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OZET

YABANI VE KULTUR SEMIZOTU (Portulaca oleracea L.) BITKISININ
ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ INCELENMESI

Aylin YURDAGUL

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
2019, 68sayfa

Bu c¢alismada semizotu (Portulaca oleracea L.) bitkisinin antioksidan
ozelliklerinin arastirilmasit ve bu Ozelliklerin kiiltir de ve yabani tiirlerde
degisimlerinin incelenmesi amaglanmustir. Ayn1 zamanda, incelenen parametrelere,
ornek hazirlama tekniginin (liyofilizasyon veya sivi azot ile pargalama) ve
ekstraksiyonunda kullanilan ¢dzgen etkileri (su, metanol, etanol) hazirlanan
ekstraktlarda aragtirilmigtir. Ekstraktlarin antioksidan kapasitesi DPPH radikal
stipiiriicli aktivite tayini, toplam fenolik bilesik tayini, toplam flavonoid tayini,
toplam flavonol tayini, indirgeme giicii tayini, ferrik tiyosiyanat yontemi ile total
antioksidan kapasite tayini, sliperoksit anyonu siipiiriicli aktivite tayini, kuprik iyon
indirgeme antioksidan kapasite tayini, oksijen radikal absorbans kapasitesi,
hidroksil radikal siipiiriicti aktivite tayini, Troloks esdegeri antioksidan kapasite
tayini, prolin miktar1 tayini ve antimikrobiyal aktivite tayini yOntemleri ile
arastirtlmigtir. Ornek hazirlama ydntemlerinden liyofilizasyon ydnteminin daha
yiiksek antioksidan kapasitesine sahip ekstraktlarin elde edilmesini sagladigi;
kiiltiire ve yabani tiirlerden elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri
arasinda genellikle anlamli farklarin olmadigi saptanmustir. Incelenen deney

kosullarinda ekstraktlarin hi¢birinde antimikrobiyal aktivite saptanmamugtir.

Anahtar Kelimeler: Semizotu, Portulaca oleracea L., antioksidan aktivite.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PROPERTIES OF WILD
AND CULTURED PURSLANE PLANT
(Portulaca oleracea L.)

Aylin YURDAGUL

M.Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
2019, 68 pages

In this work, investigation of antioxidant and antimicrobial activities of purslane
(Portulaca oleracea L.) and variation of these properties due to the cultured and
wild species were investigated. Parallel to this, the effect of sample preparation
techniques (lyophilization and liquid nitrogen disintegration) was investigated in
extracts prepared using three different solvents (water, methanol, ethanol).
Antioxidant capacity of the extracts were investigated using DPPH radical
scavenging activity assay, total phenolics assay, total flavonoid assay, total
flavonol assay, reducing power assay, total antioxidant capacity assay using ferric
thiocyanate method, superoxide anion scavenging activity assay, cupric ion
reducing antioxidant capacity assay, oxygen radical absorbance capacity assay,
hydroxyl radical scavenging activity assay, Trolox equivalent antioxidant activity
assay, proline content determination and of antimicrobial activity tests. Results
revealed that lyophilization technique provided extracts with higher antioxidant
capacity and extracts provided from cultured or wild species did not have
antioxidant activities with significant differences. Under our experimental
conditions none of the samples demonstrated antimicrobial activity.

Key Words: Purslane, Portulaca oleracea L., antioxidant activity.
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1. GIRIS

Cesitli hastaliklarin  biyokimyasinda "reaktif oksijen tirleri (ROS)" olarak
adlandirilan molekiiller ve radikaller gorev alir. ROS tiirlerinin baglicalarmi
siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit ve hidroksil radikali olusturur. Bu
molekiiller, oksijenin metabolizmada suya indirgenmesi sirasinda olusurlar. Insan
viicudunda fizyolojik kosullarda, iiretilen ROS miktar1 ile mevcut antioksidanlar
arasinda bir denge vardir. Bu denge oksidan yoniine dogru kayarsa hiicre i¢inde
“oksidatif stres” ad1 verilen ve ¢esitli hastalik ve fizyolojik bozukluklarin kaynagi
oldugu dusiintilen istenmeyen durum olusur (Cornelli, 2009; Pellegrini vd., 2009;
Stahl vd., 2002; Unsal vd., 2014).

Bitkilerin iirettigi antioksidan molekiillerin, canli sistemlerde hiicre igi
oksidasyonu  engelleyerek  antimiimoral, antimutajenik, antitrombik,
antikarsinojenik, antimetastatik, antimikrobiyal, antihipertansif, antiviral ve
yaslanma karsit1 aktivite gosterdikleri pek ¢ok in vivo galisma ile ortaya konmustur
(Stahl vd., 2002; Hassimoto vd., 2008; Unsal vd., 2014).

Son yillarda bitkilerin gesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmaya baglanmasiyla
“alternatif tip” alani 6nem kazanmustir. Son zamanlarda birgok lilkede yaklagik
2500 sifal bitki tespit edilerek bazilar1 gesitli farmakolojik formlarda (tablet, toz,
surup, vb.) kullanima sunulmustur. Oksitlenebilen tiirlerin oksidasyonunu
yavaglatan veya durduran maddelere “antioksidan” denir. Canlilarda olagan
kimyasal siiregler sirasinda oksitlenme sebebiyle serbest radikaller olusur. Serbest
radikaller son derece reaktif olup canli sistemde karsilastigi ¢esitli molekiillerle
kolayca reaksiyona girebilir ve bunun sonucunda hiicre ve buna bagli olarak canli
zarar goriir. Antioksidanlar, serbest radikallerle hizlica reaksiyona girerek onlarin
hiicreye zarar vermelerini engelleyebilir. Bu 6zellikleri nedeniyle, antioksidanlar,
hiicrelerin anormallesme ve tiimdr olusturma risklerini azaltirken hiicre yikimini
da engelleyip daha saglikli, daha az yashlik etkileri gosteren bir yasam sansi
yiikseltirler (Evans vd., 1996; Unsal vd., 2014; Shahidi, 1997).

Insan antioksidan savunma sistemi enzimatik ve enzimatik olmayan tiirlerle
donatilmigtir. Enzimatik tiirlerin baslicalarini siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz
(CAT) ve glutatyon peroksidaz (GPx) enzimleri; enzimatik olmayan tiirleri ise
hidrofilik (askorbat, glutatyon, iirat ve flavonoidler gibi) ve lipofilik
(karotenoidler, tokoferoller, ubikinol gibi) molekiiller olusturur (Cizelge 1.1).



Cizelge 1.1. Baz1 6nemli fizyolojik antioksidanlar
(http://www.iama.gr/ethno/eie/neda_en.htm)

Antioksidan

Viicutta
Bulundugu Yer

Ozellikleri

Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Mitokondri, sitozol

Cok etkili enzimatik antioksidandir.

Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Mitokondri, sitozol

Hiicre i¢i indirgen ajandir. Hidrojen
peroksit ve organik peroksitleri
uzaklagtirir.

Katalaz (CAT)

Mitokondri, sitozol

Hidrojen peroksiti uzaklastirir.

Serbest radikal yakalayici olarak

Vitamin C Eicrenin 1 davranir ve Vitamin E'yi geri kazandirir.
Vitamin E Hiicre membrani Huc're membrar}lndgkl cn biiegl
zincir kirici antioksidandir.
Tim hiicre zarlarinda  Yag asidi ve glukoz metabolizmast
Koenzim Q1o ve yaglari tagtyan sirasinda elektron yakalayarak diger
proteinlerin yapisinda  elektron alicilarina iletir.
Urik Asit Piirin metabolizmast OH' radikallerini yakalar.

urtini

Glutatyon (GSH)

Hiicredeki nonprotein

Hiicresel antioksidan savunmasinda

tiyol ¢oklu rol oynar.
Vitamin C'yi geri kazandirir; ayni
a-lipoik asit Endojen tiyol zamanda biyolojik sistemlerde

glutatyon yerine kullanilabilir.

Karotenoidler

Hiicre membrani

Lipit ¢dzebilen antioksidanlardir,
ROS’lar1 tutarlar.

Bilirubin

Kan

Hem metabolizmasi tiriiniidiir; hiicre dist
antioksidandir.

Ubikuinonlar

Mitokondri

Indirgenmis halleri etkili
antioksidanlardir.

Metal iyonlar1 sekestrasyonlart:
Transferrin, ferritin, clactoferrin

Ekstraseliiler ve
intraseltiler sivilar

Metal iyonlarini gelat haline getirir.
Fenton reaksiyonundan sorumludurlar.

Nitrik Oksit

Ekstraseliiler ve
intraseliiler sivilar

LP inhibitorii ve serbest radikal
yakalayicidir.




Oksijen, anaerob canlilar harig, tim canlilar i¢in hayati 6nemi olan bir molekiildiir.
Ote yandan oksijenin tam indirgenmemesi sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri
oksidatif hasara yol acarak biyomolekiillerin fonksiyonlarmi degistirebilir.
Oksidatif hasarlar viicuttaki antioksidan/oksidan oraninin dengesizligi sonucu
ortaya c¢ikabilir. Viicut i¢in gerekli olan antioksidanlar metabolizma tarafindan
sentezlenebildigi gibi disaridan beslenme yoluyla da alinabilir. Viicudun yasamsal
fonksiyonlarinin diizgiin bir sekilde yerine getirecek oksidan/antioksidan oraninin
sabit tutulmasi 6nemlidir (Benzie, 2003; Shirinzadeh, 2010).

1.1. Antioksidan Maddelerin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar sentetik ve dogal olmak tizere iki ana grupta incelenebilir. Dogal
antioksidanlar1 etki mekanizmalar1 dikkate alinarak enzimatik ve non-enzimatik
olmak iizere iki ana gruba ayirmak miimkiindiir (Sekil 1.1). Antioksidan enzimleri
primer (dogrudan) ve sekonder (dolayli yoldan antioksidan sistemi destekleyenler)
olmak iizere iki grupta incelenirken; non-enzimatik olanlarda molekiil ¢esitliligi
cok fazla (Sekil 1.1) ve dogal ve dogal olmayanlar mevcuttur (Ratmam vd., 2006).
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Sekil 1.1. Antioksidan maddelerin siniflandirilmasi1 (Ratham vd., 2006)



1.1.1. Enzimatik Antioksidanlar
1.1.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

SOD dogada yaygin sekilde prokaryotik ve oOkaryotik organizmalarda yer alir,
Stiperoksitin hidrojen peroksit ve oksijene dismutasyon reaksiyonunu katalizler.

Stuperoksit dismutaz

205" + 2H* > H2O02+ 02

Insan viicudunda ii¢ tiir SOD enzimi bulunur. Bunlar mitokondriyal Mn-SOD,
CuZn-SOD ve ekstraselliiler SOD olarak siralanmaktadir. Cu-Zn SOD (bakir-
¢inko) sitoplazmada bulunur. Mitokondride asir1 ROS ve serbest radikal birikimi
sonucunda Mn-SOD miktar1 yiikselmektedir. Bu da mitokondrinin kendini serbest
radikallerin etkilerinden korumak i¢in Mn-SOD’yi kendi iirettigi bir savunma
sistemi olarak kullandigina isaret etmektedir (Shirinzadeh, 2010).

1.1.1.2. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

GPx enzimi tetramerik bir protein olup selenyum igerir. Enzim rediikte glutatyon
molekiiliinii oksitlerken, hidrojen peroksiti de suya indirger.

Glutatyon peroksidaz
2GSH / \ » GSSG
H-0O, 2H,0

Hidrojen peroksitin giderilmesi i¢in kullanilan rediikte glutatyondan olusan okside
form (GSSG) daha sonra bir baska enzim, glutatyon rediiktazla, katatlizlenerek
indirgenir (Cihaner, 2009).

1.1.1.3. Katalaz (CAT)

Katalaz enzimi eritrositlerden akcigerlere kadar pek c¢ok hiicrede bol miktarda
bulunan bir enzimdir. Enzim, zararli hidrojen peroksit molekiiliinii oksijen ve su

molekiillerine parcalayarak serbest radikal etkisinden koruma saglar.

Katalaz
2H2O02 —5 2H20 + O



Ayrica, CAT, peroksidatif reaksiyonlar sonucu olugan formaldehit, alkol, formik
asit ve fenolik bilesikler gibi toksik bilesiklerin etkilerini azaltmak i¢in de caligir.

1.1.2. Non-Enzimatik Antioksidanlar

Canli tarafindan tretilebilen veya beslenme ile alinabilen antioksidanlardir. Non-
enzimatik antioksidan ¢esitleri agsagidaki gibidir:

e Mineraller (Selenyum, ¢inko)

o Vitaminler (C, A, K, E)

o Karotenoidler (lutein, likopen)

¢ Organosiilfiir bilesikleri (allilsiilfiir)

o Polifenoller

o Diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (iirik asit)
o Antioksidan kofaktorler (Koenzim Q10)

e Melatonin ve indol tiirevleri

Kisilerde ortaya c¢ikan g¢oklu genlerdeki mutasyonlarin neden oldugu kanser
hastaliklarinin - 2/3’niin  gtinliik beslenme profilinin  diizenlenmesi ve bu
antioksidanlarin listeye alinmasiyla onlenebilecegi diisiiniilmektedir. Onerilen
mekanizmalar, hastaliklar1  Onlemede  zararli  bilesiklerden  enzimatik
detoksifikasyonu ve bu bilesiklerin DNA’ya baglanmasinin énlenmesi seklindedir
(Shirinzadeh, 2010). Ozellikle son 200 yilda maruz kalinan serbest radikal
kaynaklarindaki artis sentetik antioksidanlari daha onemli bir hale getirmektedir
(Cihaner, 2009).

1.2. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivitenin ifade edilmesinde literatiirde olduk¢a farkli terimler
kullanilmaktadir. Bu terimlerden bazilarnn “total antioksidan kapasite”, “total
antioksidan aktivite”, total antioksidan gili¢”, “antioksidan parametre”,
“antioksidan potansiyel”, antioksidan potens” ve “antioksidan aktivite”dir.
“Aktivite” terimi basing, sicaklik, reaksiyon ortami, ortamdaki diger bilesenler
gibi spesifik kosullara bagli olacaktir. O nedenle tek bir analiz yontemi ile
“antioksidan aktivite” o kosullardaki sonucu verdiginden “total antioksidan
giicin” bir Olglisii olarak kullanilamayabilir. Bu nedenle “total antioksidan
kapasitenin bir gostergesi” olarak farkli tayin yontemleri ile Sl¢iim yapmak ve
sonucu “kapasite” olarak ifade etmek miimkiindiir. Bir diger yol ise “peroksil
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radikal siipiiriicii kapasite” veya “ siiperoksit anyonu siipiiriicii aktivite” gibi
kullanilan tayin yontemini spesifik olarak belirten terimlerin kullanilmasidir

(Ardag, 2008; Sen, 2011).

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon agisindan
temel olarak iki sinifta toplanabilir:

Hidrojen Atomu Transferi (HAT) Temelli Yontemler

Temel olarak hidrojen atomu transferine dayanan bu metotlar, azo bilesiklerinin
bozunmasi sonucu olusan peroksil radikallerinin antioksidan ve substrat tarafindan
yarismali bir sekilde giderilmesi temeline dayanir (Ardag, 2008). Once bir radikal
baslatict kullanilarak peroksil radikali (ROO’) meydana gelir. Reaksiyon
ortamindaki antioksidan ve substrat, radikalleri yakalamak i¢in yarisir. ROO
tercihen, antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Bu sayede peroksil radikali ve
hedef molekiil arasindaki reaksiyon geciktirilir veya inhibe edilir (Ou vd., 2002;
Huang vd., 2005; Sen, 2011).

HAT analiz yontemleri:

Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu
Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC)

Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)
Krosin agartma deneyleri olarak siralanabilir (Ardag, 2008).

Elektron Transferi (ET) Temelli Yontemler

Antioksidan molekiilin, Fe®, ABTS™* gibi bir oksitleyici tarafindan
yiikseltgenmesi sonucunda antioksidandan oksidana bir elektron transfer edilir; bu
da oksidanin renk degisimine neden olur. UV/Vis spektrofotometre ile absorbans
degisimi kaydedilir. Bu absorbans degisimi antioksidan derisimi ile orantili
oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesinin belirlenmesinde kullanilir
(Huang vd., 2005; Sen, 2011).



ET esasli analiz yontemleri (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006):

o Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde tayini

e Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) l¢timii

e Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢timii

o Cu(ll) kompleksinin oksidan olarak kullanildigi “toplam antioksidan
potansiyel” dl¢lim yontemi

e DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢giim yontemi

e CUPRAC (Bakir(Il) indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi olarak
siralanabilir.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesi i¢in literatiirde yirmiden fazla yontem yer
almaktadir. Bitkilerin antioksidan kapasitelerinin tayini sdz konusu oldugunda
antioksidan aktivite ile segilen tayin yonteminin birbirine bagimli oldugu
bilinmektedir. Belirlenen antioksidan aktivite (veya kapasite) ile Dbitki
ekstraktlarinin  total fenolik bilesik igerigi arasinda tam bir korelasyon
gozlenmeyebilir (Miliauskas vd., 2004; Sen, 2011).

Gidalarin  kompozisyonlarinin  kompleks olusu, antioksidanlarin ¢ok ¢esitli
fonksiyonlar gostermeleri ve sinerjik etkilesimleri nedeniyle, gida bilesenlerinin
ozel olarak ayrilmasi ve ¢alisiimasi maliyetli ve zordur. Bu nedenle genellikle
antioksidan aktivite bir biitiin olarak incelenmektedir. Antioksidan aktivite 6l¢timii
icin ¢ok c¢esitli metot mevcuttur, ancak fazla c¢esit goriis ayriliklarmi da
beraberinde getirmektedir. Olgiim yapilirken farkli oksidasyon kosullarinda farkli
oksidasyon iiriinlerini 6l¢mek i¢in birden fazla metot kullanilmaktadir (Miliauskas
vd., 2004; Sen, 2011).

1.3. Bitkilerin Antimikrobiyal Aktivitesi

Bitkisel ilaglar, bazi {ilkelerde saglik sorunlarina ve tibbi ilaglarin yliksek
maliyetlerine karsilik alternatif ¢6ziim olarak gelistirilmistir. Bitkiler genel olarak
uzun bir siireye yayilmis hastaliklara karsi etkili olmustur (Citoglu ve Altanlar,
2003).

Cesitli bitkilerin ¢ay, baharat ve tedavi araci olarak kullanimi hem diinyada hem
de iilkemizde giderek yayginlagsmaktadir (Toroglu ve Cenet, 2006; Yildirim,
2008). Tiirkiye’de 9000 civarinda farkli dogal bitki tiirii oldugu ve bunlarin



yaklagik %30’unun endemik tiir oldugu bilinmektedir. Bu zenginlikten yeteri
kadar faydalanilamadig1 da diisiiniilmektedir (ilgim vd., 1998; Yildirim, 2008).

Bitkilerin bazt mikroorganizmalara kars1 6ldiiriicii etki gdstermesinin, insan sagligi
icin yararli olabilecegi 1920°1i yillardan beri arastirilmaktadir (Vonderbank, 1949;
Digrak vd., 1999; Yildirim, 2008). Diinya Saglk Orgiiti’niin (WHO)
arastirmalarina gore diinyada tedavi amact ile kullanilan bitki sayisinin 20000
civarinda oldugu bildirilmektedir (Kalaycioglu ve Oner, 1994; Yildirim, 2008).

Bazi bitkilerden elde edilen sulu ekstraktlar veya ugucu yaglarin antibakteriyel
ve/veya antifungal etki gosterdigi bilinmektedir. Etki dereceleri icerdikleri
bilesenlerin 6zelliklerine bagli olarak degisiklik gosterir (Bagci ve Digrak, 1997).

Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Antimikrobiyal duyarlilik testleri icinde en sik kullanilanlart:
Disk difiizyon testleri

Diliisyon testleri

Agar diliisyon testleri (kat1 besiyerinde sulandirim testi)
Broth diliisyon testleri

Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi

Mikrodiliisyon testleri

Gradient strip testleri (E-test, MICE)

Otomatize yontemler

Molekiiler yontemlerdir.

Diliisyon Yontemi

Bu yontemde aktivitesi test edilecek madde sivi veya kat1 besi yerinde bir seri
seyreltilir. Bu ortamlara, duyarlig1 test edilecek mikroorganizmanin belli sayida
hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilir. Bakteri deney setleri
uygun sicaklikta (35-37°C’de) ve uzun siire (16-20 saat) bekletilerek iireme takip
edilir (Akyiiz, 2007). Siispansiyonun bulanik oldugu tiiplerde antimikrobiyal
madde derisimi inhibe edici derisimin altinda demektir. Berrak tiipler ise
antimikrobiyal maddenin bakterinin liremesini inhibe edici derisim diizeyine esit
veya daha yiiksek oldugu sonucunu verir. Bulanikligin giderildigi, bir baska
deyisle inhibisyona neden olan en diisiikk madde derisimi MIC (Minimum Inhibitor
Konsantrasyonu) olarak kabul edilir. Seyreltme yontemleri tiip iginde



gergeklestirilirse  yonteme — makrodiliisyon,  mikrotitrasyon  plakalarinda
gergeklestirilirse mikrodiliisyon yontemi olarak adlandirilir (Hacioglu, 2005).

Difiizyon Yontemi

Yontemde test edilecek materyal agarda difiize olur ve aldig1 mesafe kadar test
edilen mikroorganizmalari inhibe eder. Bu yontemde “disk difiizyonu” ve “cukur
agar difiizyon” olmak iizere iki alt grup mevcuttur. Bu yontemlerde calisma
prensipleri ayn1 olmakla beraber ¢ukur agar difiizyon testinde test edilecek madde
agar lizerine agilan gukurlara yerlestirilir. Ote yandan disk difiizyon testi igin test
edilecek maddenin emdirildigi kagit disk agar yiizeyine yerlestirilir (Cakir ve
Yildirim, 2008). Disk difiizyon yonteminde, belirli miktarda antimikrobiyal ajan
iceren kagit diskler, test mikroorganizmasindan hazirlanan standart siispansiyonun
yayildig1 agar plaklarin yiizeyine yerlestirilir. Diskteki antimikrobiyal madde besi
yeri igerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde iiremeyi engeller.
Sonugta, disk cevresinde bakterilerin {iremedigi dairesel bir inhibisyon alani
(zonu) olusur. Inhibisyon zonunun capi, bakterinin duyarliligi ile dogrudan
iligkilidir. Bu alanin ¢ap1 6lgiilerek her antimikrobiyal madde i¢in farkli olabilen
duyarlilik sinirt degerleriyle karsilastirilir. Inhibisyon alanimin biiyiikliigiine gore
duyarli, orta veya direngli seklinde duyarlilik kategorisi belirlenir (Oztiirk, 2009).

1.4. Semizotu (Portulaca oleracae L.) Hakkinda Genel Bilgi

Semizotu genel olarak kirmizimsi, piiriizsiiz, yere yatik tiiysiiz govdeye ve dizilise
sahip, sapsiz, sar1 ve yesil renklerden olusan iki farkli yaprak kiimelerine sahiptir
(Dweek, 2001;Unsal vd., 2014).

Semizotunun vitaminler (A, B1, B2, B6, C, E, niasin, nikotinik asit, riboflavin,
beta karoten, folat vb.), mineraller (6zellikle K, Ca, Fe, Mg, Na, P, Cu ve Mn),
doymamis yag asitlerinden 6zellikle omega-3 yag asitleri, glutamik asit, glutatyon
ve aspartik asit acisindan zengin oldugu belirtilmektedir.

Semizotu hem tarimcilar hem de beslenme uzmanlar1 tarafindan 6zel olarak
ilgilenilmeyi hak eden bir bitkidir. Besin degeri yiiksek olan bu bitki
kompozisyonu ve antioksidan 6zellikleri nedeni ile “gili¢ yiyecegi” olarak da tarif
edilir. Semizotunun bilimsel bilesimi ve yararlar tiiriine, toplanma zamanina ve

yetistigi ¢evreye bagli olarak degisiklik gosterebilir. Semizotu bir omega-6yag
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asidi olan a-linoleik asit agisindan oldukca zengindir. Ispanaktan bes kat daha
fazla omega-3 yag asidi i¢erdigi gosterilmistir (Simopoulos vd., 1992).

Semizotu bitkisi (Portulaca oleracae L.) semizotugiller familyasindan tek yillik
bir sebze olup ¢ok dalli ve yaprakli siiriingen bir gévdeye sahiptir. Kigin, sogukta,
kurur ve oliir. Ulkemizde kiiltiir formlar1 da (6zellikle bat1 bolgelerinde) ticari
boyutlarda yetistirilir. Diger bolgelerde daha ¢ok yabani formlart dogadan
toplanarak kullanilir.

Ulkemizde kiiltiir sebzeleri arasinda semizotunun énemli bir yeri olmakla beraber,
sebze olarak tiiketimi vardir. Okzalik asiti bolca bulunduran bitkinin yapraklarinda
cksimsi bir tat vardir ve salata malzemesi olarak kullanilir. C vitamini ve
mineraller agisindan zengin olup, kalorisi diisiiktiir. Semizotunun 100 graminda 5-
8 gram aras1 kuru madde bulunur. Bitkinin geri kalan kismini su olusturur. Yiizde
1-2 protein, %0.2-0.4 yag, %]1-2 karbohidrat i¢eren bitkinin son yillarda, &zellikle
omega-3 yaglari agisindan zengin olmasi nedeniyle tiikketimi 6zendirilmektedir.

Bu tezde amaglanan ¢alisma asagidaki basliklarda 6zetlenebilir:

1) Yabani ve kiiltiir semizotlarinin gesitli yontemlerle antioksidan
aktivitelerinin dlgiilerek karsilagtirilmasi; varsa antimikrobiyal
aktivitelerinin de saptanmasi

2) Semizotu orneklerinin hazirlanmasinda
a) Liyofilizasyon ile suyu uzaklastirma
b) Sivi azot ile parcalandiktan sonra kurutma islemlerinin uygulanmasi

sonucu O0rneklerin antioksidan aktiviteleri arasinda fark olup
olmadiginin saptanmasi

3) Su, metanol, etanol ¢6zgenleri kullanilarak hazirlanan 6rneklerin

antioksidan aktivitelerinin karsilastirilmasi.
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2. KAYNAK OZETLERI

Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan da isaret edildigi gibi P. oleracea
diinyanin tropik ve iliman bdlgelerinde en fazla kullanilan tibbi bitkiler arasinda
sayilmaktadir (Sabzghabaee vd., 2014).

P. oleracea bitkisi hakkinda literatiirdeki arastirmalar incelendiginde besin degeri,
polisakkaritleri, antioksidan 6zellikleri, yag asidi igerikleri, mineral kompozisyonu
ile ilgili gesitli ¢alismalarin yapildig goriilmektedir.

Gazzani vd. (1998) tarafindan bazi giinliik diyet sebzelerinin suda ¢6ziinen
bilesenlerinin anti- ve prooksidan aktiviteleri incelenmistir. Farkli sicakliklarda
(2°C, 25°C, 102°C) yapilan ol¢iimlerde oncelikle diisiik sicakliklarda sebze suyu
tiretiminden hemen sonra yapilan oOlgtimlerde ilk 10 dakikada prooksidan
aktivitenin baskin oldugu goézlemlenmistir. Otuz dakika sonra bazi sebze sulari
icin prooksidan aktivite, antioksidan aktiviteye doniismiistiir. Sonuglar deneysel
kosullarda incelenen biitiin meyve sularmin lipid peroksidasyonunu etkiledigini
gostermistir. Etkilenme derecesinin sebzenin tiiriine, zamanina ve sicakliga bagl
oldugu ifade edilmistir.

Maisuthisakul ve Pongsawatmanit vd. (2004) tarafindan Kradonbok (Careya
sphaerica Roxb.) yapraklarinin antioksidan aktivite tizerine Ornek hazirlama
yontemi ve ekstraksiyon siiresinin etkisi incelenmistir. Ornek hazirlama
yonteminin ekstrakt verimi iizerine etkisi tespit edilmezken, total fenolik ve
antioksidan iizerinde olumlu etki gdsterdigi tespit edilmistir. Dondurma 6zellikle
de hizli dondurma yontemi ile saklanan yapraklarda total fenolik bilesik icerigi ve
antioksidan aktivite daha yiikksek bulunmustur. Sonug¢ olarak hizli dondurma
uygulamasinin antioksidan aktivite Olglimleri i¢in uygun oldugu; ekstraksiyon

stiresinin ise 4.5-6 saat olmasi gerektigi ifade edilmistir.

Kilig vd. (2008) tarafindan P. oleracea L.’nin tuz giderici bir ekin olarak
performansi incelenmistir. Bazi1 6zel bitkiler topraktan tuzu uzaklastirabilir,
ekimleri ile birlikte bahce topraginin tuz giderimi saglanabilir. Bu calismada
verimde diismeye sebep olmadan bir tuz giderici bitkinin etkili olabilecegi en
yikksek tuz seviyesi tayini yapilmigtir. Sonuglara gore semizotunun tiim yil
boyunca kiiltive edilmesi halinde kiimiilatif olarak olduke¢a yiiksek miktarda tuzu
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uzaklagtirabilecegi sonucuna varilmistir. Bu sonuglara gore semizotu i¢in makul
tuzluluk diizeyi 6.5 dSm™ olarak hesaplanmustir.

Oliveira vd. (2009) tarafindan Portekiz’in farkli bolgelerinden elde edilen P.
oleracea L. yaprak ve dallarinin fitokimyasal karakterizasyonu ve DPPH radikal
stipliriici etkisi incelenmigtir. Nem, total yag, fenolik bilesik icerikleri de
belirlenmistir. Doymus yag asitleri (SFA) oranlarinin 42.56 + 6.81 ile 50.02 £+ 5.57
oraninda; tekli doymamis yag asitleri (MUFA) 12.39 £+ 6.09 ile 20.49 + 10.80
oraninda; ¢oklu doymamis yag asitleri (PUFA) miktarinin ise 29.50 £ 10.12 ile
45.64 + 15.59 oraninda oldugu rapor edilmistir. DPPH radikali kullanilarak
Olciilen radikal siipiiriicti aktivitenin yapraklarda daha yiiksek oldugu bulunmustur.

Erkan (2012) tarafindan ters-faz ayirma ile kaba ekstrakttan elde edilen ham P.
oleracea fraksiyonlari antioksidan aktiviteleri ve fenolik madde igerikleri
acisindan incelenmistir. Ayrilan bes fraksiyon arasindan ii¢ nolu fraksiyon 200-
400 nm dalga boyunda diger fraksiyonlardan daha yiiksek absorpsiyon yapmustir.
Ham ekstraktlar ile karsilastirildiginda bu fraksiyonda o6lgiilen fenoliklerin
miktarmin oldukga yiiksek oldugu gériilmiistiir. Ug nolu fraksiyonda serbest asitler
olarak klorojenik, kafeik, p-kumarik, ferulik asitlerin, serbest flavonoidler olarak
ise kuersetin ve kaempferoliin bulundugu tespit edilmistir. DPPH, TEAC, TBARS
deneyleri ile yapilan antioksidan galigsmalarinda {i¢ nolu fraksiyon iiriinlerinin
yiiksek antioksidan aktivite gosterdikleri bildirilmistir. Zhou vd. (2015) tarafindan
P. oleracea L.’nin fitokimyasi ve farmakolojik etkileri ayrintili olarak gbézden
gecirilmigtir. Bitkinin flavonoid, alkaloid, polisakkarit, yag asidi, terpenoid, sterol,
protein, vitamin ve mineral karakterli bilesenleri belirlenmis ve genis spektrumlu
farmakolojik 6zellikleri irdelenmistir.

Uddin vd. (2012) tarafindan farkli biiyiime evrelerinde semizotunun antioksidan
ozellikleri ve mineral degerleri incelenmistir. Olgun P. oleracea bitkisinin daha
yiiksek total fenolik bilesik igerigine sahip oldugu, antioksidan aktivitelerinin de
(DPPH ve FRAP yontemleri ile) yliksek oldugu goriilmiistiir. Ca, Mg, K, Fe ve Zn
diizeyleri de olgun bitkide daha yiiksek bulunmustur. Sonuglar Oncelikle
fonksiyonel gida ve hastalik Onleyici beslenme uygulamalarinda uygun
olgunluktaki P. oleracea bitkilerinin se¢ilmesi gerektigini vurgulamaktadir.

P. oleracea L. insanlarda hafif rahatsizliklar1 tedavi etmek i¢in pek c¢ok iilkede
tipta kullanilir. P. oleracea L’den ekstrakte edilen polisakkaritin (POL-P)
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hipoglisemik ve hipolipidemik aktiviteleri yaninda, antioksidan ve antitimor
aktiviteleri de bulunmaktadir. Kolon kromatografisi kullanilarak saflastirilan POL-
P3b polisakkarit fraksiyonu rahim kanseri tizerinde in vitro ve in vivo denenmistir.
POL-P3b’nin rahim kanseri hiicre bilylimesini doza ve zamana bagli olarak inhibe
ettigi ve inhibisyon mekanizmasinin Sub-G1 hiicre ¢evrimi tutuklanmasi, DNA
hasarinin tetiklenmesi ve apoptozisin indiiklenmesi yoluyla gerceklestigi rapor
edilmistir (Zhao vd., 2013).

Egea-Gilabert vd. (2014) g kiiltiir ve dokuz lokal semizotu drneginden hazir gida
iiretilmesi uygunlugunun arastirilmasi yapilan ¢alismada molekiiler, morfolojik ve
biyokimyasal analizler yapilmistir. CM 13-00809 olarak kodlanan yabani tiiriin

hazir gida iiretimine uygun olabilecegi sonucuna varilmigtir.

Petropoulos vd. (2015) tarafindan semizotunun alti genotipinin kimyasal
kompozisyonu ve verimi incelenerek alternatif omega-3 yag asitleri kaynagi olarak
kullanilabilirligi arastirilmigtir. Bitki genotipinin besin degeri ve kimyasal
kompozisyonuna olan etkileri de incelenmistir. Kuru besin maddeleri verimi, seker
icerigi, bitki boyu, dal cap1 gibi parametrelerde genotip 1s18inda incelenmistir.
Yaprak boyu, genisligi, kalinlig1 gibi faktorler de incelenmistir. Organik asit
(okzalik asit, malik asit, sitrik asit, fumarik asit) ve seker (fruktoz, glukoz, siikroz)
degerleri de genotipler arasinda farkli bulunmustur. Antioksidan 6zellikler fenolik
ve flavonoid bilesikler agisindan incelendiginde aralarinda anlamli farklar
bulunmustur. Genotiplerin antioksidan 0Ozellikleri, DPPH radikal siipiiriicii
aktivite, indirgeme giicii, f-karoten bleaching inhibisyonu, TBARS inhibisyonu
yontemleri ile dlglilerek karsilagtirilmis ve bazi genotipler istatistik olarak farksiz,
bazilar1 arasinda ise anlamli farklar bulunmustur. Besin endiistrisinde kullanim
sirasinda uygun ekotipin segilmesinin yiiksek kaliteli gida Uriinlerinin {iretiminde
ve artt katma deger etkisinin artmasinda katkisi olacagi sonucuna varilmistir.
Omega-3 ve omega-6 yag asitlerinin dengeli bir oranda bulundugu genotipin
kullanilmasinin daha uygun olacagi rapor edilmistir.

Lei vd. (2015) tarafindan P. oleracea L.’den antibakteriyel 6zellige sahip dort yeni
bilesigin ayrilmasi ve saflastirilmasi yapilmistir. P. oleracea soguk tabiatll ve
asidik tadi olan bir bitkidir. Diyarenin durdurulmasi igin kanin sogutulmasi
amaciyla da besin olarak kullanimi arastinlmistir. Bilesiklerin in  vitro
antibakteriyel oOzellikleri MIC ve minimal bakterisidal konsantrasyon (MBC)
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testleri incelenmistir. Antibakteriyel testler yeni bilesiklerin enteropatojenik
bakterileri yliksek derecede inhibe ettigi veya 6ldiirdiigii de rapor edilmistir.

Sun vd. (2015) P. oleracea L. ve Taraxacum mongolicum Hand.-Mazz bitkilerinin
su ve etanol ekstraktlariin ineklerde meme iltihabina neden olan patojenik
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus galactiae ve
Streptococcus  dysgalactiae  bakterilerine  kars1  antibakteriyel  etkilerini
aragtirmiglardir. Calismada disk difiizyon yontemi uygulanmigtir. P. oleracea
L.’nin etanol ekstrakti Escherichia coli disindaki bakterilere karsi, su ekstraktina
gore daha yiiksek inhibisyon gostermistir. Taraxacum mongolicum Hand.-Mazz su
ekstrakti etanol ekstraktina gore daha yiliksek antibakteriyel aktivite gostermistir.
Caligmada her iki bitkinin ekstraktlariin en ¢ok Escherichia coli’ye kars1 aktivite
gosterdigi belirlenmistir. P. oleracea L. (0.5 g/mL) 22.7 £ 0.24 mm’lik bir
inhibisyon zonu olustururken, Taraxacum mongolicum Hand.-Mazz 21.3 +
0.16’lik bir zon olusturmustur. Ayrica ekstrakt derisimi arttik¢a antimikrobiyal
aktivitenin de arttig1 rapor edilmistir.

Askari vd. (2016) tarafindan P. oleracea hidro-etanolik ekstraktlarinin izole insan
lenfositlerinde Th1/Th2 dengesine etkisi incelenmigtir. Farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlarla yapilan calismada kanser veya astim gibi
hastaliklarda Th1/Th2 dengesindeki azalma sonucu ortaya ¢ikan iltihaplanmada P.
oleracea’nin tedavi edici etkisi oldugu ifade edilmistir.

Li (2016) tarafindan P. oleracea L.’den ii¢ yeni alkaloid (oleracimine A, oleracone
A ve oleracone B) ile daha onceden bilinen fakat P. oleracea L.’de bulundugu ilk
kez  gosterilen B-carbolinoleracimine’nin  lipopolisakkarit — makrofajlarda
antienflamatuar etkisi incelenmistir. Oleracimine’nin nitrik oksit {iretimini kayda
deger derecede inhibe ettigi ve hiicre kiiltiirii siipernatantlarinda timdor necrosis
faktor 6, prostaglandin E2 sentezini inhibe etigi gosterilmistir.

Sadeghi vd. (2016) tarafindan semizotu tozunun (POP) 280 giinliik et tavuklarinin
bliylime performansi, karkas karakteristigi, antioksidan &zelikleri ve kan
metabolitleri {izerine etkisi arastinlmistir. Karaciger CAT diizeyi yiikselmis,
eritrosit G-SH-Px aktivitesi de yiiksek bulunmustur. Serum total antioksidan
kapasitesi ve serum ve karaciger MDA diizeyleri etkilenmemis, serum trigliserit
diizeyleri ise yiikselmistir. Diyete POP ilavesi Lactobacillus popiilasyonunu
arttirmis, E. coli populasyonunu azaltmistir. Sonugta POP’un beslenme etkinligini
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ve antioksidan durumunu gii¢lendirdigi ve et tavuklarinin yeminde katki maddesi
olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Bai vd. (2016) tarafindan P. oleracea L.’nin anti-diyabetik etkisi incelenmistir.
Semizotunun diyabet tedavisinde kullanilabilirliginin arastirildigi bu galigmada
polisakkaritler bitkiden ayristirilarak saflastirilmis, fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
ile antioksidan aktivitesi ve anti-diyabetik mekanizmasi, ilag gelistirilmesi
amactyla, arastirilmistir. Semizotundan ham suda ¢ozlinlir polisakkarit elde
edilerek viicut agirligina, glukoz toleransina, aglik kan glukozuna, aglik serum
insiilinine, insiilin duyarlilik indeksine, interlokin-6, metandikarboksilik asit
dehidrogeneze etkileri incelenmistir. Sonuglar semizotu bitkisinin ham
ekstraktlarinin antidiyabetik etkisinin ekstraktlarin antioksidan ve antienflamatuar
etkilerinden kaynaklandig: fikrini vermektedir.

Meng vd. (2016) tarafindan Oleracone olarak isimlendirilen ve P. oleracea L.’den
elde edilen bir alkaloidin anti-enflamatuar etkisi ve farmokinetigi incelenmistir.
Oleracane’un oldukga yiiksek anti-enflamatuar etkisi bulunmustur.

Wang vd. (2017) tarafindan Portulaca oleracea (semizotu) bitkisinin indol
amidleri iceren fenolik ekstraktlarinin yash farelerde yiiksek dozda D-
galaktoz/NaNO; ile indiiklenmis zihinsel bozulma iizerine etkisi incelenmistir.
Bitki ekstraktlari, karsilagtirma amagli kullanilan nootropik ilag piracethoun
(PAA) ile benzer sekilde yasam siirecini uzatmis ve hatirlama yetenegini
arttirmistir. Diigiik ve yiiksek dozdaki PAA’larin 6grenme kabiliyetini de arttirdigi
tespit edilmistir. Yiiksek dozdaki PAA’larin yiikselen SOD aktivitesini normale
diistirdiigti, CAT aktivitesini yiikselttigi ve beyin ve plazmada malondialdehit
(MDA) diizeyini diisiirdiigi bildirilmistir. Ayrica PAA’larin hipokampal noronal
hasar1 inhibe ettigi sonucuna varilmistir. Sonugta bu fenolik ekstraktlarin
yaslanmay1 engelleyici ve yaslanmaya bagli zihinsel fonksiyonlarin yetersizligi
iizerine olumlu etkiler yapacag: goriisii ifade edilmistir.

Iranshahy vd. (2017) tarafindan P. oleracea L.’nin geleneksel kullanimu,
fitokimyas1 ve farmakolojisi gbézden gegirilmistir. P. oleracea De Materia
Medica’da damar biiziicii olarak isimlendirilmis ve bas agrisi, diger organlarin
enflamasyonu, mide yanmasi, idrar yolu hastaliklari, dis uyusmasi, yiiksek ates,
kurt, dizanteri, hemoroid, kan toplanmasi ve 1siriklara karsi kullanilabilecegini
ifade etmislerdir. Bu bitkinin fitokimyasal incelenmesi sonucu alkoloid, terpenoid,
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flavonoid, organik asit ve ikincil metabolit gesitleri agisindan zengin oldugu rapor
edilmistir.  En oOnemli farmakolojik etkilerinin bobrek koruyucu etki ve
metabolizma {izerine olan etkileri oldugu bildirilmistir. P. oleracea’nin metabolik
sendromlu hastalarin kan sekeri ve lipid profillerini diisiirdiigii, ayrica bitkinin
giivenilirliginin de pek ¢ok klinik deneyde ispatlandigi bildirilmistir.

Li vd. (2017) tarafindan P. oleracea’dan oleraciamid A ve oleraciamid B adi
verilen iki alkaloidin ilk kez izolosyonu rapor edilmistir. Bunlardan oleraciamid
A’nm insanlar i¢in 80 pM’a kadar sitotoksite gostermedigi bildirilmistir.

Kaveh (2017) tarafindan P. oleracea ekstrakti ve onun bir bileseni olan alfa-
linoleik asidin serum oksidan diizeyleri ve enflamatuar hiicrelerin lizerine etkisi
incelenmistir. Degisen derisimlerde P. oleracea ekstrakti verilen gruplarda SOD,
CAT ve tiyol degerlerinin azaldigi fakat NO,, NOs, MDA ve total beyaz kan
hiicreleri (WBC) sayis1 ve ezonofil ve niikleofil ylizdelerinin arttigi goriilmiistiir.
Sonug olarak P. oleracea ekstrakti ve onun bir bileseni olan alfa-linoleik asidin
enflamatuar hiicreler ve serum oksidan, antioksidan diizeylerine pozitif etki yaptigi
bildirilmistir.

Sallam ve Anwar (2017) tarafindan Diinya Saglik Orgiitii tarafindan olusturulan en
fazla kullanilan tibbi sistemlerde yer alan semizotunun antioksidan diizeyleri
tizerinde bazi ¢ozgenlerin etkisi ve 1sin etkisi incelenmistir. Metanol, etanol ve
distile su ile elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri DPPH, FRAP, fCB
(B-karoten bleaching) yontemleri ile 6l¢iilerek arastirma yapilmistir. Yiizde ellilik
metanol ile yapilan ekstraksiyonlarda daha yiiksek antioksidan aktivite elde
edildigi goriilmistiir. Isinlarin dozuna bagli olarak total antioksidan igerigi ve
aktivitesi de artmistir. HPLC ile dlgiilerek 9Kgy 1sima ve %350’lik metanol
ekstraksiyonu ile dogal fenolik asit bilesiklerinin en yiiksek seviyesine ulasildigi

saptanmigtir.

Mousavi ve Niazmand vd. (2017) tarafindan semizotu tohumunun yag asidi
kompozisyonunu ve oksidasyon kinetigi parametreleri aragtirilmistir. Linoleik, a-
linoleik, palmitik ve oleik asitlerin semizotu bitkisinde dominant yag asitleri
oldugu bulunmustur. Doymus yag asitleri total yag asitlerinin yaklasik %21’ni
olusturmaktadir. Geriye kalan %78.9 ise doymamis yag asitlerinden olugsmaktadir.

Semizotu tohumunun farkli su-metanol oranlart ile elde edilen ekstraktlarinin
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DPPH radikal siiplirme aktivitesi 6l¢limii sonucunda farkli antioksidan aktiviteler
bulunmustur. Lipid oksidasyonu hizi sicakliga oldukga yiiksek oranda baglidir.

DBurdevi¢ vd. (2018) tarafindan miikemmel bir biyolojik aktiviteye sahip olan nar
cekirdeklerinin yagi (PSO) antioksidan ve sitotoksik potansiyeli agisindan
incelenmistir. Mikrodalga ile muamele edilen cekirdeklerin siiperkritik sivi
ekstraksiyonu ile yagi elde edilmis ve yag asidi, karotenoid ve tokoferol icerigini
aragtirmiglardir. Coklu doymamis yag asitleri agisindan iyi bir kaynak oldugu
(%83.5) ve tekli doymamis ve doymus yag asitleri agisindan da sirastyla %9.5 ve
%7.0 igerigi saptanmustir. a-TEAC analizi ile antioksidan aktivitesi saptanmus;
Mikrokdltiir Tetrazolyum Testi (MTT) ile malin HelLa, LS174 ve A549
hiicrelerine karsi sitotoksik aktivitesi saptanmistir. Normal hiicrelere sitotoksisite
gosterebildigi de belirlenmistir.

Santiago-Saenz vd. (2018) tarafindan fitokimyasal ve biyoaktif bitkilerin
potansiyel kaynagi tii¢ sebzenin (Amaranthus hybridus L., Chenopodium
berlandieri L., Portulaca oleracea L.) fizikokimyasal, besinsel antioksidan
karakterizasyonunun ¢aligildigi ¢alismada en farkli total flavonoid igeren sebzenin
semizotu oldugu ve en yiiksek antioksidan aktiviteyi (DPPH ve FRAP metodu ile)

gosterdigi saptanmistir. Bu 6rneklerin yiiksek besin degeri oldugu da tartigilmistir.

Montoya-Garcia vd. (2018) tarafindan giibreleme ile semizotu bitkisinin yag asidi
iceriginde ve antioksidan kapasitesindeki degisimlerin iligkisi incelenmistir. Bu
iceriklerin azot, fosfor ve potasyum gibi abiyotik faktorlerle etki kurabilmeleri
dikkate alinarak N, P, K giibrelemeleri uygulanms iki farkli hasat doniimii (27 ve
42 giin) ve farkli giibre dozlar1 kullanilarak incelenmistir. Azot giibrelenmesi
diisiikk dozlarda total fenolik, flavonoid, B-karoten ve klorofil miktarini, yiiksek
dozlarda linoleik ve a-linoleik asit miktar1 incelenmistir. P ve K uygulamas: total
fenolik ve askorbik asit igerigini arttirmistir. Bu calisma semizotu bitkisinin
iceriginin ve antioksidan kapasitesinin gilibreleme ayarlamas1 ile kontrol
edilebilecegi fikrini olugturmustur.

Ma vd. (2018) tarafindan semizotundan dort lignin aydinlatilmis ve antioksidan
aktivesi aragtirllmistir. Semizotundan oleralignan adi verilen yeni bir lignin ve
(+)-siringaresinol, (+)-lirioresinol A ve monometil 3,3’, 4,4'-tetrakidoki-5-truksinat
bilesigi izole edilmistir. Bu dort ligninin antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi ile
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antioksidan ve bu ligninlerin BHA’dan daha yiiksek antioksidan aktivite
gosterdikleri belirlenmistir.

Fan vd. (2019)’nin c¢alismasinda semizotu etanol ile ekstrakte edilmistir. Elde
edilen ekstraktin domuz etinin 4°C’de saklanmasi sirasinda gosterdigi koruyucu
etkisini incelemislerdir. Ekstraktin DPPH yontemi ile Olgiilen ICso degeri 42.87 +
2.87 png/mL olarak hesaplanmistir. Sentetik bir antioksidan olan BHA’nin ICso
degerine (5.26 + 0.35 ug/mL) gore 8 kat daha yiiksek ICso’ye sahip olan semizotu
ekstraktinin DPPH radikal siipiiriici aktivitesinin yadsinamaz derecede oldugu
kabul edilmistir. Ekstraktin amonyum molibdat metodu ile belirlenen total
antioksidan kapasitesi ise BHAya gore 1.5 kat diisiik bulunmustur.



19

3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kimyasallar ve Cihazlar
3.1.1. Kimyasallar

Etanol, metanol, gallik asit, BHT (biitillenmis hidroksitoluen), rutin, NADH
(nikotinamid adenin diniikleotid), NBT (nitroblue tetrazolyum), PMS (fenazin
metasiilfat), sodyum hidroksit (NaOH), PGR (pirogallol red), aliiminyum kloriir
hekzahidrat (AlICls.6H.0), DPPH (2,2-difenil-1-pikril hidrazil), n-hekzan, demir
(II) kloriir (FeCl,) ve TBA (tiyobarbitiirik asit), potasyum ferrisiyaniir, Folin-
Ciocalteu reaktif ve toluen kimyasallar1 Sigma (Steinheim, Almanya)’dan temin
edildi.

Potasyum hekzasiyanoferrat [KsFe(CN)s], askorbik asit, 2,2-Azo-bis(2-
aminidinopropan  dihidrokloriir (AAPH) ve [(¢)-6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik asit] (Troloks) kimyasallar Fluka
(Buchs/Switzerland)’dan temin edildi. CuCl..2H,O (bakir(II) kloriir dihidrat),
neokuproin (2,9-dimetil 1,10-fenantrolin kimyasallart Aldrich (Milwaukee, WI,
ABD)’den temin edildi.

NHsAc (amonyum asetat), NH,SCN (amonyum tiyosiyanat), linoleik asit, EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit), FeCl3:4H,O (demir (III) kloriir tetrahidrat)
FeCl3.6H20 (demir (IIT) kloriir hekzahidrat) ve HCI (hidroklorik asit) kimyasallar1
Merck (Darmstadt/Almanya)’dan temin edildi. Glasiyel asetik asit, KH2PO4
(potasyum dihidrojen fosfat) ve TCA (trikloroasetik asit) Carlo Erba
(Ronado/italya)’dan temin edildi. Tiim deneylerde ultra saf su kullanild.

3.1.2. Cihazlar

Deneylerde su banyosu [Memmert (WBU)], hassas terazi [0.0001 g duyarlilikta,
Ohaus-Pioneer (PA214C)], pH metre [Hanna (pH) 211], ¢alkalamali su banyosu
[Memmert (WB14)], spektrofotometre [Shimadzu (UV-1601)], vorteks [Heidolph
(Reax Top)], otomatik pipetler [Brand (Transferpette)], manyetik karigtirici
[Hanna (HI190M)], buzdolab1 [Vestel (White FR 540)], distile su cihaz1 [GLF
(2001/4)], ultra saf su cihaz1 (Millipore, Simplicity UV, Fransa), liyofilizator
[Labconco (Freezone 6)], rotary evaporator [IKA (RV 05 Basic 1B)], etiiv ve
masaiistii calkalayic1 [Heraeus (Fuktion Line)] kullanildi.
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3.2. Yontem

3.2.1. Portulaca oleracea L. Bitkisinin Toplanmasi ve Ekstraktlarin
Hazirlanmasi

Bitkinin toplanmasi: Yabani semizotu drnekleri Izmir’in Bayimndir ilgesindeki
Karapinar kdyiinden (GPS: 38°12'31.5"N 27°32'21.6"E ) toplandi. Tohumu Bursa
Tohumculuk A.S.’den temin edilen kiiltiir semizotu (Cesit: BT Yesil Kulak)
orneklerinin ekimi ise Aydin ili Kogarli ilgesinde bulunan Aydin Adnan Menderes
Universitesi Ziraat Fakiiltesi Toprak Boliimii arastirma gorevlisi Se¢il KUCUK
KAYA tarafindan yapildi. Laboratuvara getirilen Ornekler temizlenip
ayiklandiktan sonra agikta kurutma islemine alinarak kurutuldu. Fakat acikta
kurumaya birakilan semizotu bitkisi érnekleri 24 saat i¢inde ¢iiriidii. Bu nedenle
acikta kurutma yonteminden vazgecildi. Bitki dogrudan kullanilarak,
liyofilizasyon ve sivi azotta pargalama olmak iizere iki fakli yontemle pargalandi
ve ekstrakt hazirlama agamasina gegildi.

Ekstraktlarin hazirlanmasi: Yabani ve kiiltiir semizotu bitkisinde ekstraktlar
hazirlanmasi igin once iki farkli yontem kullanildi. Birinci yontemde toplanip
yikanan ve ayiklanan yabani ve kiiltiir semizotu yapraklari sivi azot iginde
dondurularak pargalandi. Etiivde 25°C’de 24 saat kurutuldu ve daha sonra boyut
kiigiiltmek iizere blender yardimi ile 6giitiildii. Ikinci yontemde ise yabani ve
kiiltir semizotlarinin yapraklari dondurulup liyofilizatérde 24 saat kurutulduktan
sonra Ogiitildii. Hazirlanan 6rnekler farkli polariteye sahip iic farkli ¢ézgen
[etanol, metanol, su (sirastyla 20°C’deki dielektrik sabitleri: €etanoi= 32.63, €metanol =
24.30, ey = 80.37)] ile ekstraksiyon islemine tabi tutuldu. Ogiitiilmiis kuru
orneklerden etanol, metanol ve su ekstraktlariin her biri i¢in sirasiyla:
liyofilizatorde kurutulmus ornekten 5.0 g; azotta dondurulmus ornekten de 5.0
gram tartild1 ve iizerlerine 50’ser mL ¢bzgen (etanol, metanol, su) eklendi. Dort
saat karigsmaya birakildi. Dort saatlik karigma siirecinden sonra ekstraktlar stiziildii.
Ikinci ekstraksiyon siireci 20 saat ve 3. ekstraksiyon siireci 24 saat olmak iizere
ayni islemler 3 kez tekrarlanarak toplamda 48 saatlik ekstraksiyon siireci
tamamlandi. Siiziintiiler birlestirildi. Su ekstraktlarinin suyu liyofilizatorde, etanol
ve metanol ekstraktlarinin ¢dzgenleri evaporatdrde uguruldu. Elde edilen kalintilar
folyo ile kaplanmis cam siselerde agz1 kapakli olarak buzdolabina (+4°C)
yerlestirilmis desikatérde saklandi. Tiim 6rneklere asagidaki antioksidan kapasite
tayin yontemleri ve antimikrobiyal aktivite tayini islemi uygulandi.
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3.2.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH)

DPPH radikal siipiiriicii aktivite tayini Brand-Williams vd. (1995)’a gore yapildu.
DPPH’in metanolde hazirlanan1,0x10* M c¢ozeltisinden 0.3 mL alinarak iizerine 0
(Kontrol) 10-50-100-250-500-750 ve 1000 ug/mL derisimindeki ekstrakt
cozeltilerinden (etanol ekstrakti etanolde, metanol ekstrakti metanolde, su ekstrakti
ise suda ¢oOziildii) 0.9 mL ilave edildi, vorteks ile c¢alkalandi ve 30 dakika
karanlikta inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siireci bittikten sonra 517 nm’de
absorbans okundu. Standart antioksidanlar olarak BHT, BHA, Troloks, rutin ve
gallik asit kullanildi. Yiizde inhibisyon degeri asagidaki formiilden hesaplanarak
derisime kars1 yiizde inhibisyon grafigi cizildi ve her bir Ornek/standart
antioksidan igin ICso degerleri hesaplandi. Islemler ii¢ kez tekrarlandi (n=3).

% 1nhibisy0n = (AKontroI - AC)rnek) ! Akontrol X 100

Axontrol: Kontroliin absorbansi

Abmer: Ornegin/standart antioksidanin absorbansi
3.2.3. Toplam Fenolik Bilesik Tayini (TPC)

Toplam fenolik bilesik tayini, Singleton vd. (1999)’a gore yapildi. Her bir
ekstraktin 0.5 mg/mL derisimdeki ¢o6zeltileri (etanol ekstrakti etanolde, metanol
ekstrakti metanolde, su ekstrakti ise suda ¢oziildii) hazirlandi. Bu ¢ozeltilerden 2,
5,8, 10, 15, 20, 30, 40, 50 pL alindi, {izerlerine sirasiyla 98, 95, 92, 90, 85, 80, 70,
60, 50 pL distile su eklenerek toplam hacim 100 pL’ye tamamlandi. Hazirlanan
stok c¢ozeltilerin tlizerlerine 0.25’ser mL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) satin
alindig1 sekilde ilave edildi. Ug dakika oda sicakliginda bekletildi ve sonra
0.75’ser mL %2’lik sodyum karbonat ¢6zeltisi (Na2COs) eklendi. Elde edilen bu
karigim iki saat boyunca calkalayicida calkalandi ve siire¢ sonucunda olusan
rengin absorbansi 760 nm’de saf suya karsi okundu. Bu yontemde rutin bilesigi
standart olarak kullanildi. Rutinin kalibrasyon (rutin miktarina karst absorbans)
grafiginin ¢izilmesi i¢in 0.5 pg/mL derisiminde hazirlanan rutinin etanoldeki
cozeltisinden 2-5-8-10-15-20-30-40-50 pL alimip toplam hacimler su ile 100
uL’ye tamamlandi ve yukarida anlatildigi gibi 6rnekler igin yapilan islemlerin
aynisi uygulandi. Sonug olarak 6rneklerdeki toplam fenolik bilesik miktari, rutin
kalibrasyon grafiginden yararlanilarak rutin esdegeri olarak hesaplandi. Islemler
ii¢ kez tekrarlandi (n=3).
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3.2.4. Toplam Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid tayini Quettier-Deleu (2000)’e gére yapildi. Her bir ekstraktin
1.0 mg/mL derisimdeki ¢ozeltisinden (etanol ekstrakti etanolde, metanol ekstrakti
metanolde, su ekstraktlar1 suda ¢6ziildii) 1.0’er mL alindi, {izerlerine AIClz “lin
metanoldeki %2.0’lik ¢6zeltisinden 1.0’er mL eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika
beklendikten sonra 430 nm’de absorbanslari okundu. Bu yontemde rutin standart
olarak kullanildi. Rutin kalibrasyon (derisime kars1 absorbans) grafiginin ¢izilmesi
icin 5-10-20-30-40-50 ve 60 pg/mL derisiminde hazirlanan rutinin etanoldeki
cozeltilerinden 1’er mL alindi ve ekstraktlara uygulanan islemlerin aynisi
uygulandi. Rutin kalibrasyon grafiginden yararlanilarak orneklerdeki toplam
flavonoid miktar1 rutin esdegeri olarak hesaplandi. islemler ii¢ kez tekrarland:
(n=3).

3.2.5. Toplam Flavonol Tayini

Toplam flavonol tayini Yermakov vd. (1987)’e gore yapildi. Her bir ekstraktin 1.0
mg/mL derisimindeki ¢ozeltisinden (etanol ekstrakti etanolde, metanol ekstrakti
metanolde, su ekstraktlar1 suda ¢oziildii) 1.0°’er mL alindi, iizerlerine sirasi ile
AICl; “in metanoldeki %2.0’lik ¢ozeltisinden 1’er mL ve %5.0’lik sodyum
asetatin sudaki cozeltisinden 3.0’er mL eklendi, 20°C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon siirecinin sonunda 430 nm’de absorbanslari okundu. Bu
yontemde rutin grafigi standart olarak kullanildi. Rutin kalibrasyon (derisime karsi
absorbans) grafiginin ¢izilmesi i¢in 5-10-20-30-40-50 ve 60 pg/mL derisiminde
hazirlanan rutinin etanoldeki g¢o6zeltilerinden 1.0’er mL alindi ve ekstraktlara
uygulanan islemlerin aynist1 uygulandi. Rutin kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak Orneklerdeki toplam flavonoid miktar1 rutin esdegeri olarak

hesaplandi. islemler ii¢ kez tekrarland1 (n=3).
3.2.6. Indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii tayini Oyaizu (1986)’a gore yapildi. Her bir ekstraktin ve standart
antioksidanin 25 mg/10 mL derisimdeki ¢6zeltisinden (etanol ekstrakti etanolde,
metanol ekstrakti metanolde ve su ekstraktlar1 suda ¢6ziildii.) 100 pL alind1 ve
hacimleri su ile 1.0 mL’ye tamamlandi. Uzerlerine sirasi ile 1 mL 0,2 M fosfat
tamponu pH 6.6 ve 1 mL %1.0’lik potasyum ferrisiyaniir [KsFe(CN)g] eklendi ve
20 dak 50°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinden sonra 1.0 mL
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%10’luk trikloroasetik asit (TCA) eklendi ve hazirlanan bu karisimdan 1.0 mL
alinarak Uizerine sirasiyla 1.0 mL distile su ve 0.2 mL %1.0’lik FeCls eklenip
hazirlanan ¢ézeltilerin 700 nm’de absorbanslari okundu. Ayni islemler askorbik
asit kalibrasyon grafigi cizilmek iizere 25 mg/10 mL derisimindeki askorbik asit
¢ozeltisinden 0-2-4-6-8 ve 10 pL almip toplam hacim su ile 1.0 mL’ye
tamamlanarak tekrar edildi. Ekstraktlarin ve standart antioksidanlarin indirgeme
giicii degerleri askorbik asit kalibrasyon grafiginden yararlanilarak % askorbik asit
olarak hesaplandi. Islemler ii¢ kez tekrarland1 (n=3).

3.2.7. Ferrik Tiyosiyanat Yontemi Ile Total Antioksidan Aktivite Tayini

Bu yontem Saha vd. (2004)’e gore uygulandi. Her bir ekstraktin ve standart
antioksidanin 1.0 mg/mL derisimdeki ¢o6zeltisinden (etanol ekstrakti etanolde,
metanol ekstrakti metanolde, su ekstraktr ise suda ¢ozildii) 1.0’er mL alindi.
Kontrol i¢in 1.0 mL tampon ¢ozelti alind1. Kontrol i¢in tampon ¢dzelti alinmasinin
sebebi Ornek igerisinde de tampon bulunmasidir. Alinan 1.0’er mL &rneklerin
tizerlerine sirasi ile 1.025 mL 0.081 M linoleik asit emiilsiyonu (2.51 mL linoleik
asit+100 mL etanol), 2 mL 0.04 M pH 7.4 fosfat tamponu ve 0.975 mL distile su
ilave edilip 40°C’de inkiibasyona birakildi. Hazirlanan bu ¢ozeltilerden baslangic
anindan itibaren 24 saat arayla 144 saate kadar 100 pL alinip iizerine sirastyla 4.85
mL etanol (kor i¢in 4.95 mL), 50 pL FeCl, (20 mM %3.5’luk HCI’de) ve 50 uL
%30’luk amonyum tiyosiyanat eklendi. Hazirlanan bu karigimlar vortekslendikten
sonra 500 nm’de absorbanslar1 okundu. Zamana kars1 absorbans grafigi ¢izildi.
Kontroliin absorbansinin maksimum oldugu saatteki absorbanslar dikkate alinarak
orneklerin ve standart antioksidanlarin total antioksidan aktiviteleri asagidaki
formiilden hesaplandi. Islemler ii¢ kez tekrarland1 (n=3).

A.A. =100 - (AAOmek - AAKontroI) / Axkontro X100

AA. : Antioksidan Aktivite
AAGmer: Ornek/standart antioksidan icin (t saatteki absorbans — baslangi¢ amndaki
absorbans)

AAxontrol: Kontrol igin (t saatteki absorbans — baslangi¢ anindaki absorbans)
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3.2.8. Siiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini

Stiperoksit anyonu siipiiriicii aktivite tayini Liu vd. (1997)’nin modifikasyonu ile
Gil¢in vd. (2003)’e gore yapildi. Tiiplere sirasiyla 16 mM Tris-HCI pH 8.0
tamponunda hazirlanan 50 uM NBT, 78 uM NADH, 100 pg/mL derisiminde
ekstraktlar ve standart antioksidanlarin 100 pg/mL derisimindeki ¢6zeltilerinden
0.5 mL alinip, 10 uM fenazin metasiilfat (PMS) ¢6zeltisinden 0.5’er mL eklenip
25°C’de 5 dakika inkiibasyona birakild. Inkiibasyon siirecinden sonra 560 nm’de
absorbans degerleri okundu. Yiizde inhibisyon degeri asagidaki formiilden
hesaplanarak inhibisyon degerleri {izerinden bir hesaplama yapildi. Islemler ii¢ kez
tekrarlandi (n=3).

% 1nhibisy0n =( Akontrol - AOrnek) I Axontrol X 100

Axontrol: Kontroliin absorbanst

Abmer: Ornegin/standart antioksidanin absorbansi
3.2.9. Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Bakar(I) indirgeyici antioksidan kapasite tayini Gliglii vd. (2006)’a goére yapildi.
Tiiplere sirastyla 0.5 mL 0.01 M CuCl,, 0.5 mL 7.5 mM neokuproin, 0.5 mL 1 M
amonyum asetat (NHsAc) (pH 7.0), 0.1 mL (0-10-20-30-40-60-80 ve 100 pg/mL
derisimlerinde) 6rnek veya standart antioksidan ¢ozeltisi ve 0.45 mL distile su
eklenip 1 saat oda sicakhiginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinden
sonra 450 nm’de absorbans degerleri okundu. Her bir ekstrakt ve standart
antioksidan i¢in derisime karsi absorbans grafikleri ¢izildi. Elde edilen grafiklerin
egimleri Troloks i¢in ¢izilen standart grafigin egimine oranlanarak TEACcuprac
degerleri hesaplandi. islemler ii¢ kez tekrarland1 (n=3).

3.2.10. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)

Oksijen radikal absorbans kapasite tayini Lopez-Alarcon ve Lissi (2005)’e gore
yapildi. Kiivete sirastyla 0.5 mL 20 mM AAPH [ 2,2'-Azo-bis (2-aminodipropan)
dihidrokloriir] [75 mM fosfat tamponunda pH 7.4], 0.1 mL farkli (70-140-210-280
ve 350 ug/mL) derisimlerde ekstrakt veya standart antioksidan ¢ézeltisi, 0.35 mL
fosfat tamponu ve 50 uL. 100 uM PGR (pirogallol red) ¢ozeltisi eklenip galkalandi
ve hemen spektrofotometre cihazina yerlestirilip 15 dakika boyunca her
dakikadaki absorbans diisiisii 37°C’de kaydedildi. t anindaki absorbans degerleri
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t=0 anindaki absorbans degerine oranlanarak zamana kars1t A/A° grafigi ¢izildi.
Daha sonra elde edilen egrilerin dogrusal kisimlarimin egimleri hesaplandi.
Kontroliin egimi her bir derisimde elde edilen egime boliindii. Derisime kars1 R°/R
grafiklerinin egimleri Troloks’un egimine oranlanarak TEACorac degeri
hesaplandi. Islemler ii¢ kez tekrarland1 (n=3).

3.2.11. Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Hidroksil radikali siipliriicii aktivite tayini Halliwell vd. (1987)’nin biraz
modifikasyonu ile Umamaheswari ve Chatterjee (2008)’e gore yapildi. Bu tayinde
fosfat tamponunda c¢oziinebilen su ekstraktlarinin ve standart antioksidanlarin
(gallik asit ve Troloks) hidroksil radikali stipiiriicti aktiviteleri incelendi. Tiiplere
strastyla 0.1 mL 28 mM deoksi-D-riboz [20 mM fosfat tamponunda (pH 7.4)], 0.5
mL farklt (2-4-6-8 ve 10 mg/mL) derisimlerde ekstrakt/standartantioksidan
cozeltisi [20 mM fosfat tamponunda (pH 7.4)], 0.2 mL [0,1 mL 1.04 mM EDTA +
0.1 mL 0.2 mM FeCls (azot gaz1 gegirilmis suda)] ¢ozeltisi, 0.1 mL 1.0 mM H20>
(suda) ¢ozeltisi ve 0.1 mL 1.0 mM askorbik asit (azot gazi ge¢irilmis suda)
¢ozeltisi eklenip 1 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siireci bittikten
sonra tiiplere sirasiyla 1.0’er mL %2.8” lik TCA (trikloroasetikasit, suda) ve
%1.0’lik TBA (tiyobarbitiirikasit) (50 mM NaOH sulu ¢ozeltisinde) eklendi ve
100°C’deki su banyosuna yerlestirilip 20 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.
Daha sonra 532 nm’de c¢ozeltilerin kore karsi absorbanslart okundu. Yiizde
inhibisyon degeri asagidaki formiilden hesaplanarak derisime karsi yilizde
inhibisyon grafigi ¢izildi ve her bir drnek/standart antioksidan i¢in ICso degerleri
hesaplandh. . Islemler ii¢ kez tekrarland1 (n=3).

% 1nhibisy0n = (AKontroI - AOrnek) ! Akontrol X 100

Axontrol: Kontroliin absorbanst

Abmer: Ornegin/standart antioksidanin absorbanst

3.2.12. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC)

Troloks esdegeri antioksidan kapasite tayini, Miller vd., (1993) ve Dubeau vd.,
(2010)’a gore baz1 degisiklikler yaparak uygulandi. ABTS’nin distile sudaki
¢ozeltisi (0.0768 g/10 mL) ve potasyum persiilfat ¢ozeltisi (0.0132 g/10 mL)
karigtirilldi.  Cozelti 20-24 saat boyunca mekanik karistiricida bekletildi.
Kullanima hazir gelen mavi yesil renkli ABTS radikal ¢ozeltisi, 730 nm’de
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absorpsiyon 0.700 + 0.020 olacak sekilde distile su ile 1:1000 oraninda seyreltildi.
Kuvartz kiivete 1.0 mL seyreltilmis ABTS radikal ¢ozeltisinden ilave edilip
tizerine 0-100 pg/mL derisim araligindaki ekstrakt drneklerinden (etanol ekstrakti
etanolde, metanol ekstrakti metanolde, su ekstrakti ise suda ¢oziildii) ve standart
antioksidan ¢ozeltilerinden 50 pL eklendi. Altinc1 dakikada 730 nm’de absorbans
degerleri okundu. Islemler ii¢ tekrarli (n=3) yapildi. Ornekler icin ¢izilen derisime
kargt absorbans grafiklerinin egimi, Troloks i¢in ¢izilen derisim-absorbans
grafiginin egimine oranlanarak (TEAC= Egimgme/ Egimtroioks) sonuglar TEAC
katsayisi cinsinden hesaplandi.

3.2.13. Prolin Miktar1 Tayini

Ekstraktlardan 0.05 g tartilarak 10 mL %3.0’liik siilfosalisilik asit iginde
vortekslenerek homojenize edildi. Siiziintilerden 1.0’er mL tiiplere alindi. Birer
mL asit-ninhidrin ¢6zeltisi ve 1.0’er mL glasiyel asetik asit ilave edildi. Tiipler
100°C’deki su banyosunda 1 saat bekletildi. Bir saatin sonunda tiipler alinarak buz
banyosu yardimiyla sogutuldu ve iizerlerine 2.0’ser mL toluen ilave edilerek
siddetle vortekslendi. Toluen fazlar1 aspire edilerek saf toluene karsi 520 nm’de
absorbanslar1 spektrofotometre yardimiyla okundu. Ayni islemler prolin standardi
icin de uygulandi. Grafigi aktarilan standart sonuglari yardimiyla orneklerdeki
prolin miktarlar1 pg prolin/g kuru 6rnek cinsinden hesaplandi (Bates, 1973).
Islemler ii¢ kez tekrarland1 (n=3).

3.2.14. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite tayini agar kuyucuk difiizyon yontemi ile gerceklestirildi.
Ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri Staphylococcus aureus ATCC25929,
Enterococcus  faecalis ATCC21599, Klebsiella  pneumanie, Listeria
monocytogenes, Pseudomanas aeroginosa, Serratia, Escherichia coli DHIOB
bakterilerine karsi denendi. Bu bakteriler Tryptic Soy Agar (TSA) (37g/L) besi
yerlerine ekildi ve 37°C’de etiivde inkiibe edildi. Bakteriler 5.0 mL distile su
iceren tiipler igerisinde 0.5 McFarland bulanikliga esdeger olacak sekilde siispanse
edildi. Siispanse edilen bakterilerin ekilecegi ve ekstraktlarin eklenecegi petrilere
Mueller Hinton Agar (MHA) dokiildii. Bu amagla 34 ¢ MHA 1 L distile suda
¢oziildii ve otoklavda 121°C’de 15 dakika sterilize edildi. Hazirlanan besi yeri
cozeltisi oda sicakliginda steril hale getirildikten sonra plastik petri kaplarina
dokiildi ve sogumaya birakildi. Katilasan MHA besiyerlerine bakteri
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stispansiyonlarindan steril ekiivyon ile ekim yapildi. Bu besiyerlerine agar delici
ile 6 mm ¢apinda kuyucuklar agildi. Ekstraktlar 1.0 mg/mL ve 10 mg/mL olacak
sekilde DMSO’da ¢oziildii ve 0.45 um’lik steril filtrelerden gecirildi. Kuyucuklara
her bir ekstraktin 1 mg/mL ve 10 mg/mL derisimlerindeki ¢6zeltilerinden 50 pL
eklendi. islemler iki tekrarli yapildi. Petri kaplar1 1 saat +4°C’de bekletildikten
sonra 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinden sonra
besiyerlerinde inhibisyon zonu olusup olusmadigi gdzlemlendi.



28

4. BULGULAR VE TARTISMA

Sekil 4.1°’de c¢aligmalarda kullanilan yabani ve kiiltiir semizotu bitkilerinin
fotograflar goriilmektedir.

Sekil 4.1. Bu ¢alismada kullanilan yabani (a) ve kiiltiir (b) semizotu bitkilerinin
fotograflar

Sekil 4.2° de farkli 6rnek hazirlama prosediirii uygulanmis semizotu drneklerinin
islem sonras1 goriintiileri gériinmektedir.

Sekil 4.2. Siv1 azotta pargalama (a) ve liyofilizasyon ile kurutma (b) sonucu elde
edilen yabani semizotu 6rneklerinin fotograflari

4.1. P. oleracea L. Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Calisma i¢in iki farkli kurutma yontemi (liyofilizasyon ve s1vi azotta parcalama)
ile hazirlanan semizotu Ornekleri kullanilarak yapilan ii¢ farkli ¢dzgen (su,
metanol, etanol) ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlar Cizelge 4.1’deki gibi
kodland.
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Cizelge 4.1. Liyofilizasyon ve sivi azotta pargalama ile hazirlanan semizotu
ornekleri kullanilarak yapilan ti¢ farkli ¢dzgen (su, metanol, etanol)
ekstraksiyonu ile elde edilen ekstraktlarin kodlar1

Ekstraksiyon

Kurutma Yontemi . . Kodu
Cozgeni

Dosrudan Saf su LYS-SU

i Ogﬁlizas - Metanol LYS-MET
y Y Etanol LYS-ET

S1v1 azot ile Saf su AZOT-SU

pargalanip etiivde Metanol AZOT-MET

kurutma (40°C) Etanol AZOT-ET

Sivi azotta dondurularak ve liyofilizatérde kurutularak hazirlanan kiiltiir semizotu
orneklerinin verimleri sirastyla %19.73 ve %8.33 olarak hesaplandi. Aym
yontemler ile hazirlanan yabani semizotu oOrneklerinin verimleri ise sirasiyla
%12.65 ve %11.48 olarak belirlendi.

4.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH) Sonuclar

DPPH bir ET (elektron transfer) antioksidan tayin yontemi olup reaksiyon (Sekil
4.3) sirasinda DPPH radikalinin indirgenmesi renk degisikligi ile takip edilir.
DPPH’in 517 nm’de absorbans yapan morumsu rengi renksize doniiserek
absorbans azalmasi takip edilir. Bu yontem kolayligi nedeniyle antioksidan
aktivite tayini i¢in en ¢ok kullanilan yontemler arasina girmistir. Ortamda bulunan
DPPH radikalini siipiirmek i¢in ne kadar az antioksidan kullanilirsa s6z konusu
antioksidanin aktivitesinin o kadar yiiksek oldugu kabul edilir (Roy vd., 2010).
Yontemde gerceklesen reaksiyon asagidaki gibidir (Sekil 4.3):
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Sekil 4.3. DPPH ile antioksidan bilesikler ile arasindaki reaksiyon
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Standart antioksidan bilesikler, kiiltiir ve yabani semizotu ornekleri i¢in DPPH
sonucglar1 Sekiller 4.4, 4.5 ve 4.6’da ve bu grafiklerden elde edilen sonuglarla
hesaplanan ICso + SD degerleri (mevcut DPPH radikalinin %50’sini siipiirmeye
yetecek antioksidan miktari) Cizelge 4.2°de gosterilmektedir.
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Sekil 4.4. Calismada kullanilan standart antioksidan bilesiklerin DPPH radikal
stiptiriicii aktivitelerinin kinetik egrileri
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Sekil 4.5. Kiiltiir semizotu orneklerinin DPPH radikal siipiiriicii aktivitelerinin

kinetik egrileri
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Sekil 4.6. Yabani semizotu drneklerinin DPPH radikal siipiiriicii aktivitelerinin

kinetik egrileri

Cizelge 4.2. Kiiltiir ve yabani semizotu ve standart antioksidanlarin ICso degerleri

Ekstraktin I1Cso (ug/mL) = SD
Cinsi Kiiltiir (K) Sonuclari Yabani (Y) Sonuclari

LYS AZOT LYS AZOT
Su 13.68 £ 0.57 70.95+ 3.24 75.04 + 31.67 123.2 + 38.27
Metanol 16.49 + 1.62 100.2 + 9.45 36.51+9.30 100.9 + 28.35
Etanol 15.47 + 0.82 18.83+0.15 43.07 £8.31 335.3+216.9
Standartlar BHT BHA Rutin Gallik Asit Troloks

83.31+9.00 6.69+0.44 5.59 +£0.30 5.52+0.03 6.48 £ 0.09

Cizelge 4.2°den goriilecegi lizere kiiltiir semizotundan liyofilizasyon ydntemi
kullanilarak elde edilen antioksidan o&rneklerinin hepsi DPPH radikalini
siipiirmekte oldukca yiiksek aktivite gostermislerdir. Ote yandan azotta pargalama
yontemi ile hazirlanan su ve metanol oziitleri daha diigsiik antioksidan aktivite
gostermislerdir. Erkan (2012) tarafindan yabani semizotunun liyofilizasyon
yontemi ile hazirlanan ve metanol ile ekstrakte edilen 6rneklerinde DPPH yontemi
ile 6l¢iilen antioksidan aktiviteleri bu ¢alismada elde edilen aktivitelerden yaklasik
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15 kat daha diigiiktiir. Oliveria vd. (2019) tarafindan farkli ¢esit semizotu
yapraklarinda ve dallarinda yapilan bir ¢aligmada sulu ortamda homojenize edilen
ornekler daha sonra kaynar su ile 45 dakika ekstrakte edilmis ve liyofilizatorde
kurutularak DPPH analizine tabi tutulmustur. Biitiin 6rneklerin yiiksek antioksidan
aktvite gosterdikleri; ancak yaprak Orneklerinin en yiiksek aktiviteye sahip
olduklar1 sonucuna varilmistir. ICzs olarak ifade edilen DPPH radikali stipiiriicii
aktivite incelenen cesitler arasinda Samil 6rnekleri en yiiksek (~ %80) , Q.
Pinheiro Manso ornekleri ise en diisiik (~ % 60) aktivite gostermislerdir. Dallarda
da en iyi sonug (~ %70) Samil ile en kotii sonug (~ %45) ise S. Bartolomeu ¢esidi
ile alinmigtir. Ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri farkli bilesiklerin bir kisminin
yararl etkileri digerlerinin ise antagonist etkilerinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikar.
Semizotu antioksidan aktiviteye katki yapan fenolik bilesikler ve organik asitler
acisindan oldukca zengin bir bitkidir. Bu nedenle, ¢alismamizda elde edilen
yiikksek antioksidan aktivite degerleri zengin antioksidan igeriginin bir
gostergesidir.

Ancak sentetik standart antioksidan olarak kullanilan BHT nin de benzer &6zellik
gosterdigi dikkat g¢ekmektedir. Totalde degerlendirildiginde kiiltiire Semizotu
bitkisi Oziitlerinin DPPH radikal siipliriici aktivite agisindan oldukga etkin
olduklar ifade edilebilir.

4.3. Toplam Fenolik Bilesik Tayini (TPC) Sonuclar:

Fenolik bilesikler yaklagik 8000 {iyesi olan ve antioksidan aktivite gdsteren biiyiik
bir aromatik bilesik grubudur. Cogu zaman bitkinin fenolik bilesik igerigi ile
antioksidan aktivitesi arasinda pozitif korelasyon vardir. Toplam fenolik bilesik
tayini Ozellikle bitki 6rneklerinde antioksidan giiciin bir gostergesi olarak ifade
edilir. Yontemde genel olarak antioksidan aktivitesi yiiksek olan bir saf
antioksidan karsilastirma maddesi olarak kullanilir ve bunun igin bir c¢alisma
grafigi kullanilir. Bu lineer grafigin denklemi kullanilarak ekstraktlardaki total
fenolik bilesik miktar1 tespit edilir. Bu ¢alismada fenolik bilesik olarak rutin (Sekil
4.7) kullanilmis ve hazirlanan ¢alisma grafigi Sekil 4.8’de verilmistir. Orneklerin,
Sekil 4.8’deki grafigin denklemi kullanilarak hesaplanan toplam fenolik bilesik
igerikleri Cizelge 4.3’de verilmistir.
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Sekil 4.7. Rutin bilesiginin molekiil yapisi (Mauludin ve Miiller, 2013)
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Sekil 4.8. Toplam fenolik bilesik tayini i¢in hazirlanan rutin bilesigi ¢alisma
grafigi

Singleton ve Rossi tarafindan gelistirilen bu yontem, Folin-Ciocalteu reaktifindeki
(FCR) fosfotungustik asit ve fosfomolibdik asit komplekslerinin fenoller
tarafindan indirgenip molibden mavisi ve tungsten mavisi komplekslerinin
olugmast ve bu rengin kolorimetrik olarak 760 nm’de absorbansinin &lgiilmesi
esasina dayanir (Karaca, 2011; Isbilir Selen, 2008; Ikawa vd., 2003).

Na,WO4/Na;MoOs+O0OH = (@OH-MOW11040)_4
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Cizelge 4.3. Kiiltiir ve yabani semizotu bitkisinin toplam fenolik bilesik miktarlari

Ekstraktin Toplam fenolik bilesik miktar: (ug rutin/g ekstrakt + SD )
Cinsi Kiiltiir (K) Sonuglari Yabani (Y) Sonuglari
LYS AZOT LYS AZOT
Su 39.25 +4.00 32.68 £1.00 79.52+2.17 45.69 + 0.25
Metanol 114.44 +7.09 91.33 £4.50 99.44 £ 0.83 92.94 £ 1.31
Etanol 123.15+3.67 113.91+7.93 117 +1.62 91.69 £ 0.67

Cizelge 4.3’den goriilecegi lizere liyofilizasyon yontemi ile hazirlanan kiiltiir
semizotu Orneklerinde etanolde c¢oziinen fenolik bilesik fraksiyonunun daha
yiiksek (123.15 £ 3.67 pg rutin/g ekstrakt) bulunurken; yabani bitkideki etanolde
¢ozlinen fenolik bilesiklerin yiizdesi LYS orneklerinde su ve metanol
ekstraktlarina gore yiiksek bulunmustur. Ote yandan yabani tiiriin tiim
ekstraktlarindaki toplam fenolik bilesik diizeyi kiiltiire gore daha yiiksektir.

Bir ¢alismada metanol ¢ozgeni kullanilarak 5 farkli kromatografik fraksiyona
ayrilan bir semizotu Orneginde baslica tespit edilen fenolik bilesikler klorojenik
asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, rosmarinik asit, kuersetin ve
kaempferol olarak bildirilmistir. Bu bilesiklerden klorojenik, kafeik, p-kumarik,
ferulik ve rosmarinik asitler serbest fenolik asitler olup, diger iki bilesik (kuerstein
ve kaempferol) ise flavonoid smifina aittirler (Erkan, 2012). Calismamizda
spesifik antioksidan molekiillerin tayini yapilmamig olmakla beraber total fenolik
bilesik miktarlarinin oldukga yiiksek oldugu ifade edilebilir.

4.4. Toplam Flavonoid Tayini Sonuglari

Pek ¢ok calismada semizotu bitkisinin flavonoidleri arasinda kaempferol ve
kuersetin en bol bulunan ilk bes bilesik i¢inde sayilmaktadir. Rutin bilesigi ise
kaempferoliin hidroksil grubu iizerinden glikozillenmis formu olarak kabul
edilebilir. Bu nedenle ve kullanilan metoda uyularak flavonoid standardi olarak
rutin kullanilmigtir. Rutin derisimine bagli olarak 6lgiilen absorbans degerleri ile
olusturulan ¢aligma grafigi Sekil 4.9°da goriilmektedir.
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Sekil 4.9. Total flavonoid tayini igin hazirlanan rutin bilesigi ¢alisma grafigi.

Sekil 4.9°daki ¢alisma grafigi kullanilarak, ¢alisilan 6rneklerde hesaplanan toplam
flavonoid tayini sonuglar1 Cizelge 4.4’de goriilmektedir.

Cizelge 4.4. Kiltir ve yabani semizotu ekstraktlarinin toplam flavonoid

miktarlari
Ekstraktm Toplam flavonoid miktar1 (ug rutin/g ekstrakt + SD)
Cinsi Kiiltiir (K) Sonuglari Yabani (Y) Sonuglari
LYS AZOT LYS AZOT
Su 2.15+£0.14 471 £0.07 4.38+0.07 1.31+£0.16
Metanol 33.78 £2.92 36.86 £2.62 44.52 £0.05 43.04 £0.19
Etanol 14.22 £0.10 16.63 £ 1.00 48.05+£0.41 47.56 £0.06

Sonuglara gore hem kiiltir hem de yabani semizotu ekstraktlarinin toplam
flavonoid miktarinda liyofilize Ornekler ile sivi azot ile hazirlanmig Ornekler
arasinda cok biiyiik farklar dl¢iilmemistir. Ote yandan kiiltiire 6rneklerde Sallam
ve Anwar (2017)’m rapor ettigi sonuclara uygun olarak metanol ekstraktlar1 en
yiiksek toplam flavonoid miktari igerirken; yabani semizotu drneklerinde etanol
ekstraktlart en yiiksek toplam flavonoid miktar1 igermektedir. Bu yliksek
degerlerin iizerinde, 6rnek hazirlama yonteminin (liyofilizasyon ile kurutma veya

siv1 azotta par¢alama etkisinin olmadig1 gézlenmistir.
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4.5. Toplam Flavonol Tayini Sonuglar:

Toplam flavonol tayini deneylerinde de rutin bilesigi standart antioksidan olarak
kullanildi ve sonuglar Sekil 4.10°daki ¢alisma grafiginin denklemi kullanilarak pg
rutin/mg ekstrakt olarak hesaplandi.
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Sekil 4.10. Toplam flavonol tayininde kullanilan rutin bilesigi standart grafigi

Cizelge 4.5’de iki farkli 6rnek hazirlama yontemi ile hazirlanmis kiiltiir ve yabani
semizotu Orneklerinden 1ii¢ farkli ekstraksiyon yontemi ile elde edilmis
ekstraktlarin toplam flavonol miktarlar1 goriilmektedir. Cizelgeden goriilecegi
iizere kiiltiir 6rneklerinde liyofilize veya sivi azot orneklerinin toplam flavonol
miktarlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmazken, yabani semizotu 6rneklerinde
liyofilizasyon ile elde edilen ekstraktlarin sivi azot pargalamasi ile elde

edilenlerden anlamli bir sekilde yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Cizelge 4.5. Kiiltiir ve yabani semizotu ekstraktlarinin toplam flavonol miktarlar

Ekstraktin Toplam flavonol miktar: (ug rutin/mg ekstrakt + SD)
Cinsi Kiiltiir (K) Sonuglari Yabani (Y) Sonuglari
LYS AZOT LYS AZOT
Su 2.81+0.64 6.12+0.38 2.63+0.48 0.56 +£0.09
Metanol 16.02 +£0.71 16.75+0.36 3257+ 141 13.13+0.89

Etanol 26.09 +2.53 23.34+0.99 38.78 £0.44 7.42+0.10
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Antioksidan aktiviteleri arastirilan bitkiler s6z konusu oldugunda bu 6zelliklerini
pekistirecek bitki bilesiklerinin en Onemli sinifi fenolik bilesiklerdir. Genel
olarak fenolik bilesik tayini Folin-Ciocalteu ile yapilir ve sonug toplam fenolik
madde icerigi olarak verilir. Ote yandan bitkilerde bulunan fenolik bilesikler
yaklagik 8000 ¢eside sahip olup flavonoidler bu baslik i¢inde yer almaktadirlar.
Fenolik icerigin alt basliklar1 olan flavonol tayini siklikla yapilamayan bir analiz
olup literatiirde sonuglarin rapor edildigi ¢aligma azdir.

Cizelge 4.5’de sunulan sonuglara gore P. oleracea L. bitkisinin metanol ve etanol
ekstraktlar1 flavonoller agisindan zengin goriilmektedir. Ote yandan az sayida
yapilan ¢alismalardan Zhou vd. (2015)’de rapor edildigine gére P.oleracea L. ‘den
izole edilen flavonoidlerin ikisi (kaempferol ve kuersetin) flavonol yapisina,
apiyenin, luteolin, mirisetin ise flavon yapisina sahiptir. Zhou vd. (2015)
tarafindan semizotunda varlig1 tespit edilen flavanoidlerden Portulacanones A, B,
C, D bilesikleri de flavonoid sinuifnda olup alt sinif olarak homoisoflavonoid
sinifindadirlar. Semizotunda varlig1 tespit edilen genistein bir izoflavonon genistin
ise bir izoflavonon glikozittir. Bu calismada yapilamayan alkolaid, terpenoid,
organik asit, vitaminler, mineraller, diger bilesikler ve fenolik bilesik asit
analizlerinin ve bu ¢alismada rapor edilen fenolik/flavonoid/flavonol sonuglarinin
gosterdigine gore P. oleracea bu kimyasal  igeriklerine paralel olarak
noroptotektif, antimikrobiyal, antidiyabetik, anti-enflamatuar, antiiilsergonik ve
antikanser aktiviteleri gosterebilecek bir bitki olup besin endiistrisinin 6nemli bir

enstriimanidir.
4.6. indirgeme Giicii Tayini Sonuclar

Bu tayin yonteminde, potasyum ferrisiyaniir ortaminda ferrik demir (Fe®"),
antioksidan bilesik aracilig1 ile ferréz demire (Fe?*) indirgenir ve olusan potasyum
ferri-ferro siyaniir kompleksinin 700 nm’de absorbansi 6l¢iiliir (Guo vd., 2009).
Bu kompleksin olusum reaksiyonlar1 asagida goriilmektedir.

AOH + Fe**— AO"+ Fe*"+ H*
Ks [Fe*3(CN)e]+ Fe?*— KFe**[Fe™2 (CN)g]

KFe*[Fe*? (CN)s] kompleksi olusmadan 6nce sar1 olan ¢ozelti rengi, prusya
mavisi renkli kompleksin olusumu ile yesil-mavi arasi bir renge doniisiir. Mavi
renk ne kadar koyu ise o kadar ¢cok Fe®*" iyonu indirgenmis demektir ve reaksiyon
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karisiminin absorbansi o kadar fazla olacaktir. Yani absorbans degerindeki artis
ornegin indirgeme giicii ile dogru orantilidir (Guo vd., 2009; Singhal vd., 2011;
Vladimir-Knezevi¢ 2011; Anonim 9; Tiinek, 2015).

Boliim 3.2.6’da anlatildig1 sekilde yapilan 6lgiimler sonucu elde edilen indirgeme
giicli degerleri kiiltiir semizotu i¢in Cizelge 4.6’da yabani semizotu icin Cizelge
4.7°de gosterilmistir.

Cizelge 4.6. Kiiltiir semizotu ekstraktlarinin yiizde indirgeme giicii degerleri

Ekstrakt Indirgeme giicii (% askorbik asit = SD)
100 uL 200 pL
LYS-SU 291+0.18 3.43 £ 0.06
LYS-METANOL 3.88+£0.07 5.62 £ 0.02
LYS-ETANOL 3.86+0.27 438 +0.12
AZOT-SU 3.02+0.10 3.44+0.24
AZOT-METANOL 4.09+0.16 427+ 0.44
AZOT-ETANOL 3.94+0.19 4,59 +£0.09

Cizelge 4.7. Yabani semizotu ekstraktlarmin yiizde indirgeme giicti degerleri

Ekstrakt Indirgeme giicii (% askorbik asit + SD)
100 pLL 200 pL
LYS-SU 3.48+0.19 511+£0.25
LYS-METANOL 6.72 £0.57 6.84+£0.36
LYS-ETANOL 35.4+1.50 70.1+4.34
AZOT-SU 0.89 +0.67 3.54+£0.30
AZOT-METANOL 3.07+£0.03 12.9+0.07
AZOT-ETANOL 5.46 +0.08 145+0.18

Kiiltiir semizotu ekstraktlarindan 100 pL 6rnek kullanilarak gerceklestirilen
indirgeme giicii deneylerinde her iki yontemle de hazirlanan (liyofilizasyon ve sivi
azot ile parcalama) orneklerde metanol ekstraktlar1 genelikle kendi icinde daha
yiiksek indirgeme giicii gdstermistir. Ornek miktar1 2 katma ¢ikarildiginda aym
katlama tespit edilmemistir.
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Yabani semizotunun liyofilizasyondan sonra etanol ile ekstraksiyonu yapilan
orneklerinde 100 pL ile yapilan indirgeme giicii ¢aligmasinda %35.4+1.50
askorbik asit egdegeri 6l¢iilmiis; 200 pL ile yapilan indirgeme giicii analizinde bu
miktar ikiye katlanmistir. Kiltiir orneklerinde ise % askorbik asit esdegeri
indirgeme giicii tiim 6rneklerde diisiik bulunmustur.

Bitkilerin indirgeme giicii aktivelerinin karsilastirildigi bir ¢aligmada Nile vd.
(2017) 12 farkli Hint tibbi ve aromatik bitkinin indirgeme giicii incelendiginde
referans molekiil Troloks oldugunda P. oleracea’nin indirgeme giicii Hyssopus
officinalis Linn.’den sonra ikinci en yiiksek indirgeme giicii olan bitki olarak rapor
edilmistir. Bu calismada referans molekiil olarak ¢ok giiclii indirgeme giiciine
sahip askorbik asit kullanildiginda degerler LYS-etanol ornekleri hari¢ diisiik
gorlilmekle beraber, LYS-etanol Ornekleri nispeten yiiksek indirgeme giicii

gostermistir.

4.7. Ferrik Tiyosiyanat Yontemi ile Total Antioksidan Kapasite Tayini
Sonuclari

Bu tayinde linoleik asidin fosfat tamponu ile olusturulan emiilsiyonu ortaminda
40°C’de oksidan ile inkiibasyonu sonucu olusan lipid peroksidin miktar1 6l¢iiliir.
Yiiksek absorbans diisiik antioksidan aktiviteyi, diisiik absorbans ise yiiksek
antioksidan aktiviteyi gosterir. Ortamda bir antioksidan maddenin varliginda lipid
peroksit iirini olusamaz ve derisimi dolayisiyla absorbanst disiik ¢ikar.
Asagidaki reaksiyonda gosterilen yolla olusan kirmuzi-pembe renkli FeSCN2*
kompleksinin 500 nm’de absorbansinin Slgiilmesi ile antioksidan bilesigin lipid
peroksidasyonunu ne derecede onledigi belirlenebilir (Yavaser, 2011). Yontemin

uygulanmasinda meydana gelen reaksiyonlar asagidaki gibi gosterilebilir:

LOOH + Fe?* — LO'+ OH" + Fe¥

Fe** + NH,SCN *——= FeSCN?* + NH,*

Kirmizi-pembe renk

Kiiltiir ve yabani semizotu bitkisinden liyofilizasyon ve sivi azot parcalamasi
yontemleri ile elde edilen Orneklerin su, metanol ve etanol ekstraktlarinin ve
standart antioksidanlarin ferrik tiyosiyanat yontemi ile belirlenen total antioksidan
kapasiteleri Sekiller 4.11 ve 4.12°de goriilmektedir.
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Sekil 4.11. Kiiltiir semizotu ekstraktlarinin total antioksidan kapasiteleri
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Sekil 4.12. Yabani semizotu ekstraktlarinin total antioksidan kapasiteleri

Ferrik tiyosiyanat yontemi ile saptanan total antioksidan kapasitesi 6l¢iimlerinde

kiiltir semizotu liyofilize ve sivi azot Orneklerinin metanol ve etanol

ekstraktlarinin  hepsi sentetik antioksidanlar olan BHT, BHA ve Troloks’un
antioksidan kapasitelerine ¢ok yakin, dogal bir glikozil antioksidan olan rutinden
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daha yiiksek ve yine dogal bir antioksidan olan gallik asitten ¢ok yiiksek total
antioksidan kapasite gostermislerdir.

Yabani semizotu liyofilize 6rneklerinin metanol ve etanol ekstraktlar1 ise BHT,
BHA ve Troloks antioksidan kapasitelerine ¢ok yakin, sivi azot ile hazirlanmig
ornekler ise biraz daha diisiik fakat yine ¢ok yakin olarak bulunmustur. Ote yandan
kiiltiir semizotunun liyofilize, metanol ve etanol ve azot metanol ve etanol
ornekleri yabani tiirden biraz daha diisiik antioksidan aktivite gostermislerdir.
Yabani tiiriin su ekstraktlari ise kiiltiire tiiriin su ekstraktlarindan daha diisiik total
antioksidan kapasitesine sahip olmakla birlikte gallik asitin total antioksidan
kapasitesinden daha yiiksek kapasite ol¢iilmiistiir.

Semizotunun demleme su ve su ekstraktlarimin ferrik tiyosiyonat antioksidan
kapasite tayininin arastirildigi bir ¢aligmada (Peksel vd., 2006) demleme su igin
yaklasik %70; su ekstraktlari i¢in ise yaklasik % 80 inhibisyon tespit edilmistir.
Su ekstraktlarinin total antioksidan kapasiteleri diisiik olgiiliirken metanol ve
etanol ekstraktlar1 %100’e yakin antioksidan kapasite gdstermistir.

4.8. Siiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonuclari

Bu tayin yonteminde fenazin metasiilfat (PMS), nitroblue tetrazolyum kloriir
(NBT) ve NADH (nikotinamid adenin diniikleotitin indirgenmis formu) tarafindan
olusturulan sistem aracilig1 ile antioksidan maddelerin stiperoksit (O,") radikalini
siipiirme aktivitesi Olgilir. Coziinmiis oksijen varliginda PMS ile NADH i
reaksiyonu sonucu siiperoksit (O,") radikali tiretilir ve ortamdaki sari renkli
nitroblue tetrazolyum (NBT#)’u mavi-mor renkli formazan (NBT) tiirevine
indirgenir (Sekil 4.13). Formazan 560 nm’de maksimum absorpsiyon yapar.
Reaksiyon karigimindaki siiperoksit radikallerini siipiiren antioksidan bilesiklerin
fazla olmas1 durumunda diisiik absorbans degerleri elde edilir (Isbilir Selen, 2008;
Nimse ve Pal, 2015; Tiinek, 2015).
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Sekil 4.13. NBT?"’nin O," radikalleri ile formazana déniisme reaksiyonu (Nimse
ve Pal, 2015)

Siiperoksit radikali siipiirme aktivitesi tayininde liyofilize ve azot ile par¢alanmis
orneklerin tiim ekstraktlar karsilastirma i¢in kullanilan standart antioksidanlardan

daha yiiksek aktiviteye sahiptirler (Sekiller 4.14 ve 4.15).

100 -

% Inhibisyon
)

Ekstraktlar ve standartlar

Sekil 4.14. Kiiltiir semizotu ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin siiperoksit
radikali siipiiriicii aktiviteleri
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Sekil 4.15. Yabani semizotu ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin siiperoksit
radikali siipliriicii aktiviteleri

Bu durum siiperoksit radikali siiplirme aktivitesi s6z konusu oldugunda baska
orneklerde de gozlenmistir. Ornegin bazi tibbi bitkilerde yapilan siiperoksit
radikali siiplirme aktivitesi deneylerinde bir seri bitkinin yaprak ve yaprak saplari
ekstraktlar1 pozitif kontrol olan BHT’den daha yiliksek veya yakin aktivte
gostermislerdir (Choudhary ve Swarnkar, 2011).

Semizotunun siiperoksit radikali siipiiriicii aktivitesinin arastirildig1 bir ¢alismada
(Peksel vd., 2006) bitkinin demleme su ve su ekstraktlarinin antioksidan
kapasiteleri olglilmiis ve Epikatekin, BHA, Troloks ve askorbik asidin aktiviteleri
ile karsilagilmistir. Semizotu 6rneklerinin (mg/mL 6rnekleri) aktiviteleri BHA ve
epikatekininkine yakin; Troloks ve askorbik asidinkinin yaklasik % 50°si kadar
antioksidan kapasitesi gostermiglerdir.

4.9. Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)
Sonuclar

Total antioksidan kapasite Olctimlerinde kullanillan CUPRAC ydntemi 2000°li
yillarin basinda Apak vd. (2004) tarafindan ilk kez gelistirilmistir. Bu yontemde
Cu(Il) indirgenmesi sonucu olusan Cu(I)’i stabilize etmek tizere neokuproin [2,9-
dimetil-1,10-fenantrolin] ~ kullanilir. Hem hidrofilik hem de lipofilik
antioksidanlarin kapasitesini 6l¢mekte kullanilan bu ydntem ge¢ zamanda
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gelistirilmis olmasina ragmen oldukga fazla kullanim alani bulmaktadir. Y6ntemin
esasi antioksidan ile CUPRAC reaktifi arasinda olusan redoks reaksiyonu sonucu
(Sekil 4.16) Cu(l)-neokuproin (Nc) selatinin 450 nm’de absorbansinin dl¢iilmesine
dayanir (Apak, 2018).

Oksitlenmis

Antioksidan antiobsid

y

Balar (IT) Neolmptoin selatt Balar (T) Neokuproin selats
(agtk mavi) (san-turuncu)

Sekil 4.16. Bakir (II) neokuproin selatinin antioksidan molekiil tarafindan bakir (I)

neokuproin selatina indirgenme tepkimesi

Bu calismada denenen Ornekler ve standart antioksidanlarin derisime karsi
absorbans grafikleri ve bu grafiklerden elde edilen sonuglarla hesaplanan
TEACcurrac degerleri Cizelge 4.8’de gortilmektedir.

Cizelge 4.8. Calismada kullanilan P. oleracea ekstraktlari ve standart antioksidan
bilesiklerin TEACcuprac degerleri

Ekstraktin TEACcuprac = SD
Cinsi Kiiltiir (K) Sonuclar: Yabani (Y) Sonuclar:

LYS AZOT LYS AZOT
Su 0.08 £0.32x10° 0.06 £ 0.24x10°° 0.09 £ 0.43x107? 0.07 £ 0.06
Metanol 0.08 + 0.32x10° 0.06 +0.03 0.19+0.75 x10°® 0.16 + 0.43x107
Etanol 0.17+0.03 0.14 +0.06 0.24+0.01 0.15+0.01
Standartlar BHT BHA Rutin Gallik Asit Troloks

1.34 £ 0.007 1.63 +0.02 0.89 £0.02 3.61 +0.88x10% 1.00
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Cizelge 4.8’den goriildiigi lizere 6rneklerin TEACcuprac degerleri ¢ok yiiksek
antioksidan aktiviteye isaret etmemektedir. Kiiltiir orneklerinde en yliksek
aktiviteyi her iki ornek hazirlama yonteminde de (liyofilizasyon ve azot ile
parcalama) etanol fraksiyonu gostermistir. Yabani 6rnekler iginde en yiiksek olan
liyofilize Ornegin etanol ekstraktina ait olan TEACcuprac degeri bile
Troloks unkinden yaklasik 4 kat diistiktir.

4.10. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC) Sonuclari

ORAC deneyleri orneklerin siradisi davraniglart nedeniyle degerlendirme disi
birakilmistir. Bu 0Ol¢lim yonteminde absorbansin giderek azalmasi ve egrinin
egiminden hesap yapilmasi gerekirken defalarca yapilan deneylerde belirli bir siire
sonra egimin ters yonde artmasi 6l¢iimii ve hesaplamay1 imkansiz kilmaktadir. Bu
duruma bir 6rnek Sekil 4.17°de gosterilmistir.

1.02 -
1.01 -

1E
0,99 -

0 200 400 600 800 1000
Zaman (saniye)

Sekil 4.17. Yabani semizotu liyofilizasyon ile kurutulmus érnegin etanol
ekstraktinin ORAC tayini ile ¢izilen zaman-A/A° grafigi
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4.11. Hidroksil Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini Sonug¢lari

Hidroksil radikali aktivitesi, Fe3*/askorbat/EDTA/H.0, sistemi ile olusturulan
hidroksil radikalleri ile antioksidan ve deoksiribozun (2-deoksi-D-riboz) yarigsmali
reaksiyonundan yaralanilarak dl¢iilir (Mary vd., 2002).

Deoksiriboz sekeri Fenton sistemi ile olusturulmus hidroksil radikallerini indirger
(Cetinytirek, 2012). Bu yontemde Fenton reaksiyonunun uygulama sekillerinden
biri; askorbik asit, hidrojen peroksit ve Fe(lll)-EDTA karisimiyla hidroksil
radikallerinin iiretilmesidir (Tilinek, 2015). Hidroksil radikali olusum reaksiyonlari
asagida verilmistir:

Fe(ll)-EDTA + Askorbat — Fe(II)-EDTA + Askorbat radikali
Fe(I1)-EDTA + H,0, — Fe(II)-EDTA + «OH + OH

Hidroksil radikali siipiiriicii aktivite tayini yontemi alkol ile ekstrakte edilen ve
alkolde c¢oziinebilen orneklere uygulanamamaktadir. Zira alkoliin kendisi de
hidroksil radikali stipiiriicii aktivite gostermektedir (Ingelman-Sundberg ve
Johansson, 1984). Bu nedenle, sadece kiiltiir ve yabani P. oleracea 6rneklerinin
liyofilizasyon ve azotla parcalama teknikleri ile hazirlanmig su Oziitleri
caligilmistir. Ayrica standart antioksidanlardan suda ¢oziinen gallik asit ve Trolox

karsilagtirma i¢in kullanilmustir.

Sonuglar Sekil 4.18’de goriilmektedir. Kiiltiir 6rneklerinde liyofilizasyon ile
hazirlanan ekstraktlar azotla pargalama ile hazirlanana gore daha diisiik ICso
degerleri gosterirken, yabani Orneklerde azot parcalamasi ile hazirlanan su
ekstraktlar1 daha diisiik ICso degeri gostermistir. Ote yandan gallik asit ve Troloks
antioksidanlariin ICso degerleri karsilastirildiginda 6zellikle yabani azot su drnegi
dikkati ¢ekecek kadar yiiksek antioksidan aktiviteye sahip olup, diger ii¢ drnek de
yiiksek antioksidan aktivite géstermislerdir.
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Sekil 4.18. Liyofilize ve azotta kurutulmus semizotu ekstraktlarinin ve gallik asit
ve Troloks standart antioksidanlarinin derisime karsi yiizde hidroksil
radikal stipiiriicii aktiviteleri.

4.12. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC) Sonuclari

TEAC yontemi ilk defa 1993 yilinda Miller ve Rice-Evans tarafindan dnerilmistir.
Yontem ABTSe* radikalinin antioksidan bilesikler tarafindan indirgenmesine
dayanir. Daha sonraki yillarda Re ve arkadaslari tarafindan (1999) ABTSe*
radikalinin, 2,2'-azinobis  (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’in
persiilfatla oksidasyonuyla dnceden olusturulmasi teknigi gelistirilmistir. ABTSe*
radikalinden kaynaklanan ¢G6zeltinin mavi-yesil rengi, radikalin indirgenmesi
(Sekil 4.19) ile agilir ve 734 nm’deki karakteristik absorbansin azalmasi takip
edilir. Antioksidan bilesiklerin kararli ABTSe*serbest radikalini siipiirme
kabiliyeti, Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) ile
karsilastirilmast yapilarak degerlendirilir (Biiyiiktuncel, 2013; Arts vd., 2004;

Pellegrini, 2003; Tiinek, 2015).



48

ABTS*™ (A=734 nm) l‘-—T—.~ ABTS (renksiz)

o 7 =<

o—z

Sekil 4.19. ABTSe* radikalinin antioksidan bilesik tarafindan ABTS formuna
indirgenme reaksiyonu (Bektasoglu, 2007).

Cizelge 4.9. Kiiltlir ve yabani semizotu ekstraktlarinin ve standart antioksidanlarin
TEAC yontemine gore hesaplanan TEAC katsayis1 degerleri

TEAC Kkatsayisi

Ekstraktin
Cinsi e .
Kiiltiir (K) Sonuclar Yabani (Y) Sonuglar
LYS AZOT LYS AZOT
Su 0.02 +0.08x107? 0.008 +0.002 0.08 £0.03 0.07 +£0.27x10°®
Metanol 0.02 +0.001 0.01 £0.002 0.08 £0.75x10°° 0.06 +0.03
Etanol 0.02 +0.001 0.01 £0.001 0.17+0.03 0.14+0.06
Standartlar BHT BHA Rutin Gallik Asit Troloks
1.34+0.01 1.63£0.02 0.89+0.02 3.61+0.01 1.00

Cizelge 4.9°dan goriilecegi lizere kiiltlir ve yabani semizotu O&rneklerinin
liyofilizasyon veya sivi azotta pargalama ile hazirlanmis su, metanol ve etanol
ekstraktlarinin ¢ogu ABTS radikalini siiplirme agisindan diisik TEAC degerleri
gostermistir. Ancak bu diisiik degerler i¢inde de genel bir degerlendirme yapilacak
olursa; yabani semizotu Orneklerinin TEAC degerleri kiiltiir semizotu
orneklerininkine gore daha yiiksektir.
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4.13. Prolin Miktar1 Tayini Sonuglari

Pek cok bitkinin ¢evresel stres etkilerine karsi tepkisi prolin biriktirme seklinde
olmaktadir (Dar vd., 2016). Bitkilerin strese tolerans: ile prolin birikimi arasinda
bir korelasyon oldugu da bilinmektedir. Mevcut bilgiler prolinin bir ozmolit olarak
davranmasinin yaninda bir metal selatlayic1 ve bir antioksidatif savunma molekiilii
olarak 6nemli bir gorevi oldugunu ifade etmektedir.

Bu caligmada incelenen 6rneklerde hesaplanan prolin miktar1 degerleri Cizelge
4.10°da goriilmektedir.

Cizelge 4.10. Kiiltiir ve yabani semizotu ekstraktlarinin prolin miktarlari

Ekstraktin Prolin miktar1 (ng/g ekstrakt) = SD

Cinsi Kiiltiir (K) Sonuclar Yabani (Y) Sonuclar
LYS AZOT LYS AZOT

Su 294534+76.748  1996.27 + 20.33  3090.68+234.47  2220.91 + 46.70

Metanol 886.33 + 57.78 1247.41 +19.92 376.60 +39.17 292.96 + 34.55

Etanol 342.65 + 26.33 937.68 + 8.56 603.10 + 34.90 601.86 + 71.89

Liyofilizasyon yontemi ile hazirlanmis kiiltiir ve yabani semizotu 6rneklerinde su
ekstrakti en yiliksek prolin igerigine sahiptir. Prolinin sudaki ¢6ziiniirliigli ¢ok
yiiksektir (162 mg/100 mL, 25°C’de) . Bu nedenle su ekstraksiyonu ile elde edilen
orneklerde bu yiiksek degerler beklenen sonuglardir. Ote yandan prolinin alkoldeki
¢oOziiniirligi distktir (1.55 g/100 mL, 35°C’de); bu nedenle degerler beklenen

sinirlar igindedir.

Prolin karbohidratlardan sonra en fazla osmotik basing ayarlayicisi olarak kabul
edilir ve bitkilerin prolin icerigi ile bitkinin uygun olmayan g¢evre faktorlerine karsi

dayaniklilig: arasindaki iliskiyi rapor eden pek ¢ok ¢alisma mevcuttur (Hossain
vd., 2014).

Prolin bitkilerde osmolit, reaktif oksijen tiirleri siipiiriicli, redoks ayarlayicisi,
sitozolik pH tamponu, molekiiler saperon ve protein yapisi stabilizatorii olarak
davranir (Szabados ve Savoure, 2010).
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Prolinin etki mekanizmasi tam olarak bilinmemekle beraber su potansiyeli
tizerinde pozitif bir etkisi oldugu ve ksantofil ¢evriminin koruyucu pigmentlerinin
olusumu iizerinde de etkili oldugu bilinmektedir (Dobra vd., 2010).

Caligmamizda yabani semizotu 6rneklerinde sulu fazda daha yiiksek prolin icerigi
tespit edilmistir. Bu beklenen bir durumdur zira kontrol edilmeyen ortamlarda
yetisen bitkiler daha fazla oksidatif strese maruz kalirlar ve koruyucu olarak daha

fazla prolin igerirler.
4.14. Antimikrobiyal Aktivite Tayini Sonuclar:

P. oleracea L. bitkisinin su ve etanolde elde edilmis ekstraktlari ile yapilan bir
antibakteriyel aktivite Ol¢iimiinde Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Streptococcus galactiae ve Streptococcus dysgalactiae bakterilerine karst 0.5
g/mL’lik derigsimlerin etkili oldugu rapor edilmistir (Sun vd., 2015).

Bir bagka ¢alismada semizotunun flavonoidlerinin besinlerde iireyen patojenler ve
Penicillium sp., Rhizopus sp., Mucor racemosus ve Aspergillus niger’in iiremesini
onledigi ancak Candida tropicalis ve Saccharomyces cerevisiae’nin {iremesini
onlemedigi rapor edilmistir (Dan, 2006). Ayrica, Escherichia coli ve Bacillus
subtilis (Elkhayat vd., 2008) ve Helicobacter pylori (Cho vd., 2008) igin de

antibakteriyel etki gozlenmistir.

Ancak calismamizda yapilan antimikrobiyal etki aragtirmasinda denenen yedi
farkli mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivite gdzlenememistir.
Antimikrobiyal aktivitenin daha 6nce rapor edilmis olmasina ragmen tespit
edilememis olmasinin derisimin diisiik olmasindan ve hazirlanan ekstraktlarin ¢ok
sayidaki antioksidan aktivite deneyinde kullanilmis olmasi nedeniyle deneylerin

tekrar1 i¢in yeterli materyal bulunamamasindan kaynaklanmistir.



51
5. SONUC

P. oleracea besin endiistrisi i¢in olduk¢a onemli bir bitki olup nérokoruyucu,
antimikrobiyal, antidiyabetik, antioksidan, antienflamatuar, antiiilserogenik ve
antikanser aktivitesi ile bu Onemi hak etmektedir. Bu Ozellikleri, aslinda,
flavonoidler, alkaloidler, polisakkaritler, yag asitleri, terpenoidler, steroller,
proteinler, vitaminler ve mineraller gibi zengin kimyasal icerigi nedeniyle ortaya
¢ikmaktadir (Zhou vd., 2015).

Anthony C. Dweck (2001) Kisisel Bakim Magazini’nde semizotu (P. oleracea) ile
ilgili olarak yazdigi makalesinin girisinde su ilging ciimleyi kullanmistir: “Arada
bir dylesine milkemmel bir bitkiyle karsilagiriz ki, nasil oldu da bunu daha 6nce
goremedik?' diye merak ederiz. Semizotu boylesine bir bitkidir. Bu bitkinin
yeryliziindeki biitiin kiiltiirlerde neredeyse ayni taninirliga sahip olmasinin bir
anlami olmali.” Tarihgesi ile ilgili olarak 1653 yilindan itibaren semizotu igin
yazilanlara bakildiginda bu bitkinin 6nemi daha iyi anlagilmaktadir.

Yabani ve in vitro kiiltiir bitkilerinde farkli antioksidan aktivitesi olan fenolik
bilesik profillerinin farkli oldugu konusunda ¢aligmalar vardir (Costa vd., 2012) ve
bu caligsmalarda bazen kiiltiire bazen de yabani bitkilerin daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi bildirilmektedir (Dong ve Yao, 2008). Ayrica farkl
ekstraksiyon metotlarinin tibbi ve aromatik bilesiklerin total fenolik igerikleri,
antioksidan, antitim6r ve enzim inhibe etme aktiviteleri lizerinde farkliliklar
yarattiklar1 da bilinmektedir (Nile vd., 2017).

P. oleracea’dan izole edilen bilesikler veya iiretilen ekstraktlarin biyoaktiviteleri
in vivo ve in vitro ortamlarda hayvan modelleri ve hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 ile
gosterilmis olmakla birlikte etki mekanizmalar1 iizerinde yeteri kadar
durulmamistir. Bu nedenle, P. oleracea’nin klinik kullanimlari ile ilgili daha ileri
caligmalara ihtiyag vardir.

P. oleracea’nin geleneksel tipta kullanim tarihgesi oldukca eskidir. Ancak, P.
oleracea’nin farmakolojik 6zellikleri hala ortaya ¢ikarilmay1 beklemektedir. Bazi
hayvan caligmalarinda klinik pratige tasinamayacak yiiksek dozlar (0.4-2.0 g/kg
gibi) kullanilmistir. Bu nedenle, P. oleracea giivenli bir medikal bitki olarak kabul
edilmekte ise de insan ¢alismalarinda yiiksek P. oleracea dozlarinin kullanimi ¢ok
dikkat gerektirmektedir (Iranshahy vd., 2017). Ayrica insan viicudunda emilim,
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dagilim ve metabolizmasinin aydinlatilmasi i¢in de pek ¢ok galismanin yapilmasi
gerekmektedir. Simdiye kadar yapilan caligmalarda umut verici sonuglar elde
edilmis olmasina ragmen destekleyici klinik ¢calismalarin ve insandaki sonuglarin

gdzlenmesinin artmasi gerekmektedir.
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