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OZET

HATAY'DA YETISEN BAZI BITKILERIN ANTIOKSIDAN ve
ANTIMIiKROBIiYAL AKTIiVITELERININ BELIRLENMESI

Bu ¢alisma, Hatay’da yetisen tavsan memesi (Ruscus aculeatus), Arsuz calbasi
(Phlomis amanica) ve aktopuz (Echinops viscosus) bitkilerinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini incelemeyi amaglamistir.

Antioksidan aktivite Folin-Ciocaltaeu metodu, DPPH serbest radikal siiptirme
metodu, ve P-karoten-linoleik asit emiilsiyon metodu kullanilarak degerlendirilmistir.
Bulgular sentetik antioksidan olan BHA ve BHT ile karsilastirilmistir. Antimikrobiyal
etki, Staphylococcus aureus (gram pozitif bakteri), Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae (gram negatif bakteri) ve Candida albicans mantar1 kullanilarak disk
difiizyon yontemiyle degerlendirilmistir.

Fenolik madde igerigi yiiksekten diisiige Arsuz calbasi, aktopuz ve tavsan memesi
olarak siralanmaktadir. Hem DPPH serbest radikal siipiirme metodu, hem de -karoten-
linoleik asit emiilsiyon metodu sonuglarina gore incelenen bitkiler arasinda Arsuz ¢albasi
en yiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. Antimikrobiyal analize gore ise biitiin
bitkilerin Escherichia coli’ye kars1 en az Staphylococcus aureus’a karsi en fazla etki ettigi
belirlenmistir.

2024, 35 sayfa

Anahtar Kelimeler: Antioksidan, antimikrobiyal, Ruscus aculeatus, Phlomis amanica,
Echinops viscosus



ABSTRACT

DETERMINATION of the ANTIOXIDANT and ANTIMICROBIAL
ACTIVITIES of SOME PLANTS GROWING in HATAY

This study aimed to examine the antioxidant and antimicrobial activities of
butcher’s broom (Ruscus aculeatus), Arsuz sage (Phlomis amanica) and globe thistle
(Echinops viscosus) plants grown in Hatay.

Antioxidant activity was evaluated using the Folin-Ciocaltaeu method, DPPH free
radical scavenging method, and -carotene-linoleic acid emulsion method. The findings
were compared to the synthetic antioxidants BHA and BHT. The antimicrobial effect was
evaluated by disk diffusion method using Staphylococcus aureus (gram positive bacteria),
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (gram negative bacteria) and Candida albicans
fungi.

The phenolic substance contents are ordered from high to low as Arsuz sage, globe
thistle and butcher’s broom. According to the results of both the DPPH free radical
scavenging method and the (3-carotene-linoleic acid emulsion method, Arsuz sage showed
the highest antioxidant activity among the plants examined. According to antimicrobial
analysis, it was determined that all plants were least effective against Escherichia coli
and most effective against Staphylococcus aureus.

2024, 35 pages

Key Words: Antioxidant, antimicrobial, Ruscus aculeatus, Phlomis amanica, Echinops
VisCosus



TESEKKUR

Mesleki ve akademik hayatimda onemli kararlar almam gerektiginde stirekli
yanimda olan ve varligi ile benim i¢in 6nemli bir rol model olusturan, gerek Yiiksek
Lisans Tez konumunun belirlenmesinde gerek arastirilmasi ve yazimi sirasinda sahip
oldugu bilgi birikimi ve tecriibesi ile ¢aligmalarima 1s1k tutan ve yardimini esirgemeyen
danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Sezer GOYCINCIK ’a sonsuz sayg1 ve tesekkiirlerimi
sunarim.

Tez ¢alismalarim siiresince, tim laboratuvar ¢calismalarimda yapmis olduklar1 katki
ve yardimlar1 nedeniyle Dr. Ogr. Uyesi Hatice DANAHALILOGLU’na ¢ok tesekkiir
ederim.

Egitim hayatim boyunca beni maddi ve manevi olarak destekleyen, giivenen ve
daima yanimda olan canim aileme sonsuz minnet ve siikranlarimi sunarim.
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1. GIRIS

Hatay, zengin biyogesitliligi ve benzersiz iklimi ile bitki ¢esitliligi agisindan
olduk¢a zengin bir bolgedir. Bu bolge, tibbi ve endiistriyel amaglar i¢cin potansiyel
kaynaklar sunan cesitli bitkileri barindirmaktadir. Bu bitkilerin biyolojik 6zellikleri ve
kimyasal bilesenleri, saglik ve gida endiistrileri i¢in biiyiik bir ilgi odagi olusturmaktadir.
Ozellikle antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri, dogal kaynaklardan elde edilen
potansiyel terapotik ajanlar olarak arastirmacilarin dikkatini gekmektedir. Antioksidanlar,
hiicresel oksidatif stresin neden oldugu zararlar1 6nleyen veya azaltan bilesiklerdir. Ayni
zamanda antimikrobiyal ajanlar da mikroorganizmalarin biiyiimesini engelleyen veya
durduran bilesenlerdir. Bu nedenle antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerin
belirlenmesi, bitkisel kaynaklarin tibbi ve endistriyel kullanim potansiyelini
degerlendirmek i¢in 6nemlidir.

Calismamizda ozellikle Tavsan memesi, Akdeniz ¢albasi ve aktopuz gibi Hatay'a
Ozgl bitkilerin bu aktiviteler acgisindan potansiyelini inceleyecegiz. Bu bitkilerin
antioksidan  aktiviteleri, fenolik bilesenler ve ucucu yaglar kullanilarak
degerlendirilecektir. Ayrica, antimikrobiyal etkileri c¢esitli bakteri ve maya tiirleri
tizerinde test edilecektir.

Bitkilerin icerdikleri tedavi edici etken maddeleri tasiyan ve tibbi amagclarla
kullanilabilen kisimlarma "drog" denir. Drog veya drog karisimlari, hastaliklarin
tedavisinde kullanilan ve hastalar tarafindan tiiketilebilen ilaglari olustururlar. Bazi
bitkilerin yalniz bazi kisimlarindan tedavi amagh faydalanilabilirken, bazi kisimlari ise
drog olarak kullanilabilir 6zellikte olabilir (Baydar, 2005).

Tiirkiye degisik iklim tiplerinin etkisi altinda bulunan bir iilkedir ve bu nedenle
zengin bir bitki Ortiisiine ve cesitli bitki tiirlerine sahiptir. Ulkemiz, bitki g¢esitliligi
acisindan diinya genelinde ekvator ve subtropikal bolgelerden sonra en zengin
bolgelerden birini sunmaktadir (Atalay, 1994). Tiirkiye'nin bitki florasinin bu kadar
zengin olmasi ve Ozellikle endemik bitki tiirlerinin varligi, alternatif tip alanindaki
calismalari tesvik etmektedir (Tekeli, 2008).

Bu arastirmada Hatay’da yetisen tavsan memesi (Ruscus aculeatus), Arsuz ¢albasi
(Phlomis amanica) ve aktopuz (Echinops viscosus) bitkilerinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini incelemeyi amaglanmistir. Calismanin sonuglari, Hatay

bolgesinin biyogesitliligini ve dogal kaynaklarini degerlendirme, bitki bazli terapatik
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ajanlarin gelistirilmesi ve gida endiistrisi i¢in yeni iriinlerin tasarlanmasi agisindan
onemli bir katki saglayabilir. Ayrica, bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal
aktivitelerinin belirlenmesi, bu bitkilerin geleneksel tipta ve modern saglk
uygulamalarinda potansiyel kullanimlarin1 daha iyi anlamamiza yardimci olacaktir.
Hatay bolgesindeki dogal kaynaklarin biyolojik ve kimyasal cesitliligini degerlendirme
amaci tagtyan bir adim olarak, bitkilerin saglik agisindan faydali 6zelliklerini daha iyi
anlamamiza yardimci olacak ve bu 6nemli konuda daha fazla arastirma yapilmasina fayda

saglayacaktir.

1.1. Tavsan Memesi ( Ruscus aculeatus )

Tavsan Memesi (Ruscus aculeatus), bitki biliminde Ruscaceae familyasina ait bir
bitki tlirtidiir. Bu familya, ¢ok ¢esitli bitki tiirlerini i¢eren genis bir bitki familyasidir.
tavsan memesi, 6zellikle yapraklarin sap benzeri yapilari nedeniyle ilgi ¢ceken ve dekoratif
bir bitkidir. Bitkinin, tibbi ve endiistriyel kullanimlar1 da bulunmaktadir ve bu nedenle
bitki iizerine yapilan arastirmalar onem tasimaktadir.

Tavsan memesinin bu aile igindeki yeri ve Ozellikleri, bitkinin biyolojik ve
kimyasal 6zelliklerini anlamak i¢in dnemlidir ve bitkinin potansiyel tibbi kullanimlarinin

daha iyi anlagilmasina katki saglamaktadir.

1.2. Arsuz Calbasi (Phlomis amanica)

Calba, Asparagaceae familyasina ait bir bitki cinsidir. Calba bitkileri, 6zellikle
Akdeniz bolgesinde yaygin olarak bulunurlar. Bu cinsin bitkileri, genellikle cali veya otsu
yapiya sahiptir ve cesitli dekoratif Ozelliklere sahiptirler. Calba bitkileri, peyzaj
diizenlemelerinde ve siis bitkisi olarak kullanilmaktadir. Bitki biliminde Asparagaceae
familyasina ait bir grup bitki tiirlinii igeren genis bir taksonomik kategoriyi temsil eder.
Bu cins, 6zellikle Akdeniz bolgesi ve ¢evresinde dogal olarak bulunan ve bitki cesitliligi
acisindan zengin olan bolgelerde yaygin olarak bulunur. Calba bitkileri, kendilerine 6zgii
goriintisleri ve 6zellikleri ile dikkat cekerler.

Bu bitkiler, genellikle ¢ali veya otsu yapiya sahiptir ve yesil yapraklarinin yani sira

siis degeri tasiyan ¢icekleriyle taninirlar. Calba tiirleri, peyzaj diizenlemelerinde, bahge



stislemelerinde ve ¢esitli dekoratif amaglarla kullanilirlar. Ayrica, baz tiirleri geleneksel
tibbi uygulamalarda kullanilabilir, 6zellikle bitkilerin kdk ve yapraklar1 bazi saglik

sorunlarinin tedavisinde kullanilmistir.

1.3. Aktopuz ((Echinops viscosus)

Echinops (Asteraceae) cinsinin Tiirkiye’de 18 tiirii, 2 alt tiirii ve 3 varyetesi
bulunmaktadir ve tibbi 6neme sahiptir (Toroglu ve ark., 2012).

Echinops (Asteraceae) cinsi ¢ok yillik dikenli, otsu, dik saglam govdelidir.
Yapraklar sapli veya sapsizdir. Cigek durumu tek ¢igeklidir, tek tohum verir. Echinops
viscosus’un govde kisminda salgi tiiyleri bulunmaz. Anadolu, Girit, Yunanistan, Kibris’ta

yayilig gosterirler (Gliner ve Ark., 2000).

1.4. Antioksidanlar

Antioksidanlar, reaktif oksijen ve nitrojen tiirleri gibi oksidatif stresin neden oldugu
zararli etkileri engelleyen maddelerdir. Bu tiir serbest radikallerle etkileserek hiicre
yaslanmasini yavaslatir, kardiyovaskiiler hastaliklarin riskini azaltir, mutasyonlara neden
olan degisiklikleri 6nler ve kanser tiimdrlerinin biiylimesini engelleyebilirler. Bu saglik
sorunlartyla miicadele etmek icin en etkili yol, dogal antioksidan iceren yiyecekleri
tiiketmektir.

Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu engellemek, bu maddelerin meydana getirdigi
hasarlar1 6nlemek ve detoksifikasyonu saglamak iizere viicutta gérev yapan savunma
sistemlerine “antioksidan savunma sistemleri” ya da “antioksidanlar” adi verilir
(Karabulut ve Giilay, 2016).

Antioksidanlar ikiye ayrilir. Bu antioksidanlarin enzimatik olanlar1 endojen olarak
tiretilen ve genellikle diisiik molekiil agirlikli olanlardir. Diger yandan, enzimatik
olmayan antioksidanlar ¢cogunlukla besin kaynaklarindan elde edilirler. Diyetle alinan
antioksidanlar, genellikle asagidaki siniflara ayrilabilir (Aydemir ve Sar1, 2009).

1. Polifenoller: Polifenoller, antioksidanlarin en biiylik sinifin1 olusturur ve igerdikleri

fenolik asitler ve flavonoidler gibi bilesiklerle bilinirler.



2. Vitaminler: Bazi vitaminler, 6zellikle C vitamini (askorbik asit) ve E vitamini
(tokofenoller), antioksidan 6zelliklere sahiptir ve saglik i¢in dnemlidirler.

3. Karotenler: Karotenler, 6zellikle beta-karoten, likopen ve lutein gibi bilesikler,
antioksidan olarak iglev goriirler ve 6zellikle meyve ve sebzelerde bulunurlar.

4. Mineraller: Bazi mineraller, 6zellikle selenyum ve ¢inko gibi, antioksidan olarak
gorev yaparlar ve viicudun savunma sistemlerini desteklerler.

Bu cesitli antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresi
azaltmada onemli bir rol oynarlar. Ayrica, beslenme yoluyla bu antioksidanlar1 almak,
sagligimizi desteklemek i¢in dnemlidir.

Antioksidanlar, serbest radikallerin neden oldugu oksidatif stresin etkilerini azaltan
veya notralize eden bilesenlerdir. Serbest radikaller, hiicrelere ve DNA'ya zarar
verebilecek reaktif molekiillerdir. Antioksidanlar, viicuda serbest radikalleri nétralize

etme kapasitesi saglayarak saglik lzerinde olumlu etkiler yapabilirler.

1.5. Radikaller

Serbest radikaller, kimyasal olarak reaktif ve dengesiz molekiiller veya atomlardir.
(Delibas, 1995) Bu molekiiller, bir veya daha fazla elektron eksikligi tasidiklar1 i¢in stabil
olmayan yapilara sahiptirler. Serbest radikaller dis orbitalinde bir ya da daha fazla
eslenmemis elektron tasiyan, yiiksek enerjili atom veya molekiiller olarak
tamimlanmaktadir (Karabulut, 2016) . Serbest radikaller, hiicresel diizeyde oksidatif stres
ve hasara yol agabilen reaktif oksijen tiirleri olarak da bilinirler.

Serbest radikallerin olusumu birgok farkli siirecte gergeklesebilir. Ornegin, viicutta
normal metabolik aktiviteler sirasinda serbest radikaller iiretilebilir. Bunun yani sira, dis
kaynaklardan gelen etkenler, ultraviyole (UV) 1sinlar, sigara dumani, hava kirliligi ve
radyasyon gibi faktorler de serbest radikal olusumuna katkida bulunabilir. Serbest
radikaller, viicutta hiicresel bilesenlere (lipidler, proteinler, DNA) zarar verebilir ve
oksidatif hasara yol acabilirler. Bu, yaslanma, kanser, kalp hastalig1 ve diger bir¢ok saglik
sorununun temelinde yatan bir faktor olabilir.
Normal bir molekiiliin elektron kaybetmesi sonucu, dis orbitalinde paylasilmamis bir
elektron kaldiginda, bu molekiil bir radikal haline gelir. Bu durum, molekiiliin bir elektron

eksikligi yasadigi ve bu elektronun dis orbitalinde tek basina bulundugu anlamina gelir.



Ornek olarak, askorbik asit (C vitamini), glutatyon ve tokoferoller gibi baz1 molekiiller
bu ozellikleri tastyabilir ve radikal 6zellik gosterebilirler. Radikal molekiiller, serbest

radikaller olarak da adlandirilir ve biyokimyasal siire¢lerde 6nemli roller oynayabilirler.

1.6. Antioksidanlarin Tayin Yontemleri

1.6.1. Folin-Ciocaltaeu Yontemi

Bu yontem, ilk olarak 1965 yilinda Singleton ve Rossi tarafindan onerilmistir.
Folin-Ciocalteau reaktifi, fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimindan olusan bir
reaktiftir ve fenolik ve polifenolik antioksidanlarin toplam fenolik bilesiklerini tayin
etmek i¢in kullanilir. Ancak bu reaktifin, sadece toplam fenolik bilesik miktarini degil,
ayn1 zamanda drnek i¢inde bulunan tiim indirgenmis maddelerle reaksiyona girebilecegi
bilinmektedir. Bu nedenle, reaktifin 6rnekteki fenolik bilesik diizeyini degil, ayni
zamanda toplam indirgeme kapasitesini de Olgebilecegi konusunda tartismalar vardir
(lkawa, 2003). Bununla birlikte, Folin-Ciocalteau reaktifi ile toplam fenolik bilesik
miktarinin tayini, neredeyse tiim antioksidan calismalarinda ornekteki fenolik igerigin
belirlenmesinde kullanilan standart bir yontemdir. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR)
molibdofosfotungstik heteropoliasittir. (Biiyiiktuncel, 2013). Varsayilan aktif merkezi
Mo(VI) dur.

Mo(VI)(sar1) + e-(antioksidan) — Mo(V)(mavi)

1.6.1.1. Folin-Ciocalteau Yontemi Avantajlari

1. Kolay Uygulanabilirlik: Folin-Ciocalteau yontemi, laboratuvar kosullarinda kolayca
uygulanabilir. Gereksinim duyulan reaktifler ve ekipmanlar genellikle yaygin ve
erigilebilirdir.

2. Hizli Sonuglar: Analizler genellikle hizli bir sekilde tamamlanir ve sonuglar hizla elde
edilebilir.

3. Hassas ve Dogru: Bu yontem, fenolik bilesikleri hassas bir sekilde lgebilir ve sonuglar

genellikle dogru ve giivenilirdir.



4. Genis Kullanim Alani: Folin-Ciocalteau yontemi, gida endiistrisinden bitki 6rneklerine

kadar genis bir uygulama yelpazesi sunar. Bu nedenle, farkli alanlarda kullanilabilir.

1.6.1.1. Folin-Ciocalteau Yontemi Dezavantajlari

1. Segicilik Sorunu: Bu yontem, sadece fenolik bilesikleri degil, ayn1 zamanda Ornekte
bulunan diger indirgenmis bilesikleri de tespit edebilir. Bu, o0zellikle kompleks
karisimlarin analizinde secicilik sorunlarina neden olabilir.

2. Standart Esdegerlerinin Belirlenmesi: Dogru sonuglar elde etmek i¢in standart fenolik
bilesiklerin esdegerlerinin belirlenmesi gerekebilir. Bu, bazen ek analitik islemler
gerektirebilir.

3. Interferanslar: Baz1 6rneklerde, Folin-Ciocalteau reaktifinin renk degisikligi, 6rnek
icindeki diger bilesiklerle (6rnegin, sekerler) interferans olusturabilir ve sonuglari
etkileyebilir.

4. Ozel Ekipman Gereksinimi: Yiiksek hassasiyet gerektiren uygulamalarda, 6zel
spektrofotometreler kullanilmasi gerekebilir, bu da ek maliyet ve ekipman gereksinimi
anlamina gelebilir.

5. Kiigiik Konsantrasyonlarin Analizi: Cok diisiik konsantrasyonlardaki fenolik

bilesiklerin tayini zor olabilir ve daha hassas analitik tekniklere ihtiya¢ duyulabilir.

1.6.2. DPPH Radikal Siipiirme Etkisi

Bu yontem, ilk olarak 1958 yilinda Blois tarafindan 6nerildi ve 1,1-difenil-2-pikril
hidrazil (DPPH) radikallerinin antioksidan molekiilleri tespit etmek i¢in kullanilabilecegi
fikrinin ortaya atilmasiyla ortaya c¢iktl. Antioksidan aktivite calismalarinin arttigi
donemde Brand-Williams ve ekibi tarafindan gelistirilen bu yontem, pek ¢ok arastirmact
tarafindan referans olarak kullanilmaya bagslandi. Temel mantik, DPPH molekiiliiniin
serbest bir radikal olarak basladigi ve hidrojen atomu verme egiliminde olan bir molekiille
(antioksidan) etkilestigi bir reaksiyona dayanir. Bu reaksiyon sonucunda DPPH
¢cOzeltisinin  mor rengi solur. Antioksidan aktivite, baslangictaki DPPH
konsantrasyonunun % 50 azaldigi konsantrasyonu ifade eden IC50 (etkin konsantrasyon)
degeri ile dlgiiliir (Brand-Williams, 1995) .



1.6.2.1. DPPH Radikal Siipiirme Etkisi Avantajlar

1. Hizli ve Basit Yontem: DPPH radikal siiplirme testi, hizli ve basit bir sekilde
uygulanabilir. Sonuglar genellikle kisa bir siire i¢inde elde edilebilir, bu da hizh
analizlerin yapilmasina olanak tanir.

2. Yaygim Kullanim: Bu test, fenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesini belirlemek igin
yaygin olarak kullanilir. Bu nedenle, literatiirde ¢ok sayida referans ve karsilagtirma verisi
bulunmaktadir.

3. Cesitli Ornekler i¢in Uygun: DPPH radikal siipiirme testi, farkl1 6rnek tipleri icin uygun
bir yontemdir. Gidalar, bitki 6zleri, ilaglar ve kozmetik iirlinler gibi ¢esitli materyallerde
kullanilabilir.

4. Cevre Dostu Bu test, ¢cevre dostu bir yontemdir ¢iinkii tehlikeli kimyasal atiklar veya
radyasyon gibi zararl islemlere ihtiya¢ duymaz.

5. Kantitatif Sonuglar: DPPH radikal siipiirme testi, antioksidan aktiviteyi 6lgmek icin
kullanilan bir nicel yontemdir. Bu nedenle, antioksidan aktiviteyi sayisal olarak ifade
eden sonuglar elde edilir.

6. Coklu Karsilastirmalar: Bu test, farkli Orneklerin antioksidan aktivitelerini
karsilastirmak i¢in kullanilabilir. Bu, 6rnegin farkli bitki 6zlerinin veya gida iiriinlerinin
antioksidan potansiyelini degerlendirmek i¢in dnemlidir.

Bu avantajlar, DPPH radikal siipiirme testini antioksidan aktivitesi degerlendirmesi i¢in
popiiler bir secenek haline getirir. Ancak, herhangi bir analiz yonteminde oldugu gibi, bu
testin de smirlamalar1 ve hassasiyet konular1 olabilir ve sonuglar diger yontemlerle

karsilastirildiginda dikkate alinmalidir.
1.6.2.2. DPPH Radikal Siipiirme Etkisi Dezavantajlar:
1. Yalnizca Fenolik Bilesikleri Olger:DPPH radikal siipiirme testi, yalnizca fenolik

bilesiklerin antioksidan aktivitesini degerlendirir. Diger antioksidan tiirlerini (6rnegin C

vitamini, E vitamini) tespit etmek i¢in uygun degildir.



2. Kimyasal Reaktif Kullanimi: Bu yontemde kimyasal bir reaktif olan DPPH radikali
kullanilir. Bu nedenle, reaktifin dogru ve giivenli bir sekilde kullanilmas1 gerekmektedir.
Ayrica, kimyasal atiklarin yonetimi 6nemlidir.
3. Tek Bir Test: DPPH radikal siipiirme testi, sadece serbest radikal stipiirme yetenegini
Olcer. Antioksidanlarin diger aktivitelerini (6rnegin metal iyonlar1 ile kompleks
olusturma) degerlendirmek icin farkli yontemlere ihtiya¢ duyulabilir.
4. Yiiksek Hassasiyet Gerektiren Durumlar: DPPH testi, yliksek hassasiyet gerektiren
uygulamalarda bazen yetersiz olabilir. Ozellikle diisik konsantrasyonlardaki
antioksidanlarin tespitinde sinirlamalari olabilir.
5. Renk Degisikligi Gozle izlenir: DPPH radikal siipiirme testinde reaksiyon sonucu renk
degisikligi gozle izlenir. Bu, renk korliigii gibi gorsel engellilik durumlarinda veya
otomatik analizlerde bir zorluk olusturabilir.
6. Duyarlilik Farkliliklari: Farkli antioksidanlarin DPPH'ye karsi duyarliliklart farkli
olabilir. Bu, karsilastirma ve standartlastirma siireclerinde dikkate alinmalidir.
7. Reaktif Tiikkenmesi: DPPH radikal siipiirme testinde kullanilan DPPH reaktifi tiikenir.
Bu, yiiksek sayida 6rnek analizi yapiliyorsa reaktif yeniden hazirlanmalidir.

DPPH radikal siipiirme testi, antioksidan aktiviteyi degerlendirmek i¢in kullanislt
bir yontem olsa da, yukaridaki dezavantajlar1 goz onilinde bulundurarak sonuclarin
yorumlanmasi 6nemlidir ve bazi durumlarda daha spesifik veya hassas analiz yontemleri

gerekebilir.

1.6.3. B- Karoten- Lineolik Asit Emiilsiyon Yoéntemi

Y ontem, linoleik asidin 1s1, hava, 151k oksidasyonu sonucu olusan alkil peroksitler
tarafindan beta karotenin rengindeki degisimin 470 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak izlenmesi seklinde uygulanir. Bu kimyasal reaksiyon, ¢oziicii ve pH degisiminden
etkilenmez ve son derece kisa bir siire i¢cinde tamamlanir. Bu reaksiyon, hidrojen atom

transferi yoluyla gercgeklesir.



2. ONCEKI CALISMALAR

Yalgin ve ark. (2006) Phlomis amanicamin metanol ekstraktindan, bilinen
glikozitler ile birlikte yeni bir diterpen tipi pimaran olan , amanikadol bilesigini izole
etmislerdir. Yeni bilesigin yapist kapsamli NMR spektroskopisi ile yorumlanmis,
molekiiler modelleme ¢alismas1 yapilmis ve diisiik konformasyonel esneklik sergiledigini
bulmuglardir. Ek olarak bu bilesigin NMR kimyasal kaymalar1 da hesaplanmustir.

Iki tibbi bitki olan Nepeta suavis ve Phlomis bracteosa fitokimyasal bilesimi,
vitamin ve eser elementleri yoniinden analiz edilmistir. Sonuglar flavonoid igeren
biyoaktif bilesenlerin varligini gostermistir (Hussain ve ark.,2009).

2013 yilinda yapilan bir calismada (Sarikurkcu ve ark.), Tiirkiye’de kocakari ilac
olarak kullanilan endemik Phlomis bourgaei nin hidrodistile ucucu yaginin kimyasal
bilesimini ve farkli solvent ekstraktlarinin in vitro antioksidan potansiyellerini incelemek
amaciyla planlanmistir. Yagin kimyasal bilesimi GC ve GC-MS ile analiz edilmis ve
yagdaki baskin bilesenlerin S- karyofillen (%37,37), (Z)-f-farnesen (%15,88) ve
germakren D (%10,97)oldugu tespit edilmistir. . Coziicii ekstraktlarinin ve yagin
antioksidan potansiyelleri S-karoten/linoleik asit, DPPH, indirgeme giicii ve selatlama
etkisini igeren dort yontemle belirlenmistir. [-karoten/linoleik asit analizinde tiim
ekstraktlar tim konsantrasyonlarda %350'den fazla inhibisyon gostermistir. DPPH,
selatlayici veindirgeme giicii yontemlerinde, su ekstraktinin sirastyla %88,68, %77,45 ve
1,857 (700 nm'de absorbans) ve 1.0 mg/mL ugucu yag konsantrasyonuyla diger
ekstraktlardan (hekzan, etil asetat ve metanol) daha iyi aktivite potansiyeli sergiledigini
bulmuslardir. Toplam fenolik ve flavonoidlerin miktar1 (139.50 + 3.98 ug gallik asit)
esdegerleri (GAE'ler)/mg ekstrakt ve 22,71 + 0,05 pg kuersetin esdegerleri (QEs)/mg
ekstrakt) olarak bu ekstraktta en yiiksek ¢ikmistir

Wafa ve ark. (2016) Phlomis bovei’den ekstrakte edilen flavonoidlerin ve tanenlerin
antioksidan 6zelliklerini ve antibakteriyel aktivitelerini belirlemek amaciyla bir ¢alisma
yapmiglardir. Antioksidan aktivite DPPH radikal siipiirme etkisi ve indirgeme giicii
yontemleriyle Olcililmiistiir ancak antimikrobiyal aktivite icin ekstraktlar mantarlar
(Aspergillus niger 2CA936, Aspergillus flavius NRRL3357 ve Candida albicans
ATCC1024), Gram-pozitif bakteriler (Staphylococcus aureus ATCC25923) ve Gram-
negatif bakteriler (Escherichia coli ATCC 25922)



ve Salmonella typhimurium ATCC 13311) kullanilarak test edilmistir.

Sofiane ve ark. (2017) Megriss Dagi'ndaki floristik biyocesitliligin yeniden
kazanilmasi amaciyla gelisigiizel ¢esitli tiirler segmis ve antioksidan, antimikrobiyal ve
antiinflamatuar aktiviteleri acisindan incelemistir. Antioksidan o6zellikler, ekstraktin
DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikallerini siipiirme yontemi araciligiyla
degerlendirilmis; antimikrobiyal aktivite {i¢ bakteri susu ve bir maya (Staphylococcus
aureus ATCC25923, Escherichia coli ATCC 25922, Bacillus subtilis ATCC6633 ve
Candida albicans ATCC1024) ile test edilmistir. Antienflamatuar aktivite, protein
denatiirasyon testi ile degerlendirilmistir. Sonuglar, Phlomis crinita'nin polifenol
iceriginin yiliksek olmasi nedeniyle kullanilan standartla karsilastirildiginda miikemmel
bir antioksidan ekstrakt oldugunu, ancak Arabis pubescens (Desf.), Gagea granatellis
subsp. Granatelli M ve Rumex algeriensis Barr. Et Murb tin daha iyi antienflamatuar
ajanlar olabilecegini gostermistir.

Khaledi ve ark. (2018)’n1 yaptiklari calismada Medicago sativa, Onosma sericeum,
Parietaria judaica L., Phlomis persica ve Ekinofora platiloba DC’nin hidroalkol
ekstraktlarinin  hazirlanmasinda maserasyon yontemi kullanilmigtir. Bu  bitkilerin
Enterococcus faecalis iizerindeki etkisi (ATCC 29212) arastirilmistir. Antibakteriyel
etkisini belirlemek icin ekstraktlar, McFarland standardina gore (105 CFU/ml) steril 96
oyuklu plaka mikrodiliisyonu kullanilmistir. Toplam fenolik igerik Folin-Ciocalteu
kolorimetrik yontemini kullanarak ve gallik asit esdegeri cinsinden ifade edilmistir.
Toplam flavonoid igerigi aliminyum kloriir kolorimetrik yontemiyle belirlenmis ve rutin
esdegeri cinsinden ifade edilmistir.

Merouane ve ark., (2019) galismas1 Phlomis biloba Desf'in yaprak ve gigeklerinin
antioksidan potansiyellerini  (B-karoten-linoleik asit sistemi ve 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil, DPPH, serbest radikal siiplirme deneyi) ve biyoaktif bilesenlerini
degerlendirmek igin yapilmistir. Sonuglar sunu gostermektedir: Yaprak ekstrakti toplam
fenolik (153,46 + 1,36 png GAE/mg ekstrakt) ve flavonoid icerikleri verimi (53.84 + 0.24
png QE/mg ekstrakt), cicek ekstrakti toplam fenolik (81,33 + 2,29 ug GAE/mg ekstrakt)
flavonoid igerikleri verimi (14,86 + 0,21 ng QE/mg ekstrakt) ile karsilastirildiginda
bakimindan daha yiiksektir. Fakat, ¢igek ekstrakti flavonol igerigi (06,22 + 0,05 vs. 03,39
+ 0,06 ung RE/mg ekstresi) bakimindan yaprak ekstraktini geride birakmustir. Yaprak
ekstraktt DPPH (47,78 + 1,12 mg/mL) ve B-karoten analizlerine gore (%76,18 + 0,98)
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flavonoid igerigi ile yiiksek korelasyonlu bir sekilde en giiclii antioksidan potansiyeline
sahipti. Bu caligma P. biloba'y1 ilerde gida uygulamalarinda antioksidanlar i¢in potansiyel
bir biyo-kaynak olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Khitri ve ark. (2020) Phlomis bovei’nin (Lamiaceae) yapraklar1 ve kokleri iizerinde
fitokimyasal bir aragtirma yaparak 16 tane bilesik izole etmislerdir. Bilesiklerin yapisini
farkli spektroskopik metotlarla aydinlatmislardir.

Calis ve Bager (2021) Phlomis ve Teucrium cinslerinin 6zellikleri ve Tiirkiye!de
geleneksel bitkisel ilag olarak kullanimlari hakkinda bir derleme arastirmasi yapmuslardir.

Tastan ve ark. (2022) Lamiaceae familyasina ait ¢esitli Phlomis tiirlerinin
antioksidan potansiyelleri {izerine bir ¢alisma yapmuislardir.

Nabti ve ark. (2023) Phlomis crinita’nin toplam fenolik bilesiklerini,
flavonoidlerini ve tanenlerini elde etmislerdir. Kloroform,etil asetat ve n-biitanol
ekstraktlarinin antibakteriyel ve antioksidan aktivitelerini aragtirmiglardir. Buna gore en
fazla toplam fenolik bilesik n-biitanol ekstraktinda, en fazla toplam flavonoid etil asetat
ekstraktinda, en fazla tanen ise kloroform ekstraktinda bulunmustur. Ekstraktlarin
antibakteriyel aktivitesi Pseudomonas aeruginosa ve Staphylococcus aureus'a karsi hafif
pozitif goriilmiis 6te yandan Escherichia coli suslarina karsi antibakteriyel aktivite
gozlenmemistir. Kloroform ve n-butanol ekstraktlari, askorbik asitle kiyaslanabilir
sekilde DPPH radikalini temizleme konusunda giiclii bir etki géstermistir.

Mahdi ve ark. (2023) Misir'in Marsa Matrouh sehrinden toplanan iki sifali bitki tiirii
Phlomis floccosa D. Don ve Glebionis coronaria (L.) Cass'in fitokimyasal igerigini
arastirmiglardir. DPPH yontemi kullanilarak antioksidan aktivite degerlendirmesi i¢in
her iki tiirden de su, metanol ve petrol eteri ekstraktlari hazirlamislardir. Ek olarak, her
iki tiirlin toprak st kisminda bulunan ugucu yaglari tanimlamak i¢in Gaz
Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi kullanmis ve dokuz izolata karsi antibakteriyel
aktivite de degerlendilmislerdir. P. floccosa ve G.coronaria'nin su ekstraktlarinin, test
edilen diger ekstrakt tiirlerine gore daha yiiksek miktarlarda fenol, flavonoid, tanen,
alkaloid ve saponin igerdigini belirlemiglerdir .

Toroglu ve ark. (2012) Echinops viscosus DC subsp. bithynicus (Boiss) Rech. ve E.
microcephalus Sm.’nin etil asetat, aseton, metanol ve etanol ekstraktlariin
antimikrobiyal aktivitelerini disk difiizyon yontemiyle incelemistir. Bu ekstraktlar1 sekiz

bakteri ve dort mantara karsi antimikrobiyal etki yoniinden arastirmiglardir. EMF’ nin
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metanol, etil asetat, aseton ekstraktlar1 S. aureus'a karsi (18-19-18 mm 50 pL-1 inhibisyon
bolgesi) standarttan daha fazla antibakteriyel aktivite gostermistir. EVF'nin metanol
ekstraktlar1 E. coli‘ye kars1 esit antibakteriyel aktivite géstermistir (V30 & E15). EVL'nin
etil asetat ckstraktlar1 B. Megaterium’e karsi standart antibiyotikle esit antibakteriyel
aktivite gostermistir (V30). EVF ve EVL'nin aseton ekstraktlari, M. Pusilus’e karsi
standart antibiyotikle yakin oranda antimikrobiyal aktivite gostermistir. E. viscosus ve E.
Microcephalus’un farkli mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal bilesenler icerdigi
belirlenmistir.

Mahmood ve Khadeem (2013) yabani bir Irak bitkisi olan Echinops
heterophyllus'tan flavonoid glikozitlerin izole ederek tanimlamuslardir. iki flavonoid
glikoziti adsorban olarak poliamid kullanilarak kolon kromatografisi yoluyla bitkinin yer
iistiindeki kisimlarindan izole etmislerdir. Bu bilesenlerin kimyasal yapisini ultraviyole
spektroskopisi (UV spektrumu), Fourier transformasyonlu infrared spektroskopisi (FT-
IR), elementel mikro analiz (CHN) ve *H-NMR ve *C-NMR analizi ile belirlemislerdir.

Sapct ve Vural (2017) E. phaeocephalus’un antimikrobiyal ve antioksidan
aktivitesini aragtirmak i¢in hekzan, methanol ve kloroform ekstraktlarini elde edmislerdir.
Antioksidan kapasitest DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayini, toplam fenolik i¢erigin
belirlenmesi ve toplam flavanoid igeriginin belirlenmesi testleri yapilarak belirlenmistir.
Antimikrobiyal aktiviteleri disk diflizyon yontemi ve mikrodiliisyon (MIC) yontemi
kullanilarak arastirilmistir. Metanoliin diger ¢oziiclilerden daha etkili oldugu tespit
edilmistir. Echinops phaeocephalus’un ekstraktlarinin mikroorganizmalar iizerinde
degisen etkilere sahip oldugu gozlenmistir. Antioksidan aktivite tayini sonuglaria gore,
fenolik madde miktar1 en yiliksek hekzan ile elde edilen ekstraktta gézlenirken, flavanoid
madde icerigi bakimindan zengin olan ekstrakt metanol ile elde edilen ekstrakt olmustur.
DPPH radikali siipiiriicli aktivite tayini sonuglarinda ise 6zellikle metanol ve hekzan
ekstraktlarindan yiiksek verim elde edilmistir. Elde edilen sonuglara gore E.
phaeocephalus’un 6nemli derecede antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip
oldugu belirlenmistir.

Bitew ve Hiymete 2019 yilinda bir derleme caligmasi yaparak Echinops cinsinin
Ozelliklerini ve ¢esitli hastaliklar1 tedavi etmek i¢in nasil kullanildiklarini arastirmislardir.

Solventle ekstrakte edilen kuru ve taze Echinops abuzinadianus yapraklarinin bazi

insan patojenik mikroplarina kars1 antimikrobiyal inhibisyon aktivitesini aragtirmak igin
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agar kuyusu diflizyon yontemleri kullanilmistir. Sonuglar neredeyse tiim solvent
ekstraktlariin Shigella flexneri, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabilis, Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus ve Candida albicans'a
kars1 onemli inhibitor aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Taze yaprak ekstraktinin
test edilen tiim mikroorganizmalara kars1 kuru yaprak ekstraktindan daha giiclii aktiviteye
sahip oldugu bulunmustur. Maksimum antibakteriyel aktivite, S. Flexneri'ye karsi
metanol ekstraktindan, Pseudomonas aeruginosa'ya karsi kloroform ekstraktlarindan, K.
pneumoniae'ye karsi dietil eter ekstraktlarindan ve C. albicans'a karsi aseton
ekstraktindan elde edilmistir. Petrol eteri ekstrakti, P. mirabilis'e karsi orta diizeyde
antibakteriyel aktivite gosterirken, K. pneumonia'ya karsi minimum antibakteriyel
aktivite sergilemistir. Gaz kromatografisi kiitle spektrometresi (GC-MS) bes fitokimyasal
bilesigin varligini géstermistir: palmitik asit (en baskin bilesik), ardindan 9-oktadekenoik
asit, oktadekatrienoik asit ve eser miktarlarda oktadeka-9,12,15-trienoik asit ve fitol
(Alrumman, 2022).

Thomas ve Mukassabi (2014) Ingiliz Adalari’nin biyolojik florast olmasi
bakimindan Ruscus aculeatus’u arastirmislardir. Bu amagla Ruscus aculeatus’u habitat,
fizyoloji, yap1 ve dzellikleri bakimindan incelemislerdir.

Taskin ve ark. (2020) Ruscus aculeatus L.'nin gesitli ekstraktlarini kullanarak in
vitro antioksidan, anti-iireaz ve antikolinesteraz aktivitelerini degerlendirmislerdir.
Bitkiden elde edilen farkli ekstraktlarin antioksidan aktivitelerini DPPH, FRAP, ABTS/
TEAC ve CUPRAC yontemlerini kullanarak belirlemislerdir. Ayrica farkli ekstraktlarin
anti-ireaz ve antikolinesteraz aktivitelerini Indofenol ve Ellman testleri ile
karsilastirmislardir. Kloroform ekstraktinin daha gii¢lii bir antioksidan oldugu (DPPH,
FRAP, CUPRAC) ve antikolinesteraz aktivitesinin de diger ekstraktlara gore daha yiiksek
oldugu.goriilmiistiir. Ayrica etanol ekstraktinin en giiclii anti-lireaz aktivitesini gosterdigi
bulunmustur.

Giircistan’da yapilan bir ¢alismada Ruscus aculeatus’un kok ve toprak distii
kisimlarinin etanollii ekstraktlar1 arastirilmistir. Hazirlanan ekstraktlarda 26,6 - 60,4 mg/g
toplam fenol, flavonoid igerigi 9,2 - 21,2 mg/g, DPPH yo6ntemiyle belirlenen antioksidan
aktivite %24,3 - 68,2 olarak bulunmustur ( Manana ve ark.. 2023).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Tavsan memesi (Ruscus aculeatus) Hatay’in Yayladagi Ilgesi Senkdy
Mahallesi’nden, Arsuz calbasi (Phlomis amanica) Hatay’mn Arsuz Ilgesi Hoyiik
Mahallesi'nden aktopuz (Echinops viscosus) ise Hatay’in Belen Ilgesi Kici
Mabhallesi’nden Hatay Mustafa Kemal Universitesi Altinozii Tarim Bilimleri Meslek
Yiiksekokulu Tibbi ve Aromatik Bitkiler Béliimii dgretim iiyesi Dog. Dr. Hasan ASIL
tarafindan Haziran 2021°de toplanmustir.

Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de Arsuz c¢albasi (Phlomis amanica), aktopuz
(Echinops viscosus) ve tavsan memesi (Ruscus aculeatus) bitkilerinin resimleri sirasiyla

verilmigtir.

3.1.1. Arsuz Calbasi (Phlomis amanica)

Sekil 3.1°de Arsuz ¢albas1 (Phlomis amanica) bitkisinin resmi goriilmektedir.

Sekil 3.1. Arsuz ¢albasi (Phlomis amanica)

3.1.2. Aktopuz (Echinops viscosus)

Sekil 3.2’de aktopuz (Echinops viscosus) bitkisinin resmi goriilmektedir.
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Sekil 3.2. Aktopuz (Echinops viscosus)

3.1.3. Tavsan memesi ( Ruscus aculeatus )

Sekil 3.3’de tavsan memesi ( Ruscus aculeatus ) bitkisinin resmi goriilmektedir.

Sekil 3.3. Tavsan memesi (Ruscus aculeatus)
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3.2. Yontem

3.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanmasi

Kuru haldeki bitkilerden analizlerde kullanilacak ekstreleri hazirlamak igin bitkiler
degirmende 6giitiilmiis ve her bir bitkiden ayr1 ayr1 20 g tartilip metanol ¢6ziiciisiiyle
ekstraksiyon yapilmistir. Orneklere metanol eklenmis ve 40 °C” de 3 saat ekstraksiyonlar
yapilmustir. Islem siirekli siizerek metanole renk vermeyene kadar devam edilmistir.
Siiziintiiler birlestirilmis ve ¢oziicli vakum altinda evaporator kullanilarak 40 °C’ de
uzaklastirilmistir. Ardindan az miktarda ¢oziicli iceren ekstreler petri kaplarina kiigiik
hacimlerde alinarak tamamen kurumasi saglanmistir. Ekstre 6rnekleri analizi yapilmak

tizere +4 °C’ de saklanmustir.

3.2.2. Antioksidan Aktivite Tayin Metotlar:

3.2.2.1. Folin-Ciocaltacu Metodu

Orneklerin toplam fenolik madde derisimini tespit etmek amaciyla Folin-
Ciocalteu metodu kullanilmistir. Bu analiz i¢in kullanilan kimyasallar arasinda Folin
reaktifi (Sigma-Aldrich), sodyum karbonat, metanol ve gallik asit (Merck)
bulunmaktadir. Olgiimler Hitachi U.V. U-1900 spektrofotometre ile gerceklestirilmistir.

0,4 mg/mL derisimdeki 6rnek ¢ozeltisinden 0,25 mL alinmistir. Daha sonra bu
numuneye 1:10 oraninda seyreltilmis Folin reaktifinden 1,25 mL ve % 10'luk Na,CO3
cozeltisinden 3,75 mL eklenerek tiip kapatilmis ve iki saat boyunca inkiibasyona
birakilmistir. Ayni islemler, gallik asit i¢in de olarak uygulanmistir. Gallik asit standart
grafiginin ¢izilmesi i¢in gallik asit derisimleri 0,4-0,125 mg/mL arasinda olacak sekilde
bes farkli derisimde calisilmistir. Karanlik bir ortamda, tiim numunelerin agz1 kapali
olarak inkiibe edildikten sonra, 765 nm dalga boyunda metanol kontroliine karsi
absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Numunedeki toplam fenolik madde miktar gallik asit
standart egrisi kullanilarak hesaplanmistir. Sonuglar, 1 gram kuru ekstredeki miligram

gallik asit esdegeri (GAE) olarak sunulmustur.
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3.2.2.2. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) Radikal Siipiirme Etkisi

DPPH yontemi antioksidanlarin DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikalini
stiptirme etkilerini belirlemeye dayanir.

Orneklerin radikal siipiirme etkileri Brand Williams, Culivier ve Berset (1995)
yontemi kullanilarak incelenmistir. Kimyasal olarak 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
(Sigma-Aldrich), biitillenmis hidroksi toluen (BHT) (Sigma-Aldrich), biitillenmis
hidroksi anisol (BHA), metanol (Merck) ve kullanilmig Hitachi U.V. U-1900
spektrofotometresi ile bu analiz yapilmistir.

0,4 mg/mL olan 6rnek ¢ozeltilerinden 5 farkli konsantrasyonda ¢ozelti 1:1 oraninda
seyreltmeyle hazirlanmistir. 1,25 mL 6rnek iizerine 6x10° M 3,75 mL DPPH ¢ozeltisi
eklenmistir. Oda sicakliginda ve karanlikta yarim saat bekletilen 6rneklerin metanol
kortine karsit 517 nm’de absorbans degerleri okunmus ve % inhibisyon degerleri su
formiille hesaplanmistir. Ayn1 islemler BHA ve BHT sentetik antioksidanlari i¢in de

yapilmistir.

1(%) = (%) x100 (3.1)

% 1nhibisyon degerleri kullanilarak DPPH serbest radikalinin yarisinin
stipiiriilmesi i¢in gereken ornek derisimleri (ICso degerleri) bulunarak BHT ve BHA

antioksidanlarinin sonuglariyla karsilastirilmistir.

3.2.2.3. B- Karoten- Lineolik Asit Emiilsiyon Metodu

Bu analiz i¢in , B-karoten linoleik asit emiilsiyon sistemi kullanilmistir ( Kaur ve
Kapoor, 2002). B- karoten- lineolik asit emiilsiyon yontemi B karotenin 470 nm’de
renginin spektrofotometrik olarak gbézlemlenmesini esas alir. Kullanilan kimyasal
malzemeler kloroform , B-karoten, linoleik asit, Tween 40’tir (Sigma-Aldrich). Ayrica
Hitachi U.V. U-1900 spektrofotometre, su banyosu (JSR, Kore), evaporator (Buchi)
kullanilarak da deney yapilmistir.

Baslangigta -karoten linoleik asit emiilsiyon ¢ozeltisi hazirlamak i¢in 0,2 mg B-

karoten, 1 mL kloroform iginde ¢6ziilmiistiir. Bu karigima % 60'lik 0,02 mL linoleik asit
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¢ozeltisi ve 200 mg Tween 40 eklenerek karistirilmistir. Daha sonra ise kloroform
40°C'de vakum altinda bir evaporatorde tamamen uzaklastirilmis ve oksijenle
doyurularak 100 mL deiyonize suda ¢Oziilmistiir. Bitki 6rneklerinin ve karsilagtirma
amaciyla kullanilan BHA ve BHT antioksidanlarinin derisimleri 2 mg/mL olacak sekilde
%70'lik metanol iginde ¢Oziilmiistir. Deney tiiplerine 6rnek, BHA ve BHT
¢ozeltilerinden 0,2'ser mL alinarak tizerlerine 4,8 mL hazirlanan emiilsiyon ¢ozeltisinden
ilave edilmistir. Metanol kontrol amacli kullanilmistir. Bunun i¢in 0,2 mL metanol
lizerine B-karoten linoleik asit emiilsiyon ¢ozeltisi 5 mL eklenerek karistirilmistir. Deney
Cozeltilerin absorbanslari 470 nm'de okunmustur (Ao). Ardindan, 6rnekler 50°C'de su
banyosunda inkiibe edilmistir. 120 dakika sonunda ise inkiibasyondaki ¢ozeltilerin
absorbanslar1 okunmustur. Elde dilen absorbans degerlerine bakilarak absorbans degisim
orant (AO) ve buna gore hesaplanan % oksidasyonu engelleme katsayilar1 asagidaki

esitlikten elde edilmistir.

Absorbans degisim orani = ln(i_(t)) (3.2
Ao = tg anindaki absorbans
At = t anindaki absorbans (t= 120 dk)

% Oksidasyonu engelleme =  A2Gentrob= A0tumuna)l 4 (3.3)

Ao(kontrol)

3.2.3.  Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemi

Orneklerin antimikrobiyal aktivitesi disk difiizyon metoduna gore belirlenmistir (CLSI
standartlarina uygun olarak). Bu analiz igin 6rneklerin konsantrasyonlar1 100 mg/mL
olacak sekilde c¢ozeltileri hazirlanmistir. Coziici olarak dimetil siilfoksit (DMSO)
kullanilmistir. Hatay Mustafa Kemal Universitesi Arastirma Hastanesi’nden temin edilen
Candida albicans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus
suslar1 oncelikle Nutrient Broth (8 g/L) besiyerinde tiremeye birakilmistir. 37° C’ deki 24

saat inkiibasyon sonrasinda bakteri derisimi, McFarland 0,5 bulaniklik testine gore
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ayarlanmistir. Miiller Hinton besiyerine ekim yapildiktan sonra petrilere 30 pl iceren
diskler yerlestirilmistir. Orneklerin mikroorganizmalar kars1 gosterdigi etki disklerin
etrafinda olusan inhibisyon zonlarinin ¢ap1 milimetre cinsinden 6lgiilerek belirlenmistir.
Kloramfenikol antibiyotigi de karsilastirma yapmak i¢in kullanilmistir. Analiz ti¢ tekrar

olacak sekilde yapilmistir.
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4.  ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. Antioksidan Aktivite Analiz Sonuclari

4.1.1. Folin-Ciocalteau Metodu

Orneklerin Folin-Ciocalteau metoduyla belirlenen toplam fenolik madde miktari,
tic tekrar deneyinin ortalamasi seklinde verilmistir. Bitkinin bilesiminde ¢ok sayida
fenolik bilesik bulundugu goz Oniine alindiginda, her birinin konsantrasyon degerlerini
ayr1 ayr1 hesaplamak pratik olmayacagi i¢in bitkinin toplam fenolik madde miktari,
standart antioksidan olarak kabul edilen gallik asit esdegeri olarak bulunmustur.

Ornegin, icerdigi toplam fenolik madde miktar1, 1 gram bitki ekstresi icindeki mg
gallik asit esdegeri (GAE) olarak hesaplanmistir. Bunun i¢in baslangigta gallik asit

standart grafigi olusturulmustur.

0,35 - y =0,7335x + 0,0416
0,3 R*=0,9953
0,25 -
0,2
0,15 -
0,1
0,05 -

Absorbans

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Derigim (mg/mL)

Sekil 4.1. Gallik asit standart egrisi

Bir bitkinin antioksidan etkisinden bahsedebilmek i¢in, i¢inde yiiksek antioksidan
aktivitesine sahip bilesiklerin bulunmasi1 gereklidir. Fenolik yapidaki maddeler, bu
baglamda 6nemli bir rol oynarlar. Yapilan bazi calismalarda, ¢esitli fenolik bilesiklerin
serbest radikalleri etkili bir sekilde notralize edebildigi gosterilmistir (Karademir, 2005;
Apak ve ark., 2007). Bu nedenle, bitki i¢inde bulunan polifenolik bilesiklerin sayisi
arttik¢a, antioksidan etki de artar.
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Sekil 4.1°deki gallik asit standart egrisi kullanilarak hesaplanan toplam fenolik

madde miktarlar1 Cizelge 4.1’de verilmistir.

Cizelge 4.1. Orneklerin fenolik madde miktarlar

Bitki ad1 mg GAE/ g kuru ekstre
Arsuz ¢albasi (C) 859,1+ 78,0
Aktopuz (A) 453,5+ 23,9
Tavsan memesi (T) 229,7+ 18,0

1000.0 1
900.,0 A
800.0
700,0
600.,0
500.0
400.0 A

mg GAE/ g ekstre

300.0 A1
200.0 A
100.0 A

0.0 -
C A T

Sekil 4.2. Orneklerin toplam fenolik madde miktarlar

Sekil 4.2.'de gorildiigii gibi Orneklerin toplam fenolik madde miktarlar
birbirlerinden oldukga farklidir. Toplam fenolik madde icerigi en yiiksek bitki C ve en
diisiik bitki ise T dir.

4.1.2. DPPH Radikal Siipiirme Etkisi Deney Sonuglar1
Serbest radikal siipiirme aktivitesi belirlemek amaciyla ornekler ile standart
antioksidanlarin (BHA, BHT) yiizde inhibisyon degerleri bulunmustur. Ornekler ile BHA

ve BHT nin % inhibisyon-derisim grafikleri ¢izilmistir (Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5,
Sekil 4.6, Sekil 4.7).
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70
= y = 13,289In(x) + 113,03
S 60
z
= 50
E 40
5 30
20
10
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Derisim (mg/mL)
Sekil 4.3. BHA’nin % inhibisyon-derisim grafigi
50
45
40
= 35 v = 4,0428In(x) + 54,074
= 33
Z 30
= 25
8 20
S 15
10
5
0
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1 0,12
Derisim (mg/mL)
Sekil 4.4. BHT nin % inhibisyon-derigsim grafigi
120
100
° °
g 80 y = 14,077In(x) + 111,5
Z 60
= °
= 40
o
S 20
0

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Derisim (mg/mL)

Sekil 4.5. C’nin % inhibisyon-derisim grafigi
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70 y = 18,616In(x) + 106,41

% Inhibisyon
a1
o

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Derisim (mg/mL)

Sekil 4.6. A’nin % inhibisyon-derisim grafigi

60
[ ]

50

10 o —3 e y = 6,0131In(x) + 59,399

30

% Inhibisyon

20
10

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Derisim (mg/mL)

Sekil 4.7. T’nin % inhibisyon-derisim grafigi

Yiizde inhibisyon degeri, antioksidan etkinin kuvvetini ifade eder; yani, bu degerin
biiytikligii, antioksidan etkinin ne kadar giiglii oldugunu gosterir. DPPH radikal siiptirme
etkisinin baska bir ifadesi ICsop degeridir. 1Cso degerinin kiigiik olmasi, antioksidan
etkisinin fazla oldugunu bildirir, ¢iinkii ICso ifadesi DPPH'in yarisinin siipiiriilmesi i¢in
gereken antioksidan miktarini ifade eder. Cizelge 4.2.’de orneklerin ICso degerleri

verilmistir.
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Cizelge 4.2. Orneklerin ICs degerleri

Bitki ad1 1Cso0 (mg/mL)
BHA 0,009 + 0,001
BHT 0,365 + 0,024
¢ 0,013 £ 0,003
0,048 + 0,004
T 0,209 +£0,018
0.4
0.35
0.3
0.25
g 02
0.15
0.1
0.05
0 — || .
BHA BHT C A T

Sekil 4.8. Orneklerin ICso degerleri

Sekil 4.8.'de ise Orneklerin ICso degerleri grafigi sunulmustur. Bu degerler,
antioksidanlarin DPPH radikallerini siipiirme yeteneklerini karsilagtirmak i¢in 6nemli bir
arag saglamaktadir. Sekil 4.7’ ye gore en diisiik ICso degeri ile BHA nin en yiiksek radikal
siiplirme aktivitesine sahiptir. Ayrica daha diisiik 1Cso degerleriyle 6rneklerin standart
antioksidan olan BHT ye gore daha yiiksek radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu
goriilmektedir. Ornekler i¢indeki en yiiksek radikal siipiirme aktivitesi ise en diisiik 1Cso

degerine sahip olan C’ye aittir.
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4.1.3. B- Karoten- Lineolik Asit Emiilsiyon Yontemi Deney Sonuclar:

Calismada, 120 dakika sonra oOl¢iilen absorbans degerlerinden absorbans degisim
oranlar1 hesaplandiktan sonra inhibisyon oranlari belirlenmistir. Karigimlardaki renk
degisimleri, hava ile 1s1 oksidasyonuna karsi antioksidan aktivitelerini yansitmistir. %
inhibisyon degerlerinin biyikligi, oksidasyonu engelleme kapasitesi dolayisiyla
antioksidan aktivitesi fazla demektir.

Cizelge 4.3.’te orneklerin absorbans degisim oranlar1 ve % inhibisyon degerleri

goriilmektedir.

Cizelge 4.3. Orneklerin absorbans degisim oranlari ve % inhibisyon degerleri

Ornek adi AO % Inhibisyon
Kontrol 0,015
BHT 0,0048 67,93 + 2,30
BHA 0,0052 66,08 + 3,10
C 0,0057 62,07 + 2,20
A 0,0085 43,88 + 4,95
T 0,0063 58,57+ 1,35
80,00 -
70,00 -

% Iinhibisyon

60,00 -
50,00 -
40,00 -
30,00 -
20,00 -
10,00 -
0,00 .
A C T BHA BHT

Sekil 4.9. Orneklerin % Inhibisyon degerleri
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Sekil 4.9'da goriildiigii gibi BHA ve BHT'min % inhibisyon degerleri
orneklerinkinden daha yiiksektir. % inhibisyon degeri en yiiksek olan C’dir. C ve T’nin

% inhibisyon degerleri birbirine yakinken A’nin % inhibisyon degeri en diistiktiir.

4.2. Antimikrobiyal Aktivite Analiz Sonuglari

Antimikrobiyal etki sonuglari, bu ii¢ bitkinin her bir mikroorganizma karsisinda
meydana getirdigi inhibisyon bdlgelerinin ¢aplari milimetre cinsinden o6lgiilerek
saptanmistir. Ayrica, testlerde kullanilan standart antibiyotik olan kloramfenikoliin de
mikroorganizmalara karsi olusturdugu inhibisyon bolgesi ¢aplari ayrica olglilmiis ve

sonuglar Cizelge 4.4.’de sunulmustur.

Cizelge 4.4. Numunenin mikroorganizmalara kars1 olusturdugu inhibisyon zon g¢aplari
(mm)

Ornek Zon Capi (mm)
Adi
Candida  Escherichia coli Klebsiella Staphylococcus
albicans pneumoniae aureus
C 12+1 8+0 12+1 21+1
A 10+£2 9+1 10+0 15«1
T 11+£1 6+0 10+1 15+1
An - 20+1 14+0 45+1

Cizelge 4.4’de Orneklerin her mikroorganizma karsi farkli derecede etki ettigi
goriilmektedir. Orneklerin en yiiksek inhibisyon zonlarmi Staphylococcus aureus’a karsi
olusturdugu gdzlenmistir. Orneklerin en diisiik inhibisyon zonlarmin &lgiimleri ise
Escherichia coli’ye karst yapilmistir. Bu sonuglara gore tiim ornekler en yiiksek
antimikrobiyal etkiyi Staphylococcus aureus’a karsi, en diisiikk antimikrobiyal etkiyi de
Escherichia coli’ye kars1 gostermistir.

Calisilan mikroorganizmalar tizerinde 6rneklerin antimikrobiyal etkileri Sekil 4.10,
Sekil 4.11, Sekil 4.12 ve Sekil 4.13’de verilmistir.
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Sekil 4.10. Staphylococcus aureus’a kars1 6rneklerin antimikrobiyal etkisi

Sekil 4.11, Staphylococcus aureus mikroorganizmasina karsi numunelerin

antimikrobiyal etkisini gostermektedir.

Sekil 4.11. Klebsiella pneumoniae’ye karsi 6rneklerin antimikrobiyal etkisi

Sekil 4.11, Klebsiella pneumoniae mikroorganizmasina karsi numunelerin
antimikrobiyal etkisini gostermektedir. Bu etki, incelenen numunelerin bu bakteri tiiriine
kars1 gosterdigi inhibisyon bolgelerinin ¢aplariyla gorsel olarak sunulmustur. Elde edilen
sonuglar, Klebsiella pneumoniae iizerindeki antimikrobiyal aktiviteyi degerlendirmemize

olanak saglamaktadir.
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Sekil 4.12. Escherichia coli’ye kars1 6rneklerin antimikrobiyal etkisi

Sekil 4.12 Escherichia coli mikroorganizmasina karsi numunelerin antimikrobiyal

etkisini gostermektedir.

Sekil 4.13. Candida albicans’a kars1 6rneklerin antimikrobiyal etkisi

Sekil 4.13, Candida albicans mikroorganizmasina karsi numunelerin
antimikrobiyal etkisini gostermektedir. Sonuglar Candida albicans iizerindeki

antimikrobiyal aktiviteyi yansitmaktadir.
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5.  SONUC ve ONERILER

Bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal ozellikleri iizerine yapilan arastirmalar
Ozellikle onlarin alternatif tip agisindan degerlendirilmesinde giinden giine daha da 6nem
kazanmaktadir. Bu alana katki saglamasi amaciyla yapilan bu ¢alismada da Hatay’da
yetisen tavsan memesi (Ruscus aculeatus), Arsuz ¢albasi (Phlomis amanica) ve aktopuz
(Echinops viscosus) bitkilerinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir.

Tavsan memesi (Ruscus aculeatus), Arsuz ¢albasi (Phlomis amanica) ve aktopuz
(Echinops viscosus) bitkilerinin antioksidan 6zelliklerini belirlemek i¢in Folin-Ciocaltaeu
yontemi, DPPH serbest radikal siipiirme ve B-karoten-linoleik asit emiilsiyon yontemi
olmak tizere lig farkli yontem kullanilmistir. Antimikrobiyal etki, Staphylococcus aureus
(Gram-pozitif bakteri), Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae (Gram-negatif bakteri)
ve Candida albicans mantari kullanilarak disk difiizyon yontemiyle degerlendirilmistir.

Folin-Ciocaltaecu yontemine gore belirlenen bitki orneklerindeki toplam fenolik
madde miktarlar sirasiyla Arsuz galbasi’nda (Phlomis amanica) 859,1 mg GAE/g kuru
ekstre, aktopuz’da (Echinops viscosus) 453,5 mg GAE/g kuru ekstre ve tavsan
memesi’nde (Ruscus aculeatus) 229,7 mg GAE/g kuru ekstre olarak bulunmustur.

Incelenen bitkilerin DPPH yontemine gore radikal siipiirme aktivitelerini tespit
etmek icin ICso degerleri belirlenerek sentetik antioksidanlar olan BHA ve BHT ile
karsilastirilmistir. Buna gore en diisiik ICso degerine sahip BHA nin en yiiksek radikal
stiplirme aktivitesi gosterdigi bulunmustur. En yiiksek ICso degerine sahip BHT ise en
diisiik radikal siiptirme aktivitesi gostermistir. Ayrica oldukea diisiik 1Cso degerine sahip
Arsuz ¢albasi’nin (Phlomis amanica) sentetik antioksidan olan BHA kadar yiiksek radikal
siiptirme aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. Biitiin bitki Orneklerinin sentetik
antioksidan olan BHT den daha diisiik 1Cso degerlerine sahip olmasi da bu bitkilerin
BHT den bile daha giiclii radikal siipiirme aktivitesi oldugunu gosteren onemli bir
sonugctur.

B- Karoten- lineolik asit emiilsiyon yontemi deney sonuglarina bakildiginda ise
tirlerin  %inhibisyon degerlerinin oldukca yiliksek ve birbirine ¢ok yakin oldugu
gorilmektedir. Sonuglara bakildiginda p-karoten linoleik asit emiilsiyon sistemi
yontemine gore oOrneklerin antioksidan etkisinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. %

inhibisyon degerlerine gore Arsuz ¢albasi (Phlomis amanica), BHA ve BHT ye en yakin
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% inhibisyon degeriyle 6rnekler arasinda en yiiksek inhibisyon etkisini gostermistir. Bu
yontemle yapilan analiz sonuglar1 diger yontemlerden biraz farklilik gostermektedir.
Ancak yapilan Folin-Ciocaltacu, DPPH ve B- Karoten- lineolik asit emiilsiyon
yontemlerinin hepsinde en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip bitki 6rneginin Arsuz
calbas1 (Phlomis amanica) oldugu soylenebilir.

Bu sonuglara dayanarak, basta Arsuz calbasi (Phlomis amanica) olmak iizere
aktopuz (Echinops viscosus) ve tavsan memesi (Ruscus aculeatus) bitki dérneklerinin her
liclinlin de serbest radikallerin neden oldugu hiicresel hasar1 engelleyebilecegi ve bu
nedenle insan sagligin1 korumada kanserojen etkilere sahip sentetik antioksidanlar yerine
bir alternatif olarak kullanilabilecegi bulunmustur.

Arsuz ¢albasi1 (Phlomis amanica), aktopuz (Echinops viscosus) ve tavsan memesi
(Ruscus aculeatus) bitkilerinin antimikrobiyal aktiviteleri, disk diflizyon yontemi
kullanilarak incelenmistir. Sonuglara goére, bu bitkilerin her mikroorganizmaya karsi
farkl1 derecede etki ettigi goriilmektedir. Orneklerin en yiiksek inhibisyon zonlarmi
Staphylococcus aureus’a kars olusturdugu goézlenmistir. Orneklerin en diisiik inhibisyon
zonlarmin dlgtimleri ise Escherichia coli’ye karst yapilmistir. Bu sonuglara gore tiim
ornekler en yiiksek antimikrobiyal etkiyi Staphylococcus aureus’a karsi, en diisik
antimikrobiyal etkiyi de Escherichia coli’ye kars1 gostermistir. Biitiin bitkilerin Candida
albicans, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Staphylococcus aureus’a
mikroorganizmalarina kars1 belirgin inhibisyon etkilerinin oldugu gézlemlenmistir.

Elde edilen sonuglara gére, numunelerin antioksidan ve antimikrobiyal etkisi
oldukga giicliidiir. Calisma sonuglari, bu bitkilerin yliksek antioksidan kapasitesine sahip
oldugunu ve 6zellikle Staphylococcus aureus'a karsi giiclii bir antimikrobiyal etkiye sahip
oldugunu gostermektedir. Hatay’da yetisen bu bitkilerin potansiyel tibbi ve endiistriyel
uygulamalar1 desteklenerek hem saglik hem de ekonomik agidan 6nemli bitkisel

kaynaklar olarak degerlendirilmesi onerilebilir.
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