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OZET

Anahtar kelimeler: Antioksidan aktivite, Antimikrobiyal aktivite, HPLC, Satureja
spicigera (K.Koch) Boiss, Prangos ferulacea (L.) Lindl., Achillea millefolium.

Antioksidan ve antimikrobiyal olarak tedavi amagl kullanilabilen dogal bitkisel
tiriinlere kars1 son yillardaki yogun ilgiden Otiirli, yapilar1 ve yararlari tam olarak
aydinlatilamamis bitkiler hakkinda bir ¢aligma alan1 dogmustur. Bu ¢alismada Artvin
dag yamaglarinda yetisen Trabzon kekigi olarak bilinen latince ad1 Satureja spicigera
(K.Koch) Boiss olan Kondar otu, Artvin Yusufeli’de yetisen latince adi Prangos
ferulacea (L.) Lindl. olan Casir otu ve Sakarya’da yetisen civanpergemi Achillea
millefolium’nin Balkanlar kékenli tiirii Kunitsa otu bitkileri kullanilmistir. Bitkilerin
su, metanol, aseton ve etil asetat c¢Oziiciileri ile ekstraksiyonlar1 hazirlanarak
antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi amaciyla bitki ekstraktlarinin Folin Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik
bilesenleri, Aliiminyum nitrat metodu ile toplam flavonoid bilesenleri, DPPH serbest
radikal giderici etkisi, Bakir (II) iyonu indirgeme giicii (CUPRAC), Demir (II)
iyonlarini selatlama aktivitesi son olarak da indirgeme kapasitesi spektrofotometrik
UV yontemi kullanilmistir. Antioksidan madde profilleri ise HPLC (Yiiksek
Performansli Sivi Kromatografi) ile yapilmistir. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal
aktiviteleri disk difiizyon metodu kullanilarak Bacillus cereus (SBT8), Escherichia
coli  (ATCC25922), Staphylococcus aureus (ATCC25923) ve Candida
albicans suslaria kars1 in vitro ortamda arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore,
bitkilerin yapisindaki fenolik maddelerin tayininde ve yiiksek antioksidan aktivitesi
gostermesinde ekstraksiyon ¢oziiciisii farkliligi, calisilan bitki kismi, kimyasal yap1
gibi etkiler gozlenmistir. Calisilan {i¢ bitkide de tiim antioksidan metodlarda
antioksidan aktivite belirlenmistir. HPLC ile fenolik madde profili ¢alismasinda 7
farkli antioksidan bilesik gozlenmis olup bu sonuglar spektrofotometrik metodlar
desteklenmistir.  Antimikrobiyal etki sonuglarina gére ise test edilen
mikroorganizmalara bitkilerin su ve etil asetat ekstraktlarinin etkili oldugu tespit
edilmistir. Antimikrobiyal aktivite yoniinden bitkiler genel olarak karsilastirildiginda
antioksidan aktiviteye paralel olarak S. spicigera > A. millefolium > P. ferulacea
siralamas1 elde edilmistir. Sonu¢ olarak bu calismada tedavi amacli kullanilabilen
yoresel bitkiler; S. spicigera, P. ferulacea ve A. millefolium bitkilerinden elde edilen
ekstraktlarin bilesenlerini ayirma igin 6zel islemler uygulanmaksizin hem antioksidan
hem de antimikrobiyal aktivite gosterdigi tespit edilmistir.



INVESTIGATION OF PHENOLIC PROFILES WITH HPLC AND
ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL ACTIVITIES OF SOME
PLANTS

SUMMARY

Keywords: Antioxidant activity, Antimicrobial activity, HPLC, Satureja spicigera
(K.Koch) Boiss,, Prangos ferulacea (L.) Lindl., Achillea millefolium.

Due to the intense interest in natural herbal products that can be used for therapeutic
purposes as antioxidants and antimicrobials in recent years, a field of study has
emerged about plants whose structures and benefits have not been fully elucidated. In
this study, the antioxidant and antimicrobial activities of the plants were investigated.
The plants used are Kondar herb, whose Latin name is Satureja spicigera (K.Koch)
Boiss, which grows on the slopes of Artvin mountain, Casir herb, whose Latin name
Is Prangos ferulacea (L.) Lindl which grows in Artvin Yusufeli and Kunitsa herb, a
Balkan origin species of Yarrow Achillea millefolium grown in Sakarya. The estracts
of the plants were prepared with acetone, methanol, ethyl acetate and water and their
antioxidant and antimicrobial activities were determined by different methods. In order
to determine the types of plants that cause antioxidant capacity, all of the extracts were
analyzed with various methods which DPPH free redikal scavenging through the
determination, total flavonoid content with aluminum nitrate method, total phenolic
content with Folin Cioceltau reagent, copper (I1) ion reducing antioxidant capacity
determination (CUPRAC), determination of capacity reduction, Iron (I1) ions chelating
activity assay, and in support of with UV-vis spectroscopy. Antioxidant profile was
determined by HPLC (High Performance Liquid Chromatography). The antimicrobial
activities of the plat extracts were investigated in vitro against Bacillus cereus (SBT8),
Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Candida
albicans strains using disc diffusion method. According to the results obtained, the
difference in the solvent used in the extraction, part of the plant and chemical structures
were effective in determining the phenolic substances and high antioxidant activities
in the structure of the plants. All plants tested showed antioxidant activity with all
methods. 7 different antioxidant compounds were observed in the phenolic compound
profile studies performed by HPLC and these results were also supported by
spectrophotometric methods. According to the antimicrobial effect results, it was
determined that the water and ethyl acetate extracts of the plants were effective on the
tested microorganisms. When we compared the plants in general in terms of
antimicrobial activity, we obtained the order of S. spicigera > A. millefolium > P.
ferulacea herb in parallel with antioxidant activity. As a result, in this study, it was
determined that the extracts obtained from S. spicigera, P. ferulacea and A. millefolium
plants, which are accepted and used as medicinal plants among the public, showed
both antioxidant and antimicrobial activity without any separation process.
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BOLUM 1. GIRiS

Oksijen, canli organizmalarin yasamsal faaliyetleri i¢in gerekli olan en Onemli
molekiildiir ve eksik indirgenmesi durumunda hiicrelere zarar veren reaktif oksijen
tirleri meydana gelmektedir. Organizma; Fiziksel etkenler, solunum, metabolizma,
ksenobiyotiklerin otooksidasyonu gibi hiicresel kosullardaki kimyasal olaylar
nedeniyle ¢evrede olusan yan iirlinler ve bir¢ok hastaliga eslik eden stresle birlikte

reaktif oksijen tiirlerine (ROT) siirekli maruz kalmaktadir [1, 2].

Genel olarak potansiyeli en etkili reaktif oksijen tiirleri, hiicrelerde ve dokularda bir
hasar zinciri olusturabilen serbest radikaller olup dis orbitallerinde ortaklanmamis
elektron bulunduran singlet oksijen 1Oy, siiperoksit radikali Oy, hidroksilradikali ‘OH,
ve radikalik olmayan peroksinitrit ONOO", hidrojen peroksit H2O; gibi kisa 6miirlii
reaktif molekiillerdir [3,4]. Antioksidanlar dengeyi bozacak sekilde radikal
tiretilmesini 6nleyerek, meydana gelen serbest radikallerin etkilerini en aza indirerek,
oksidatif hasar1 hafifleterek veya onararak etki gosterir [5]. Bir organizma serbest
radikalleri temizleyen endojen veya eksojen antioksidan bilesikler iiretip radikal
zincirlerini inhibe ederek kendini koruyabilir. Normal kosullar altinda C ve E
vitaminleri, glutatyon gibi endojen antioksidanlar bu gérevi istlenirler ancak oksidatif

stres kosullar altinda genellikle yeterli degildirler [6].

Insanlar oral uygulama yoluyla; antioksidan konsantrasyonlarini &nemli Slciide
arttirabilir ve viicudun savunmasini tam kapasitede tutmak i¢in ihtiya¢ duydugu ek
radikal toplayicilar1 saglayabilir [7]. Oral yolla viicuda alinan birgok kimyasal
bilesigin, farkli reaksiyon mekanizmalar ile elde edilen antioksidan aktivitelerine
sahip oldugu bilinmektedir. Sentetik antioksidan olarak kabul goren, birgok ulusal
otorite tarafindan da gida katki maddeleri olarak kullanilan; biitillenmis hidroksianisol

(BHA), biitile hidroksitoluen (BHT), oktil gallat (OG), propil gallat (PG) ve tersiyer



butilhidroksikinon (TBHQ) baslica 6rneklerdir [8, 9]. Fakat son yillarda bu bilesiklerin
sentetik olmalar1  sebebiyle tiiketicilerce kabul edilebilirlikleri azalmakta
metabolizmalar1 ile ilgili giivenlikleri ve viicut dokularinda olasi emilim sonucu
birikimleri ile ilgili endiseler artmaktadir [10]. Bu nedenle bu endiselerin birgogunun
sentetik antioksidanlarin gida ve tibbi alanlarda genel kullanim igin etkili dogal

antioksidanlar ile degistirilmesiyle asilabilecegi yaygin olarak kabul edilmektedir [11].

Dogal antioksidanlar tohum, yaprak ve govde basta olmak iizere bitkilerin biitiin
dokularinda bulunmaktadir. Bitkilerdeki dogal antioksidan bilesikleri glutatyonin,
karetenoidler, fenoller, flavonoidler, vitaminler ve endojen metabolitleridir [12]. Bitki
oOziitlerinin toplam fenolik madde bilesimi ile antioksidan ve antimikrobiyal 6zellik
gostermeleri arasinda dogru orantili bir iligki vardir. Fenolik yapilar 6nemli ve etkili
serbest radikal yakalayicilari oldugundan son 20 yildir her sektordeki isleme endiistrisi
dogal koruyucu olarak fenolik bilesikler igeren bitki 6ziitlerinin kullanimini alternatif
olarak 6nermektedir. [13, 14]. Bu amaglar dogrultusunda yoresel sifali bitkiler, meyve
ve sebzeler bir¢ok antioksidan bilesik i¢erdiklerinden otiirti aktivite calismalarinda ¢ok

o6nem kazanmistir [15].

Enfeksiyonlarin tedavisinde ise kullanilan ilaglarin sayis1 her gegen giin artmaktadir.
Aragtirmalar; insana en az yan etkili, genis bir mikroorganizma cinsine az dozlarla etki
edecek yeni maddeler iizerinde yogunlasmistir. Fiziksel ve kimyasal caligmalar
dogrultusunda farmakolojik ve teknolojik calismalar basta olmak {izere belirli bir
yapiya baglh kalarak elde edilen veya bitkilerden ayristirilan yeni maddelerin 6zel
kullanim amaglarini belirlemek i¢in biyolojik aktiviteler siirdiiriilmektedir. Bakteriler
ve kiifler gibi mikroplarin varligini azaltma giiciine sahip bilesenlerin antimikrobiyal

etkinliklerini belirlemek i¢in biyolojik aktivite arastirmalar1 yapilmaktadir [16].

Bitkiler canli organizmalar i¢in ge¢misten bugiine kadar antimikrobiyal aktivite
calismalarinda hem besin hem de ila¢ kaynaklari olmustur. Bazi tip uzmanlarinca
bitkilerin tedavi edici yararlar1 reddedilse de eski zamanlardan beri insanlarin herhangi
bir rahatsizliktan 6tiirii bagvurdugu ilk yer bitkiler gibi dogal kaynaklardir. “Alternatif

(Tamamlayic1) Tip” olarak bilinen bu tedavi ¢esidinin olumlu etkileri dikkate deger



olup bu nedenle son yillarda bitkiler tizerinde yapilan ¢alismalara hiz verilmistir [17].
Eski tarih kaynaklarinda, hastaliklarin tedavisinde bitkilerden yiyecek veya cesitli
ilaglar  hazirlayarak  yararlandiklar1  belirtilmistir  [18]. Son  yillarda
mikroorganizmalarda karsilasilan yiiksek antibiyotik direnci ve farkli patojen
mikroorganizmalarin ortaya c¢ikmasindan dolayr giliniimiizde arastirmacilar tibbi
bitkilerin antimikrobiyallik kapasitelerini arastirmaya yonelmislerdir [19]. Ozellikle
bat1 tilkelerinde mikrobiyal anlamda bitkiler ila¢ sanayiinde etkili rol oynamaktadir.
Bu 6nemli rol bitkisel ilag sanayisinin genislemesini saglanmis ve ¢ogu iilkede bitki
kaynakli ilaglarin kullanimi artmistir. Az gelismis iilkelerde niifusun % 80’i tedavi igin
bitkisel tirtinlerden faydalanmaktadir. Orta dogu, Asya ve Afrika gibi bolgelerde bu
oranin % 95’e kadar ¢iktigi tilkeler bulunmaktadir. Gelismis iilkelerde ise bu oran az
olup Fransa’da % 49, Almanya’da % 40-50, Amerika’da % 42 ve Avustralya’da % 48
olarak belirlenmistir. Tibbi bitkilerin en Onemli ticaret merkezleri ise kullanim

oraninin aksine Almanya, ABD, Japonya ve Ingiltere’de bulunmaktadir [20].

Bitkilerin insan ve hayvan saghigi i¢in etkili olabilecek Ozellikleri ve patojenleri
oldirticti etkileri 1920l yillardan beri uzmanlarca laboratuvarlarda arastiriimaya
baglanmistir. Diinya saglik orgiitii’niin (WHO) sonuglarina gore tedavide etkin olarak
kullanilan bitkilerin sayis1 60 000’i agmis durumdadir [21]. Dogada yetisen ve
yenebilen tibbi etkili bitkiler yiyeceklerdeki mikroorganizmalara karsi sahip olduklari
antimikrobiyal etki sayesinde antimikrobiyal ajan kaynagi olarak goriilmektedirler
[22, 23].

Yapilan aragtirmalarda antioksidan ve antimikrobiyal icerigi ispatlanmis besinlerin
tilketimi sonucu, hastaliklara yakalanma riskinin azaldigi, iyilesme siireglerindeki
yardimlariyla 6liim oranlarinda kayda deger azalmalar oldugu bildirilmistir [24]. Tim
bu bilgiler dogrultusunda bu ¢alismada Tiirkiye’de yetisebilen ve hastaliklara karsi
cesitli formlarinda alternatif sifa amaciyla kullanilan halk bitkilerinden Artvin dag
yamagclarinda yetisen Trabzon kekigi olarak bilinen latince ad1 Satureja spicigera (K.
Koch) Boiss olan kondar otu, Artvin Yusufeli de yetisen latince ad1 Prangos ferulacea

(L.) Lindl. olan casir otu ve Sakarya da yetisen civanpercemi Achillea millefolium’nin



Balkanlar kokenli tiiri kunitsa otu bitkilerinin farkli ¢6zeltilerdeki Oziitlerinde

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek adina aragtirma yapilmistir.

1.1. Bitkilerin Antioksidan ve Antimikrobiyal Aktivitesi Hakkinda Daha Once
Yapilan Calismalar

Dogal antioksidanlar bitkilerin tiim dokularinda bulunurken yaprak, goévde ve
tohumlarindaki miktarlar1 fazladir. Dogal antioksidanlarin radikallere karsi
etkinliklerinin yaninda enzim inhibitorii ve diger maddeler ile birliktelik gostererek
sinerjist olarak savunmada etkindirler [25]. Bitkilerin tohum, yaprak, ¢igek, kok ve
kabuk gibi kisimlarinin fenolik maddeler yoniinden zenginligi ve antioksidan aktivite
gosterdigi bir¢ok farkli yayinda yer almistir [26-33]. Fenolik bilesikler 6zellikle kanser
ve koroner kalp hastaliklarindaki oliimciilliige karst koruyucu olma potansiyeli

nedeniyle de kapsamli olarak incelenmistir [34].

Yapay icerikli maddelerin yan etkilerinin son yillarda ¢ok fazla artmasi ve antibiyotik
gibi yapay ilaglara karst mikroorganizmalarin yiiksek diren¢ olusturmalari dogal
bitkisel bilesenlerin dnemini daha da arttirmis olup birgok arastirma yapilmustir. [35].
Bu sayede bitki ekstrelerinin antioksidan olarak kullanimi yaninda antimikrobiyal

olarak da kullanim1 gelistirilmekte ve 6nerilmektedir [36, 37].

Prangos ferulacea (L.) Lindl bitkisinin Iran’da yetisen cesidinin fitokimyasimnin ve
farmakolojik etkilerinin arastirildigi bir ¢alismada monoterpenler, seskiterpenler,
kumarinler, flavonoidler, alkaloidler, tanenler, saponinler ve terpenoidlerin bu bitkide
bulunan temel bilesenler oldugu bildirilmistir. Onceki arastirmalar ise bu bitkinin baz1
kisim ve gesitlerinin antioksidan &zelliklerinin o-tokoferolden (E vitamini) daha
yuksek oldugunu ve P. ferulacea’nin farkl biiylime asamalarindaki ana bilesiklerinin
monoterpenler, 6zellikle o-pinen ve B-pinen oldugunu gdstermistir. Yine ayni
calismada bu bitkilerle yapilan antibakteriyal ¢aligmalarda baharat olarak da kullanilan
yaprak boliimlerinin ekstraktinin E. coli, S. aureus, S. epidermis ve P. aeroginosa gibi
gram-pozitif ve gram-negatif bakterilere karsi antimikrobiyal o6zellikleri ortaya

konmustur. Bu aragtirmalarda limonen, a-pinen ve humulen gibi bazi bilesiklerin



varligi bu bitkinin antibakteriyel Ozellikler sergilemesinin nedeni olarak One
stiriilmiistiir. Coziicli etkisinin antibakteriyel aktivite ile olan ilisikisinin goriildigii bir
baska ¢alisma da ise metanol ve etanol ekstraklarin aktivitelerinin daha yiiksek oldugu
bildirilmistir. Ayn1 ¢alisma bitkinin antiviral. antidiyabetik, antispazm ve analjezik

etkilerinin iizerine de genel bildirimler vermistir [38].

Apiaceae familyasina ait bitki Seseli tortuosum’un antioksidan aktivitesi serbest
radikal stiptirme aktivitesi DPPH, bakir indirgeme giicii CUPRAC ve toplam fenolik
igerik Folin-Ciocalteu analizleri ile yapilmis olup 6ziitte toplam fenolik igerik 36,58
+1,30 mg GAE/qg gallik asit esdegeri, CUPRAC degeri 0,762+0,05 troloks esdegeri ve
DPPH siiplirme aktivitesi degeri %69,18 +£0,64 olarak tespit edilmistir [39].

Kekik tiirleri ile yapilan bir ¢alismada Satureja spicigera tiiriiniin %42,69-51,15
oraninda karvakrol i¢gerenlerinin karvalrol tipi %19,6 — 34,6 timol igerenlerin ise timol
tipi olmak tizere iki ¢esitte oldugu bildirilmistir. Bitkinin ugucu yagindaki diger dnemli
bilesenler y-terpinen (%3,4-14,7) ve p-simen (%9,1-34,1) ve metil karvakrol (%5,7-
21,2) olarak kaydedilmistir [40].

Analizlerinde ¢alisilan bitki kisminin 6nemi vurgulanan bu ¢alismada; Cigeklenme ve
vejetatif olmak tizere iki fizyolojik asamada hasat edilen Limonium delicatulum’un 10
ekstraktinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri in vitro olarak degerlendirilmis
ve fenolik bilesikleri ters faz yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC) ile
belirlenmistir. Sonuglarda ¢6ziicii ve fizyolojik gelisim asamasinin fenollerin miktarini
ve biyolojik aktiviteyi énemli dlglide etkiledigi goriilmiis olup en iyi antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite c¢iceklenme asamasinda bulunmustur. Etanol ekstraktlar1 en
fazla toplam antioksidan aktiviteye sahipken, aseton ekstraktlar1 en biiyiik radikal
stiptirme kapasitesine DPPH (ICs0= 2 g/mL) sahip metanol ekstraktlar1 ise beta-
carotene agartmasinin en iyi inhibisyonuna sahip bulunmustur. Etanol ekstraktlari en
yiiksek toplam antioksidan aktiviteyi (177 mg gallikasit esdegeri/g bitki) ve
antibakteriyel aktiviteyi (Salmonella’ya karsi 16 mm inhibisyon ¢ap1) gostermis olup
HPLC ile en yiiksek miktarda tayin edilen fenolik bilesikler p-kumarik asit ve
klorojenik asittir [41].



Achillea millefolium (Asteraceae, civanpergemi) ile yapilan ¢alismada su ve etanol
oziitleri tohum, ¢igek ve yapraklardan hazirlanmis olup antioksidan aktivite ferrik
tiyosiyanat ve H,O, radikal temizleme analizleri o6l¢iilmiistiir. Bitki ekstrelerinin
fenolik bilesenleri ve flavonoid yapilari belirlendiginde Achillea millefolium ‘un ¢igek,
yaprak ve tohumlart etkili H,O, radikal siipiirme aktivitesi ve lipid peroksidasyon
inhibisyonu gostermistir. Bir bitki i¢in antioksidan aktivitede dogru yaklasim farkli
birgcok metodun verecegi sonuglarin bir araya getirilip degerlendirilmesi oldugu igin

calisma bizim ¢alismamizi da desteklemektedir [42].

Lamiaceae familyasina ait Tiirkiye’de endemik olarak yetisen ada c¢ay: bitki tiirlerinin
2 cinsinin toprak iistii kisimlarindan elde edilen kloroform, aseton ve etanol 6ziitleri 8
adet gram pozitif ve 6 adet gram negatif olmak iizere toplam 14 adet standart bakteri
susuna kars1 disk difiizyon metoduyla arastirilmistir. Test sonuglarinda 6 bakteri
susuna kars1 higbir ekstrenin aktivite gostermedigi goriilmiis olup zayif antimikrobiyal
aktiviteye sahip olan dziitlerden en az birinin diger bakteri tiirlerine kars1 etkili oldugu
bulunmustur. Sonug olarak calismada; Bir bitkinin igerdigi bilesenlere goére her
bakteriye karsi farkli aktivite gostermesi bitkiler tizerinde sektorel anlamda yogun

caligmalar yapilmasi gerektigini ngdrmiistiir.[43].

Fenolik bilesenlerin aydinlatilmast amaciyla yapilan calismada yaban mersini
bitkisinin bilesenlerinin ve antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaglanmis olup 15
fenolik bilesen RP-HPLC ile analiz edilmis ve 7 farkli fenolik bilesigin varhg:
goriilmiistiir. Calismamiza benzer klorojenik asit ve vanilik asit varliginin goriildigi
calismada 0,067-7,53 mg/100 g kuru agirlik (KA) arasi miktarlarda sirinjik asit,
klorojenik asit, benzoik asit, protokatekuik aldehit asit, sinapik asit, protokatekuik asit

ve vanillik asit tespit edilmistir [44].

Boyar madde ¢alismalarinda deri sanayiinde, yapraklarinin infiizyonu ile ise 6zellikle
antiseptik olarak ila¢ sanayiinde kullanilan boyaci sumag: olarak bilinen Cotinus
coggygria (Scop.) bitkisine c¢alismalarimiza benzer islemler yapilmis olup
ekstraktlarda tayin edilen fenolik bilesenlerin miktarlarinin 176 + 0,025 - 199,07 +



PN

0,044 mg gallik asit esdegeri /g bitki araliginda degistigi belirlenmistir. Elde edilen
ekstraktlarin indirgeme kapasiteleri DPPH; ¢alismamiza benzer ¢6ziicii etkisine gore
metanol > su > aseton seklinde siralanmustir. Disk diflizyon yontemi ile en yiiksek
antimikrobiyal aktivite su Oziitinde gorilmiis olup ve en hassas bakterinin

Staphylococcus aureus oldugu belirlenmistir [45].

Farkli cay ekstraktlar1 ile yapilan bir calisma da taze cay yapragi ve yesil c¢ay
yapragindan elde edilen 6ziitlerde en yiiksek verim (78,8-169,5 mg taze ¢ay/g kuru
cay, 11,8-88,5 mg yesil cay/g kuru cay) ham ekstraktlarla elde edilmistir. Ham
ekstraktlar ve etil asetat 6ziitleri Staphylococcus aureus ve Bacillus cereus tizerinde
antibakteriyal aktivite gostermistir. Buna karsin su Oziitleri incelenen bakterilerde

herhangi bir aktivite gostermemistir [46].

Kapadokya bolgesinde yetisen ¢alismamiz bitkisi S. spicigera ile ayni familyadan olan
tir Thymus sipyleus ile Globulariaceae familyasina ait Globularia trichosantha ve
Globularia oriantalis bitkileri kullanilarak 8 farkli metot ile antioksidan aktivite
caligmalar yapilmis olup calisilan 3 bitkinin de antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirtilmistir. Ayrica bu bitkilerin 10 farkli bakteri susuna karsi antimikrobiyal aktivite
caligmalar1 yapilmis olup bakteriler tizerinde en iyi sonucu Thymus sipyleus bitkisi
verirken Candida albicans bakterisinin bu bitkilerin hig¢birine duyarli olmadigi

gorilmustiir [47].

Serbet¢i otu, Humulus lupulus’un yapraklari ve kozalaklari farkli sehirlerde
yetistirilmis ve analiz edilmistir. Yaprak ekstraktlar1 fenolik bilesikleri kafeik asit
esdegeri cinsinden 0,099-0,542 mg CAE/mL  kozalak ekstraklar1 0,738 —
1,734 mg CAE/mL gozlenmis olup DPPH aktivitesi yapraklarda kozalaklardan daha
yiiksek gozlenmistir. Gram pozitif Staphylococcus aureus ile gram negatif Escherichia
coli ile antimikrobiyal ¢calismalar1 yapilmis olup iki bakteriye karsi da duyarli olduklart
tespit edilmistir [48].

Yabani igde cinsi Seabuckthorn (Hippophae rhamnoides L.)’in HPLC ile fenolik
madde profili ¢alismasinda; 319,33 + 7,02 mg/g gallik asit yaninda rutin, kuersetin,



mirisetin, kaempferol and isorhamnetin fenolik bilesikleri ise 1,551-196,89 mg/g
degerleri arasinda tespit edilmistir. Escherichia coli, Salmonella typhi, Shigella
dysenteriae, Streptococcus pneumoniae ve Staphylococcus aureus bakterilerine karsi

disk diflizyon yontemi ile aktivite gosterdigi belirtilmistir [49].

Datura metel L. Boru ¢igeginin kuru ve taze yapraklari ile yapilan ¢alismada; Kuru
yaprak ekstraklart DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) indirgeme aktivitesi
sonuclar1 biitanol > kloroform > etil asetat > metanol > hekzan ekstrakt siralamasi
taze yaprak ekstraklari ise metanol > hekzan > kloroform > etil asetat > butanol
siralamast  gostermistir. Metanol ekstrakti kuru ve taze yapraklari gram pozitif
Staphylococcus aureus ve gram negatif Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve

Pseudomonas aeruginosa bakterilerine kars1 aktivite gostermistir [50].

1.2. Cahymanin Amaci

Bu tez ¢alismasinda; halk arasinda sifa amagli kullanilan S. spicigera, P. ferulacea ve
A. millefolium bitkilerinin metanol, aseton, etil asetat ve su ekstraktlarinin Folin
Ciocalteu(FCR) metodu ile toplam fenolik bilesenleri , Aliiminyum nitrat metodu ile
toplam flavonoid bilesenleri, DPPH serbest radikal giderici etkisi, Bakir (II) iyonu
indirgeme giicii (CUPRAC), Demir (II) iyonlarin1 selatlama aktivitesi son olarak
Indirgeme kapasitesinin spektrofotometrik UV yéntemi analiz edilmesi ve antioksidan
profilinin HPLC (Yiiksek Performansli Sivi Kromatografi) ile desteklenmesi ve disk
diftizyon metodu kullanilarak ekstraktlarin Bacillus cereus (SBT8), Escherichia coli
(ATCC25922), Staphylococcus aureus (ATCC25923), Candida albicans suslarina

kars1 in vitro ortamda antimikrobiyal etkisinin arastirilmasi amaglanmustir.



BOLUM 2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Cahgsilan Bitkilerin Ozellikleri

Bitkilerin insan yasaminda yadsinmaz bir rolii vardir. Sebze olarak tiiketilen bircok
bitkinin yani1 sira halk arasinda tedavi edici amaglarlada kullanilan bitkiler
bulunmaktadir. Calismamizda kullanilan Artvin dag yamaglarinda yetisen Trabzon
kekigi olarak bilinen latince adi1 Satureja spicigera (K.Koch) Boiss olan kondar otu,
Artvin Yusufeli de yetisen latince ad1 Prangos ferulacea (L.) Lindl. olan casir otu ve
Sakaryada yetisen Civanpercemi Achillea millefolium’nin Balkanlar kokenli tiiri
kunitsa otu yoresel olarak tedavi i¢in kullanilan bitkilerdir. Tablo 2.1.°de bitkilerin

latince adlar1 ve ait olduklar familyalar1 verilmektedir.

Tablo 2.1. Calisma bitkileri

Latince ismi Familya Bitki kismi
Kdondar otu Satureja spicigera (K.Koch) Boiss Lamiaceae Yaprak
Apiaceae i
Casir otu Prangos ferulacea (L.) Lindl. (Umbelliferae) Govde
Kunitsa Otu  Achillea millefolium Compositae Yaprak

2.1.1. Satureja spicigera (K.Koch) Boiss
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Sekil 2.1. Satureja spicigera (K.Koch) Boiss
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Sekil 2.1. ‘de verilen Artvin dag yamaglarinda yetistikten sonra toplanan ve
hastaliklara kars1 ¢esitli formlarda sifa amagli kullanilan halk bitkilerinden latince ismi
Satureja spicigera (K.Koch) Boiss olan Trabzon kekigi; Artvinde ‘‘Kondar’’ olarak

bilinir ve ¢ok yillik Lamiaceae ailesi Satureja tiirtinde bir bitkidir [51].

Kekige benzerligi ile bilinen daha keskin kokulu bu bitkiyle ilgili calismalar az olup
cesitli formlarinda halk tarafindan geleneksel sifa yontemi olarak midenin kaslarinin
rahatlamasina yardimci oldugu diisiiniilerek kronik gastrit, istahsizlik, hazimsizlik,
asirt duyarli bagirsak ve kolik gibi gastrointestinal problemleri hafifletmek icin
kullanilmaktadir. Artvinde neredeyse yemeklerin tiimiine yukarida bahsedilen
nedenlerden dolayi ¢esni olarak eklenen kdndarin antioksidan ve antibakteriyal etkileri

bu geleneksel yontemleri desteklemesi amactyla arastirilmistir.

Lamiaceae ailesine ait bitkilerin giiglii antioksidan ozellik gosteren bilesikler
yoniinden zengin oldugu bilinmektedir [52-55]. Kekik ve vahsi kekik antispazmotik
ve balgam soktiiriicli ila¢ iceren sifali otlar olarak kabul edilmektedir [56]. Bazi
bitkilerin viriis, mantar, protozoa ve bakteriye karsi antibakteriyel 6zellikleri nedeniyle

cok sayida ucucu yag ve bunlarin bilesenleri arastirilmistir.

Kekik, nane, tar¢in, kimyon ve karanfilin esans yaglar1 ¢ogu test edilenler arasinda
giiclii antimikrobiyal 6zellikler gostermistir. Cogunun hastane i¢i enfeksiyonlar1 dne
¢ikaran mikroflorya karsi genis bir antibiyotik aktivite spekturumuna sahip olmasi
antibiyotik tedavisinde enfeksiyon giderimi i¢in degerli bir yardimci yapar. [57-62].
Hastaliklara karsi kullanim kiirleri farkli ve 0Ozeldir kullanilmalarina dikkat

edilmelidir.
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2.1.2. Prangos ferulacea (L.) Lindl

Sekil 2.2. Prangos ferulaceae (L.) Lindl.

Sekil 2.2.”de verilen Yusufeli‘de yetistikten sonra toplanan ve hastaliklara kars1 gesitli
formlarda tedavi edici olarak kullanilan latince ismi Prangos ferulacea olan casir
bitkisidir. Tiirkiyenin 6nemli bir merkezi oldugu Apiaceae familyasina ait prangoslar
cok yillik bir cinstir. Prangos cinsi, 17 tiir igeren 21 taksonla temsil edilir ve Tiirkiye
florasinda bulunan 10 taksonu endemiktir [63]. Prangos ferulaceae (L.) Lindl.
Tirkiye’nin kuzey ve giiney Anadolu Bolgelerinde dogal olarak yayilir [64].
Yapraklart dere otunu andiran ¢ok agir kokulu bitkiye bu bolge yorelerinde‘cagir’ adi
verilmektedir [65]. Bu tiir diinyada pek ¢ok tilkede tibbi bitki olarak kullanilmis ve
onceki yillarda yapilan aragtirmalar P. ferulaceae ekstrelerinin ¢esitli oranlarda
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu gostermistir [66]. Bu bitkinin ana bilesikleri

monoterpenler olup %65’i 6zellikle a ve B-pinen kaynaklilaridir [67].

Yusufeli yoresinde ilkbaharda casir bitkilerinin 10-20 c¢cm lik taze fidanlarn
tiketilmektedir. Cogunlukla suda haslanip yenilmekte ya da tuzlu suda bekletilip
salata malzemesi olarak tiiketilmektedir. Gida tatlandiricisi ve katki maddeleri olarak
da kullanilmaktadir. P. ferulaceae bitkisi halk arasinda kadin hastaliklarinda (rahim
enfeksiyonlari, dogum esnasi), soguk algmhigimi giderici olarak, romatizmal
rahatsizliklarin tedavisinde, kan basinci diizenlemede ve Oksiiriik tedavisinde
kullanilmaktadir. Yapilan ¢calismalarda HINT viriisiine kars1 antiviral aktiviteye sahip

oldugu belirlenmistir [68].
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Kurutulmus kok kismi toz halinde bal ile karistirildiktan sonra afroditide olarak
tiiketilir. Ozellikle bitkinin gévde ve koklerinden sindirim bozukluklari tedavisinde
yararlanilir. Yaralarin iyilesmesinde ve kanamalarin durdurulmasinda faydasi ¢okca
goriilmistiir [69]. Hastaliklara karsi kullanim kiirleri farkli ve 6zeldir kullanilmalarina
dikkat edilmelidir. Apiaceae familyasina ait bitkiler yapilarinda ugucu yag ithiva
ettiklerinden eski zamanlardan beri ilag ve baharat olarak kullanilmaktadir [70]. P.
ferulaceae’nin de ¢esitli (meyve, cicek, yaprak, govde) bolgelerinden yag elde edilir.
Prangos’un esansiyel yaglar ile ilgili dnceki ¢aligmalar kullanilan organlara bagl
olarak verim %0,2- %1,1 arasinda degisim gostermistir [71-73]. Ugucu yaglar da
kimyasal bilesimleri sayesinde antifungal, antioksidan ve antibakteriyel aktiviteye

sahiptir [74].

2.1.3. Achillea millefolium

Sekil 2.3. Achillea millefolium

Bilinen 250’yi gegen tiirii olan Civanpercemi, Achillea millefolium Bilesikgiller
(Compositae) familyasina ait Achillea alt grubunun en yaygin yetisen ve tiiketilen
tiurdiir [75]. Sekil 2.3.’de verilen Balkanlarda yetisen tiirlerine kunitsa (kunica)
dendigi gibi bir¢ogu yoresel olarak ¢esitli sekilde adlandirilip kullanilan Civanper¢cemi
bitkisinin Tirkiye’de de 40 kadar tiirii bulunmaktadir [76]. Giinesin ¢ok etkili oldugu
bolgelerde azotga zengin nem orani az topraklarda bolca yetisirler. Bulundugu yerden
cevresine kisa siirede yayilirlar. Tiiylii ot 10-130 cm boyunda yiikselen, dolu govdeli,
ilkbahar-yaz arasi yesilden sarimsi yesile donen renkte yapraklari olan ¢igekleri
oldukea kiigiik bir bitkidir. Kunitsa otunun gévde,yaprak ve cigek bilesimlerinde

antioksidan 6zellik gosteren apigenin, luteloin, kuersetin ve rutin bulunur [77].
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Alternatif tipta antimikrobiyal, antispazmodik ,astrenjan, karminatif , diyaforetik ,
sindirimi kolaylastirici, uyarici, tonik ve vazodilator olarak kullanilir [78]. Diizenli
sekilde tiiketilen ¢ay1 ile migren hastaligina iyi geldigi ve kemik iligindeki kan
tiretimini diizene soktugu yapilan arastirmalarda goriilmistiir [79]. Hastaliklara karsi

kullanim kiirleri farkli ve 6zeldir kullanilmalarina dikkat edilmelidir.

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller dis yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle
elektriksel agidan yiiksiiz son derece reaktif atom ya da molekiiller olup iyonlar ve
uyarilmig molekiillerin ayrilmalari sonucunda olusurlar [80]. En basit serbest radikal
birer proton ve elektron bulunduran hidrojen atomudur ve ortaklanmamis elektronlar
atom veya molekiiliin iist kisminda konulan bir nokta ile gosterilir. Hiicrede (ig-dis)

cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar sonucu siirekli olarak serbest radikal yapimi vardir.

Serbest radikaller kovalent baglarin homolitik kirilmasi, molekiiliin elektron
kaybetmesi veya molekiile elektron transferi ile atom veya molekiil dis orbitallerinde
ortalanmamuis elektronlarin bulunmasiyla meydan gelir. Biyolojik sistemlerde serbest
radikaller elektron transferleri ile negatif yikli, pozitif yiikli veya nétral olarak
olusabilirler [81]. Serbest oksijen radikalleri ile birlikte en 6nemli radikaller karbon,

azot, kiikiirt tiirevi olanlar ve inorganik molekiillerdir [82].

Oksijen igeren bir ortamda metabolik reaksiyonlar neticesinde fiziksel ve kimyasal
etkilerle oksijen radikali meydana gelir. Biyolojik sistemlerde gozlenen en onemli
serbest radikal oksijen radikali, okside edici etkilere sahip oksijen tiirlerini ve bazi
radikal olmayan bilesikleri igeren ve reaktif oksijen tiirleri (ROT) adi verilen
olusumlardir. Reaktif oksijen tiirleri, merkezinde oksijen olan radikaller (siiperoksit
anyon (Oz ), hidroksil radikali (OH’), akloksil radikali (RO"), peroksil radikali
(ROO") ve oksijen merkezli radikal olmayan tiirler (hidrojen peroksit (H20.), singlet
oksijendir (O2)) olarak iki sinifa ayrilirlar [83]. Nitrik oksit (NO"), nitrik dioksit (NO2’)
ve peroksinitrit (OONQO) gibi azot tiirleri ise diger reaktif tiirlerdir. [84-85].
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Bagisiklik sistemi hiicrelerinin savunma mekanizmasinda serbest radikal reaksiyonlari
gerekli olsa da, serbest radikallerin artan miktar1 doku hasarina hatta hiicre 6liimiine
neden olmaktadir [86]. Serbest radikaller, sekil 2.4.’de verildigi iizere hiicrelerin
karbonhidrat, DNA, protein ve lipitler gibi tiim metabolik bilesiklerine etki ederler ve
yapisal bozulmalarimi gergeklestirirler. () [87]. Tiutiin iriinleri, alkol, virtsler,
lipit(yag) metabolizmasi iiriinleri, giines 1sinlari, X ve kozmik isginlar, fabrika-sanayi
atiklari, egzoz gazlari, ozon, agir metaller, kirli hava ve su gibi etkenlerle de serbest
radikallerin olusabildigi bilinmektedir [88]. Bunlarin yaninda stres (katekolamin
artigsiyla katekolamin oksidasyonu) ,aktif fagositler ve sitotoksikler gibi biyolojik
olarakda serbest radikaller tiretilir. Giiniimiizde serbest radikaller kanser basta olmak
tizere kardiyolojik hastaliklar, yaslanma, akciger ve karaciger hastaliklari, immun
sistem hastaliklari, norolojik hastaliklar, irolojik hastaliklar ateroskleroz,
hipertansiyon ve goz hastaliklart gibi pek ¢ok hastaliktan sorumlu ajanlar olarak
goriilmektedir [89].
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Sekil 2.4. Serbest radikallerin. hiicresel etkileri [90]

Giiniimiizde serbest radikaller tip, biyoloji ve ila¢ sanayinde organizmada
olusturduklar1 hasarlar sonucunda gittikge artan yogun bir etkiye sahiptirler. Ozellikle
son 25 yildaki ¢aligmalar sonucunda organizmay: reaktif oksijen tiirleri etkisi sonucu
olusan hasara karsi koruduklari igin antioksidanlarin 6nemi vurgulanmistir. Gida

endistrisinde lipit peroksidasyonunun serbest radikalik reaksiyonlari, prosesler
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esnasinda karsilagilan en Onemli sorunlardan biridir ve iiretimde antioksidan
bilesiklerin Kkullanilmasiyla lipit yapili gidalarin oksidasyonunu engellemeyi

amaglarlar [90].

2.3. Antioksidanlar

Organizmada metabolik siirecte serbest radikaller olusmakta ve hiicresel savunma
mekanizmalar1 ile antioksidanlar sayesinde belirli bir dengede ortadan
kaldirilmaktadirlar. Dengeyi bozacak oksijen miktarina maruz kalma, metabolize olan
toksik maddeler, patojen maddelere karsi diizensizlikler, diyetle antioksidan etkili
bilesiklerin yetersiz alim1 sonucu olusan malniitrisyon gibi sebeplerle dengenin serbest
radikal tiretimi tarafinin artmasi sonucu bozulmasiyla “oksidatif stres” meydana gelir
[91]. Oksidatif stresi, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) meydana gelisini ve bunlarin
olusturdugu hasar1 onlemek igin birgok savunma mekanizmasi vardir. Antioksidan
savunma sistemleri ya da kisaca antioksidanlar olarak bilinen bu sistemler
metabolizma dengesi i¢in ¢ok Onemlidirler. Antioksidan savunma mekanizmalar

farkl sekillerde etkisini gostermektedir. Bu mekanizmalar:

Bozulan hiicre yapisinin onarilmasi
Detoksifikasyon (olusan radikallerin temizlenmesi)
Radikal iiriinlerin iiretiminin 6nlenmesi

ikincil radikal olusturan zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi

o B~ w D

Hiicre i¢i antioksidan kapasitesinin artirrmi seklindedir [80].

Antioksidanlarin  siniflandirilmas1  farkliliklar — goriilmektedir. Endojen  (hiicre
ici,dogal) ve eksojen(hiicre dig1) antioksidan veya enzimatik ve enzimatik olmayan
antioksidanlar seklinde smiflandirmalar da vardir. Insan viicudundaki antioksidan
savunma sisteminin baslicalari; ferritin, albiimin, laktoferrin, seruloplasmin gibi metal
iyonlarin1 baglayabilen proteinler, enzimler ve ¢oziinebilen (su ve yagda) radikal
tutucularidir [81]. Asagidaki Tablo 2.2.°de antioksidanlarin temel gesitleri Ozet
seklinde verilmistir [80].
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Tablo 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar

BHT, BHA. Troloks. SOD mimikleri

/ \ ve ¢esitli selat olusturucu maddeler.

Enzimatik Enzimatik olmayan
SOD
Katalaz Endojen Eksojen
Glutatyon peroksidaz Glutatyon E Vitamini
Glutatyon S transferaz Sertiloplazmin p-Karoten
Sitokrom oksidaz Bilirubin Askorbik Asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Organizmamizda dogal olarak bulunan antioksidan bilesiklerin yani1 sira
beslenmemizin 6nemli bir kismim olusturan meyve ve sebzeler ile de disaridan
antioksidan bilesikler alabiriz. Bitkiler dogal antioksidan bilesiklerin temel kaynagini
olusturmaktadir [92]. Baharat ve ¢ay olarak kullanilan bitkisel bilesikler, meyve ve
sebzeler ve yagli tohumlular yapilarinda bulunan antioksidan bilesikleri ile pek ¢ok
calismaya konu olmus ve antioksidan 6zelliklerinin fenolik bilesiklerden ve 6zellikle

de flavonoidler yapisindan kaynaklandig: belirtilmistir [93].

Beslenme ile alinan taze sebze ve meyvelerin hastaliklara karsi koruyucu ve viicudu
destekleyici etki gosterdigi bilinmektedir. Sebze ve meyvelerin yapilarinda bulunan
askorbik asit, selenyum, B-karotenoidler, glutatyon, fitosteroller, flavonoidler,
kumarinler, fenolik asitler ,izotiyosiyanatlar ve a- tokoferoller gibi antioksidan
ozellikli bilesenler sayesinde koruyucu etki gosterdikleri diisiiniilmektedir.
Antioksidan yapili maddeler kanser hiicresi yapici nitrozamin olusumunu durdurmak,
olusan radikallerin temizlenmesinde (detoksifikasyon) gerekli enzimleri indiikklemek,
kanser yapicilar1 (karsinojen) baglamak gibi cesitli mekanizmalarla antioksidan
aktivite gosterirler [94]. Sebze ve meyvelere uygulanan klinik ¢alismalarla igerdikleri

fitokimyasallarin; bazi kanser tiirlerinin olugma riskini azalttigi, immunite, diyabet,
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obesite sorunlarmin, kardiovaskiiler hastaliklarin, romatolojik hastaliklarin ve
yaslanma ile olusan metabolizmal sorunlarin &nlenmesinde 6nemli rol oynadigi

belirtilmistir [95, 96].

Organizmada etkinliklerini hiicre iginde gosteren yiiksek konsantrasyonda olusan
hidrojen peroksidin (H202) dismutasyonundan sorumlu katalaz (KAT), siiperoksit
radikallerinin dismutasyonundan sorumlu siiperoksit dismutaz (SOD, substrat olarak
serbest radikal kullanan tek enzim) ve hiicre i¢i (endojen) sistemde diisiik
konsantrasyonda olusan peroksit {iiriinlerinin (R202) dismutasyonundan sorumlu
glutatyon peroksidaz (GPx) enzimatik antioksidanlardir [97,98]. Glutatyon
aminoasitleri hiicre i¢ine tasinmasi yaninda ¢esitli metabolik fonksiyonlari olan suda
¢oziinen 6nemli bir antioksidan olup askorbat, hidrojen peroksit, disiilfitler ve serbest
radikalleri indirgeyebilir ve boylece hiicreleri (eritrosit membranlari 16kositleri ve lens
proteinlerini) oksidatif hasara kars1 korur [99]. Glutatyon yani sira albimin, bilirubin,
ferritin, rik asit, seruloplazmin, hemoglobinde endojen kaynakli enzimatik olmayan

antioksidanlara ornek olarak verilebilir.

Indirgeyici dzellikte hiicresel ajan olan polifenol yapili maddeler, E vitamini (zincir
kirict antioksidan etki gosteren a-tokoferol) , C vitamini (askorbik asit) ve A vitamini
(radikal toplayici etkisi bulunan p-karoten) gibi molekiiller insan ve hayvan
organizmasinda kendiliginden olusamayan bitkiler tarafindan ikincil metabolit olarak
tiretilen maddelerdir. Bu hiicresel ajanlar radikallerin temizlenmesinde ve zincir
reaksiyonlarmin durdurulmasinda etkili birer antioksidan maddeler olup varliklarini

enzimatik olmayan yolla siirdiiriirler [80].

Gidalarin imalat prosesi sirasinda en ¢ok karsilasilan sorun lipid oksidasyonudur ve
oksidayon sonucunda olusan yaglarda acilasma (ransidlesme), yag igeren diger
gidalarda kivam, tat (aroma),renk bozulmalar: besinsel gida kalitesinin azalmasina
neden olmaktadir. Gida endiistrisi igin lipid oksidasyonunu onlemek veya azaltmak,
toksik oksidasyon iiriinlerinin olugsmasina izin vermemek, kalite devamliligi ve son
kullanma tarihlerini (SKT) uzatmak amaciyla antioksidan kullanimi1 gereklidir [93].

Giliniimiizde en yaygin kullanilan sentetik oksidanlar propil gallat (PG) ,biitillenmis
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hidroksianisol (BHA), t-biitil hidrokinon (TBHQ) ve biitillenmis hidroksitoluen
(BHT) antioksidanlaridir [8,9].

Paketli market {irtinleri ve islem gormiis gidalarin tiikketilmesi ile bu gidalarda katki
maddesi olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin viicuda girisi saglanir. Sentetik
antioksidanlarin ve meydana getirdikleri yan {iriinlerin hastaliklara sebep oldugunu
ortaya koyan c¢alismalarin olmasi nedeniyle dogal bitkisel kaynaklardan ,sentetik
antioksidanlarin yerini alabilecek yeni antioksidan maddelerin bulunmasina yonelik
caligmalarin sayisi artarak onem kazanmistir [100, 101]. Sentetik antioksidanlarin
insan saglig1 agisindan tehlike olusturdugunu gosteren ¢aligmalar {izerine giiniimiizde
tilketicide organik adi altinda dogal fiirtinleri tercih eder olmustur. Bu nedenle de
arastirmacilarin tiiketiciyi desteklemek adina da sentetik antioksidanlarin yerine
gecebilecek dogal antioksidanlara karst ilgisi artmistir Ar-Ge calismalart 6nem
kazanmistir. Arastirmacilar tarafindan dogal bitkisel kaynaklar: incelemekte ve bu
kaynaklardan elde edilecek dogal antioksidan bilesiklerin gidalarin islenme prosesi
sirasinda sentetik antioksidanlar yerine gidalara katki saglamasi hedeflenmektedir
[102, 103].

Antioksidanlarin en 6nemli grubunu suda ¢6ziinebilen fenolik yapili maddeler (fenolik
antioksidanlar) olusturmaktadir. Meyve ve sebzelerde yiiksek oranda bulunan fenolik
bilesiklerin saglik iizerine pozitif etkileri s6z konusudur. Bitkilerin yapisinda olan
fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitesini gosteren ¢ok sayida ¢alisma yapilmis ve
yapilan ¢aligsmalar sonucunda elde edilen sonuglar bu bilesenlerin 6nemini daha da
artirmistir. Bu bilesenler ozellikle patojenler olmak iizere i¢ ve dis zarar verici

kosullara kars1 immun sistemde koruyuculuk saglarlar [104].

Sekil 2.5.°de verilen fenol yapili bilesikler bitkilerin yapisinda dogal olarak bulunan
ve antioksidan yapidaki ikincil metabolitlerdir. Aromatik zincir halkasina bagl bir
veya daha fazla sayida hidroksil grubu igeren fenol yapili bilesikler genellikle suda
¢Oziliniir ve yapilarindaki farkliliklara ragmen polifenoller olarakta adlandirilirlar
[105].
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OH

Sekil 2.5. Fenol

Fenolik yapili bilesikler fenolik asitler; stilbenler (resveratrol), hidroksisinamik asitler
(kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit) ve hidroksibenzoik asitler (gallik asit, siringik
asit, total galatlar), flavonoidler; lignin, izoflavonoidler, kumarinler, tanninler
flavanoller (katesin, epikatesin, epikatesin galat, epikatesin-3-gallat), flavonoller
(kuersetin, kaemferol, kuersatagetin), flavonlar (rutin, apigenin, luteolein), flavononlar
(mirisetin, naringin, naringenin) ve antosiyaninler olmak tizere temel olarak ikiye
ayrilir. Fenolik yapili bilesiklerin besinlerde kolaylikla oksitlenebilen maddeleri

oksidasyondan koruduklari bilinmektedir [106].

Fenolik bilesiklerin yapilart serbest radikal temizleme ve metal iyonu selatlama
ozelliklerinin olusmasinda etkindir ve fonksiyonel grupla bagli olan hidroksil
gruplarinin sayisi ve pozisyonunun antioksidan 6zellik gostermeleri ile iliskili oldugu
ifade edilmektedir. Fenolik bilesiklerin antioksidan madde olarak etkinlik
gostermeleri, fenolik bilesenli dogal {irlinlerin ¢esitli proses sistemine girmesini ve
arastirma ve gelistirme (ARGE) ¢alismalarinda kullanilmaya baslamasini saglamistir.
Bu fenolik yapili bilesiklerin antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 ve bu sayede
kolesterol diizeylerinde, iskelet sistemi iizerinde ve 6zellikle de antikanserojen olarak
etkili olduklar tip alaninda pek ¢ok calismada rapor edilmistir. Fenolik bilesiklerin
sadece antioksidan Ozellikleri ile degil antimikrobiyal &zellikleri ile istenmeyen
bakteri enfeksiyonlarini inhibe edebilecedi yoniindeki goriislerin artmasiyla bu

konuyu desteklemek amaciyla da ¢okca ¢alisma yapilmaktadir [107].

Sekil 2.6.°da goriilen flavonoidler fenolik bilesiklerin iki temel grubundan biridir ve

renksiz flavonoidlerinde dogada bulunmasina ragmen bitkisel pigmentler olarak
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bilinirler. Son 20 yila kadar 6000 kadar alt birimi saptanmis olup renkli flavonoid
pigmentleri birgok meyve sebzenin renginden sorumludur. Flavonoid alt grubunun
onemli bir birimi olan antosiyaninler 6nemli antioksidan maddeler igerirler ve
bitkilerin meyve, yaprak ve c¢iceklerine Karakteristik rengini veren pigment
maddeleridir [108].

Sekil 2.6. Flavonoidlerin genel yapisi

Dogal antioksidanlarin bircogu ozellikle de flavonoidler farkli biyolojik etkilere
sahiptirler. Meyve ve sebze gibi dogal kaynakli besinlerin kullanimiyla kalp damar
hastaliklar1 ve kanser hastaliklar1 arasindaki ters oranti igerdikleri flavonoidlerden
kaynaklandigi rapor edilmis olup igeriginde kuersetin bulunan meyve ve sebze
(6rnegin; elma ve sogan) tiiketimi arttiginda koroner kalp rahatsizliklari riskinin
azaldig1 gorilmistiir. Yapilan baska bir calismada ise kuersetin ve mirisetin gibi
flavonoid yapili bilesiklerin artan tiiketimi ile toplam kolesterol ve kotii kolesterol

(LDL) konsantrasyonlarinin azaldigi goriilmiistiir [109-111].
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2.4. Antimikrobiyal Maddeler

Giliniimiizde enfeksiyonel hastaliklarin  tedavisi etken mikroorganizmanin
antibiyotiklere duyarlilik analizi sonuglarina gore enfeksiyon etkeninin duyarli oldugu
en uygun antimikrobiyal ile yapilir. Bitkiler ve bitkisel kaynakli ilag hammaddeleri
ila¢ sanayiinde tedavi i¢in kullanilan ilaglarin ¢ok biiyiik bir kismini olusturur. [112].
Gerek aromatik gerekse tibbi bitkilerden elde edilen 6ziitlerin antimikrobiyal etkilere
sahip olduklar1 bilinmektedir. Bu nedenle bakterilerde gelisen antibiyotik
direncliliginin 6niine gegmek i¢in ilaglar yerine veya ilaglara yardimci olarak bitkisel
tiriinlerin antimikrobiyal olarak kullanilmalart 6nerilmektedir [113]. Uygun ortam
kosullarinda yapilmis olan ¢ogu calismadada cesitli bitkilerden elde edilmis 6ziitlerin

antimikrobiyal aktiviteye sahip olduklar1 gdsterilmistir [114].

2.4.1. Antimikrobiyal maddelerin 6zellikleri

Antimikrobiyal maddeler basta bakteri ve kiifler olmak {izere mikroplarin gelisimini
engelleyerek bunlara kars1 direng gosterir ve mikroplarin hastalik edici 6zelliklerine
kars1 canli metabolizmasim1  korurlar. Antimikrobiyal maddeler etkinlik
gosterebildikleri mikroorganizma tiir-cins sayisinin az ya da ¢ok olmasina gore dar ya
da genis spektrumlu seklinde tanimlanir. Hastalik enfeksiyonuna neden olan
mikroorganizma lizerine etkili ve tedavide ideal olan maddeler en dar spektrumlu olan
antimikrobiyal maddelerdir. Genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler ise konak
canlimin dogal bagisiklig1 i¢in ¢ok dnemli olan ve yasamsal dengeyi saglayan normal
mikroorganizma florasini bozmasina ragmen ¢ok sayida patojenin ayni anda etkili

oldugu enfeksiyonlarda kullanilir [115].

Bakteri ve mantar tiirleri tarafindan olusturulan mikroorganizmalara etki gosteren,
mikroorganizmalari 6ldiiren mikrobisidal maddeler ve mikroorganizmalarin iremesini
durduran mikrobistatik maddeler antibiyotikler olarak bilinir. Antibiyotiklerle benzer
Ozellik gosteren kimyasal yolla sentez edilen tamamiyle sentetik olan maddelere de
kemoterap6tik denir [80, 115]. Antibakteriyel maddeler bakteriler ilizerine protein

sentezi inhibisyonu (mikrolit antibiyotikler, amino glikozitler, tetrasiklinler), hiicre
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duvari sentezi inhibisyonu (beta-laktamlar, penisilinler, glikopeptidler), sitoplazma
zarinin yapisinin bozulmast (kolistin ve polimiksinB), niikleik asit isleyisinin
bozulmasi (nitrofurantoin, kinonlar, rifampisin), metabolizmanin kimyasal
yapilardaki  benzerlik  sayesinde  bozulmasi  (trimetoprim/sulfametoksazol,

sulfonamidler, trimetoprim ) olmak iizere bes farkli sekilde etki eder [80].

2.4.2. Calismada kullanilan mikroorganizmalar

2.4.2.1. Bacillus cereus

Insanlar ve hayvanlar igin patojen olup su, toprak, siit gibi ortamlarda bulunan
hareketli basillerdir. Gram-pozitif, kapsiilsiiz, santral yada subterminal yapili sporlu,
aerob ve secmeli (fakiiltatif) anaerob basillerdir. Ureme hiicreleri (sporlar)
pastorilizasyon gibi 1s1l islemler esnasinda dayanikli oldugundan 6zellikle siit ve siit
triinlerinde  6nemlidir. Kan zehirlenmesi (sepsis), besin zehirlenmesi,goz
enfeksiyonlari, idrar yolu enfeksiyonlari, menenjit, beyin kanamasi, akciger ve

karaciger apsesi, pndmoni gibi hastaliklara yol agabilir [116, 117].

2.4.2.2. Staphylococcus aureus

Sicakkanli hayvanlar ve insanda patojen olan koagiilaz1 pozitif, kapsiilii olmayan,

hareketsiz, sporsuz ve gram pozitif stafilokok bakteri tiiriidiir. S. aureus’un icerdigi

sicaga dayaniksiz ekzotoksinler makrofaj, eritrositler, trombosit ve 16kositler ve gibi
cok sayida hiicreyi etkiler. S. aureus, toksik sok sendromu (TSS), bakteriyel
endokardit, tromboflebit (ven iltihabi, flebit), deri ve yumusak doku enfeksiyonlari,
solunum sistemi enfeksiyonlari, besin ve kan zehirlenmesi, eklem enfeksiyonlari,
osteomyelit (kemik iltihab1), pndmoni, menenjit, ve bakteriyemi gibi hastaliklara yol

acabilen dayanikli bir bakteri tiirtidiir. [116-118].
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2.4.2.3. Escherichia coli

Insan ve hayvan gastrointestinal sistemin tiim floralarinda bulunabilen E. coli dogada
toprak ve suda bulunur. Koli basili de denilen hareketli bakteri gram negatif, endospor
olusturmayan, kapsiillii, laktozu asit ve gaz ile fermente eden, pastorizasyon veya
kaynatma ile olebilen basillerdir. idrar yolu enfeksiyonlari, menenjiti, sepsit (kan

zehirlenmesi) ve ishal gibi hastaliklara yol acabilirler [116, 117].

2.4.2.4. Candida Albicans

Candida albicanslar maya tipindeki mantar tiirleri olup Candida cinsine ait tiirler
icinde en yaygin goriilen mantar enfeksiyonu albicanslara aittir. Eseyli ¢ogalan dipliot
bir tlirdiir ve saglikli yetigskin bireylerin %45’ min agiz florasinda, saglikli kadinlarin
%20-30’unun vajen florasindaki varligi bilinmektedir. Memelilerin bagirsaklarinin da
flora tiyesi olan Candida olusabilecek enfeksiyonlarin temel etkenidir [119, 120].
Bagirsak florasinin 6nemli bir mikroorganizmasi olan FE.coli, patojenitesi yiliksek
oldugundan en az bulunmasi istenen fakat flora ici denge i¢in de olmazsa olmaz bir

bakteridir [121, 122].

Migren, kas ve eklem rahatsizliklari, idrar yolu enfeksiyonlari, ishal, karaciger
enzimlerinde (ALT, AST) artis, pankreas enzimlerinde azalma, kilo kontrolii sorunlar,
dis ve diseti hastaliklari, kronik yorgunluk, uyku bozuklugu, enerji eksikligi, depresif
tilkenmigslik hissi, huzursuzluk, kronik agr1 tablolari, dolasan agirilar, fibromiyalji, cilt
hastaliklari, iiriner sistem hastaliklari, cocuklarda hiperaktivite, 6grenme ve davranis
bozukluklari, istahsizlik, tekrarlayan otit ve enfeksiyon hastaliklarina yol agabilirler

[123, 124].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Materyalleri

Tez ¢alismasinda kullanilan S. spicigera, P. ferulacea ve A. millefolium bitkileri hasat
zamanlarinda temin edildikten hemen sonra stok ¢ozeltileri hazirlanip kalan bitki ve

stoklar derin dondurucuya kaldirilmis -30°C’de muhafaza edilmistir.

3.2. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan standart mikroorganizmalar Kocaeli Universitesi Biyokimya
boliimii ve Sakarya Universitesi Biyoloji boliimiinden temin edilmistir. Bitkilerden
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmek amaciyla metanol, etilasetat, aseton ve su
oziitleri hazirlanmistir. Bitki  oziitlerinin  antimikrobiyal aktivite 6zelliklerini
belirlemek i¢in Bacillus cereus (SBT8), Escherichia coli (ATCC 25922),
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) patojen standart bakteri suslar1 ile Candida
albicans (ATCC 10231) adli maya kullanilmigtir.

3.3. Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan analitik safliktaki kimyasal maddeler ve antioksidan standart
maddeler Merck ve Sigma-Aldrich’den temin edilmistir. Tim deneylerde kullanilan
su ise bidistile sudur. Calismada kullanilan temel arag-geregler Tablo 3.1.°de

belirtilmistir.

Tablo 3.1. Kullanilan ekipmanlar

Cihaz Model Marka
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UV-Vis Spektrofotometre

MULTISKAN GO

Thermo SCIENTIFIC

Sogutmali santrifiij NF 800 R Niive
Santrifiij NF 200 Niive
Manyetik Karistirict MSH-20D WiseStir
pH metre PHS-3BW BANTE instrument
Su banyosu Nb20 Niive
Hassas terazi AS 220/C/2 RADWAG
Calkalamal: ink{ibator ES-20 Grant-bio
Vortex QL-861 HINOTEK
Blender wizzard Pro KENWOOD
Otomatik pipetler Eppendorf Research plus Eppendorf
Derin dondurucu UDD 100BK Ugur
Otoklav Vapour-Line #° VWR
Swab,Ekiivyon Looplast/Cultiplast ISOLAB
Petri kutusu 90mmx15mm ISOLAB
HPLC DGU-20As/LC-20AD SHIMADZU
SPD-M20A/SIL-20A wr/
CTO-10as vp
Kolon Cag ters faz kolon Inertsil ODS-GL

SCIENCES

(4,6 mmx=250 5um)
HPLC Filtre PVDF-20/25 0.20pum Chromafil Xtra
Vial 2ml-9-V1002 Alwsa Technologies
Vial kapak 9-SP3002-2A Alwsa Technologies

3.3.1. Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan kimyasal maddeler

coziiciiler

ve

Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler; su,
metanol, aseton, etil asetat, MHA (Muller Hilton Agar), SDA (Sabouraud Dekstroz
Agar) ve McFarland Cozeltisi (Merck)’dir. Muller Hilton Agar :17 g MHA distile su

ile son hacim 500 ml olacak sekilde hazirlanmistir. %4 Sabouraud Dekstroz Agar: 65

g SDA distile su ile son hacim 1000 ml olacak sekilde hazirlanmistir. Mc Farland No:
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0.5 bulaniklik standardi: Distile su ile hazirlanmigtir (UV ‘de saf suya kars1 0,08-1 625

nm absorbans).

3.3.2. Antioksidan aktivite tayininde kullanilan kimyasal maddeler ve ¢oziiciiler
Toplam fenolik madde miktar1 analizinde kullanilan ¢6zeltiler:

20 g Na;COs 100 mL saf su igerisinde ¢6ziilmesiyle %20’lik NaxCOsz ¢ozeltisi
hazirlanir. Ticari olarak hazir alinan FCR’den 10 mL alinip 100 mL saf su igerisinde
¢oziilur ve %10’luk Folin-Ciocalteu reaktifi hazirlanir.

Toplam flavonoid madde miktar1 analizinde kullanilan ¢ozeltiler:

%10’luk Aliiminyum nitrat ¢ozeltisi; 17,4 g AI(NO3)3.9H,O 100 mL balon jojede

deiyonize su ile ¢oziiliip %10‘luk ¢ozelti hazirlanir.

1 M Sodyum asetat ¢ozeltisi; 13,5 g CH3COONa.3H20 100 mL balon jojede deiyonize

su ile ¢oziiliip 1 M ¢ozeltisi hazirlanir.

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi analizinde kullanilan ¢6zeltiler:

0,1 mM DPPH ¢ozeltisi 4 mg DPPH‘in 100 mL etanolde ¢6ziilmesiyle hazirlanir.

CUPRAC (Bakir (Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite) analizinde kullanilan

¢oOzeltiler:

0,01 M’lik CuCl; ¢ozeltisi; 67,50 mg CuClz 50 ml destile suda ¢oziilerek 0,01 M’lik

¢Ozelti hazirlanir.

7,5x10° M’hik etanolik neokuprin ¢dzeltisi; 75 mg neokuprin 50 ml etanolde
¢oziilerek 7,5x10-3 M’lik ¢6zelti hazirlanir.
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pH: 6,5 1 M’lik tampon hazirlanmasi; 7,5 g CH3COONH4 70 ml saf suda coziilerek,
pH-metre yardimiyla pH’s1 6,5’e ayarlanir ve toplam hacim 100 ml’ye saf su ile

tamamlanir.

Demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesinin analizinde kullanilan ¢ozeltiler:

2 mM FeCl; ¢ozeltisi: 0,034 g FeCl, balon jojede 100 ml destile su ile ¢oziilerek

hazirlanir.

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi: 0,062 g ferrozin 25 mL’lik balon jojede ¢oziilerek hazirlanir.

Indirgeme kapasitesi analizinde kullanilan ¢ézeltiler:

%1’lik KsFe(CN)s. 3H20 ¢ozeltisi: 1,25 g KsFe(CN)6.3H20 100 ml destile suda

coziilerek %1°lik ¢6zelti hazirlanir.

%10’luk TCA ¢ozeltisi: 10,10 g TCA 100 ml destile suda ¢oziilerek % 10’luk ¢ozelti

hazirlanir.

%0,1’lik FeCls ¢ozeltisi: 0,16 g FeClz 100 ml destile suda ¢oziilerek % 0,1’lik ¢ozelti

hazirlanir.

pH=6,6 0,2M fosfat tamponu: 28,02 g KH2PO4 ve 27,90 g Na;HPO4 ¢ozeltileri
pH=6,6 tampon olacak sekilde karistirilip hazirlanir.

3.4. Analizler
3.4.1. Bitkilerin ekstraksiyon asamasi
Bitkisel kaynaklar ortalama 45°C sicaklikta etiivde kurutulduktan sonra pagalanarak

iri tozlar haline getirildi. Bitki/¢oziicii oran1 1/25 olacak sekilde ¢oziiciileri eklendi ve

12 saat calkantili su banyosunda 300 rpm hizda ekstraksiyonlari saglandi.
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Ekstraksiyon ¢oziiciileri metanol, etilasetat, aseton ve 100°C’deki su olup elde edilen
ekstraksiyon c¢ozeltileri 12 saat sonunda whatman tipi siizge¢ kagidi yardimiyla
stiziildii. Ekstraksiyon siiziintiileri evaporatérde metanol, etilasetat, asetonun 50°C
suyun ise 75-80°Cde ¢oziiciileri uguruldu ve kalan kati maddeler tartilarak stok
cozeltileri hazirland1. Stok ¢ozeltiler her bitkinin kalan kati maddesi ekstrakte edildigi
dort ¢oziiciide ¢oziilerek 20 mg/mL seklinde hazirlandi. Stok ¢ozeltiler 5000 rpm*de
10’ar dakika santrifiijlenerck, ¢okeltme islemi uygulanip derin dondurucuda (-20°C)
saklandi. Bu stok c¢ozeltilerden istenilen konsantrasyonlarda seyreltmeler analizler

esnasinda ¢oziiciileri ile yapildu.

3.4.2. Folin metodu toplam fenolik madde analizi

Fenolik yapili antioksidanlarin kolorimetrik yontemler (UV) ile tayininde kullanilan
Folin Ciocalteu reaktifi (FCR), fosfomolibdat (H3PMo012O40) ve fosfotungstat
(H3PW12040) karigimu bir reaktiftir [125]. Yontem test edilen bitkinin FCR reaktifinin
oksidasyonunu inhibe etmesi gereken miktarini 6l¢en elektron transferine dayali bir
metottur. Analiz suda ve organik ¢o6ziiciilerde ¢6ziinmiis olan fenolik bilesiklerin FCR
ile bazik ortamda sari-mavi renkli kompleks olusturmasi esasina dayanir. Reaksiyon
sonucunda olusan mavi renkli kompleks 740-760 nm civar1 maksimum absorbans verir
[126].

Toplam fenol miktari analizi Folin Ciocaltaeu yontemine modifiye islemler eklenerek
uygulandi [127]. Analiz i¢in, numune ekstraktlarin ¢ozeltileri ¢oziiciileri ile hazirlandi
ve fenolik yapili olan gallik asid standardinin distile saf su icindeki ¢ozeltileri Standart
grafigi i¢in kullanildi. 0,01-0,50 mg/mL araligindaki farkli konsantrasyonlarda gallik
asit ¢ozeltileri hazirlanip 750 nm’deki absorbans degerleri ve konsantrasyon degerleri
ile sekil 3.1.°de wverilen standart calisma grafigi hazirlandi. Absorbansin
konsantrasyonla dogru orantili oldugu analiz standart grafiginde elde edilen dogru
denklemi y=4,382x+0,013 olarak elde edildi. Gallik asit grafigine gore bitki
ekstraktlariin toplam fenolik madde miktar1 mg gallik asit / g ekstre olarak

hesaplandi.
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Sekil 3.1. Gallik asit kalibrasyon egrisi

0,5 ml 6rnek veya standart , %10’luk 2.5 ml FCR ve %20’lik 7,5 ml sodyum karbonat
cozeltisi tiipe eklenerek 2,5 saat oda sicakliginda bekletildi. Bekleme sonunda ¢6zelti
absorbanslar1 UV Spektrofotometresi’nde 750 nm’de 6l¢iildii. Analizler ti¢ tekrarh
olarak yapilmis olup okuma esnasinda blank olarak numune yerine her birinin

¢oOziiciisii ilave edilerek hazirlanmis ¢ozeltiler kullanildi.

3.4.3. Aliiminyum nitrat metodu ile toplam flavonoid madde analizi

Bitki ekstrelerinin toplam flavonoid miktar analizleri standart kuersetine esdeger
olarak Moreno ve arkadaglarinin aliminyum nitrat metodu modifiye edilerek
uyguland1 [128]. Toplam flavonoid yapili antioksidan miktar1 analizinde standart
kuersetin maddesinin sekil 3.2.‘de verilen kalibrasyon egrisi i¢in 12,5 mg kuersetinin
25 ml metanolde ¢ozeltisi hazirlanip bu stok ¢ozeltiden 25-250 pl araliginda 6 farkl
¢ozelti alinarak metanol ile hacimleri 4,8 ml’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltilere
0,1 ml sodyum asetat eklenmis ve 2 dakika kadar bekledikten sonra 0,1 ml %10’luk
(w/v) AI(NOgz)s ilave edilerek elde edilen karigimlar 45 dakika karanlikta
bekletildikten sonra meydana gelen mavi renkli ¢ozeltilerin absorbans degerleri UV de

415 nm’de olgiilmiistiir.
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Sekil 3.2. Kuersetin kalibrasyon egrisi

Toplam flavonoid madde analizi i¢in 10 mg/ml konsantrasyonundaki ekstraktlardan
ve blank olarak metonolden 500 pl alinarak yukarida belirtildigi gibi reaktif ¢cozeltiler
ilave edilmis ve metanol ile hacimleri 5 mlI’ye tamamlanmistir. Karanlikta 45 dk
(24°C) bekletilen ¢ozelti karisimlarinin absorbanslart 450 nm’de madde igerigi pg

kuersetin esdegeri (QE) /gram ekstrakt olarak verilerek tig tekrarli olarak yapilmustir.

3.4.4. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi analizi

Serbest radikal yakalama etkinligi analizi sentetik oksidan 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) azot radikali kullanilarak Blois’in metodu modifiye edilerek uygulandi.
Analiz bitki ekstraktlariin proton veya elektron verebilme kabiliyetlerinin DPPH
¢ozeltisinin rengini agmasi temelinde spektrofotometrik (mor rengin agilmasi) olarak
izlenmekle beraber reaksiyon karisiminin absorbansimin diismesi yiiksek serbest

radikal giderme kapasitesinin belirtisidir [129].

Troloks ve BHT maddeleri standart olarak kullanilmis olup 50 pg ile 1000 pg
araliginda konsantrasyona sahip 1 mL bitki ekstrakt ve standartlar tizerine 4 mL DPPH
ilave edildi. Ek olarak 1 mL etanolin 4 mL DPPH ilavesiyle kontrol ¢ozeltiside

hazirlandiktan sonra tiim ¢ozeltiler oda sicakliginda 30-35 dk bekletildi. Siire sonunda
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517 nm dalga boyunda absorbanslar1 6lgiildii ve kontrole kargi numune absorbanslari
degerlendirildi. Analizler 3 tekrarli olarak belirlendi. Aktivite degeri asagidaki esitlik

kullanilarak hesaplandi:

AKontrol — AOrnek y

% Inhibisyon (DPPH giderim aktivitesi) = Kontrol

100

Axontrol kontroliin absorbansi, Aomek Ornegin absorbansidir.

3.4.5. Bakir (1) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite analizi (CUPRAC)

R. Apak ve arkadaslar tarafindan gelistirilen bu method ile toplam antioksidan
kapasite tayini ve hem hidrofilik hem de lipofilik toplam antioksidan kapasite
dlgiilebilir. Indirgenme yetenegi ile antioksidan kapasitenin tayin edildigi metotda elde
edilen test sonuglari; troloks esdegeri antioksidan kapasite cinsinden (TEAC cuprac)
ifade edilmistir [130]. Bu yonteminde kullanilan pigment verici (kromojenik)
oksidasyon reaktifi bis-neokuproin CuCl; ile antioksidan polifenol bilesen arasindaki

reaksiyonda kinon formu gériilmekte ve reaksiyon agagidaki gibi ilerlemektedir:

n Cu(Nc),?* + n-elektron indirgeyicisi (AO) —— n Cu(Nc), * + N-elektron

yukselgenmis iirtin + 2n H*

Cu(I)-Nc bilesigi 450 nm’de maksimum absorbans veren gii¢lii renk olusumu ile
Cu(l)-Nc kelatina doniismektedir ve bu reaksiyonda hidroksil grubu bulunan
antioksidan yapili bilesikler 2n-e donorii olarak hareket etmektedir [132, 133].

Bakir (II) Iyonu indirgeyici antioksidan kapasite analizinde tiipe 1’er mL 0,01M
CuCly, 7,5x10° M neokuproin ve 1M amonyumasetat tamponu (pH: 7) reaktifleri ard
arda eklenerek calkalandiktan sonra 600 pL ekstre ¢ozeltisi ve 500 pL ekstre ¢ozgeni
toplam hacim 4,1 mL olacak sekilde ilave edilip son ¢ozelti karisimi elde edildi. Tiipler
24 °C’de agz1 kapali sekilde 40-45 dakika bekletildikten sonra 450 nm’de absorbans
degerleri belirlendi. BHT, Troloks ve C vitamini metodun standart maddeleri olup

sekil 3.3.’de verilen Troloks grafiginin egimi ile bitki numuneleri dogrularinin
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egimleri oranlanarak CUPRAC aktivitesi TEACcurrac Olarak ifade edildi. Analizler 3
tekrarli olarak belirlendi [133].
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Sekil 3.3. Troloks kalibrasyon egrisi

3.4.6. Demir (IT) iyonlarini selatlama aktivitesi analizi

Protein ve lipid gibi bilesenlerle oksidatif 6zellikte istenmeyen reaksiyonlar meydana
getiren demir fenton reaksiyonlar1 sonucunda ise serbest radikal olusturma
kabiliyetindedir. Bu reaksiyonlarda Demir (1) konsantrasyonunun azalmasi oksidatif
hasara kars1 koruyuculuk gostermektedir [131]. Antioksidan maddeler metal selatlama
ozelligi bulundurdugunda serbest haldeki demiri baglayarak onu etkisizlestirirler ve

radikal olusumlarini inhibe ederler.

Farkl1 konsantrasyonlardaki (100-1000 pg/mL) bitki ekstraktlarinin Demir (1) (Fe*?)
iyonlarini gelatlama aktivitesi, Demir (II) iyonlarini baglamak i¢in kuvvetli bir demir
selatlayict ferrozin reaktifi ile ortamdaki metal baglayici bilesiklerin yarigmasi
mantigidir [134]. Kirmizi renkli Fe*?/ferrozin kompleksinin olusumu selatlama giiciine
gore onlenir. 1 mL bitki numunesine 100 uL. 2 mM FeCl ¢6zeltisi ve 3,7 mL su
eklenerek oda kosullarinda 35 dakika inkiibasyondan sonra 200 pL. 5 mM ferrozin
cozeltisi ilave edilip vorteks uygulandi. 3 dakika vortekslenen karigimlarin
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absorbanslar1 562 nm’de deiyonize suya karsi okundu. 1 mL deiyonize su ile konrol
calisildi. EDTA (10-1000 pg/mL) ¢ozeltileri standart olarak kullanild: ve analizler 3
tekrarli olarak belirlendi. Demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesi asagidaki formiile

gore hesaplandi.

562 nm’de 6rnek absorbansi

% Inhibisyon (Fe*? selatlama aktivitesi) = 1- 100

562 nm’de kontrol absorbansi

3.4.7. indirgeme kapasitesi analizi

Bitki ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi; ortamdaki indirgen madde Fe*® iyonlarim
Fe*?iyonlarina indirger ve FeCls ilavesiyle olusan mavi renkteki kompleks bilesigin
absorbans degeri belirlenir. Yiiksek indirgeme kapasitesi absorbans degerinin artmasi
ile dogru orantilidir [135]. 100-1000 pg/mL arast hazirlanan 1 mL bitki ekstraktlari ve
standart madde ¢ozeltilerine 2,5 mL % 1’lik K4sFe(CN)es.3H20 ve 0,2 M 2,5 mL fosfat
tamponu eklendikten sonra 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi ve ardindan 2,5 mL
%10’luk TCA eklenerek 3000 rpm’de 8 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi
slipernatant ¢ozeltilerinden 2,5 mL, esit hacimde destile su ve 0,5 mL %0,1’lik FeCls
¢ozeltisi ile karistirildi ve deiyonize suya karst 700 nm’de absorbanslar okundu.

Analizler 3 tekrarli olarak belirlendi.

3.4.8. HPLC (Yiiksek Performans Sivi Kromotografisi)

Tibbi laboratuvarlar, ilag Ar-ge ve kalite kontrol merkezleri, gida iiretim ve kontrol
prosesi, veterinerlik, ziraat ve kimya gibi ¢ok sayida sanayii dalinda kullanim alani
bulan kromatografi, saflastirma, ayristirma ve dl¢iim gibi bircok amag i¢in kullanilan
bir metottur. Yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC; High Performance
Liquid Chromatography) bir karisimdaki her bileseni 6ncelikle ayirmak sonra sirasiyla
tanimlamak ve miktarini belirlemek i¢in kullanilan kromotografik bir teknik olup bu
amagcla kullanilan cihazlar arasinda yaygin olarak kullanilanlardandir. Kromatografik
metota dayali prosesler sabit (durgun) ve hareketli fazlar arasinda kiitle aktarimini
igeren ayirma teknikleridir. Karisimdaki bilesenlerin ayrilmasinda sivi (hareketli) fazi

kullanan HPLC wugucu olmayan kimyasal ve biyolojik bilesenlerin ayrimi igin
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kullanilir. Sekil 3.4. ‘de sematik gosterimi verilen HPLC metodunun temeli; ¢6ziinmiis
stvi haldeki bilesenlerin genellikle bir kolon igerisinde yer alan kati bir destek
tizerindeki durgun (sabit) faz ile etkilesim gostermesiyle kolon i¢inde farkli hizlarla
hareket etmeleri sonucunda bilesenlerin farkli zamanlarda kolondan ayrilmasi ile

birbirlerinden ayrilmasina dayanir [136].

1. Numune Karnsimi Enjeksiyonu
2. Tek Tek bllegenlerine ayirma iglemi
3. Tespit ve Raporama

®22%
S
Hareketi  Pompa Ot / Kalon Dedektbr Veri
Faz Sigeler Grnekleyici depolayic
vie iglemel

Atk

/

e =
=

Sekil 3.4. HPLC cihazinin sematik gésterimi

Bitki ekstraksiyonlarinin fenolik madde miktar tayinleri ve antioksidan aktiviteleri
cesitli spektrofotometrik (UV) metotlar ile belirlendikten sonra var oldugu goriilen bu
ozelliklerini ortaya koyan fenolik madde profillerinin belirlenmesi adina 6zel bir
metod olusturularak HPLC proses sisteminde kromatografik ayrimlari yapild.
Fenolik yapili bilesiklerin belirlenmesi ve miktarlarinin belirlenmesi i¢in alikonma

zamanlar standartlarla karsilastirilmistir.

Antioksidan ozellik gosteren standartlara gore 6zel bir metod olusturulmus olup
standart alikonma zamanlar1 belirlendi ve standart grafikleri cizildi. Numune
¢ozeltileri ise metoda uygun sekilde Hplc‘de okunup igerdikleri antioksidan 6zellik
gosteren standartlarin alan degerleri hesaplandiktan sonra standart grafiklerde yerine

konup miktarlar1 belirlenmistir.
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- Hplc metod asagida verilen sekilde uygulanmistir;

- Ters faz kolonu: Inertsil ODS-3 GL Sciences Inc. 5 um (4,6x150 mm) C18
- Cihaz: Shimadzu SPD-M10 Avp PDA detector (275 nm).

- Akis hizi:1 mL/dk.

- Sicaklik:40 C°.

- Hareketli (Mobil) faz A: Asetonitril : %0,1 Fosforik Asid (15:85 v/v)
- Numune konsantrasyon:20 mg/mL

- Filtre:0,20 um PVDF-20/25 filter.

- Siire :35 dk.

- Dalga boyu:275 nm.

- Enjeksiyon hacmi;10 pL.

3.4.9. Antimikrobiyal aktivite icin besiyerlerinin hazirlanmasi

Tez ¢alismasinda bakterilerinin gelisip iiremesi ve etkinlik gostermesi i¢in gogunlukla
tercih edilen baslica besiyerleri Miieller- Hinton agar ve Sabouraud Dekstroz Agar
kullanildi. Hazirlanan besi yerleri 125°C basingta 15 dakika steril edildi ve agar
besiyeri kontrollii bir seklide 20 ml petri kaplarma dokiiliip oda sicakliginda
katilagtiktan sonra s1vi besiyerleri ile birlikte buzdolabinda kullanilacagi zamana kadar

saklanda.

3.4.10. Disk difiizyon yontemi (Kirby Bauer Yo6ntemi)

Antimikrobik duyarlilik testleri arasinda ¢ok uzun siiredir kullanilmasina ragmen
popular yontemlerden biri olan disk difiizyon yontemi (Kirby Bauer yontemi), halen
rutin klinik laboratuvarlarda kullanilan en yaygin duyarlilik test yontemidir. Klinik
caligmalarda zor iireyen ancak c¢ok sik goriilen bakteriler dahil ¢ogu bakteriyel

patojenin ve bir¢ok antimikrobik ajanin test edilmesini saglayan bir yontemdir [137].

Bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek igin laboratuvar c¢alismalarina
uygun disk difiizyon yontemi uygulandi. Bitkilerin konsantrasyonlar1 20 mg/ml olacak

sekilde antimikrobiyal etkisi incelenecek ¢ozeltiler hazirlandi. Kati besiyerlerinde
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tiretilip etkinlestirilmis mikroorganizmalarin 12-24 saatlik taze kiiltiirlerinden 6ze
yardimiyla alinan koloniler deiyonize su iginde siispanse edilerek bir spektrofotometre
yardimiyla 0,5 McFarland bulanikliga denk gelecek sekilde 1,5*10% kob/mL diliisyon
hazirlandi1 ve daha sonra Candida albicans Saboraund Dextose Agar (SDA)’a diger
mikroorganizmalar ise Mueller-Hinton Agara’a dikkatli yayilmalar yapildi. ilk olarak
0,5 McFarland standardina gore ayarlanan bakteri siispansiyonlarina steril pamuk uglu
ekiivyonu batirildi ve fazla siviy1 uzaklastirmak i¢in ekiivyonu tiipiin i¢ duvarinda
dondirildi daha sonra petrilerin her tarafina gelecek sekilde dikkatlice 3 kez farkli
yonlerde yayilim yapildi. 20 mg/mL konsantrasyonundaki bitki ekstreleri bos steril
disklere (WhatmannNo:1) 20 pL emdirilerek mikroorganizma ekilmis kati
besiyerlerine uygun sekilde yerlestirildi. Inkiibasyon etiivde bakterilerin 37°C’de,
mayanin 30°C’de 24 saat birakilmasiyla gergeklestirildi. Inkiibasyon sonunda olusan
inhibisyon zonlarinin ¢aplari milimetrik cetvelle dlgiilerek aktivite degerlendirmeleri

yapild.

Analizlerde pozitif kontrol olarak bakteriler i¢in Ampisilin standart antibiyotik
diskleri, maya i¢in Flukonazol standart antibiyotik diski, negatif kontrol olarak ise
madde ¢oziiciilerinin emdirildigi diskler kullanildi. Bu ¢alisma her bir ekstre i¢in ii¢

kez tekrarlanip, belirtilen degerler bu 6l¢timlerin ortalamalaridir.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Folin Metodu ile Toplam Fenolik Madde Analizi Sonuclari

Calismalar aromatik bitki bilesenleri i¢inde fenollerin hidroksil gruplarinin serbest
radikallerine etki etme giicii sebebiyle fenolik yapili bilesikler ile antioksidan kapasite
arasinda dogru orantili bir baglanti gosterir. [138]. Tablo 4.1.°de gallik asitin
y=4.696x+0,026 standart grafigi denkleminden yararlanilarak bitkilerdeki toplam
fenolik maddenin miktar1 gallik asite es deger olarak mg fenolik madde/gram ekstre
olarak ifade edilmekte olup sonuglar 3 paralel testin ortalamasidir ve standart sapma

degerleri goz ontine alinarak verilmektedir.

Tablo 4.1. Bitkilerin toplam fenolik madde miktar1 (mg fenolik madde/gram ekstre)

Bitki Sicaklik Metanol Etil Asetat Su Aseton

Numuneleri

S. spicigera 45°C 12,40 7,50 1,57 20,71
+0,40 +0,01 +0,03 +0,89

A. millefolium 45°C 39,63 14,07 3,37 54,27
+0,01 +0,92 +0,05 +0,04

P. ferulacea 45°C 66,55 72,09 6,82 82,11
+0,35 +0,04 +0,52 +0,50

Toplam fenolik madde miktar1 casir otu aseton ekstraktinda en yiiksek degerde
gozlendi. A. millefolium bitkisi aseton ekstrakti > metanol ekstrakti > etil asetat
ekstrakti > su ekstrakt1 seklinde ¢oziicii farkliligina gore siralanmistir. S. spicigera igin
aseton ekstraktt > metanol ekstrakti > etil asetat ekstrakti > su ekstrakti seklinde
¢oziici farki etkisi gortliirken P. ferulacea igin degerler aseton ekstrakti > etil asetat
ekstraktt > metanol ekstrakti > su ekstrakti seklindedir. Genel degerlendirmede;
Koéndar otunun fenolik madde miktar1 diger iki bitkiye gore daha diisiik olarak

bulunurken casir otunun tiim ekstraksiyonlarinin yiiksek sonuglar verdigi goriilmiistiir.
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Cozici farkliligmin her bir bitkinin ekstraksiyoni esnasinda fenolik madde miktar:

eldesine etkisi gorilmistiir.

Cesitli aromatik bitkilerde toplam fenolik madde miktar1 ile yapilan ¢alismalarda su
oziitleri 2,40-50,80 mg GAE/g, metanol oziitleri ise 1,20-36,50 mg GAE/g olarak
kaydedilmistir [139]. Literatiirde, Zheng ve arkadaslarinin Casir bitkisi ile ayni
familyaya (Apiaceae) ait olan Lao Kisniginin (Coriandrum sativum) aseton
ekstraktindaki toplam fenolik madde degerlerinde 3,12 + 0,06 mg GAE/g (taze bitki)
bulmustur [140]. Metanol ekstraktlarinda ise 12,50 + 0,3 mg GAE/g (kurutulmus bitki)
degerleri vermistir [141]. Benzer ¢alismalardan da anlasilacagi gibi, bitkilerin
kimyasal yapisindaki farkliliklar ve calismalarimizda gordiigiimiiz solvent farkliliklar:

fenolik madde miktarin1 dogrudan etkilemektedir.

4.2. Aliminyum Nitrat Metodu ile Toplam Flavonoid Madde Analizi Sonuglari

Calismamizda inceledigimiz flavonoidler, serbest radikal siipiiriicii olmalari, enzim
aktivitelerini diizenlemeleri, hiicre proliferasyonunu inhibe etmeleri, antibiyotik,
antialerjik, antiditiretik, antililser ve antiinflamatuar ilaglar olarak gorev yapmalari
nedeniyle arastirmacilarin ilgisini ¢ekmistir. Ayrica antioksidan, antiviral ve
antibakteriyel ozelliklere sahiptirler ve sebzelerde, meyvelerde, tahillarda, cayda ve
bazi baharatlarda bulunurlar [142]. Analizlerimizde standart olarak kullandigimiz
kuersetin, diyet gidalarinda en yaygin flavonoidlerinden biridir. Bir¢ok sebze, meyve,
zeytinyagi, kirmizi sarap ve ¢cayda bulunur. Kuersetin bir serbest radikal temizleyicisi
olarak tanimlanirken diisik yogunluklu lipoproteinlerin oksitlenebilirligini ve
sitotoksik etkilerini azaltma, reaktif oksijen bilesiklerinin {iretimi ile iligkili hiicre

oliimiine kars1 koruyucu olma gibi etkileri goriilmiistiir [143].

Tablo 4.2.°de kuersetinin  y=69,521x+0,1165 standart grafigi denkleminden
yararlanilarak bitkilerdeki toplam flavonoid madde miktar1 kuersetine es deger olarak
ug flavonoid madde/gram ekstre olarak ifade edilmekte olup sonuglar 3 paralel testin

ortalamasidir ve standart sapma degerleri géz 6ntine alinarak verilmektedir.
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Tablo 4.2. Bitkilerin toplam flavonoid madde miktar1 ( pg flavonoid madde/gram ekstre)

Numuneler Sicaklik Metanol Etil Asetat Su Aseton
S. spicigera 45°C 799,41 149,45 1288,79 1040,72
+1,01 +0,18 +2.30 +1,38
A. millefolium 45°C 865,47 966,19 205,41 960,00
+0,46 +1,38 +0,09 +0,37
P. ferulacea 45°C 16,42 35,37 120,26 167,34
+0,01 +0,46 +0,37 +0,37

Toplam flavonoid madde tayini sonuglarinda S. spicigera ve A. millefolium
ekstraktlariin P. ferulacea’ya gore daha yiiksek toplam flavonoid maddeye sahip
oldugu gozlendi. En yiiksek toplam flavonoid madde igerigi ise S. spicigera’nin su
ekstraktinda goriildii. Solvent benzerligine gore 2015 yilinda Iloki-Assanga ve
arkadaslari, 2016 yilinda ise Elkhalifa Chemsa ve arkadaslarinin yaptigi analizlerle
benzer degerler elde edildi [144, 145].

A. millefolium’un flavonoid madde igerigi diger bitkilere gore ortalama, P.
ferulacea’nin ise diisiik olarak belirlendi. Solvent farkliliginin bitkilere etkisinin
oldugu, yapisal farkliliklarindan 6tiirii tig bitkininde farkli ¢6ziiciide en yiiksek toplam

flavonoid madde igerdigi goriildii.

Bitkinin ¢alisilan kismina bagli olarak Prangos tiirleri ile yapilan bazi caligsmalar
yuksek antioksidan aktivite gosterirken, bazilar1 diisiik antioksidan aktivite
gostermistir [146, 147]. Literatirde bu tiirlerin meyve ve yaprak kisimlarinin
ekstraksiyonunda daha yliksek degerler belirlenirken govde kisimlarinda daha diisiik
antioksidan aktivite elde edilmistir [148]. Calismamizda Prangos tiirii P. ferulacea’nin
govde kisimlart kullanilmis olup degerlerinin diisiik olmasinin yukaridaki benzer
nedenler ile olabilecegi yargisina varilmistir. Bu analizde, bitki kisimlarinin
ekstraksiyonunda ekstraksiyon kosullarinin, prosesin ve solvent &zelliklerinin

bitkilerin fenolik igerigi lizerinde etkili olabilecegi sonucuna varilabilir.
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4.3. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Analiz Sonuclar:

Bitkisel maddelerin antioksidan 6zelliklerinin arastirildigi ¢alismalarda en yaygin
radikallerden biri DPPH radikalidir. Sekil 4.1.’de verilen bitki ekstraktlarinin aktivite
(% inhibisyon) degerleri 1000 pg/mL konsantrasyonda analiz edildi ve BHT ve
Troloks standartlarina gore giderim aktivitesi karsilastirmalar1 yapildi. Sonuglara gore
DPPH giderim aktivitesi, kondar otunun metanol ekstratt %95,77 (+0,14) en yiiksek
olup etil asetat ekstrakt1 %93,43 (+0,10) ile birlikte standartlar BHT %90,87 (+0,01)
ve Troloks %89,44 (+0,11) degerlerinden fazla oldugu goriilmistiir. Analizlerde
antioksidan aktivite sonuglar1 3 paralel testin ortalamasi olup aktivite siralamasi genel
olarak S. spicigera > A. millefolium > P. ferulacea seklinde kaydedildi. Sonuglarin
solvent farkliligina gore degismekte oldugu ve ii¢ bitkinin de metanol ekstraktlarinin

% inhibisyon degerlerinin en fazla oldugu goriildii.

95.77
= 100 [ e 90.87 89,44
z 76,81 -1
T 80 |
i-11]
3
S 60 49.44
=
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Z 40
=
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= 20 | | | | _| | |
E 0
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3 - : 3 k& : 3 - :
= = I - Tl e = A &
= = =
S. sipicigera A. millefolivm P. ferulacea Standarticr
DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi

Sekil 4.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi (% inhibisyon degerleri)

Bitki ekstraktlariyla yapilan benzer bir DPPH radikali giderme calismasinda da
metanol, etil asetat ve metanol ekstraktlar1 arasinda en etkili ekstraktin metanol oldugu
belirtilmis ve antiradikalik aktivite ile toplam fenolik madde igerigi iliskisi

vurgulanmustir. [149]. Ferula cinsi bitkinin govde kisimlar ile yapilan ¢alismada
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metanol ekstresine artan polaritede (%100 hekzan, %60 metilenkloriir-%40 metanol)
kolon kromatografisi uygulanarak TLC ve HPLC paralelinde birlestirilen
fraksiyonlara antioksidan DPPH radikal giderme testleri uygulanmis ve en etkili
fraksiyonlar (153-215. Fr arasi; %60 metilenkloriir- %40metanol) tizerinde
kaydedilmistir [150]. Tez ¢alismamiz aragtirmalar ile benzer 6zellik gostermis ve Sekil
4.1.°deki grafikte goriildiigii lizere metanol ekstraktinin su, etil asetat ve aseton

ektraktlarindan daha iyi aktivitesi kaydedilmistir.

4.4. Bakir (II) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Analizi (CUPRAC)

Sonuclan

Antioksidan maddelerin elektron verme yetenegini yansitan indirgeme giicii
antioksidan aktivitenin degerlendirmesinde 6nemli bir 6zelliktir. CUPRAC metodu ile
calisilan bitki ekstraktlari ve standart antioksidanlarin konsantrasyona karsi absorbans
degerlerinin kalibrasyon grafiklerinin egimleri degerlendirmeler i¢in oranlandi. Bitki

ekstraklarinin ve standartlarin dogru denklemleri Tablo 4.3.’de verilmistir.

Tablo 4.3. Standart ve bitki numunelerinin dogru denklemleri (TEACcuprac denklemleri)

Troloks y = 15,821x + 0,047
C vitamini y=14,443x + 0,041
BHT y=16,787x + 0,075

S. spicigera Metanol Ekstrakti

y=7,062x - 0,007

. spicigera Etil Asetat Ekstrakti

y=0,676x + 0,055

. spicigera Su Ekstrakti

y=1,047x + 0,007

. spicigera Aseton Ekstrakti

y=3,807x + 0,024

. ferulacea Metanol Ekstrakti

y=0,375x + 0,023

. ferulacea Etil Asetat Ekstrakti

y=0,419x + 0,028

. ferulacea Su Ekstrakti

y=0,374x + 0,034

. ferulacea Aseton Ekstrakti

y=0,040x + 0,054

. millefolium Metanol Ekstrakti

y=0,564x + 0,046

. millefolium Etil Asetat Ekstrakti

y=0,842x + 0,043

. millefolium Su Ekstrakt1

y=0,300x + 0,035

> > > >0 0OlOlnnwnv

. millefolium Aseton Ekstrakti

y=1,077x + 0,045
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Bitki ve standart maddelerin antioksidan konsantrasyonuna karsi CUPRAC yontemi
ile bakir(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite analizinde verdikleri absorbans
sonuglarindan elde edilen garfiklerde yukardaki dogru denklemlerinin egimleri ile
hesaplamalar yapildi. Grafiklerdeki her bir dogru egimi Troloks standartt dogru
denklemi egimine oranlanmis ve TEACcurrac degerleri kaydedilmistir. CUPRAC
analizi degerleri Tablo 4.4. ve 4.5.”deki gibidir.

Tablo 4.4. Standartlarin TEACcurrac degerleri

Troloks. BHT. C vitamini
Egim. 15,821 16,787 14,443
TEACcurrAC 1 1,061 0,913

Tablo 4.5. Bitki 6ziitlerinin TEACcuprac degerleri

Numuneler Sicaklik Metanol Etil Su Aseton
Asetat
» ] Egim 7.062 0676 1047 3807
S.spicigera  45°C e s 0,446 0043 0066 0241
] Egim 0.375 0419 0347 0,400
P.ferulacea — 45°C  —p \~ 0026 0024 0022 0,025
Egim 0,564 0842 0296 1077

A. millefolium 45°C TEACcurrac 0,036 0,053 0,019 0,068

Yukaridaki tablodan da goriilecegi lizere gidalara koruyucu katki maddesi olarak
eklenen sentetik antioksidan BHT, yiiksek antioksidan aktivitesi Ozelligi ile ayni
miktardaki Troloks ile neredeyse ayni aktivitede indirgeyici 6zellik gostermektedir.
Bir diger standart madde C vitamini ise ayn1 miktardaki Troloks’a ¢ok yakin aktivite
gostermektedir. Bitki Oziitlerinin ise ayni1 miktardaki Troloks standartina gore ¢ok
yiiksek aktivite gostermedigi ve siralamanin S. spicigera > A. millefolium > P.
ferulacea seklinde oldugu belirlendi. Solvent farkliligi etkisi metanol ekstrakti
numunelerinin absorbanslarmin diger ¢oziiciilere gore daha iyi su ekstraktinin ise

diisiik aktivite gosterdigi seklinde goriilmiistiir.

CUPRAC aktivitesi i¢cin Apiaceae familyasina ait Kanna bitkisinin (S. tortuosum)
(c:0.4, 0.8, 2) ve standart antioksidan olarak Troloks’un (c:0.04, 0.08, 0.2)
absorbanslar1 hesaplanmistir ve g¢alismamiza benzer olarak Troloks’a goére diisiik
CUPRAC aktivitesi gorilmustiir [151]. Ayrica Apiaceae familyasina ait gesitli
aromatik bitkilerin indirgeme giicii FRAP ve CUPRAC testleri Zengin ve arkadaslar
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tarafindan 2015 ve 2017 yillarinda her bitkide farkli ortalama sonuglar rapor edilmistir
[152, 153]. Literatiirde Lamiaceae familyasina ait Thymus sipyleus, bitkisinin
CUPRAC yontemi ile Trolox standardindan daha iyi antioksidan kapasite degerleri
mevcut olup yapisal farkliliklarin antioksidan kapasitesi iizerine etkilerinden

bahsedilebilir [154].

4.5. Demir (IT) iyonlarim Selatlama Aktivitesinin Analizi Sonuclar

Bitki dziitlerinin ¢ozeltide bulunan oksidan Fe*? iyonlarim baglayabilmek icin ferrozin
ile yarigmasiyla metal iyonu selatlama aktivitesi belirlendi. Yiiksek metal selatlayici
kabiliyetine sahip olan EDTA standart olarak kullanilarak kiyaslamalar yapildi.
Bitkilerin herbir ekstraktinin metal selatlama aktivitesini gosteren Sekil 4.2.—4.4.’deki

konsantrasyon-% inhibisyon grafikleri olusturuldu.

__100 -
B3 EDTA
T 80 -
.+§ == A. millefolium-Metanol
2
2 60 - A. millefolium-Etil
E Asetat
ko i A | jum-
£ 40 - A. millefolium-Su
i"h == A. millefolium-Aseton
8 20 -
/]
b=

0 T T T T T T T T T T

0 o1 02 03 04 O5 06 07 08 09 1
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.2. A. millefolium ekstraktlarinin metal selatlama aktivite grafigi
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Sekil 4.3. S. spicigera ekstraktlarinin metal selatlama aktivite grafigi
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Sekil 4.4. P.ferulacea ekstraktlarinin metal selatlama aktivite grafigi

Yukaridaki grafiklerden gortildiigii gibi tiim bitki 6ziitlerinin konsantrasyonu arttik¢a

selatlama aktivitesininde arttig1 belirlendi. Bununla birlikte solvent degisikliklerinde

ekstraktlarm Fe*? iyonlarmi selatlama aktivitelerinin birbirlerine yakin oldugu

goriilmektedir. Benzer metal selatlama aktivitesi karsilagtirmali sonuglari Lamiaceae

tirleri i¢in Dorman ve arkadaglar tarafindan kaydedilmistir [155]. Tim bitki

numunelerinin 1000 ug/mL’de gosterdigi selatlama aktiviteleri ile EDTA standarti

aktivitesi arasinda karsilastirmalar1 Sekil 4.5.°de wverildigi gibi % inhibisyon

degerlerine gore yapildu.
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Sekil 4.5. Bitki ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesi (% inhibisyon degerleri)

Tiim ekstraktlarin %50 ve tizeri aktivite gdstermesine ragmen ekstraktlarin higbirinin
Fe™ iyonlarin1 selatlama aktivitesinin EDTA standartindan daha iyi olmadig1
belirlendi. EDTA standarti 70 pg/mL kadar diisiik konsantrasyonda bile %90,11
selatlama aktivitesi gostermistir. Benzer sekilde taze yesil bitkilerle yapilan metal
selatlama aktivitesi ¢alismalarinda etanol 6ziitiinde (66,8 mg taze bitki/mL) %41 verim

alinirken bagka bir analizin su 6ziitiinde (1 mg/mL) %51,6 verim alinmistir [156, 157].

4.6. Indirgeme Kapasitesi Analizi Sonuclar

Indirgeme Kkapasitesi degerlendirilmesi diger antioksidan &zellikler ile de yakindan
iliskili olup bitkisel materyallerin Fe*®ii indirgeme o6zellikleri bakimindan giiclii
sentetik antioksidanlarla karsilastiriimasi esasina dayanir. Antioksidan bitkinin
aktivite gosterebilmesi i¢in onemli bir mekanizma olan elektron verebilme yeteneginin
de bir gesit gostergesidir. Bitki &rneklerinin ortamda bulunan oksidan Fe**ii
indirgeme kapasitesini degerlendirmek amaciyla degisen ekstrakt ve standart (BHT ve
C vitamini) konsantrasyonlarinda olusan komplekslerin absorbanslar1 belirlendi.
Standart BHT ve C vitamini ile tim numune ekstralarinin Sekil 4.6.—4.8.’deki

konsantrasyon-absorbans grafikleri ¢izildi.

S. spicigera > A. millefolium > P. ferulacea
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Sekil 4.7. S.spicigera ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi.
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Sekil 4.8. P. ferulacea ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi

Calisma sonucunda grafiklerden de anlagilacagi {lizere analiz edilen bitki
numunelerinin Fe**{i indirgeme Kkabiliyetlerinin olmasina ragmen standartlarla gore
yiiksek degerlerde bulunmadigi belirlenmis olup ¢alisilan bitkilerin indirgeme giicii
yetenekleri genel olarak A. millefolium > S. spicigera > P. ferulacea seklinde
siralandiklart goriildii. Antioksidan bilesikler igin indirgeme kapasitesi analizinde
yiiksek absorbans degeri ile indirgeme kapasitesi arasinda dogru orantili bir artig
oldugu kabul edilmektedir. P. ferulacea etil asetat ekstraktindaki kii¢iik artiglar harig

tiim ekstraktlarin konsantrasyon arttik¢a belirgin artan indirgeme kapasitesi gosterdigi

belirlendi.

Bununla birlikte absorbans sonuglarmin ¢ farkli bitki ¢esidinde ve solvent
farkliliklarinda birbirine ¢ok yakin degerler oldugu ve bitki orneklerinin 1000
pg/mLdeki kapasite degerleri ancak standartlarin 100 pg/mL ( C vitamini; 3,44+0,02
BHT: 2,75+0,04)’deki degerleri ile yakin bir sonu¢ vermistir. Lamiaceae
familyasindan mercankdsk, biberiye, adagayr ve kekik bitkileriyle yapilan
calismalarda ayni standartlar ile calisilmis ve calismamiza benzer sonuglar elde

etmiglerdir [158].
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4.7. HPLC (Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi) ile Fenolik Madde

Profilinin Belirlenmesi

Antioksidan 6zellikleri ve fenol/flavonoid bilesenlerinin miktarlar1 ¢esitli analizler ile
tayin edilmis olan tez ¢alismasi bitkilerinin bu 6zelliklerinin kaynagi olan fenolik
bilesenlerinin belirlenmesi i¢in HPLC ile kromatografik ayrimlari yapilmigtir. HPLC
ile fenolik yapidaki maddelerin belirlenmesi ve miktarlarinin tayini i¢in spektrumlari
ve alikonma zamanlar1 standartlarla karsilastirllmistir. HPLC analizinde ayirmalar
Inertsil ODS-3 GL Sciences Inc. 5 um (4,6x150 mm) C18 ters faz kolonu ile yapild:.
Standart reaktiflerin kolonda tutunma zamanlar1 ve kalibrasyon denklemleri Tablo

4.6.’da verilmistir.

Tablo 4.6. Standart reaktiflerin HPLC ile profil sonuglari

Fenolik Alikonma Konsantrasyon Kalibrasyon denklemi (R?)
bilesikler zamani (dk)  araligi(mg/mL)

Gallik asit/1 2,59 0,01-0,1 y=3E+07x+46898 0,9996
Eskulin/ 2 3,67 0,01-01 y=5E+06x+53614 0,9717
Klorojenik 4,81 0,01-0,1 y=7E+06X+201852  0,9925
asit/ 3

Kafeik asit/ 4 6,37 0,01-0,1 y=4E+07x-306749 0,9601
Vanilik asit/5 6,95 0,01-0,1 y=3E+07x-19153 0,9977
Rutin/ 6 19,47 0,01-01 y=1E+07x+80092 0,9918
Naringin/7 28,75 0,01-0,1 y=2E+07x+18506 0,9965

Standart olarak kullanilan yedi farkli fenolik bilesigin HPLC ile optimizasyonu Sekil
4.9.’da gosterilmektedir. HPLC’ye enjekte edilen 6rneklerin kromatogramlart ¢ogu

fenolik asitin maksimum UV absorbans degeri verdigi 270 nm‘de incelendi [159].
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Sekil 4.9. Standart fenolik bilesiklerin HPLC profillerinin belirlenmesi. 1: Gallik asit, 2: Eskulin, 3: Klorojenik
asit, 4: kafeik asit, 5: Vanilik asit, 6: Rutin, 7: Naringin

HPLC analizlerinde kullanilan solventler (mobil faz)’in kolondo tutunma ihtimali
sebebiyle solventler numune gibi cihazda okutulmus olup Sekil 4.10.‘daki mobil

fazdan kaynaklanan pikler tanimlanmuistir.
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Sekil 4.10. Hareketli (Mobil) faz A: Asetonitril : 0.1% Fosforik Asid(15:85 v/v ) kromatogrami
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Sekil 4.11. P. ferulacea metanol ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.12. P. ferulacea etil asetat ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.13. P. ferulacea aseton ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.14. P. ferulacea su ekstraksiyonu HPLC kromatogrami

Kromatografik ayirma islemi HPLC’ye gore fenolik ve flavonoid bilesikler i¢in
calisilan standartlarla analiz sonucunda P. ferulacea yedi fenolik bilesigi de
ekstraktlarinda icermesinden dolay1 bitkinin fenolik antioksidan bir madde oldugu
sonucuna varilabilir. Ancak asagidaki Tablo 4.7.’de alikonma zamanlar1 ve miktarlari
verildigi tizere farkli ekstreler farkli fenolik bilesikler igerir solventin etkisi profil

belirlemede de onemli bir faktordiir.
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P. ferulacea bitkisinin metanol ekstraktinda rutin (Sekil 4.11.), aseton ekstraktinda ise
Klorojenik asit (Sekil 4.13.) disinda tiim standart fenolik bilesikler gozlenmistir. Tim
ekstraktlarda (Sekil 4.11.-4.14.) gallik asit ve naringin bilesikleri tespit edilmistir.
Bitkimizin tiim ekstraktlarinda gbzlenen gallik asidin H2O2’ nin zararh etkilerine kars1
koruyucu oldugu bildirilmistir [160]. Tiim analizlerde en yiiksek miktar P. ferulacea

bitkisinin aseton ekstraktinda gallik asit olarak belirlenmistir.

Tablo 4.7. P.ferulacea bitkisi ekstraktlarinda tayin edilen fenolik bilesikler

Pik Fenolik Alikonma Alan  Miktar (mg/20mg/mL
no Bilesikler zamani(dk) ekstrakt)
1 Gallik asit 2,97 70542,3 0,001
P.ferulacea 4 Kafeik asit 6,68 16633,2 0,008
Su Ekstraktt 5 Vanilik asit 7,19 13748,2 0,001
6  Rutin 17,44 1261175,1 0,118
7 Naringin 28,98 125635,8 0,001
1 Gallik asit 2,71 58868703,2 1,961
P.ferulacea 2 Eskulin 3,80 103554,2 0,010
Aseton 4 Kafeik asit 6,61 155970,9 0,012
Ekstrakti 5  Vanilik asit 7,02 703462,4 0,024
6  Rutin 18,20 648429,2 0,057
7 Naringin 28,77 492903,2 0,024
1 Gallik asit 2,47 12863,0 0,003
P.ferulacea 2 Eskulin 3,08 297727,7 0,049
Metanol 3 Klorojenik asit 4,96 592895,1 0,056
Ekstrakti 4 Kafeik asit 6,67 147654,8 0,011
5  Vanilik asit 7,08 502971,3 0,017
7 Naringin 28,99 204351,5 0,009
1 Gallik asit 2,40 239054,3 0,006
P.ferulacea 2 Eskulin 3,77 118484,7 0,013
Etilasetat 3 Klorojenik asit 4,85 228916,6 0,004
Ekstrakti 4 Kafeik asit 6,22 1116419,2 0,038
7 Naringin 28,61 632183,9 0,002
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Sekil 4.15. S. spicigera metanol ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.16. S. spicigera aseton ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.17. S. spicigera etil asetat ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.18. S. spicigera su ekstraksiyonu HPLC kromatogrami

HPLC profil sonuglaria gore S. spicigera bitkisinin metanol (Sekil 4.15.) ve su (Sekil
4.18.) ekstraktlarinda yedi standart bilesigin tamami gozlenmistir. Aseton ekstraktinda
gallik asit,klorojenik asit,rutin ve naringin bilesikleri (Sekil 4.16.) tespit edilirken etil
asetat ekstraksiyonunda galik asit,klorojenik asit,vanilik asit ve naringin bilesikleri
tespit edildi (Sekil 4.17.).
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Tablo 4.8. S. spicigera bitkisi ekstraktlarinda tayin edilen fenolik bilegikler

: : Miktar
Pik Fenolik Alikonma
Alan (mg/20mg/mL
no Bilesikler zamani(dk)
ekstrakt)
0,011
1 Gallik asit 2,97 380939,9
0,017
2 Eskulin 3,78 137092,1
- 0,121
S.spicigera 3 Klorojenik asit 4,84 1049893,5 0.050
Su 4 Kafeik asit 6,21 2057920,4 0’047
Ekstrakti 5 Vanilik asit 6,94 1402533,4 1’351
6 Rutin 20,41 13590558,4 ’
o 0,083
7 Naringin 28,34 16636750,5
o 1 Gallik asit 2,71 63802280,0 2,125
S.spicigera
3 Klorojenik asit 5,02 16959319,5 2,394
Aseton .
6 Rutin 18,96 809538,8 0,073
Ekstrakti ..
7 Naringin 28,16 6589740,6 0,329
1 Gallik asit 3,01 172003,0 0,004
2 Eskulin 3,52 67643,4 0,003
S.spicigera 3 Klorojenikasit 5,61 27007317,1 3,829
Metanol 4 Kafeik asit 6,31 191678,8 0,012
Ekstrakt1 5 Vanilik asit 7,18 291323,1 0,010
6 Rutin 18,35 28534530,3 2,845
7 Naringin 28,65 27562572,8 1,377
o 1 Gallik asit 2,97 33399,0 0,019
S.spicigera o
] 4 Kafeik asit 6,15 371417 0,009
Etilasetat o
5 Vanilik asit 6,40 34148,4 0,002
Ekstrakti
7 Naringin 28,61 607066,2 0,029

Tablo 4.8.°de alikonma zamanlar1 ve miktarlart (mg) verildigi tizere gibi farkli
ekstreler farkli fenolik ve flavonoid bilesikler igerir. Tiim ekstraktlardaki tiim standart
bilesiklerin miktarlar1 0,003-3,829 mg arasinda hesaplandi. En yiiksek fenolik bilesik
miktar1 klorojenik asit olarak bulundu (3,829 mg/mL metanol ekstrakt ). Bulgularimiz
daha onceki galismalar ile benzerlik géstermis olup c¢alismamizda S. spicigera

bitkisinde bulunan en yiiksek fenolik bilesik olan Kklorojenik asidin Bouayed ve
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arkadaglari tarafindan yapilan arastirmada yiiksek degerde anksiyolitik ve antioksidan
kapasiteye sahip bir fenolik bilesik oldugu bildirilmistir [161, 162].
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Sekil 4.19. A. millefolium metanol ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.20. A. millefolium aseton ekstraksiyonu HPLC kromatogrami
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Sekil 4.21. A. millefolium su ekstraksiyonu ait HPLC kromatogrami
DAgilnur arabacitnumuonethy =a2 led
mall
PO hulti 1
G0
254
LN
T T T — 1 T T
1] ] 10 14 20 24 a0
min
1 PRAMulti 1275nm 4nm

Sekil 4.22. A. millefolium etilasetat ekstraksiyonu HPLC kromatogrami

HPLC profil sonuglarina gére A. millefolium bitkisinin biitiin ekstraktlarin da eskulin
bilesigi gozlenmemistir. Aseton ekstraktinda yiiksek degerlerde gallik asit ve
klorojenik asit ve ilaveten rutin ve vanilik asit bilesikleri (Sekil 4.20.) tespit edilirken
diger ekstraksiyonlarda (Sekil 4.19., Sekil 4.21. ve Sekil 4.22.) diisiik miktarl
bilesikler tespit edildi.



Tablo 4.9. A. millefolium bitkisi ekstraktlarinda tayin edilen fenolik bilesikler
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Miktar
Pik  Fenolik Alikonma Alan (mg/20mg/mL
no  Bilesikler zamani(dk) ekstrakt)
A.millefolium 1 Gallik asit 2,42 441551,3 0,013
Su Ekstrakti 3 Klorojenik asit 4,84 2311875 0,004
4 Kafeik asit 6,50 10902,1 0,008
5 Vanilik asit 7,12 65494,8 0,003
A.millefolium 1 Gallik asit 2,72 64538369,5 2,150
Aseton 3 Klorojenik asit 4,88 12461770,6 1,751
Ekstrakti 5 Vanilik asit 7,14 8509095,9 0,284
6 Rutin 20,43 643789,2 0,056
A.millefolium 1 Gallik asit 2,47 244288,5 0,007
Metanol 4 Kafeik asit 6,09 25686,0 0,008
Ekstrakti 5 Vanilik asit 7,22 34225,3 0,002
A.millefolium 1 Gallik asit 2,97 122825,5
Etilasetat 4  Kafeik asit 6,20 469051,8 0,009
Ekstrakti 5  Vanilikasit 6,35 335939,6 0019
6  Rutin 20,24 115220,8 0012
0,004

Tablo 4.9.”de alikonma zamanlar1 ve miktarlar1 (mg) verildigi izere gibi bitkinin farkli

ekstreleri farkli fenolik ve flavonoid bilesikler igerir. Calismamizda kullandigimiz ti¢

bitkinin de aseton ekstralarinin yiiksek sonuglar vermesi HPLC uygulamalari igin

asetonun uygun ¢oziicli olarak kullanilabilecegini 6n gérmemizi saglar.
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4.8. Antimikrobiyal Aktivite Sonuglar

Bitkilerin antimikrobiyal aktivitelerinin tayini i¢in disk difiizyon yoOntemi
uygulanmistr. Bitkilerin kontsantrasyonlar1 20 mg/ml olacak sekilde hazirlanmis
oziitlerinin Bacillus cereus (SBT8), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) adli patojen standart bakteri suslari ile Candida albicans (ATCC
10231) adli maya susuna kars1 antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 4.10.’da verilmistir.

Tablo 4.10. Antimikrobiyal aktivite sonuglari (—, antimikrobiyal aktivite yok. Pozitif kontroller; ampisilin ve
flukonazol, negatif kontroller; su,metanol.etilasetat.aseton ,IZC: inhibisyon zon ¢ap1;mm)

Bacillus Escherichia Staphylococcus  Candida
cereus coli aureus albicans
(SBT8) (ATCC 25922)  (ATCC 25923)

1ZC (inhibisyon Zon Capi: mm)

Ampisilin 15 24 34 -
Flukonazol - - - 19
A. millefolium 8 8 9 8
etil asetat

A.millefolium - 6 9 10
metanol

A.millefolium - 6 6 7
aseton

A. millefolium - - 8 -
su

P. ferulacea - - 9 -
etil asetat

P.ferulacea - - 6 -
metanol

P. ferulacea - - 7 -
aseton

P. ferulacea - - 11 6
Su

S.spicigera - 5 8 6
etil asetat

S. spicigera - 5 9 4

aseton
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S.spicigera 10 13
metanol

S. spicigera 11 11
su

Negatif Kontrol - -

(Su,etilasetat,
metanol,aseton
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Tablo 4.10.’da verildigi lizere antibiyotiklere karsi yiiksek direng gosteren, gida
zehirlenmelerine neden olan Bacillus ¢esidi Bacillus cereus (SBT8) bakterisine karsi
(Sekil 4.23., 4.27. ve 4.31.) A. millefolium bitkisinin etil asetat ekstrakt1 (8 mm IZC)
harig higbir bitki ekstrakti sonu¢ verememistir [163]. Escherichia coli (ATCC 25922)
bakterisine kars1 (Sekil 4.24., 4.28. ve 4.32.) A. millefolium (6-8 mm 1ZC) ve S.
spicigera (5-11 mm iZC) bitkileri sonu¢ vermis olup P. ferulacea bitkisinin higbir
ekstraksiyonu sonu¢ vermemistir. Benzer bir ¢alismada P. ferulacea bitkisinin
esansiyel yag bilesenlerinin ayni bakteriye karsi aktivite gosterdigi bilinmektedir.
Ugucu yaglarin kimyasal bilesimleri sayesinde mantar Onleyici etkilere ve
antibakteriyel ozelliklere daha ¢ok sahip olduklari bilinmektedir. Bu yiizden
calisgmamizda P. ferulacea bitkisinin kalin gévde kismimin degerlendirilmesinin

sonuglar tizerinde etkisi oldugu diistiniilmektedir [164].

Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterisene kars1 (Sekil 4.25., 4.29. ve 4.33.)
calistlan 12 bitki ekstraktida (5-13 mm IZC) aktivite gostermis olup en yiiskek
aktiviteyi S. spicigera’nin metanol ekstrakti (13 mm IZC) vermistir. Candida
albicans ‘a kars1 (Sekil 4.26., 4.30. ve 4.34.) ise 3 bitkide aktivite gostermis olup A.
millefolium 'un metanol ekstrakt1 (10 mm IZC) en yiiksek degeri vermistir. Genel bir
degerlendirme yapmak istersek ¢alismamiza gore S. spicigera nin diger bitkilerden
daha aktif bir antimikrobiyal oldugu sonucuna varabiliriz. Bir kekik tiirii olan S.
spicigera’ya benzer kekik tiirleriyle de yapilan ¢alismalarda bu gesitlerin iyi bir
antimikrobiyal oldugu goriilmiistiir [81, 165].

Sonug olarak antioksidan aktivite sonuglarinda oldugu gibi antimikrobiyal aktivite
sonuclarinda da bitkini ¢esidi, ekstraksiyon ¢oziicii farkliligi, calisilan bitki bolimii

gibi sartlar aktivite sonuclari lizerinde ¢ok fazla etkilidir.
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Sekil 4.23. S. spicigera bitkisinin Bacillus cereus (SBT8) bakterisine karsi gosterdigi antimikrobiyal aktivite
sonuglari. (A: aseton kérii, M : methanol korii, EA : etil asetat korii, S: su korii, KOS : su eks., KOA :
aseton eks., KOEA:etil asetat eks., KOM: metanol eks.)
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Sekil 4.24. S. spicigera bitkisinin Escherichia coli (ATCC 25922 )bakterisine kars: gésterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuglari. (KA: aseton korii, KM : methanol korii, KEA : etil asetat korii, KS: su korii, KOS :
su eks., KOA: aseton eks., KOM: metanol eks., KOE:etil asetat eks.)

Sekil 4.25. S. spicigera bitkisinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterisine kars1 gosterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuclar1. (KA: aseton korii, KM : methanol kérii, KEA : etil asetat korii, KS: su korii, KOS :
su eks., KOE: etil asetat eks., KOM: metanol eks., KOA:aseton eks.)
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Sekil 4.26. S. spicigera bitkisinin Candida albicans (ATCC 10231) mayasina kars:1 gosterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuglari. (As: aseton korii, Meoh : methanol korii, EA : etil asetat korii, Su: su kori,, KS : su
eks., KA : aseton eks., KM: metanol eks, K:etil asetat eks.)

Sekil 4.27. P. ferulacea bitkisinin Bacillus cereus (SBT8) bakterisine karsi gosterdigi antimikrobiyal aktivite
sonuglari. (A: aseton korii, M : methanol korii, EA : etil asetat korii, S: su korii, CS : su eks, CA : aseton
eks., CM: metanol eks., CEA: etil asetat eks.)



Sekil 4.28. P. ferulacea bitkisinin Escherichia coli (ATCC 25922 ) bakterisine karsi gosterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuglari. (KA: aseton korii, KM : methanol korii, KEA : etil asetat korii, KS: su kori, S : su
eks, A : aseton eks., M: metanol eks., CE: etil asetat eks.)
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Sekil 4.29. P. ferulacea bitkisinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterisine karg1 gosterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuglart. (KA: aseton korii, KM : methanol korii, KEA : etil asetat korii, KS: su korii, CS : su
eks, CA : aseton eks., CM: metanol eks., CEA.: etil asetat eks.)

Sekil 4.30. P. ferulacea bitkisinin Candida albicans (ATCC 10231) mayasina karsi gosterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuglari. (As: aseton korii, Meoh : methanol korii,EA : etil asetat korii, Su: su korii, CS : su
eks, CA : aseton eks., CM: metanol eks., CEA: etil asetat eks.)
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Sekil 4.31. A. millefolium bitkisinin Bacillus cereus (SBT8) bakterisine karsi gosterdigi antimikrobiyal aktivite
sonuglari. (A: aseton korii, M : methanol korii, EA : etil asetat korii, S: su korii, KuS : su eks., KuA :
aseton eks., KUM: metanol eks., KUE: etilasetat eks.)

Sekil 4.32. A. millefolium bitkisinin Escherichia coli (ATCC 25922 ) bakterisine kars1 gosterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuglari. (KA: aseton korii, KM : methanol korii, KEA : etil asetat korii, KuS: su korii, KuS
- su eks., KuA : aseton eks., KUM: metanol eks., KUE: etilasetat eks.)
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Sekil 4.33. A. millefolium bitkisinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterisine karsi gosterdigi
antimikrobiyal aktivite sonuglar1. (KA: aseton korii, KM : methanol korii, KEA : etil asetat korii, KuS
- su eks., KuA : aseton eks., KUM: metanol eks., KUE: etilasetat eks.)

Sekil 4.34. A. millefolium bitkisinin Candida albicans (ATCC 10231) mayasina kars1 gosterdigi antimikrobiyal
aktivite sonuglari. (As: aseton korii, Meoh : methanol korii,EA : etil asetat korii, Su: su korii, KusS :
su eks., KuA : aseton eks., KUM: metanol eks., KUE: etilasetat eks.)



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Yapilan tez ¢alismasinda bilesenlerindeki fenolik ve flavonoid maddelerden dolay1
tedavi amacl kullanildiklarinda yararli sonuglar alindigini diistindiigiimiiz, Satureja
spicigera (K.Koch) Boiss, Prangos ferulacea (L.) Lindl. ve Achillea millefolium
bitkilerinin 4 farkli ¢oziicii ile ekstraksiyonlari gesitli spektrofotometrik yontemlerle
antioksidan o6zelliklerinin incelenmesi i¢in analiz edildi. Giiniimiizde hastaliklarin
antibiyotik ilaglara kars1 gdstermis olduklar1 dirence kars1 yardimci dogal yontemlerin
kullanimasiin artmasindan dolay1 bu bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri de disk

diftizyon yontemiyle belirlendi.

Insanlarin saglik konusuna dogal iiriinlere daha fazla ilgi gdstermeye baslamalar, ilag
gibi tibbi etkili tirtinleri yan etkileri dolayisiyla kullanmak istememeleri ile birlikte
dogal iiriinlerin ve fonksiyonel gida iiriinlerinin 6nemi artmistir. Dogal {iriinlerin direkt
ya da ¢ay seklinde tiiketimlerinin yan1 sira gidalara eklenerek de kullanimi oldukga
yaygindir. Giiniimiizde en yaygin kullanilan fonksiyonel gida takviyelerinden birisi
antioksidanlardir. ~ Antioksidan maddeler aktivitelerini; serbest radikallerin
inaktivasyonu, metal iyonlartyla selat olusturma (kompleks yapr1), hidro-peroksitlerin
indirgenmesi veya bu ozelliklerin bir arada bulunmasi seklinde gosterirler. Bu
mekanizmalarla saglanan antioksidan aktivitelerin bilesenlerde bulunan fenolik ve
flavonoid bilesikler sayesinde oldugu diistiniilmektedir. Ayrica bitkilerde goriilen
antioksidan aktivitenin bitkide bulunan pek c¢ok dogal antioksidan bilesigin
birbirleriyle sinerjistik olarak faaliyet gostermesi ve serbest radikallere etki ederek
giicli  bir savunma saglanmasiyla hastaliklara karsi savunma mekanizmasi
olusturmalarindan kaynakli oldugu yapilan calismalar ile belirlenmistir [166].
Antioksidan maddelerce zengin gida kaynaklarinin tiretimindeki artis ve tiiketicilerin

bu konuda bilingli bir seklide davranmasini saglayacak bilinglendirmenin yapilmasi



70

yasam kalitesini arttirarak daha saglikli bir yasam siirdiirebilmek i¢in biiyiik 6nem

tasimaktadir.

Bitkilerin igerigindeki fenolik yapili bilesiklerin eldesinde ve buna bagli maksimum
antioksidan kapasitesi degerine ulasilmada ekstraksiyon ¢oziiciisii (solvent)
farkliliginin aktiviteye etkisi incelendiginde varilan en genel sonug bitkilerin metanol
oOziitlerinin analiz degerleri ile aseton oziitlerinin analiz degerlerinin etil asetat ve su
Oziitlerinin analiz degerlerinden daha iyi sekilde aktivite gosterdigidir. Bitkilerin
HPLC ile fenolik madde tayininde ise spektrofotometrik yontemlerle paralel olarak
aseton ve metanol ekstraktlari su ve etil asetat ekstraktlarindan daha iyi sonuglar
vermistir. Bitkisel kaynaklarin yapisal farkliliklarindan 6tiirii ektraksiyon esnasinda
ornekler igin tek bir solvent sisteminin kullaniminin s6z konusu olmamasiyla birlikte
her bitkinin daha 1iyi aktivite gosterdigi bir ¢Oziiclisiiniin var oldugu kabul
edilmektedir. Calismamizda elde edilen sonuglarinda agikg¢a ortaya koydugu gibi
analizlerde farkli ¢oziiciilerle galisarak en uygun ¢oziicii segilebilir ve bu sayede

bitkilerin antioksidan aktivitesinde yiiksek sonuglar kaydedilebilir.

Yapilan ¢alismadaki sonuglara gére analiz bitkilerinin antioksidan aktivitelerinde
fenolik yapili madde miktarlarindaki farkliliklarin etkileri goriilmiistiir. Bitki
orneklerinin tiim ekstraksiyonlarinda elde edilen farkli antioksidan aktivite
degerlerinin, ekstraksiyon esnasinda solvente gecen fenollerin miktar1 ve kimyasal
yapilarindan dolay1 oldugu sdylenebilir. Giuiglii radikal yakalama kapasitesine ve
yiiksek fenolik/flavonoid madde igerigine sahip olmanin tiim antioksidan aktivitesi
caligmalarinda yiiksek sonuca etki etmedigi belirlenmis olup tek bir analiz metodu ile
bitkinin antioksidan kapasitesi hakkinda karar vermenin dogru olmadig1 anlagilmakta
ve antioksidan aktivitesi belirlenirken elde edilen aktivite sonuglarinin her bir 6zellige

gore verilerek farkli metotlarin uygulanmasi gerekmektedir.

Bu kapsamda uygulanan spektrofotometrik antioksidan analizlerine genel olarak
bakildiginda yapisal olarak bitkilerin aktivitelerinin Satureja spicigera > Achillea
millefolium > Prangos ferulacea seklinde oldugu goriildii. Arastirma veri ve sonuglara

gore; yoresel halk arasinda 6zellikle mide rahatsizliklarina karsi sifa amacgli olarak
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tiketilen Satureja spicigera ve g¢esitli kanser hastaliklarinda tiiketilen Achillea
millefolium’un antioksidan 6zellikleri deneysel olarak belirlenmis olup tiiketilmeleri
sonucu alinan olumlu etkilerde antioksidan oOzelliklerinin etkili  oldugu
diisiiniilmektedir. [laveten Prangos ferulacea nin sifa amagl tiiketilmeleri sonucunda
hastaliklara kars1 sagladiklar yararlarin; kalin gévde boliimii ile yapilan ¢aligmasinda
diger bitkilere gore daha az aktivite gdstermesine ragmen sahip oldugu antioksidan

aktivitesinin katkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

HPLC antioksidan madde profil sonuglarina gore; S. spicigera bitkisinin metanol ve
su ekstraktlarinda yedi standart bilesigin tamami gézlenmis olup aseton ekstraktinda
gallik asit, klorojenik asit, rutin ve naringin bilesikleri tespit edilirken etil asetat
ekstraksiyonunda galik asit, klorojenik asit,vanilik asit ve naringin bilesikleri tespit
edildi. A. millefolium bitkisinin tiim ekstraktlarinda eskulin bilesigi gézlenmemis olup
aseton ekstraktinda yiiksek degerlerde gallik asit ve klorojenik asit ve ilaveten rutin ve
vanilik asit bilesikleri tespit edilirken diger ekstraksiyonlarda diisiik miktarli bilesikler
tespit edildi. P. ferulacea bitkisinin ise metanol ekstraktinda rutin, aseton ekstraktinda
ise klorojenik asit disinda tiim standart fenolik bilesikler gézlenmis olup tiim
ekstraktlarda gallik asit ve naringin bilesikleri tespit edilmistir. Kromatografik ayirma
islemi HPLC’ye gore fenolik ve flavonoid bilesikler i¢in ¢aligilan standartlarla yapilan
analizler sonucunda bitkilerin antioksidan yapili bilesikleri ekstraktlarinda

icermelerinden dolay1 antioksidan 6zellik gosterdikleri sonucuna varilabilir.

Arastirmamizin ikinci agsamasi bitkilerin antimikrobiyal aktivitesinin belirlenmesidir.
Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildigi calismalarda, 4 farkl
¢oziicii kullanilmistir. Bitkilerin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaci ile
yapilan ¢alismalarda bitki 6ziitlerinin gram-pozitif, gram-negatif bakteriler ve mayaya
kars1 her bir bitkinin farkli antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmustir. Bitkilerin
antimikrobiyal bilesenlerinden test amagli kullanilan mikroorganizma gesitlerinin her
birinin farkli 6l¢iilerde etkilendikleri bir¢ok arastirmagi tarafindan belirtilmektedir. Bu
farkli etkinin bitkilerin sahip oldugu kimyasal yapi, test edilen mikroorganizma tiirleri,
ekstraksiyon islemindeki solvent miktari ve farklilig1 gibi etkenlerden kaynaklandigi

disiiniilmektedir. Calismamizda incelenen bitki ekstraktlarminda tiim test
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mikroorganizmalarma karst etkili olmayist bu nedenlerden kaynaklanabilir.
Arastirmamizda mikroorganizmalar {izerine daha etkili olan ¢oziiciilerin su ve etil
asetat oldugu tespit edilmistir. Antimikrobiyal aktivite yoniinden bitkileri genel olarak
karsilastirdigimiz da antioksidan aktiviteye paralel olarak Satureja spicigera >

Achillea millefolium > Prangos ferulacea siralamasini elde etmis bulunmaktay1z.

Giliniimiizde gelecege yonelik antioksidan olarak kullanilan sentetik ajanlarin yan
etkilerinden dolay: yerlerini alabilecek dogal antioksidan arayislar1 devam etmekte ve
ilgi giderek artmaktadir. Bu tip aragtirmalarla yiiksek antioksidan aktivitesi gosteren
en uygun solvent ekstraktli bitkileri belirleyerek o6zellikle ilag ve gida iiretim
proseslerindeki arastirma ve gelistirme merkezlerinde antioksidan o6zelliklerinin
belirlenmesiyle ¢alismalarin endiistriyel sanayi uygulamalarina yonelik devamliliginin
saglanmasi Onerilmektedir. Saglik sistemlerindeki antioksidan etkilerin incelenmesi
caligmalar ile de hastaliklara karsi tedavi edici alternatif yollart uygulamaya yonelik
devamliliginin saglanmasi diisiiniilmekte olup ila¢ sanayi ile olumlu birlikteliklerin

yapilmasi tavsiye edilmektedir.

Bakteri kaynakli hastaliklara karsi giiniimiizde kullanilan ¢ogu antibiyotik ilag,
bakterilerin etken maddeye karsi gosterdigi direncin artmasi yiiziinden etkisiz hale
gelmektedir. Bu nedenle insanlar ¢ok eskilerden beri faydalanilan bitkilere ve
bitkilerle tedavi olarak bilinen alternatif tipa dogru yoneltmistir. Diger tilkelerden ithal
edilen farkli ila¢ etken maddeleri yerine daha ucuza elde edilebilecek bitki drog veya

ekstrelerin antimikrobiyal etki bakimindan ¢ok daha 6nemli oldugu diistiniilmektedir.

Tim bulgular ¢alisma bitkilerimizin daha ayrintili ve profesyonel ¢alismalar ile gida
ve ila¢ endiistrisinde kullanilan gesitli hasarlara sebep oldugu ileri siiriilen sentetik
antioksidan maddeler yerine aranilan dogal antioksidan maddelerden biri olabilecek
ozellikte oldugunu gosterir niteliktedir. Ozellikle su ekstraktlarinin antioksidan
aktivite gostermeleri bitkileri glinliik tiiketimde bu konuda iyi bir aday yapmaktadir.
Ayrica patojen mikroorganizmalara karsi olusturduklar1 inhibisyon zonlar

antibakteriyal aktivite olarak kullanilabileceklerini de diisiindiirmektedir.
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Sonug olarak bu ¢aligmada yoresel olarak sifa igeren bitki olarak kabul edilen ve
kullanilan Satureja spicigera, Achillea millefolium ve Prangos ferulacea bitkilerinden
elde edilen ekstraktlarin direkt bitki kaynakli 6zel bir ayristirma islemi uygulanmadan
hem antioksidan hem de antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir. Bu ve
benzeri ¢alismalar ile ilgili daha fazla arastirma ve yatirim yapildig: takdirde tarimsal
bir iilke olan Tiirkiye’de bitkisel drog eldesi ile gida ve saglik endiistrisinde biiyiik
gelismeler goriilebilir. Ihtiya¢ fazlasinin satilmasiyla da yeni bir pazar olusmasi

mumkiin olabilir.
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