27+0,18) mg kuercetin /g kuru madde olarak g6zlendi.
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Sekil 4.6. P. major jacq. bitkisinin gicek-yaprak aseton, etanol ve metanol ultrasonik
ekstrelerinin toplam flavonoid madde miktarlari

Bitkinin her iki ekstraksiyon yonteminden elde edilen cicek ve yaprak ekstrelerinde

bulunan toplam flavonoid madde miktarlarinin birbirine yakin degerlerde oldugu

Tablo 4.2°’de goriilmektedir. Bununla birlikte P. major jacg. bitkisinin hem

geleneksel hem de ultrasonikasyon ekstrelerinin toplam flavonoid madde igeriginin

yaprak kisminda ¢igek kismina gore daha yiiksek degerler elde edilmistir.

Tablo 4.2. P. major jacg. bitkisinin cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol

geleneksel

miktarlart mg QE/g kuru madde

ve ultrasonik ekstrelerinin toplam flavonoid madde

Numuneler

Geleneksel ekstraksiyon
(mg QE/g kuru madde)

Ultrasonikasyon ektraksiyon
(mg QE/g kuru madde)

Cicek aseton
Yaprak aseton
Cicek etanol
Yaprak etanol
Cicek metanol

Yaprak metanol

05,14+0,13
16,56+0,72
04,44+0,08
10,97+0,52
04,17+0,39

07,93+0,61

05,48+0,22
15,14+0,95
04,27+0,18
09,95+0,24
05,02+0,40

07,48+0,22
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4.3. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Tayin Sonuclar

P. major jacg. ekstraktlarinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi 1000 pg/mL
konsantrasyonda tayin edildi. Normal ekstraksiyon sonuclarina gore en yiiksek
DPPH giderim aktivitesini, ¢igek metanol ekstrakti (%48,94+0,13) gosterirken en
diisiik DPPH giderim aktivitesini ise yaprak aseton ekstrakti (%40,66+0,55) gosterdi.
Bitki ekstraklarimin  DPPH giderim aktivitesi ¢Ozilicii farkliklarina gore
metanol>etanol>aseton seklinde kaydedildi. Sekil 4.7°de gosterilen sonuglarin
¢oziicii farkliligina gore ve tlim bitki ekstraktlarinda metanoldeki % inhibisyon

degerlerinin en fazla oldugu goriildii.
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30.00

11111}
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10.00
Cicek Yaprak Cicek Yaprak Cicek Yaprak
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Sekil 4.7. P. major jacg. bitkisinin cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol
ekstrelerinin DPPH giderimi

Sekil 4.8’de ultrasonik ekstraksiyon sonucglarmma gore en yiiksek DPPH giderim
aktivitesi yaprak metanol ekstrakti (%50,40£0,25), en diisik DPPH giderim
aktivitesini ise yaprak aseton ekstraktr (%39,90+£1,20) g0sterdi. Bitki ultrasonik
ekstraklarimin DPPH giderim aktivitesi ¢oziicii farkliklarma goére siralandiginda

metanol>etanol>aseton oldugu goruldu.
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Sekil 4.8. P. major jacqg. bitkisinin cigek-yaprak aseton, etanol ve metanol ultrasonik
ekstrelerinin DPPH giderimi

Bitkinin geleneksel ve ultrasonikasyon ekstraksiyondan elde edilen ¢icek ve yaprak

ekstrelerinin DPPH radikal giderim aktivite degerleri birbirine yakin oldugu

belirlenmistir. Bununla birlikte P. major jacq. bitkisinin hem geleneksel hem de

ultrasonikasyon ekstrelerinin DPPH giderim aktivite degerleri yaprak ve cicek

kismlarinda birbirine yakin olmakla birlikte metanol ultrasonikasyon hari¢ ¢igek

ekstrelerinde yaprak ekstrelerine gore biraz daha fazla oldugu gézlenmistir (Tablo

4.3),

Tablo 4.3. P. major jacq. bitkisinin cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol
geleneksel ve ultrasonikasyon ekstrelerinin DPPH giderim aktivite

degerleri

Numuneler

Geleneksel ekstraksiyon
(% inhibisyon)

Ultrasonikasyon ektraksiyon
(% inhibisyon)

Cicek aseton
Yaprak aseton
Cicek etanol
Yaprak etanol
Cicek metanol

Yaprak metanol

47,72+0,00
40,66+0,55
46,97+0,43
43,04+0,73
48,94+0,13

46,75+0,46

48,13+0,21
39,90+1,20
48,28+0,12
43,11+0,52
47,26+0,00

50,40+0,25
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4.4. Ekstraksiyon Verimi Sonuc¢lar:

P. major jacg. bitkisinin aseton, etanol ve metanol ¢ozucilerinde ekstraksiyon verimi
Tablo 4.4’te gosterilmistir. Geleneksel ve ultrasonikasyon ekstraksiyolarda cicek
orneklerinin ekstraksiyon verimi yaprak orneklerine gore daha yuksektir. Coztctler
acisindan bakildiginda en yulksek ekstraksiyon verimi metanol ekstraktlarinda

go6zlenirken en diisiik degerler etanol ektsrelerinde gézlenmistir.

Tablo 4.4. P. major jacg. bitkisinin cicek-yaprak aseton, etanol ve metanol
geleneksel ve ultrasonikasyon ekstraksiyon verimi

Coziicii %80 Arnek Gelenetzerlis]lﬁgzlksiyon UItraso\?;rirzl?,sEZ\ksiyon
P. major jacg. cicek 36,72 + 0,004 36,80 +0,003
Aseton P. major jacg. yaprak 27,52 + 0,004 30,20 + 0,004
P. major jacg. cicek 28,64 + 0,004 28,80+0,002
Etanol P. major jacg. yaprak 21,72+ 0,011 22,90+0,010
Metanol P. major jacg. cicek 42,44 + 0,011 44,02+0,001
P. major jacg. yaprak 28,44 + 0,006 31,38+0,002

4.5. P. major jacg. Bitkisinin ve Ekstrelerinin UV Spektrum Sonuclari

Aseton, etanol ve metanol c¢oziicilerinde P. major jacq. ¢icek ve yaprak
ekstraktlarinin UV spektrum pikleri Sekil 4.9-4.11°de gosterilmistir. Aseton, etanol
ve metanol ekstrelerin ligiinde de 340 nm’de absorbans gozlenmistir. Flavanoidlerin
UV spektrumlart tipik iki spektrum verir. Band A’da 310-350 nm araliginda
flavonlar yer alirken 350-385 nm araliginda flavonoller bulunmaktadir (Arora ve
Itankar, 2018). Band B 250-290 nm araliginda bulunmaktadir. 270-290 nm araliginda
flavonollerin -~ maksimum  absorbans  verdigi aralikta c¢ogu fenoliklerde
absorplandigindan  tespitleri UV  spektrumu ile mimkiin olamamaktadir

(Tsimogiannis ve ark., 2007).
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Sekil 4.9. P. major jacq. bitkisinin aseton ekstraktlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.10. P. major jacq. bitkisinin etanol ekstraktlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Sekil 4.11. P. major jacq. bitkisinin metanol ekstraktlarinin absorpsiyon spektrumlari
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Fenolik-flavonoid bilesiklerin tayininde kullanilan standartlar olan gallik asit ve
kuersetinin metanol, etanol ve aseton ile ¢oziiliip UV spektrumlart da Sekil 4.12 ve
Sekil 4.13’de goriildigi gibi gallik asit 216-219 nm ve 260-271 nm’de iki tepe
noktas1 verirken, kuersetin yaklasik 204-219 ve 256-272, 305-322 ve 374-382 nm’de

olmak Uzere dort tepe sergilemistir.
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Sekil 4.12. Aseton, etanol ve metanolde gallik asit standardinin UV spektrumlari
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Sekil 4.13. Aseton, etanol ve metanolde kuersetin standardinin UV spektrumlari
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4.6. P. major jacqg. Bitkisinin ve Ekstrelerinin FTIR Sonugclar:

Sekil 4.14’de P. major jacq. bitkisinin ham yaprak tozunun, aseton, etanol, metanol
ekstrelerinin ve Sekil 4.15’de ham ¢icek tozunun, aseton, etanol, metanol

ekstrelerinin FTIR spektrumlari verilmistir.

Fenolik bilesikler ve alkollerde bulunan -OH gruplarina ait genis O-H gerilme
titresimi 3300-3200 cm™! tiim drneklerde gdzlenmistir (Coates, 2000) Ham ¢icek ve
yaprak numunelerinde 2916 ve 2847 cm™ deki pikler aromatik olmayan C-H
gruplarinin gerilme titresimini temsil etmektedir. Cicek ve yaprak ekstrelerde de
bulunan bu pikler (iki tepe varken tek tepe olmus) daha hafiftir. Ham yaprak, aseton,
etanol ve metanol ekstrelerinde sirasiyla 1733, 1713, 1707 ve 1697 cm™ de bulunan
pikler karbonil grubu (C=0) gerilme piklerini temsil etmektedir. Aromatik C=C
grubu titresimi ham yaprak, aseton, etanol ve metanol ekstrelerinde sirasiyla 1620,
1599, 1602 ve 1580 cm™’de ortaya ¢ikmistir. 1500-500 cm™ bolgesi, spesifik bir
bilesige 6zgii olan parmak izini bolgesini ifade etmektedir. Parmak izi bolgesindeki
yapraklardan aseton, etanol ve metanol ekstreleri ile hemen hemen benzer
spektrumlar elde edilirken, ham yaprak 6rneginde biraz farklidir. Bu bolgedeki 1020
ve 1240 cm™deki pikler, C-O grubunun gerilme titresimini, 1300 cm™ civarindaki
pikler, O-H grubunun egilme titresimini ifade ederken 1200 cm've 1000 cm’
civarindaki piklerin C-O-C grubunun gerilme titresimine aittir (Tucureanu ve ark.,

2016).

Ham c¢icegin FTIR spetrumlar1 ve aseton, etanol ve metanol ekstreleri, yaprak
ornekleriyle neredeyse ayni olast hem yapraklarda hem de ¢igeklerde aym
fonksiyonel gruplarin varligini gostermistir. Bununla birlikte, ham yapraklarda O-H
germe titresiminin (3300-3200 cm'siddeti ham ¢icege gore daha yiiksektir. Buna
karsilik, 2917 ve 2849 cm™’de ham cigeklere iliskin pikler, ham yapraklara ait aym
piklerden daha siddetli olmustur. Sekil 4.16 ve Sekil 4.17’te ultrasonik ekstrelerinin
FTIR spektrumlarindan geleneksel ektraksiyon ile elde edilen spektrumlar ile

birbirine ¢ok benzedigi goriilmektedir.

Gallik asit ve kuersetinin FTIR spektrumlari ise Sekil 4.18’de gosterilmistir. Gallik
asit spektrumunda 3493, 3345, ve 3269 cm™’deki pikler gallik asidinin yapisindaki
farkl1 O-H gruplarina, 1701 cm™’de C=0 grubunu ve 1615 cm™!*de alkenlerdeki C=C
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bagma aittir (Alfei ve ark., 2020). 1607 ve 1538 cm'’deki pikler, gallik asidin
yapisindaki aromatik halkadaki C-C baglarmin gerilme titresimlerine aitken 1300-
1000 cm’! bolgesindeki pikler, C-O gerilme titresimine ve O-H baglarmin egilme
titresimini ifade etmektedir (Naz, ve ark., 2014). Kuersetin FTIR spektrumunda O-H
grubunun gerilme ve e@ilme titresimleri sirasiyla 3272 cm™ ve 1349 cm’! olarak
ortaya ¢ikmistir. 1664 cm!*deki pik, C=O grubuna, aromatik C=C ve C-C grubunun
titresim pikleri sirastyla 1607 cm™'ve 1559 cm™’de gdzlenmistir. 1241 cm™ ve 1090

cmdeki pikler C-O grup titresimini ifade etmistir.

P. major jacq. bitkisinin ¢igek, yaprak ve tiim ekstrelerinin FTIR spektrumlar1 Tablo

4.5’de 6zetlenmistir.
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Sekil 4.14. P. major jacq. yaprak (a) ve yaprak ekstraktlarinin (aseton (b), etanol (c),
ve metanol (d)) FTIR spektrumu.
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Sekil 4.15. P. major jacg. ¢gicek (a) ve gigek ekstraktlarinin aseton (b), etanol (c), ve
metanol (d) FTIR spektrumu.
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Sekil 4.16. P. major jacq. yaprak ultrasonik ekstrelerinin aseton (a), etanol (b) ve
metanol (c) FTIR spektrumu.
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Sekil 4.17. P. major jacg. ¢icek ultrasonik ekstrelerinin aseton (a), etanol (b) ve
metanol (c) FTIR spektrumu.
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Sekil 4.18. Gallik asit (a) ve kuersetin (b) FTIR spektrumlart.
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Tablo 4.5. P. major jacq. bitkisinin ¢igek, yaprak ve tum ekstrelerinin FTIR

spektrumlari

O-H |C-Hgerilme| C=0 c=C C-Ogerilme | O-H |C-O-C

P. major jacq. gerilme (cm™) gerilme | titresimi (cm™) egilme gerilme
(cm™) (cm™ | (cm™ (cm™) |(cm™)

Cicek 3296 | 2916, 2817 1760 1615 1238, 1022 1366 1002
Yaprak 3296 | 2916, 2817 1733 1620 1240, 1020 1363 1000

S Cicek-aseton 3296 2876 1651 1592 1264, 1038 1363 990
'_3 Cicek-etanol 3296 2876 1661 1592 1264, 1038 1363 990
g Cicek-metanol 3296 2876 1697 1592 1264, 1038 1390 990
% Yaprak-aseton 3296 2896 1713 1599 1261, 1039 1366 990
g Yaprak-etanol 3296 2896 1707 1602 1261, 1039 1366 990
8 Yaprak-metanol | 3296 2896 1697 1580 1261, 1039 1388 990
Cicek-aseton 3285 2896 1648 1599 1265, 1036 1367 990

< Gicek-etanol 3285 2896 1648 1599 1265, 1036 1367 990
'_%f@igek-metanol 3285 2896 1661 1599 1265, 1036 1386 990
g @Yaprak-aseton 3289 2892 1648 1599 | 1265,1036 | 1361 | 987
i fYaprak-etanoI 3289 2892 1648 1599 1265, 1036 1361 987
Yaprak-metanol | 3289 2892 1661 1599 1265, 1036 1395 987

4.7. Kuru Madde Tayini Sonuglari

P. major jacq. ¢igek ve yapraklarinin kuru madde miktarlar1 Tablo 4.6”de verilmistir.

Tablo 4.6. P. major jacq. ¢igek ve yapraklarinin kuru madde miktarlari

Ornek Nem Oram % Kuru Madde Miktar:
P. major jacg. cicek 7,78+0,2 92,21+0,2
P. major jacg. yaprak 12,75+ 0,4 87,25+0,4

4.8. Antibakteriyel Aktivite Tayini Sonuclar

Arastirmada kullanan P. major jacq bitkisinin ekstrelerinin antibakteriyel aktiviteleri
Tablo 4.8’de gosterilmektedir. P. major jacq. bitkisinin ¢igek kismindan hazirlanan
ekstrelerin genel anlamda antibakteriyel etkilerinin olmadigi goézlenmistir. Buna
karsin yaprak kismindan yapilan ekstraktlarin antibakteriyel bilesenlere sahip oldugu
gozlenmektedir. Yaprak kisimlarindan elde edilen metanol ekstrelerinin 6nemli
oranda antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Sekil 4.18°de
gorulmektedir.
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(a) (b) (c) (d)

Sekil 4.19. P. major jacqg. bitkisinin, (a) Bacillus cereus, (b) Staphylococcus aureus,
(c) Pseudomonas aeruginosa, (d) Escherichia coli O157:H7, (Myl,2)
metanol yaprak ektresinin bakteriler Gizerinde etkisi

Tablo 4.7°de goriindiigii gibi yaprak metanol ekstresi en fazla Pseudomonas
aeruginosa’ya karsi (10,5+0,6) mm ¢apinda inhibisyon zonu olusturan antibakteriyel
etkiye sahiptir. Metanol ile elde edilen yaprak ekstreleri S. aureus’a karst 9,75+0,5
mm ve B. cereus 'a kars1 10,00+£0,0 mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur. P. major
jacg. bitkisinin yaprak kismindan metanol ile elde edilen ekstraktin test edilen
mikroorganizmalardan sadece Escherichia coli O157, H7 iizerinde etkili olmadigi

g6zlenmektedir.

Tablo 4.7. P. major jacg. ekstrelerinin antibakteriyel aktiviteleri (mm zon)

Bakteriler P. major jacq. yaprak (mm) | P. major jacqg. ¢icek (mm)
Bacillus cereus 10,00 +0,0 -
Staphylococcus aureus 9,75+0,5 -
Pseudomonas aeruginosa 10,50+ 0,6 -
Escherichia coli 0157,H7 - -

4.9. P. major jacq. Ekstrelerinin LCMS Kromotogram Sonuclari

P. major jacg. yaprak ve cicek etanol ekstrelerinin LCMS negatif ve pozitif iyon
kromotogramlart Sekil 4.20-4.23°de verilmistir. P. major jacq. bitkisinin cicek ve
yapraklarinda sirastyla toplam 53 ve 67 fitokimyasal bilesik olabilecegi tespit edildi
(Tablo 4.8). Bu bilesiklerin hemen hemen hepsinin farmasétik etkileri oldugu rapor

edilmistir. Bunlardan ¢ok cesitli fitomedikal aktivitelere sahip bir flavonoid olan
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eupatorin (1), prostat kanserinin tedavisinde énemli katkis1 oldugu rapor edilmistir.
(Tousi ve ark., 2021). Sinensetinin (2) ise gii¢lii antikanser aktivitelere, ¢esitli diger
farmakolojik faydalara sahip oldugu ve minimum toksisite ile amaclanan
aktivitelerde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (Jie ve ark.,2020). Singh ve ark.
(2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada acacetinin (7), giiglii anti-enflamatuar ve
anti-kanser aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Eupatilin (50), gastrit ve peptik
iilserleri tedavi etmek i¢in yaygin olarak kullanilip gastrointestinal motiliteyi olumlu
yonde etkiledigi rapor edilmistir (Ryoo ve ark.,2014). Bir baska calismada ombuinin
(11) genis spektrumlu antibakteriyel etki gosterdigi bildirilmistir (Nooreen ve
ark.,2017). Vanilik asit (49) cesitli gida iriinlerinde aroma maddesi olarak
kullanilmasimin yanisira antikanser, antiobezite, antidiyabetik, antibakteriyel,
antiinflamatuar ve antioksidan etkilere sahip oldugu rapor edilmistir (Kaur ve ark.,
2022). Sinapik (51) ve ferulik asit (33) fenetil esterleri, testikiler Leydig
hiicrelerinde kolesterol ve steroid biyosentezini iyilestirdigi bildirilmistir (Basque ve
ark.,2023). Rahaman ve ark. (2023) tarafindan yapilan ¢alismada gallik asidin (30),
antibakteriyel direncin Ustesinden gelmek icin vankomisin ile bir adjuvan gorevi
gordiigli ve bu ilacin stafilokokal eklem enfeksiyonlar: igin alternatif bir tedavi
olarak eklem i¢i enjeksiyon yoluyla uygulanabildigi rapor edilmistir. Daidzeinin (28)
ise nitrik oksit (NO) stresine karsi hiicre dliimiinii azaltip ve NO varliginda bile
mitokondriyal miktar1 arttirabildigi kanitlanmistir (Ito veark., 2023). Dogal olarak
olusan ve sentetik kalkon tiirevleri, proliferasyon, anjiyogenez,  metastaz,
iltihaplanma ve kanser epigenetiginin diizenlenmesi gibi kanser 6zelliklerine karsi
biyolojik aktiviteler sergilemektedir (WalyEldeen ve ark.2023). Subscandeninin (13)
antioksidan ve antidiyabetik aktivite, serbest radikal temizleme ve a-glukosidaz
enzimini inhibe etme yetenegine sahip oldugu gosterilmistir (Olawale ve ark. 2022).
Saquiba ve ark. (2020) tarafindan yapilan ¢alismada persikogenin (14) MCF-7, HeLa
ve HT-29 hiicrelerinde antikanser etkileri oldugu ve biyoaktif terapdtik ajanlar olarak
uygulandigi rapor edilmistir. Apigenin (3), kanser hiicrelerinde bulunan hipoksi
kaynakli direnci tersine ¢evirebildigi agiklanmistir (Li ve ark., 2020). Naringenin (4)
ve kuersetinin (6) fenolik bilesenleri olarak INS-1E hiicrelerinde glukoz uyarimh
insiilin sekresyonu ve glikoz hassasiyetini gelistirdigi bilinmektedir (Bhattacharya ve

ark., 2014).
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Sekil 4.21. P. major jacg. bitkisinin gicek etanol ekstrelerinin pozitif iyon LCMS
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Sekil 4.22. P. major jacqg. bitkisinin yaprak etanol ekstrelerinin negatif iyon LCMS

kromotogrami
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Sekil 4.23. P. major jacq. bitkisinin yaprak etanol ekstrelerinin pozitif iyon LCMS

kromotogrami

Tablo 4.8. P. major jacq. bitkisinin ¢igek ve yapraklarinda bulunan muhtemel

fitokimyasal bilesikler

No Bilesik (MA, g/mol) P.major jacg. RT*(dk) | (M) | (M+H)" | (M-H)"

1 [Eupatorin (5,3’-dihidroksi-6,7,4’-trimetoksiflavon) Yaprak-gicek 27,39 344 - -
(344,3)

2 |Sinensetin (3°,4°,5,6,7-pentametoksiflavon) (372,36) Yaprak-cigek 29,96 372 - -

3 |Apigenin (5,7,4'"-trihidroksiflavon) (270,24) Yaprak-cicek 26,97 - 271 -

4 |Naringenin (4°,5,7-trihidroksiflavanon) (272,25) Yaprak 28,90 - 273 -

5 [3,5,7-trihidroksi-2-fenilkroman-4-on (272,25) Yaprak 28,87 - - 271

6 [Kuersetin (3,5,7,3',4"-pentahidroksiflavon) (302,24) Yaprak 24,83 - 303 -

7 |Acacetin (5,7-dihidroksi-4’-metoksiflavon) (284,26) Yaprak-gicek 24,27 - 285 -

8 [3,5,7-trihidroksi-6-metoksiflavon (300,26) Yaprak-cigek 24,46 - 301 -

9 [5,7-dihidroksi-3’,4’-dimetoksiflavon (314,29) Yaprak-cigek 25,54 - 315 -

9 |5,7-dihidroksi-3,4’-dimetoksiflavon (314,29) Yaprak-gicek 25,51 - - 313

1 5-hidroksi-6,7,4’- trimetoksiflavanon (330,33) Yaprak-cigek 24,46 - 331 -

0

1 |Ombuin (3,5,3’-trihidroksi-7,4’-dimetoksiflavon) Yaprak-cicek 26,39 - - 329

1 ((330,29)

1 [6-Metoksiluteolin (316,26) Yaprak-gicek 25,54 316 - -

1 [Subskandenin (5,7- dihidroksi-8,4'- dimetoksiflavanon) Yaprak-gicek 23,76 - 317 -

3 ((316,31)

1 [Persikogenin (5,3’-dihidroksi-7,4’-dimetoksiflavanon) Yaprak-gicek 25,51 - - 315

4 |(316,31)

1 |izokuersitrin (kuersetin-3-O-glukopiranosid) (464,38) Yaprak-cigek 24,83 - 465 -

5

1 |Odoratin (2-hidroksi-4’,5’,6,4-tetrametoksi kalkon) Yaprak-cigek 27,39 344 - -

6 ((344,36)

1 |Odoratin (2-hidroksi-4’, 5°, 6,4 -tetrametoksi kalkon) Yaprak-gicek 27,37 - - 343

6 ((344,36)

1 3,5-Dihidroksi-7-metoksi-flavanon (286,28) Yaprak-cigek 18,41 - 287 -

7

48



Tablo 4.8. (Devami) P. major jacg. bitkisinin ¢icek ve yapraklarinda bulunan
muhtemel fitokimyasal bilesikler

No Bilesik (MA, g/mol) P.major jacg. RT*(dk) | (M) | (M+H)" | (M-H)*
18 [Luteolin (5, 7, 3°,4’-tetrahidroksi flavon) (286,24) Yaprak-gicek 23,53 - 287 -
19 |Kuersetin 7,4-dimetil eter (331,30) Yaprak 26,18 331 - -
20 @,5,6,7-tetrametoksiflavon (skutellarein tetrametil eter) Yaprak-cigek 27,82 - 343 -
(342,34)
21 [2,4-dihidroksi-4°,5”,6 - trihidroksi kalkon (288,25) Yaprak-gicek 30,45 288 - -
21 [2,4-dihidroksi-4°,5”,6’- trihidroksi kalkon (288,25) Yaprak-gicek 26,93 - - 287
22 [Kuersetin-7,3,4’- trimetileter (344,32) Yaprak-cicek 27,39 344 - -
23 [Mirisetin (318,24) Yaprak-gicek 32,62 318 - -
24 [Kalkon (208,26) Yaprak-gicek 29,57 - 209 -
24 [Kalkon (208,26) Yaprak-gicek 29,50 - - 207
25 |Visenin (apigenin 6,8-di-C-glukosid) (626,52) Yaprak-gicek 23,76 626 - -
25 |Visenin (apigenin 6,8-di-C-glukosid) (626,52) Yaprak-gicek 23,69 - - 625
26 |Luteolin-7-O- glukuronid (462,36) Yaprak-cigek 28,90 - 463 -
27 [Kuersetin-3-O-glukosid (464,38) Yaprak-gicek 28,90 464 - -
28 [Daidzein (7,4'-dihidroksiisoflavon) (254,24) Yaprak-gicek 28,69 - 255 -
28 [Daidzein (7,4'-dihidroksiisoflavon) (254,24) Yaprak-gicek 28,64 - - 253
29 |(+)-Katesin (290,27) Yaprak 28,69 - 291 -
29 |(+)-Katesin (290,27) Yaprak 28,50 - - 289
30 |Gallik asit (170,12) Yaprak-gicek 32,25 170 - -
31 |Siringik asit (198,17) Yaprak-gicek 28,69 - 199 -
32 |Protokatekuik asit (154,22) Yaprak-cigek 18,41 154 - -
33 |Ferulik asit (194,18) Yaprak-gicek 31,81 194 - -
33 |Ferulik asit (194,18) Yaprak-gicek 30,42 - - 193
34 |Veratrik asit (182,17) Yaprak-gicek 16,62 182 - -
35 [Benzenpropanoik asit (150,17) Yaprak 27,82 - 151 -
36 |Hidroksi-ferulik asit (210,18) Yaprak 29,52 210 - -
36 |Hidroksi-ferulik asit (210,18) Yaprak 28,64 - - 209
37 |Luteolin-4'-O-rutinosid (596,17) Yaprak-gicek 21,25 - - 595
38 |6,3’-dimetoksiluteolin (347,30) Yaprak-gicek 3,89 - - 346
39 |Apigenin-7,4’-dimetil eter (298,29) Yaprak-gicek 33,04 - - 297
40 {4-Metoksisinamik asit (178,18) Yaprak 32,60 - - 177
41 [Kafeik asit (180,16) Yaprak-gicek 3,05 - - 179
42 |Sinapik asit (224,21) Yaprak 29,67 - - 223
43  |Mirisetin heksosid (480,38) Yaprak-gicek 25,27 - - 479
44  |Kaempferol-4'-glukosid (448,38) Yaprak-gicek 32,18 - - 447
45 |p-Koumarik asit (164,16) Yaprak-gicek 4,10 - - 163
46 |p-Hidroksibenzoik (138,12) Yaprak-gicek 29,27 - - 137
47 3-fenil-1-(2,4,6-trihidroksifenil) prop-2-en-1-one Yaprak-cigek 34,31 - - 255
(256,25)
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Tablo 4.8. (Devami) P. major jacg. bitkisinin ¢icek ve yapraklarinda bulunan
muhtemel fitokimyasal bilesikler

No [Bilesik (MA, g/mol) P.major jacq. RT*(dk) | (M*) [((M+H)"| (M-H)*
48  |Agestricin C (6-hidroksi-5,7,3° 4'-tetrametoksiflavanon) Yaprak-gicek 25,51 - - 359
(360,36)
49  Vanillik asit (168,18) Yaprak 26,39 - - 169
50 |Eupatilin (5-hidroksi-6,7,3’,4’-tetrametoksiflavon) Cicek 2,175 358 - -
(358,30)
51 [Sinapik asit (224,21) Cicek 22,498 - 225 -
52  |Sinamik asit (148,16) Cicek 33,713 - 149 -
53  [Vanillik asit (168,18) Cicek 25,390 - 169 -
54  |Nevadensin (5,7-dihidroksi-6,8,4'-trimetoksiflavon) Yaprak 18,26 344 - -
(344,32)
55  |Hesperidin (hesperetin-7-rutinosid) (610,6) Yaprak-cicek 21,41 - 611 -
56  |Kuersetin-3-O-a-L-rhamnopiranosil-(1-6)-p-D- Yaprak- cicek 21,40 - - 609
galactopiranosid (610,52)
57  |Visenin-2 (594,5) Yaprak -gicek 22,15 - 595 -
58  |Padmatin (taksifolin-7-metil eter) (318,28) Yaprak-gicek 28,69 - - 319
59  |Apigenin-5-O-B-D-glukopiranosid (432,4) Yaprak 18,96 - 433 -
59  |Apigenin-7-O-B-D- glukopiranosid (432,4) yaprak 18,3 - - 431
60  |Kuersetin-3-O-B-D-glukuronid (478.36) Yaprak-cicek 26,97 - 479 -
61  |Narcissin (izorhamnetin-3-rutinosid) (624,54) Yaprak-cicek 23,76 - 625 -
61 |Narcissin (izorhamnetin-3-rutinosid) (624,54) Yaprak-gicek 23,69 - - 623
62  |Kuersetin-3-O-a-L-arabinosid (434,35) Yaprak-gicek 25,30 - 435 -
62  |Kuersetin-3-O-a-L-arabinosid (434,35) Yaprak-cigek 25,27 - - 433
63  |Kuersetin-3-O-rutinosid-7-O-glikozit (772,66) Yaprak-cigek 24,71 772 - -
63  |Kuersetin-3-O-rutinosid-7-O-glikozit (772,66) Yaprak-cicek 23,38 - - 771
64  |Spireasalicin (Kuersetin-3-O-[6"-(4""-hidroksi-2""- Yaprak-gigek 20,42 - 563 -
metilenbutirol)]- B-D-glukopiranosid) (562,48)
65 |(+)-Katesin-7-a-L-arabinofuranosid (422,38) Yaprak-gicek 28,90 - 423 -
66 [3,5- Dikaffeoilkinik asit (516,45) Yaprak-cigek 26,53 516 - -
67  |Kikorik asit (474,37) Yaprak 21,60 - 475 -
68  [5-O-feruloilkinik asit (368,3) Yaprak-gicek 22,55 - 369 -
69  |Apigenin- 7-O-glukuronid (446,36) Yaprak-cicek 20,93 446 - -
70  |Amentoflavon(538,45) Yaprak 19,22 538 - -
71  Hiperosit (464,38) Yaprak 24,83 - 465 -

*RT: Retention time (alikonma zamant)
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5. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bitkilerde bulunan tiim kisimlar dogal antioksidanlar icermektedir. Radikal giderici
ve antibiyotik fonksiyon gdsteren antioksidanlara 6rnek olarak vitaminler, fenoller,
fenolik asitler, yag asitleri ve flavonoidler gibi bilesikler verilebilir. Sebze ve meyve
tilketimi arttikca insanlarin kalp-damar hastaliklari, kanser ve 6lim oranlarinda
azalmalara yol agtig1 bir c¢ok arastirma tarafindan bildirilmistir.  Bitkilerin bu
oOzellikleri ylksek oranda icerdikleri tokoferoller, vitaminler, steroller, flavonoidler,
fenoller, fenolik asitler, ve yag asitleri gibi temel bilesen gruplarindan

kaynaklanmaktadir (Keser, 2018).

Bu nedenle bitkilerin ihtiva ettigi fitokimyasal bilesik olarak adlandiran temel
bilesenlerin kalitatif ve kantitatif testlerinin yapilmasi ve gerektiginde bunlarin
izolasyon ve iiretimi biyokimyasal caligmalar agisindan ¢ok miihimdir. Biitiin bu
bilgiler 1s1ginda bu c¢alismada daha Once tizerinde arastirmalar yapilmamis P. major
jacq. bitkisinin potansiyel olarak sahip oldugu biyoaktif 6zelliklerin tam olarak
belirlenebilmesi icin toplam fenolik madde, flavonoid icerik, antioksidan aktivite ve

antibakteriyel 6zellikler incelenmistir.

P. major jacq. bitkisinin normal ve ultrasonik ekstraksiyon iginde yaprak kisminin
toplam fenolik madde miktar1 gicek kismina gore daha yiiksek oldugunu ve kendi
aralarinda farkli ¢oziiciiler ile olan ekstraksiyon sonucu elde edilen toplam fenolik
madde miktar1 degerlerinin birbirlerine yakin degerlerde oldugu goriilmektedir.
Yaprak etanol ultrasonikasyon ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerde en yiiksek
toplam fenolik madde miktar1 (48,51+1,35 mgGAE/g kuru madde) gozlenirken en
diisiik toplam fenolik madde miktar1 cigek etanol ultrasonikasyon ekstraksiyon
(26,69+1,35 mgGAE/g kuru madde) ile elde edilmistir.

Flavonoid madde miktar1 ise hem normal hem de ultrasonik ekstraksiyonlarda yaprak
kisminda ozellikle aseton ekstraktlarinda neredeyse gigek kismindakinin ii¢ katidir
diger ¢ozeltilerde ise yaprak kisminin ¢igek kismindan yaklasik olarak iki kati

degerlere sahip oldugu goriilmektedir.



Bu bilgilerden yola ¢ikarak P. major jacq. bitkisinin yaprak kismi fitokimyasal
acisindan ¢igek kisimina gore daha zengin oldugu anlasilmaktadir. Arastirmalar,
toplam fenolik madde ve antioksidan etki arasinda paralel bir iliski oldugunu
gostermistir (Eren, 2011). Wannes ve ark. (2010), yaptiklar1 ¢caligmada da, Myrtus
communis var. (Mersin) bitkisinin yaprak, cicek ve sap kisimlarinin toplam fenolik
madde ve flavonoid miktarlarini belirlemek amaciyla metanol ile ekstraksiyonlari
sonucunda toplam fenolik madde miktar1 ve toplam flavonoid miktar1 yaprak

kisminda diger kisimlara gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

DPPH giderim aktivitesinde en ylksek yaprak metanol ultrasonik ekstrakt1 (%50,40
+ 0,25), en diisiik ise yaprak aseton ultrasonik ekstrakti (%39,90£1,20) ile elde
edildi. Radojkovi ve ark. (2012) yaptig1 calismada ile dut (Mulberry morus spp. L.,
Moraceae) bitkisinin yaprak, kok ve meyve kisimlarinin serbest radikal siipiiriicii
kapasitesi belirlenmek igin DPPH radikali kullanildiginda dut yapraklarinin
antioksidan kapasitesinin ((ICso) 0,0124 mg/mL), meyve ve kok kisimlarinin
antioksidan aktivitelerinden ((1Cso) sirasiyla 0,1469 ve 0,0274 mg/mL) daha yuksek
olarak rapor etmislerdir. Sbieh ve ark. (2022) Chiliadenus iphinoides bitkisinin
antioksidan aktivitesini incelediklerinde bitkiyi dort farkli ¢oziicii ile ekstrakt
etmislerdir. Antioksidan aktivitesi metanol ekstraktinda diger ektraktlara gore daha

yiiksek oldugunu belirtmislerdir.

Geleneksel ve ultrasonikasyon ekstraksiyonu ile elde edilen ekstrelerin toplam
fenolik, toplam flavonoid madde ve DPPH giderim aktivite degerleri birbirine ¢ok
yakin oldugu goézlenmistir. Toplam fenolik madde degeri ultrasonikasyon yaprak
etanol ekstrelerinde 48,51+1,35 mgGAE/g kuru madde iken geleneksel yaprak
etanol ekstrelerinde 47,81+1,53 mgGAE/g kuru madde olarak gozlenmistir. Ayni
sekilde toplam flavonoid madde degeri ultrasonikasyon yaprak aseton ekstrelerinde
15,14+0,95 mgQE/g kuru madde, geleneksel  yaprak aseton ekstrelerinde
16,56+0,72 mgQE/g kuru madde olarak gozlenmistir. DPPH giderim aktivite
degerleri birbirine yakin olarak tespit edilmistir. P. major jacq. bitkisinin aseton,
etanol ve metanol ¢oziicileri ile ultrasonikasyonu 10 dk ile elde edilirken, geleneksel
ekstraksiyon iglemi 24 saat boyunca yapilmistir. Ultrasonikasyon yonteminin siiresi
kisa oldugu i¢in toplam fenolik madde, toplam flavonoid madde ve DPPH giderim

aktivite degerleri geleneksel ektraksiyon yoOnteminin degerlerine yakin olarak
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gozlenmistir.  Bakht ve ark. (2019) yaptiklar1 ¢alismada, Camellia sinensis (cay)
bitkisinin bes tiirlinii geleneksel ve ultrasonik prob kullanarak 30-50 °C’de ve 30 dk
olarak ekstrate ettiklerinde antioksidan aktivite, fenolik madde ve flavonoid madde
miktarini incelemislerdir. Fenolik madde degerleri ultrasonik prob ile hazirlanan
ekstraktlarda 32,73+0,10-71,13+0,13 mgGAE/g kuru madde arasindayken
geleneksel ektrakt degerleri 13,58+0,11-36,23+0,12 mgGAE/g kuru madde arasinda
gozlenmistir. Flavonoid madde miktar1 ve antioksidan aktivite degerleri ise
ultrasonik prob ektraktlarinda yaklagik normal ektraktlarin iki kati1 kadar yiiksek

olarak degerlendirilmistir.

P. major jacq. bitkisinin bazi Gram pozitif ve negatif bakteriler ile yapilan
antibakteriyel denemelerinde elde edilen sonuglar P.major jacq bitkisinin farkli
kisimlarmin  farkli  antibakteriyel etkiye sahip aktif bilesenleri icerdigini
dogrulamaktadir. P. major jacg. bitkisinin yaprak metanol ekstraktinin Gram pozitif
olan B. cereus ve S. aureus, gram negatif olan P. aeruginosa bakterilerine karsi
birbirlerine yaklagik degerlerde antibakteriyel etki ettigi gozlendi. Cigek
ekstraktlarinin kullanilan dort bakteriye, yaprak ekstraktlarinin ise E. coli O157:H7
bakterisine kars1 antibakteriyel etki gostermedigi tespit edilmistir. Farkli
cozcllerlerle bitkilerin farkli kisimlar1 ekstrakte edildiginde farkli bakteri tiirlerinde
etki ettigi bilinmektedir. Bazzaz ve ark. (2004) yaptigi ¢aligmada Polygonaceae
familyasina ait olan Rheum ribes bitkisinin gévde kisiminin metanol ekstrakti,
yaprak ve kok kisimlara gore daha diisiik antibakteriyel etki gosterirken, bir diger
caligmada ise govde kisminin etanol ekstrakti daha yiiksek antibakteriyel aktivite
gosterdigi ortaya c¢ikmustir (Tanis ve ark, 2010).Yapilan bir diger caligmada,
Calotropis procera bitkisinin antibakteriyel aktivitesi incelenmistir. bitkinin sap,
yaprak ve ¢igek kisimlart metanol, n-heksan ve diklorometan ile ekstrakte edilmistir.
Antibakteriyel aktiviteyi belirlemek i¢in agar well diflizyon yontemi kullanilmistir.
Yaprak metanol ektraktt 12,5 mm inhibsyon zon gosterirken sap ve ¢icek ektraktlar
daha diisik zon gostermistir. Calisma  Sonuglarini  ¢ozciiler  agisindan

degerlendirilmede en iyi ¢6ziicii metanol oldugu gézlenmistir (Amini ve ark, 2022).

Calismamiza benzeyen arastirmalardan da anlasildigi gibi bitkilerdeki farkli
kisimlarin kimyasal yapi farkliliklart ve ¢oziicii farkliliklar1 fenolik madde, flavonoid

ve antioksidan aktivite degerlerini direkt etkilemektedir. Ayrica arastirmadan elde
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edilen bulgular dogrultusunda, yeni teknolojiler ile daha kisa siirede ve hemen hemen
ayni miktarda fenolik madde icerigine sahip ekstraktlar elde edildigi anlagilmaktadir.
Bitkilerden daha kisa siirede fenolik ve flavonoid madde elde etmek icin ultrasonik

destekli ekstraksiyonu daha tercih edilebilir bir metot oldugu sonucuna varilmistir.

P. major jacg. bitkisinin ekstreleri ile analizlerde standart olarak kullanilan gallik asit
ve kuersetinin UV spektrumlart 200-600 nm araliginda alinmistir. Sonug olarak UV
spektrumu, ekstrelerdeki bilesiklerin flavonoid flavonoller Kkategorisine ait
olabilecegini gostermistir. UV bolgesinde piklerin meydana gelmesi, P. major jacq.

cicek ve yaprak ekstrelerinde fenoliklerin ve flavonoidlerin varligini dogrulamistir.

P. major jacg. bitkisinin gicek-yaprak ve ekstrelerinin FTIR spektrumlart yapilarinda
benzer fitokimyasal bilesiklerin oldugunu dogrulamistir. Ayrica LCMS
kromotogramlarinda muhtemel fitokimyasal bilesiklerin fonksiyonel gruplarina ait

spesifik pikler FTIR spektrumlarinda gozlenmistir.

Bu caligsmada yapilan analizlerin sonuglarini tip, kimya, biyokimya, mikrobiyoloji,
farmakoloji ve daha bircok sektorde yapilan galigmalara onciiliik edecegini ve bu

sektorlerde bitkisel kaynakli iirlinlerin kullanmasina ¢ok biiyiik deger katacaktir.

Gunumuzde antimikrobiyel ajanlarina karsi artan direng karsisinda, P. major jacq.
bitkisinde bulunan aktif biyolojik bilesenler bir alternatif kaynak olarak

degerlendirebilmektedir.
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