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OZET

Anahtar kelimeler: Antioksidan, antibakteriyel, DPPH aktivite, demir selatlama,
indirgeme kapasitesi

Bu calismada, Sakarya Universitesi Kimya Boliimii Anorganik Kimya anabilimdali
laboratuarlarinda sentezlenen sentetik 6 farkli ftalosiyanin maddelerinin (1, 2, 3, 1a,
2a, 3a) antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri incelenmistir. Sentezlenen bu
sentetik maddelerin antioksidan aktiviteleri, lic farkli antioksidan analiz yontemi
kullanilarak vurgulanmistir. Bu yontemler; DPPH Serbest Radikali Giderim
Aktivitesi, demir iyonlarini selatlama ve indirgenme kapasitesi yoOntemleridir.
Deneyler sonucunda; test edilen maddeleler arasinda en yliksek DPPH aktivitesi, 1
maddesi ile % 91,95 (£0,01) olarak belirlenmistir. En yiiksek Indirgeme kapasitesi
ise 1a maddesi ile 2,34 mg/L olarak belirlenmistir. Demir (II) Iyonlarin1 Selatlama
kapasitesinde ise la maddesi % 97,70 (£0,01) degeri ile en yliksek aktivite
gostermistir. Ek olarak, ayni maddelerin antibakteriyel Ozellikleri disk difiizyon
metodu ile belirlenmistir. Bu islem i¢in bir adet gram negatif ( E.coli) ve dort adet
gram pozitif bakteri (B. Subtilis (ATCC 6051), B. Subtilis (ATCC 6633), B. Cereus
(SBTS) ve S. aureus ) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gére 1a ve 3a maddeleri
inhibisyon zon caplari 15 ile 2Ilmm arasinda degisen oranlarda tiim test edilen
bakterilere karsi antibakteriyel etki gostermistir. Hatta 1a ve 3a maddesi B. Cereus
(SBT8) bakterisine karst 18-19mm zon ¢api ile standard antibiyotikden daha yiiksek
antibakteriyel aktive gostermistir. Elde edilen olumlu sonuglar sentezlenen
maddelerin antioksidan aktivite ve umut verici antibakteriyel oOzelliklere sahip
olduklarimi gostermektedir.
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIBACTERIAL
PROERTIES OF SOME SYNTHETIC COMPOUNDS

SUMMARY

Keywords: Antioxidant, antibacterial, DPPH, ferrous ion chelating, reducing power

In this study, the antioxidant and antibacterial activities of synthetic, 6 different
phthalocyanine compounds (1, 2, 3, la, 2a, 3a) which are synthesized in Inorganic
Chemistry laboratories of Chemistry Department at Sakarya University were
investigated. The antioxidant activities of these synthesized synthetic compounds
were determined by using three different antioxidant analysis methods. These
methods are DPPH free radical scavenging activity, ferrous ion chelating activity and
reducing capacity methods. As a result of the experiments; The highest DPPH
activity among the tested substances was determined as 91.95% (£ 0,01) with
compound 1. The highest reduction capacity was determined as 2,34 mg / L with la.
In the determination of the ferrous ion chelating assay, compound la showed the
highest activity with 97,70% (£ 0,01). In addition, the antibacterial properties of the
same compounds were determined by using the disk diffusion method. For this
purpose, one gram-negative (E.coli) and four gram-positive bacteria (B. Subtilis
(ATCC 6051), B. Subtilis (ATCC 6633), B. Cereus (SBTS8) and S. aureus) were used.
According to the results, the inhibition zone diameters la and 3a showed
antibacterial activity against all tested bacteria in varying proportions ranging from
15 to 21mm. Even la and 3a showed higher antibacterial activity than standard
antibiotic with 18-19 mm zone diameter against B. Cereus (SBTS8) bacteria. The
positive results show that the synthesized compounds have antioxidant activities and
promising antibacterial properties.
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BOLUM 1. GIRIS

Insan viicudunu saglikli sekilde yasamina devam etmesinde ve ozellikle serbest
oksijen radikallerine karsida korumada diyetlerinde, dogal fenolik bilesiklerce zengin
meyve ve sebzeleri bulundurmalarmin yararli oldugu bilinmektedir. Yapilan
caligmalarda bitkisel kaynaklarda bulunan fitonutrientlerin reaktif oksijen tiirlerine
kars1 yararli oldugu; sebze ve meyvelerin icerdikleri o-tokoferol (E
vitamini),askorbik asit (C vitamini), glutatyon, flavonoidler, karotenoidler ve fenolik
asitlerin koruyucu o6zelliklerinin igerdikleri dogal bilesiklerden dolay1r oldugu
bildirilmistir [1]. Viicudun endojen savunmasinin dengeli ve diizenli bir diyetle
viicuda aliacak antioksidan bilesikler araciligiyla desteklenmesi gerekmektedir. Bu
ylizden diyetle antioksidan aliminda artma veya antioksidanlarla zenginlestirilmis

gidalar giderek 6nem kazanmaktadir [2-3-4].

Antioksidanlar, ¢esitli kimyasal ve fiziksel etkenler nedeniyle ¢evrede ve hiicresel
sartlarda olusan reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) meydana getirdigi hasarlar1 yok
etmek ve engellemekte gorevlidirler. Antioksidanin yetersizliginde ise ROT
fazlaligiyla dolayr meydana gelen oksidatif stres, bobreklerin fonksiyonlarinin
azalmasi, g0z bozukluklarmin olusmasi, akciger, kalp ve kardiyovaskiiler

rahatsizliklarina sebep olmasi gibi problemlerin olusmasina neden olmaktadir [5].

Antioksidanlar, serbest radikaller olarak adlandirilan molekiillerin oksidasyonu
sonucu olusan veya olusabilecek hasarlar1 6nleyen ve viicut savunmasina yardimci
olan savunma sisteminin bir parcasidir. Serbest radikaller, en distaki yoriingelerinde
bir veya daha ¢ok eslenmemis elektrona sahip olan yiiksek derecede reaktif tiirlerdir.
Olustuklarinda zincirleme reaksiyon baslatirlar. Antioksidanlar, serbest radikallerle
reaksiyona girer ve serbest radikal ara maddelerini kaldirarak bu zincir reaksiyonunu

sonlandirir ve kendilerini oksitleyerek diger oksidasyon reaksiyonlarini engeller [6].



Antioksidanlar serbest radikallerin etkilerini engelleyen ve yok eden sistemlerdir.
Viicutta ROT larin olusumunu ve ROT’larin meydana getirdigi hasar1 dnlemek tizere
enzimatik ve enzimatik olmayan ¢ok fazla endojen antioksidan savunma
mekanizmasi bulunmaktadir. Bunun yaninda bazi vitaminler, ilaglar ve sentetik gida
antioksidanlar1 da eksojen antioksidanlar olarak adlandirilmaktadir. Serbest radikal
tamamen engelleyen veya olusumunu geciktiren koruyucu antioksidanlar (metal
selatorleri,enzimler) veya lipid peroksidasyonunun devamliligin1 engelleyen zincir
parcgalayicisi(yok edicisi) antioksidanlar (a-tokoferol,askorbik asit,flavonoidler)

olarak etki gosterirler [7].

Insan sagligini tehdit eden bir diger etkende, cevre kirliligi ile beslenme sekillerinin
dikkatsizliginden meydana gelen zararli mikroorganizmalardir. Bu zararh
mikroorganizmlarin ¢ogalmasina ve liremesine miidahale eden bir ajanlar antiboyotik
ve antibakteriyel maddelerdir. Giiniimiizde bakterilerin sebep oldugu hastaliklarin
tedavi edilmesinde kullanilan mevcut antibiyotiklerin asir1  ve yanlig
kullanimlarindan dolayr mikroorganizmalar bu antibiyotiklere kars1 direng
gelistirmistir. Bakterilerin mevcut anitbakteriyel maddelere kars1 gelistirdigi direncin

artmasi, aragtirmacilar1 yeni antibakteriyel maddelerin gelistirmesine yoneltmektedir

[7].

Antibakteriyeller ayrica giiniimiizde en yaygin olarak yiizeyleri dezenfekte etmek ve
potansiyel olarak zararli bakterileri yok etmek i¢in kullanilan maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Antibakteriyeller yillardir kullanilmakta olup ¢ok ¢esitli saglik ve
ev ortaminda hastalik organizmalarinin kontroliinde etkili ajanlar olmaya devam
etmektedir. Antibakteriyel ajanlar hastaneler, bakim evleri, yenidogan bakim odalari
ve yiiksek enfeksiyon riski olabilecek diger saglik tesisleri gibi klinik ortamlarda

bakteri ve mantar enfeksiyonunun kontroliinde etkili oldugu kanitlanmistir [7].

Son yillarda yeni birgok senytetik olarak sentezlenmis antioksidan ve antibakteriyel
madde gelistirilmekte ve kullanilmaktadir. Bunlar maddeler arasinda 6nemli yer

teskil edenlerden bir grupta ftalosiyanin bilesikleridir [7].



En genis taniminda, bir antibakteriyel, bakterilerin ¢ogalmasina ve {iremesine
miidahale eden bir ajandir. Hem antibiyotikler hem de antibakteriyel maddeler
bakterilere saldirirken, bu terimler yillar i¢cinde iki farkli sey ifade etmek icin gelisti.
Antibakteriyeller simdi en yaygin olarak ylizeyleri dezenfekte etmek ve potansiyel
olarak zararli bakterileri yok etmek icin kullanilan maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Antibiyotiklerin aksine, insanlar veya hayvanlar i¢in ilag olarak
kullanilmazlar, ancak sabun, deterjan, saglik ve cilt bakim iirlinleri ve ev

temizleyicileri gibi liriinlerde bulunurlar [7].

Ftalosiyaninler 1907°de tesadiifen bulunmus ve yapist ise 1930’larda aydinlatilmis
olan 6nemli bir bilesik sinifidir. Bunlar ¢ok c¢esitli metal iyonlart ile kompleks
olusturabilen yiiksek derecede konjuge makrosiklik bilesiklerdir. Stabilitelerinin yani
sira kimyasal, fotofiziksel ve fotokimyasal Ozellikler [8] boyaya duyarli giines
pillerinde [9], organik yari iletkenlerde 1518a duyarlilastiricilarin gelistirilmesinde
pigment boyar madde olarak kullanilmaktadirlar [10]. Katalizér olarak
kullanildiklarinda 6zellikle petrol iirlinlerinin reaksiyonlarinda olusan istenmeyen
kiikiirtlii  bilesiklerin zararsiz {riinlere c¢eviripreaksiyondan uzaklastirilmasinda
saglamaktadir [11]. Ayrica son yillarda ftalosiyaninler, 6zellikle su ve organik
cozilicilerde ¢oOziinenlerin antioksidan ve antibakteriyel 0Ozellikler tasidig
belirlenmistir. Ftalosiyanin halkanin pozisyonlar1 [12] Pc iskeletindeki metoksi
gruplarinin ortak ¢oziiciilerdeki Pc ¢oziintirliigiinii arttirdigi, yiiksek c¢oziiniirliige
sahip adetlerin biyoaktif materyaller haline geldigi ve saglik i¢in yararli olabilecegi
bilinmektedir [12-13]. Ozellikle gida endiistrisinde ve ayrica eczacilik, kozmetik,
hayvan beslenmesi ve biyoyakit gibi diger endiistrilerde c¢esitli dogal ve sentetik
antioksidanlar kullanilmaktadir [14-15]. Sentetik antioksidanlar, sanayide kullanilan
rafine yaglarin ve yaglarin korunmasi ve stabilizasyonu amaciyla lipid
oksidasyonunu geciktirmek icin yaygin olarak kullanilan kimyasallar olarak
sentezlenmis bilesiklerdir [16]. Antimutagenik 6zellikler, dogal kaynakli patojenlerin
inhibisyonu ve saflastirilmis dogal antioksidanlarla karsilastirildiginda daha ucuz

iiretim fiyat1 gibi baz1 avantajlar1 vardir [17].



Bu nedenle, yeni 6zelliklere sahip sentetik antioksidanlarin gelistirilmesi iizerine
yapilan calismalarin sayis1 giin gectikce artmaktadir. Son yillarda, antioksidan ve
antibakteriyel ozelliklere sahip yeni ftalosiyanin tiirevlerinin gelistirilmesinde bazi
aragtirmalar bildirilmistir [18]. Bu kapsamda literatiire antioksidan ve antibakteriyel
bilesikler hakkinda yeni bilgiler sunmak amaciyla, bu caligmada, Sakarya
Universitesi Kimya Béliimii Anorganik Kimya anabilimdal1 laboratuarlarinda Prof.
Dr. Meryem Niliifer Yarasir ve ekibi tarafindan sentezlenen 6 ftalosiyanin
maddesinin antioksidan aktiviteleri, ii¢ farkli antioksidan analiz yOntemiyle ve

antibakteriyel aktivitleri ise disk diflizyon yontemi kullanilarak vurgulanmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Antioksidanlar Hakkinda Genel Bilgi

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu onleyerek veya mevcut radikalleri
engelleyerek hiicrenin zarar gdrmemesini saglayan gruplardir. Genellikle yapisinda

fenolik fonksiyon bulunduran molekiillerdir [19].

“Antioksidan” teriminin herhangi uluslararasi bir tanim ile sinirlandirilmamistir.
Bir¢cok okside olabilen (Lipidlerin, protein, DNA ve karbonhidrat gibi) bilesikleri
igceren diger bir tanimiyla da  “okside olabilen substratlara gore daha diisiik
konsantrasyonlara sahip olan ayrica substratlarin oksidasyonunu Onleyen veya
geciktiren maddeler" seklinde tanimlanmaktadir [20]. Antioksidanlarin herhangi bir

oksidatif reaksiyona verdigi tepki ve etkisi farkl sekillerde olabilir [21-22] :

a)Reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) olusumunu engelleyen sistemler: Bakir ve demir
iyonlarint baglayan metal selatorleri, mitokondride olusan ve ROT’lar1 indirgeyen

mitokondriyal sitokrom oksidaz gibi [21].

b)ROT’lar1 yakalayip notralize eden antioksidanlar: a-tokoferol, metiyonin, askorbik
asit, flavonoidler, [B-karoten, indirgenmis glutatyon, iirik asit gibi. Bu tiir
antioksidanlar radikalik zincir reaksiyonunun baslamasini yavaslaticit yonde etki eden
veya zincir reaksiyonunun ilerlemesine engeleyen radikalik reaksiyonlari sona

erdirirler [21].

¢)ROT’lar1 daha az toksik friinlere doniistiiren enzim sistemleridir. Katalaz,
glutatyon-S-transferaz, glutatyon peroksidaz, siiperoksit ,dismutazglutatyon rediiktaz

ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz [21].



Organizmalarin neredeyse tamami serbest radikallerin zararli etkilerine karsi
siiperoksid dismutaz (SOD) ve katalaz (CAT) gibi oksidatif enzimlerle veya askorbik
asid, glutatyon, atokoferol, polifenoller ve karotenoidler ile korunmaktadirlar [21].

Antioksidanlar, oksidanlar lizerine baslica iki sekilde etki ederler;

Koruyucu antioksidanlar: Ferritin, Transferin, EDTA ve DETAPAC gibi
antioksidanlar metalleri inaktive ederler boylece; priivat, katalaz ve glutatyon (GSH)
gibi antioksidanlar hidroperoksitleri uzaklastirarak; likopen ve [-karoten gibi
antioksidanlar elde edilir. Bunun sonucunda ise singlet oksijeni baskilanarak
koruyucu etki gosterirler. Zincir reaksiyonlarimi kirici etkisi: Askorbat ve Tokoferol
gibi antioksidanlar peroksil radikalleri ile reaksiyona girmesi sonucu zincir kirici
etkisi gosterirler. Antioksidanlarin etki mekanizmasini Denklem 2.1.°de sematik

olarak gosterilmektedir;

Antioksidanlarin etki mekanizmasini sematik olarak gostermek gerekirse;

R +enerji  — Re

R+02 — ROO- (2.1)
ROO+ + AH — ROOH + A+ veya RO+ + AH — ROH + A-

ROO+ + A» — ROOA

Burada; AH: Antioksidan molekiilii, A» Antioksidan Radikali,R yag molekiilii, Re
radikalik yag molekiilii oluyor. Radikalik reaksiyon zincirini kirmalar1 sirasinda
kendilerini yiikseltgenmeleriyle bozunan antioksidanlar bu olay1
yiikseltgenebilen(yiikseltgenen) maddeler oldugundan gercgeklestirirler. Bu nedenle
antioksidanlar sadece belirli bir siire boyunca yiikseltgenebilen maddeyi
koruyabilirler ve belirli bir degerden sonra madde, ortam bulunan antioksidani

yokmus varsayip ylikseltgenmeye devam eder [23].



2.2. Antioksidanlari Siniflandirilmasi

Antioksidanlarin siniflandirilmasi birden fazla sekilde yapilabilmektedir. Endojen
kaynakli ve eksojen kaynakli antioksidanlar olarak simiflandirilabildigi [24] gibi
dogal ve sentetik olarak veya enzim ve enzim olmayan antioksidanlar [25] seklinde
simiflandirmalar da yapilmaktadir. Antioksidan savunma sisteminin baglica
elemanlar; proteinler,enzimler ve suda ve yagda ¢ozilinen radikal tutucularidir [26-

27].

Antioksidanlar, endojen ve eksojen olmak tizere iki grup altinda toplanabilir (Tablo
2.2.). Endojen ve eksojen antioksidanlar, oksidan/antioksidan dengesini saglamak
i¢in serbest radikallerden viicudu korur ve serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in
kullanilirlar. Organizmada bulunan temel antioksidan savunma sistemleri Tablo

2.1.’de gosterilmistir [3-4].

Tablo 2.1. Organizmada bulunan temel antioksidan savunma sistemleri [30]

Radikal Tutucular Metal iyonlarini
Enzigloy Ya g"da Suda baglayan
¢Oziinenler
¢Oziinenler proteinler
Siiperoksit E vitamini C vitamini Ferritin (Fe)
dismutaz
Katalaz B- karoten Glutatyon Transferrin (Fe)
Glutatyon Bilirubin Urikasit Laktoferrin (Fe)
peroksidaz
Glutatyon Ubikinon Sistein Albtimin (Cu)
rediiktaz
Glutatson S Flavonoidler Mannitol Seruloplazmin (Cu)
transferaz
Glukoz-6- Melatonin Miyoglobin (Fe)
fosfat
dehidrogenaz

Lipoik asit




Antioksidanlar dogal ve yapay antioksidanlar olmak iizere iki grup da
siniflandirilabilirler. En o6nemli dogal antioksidanlar flavonoidler, tokoferoller,
vitamin C, fenolik asitler, karotenoidler, polifenoller ve selenyumdur. Son
zamanlarda kimya alaninda ozellikle de gida kimyas: ve koruyucu tibbin bitki
kaynakli olan dogal antioksidanlara karsi ilgisi oldukca artmaktadir. Bunun sebebi
sentetik antioksidanlarin (BHA ve BHT gibi) toksit ve kanserojen olduklarinin
diisiiniilmesidir [28]. Ayrica, antimikrobiyal olarak nitrat, benzoik asit, nitrit, sorbik
asit, kiikiirt dioksit kullanilmaktadir. Nitrat ve nitrit insan viicudunda birikerek
reaktif azot tiirlerine (RNS) doniigmektedir. ROS ve RNS gibi biyomolekiillerle
reaksiyona girerekbazi hastaliklara sebep olabilmektedirler (romatizmal hastaliklar,
parkinson, kanser gibi) [29]. Antibakteriyal benzoik asit ve benzoik asit tiirevlerinin
kullanim1 ise ndrolojik hastaliklara neden olmakla birlikte kanserojen olduklart da
bilinmektedir. Bu amacgla gida sanayinde kullanilan kimyasal maddelerin ¢ogu

nordlojik dejenerasyon, toksik, kanserojen gibi istenilmeyen etkilere sahiptirler [30].

2.2.1. Dogal antioksidanlar

Dogal antioksidanlar, insan viicudunda metabolik siliregle sentezlenen veya diger
dogal kaynaklardan desteklenen, aktiviteleri; kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine ve
etki mekanizmalarina bagli olan antioksidanladir. Dogal oksidanlar, enzimatik ve

enzimatik olmayan olmak {izere iki gruba ayrilirlar (Tablo 2.2.) [31].

Tablo 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi[32]
ENDOJEN ANTIOKSIDANLAR

ENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR NONENZIMATIK ANTIOKSIDANLAR

Siiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin

Albiimin Seruloplazmin




Tablo 2.2. (devam)[32]
EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR

VITAMIN EKSOJEN ILAC OLARAK KULLANILAN
ANTIOKSIDANLAR EKSOJEN ANTIOKSIDANLAR
a-Tokoferol (Vitamin E) Ksantin oksidaz inhibitorleri (allopiirinol,

oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)
B-karoten (Vitamin A) NADPH oksidaz inhibitorleri (adenozin,
lokal anestezikler, kal- siyum kanal

blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar

ilaglar)
Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant siiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)

Endojen antioksidan aktiviteyi artiranlar
(GPx aktivitesini artiran ebselen ve
asetilsistein)
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar
(mannitol, albiimin)

Demir redoks dongiisii inhibitorleri
(desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitorleri
Sitokinler (TNF ve IL-1)
Barbitiiratlar

Demir selatorleri

Enzimatik Antioksidanlarin siiflandirilmasi

Enzimatik antioksidanlar insan viicudunda benzersiz bir sekilde iiretilir ve birincil ve

ikincil antioksidanlara boliinebilir.
Birincil Antioksidanlar

Birincil antioksidanlar, temel olarak siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve
asagida tarif edildigi gibi glutatyon peroksidaz (GPx) igerir.

Stiperoksit dismutaz (SOD) enzimi hem dermiste hem de epidermiste bulunur.

Superoksit radikalini (O .—) uzaklastirir ve serbest radikallerin zarar verdigi viicut
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hiicrelerini onarir. SOD, siiperoksit anyonlarinin hidrojen peroksite indirgenmesini
katalize eder. SOD ayrica, peroksitinit olusturmak icin NO'yi inaktive eden
siiperoksit anyonu i¢in nitrik oksitle (NO) rekabet ettigi de bilinmektedir. Bu nedenle
sliperoksit anyonlarmi yok ederek NO aktivitesini arttirir. Siiperoksit dismutaz
reaksiyonu Sekil 2.1.”de gosterilmistir [32].

— S0D
20, + 2HY == H,0, + 0,

Sekil 2.1. Siiperoksit dismutaz reaksiyonu[28§]

Katalaz; tiim hiicre tiplerinde degisik konsantrasyonlarda bulunmaktadir. Ozellikle
peroksizomlarda hemprotendir ve lokalize dort alt birimden olusur. H202’nin
yikilmasini saglar. H202 olusumunun hizinin fazla oldugu durumlarda durumlarda

indirgeyici aktivite gosterir. Katalaz reaksiyonu Sekil 2.2.’de gosterilmistir. [33-34].

kalalaz
20,0, — > 2H,0 + 0
Sekil 2.2. Katalaz reaksiyonu[33-34]

Glutatyon Peroksidaz (GSH-Px); hiicrede bulunan H202’in detoksifikasyonundan
esas olarak sorumludur. Ayrica Lipid peroksidasyonunun gelismesini ve meydana
gelmesini engelleyici 6zelligine sahip olan bir enzimdir. Sitozolde bulunur. iki tipi
vardir. Bunlar Selenyuma bagimli ve bagimsiz olanlardir. Selenyuma bagimli olan;
hem lipid hidroperoksitlerini hemde H202, selenyumdan bagimsiz olan ise; sadece
lipid hidroperoksitlerini metabolize edebilmektedir. Glutatyon peroksidaz reaksiyonu

Sekil 2.3.”de gosterilmistir [25].

GSH-P,

2G-SH + H,0, GSSG + 2 H,0

GSH-P
2G-SH + ROOH ————= (GSSG + ROH + H,O

Sekil 2.3. Glutatyon peroksidaz reaksiyonu [25]
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Glutatyon peroksidaz (GPx) bir selenyum-bagimli enzimler, anditconsistsofcytosolic,
plazma, fosfolipidhidroperoksit ve gastrointestinal glutatyon peroksidaz grubudur
[32]. GPx (hiicresel ve plazma), H202'nin reaksiyonunu, azaltilmis glutation (GSH)
ile katalize eder;

NADP~ NADPH

GSSG
2

0: — —- }{;O; l~l~0-0;

$

QSH

Sekil 2.4. Serbest radikallerin uzaklastirilmasinda enzimatik antioksidanlarin mekanizmasinin ana

hatlar1 [35]

Sonug olarak, okside olmus glutatyon (GSSG) iiretilir ve yine glutatyon rediiktaz
(GR) ve indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotit fosfat (NADPH) ile indirgenmis

formuna geri doniistiirtiliir. Bu islem Sekil 2.4.’de ifade edilmistir [35].

Ikincil antioksidanlar

Sekonder antioksidan, glutatyon rediiktaz (GR) ve glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PDH) igerir. G6PDH NADPH iiretir. ikincil enzim GR ve NADPH kullanilarak
azaltilmis glutatyonun (GSH) geri doniisiimii i¢in GR gereklidir.

Glutatyon, peptid tipi antioksidan iceren bir sisteindir ve viicut hiicrelerinde
sentezlenir. Sistein yarisindaki tiyol grubu, bir indirgeyici maddedir ve tersine
cevrilebilir ve indirgenebilir. GR enzimi tarafindan azaltilmis formda (GSH) tutulan
hiicrelerde (~ 3.100 /g / g doku) yiiksek diizeyde glutation bulunur ve sirayla diger
metabolitler ve enzim sistemlerini azaltir askorbat olarak. Yiiksek konsantrasyonu ve
hiicrelerde redoks durumunu siirdiirmedeki rolii nedeniyle, en 6nemli hiicresel

antioksidanlardan  biri  olarak kabul edilir [36]. (Serbest radikallerin
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uzaklastirilmasinda enzimatik antioksidanlarin mekanizmasinin ana hatlari, Sekil

2.4.'de gosterilmistir.)

Nonenzimatik Antioksidanlar

Bunlar viicutta dogal olarak bulunmayan ancak uygun metabolizma igin
desteklenmesi  gereken bir antioksidan simifidir. Bilinen nonenzimatik
antioksidanlardan bazilar1 mineraller, vitaminler, karotenoidler, polifenoller ve

asagida listelenen diger antioksidanlardir [37].

Mineraller

Viicut hiicrelerinde, enzimlerin diizglin ¢alismasi i¢in mineraller gerekir. Bunlarin
yoklugunun birgok makromolekiiliin metabolizmasin1 etkiledigi bilinmektedir.
Selenyum, bakir, demir, ¢inko ve manganez icerir. Enzimatik antioksidanlar i¢in

kofaktor olarak gorev yaparlar.

Gegis metallerinin 6nemi; olusan oksidan hasarini dolayli yoldan hizlandirmalaridir.
Bakir ve demir iyonlari in vivo kosullarda bazi reaktif bilesiklerin kisa siirede daha
reaktif hale doniismelerini saglayabilirler. Bu ylizdende genelde organizmada tastyici

protein ve depo proteinlerine bagli halde dururlar [27-34].

Viicudumuzda bulunan demirin 2/3’ii  hemoglobinde, az bir miktar1 ise
miyoglobinde, cesitli enzimlerde, demir tastyici protein transferrinde ve kalan kismi
da ferritindedir. Ferritin dokulardaki demiri baglayip depolar. Laktoferrin ve
transferrin dolasimdaki serbest demiri baglarlar [39]. Seruloplazmin plazmada
bulunan bakir1 baglayan bir proteindir ve hiicre dis1 antioksidan savunmasina katki
saglar. Seruloplazmin enzimatik bir mekanizmanin sonucunda Fe2+’y1 Fe3+’ya
yiikseltger ve boylece Fenton reaksiyonunu ve dolayisiyla ®OH olusumunu inhibe

eder [38].
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Demir (Fe); biyolojik sistemde proteinle baglanmis bulunan en bol eser metaldir.
Normal olarak serbest demir konsantrasyonu ¢ok diisiiktiir ve diisiik demir baglama
proteinleri konsantrasyonlart1 ROS firetimini, lipid peroksidasyonunu ve oksidatif
stresi arttirir [40]. Bu nedenle demir takviyesi, oksidatif stresi azaltmada yardime1

olur.

Magnezyum (Mg) ; pentoz dongiisiinde yer alan glikoz-6-fosfat dehidrojenaz
(G6PD) ve 6-fosfoglukonat dehidrojenaz (6PGD) icin bir kofaktordiir ve glikoz
metabolizmasi sirasinda NADP'den NADP'nin iiretimini katalize eden ve GSH'nin
normal oranini korur. GSSG ve hiicrelerde normal bir redoks durumu. Magnezyum
eksikligi GR aktivitesini azaltir ve GSSG GSH'ye indirgenmez, bu nedenle

hiicrelerde oksidatif hasara neden olur [41].

Selenyum (Se) ; ayn1 zamanda enzimatik antioksidanlarin ¢ok 6énemli bir bilesenidir.
Selenyum (Se) varliginda, glutatyon peroksidaz (GPx), lipidin oksidasyonuna karsi
koruyucu bir rol oynar ve hiicre zarint korur ve H202 ve lipitlerin hidroksiperoksit
metabolizmasinda yer alir. Dolayisiyla, Se E vitamini gibi davranir ve E vitamini
yerine ikame edilebilir ve kanser ve kardiyovaskiiler hastalik riskini dnlemek i¢in

kullanilir [42].

Bakir (Cu); Cinko (Zn) ve Mangan (Mn) SOD, Cu-Zn ve Mn gibi metal
kofaktorlerine bagh olarak farkli tipte SOD'lerden olusan bir enzim sinifidir. Cu-Zn
SOD, proton iletiminde yardime1 olan aktif bolgelerinde Cu ve Zn bulunan sitozolde
bulunur, oysa Mn-SOD, mitokondride bulunur ve aktif bolgesinde Mn bulunur. Bu

metaller SOD'un antioksidan aktivitelerinden sorumludur [42].

Vitaminler

Vitaminler, A vitamini, C vitamini, E vitamini ve B vitamini gibi, viicudun
antioksidan enzim sisteminin diizgilin ¢aligmasi i¢in gerekli olan mikro besin sinifini
olustururlar. Viicudumuzda sentezlenemezler ve bu nedenle diyette takviye

edilmeleri gerekir [23-25].
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A Vitamini(Beta-caroten); gece goriisiinde ve mukus zarlarinda ve ciltte epitel
hiicrelerinin korunmasinda yardimcidir. Antioksidan 6zellikleri nedeniyle, bagisiklik
sistemine de yardimci olur ve {i¢ ana formda bulunur: retinol, 3,4-didehidroretinol ve
3-hidroksiretinol. Bunun ana kaynaklari tath patates, havug, siit, yumurta sarisi ve

mozzarella peyniridir [23-25].

C vitamini(Askorbik Asit); suda ¢Oziinlir ve askorbik asit olarak da adlandirilir.
Meyvelerde (baslica turunggiller), sebzelerde, tahillarda, dana eti, kiimes hayvanlari,
balikta vs. bulunur. Yaglanma siirecine ve hastaliklarin gelismesine katkida
bulunabilecek serbest radikallerin neden oldugu DNA hasarlarinin 6nlenmesinde

yardimci olur, kanser, kalp hastalig1 ve artrit gibi [23-25].

E Vitamini(Alfa tokoferol); yagda ¢6ziinen bir vitamindir. Bu a-, B-, y- ve 9d-
tokoferol ve a-, B-, y- ve O-tocotrienol gibi sekiz farkli formdan olusur. En ¢ok
badem, aspir yagi, soya fasulyesi yagi, bugday tohumu yagi, findik, brokoli, balik
yag1 vb., A-tokoferolde bulunur, en yiiksek biyoyararlanima sahiptir ve lipit radikali
ile reaksiyona giren ve koruyan en oOnemli lipit ¢oziinlir antioksidandir. lipid
peroksidasyonundan gelen zarlar; sonug¢ olarak, askorbat ve retinol gibi diger
antioksidanlar tarafindan indirgeme yoluyla indirgenmis forma geri doniistiiriilebilen

okside a-tokoferoksil radikalleri tiretilir [23-25].

Karotenoid

Bitkilerde ve hayvansal dokularda bulunan kirmizi-sar1 pigmentler Karetenoid
olarak adlandirilmaktadir. Karotenoidlerin bitkilerde iki ana fonksiyonu vardir.
Bunlar; meyve ve ¢iceklere rengini verme ve fotosenteze yardimcei olan pigment
olmaktir. Karotenoidler sekiz tane bes karbonlu izoprenoid'in bir araya
gelmesiyle olusan olduk¢a komplek olan 40 C’lu polienlerdir. Dogada
karotenoidlerin ¢ogu antioksidan aktivite gostermektedir [37]. Gidalarin
icerisinde bulunan en 6nemli karotenoidler a-karoten, likopen, Bkaroten, lutein

ve B-kriptoksantindir. f-Karoten, viicutta A vitaminine doniistiiriilmektedir. Sari-
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turuncu renkli meyve ve sebzeler, koyu yesil renkli sebzeler karotenoid kaynagi
gidalar olarak gosterilmektedir [43].

Bitkilerde yaygin sekilde bulunan dogal renk pigmentleridir. Fotooksidatif
proseslere karsi bitkileri korur. En bilineni A vitamini onciisii olan f-Karotendir.

Karotenin molekiiler yapis1 Sekil 2.5.’de gosterilmistir[25].

Sekil 2.5. Beta kareton[25]

Karotenin agik zincirli analogu olan likopendir [44].

Sekil 2.6. Likopen[44]

Polifenoller

Polifenoller, belirgin antioksidan aktiviteye sahip fitokimyasallarin bir sinifidir.
Antioksidan aktiviteleri, molekiiler yapilarina bagli olarak metabolizmay1
diizenleyen kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine baglidir [44]. Bunlar fenolik asitler,
flavonoidler, gingerol, kurkumin vb'den olusur. Fenolik bilesiklerin karbon sayilarina
gore siniflandirilmast Tablo 2.3.’de gosterilmistir. Ayrica Sekil 2.8.’de Polifenolik
bilesiklerin siniflandirilmasi ve Sekil 2.7.’de fenol yapist gosterilmistir [45]
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Tablo 2.3. Fenolik bilesiklerin karbon sayilarina gore siniflandirilmasi[45]

Yapisi Smifi
Cs basit fenolikler
Ce-C4 fenolik asitler ve ilgili bilesikler
Co6-C2 asetofenonlar ve fenilasetik asitler
Co6-C3 sinamik asitler, sinamil aldehitler, sinamil alkoller
Co6-C3 kumarinler, izokumarinler, chromene
Cl15 chalkone, aurone, dihidrochalkone
C15 flavan
C15 flavanone
C15 flavanonol
C15 antosiyanidinler
C15 antosiyanidinler
C30 biflavon
C6-C1-Co, C6-C2-C6 benzofenonlar, xanthone, stilbene
C6, C10,C14 ginone
C18 betasiyaninler

Flavonoid, biiyiik bir polifenolik bilesik smifidir ve cogunlukla sebzelerde,
meyvelerde, tanelerde, tohumlarda, yapraklarda, ¢iceklerde, kabuklarda, vb. Bulunur.
Zencefil ve zerdecal gibi bazi baharatlar da iyi bir polifenolik bilesik kaynagidir;
Zencefil rizomlarindan gingerol elde edilirken, kurkumin (diferiilorometan)
zerdecalin temel biyoaktif bilesenidir ve iyi antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Curcumin, miikemmel bir ROS temizleyici maddesidir. Curcumin'in
lipid peroksidasyonunu inhibe ettigi ve ROS iiretimini diisiiren epitelyal hiicrelerde

de GSH seviyelerini arttirdig1 gosterilmistir [46].

Sekil 2.7. Fenol[46]
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Flavonoidlerin en yaygin simifi flavonollerdir (Sekil 2.9.). En 6nemli Flavonoid

bilesikleri ise; rutin,kuersetin, mirisetin, kaempferol ve izoramnetindir[46].
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Sekil 2.9. Flavonol[46]

Flavon sinifina ait temel bilesikler luteolin,apigenin ve krisindir. Bu bilesikler

kereviz, maydanoz ve zeytinin icerisinde bol miktarda bulunmaktadir. Bitkilere renk

vermelerinin nedenleri, yiiksek derisimlerde bulunmalar1 ya da metal iyonlar ile

kompleks olusturduklarindam dolayidir. Flavononlarin molekiiler yapist Sekil

2.10.’da gosterilmistir [47].

Sekil 2.10. Flavonon[47]



18

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlarin (Sekil 2.11.) en bilinen bilesikleri daidzein
ve genistein dir. Bu bilesikler, baklagiller ve soya fasiilyesinde fazla miktarda

bulunmaktadirlar.

Sekil 2.11. izoflavonlar[46]

Flavonlarin dihidro tiirevleri ise flavanon (Sekil 2.12.) lardir. Greyfurt ve portakalda

bol miktarda bulunurlar.

Sekil 2.12. Flavanonlar[46]

Antosiyaninler meyve, sebze ve ¢igeklerde ve bitkilerde bulunurlar. Bulunduklar
canliya kirmizi, mavi ve mor renk veren pigmentlerdir. Kizilcik ve iiziim gibi
meyvelerde yiiksek oranda bulunurlar. Verdikleri renk tonu 6zellikle bitkiler i¢cin pH
ve ko-pigmentlere bagli olarak degismektedir. Antosiyanin’in molekiiler yapisi

Sekil 2.13.’de gosterilmistir [48].
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Sekil 2.13. Antosiyanin[48]

Flavanoller, Flavanoller (Sekil 2.14.) (flavan-3-oller) ise flavonlarin indirgenmis
tirevleridir. En Onemlileri bilesikleri katekin ve epikatekindir. Katekin ve
epikatekinin gallik asitle ile yaptigi kombinasyonlar1 sonucunda bu bilesiklerin
gallatlar1 olustururlar. Bu bilesikler genelde kirmizi sarap,yesil cay, seftalide fazla

miktarda, ayrica beyaz sarap ve elmada bulunurlar [48].

e

OH

Sekil 2.14. Flavanoller[48]

Diger Antioksidanlar

Gegis Metal Baglayic1 Proteinler Albiimin, seruloplazmin, hepatoglobin ve
transferrin, insan plazmasinda bulunan, gecis metalleriyle baglanan ve metal katalizli
serbest radikallerin {retimini kontrol eden geg¢is metali baglayict proteinlerdir.
Albumin ve seruloplazmin, bakir iyon dizilicileri, hepatoglobin hemoglobin

dizilimidir ve transferrin, serbest demir dizilimi gorevi goriir.

Protein Olmayan Antioksidanlar Bilirubin, iirik asitler ve ubikinol ,serbest radikalleri
temizleyerek oksidasyon islemlerini engelleyen protein olmayan antioksidanlardir

[49-50].
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Urik asit: Purin metabolizmasinin son iiriinii olan ve plazmada bulunan iirat ayrica
suda coziinen bir maddedir. Normal plazma konsantrasyonlarinda bulunan {irat;
hidroksil, siiperoksit, peroksit radikalleri ve singlet oksijeni giderir. Fakat lipid

radikalleri lizerinde etkisizdir [24].

Urik asidin (Sekil 2.15.) plazmada askorbik asidi stabilize etme fonksiyonu direk

antioksidan aktivitesinden daha 6nemli bulunmaktadir [51].

OH
N SN
Lo
HO™ "N~ N
H

Sekil 2.15. Urik asit[46]

Bilirubin, iirat ve askorbat ile birlikte plazmanin li¢ temel antioksidanindan biridir
[25-52]. Suda ¢oziinen peroksitlere karsi korunmasinda neredeyse askorbat kadar
etkilidir. In vitro kosullarda diisiik konsantrasyonlarda lipid peroksidasyonunu inhibe

ettigi gosterilmistir. Bilirubin’in molekiiler yapis1 Sekil 2.16.’da gosterilmistir. [52].
M VM P PR MM v
H g
Sekil 2.16. Bilirubin[53]

Koenzim Q, Ayrica ubiquinol (Co Q) olarak da bilinir ve yagda ¢oziinen bir
antioksidandir. Bu viicutta monovalent yolla, kalp, karaciger, bobrek, pankreas vb.

Yoluyla iiretilir. Eylemin mekanizmasi iki sekilde olusabilir:
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Birinci mekanizmada, ubiquinoliin (CoQH) indirgenmis formu zincir kirici
antioksidan gorevi goriir ve peroksil (ROOQO.) Ve aleksil radikallerini (LO.) azaltir
[52].

CoQH + ROO. > Q. + ROOH

Ikinci mekanizmada, E vitamini koklii (TO) ve E vitamini yenilenen ile reaksiyona

girer.

CoQH + TO. > Q. + ROOH

2.2.2. Sentetik antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar, cesitli teknikler kullanilarak yapay olarak iiretilir veya
sentezlenir. Genel olarak, bunlar serbest olanlar1 yakalayan polifenolik bilesiklerdir.

Radikalleri ve zincir reaksiyonlarmi durdurur. Polifenolik tiirevler genellikle birden
fazla hidroksil veya metoksi grubu igerir. Etoksi kinin, gidada, 6zellikle hayvan
yeminde antioksidan olarak kullanildigi bildirilen tek heterosiklik, N igeren
bilesiktir. Cogunlukla sentetik fenolik antioksidanlarin aksine p-ikame yerine dogal
fenolik bilesikler ¢ogunlukla o -ikame edilmistir. P-ikame edilmis maddeler
genellikle tercih edilir bunun nedeni diisiik toksikliktir. Sentetik fenolik
antioksidanlar, her zaman yag ve yaglarda ¢oziintirliigiinii arttirmak ve toksisitelerini
azaltmak icin alkil gruplariyla ikame edilir. Antioksidan aktiviteye sahip olan bu
sentetik bilesikler, eczacilikta, kozmetikler icin koruyucu olarak ve gidadaki yag,

yag ve lipidi stabilize etmek i¢in yaygin olarak kullanilir [53].

Sentetik antioksidanlar besinlerin uzun siire bozulmadan saklanabilmesinde
kullanilmaktadirlar. Yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin bazilari
sirastyla; butillenmis hirokdisi toluen (BHT),butillenmis hirokdisi anisol (BHA) ve
ticlincii dereceden butillenmis hidroksikinon (TBHQ)'dur [7].
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BHT: Ayni1 zamanda monofenolik bir yagda ¢oziinen antioksidandir, ancak yiiksek
sicaklikta BHA'dan daha kararhidir ve her ikisi de sinerjistik olarak etki eder.
Piyasada satilan bir¢ok antioksidan formiilasyonu, bu antioksidanlarin her ikisini de
icerir. BHA (Sekil 2.18.), sirayla BHT (Sekil 2.17.)nin hidroksil grubundan bir
hidrojen atomunu ¢ikarabilen bir BHA fenoksi radikalini iiretmek i¢in peroksi
radikalleriyle etkilesime girer. BHA, BHT tarafindan saglanan hidrojen radikaliyle
yeniden tretilir. Bu sekilde olusturulan BHT radikalleri, bir peroksi radikaliyle

reaksiyona girebilir ve bir zincir sonlandirici olarak islev gorebilir [54].

OH

[ B T e GiGH )y

e
B
CH,

Sekil 2.17. BHT[54].

BHA: Sentetik bir antioksidan olan BHA, (2- tersiyer-biitil-4-hidroksianisol ve
3tersiyer-butil-4-hidroksianisol karisimi; C11H1602), beyaz, mumsu kati bir yapiya
sahip, hem bitkisel hem de hayvansal yaglarda ¢oziinebilen bir antioksidandir. Fakat

suda ¢oziinemeyen bir antioksidan olarak tanimlanmaktadir [54].

1948 yilinda BHA gidalarda kullanimma baslanilmustir. ilk olarak sadece ABD’de
izin verilmis olup giinlimiizde pek cok {iilkede gida olarak tiiketilen sivi ve kati
yaglarda kullanilmaktadir. Yapisindaki hidroksil grubuna karsi orto- veya meta-
pozisyonunda olan tersiyer biitil grup nedeni ile BHA’ya ‘engelleyici fenol’ adi
verilmektedir. BHA nin bitkisel yaglarda etkisinin az olmasinin nedeninin bu Sterik

engelden kaynaklandigi diisiiniilmektedir [54].
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Sekil 2.18. BHA[54]

EDTA: gidalara, viicut bakimina ve ev iirlinlerine eklenen yaygin bir sekestran, suda
¢Oziiniir antioksidandir. Gida {riiniinde bulunabilecek bakir, demir ve nikel gibi iz
minerallerle baglanir. Etkisiz hale getirilmedigi takdirde, bu mineraller renk
bozulmasina, eksime ve dokusal bozulmaya neden olabilir. Bir antioksidan olarak

eklendiginde, EDTA (Sekil 2.19.), oksijenin renk degisimine ugramasini onler [55].

O

o -
T T

oOH o
[

OH

OH
Sekil 2.19. EDTA[55]

TBHQ: oldukga etkili bir difenolik antioksidandir. Gidalarda, doymamis bitkisel
yaglar ve bircok yenilebilir hayvansal yag i¢in koruyucu olarak kullanilir. Demir
varliginda bile renk atmasina neden olmaz ve eklendigi malzemenin lezzetini veya
kokusunu bile degistirmez. Organik peroksitlerin kendiliginden polimerlesmesini
engellemek i¢in endiistriyel olarak stabilizator olarak kullanilir. Ayrica biyodizelde
korozyon Onleyici olarak kullanilir. Parfiimeride, buharlasma oranini diisiirmek ve
kararliligi arttirmak i¢in fiksatif olarak kullanilir. Ayrica cilalara, verniklere,

recinelere ve yag alani katki maddelerine eklenir. Tek bagina veya BHA veya BHT
ile birlikte kullanilabilir. TBHQ molekiiler yapis1 Sekil 2.20.’de gosterilmistir [55].
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Sekil 2.20. TBHQ[55]

2.3. Antioksidan Aktivitenin Ol¢me Teknikleri

Cesitli drneklerde ¢ogunlukla antioksidan aktivite Ol¢imii icin kullanilan iki ana

teknik vardir.

2.3.1. Antioksidan aktivite icin kimyasal testler

Uriinlerdeki antioksidan aktivitenin degerlendirilmesinde kullanilan bir¢ok kimyasal
analiz vardir (bitkisel, nutrasétikler ve gida maddeleri). Iyi belgelenmis ve en ¢ok

kullanilan yontemlerden bazilar asagida agiklanmaktadir [56].

Oksijen Radikal Emilim Kapasitesi

Oksijen radikal emme kapasitesi (ORAC) metodu, fliiloresan probu olarak
diklorofloresin ve radikal jeneratorii olarak 2,2'-azobis (2-amidinopropan)
dihidrokloriir (AAPH) gibi bir azo bilesigi kullanir. AAPH'nin termal ayrigsmasiyla
baslatilan peroksil radikal kaynakli oksidasyonun inhibisyonunu o6lg¢er. Zamanla,
AAPH'nin termal ayrismasindan iretilen serbest radikal, floresan probu
floresanindan gelen sinyali sondiirir. Daha sonra bir antioksidan ilavesi, tek
antioksidan ve / veya kompleks karisim ile fliloresan bozunumunun inhibe
edilmesine bagli olarak daha kararli bir fliioresans sinyali iiretir. Floresan bozulma

orani, antioksidanin kapasitesini 6lger [56].
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Toplam Fenolik Igerigin Belirlenmesi (TPC)

Ekstraktlarin = toplam fenolik igerigi, 725 nm'de Olgiilen, spektrofotometre
kullanilarak Folin-Ciocalteu (FC) reaktifi kullanilarak belirlenir. Bu yontem fenolik
fonksiyonel grubun indirgeme yetene§ine dayanmaktadir. Fenolat iyonunun
yiikseltgenme ve indirgenme reaksiyonu bazik kosulda gerceklesir. Fosfoungungtat-
fosfomolibden kompleksinin (Folin-Ciocalteu reaktifi) fenolat iyonu ile azalmasi
rengini maviye degistirecektir. Ekstrakt daha fenolik bilesikler icerdiginde
kompleksin azalmasi artacaktir. Boylece renk daha koyu olacak ve daha yiiksek

antioksidan aktivite gosterecek sekilde absorbans daha yiiksek olacaktir [57].

1,1'-Dipenil-2-Pikrilhidrazil Deney(DPPH)

DPPH (1,1'-difenil-2-pikrilhidrazil) deneyi, Brand-Williams ve arkadaslarinin
bildirilen yontemine gore gergeklestirilir. DPPH— serbest radikali, DPPH'nin metanol
icerisinde ¢oziindiiriilmesiyle elde edilir ve kullanilana kadar -20 °© C'de karanlik
altina yerlestirildiginde kararlidir. DPPH—, numunede bulunan antioksidanlarla
reaksiyona girdiginde, renk mordan sariya degisir ve bu sekilde elde edilen ¢6zeltinin

emilimi 515 nm'de spektrofotometrik olarak ol¢iiliir [58].

Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite

Bu tahlilde, maddenin antioksidan kapasitesini (yemek maddeleri) 6lgmek igin
ABTS {2,2--azino-bis (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit)} kullanilir. Trolox
esdegeri antioksidan kapasite (TEAC), ABTS testi olarak da bilinir ve prosedur,
Arnao ve arkadaslarinin bildirilen yontemine dayanir. ABTS'nin potasyum persiilfat
ile reaksiyonu sonucunda, ¢ozeltiye mavi renk verir. Bu mavi renk serbest bir radikal
(ABTS +) haline geldigi icin olur. Gida maddelerinde bulunan fenolikler, tiyoller
veya C vitamini bu ABTS + serbest radikalini temizler ve onu spektrofotometrik

olarak Olgtilen notr renksiz formuna doniistiirtir [59].
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FRAP

Ferrik indirgeyici antioksidan giicii (FRAP) deneyi, Benzie ve Strain tarafindan tarif
edilen daha once bildirilmis olan yontem kullanilarak gerceklestirilir. Demir klortir,
2,4,6-tripyridyl- ile reaksiyona girdiginde diisiik pH'da -triazin (TPTZ), ferrik demir
tripiridil triazin kompleksinin demir neden olusumu doniistiiriilir. FRAP degerleri,
reaksiyon karigiminda 593 nm'deki absorbans degisikliginin bilinen konsantrasyonda

demir iyonlar1 igerenlerle karsilastirilmasiyla elde edilir [60].

2.3.2. Antioksidan aktivite degerlendirmesi icin biyokimyasal testler

Potansiyel ferrisiyaniirii (Fe3 +) potasyum ferrosiyaniire (Fe2 +) diislirme
kapasitesiyle Olctliir, ferrik kloriir ile reaksiyona girerek ferrik kloriir ile reaksiyona
girerek numunede bulunan antioksidan bilesiklerin konsantrasyonuna bagli olarak

700 nm'de maksimum emme degerine sahiptir [61].

Antioksidan aktivite ayrica biyolojik sistemde, yani in vivo ve in vitro modellerde
Olctlebilir. Bunlar, ROS adduct veya son iiriinliniin oksidatif stres markoriintin, lipid,
protein, DNA ve diger molekiiller gibi molekiiller ile 06lgiilmesini igerir. Bu
yontemler arasinda tiyobarbitiirik asit reaktif maddeler (TBARS), SOD, CAT, GPx,
GSH ve demir oksidasyon-ksilenol portakali (FOX) tahlili bulunur. Bu analizler kan,
idrar, nefes ve dokularda yapilabilir [61].

TBARS

TBARS yontemi, numunedeki lipit peroksidasyonunun derecesini belirler. TBARS,
532 nm'de spektrofotometrik olarak okunan numunedeki lipid hidroperoksitin
ayrismasindan kaynaklanan tiobarbitiirik asit (TBA) ve malondialdehitin (MDA)
reaksiyon Uriiniidiir [62].

Protein karbonil
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Protein karbonil igerigi, proteinin oksidatif boliinmesinden kaynaklanmaktadir. Bu
durumda, 2,4-dinitrofenilhidrazin (DNPH), protein karbonil ile reaksiyona girer ve
karsilhk gelen hidrazon iiretmek icin bir Schiff bazi olusturur. Uretilen protein
hidrazon miktari, 360 ve 380 nm arasindaki bir absorbansta spektrofotometrik olarak

Olgiiliir [63].

FOX

) e oksitleme kabiliyetinden

Lipidin hidroperoksit igerigi, ferrik (Fe+2) "1 demir (Fe
belirlenebilir. Demir (Fe™), 560 nm'de 6lgiilen ksilenol turuncu reaktifi (mavimsi-

mor renk) iceren bir kompleks olusturur [63].

CAT

Katalaz aktivitesi, Aebi 'e gore bir substrat olarak H,O, kullanilarak 6lgiilebilir.

SOD

SOD, Kakkar ve arkadaslarinin metodu kullanilarak olgiiliir. Nikotinamid adenin
dintikleotidi (NADH) bir substrat olarak kullanilir. Butanol katmanindaki kromojenin
(mor renk) renk yogunlugu, 560 nm'de spektrofotometre iizerinde biitanole (bos)
kars1 olciiliir [64].

ROS

Bu tahlilde, ROS seviyesini 6lgmek ic¢in 2 ', 7'-diklorofloresein diasetat (DCFDA)
kullanilir. ROS tarafindan hiicresel oksidasyona ugrar ve 530 nm'de yiiksek oranda

floresan olan floresan diklorofloresein'e (DCF) doniistiiriiliir [65].

2.4. Antibakteriyel Hakkinda Genel Bilgi

Bakteriler, ilk olarak 1670'lerde van Leeuwenhoek tarafindan tanimlanmis tek

hiicreli bir organizmadir. Son on dokuzuncu yiizyilda, bakteri ve hastaliklar arasinda
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en gicli korelasyonun oldugu kavramlar gelistirilmistir. Bu tiir disiinceler,
arastirmacilarin  sadece bulasict hastaliklar hakkindaki bazi gizemli sorular
cevaplamakla kalmayip, ayni zamanda bu tiir hastaliklara neden olan bakterilerin
biiyiimesini durdurabilecek, engelleyebilecek ya da en azindan yavaglatabilecek bir
madde bulmak icin de ilgi ¢ekmistir. Bu cabalar, 1928’de Penicillium notatum’dan
cikan antibakteriyel ajan “penisilin” in devrimci kesfine yol acti.Sir Alexander
Fleming tarafindan. Kesif, mikrobiyal dogal iirlinler alaninin kilidini a¢t1 ve bdylece
yeni tanitilan daptomisin, tigesiklin, linezolid ve benzeri gibi siirekli yeni ajanlar
eklendi. Yavas yavas diren¢ olgusu gibi antibakteriyel maddelerin kullanimi
sirasinda ortaya c¢ikan cesitli sorunlar nedeniyle, yeni eklenen antibakteriyel
maddelerin sayisinda ve tipinde (6rnegin yapisal olarak farkli ve biraz farkli bir
aktivite modeline sahip madde) biiyiik bir artis hemen hemen tiim antibakteriyel
maddelerin mevcut siniflandirmasini ve fonksiyonlarin1 gézden gecirmeyi ve
derlemeyi gerekli kilan gozlemlenmistir. Bu yaklagimin arastirmacilar, klinisyenler

ve akademisyenler icin esit derecede yararli olmasi amaglanmaktadir [65].

2.5. Antibakteriyellerin Siniflandirmasi

Bulasic1 hastaliklar, insan hastaliginin ve Oliimiiniin ana nedenleridir. Bu saglik
sorunlarinin tistesinden gelmek icin antibiyotiklerin 1940'larda ortaya ¢iktiklarindan
beri umut verici ajanlar oldugu kanitlandi. Antibiyotiklerin bir alt smifi olan
antibakteriyeller daha once birka¢ yolla simiflandirilmistir; ancak, daha kolay
anlasilabilir olmasi i¢in, antibakteriyel maddeleri bes gruba ayirabiliriz: etki tipi,

kaynak, aktivite spektrumu, kimyasal yap1 ve islevidir [65].

2.5.1. EtKi tiiriine gore siniflandirma

Genel olarak, antibakteriyeller etki tlirtine gore siniflandirilabilir: bakteriyostatik ve
bakterisid. Bakterilerin hiicre ¢eperini veya hiicre zarin1 hedefleyerek bakterileri
tahrip eden antibakteriyellere bakteri 6ldiiriicii denir ve bakteri liremesini yavaglatan
veya engelleyenlere bakteriyostatik denir. Aslinda, bakteriyostatik ajanlarin
inhibisyon fenomeni, protein sentezinin veya bazi bakteriyel metabolik yolaklarin

inhibisyonunu igerir. Bakteriyostatik ajanlar patojenik bakterilerin ¢ogalmasini
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onlediginden, bazen bakteriyostatik ve bakterisitdal arasindaki acgik bir siniri
isaretlemek zordur, 6zellikle bazi1 bakteriyostatik ajanlarin yiiksek konsantrasyonlar

kullanildiginda bakterisit olarak calisabilirler [66].

2.5.2. Antibakteriyel ajanlarin kaynagina gore siniflandirma

Antibakteriyeller, mantar kaynaklarindan, kimyasal olarak degistirilmis dogal iiriin
olan yar1 sentetik liyelerden ve / veya sentetik olarak dogal olarak elde edilebilen
antibiyotiklerin alt sinifidir. Sefalosporinler, sefamisinler, benzilpenisilin ve
gentamisin, 1yi bilinen dogal antibiyotik / antibakteriyel Ornekleridir. Dogal
antibiyotikler / antibakteriyeller genellikle sentetik antibakteriyellerden daha yiliksek
toksisite gosterir. Ampisilin ve amikasin, diislik toksisite gostermek ve etkinligi
artirmak i¢in gelistirilmis yar1 sentetik antibiyotiklerdir. Sentetik antibiyotikler ayrica
daha fazla etkinlige ve daha az toksisiteye sahip olacak sekilde tasarlanir ve bu
nedenle, bakterilerin salinana kadar bilesiklere maruz kalmamalar1 {izerine dogal
antibiyotiklere gore bir avantaja sahiptir. Moksifloksasin ve norfloksasin umut verici

sentetik antibiyotiklerdir [67].

2.5.3. Aktivite spektrumuna gore siniflandirma

Bu, hedef ozelliklerine dayanan antibiyotiklerin veya antibakteriyel maddelerin
siniflandirilmasimin bagka bir yoludur. Bu kategoride, antibakteriyeller dar veya
genis spektrumlu olabilir. Dar spektrum ve genis spektrum terimleri, ozellikle
antibiyotik tarihinde kullanilmasindan bu yana yorumlanmamistir, ancak son
zamanlarda bunlar akademik ve endiistriyel alanlarda net anlamlar kazanmistir [68-
69]. Dar spektrumlu antibakteriyeller, dar bir mikroorganizma araliginda c¢alisabilen,
yani sadece Gram pozitif veya sadece Gram negatif bakterilere kars1 etki ettikleri
kabul edilir. Dar spektrumlu antibakteriyelin aksine, genis spektrumlu antibakteriyel,
hem Gram pozitif hem de Gram negatif bakteriler dahil olmak iizere ¢ok cesitli
patojenik bakterileri etkiler. Genellikle, dar spektrumlu antibakteriyeller ideal
antibakteriyeller olarak kabul edilir ve genis spektrumlu antibakteriyellere gore tercih

edilir. Bunun nedeni, dar spektrumlu antibiyotiklerin, viicuttaki genis spektrumlu
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antibiyotikler kadar normal mikroorganizmalarin ¢ogunu 6ldiirmemesi ve bu nedenle
siiperenfeksiyona neden olma yeteneginin daha az olmasidir. Ayrica, dar spektrumlu
antibiyotik, yalnizca spesifik bakterilerle ilgilenecegi i¢in bakterilerin daha az direng

gostermesine neden olur.

Aktivite spektrumuna dayanarak, bu gruplarin her ikisi de genis ve cesitli bir

antibakteriyel kiitiiphanesine sahiptir.

2.5.4. Kimyasal yapiya gore siniflandirma

Farkli iskelet - igeren antibiyotikler farkli tedavi davraniglar sergiler; bu nedenle,
antibakteriyelleri kimyasal yapilarma gore simiflandirmak nihai bir ihtiyactir. Bu
smiflandirma, benzer yapisal birimlerin benzer toksisite, etkinlik ve diger ilgili
Ozelliklere sahip olmasi nedeniyle de ¢ok onemlidir. Genellikle, temel yapisi,
antibakteriyeller iki gruba edilmistir: Grup A ( P-laktamlar) ve grup B
(aminoglikositler). Bununla birlikte, daha detayl bir sekilde, antibakteriyeller olarak
simiflandirilabilir  B-laktamlar, f-laktam / [p-kombinasyonlart aminglycoside,

makrolidler, kinolonlar ve florokinolonlar inhibitor laktamaz [70].

B laktamlar

Beta-laktamlar, dort elemanli laktam halkalarinin elde ilag popiiler bir smifdir (Sekil
2.21.’de gosterildiler). B -laktam halkasi; ancak, yan zincir bagh veya ek dongiilere
gore degisir. Penisilin tlirevleri, sefalosporinler, monobaktamlar ve karbepenemler,

Ornegin imipenemler, hepsi bu sinifa aittir.

R S CH, R s

0 H 0 0 R’
COOH COOH
Beta-lactam ring Penicillins (Penam) Cephalosporins (Cephem)

Sekil 2.21. Laktam halkasinin, penisilinlerin (Penam iskeleti) ve sefalosporinlerin (Cephem iskeleti)

temel yapisi[70].
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Genellikle, temel antimik ve cephem yapisal birimlerinde, antimikrobiyal
potansiyelinin arttirilmasi i¢in degisiklikler yapildi. Bu tiir modifiye edilmis ajanlar
arasinda bazilar1 klavulanat, latamoxef, lorakarbef, vs.'dir. Sefalosporinler
tinitesinde, cogu degisiklik 7 ve 3 pozisyonlarinda yapilmistir. Enterokoklar ve
metisilin direngli stafilokoklar hari¢ Gram pozitif. Diger bazi 6rnekler arasinda
sefalosporin  ¢ekirdeginin modifikasyonu ile mikrobiyolojik olarak aktif

oksasefemlerin ve karbakefemlerin ( Sekil 2.22.) hazirlanis1 bulunmaktadir [70].

O
ﬂJ "
O 4l

O
Oxacephems Carbacephem

Sekil 2.22. Sefalosporin - oksasephem ve karbakefemlerin modifiye yapisi[70]

Aminopenisiller, bu sinifa, benzilpenisilin 2-amino tiirevi olan ampisilin yapisal

analoglar1 olan bu siifa dahil edilir [70].

Aminglycoside

Bu grubun bilesiklerinde, bir aminosiklitoliin glikosidik bagi ile birlestirilen iki
aminosugar. Yaygin olarak kullanilan aminoglikozitler, streptomisin, gentamisin,
sisiomikin, netilmisin, kanamisin, amikasin, neomisin, tobramisin, toframisin,

spektinolisin ve paromonucindir. Bunlardan bazilarimin yapisi Sekil 2.23.'de

sunulmustur .
e
-0 OH
HO OH !
HN HaN / = HoN-7—~_—7 CHy
- OH HO
HiC Ho.\NH’OM, NH; o0 HOZ.O\4, Lon NS Hq\’_\\POJ—(
| 0 o Meh CR L% ne A OnH, N2
ORRQNHZ NH, z
2
o R HzO OH
HO\R.LO,:’O Kanamycin A Gentamycin

Neomycin B (R= CH2NH2, R'= H),
Neomycin C (R= H. R'= CHZNH,)

Sekil 2.23. Bazi1 iyi bilinen aminoglikozitlerin antibakteriyellerinin yapilari[71]
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Aminoglikozitlerin orijinal yapisal birimlerindeki degisiklikler, sentetik veya
enzimatik olarak yapilabilir(Sekil 2.22.). Diamino heksozun varliginin, protein
sentezinin inhibisyonu i¢in daha iyi verime sahip bir bilesik ile sonuglandigi

sonucuna varilmistir. Biri yalnizca bir amino grubunu elinde tutar[71].

Makrolidler

Makrolidler, dogal iiriinlerdeki polietilen sinifina aittir. Yapisal olarak, makrolidler,
bir veya daha fazla deoksi seker, genellikle kladinoz ve desosaminin eklenebilecegi
bir makrosiklik lakton halkasi, genellikle 14- , 15- veya 16- iiyeden olusan

antibiyotiklerdir. Bazi iyi bilinen makrolid 6rnekleri, eritromisin ve roksitromisin vb.

Simdiye kadar, ¢esitli makrolidlerin yapisal aktiviteleri arasindaki iligki
incelenmistir. Calismalar, mevcut 14- , 15- ve 16- iiyeli makrolid antibiyotiklerin
ilging hedeflere dogru degistirildigini ortaya koydu. Ornegin, makrolakton
halkasindaki C, 9, C - 11, C - 12 veya C - 6 bolgelerinde spesifik ikame,

mikobakteri tiiberkiiloza kars1 daha iyi in vitro aktivite ile sonug¢lanir[71].

Kinolonlar ve florokinolonlar

Kinolonlar kinin tiirevli yapisal iinitelerdir ve giiclii sentetik antibakteriyel maddeler
oldugu kanitlanmistir. Kinolon molekiiliiniin temel iskeleti, Sekil 2.24.'de
sunulmaktadir. 6. pozisyonda un ilave edilmesine florokinolon denir. Bisiklik
halkada, 1- , 5- , 6- , 7 positions ve 8- pozisyonlarindaki varyasyon, bu ilaglarin
terapOtik davranist lizerinde anahtar etkiye sahiptir. Genellikle, bu tiir yapisal
degisiklikler antibakteriyel aktivite ve farmakokinetiklerin daha fazla kapsanmasina
ve etkilenmesine, Ornegin moksifloxacin ve garenoxacin'in anti-Gram pozitif
aktivitesinin artmasina neden olmustur. Bununla birlikte, bu degisikliklerin bazilar
kesin olumsuz etkilerle iliskilidir. Bazi iyi bilinen kinolon &rnekleri arasinda,
nalidiksik asit (birinci nesil), siprofloksasin (ikinci nesil), levofloksasin (iiglincii

nesil) ve trovafloksasin (dordiincii nesil) sayilabilir [72].
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Sekil 2.24. Kinolonun temel yapisi[72]

Streptogramin antibiyotikler

Streptogramin antibiyotikler, yapisal olarak alakasiz molekiillerin iki grubundan
olusan essiz bir antibakteriyel sinifidir: grup A streptograminler (¢coklu doymamis
makrolaktonlar) ve grup B streptograminler (siklik heksadepsipeptitler) [73].
Dalfopristin ve kinopristin, sirastyla, streptogramin A ve streptogramin B gruplarinin
temsili bir 6rnegidir. B grubu yapisal birimlerinin degistirilmesi temel olarak 3 -

hidroksipikolinoil, 4 - dimetilaminofenilalanin ve 4 - okso pipokolin kalintilart
iizerinde gergeklestirildi. Bu tiglincii kisitmdaki modifikasyonlar, suda ¢oziiniir tiirev
kuinupristin ile sonuglanir. Suda ¢6ziiniir A grubu tiirevleri, baz1 sentetik agamalarla,
Ornegin Michael, Pridinamisin I[IA'nin dehidroprolin halkasina aminotiyollerin ilave
edilmesiyle elde edilebilen bir siilfon tiirevi olan dalfopristin, ardindan oksidasyon ile
elde edilmistir. A grubu molekiilleri, aminoasetil R tRNA'nin ribozoma baglanmasini
ve peptid baglarmin olusturulmasint dnleyerek polipeptit zincirinin genislemesine
engel olurken, B grubu bloklari, peptidin - tRNAmmn ayrilmasmi tesvik eder ve
ayrilmasini1 engelleyebilir tamamlanan polipeptidin, i¢cinden genellikle ribozomdan

¢iktig1 kanala erisimini engelleyerek [74].
Siilfonamidler

Stilfonamidler biiyiik bir tibbi 6nemi siilfonamid fonksiyonel gruba (e sahip sentetik

organik bilesiklerin 6nemli siifi vardir 1 -SO, -NR;, R3 yapilarinda). Bu gruba ait
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baz1 bilesikler ayrica siilfadiazin gibi antibakteriyel oOzellikler gosterir. Orijinal
antibakteriyel siilfonamidler, siilfonamid grubunu igeren sentetik antimikrobiyal
ajanlardir. Bazilari, antibakteriyel siilfonamidlere dayanarak daha yeni ila¢ gruplari

oldugu kanitlanan siilfoniliireler ve tiyazid ditiretiklerdir [75].

Tetrasiklinler

Tetrasiklinler, “oktahidrotetrasen - 2 -  karboksamid iskeletine sahip bir
polipositlerin alt sinifi” olarak da tanimlanabilen dort halka hidrokarbon igeren
bilesiklerdir. Bu antimikrobiyal ajanlar baglangigta Streptomyces bakterilerinden
tiiretilmistir, ancak daha yeni tlirevler yar1 sentetikdir. Bu grubun umut vaat eden

bazi 6rnekleri, oksitetrasiklin ve doksisiklindir [75].
Nitroimidazoller

Nitroimidazoller, bazik bir imidazol halkasi igeren bir bilesikler grubudur. En sik
kullanilan 6rnek metronidazoldiir ( Sekil 2.25. ). Nitroimidazoller, nitro fonksiyonel
grubunun konumuna gore degisir. Bu smiftaki ilaglarin ¢ogu, nitron grubunu

metronidazol gibi 6. pozisyonda ve / veya benznidazol gibi 2. pozisyonda igerir [75].
N
N
N~ ~NO,

OH

Sekil 2.25. Metronidazoliin yapist [75]

Islev, bir ilacin nasil ¢alistig1 veya etki sekli nedir demektir. Bu, her antibakteriyel ile
ilgili en 6nemli faktorlerden biridir. Bakteriyel biiyiimeden sorumlu olan ana islemler
veya fonksiyonlar, hiicre duvari sentezi, hiicre zar1 fonksiyonu, protein sentezi,

niikleik asit sentezi ve benzeridir. Biitiin bu iglemler antibiyotik i¢in hedeflerdir; bu
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nedenle, bu islemleri farkli sekillerde engelleyen veya rahatsiz eden antibakteriyeller
dort gruba ayrilabilir: hiicre duvar1 sentezi inhibitorleri, membran fonksiyon
inhibitorleri, protein sentezi inhibitorleri ve niikleik asit sentezi inhibitorleri gibi

[75].

2.5.5. Inhibitér tiirlerine gore antibakteriyeller

Hiicre duvari sentezi inhibitorleri

Yapisal olarak, bakteri hiicre duvari, diger miktarlardaki organizmalarinkinden farkl
olarak, degisken miktarlarda degisen N- asetilmuramik asit ve N- asetilglukozamin
kalintilarindan olusan peptidoglikan denilen polisakkarit omurgasinin varligindan
farklidir. Memeli hiicresi disindaki duvarlar diger tiim organizmalar gibi, bakteri
hiicre duvari da hiicreye yapisal bir tamamlanma sunar; bu nedenle, bakteri
tiremesinden kaginmanin en 6nemli islemi, bakteri hiicre duvarlarinin peptidoglikan
katmanini inhibe ederek hiicre duvari sentezini durdurmaktir. Bu fonksiyona karsi
caligmak icin kullanilan ajanlara hiicre duvari sentezi inhibitorleri denir ve bu
ajanlarin varliginda biiyliyen yeni bakterilerin hiicre duvari peptidoglikandan yoksun

birakilir.

B penisilin tlirevleri, sefalosporinler, monobaktamlar, ve karbapenemler, bir beta-
laktam ilaglar, bakteri hiicre duvari sentezini inhibe biiyiikk antibiyotiklerdir.
Inhibisyon siirecini anlamak i¢in, peptidoglikanin sentezindeki son adimin penisilin
baglayici proteinler tarafindan hafifletildigi gerg¢eginin bilinmesi gerekir; bu nedenle,
bu baslangicta ilacin hiicre reseptorlerine, yani penisilin baglayict proteinlere
baglanmasinda meydana gelir. Bu nedenle, B -laktam ilaglar transpeptidizasvonu
reaksiyon ve peptidoglikan sentezinin inhibisyonu ile sonuglanabilir D-alanil-D-
alanil transpeptidases, sahte bir molekiil olarak calisir. Daha sonra, litik enzimi
aktive eden otolitik enzim inhibitorleri etkisiz hale getirilir, boylece ortamin izotonik
olmasi sartiyla bakterilerin boliinmesi saglanir. Bakitrasin, teikoplanin, vankomisin,
ristosetin ve novobiyosin gibi bazi1 bagka antibiyotikler, peptidoglikan sentezinin

erken agamalarini engelleyen erken asamalarda maruz birakilmalidir.
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Gram - pozitif ve Gram bac negatif bakteriler hiicre duvarlarindaki yapisal
farkliliklar nedeniyle B - lactam ilaglara duyarliliklarinda farklhilik gosterir, yani
Gram negatif bakteriler hiicre duvarlarindaki yapisal farkliliklar nedeniyle daha az
hassastir, cilinkii bu antibiyotikler bloke olduklarinda hiicre duvarina erisemezler
Gram negatif bakterilerin dis zar1 ile. Peptidoglikan miktari, reseptorler ve lipid
mevcudiyeti, capraz baglamanin dogasi, otolitik enzim aktivitesi gibi faktorler,

ilaglarin aktivitesini, ge¢irgenligini ve dahil edilmesini biiyiik dl¢iide etkiler.

Direng olgusu g6z oniline alindiginda, tim p -laktam antibakteriyel sadece adi
bakteriyel iiretilen enzimler ile etkisiz hale getirilebilir B laktamazlar (6rnegin

penisilinazlar, sefalosporinazlar, cephamycinases, karbapenemazlar, ve benzeri) [75].

Membran fonksiyonunun inhibit6rleri

Sitoplazmay1 kapsayan sitoplazmik membran, segici bir bariyer gorevi goriir ve
hiicrenin i¢ kompozisyonunu kontrol eder. Sitoplazmik membranin bu fonksiyonel
rolleri bozuldugunda, makromolekiiller ve iyonlar disar1 akacak ve bu da hiicre
tahribatina veya oOliime neden olacaktir. Ajanlarin bakteriyel hiicre zarmi hedef
almas1 amagclandigindan, bu kemoterapiyi ger¢eklestirmek i¢in ajanlarin segiciligi
gereklidir. Polimiksinler, uzun bir hidrofobik kuyruga sahip, siklik peptitler olan
aktif antibakteriyel maddelerdir. Polimiksinler, A ve B, C, D, E seklinde bulunur;
burada B ve E, terapotik olarak kullanilabilir. Polimisinler, Gram negatif bakterilerin
dis zarinda bulunan polisakarit molekiilleri i¢in spesifikliklerini gosterir; Bu nedenle,
polimiksin Gram negatif bakteriler i¢in se¢ici olarak toksik oldugu diistiniilmektedir.
Mekanik olarak, Gram negatif bakterilerin dis zarindaki lipopolisakarit substrat ile
birlestirildikten sonra, polimiksinler, zar yapisini degistirir, boylece gegirgenligi
artar, bu da ozmotik dengenin bozulmasina neden olur. Ek olarak, molekiillerin
hiicrenin i¢inden bosalmasi, solunumun 6nlenmesi ve artan su alimi gibi degisiklikler
hiicre oliimiine yol acar. Gram pozitif bakteriler, bu molekiillerin Gram pozitif
bakteriyel hiicre zarina erisimini engelleyen ¢ok kalin bir hiicre duvarina sahip
olduklarindan, polimiksinlerin Gram pozitifleri lizerinde daha az veya hatta etkisi

yoktur [ Ek olarak, molekiillerin hiicrenin iginden bosalmasi, solunumun 6nlenmesi
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ve artan su alimi gibi degisiklikler hiicre 6liimiine yol acar. Gram pozitif bakteriler,
bu molekiillerin Gram pozitif bakteriyel hiicre zarma erisimini engelleyen ¢ok kalin
bir hiicre duvarina sahip olduklarindan, polimiksinlerin Gram pozitifleri lizerinde
daha az veya hatta etkisi yoktur [ Ek olarak, molekiillerin hiicrenin ic¢inden
bosalmasi, solunumun 6nlenmesi ve artan su alimi gibi degisiklikler hiicre 6liimiine
yol acar. Gram pozitif bakteriler, bu molekiillerin Gram pozitif bakteriyel hiicre
zarina erisimini engelleyen ¢ok kalin bir hiicre duvarmma sahip olduklarindan,

polimiksinlerin Gram pozitifleri lizerinde daha az veya hatta etkisi yoktur [75].

Protein sentezi inhibitorleri

Protein sentezi, bakteri hiicresinde ve insanlarda da en O6nemli fonksiyonlardan
biridir. Bu nedenle, patojenik bakterilerin neden oldugu bulasici hastaliklar tedavi
etmek icin, protein sentezi inhibitdrii antibiyotikler olarak adlandirilan ilaglar i¢in en
onemli hedef budur. Hem insan hem de bakteri hiicreleri, proteinleri
sentezlediklerinden, insan proteinlerinin yavas sentezi nedeniyle, segici
antibiyotiklerin gelisimi i¢in rahat bir gorev olarak kalmistir. Antibiyotik gelisimi
sirasinda sadece toksisite ve diren¢ fenomeninden kaynaklanan yan etkiler ciddiye

alinir.

Mekanik olarak, protein sentezi inhibitorleri, baglangic ve uzama asamalari
(aminoasil tRNA girisi, prova okuma, peptidil transferi, ribozomal translokasyon ve
sonlandirma) gibi protein sentezinin herhangi bir agsamasini bozmak i¢in etki eder

[75-76].

Niikleik asit sentezinin inhibisyonu

Bulasic1 hastaliklar1 tedavi etmek icin antibiyotigin en 6nemli hedeflerinden biri
niikleik asit sentezidir ve kullanilan antibiyotiklere niikleik asit sentezi inhibitorleri
denir. Okaryotik ve prokaryotik hiicreler arasindaki DNA ve RNA sentezini
gerceklestiren enzimlerdeki ses farki, antibiyotik gelisimini destekleyen segici

toksisitenin elde edilmesine yardimci olur. Bu smifin antibakteriyelleri, DNA
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inhibitorlerine ve RNA inhibitorlerine bdliinebilir. RNA inhibitorleri, genetik
materyalin haberci RNA transkriptlerinin daha sonra proteinlere transformasyon igin
uiretildigi bakteriyel transkripsiyon prosesine miidahale eder. Rifamisin ailesinin iyi
bilinen bir 6rnegi olan rifampin gibi RNA inhibitorleri, DNA'ya bagimli RNA
polimerazina baglanir ve boylece RNA'nin uzamasini engelleyen bir duvar olusturur.
Boyle bir durum, hiicre 6liimiiyle sonuclanan bakterilerin normal islevini etkileyen
gen transkripsiyonunu Onler. Diger tiim biyolojik polimerizasyon prosesleri gibi,
DNA sentezi de baslatma, uzama ve sonlandirma asamalari ile saglanir; bu nedenle
antibakteriyel ilaglar, DNA sentezini inhibe etmek i¢in bu islemlerden herhangi birini
hedef alir. Nalidiksik asit ve siprofloksasin igeren kinolonlar, DNA inhibit6rleri
olarak calisir. DNA sargist (bir topoizomeraz), siiper sarginin baslangicinda
kromozomal DNA parcalarindan birinin kesilmesinden sorumludur. Cizik gecici
olarak ve daha sonra tekrar birbirine baglanir. Kinolonlar, DNA hiicresine baglanir
ve fonksiyonlarini inhibe eder, bu da sonucta hiicre hasarma yol acan DNA
replikasyonunun inhibisyonuna yol acar. Bagka antibakteriyel ilaglar da var. DNA
iplikciklerine baglanan metabolitleri olusturarak anaerobik bakteriler iizerinde etki
eder, bu daha sonra yirtilma olasiligi daha yiiksektir. Bu tiir ilaglarin 6rnekleri

arasinda nitrofurantoin ve metronidazol bulunur [75].

2.6. Literatiir arastirmasi

Emre GUZEL ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmalarda; Furan-2'nin sentezi,
karakterizasyonu, toplanmasi, fotofiziksel, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri
ilk defa ilmetoksi ikameli ¢inko (2) ve kloroinodyum (3) ftalosiyanin kompleksleri
icin rapor edilmistir. Deneyler gerceklestirildiginde, kompleks 3 kompleks 2'den
daha iyi antioksidan aktivite gostermistir. 59.01 + 1.23% DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) serbest radikallerin ve % 84.16 + 0.13 demirli inhibisyon 500 mg / L
konsantrasyonda metal selatlama aktivitesi ve en yliksek indirgeyici gii¢ aktivitesi 80
mg / L konsantrasyonda 0.397 nm'de 6l¢iildii. Escherichia coli i¢in kompleks 3'lin
inhibisyon zonu 11 mm olarak bulundu, Bacillus subtilis i¢in 7.5 mm, Bacillus
cereus i¢in 13 mm ve Pseudomonas aeruginosa i¢in 9 mm olarak bulundu. Inhibisyon

bolgesi kompleks 2, Staphylococcus aureus ve Bacillus subtilis (ATCC 6051) igin 8
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mm bulundu. Ek olarak, MIC (Minimum Inhibitér Konsantrasyonlar1) degerleri, 2.0-
64 pg / mL araliginda degismistir. Esma Hande ALICI ve arkadaslarinin yapmis
oldugu arastirmalarda; Yapilan calismada; sentez, antioksidan ozellik ve
antibakteriyel 0zellik lizerinde odaklanmaktadir. Metal igermeyen, ¢inko ve kobalt
ftalosiyaninlerin 6zellikleri Antioksidan aktiviteleri test edilerek tiim bilesikler {i¢
farkli uygulama ile arastirildi. Yapilan ¢alismada kullanilan bu ii¢ yontem; 1,1-
radikal temizleme yetenegi gibi antioksidan yontemler i¢in difenil-2-pikrilhidrazil,
demir iyonlarma kenetlenme yetenegi tayini ve indirgeme kapasite tayini
yontemleridir. Ek olarak, antibakteriyel bilesiklerin aktiviteleri disk difiizyonu ile
tarandi. Bir tane gram negatif ve dort tane gram pozitif bakteriye kars1 yontem Test
edilen ftalosiyanin bilesikleri ¢ok iyi sonuglar gosterdi. Ayrica antioksidan aktiviteler
ve antibakteriyel 6zellikler acisindan umut verici sonuglar bulundu. Mehmet Salih
AGIRTAS ve arkadaslarmin yapmis oldugu arastirmalarda; Periferik pozisyonlarda 2
- izopropil - 6 - metilpirimidin - 4 - iloksi ikamesi tagiyan yeni bir ftalonitril
tirevi, bir niikleofilik ikame reaksiyonu ile sentezlendi. Metaloftalosiyaninler, yeni
ftalonitrilin metal Zn, Cu, Co ve Ni tuzlan ile reaksiyonundan elde edildi.
Bilesiklerin karakterizasyonu elementel analiz ile UV / Vis, FTIR ve 1H - NMR
spektroskopisi  kullanilarak yapildi. Ftalosiyanin komplekslerinin toplanma
davraniglart da incelenmistir. Bu metaloftalosiyaninler, THF'de 10%-10° M
konsantrasyon araliginda herhangi bir toplanma davranisi gostermedigi gorildi.
Sentezlenen bilesiklerin antioksidan aktiviteleri, ii¢ farkli test kullanilarak
degerlendirildi. Bu yontemler DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini, Demir
(Il) iyonlarin1 selatlama aktivitesinin tayini ve Indirgeme kapasitesi tayini
deneyleridir. Ayrica tiim bilesiklerin antioksidant aktivitelerine de bakildi ve cesitli
antioksidan aktiviteler sergiledikleri gézlendi. Ek olarak, bilesiklerin antimikrobiyal
aktivitesi dort gram pozitif ve iki gram negatif bakteri iizerinde test edilmistir.
Ayrica, komplekslerin temel durum geometrileri, 3B diizenlemeler ve elektronik yap1
hakkinda bilgi edinmek i¢in B3LYP / 6- 31G (d, p) seviyesinde yogunluk
fonksiyonel teorisi (DFT) yontemleri kullanilarak optimize edilmistir. Cihan
KANTAR ve arkadaslarinin yapmis oldugu arastirmalarda; Azo boya igeren
ftalosiyaninlerin antibakteriyel, antioksidan ve antikanser ozelliklerini incelenmistir.

Yapilan deneyler sonucunda DPPH serbest radikali giderim aktivitesi ve Demir (II)
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tyonlarii selatlama aktivitesi hemen hemen biitlin bilesikler i¢in elde edildi. Tiim
bilesikler, c¢alisilan bakterilere karsi zayif bir antibakteriyel aktivite sergilediler.
Insan meme kanseri hiicreleri (MCF-7) ve fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksisite,
apoptotik ve nekrotik etkileri incelendi. Yeni sentezlenen bilesiklerdeki metoksi
gruplarimin antioksidan 6zelligini arttirdig1, ancak diger antibakteriyel ve antikanser
ozelliklerini azalttig1 belirlenmistir. Mehmet Salih AGIRTAS ve arkadaslarmin
yapmis oldugu arastirmalarda; Metil 2- (oksi) - 2, 2 - difenilasetat ikameli
metaloftalosiyaninlerin (4-7) sentezi, karakterizasyonu, spektral, antioksidan ve
antibakteriyel 6zellikleri bildirilmistir. Yeni bir ftalonitril hazirland1 ve karakterize
edildi. Yeni bilesikler, elektronik absorpsiyon spektroskopisi, niikleer manyetik
rezonans spektroskopisi, kizilotesi spektroskopi ve elementel analiz kullanilarak
karakterize edildi. Tim bilesikler icin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi
tayini, Demir (II) iyonlarmni selatlama aktivitesi ve Indirgeme kapasitesi tayini
yontemleri kullanilarak antioksidan aktiviteleri i¢in test edildi. Ayrica, bu bilesikler
dort gram pozitif ve iki gram negatif bakteriye kars1 disk difiizyon yontemiyle in
vitro biiyiimeyi Onleyici aktiviteleri acisindan tarandi. Yeni bilesiklerin elektronik
verileri, B3LYP / 6- 31G (d, p) teori seviyesindeki hesaplamali hesaplamalarla elde
edildi [79-80-81-82-83].



BOLUM 3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Ara¢-Gere¢ Ve Kimyasal Maddeler
3.1.1. Kimyasal maddeler

Kullanilan kimyasallardan ftalosiyaninler Sakarya Universitesi Kimya Boliimii
Anorganik Kimya Anabilimdalinda goérevli Prof. Dr. Meryem Niliifer Yarasir ve
ekibi tarafindan sentezlenip temin edilmistir. Bu maddeler DMSO ve suda ¢6ziinen

diye ikiye ayriliyor.
DMSO i¢erisinde ¢ozilinenler:

1- 2(3), 9(10), 16(17), 23(24)-Tetrakis (4- (dimetilamino) benziloksi) ftalosiyaninato

metal icermez (H,-D).

2- 2(3), 9(10), 16(17), 23(24)-Tetrakis (4- (dimetilamino) benziloksi) ¢inko (II)
ftalosiyanin (Zn-D).

3- 2(3), 9(10), 16(17), 23(24)-Tetrakis (4- (dimetilamino) benziloksi) kobalt (II)
ftalosiyanin (Co-D).

Su igerisinde ¢oziinenler:

1a- Kuaternize 2(3), 9(10), 16(17), 23(24) Tetrakis (4- (dimetilamino) benziloksi)

ftalosiyaninato metal icermez (H,-S).
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2a- Kuaternize 2(3), 9(10), 16(17), 23(24) Tetrakis (4- (dimetilamino) benziloksi)
¢inko (II) ftalosiyanin (Zn-S).

3a- Kuaternize 2(3), 9(10), 16(17), 23(24) Tetrakis (4- (dimetilamino) benziloksi)
kobalt (II) ftalosiyanin (Co-S)

Diger biitiin kimyasallar sigma-aldrich’den alindi. Bu kimysallar;
Etanol, DPPH, FeCl, ferrozin, K4Fe(CN)s. 3H,O, TCA, FeCls KH,PO, Na,HPO,
Troloks, BHT, EDTA, MHA, fosfat tamponu, DMSO,

3.1.2. Kullanilan aletler

Shimatzu UV-2401 PC UV-VIS recording spectrophotometer UV, RUCHI
Rotavapor ve B-114 RUCHI Waterbath B-480 Evaporatdr, buzdolabr (Arcelik),
hassas terazi (AND GR-200), vorteks karistric1 (Votex 2 GENIE ve SHAKER QL-
861), blendir (Simbo), pHmetre (HANNA), santrifiij (niive-NF200, ROTINA 420-
HETTICH), otomatik pipet (BIOHIT PROLINE ve BRAND TRANSFERPETTE S-
100- 1000MICROLT), etiiv (niive-FN 120), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex),

kullantlmistir.

3.1.3. Kullanilan ana cozeltilerin hazirlanmasi

DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

0.1 mM DPPH ¢o6zeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilarak 100 mL etanolde

¢oziildil.

Demir (II) iyonlarini selatlama aktivitesinin tayini yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

2 mM FeCl2 ¢ozeltisi: 0.0245 gr FeCl, tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede

100 mL’ye tamamland.



43

5 mM Ferrozin ¢ozeltisi: 0.0616 gr ferrozin tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon

jojede 25 mL’ye tamamlandi.

Indirgeme kapasitesi tayini yonteminde kullanilan ¢dzeltiler

% 1’lik K4Fe(CN)g. 3H,0O ¢ozeltisi: 1 gr K4Fe(CN)e. 3H,O tartilarak destile suda

¢oziildi ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

% 10’luk TCA c¢ozeltisi: 10 gr TCA tartilarak destile suda ¢6ziildii ve balon jojede

100 mL’ye tamamland.

% 0.1°lik FeCls ¢ozeltisi: 0.1 gr FeCls tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede

100 mL’ye tamamland.

0.2 M fosfat tamponu (pH=6.6): 27.22 gr KH,PO, ve 28.40 gr Na,HPO, ¢ozeltileri

pH=6.6 olacak sekilde karistirilarak hazirlandi.

Ftalosiyaninlerin aktibakteriyel aktiviteleri i¢in ¢6zelti hazirlanma asamasi

Img/ImL olacak sekilde su ve DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen ftalosiyaninler ayri
ayrt (DMSO ve su da coziinenler olarak) 20 pL alinarak disklere emdirildiler.
Ardindan Inokiile edilen plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi.

Stok c¢ozeltilerin hazirlanmasi: Evaparatorde ¢dziiciilerin ugurulmasi isleminden
sonra her ftalosiyaninin kalan kati maddesi su ve DMSO c¢ozeltisilerinde ¢oziilerek

hazirlandi.

3.2. Deneysel Calisma

Su ve DMSO’da ¢oziinen ftalosiyanin maddelerinin antioksidan ve antibakteriyel

aktivite asagida belirtilen sekilde yapilmistir.
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3.3. Antioksidan Aktivite Yontemleri Ve Kalibrasyon Grafik Cizimleri

3.3.1. DPPH serbest radikali giderim aktivitesi tayini

Ftalosiyanin maddeleri ve standart maddelerin serbest radikali giderim aktiviteleri
DPPH serbest radikali kullanilarak belirlendi [77]. Yontem modifiye edilerek
kullanild1. Standart olarak Troloks ve BHT kullanildi. 50 pg ile 1000 pg arasinda
degisen konsantrasyonlardaki 1 mL O6rnek igeren numunelerin iizerine DPPH
cozeltisinden ilave edildi. Blank olarak su ve DMSO kullanildi. Oda sicakliginda 30
dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 &lciildii. Orneklerin absorbans
degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. Konsantrasyon artisiyla absorbansin diigsmesi
beklenir. Ciinkii azalan absorbans geriye kalan DPPH' Cozeltisi miktarmi yani
serbest radikal giderim aktivitesini verir. Serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki

esitlik kullanilarak hesaplandi. Bu hesaplama Denklem 3.1.’de gosterilmistir.

A(kontrol) — A(6rnek)
A(kontrol)

% DPPH giderme aktivitesi = (3.1)

Denklem 3.1. Serbest radikal giderim aktivitesi denklemi

Burada A (kontrory kontroliin absorbansini ve Agmek) 1se ekstraktin absorbansini ifade
etmektedir.

3.3.2. Demir (II) iyonlarim selatlama aktivitesinin tayini

Farkli konsantrasyonlardaki (100-1000 pg/mL) maddeler Fe™ iyonlarim selatlama
aktivitesi caligildi. Metod Fe™ iyonlarini baglamak igin giiclii bir demir selatlayici
olan ferrozin reaktifiyle ortamda bulunan metal baglayici bilesiklerin yaristiriimasi
esasina dayaniyor. Selatlama giiciiniin yiiksek olmasi durumunda kirmizi renkli

Fe™/ferrozin kompleksinin olusumu engellenir [78].

1 mL oOrnege 3,7 mL deiyonize su ve 100 pL FeCl, ¢ozeltisi eklendi. Oda
kosullarinda yaklagik 30 dakika inkiibasyon isleminden sonra 200 pL ferrozin
coOzeltisi eklenerek vortekslendi. 10 dakikanin ardindan karisimlarin absorbans

degerleri 562 nm’de &l¢iildii. Ornek yerine 1 mL deiyonize su kullanilarak kontrol
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calisildi.. Ornek yerine 1 mL deiyonize su kullanilarak kontrol ¢alisildi.. Standart
olarak 10-1000 pg/mL konsantrasyonlarinda EDTA ¢o6zeltileri kullanildi. Ferrozin-
Fe™ kompleksinin inhibisyon yiizdesi asagidaki formiile gore hesaplandi. Bu

hesaplama Denklem 3.2.’de gosterilmistir.

562 nm’de ornek absorbansi
% Selatlama Aktivitesi = 1- ——————— x 100 (3.2)
562 nm’de kontrol absorbansi

Denklem 3.2. Ferrozin-Fe'? kompleksinin inhibisyon yiizdesi denklemi

3.3.3. Indirgeme kapasitesi tayini

Ftalosiyanin ektraktlarinin indirgeme kapasitesi Oyaizu metoduna gore tayin edildi.
Bu yontemde, ortamdaki indirgen madde Fe™ iyonlarim Fe™ iyonlarina indirger.
Boylece FeCl; ilavesinden dolayi; Prusya mavisi bir renk olusur. Olusan Prusya
mavisi renk deki kompleksin absorbansi Ol¢iiliir. Sahip olunan yiiksek absorbans
degeri yiikksek indirgeme kapasitesinin = varliginin  gostergesidir.  Cesitli
konsantrasyonlarda hazirlanan ftalosiyaninler (100-1000 pg/mL) ve standart madde
cozeltilerine fosfat tamponu ve K4Fe(CN)¢3H20 eklendi. Karigimlar 50 °C’de 20
dakika inkiibe edildikten sonra % 10’luk TCA eklendi ve 10 dakika santrifiij
yapildi. Santrifiij sonrasi siipernatantlardan alinarak esit hacimde destile su ve FeCls

cozeltisi ile karistirildi. 700 nm’de absorbanslar okundu.
3.3.4. Antimikrobiyal aktivite tayini

Tez kapsaminda agar disk difusyon metodunda kullanilan kullanilan mikro

organizmalar;
Staphylococcus aureus (S. Aureus) (ATCC 25923) ), (Gram pozitif bakteri)
Bacillus subtilis (B. Subtilis) (ATCC 6633), (Gram pozitif bakteri)

Bacillus subtilis (B. Subtilis) (ATCC 6051), (Gram pozitif bakteri)
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Bacillus cereus (B. Cereus)(ATCC SBT8), (Gram pozitif bakteri)

Escherichia coli (E. Coli) (ATCC 25922), (Gram negatif bakteri)

CRO30 (Seftriakson 30 mg): Standard antibiyotik, seftriakson sodyumun bakterisit

aktivitesi hiicre duvari sentezi inhibisyonundan ileri gelir.

3.3.5. Besiyeri hazirlanmasi

Besiyeri hazirlanmasinda miiller hinton agar metodu kullanildi. 1 Litre i¢in 34 gram
MHA'dan alinir. Saf suda ¢oziiliir. Sisenin agzini aliiminyum folyo ile kapatilir.
Otoklav cihazina koyulur. Standart programi segilir. Cihazi calistirilir. Kapagi
kapatildiktan sonra otoklova atiliyorlar ve otoklovdan cikinca biraz sogumasini
bekleyip petri kaplarina 20 ml koyuluyor. Petri kapaklarin kapagi kapatilip sogumasi
icin aliiminyum folyoya sarilip buzdolabina kaldirilir. Tiim bakteriler i¢in besiyeri

ayni1 sekilde hazirlandi.

3.3.6. Disk Didiizyon Metodu

Hazirlanan besilere ayr1 ayri kullanilan bakterilerin ekimi yapildi. 1 gece etuvde
bekletildiler. Uzerlerindeki bakterilerin iiremeleri kontrol edildi. 1mg/ImL olacak
sekilde su ve DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen ftalosiyaninler ayr1 ayr1 (DMSO ve su
da ¢dziinenler olarak) 20 pL almarak disklere emdirildiler. Ardindan inokiile edilen
plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda disklerin
cevresinde olusan zonlar degerlendirilerek caplari cetvelle milimetrik olarak 6l¢iildii.

Tim bakteriler i¢in ayni sekilde ekim ve hesaplamalar yapilda.
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3.3.7. Istatistiksel degerlendirme

Tiim deneylerde ii¢ paralel 6l¢lim yapildi. Tanimlayic istatistikler olarak aritmetik
ortalama+SS degerleri ile verildi. Grafikler excel {zerinde olusturuldu ve

hesaplamlar1 excel icerisinde yapildi. Hata cubuklar: grafiklerin tizerinde belirtildi.



BOLUM 4. ARASTIRMA BULGULARI

Son yirmi yilda antioksidan aktivite ve antibakteriyel 6zellikeler tasiryan maddelerle
ilgili oldukca fazla sayida ¢aligsmalar yapildi ve bu yogun ¢alismalar halen devam

etmektedir [7].

Besinlerin antioksidan aktivitelerinin ve antioksidan bilesenlerinin profili tip ve diyet
uzmanlarinin oldugu kadar saglik ve biyokimya alanindaki arastirmacilarinda ilgisini
ceker. Besinlerin Ozellikle bitki bilesenlerinin ¢ok ¢esitli olmasi nedeniyle her bir
antioksidan maddeyi tanimak, ayirmak ve tek basina tayin edilmek hem pahali hem
zordur. Bu, neticede toplam antioksidan kapasiteyi Olgcen yoOntemlere Onem
kazandirmaktadir. Ayn1 zamanda az sayida kimyasalli reaksiyona dayanan toplam
antioksidan kapasite tayini gercek¢i olmayabilir, yanilgilara sebep olabilir. Bu
yiizden toplam antioksidan kapasiteyi Ol¢meye yonelik ¢ok sayida yontem
gelistirilmistir. Metot farkliliklar1 oldukga fazladir ve bu konuda yayinlanan pek ¢ok
yayin ve gelistirilen pek cok yonteme ragmen bunlarda bir s6z birligine

ulagilamamustir. Yapilan arastirilmalarda genel bir antioksidan aktivite yontemi;

1) Biyolojik olarak anlaml1 bir substrat se¢meli,

2) Cesitli oksidasyon durumlarini test edebilmeli,

3) Hem baslangi¢ ve hem de sekonder oksidasyon iiriinlerini 6l¢ebilmeli,

4) Ayni molar derisimde aktif bilesen iceren antioksidanlari karsilagtirabilmeli,

5) Indiiksiyon periyodu, yiizde inhibisyon, hidrojen peroksit olusumu veya yikimi
hizi veya IC50 (% 50 inhibisyona ulasmak icin gerekli antioksidan derisimi)

temelinde kantitasyona izin vermelidir [23].

Bu calismada biz yaygin olarak kullanilan {i¢ farkli antioksidan yontem kullanarak

Sakarya Unversitesi Kimya béliimii Anorganik kimya labinda sentezlenen suda ve
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DMSO’da ¢oziinen ftalosiyanin maddelerinin antioksidan ozellikleri ti¢ farkli
method kullanilarak  belirlenirken, antibakteriyel o&zellikleri ise 5 farkhi
mikroorganizma kullanilarak belirlenmistir. Kullanilan yontemler ve sonuglari bu

kisimda verilmektedir.

4.1. DPPH Serbest radikali giderim aktivitesi tayin sonuglari

Belirlenen 6 ftalosiyanin maddesinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi 100-
200-300-400-500 pg/mL konsantrasyonlarinda tayin edildi. Su ve DMSO
kullanilarak ¢6zme islemi yapildi. Standart olarak kullanilan BHT ve Troloksa gore
aktivite karsilastirmalart yapildi. Sonuglar Sekil 4.1.°de gosterilmistir. DMSO

icerisinde ¢oziinenler;

Sonuglara gore en yiiksek DPPH giderim aktivitesini, 1 maddesi % 91,95 (+0,01)
degerinde gosterdi. 1 maddesi Troloks standardinda daha fazla DPPH serbest radikali
giderme yetenegi gosterir. Ayrica 1 maddesinin DPPH serbest radikali giderme

aktivitesinin tiim diger maddelerden yiiksek oldugu goriildii.

DPPH Serbest Radikali Giderim % Aktivitesi

400 £ -~
Konsantrasyon{mg/L)

m3 -2 LI | B BHT ™ yrolox

Sekil 4.1. DMSO igerisinde ¢oziinenler - DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Grafigi

Analiz sonucunda en yliksek DPPH giderim aktivitesine sahip maddelerin siralamast;

PR

1 > 3 > 2 seklinde kaydedildi. Sonuglarin ¢oziicii farkliligina gore degistigi ve tiim
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maddelerin yiiksek konsantrasyonlarda % inhibisyon degerlerinin en fazla oldugu

goriildii. 2 maddesinin % inhibisyon degerlerinin oldukga diisiik oldugu kaydedildi.

Belirlenen 6 ftalosiyanin maddesinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesi 100-
200-300-400-500 pg/mL konsantrasyonlarinda tayin edildi. Su ve DMSO
kullanilarak ¢6zme islemi yapildi. Standart olarak kullanilan BHT ve Troloksa gore

aktivite karsilastirmalart yapildi. Sonuglar Sekil 4.2.°de gosterilmistir. Su igerisinde

¢Oziinenler;
- =N - - B
E
= oo &
o
£ 8o
£ oo
=
5 40
=
"
2 =zo
&
E 0
300 o S e ¥,
400 e
Konsantrasyon({mg/L)
- 3a -2 a m 1a m BHT = Trolox

Sekil 4.2. Su igerisinde ¢oziinenler - DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Grafigi

Sonuglara gore en yiiksek DPPH giderim aktivitesini, 1a maddesi % 89,92 (+0,01)
degerinde gosterdi. la ve 3a maddesi Troloks ve BHT standardinda daha az DPPH
serbest radikali giderme yetenegi gosterdi. Ayrica la maddesinin DPPH serbest
radikali giderme aktivitesinin BHT aktivitesinden yiiksek oldugu goriildii.

Analiz sonucunda en yliksek DPPH giderim aktivitesine sahip maddelerin siralamast;
la > 3a > 2a seklinde kaydedildi. Sonuglarin ¢oziicii farkliligina gore degistigi ve
tim maddelerin yiiksek konsantrasyonlarda % inhibisyon degerlerinin en fazla
oldugu goriildii. 2a maddesinin % inhibisyon degerlerinin olduk¢a diisiik oldugu
kaydedildi. Yine de ¢oziicli olarak su kullanildiginda elde edilen degerlerden daha

fazla oldugu kaydedildi.
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4.2. indirgenme kapasitesi tayini sonuglar

DMSO igerisinde ¢oziinenler;

100

m Askorbik Asit

_ 75

E = BHT
g

= 50 L]
=

E = 3
s

= 25 - 1

1,9 2 2.1 2.2 2.3 2.4

Absorbans(700nm})

Sekil 4.3. DMSO igerisinde ¢ziinenler -Indirgenme Kapasitesi Grafigi

Sekil 4.3.’de goriildigi tiizere, calisilan ftalosiyaninlerin  Fe™’ii indirgeme
yetenekleri yonilinden standartlarla karsilagtirildiginda; Calisilan ftalosiyaninlerin
indirgeme giicii yetenekleri genel olarak 3 > 1 > 2; seklinde siralanmaktadir.
Indirgeme kapasitesi tayininde yiiksek absorbans degerinin yiiksek indirgeme

kapasitesinin gostergesi oldugu kabul edilmektedir.

Ayrica yine grafiklerden goriildiigii gibi; calismada kullanilan tiim ftalosiyanin
maddelerinin konsantrasyonlar1 arttikca artan indirgeme kapasitesi gosterdigi
belirlendi. Bununla birlikte absorbans sonuglarinin tiim ftalosiyaninlerde yiiksek
konsantrasyondayken standartlari(BHT ve Askorbik asit) gectikleri gozlenmistir. En
diisiik indirgeme standartina sahip olan 2 maddesi bile standartlarla ¢ok yakin
degerler oldugu ve konsantrasyonlarindaki absorbans degerleri ile yakin bir sonug

vermistir.

Su igerisinde ¢oziinenler;
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100
= 75 m Askorbik Asit
‘%3 m  BHT
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Tablo 4.4. Su igerisinde ¢oziinenler -Indirgenme Kapasitesi Grafigi

Sekil 4.4.°de goriildiigii tizere, ¢alisilan ftalosiyaninlerin ~ Fe™ii indirgeme
yetenekleri yonilinden standartlarla karsilagtirildiginda; Calisilan ftalosiyaninlerin
indirgeme giicli yetenekleri genel olarak la > 2a > 3a; seklinde siralanmaktadir.
Indirgeme kapasitesi tayininde yiiksek absorbans degerinin yiiksek indirgeme

kapasitesinin gostergesi oldugu kabul edilmektedir

Ayrica yine grafiklerden goriildiigii gibi; calismada kullanilan tiim ftalosiyanin
maddelerinin konsantrasyonlar1 arttikca artan indirgeme kapasitesi gosterdigi
belirlendi. Bununla birlikte absorbans sonuglarinin tiim ftalosiyanin maddelerinde ve
¢oziicii farkliliklarinda birbirine ¢ok yakin degerler oldugu ve tiim ftalosiyanin
maddelerinin 100 pg/mL konsantrasyondaki degerleri ancak standartlarin 100 pg/mL
konsantrasyonlarindaki absorbans degerleri ile yakin bir sonu¢ vermedigi

gozlenmistir.
4.3. Demir (II) iyonlarim selatlama aktivitesinin tayini sonuclari

Tiim ekstraktlarin aktivite gdstermesine ragmen ekstraktlarm hicbirinin Fe?
iyonlarint gelatlama kapasitesinin EDTA’dan daha iyi olmadigi da belirtilmelidir.

DMSO igerisinde ¢oziinenler;
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Sekil 4.5. DMSO igerisinde ¢bziinenler - Demir (IT) fyonlarim1 Selatlama Aktivitesi Grafigi

Sekil 4.5.’de gorilldiigii iizere, calisilan ftalosiyaninlerin Fe™’ii indirgeme
yetenekleri yoniinden standartlarla(EDTA) karsilastirildiginda ¢ok yiiksek aktiviteye
sahip olmadiklar1 gézlendi. Calisilan ftalosiyaninlerin indirgeme giicii yetenekleri
genel olarak 3 > 2 > 1; seklinde siralanmaktadir. Indirgeme kapasitesi tayininde
yiiksek absorbans degerinin yiiksek indirgeme kapasitesinin gostergesi oldugu kabul

edilmektedir.

Metal iyonu selatlama aktivitesi; ftalosiyanin maddelerin ¢ézeltideki Fe*™ iyonlarim
baglayabilmek i¢in ferrozin ile yarigmasina gore degerlendirildi. Kiyaslama maddesi

olarak 1yi bir metal selatlayici olan EDTA secildi.

Su igerisinde ¢oziinenler;
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Sekil 4.6. Su igerisinde ¢oziinenler - Demir (II) fyonlarini Selatlama Aktivitesi Grafigi
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Sekil 4.6.’da goriildiigli gibi; calismada kullanilan tiim ekstraktlarin konsantrasyon
arttikca artan selatlama aktivitesi goOsterdigi belirlendi. Bununla birlikte 2a
ftalosiyaninin Fe?* iyonlarin1  selatlama aktivitesinin ¢ok diisitk oldugu

goriilmektedir.

Uygulanan deney kosullarinda tiim ekstraktlar arasindan H2Pc ftalosiyaninin en
yiiksek metal selatlama aktivitesi gosterdigi ve genel olarak ftalosiyaninlerde metal
selatlama aktivitesinin 1a > 3a > 2a; seklinde oldugu goriildii. indirgeme kapasitesi
tayininde yiliksek absorbans degerinin yiiksek indirgeme kapasitesinin gostergesi

oldugu kabul edilmektedir.

Tablo 4.1. 1,2,3,1a,2a,3a maddelerinin antioksidan sonuglari

Y ontemler DMSO Su Tiim Ftalosiyaninlerde
DPPH 1>3>2 la>3a>2a 1>3>1a>3a>2>2a
Indirgeme Kapasitesi 3>2>1 la>3a>2a la>2a>3>2>1>2a
Demir Selatlama 3>2>1 la>3a>2a 3>1>2>1a>2a>3a

Bu kapsamdaki antioksidan aktivite caligmalarmma genel olarak bakildiginda
ftalosiyaninlerin aktivitelerinin la > 3a > 2a seklinde oldugu goriildii. Elde edilen
sonuglar dogrultusunda la ve 2a ( Tablo 4.1.) antioksidan 6zelliklere sahip olduklar
diistiniilmektedir. Fakat 2a’nin antioksidant 0&zelligi ¢ok az bir oranda
gostermektedir.

Bu sonuglar, bu sentezlenmis fitalosiyanin maddelerinin gelecekte standardlar gibi
davranan yeni senteik antioksidanlar olarak kullanilabilme olanagi vermesi agisindan

Onemlidir.

4.4. Antibakteriyel tayini sonuclari

Antibakteriyeller giiniimiizde en yaygin olarak yiizeyleri dezenfekte etmek ve
potansiyel olarak zararli bakterileri yok etmek icin kullanilan maddeler olarak
tanimlanmaktadir. Antibakteriyeller yillardir kullanilmakta olup ¢ok ¢esitli saglik ve
ev ortaminda hastalik organizmalarinin kontroliinde etkili ajanlar olmaya devam

etmektedir. Antibakteriyel ajanlar hastaneler, bakim evleri, yenidogan bakim odalar1
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ve yiksek enfeksiyon riski olabilecek diger saglik tesisleri gibi klinik ortamlarda
bakteri ve mantar enfeksiyonunun kontroliinde etkili oldugu kanitlanmistir [78]. Disk
diflizyon yontemi antimikrobik duyarlilik testinde kullanilan yontemlerden biridir ve
genellikle klinik laboratuvarlarda kullanilan en yaygin antimikrobik duyarlilik test
yontemidir. Gliniimiizde hala en yaygin olmaya devam etmektedir. Zor iireyen ancak
siklikla rastlanan bakteriler de ve bakteriyel patojenlerin cogunu test etmede
kullanilmaya uygundur. Bircok antimikrobik ajanin test edilmesinde de kullanilir
ayrica 0zel bir donanima ihtiyag¢ duymayan bir yontemdir. Diger disk diflizyon
teknikleriyle birlikte EUCAST yontemi de standart bir yontem sayilmaktadir.
Antimikrobik Duyarlilik Testleri Uluslararasi Isbirligi Calismasmin yapmis oldugu
(International Collaborative Study of Antimicrobial Susceptibility Testing), 1972
raporuyla tanimlanan ilkelere ve diinya capindaki uzmanlarin deneyimlerine ve

tecriibelerine dayandirilmistir [78].

Olgiimleri yapilan alt1 ftalosiyanin maddesi Tablo 4.2.’deki gibi adlandirilmistir.

Tablo 4.2 .Ftalosiyaninlerin numarandirilmasi

Ftalosiyaninler Numarasi
H2-S la

Zn-S 2a

Co-S 3a

H2-D 1

Zn-D 2

Co-D 3
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Tablo 4.3. 1a,2a,3a maddesi Bacills subtilis(6051) bakteri sonucu

Madde adi Bakteri adi(ATCC Numarasi) Zon g¢ap1 (mm)
la Bacillus subtilis (6051) 17

2a Bacillus subtilis (6051)

3a Bacillus subtilis (6051) 21

Sekil 4.8. 1a,2a,3a maddesi Bacillus subtilis(6051) bakteri sonucu

Img/ImL olacak sekilde su ve DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen ftalosiyaninler ayri
ayrt (DMSO ve su da c¢ozlinenler olarak) 20 pL alinarak disklere emdirildiler.
Ardindan Inokiile edilen plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. 24 saatin
sonunda DMSO da c¢oziinen 1,2,3 ftalosiyaninlerin hi¢ birisinin Bacillus subtilis
bakterisinde sonu¢ vermedigi gozlendi( Zn-D,H2-D ve CoD)(1,2,3 maddeleri)(S$ekil
4.7.). Su ile ¢oziinen ftalosiyaninler ise (Tablo 4.3.); Zn-S(2a)’de Bacillus subtilis
bakterisi herhangi bir aktivite gostermezken, H2-S(1a)’de Bacillus subtilis bakterisi
17mm zon capina sahipken Co-S(3a)’de Bacillus subtilis bakterisi 21mm zon

capinda bulundu(Sekil 4.8.).
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Tablo 4.4. 1a,2a,3a maddesi Escherichia coli bakteri sonucu

Madde adi Bakteri adi(ATCC Numarasi) Zon g¢ap1 (mm)
la Escherichia coli (25922) 16

2a Escherichia coli (25922)

3a Escherichia coli (25922) 18

Sekil 4.10. 1a,2a,3a maddesi Escherichia coli bakteri sonucu

Img/ImL olacak sekilde su ve DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen ftalosiyaninler ayri
ayrt (DMSO ve su da ¢oziinenler olarak) 20 puL alinarak disklere emdirildiler.
Ardindan Inokiile edilen plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. 24 saatin
sonunda DMSO da ¢d6ziinen 1,2,3 ftalosiyaninlerin hi¢ birisinin Escherichia coli
bakterisinde sonu¢ vermedigi gozlendi(Zn-D,H2-D ve CoD) (1,2,3 maddeleri)(Sekil
4.9.). Su ile ¢ozilinen ftalosiyaninler ise (Tablo 4.4.); Zn-S(2a)’de Escherichia coli
bakterisi herhangi bir aktivite gostermezken, H2-S(1a)’de Escherichia coli bakterisi
l6mm zon capina sahipken Co-S(3a)’de Escherichia coli bakterisi 18mm zon

capinda bulundu(Sekil 4.10.).
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Tablo 4.5. 1a,2a,3a maddesi Staphylococcus aureus bakteri sonucu

Madde ad1 Bakteri adi(ATCC Numarasi) Zon g¢ap1 (mm)
la Staphylococcus aureus (25923) 15

2a Staphylococcus aureus (25923) -

3a Staphylococcus aureus (25923) 15

Sekil 4.12. 1a,2a,3a maddesi Staphylococcus aureus bakteri sonucu

Img/ImL olacak sekilde su ve DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen ftalosiyaninler ayri
ayrt (DMSO ve su da coziinenler olarak) 20 pL alinarak disklere emdirildiler.
Ardindan Inokiile edilen plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. 24 saatin
sonunda DMSO da ¢oziinen 1,2,3 ftalosiyaninlerin hi¢ birisinin Staphylococcus
aureus bakterisinde sonu¢ vermedigi gozlendi(Zn-D,H2-D ve CoD) (1,2,3
maddeleri)(Sekil 4.11.). Su ile ¢oziinen ftalosiyaninler ise (Tablo 4.5.); Zn-S(2a)’de
Staphylococcus aureus bakterisi herhangi bir aktivite gostermezken, H2-S(1a)’de
Staphylococcus aureus bakterisi 15mm zon c¢apimna sahipken Co-S(3a)’de

Staphylococcus aureus bakterisi 15mm zon ¢apinda bulundu(Sekil 4.12.).
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Tablo 4.6. 1a,2a,3a maddesi Bacillus subtilis(6633) bakteri sonucu

Madde adi Bakteri adi(ATCC Numarasi) Zon g¢ap1 (mm)
la Bacillus subtilis (6633) 16

2a Bacillus subtilis ( 6633)

3a Bacillus subtilis (6633) 16

Sekil 4.14. 1a,2a,3a maddesi Bacillus subtilis( 6633) bakteri sonucu

Img/1mL olacak sekilde su ve DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen ftalosiyaninler ayri
ayrt (DMSO ve su da c¢ozlinenler olarak) 20 pL alinarak disklere emdirildiler.
Ardindan Inokiile edilen plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. 24 saatin
sonunda DMSO da c¢oziinen 1,2,3 ftalosiyaninlerin hi¢ birisinin Bacillus subtilis
bakterisinde sonu¢ vermedigi gozlendi(Zn-D,H2-D ve CoD) (1,2,3 maddeleri)(Sekil
4.13.). Su ile ¢oziinen ftalosiyaninler ise (Tablo 4.6.); Zn-S(2a)’de Bacillus subtilis
bakterisi herhangi bir aktivite gdstermezken, H2-S(1a)’de Bacillus subtilis bakterisi
16mm zon capina sahipken Co-S(3a)’de Bacillus subtilis bakterisi 16mm zon

capinda bulundu(Sekil 4.14.).
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Tablo 4.7. 1a,2a,3a maddesi Bacillus cereus bakter sonucu

Madde ad1 Bakteri adi(ATCC Numarast) Zon gap1 (mm)
la Bacillus cereus(SBTS) 18

2a Bacillus cereus(SBTS) -

3a Bacillus cereus(SBTS) 19

Sekil 4.16. 1a,2a,3a maddesi Bacillus cereus bakteri sonucu

Img/ImL olacak sekilde su ve DMSO igerisinde ¢oziindiiriilen ftalosiyaninler ayri
ayrt (DMSO ve su da ¢oziinenler olarak) 20 puL alinarak disklere emdirildiler.
Ardindan Inokiile edilen plaklar 35 °C'de 18-24 saat siireyle inkiibe edildi. 24 saatin
sonunda DMSO da ¢o6zilinen 1,2,3 ftalosiyanin maddelerden hi¢ birisinin Bacillus
cereus bakterisinde sonu¢ vermedigi gozlendi (Sekil 4.15.). Su ile ¢06ziinen
ftalosiyaninler ise (Tablo 4.7.); Zn-S(2a)’de Bacillus cereus bakterisi herhangi bir
aktivite gostermezken, H2-S(1a)’de Bacillus cereus bakterisi 18mm zon c¢apina

sahipken Co-S’de Bacillus cereus bakterisi 19mm zon ¢apinda bulundu(Sekil 4.16.).
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Antibiyotikler
Tablo 4.8. Bacillus cereus bakterisi antimikrobiyal sonucu
Antibiyotik ad1  Bakteri adiltATCC Numaras1) Zon gap1 (mm)
CRO30 Bacillus cereus(SBTS) 11

Sekil 4.17. Bacillus cereus bakterisi CRO30 antibiyotik sonucu

Bacillus cereus bakterisi CRO30 antibitoyik ortaminda inceledik. Tablo 4.8.’e gore;
Bacillus cereus bakterisi CRO30 antibiyotiginde 11mm inhibisyon zonu(Sekil 4.17.)
olusturmustur. Bdylece CRO30 antibiyotik i¢in de Bacillus cereus bakterisinin

antimikrobiyal aktivite gosterdigi gézlenmistir.
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Tablo 4.9. Escherichia coli bakterisi antimikrobiyal sonucu

Antibiyotik adi  Bakteri adiltATCC Numaras1) Zon gap1 (mm)

CRO30 Escherichia coli(25922) 20

Sekil 4.18. Escherichia coli bakterisi CRO30 antibiyotik sonucu

Escherichia coli bakterisi CRO30 antibitoyik ortaminda inceledik. Tablo 4.9.’a gore;
Escherichia coli bakterisi CRO30 antibiyotiginde 20mm inhibisyon zonu(Sekil
4.18.) olusturmustur. Boylece CRO30 antibiyotik icin de Escherichia coli

bakterisinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi gdzlenmistir
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Tablo 4.10. Staphylococcus aureus bakterisi antimikrobiyal sonucu

Antibiyotik adi  Bakteri adi(ATCC Numarasi) Zon ¢ap1 (mm)

CRO30 Staphylococcus aureus (25923) 20

Sekil 4.19. Staphylococcus aureus bakterisi CRO30 antibiyotik sonucu

Staphylococcus aureus bakterisi CRO30 antibitoyik ortaminda inceledik. Tablo
4.10.’a gore;

Staphylococcus aureus bakterisi CRO30 antibiyotiginde 20mm inhibisyon
zonu(Sekil 4.19.) olusturmustur. Boylece CRO30antibiyotik i¢in de Staphylococcus

aureus bakterisinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi gozlenmisti
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Tablo 4.11. Bacillus subtilis(6051) bakterisi antimikrobiyal sonucu

Antibiyotik adi  Bakteri adi(ATCC Numarasi) Zon gap1 (mm)

CRO30 Bacillus subtilis (6051) 38

Sekil 4.20. Bacillus subtilis(6051) bakterisi CRO30 antibiyotik sonucu

Bacillus subtilis bakterisi CRO30 antibitoyik ortaminda inceledik. Tablo 4.11.°e
gore;

Bacillus subtilis bakterisi CRO30 antibiyotiginde 38mm inhibisyon zonu(Sekil 4.20.)
olusturmustur. Boylece CRO30 antibiyotik i¢in de Bacillus subtilis bakterisinin

antimikrobiyal aktivite gosterdigi gézlenmistir.



65

Tablo 4.12. Bacillus subtilis(6633) bakterisi antimikrobiyal sonucu

Antibiyotik adi  Bakteri adi(ATCC Numarasi) Zon ¢ap1 (mm)

CRO30 Bacillus subtilis (6633) 38

Sekil 4.21. Bacillus subtilis(6633) bakterisi CRO30 antibiyotik sonucu

Bacillus subtilis bakterisi ii¢ farkli antibitoyik ortaminda inceledik. Yukaridaki Tablo
4.12.°ye gore;

Bacillus subtilis bakterisi CRO30 antibiyotiginde 38mm inhibisyon zonu($ekil 4.21.)
olusturmustur. Bdylece CRO30 antibiyotik icin de Bacillus subtilis bakterisinin

antimikrobiyal aktivite gosterdigi gézlenmistir.



66

Tablo 4.13. Test edilen maddelerin ve standard antibiyotigin mikriorganizmlar iizerindeki etkilerinin mm olarak

inhibisyon bolge ¢aplari

la 2a 3a  CRO30 1 2 3

Staphylococcus aureus 16 - 16 20 - - -
Bacillus subtilis (6633) 16 - 16 38 - - -
Bacillus subtilis (6051) 17 - 21 38 - - -
Escherichia coli 16 - 18 20 - - -

Bacillus cereus 18 - 19 11 - - -




BOLUM 5. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu calisma ile Sakarya Universitsinde sentezlenen alt1 farkl: ftalosiyanin, (1, 2, 3, 1a,
2a ve 3a) cesitli ¢oziiciiler yardimiyla antioksidan ve antibakteriyel aktiviteleri
incelenmistir. Sentetik maddelerin antioksidan aktiviteleri, li¢ farkli antioksidan
analiz yontemi kullanilarak vurgulanmistir. Bu yontemler; DPPH Serbest Radikali
Giderim Aktivitesi, demir iyonlar1 selatlama yetenegi ve indirgenme kapasitesi
yontemleridir. Ayrica antibakteriyel 6zellikleri agisindan 5 farkli bakteriye karsi
antibakteriyel aktviteleri disk diflizyon metodu ile belirlenmistir. Elde edilen
sonuglara gore, ¢alisilan maddelerin yapilarindaki farkliliklardan dolayr antioksidan

Ozelliklerinde farkliliklar gozlenmistir.

Su ve DMSO kullanilarak ¢dziinen ftalosiyaninlerin ii¢ farkli yontemle antioksidant
ozellikleri kiyalnmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda c¢oziicli olarak su
kullanildiginda; DPPH, indirgenme kapasitesinde ve demir selatlama’da 1 maddesi
(DPPH i¢in; %89,92, Demir selatlama igin; %97,70, Indirgenme kapasitesi i¢in; 1,96
mg/L)en yliksek degerlere sahiptir. Coziicii olarak DMSO kullanildiginda ise;
indirgeme kapasitesinde ve demir selatlama’da 3a maddesi (Demir selatlama i¢in;
%36,76, Indirgenme kapasitesi icin; 2,34 mg/L)en yiiksek degerlere sahipken,
DPPH’da 1a (DPPH i¢in;%91,95)maddesi en yiiksek degere sahiptir. Ayrica ¢oziicii
olarak DMSO kullandigimizda 2a maddesi (DPPH i¢in; %17,52, Demir selatlama
icin; %17,52, indirgenme kapasitesi i¢in; 2,19 mg/L ) maddesi’nin sonuglarnmn iig

farkli yontemde de sonuncu oldugu gézlenmistir.

Esma Hande Alic1 ve arkadaslarinin yaptig1 calismada; ftalosyanin maddeler arasinda
en yiilksek DPPH aktivitesi %64(0.64 + 0.06) olarak bulunurken yapilan ¢alismada en
yiiksek DPPH aktivitesi 1 maddesi ile % 91,95 (£0,01) olarak bulundu. Yapilan
calismada en yiiksek Indirgeme kapasitesi 1a % 97,70 (£0,01) maddesi olarak
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bulundu. Esma Hande Alict ve arkadaslarinin yaptigi calismada; ftalosyanin
maddeler arasinda en yiiksek indirgeme kapasitesi % 55,00 (£0,01) maddesi olarak
bulundu. Esma Hande Alict ve arkadaglarinin yaptigi caligmada; ftalosyanin
maddeler arasinda en yiiksek indirgeme kapasitesi 2,5324 mg/L olarak bulunurken
yapilan ¢alismada en yiiksek Indirgeme kapasitesi 1a maddesi ile 2,34 mg/L olarak
bulmuglardir [81]. Elde ettigimiz antioksidan aktivite sonuglar1 literatiirdeki

sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Ayrica, su ve DMSO’da ¢oziinen ftalosiyaninlerin 5 farkli bakteriyle antibakteriyel
Ozellikleri incelenmistir. Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda ¢oziicii olarak su
kullanildiginda; Bacillus subtilis (6051) (21mm zon ¢ap1), Escherichia coli(18mm
zon ¢ap1) ve Bacillus cereus (19mm zon capi) bakterilerinde 3a maddesi en yiiksek
degerlere sahipken, Bacillus subtilis (6633)(16mm zon cap1) Ve Staphylococcus
aureus(15mm zon ¢ap1) bakterilerinde 3a ve 1a maddeleri ayn1 degerlere sahiptir. 2a
maddesi ise 6 farkli bakteri igerisinde hi¢birinde herhangi bir aktivite gdstermemistir.
Ayrica ¢oziicli olarak DMSO kullanildiginda 1,2 ve 3 maddelerinden higbiri herhangi

bir bakteride aktivite gostermemistir.

Esma Hande ALICI ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada; Kobalt
ftalosiyaninin Escherichia coli bakterisi i¢in yapilan aragtirmalarda 15mm sonug
bulmuslardir . Elde ettigimiz antibakteriyel sonuglar Escherichia coli bakteri i¢in 1a
maddesi 16 mm, 3a maddesi i¢in 18 mm zon ¢ap1 sonucunu buldundu. Kobalt
ftalosiyanin Bacillus subtilis(6051) bakterisi i¢in yapilan arastirmalarda 14 mm
sonu¢ bulunurken, yapilan calismada Bacillus subtilis(6051) bakteri i¢cin 1a maddesi
17 mm, 3a maddesi i¢in 21 mm zon ¢ap1 sonucunu buldundu. Boylece ¢alisma da
elde edilen antibakteriyel sonuclarmin daha oOnce yapilan ¢alismalarla paralel
sonuglar gosterdigi bulunmustur [81]. Elde ettigimiz antibakteriyel sonuglari

literatlirdeki sonuglarla benzerlik gostermektedir.

la ve 3a maddeleri yapilan incelemeler olduk¢a yiiksek antibakteriyel ozellikler
gosterirken 2a maddesinin herhangi bir antibakteriyel 6zellik gostermedigi goriildii.

Ayrica 1a ve 3a maddelerinin farkli ¢oziicii ve bakteri tilirline gore antibakteriyel
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ozelliklerinde ciddi  degismeler olduklari  anlagilmistir.  Ftalosiyaninilere
antibakteriyel 6zellik kazandirilmas istenildiginde ve uygulamasinda ortam sartlarini
bu parametrelere gore ayarlamanin iyi yOnde etkileri olabilecegine kanaat

getirilebilir.

Sonug olarak bilesiklerin etkili konsantrasyona bagli antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu sdylenebilir. Bu calismanin sonuglarinin yapilan benzer caligmalarin
sonuclari ile karsilastirildiginda test edilen maddelerin antioksidant ve antibakteriyel
degerlerinin benzer veya daha iyi oldugu sonucuna kanaat getirilebilir. Bu ¢alismada
test edilen bilesiklerinin biyolojik uygulamalarda kullanilabilecek iyi ve olumlu
antioksidan ve antibakteriyel bilesikler olabilecegi 6n goriilmektedir. Bu nedenle, bu
calismanin yeni antioksidan ve antibakteriyel standart ajanlar gelistirmek ic¢in 151k

saglayabilecegi disliniilmektedir.
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