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OZET

Yiiksek Lisans Tezi
TRAKYA BOLGESINDE YETISEN Allium rumelicum, Jurinea kilaea, Peucedanum
obtusifolium BITKILERININ TOPLAM FENOLIK, FLAVONOID MADDE,
ANTIOKSIDAN VE ANTIMIKROBIYAL OZELLIKLERININ BELIRLENMESI
Orhan KILIC
Tekirdag Namik Kemal Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Ayca KARASAKAL

Bu tez ¢alismasinda, Trakya bolgesinde yetisen Allium rumelicum, Jurinea kilaea,
Peucedanum obtusifolium bitkilerinin toplam antioksidan aktivite ve kapasitelerinin,
CUPRAC, ABTS/Persiilfat ve DPPH yontemleri ile analizlerinin yapilmasi planlanmaktadir.
Ayrica Allium rumelicum, Jurinea kilaea, Peucedanum obtusifolium bitkilerinin toplam
fenolik ve flavonoid madde igeriklerinin ise Folin-Ciocalteu ve AICIl3/KAc yontemleri
kullanilarak belirlenmesi hedeflenmektedir. Bitkilerin antimikrobiyal 6zelliklerinin disk
difizyon yontemi ile analizi saglanacaktir. Bu c¢alisma sonucunda, CUPRAC ve
ABTS/Persiilfat yontemleri ile analizlenen en yiiksek toplam antioksidan kapasite/aktivite
degerleri Jurinea kilaea bitkisinde gézlenmistir. Ayni bitkinin DPPH ydntemiyle analiz edilen
% inhibisyon degerinin en diisiik oldugu tespit edilmistir. Toplam fenolik madde igerigi
tayininde ise Folin-Ciocalteu yontemi kullanilmis ve burada da en yiiksek gallik asit igerigine
sahip olan bitkinin Jurinea kilaea oldugu goriilmistiir. AlCly/KAc yontemiyle toplam
flavonoid igerik tayininde Peucedanum obtusifolium bitkisi en diisiik kuarsetin igerigine sahip
iken, en yiiksek kuarsetin igerigi Allium rumelicum bitkisinde saptanmistir. Disk difiizyon
yontemi ile elde edilen antimikrobiyal aktivite analizi sonuglarina gore; Peucedanum
obtusifolium bitkisinin; {izerinde ¢alisilan 5 mikroorganizmadan 3’iine etkisinin oldugu
belirlenmistir. Jurinea kilaea bitkisi; tizerinde c¢alisilan mikroorganizmalardan sadece
Salmonella enteritidis ATCC13076 iizerinde etkili olurken, Allium rumelicum bitkisinin ise
tizerinde ¢alisilan mikroorganizmalardan sadece Staphylococcus aureus ATCC6538 {izerinde
etkili oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Allium rumelicum, Jurinea kilaea, Peucedanum obtusifolium

2020, 62 sayfa



ABSTRACT

MSc. Thesis
DETERMINATION OF TOTAL PHENOLIC, FLAVONOID SUBSTANCE,
ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF Allium rumelicum, Jurinea
kilaea, Peucedanum obtusifolium PLANTS GROWING IN THRACE REGION
Orhan KILIC
Tekirdag Namik Kemal University
Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Chemistry

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ayca KARASAKAL

In this thesis, analysis of total antioxidant activities and capacities of Allium
rumelicum, Jurinea kilaea, Peucedanum obtusifolium plants growing in Thrace region is
planned with CUPRAC, ABTS/Persulfate and DPPH methods. In addition, it is aimed to
determine the total phenolic and flavonoid substance contents of Allium rumelicum, Jurinea
kilaea, Peucedanum obtusifolium plants using Folin-Ciocalteu and AICI;/KAc methods.
Analysis of the antimicrobial properties of plants will be provided by disc diffusion method.
As a result of this study, the highest total antioxidant capacity/activity values analyzed by
CUPRAC and ABTS/Persulfate methods were observed in the Jurinea kilaea plant. It was
determined that the % inhibition value of the same plant analyzed by DPPH method was the
lowest. In determining the total phenolic substance content, Folin-Ciocalteu method was used
and it was found that the plant with the highest gallic acid content was Jurinea kilaea. In
determining the total flavonoid content by AICIs/KAc method, the Peucedanum obtusifolium
plant had the lowest quarcetin content, while the highest quarcetin content was determined in
the Allium rumelicum plant. According to the results of antimicrobial activity analysis
obtained by disk diffusion method; Peucedanum obtusifolium plant; it has been determined
that it has an effect on 3 of 5 microorganisms studied. Jurinea kilaea plant; while Salmonella
enteritidis ATCC13076 was effective only on microorganisms studied, Allium rumelicum
plant was found to be effective only on Staphylococcus aureus ATCC6538 from the
microorganisms studied.

Key words: Allium rumelicum, Jurinea kilaea, Peucedanum obtusifolium

2020, 62 pages
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1. GIRIS

Tim canlilar yasami boyunca c¢esitli hastaliklara maruz kalmistir. Yakalanmis
olduklar1 bu hastaliklardan kurtulmak amaciyla bilim adamlar1 tarafindan birgok tedavi
yontemi gelistirilmistir. Bulunan tedavi yontemleri ¢ogunlukla bitkisel kaynakli olmustur.
Giliniimiizde ise bitkiler lizerinde ¢aligilarak izole edilen bilesikler ¢esitli yontemlerle analiz
edilmis ve icerdikleri yapilarin ¢ogunlukla antioksidan olduklar1 anlasilmistir. Derinlestirilen
arastirmalar sonucu elde edilen bu antioksidanlarin; viicutta ¢esitli hastaliklara ve hasarlara
sebep olan serbest radikalleri pasiflestirdigi ya da olusumlarini engelledigi goriilmiistiir.

Bitkiler {izerinde ¢aligmalar yapilmaya devam edilmektedir (Oztiirk, Kolak ve Merig, 2011).

Molekiiler veya atomik orbitallerinde eslesmemis elektron iceren molekil veya
atomlara serbest radikal denir. Antioksidan ise bu serbest radikallerin olusumuna ayrica
lipidlerin oksidasyonuna engel olan veyahut lipid oksidasyonunu geciktiren ve serbest
radikalleri toksik etkisi bulunmayan iiriinlere doniistiiren, viicut hiicrelerince tretilebildigi
gibi gida yoluyla da alinabilen kimyasal maddelere verilen isimdir. Serbest radikaller oksijen
kaynakli olabildigi gibi nitrojen kaynakli da olabilir. Kaynak olarak oksijenden meydana
gelen serbest radikaller reaktif oksijen tiirlerinin kisaltmasi1 ROS ve kaynak olarak nitrojenden
meydana gelen serbest radikaller ise reaktif nitrojen (azot) tiirleri olup kisaltmas1 RNS olacak
sekilde isimlendirilir. Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) viicutta birikimi organizmada bulunan
veya gidalar araciligiyla alinan antioksidanlarla dengede tutulmadig: taktirde; gerceklesen
oksidatif gerilim kosullar1 sonucunda koroner kalp rahatsizliklari, kanser, hiicrelerde
yaslanma ve yipranma, bagisiklik sistemi hastaliklari ve lipoprotein oksidasyonuyla son
bulan, DNA ve hiicre zarlart basta olmak tizere biyolojik yapilarin oksidatif hasara
ugramasina sebep olan ya da olabilen radikalik zincir reaksiyonlar1 olugsmaktadir. Goriildiigi
lizere viicutta veya hiicresel boyutta meydana gelebilecek bu tiir zararlardan korunmak
amaciyla antioksidanlara ihtiya¢ oldukca yiiksektir. Reaktif oksijen tiirlerinin neden oldugu
hastaliklarla miicadele etmenin en iyi yontemi antioksidan icerigi zengin olan gidalar
tilketerek reaktif oksijen tiirlerinin seviyesini dengelemektir. Antioksidanlar meydana gelen
veya gelebilecek olan oksidasyonu engelleyen, geciktirebilen 6nemli maddelerdir. Giiniimiize
gelindiginde reaktif oksijen tiirlerinin canli olan organizmalardan uzak tutulmasi ve bu tiirleri
stiptirebilen antioksidanlarin tespit edilmesi veya arastirilmasina olan ilgi giin gegtikge

artmaktadir ve artmaya da devam edecektir. (Bener, Sen ve Apak, 2018).



Gilinimiizde ilag sektorii hastaliklara Onlem amaciyla iiretmis olduklart ilaglari
gelistirmeden Once, hastaliklart gidermek amaciyla birgok bitki ve bitki igerigi ilag yerine
kullanilmistir. Eskiden oldugu iizere giliniimiizde de insanlar ¢esitli hastaliklarin tedavisinde
bitkileri ya da bitkilerden elde edilen ilaglar1 kullanarak tedavi olma yoluna gitmektedir
(Oztiirk vd., 2011).

Bu tez calismasinda; daha once literatiirde herhangi bir calismasina rastlanilmamig
olan Allium rumelicum bitkisi, antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri ile yapilmis herhangi
bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamis olan Jurinea kilaea bitkisi ve yine antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellikleri ile yapilmis herhangi bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamis olan

Peucedanum obtusifolium bitkisi kullanilmistir.

Tez galismasinda; tip bilimi agisindan degeri iyi bilinen bir bitki tiirtiniin tasimis
oldugu biyoaktif maddelerin, bu tiirle akrabaligi bulunan diger bitki tiirlerinde de var olmasi
yiiksek bir olasiliga sahip oldugundan dolay1 Allium rumelicum, Jurinea kilaea, Peucedanum
obtusifolium Dbitkilerinin de kendi familyasindaki diger tiirler gibi antioksidan ve
antimikrobiyal 6zellik gosterecegi disiiniilerek bitki ekstraktlarindaki; antioksidan kapasite,
antioksidan ve antimikrobiyal aktivite, toplam fenolik madde ve toplam flavonoid madde

icerik analizlerinin yapilmasi amaglanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Bitki Tanimi ve Yapilan Bazi1 Calismalar

Allium rumelicum bitkisi endemik bir bitki olup mese kérmeni olarak da bilinmektedir.
Sadece Tirkiye’de Kirklareli Yildiz daglarinda yetismektedir. Kendi familyasindan olan
Allium cepa liliaceae nin literatiirdeki tibbi faydalar1 incelendiginde, damarlarda yasa bagl
olarak meydana gelen degisikliklerden koruma ve istahsizlik tedavisinde etkisinin var oldugu
bildirilmistir. Trombosit agregasyonunu ve tromboksanin sentezini inhibe edebildigi yapilan
deneylerle ispatlanmistir. Dizanteri gibi bakterilerin sebep oldugu enfeksiyonlarda, skar, yara,
tilser ve keloid tedavisinde etkisi bulunmakla birlikte astim tedavisinde de kullaniminin tercih
edildigi goriilmistiir. Diyabet hastaliginda adjuvan tedavi olarak kullanilmaktadir. 50-100 mg
Allium cepa liliaceae plazma fibrinojen ve serum kolesterol diizeyini asagiya indirdigi
bildirilmektedir. Yapilan klinik c¢alismalar, Allium cepa liliaceae’nin anti-hiperglisemik
aktivitesinin oldugunu ispatlamaktadir. 100 mg ekstraktinin kullanilmasi, insanda glukozla
indiiklenen hiperglisemiyi azalttig1 saptanmistir. Seker hastaligi olarak da bilinen diyabette
agiz yoluyla alinan (50 mg) sivisinin, kanda bulunan glikoz diizeyini diisiirdiigii gériilmistiir.
Allium cepa liliaceae suyunun bakterilerin ¢oguna antimikrobiyal etkinlik gosterdigi
bildirilmistir. Ayrica vitiligo ve alopesi areata tedavisinde etkili bir yontem oldugu seklinde
vaka bildirimleri yer almaktadir. Literatiirde Allium familyasi tiirlerinin tibbi 6zelliginin yani
sira antioksidan ozellikleri ile ilgili yapilmis ¢aligsmalara da rastlanmaktadir fakat endemik bir
tiir olan Allium rumelicum bitkisi ile yapilmig hi¢bir ¢alismaya rastlanmamustir (World Health
Organization [WHQ], 1999; Sharma K. K. ve Sharma S. P., 1976).
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Sekil 2.1. Allium rumelicum (Ozhatay, Kogyigit ve Akalin, 2010)

Jurinea kilaea bitkisi ulusal 6l¢ekte nadir tiir olup kiyr kumullarinin ilgi g¢ekici bir
tiriidiir. Bu kumul bitkisi bilim diinyasina Kilyos’ta toplanan 6rneklerle ilk defa tanitildig:
icin bu tiire kilaea (Kilyos) adi verilmistir. Diger bir ad1 ise Kilyos moru’dur. Jurinea kilaea
diinya yayilis1 Bulgaristan kumullaridir. Ulkemizde de Kirklareli’de rastlanmaktadir (Davis,
1975). Jurinea consanguinea ile yapilan ¢alismada antikolinesteraz, antibakteriyel ve
antioksidan 6zellikleri incelenmistir (Oztiirk vd., 2011). Jurinea familyasindan olan Jurinea
dolomiaea bitkisinde yapilan fitokimyasal, toplam flavonoid ve fenolik bilesenleri,
antioksidan oOzellikleri belirlenmistir. Yapilan caligmalar sonucunda bitkinin halk sagligi
acisindan ¢ok faydali bir bitki oldugu ortaya ¢cikmustir (Naseer, Muhammad, Kiran ve
Mubarak, 2014). Jurinea kilaea bitkisinin antioksidan ve antimikrobiyal o6zellikleri ile

yapilmis herhangi bir ¢alismaya literatiirde rastlanmamaktadir.



Sekil 2.2. Jurinea kilaea bitkisinden bir goriintii (Xaver, 2008)



Sekil 2.3. Jurinea kilaea bitkisinin farkli bir agidan goriintiisii (Tosun, 2011)

Kim, Seo ve Yun (2018) tarafindan Peucedanum japonicum bitkisinde yapilan
calismada bitkinin antioksidan ve antimikrobiyal Ozellikleri arastirilmistir. Movehedian,
Zolfaghari ve Mirshekari (2016) tarafindan yapilan ¢alismada Peucedanum pastinacifolium
bitkisinin antioksidan 6zellikleri incelenmistir. Peucedanum bitkisinin dort farkli tiirii olan
Peucedanum officinale, Peucedanum longifolium, Peucedanum aegopodioides, Peucedanum
alsaticum bitkilerinin antioksidan ve antimikrobiyal ozellikleri ile g¢ahisilmistir (Matejic,
Dzamic, Ciric, Krivosej, Randelovi¢ ve Marin, 2013). Peucedanum obtusifolium bitkisinin
antioksidan ve antimikrobiyal o6zellikleri ile yapilmis herhangi bir ¢alismaya literatiirde

rastlanmamaktadir.



Sekil 2.4. Peucedanum obtusifolium bitkisi (S6zen, 2014)

2 il danct™
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Sekil 2.5. Calisilacak olan bitkilerin kurutulmus hallerinden bir goriintii
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2.2. Serbest Radikal, Antioksidanlar ve Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

2.2.1. Serbest Radikal

Molekiiler veya atomik orbitallerinde eslesmemis elektron igeren molekiil veya
atomlara serbest radikal denir. Serbest radikaller eslesmemis elektron icerdiklerinden oOtiirii

diger maddelerle rahatlikla tepkimeye girebilirler.

Elektronlarini giftlenmis halde barindiran atomlar ya da molekiiller ise kararli bir yap1
durumu teskil ettiklerinden, diger molekiillerle tepkime olusturma istekleri serbest
radikallerde oldugu gibi fazla degildir. Sahip olduklar1 6zelliklerinden dolayr bdyle

molekiillere nonradikal molekiiller denir.

Serbest radikaller oksijen kaynakli olabildigi gibi nitrojen kaynakli da olabilir. Kaynak
olarak oksijenden meydana gelen serbest radikaller reaktif oksijen tiirlerinin kisaltmasi ROS
ve kaynak olarak nitrojenden meydana gelen serbest radikaller ise reaktif nitrojen (azot)
tirleri olup kisaltmast RNS olacak sekilde isimlendirilirler ve bu tiirler diger nonradikal

reaktif tiirlere kolaylikla doniigebilirler.

Serbest radikaller oksijenli solunum, metabolizma ve enfeksiyon gibi viicudumuz

tarafindan tiretilen endojen kaynaklarin yaninda,

e UV isilar, X-ray,

e Pigirilirken yanan organik maddeler,

e Volkanik faaliyetler,

e Karbonmonoksit, toluen, ozon ve diger kirletici gazlar,

e Temizlik iirlinleri, boya, tiner, parfiimler ve bocek ilaglar1 gibi kimyasallar,

e Kloroform ve diger su Kirleticiler,

e Sigara kullanimi, egzoz kaynakli duman gibi cevresel faktorler de serbest

radikallerin olusmasina katki saglayabilir.

Goriildugi tizere canlilarin hiicrelerinde meydana gelen metabolik faaliyetler disinda;
insanlarin istemli ya da istemsiz olarak gerceklestirmis olduklar1 eylemler sonucunda da
serbest radikaller olugmaktadir. Her ne kadar doga olaylari nedeniyle olusuyor olsa da bu

olusumun canlilarin faaliyetleri yaninda olduk¢a az oldugu yadsinamayacak bir gercektir.



Viicutta diisiik yogunluklarda bulunduklarinda reaktif oksijen ve reaktif azot tiirlerinin
enfeksiyonlara karsi savunma ve kanser hiicrelerini yok etme gibi yararli etkilerinden de

bahsetmek miumkiinddr.

Viicutta ROS birikimi organizmada yer alan veya gidalar tarafindan saglanan

antioksidanlarla dengelenmedigi taktirde; meydana gelen “oksidatif gerilim” kosullarinda;

e Kalp rahatsizliklari,

e Hiicrelerde meydana gelen yaslanma ve yipranma,

e Kanser,

e Bagisiklik sistemi rahatsizliklari,

e Mutajenizm,

e Lipoprotein oksidasyonu ile sonuglanan, biyolojik olan yapilarda oksidatif hasara

neden olabilen radikalik zincir tepkimeleri gerceklesmektedir.

Oksidatif gerilim; antioksidan savunma ve oksidan olusumu arasinda olan dengenin
oksidan olusumu yoniine kaymasi durumudur. Bu ifadeden de anlasildigi lizere yeterli
miktarda antioksidan varligi saglanamadigi durumlarda canli viicudunda yasamsal faaliyetler
azalmakta ve ciddi hastaliklar gozlemlenebilmektedir. Tiim bu bilgiler 15181inda antioksidana
olan ihtiyacin biiylikliigli ve tliketiminin ne kadar énemli oldugu anlasilmaktadir. Giiniimiiz
sartlarinda bitkilerden izole edilen bir¢ok antioksidan basta gida takviyesi iiriinleri olmak

tizere bircok alanda siklikla kullanilmaktadir.

2.2.2. Antioksidanlar

Canlilar i¢in olmazsa olmaz bir ihtiyag olan oksijen; yasam faaliyetlerini
stirdiirebilmek amaciyla canlilar tarafindan viicutta kullanilirken viicutta oksijen kaynakli
radikaller olusmaktadir. Oksijen kaynakli bu radikaller yiiksek aktiviteye sahiptir. Serbest
radikaller hiicrelere saldirarak tahribat olusturabilirler. Bir elektron ve bir protona sahip
hidrojen atomu bilinen en basit serbest radikaldir. Antioksidan, lipid oksidasyonunu ve
serbest radikal olusumunu geciktiren veya engelleyen, onlari toksik olmayan iiriinlere
dontistiiren, viicut hiicrelerince fiiretilebildigi gibi gida yoluyla da alinabilen kimyasal
maddelerdir. Aynm1 zamanda serbest radikallerin viicutta sebebiyet verdigi oksidasyon
faaliyetlerini onleyen, serbest radikalleri yakalama ve stabil hale getirme giiciine sahip
molekiillerdir (Elliot, 1999).



2.2.3. Antioksidanlarin Etki Mekanizmasi

Bircok molekiil ya da atomun kendine 6zgii etki mekanizmasi vardir. Viicut i¢in
yasamsal faaliyetlerin devaminda 6nemli bir yere sahip olan antioksidanlar dort ayr sekilde

radikallere etki ederler (Tiirkyilmaz, 2003). Bunlar;

e Toplayici etki
e Bastirici etki
e Zincir kirici etki

e Onarici etki

2.2.3.1. Toplayia etki (scavenging effect)

Serbest oksijen radikallerini daha zayif olan yeni molekiile ¢evirme veya tutma
seklindeki etki toplayici etkidir. Trakeobronsiyal mukus ve enzim yapisindaki antioksidanlar

toplayici etkiye sahiptirler.

2.2.3.2. Bastina etki (quencher effect)

Serbest oksijen radikali ile etkilesime girip bir hidrojen aktarmak suretiyle aktif olan
sekillerini inaktif sekle doniistirme veya azaltma tlirlindeki etki bastiricr etkidir.

Flavonoidler ve vitaminler bu etkiye sahiptirler.

2.2.3.3.  Zincir kiria etki (chain breaking effect)

Serbest oksijen radikallerini baglamak suretiyle i¢ermis olduklar1 zincirleri kirarak
onlarin fonksiyonlarini engelleme esasina dayanan etki sekli zincir kirier etkidir. Bu sekildeki

etkinlik seruloplazminde, minerallerde goriiliir.

2.2.3.4. Onarna etki (repair effect)

Serbest radikallerin sebep oldugu hasarlarin onarilmasi onaricir etkidir. Hiicrede
meydana gelen bircok enzimler araciligiyla gerceklesen tamir mekanizmalart onarici etki

gosterir (Akkus, 1995).
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2.3. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Siiperoksit dismutaz (50D} Glutatyon Koenzim () 10
Katalaz (CAT) Melatonim Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit o-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin Seruloplazmin

ot-Tokoferol (Vitamin E)

Ksantin oksidaz inhibitérleri
(allopiinnel, oksipiirinol, pterin aldehit, tungsten)

p-karoten (Vitamin A)

NADPH oksidaz inhibitérleri {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 déngiisii inhibitdrleri (desferroksamin)

Notrofil adezyon inhibitérleri

Sitokinler (TWNF ve IL-1)
Barbitiiratlar

Demir gelatdrleri

Sekil 2.6. Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Karabulut ve Giilay, 2016)

Antioksidanlar eksojen ve endojen olarak iki grup halinde incelenebilirler (Aydemir ve
Sar1 Karadag, 2009; Sen ve Chakraborty, 2011). Oksidan/antioksidan arasindaki dengeyi
saglamak amaciyla viicudu serbest radikallerden koruyan endojen ve eksojen antioksidanlar

ayn1 zamanda serbest radikalleri etkisizlestirmek i¢in de kullanilirlar (Sen ve Chakraborty,

2011).



Fenolik madde: Polifenoller olarakta adlandirilan fenolik maddeler ya da bilesikler
neredeyse tiim sebze ve meyvelerde az ya da ¢ok bulunurlar. Fenolik asitler ve flavonoidler

olarak simiflandirilirlar.

Flavonoidler: Bitkilerin sekonder metabolitlerinin énemli bir kolu olan ve bitkilere
lacivert, mor, kirmizi, sar1 ve benzeri renkleri veren pigmentlerdir. Genel olarak bitkilerin
tohum, yaprak, cigcek, meyve ve dallarinda bulunurlar. Giiniimiiz sartlarinda sentetik olarak
iiretilmesi miimkiin olmayan flavonoidlerin tek kaynagi suan icin bitkilerdir. Bu nedenle; yap1

ve ozelliklerinin belirlenmesi, yeni kaynaklarinin bulunmasi olduk¢a énemlidir.

Flavonoidlerin genel karbon iskeletini, propan zincirinin iki fenil halkasiyla birleserek

meydana getirdigi difenilpropan (Cs - C3 - Cg) olusturmaktadir (Sekil 2.7).

Sekil 2.7. Flavonoidlerin genel iskeleti

Fenolik asitler: Serbest halde pek rastlanilmayan fenolik asitler igerdikleri karboksil
gruplar1 sayesinde protein, aminoasit ve karbonhidratlarla reaksiyona girebilirler. Fenolik
asitler temel iki yapiya sahip olup bunlar; hidroksisinamik asit (Sekil 2.8) ve hidroksibenzoik
asit (Sekil 2.9) yapilaridir (Huang, Ho ve Lee, 1992).
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HO CH=CH——COOH

Sekil 2.8. Hidroksisinamik asit

HO COOH

Sekil 2.9. Hidroksibenzoik asit

2.4. Antioksidan Kapasite/Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasite, yasamsal faaliyet gosteren hiicrede meydana gelen oksidasyonu

inhibe etme kabiliyetini agiklamaktadir.

Antioksidan aktivite tayin yontemleri, gergeklesen kimyasal tepkime bakimindan

temelde iki smifa ayrilabilir:

1) HAT (Hidrojen atomu transferi) tepkimesine dayananlar

i) ET (Tek elektron transferi) tepkimesine dayananlar

Hidrojen atomu transferi esasina dayanan analizlerde ¢ogunlukla tepkime kinetik
tirlerinden yarigmali olan1 gdzlemlenir ve kantitasyon verileri kinetik egrilerden
yararlanilarak tiiretilir. Hidrojen atomu transferi esasina dayanan yontemler genellikle bir
oksitlenebilen prob, bir adet sentetik serbest radikal olusturucu ve bir antioksidandan olusur.
Tek elektron transferi temelli yontemler reaksiyon bitiminin indikatorii olarak bir oksidan
(olusan tepkimenin takibi amaciyla prob olarak kullanilir) ile redoks tepkimesini igerir.
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Hidrojen atomu transferi ve tek elektron transferi esasina dayanan yontemler bir 6rnegin
radikal ya da oksidan siipiiriicii kapasitesini belirlemeye yoneliktir. Hidrojen atomu transfer
yontemlerinin ¢ogu peroksil radikallerinin substrat ve antioksidan tarafindan yarismali olarak

giderilmesi esasina dayanir. Hidrojen atomu transferi analizine dayanan yontemler:
. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Y 6ntemi,
. Toplam Radikal Tutma Parametresi (TRAP) Yontemi,

1
2
3. Luminol Yo6ntemi,
4. Krosin Beyazlatma Yontemi (Crocin Bleaching Assay),
5

. Toplam Oksiradikal Uzaklastirma Kapasitesi (TOSC) Y 6ntemi
olarak bes baslikta incelenebilir.

Tek elektron transferi esasl analiz yontemleri, antioksidanin indirgendikten sonra renk
degistirdigi gozlemlenen bir oksidani indirgeme kapasitesinin Slgiilmesi esasina dayanir.
Renk degisimi derecesi 6rnekte yer alan antioksidan derisimi ile iliskilendirilir. Tek elektron

transferi esasina dayal analiz yontemleri:

1. Folin-Ciocalteu Yo6ntemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini,

2. ABTS/Persiilfat Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi,

3. FRAP (Fe+3 iyonunu indirgeme) Antioksidan Kapasite Y 6ntemi,

4. DPPH Antioksidan Aktivite Tayin Yo6ntemi,

5. CUPRAC (Cu* iyonunu indirgeme) Antioksidan Kapasite Y éntemi

olarak bes gruba ayrilir.
2.4.1. Hidrojen Atomu Transferine Dayal Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

2.4.1.1. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi

AAPH peroksil radikali ve hidroksil radikali eldesi amaciyla Cu(ll)-H,O, ve
yiikseltgenme 6zelligine sahip olan fikoeritrin (protein substrati) kullanilmaktadir. Elde edilen
radikaller ile fikoeritrin arasinda gergeklesen yiikseltgenme reaksiyonunun sonunda,
fikoeritrinin floresansinin zamana bagli degisiminin dl¢lilmesi esasina dayanan bu yontemde

toplam antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir (Glazer, 1990).
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2.4.1.2. Toplam radikal tutma parametresi (TRAP) yontemi

Wayner, Burton, Ingold ve Locke (1985) yaptiklar1 c¢alismalarla gelistirdikleri bu
yontemde; biyolojik sivilar ya da plazmada yer alan peroksitlenebilen maddelerden ve
AAPH’dan ¢esitli yollarla olusan peroksil radikalleri kullanilmaktadir. Plazmaya AAPH’1n
eklenmesinin ardindan yiikseltgenebilen maddelerin oksidasyonu, reaksiyon esnasinda

tiiketilmis olan oksijenin 6lgtimii yolu ile belirlenir.

2.4.1.3. Luminol yontemi

AAPH bilesiginden c¢esitli reaksiyonlar sonucu olusan peroksil radikallerinin
yiikseltgenebilir substratinin (luminol) oksidasyonu sonucu meydana gelen tepkime ile 1s1k
sacan luminol radikalleri olusmaktadir. Olusan bu 151k luminolmetre olarak adlandirilan

cihazlar yardimiyla dl¢iilmektedir (Alho ve Leinonen, 1999).

2.4.1.4. Krosin beyazlatma yontemi (Crocin Bleaching Assay)

2,2-azobis(2-amidinopropan) dihidrokloriir’den meydana gelebilen peroksil radikalleri
ortamda krosin bulunmasi durumunda bir tepkime gerceklestirir. Bu tepkime krosinin
yiikseltgenme tepkimesidir ve reaksiyon krosinin renginin giderildigi bu olaya dayanir
(Tubaro, Ghiselli, Papuzzi, Maiorino ve Ursini, 1998). Anlasildig1 iizere yontemde; peroksil

radikallerinin krosinde olusturdugu renk degisimi izlenmektedir.

2.4.1.5. Toplam oksiradikal uzaklastirma kapasitesi (TOSC) yontemi

Winston, Regoli, Dugas, Fong ve Blanchard (1998) tarafindan gelistirilen bu
yontemde, AAPH’dan meydana gelen peroksil radikalleri, o-keto-y-metiltiyobiitirik asidi
(KMBA) etilene okside eder ve yontem bu esasa dayanir. En onemli antioksidanlar
polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Polifenolik bilesikler; basit kimyasal yapiya sahip olan
bilesiklerden yiiksek seviyede polimerlesmis maddelere kadar ¢esitliligi olan bitkisel kokenli
maddelerdir (Keskin ve Erkmen, 1987). Polifenolik bilesikler; oksidatif diizende farkli
davranislar sergilerler. Ornek vermek gerekirse; ortamdaki oksijen derisimini diisiirebilir ya
da singlet oksijeni durdurabilirler. Hidroksil radikalleri basta olmak {izere birincil radikalleri
stiptirticii 6zelligi vasitasiyla zincir tepkimelerinin gergeklesmesini onlerler ve metal iyonu
katalizorleri baglarlar (Shahidi, 1996).
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2.4.2. Elektron Transferine Dayal Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

2.4.2.1. Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde tayini

Toplam fenolik madde tayini i¢in kullanilmakta olan Folin-Ciocalteu yontemini
Singleton ve arkadaslari; antioksidanlarin icerdigi toplam fenol miktarin1 6lgmek i¢in
gelistirmistir. Folin-Ciocalteu reaktifi fosfotungstat ve fosfomolibdat karisimi bir reaktif olup
hem polifenolik hem de fenolik antioksidanlarin kolorimetrik analizinde kullanilir (Singleton,
Orthofer ve Lamuela-Raventos, 1999). Yontemin temeli basta fenolik bilesikler olmak iizere
indirgeyici bilesiklerden molibdenyuma e transferi olayma dayanir. Renk olarak mavi olan
kompleksin olusumu 750-765 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak belirlenir. Standart
maddenin genellikle gallik asit oldugu yontemde yapilan son ¢alismalarda alisilagelmis gallik
asit kullanim1 yerine klorojenik, tannik, protokatesik, kaffeik, ferrulik ve vanilik asit de
kullanildig1 goriilmektedir (Prior, Wu ve Karen, 2005). Folin-Ciocalteu reaktifi yonteminin,
bitkisel ekstraktlarin ve gidalarin antioksidan kapasitesinin tespitinde tercih edilmesinin en

onemli nedenleri uygulanmasinin basit, giivenilir ve tekrarlanabilir olusudur.

Mo™® (sart renkli) +& ——————> Mo™ (mavi renkli)

2.4.2.2. ABTS/Persiilfat antioksidan aktivite tayin yontemi

ABTS/Persiilfat antioksidan aktivite yontemi Miller, Rice, Davies, Gopinathan ve
Milner (1993) tarafindan ilk kez raporlanmustir. ABTS” kromojenik bir redoks radikali olup

2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) olarak adlandirihir (Sekil 2.10). Yontem
ABTS™ radikal iyonunun antioksidanlarca absorbansmnin engellenmesi olayma dayanir ve
karakteristik olan 660 nm, 734 nm ve 820 nm dalga boyunda maksimum absorbsiyon
gergeklestirir  (Prior vd., 2005). Radikal katyon olarak iiretilen ABTS™, temel
spektrofotometrik bir yontem olarak gesitli birgok maddenin toplam antioksidan aktivitesini
olgmede kullanilir. Deneyler renksiz bir sivi olan potasyum persiilfit ile ABTS nin
oksidasyonu sonucu ABTS ’de meydana gelen renk degisimini igermekte olup lipofilik ve
hidrofilik bilesenlere uygulanabilir. ABTS™ cozeltisi seyreltilerek yaklasik 10 dakikalik bir
stire igerisinde absorbans dl¢timiinden sonra 1 mL’lik ¢ozeltiler ile farkli konsantrasyonlarda

hazirlanmis olan ekstraktlarin ilk karigimlar: dlgiiliir.
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Sekil 2.10. ABTS molekiilii

2.4.2.3.  Demir(lI) indirgeme antioksidan giicii (FRAP) yontemi

Benzie ve Strain (1996) gelistirdikleri FRAP yonteminde demir(IIl)’in indirgenmesi
sonucu antioksidanlara ait olan toplam miktar analizi islemi gerg¢eklesmektedir. Diisiik
pH’larda meydana gelen Fe(Ill)’in, tripiridiltriazin ile tepkimeye girmesi Sonucunda
[Fe(I11)-TPTZ] olusur ve ortamda bulunan antioksidan etkisiyle Fe(ll)-tripiridiltriazin’e
indirgenir. Tepkime sonucunda olusan Fe(ll)-TPTZ kompleksine ait olan renk koyu mavi

olup maksimum absorbansi 593 nm’de vermektedir.

2.4.2.4. DPPH antioksidan aktivite tayin yontemi

1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ticari amagla elde edilebilen stabil karakterli
organik bir azot radikalidir (Huang, Ou ve Prior, 2005). DPPH" tayin yontemleri dogal olan
ekstraktlarin sahip oldugu antioksidan kapasitesini 6lgmek amaciyla arastirmacilar tarafindan
siklikla basvurulan ve kullanilan bir metotdur (Mot, Dumitrescu ve Sarbu, 2011). Y&ntemde
antioksidanin DPPH" serbest radikaline proton transfer etme reaksiyonu 517 nm dalga
boyunda gergeklesen absorbansta azalmaya neden olur. Goriiniir olarak nitelendirilen bolgede
spektrofotometre yardimiyla absorbans degeri sabit olana degin takip edilmesi esasina
dayanmaktadir. DPPH’ radikali metanol ile hazirlanmis ¢ozeltisinde okside formunda yaklasik

olarak 520 nm degerinde maksimum absorbansa sahip olan bir kimyasal maddedir.
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Bu metot basit olmasimnin yaninda hizli ve birden fazla 6rnegin radikal siipiirme
aktivitesini gozlemlemek i¢in farkli 6rneklerin sahip oldugu ¢oziiniirliiklerine elverisli bir

yontem olarak lanse edilir.

Sekil 2.11. DPPH molekiilii

2.4.2.5. Bakur(Il) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC) tayin yontemi

Apak, Giiglii, Ozyiirek ve Karademir (2004) tarafindan ilk defa gelistirilen bu yontem;
temel olarak 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin)’in bakir(I) ile olusturmus oldugu
(Cu(I1)-Nc) kompleksinin, bakir(l)-neokuproin kelatina (maksimum absorbansi 450 nm’de
verir) indirgenme oOzelliginden yararlanilarak antioksidan kapasitesi hesaplanmaktadir.
Yontemde meydana gelen tepkimede elektron transferi s6z konusudur. CUPRAC y6nteminin
TAC (toplam antioksidan kapasite) analizini diger elektron transferi (ET) esasina dayanan
yontemlerden ayirici avantaji; pH degerinin kolay ayarlanabilir olmasi, stabil olmasi, basit
olmasi, diisik maliyetli olmasi, reajanlarin kolay kullanilabilmesi ve hidrofilik
antioksidanlara uygulanabildigi gibi lipofilik antioksidanlara da uygulanabilmesidir (Ozyiirek,
Giglii ve Apak, 2011). Yonteme gore reaksiyon g¢ozeltileri hazirlanirken bir deney tiipii
icerisine sirasiyla 1 mL 10 mM CuCl,, 1 mL 7,5 mM etanollii neokuproin ¢ozeltisi ve 1 mL 1
M pH 7,0 amonyum asetat tampon ¢ozeltisi ilave edilir. Daha sonra numune ¢ozeltisinden 0,2
mL almir ve 0,9 mL destile su ilave edilerek karigtirillir. 30 dakikalik inkiibasyon (oda

sicakliginda) sonunda reaktifin koriine kars1 450 nm dalga boyundaki absorbanslar dl¢iiliir.
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Sekil 2.12. Cu(ll)-Nc reaktifinin antioksidanlarla verdigi reaksiyon sonucunda Cu(l)-Nc
renkli kelatinin olusumu (Apak vd., 2004)

2.5. Aliiminyum Kloriir/KAc Yontemiyle Toplam Flavonoid Madde Tayini

AICI3/KAc  spektrofotometrik  yontemiyle toplam flavonoid madde tayininde
aliminyum kloriir, flavon ve flavonol grubuna ait bilesiklerin keto ve hidroksil gruplarinin
herhangi biriyle stabil bir kelat olusturmaktadir. Ayrica aliminyum, flavonoid grubu
bilesiklerin halkalarinda yer alan ortodihidroksi gruplariyla da kararsiz olan kompleksler

olusturmaktadir.

Toplam flavonoid madde tayininde kullanilan AICI3/KAC spektrofotometrik yontemi;
etanol, AICIl; ve potasyum asetat ¢ozeltilerinin birbiriyle karigtirllmasinin ardindan, {izerine
flavonoid ¢o6zeltisinin (flavonol, flavon ya da isoflavon bilesikleri) eklenmesi ve bu islem
sonrasinda gegen 30 dakikanin sonunda referansa karsi 415 nm dalga boyunda absorbans

6l¢limiine dayanir (Woisky ve Salatino, 1998).

2.6. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

2.6.1. Disk Difiizyon Yontemi

Disk difiizyon yontemi; bitki ekstrakt ve ugucu yaglarinin antimikrobiyal
Ozelliklerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir. Enterococcus faecalis ATCC51299,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC6538, Listeria monocytogenes
DSM12464, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 test bakterileri Mueller-Hinton brothta

aktiflestirildikten sonra stispansiyon 0,5 Mcfarlanda ayarlanmistir. 6 mm ¢apta disklere 20’ser
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uL bitki ekstrakti ve ugucu yaglar eklenmis, 24 saat 37 °C'de inkiibasyon sonucu zon gaplari
Ol¢iilmiistiir. Analiz 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir (National Committee for
Clinical Laboratory Standards [NCCLS], 1997).

2.7. Literatiirde Antioksidan Aktivite Analizine Yonelik Yapilan Baz1 Calismalar

Surveswaran, Cai, Corke ve Sun (2007) yaptiklari ¢alismada, Hindistan’daki 133 adet
tibbi bitkinin antioksidan kapasiteleri ABTS, FRAP ve DPPH yontemleriyle degerlendirilmis
ve toplam fenolik madde icerikleri Folin-Ciocalteu yontemiyle hesaplanmistir. Bu bitkilerin
antioksidan aktiviteleri, ABTS yontemi ¢alismasinda 0.16 — 500.7 mmol troloks esdegeri/100
g arasinda degisen kuru agirlik araligr gostermektedir ve goriildiigii izere oldukga genis bir
araliktir. Antioksidan aktivite degerleri FRAP ve DPPH yontemlerinde yine ayni sekilde
degismektedir. Toplam antioksidan kapasitesi ile toplam fenolik madde igerigi arasinda
onemli ve pozitif lineer (dogrusal) korelasyon bulunmustur. Bu durum, iizerinde c¢alisilan
tibbi bitkilerdeki baskin olarak bulunan antioksidan bilesenlerin ¢ogunlukla fenolik yapilar
oldugunu gostermektedir. Secilmis 83 bitkinin ters-faz  HPLC kullanilarak yapilan
analizlerinde, temel fenolik bilesiklerin; tanenler, flavonoidler, fenolik asitler,
kurkuminoidler, lignanlar, kumarinler ve kuininler oldugu belirlenmistir. Bu ¢alismanin
151g¢inda Hindistan sinirlar igerisinde yetismekte olan tibbi bitkilerin antioksidan igeriklerinin

bliytlik bir kisminin fenolik yapilardan olustugu varsayimini ¢ikarmak yanlis olmayacaktir.

Igbal, Bhanger ve Anwar (2007) yaptiklar1 ¢alismada Pakistan’da yetisen 5 adet
bugday tiriiniin kepeklerinden elde edilmis ekstraklarinin antioksidan aktiviteleri
degerlendirilmistir. Biitiin kepek ekstraktlari, dnemli miktarda toplam fenolik igerigi (2.12 —
2.37 mg gallik asit esdegeri/g kepek), toplam flavonoid igerigi (epikatesin esdegeri 262-304
ng/g kepek), DPPH aktivitesi (%51-79), kelatlama aktivitesi (etilendiamintetraasetikasit
esdegeri 597-716 ng/g kepek) gostermektedir. ORAC kapasitesi 97-123 umol/g; ABTS
kapasitesi 27-36 umol/g ve toplam antosiyanin icerigi 30-38 mg/kg kepek olarak dl¢tilmiistiir.
Tokotrienol igerikleri (59-74 ppm) ve tokoferol (22-26 ppm) ters faz-HPLC yontemiyle
degerlendirilmistir. Goriildiigii tizere bu tiir igerik ¢aligmalarinin aydinlatilmasi i¢in ters faz-

HPLC yo6ntemi olduk¢a 6nemlidir.

Oszmianski, Wojdylo, Lamer-Zarawska ve Swiader (2007) yaptiklar1 calismada,
Rosaceae familyasindan bazi bitkilerin koklerinde antioksidan tanenleri tespit etmeye

caligmiglardir. Polifenoller, proantosiyanidin polimerlerinin tiyoasidoliz, fenolik asit
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esterlerinin asit hidrolizi sonrasinda analiz edilmistir. Potentilla alba ve Aruncus silvester
koklerinin en fazla baskin prosiyanidin birimleri (-) epikatesin, Waldsteinia geoides ve Geum
rivale koklerinde ise (+) katesin olarak bulunmustur. En yiiksek miktarda proantosiyanidin
derisimi, Waldsteinia geoides (64 g/kg) ve Potentilla alba (80 g/kg) koklerinde belirlenmistir.
Waldsteinia geoides (2.75 g/kg) ve Geum rivale (2.68 g/kg) kuru koklerinde oldukga yiiksek
miktarda ellagik asit oldugu goriilmiistir. ABTS yontemi ile antioksidan aktivite 1.50 - 6.60
mM troloks esdegeri/kg kuru kok, DPPH yonteminde ise bitkilerin tiiriine gore 4.40
(Waldsteinia geoides) ile 0.72 (Filipendula vulgaris) mM troloks esdegeri/kg kuru kok
araliginda degisen miktarlarda bulunmaktadir. Calismada elde edilen verilerden de
anlagsilabilecegi gibi Waldsteinia geoides bitkisinin; caligilan bitkiler arasinda antioksidan

icerigi ve ¢esitliligi en fazla olan bitki oldugu sonucuna varilmaktadir.

Chun, Vattem, Lin ve Shetty (2005) yaptiklar1 ¢alismada, mercankosk (oregano) doku
kiiltiirlerinde yiiksek miktarda antimikrobiyal potansiyel ve antioksidan aktivite gosteren,
birka¢ rozmarinik ve fenolik asit izole edilmistir. Arastirmada, fenolik igerigi zengin olan
mercankosk ekstraktlarimin  antimikrobiyal ve antioksidan aktivitesi Helicobacter pylori
kaynakli {lser hastaligina karsi degerlendirilmistir. Ekstraktlar farkli birkag bolgeden
saglanmis ticari mercankoskler ile karsilastirilmistir. Toplam fenolik igerigi en yiiksek
miktarlarda %60 etanol ekstraktlarinda bulunmustur. Calisma sirasinda uygulanan ABTS
yontemiyle toplam fenolik madde miktar1 arasinda korelasyon vardir. Mercankosk
ekstraktlarmin fenolik profilleri (kafeik asit, protokatesuik asit, rozmarinik asit, kumarik asit,
kuersetin) HPLC yardimi ile analizi yapilmistir. Hidroksisinnamik ve fenolik asitlerin
fizikokimyasal Ozellikleri arasinda var olan farkliligin Helicobacter pylori gelisimini

engelledigi diisiincesi varsayilmaktadir.

Apak, Giiglii, Ozyiirek, Karademir ve Ergag (2006) yaptiklar1 ¢alismada, demlenerek
hazirlanmis olan bazi endemik bitki 6rneklerinin igerigindeki toplam antioksidan kapasitesi,
CUPRAC yontemiyle belirlenmistir. Tiirkiye’nin yerel marketlerinde bulunabilen bitkilerden
siyah c¢ay disindaki en yiiksek antioksidan kapasite, Anagallis arvensis (fare kulagi-¢uha
cicegi), Ocimum basilicum (feslegen), Camellia sinensis (yesil ¢ay) ve Melissa officinalis
(ogulotu) bitkilerinde sirasiyla; 1.63, 1.18, 1.07, ve 0.99 mmol troloks esdegeri/g kapasite
olarak belirlenmistir. Demlenerek hazirlanmis olan, hazir poset ¢ay 6rneklerinde CUPRAC
degerleri en yiiksek olarak, harmanlanms klasik ¢ay olan Ceylon (4.41), klasik Ingiliz cay
(1.26), limonlu yesil ¢ay (1.61) ve yesil cay (0.94) mmol troloks esdegeri/g seklinde
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saptanmustir. Kekik, kisnis, adagay1, bogiirtlen, oksiiriik otu ve altin otunun kapasite degerleri
ise 0.5 mmol troloks esdegeri/g civarinda tespit edilmistir. Bitkisel ¢aylarin Folin-Ciocalteu
yontemi ile saglanan toplam fenolik igerikleri, ABTS ve CUPRAC toplam antioksidan
kapasite yontemleri ile sirasiyla 0.936 ve 0.966 korelasyon katsayilariyla dogrusallik
gosterdigi goriilmektedir. Calisma sonucunda CUPRAC yontemi ile elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde harmanlanmis klasik ¢ay olan Ceylon 4.41 mmol troloks esdegeri/g

igerik ile toplam antioksidan kapasitesi en yiiksek endemik bitki oldugu sonucu ¢ikmaktadir.

Giiclii, Altun, Ozyiirek, Karademir ve Apak (2006) yaptiklar1 ¢alismada, Malatya’nin
5 farkli bolgesinden elde edilmis olan taze, siilfitlenerek ve giineste kurutulmus kayisi
orneklerine ait antioksidan kapasitesi, ABTS, CUPRAC ve toplam polifenol dlgiimleri Folin-
Ciocalteu yontemleriyle yapilmistir. CUPRAC yo6ntemiyle renk veren siilfit, pH 3’te kuvvetli
bazik anyon degistirici reginede HSOs- formunda toplanarak ayrilmistir. CUPRAC
yonteminin Folin-Ciocalteu ve ABTS yontemleri ile korelasyonu (0.93) uygun bulunmustur.
Standart katki yapilmis kayis1 ekstraktlarinin ve saf flavonoidlerin kalibrasyon dogrular
paralellik gostermektedir. CUPRAC yontemiyle yapilmis olan bu caligma, hem cesitli kayisi

orneklerinin siilfit miktarin1 hem de toplam antioksidan kapasitesini belirlemektedir.

Toker, Aslan, Yesilada, Memisoglu ve Ito (2001) ¢alismalarinda, Tilia platyphyllos
(thlamur) tiirlerinin, ta¢ yaprak, cicek ve yapraklarinin flavonoid bilesimini, gelistirmis
olduklar ters faz-HPLC yontemiyle degerlendirmislerdir. Sonuglar, Tiirkiye’de yetismekte
olan iki 1hlamur tiriiniin (Tilia argentea ve Tilia rubra) belirtilen kisimlariyla
karsilastirilmistir. Her iki tiirtin yapilmis olan HPLC analizleri sonucu, ¢icek kisimlarinda
kuersetin-3,7-diramnozid, kuersitrin, izokuersitrin+rutin ve astragallin; yaprak ve ta¢ yaprak
kisimlarinda ayrica kamferol-3,7-diramnozid saptanmustir. Tilia argentea tiiriiniin tag yaprak,
yaprak ve cicek kisimlarinda birbirinden farkli miktarlarda tiliozid saptanmistir. Bu ¢alismada
da gorildiigii tizere degerlendirme siirecinde ters faz-HPLC yonteminin ne kadar aydinlatici

ve onemli oldugu bir kez daha anlagilmaktadir.

Exarchou, Fianegos, Van Beek, Nanos ve Vervoort (2006) yaptiklar1 galismada,
eczacilikta kullanilmakta olan bazi metanollii bitki ekstraktlarinda, hizli bir sekilde
antioksidanlarin  belirlenmesi  amaciyla  birlestirilmis  kromatografik  yontemlerden
faydalanilmistir. Urtica dioica (1sirgan), Lonicera periclymenum (hanimeli), Tilia europea
(1thlamur) ve Hypericum perforatum (sar1 kantaron)’un metanollii ekstraktlarinda yer alan

antioksidan bilesenler dncelikle ABTS ve DPPH radikal siipiirme yontemleri araciligiyla
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goriintiilenmigtir. Analitlere ait yapisal yorum LC-MS ve LC-MS-SPE-NMR yardimiyla
belirlenmistir. NMR, UV ve MS uygulama esasli bu calismada, ekstraktlarin antioksidan
bilesenleri olarak hem monokaffeoilkuinik ve dikaffeoilkuinik asitler hem de flavonoid
glikozitleri bulunmustur. Yapilan bu c¢alismada da goriildigii iizere arastirmacilar; elde
ettikleri sonucglara sadece bir yontem kullanarak degil birden fazla yontemden yararlanarak
ulagsmaktadir. Bazi durumlarda ise yapisal yorum amaciyla birka¢ yontemin birlikte
kullanilmast da s6z konusudur. Bu calismada oldugu gibi LC, MS, SPE, NMR ve UV
birbirinden farkli yontemler olmasina ragmen elde edilen 6l¢iim sonuglarina daha net bir

yapisal yorum getirebilmek adina birlestirilerek kullanilmigtir.

Urbonavicitité, Jakstas, Kornysova, Janulis ve Maruska (2006) yaptiklari bir
calismada, ali¢ (Crataegus monogyna Jacq.) isimli bir bitkinin filiz ve yaprak kisimlarinin
sulu etanol ekstraktlart hazirlanip kapiler bolge elektroforezi yardimiyla analizlenmistir.
Ekstraktin flavonoid miktar1 ve kalitatif bilesimi iizerinde bitki ortiisiiniin olusturdugu etki
incelenmistir. Farkli sulu etanol derisimleri (%40-96) aracilifiyla ekstraksiyon yapilarak
ornek hazirlanmis ve flavonoidlerin geri kazanimi {izerine ekstraktant bilesiminin etkisi
incelenmistir. Kapiler bolge elektroforezi yapilarak elde edilen sonuglar, spektrofotometrik
analizler ve HPLC analizleri ile karsilastirilmis ve etanollii ali¢ ekstraktlarinda; viteksin-2-o-
ramnozid, viteksin, rutin, hiperosid, Kklorojenik asit belirlenmistir. Flavonoidlerin
bozunmasinda ekstrakta ait saklama kosullarinin etkisi de (Sicaklik, giines 15181, saklama
sliresi) incelenmistir. Caligma sonucunda anlasildig tizere bitkilerden elde edilen ekstraktlarin
muhafaza kosullari; igerikleri ilizerinde etkiye sahiptir. Bu durumda calisilacak olan bitki
ekstraktinin ve ulasilmasi hedeflenen antioksidan tiiriiniin hangi sartlarda korundugunun
bilinmesinin, yapilacak olan c¢alismanin basarili bir sekilde sonug¢landirilabilmesi i¢in ciddi

anlamda 6nemli oldugu sonucuna varilmaktadir.

Justesen, Knuthsen ve Leth (1998) yaptiklar1 ¢alismada bazi sebze, meyve ve
igeceklerdeki flavon, flavonol ve flavononlar1 miktarlandirmak ve belirlemek amaciyla, kiitle
spektrometrik dedeksiyonlu yiiksek performansli sivi kromatografisi ve foto-diyot array
yardimiyla ayirma yontemi gelistirilmistir. Dondurularak Kkurutulmus olan gidalarin asit
hidrolizinden sonra, elde edilen bilesikler aglikon olarak analizlenmistir. Gida bilesiminde yer
alan flavonoidler, ticari standartlarin alikonma zamanlari, kiitle spektrumlar1 ve UV ile
karsilastirilmis ardindan flavonoid igerikleri pik alanlari ile hesaplanmistir. Calismada analizi

yapilan kereviz yapraginda luteolin ve apigenin; ihlamurda naringenin, Kuersetin ve
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hesperetin; maydanozda ise kamferol, apigenin ve luteolin igerigi belirlenmis ve

miktarlandirilmistir.

Justesen ve Knuthsen (2001) yaptiklar1 baska bir ¢alismada, sik sik tiiketilen 15 adet
taze bitkinin flavonoid miktarlarinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu nedenle; feslegen, frenk
sogani, tere, kisnis, ogulotu, selamotu, mercankosk, dereotu, maydanoz, adagayi, biberiye,
nane, tarhun, su teresi ve kekik bitkileri taze halde kiitle spektrometrisi ve HPLC ile
analizlenmistir. Asit hidrolizinin ardindan, 5 temel aglikon flavonoid olan izoramnetin,
kamferol, apigenin, luteolin ve kuersetin icerigi belirlenmis ve miktarlandirilmistir. En yiiksek
flavonoid miktarlari, selamotunda (170 mg kuersetin/100 g), maydanozda (510-630 mg
apigenin/100 g), nanede (18-100 mg apigenin/100 g, ayrica luteolin) ve dereotunda (48-110
mg kuersetin/100 g, ayrica izoramnetin ve kamferol) olarak belirlenmistir. Calisma sonuglari
g0z Oniline alindiginda en yiiksek flavonoid miktarinin kuersetin igerigi agisindan selamotunda
(170 mg kuersetin/100 g), apigenin igerigi agisindan ise maydanozda (510-630 mg

apigenin/100 g) oldugu sonucuna varilmaktadir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Troloks, kuersetin, 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neokuproin), gallik asit, bakir(ll)
stilfat, folin reaktifi, sodyum potasyum tartarat, aliiminyum kloriir hekzahidrat, bakir(II)klorir
dihidrat, 2,2-azinobis[3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit] (ABTS), sodyum hidroksit,
amonyum asetat, sodyum karbonat, etanol, metanol, potasyum persiilfat, potasyum asetat, 1,1-
difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH), Mueller-Hinton Broth besiyeri.

3.2. Kullanilan Cihazlar
-Analitik terazi
-Mikrodalga ekstraksiyon sistemi

-UV/Vis Spektrofotometre

3.3. Bitkisel Materyal

Allium rumelicum (mese kormeni), Peucedanum obtusifolium Sibth. & Sm. (kiy1
kerevizi) ve Jurinea kilaea Azn. (kilyos moru) taksonlarina ait 6rnekler 2019 yilinda Tekirdag
Namik Kemal Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik ABD Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Evran Cabi tarafindan, Trakya bolgesinde gergeklestirilmis muhtelif arazi
calismalar1 esnasinda toplanmis ve teshis edilmistir. Allium rumelicum Kirklareli, Demirkdy,
Dupnisa magaras1 ¢evresinden, Peucedanum obtusifolium Edirne Kesan Gokgetepe sahil
boyundan ve son olarak Jurinea kilaea ise Tekirdag Saray Kastro kumullarindan toplanilip
Davis (1965-1985)’in Tiirkiye Florasi, Ozhatay vd. (2010)’nin yeni tiir makaleleri

kullanilarak gerceklestirilmistir.
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3.4. Kullanilan Bakteriler ve Kodlar

Cizelge 3.1. Antimikrobiyal aktivite analizinde kullanilan test bakterileri

Bakteri Bakteri Kodu
Enterococcus faecalis ATCC51299
Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus ATCC6538
Listeriamonocytogenes DSM12464
Salmonella Enteritidis ATCC 13076

3.5. Cozeltilerin Hazirlanisi
Tiim standart maddeler %80 (v/v) metanol-su karigiminda ¢oziilerek hazirlandi.
CUPRAC yonteminde;

Cu(ll) kloriir ¢ozeltisi, 1,0.10%2 M olacak sekilde bakir(Il)kloriir dihidrat’tan
(CuCl,.2H,0) 0,4262 g tartim alinip su ile 250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Amonyum
asetat (NHsAc) tamponu, 1 M (pH 7) olacak sekilde NH4Ac’tan 19,27 g tartilip su ile hacim
250 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Nc ¢ozeltisi, 7,5x10® M olacak sekilde Nc’den 0,039 g
tartilarak hacim %96°lik etil alkolle 25 mL’ye tamamlanmak suretiyle hazirland:.

ABTS yonteminde;

ABTS’den 0,1920 g tartilip hacim su ile 50 mL’ye getirilerek ABTS ¢ozeltisi 7 mM
olacak sekilde hazirlandi. ABTS stok ¢oOzeltisi i¢ine, son derisimi 2,45 mM olacak sekilde
0,0331 g potasyum persiilfat (K,S;0s) ilave edildi. Elde edilen ABTS radikal ¢ozeltisi, 12-16
saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra kullanima hazir hale

gelmektedir.
Folin-Ciocalteu yonteminde;
Lowry A: %2 Na,COs3 (0,1 M NaOH ¢ozeltisinde)

Lowry B: 0,5 M CuSO, (%1°lik NaKC4H4Og ¢ozeltisinde)
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Lowry C: 50 mL Lowry A + 1 mL Lowry B
Folin-Ciocalteu reaktifi distile su ile 1:3 oraninda (v/v) seyreltildi.
AICI3/KAc yontemi;

AICl; ¢ozeltisi, %10’luk olacak sekilde aliiminyum kloriir hekzahidrat’tan
(AICI3.6H20) 9,06 g tartilip hacim 50 mL’ye su ile tamamlanarak hazirlandi. Potasyum asetat
ile hazirlanacak olan tampon ¢o6zelti, KAc’den 4,90 g tartilip hacim 50 mL’ye su ile

tamamlanarak 1 M olacak sekilde hazirlandi.

3.6. Numune Hazirlama Prosediiri

Mikrodalga ekstraksiyon islemi, teflon (PTFE) kaplarda, fiber optik sicaklik kontrol
sistemi ve kapal: firin sistemi kullanilarak gergeklestirildi. Homojen hale getirilmis kuru ham
bitki 6rneginden 0,1 g tartim alinmak suretiyle {izerine 15 mL ¢oziicii (%80 metanol-su (v/v))
eklendikten sonra teflon ekstraksiyon kaplarina konularak cihaz igerisine yerlestirildi.
Ekstraksiyon islemi sirasinda 500 W gii¢ uygulanarak 3 dakikada calisma sicakligi olan
80°C’ye ulasildi (1. asama). Bunu takip eden 3 dakika igerisinde sicaklik 80°C’ de sabit
tutuldu (2. asama) ve son 5 dakikada igerisinde sogumaya birakilarak ekstraksiyon iglemi 11
dakikada tamamlandi (3. asama). Elde edilen tiim bitki ekstreleri 0.45 pm membran filtreden

stiztldii.
3.7. Spektrofotometrik Yontemle Toplam Antioksidan Kapasite/Aktivite Tayini

3.7.1. CUPRAC Yontemi

Test yapilacak olan tiipe 1 mL (0,01 M) CuCl;, ¢ozeltisine 1 mL neokuproin (2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin) (7,5x10° M alkolde) ve NHsAc’den hazirlanan 1 mL amonyum
asetat (NH4Ac) tampon ¢ozeltisi eklendikten sonra karistirildi. Ardindan ham olan ekstrakt
saflagtirilarak gerekli olan bilesikler karistirilan ¢ozelti {izerine eklendi. Karigimin toplam
hacim degeri su ile 4,1 mL olacak sekilde ayarlandi ve 30 dakika oda sartlarinda
inkubasyondan sonra elde edilen absorbans degeri 450 nm dalga boyunda kaydedildi.
Kalibrasyon egrisinden yararlanilarak sonuglar mmol troloks, gallik asit, kuersetin, rutin ve

flavon esdegeri/g olarak asagidaki formiile gore hesaplandi.

(mmol/g) = (Anumune’€) X (Vioptam/Vnumune) X (Vekstre/Inumune) (3.1)
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3.7.2. ABTS/Persiilfat Yontemi

Ekstraktlarin igerdigi antioksidan kapasitesi, ABTS radikal katyon yakalama
yetenegine dayanilarak Ol¢iilmiistiir. Metotta ABTS, diger oksidanlarla veya peroksille okside
olur. Boylece ABTS™ radikali olusur. Bu yonteme gore ABTS ™ radikal katyonu, ABTS
¢Ozeltisinin persiilfat ile oksidasyona ugramasi sonucunda olusturulmustur. 7 mM ABTS suda
¢oziildiikten sonra 2,45 mM potasyum persiilfat ile muamele edilmistir. Elde edilen ABTS *
radikal ¢ozeltisi, 12-16 saat boyunca karanlikta ve oda sicakliginda bekletildikten sonra
kullanima hazir hale geldi. ABTS ' cozeltisi etanol ile 1:10 (v/v) oraninda seyreltilerek
kullanildi. 0,2 mL ornek ¢ozeltisine 2,8 mL etanol ilave edildi ve seyreltilmis ABTS ©
¢ozeltisinden 1 mL alinarak 6 dakika 25 °C’de karanlikta bekletildikten sonra 734 nm’de
troloks, gallik asit, kuersetin, rutin ve flavon esdegeri olarak toplam antioksidan miktari

asagidaki formiile gore hesaplanmaistir.

(mm0|/g) = (Anumune/g) X (Vtoplam/Vnumune) X (Vekstre/gnumune) (3-2)

3.7.3. DPPH Yontemi

1 mM DPPH radikal ¢ozeltisi etil alkolle hazirlandi. 2 mL DPPH ¢o6zeltisi iizerine 2
mL etanol ilave edilip 517 nm’de 30 dakika sonunda absorbans degerleri kaydedildi (A,). 1:5
(v/v) seyreltilmis bitki ekstraktindan 0,2 mL alinip yontem uygulandi. Ardindan ayni dalga
boyunda 30 dakika bekleyip numune varliginda ortamda siipiirilmeden kalan DPPH

radikalinin absorbansi 6l¢iildii. Numunelerin % inhibisyon degerleri,
% Inhibisyon = (A,-A)/A (3.3)

formiiliine gére hesaplandi.

3.8. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Toplam Fenolik Madde Tayini

Lowry A ¢ozeltisi; 2,0 g Na;COs3’1in, 100 mL 0,1 M NaOH ¢ozeltisinde ¢oziinmesi
sonucu hazir hale getirilmistir. Gerek duyulan Lowry B ¢ozeltisi; 0,5 M CuSO4’in, %1°lik
sodyum potasyum tartarat (NaKC4H4Og) ¢0zeltisi igerisinde ¢oziinmesi ile hazirlanmistir.
Lowry C ¢ozeltisi ise; hazir halde bulunan 50 mL Lowry A ¢ozeltisine 1 mL Lowry B
cozeltisi eklenerek Folin reaktifi 1:3 (v/v) oraninda saf su yardimiyla seyreltilmesi sonucu

hazirlanmistir. 0,1 mL 6rnek ¢ozeltisi + 0,9 mL H,O + 2,5 mL Lowry C ¢ozeltisi eklendikten
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sonra elde edilen ¢6zelti karisimi 10 dakika boyunca bekletilir. Ardindan bu ¢6zeltinin iizerine
folin reaktifinden 0,25 mL eklenir ve toplam hacmi 3,75 mL olacak sekilde ¢ozeltiler
hazirlanir. Hazirlanmis olan ¢ozeltiler 40 dakika oda kosullarinda bekletilmesinin ardindan
750 nm dalga boyunda kor olan ¢ozeltiye karsi absorbanslar1 6l¢tilmistiir. Toplam fenolik

madde igerigi asagidaki formiile gore gallik asit tiiriinden hesaplanmustir.

(mm0|/g) = (Anumune/g) X (Vtoplam/Vnumune) X (Vekstre/gnumune) (3-4)

3.9. Aliiminyum Kloriir/KAc Yoéntemiyle Toplam Flavonoid Madde Tayini

AICl3 ¢ozeltisi, %10’luk olacak sekilde aliiminyum kloriir hekzahidrat’tan
(AICI3.6H20) 9,06 g tartim alinip su ile hacim 50 mL’ye tamamlanarak hazirlandi. Potasyum
asetat ile hazirlanacak olan tampon ¢ozelti, KAc’den 4,90 g tartilip hacim 50 mL’ye su ile
tamamlanarak 1 M olacak sekilde hazirlandi. AICls/potasyum asetat yontemine gore; bir cam
tiip igerisine sirastyla 1,5 mL etanol ¢ozeltisi, 1 mL 6rnek ¢dzeltisi, 0,1 mL %10’luk AlCI;
¢ozeltisi, 0,1 mL 1 M KAc ¢ozeltisi ilave edilip ¢alkalandi ve Son hacim 5 mL olacak sekilde
2,3 mL su eklendikten sonra tekrar iyice galkalandi. Uzerinde calisilacak olan tiipler agzi
kapali olacak bir sekilde 30 dakika boyunca oda kosullarinda bekletildi. Bu 30 dakikanin
sonunda O0rnek igermeyen referansa kars1 427 nm dalga boyunda absorbans degerleri dl¢iildii.

Toplam flavonoid madde igerigi kuersetin cinsinden hesaplanmistir.

(mmOI/g) = (Anumune/s) X (Vtoplam/Vnumune) X (Vekstre/gnumune) (35)
3.10. Antimikrobiyal Aktivite Analizi

3.10.1. Disk Difiizyon Yontemi

Dogal bitkilerin ekstrakt ve ucucu yaglari, basta ilag sanayi olmak tizere ¢esitli sanayi
alanlarinda kullanilmakta, bu bilesenlerin antimikrobiyal 6zellikleri ise bir¢ok arastirmaya
konu olmaktadir. Ozellikle insanlarin giiniimiizde dogal iiriinlere yonelmeleri antimikrobiyal

ve antioksidan 6zelliklere sahip bitkilerin 6nemini arttirmaktadir.

Disk diflizyon, bilinen en eski antimikrobiyal duyarlilik yontemi olmakla birlikte,
glinlimiizde laboratuvarlarda antimikrobiyal 6zelliklerin belirlenmesinde kullanilan en yaygin
test olarak giincelligini korumaktadir. Bu analizle birlikte birgok antimikrobiyal bilesen kolay

bir sekilde tespit edilebilmektedir.
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Bitki ekstrakt ve ugucu yaglarinin antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi amaciyla
disk difiizyon yontemi uygun bulunmus ve kullanilmistir. Enterococcus faecalis ATCC51299,
Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC6538, Listeriamonocytogenes
DSM12464, Salmonella Enteritidis ATCC 13076 test bakterileri Mueller-Hinton brothta
aktiflestirildikten sonra siispansiyon 0,5 Mcfarlanda ayarlanmistir. 6 mm c¢apta disklere 20’ser
uL bitki ekstrakti ve ugucu yaglar eklenmis, 24 saat 37 © C'de inkiibasyon sonucu zon gaplari
Ol¢iilmiistiir. Analiz 3 tekrar olacak sekilde gergeklestirilmistir (NCCLS, 1997).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez ¢aligmasinda, Trakya bolgesinde yetisen Allium rumelicum, Jurinea kilaea ve
Peucedanum obtusifolium bitkilerinin toplam antioksidan kapasite tayini (bakir iyonu
indirgeme antioksidan kapasite yontemi, ABTS™ radikal siipiirme aktivite ve DPPH radikal
stiplirme aktivite analiz yontemi), toplam fenolik ve flavonoid madde igeriklerinin tayini
(Folin-Ciocalteu ve AICI; kolorimetrik yontemleri) ve antimikrobiyal 6zelliklerinin
belirlenmesi (disk difiizyon yontemi) islemleri gergeklestirilmistir. Literatiirde Allium
rumelicum, Jurinea kilaea ve Peucedanum obtusifolium bitkileriyle yapilan ¢alismalarla ilgili
makale mevcut degildir. Bu durumda yapilan tiim calismalar literatiire ilk kez sunulmus

olacaktir.

4.1. Allium rumelicum, Peucedanum Obtusifolium ve Jurinea Kilaea Bitkilerinin

Absorpsiyon Spektrumlari

%80 (v/v) metanol-su karisimi kullanilarak hazirlanan Allium rumelicum, Peucedanum
obtusifolium ve Jurinea kilaea bitki ekstraktlarinin 200-800 nm dalga boyu araliklarindaki
spektrumlari, uygun oranlarda seyreltme yapilarak alindi. Sekil 4.1-4.3 bitkilerden elde edilen

absorpsiyon spektrumlarini géstermektedir.

31



2,000 . .

1,500

Abs.

1,000

0,500

0,020C L '
200,00 400,00 600,00 800,0C

Sekil 4.1. %80 (v/v) metanol ile ekstrakte edilmis Allium rumelicum’un 1:10 oraninda
seyreltilmesiyle alinan spektrumu
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Sekil 4.2. %80 (v/v) metanol ile ekstrakte edilmis Peucedenum obtisifolium’un 1:20 oraninda
seyreltilmesiyle alinan spektrumu
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Sekil 4.3. %80 (v/v) metanol ile ekstrakte edilmis Jurinea kilaea’nin 1:30 oraninda
seyreltilmesiyle alinan spektrumu
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4.2. Spektrofotometrik Yontemlerin Uygulanmasi

Literatiir verilerine gore, c¢alisilan Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium ve
Jurinea kilaea tiirlerine ait bitkilerde troloks, gallik asit, kuersetin, rutin ve flavon
bilesiklerinin bulunabildigi bilindiginden bu maddelerin standartlar1 kullanilarak, CUPRAC,
ABTS/Persiilfat, DPPH, Folin-Ciocalteu ve AICI3/KAc yontemleriyle caligma grafikleri
olusturuldu. Bu grafiklerden molar absorpsiyon katsayilar1 belirlendi. Cizelge 4.1-4.4 bu

grafiklerden elde edilen kalibrasyon denklemleri, korelasyon katsayilari ve dogrusal ¢alisma

(lineer) araliklarin1 géstermektedir.

Tablolarda verilen denklemlerde y: pik alani, c: derisim ve r: korelasyon katsayisini
ifade etmektedir.

Cizelge 4.1. Cesitli fenolik bilesik standartlarmin  CUPRAC yontemi ile belirlenen

kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayisi ve lineer araliklari

Fenolik Lineer aralik (mol/L) | Kalibrasyon denklemi Korelasyon

bilesik katsayisi (r)
Troloks 8x10%- 3x10°M y = 1.60x10%c - 0.002 0,999
Gallik asit 1x10°- 2x10° M y = 5x10% + 0.02 0,999
Kuersetin 1x10°-1.2x10° M y = 8x10% + 0.01 0,999
Rutin 2x10° - 5x10° M y = 5x10% + 0.026 0,993
Flavon 2x10° - 5.10*M y = 0.6x10%c + 0.006 0,998
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Cizelge 4.2. Cesitli fenolik bilesik standartlarinin ABTS/Persiilfat yontemi ile belirlenen
kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayisi ve lineer araliklari

Fenolik Bilesik | Lineer Aralik (mol/L) | Kalibrasyon Denklemi Korelasyon
Katsayisi (r)
Troloks 5x102 - 1.2x10° M y = 2.65x10% + 0.018 0,999
Gallik asit 1x10™ - 3x10°M y = 1x10°c — 0.08 0,999
Kuersetin 2x10° - 8x10° M y = 1x10°c + 0.02 0,999
Rutin 8x10° — 2x10° M y = 8x10% + 0.03 0,999
Flavon 1x10” - 5x10° M y = 0.14x10% + 0.027 0,998
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Cizelge 4.3. Cesitli fenolik bilesik standartlarinin Folin-Ciocalteu yontemi ile belirlenen
kalibrasyon denklemi, korelasyon katsayisi ve lineer araliklari

Fenolik Lineer Aralik (mol/L) | Kalibrasyon Denklemi Korelasyon
Bilesik Katsayisi (1)
Gallik asit 2x10™" - 6x10° M y = 6.10x10% + 0.011 0,999

Cizelge 4.4. Cesitli fenolik bilesik standartlarinin AlCl3 yontemi ile belirlenen kalibrasyon
denklemi, korelasyon katsayisi ve lineer araliklar

Fenolik Lineer aralik (mol/L) | Kalibrasyon denklemi Korelasyon
bilesik katsayisi (r)
Kuersetin 5.5x107 - 1.4x10°M | y=2.31x10% +0.018 0,999
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4.3. Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium ve Jurinea kilaea Bitkilerinin Toplam

Antioksidan Kapasite/Aktivite Analiz Sonuglari

4.3.1. CUPRAC Yontemi ile Elde Edilen Analiz Sonuclari

Cizelge 4.5’de ¢alisilan bitkilerin CUPRAC yontemi ile mmol/g troloks, gallik asit,
kuersetin, rutin ve flavon esdegeri cinsinden hesaplanmis toplam antioksidan kapasite

degerleri goriilmektedir.

Cizelge 4.5. CUPRAC yo6ntemi ile analizlenen Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium,
Jurinea kilaea bitkilerinin toplam antioksidan madde igerikleri

Bitki tiri Troloks Gallik asit | Kuersetin Rutin Flavon
(mmol/g) (mmol/g) (mmol/g) | (mmol/g) | (mmol/g)
Allium rumelicum 0,103 0,033 0,022 0,033 0,294
Peucedanum 0,007 0,002 0,001 0,002 0,020
obtusifolium
Jurinea kilaea 0,190 0,061 0,041 0,061 0,543
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4.3.2. ABTS/Persiilfat Yontemi ile Elde Edilen Analiz Sonuclari

Cizelge 4.6’da calisilan bitkilerin ABTS yontemi ile mmol/g troloks, gallik asit,

kuersetin, rutin ve flavon esdegeri cinsinden hesaplanmis toplam antioksidan kapasite

degerleri gortilmektedir.

Cizelge 4.6. ABTS yontemi ile analizlenen Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium,
Jurinea kilaea bitkilerinin toplam antioksidan madde igerikleri

Bitki tiirii Troloks | Gallik asit | Kuersetin | Rutin Flavon
(mmol/g) | (mmol/g) (mmol/g) | (mmol/g) | (mmol/g)
Allium rumelicum 0,065 0,017 0,016 0,021 1,23
Peucedanum obtusifolium 0,040 0,011 0,010 0,013 0,756
Jurinea kilaea 0,084 0,022 0,020 0,027 1,59
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4.3.3. DPPH Yontemi ile Elde Edilen Analiz Sonuglan

DPPH yontemi ile elde edilen antioksidan aktivite tayini sonuglari % inhibisyon

degerleri cinsinden verilmistir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7. DPPH yontemiyle elde edilen % inhibisyon degerleri

Bitki tiirii % Inhibisyon
Allium rumelicum 54,34
Peucedanum obtusifolium 64,34
Jurinea kilaea 51,01
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4.4. Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium ve Jurinea kilaea Bitkilerinin Toplam

Fenolik Madde I¢eriklerinin Belirlenmesi

4.4.1. Folin-Ciocalteu Yontemi ile Elde Edilen Analiz Sonug¢lar:
Calisilan bitkilerin Folin-Ciocalteu yontemi ile analizlenen mmol/g cinsinden gallik

asit miktarlar1 goriilmektedir (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium, Jurinea kilaea bitkilerinin Folin-
Ciocalteu yontemi ile analizlenen toplam fenolik madde igerikleri

Bitki tiirii Gallik asit (mmol/g)
Allium rumelicum 0,179
Peucedanum obtusifolium 0,099
Jurinea kilaea 0,277
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4.5. Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium ve Jurinea kilaea Bitkilerinin Toplam

Flavonoid Madde Iceriklerinin Belirlenmesi

4.5.1. Aliiminyum Kloriir/KAc Yontemi ile Elde Edilen Analiz Sonuclari
Cizelge 4.9°da calisilan bitkilerin AICI3/KAC yontemi ile analizlenen mmol/g

cinsinden kuersetin miktarlar1 gériilmektedir.

Cizelge 4.9. Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium, Jurinea kilaea bitkilerinin
AICI3/KACc yontemi ile analizlenen toplam flavonoid madde igerikleri

Bitki tiirii Kuersetin (mmol/g)
Allium rumelicum 0,017
Peucedanum obtusifolium 0,0032
Jurinea kilaea 0,013
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4.6. Allium rumelicum, Peucedanum obtusifolium ve Jurinea kilaea Bitkilerinin Toplam

Antimikrobiyal Aktivite Analiz Sonuclar:

4.6.1. Disk Difiizyon Yontemi ile Elde Edilen Analiz Sonuclar:

Antimikrobiyal aktivite analizi disk difiizyon yontemi kullanilarak yapilmis ve elde

edilen degerler Cizelge 4.10°da verilmistir.

Cizelge 4.10. Disk diflizyon yontemi ile antimikrobiyal aktivite analiz sonuglari

Mikroorganizmalar |  Allium rumelicum Jurinea kilaea Peucedanum
obtusifolium
(mm) (mm)
(mm)
Enterococcus 0,00 0,00 65,0
faecalis
ATCC51299
Escherichia coli 0,00 0,00 72,3
ATCC 25922
Staphylococcus 64,6 0,00 68,7
aureus ATCC6538
Listeria 0,00 0,00 0,00
monocytogenes
DSM12464
Salmonella 0,00 65,0 0,00
Enteritidis ATCC
13076
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5. SONUC VE TARTISMA

Bu c¢alismada, Trakya bolgesinde yetisen ve daha Once biyolojik aktiviteleri
konusunda calisilmamis olan Allium rumelicum, Jurinea kilaea ve Peucedanum obtusifolium
bitkilerinin toplam fenolik ve toplam flavonoid madde igeriklerinin, antioksidan ve

antimikrobiyal 6zelliklerinin belirlenmesi amaglanmis ve gergeklestirilmistir.

%80(v/v) metanol ¢oziiciisii kullanilarak Allium rumelicum, Jurinea kilaea ve
Peucedanum obtusifolium bitkilerinin ekstraksiyon islemleri gergeklestirildi. Elde edilen tiim
ekstraktlarin UV-goriiniir bolge spektrofotometresi kullanilarak 200-800 nm dalga boyu

araliginda spektrumlari alindi.

Insan saghig1 ve gida maddeleri icin 6nemli olan antioksidanlarin analizi igin basit,
tekrarlanabilirligi yiliksek, reaksiyon basamaklar1 az, ucuz ve spesifik olmayan cihazlarla
yapilan CUPRAC, ABTS/Persiilfat, DPPH yontemleri ile antioksidan aktivite/kapasite
ozellikleri belirlenmistir. Toplam fenolik ve flavonoid bilesenlerin analizi i¢in Folin-Ciocalteu
ve AICI3/KAc metotlart kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivite analizleri de disk difiizyon

yontemi ile analiz edilmistir.

CUPRAC ve ABTS yontemlerinde troloks, gallik asit, kuarsetin, rutin ve flavon
miktarlar1, Folin Ciocalteu ve AICI3/KAC metotlarinda ise gallik asit ve kuarsetin miktarlar
sirastyla mmol/g cinsinden hesaplanmistir. DPPH metodunda ise antioksidan 6zellikler %
inhibisyon degeri olarak verilmistir. Literatiir caligmalar1 incelendiginde tez konusu olan bitki
tiirleri tizerinde antioksidan aktivite, antimikrobiyal 6zellik, toplam fenolik madde ve toplam

flavonoid madde igerigi konusundaki ¢aligsmalara literatiirde rastlanmamaistir.

Molar absorbsiyon Kkatsayisi, analizlenen fenolik bilesigin lineer kalibrasyon
denkleminden bulunan egime karsilik gelmektedir. CUPRAC, ABTS/Persiilfat, AICIs/KAC ve
Folin-Ciocalteu yontemleriyle troloks, gallik asit, rutin, kuarsetin ve flavon bilesenleri i¢in &

degeri Cizelge 4.1, 4.2, 4.3 ve 4.4°de goriilmektedir.
Bu ¢alisma sonucunda;

Toplam antioksidan kapasite (TAK) ol¢timii amaciyla CUPRAC ve ABTS analiz
yontemleri kullanilmig ve sonu¢ olarak en yiiksek toplam antioksidan kapasite degerinin;

CUPRAC ve ABTS yontemlerinin her ikisinde de Jurine kilaea Dbitkisinde oldugu
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goriilmiistiir (Cizelge 4.5; Cizelge 4.6). ABTS/Persiilfat yontemiyle elde edilen sonuglarin
CUPRAC yontemiyle elde edilen sonucglara gore daha diisiik degerlerin elde edilmesinin
nedeni, 0rnegin redoks potansiyeli veya ¢oziinme Ozellikleri itibariyla yetersiz kalmasi ve

ayni zamanda iki yontemin mekanizma farkliliklari ile agiklanabilir.

DPPH yontemiyle analiz edilen % inhibisyon degerinin en diisiikk oldugu bitkinin
Jurinea kilaea oldugu yapilan galismalarda goriilmiistiir. Ayni ¢alisma sonucunda elde edilen
% inhibisyon degerinin en yiiksek oldugu bitki ise Peucedanum obtusifolium olmustur
(Cizelge 4.7).

Toplam fenolik madde icerik (TFI) o6l¢iimii amaciyla Folin-Ciocalteu yontemi
kullanilmis ve burada da en yiiksek toplam fenolik madde igerigine sahip olan bitkinin

Jurinea kilaea oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.8).

AICl3 yontemiyle toplam flavonoid igerik tayininde ise; Peucedanum obtusifolium
bitkisi en diisiik igerige sahip iken, Allium rumelicum bitkisinin en yiiksek flavonoid igerigine
sahip oldugu goriilmiistiir. Jurinea kilaea bitkisi ise 0.013 mmol/g degeriyle flavonoid igerik
bakimindan Allium rumelicum bitkisinden ¢ok az bir farkla ikinci sirada yer aldigi

belirlenmistir (Cizelge 4.9).

Disk difiizyon yontemi ile elde edilen antimikrobiyal aktivite analizi sonuglarina gore;
Peucedanum obtusifolium bitkisinin; tizerinde ¢alisilan bes mikroorganizmadan {igline
(Enterococcus faecalis ATCC51299, Escherichia coli ATCC25922, Staphylococcus aureus
ATCC6538) etkisinin oldugu belirlenmistir. Jurinea kilaea bitkisi; {izerinde ¢alisilan
mikroorganizmalardan sadece Salmonella enteritidis ATCC13076 iizerinde etkili olmusken,
Allium rumelicum bitkisinin ise {izerinde ¢alistlan mikrooraganizmalardan sadece

Staphylococcus aureus ATCC6538 iizerinde etkili oldugu tespit edilmistir (Cizelge 4.10).

Yapilan bu tez calismasi, Tirkiye’de yetisen Allium rumelicum, Jurinea kilaea ve
Peucedanum obtusifolium bitkilerinin biyolojik olarak aktif bilesenlerinin arastiriimasinda
bilimsel birikime 6nemli katki saglayacaktir. Ayrica bu konuda hazirlanan projenin, literatiire
basta kimya bilimi olmak iizere gida, tip gibi calisma alanlarina ve yeni bitki droglarinin

hazirlanmasinda ilag ve dogal bilesikler endiistrisine dnemli katkilar saglayabilecektir.
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