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OZET

Bu c¢alismada Cotinus coggygria (Scop.) bitkisinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri ¢esitli metotlarla incelendi. Bitkinin yapraklari kurutulup
ogitiildiikten sonra su, etanol ve aseton c¢oziiclileri kullanilarak ekstraksiyonlari
yapildi. Her bir ekstraktin antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikali giderme,
indirgeme gilicii ve ferrik tiyosiyanat (FTC) yontemleri ile belirlendi. Toplam fenolik
madde miktar1 ise, Folin-Ciocalteu metodu ile saptandi. Elde edilen sonuglar o-
tokoferol, BHT ve BHA standart maddeleriyle kiyaslanarak degerlendirildi. Su,
etanol ve aseton coziiclileriyle gergeklestirilen ekstraksiyonlar sonucunda, ekstrakte
edilebilen madde miktar1 5-114 mg/g arasinda kurutulmus bitki materyali olarak
bulundu. En yiiksek ekstraksiyon verimi su ekstraktinda gozlendi. Toplam fenolik
madde tayini sonucunda, ekstraktlarda bulunan fenolik madde miktarlarinin gallik asit
esdegeri olarak 176 + 0.025-199.07 + 0.044 mg/g araliginda; degistigi belirlendi.
Serbest radikal giderme aktivitesinden elde edilen verilere gore tiim ekstraktlar
standart maddelerle karsilastirilabilir diizeyde DPPH radikali giderme aktivitesi
gosterdi. Indirgeme kapasitesi tayini yoOniinden; biitiin bitki ekstraktlarinin
standartlarla kiyaslanabilir diizeyde yiiksek aktiviteye sahip oldugu gozlendi. Elde
edilen ekstraktlarin indirgeme kapasiteleri etanol > su > aseton seklinde siralama
gosterdi. Bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan aktivitesi linoleik asit emiilsiyonu
kullanilarak tayin edildi. Linoleik asit peroksidasyonunu oOnlemede en yiiksek

aktiviteyi su ekstraktinin gosterdigi belirlendi.

Cotinus coggygria bitkisi ile hazirlanan ekstarktlar arasinda, su ekstraktinin en
yiiksek antibakteriyal etki gosterdigi ve en duyarli baktrinin Staphylococcus aureus

oldugu tespit edildi. Ayrica MIK ve MBK degerlei belirlendi.

Anahtar Kelimler: Cotinus coggygria (Scop.), Anacardiaceae, Antioksidan
Aktivite, DPPH, Fenolik Madde, Antibakteriyal Aktivite, MIK, MBK
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ABSTRACT

In this study, antioxidant and antimicrobial activities of Cotinus coggygria
Scop. plant were investigated by various methods. After the plants leaves were dried
and milled, their extractions were carried out by using water, ethanol and acetone
solvents. The antioxidant activities of all extracts were determined with different
methods including DPPH free radical scavenging method, reducing power method
and ferric thiocyanate (FTC) method. Their contents of total phenolic compounds
were assayed with Folin-Ciocalteu reagent. The obtained results were compared by
using o-tocopherol, BHT and BHA as standard. The extractable compounds content
were found in the range of 5-114 mg/g dried plant at the end of extractions carried out
by water, ethanol and acetone as solvent. The highest extraction yield was observed
in the water extract. In the total phenolic compound amounts of extracts were
determined to be in the range of 176+0.025-199.07+0.044 mg/g as gallic acid
equivalent. According to data obtained from the assay of free radical scavenging
activity,all extracts showed DPPH scavenging activity, which is comparable with
standard compounds. The reducing capacities of obtained extracts were in the order

of ethanol> water > acetone.

The total antioxidant activities of plant extracts were assayedby using linoleic
acid emulsion. The water extract had the highest ability to prevent linoleic acid

peroxidation.

Among the prepared extracts from Cotinus coggygria plant, water extract
shoed the best antibacterial activity. Staphylococcus aureus were determined to be the

most sensitve bacterium. Also MIC and MBC values of extract were determined.

Keywords: Cotinus coggygria Scop., Anacardiaceae, Antioxidant activity,

DPPH, Phenolic, Antibacterial activity, MIC, MBC.
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KISALTMALAR
ABTS 2,2'-Azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-silfonat)
BHA Butil hidrooksianizol
BHT Butil hidrooksi toluene
DMSO Dimetil stlfoksit
DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
ETS Elektron tasima sistemi
FCR Folin Ciocalteu reaktifi
FRAP Demir(lll)'G indirgeyici antioksidan gii¢
FADH, Flavin adenin dintkleotit (hidrokinon formu)
GAE Gallik asit esdegeri
GPx Glutatatyon peroksidaz
MIK Minimum inhibitér Konsantrasyonu
MBK Minimum Bakterisidal Konsantrasyon
NADH Nikotin adenin dinukleotid
OFX Oflaxacin
ORAC Oksijen radikali absorblama kapasitesi
PG Propil gallat

ROS (ROT) Reaktif oksijen tiirleri
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SOD Superoksit dismutaz

TBHQ t-bitil hidrooksikinon

TEAC Trolox ekivalenti antioksidan kapasite
TRAP Toplam radikal absorbsiyon kapasitesi
TE Tetra Etanol Ekstrakti

TA Tetra Aseton Ekstrakti

TS Tetra Su Ekstrakt

QE Qualitative equivalent



1. GIRIS

Insanlarin  ¢ok eski zamanlardan beri hastaliklarin iyilestirilmesinde
bitkilerden yararlandig1 bilinmektedir. Modern ila¢ endiistrisi hastaliklara kars1 ¢esitli
ilaglar1 gelistirmeden once, bir¢ok bitki ila¢ olarak kullanilmistir (Abay, 2006).
Gilinlimiizde insan ve hayvanlarin tedavisinde birgok ilag¢ sentetik olarak tiretilmekte,
buna karsilik son 30-40 yilda ozellikle endiistrilesmis iilkelerde, bitkisel ilaclara
dogru biiyiik bir yonelis goriilmektedir (Unal, 2006).

Tedavi amaciyla kullanilan bitkilerin miktari, antik cagdan beri devamli bir
artis gostermektedir. Mezopotamya uygarligi doneminde kullanilan bitkisel drog
miktar1 250 civarinda iken 19.yy baslarinda bilinen tibbi bitki miktar1 13.000 sayisina
erismistir. 1979 Diinya Saghk Teskilatinda (WHO) yapilan bir arastirmanin
sonuglarina gore farmakopilerde kayitli olan 5 iilkeden fazla kullanilan ve ticarette
bulunabilen bitkisel droglarin miktart 1900 olarak saptanmistir. Ayn1 kurumun 91
iilkenin farmokopilerine ve tibbi bitkileri lizerine yapilmis olan bazi yayinlarina
dayanarak hazirladig1 bir aragtirmaya gore, tedavi amaciyla kullanilan tibbi bitkilerin

toplam miktar1 20.000 civarindadir (Baytop, 1999; Yildirim, 2006).

19.yy da bitkilerle tedavi alaninda hizli ilerleme ve gelismeler saglanmgtir.
Boylece sifali bitkilerin kiiltiirlerinin  yapilmasi, toplanmasi, kurutulmasi ve
ufalanmasi gibi islemler gelistirilmistir (Oztiirk, 2009). Bu durum, bitkilerin anatomik
yapilarinin tayin edilmesi gerekliligini ortaya ¢ikarmistir. Boylelikle farmakognozi
biliminin temeli atilmistir. Farmakognozi; tibbi ya da sifali bitkiler anlamina

gelmektedir.

Farmakoloji; ilaclar ile ilgili biyolojik sistemler arasindaki etkilesimleri
inceleyen ve eczaciligin temeli olan bilim dalidir. Farmakoterapi; uygulamali
farmakolojidir ve hastaliklarin tedavisinde ilaglarin uygulanmasini konu alir
(Yildirim, 2006). Tiim diinya iilkelerinde oldugu gibi, Tiirkiye'de de tibbi acidan
onemli olan bitkiler, yiizyillardan beri halk arasinda hastaliklarin tedavisi amaciyla

kullanilmaktadir (Bagc1 vd., 1998). Bitkilerin organizmalari 6ldiiriicii ve insan sagligi



icin 6nemli olan Ozellikleri 1926 yilindan bu yana laboratuarlarda arastirilmaya

baslanmistir (Bagci, 1998; Kirbag, 2005).

Tirkiye 3 fitocografik bolgenin bulustugu bir alanda bulunmasi nedeniyle
bitki tiirii bakimindan olduk¢a zengindir. Tiir sayisi1 yaklasik olarak 10.000 civarinda
olup, bitki ortiisii bakimindan 3 flora bolgesine ayrilir: 1. Kuzey Anadolu 2. Bat1 ve
Gliney Anadolu 3. Orta ve Dogu Anadolu Bolgesi Tiirkiye florasi konusunda gerek
ulusal gerekse uluslararasi calismalar bulunup 6nemli bilgiler aktarilmistir. Bu
bilgiler 1s1¢1nda Tiirkiye’nin biyolojik ¢esitlilik yoniinden 6nemi yadsinamaz. Bu
onem kendisini sadece tiir zenginligi olarak degil, biyolojik cesitlilik olarak da

gostermektedir (Kiling ve Kutbay, 2007).

Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler tlizerindeki

caligmalar ve bunlara karsi olan ilgi ¢cok artmistir. Bunun baslica sebepleri sunlardir:

1- Yeterli diizeyde bir kimya endiistrisine sahip bulunmayan kalkinma
yolundaki iilkelerin, memleketlerindeki bitkilerden yararlanarak, kolay ve ucuz bir

tedavi olanagi elde etmek istekleri.

2- Tedavi alanina sokulan yeni sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen
tehlikeli yan etkiler. Bitkisel droglar ¢ok uzun bir zamandan beri tedavide
kullanildiklar1 i¢in yan etkileri iyi bilinmektedir. Buna karsilik tedaviye yeni sokulan
sentetik maddeler, yeterli kontrol zamanina sahip olmadiklarindan, bazi tehlikeli yan
etkilere sahip olduklari, ancak kullanlarindan sonra anlasilmakta ve bu durumda

onarilmasi olanaksiz zararlara sebep olmaktadir.

3- Bazi ilkel ilag maddelerinin, bitkisel droglardan, sentetik olanlardan daha
ucuza ve daha kolaylikla elde edilebilme imkanlari. Steroid bilesikler, kinakina
alkaloidleri, afyon alkaloidleri, ¢cavdar mahmuzu alkaloidleri, Atropa alkaloidleri,
Rauwolfia alkaloidleri, Strychnos alkaloidleri, Digitalis glikozitleri bu ydndeki

uygulamalara 6rnek olarak verilebilir.

4- Bitkisel droglarin diger bir iistlin yan1 da birkag etkiye birden sahip

olmalaridir. Sentetik bilesikler genellikle bir tek etkiye sahiptirler. Bunlarin bazilari



ise, antibiyotikler gibi, yan etkilerini Onlemek icin diger bazi ilaglara ihtiyag

gosterirler. Bitkisel droglarda boyle bir durum yoktur (Abay, 2006).

Son zamanlarda insanda patojenik etki gosteren mikroorganizmalar pek ¢ok
ilaca kars1 direng¢ gelistirmislerdir. Bu durumda bilim adamlar1 yeni antimikrobiyal
kaynak arayisina girismislerdir. Antimikrobiyal tedavi ajanlari i¢in gesitli bitkiler
kaynak olusturmaktadir (Tiirkoglu vd., 2006). Biitiin diinyada yiizlerce bitki,
bakteriyel enfeksiyonlar icin, tedavi amaci ile kullanilmaktadir. Siradan ilaglar
genellikle bakteriyel enfeksiyonlar icin etkili tedavi saglamaktadir (Oztiirk, 2009).
Fakat calismalar gosteriyor ki bir¢ok antibiyotigin bakterilere karsi direncinin
zayiflamasinda kesinlikle bir artis vardir. Mikroorganizmalarin antibiyotiklere karsi
direncinin artmasi, bitki igerisindeki kimyasal bilesiklerin kesfine duyulan gerekliligi
artirmistir (Yi vd. 2007). Bitkilerinde yeni antimikrobiyal kematerap6tik maddelerin
elde edilebilecegi, zengin bir kaynak olmalarindan dolayi, aragtirmalar 6zellikle tibbi
bitkiler iizerinde yogunlagsmustir. Tiirkiye gibi gelismekte olan iilkelerde, tibbi bitkiler
birgok hastaligin tedavisinde yaygin olarak kullaniimaktadir (Unal, 2006).

Hiicrelerin tiimiinde gergeklesen kimyasal reaksiyonlar sonucunda serbest
radikaller olusur (Akkus, 1995). Oksidatif reaksiyonlar ve serbest radikaller bir¢ok
mekanizma sonucu meydana gelir. Bu reaksiyonlar1 genellikle demir ve bakir iyonlari
katalizler (Ni¢iforovi¢ vd., 2010). Serbest radikaller, kimyasal reaksiyonlara ve ¢esitli
kimyasal bilesiklerin bir¢ok redoks reaksiyonlarina protein oksidasyonuna, DNA
hasarma ve hiicre i¢inde lipit peroksidasyonuna neden olurlar (Kil vd., 2009). Son
yillarda serbest radikaller ve bunlarin insan sagligi agisindan zararlari giderek 6nem
kazanmig, arteroskleroz, diyabet, kanser ve yaslanma gibi bir¢cok durumun
mekanizmasinin altinda serbest radikallerin meydana getirdigi hasarlarin oldugu 6ne
siriilmiigtiir (Akagiin, 2009). Canli organizmanin serbest radikallerin etkisinden
korunmasi i¢in antioksidatif korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Bazi
durumlarda antioksidatif koruyucu sistemin iyi c¢alismamasindan dolayi, serbest

radikallerin viicutta fazlalagtig1 goriiliir.

Antioksidanlar viicuda zarar veren serbest radikallerle reaksiyona girerek

bunlarin baslattig1 zincir reaksiyonunu durduran ve bdylece viicudumuzdaki hayati



bilesenlerin zarar gdrmesini engelleyen molekiillerdir. Siiperoksitler, hidroksil
radikalleri ve hidrojen peroksit gibi reaktif oksijen tiirlerinin olusturduklar1 hasara
kars1 koruyucu olan bu molekiiller, reaktif oksijen tiirlerini temizlemek veya okside

bilesikleri indirgemek yoluyla islev yaparlar (Akkus, 1995).

Gida sanayinde yaglarin ve yag iceren diger irilinlerin korunmasi ve raf
Oomriinlin uzatilmast amacl kullanilan sentetik antioksidanlarin viicut igin risk
tasidigl, oOzellikle biitillendirilmis  hidroksitoluen (BHT) ve biitillendirilmis
hidroksianisol (BHA) kullaniminin organizmada tiimdr olusumunu tetikledigi

arastirmalar sonucu bulunmustur (Niciforovi¢ vd., 2010).

Son yillarda sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin goriilmeye baslamasi
nedeniyle besin kimyasi ve koruyucu tibbin bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara
ilgisi artmistir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en Onemli gruplarini

olustururlar (Rice —Evans vd., 1997).

Dogal ve fenolik bilesiklerce zengin meyve ve sebzelerin insan viicudunu
serbest oksijen radikallerine kars1 korumada etkili olduklar1 bilinmektedir. Yapilan
epidemiyolojik ¢aligmalarla reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 bitkisel
kaynaklardaki fitonutrientlerin yararli oldugu; meyve ve sebzelerin koruyucu
etkilerinin igerdikleri askorbik asit (C vitamini), o-tokoferol (E vitamini),
karotenoidler, glutatyon, flavonoidler ve fenolik asitler gibi dogal bilesiklerden dolay1

oldugu bildirilmistir (Halvorsen vd., 2002).

Endiistriyel uygulamalarda kullanilmak iizere; meyve, sebze, aromatik bitki ve
ozellikle cesitli baharatlarin tohum, meyve, yaprak, kok, kabuk gibi kisimlari
kullanilarak antioksidanca zengin ekstraktlar tanimlamak tlizere yapilmis ¢ok sayida

calisma vardir

Bu tez kapsaminda ozellikle Balkan {ilkelerinde ¢ok iyi bilinen ve cesitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilan iilkemizde de 6zellikle Trakya Bolgesinde yaygin
olarak bulunan tetra bitkisinin (Cotinus coggygria Scop.) yapraklarindan olusan

ekstraktin antioksidan aktiviteleri ve antibakteriyel aktivitesi incelenmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Yasam I¢in Oksijen

Yasamumiz: siirdiirmek i¢in havanin molekiiler oksijenini (O,) tiikettigimizi
biliyoruz. Oksijen; hidrojen, karbon, azot ve kiikiirt ile birlikte organik maddelerin
temel elementidir. Aerobik canlilarin enerji metabolizmasindaki rolii nedeniyle hayati

onem tasiyan oksijen, tiim canlilar i¢in vazgecilmez bir elementtir.

Oksijen sadece anaerobik tiirlerde degil, yasamlar1 i¢in mutlaka molekiiler

oksijene bagimli olan canlilarda da toksik etkilidir. (URL 1)

Total oksijen tiiketimimizin % 90'dan fazlasimi1 elektron transport zinciri
(solunum zinciri), % 5-10'u da diger oksijen gerektiren reaksiyonlarda
gerceklestirilmektedir. Elektron transport zincirinde (ETS) molekiiler oksijen,
yakitlardan (glukoz, yag asidi ve amino asitlerin karbon iskeleti) tiireyen NADH ve
FADH,’den elektronlar1 alarak suya indirgenir. Bu yolda oksijen molekiiliiniin
kuvvetli oksitleyici gilicli, ATP'nin yiiksek enerjili fosfat bagi haline doniistiirtiliir

(URL 2).
2.1.1. Molekiiler oksijenin ozellikleri

Molekiiler oksijen (O,), paralel spin durumlu iki ortaklanmamis (eslesmemis)

elektrona sahiptir.

Ortaklanmamis elektron igeren atom, atom grubu veya molekiiller serbest
radikal olarak tanimlanirlar. Serbest radikal tanimma gore molekiiler oksijen, bir
biradikal (diradikal) olarak degerlendirilir. Biradikal oksijen, radikal olmayan
maddelerle yavas reaksiyona girdigi halde diger serbest radikallerle kolayca

reaksiyona girer.

Biradikal oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters

yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet



oksijen, eslesmemis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif oksijen

molekiiliidiir, delta ve sigma olmak {izere iki sekli vardir:

Sigma O,

4-0:0-¢4 | | O:0:t4

DeltaO,

Sekil 2.1. Delta ve Sigma O, (URL 2)

Organizmada, gecis metallerini (Fe™ ve Cu” gibi metaller) iceren enzimler
araciligiyla molekiiler oksijene tek elektronlarin transferi ile oksidasyon reaksiyonlari

meydana gelir.

Molekiiler oksijen, biradikal dogasiin bir sonucu olarak yiiksek derecede

reaktif oksijen tiirleri (ROS) olusturma egilimindedir (URL 2).

2.2. Serbest Radikaller

Serbest radikaller iyonlarin ve uyarilmis molekiillerin ayrilmalari sonucunda
olusan dig yoriingelerinde eslesmemis bir elektrona sahip ve genellikle elektriksel
acidan yiiksiiz atom ya da molekiillerdir. Serbest radikaller son derece reaktiflerdir
yani diger atom ya da molekiillerle kolayca reaksiyona girebilirler (Akyiiz, 2007). Bir
protonu ve bir elektronu bulunan hidrojen atomu en basit serbest radikaldir.
Ortaklanmamis elektron, genel olarak atom veya molekiiliin tist kisminda konulan bir
nokta ile gosterilir. Dis ¢evrede ve hiicre iginde, cesitli fiziksel ve kimyasal olaylar

sonucu siirekli olarak serbest radikal yapimi vardir.

Bir serbest radikal 3 yolla ortaya ¢ikabilir:



1. Kovalent bag tasiyan normal bir molekiiliin homolitik yikimi sonucu

olusurlar (Boliinme sonrasi her bir parcada ortak elektronlardan biri kalir).

X:Y-=X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi ya da bir molekiiliin
heterolitik olarak boliinmesi ile olusurlar. Heterolitik bdliinmede kovalent bagi

olusturan her iki elektron, atomlardan birisinde kalir.

X: Y- X +Y7

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusurlar.

A+e > A ™)

(Altan vd., 2006.)

Serbest radikaller, pozitif yiiklli, negatif ylikli ya da notral olabilirler.
Biyolojik sistemlerde en fazla elektron transferi ile olusurlar (Akkus, 1995). Her ne
kadar serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj
gibi hiicrelerin savunma mekanizmasi icin gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla
iiretimi doku hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonu¢landirilmaktadir (Halliwell vd., 1992).
Serbest radikaller hiicrelerin lipit, protein, DNA, karbonhidratlar gibi tim 6nemli

bilesiklerine etki ederler ve yapilarinin bozulmalarina neden olurlar (Altan vd., 2006).

Serbest radikallerin baslica sigara, alkol ve lipit metabolizmas: iiriinleri,
viriisler, giines 1sinlari, X 1ginlar1 ve kozmik 1sinlar, sanayi atiklari, otomobil egzoz

gazlari, ozon, agir metaller, kirli su ve havadan da olusabildigi bilinmektedir (Sies,



1991). Aym1 zamanda serbest radikaller aktive olmus fagositler, antineoplastikler
(nitro furantoin, bleomisin, doksorubusin, adriamisin) ve stres (katekolamin artar
katekolamin oksidasyonu sonucu serbest radikaller meydana gelir) sonucu biyolojik
olarak firetilir. Bugiin serbest radikaller kanser, yaslanma, Alzheimer, arteroskleroz
gibi pek cok hastaligin olugsmasindan sorumlu ajanlar olarak ele alinmaktadir

(Tiirkoglu vd., 2010).

Radikaller, oksijen igerip icermedigine gore, serbest oksijen radikalleri (SOR)
ve oksijen icermeyen radikaller olarak ikiye ayrilir. Igerdigi iki eslesmemis
elektrondan dolay1 molekiiler oksijenin kendisi de ayni zamanda “biradikal” olup
diger radikallerle kolayca reaksiyon verebilme yetenegine sahiptir. Molekiiler oksijen
organizmalar i¢in indirgenmis karbon bilesiklerinin oksidasyonunda enerji
olusturmak {izere kullanilan en son elektron alicis1 olup tam olarak suya

indirgenebilmesi i¢in dort elektrona ihtiyag duymaktadir (Akyiiz, 2007).

Biyolojik sistemlerdeki reaktif oksijen tiirleri (ROS), siiperoksit anyonu
(207), hidroksil radikali (HO"), nitrik oksit (NO"), peroksil radikali (ROO"), ve radikal
olmayan hidrojen peroksit (H,O,) gibi serbest radikaller oksidatif stresin en dnemli
nedenlerinden birini olustururlar. Serbest radikal zincir reaksiyonlar1 genellikle,
molekiillerden H’nin uzaklastirilmasiyla baglar. Lipit peroksidasyonu serbest radikal
zincir reaksiyonu ig¢in iyl bir Ornektir (doymamis yag asitlerinin hiicre
membranlarinda ve lipoproteinlerdeki oksidasyonu). Bu reaksiyonun ozellikle
arterosklerozun gelisiminde ¢ok Onemli oldugu arastiricilarin savlari arasinda

bulunmaktadir (Altan vd., 2006).
2.2.1. Serbest oksijen radikalleri ve reaktif oksijen tiirleri

Canli organizmadaki en Onemli serbest radikaller, oksijenden olusan
radikallerdir. Oksijen sliperoksit grubuna (O;) baz1 demir-kiikiirt iceren
ylikseltgenme-indirgenme enzimleri ve flavoproteinlerin etkisiyle indirgenir (Mercan,

2004).



Serbest oksijen radikali biyokimyasinin kilit molekiilleri; oksijen, siiperoksit,
hidrojen peroksit, ge¢is metal iyonlar1 ve hidroksil radikalidir. Bunlardan ilk dordii

cesitli reaksiyonlarda hidroksil radikalini olusturur (Tiirkyilmaz, 2007).

02
$-0:0-¢
Molekiiler oksijen

r

o3

FONOLS
Stuiperoksit radikali
(superoksit anyonu)

;r e~ 2H*
v
HX0:

Hi_O:.b::H,

Hidrojen peroksit
l,e H*
H,O + OH"
& Q . H
Hidroksil radikali
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r
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Sekil 2.2.0ksijenin suya indirgenmesi ve diger oksijen tiirlerinin olusumu (isbilir,

2008)

Biyolojik sistemlerde siklikla olusabilen serbest oksijen radikalleri ise Tablo

2.1.”de verilmektedir
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Tablo 2.1.Serbest radikal ve radikali iireten tiir (Winston, 1991)

ADI SIMGESI KiMLIGI
Hidrojen Radikali H Bilinen en basit radikal
Superoksit Radikali (07% Oksijen metabolizmasinin ilk ara GriinU
Hidroksil Radikali OH En toksik (reaktif)oksijen metaboliti radikali
Hidrojen Peroksit H,0, Reaktivitesi cok duslik, molekiler hasar yetenegi zayif
Singlet Oksijen 10, Yarilanma 6mri kisa, glicli oksidatif form
Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipitlere lokalize olma
Peroksil Radikali ROO~ yetenegi
Lipitlerle hizli ¢ozilinerek lipit peroksidasyonunu
Perhidrooksil Radikali H,O artirmaktadir.
Triklorimetil Radikali CCl3 Karacigerde uretilen bir radikal
Tiyil Radikali RS Salfirli ve ciftlesmemis elektron iceren tiirlerin genel adi
Alkoksi Radikali RO Organik peroksitlerin yikimi ile Gretilen metabolit
Azot monoksit NO L-argininden in vivo Uretilir.
Azot dioksit NO, NO'in oksijen ile reaksiyonundan uretilir.

Reaktif oksijen tiirleri, cesitli serbest radikallerin olustugu serbest radikal zincir

reaksiyonlarini baglatabilirler ve hiicrede karbon merkezli organik radikaller (Re),
peroksit radikalleri (ROO¢), alkoksi radikalleri (RO¢) , tiyil radikalleri (RS¢) , siilfenil
radikalleri (RSOe), tiyil peroksit radikalleri (RSO,*) gibi ¢esitli serbest radikallerin

olusumuna neden olurlar (URL 2). Bununla birlikte bir serbest radikal, radikal

olmayan bir madde ile reaksiyona girerek yeni bir radikal olusturabilir. Biyolojik

molekiillerin biiyiik bir kism1 radikal olmadig i¢in, invivo sartlarda reaktif bir radikalin

olusumu, genellikle zincir reaksiyonunun baslamasina yol acabilir (El ve Karakaya,

2006).
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2.2.1.1. Siiperoksit radikali

Stiperoksit (0O,-), molekiiler oksijenin bir elektron alarak indirgenmesiyle
meydana gelen radikal olup, daha ¢ok O,” veya O; anyonu seklinde gosterilir.
Stiperoksit radikali aerobik hiicrelerde olduk¢a sik olusur. Fakat daha cok elektron
transfer sistemlerinde meydana gelir. Bunun yaninda pek ¢cok enzimatik ve enzimatik
olmayan yollarla da meydana gelebilir (Halliwell vd., 1992).Siiperoksit radikali, diger
radikallere nazaran daha az toksik etkiye sahiptir ve yiikli oldugu ig¢in hiicre
membranindan dogrudan gegemez. Ancak eritrosit membranlarindaki anyon

kanalindan gegebilir.
Baslica su yollarla tiretilmektedir:

1. Katekolaminler, hidrokinonlar, rediikte flavinler, tiyoller, tetrahidrofolatlar gibi

biyolojik molekiillerin aerobik ortamda otooksidasyonu sonucu siiperoksit olusur.

2. Aktive olmus fagositik hiicreler (notrofiller, monositler, makrofajlar, eozinofiller),

viriis veya bakteriyi in aktive etmek i¢in bol miktarda siiperoksit tiretirler.

3. Mitokondriyal enerji metabolizmasi sirasinda olusan elektron sizintis1 sonucu

kullanilan oksijenin % 1-3’1i siiperoksit radikali yapimu ile sonlanir.

4. Indirgenmis gecis metallerinin otooksidasyonu siiperoksidi meydana getirebilir

(Isbilir, 2008).
2.2.1.2. Hidrojen peroksit

Hidrojen peroksit, molekiiler oksijenin iki ya da siiperoksitin bir elektron
almas1 sonucu olusur. Biyolojik sistemlerde ise genellikle siiperoksit radikalinden

olusur.
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2.2.1.3. Hidrojen radikali

Organizmada olusan en reaktif ve hasar verici serbest radikaldir ve hidrojen
peroksit tarafindan olusturulur. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona

maruz kalmasi sonucunda olusur (URL 2). Olustugu yerde hemen reaksiyona girdigi

icin hiicresel elemanlara biiyiik zarar verir.

RSH + OH — 3 RS + HO
-CH}- + OH 5 -CH- + H.0
Hemen hemen tiim makromolekiillerle reaksiyon verebilir.

2.2.1.4. Singlet oksijen

Molekiiler oksijenin elektronlarindan birinin enerji alarak kendi spininin ters
yoniinde olan baska bir orbitale yer degistirmesiyle singlet oksijen olusur. Singlet
oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal degildir. Oksijenin
ortaklanmamus elektronlar1 paralel spinli oldugundan oksijendeki spin kisitlamasi

singlet oksijende yoktur ve oldukg¢a reaktif bir oksijen bilesigidir (URL2 ).

0:0: 4 {-0:0-}

A0, ¥ 0,
Singlet Oksijen ('0,)

Sekil 2.3.1 Singlet oksijen (URL 2)
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2.2.1.5. Hipoklorik asit

Hipoklorik asit dokularda hasara yol agan ¢ok gii¢lii bir oksidandir. Bu yiizden
radikal olmadigi halde reaktif oksijen tiirleri arasinda yer almaktadir. Fagositik

hiicreler tarafindan bakterileri 6ldiirmek amaciyla tiretilir (Murray vd. ,1996).
2.2.1.6. Nitrik oksit

Nitrik oksit hiicresel patofizyolojide ¢ok ©nemli bir role sahip, suda
cOziinebilen bir serbest radikal gazidir. Damar genisletici mesaji endotelyumdan diiz
kasa tasiyan bir enerji aktarcisi olarak, santral ve periferal sinirsel aktarimda ve

bagisiklikta aktif rol alir, parazitlerin 6ldiiriilmesinde kullanilir (Akagiin, 2009).

2.2.3. Serbest radikallerin metabolizmaya etkileri

Serbest radikallerdeki asir1 yliklenme viicut igin tehlike olusturur. Ancak
viicudun islevlerini gorebilmesi ve hastaliklardan korunabilmesi icin de gereklidirler.
Serbest radikaller viicudun hastaliklara karst direncini viicudu saran organizmalari
yok ederek arttirir. Buna karsin fazla iiretildiginde viicuttaki bazi yerlere de hasara
neden olarak hastaliklara yol acar. Serbest radikaller hiicrelerde proteinlere, lipitlere,

karbonhidratlara, enzimlere, niikleik asitler ve DNA tizerinde 6nemli etkileri vardir.
2.2.3.1. DNA iizerindeki etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkileyerek
hiicrede mutasyona ve O6liime yol acarlar. Hidroksil radikali (OHs) deoksiriboz ve
bazlarla kolayca reaksiyona girer ve degisikliklere yol acar. Aktive olmus
notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit (H,O,) membranlardan kolayca gegerek
ve hiicre ¢ekirdegine ulasarak DNA hasarina, hiicre disfonksiyonuna ve hatta hiicre
Oliimiine yol agabilir. Sonugta mutasyonlar, translasyonel hatalar hatta protein sentezi

inhibisyonu ortaya ¢ikar (URL 2).
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2.2.3.2. Proteinler iizerindeki etkileri

Proteinlerin karbonil tiirevleri ve oksidasyon iriinleri amino asit yan
zincirlerinin modifikasyonuna sebebiyet verebilir. Proteindeki karbonil guruplariin
cogalmas1 serbest radikallerin agik hedefi olur. Peptit baglarin1 koparabilir. Hiicre
membranindaki proteinleri yikarak hiicrenin oliimiine sebep olabilir. Enzimler de
protein yapisinda olduklari i¢in fonksiyonlarini bozabilir. Ornegin hiicredeki iyon

transportunu bozarak hiicrenin iyon dengesini bozabilir (Loeckie, 1999).
2.2.3.3. Lipitler iizerine etkileri

Lipidler serbest radikallerin etkilerine kars1 en hassas olan biyomolekiillerdir.
Hiicre membranlarindaki kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari, serbest
radikallerle kolayca reaksiyona girerek peroksidasyon iiriinleri olustururlar (URL 2 ).
Coklu doymamis yag asitlerinin oksidatif yikimi ‘lipit peroksidasyonu’ olarak bilinir.
Lipit peroksidasyonuna zarari kendi kendine devam ettiren zincir seklinde

ilerlemesinden kaynaklanmaktadir.

Lipid peroksidasyonu serbest radikaller tarafindan baslatilan ve membranda
bulunan c¢oklu doymamis yag asitlerinin (fosfolipitlerin) oksidasyonunu iceren
kimyasal bir olaydir. Ciinkii fosfolipitlerin radikallerden hizlica etkilenebilen, kolay
ulagilan bir hedef durumundadir. Lipitlerde bulunan ¢oklu doymamis yag asitlerinin
peroksidasyonu radikal zincir reaksiyonuna sebep olur. Lipidlerin peroksidasyonu
sonucu karbonil ve alkenler gibi hiicrelere zararli bir¢ok bilesigin olugmasina yol
acar. Stiperoksit radikali, hidroksil radikali, peroksil radikali ve alkoksil radikali lipid
peroksidasyonunu baglatan radikallerdir. Demir iyonlar1 lipid peroksidasyonunda

onemli rol oynamaktadir.

Serbest radikalin yag asidinden bir hidrojen atomu koparmasiyla lipit
peroksidasyonu baslar. Bir hidrojen kaybeden yag asidi, lipid radikali niteligi kazanir.
Lipit radikali kararsizdir ve bir dizi degisiklige ugrar. Molekiiliin kendi i¢inde bir
diizenleme gercgeklesir ve konjuge dienler olusur. Konjuge dienlerde oksijenle
reaksiyona girerek lipit peroksit radikalini olustururlar. Bu radikaller membran

yapisindaki c¢oklu doymamis yag asitleriyle etkilesime girerek, yeni lipit
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radikallerinin olusumuna yol acar. Bu sirada kendisi de ag¢iga c¢ikan hidrojen

atomlarini alarak lipit peroksitlerine doniisiir (URL 2).

Reaksiyon, lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit hidroperoksitlerinin
aldehit ve diger karbonil bilesiklerine doniismesi ile sona ermektedir. Bu aldehitler
biyolojik olarak c¢ok aktiftirler, ya hiicre diizeyinde metabolize edilir yada hiicrenin

baska bir bolgesinde diffiize olup tahribat yaratirlar.

Lipit peroksidasyonu ¢ok zararli reaksiyondur. Direkt olarak membran
yapisina, reaktif aldehitler tireterek de hiicrelere zarar verir. Birgok hastaliga ve doku

hasarina sebep olur (Onat ve Emerk, 2002).

Baslama: LH+R EE— L'+RH
llerleme: L'+ 0O _— LOO"
LOO'+LH —_— LOOH+L"

Sonlanma: LOOH =——*L0O",L0O0O", Malondialdehid (MDA) gibi1 aldehidler
LOOH +Fe? — Fe” +OH +RO’( Alkoksi radikali )

LOOH +Fe® ——— Fe™ +H +RO; ( Peroksi radikali )

Sekil 2.3.2. Lipit peroksidasyonunun temel prensipleri (URL 2)
2.2.3.4. Serbest radikallerin karbonhidratlara etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli tirlinler meydana gelir ve

bunlar, degisik patolojik siireclerde 6nemli rol oynarlar.

Diyabet ve diyabet komplikasyonlarinin gelisimi, koroner kalp hastaligi,
hipertansiyon, psoriyazis, romatoit arterit, Behget hastaligi, cesitli deri ve goz

hastaliklari, kanser gibi bircok hastalikta ve yaslilikta serbest radikal tiretiminin
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artt1g1, antioksidan savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu gdsterilmistir. Ancak
bu hallerde serbest radikal artisinin sebep mi yoksa sonu¢ mu oldugu tam olarak

bilinmemektedir (URL 2).

2.3. Serbest Radikallere Kars1 Hiicresel Savunma (Antioksidan Savunma

Sistemleri, Antioksidanlar)

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumunu ve bunlarin meydana getirdigi
hasar1 Onlemek icin bir¢cok savunma mekanizmalart vardir. Bu mekanizmalar

"antioksidan savunma sistemleri" veya kisaca "antioksidanlar" olarak bilinirler.

Antioksidan savunma ¢esitli mekanizmalarla etkisini gostermektedir. Bu

mekanizmalar:
1. Radikal metabolit tiretiminin 6nlenmesi,
2. Uretilmis radikallerin temizlenmesi (radikallerin detoksifikasyonu)
3. Hiicre deformasyonunun onarilmasi
4. Sekonder radikal iireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi

5. Endojen antioksidan kapasitesinin artirir (Akyiiz, 2007).
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Sekil 2.4. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Onat vd.2002)

Antioksidanlar dogrudan metabolizmada etkin olabildigi gibi beslenme
yoluyla da almabilirler. Bitkiler dogal antioksidan bilesiklerin baslica kaynagini
olusturmaktadir. Meyve ve sebzeler, baharatlar, bitkisel caylar ve yagli tohumlarin
icermis olduklar1 antioksidan bilesikleri pek c¢ok calismaya konu olmus ve
antioksidan etkilerinin fenolik bilesiklerden ve 6zelliklede flavonoidler yapisindan

kaynaklandig1 gosterilmistir (Diri, 2006).

Antioksidan molekiiller endojen ve eksojen kaynakli yapilar olup, olusan
oksidan molekiillerin neden oldugu hasar1 hem hiicre i¢i hem de hiicre dis1 savunma
ile etkisiz hale getirilirler. Hiicre dist savunma, albiimin, bilirubin, transferin,
seruloplazmin, tirik asit gibi ¢esitli molekiilleri igermektedir. Hiicre i¢i serbest radikal

toplayict enzimler asil antioksidan savunmayi saglamaktadir (Halliwell, 1995).
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Tablo 2.2. Antioksidanlarin ¢esitleri (Akyiiz, 2007)

Antioksidanlar

AN

Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
BHT. BHA. Troloks. SOD mimikleri

/ \ ve cesitli selat olusturucu maddeler.

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

Organizmada substrat olarak serbest radikal kullanan tek enzim olan
stiperoksit dismutaz (SOD) siiperoksit radikallerinin dismutasyonundan sorumlu,
glutatyon peroksidaz (GPx) hiicre i¢inde diisiik konsantrasyon da olusan peroksit
iirlinlerinin (R,0O,) dismutasyonundan ve katalaz (KAT) ise yiiksek konsantrasyonda
olusan hidrojen peroksidin (H,O,) dismutasyonundan sorumlu birer enzimatik
antioksidan olup etkinliklerini hiicre i¢cinde gosterirler (Halliwell vd., 1992; Mates,
1999).

Glutatyon; aminoasitlerin hiicre i¢ine tasinmasi gorevinden baska, cesitli
metabolik fonksiyonlar1 vardir (Onat vd., 2002). Suda ¢6ziinen Onemli bir
antioksidandir. H,O,, disiilfitler, askorbat ve serbest radikalleri indirgeyebilir ve
boylece hiicreleri oksidatif hasara karsi korur. Ozellikle eritrosit membranindan,
l16kositleri fagositozda tiretilen oksidan maddelerden ve lens proteinlerini oksidatif
hasardan korur. Glutatyon, bilirubin, radikal tutucu 6zelligi ile iirik asit, alblimin,

bakir iyonlarin1 baglayarak metal katalizli reaksiyonlar1 sinirlayan seruloplazmin,
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hemoglobin, ferritin birer endojen kaynakli enzimatik olmayan antioksidanlardir.
Urik asidin plazmada askorbik asidi stabilize etme fonksiyonu direk antioksidan

aktivitesinden daha 6nemli bulunmaktadir (Keaney ve Frei, 1994).

Stiperoksit radikali disindaki diger bir indirgeyici hiicresel ajan olan askorbik
asit (C vitamini), zincir kirict antioksidan etki gosteren a-tokoferol (E vitamini),
radikal toplayict etkisi bulunan B-karoten (vitamin A) ve polifenoller gibi molekiiller
insan ve hayvan organizmasinda sentezlenemeyen bitkiler tarafindan sekonder
metabolit olarak {iretilen maddeler olup radikallerin temizlenmesinde ve zincir
reaksiyonlarinin durdurulmasinda etkili birer antioksidan maddelerdir. Etkinliklerini

enzimatik olmayan yolla siirdiirtirler (Akyiiz, 2007).

Stiperoksit anyonunun temizlenmesinde en etkili antioksidan siiperoksit
dismutaz (SOD) enzimi olup glutatyon, flavonoidler ve ¢esitli polifenollerde etkin rol

oynamaktadir.

Cok sayida klinik ve epidemiyolojik ¢aligma bol meyve ve sebze tiiketiminin
kalp damar bozukluklari, kanser, diyabet gibi kronik hastaliklarin gelisme riskini
azalttig1 Parkinson, Alzheimer ve iltihapli hastaliklarin yani sira yaglanma ile olusan

hiicresel sorunlarin 6nlenmesinde etkin rol oynadigini ortaya koymustur.

Gidalarin korunmasi1 ve depolanmasi sirasinda meydana gelen en biiyiik
problemlerden biri lipid oksidasyonu olup; yaglarda acilagsmaya (ransidlesme), yag
iceren diger gidalarda ise renk, tat, aroma ve kivamda bozulmalara ve besinsel
kalitenin azalmasina neden olmaktadir. Gida endiistrisinde lipid oksidasyonu
engellemek veya azaltmak, toksik oksidasyon iiriinlerinin olusmasini engellemek,
besinsel kaliteyi siirdiirmek ve gidanin raf dmriinii uzatmak amaciyla antioksidan

kullanimi gereklidir (Diri, 2006).

Gilintimiizde BHA  (biitillenmis  hidroksianisol), BHT (biitillenmis
hidroksitoluen), PG (propil gallat) ve TBHQ (t- biitil hidrokinon) en ¢ok kullanilan
sentetik antioksidanlardir. Ancak sentetik antioksidanlar ve olusturduklar1 yan
iirlinlerin ¢esitli hastaliklara yol acabilecegini ortaya koyan calismalar vardir. Bu

nedenle dogal kaynaklardan, sentetik antioksidanlarin yerini tutabilecek yeni
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antioksidan maddelerin bulunmasina yonelik caligmalar giderek 6nem kazanmis ve

bu alanda yapilan ¢aligmalar artmistir (Ocksook vd., 2007; Kil, vd., 2009).

Sentetik antioksidanlarin insan sagligi acisindan toksik olusturdugunun 6ne
siiriilmesi lizerine giinlimiizde tiiketici tercihlerini degistirmis ve dogal tarimsal
iiriinlere yoneltmistir. Bu da islenmis gidalarda saglik, kalite ve giivenlik arayiglarim
Oon plana ¢ikarmistir. Arastirmacilar ve gida bilimcileri sentetik antioksidanlarin
yerine gecebilecek, dogal antioksidanlar arastirma gayreti ig¢ine girmislerdir. Bu
amagla yeryliziinde genis dagilim gosteren bitkisel kaynaklara yonlenmekte ve bu
kaynaklardan elde edilecek dogal antioksidanlarin gidalarin islenmesi sirasinda
sentetik antioksidanlar yerine gidalara ilave edilmesi hedeflenmektedir (Kelen vd.,

2008; Oliveria vd., 2008).

Tablo 2.3. Gidalar1 korumada kullanilan bazi sentetik antioksidanlar (Tirk Gida
Kodeksi’'nin konuyla ilgili kismindan yararlanilmistir.)

Antioksidan Kodu Kullamldiga Gadalar

Bebek mamasi; emiulsifive hayvansal-

bitkisel yvaglar; recel, jole .marmelat; sarap.
Askorbik asit uzlan E300-302 | sit-suttozu; i1slenmis, dondurulmug wveya
konserve uminler; ekmek, makarna; kiyma-
dan hazirlanan et kansumlan; meyve-sebze
sulan.

Bebek mamasi; emulsifive havvansal-

Sentetik tokoferoller bitkisel yaglar; regel, j6le, marmelat; sarap,
siit-stittozu;  1glenmis. dondurulmus wveya
(alfa-. beta-, gama-) E307-309 | konserve  uninler; ekmek,  makama;
kiymadan hazirlanan et kangimlan: rafine

zeytinyagi, yag iceren talil, biskiivi, gevrek.

Propil gallat E310 Isil  iglem gormmily @mdalardaki Kati-sivi
vaglar; Kati-siv1 kizartma vaglan;
BHA E320 Balik, s1g1r, kovun, kanath yaglar:;
Sakiz; talul bazh ¢erez: hazir kek kariginm;
BHT E321 kumitulmusg patates ve et; siittozu (otomatik

makine icin); toz corba wve soslar; cesni
TBHQ E319 verici maddeler: g¢esitli gida takviveleri:

15lenmis sert kabuklu meyveler.
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2.4. Antioksidan Aktivite Tayin Metotlar1

Antioksidanlar oksidatif stresle, prooksidanlarin gidalarda, ¢evrede ve
organizmada meydana getirecegi hasarlarla miicadelede kullanilmaktadirlar.
Maddelerin bu amagcla kullanilabilirligini belirlemek i¢in bir¢ok antioksidan tayin

yontemi gelistirilmistir.

Ancak her bir degerlendirme farkli oksidasyon sartlari altinda ve farkli
oksidasyon iriinlerini 6lgmek i¢in birka¢ metot kullanarak yapilmalidir. Son
zamanlarda toplam antioksidan kapasite veya toplam antioksidan aktiviteyi 6lgmek
icin birka¢ metot gelistirilmigtir. Bu metotlar substrat, prob, reaksiyon sartlari ve
antioksidan etkinin hesaplanma sekline gore birbirinden farklidir (Frankel ve Meyer,

2000).

Bu metotlar kimyasal reaksiyonlarina gore baslica iki gruba ayrilirlar:
Hidrojen atomu transferine (HAT) dayanan metotlar ve bir tek elektron transferine
(ET) dayanan metotlar. HAT- ve ET-temelli metotlar 6rnegin koruyucu antioksidan
kapasitesi yerine radikal veya oksidan giderici kapasitesini 6lgmeyi hedefler (isbilir,

2008).

Temel olarak hidrojen atomu transferine dayanan bu metotlara, ilk olarak bir
radikal baslatici kullanilarak, peroksil radikali iiretilir. Reaksiyon ortamindaki
antioksidan ve substrat, radikaller i¢in yarigir. Sonug olarak peroksil radikali ve hedef

molekiiliin arasindaki reaksiyon geciktirilir veya inhibe edilir.

Elektron transferine dayali metotlar ise antioksidanin, Fe™, ABTS gibi bir
oksidan tarafindan yiikseltgenmesi sonucunda bir elektron antioksidandan oksidana
transfer edilir, bu da oksidanin renk degisimine neden olur. UV/VIS ile absorbans
degisimi Olciiliir. Bu absorbans degisiminin derecesi antioksidan konsantrasyonuyla
orantil1 oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesi tayininde kullanilir. FCR ile
toplam fenolik bilesik tayini, Cu' indirgeme kapasitesi, TEAC ve FRAP metotlar1 bu
sinifa girer (Frankel ve Meyer, 2000).
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Tablo 2.4. In vitro kosullarda uygulanan antioksidan aktivite tayin Metodlar1

(isbilir, 2008)

HAT -temelli metodlar

ET -temelli metodlar

ROO + AH = ROOH + A

ROO +LH = ROOH + L

M"+e (AH’den)>AH + MY

Diger metodlar

Oksijen radikali absorblama
kapasitesi (ORAC)

Trolox ekivalenti antioksidan

kapasite(TEAC)

Tiyobarbitirikasit ile
oksidasyon drinlerinin
tayini(TBARS)

Linoleik asit oksidasyonunun
inhibisyomnu(TRAP)

Fe (3)iyonu indirgeme glicli

Peroksit degeri (POV)

LDL oksidasyonunun
inhibisyonu(TRAP)

DPPH radikali giderme aktivitesi

Ransimat metodu

Crocin agartma metodu

FCR ile toplam fenolik bilesik

tayini

Cesitli serbest
radikalleriyakalama
metodlari

2.5. Antimikrobiyal Maddeler

Bitkiler yiizyillardan beri tiim diinyada gidalarin tat ve aromasinin

artirtlmasinda gidalarda istenmeyen kokularin giderilmesinde ve hepsinden dnemlisi

de tedavi amagli olarak kullanilmistir (Toroglu vd.,2006). Gilinimiizde bitkiler ve

bitkisel ilag hammaddeleri tedavide kullanilan ilaglarin biiylik bir bdliimiini

olusturmaktadir (Dagc1 ve Dignak, 2005). Gerek aromatik gerekse tibbi bitkilerin

cesitli yontemlerle elde edilen Oziitlerinin antibakteriyel etkilere sahip olduklari

bilinmektedir. M.O. 2500 yillarinda bilingsizce antimikrobik tedavi yontemleri

kullanilmistir. Bu devirde enfeksiyon hastaliklar1 tedavisinde kullanilan bitki kokleri,

sarap ve kiif gibi maddeler olumlu sonuglar vermistir (Akytiz, 2007). Bakterilerde

gelisen antibiyotik direngliliginin 6nlenmesinde ilaglara alternatif olarak bitkilerin ve
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bitkisel iiriinlerin, baz1 geleneksel antimikrobiyal olarak kullanilmalar1 6nerilmektedir
(Toroglu vd., 2006). Invitro ortamda yapilmis olan pek ¢ok calismada da cesitli
bitkilerden elde edilmis Oziitlerin antibakteriyel aktiviteye sahip olduklari

gosterilmistir (Esen, 2008).

Bitkiler antimikrobiyal aktivite gdstermelerinin yani sira sitotoksik kapasiteye
de sahip olabilmektedirler. Kivgak ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada
Ceratonia ciliqua bitkisinden elde edilen metanol ve su Oziitlerinin hem
antimikrobiyal hem de sitotoksik aktivite gosterdigi bildirilmistir. Tiirkiye’de yetisen
bazi tibbi bitkilerden ve bu bitkilerin doku kiiltiirlerinden elde edilen oziitler ile
yapilan bir arastirmada ise, Ecbhalium elaterium bitkisinin hiicre kiiltiiriinden elde

edilen 6ziitlin sitotoksik aktivite gosterdigi belirtilmistir (Erecevit, 2007).

1854-1915 yillar1 arasinda Paul Ehrlich, bir arsenik bilesigi olan arsfenamin
ile sifilizi, tripan kirmizis1 boyasi ile Afrika uyku hastaligini tedavi etmeyi
basarmistir. 1927 yillarinda Almanya’da kimya endiistrisi alaninda ¢alisan Gerhard
Domagk ve ekibi, ¢esitli boyalarin patojen bakterilere etkinligini ve hayvanlardaki
toksik etkisini arastirmiglardir. Bu arastirma sirasinda, deri boyamada kullanilan
prontosil kirmizis1 adli boyanin hayvanlara toksik olmadigini, stafilokok ve
streptokoklara etkili oldugunu saptamiglardir ve bu bulgunun 1935 yilinda
yayimlanmasindan bir yil sonra prontosil kirmizisinin viicutta siilfanilamide

doniistiigii ve antibakteriyel aktiviteyi bu maddenin sagladigi anlasilmistir.

1929 yilinda S. Alexander Fleming tarafindan bulunan ve bu yillarda toksik
etkileri nedeniyle kullanim alanma giremeyen penisilin 1940 yilinda kullanilir hale
Ernest Chain ve Howard Florey tarafindan getirilmistir. Penisilin 2. Diinya
Savasi’nda yara enfeksiyonlu bir¢ok askerin hayatini kurtarmistir. Son yillarda
antibakteriyel etki alan1 daha genislemis ve toksik etkisi az olan bir¢ok antibiyotik ve

kematerapdtik iiretilmistir (Akyiiz, 2007).
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2.6. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

Antimikrobiyal maddede olmasi gereken en Onemli Ozellik segici
toksisitedir.Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal madde diisiik konsantrasyonlarda
bile etkili olup ¢ok az toksik olmalidir. Boyle bir etkinin ortaya g¢ikabilmesi icin
antimikrobiyal maddenin hedef olarak memeli hiicrelerinden ¢ok mikroorganizmalar
secilmelisi gerekmektedir. Bakteriler prokaryot, memeli hiicreler okaryottur.
Prokaryot hiicrede var olan, ancak oOkaryot hiicrede bulunmayan bir molekiilii
hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin; sefalosporinler, siilfonamidler) yiiksek

derecede segici toksisiteye sahiptir.

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az
ya da c¢ok olusuna bagli olarak, dar ya da genis spektrumlu seklinde tanimlanir. En
dar spektrumlu maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma iizerine etkili ve
tedavide ideal antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Genis spektrumlu
antimikrobiyal maddeler konagin dogal bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve ekolojik
dengeyi saglayan normal mikroorganizma florasini bozar. Fakat bir¢ok patojenin
birlikte etken oldugu enfeksiyonlarda ya da mikrobiyoloji laboratuari sonuglarinin
beklenemeyecegi acil durumlarda genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler

(karbapenemler, kinolonlar...) kullanilir.

Bazi bakteri ve mantar tiirleri tarafindan olusturulan, mikrobisid veya
mikrobiyostatik etki gosteren maddelere antibiyotik denir. Mikrobisid madde
mikroorganizmalar1 6ldiiriicii, mikrobiyostatik madde ise mikroorganizmalarin
iiremesini durdurucu etki gosterirler. Antibiyotiklerle benzer 6zelliklere sahip olan,
timiiyle sentetik (kimyasal yolla sentez edilen) olan maddelere de kemoterapotik

denir (Akyiiz, 2007; Oztiirk, 2009).

2.6.1. Antibakteriyel maddenin siniflandirilmasi

Antibakteriyel maddeler bakteriler lizerine bes farkli yoldan etki eder:

1-) Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu
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-Beta-laktam antibiyotikler, penisilinler, glikopeptid antibiyotikler

2-) Sitoplazma zarinin fonksiyon ve yapisinin bozulmasi

-Polimksinler

3-) Protein sentezinin inhibisyonu

-Amino glikozitler, tetrasiklinler, cloroamfenikol, mikrolit antibiyotikler
4-) Niikleik asit sentez ve fonksiyonlarinin bozulmasi

-Kinonlar, rifamisin, nitrofurantoin

5-) Kimyasal yapilardaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasi

-Siilfonamidler (Akyiiz, 2007)

2.7. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Metotlar:

Mikroorganizmalar antibiyotiklere karst c¢ok degisik sekilde duyarlilik
gosterirler. Bu durum, hem antibiyotiklerin yapisina ve hem de mikroorganizmalarin
tiiriine gore degisebilir. Bu bakimdan gerek koruyucu amagla ve gerekse en 6nemlisi
sagaltim i¢in kullanilacak antimikrobiyal ilaglarin spesifik hastalik etkenine karsi olan
statik ve/veya sidal etkisinin ¢ok iyi belirlenmesi ve boyle bir ilacin segilerek yeterli
siirede ve dozda bir program dahilinde kullanilmasi gereklidir. Hatta bazen bu da
yeterli olmayabilir. Bazen de, enfeksiyonlardan primer etken yerine sekonder
mikroorganizmalar izole edilmektedir. Boyle hallerde, hastaligin esas etkenine karsi
degil de sekonder ajanin duyarliligimma gore se¢ilmis antibiyotikler kullanilmaktadir.

Bunlarin da bir yarar1 olmamaktadir.

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere duyarliligin saptanmasinda baglica 2

temel yontem vardir (Giinay, 2002).
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1. Dillisyon Y6ntemi

2. Difilizyon Yontemi

2.7.1. Diliisyon yontemi

Diliisyon teknikleri bir organizmanin antibiyotiklere duyarliligi tayin etmek
icin gelistirilmistir. Antibiyotiklerin sivi veya kat1 (agarda diliisyon) besiyerlerinde
bir seri halinde seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarlilig1 belirlenecek
bakterinin belirli sayida hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda ilave
edilmesidir. Deney serileri uygun sicaklikta (35-37 °C’de) ve bakterinin liremesi i¢in
uygun siire (16-20 saat) bekletildikten sonra sonuclar ile bakterinin {liremesini
durduran en az antibiyotik miktar1 (minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK)
belirlenir.  Antimikrobiyal maddenin kullanilan organizmaya karst hangi
konsantrasyonda etkili oldugu tiremenin varligmma ya da yokluguna gore
belirlenmektedir. Antimikrobiyal madde konsantrasyonunun, inhibitor
konsantrasyonunun altinda oldugu tiiplerde siispansiyon bulaniktir. Antimikrobiyal
madde konsantrasyonu, inhibitér konsantrasyonuna esit ya da yiiksek oldugu tiipler
ise siispansiyon berraktir (Iscan, 2002, Oztiirk, 2009). Bir mikroorganizmanin
gelismesini en az diizeyde engelleyecek konsantrasyona MIK (Minimum Inhibitor

Konsantrasyonu) denilir (URL 4).

2.7.2 Difiizyon Yontemi

Test materyalin agarda diffuze olmasina ve diffuze oldugu mesafe kadar test
mikroorganizmalarini inhibe etme esasina dayanir (URL 3). Bu ydntemin birbirinin
yerine gegebilir tarzda kullanilan disk difiizyon ve ¢ukur agar difiizyon yontemleri
olarak adlandirilan iki alt grubu vardir. Bu iki yontem arasindaki tek fark cukur agar
testin degerlendirilecek olan madde agar iizerinde acilan standart g¢ukurlara
yerlestirilirken, disk difiizyonda emdirildikleri kagit diskle birlikte agar ylizeyine

yerlestirilirler.
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Antibiyotikler genellikle kagit disklere belli konsantrasyonda emdirilir ve
bunlar antibiyotik kaynagi olarak kullanilir. Bu yontem Kirby-Bauer yontemi olarak

da adlandirilir (Yigit vd., 2009).

Disk difiizyon yonteminde; belirli bir miktar antimikrobiyal ajan kagit diskler
test mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun yayildig: agar plaklarin
ylizeyine yerlestirilir. Boylece disk teki antimikrobiyal madde besiyeri igerisine
yayilir ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller. Bunun sonucunda,
disk cevresinde bakterilerin iiremedigi dairesel bir zon alani olusur. Degerlendirme

disk etrafinda olusan lirememe alaninin ¢apinin mm olarak 6l¢iilmesi ile yapilir (URL

3).

2.8. Anacadiacea

Kisa sapli, tam kenarli, genis yumurtams: bir bi¢cimdeki ii¢lii pinnat sekilde
yapist vardir. Lamina bosluklar1 ¢ukurumsu bazis kismina dogru gittikge daralan bir

yaprak tipi mevcuttur. Siirgline almash dizilmislerdir.

Kok kisminda mantar kambriyumu genellikle yiizeysel bir bigimde

olmaktadir. Regine ya da lateksle dolu bol salgt doku bulunmaktadir.

Tek ya da c¢ok evcikli olup sapli, izomorf simetrilidir. Cigeklenme diizeni 5

kisimli bilesik salkim panikuladir (Siklik, tetrasiklik, pentasiklik).

Kaliks ve korolla bulunmak {izere olup korolla 3-5 bilesik cok petalli,
tipstidiir (alt kistmda daralmis, yukari dogru can seklini alan). Ovaryum alt

durumlu, 1-5 lokusludur. Meyve drupa tipi etli meyvedir. Tohum endospermiktir.

Anacardiaceae, ¢icekli bitkilerin sumak ailesinden Sapindales takimi i¢inde
olan, yapraklarin1 doken ya da dékmeyen 70 cins ve 650 tiire sahip ¢ali ya da odunsu

tirden sarmasiklar seklinde bulunan bir familyadir. Diinya’nin tropikal yada
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suptropikal bolgelerine has bir bitki familyasi1 olup 1liman bolgelerde de az miktarda

bulunur.

Antep fistig1 (Pistacia vera) ve kaju (Anacardium occidentale) ve mango
(Mangifera indica), mombin (Spondias), yabani erik (Harpephyllum caffrum) bu
familyaya Ornek bitkilerdir. Ayrica sakiz agaci (Pistacia lentiscus), vernik agaci
(Rhus vernicifera), Quebracho agaglar (cins Schinopsis, ozellikle S. lorentzii) ticari

amagla kullanilan bitkilerdir.

Ayrica birkag tiir kirmizims1 kahve rengine sahip olan Perulu biber agaci
(Schinus molle), Cotinus tlirleri ve (Rhus) ahsap siis bitkisi olarak yetistirilmektedir

(URL 6; URL 7).

2.8.1. Cotinus coggygria

Cotinus angiospermlerin Anacardiaceae familyasina ait kii¢lik bir gruptur
1. Cotinus coggygria Scop. (Avrasya duman agaci)
2 Cotinus obovatus Raf. (Amerikan duman agaci)

Cotinus cinsi Avrupa’nin giineyinde, Himalayalar, Giineybatt Cin ve
Giineybat1 Amerika da genisce bir sekilde yer kaplamaktadir (Novakovi¢ vd., 2007).
Duman agac1 6nceleri dekoratif siis amacli kullanilmaktir. Daha sonra ise Amerika da
bu agaglardan elde edilen tahtalar dayanikli citlerin yapiminda ve sivil savas
zamanlar1 sar1 renk boyanin eldesinde kullanildi. Amerikan duman agaclar kiigiik
calilar olup genisce yer kaplarlar. Yapraklar1 yuvarlak,rengi mavimtirak ya da koyu
yesil gittikce parlak sari, turuncu, kirmizi ve mora doniisen bitkilerdir. Cotinus
obovatus Raf. govdesi gri kahve karigimi renkte olup kiiciik saglam yapidadir (Pijut,
2008).

Tiirkiye’de Cotinus coggygria bitkisine, duman agaci, boyaci sumagi, peluke
calis1 gibi isimler verilirken Balkanlarda yoresel olarak “rujevina” veya”ruj” diye de
isimlendirilmektedir. Sonbahar da yapraklarinin kirmizi rengini almasindan oOtiiri

boyle adlandirilir (Novakovi¢ vd., 2007). 4 m kadar boylanabilen, 3 m kadar yayilma
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alan1 gosterebilen, sik dalli, dik duran, yuvarlak tepeli agaccik ya da ¢ali toplulugudur
(URL 8).

Farkli pH degerine uyum sagladigindan dolay1 her ¢esit toprak ve arazilerde
genisce yayilabilmektedir. Yapraklari pinnat tipidir. [lkbaharda yesil renkteyken yaz
sonuna dogru kirmiziya doner. Cicekleri ise kiigiik pamuk gibi olup gosterissizdir.
Cigeklenmenin ardindan pedikiiller ve pediseller uzamasiyla tipki bir sag

goriinimiinii alir adi burdan gelmektedir.

C. coggygria farkli {ilkelerde yapraklar1 antiseptik, antiinflamatuar,
antimikrobiyal, antithemamorfik ya da yara iyilestirici olarak kullanilir (Mati¢ vd.,

2009)
Ciceklenme zamani: Haziran-Temmuz

Meyve tipi: Sulu, ags1,3.6 mm genisliginde drupa tipi, rengi kirmizi-kahve

olup olgunlasinca siyah i¢i ¢ekirdekli
Hasat zamani: Agustos-Eyliil

Yetisme ortami: Genel olarak kalkerli tortul kayaliklarda, karagam ve giirgen

agaclarinin bulundugu ormanlarda

Fitocografik bolgesi: Avrupa’nin giineyinde, Akdeniz de, Moldova,
Kafkaslar, Cin’in merkez bolgesi, Himalayalar ve Balkanlar (Novakovi¢ vd., 2007)
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Sekil 2.8.1. Cotinus coggygria ‘nin diinyadaki dagilisi (URL 9)

2 copyright illl]ﬁ Miranda "deg on
wiww Wildchicken.com

Sekil 2.8.2. Cotinus coggygria yapraklari (URL 10)
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Materyal
3.1.1. Bitkisel Materyal

Deneylerde kullanilan tetra (Cotinus coggygria) bitkisi 2010 yili Temmuz
aymda Kirklareli’nin Saray il¢esinin Kizilaga¢ koyii Pabucdere mevkii yakinlarindan
toplandi. Yrd. Dog¢.Dr. Necmettin Giiler tarafindan teshis edildi. Temin edilen
orneklerin yapraklar1 ayiklandiktan sonra oda kosullarinda ve golgede kurutuldu.

Analizlerde kullanilmak tizere renkli kavanozlarda muhafaza edildi.
3.1.2. Test bakterileri

Bu arastirmada 6 standart bakteri susu ve bir tane de klinik bakteri kullanildi.
Kullanilan standart bakteri suslari Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji
Laboratuarindan ve Kirikkale Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii
Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuarindaki kiiltiir koleksiyonundan alimmustir. Klinik
bakteri ise Trakya Universitesi Tip Fakiiltesindeki bir hastadan alman 6rnek
lizerinden temin edilmistir. Kullanilan bakteriler ve kodlar1 Tablo 2.5. verilmistir.
Test edilen her bakteri tiiriiniin hassasiyetini belirlemek ve kullanilan ydntemin
kontrolii i¢cin Oflaxacin, Ampicilin ve Cloroamfenikol standart antibiyotik diskleri

kullanildi.

Tablo 2.5. Kullanilan bakteriler ve kodlari

Bakteri Adi Bakteri kodu
Escherichia coli ATCC25922

Klebsiella pneumoniae ATCC700603
Staphylococcus aureus ATCC29213
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Pseudomonas aeruginosa: Katalaz (+), insan patojeni, gram (-), sitrat (+), metil
kirmizis1 (-), Voges Proskauer (-), aerobik, polar flagellasi (0.5*%1.5-3 mikron
boyutlarinda) ile hareket edebilen c¢ubuk sekilli bakterilerdir. Polar konumlu
flagellalar1 ile hareketlidirler. Ekseriya tek hiicreler halinde goriiniirler, fakat bazen
tireme esnasinda birkag hiicre bitigik kalarak kisa zincirler teskil ettikleri goriiliir (Sen,
2006). Bakterinin ¢evresinde ekstraseliiler polisakkarit yapida bir tabaka bulunur.
Fermantasyon yapmaz, glukozu okside edebilir. Pseudomonas aeruginosa aeroptur,
tiremesi i¢cin 30 - 37°C en uygun olmakla beraber 42°C de bile cogalir, adi
besiyerlerinde iirer. Urerken bircok organik maddeden yararlanir. Bu bakterinin en sik
goriillen kolonileri biiyiik saydam ve kenarlar1 diizensizdir, mavi-yesil bir boya

yapabilir (Brock, 1994).

Pseudomonas cinsi 1siya direngsizdirler. 55°C’de 1 saat ve 60°C’de 15
dakikada oliirler. Cevre 1s1s1 kosullarinda aylarca canli kalabilirler. P. aeruginosa
vejetatif bakteriler iginde, ¢evre kosullarina kendini en iyi uydurabilen bakterilerdir.

Yeterli nem saglandiginda, ¢ok az besin maddesiyle, uzun siire canl kalabilir.

Pseudomonas cinsi bakteriler dogada yaygin olarak bulunmakta, firsatci
enfeksiyonlar ve hastane enfeksiyonlarina yol a¢cmaktadir. P. aeruginosa hastane
enfeksiyonu etkenleri i¢inde ilk siralarda yer almakta, cesitli antibiyotiklere direng
gelistirebilmekte ve olusturdugu enfeksiyonlara bagli yiiksek mortalite ve
morbiditeye neden olmaktadir. Hastane enfeksiyonlarmin % 10-25’inden P.
aeruginosa sorumlu tutulmaktadir Hastane ortaminda solunum cihazlar, duslar,
banyolar, fosetler, soguk su nemlendiricileri, yataklar, carsaflar, gazli bezler,
tamponlar, yerler gibi ¢ok sayida alandan izole edilebilirler. Dezenfektan olarak
kullanilan kimyasal maddelere c¢ok direnglidir, dortli amonyum bilesikleri,
hekzaklorofenli sabunlar ve iyotlu soliisyonlar iginde bile tireyebilirler. P. aeruginosa
genellikle ¢oklu antibiyotik direnci gosterebildiginden tedavilerde de sorunlara neden
olmaktadir. Bu nedenle kullanimda olan antibiyotiklere kars1 duyarlilifin izlenmesi

gerekmektedir (Giil vd., 2004; Turan, 2007).
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Staphylococcus aureus: Kiigiik, yuvarlak, oval sekilli gram pozitif (+) koklardir.
Kamgisiz, hareketsiz, sporsuz ve kapsiilsiiz mikroorganizmalardir. 37°C’de aerob ya
da fakiiltatif anaerob ortamlarda kolayca iiretilebilirler. Siv1 besi yerlerinde degisik
derecelerde bulaniklik olusturarak iirerler. Kat1 besi yerlerinden kanli agarda ise
patojenik olan tiirleri hemoliz olarak iirerler. Fakiiltatif anaerob bakterilerdir. Dogada
oldukca yaygindir; tozda, toprakta, esya iizerinde, insan ve hayvan, deri, burun
mukozasi, agiz ve nazofarink florasinda bulunur. Stafilokoklar insanlar ve diger
hayvanlarda toksin tiretmek veya isgal etme yoluyla genis bir ¢esitlilikte hastaliklara
yol agabilirler. Stafilokok toksinleri gida zehirlenmesi durumlarinda ana etkendir.
Bakteri uygun olmayan sartlarda saklanan yiyeceklerde iirer. Pisirme siireci onlari
Oldiirse de, enterotoksinler 1siya dayanmiklidir ve dakikalarca kaynamaya bile
dayanabilirler. Stafilokoklar daha ¢ok su igerigi az olan peynir ve salam, sucuk gibi

gidalarda tirerler.

S. aureus insanlarda menenjit, septisemi ve yara iltihaplarina ve 6nemli 6l¢lide
gida zehirlenmelerine neden olur. Cogu S. aureus penisiline kars1 direncli olmakla,

ancak Vancomisin ve Nafsilin tiirii antibiyotikler etkili olabilmektedir (URL 11).

Klebsiella pneumonia: Kisa, uglar1 yuvarlak, 1-2 mikrometre boy ve 0.5-0.8
mikrometre eninde hareketsiz, sporsuz, gram negatif (-) basillerdir. U¢ uca ikiser
ikiser kisa zincirler halinde veya tek tek bulunurlar. Cevrelerinde ise polisakkarit
yapisinda bir kapsiil bulunur. Kapsiil, sadece hastalik evresinde goriilebilir, serumda
normal sartlarda goriinmez. K. pneumoniae aerob ve fakiiltatif anaerob 0Ozellik

gosterebilen, 37° C ve pH 7°de en iyi iireyen bakteridir.

Dogada yaygin olarak bulunan bu bakteri; kuruluga direngli, sicakliga
dayaniksizdir. K. pneumoniae bakterileri, oda sicaklifinda haftalarca ve 4°C’de
aylarca canli kalabilirler. Memelilerde iist solunum yolu ve digki florasinda bulunan
bir bakteri oldugu i¢in patojenligi uygunsuz kosullarda firsat¢1 patojen olarak aciga
cikar. Klebsiella ozellikle 2 yas alti ve 40 yas istii kisilerde viicut direncinin
kirilmasi, virutik iist solunum yolu enfeksiyonlar1 sirasinda pndmonilere neden olur

(URL 3).
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Escherichia coli: Gram (-) olup 2-6 um boyunda ve 1.0 -1.5 um eninde diiz, uglari
yuvarlak comakgiklardir. Genellikle etraflarinin da bulunan kirpikleri aracilig ile
hareketli olmakla beraber hareketleri yavastir. Hatta hareketsiz goriilebilirler. Spor
olusturmazlar. Fakiiltatif anaerob olup optimal pH 7-7.2, optimal {ireme 1sis1
37°C’dir. Isiya fazla dayanikli degillerdir. 55°C’ye 1 saat, 60°C’ye 20 dakika
dayaniklidirlar. Insan ve sicakkanli hayvanlarin kalin bagirsaginda yasar. Soguga
kars1 direncli fakat dezenfektanlara kars1 direngsizdir. Bakteriden bakteriye kolayca
gecebilen ve direng plazmitleri tasidiklarindan dolayr duyarli  olduklar
kemoterapotiklere karst direng kazanabilmektedirler. Aslinda normal bagirsak
florasinda bulunup, burada denge altinda kaldigi siirece hastalik yapmaz. Ancak
belirli kosullar altinda bagirsak kanali disina bile ¢ikip diger dokulara yerleserek

enfeksiyonlar meydana getirirler (Erecevit, 2007).

Bagirsak florasinin normal bir iiyesi olan E. coli ile konak organizma arasinda
uyumlu bir iligki oldugundan bakteri normalde hastalik yapmaz. Ancak, ortama
gecmesi halinde ki bu ayni organizmada baska bir organ olabilir (idrar yolu
enfeksiyonu ile mesaneye gecmek gibi) veya baska bir konak organizmanin bagirsagi
olabilir, E. coli bir hastalik etmeni olabilir. Baz1 E. coli tipleri i¢inde bulunduklari
hayvan igin zararsiz olmalarina ragmen insana gegctiklerinde hastalik yapabilirler. Bu
hastaliklar arasinda baslica ishalli hastaliklar olmakla beraber idrar yolu
enfeksiyonlari, menenjit, peritonit, mastit, septisemi ve gram-negatif pndmonide
sayilabilir. E. coli 'nin, tavuk, dana ve baska hayvanlarda da hastalik yapabildigi
gosterilmigtir (URL 11).

Enterococcus faecalis: Tek tek, ciftler, zincirler halinde bulunan, gram pozitif (+),
aerob hareketsiz koklardir. Ekzotoksinleri yoktur. Enterokoklarin antibiyotiklere
rezistans Ozelikleri vardir. Tedavi siirecinde antibiyotik olarak Vancomisin +
Aminoglikozid verilmelidir. Gastrointestinal sistemdeki normal florada bulunur. Kan
dolasimina karisarak enfeksiyonlara neden olur. Bulagsma yolu genellikle hastanelerde

eksojen olarak kazanilir (nozokomiyal).
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Kalp kapaklarma ve iiriner sistemdeki epitel hiicrelerine yapigsma kabiliyetleri
vardir. Uriner sitem enfeksiyonlar1 (USE) 6zellikle idrar yolu enfeksiyonlari, intra
abdominal enfeksiyonlar ve hemodiyaliz sirasinda veya iv yoldan kateter
uygulamalar1 sonucu hastane enfeksiyonlarindan sonra goriiliir. Kronik hastaliklar
veya diyabet gibi hastaliklar bakteriyemi ic¢in predispozisyon olusturur. Tani i¢in
katalaz (-), CAMP (-), safra eskiilin (+) hemoliz (alfa, beta, gama) , optokine
duyarhlik (rezistans) gibi laboratuvar testleri uygulanir (URL 12).

Candida sp.: Candida cinsi maya formunda mantarlardir. 5-7 pm biiyiikliigiinde oval
veya 4-6 x 6-10 um biiyiikliiglinde uzun maya hiicreleri seklinde goriiliirler. Normal
bireylerin deri ve mukoz =zarlarinin normal florasinda yer almalarmma ragmen
organizmanin dogal direnci zayifladiginda enfeksiyonlar olusturmaktadirlar. Candida
patojen duruma ge¢mesine yas, genel enfeksiyonlar, asir1 zayiflama ve sigmanlik,
seker hastaligi, fazla terleme, vitamin eksikligi gibi endojen faktorler ve travma, nem

artis1, mantarlarin viriilans1 ve patojenitesi gibi eksojen faktorler sebep olmaktadir.

Ayrica yiiksek dozda genis spektrumlu antibiyotik kullanimi viicut florasinda
maya mantarlar1 lizerindeki baskinin ortadan kalkmasina neden olur ve bunlar

iiremeye baslar.

Candida cinsine ait 200 tiir olmasma karsin Candida enfeksiyonlarmin %
75'inin sorumlusu Candida albicans tir. C. albicans viicudun diger ¢evreye agik ve
nemli dokularinda (agiz, vajina, bebeklerde alt bezi bolgesi) da asir1 gogalirsa
kandidoza agabilir. Kandidoz kanda ve genital yolda da olusabilir. Agizda C. albicans
enfeksiyonuna pamukguk denir. Bagisikli§i baskilanmis hastalarda (6rnegin HIV-
pozitif hastalarda) Candida enfeksiyonuna ¢ok sik rastlanir ve bu hastaligin seyri ¢ok

daha ciddi olup fungemiye varabilir.

Candida crusei igerisinde cikolata igerigi bulunan maya formunda bir
mantardir. C. crusei oncelikle gelismekte olan bagisiklik ve hematolojik malignetesi
olan bir mantar nazokomiyal patojenidir. Bir antifungal ajan1 olan flukonazole kars1

direnci vardir. C. crusei Voriconazole, Amphotericin B, ve ekinokardinlerden olan
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Micafungin, Caspofungin, ve Anidulafungin gibi mantar ilcalar ile tedavi edilirler

(URL 11).

3.1.3. Kullanmilan kimyasal madde ve ekipmanlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma,

Aldrich, Merck, Oxoid ve Riedel-de Haen’den satin alindi.

Bu calismada Trakya Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Molekiiler
Biyoloji Arastirma Laboratuvar1 ile Kimya Bolimii Biyokimya Arastirma
Laboratuvarinda yer alan alet ve cihazlar kullanilmistir. Calismamizda rondo (Tefal
400W), calkalamali su banyosu (Clifton 100-400 rpm; termostatli), vortex (Fisons),
evaporator (Buchi R-200), spektrofotometre (Ceceil 5000 series CES502 - Shimadzu
UV-1601), pH-metre (Hanna-HI 221), analitik terazi (Gec Avery), pasteur firin
(Niivefuge CN180), liyofilizatér (Armfield FT 33), 1sitict ve manyetik karistiric
(Chiltern HS31), dagitict ve mikropipetler (Eppendorf), otoklav (Niive OT 4060),etliv
(Hybaid-Midi 14), balon jojeler, pensler, cam petriler, ekiivyon ¢ubuklari, cam tiipler,
erlenler, siringalar, membran filtreler, Whatmann No:1 kagidi, Cloroamfenikol,

Oflaxacin, Ampificilin antibiyotik diski kullanilan baslica ekipmanlardir.

3.1.4. Kullamilan Kimyasal Cozeltiler ve Besiyerleri

3.14.1. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltilerin

Hazirlanmasi

¢ % 2’lik Na,COj; ¢ozeltisi

2 g NayCOstartilarak distile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye

tamamlanda.

¢ Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)

Ticari olarak satin alindig1 sekilde kullanildi.
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< 1 mM DPPH cozeltisi

0.0985 g DPPH tartilarak etanol de ¢oziildii ve balon jojede 250 mL’ye tamamlandi.
s 0,imM DPPH c¢ozeltisi

I mM DPPH ¢ozeltisinden 10 mL alinarak etanolle balon jojede 100 mL’ye

tamamlandi.

<+ % 1I’lik K;Fe(CN)g cozeltisi

1 g KsFe(CN)y tartilarak distile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.
% % 10’luk TCA c¢ozeltisi

10 g TCA tartilarak distile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

<+ % 0.1’lik FeClj; ¢ozeltisi

0.1 g FeCl3 tartilarak distile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

% 0.2 M fosfat tamponu (pH 6.6)

KH,PO, (15.602 g/L) ve Na,HPO4.2H,0 (14.196 g/L) ¢ozeltilerinin pH 6.6 olacak

sekilde karistirilmasi ile hazirlandi.
% 0.04 M fosfat tamponu (pH 7.0)

KH,PO,4 (8.27 g/L) ve Na,HPO4.2H,0O (10.45 g/L) c¢ozeltilerinin pH 7.0 olacak
sekilde (yaklasik 1:4 oraninda) karigtirilmasi ile hazirlandi.

< 20mM FeCl2 cozeltisi

0.252 g FeCl, tartilarak % 3.5’luk HCI ile balon jojede distile su ile 100 mL’ye

tamamlandi.
*+  Linoleik asit emiilsiyonu

175 mg Tween 20 ve 155 pL linoleik asit 0.04 M fosfat tamponu (pH 7.0) ile balon

jojede 50 mL’ye tamamlanda.
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* % 30’luk NH4SCN cozeltisi

30 g NH4SCN tartilarak distile suda ¢6ziildii ve balon jojede 100 mL’ye tamamlandi.

X/

% % 75’lik Etanol

390.6 mL etanol alinarak distile su ile balon jojede 500 mL’ye tamamlandi.

< Gallik asit ¢ozeltisi (GAE)

0.029 g gallik asit tartilarak distile suda ¢6ziildii ve meziirde 29 mL’ye tamamlandi.

3.1.4.2. Antimikrobiyal aktivite tayininde kullanilan besiyeri ve ¢ozeltiler

R/

¢ Besiyerinin hazirlanmasi: Bakteriler i¢in 38 g Miiller Hinton agar (Oxoid)
tartildi ve 1000 mL distile su ilave edilerek benmari yontemiyle eritilerek hazirlandi.
Maya i¢in ise 5 g Saburo dekstroz agar (Oxoid) tartildi ve 250 mL distile su ilave
edilerek benmari yontemiyle eritilerek hazirlandi. Otoklavda 121°C 15 dk. steril
edildi.

K/

< 0,5 Mc Farland standart ¢ozeltisinin hazirlanmasi

% 1°lik 99.5 mL H,SOqile % 1.18 ‘lik 0.5 mL BaCl, karistirilarak tartildi.

% Serum fizyolojik hazirlanmasi

9¢g NaCl tartild1 ve 1000 mL distile su ile karistirilarak hazirlandi. Otoklavda 121°C
15 dk. steril edildi.
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3.2. Metod

3.2.1. Ekstrelerin Hazirlanmasi

Kurutulan bitki ornekleri ev tipi rondoda o6giitiildiikten sonra su, etanol ve

aseton ¢oziiciileri kullanilarak ekstraktlar hazirlandi.

Su infiizyonlar1 i¢in 20 g bitki 6rnegi 400 mL kaynayan suda (kati: sivi orani
1:20) 30 dakika boyunca karistirilarak ekstrakte edildi (Mata vd., 2007). Ekstraktlar
siizge¢ kagidindan siiziildii ve Namik Kemal Universitesi Teknik Bilimler Meslek

Yiiksek Okulu Gida Teknolojisi Laboratuarinda liyofilize edildi.

Etanol ve aseton ekstraksiyonu i¢in 20’ser gram bitki 6rnegi 400 mL ¢oziicii
ile oda kosullarinda 3 saat boyunca manyetik karigtirici yardimiyla karigtirildu.
Stizge¢ kagidindan siiziildii, siiziintiilerin ¢oziiciileri evaporatdrde 40 °C’de uguruldu

(Tawaha, 2007).

Bitkilerden ekstrakte edilebilen bilesiklerin miktar tayini i¢in liyofilize ve
evapore Orneklerin tartimi alindi. Analiz edilinceye kadar renkli siselerde +4 °C’de

muhafaza edildi.

Antioksidan aktivite denemelerinde ¢alisilacak konsantrasyonlar icin liyofilize
ornekler distile suda, aseton ve etanol ekstraktlari ise etanol de 1000 pg/mL olacak
sekilde ¢oziildii. Diger konsantrasyonlar bu stok ¢ozeltilerden seyreltilerek hazirlandi

Antimikrobiyal aktivite denemelerinde ise ¢alisilan ekstraktlar DMSO’ da ¢6ziildii.

“




40

3.3. Ekstraktlarin Toplam Fenolik Madde Tayini (TPC)

3.3.1.Toplam Fenolik Tayini

Tim bitkilerin su, etanol ve aseton ekstralarindaki toplam ¢dziinebilen fenolik
maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi (Singleton ve Rossi, 1965).
FCR reaktifi fosfotungustik (H;PW,04) ve fosfomolibdik (H;PMo,04¢) asitlerin
karisim1 olup fenol oksidasyonu sirasinda bu oksitler mavi renkli bilesiklere
indirgenir. Bu renk degisimi polifenolik bilesik miktar1 ile orantili olup 760 nm’de
spektrofotometrede takip edilir. Polifenol miktar1 genellikle gallik asit veya katesol

ekivalenti olarak ifade edilir.

Tiim bitkilerin 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 pg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlanan su, aseton ve etanol ekstraktlarindan 1 mL alind1. Distile su ile hacimler 46
mL’ye tamamlandiktan sonra 1 mL FCR eklendi. 3 dakika sonra % 2’lik Na,CO;
cozeltisi katilarak oda kosullarinda 2 saat calkantili su banyosunda 250 rpm’de
tutuldu. Ornek yerine distile su iceren kér denemeye karsi, 760 nm’de absorbanslar

sleiildii.

Degisik konsantrasyonlarda (50-500 pg/mL) hazirlanan gallik asit ¢ozeltisine
FCR ile toplam fenolik madde tayini uygulandi. Okunan absorbanslar ile
konsantrasyonlar arasinda ¢izilen gallik asit standart grafigin denklemlerinden,
orneklerin toplam fenolik madde miktarlar1 pg gallik asit (ug GAE/g ekstrakt)
seklinde hesaplandi.

3.4. Antioksidan Aktivite Tayin Metodlar:

3.4.1. DPPH

Serbest radikal yakalama etkinligi deneyi 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
radikali kullanilarak Blois’in metoduna gore c¢alisildi (Blois, 1958). Method

ekstraktlarin bir proton veya elektron verebilme yeteneginin, mor renkli DPPH
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cozeltisinin rengini agmasi esasina dayanir. Reaksiyon karisiminin absorbansinin

diismesi yiiksek serbest radikal giderme aktivitesinin gostergesidir.

10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 pg/mL olarak hazirlanan C.coggygria (tetra)
yaprag1 ekstraktlar1 ve standart ¢ozeltilerden (10-500 pg/mL) 1’er mL alinarak, 4 mL
0. mM DPPH (etanol de) c¢ozeltisi ilave edildi. Vortekslendikten sonra oda
kosullarinda karanlikta 30 dakika bekletildi ve 517 nm’de absorbanslari okundu.
Ornek ve standart madde yerine 1 mL etanol kullanilarak ayni sartlarda kontrolde

calisildi. Kontroliin absorbansi giinliik 6l¢iildii (Tiirkoglu vd., 2006)

% DPPH radikali giderme aktivitesi asagidaki formiille hesaplanir:

Kontroliin Absorbanst — Ornek Absorbansi <
Kontrol Absorbansi )

0% DPPH Radikali Giderme Aktivitesi= 100

Hesaplandiktan sonra % aktivite-konsantrasyon grafigi ¢izildi, grafik
yardimiyla DPPH’in % 50 ‘sinin inhibisyonunu saglayan ekstrakt ve standart madde

konsantrasyonu olan ECs, degeri bulundu ve sonuglar EC50 = pg/mL olarak verildi.

3.4.2. Indirgeme Giicii

Bitki ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi Oyaizu metoduna gore tayin edildi
(Oyaizu, 1986). Ortamdaki indirgen madde Fe"iyonlarim1 Fe"*iyonlarina indirger ve
FeCls ilavesiyle olusan Prusya mavisi rengindeki kompleksin absorbansi olgiiliir.

Yiiksek absorbans degeri yiiksek indirgeme kapasitesinin gostergesidir(isbilir, 2008).

10, 25, 50, 100, 250, 500ug/mL gibi konsantrasyonlarda hazirlanan bitki
ekstraktlar1 ve standart madde ¢ozeltilerinin 1 mL’sine, 2.5 mL fosfat tamponu
(0.2M, pH 6.6) ve 2.5 mL % 1I’lik K3Fe(CN)g eklendi. Karisimlar 50 °C’de 20 dakika
calkalamali su banyosunda karistirildiktan sonra 2.5 mL % 10’luk TCA eklendi ve

vortekslendi. Vorteks sonrasi siipernatantlardan 2.5 mL alinarak esit hacimde distile
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su ve 0.5 mL % 0.1'lik FeCl; ¢ozeltisi ile karistirildi. 700 nm’de absorbanslar
okundu. Kor deneme, bitki 6rnegi yerine tamponla yapildi. Deney sonucu absorbans

konsantrasyon grafigi ¢izilerek degerlendirildi.
3.4.3. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat Metodu ile Toplam
Antioksidan Aktivite Tayini

Antioksidan aktivite ferrik tiyosiyanat metodu kullanilarak belirlendi. Bu
metotta in vitro kosullarda linoleik asit oksidasyonu olusturulur ve oksidasyon
sirasinda Fe™iyonlar1 Fe™iyonlarina yiikseltgenir. Belirli araliklarla inkiibasyondaki
karigimdan ornek alinarak spektrofotometrik dl¢iim ile peroksitlerin olusumu takip
edilir. Yiiksek absorbans degeri yliksek peroksit konsantrasyonunu ifade eder (Pan

vd., 2007).

Farkli konsantrasyonlardaki bitki ekstraktlart (10, 25, 50, 100, 250, 500
pg/mL) ve standart madde ¢ozeltilerinin (2.5-500 pg/mL) 1 mL’sine 2.5 mL linoleik
asit emiilsiyonu ve 1.5 mL fosfat tamponu (0.04 M pH 7.0) eklendi. Linoleik asit
emiilsiyonu 175 mg Tween 20 ve 155 pL linoleik asidin fosfat tamponuyla (0.04 M
pH 7.0) 50 mL’ye tamamlanmasi ile hazirlandi. Ayrica 2.5 mL fosfat tamponu ve 2.5
mL linoleik asit emiilsiyonu igeren kontrol 6rnegi hazirlandi. Vortekslenen ¢ozeltiler
inkiibatorde 37°C’de inkiibasyona birakildi. 120 saat boyunca 8 saatte bir inkiibasyon
cozeltisinden 0.1 mL alinarak 4.7 mL % 75’lik etil alkol ve 0.1 mL % 30’luk
NH4SCN eklendi. Hazirlanan karisimlara 3 dakika sonra; % 3.5’luk HCI’de
hazirlanmis olan 20 uM FeCl, (0.1 mL) ¢ozeltisi eklendi ve 5 dakika sonra olusan

kirmizi rengin absorbansit 500 nm’de 6l¢iildii.

Linoleik asit peroksidasyonunun % inhibisyonu asagidaki formiil ile

hesaplandi:

% Ihthis —q 500nm Urnek Absorbans ¥ 100
uin yon = S00nmde Kontrol Maksimum Abksorbans
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3.5. Antibakteriyel Aktivite Tayin Metodlar:

3.5.1. Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Bakteri kiiltiirleri i¢in besiyeri olarak Nutrient agar, maya kiiltiirleri i¢in
Saburo dekstroz agar kullanildi. Besiyerleri steril olarak hazirland1 ve 90 mm ¢aph
steril petri kaplar1 20 mL ‘lik miktarlarda dokiildii. Bakteri kiiltiirlerini hazirlamak
icin 37 °C de, maya kiiltiirleri icin ise 30 °C etlivde 20-24 saat inkiibasyona birakildi.

MIK degerini belirlemek i¢in Nutrient agarda hazirlanan 18x180 mm kenarli

steril deney tiipleri kullanildi. 37 °C’de 24 saat inkiibasyona birakildi.

3.5.2. Disk Difiizyon Yontemi

Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek icin Kirby ve
Bauer’in disk diflizyon duyarlilik testi (DDDT) kullanildi (Yigit vd.,2009). Daha
once hazirlanan bitki ekstreleri DMSO ¢o6ziilerek 30 mg/ml lik konsantrasyonlarda
cozeltileri hazirland1 ve bu ¢ozeltiler milipor filtreden (0.45 pm) gecirilerek steril
edildi. Bu ¢ozeltilerin 35 pL.’lik miktarlar 6 mm ¢apl1 steril kagit disklere (Whatmann
No:1) emdirildi (Img/disk) (Rankovic vd., 2010). Cozgen maddelerin

uzaklastirilmasi saglanarak ¢aligmada kullanilan diskler hazirland.

Bakterilerin kati besiyerlerinde iiretilmis (plak kiiltlir), 18-24 saatlik taze
kiiltiirlerinden 6ze yardimiyla alinan koloniler serum fizyolojik igerisinde siispanse
edildi. Calismada kullanilan bakteri ve maya suslart Mc Farland 0.5 bulaniklik
tiipleriyle kiyaslanarak diliisyonlar hazirlandi ve inokulum olarak da bu soliisyonlar
kullanildi. Bu soliisyonlar Saburo dektroz agar (SDA) ve Miiller Hinton agar
besiyerlerine steril ekiivyonlar kullanilarak ekildi prediffiizyon saglanmasi i¢in 5 dak.
bekletildi. Daha sonra ekstre igeren diskler besiyeri igeren petrilere uygun bir sekilde
yerlestirildi. Bakteriler i¢in 20-24 saatlik 37°C, mayalar i¢in 48 saatlik 30°C
inkiibasyondan sonra inhibisyon ¢apinin olusup olusmadigi kontrol edildi ve olusan

zon ¢aplart milimetrik cetvelle dlgiilerek kaydedildi. Pozitif kontrol olarak Oflaxacin
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(OFX), Ampicilin standart antibiyotik diskleri kullanildi. Negatif kontrol i¢cin DMSO

iceren diskler kullanildi.
3.5.3. MiK (Minimal Inhibitér Konsantrasyonu)

Calismada su ekstresinin disk difiizyon yonteminde aktive belirlenen E.coli, S.
aureus, P. aeruginosa ve K. pnomoni bakterilerinin suslari tizerine minimal inhibitor
konsantrasyon (MIK) degerleri makrobroth yontemiyle belirlendi. Her bir bakteri
kiiltiirinden (18 saatlik) 25 pL (1X10® cfu/mL) alinarak 3 mL Miiller Hinton Broth
ve bir seri bitki ekstresi (30 mg/mL'den baglayarak 0.46 mg/mL konsantrasyona
kadar) dilusyonlar1 bulunan deney tiiplerine aktarildi ve 37°C'de 24 saat inkiibe
edildi.

Inkiibasyondan sonra bilyiimenin gériilmedigi tiiplerdeki en diisiik ekstre

konsantrasyonu MIK olarak belirlendi.

Ayrica bulaniklik olusmayan tiiplerden 50 pL alinarak Miiller Hinton agara
ekimler yapildi biiyiime olup olmadigi kontrol edildi ve minimum bakterisit
konsantrasyonu (MBK) da belirlendi. Tiim deneyler birbirine paralel {ic 6lgiim

seklinde yiiriitiildii ve sonuglarin aritmetik ortalamalar1 alindi (Bancirova, 2010).

3.6. Degerlendirme

Tiim deneyler birbirine paralel ii¢ dl¢ctim sekilde yapildi. Grafikler GraphPad
Prism 5 Demo programi kullanilarak c¢izildi. Hata ¢ubuklar1 grafiklerin iizerinde

belirtildi.
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4. BULGULAR

C. coggygria’dan hazirlanan (TA, TE, TS) ekstrelerinin antioksidan aktivite
tayinleri, indirgeme giicli, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi ve linoleik asit
sisteminde ferrik tiyosiyanat metodu ile toplam antioksidan aktivitesi tayini
yontemleriyle yapildi. Ayrica tim ekstrelerin toplam fenolik miktarlart gallik asitle

esdeger olarak belirlendi.

C. coggygria’dan hazirlanan (TA, TE, TS) ekstrelerinin antibakteriyel
aktivitesi disk diflizyon yontemiyle belirlendi ve buna gére MiK ve MBK degerleri

bulundu.

4.1. FCR ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini Sonug¢lari

Tiim bitkilerin su, etanol ve aseton ekstralarindaki toplam ¢oziinebilen fenolik
maddeler Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile tayin edildi. Ortamda fenolik maddenin
bulunmasi durumunda FCR ilavesiyle 760 nm’de maksimum absorbans veren {iriinler
olusmaktadir. Absorbansdaki artis fenolik madde miktariyla orantilidir. Gallik asit
kullanilarak standart grafik hazirlandi (Sekil 4.1). Bu standart grafikten elde edilen
dogru denklemi kullanilarak orneklerin toplam fenolik madde miktarlart mg gallik

asit (mg GAE/g ekstrakt) esdegeri seklinde hesaplandi.

Su, etanol ve aseton ekstrelerinin fenolik bilesik miktarlar1 Tablo 4.1°te
verilmistir. Ayni bitkinin farkli ekstrelerinin fenolik bilesik miktarlarinda farklilik

gozlendi.
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Toplam Fenolik Madde Miktari

Absorbans (760 nm)

0 1 (.10 2('30 3('30 460 560 660
Gallik asit miktari (mg/mL)

Sekil 4.1. Gallik asit standart grafigi

Standart grafik denkleminden hesaplanan sonuglar gallik asit ekivalenti
cinsinden 176+0.025-199.07+0.044 mg/g ekstrakt araliginda belirlendi. C.
coggygria’nin TA ve TE ekstreleri toplam fenolik madde miktar1 agisindan birbirine
yakin degerlere sahipken, su ekstresinin (TS) fenolik madde bakimindan oldukca

zengin bir ekstre oldugu tespit edildi.

Tablo 4.1. C. coggygria ‘dan hazirlanan ekstrelerin toplam fenolik madde miktarlari

Fenolik Madde I¢erigi (mg GA/g ekstrakt)

Cotinus
ETANOL ASETON

coggygria

176+0.025 f 180.61+0.008 199.07+0.044
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4.2. Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonuc¢lari

4.2.1. DPPH Serbest Radikal Giderim AKktivitesi

DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakalama aktivitesini
degerlendirmek icin kullanilan metotlardan biridir. Calismada kullanilan her bir
ekstraktin serbest radikal giderici etkileri DPPH radikali {izerinden tayin edildi. C.
coggygria ‘dan hazirlanan 3 ekstrenin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi 7 farkli
konsantrasyonda (10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 pg/mL) tayin edildi. Standart

madde olarak BHT, BHA kullanildi.

DPPH
100~

80+

601

40-

20

DPPH (% iNHIBISYON)

0 T T

bites

TA
TE
TS
BHT
BHA

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
KONSANTRASYON

Sekil 4.2. C. coggygri’dan hazirlanan ekstrelerin DPPH aktiviteleri (3 paralel test

ortalamasidir)
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100

=10

m 25

H 50

¥ 100
=250
500
1000

DPPH Giderim Aktivitesi (% inhibisyon)

1 2 3 4 5

C. coggygria TA, TE, TS Ekstreleri; BHT ve BHA Standartlari

Sekil 4.3. C. coggygria aseton (1), etanol (2), su (3) ekstreleri ve BHA (4) , BHT (5)
standartlarinin DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesinin % Inhibisyon Degerleri

Sekil 4.3 incelendiginde; su, etanol, aseton bitki ekstraktlarinin, DPPH serbest
radikal giderim aktiviteleri hemen hemen aynidir. Aktiviteleri standartlarla
karsilastirildiginda oldukca basarilidir. Ancak su ve etanol ekstraktlarinin aseton
ekstraktindan daha yiiksek inhibisyon degerlerine sahip oldugu belirlendi. Tim
ekstraktlarda, konsantrasyon artisi ile birlikte % inhibisyon oranlarinda artis gozlendi.

Ekstraktlarin antiradikalik aktivite agisindan gayet yiiksek oldugu belirlendi.
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Tablo 4.2. C. coggygria bitkisinin aseton, su, etanol ekstraktlar1 ve BHT, BHA

standartlarinin ytizde inhibisyon degerleri

Konsantrsayon TA TE TS BHT BHA
10 pg/ml 13.006 24.15 22.13 26.69 13.253

25 pg/ml 32.953 62.89 51.89 49.916 27.443

50 pg/ml 70.79 91.316 84.513 60.96 41.373
100 pg/ml 91.4 91.69 91.663 88.416 56.206
250 pg/ml 92.753 93.216 93.043 90.67 82.586
500 pg/ml 91.62 93.196 93.563 91.283 89.24
1000 pg/ml 90.216 91.75 93.253 91.72 91.436

Tablo 4.2. de goriildiigii lizere C. coggygria’nin (Tetra) su, aseton, etanol
ekstraktlarinin 250 pg/ml, 500 pg/ml, 100 pg/ml konsantrasyonlarina bakildiginda
serbest radikal giderme agisindan hemen hemen ayni % inhibisyon degerlerine sahip
oldugu goriildi. BHT, BHA standartlarinin 1000 pg/ml konsantrasyonlariyla bitki
ekstraktlariin 1000 pg/ml konsatrasyonlar1 birbirine yakin degerdedir. Fakat 100,
250, 500 pg/ml konsantrasyonlar1 gosteriyorki su, aseton, etanolden olusan tetra
ekstraktlarinin % inhibisyon degerleri BHT ve BHA standartlarinin 100, 250, 500

png/ml konsantrasyonlarindan daha yiiksek derece aktivite gostermistir.

Reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi i¢in
gereken etkili antioksidan konsantrasyonu ECs, (veya ICsg) degeri olarak tanimlanir
ve diigiik ECso (effective consantrasion) degeri yiiksek radikal giderme aktivitesinin
gostergesidir. Calismada kullanilan tiim bitki ekstraktlarinin her biri igin ayr1 ayri
cizilen konsantrasyon- % inhibisyon grafiklerinden ECs, degerleri belirlendi. Elde

edilen bu degerler Tablo 4.2.1 goriilmektedir.
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Tablo 4.2.1. C. coggygria bitkisinin su, etanol, aseton ekstraktlarinin ECs, degerleri

ECso Degerleri p D /ml)

Tablo 4.2.1.”de goriildiigii gibi tiim ekstraktlar i¢inde en diisiik ECso degerini

tetra yapragiin aseton ekstrakti en yiiksek degerini ise su ekstrakti vermistir.
4.2.2. Indirgeme Kapasitesi Tayini

Fe™ iyonlarinin indirgenmesi, bir bilesigin antioksidan aktivite gdsterebilmesi
icin 6nemli bir mekanizma olan elektron verebilme yeteneginin gostergesidir ve diger
antioksidan 6zellikler ile de yakindan iliskilidir. Bitki ekstraktmnim ortamdaki Fe™’ii
indirgeme yetenegini belirlemek tizere degisen ekstrakt ve standart konsantrasyonlari
ile ¢alisildi ve olusan komplekslerin absorbansi 700 nm’de 6l¢iildii. BHA, BHT, C
vitamini standartlariyla karsilastirilarak her bir bitki ekstrakti i¢cin konsantrasyon -

absorbans grafikleri ¢izildi.

indirgeme Giicii

—— TA

—— BHT
- BHA
——

CVIT

Absorbans (700 nm)

I
0 100 200 300 400 500 600
Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.4. Bitki ekstresinin indirgeme kapasitesi
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Grafikten goriildiigii lizere, ¢alisilan bitki ekstraktlarmin Fe™’{i indirgeme
yetenekleri yoniinden standartlarla karsilagtirildiginda ¢ok yiiksek aktiviteye sahip
olduklar1 gozlendi. Calisilan bitkinin su, etanol ve aseton ekstrelerinin indirgeme

giicli yetenekleri genel olarak etanol > su > aseton seklinde siralanmaktadir.

Indirgeme kapasitesi tayininde yiiksek absorbans degerinin yiiksek indirgeme

kapasitesinin gostergesi oldugu kabul edilmektedir.

Ayrica giiclii bir indirgen madde olan C vitamininden sonra, Fe™"ii indirgeme
yetenekleri yoniinden etanol ekstraktinin BHA’dan, su ve aseton ekstraktlarinin ise

BHT den yiiksek aktiviteye sahip olduklar1 gézlendi.

4.2.3. Linoleik Asit Sisteminde Ferrik Tiyosiyanat Metodu ile Toplam
Antioksidan Aktivite Tayini

Bitki ekstraktlarinin linoleik asit peroksidasyonu {izerindeki inhibisyon
etkileri, 2.5-500 pg/mL araligindaki konsantrasyonlarda ferrik tiyosiyanat (FTC)
metodu ile Olgiildii. Sonuglar BHA, BHT, E vitamini inhibisyon oranlari ile
karsilastirildi. Inkiibasyon sirasinda emiilsiyonda olusan peroksitlerin miktari,

oksidasyonun ilerleyisi sirasinda 12 saatte bir 6l¢iim alinarak 132 saat boyunca takip

edildi.

Her bir ekstraktin farkli konsantrasyonlar1 i¢in ve standart maddeler igin
absorbans-zaman grafikleri ¢izildi (Sekil 4.5-4.7). Grafikler yardimiyla, kontroliin
absorbansinin maksimum oldugu yani lipid peroksidasyonunun en fazla oldugu
zaman olan maksimum absorbans degeri 0l¢iildii. Her bir 6rnegin maksimum peroksit
oksidasyon anma karsilik gelen absorbans degerleri belirlendi. Bolim 4.3.4.’te
verilen formiil yardimiyla 6rneklerin lipid peroksidasyonunu onleme oranlart %
inhibisyon olarak tayin edildi.Literatiirde yiiksek dozdaki E vitamininin prooksidan
etki gosterebilecegi belirtilmistir. Bu yiizden daha diisiik konsantrasyonlar ile (2.5, 5,
10, 25 ve 50 pg/mL) calisildiginda, lipid peroksidasyonunun maksimum oldugu siire

bulunarak yiiksek inhibisyon oranlar tayin edildi.
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Bolim 4.3.4.’te verilen formiil yardimiyla lipid peroksidasyonunun inhibe

etme oranlari tayin edildi.

BHA
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“o._’. 0.8+ -= BHA 10
= -# BHA 25
=, 0.67 -= BHA 50
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g 04 BHA 250
<]
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o
§' 0.0+— T T T T T T T T T 1
. 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108120132
inkiibasyon Siiresi(saat)
BHT
E 1.0-
S -& kontrol
2 0.8 -= BHT 10
2 -= BHT 25
% 0.6+ - BHT 50
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g ¥ = BHT 250
o]
2 sl BHT 500
o
§' 0.0 '—= —r T T T \l)k : Vl - — T
~ 0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120132
inkiibasyon Siiresi(saat)

Sekil 4.5. Linoleik asit peroksidasyonunda sentetik antioksidan olan BHA ve BHT ’nin etkisi
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Sekil 4.6. C. coggygria bitkisinin aseton ekstraktinin antioksidan aktivitesi
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Sekil 4.7. C. coggygria bitkisinin etanol ekstraktinin antioksidan etkisi
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Sekil 4.8. C. coggygria bitkinin su ekstraktinin antioksidan etkisi

Sekil 4.6.- 4.8’de goriilecegi gibi genel olarak aseton ve etanol ekstraktlari su
ekstraktina gore daha diisiik aktiviteleri sahip oldugu belirlendi. C. coggygria su
ekstraktt ise, BHT, BHA, E vitamini gibi standartlarin antioksidan aktivitesine
oldukca yakin degerlere sahip oldugu gozlendi. Bu yiiksek antioksidan 6zelligi lipit
peroksidasyonunu Onlemede ©nemli bir bulgudur. Calismamizda; linoleik asit
emiilsiyonu ile yapilan lipid peroksidasyonu denemesinde, BHA ve BHT kullanilan
tim konsantrasyonlarda peroksit olusumunu tamamen inhibe ederek tipik bir
antioksidan profili sergiledi (Sekil 4.5-4.7). Ancak E vitamini sentetik antioksidanlara

gore farkli davranis gosterdi.

Bitki ekstraktlarinin ve standartlarin antioksidan aktivitelerini daha acik
sekilde gorebilmek icin, elde edilen % inhibisyon degerleri Tablo 4.2.3’te verildi.
Ayrica ¢alisilan konsantrasyonlar ile % inhibisyon oranlari arasinda cizilen grafikte
(Sekil 4.9.) her bir bitki ekstraktinin standart olarak kullanilan sentetik antioksidanlar

ve E vitaminine kars total antioksidan aktiviteleri goriilmektedir.
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Tablo4.3.Ekstraktlarin ve standartlarin lipid peroksidasyonunu inhibe etme oranlari(%

Inhibisyon)

Bt s
TN YRR R PSS! IS RS M
TN EPUIYS PSS [SIHEN IR SN M

“63.0114.56 82.613+5.492092.69+2.88186.213+1.28493.166+4.416§ 92.71+£5.5

% INHIBISYON

STANDART MADDE §| 10ug/mL J 25ug/mL §| 50ug/mL § 100pg/mL §| 250pg/mL f| 500pug/mL
BHA 93.14+£2.29]195.27£1.4§96.42+0.97 1 97.14+£0.83 }| 92.62+0.24 § 97.8+0.17
HT

_95.55i0.26 96.28+0.4§96.97+0.55§197.33+0.17 ) 97.46+0.271 J 98.12+0.31

Tablo 4.3.1. E vitaminini Lipit peroksidasyonunu inhibe etme oranlari(% Inhibisyon)

% INHIBISYON

2,5ug/mL 10ug/mL 25ug/mL 50pg/mL

E vitamini 95.88+0.86 96.19+0.42 97.21£0.35 97.21+0.35 95.06+0.31
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Sekil 4.9. Total Antioksidan Aktivite (% Inhibisyon)

4.3. Ekstrelerin Antibakteriyel Aktivite Sonuc¢lari

C. coggygria’dan hazirlanan (TA, TE, TS) ekstrelerin 5 bakteri 2 maya

tizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemiyle belirlendi.

TE, TS ve TA’ya karst en duyarli bakterinin E. coli , en duyarli maya ise C.
cruseidir. Bitki ekstrklarimizin genel olarak bakterilerden E. faccialis, mayalardan ise
C. albicans tizerinde etkilerinin ¢ok az oldugu hatta inhibisyon ¢aplarinin ¢ok diisiik
oldugu gozlendi. TS nin S. aureus bakterisi lizerinde olusturdugu 13 mm zon ¢ap ile
en yliksek antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigi tespit edilmistir. Sadece DMSO
emdirilmesiyle hazirlanan negatif kontrol disklerinin test bakterileri lizerinde hig¢bir

inhibisyon zonu olusturmadig: goriildii. Pozitif kontrol diski olarak da Oflaxacin ve

Ampicilin kullanilmistir.




57

Tablo 4.4.C. coggygria bitkisinin su, etanol, aseton ekstraktlarinin antibakteriyel

aktiviteleri

INHIBISYON ZON CAPLARI (mm)

MIKROORGANIZMALAR




58

Sekil 4.10.1. TS (4), TE (2), TA (1) ‘nin S.aureus iizerinde olusturdugu inhibisyon
zonu igeren diskler Oflaxin (3), Ampicilin (6), (5) Negatif kontrol diski (DMSO)

Sekil 4.10.2. TS (1), TE (5), TA (4)’nin E.coli iizerinde olusturdugu
inhibisyon zonu igeren diskler Oflaxin (6), Ampicilin (3), (2) Negatif kontrol diski
(DMSO)
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Sekil 4.10.3. TS (1), TE (2), TA (3) K.pneumoniae ‘nin iizerinde olusturdugu
inhibisyon zonu i¢eren diskler Oflaxin (4), Ampicilin 5), (6) Negatif kontrol diski (DMSO)

Sekil 4.10.4. TS (2), TE (3), TA (5)’'nin P. aeruginosa iizerinde olusturdugu
inhibisyon zonu igeren diskler Oflaxin (1), Ampicilin (6) igeren disk, (4) Negatif kontrol
diski (DMSO)

Calismada kullanilan ekstrelerin antimikrobiyal aktivitelerini gdsteren
inhibisyon zonu caplarmm yam sira MIK degerleri de 6lgiilmiistir. MIK

mikroorganizmalarin gelisimini onlemek icin gerekli olan en az etken madde veya
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antibiyotik miktaridir. MiK degeri yaninda MBK degerlerine de bakilmistir. MBK

(Minimum bakterisidal konsantrasyon) sonuglari tablo 4.5’de verilmistir.

Tablo 4.5. TS ‘nin Test Mikroorganizmalarina Kars1 Makrobroth Yonteminde

MIC Degerleri mg/ml

MIiKROORGANIZMALAR MIiK DEGERLERI MBK DEGERLERI

Sekil4.10.5. TS’nin 30, 15 ve 7.5mg/ml konsantrasyonlarindaki K.pneumoniae
bakterisine géore MBK degerleri
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Tablo 4.5.te bitki ekstraktlarinin test mikroorganizmalarma karsi
antimikrobiyal aktiviteleri hem disk difiizyon yontemiyle hem de MIK ydntemiyle

incelenmis genelde tiim mikroorganizmalar {izerinde etkili oldugu tespit edilmistir.

MIK ile elde edilen sonuclar MBK ile de desteklenmistir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismanin baglangi¢ asamasinda yapilan literatiir taramalart Cotinus
coggygria (Scop.) nin (tetra bitkisi) esansiyel yag bilesenlerini ve bu bilesenlerin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerinin incelendigi (Demirci vd., 2002), ayrica
bitkinin antosiyanin oOzelligi ile ilgili arastirmalarin yapildigi (Kosar vd., 2002)
gorilmiistiir. Elde edilen kaynaklarda, c¢alisilmasi planlanan tetra bitkisinin
yapraklartyla ilgili sinirhh sayida antioksidan ve antimikrobiyal aktivite ¢alismasina
rastlanmistir. Bu ylizden Balkanlara ait bu bitkinin yaprak ekstraktlarinin antioksidan
ve antimikrobiyal kapasite yoOniinden detaylt olarak c¢alisilmasi planlanmistir.
Kurutulmus tetra yapraklarindan elde edilen su, etanol ve aseton ekstraktlarinin total
antioksidan aktivite, DPPH serbest radikali giderme aktivitesi ve indirgeme kapasitesi
metotlartyla antioksidan kapasitesinin, toplam fenolik madde miktarinin, disk
difiizyon ve MIK yontemleri ile de antimikrobiyal arastirildi. Calisilan bitki
ekstraktlarinin sonuglar1 kendi aralarinda ve benzer literatiirlerdeki verilerle

kiyaslanarak sonuglar degerlendirildi.

Bitkiden ekstrakt eldesi kati: sivi oran1 1:20 olacak sekilde destile su ile 30
dakika kaynatilarak; etanol ve aseton ile 3 saat boyunca oda kosullarinda ¢alkalamali
su banyosunda ekstrakte edilerek yapildi. (Wong vd., 2006; Mata vd., 2007). Birgok
arastirmaci ¢aligmalarinda kullandig1 ekstraksiyon yontemleri; su, metanol, etanol,
aseton, petrol eteri, etil asetat, kloroform, diklorometan gibi ¢esitli ¢oziiciiler veya
¢oziici karisimlart ile homojenizer kullanarak, oda kosullarinda bekleterek
(maserasyon), ¢oziicli ile kaynatarak ve Soxhlet ekstraksiyonu ile ekstrakt elde

etmislerdir (Nakiboglu vd., 2007; Su vd.; 2007, Silva vd., 2007; Tawaha vd., 2007).

Calismamizda ekstraksiyon i¢in polaritesi yiiksek, toksitesi diger ¢oziiciilere
oranla diisiik olan, ekonomik acidan uygun ve kolay temin edilebilecek ¢oziiciiler
tercih edildi. Hayouni vd. (2007) ile Ozcan vd. (2007) farkli yéntemler ve farkli
polariteye sahip ¢oziicliler kullanarak yaptiklar1 arastirmalar1 sonucunda % ekstrakt

miktarlar1 iizerine polar ¢oziiciilerin apolar coziiciilerden daha etkili oldugunu
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bildirmislerdir. Bu bulgularla uyumlu olarak, c¢aligmamizda kullanilan bitkiden
ekstrakte edilebilen bilesiklerin ekstraksiyon verimleri genel olarak su> etanol

>aseton siralamasi seklindedir (Tablo 3).

Fenolik bilesikler biitiin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak
bulunan serbest radikallerin neden oldugu reaksiyonlar1 durdurarak kanser, kalp
hastalig1 ve akciger hastaliklar1 gibi pek ¢ok hastaliklarin olusumuna engel olan ¢ok
sayida farkli nitelik ve miktarlarda bulunabilen bilesiklere denilir (Amarowicz vd.,
2010). Son yillarda fenolik bilesiklerin antioksidan etkilerinin incelenmesi giderek
onem kazanmistir. Fenolik bilesiklerin antialerjik, antiinflamatuar, antidiyabetik,
antimikrobiyal, antipatojenik, antiviral ve antitrombotik etkiye sahip oldugu yapilan
pek c¢ok arastirma ile tespit edilmistir (Nizamlhioglu vd., 2010). Calismamizda tetra
bitkisinin yaprak ekstraktlarinin toplam fenolik miktar1 tayinleri FCR ile tayin
edilerek ekstraktlardaki miktarlar genel standart olarak kabul edilen gallik asit
cinsinden hesaplandi. Toplam fenolik bilesik miktar1 su ekstrakti i¢in 199.07+0.044
GAE mg/g ekstrakt, etanol ekstrakti icin 176 +0.025 GAE mg/g ekstrakt ve aseton
ekstrakti icin 180.61 +0.008 GAE mg/g ekstrakt araliginda degismektedir (Tablo
4.1.).

Cotinus coggygria (Scop.) bitkisinin dahil oldugu Anacardiaceae ailesinin
iiyeleri ile yapilan ¢alismada Rhus coriaria (sumak) bitkisinin esansiyel yaglarinin,
metanol, su ve etil asetat ekstraktlarinin fenolik madde icerikleri sirasiyla 17142.41,
5.15 £ 1.11, 305.21 £+ 2.83 GAE mg/g ekstrakt (Kosar vd, 2002) olarak bildirilmistir.
Ayrica bitki yapragindan elde edilen esansiyel yaglarinin metanol ekstraktinin toplam
fenolik madde icerigi 62.50+2.55mg/gr (Stanic vd., 2009) olarak bildirilmistir. Tetra
su ektraktinda Folin ile TPC 923.33+14.19 uM QE bulunmustur (Ivanova vd., 2005).

C. coggygria bitkisinin esansiyel yag icerigi NMR ve kiitle spektrofotometresi
ile ayristirildiginda fenolik madde igeriginin yiiksek oldugu, igerisinde disulfuretin,
sulfuretin, sulfurein, gallik asit, metil gallat, pentagalloyl glukoz gibi antioksidan
bilesikler bulunmustur (Westenburg vd., 2000). Bitkilerdeki polifenol igerigi bitki

tiirii, tarim siireci, iklim sartlari, 151k, hasat zaman1 ve depolama gibi pek ¢ok dis etki
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sebebiyle degisebilir. Ekstraksiyon kosullari, siireci ve ¢oziicii 6zellikleri de fenolik

madde igerigi lizerinde etkilidir (Heimler vd., 2007).

DPPH radikali biyolojik bir radikal olmamasina ragmen, antioksidanlarin
serbest radikal giderme aktivitelerinin tayini i¢in kabul gormiis bir indikatordiir (Chen
vd.,2007; Wojdylo vd., 2007) Calismamizda; bitki ekstraktlarinin serbest radikal
giderici etkileri stabil bir radikal olan DPPH radikali {izerinden test edilmistir. DPPH
cozeltisi mordur ve antioksidan bir bilesikle etkilestiginde yapisini degiserek sari
renkli yeni bir bilesik haline gelir. Bu renk degisikliginin derecesi, antioksidanin
konsantrasyonu ile orantilidir. Caligmadaki bitki ekstraktlarmin radikal giderme
kapasitelerine ait grafikler Sekil 4.2.-4.3’de.goriilmektedir. Ekstraksiyon igin

kullanilan ¢6ziiciilerin radikal giderme aktivitesinde etkili oldugu bilinmektedir.

Calisilan bitki i¢in radikal giderme aktiviteleri su ekstrakti> etanol ekstrakti>
aseton ekstrakti sirasiyla seklindedir (Sekil 4.2-4.3). Bu tez calismasinda tetra
yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin DPPH giderme aktiviteleri 1000 pg/mL
konsantrasyonu i¢in su ekstraktinda % 93.253, etanol ekstraktinda % 91.75 ve aseton
ekstraktinda % 90.216 olarak bulundu. Hatta standart olarak kullanilan BHT ve BHA’
nin yiizde inhibisyon degerleri bitki ekstraktlarinkinden daha diisiik oldugu belirlendi
(Sekil 4.2 - 4.3).

Calismada ECsy degerleri ug/ml araliginda belirlenmistir. DPPH radikali
giderme aktivitesi ¢aligmalarinda tiim ekstraktlarin ECsy degerleri 21.7 — 38.4 ng/ml
araliginda ECsg degerleri belirlendi. Kullandiklar1 referans maddelerin ECsy degerleri
BHA= 26.1 pg/ml; BHT= 31.7 pg/ml olarak tayin edilmistir. ECso degerlerine
bakildiginda su ekstresinin degerinin standartlardan daha diisiik bir degerde oldugu
gozlemlendi. Bu da su ekstresinin yiiksek radikal giderme aktivitesine sahip

oldugunun gostergesidir (Tablo 4.2).

indirgeme kapasitesi tayininde bitki ekstraktlarmm Fe™i  Fe'*’ye

dontistiirebilmesi incelendi. Bir bilesigin indirgeme kapasitesi onun elektron transfer
edebilmesiyle iligkilidir ve bu da potansiyel antioksidan aktivitesinin 6nemli bir
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Standart olarak BHA, C vitamini, BHT

kullanildi. Ekstraktlarin Fe™’ii indirgeme agisindan standartlarla karsilastirilabilir
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diizeyde oldugu gozlendi. Bitki ekstraktlar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde ise
Fe™’ii indirgemesi agisindan etanol > su > aseton ekstrakt1 seklinde siralama gdzlendi

(Sekil 4.4.).

Bitki ekstraktlarinin linoleik asit peroksidasyonu iizerindeki inhibisyon etkisi
farkl1 konsantrasyonlarda FTC metoduna gore calisildi.Sonuclar BHT, BHA ve a-
tokoferol standart maddeleriyle karsilastirildi. Ekstraktlarin konsantrasyon artigina
bagli olarak (10-500 pg/mL) lipid peroksidasyon inhibisyonunda da artis gézlendi.
Ekstrakt eklenmemis olan linoleik asit otooksidasyonunun (kontrol) peroksit
degerinde hizli bir artig gdzlendi ve artigin 2.5-3. giin de maksimuma ulastig1 goriildi.
Genel olarak ekstraktlarin her birinin linoleik asit peroksidasyonunun inhibisyonunda
50, 100, 250 ve 500 pg/mL konsantrasyonlarinda onemli derecede antioksidan
aktiviteler gosterdigi ve linoleik asit otooksidasyonunun baslama periyodunu uzattigi

gozlendi (Tablo 4.3.).

Linoleik asit emiilsiyon sisteminde yapilan ¢alismada; tetra yapragi su ,aseton
ekstraktlarinin 25 mg/mL konsantrasyonu i¢in yiiksek inhibisyon oranlar1 (% 82.613
ve % 85.06) gosterdikleri belirlendi (Sekil 4.6).

Linoleik asit peroksidasyonunu onlemede genel olarak bitki drneklerinin su
ekstraktlarinin , etanol ve aseton ekstraktlarina gore biraz diisiik aktiviteler gosterdigi
belirlendi. Bu durum deney ortaminin apolar karakterli linoleik asit emiilsiyonundan
olusmasi sebebiyle, su ekstrakti igerigindeki polar karakterli antioksidan bilesikler
apolar fazda gerceklesen reaksiyonlara yeterince katilamamis olabilmesiyle
aciklanabilir. Cilinkii polar bilesiklerde molekiilerarasi ¢ekim kuvveti oldukga

kuvvetlidir. Apolar bir molekiil polar molekiildeki ag yapisin1 bozarak ¢ozemez.

E vitamini ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda (2.5-50 pg/mL) ve kontrolde
maksimum lipid peroksidasyonunun olustugu ana kadar yliksek inhibisyon etkisi
gosterdi (Tablo 4.3.1). Bu silireden sonra (72-84. saat) lipid peroksidasyonunun arttigi
gozlendi. Bu artisin sebebi oksidasyonu onlemek veya geciktirmek icin ortamda
bulunan E vitamininin harcanmasit ve bunun sonucunda daha az reaktif olan E

vitamini radikallerine déniismesinden kaynaklanabilir. /n vivo kosullarda olusan E
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vitamini radikalleri askorbat veya flavonoidler tarafindan rejenere edilerek, tekrar E

vitamini formuna déniistiiriilmektedir (Isbilir, 2008).

Calismamizda, bazi ekstraktlarm iyi derecede Fe™ indirgeyici kapasiteleri ve
elektron verebilme yetenekleri oldugu gozlendi. Bu Ozelliklerinden dolay1
ekstraktlarin reaktif serbest radikal tiirlerini, daha stabil radikal olmayan tiirlere
dontistiirerek serbest radikal zincirini sonlandirmak iizere rol oynayabilecekleri
soylenebilir. Bazi calismalarda da Fe™ indirgeyici kapasite ile lipid
peroksidasyonunun inhibisyonu arasinda giiclii bir iliski oldugu belirtilmistir

(Juntachote ve Berghofer, 2005; Hinneburg vd., 2006; Ozsoy vd., 2008).

Arastirmamizin  ikinci agsamasi bitkimizin antimikrobiyal aktivitesinin
belirlenmesidir. Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktivitelerinin arastirildigi
calismalarda, farkli bitkiler icin farkli coziiciiler kullanilmistir. Bu ¢oziiciilerin
arasinda metanol, n- biitanol, dietileter, etil asetat, hekzan yer almaktadir (Sahin vd.,
2002; Tepe vd., 2003; Oskay vd., 2007; Y1 vd., 2007; Kil vd., 2009) C. coggygria
bitkisinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek amaci ile bitki 6ziitlerinin bazi gram
pozitif ve gram negatif bakteriler ve bazi mantarlara (Aspergillus sp.) karsi

antimikrobiyal aktivite gosterdigi saptanmustir.

C. coggygria bitkisinin esansiyel yaglari ile yapilan bir ¢alismada bitki
ekstraktinin pozitif kontrol amacli kullanilan Streptomicin antibiyotiginden daha
yiiksek zon verdigi hatta S. aureus bakterisi ile Micrococcus bakterilerine karsi ¢cok
iyl zon verip antimikrobiyal aktivitesinin yiiksek oldugunu gostermistir (Novalovi
vd., 2007). Bu tez ¢alismada C. coggygria bitkisinin su ekstresi inhibisyon zonu en
yiksek olup sirasiyla etanol ve aseton gelmektedir (Sekil 4.10.1 - 4.10.4). En yiiksek
aktivite S. aureus (ATTC 29213) en diisiik aktivite ise E. faccialis bakterisi ile C.
albicans’ ta (ATCC 60193) goriilmiistiir.

Antibiyotik madde igeren disklerin mikroorganizmalarin ¢oguna etkili oldugu,
olusturduklar1 inhibisyon zonlarindan anlasildi. Bitki ekstraktlarinin da ayni sekilde
inhibisyon zonlar1 meydana getirmesi, yapilarinda antimikrobiyal maddelerin
bulundugunu gostermektedir. Bitkilerdeki antimikrobiyal maddelere kars1 cesitli test

mikroorganizmalarinin farkli Olgililerde etkilendikleri birgok arastirict tarafindan
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dogrulanmaktadir. Bu bitkilerin sahip oldugu kimyasal bilesim, kullanilan
mikroorganizma tiirleri ve ekstraksiyon da kullanilan maddelerin miktarlarindaki
farkliliklardan kaynaklandigi distintilmektedir (Abay, 2006). Calismamizda
kullanilan ekstraktlarin da biitiin bakterilere karsi etkili olmayis1 bu nedenlerden
kaynaklanabilir. Arastirmamizda mikroorganizmalar {izerine en etkili ¢oziiclinlin su
oldugu tespit edilmistir. Su polar ¢oziicii olmasi, ayrica kolay buharlasabilme

ozelligine sahip olmasindan dolay1 sik¢a tercih edilen organik bir ¢oziiciidiir..

Disk difiizyon yontemiyle yiliksek zon veren tetra bitkisinin su ekstresinin
etkili oldugu bakterilere kars1 MIK ve MBC degerlerini saptamak amaciyla yapilan
deneylerde, bu degerlerin 7.5 mg/ml oldugu belirlendi. Yapilan literatiir taramalarinda
esansiyel yagla ilgili yapilan MIK ve MBK degerinin 2.5 ml/mg konsantrasyonda
oldugu gozlenmistir (Novalovic vd., 2007). Bu degerlerin yiiksek ¢ikmasini, esansiyel

yagin direk kullanimi hi¢bir ¢oziiciiyle karistirilmamasi seklinde agiklayabiliriz.

Gelecege yonelik sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek dogal antioksidan
arayislar1 hizla siirmektedir. Bu tip ¢alismalarla yiliksek antioksidan aktiviteye sahip
bitki ekstraktlar1 belirlenerek, bunlarin gida sistemlerindeki antioksidan etkilerinin
incelenmesi ile ¢aligmalarin endiistriyel uygulamaya yonelik devamliliginin
saglanmasi diisliniilmektedir. Bakterilerin giinlimiizde kullanilan antibiyotiklere karsi
gosterdigi direncin artmasi bizi bitkilerle tedavi olarak adlandirilan alternatif tipa
dogru yoneltmistir. Yabanci {ilkelere milyonlarca dolar 6deyip ithal ederek, ilaglarda
kullandigimiz saf etkili madde yerine daha ucuza elde edilebilecek drog veya

ekstreler kullanilabilir.(Baytop vd.,1983).

Bu c¢alismada Balkanlarda alternatif tip uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilan C. coggygria’nin antioksidan ve antimikrobiyal ozellikleri arastirildi. C.
coggygria bitkisi ile ilgili yapilan ¢alismalar genelde esansiyal yaglari iizerinedir.
Calismamizda bitkinin yapraklarmin ekstraksiyonu ¢alisilmast halk arasinda
kullanildig1 bi¢imiyle ele alindi. Tez kapsaminda calisilan bitkilere ait bulgularin
sonuclarina gore genel olarak bitkinin 3 farkli ekstraktinin da antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu goriilmiistir. Bu bulgular tetra bitkisinin

yapraklarinin gida ve ilag endiistrisinde kullanilan, ¢esitli hasarlara sebep oldugu ileri
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stirilen sentetik antioksidan maddeler yerine aranilan dogal antioksidan maddelerden
biri olabilecek &zellikte oldugunu gostermektadir. Ozellikle su ekstraktinin
antioksidan aktivitesinin aseton etanol gibi diger ¢oziicii ekstraktlarina oranla daha
yiiksek olmasi, giinliik tiikketimde bitkiyi bu konuda iyi bir aday yapmaktadir. Ayrica
S. aureus ve E. coli gibi patojen mikroorganizmalara karst olusturdugu inhibisyon
zonu Ampicilin antibiyotigi ile ayn1 orandadir. Tetra bitkisi ekstraktlar1 antibakteriyal

aktivitenini yani sira antifungal aktivite de gostermektedir.

Sonug olarak bu caligmada, halk arasinda sifali bitki olarak kabul géren ve
kullanilan tetra bitkisinin yapraklarindan elde edilen ekstraktlarin herhangi bir
ayristirma iglemi yapilmaksizin hem antioksidan hem de antimikrobiyal aktivite

gosterdigi ile belirlenmistir.

Bu konu ile ilgili daha fazla arastirma ve yatirim yapildig1 takdirde tarimsal
bir iilke olan Tiirkiye’de bitkisel drog eldesi ve bunlardan ila¢ yapilmasi biiyiik bir
gelisme gosterecektir. Thtiyag fazlasinin satilmasiyla da yeni bir pazar olusmasi

mumkinddr.
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