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OZET

ALYSSUM FLORIBUNDUM BOISS. & BALANSA (BRASSICACEAE) BiTKiSINDEN ELDE
EDIiLEN EKSTRAKTLARIN ANTIOKSiDAN ve ANTIMiKROBIYAL AKTIiVITESININ
ARASTIRILMASI

YASEMIN SALIK

Bu calisma kapsaminda Alyssum floribundum Boiss. & Balansa (Brassicaceae)
bitkisininantioksidan aktivitesi ve antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Bu amacla
bitkinin kok, gévde ve yapragin ayri ayri, etanol kullanilarak ekstraksiyonlar: yapildi.
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH*) serbest radikal giderme aktivitesi yontemi
kullanilarak ekstraktlarin antioksidan aktivitesi incelenmistir. Elde edilen sonugclar
standart madde olarak kullanilan Biitil hidroksi toltien(BHT) ile karsilastirilarak
degerlendirildi. Etanol ile yapilan ekstraksiyonlar sonucunda bitkinin kurutulmus
yaprak, kok, ve govdesinden ekstrakte edilebilen maddelerin yilizde verimi;% 15,84 - %
74,37 arasinda bulunmustur. DPPH* radikali giderme aktivitesinin tayin sonuglari;
etanol ile hazirlanan ekstraktlar arasinda en iyi aktiviteyi kok ekstrakti, en az aktiviteyi
ise govde ekstrakti gostermistir.

A. floribundum bitkisinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi icin
resazurin mikroplak yontemi kullanilmistir. Bu yontemde kok, govde, yaprak ve ¢icek
ekstrelerininbakteri kiiltiirlerinde antimikrobiyal aktiviteleri standart ila¢ olarak
kullanilan ampisilin ile karsilastirilmistir. Calisma sonucunda minimum inhibisyon
konsatrasyonu (MIK) degerleri, maviden pembeye renk degisimini engelleyen en diisiik
konsantrasyon degeri elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Alyssum floribundum, Endemik, Antioksidan, Serbest Radikaller,
Antimikrobiyal, DPPH

Damisman: Dr.0gr.Uyesi Pelin EROGLU, Mersin Universitesi, Kimya Anabilim Dali



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF EXTRACTS
OBTAINED FROM ALYSSUM FLORIDUM BOISS. & BAL. (BRASSICACEAE) PLANT

YASEMIN SALIK

In this study, Alyssum floribundum Boiss. The antioxidant activity and
antimicrobial activities of the & Balansa (Brassicaceae) plant were investigated. For this
purpose, root, stem and leaf of the plant were separately extracted using ethanol. The
antioxidant activity of the extracts was investigated using 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl
(DPPH") free radical scavenging activity method. The results obtained were compared
with the butyl hydroxy toluene (BHT) used as standard. Percentage of substances
extractable from the dried leaf, root, and bark of the plant as a result of the extractions
made with ethanol; 15,84% - 74,37% were found between. Determination results of
DPPH" radical scavenging activity; Among the extracts prepared with ethanol, the root
extract showed the best activity and the trunk extract showed the least activity.

Resazurin microplate method was used to determine antimicrobial activities of
A. floribundum plant. In this method, antimicrobial activities of root, stem, leaf and
flower extracts in bacterial cultures were compared with ampicillin used as standard
drug. As a result of the study, the minimum inhibition concentration (MIC) values were
obtained and the lowest concentration value which prevented the pink color change was
obtained.

Keywords: Alyssum floribundum, Endemic, Antioxidant, Free radicals, Antimicrobial,
2,2- diphenyl-1- picrylhydrazyl (DPPH)

Consultant: Lecturer Dr. Pelin EROGLU, Mersin University, Department of Chemistry
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1.GIRIiS

Gomberg'in trifenilmetil radikalinin varligini ispatlamasiyla ortaya ¢ikan serbest
radikaller, bir orbitalde bir veya birden fazla ortaklanmamis elektron bulunduran
kimyasal bir tiirdiir. Serbest radikaller hava kirliligi, bozulmus gidalar ve ilaclar gibi
faktorlerden meydana gelmesi sonucunda olusan serbest radikaller, viicuttaki hiicrelere
saldirarak tahribata yol agmaktadir (Ozeng, 2011). Serbest radikalleri engellemek ya da
zararini en aza indirmek icin antioksidanlara ihtiyacimiz vardir.

Antioksidanlar radikal olusumunun azaltilmasi, radikal reaksiyonlarinin sona
erdirilmesi, olusan radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin ortadan
kaldirilmasindan sorumlu olan molekiillerdir (Kiglikcoban, 2009). Antioksidanlar
viicutta cok kisa 6miirlii olmasina karsin saldirgan olan serbest radikaller ile savasirlar.
Eger serbest radikaller etkisiz hale getirilmezse viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler
(Yigit, 2013). Yapilan arastirmalara gore bol miktarda sebze ve meyve tiiketilmesi ile
hastaliklara yakalanma riskinin azaldigi, kalp damar hastaliklarinda, kanser vakalarinda
ve 0liim oranlarinda kayda deger oranlarda azalmalar oldugu tespit edilmistir (Ariduru,
2013).

Dogal antioksidanlarin aktiviteleri, kronik hastaliklarin, DNA hasarlarinin,
mutasyonlarin, kanser olusumunun azaltilmasi, patojenik bakteriyel gelisiminin
inhibisyonu, biyolojik sistemlerde serbest radikal gelisiminin sonlandirilmasigibi etkiler
bitkilerin biyofonksiyonlar1 ile yakindan ilgili oldugu bilinmektedir. Son yilllarda
antioksidan aktivite gésteren bitkilerin ila¢ ve gida gibi alanlarda kullanimlar1 hakkinda
cok fazla sayida calismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar halen yogun bir sekilde devam
etmektedir. Bunun sebebi ise bitkilerin birer antioksidan olan karotenoit, flavonoit ve
fenolik bilesik icerigi bakimdan olduk¢a zengin olmalar1 ve bu bilesiklerin herhangi bir
yan etkiye sahip olmamalaridir (Silinsin, 2016).Bitkilerin antioksidan aktivite
calismalarinin yanisira antimikrobiyal aktivite calismalari da giderek ©nem
kazanmaktadir. Clinkii mikroorganizmalarin ilaglara karsi direncliligi artmaktadir. Bu
ylzden gilinimiizde antimikrobiyal aktivite c¢alismalar icin bitkisel materyallerin
kullanilmasi giderek 6nem kazanmaktadir.

Antimikrobiyal maddeler ise ¢ok az yogunlukta bile mikroorganizma gelisimini
engelleyen, biyolojik kokenli, sekonder metabolitlerdir (Giidiicii, 2014). Antimikrobiyal
maddede olmasi gereken en dnemli 6zellik secici toksisite olmasidir (Tasdelen, 2013).
Bitkilerin antimikrobiyal bilesikleri genel olarak esansiyel yag kisminda bulunmaktadir
ve bu bilesikler bitki aroma ve flavonlarindan da sorumludurlar, genellikle distilasyon

yontemiyle elde edilirler. Antimikrobiyal aktivite; bitkinin tiiriine, cesitliligine,
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konsantrasyonuna, hedef mikroorganizmanin tiiriine ve yiikiine, gidanin cesitli
olmasina, isleme ve depolama kosullarina bagli olmaktadir (Faydaoglu, 2013).

Ulkemiz’de yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisi, Avrupa kitasinin tamaminda
yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisina oldukca yakindir. 2012 yilinda hazirlanmis olan
“Tirkiye Bitkileri Listesi Damarh Bitkiler” adli ¢ek listede 3649’u endemik olmak iizere
toplamda 11707 bitki taksonunun Tiirkiye’de yayilis gosterdigi belirlenmistir (Giiner,
2012).

Turpgiller olarak da bilinen Brassicaceae familyasi, daha ¢ok kuzey yarim kiirede,
nadiren tropiklerde yayilis gosteren 338 cins ve 3700 tiirtin yer aldig1 bilinmektedir.
Ekonomik dneme sahip olan Brassicaceae familyasi, cogunlukla tek yillik, bir kismi ¢ok
yillik ve kii¢lik cali ya da yari cali olmak iizere ¢ok sayida gesitlilige sahip olan genis bir
familyadir (Koch ve ark. 2006; Al-Shehbaz ve ark, 2006; Kilincarslan, 2016).
Brassicaceae familyasi Kuzey Amerika, Fransa, Almanya, Avusturya, Italya, Yunanistan
ve Turkiye'den olmak iizere 20 tiire ait 40 6rnek toplanmistir. Genom sirasinin aday
genler arasinda en zengin oldugu bilinen tiir Arabidopsis thaliana'dir. (David, 2005).

Alyssum L. cinsi diinyada ti¢ boliim ve iki alt boliim altinda toplam 517 tiir ile
temsil edilmektedir (IPNI, 2016). Ulkemizde ise Alyssum cinsi 5 boéliime ayrilmis ve
toplamda 90 tiirle temsil edilmekte olup bunlardan 54’ii endemiktir (Giiner, 2012).
Turkiye’'deki yayilislar: g6z 6ntline alindigindayogunluklu olarak yayilis gosterdikleri yer
Dogu Akdeniz olarak belirlenmistir (Babaoglu ve ark., 2004). Adigiizel ve ark. (2002)
yaptiklar1 g¢alismalarinda Alyssum tiirlerinin bircogunun Anadolu’da yetistigi ve Ni
belirleyicisi olabilecegi vurgulanmistir. Alyssum tiriine ait cinslerdeki Ni biriktirme
orani goz oniine alindiginda 168 Alyssum tiirii incelenmis ve 45 Ni biriktirici tiir oldugu
tespit edilmistir (Eren ve ark., 2017).

Tiirkiye florasinin 6nemi neredeyse tiim Alyssum tiirlerinin ve yiiksek seviyede
metal Dbiriktiren tlirlerinin yarisindan fazlasinin Tiirkiye’de yer almasindan
kaynaklanmaktadir (Eren ve ark., 2017). Tiirkiye’de bulunan Alyssum tiirlerinden
ylksek seviyede metal biriktirenler A. callichroum Boiss.& Bal. A. caricum T.R. Dudley &
Hub.-Mor., A. cassium Boiss., A. cypricum Nyar., A. dubertretii Gomb., A. floribundum Boiss.
& Bal., A. murale Waldst & Kit. subsp. murale’ ye ait iki ayr1 morfolojik 6zellige sahip (var.
murale ve var haradjianii (Rech) T.R. Dudley, A. pterocarpum T.R. Dudley ve A.
samariferum Boiss & Hausskn."dur (Reeves ve Adigiizel, 2008; Eren ve ark., 2017).

Spaniel ve ark. 2015 yilinda kromozom sayisi ve poliploidi seviyelerini dikkate
alarak Alysseae tribusunu sistematik olarak yeniden siniflandirmislar ve yeni
siniflandirmaya gore Alysseae tribusu 24 cins ve 277 tiir olarak diizenlenmistir. Bu yeni

sistematik diizende proje konumuzu olusturan Alyssum floribundum Boiss. & Bal. tiirti
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Odontarrhena floribunda (Boiss. & Bal.) Spaniel, Al-Shehbaz, D.A.German & Marhold
olarak revize edilmistir (Spaniel ve ark., 2015).

Bu calismada, Brassicaceae familyasina ait olan endemik Alyssum floribundum
Boiss. & Bal. tiiriiniin antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri belirlenmistir. Ozellikle A.
floribundum bitkisinin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesi lizerine iliskin literatiirde
bir calisma bulunmadigindan dolay1 bu alandaki bilimsel bilgilere katki saglamasi
acisindan onem teskil etmektedir. Boylece bundan sonraki yapilacak calismalara da

ilham kaynagi olacaktir.

2. KAYNAK ARASTIRMASI
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2.1. Serbest Radikaller

1900'li yillarda Gomberg'in serbest radikallerle ilgili yaptigi ¢alismada
trifenilmetil radikalinin (Ph3C-) varligini kanitlamasiyla basladi (Gomberg, 1900). Atom
ya da molekiillerin dis orbitallerinde bir veya birden fazla eslesmemis elektron
bulundurmasina 'serbest radikal' denir (Jensen, 2003). Serbest radikaller, kisa 6miirlii,
kararsiz, molekiil agirhigr disik ve oldukca aktif molekiiller olarak tanimlanir
(Kilingarslan, 2016 ).

Serbest radikallerde eslenmemis elektron, atom ya da molekiiliin iist kismina
nokta ile belirtilir. Cevrede ve hiicresel kosullarda cesitli fiziksel ve kimyasal etkenler
nedeni ile devamli olarak bir radikal yapimi vardir (Ariduru, 2009). Serbest radikaller ti¢
yolla olusur (Tasdelen, 2013):

1. Kovalent baglh bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan birisini alarak

uygun sicalik ve enerjiye sahip 1s18a maruz kalmasi sonucunda homolitik béliiniir.
X:YoX"+Y"

2. Bir molekiilde bir elektronun kaybi ya da bir molekiil heterolitik béliiniir, kovalent bag
olusturan her iki elektron atomlardan birinde kalir ve boylece serbest radikaller yerine

iyonlar meydana gelir.
X-X+e-X:Y2X 4V

3. Bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi ile olusur.
A+te-— A"

Serbest radikaller peroksidasyon denen zincir reaksiyonlarina sebep oldugu icin
insan metabolizmasini olumsuz etkilemektedir. Kalp-damar hastaliklar;, kanser
hastaliklari, eklem kiregclenmesi gibi serbest radikallerin olumsuz etkilerine 6rnek
verilebilir (Gog, 2009). Ayn1 zamanda serbest radikaller hiicrenin genetik metaryali olan
DNA'y1 da olumsuz etkilemektedir. Genetik kodlar1 degisen hiicreler 6liir ve asir1 hiicre
6limi sonucunda ise erken yaslanmaya neden olur. Ayrica genetik kodlar1 degisen
hiicrelerde kanser ve benzer hastaliklarin olusumuna neden olan hiicre gruplari
meydana gelebilmektedir (Floyd, 1990).

Meydana gelen serbest radikaller hiicrelerde endojen ve eksojen kaynakli
faktorlere baghdir (Pham-Huy ve ark., 2008). Hiicrede serbest radikali meydana getiren
faktorler asagida siralanmistir (Arkan, 2011):

Endojen kaynaklar

=  Mitokondrial s1zinti



Yasemin SALIK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

=  Solunumsal patlama
= Enzim reaksiyonlari

= (Otooksidasyon reaksiyonlari

Eksojen kaynaklar

= Sigara dumani,

= Alkol

= Ultraviyole 1s1n1

* lyonize radyasyon
= Ksenobiyotikler

= (Cevresel kirlenme
= laclar

= Diet faktorleri

2.1.1. Serbest Radikal Cesitleri

Baslica serbest radikaller; hidroksi (OH*), peroksi (ROO*), siiperoksit anyonu
(*02), tekli oksijen (102 ), alkoksi (RO-), azot monoksit (NO*) radikalleridir (Kaur &
Kapoor, 2011).

2.1.1.1. Hidroksil radikalleri (HO")

Hidroksil radikalleri olduk¢a reaktif olmalarina karsin kisa émiirliidiir (Ozenc,
2011). Hidroksil radikalleri organizmada hasar verici serbest radikaldir ve hidrojen
peroksitin reaksiyonu sonucunda olusmaktadir (Akagiin, 2009). Hidroksil radikali hiicre
icerisinde 10-% sn’lik bir yarilanma émriine sahip ve oksijen merkezli bir radikal tiirtidiir.
Hidroperoksitlerin (ROOH) par¢alanmasi sonucu veya atomik oksijeninin su ile
tepkimesi sonucu kolay bir sekilde meydana gelebilirler (Ozeng, 2011).

Hidroksil radikali biyolojik kosullarda asagidaki yontemlerle olusabilir:

a) Iyonlastiricl radyasyonun su molekiilii ile reaksiyonu sonucu hidroksil radikali

olusur.
H-0-H —H"+"0H

b) Gecis metallerinin varliinda Fenton reaksiyonlar1 ve siiperoksit varliginda

Haber-Weiss reaksiyonlar1 sonucu hidroksil radikali olusur.
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1) Oz +Fed+ ___, 0Oz+Fel+
2) H202+ Fe?* ——» OH- + '0H + Fe** (Fenton reaksiyvonu)
Net O0z*-+ H20z ——» 0z + OH + *0OH (Haber-Weiss reaksiyonu)

c) Ozona (03) elektron transferi sonucunda hidroksil radikali olusabilir.
d) Hidrojen peroksitin fotolizi sonucu hidroksil radikali olusur.
e) Radikal reaksiyonu sonucu olusan organik radikal ile H,0- tepkimeye girmesi

sonucu hidroksil olusabilir.

R-SH+*OH —» R-5+ Hz20

Hz H
— € —+*0H —» — (-

+ H=z0

Biyolojik sistemde gliclii radikaller hemen hemen tiim makro molekiiller ile
reaksiyon verebilir. Fakat 6ncelikli hedefi elektronca zengin bilesikler olan hidroksil

radikaller, niikleik asit ve proteinler ile ¢esitli tepkimeler vermektedir (Akagiin, 2009).

2.1.1.2. Peroksi (ROO-) ve Alkoksi (RO°) Radikalleri

Peroksil radikalleri (ROO¢), oksijenin alkil radikalleri (R*) ile reaksiyonu
sonucumeydana gelmektedir. Peroksil ve alkil radikalleri olusumu sonucu alkil
peroksitlerin (ROOH) bozunmasi gerceklesir. Gli¢lli birer oksidasyon ajani olan peroksil
ve alkoksil radikalleri, indirgeme potansiyelleri ile birlikte diger molekiillerden hidrojen
koparabilirler. Baz1 peroksil radikalleri siiperoksit anyonunun olugsmasini durdurabilir
ya da kendi aralarinda reaksiyona girerek tekli oksijeni olusturabilirler (Halliwell ve
Gutteridge 1985; Kog, 2012)

Peroksi radikalleri ¢oklu doymamis yag asitlerinin oksidasyonu esnasinda
meydana gelen ara lrtnlerdir. Lipit peroksidasyonu, membranda bulunan arasidonik
asit veya linoleik asit gibi ¢oklu doymamis yag asitlerinin yan zincirinden bir
hidrojenatomunu koparacak kadar reaktiviteye sahip olan herhangi bir bilesik
tarafindan meydana getirilebilir. Arasidonik asit, prostaglandin, tromboksan ve
lokotrienlerin 6n bilesigidir, dzellikle hidrojen atomu koparilmaya meyilli olan birgok
cift bagicerir (Ozeng, 2011).

Lipit peroksidasyonunun biyolojik 6nemi ve mekanizmasi hakkinda bir¢ok
arastirma olmasina karsin, olciimiiyle ilgili yontemler i¢in goriis birligi olmadigl

goriinmektedir. DNA hasari, hatali DNA tamiri, proto-onkojen aktivasyon ve lipit
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peroksidasyonunun son iirlinlerinin bazi 6zellikleri arasindaki baglanti, biiyiik oranda

kanser promotorii olarak degerlendirilmektedir (Ozeng, 2011).

2.1.1.3.Siiperoksit anyonu (*0;’)

Stiperoksit radikali, hemen hemen biitiin aerobik hiicrelerde molekiiler oksijenin
bir elektron alarak indirgenmesi sonucunda olusur. Cevredeki ve hiicredeki, enzimatik
ve enzimatik olmayan reaksiyonlarda kolayca olusan ve milisaniyelik yar1 6mre sahip
bir radikaldir. Zayif bir oksidan olmasina karsin gii¢clii bir indirgen 6zelligine sahiptir
(Akagiin, 2009).

Stiperoksit serbest radikaldir fakat cok toksik etkiye sahip degildir ve direkt
olarak zarar vermez. Daha gii¢lii oksijen metabolitlerini a¢iga ¢ikarmasi sonucu etki
gosterir ve en Onemlisi de H0; kaynagl olmasi ile birlikte gecis metal
iyonlariminindirgeni olmasindan gelmektedir (Akagiin, 2009 ).

Siiperoksit radikali baslica dort tip yontem sonucunda olusmaktadir (Kayis,
2010). Bunlar:

a) Indirgeyici 6zellige sahip biyomolekiiller (hidrokinonlar, flavinler, tiyoller
gibi), oksijene tek elektron verip, kendileri oksitlenmesi sonucu siliperoksit radikali
olusumuna neden olur.

b) Dehidrogenazlar ve oksidazlar basta olmak iizere, enzimlerin katalizorler
tarafindan hizlandirilmasi sirasinda stiperoksit radikali olusabilir.

c) NADH-dehidrogenez ve koenzim Q gibi elektron tasiyicilarindan oksijene,
elektron transferi oldugundan dolayi, mitokondrideki enerji metabolizmasinda tiiketilen
oksijenin % 1-5 kadari siiperoksit yapimi ile sonuglanir.

d) Aktive edilen fagositik l6kositler cok miktarda siiperoksit {ireterek fagozom
icine ve bulunduklar1 ortama verir. Bu radikal yapimi antibakteriyel etki icin gerekli
olmasina karsin daha reaktif tiirlerin olusumunu da katalizlemektedir.

Siiperoksit fizyolojik bir serbest radikal olan nitrikoksit (NO*) ile birlesmesi
sonucunda reaktif bir oksijen tiirevi olan peroksinitrit (ONOO-) meydana gelir ve bu

sekilde nitrik oksitin normal etkisi inhibe edilmis olur (Akagiin, 2009).

0 + NO- ——» ONOO
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2.1.1.4.TeKli oksijen (10;)

Tekli oksijen radikal olmayan reaktif bir oksijen molekiiliidiir ve ortaklanmamis
elektronu yoktur. Tekli oksijen, serbest radikal reaksiyonlarinin baslamasina neden
oldugu gibi, serbest radikal reaksiyonlarinin sonucunda da meydana gelir ve olduk¢a
reaktiftir (Akagtin, 2009).

Tekli oksijen, ortaklanmamis elektronu olmadigi icin radikal degildir. Oksijenin
ortaklanmamis elektronlari paralel spinli oldugundan dolay1 oksijendeki spin kisitlamasi
tekli oksijende yoktur ve oldukca reaktif bir oksijen bilesigidir. Delta ve sigma olmak
tizere tekli oksijenin iki sekli vardir (Bektas, 2011).

1. Sigma tekli oksijen: Enerjisi cok fazla ve kisa émiirliidiir (Ozeng, 2011).
2. Delta tekli oksijen: Sigma tekli oksijenden daha uzun 6miirlidiir ve 6zellikle olusan

kimyasal reaksiyonlardan sorumlu tiir oldugu kabul edilmektedir (Ozeng, 2011).

'A9:  Delta 0, Y 9: Sigma O,

Sekil 2.1.Sigma tekli oksijen ve delta tekli oksijen radikalleri(Aydin, 2011)

Tekli oksijen, diger molekiillerle reaksiyona girdiginde ya icerdigi enerjiyi
transfer eder ya da kovalent tepkimelere girer. Ozellikle karbon-karbon cift baglari tekli
oksijenin tepkimeye girdigi baglardir. Tekli oksijen doymamis yag asitleri ile dogrudan
tepkimeye girmesi sonucunda peroksi radikalini olusturur ve hidroksil radikali kadar
etkin bir sekilde lipid peroksidasyonunu bagslatabilir. Doymamis yag orani yliksek bir
hidrokarbon olan skualen serbest radikal gidericisi, tekli oksijenise sondiriiciiolarak

gorev yapmaktadir (Uguzlar, 2009).
2.1.1.5. Azot monoksit (NO°)

Azot monoksit hiicresel patofizyolojide ¢ok 6nemli bir role sahiptir ve suda
¢ozlnebilen bir serbest radikal gazidir. Vazodilatér (damar genisletici) mesaji
endotelyumdan diiz kasa tasiyan bir enerji tasiyicisi olarak, santral ve periferal sinirsel
aktarimda ve bagisiklikta aktif rol alir ve parazitlerin 6ldiirmesinde kullanilir (Akagiin,
2009).

Azot monoksit organizmada, L-arginin ve oksijenden azot monoksit sentaz (NOS)

yardimiyla sentezlenir. Hiicreye ve hiicre disina tasinan NO- miktari ¢cok hassastir. Ciinkii

8
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az miktardaki NO- metabolizma icin faydal iken fazlasi ise son derece tehlikelidir.

(Akagiin, 2009).

Tablo 2.1.Serbest radikalin ve radikal iireten tiirlerin 6zellikleri (Halliwell, 1994).

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin Ozellikleri

Adi Simgesi | Kimligi

Hidrojen radikali H: Bilinen en basit radikaldir.

Siiperoksit radikali 0z Oksijen metabolizmasinin ilk ara lirtinlidiir.

Hidroksil radikali OH En toksik oksijen metaboliti radikalidir.

Hidrojen peroksit H20, Reaktivitesi ¢ok diistik ve molekiiler hasar
yetenegi zayiftir.

Singlet oksijen 0 Yarilanma 6mrii kisa ve giiclii oksidatif formdur.

Perhidroksil radikali HOy Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu
artirmaktadir.

Peroksil radikali ROO- Perhidroksile oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olma yetenegidir.

Trikolorometil radikali | CCly CCls metabolizmasi liriinii ve karacigerde tretilen
bir radikaldir.

Tiyil radikali RS Siilfirli ve ciftlenmemis elektron iceren tiirlerin
genel adidir.

Alkoksil radikali RO’ Organik peroksitlerin yikimi sonucu iiretilen
oksijen metabolitidir.

Azot monoksit NO’ L-argininden laboratuvar ortaminda (in vivo)
uretilir.

Azot dioksit NO, Azot monoksitin oksijen ile reaksiyonundan
uretilir.

2.1.2. Serbest Radikal Etkileri

2.1.2.1. Serbest Radikallerin Karbonhidratlara Etkileri

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisi sonucunda gesitli liriinler meydana
gelir. Bu iirtinler patolojik siireclerde 6nemli bir rol oynar (Sen, 2011). Fizyolojik
sartlarda otooksidasyona ugrayan glikoz, mannoz ve deoksi sekerler bunun sonucunda
stuiperoksit, hidrojen peroksit ve okzoaldehitler meydana getirirler (Yeloglu, 2014).
Monosakkaritlerin okside olmasi protein c¢apraz baglanmalarina yol acarak bazal
membranin kalinlasmasina ve katarakt gibi benzer hastaliklarin olusumuna neden
olabilmektedir (Belyurt, 2014). Okzoaldehitler, karbonhidratlara, DNA, RNA ve
proteinlere baglanabilme ve aralarinda ¢capraz baglar olusturabilme 6zelligi kazanir. Bu
ozelliklerinden dolay1 antimitotik etki gostererek kanser ve yaslanma gibi olaylarda rol
oynarlar (Akagiin, 2009). Serbest radikalin arttifi durumlarda ya da antioksidan
savunma mekanizmalarinin yetersiz oldugu durumlarda diyabet ve diyabetin ileri

safthasi, koroner kalp hastalifi, eklem hastaligi, behget hastalifi, cesitli deri ve goz




Yasemin SALIK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

hastaliklari, kanser gibi hastaliklar meydana gelmektedir. Ancak bu durumlarin serbest
radikallerin artisinin sebebi mi yoksa sonucu mu oldugu tam olarak bilinmemektedir

(Ozeng, 2011).

2.1.2.2. Serbest Radikallerin Niikleik Asitlere ve DNA' ya Etkileri

Iyonize edici radyasyonla olusan serbest radikaller DNA'y1 etkilemesi sonucunda
hiicrede mutasyona ve 6liime neden olurlar. Serbest radikal hidroksil radikali (HO*),
deoksiriboz ve bazlar ile kolayca etkileserek reaksiyona girer ve degisikliklere neden
olur (Aydin, 2011). Ayrica sitotoksit aktivite gosteren notrofillerden kaynaklanan
hidrojen peroksit (H202), hiicre zarindan kolayca gecerek hiicre ¢ekirdeginde niikleik
asit hasarlarina neden olabilmektedir (Belyurt, 2014). Hidroksil radikali (HO*) DNA'nin
yakinlarinda olusmasi durumunda piirin ve primidin bazlarina etki eder ve mutasyona

neden olabilmektedir (Kayis, 2010).

NH, NH, (@]
H OH CHs
N~ OH HN OH
H
O%N o )\ o)\ N7
H H
sitozin glikol 5-hidroksi sitozin timin glikol
NH, O
Hz
5-hidroksi adenin 8-hidroksi guanin

Sekil 2.2.Hidroksil radikalinin piirin ve primidin bazlarina etkisiyle olusan son {iriinler
(Belyurt, 2014).

2.1.2.3. Serbest Radikallerin Proteinlere Etkileri

Proteinde karbonil gruplarin ¢ogalmasi ile serbest radikallerin a¢ik hedefi haline
gelmesi peptit baglarin1 koparabilmektedir ve hiicre zarindaki proteinleri yikmasi
sonucu hiicrenin 6liimiine sebep olabilmektedir (Bektas, 2011). Proteinler serbest
radikallerin sebep oldugu hasarlardan etkilenme derecesi icerigindeki aminoasitlere
baghdir (Kayis, 2010). Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiiller serbest radikaller ile
daha kolay etkilendigi icin triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin, metionin, ve sistein gibi

aminoasitlere sahip olan proteinler serbest radikallerle daha kolay reaksiyona girer

10
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(Karabulut & Giilay, 2016). Bunun sonucunda karbon merkezli radikalleri ve siilfiir
radikalleri meydana getirirler (Yeloglu, 2014). Bu reaksiyon sonucunda ise ¢ok sayida
kiikiirt iceren immiinglobiilin G ve albumin gibi proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar1 bozulur

ve islevlerini yerine getiremez hale gelir (Akagiin, 2009).

HsC o]
[ :L /J ]—CONHR1 CONHR
T o O HT o/ HT 1

COR, COR, Lor, R{HN COR,
ey . ) . . Aminokadip1 -Ammo-3-
2-Prrolidon Glutamik semialdehat »\1111.1101&1(1_11) ik 2 F\mm.o. )
senmaldehit ketobutirik asit

Sekil 2.3. Proteinler icerisindeki aminoasitler ile serbest radikallerin tepkimesi sonucu
olusturabildigi yan tiriinler (Belyurt, 2014 ).

HEM proteinleri de serbest radikallerden 6nemli 6l¢iide zarar goriirler (Akagiin,
2009). Buna en iyi 6rnek oksihemoglobinin siiperoksit radikali (02*-) veya hidrojen
peroksit ile (H202) reaksiyonu sonucunda methemoglobin olusturmasidir (Yeloglu,
2014).

Aminoasitlerin degisime ugramasi (modifikasyonu), proteinlerin pargalara
ayrilmasi (fragmantasyonu), proteinlerin ¢okmesi (agregasyonu) ve capraz baglanmalar
serbest radikallerin proteinler iizerinde neden oldugu baslica degisikliklerdir (Erenel ve

ark., 1992).

2.1.2.4. Serbest Radikallerin Lipidlere Etkileri

Tim biyomolekiiller serbest radikaller tarafindan zarar gérmektedir. Ancak
bunlar igerisinde en ¢ok zarar goéren biyomolekiil ise lipidlerdir (Sen, 2011). Hiicre
zarindaki kolestrol ve yag asitlerinin doymamis baglari serbest radikaller ile reaksiyona
girmesi sonucunda peroksidasyon {riinleri olusmaktadir (Bektas, 2011). Lipid
peroksidasyonu zincir reaksiyonu seklinde ilerledigi icin zararhidir ve sebep oldugu
hasarin geri dontlisiimi yoktur (Sen, 2011).

Lipid oksidasyonu baslangie, ilerleme ve sonuc¢ olmak iizere li¢ asamadan
olusmaktadir:

1) Baslangi¢ reaksiyonunda baslatici bir radikal (X¢) ile yag asidinin (LH)
reaksiyonu sonucunda H atomu transferi ile lipid radikali (L) olusmaktadir (Yeloglu,

2014).

11
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2) llerleme reaksiyonunda olusan lipid radikaline (L) oksijen eklenmesi ile
peroksi radikali (LOO*) meydana gelmektedir ve bu peroksi radikali diger bir yag asidi
(L’H) molekiiliinden ayrilan H atomu ile birleserek tekrar hidroperoksitlere ve yeni lipid
radikallerine doniismektedir (Yeloglu, 2014).

3) Sonug reaksiyonunda ise olusan radikaller birbirleri ile reaksiyona girmesi
sonucunda radikal olmayan ester, eter, aldehit, keton ve alkol gibi hasara karsi direng

gosteren bozunma iiriinlerine dontismektedirler (Yeloglu, 2014).

X+LH—XH+L BASLANGIC
L+02—LOO fLERLEME
LOO+L'H—LOOH +L

L+L—LL

L+LOO.— LOOL Radikal olmayan stabil iiriinler SONUC
LOO- +LO0O- - LOOL + O,

Sekil 2.4. Lipid peroksidasyonun reaksiyon asamalar1 (Yeloglu, 2014).

2.2. Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin zararli etkilerini notralize ederek hiicrelerin
etkilenmesini 6nlemek veya kendini yenilemesini saglayan maddelerdir. Antioksidanlar
radikal olusumun sinirlandirilmasi, radikal reaksiyonlarin sona erdirilmesi, olusan
radikallerin etkisiz hale getirilmesi ve hasarli molekiillerin ortadan kaldirilmasindan
sorumlu olan molekiillerdir (Ariduru, 2013). Antioksidanlar viicutta ¢ok kisa 6miirlii
olmasina karsin saldirgan serbest radikal olan molekiillerle savasirlar. Eger serbest
radikaller notralize edilmezlerse viicutta ciddi hasarlara neden olabilirler.

Antioksidan bilesikler, bitkilerin tohumlarinda, yapraklarinda, ciceklerinde,
koklerinde ve kabuklarinda bol miktarda bulunmaktadir. Yapilan arastirmalara gore bol
miktarda sebze ve meyve tiiketilmesi sonucu, hastaliklara yakalanma riskinin azaldigi,
kalp-damar hastaliklarinda, kanser vakalarinda ve o6liim oranlarinda kayda deger
azalmalar oldugu tespit edilmistir (Ariduru, 2013).

Canlilar, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi zarari
engellemek icin c¢esitli savunma mekanizmalarina sahiptir. Bu mekanizmalara
antioksidan savunma sistemleri denir (Tasdelen, 2013). Antioksidan ajanlar oksidan

molektllere karsi etkilerini dort yolla gosterirler. Bunlar:
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1. Siipiirme (Scavenging) etkisi gosterenler: Radikal olusumunu engelleyerek
olusmus olan radikalleri daha az zararh hale getirirler. Stiperoksit dismutaz (SOD),
glutatyon peroksidaz (GPx) gibi enzimler ve metal baglayici baz1 proteinler siipiirme
etkisi gosteren antioksidanlara érnek verilebilir (Arkan, 2011).

2. Giderme/Sondiirme (Queching) etkisi gosterenler: Oksidanlar ile etkileserek,
onlara bir hidrojen aktarmasi sonucunda aktivitelerini sondiirerek inaktif hale getiren
bilesiklerdir. Buna 6rnek olarak, vitaminler (A, C ve E vitaminleri), flavonoidler, mannitol
ve antosiyanidinler verilebilir (Arkan, 2011).

3. Zincir reaksiyonlarini kirma (Chain Breaking) etkisi gdsterenler: Zincirleme
olarak devam eden reaksiyonlar1 belli yerlerinden Kirarak, oksidan molekiillerini
kendilerine baglamasi sonucunda etkisiz hale getirirler. Buna 6rnek olarak iirik asit,
bilirubin ve albiimin verilebilir (Arkan, 2011).

4. Onarma (Repair) etkisi gosterenler: Hasara ugrayan biyomolekiilii onarmasi
sonucunda oksidan molekiillerinin zararli etkilerini ortadan kaldirir. Buna 6rnek olarak
DNA tamir enzimleri, metionin siilfoksit rediiktaz gosterilebilir (Arkan, 2011).

Canllarda reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikaller, ¢cogu zaman lipid
oksidasyonuna ve buna bagh olarak hiicre 6liimlerine neden olurlar. Koruyucu 6zellige
sahip madde olan, antioksidan bir maddenin oksidasyonunun ¢esitli asamalar1 yukarida

belirtilen dort yontem ile gosterilmistir (Arkan, 2011).

2.3. Antioksidanlarin Smiflandirilmasi

2.3.1. Dogal Antioksidanlar

Gilintimiizde sentetik antioksidanlarin zararl etkilerinden dolay: pek ¢cok iilkede
kullanimina sinirlama gelmistir. Bu ylizden dogal antioksidanlarin 6nemi giderek artmis
ve bilim insanlar1 tarafindan arastirma konusu olmustur.

Bitkisel kokenli dogal antioksidanlar reaktif oksijen ve nitrojen reaktiflerini
siiplirme o6zelligine sahiptir. Insan viicudunda oksidatif hastaliklarin baslamasini
onleyebilmeleri acisindan olduk¢a 6nemlidir (Giivenilir, 2016). Basta flanovoidler olmak
tizere dogal antioksidanlarin pek ¢ogu, antibakterial, antiviral, antiflamatuar, antialerjik
ve antitrombotik 6zellikleri ile birlikte genis bir biyolojik etki sergilemektedir. Baslica
dogal antioksidanlar vitamin A, vitamin E, vitamin C, flavonoidler, polifenoller,

karotenoidlerdir (Arkan 2011).
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2.3.1.1. Vitamin A (Retinol)

15 C'lu doymamis zincirli bir alkoldiir ve alkol oldugu icin genellikle ester
olusturur, yiiksek karbonlu yag asitleri ile esterlesmis durumdadir. Bunlar hava oksijeni,
sicaklik, 151k etkisi, katalizorler gibi fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi dayaniklidir
(Metin, 2012).

A vitamininin giiclii bir tekli oksijen temizleyicisi olan {3 karoten diisiik oksijen
seviyelerinde etkili oldugu icin daha yliksek oksijen seviyelerinde etkili olan vitamin E
'nin antioksidan etkisinin tamamlayicisidir. Vitamin A ayrica lipid peroksidasyon zincir
reaksiyonunu onler. Bu da hidroksil, peroksil ve alkoksil radikallerinin dogrudan
reaksiyona girmesi sonucunda olusur (Kayis, 2010)

Bu vitaminin 6zellikle goz saghgi, cilt ve bagisiklik sistemi lizerinde oldukca
onemlidir. Ozellikle biiyiime ¢aginda ¢ok gerekli olan bu vitamin, hamilelik ve emzirme
donemleri icin de Onem tasimakta ve hiicrelerin yeniden yapilanmasinda rol
oynamaktadir (Metin, 2012).

Dogal A vitamini bulunan bazi kaynaklari; stt iirtinleri, ciger, balik, yumurta,
havug, 1spanak ve brokoli gibi yesil yaprakli sebzeler ile kayisi ve seftali gibi meyvelerdir
(Metin, 2012; Ariduru, 2013). Giinliik alinmasi gereken doz miktari, kadinlar icin 600
mikrogram, erkekler icin 700 mikrogram olarak belirlenmektedir. Ornegin bir porsiyon

cigerde glinliik dozun sekiz kati1 bulunmaktadir (Metin, 2012).

2.3.1.2. Vitamin E (Tokoferol)

Tokoferoller bitkilerde oldukg¢a sik rastlanan ancak hayvansal dokularda ¢ok az
bulunan antioksidan tiirevleri olmakta ve ilk kez 1930°lu yillarda vitamin aktiviteleri ile
fark edilmislerdir (Eken, 2007).

E vitamini dogada a-, B-, 8-, y-tokoferoller ve tokotrienolleri olmak iizere 8 farkli
izomerik yapis1 bulunmaktadir. Ozellikle a-tokoferol, yiiksek biyolojik aktiviteye
sahiptir ve vitaminlerin en gii¢liisidiir. Yiyeceklerde ise yaygin sekilde bulunmaktadir

(Landvik et al.,1998).

14



Yasemin SALIK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

CHs

Sekil 2.5. a- tokoferol’iin kimyasal yapisi(Ardag, 2008).

E vitamini 1siya dayaniklidir ve boylece pisirilme gibi durumlarda bozunmaz. E
vitamini haricinde, farkli maddelerde bulunan tokoferoller ise ¢ogu zaman bozunabilir.
Yagda kizartma ve tahillarin 6giitiilmesi esnasinda E vitaminleri de bozunacagindan, E
vitamini iceren besinler yagda kizartilmadan, tahil driinleri ise kepekli olarak
tiiketilmelidir (Ariduru, 2013). Yapilan ¢alismalar sonucunda diizenli olarak E vitamini
alinmasi durumunda cesitli hastaliklarin ( kalp-damar, erken yaslanma, seker ve kanser

gibi) 6nlenmesinde 6nemli katkilar1 oldugu tespit edilmistir (Ozeng, 2011).
2.3.1.3. Vitamin C (Askorbik Asit)

C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunan, suda
¢oziinen bir vitamindir. Alt1 karbonlu lakton yapisina sahip ve kolayca bozunabilen bir
bilesiktir. Organizmada bir¢ok bilesik icin indirgeyici gorevi gérmekte ve gliclii bir
indirgeyici oldugu icin giiclii bir antioksidandir (Akagiin, 2009 ; Aydin, 2012). C vitamini
insanlar icin zorunlu bir antioksidan kaynagidir. Ciinkii viicuda saglamlik veren kolajen

tiretiminden alyuvarlarin islemesine kadar bircok gorevi vardir (Ozeng, 2011).

HQ

Sekil 2.6. C vitamini (Askorbik asit) kimyasal yapisi (Aydin, 2012).

C vitamini hayvansal besinlerde bulunmakla beraber bitkisel besinlerde de
bulunmaktadir. En ¢ok yabani giil tohumu, limongiller, kus iliziimiinde bulunur. Taze
sebze ve meyvelerde, dzellikle portakal greyfurt, turuncgillerde, ¢ig lahana, domates ve
salgamda bulunur. Viicutta depolanmadigindan dolayi, her giin diizenli olarak alinmasi
gerekir (Metin, 2012).
2.3.1.4. Flavonoidler
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Flavonoidler; 6nemli bir antioksidan olup, selatlama o6zelligine sahip, disiik
molekiil agirlikli ve yaygin bitki fenolikleri sinifidir. 6 karbonlu A, B ve C halkalarindan
olusan heterosiklik bilesikler, hetero halkanin yiikseltgenme derecesine gore
farklilasmaktadir. A ve B aromatik halkalar, C ise hetero halka olarak ifade edilmektedir
(Ozeng, 2011).

OH
' OH

ol
o
~ © N OH
C |
AN
b5

H

OK
OH

Sekil 2.7. Temel flavonoid yapisi (Aydin,2011).

Dogada, bir¢ogu yaprak, ¢icek ve kokte bulunan 4000’den fazla flavonoid cesidi
bulunmaktadir. Flavonoidler meyve, sebze, sarap, kakao ve ¢ayda bol miktarda
bulunmaktadir. Antioksidan aktivitelerini belirleyen ve aromatik halkalara bagh olan
bircok fenolik hidroksil gruplar1 icermektedirler. Metal selatlama, lipid
peroksidasyonunu engelleme, reaktif oksijen tiirlerini iceren diger prosesleri azaltma

ozelliklerine sahiptir (Ozeng, 2011).

2.3.1.5. Polifenoller

Polifenoller, fitokimyasallarin en genis siiflarindan biridir ve bitki aleminde
yaygin sekilde bulunmaktadirlar. Polifenoller giiclii antioksidanlardir ve aktiviteleri

kimyasal yapilarina baghdirlar (Aydin, 2012).

O OH

HO OH
OH

Sekil 2.8. Polifenol’iin kimyasal yapisi (Glivenilir, 2016 ).

2.3.1.6. Karotenoidler
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Bitkilerde yaygin olarak bulunan karotenoidler, yagda ¢oziinebilen dogal renk
veren bilesiklerdir (Akagiin, 2009). Karotenoidlerin 6nemli kaynaklar1 sebze ve
meyvelerdir. Dogada 600'den fazla karotenoid tiiri tespit edilmistir. Ancak yaklasik
olarak 40 tanesi tiiketilen besinlerde mevcuttur. Bunlarin % 90'1 $-karoten, a-karoten,

likopen, lutein ve kriptoksantin bilesiklerini icermektedir (Tiinek, 2015).

= S T T T T T T a-karoten
o T R N NS B-karoten
= T EEFE S e lutein
T T T T T T T kriptoksantin
=
ST ST T T T T T T >\? likopen
=

Sekil 2.9. Yaygin karotenoid tiirlerinin molekiil yapisi (Tiinek, 2015).

2.3.2. Yapay Antioksidanlar

Yapay antioksidanlar genel olarak yiyeceklerin raf omiirlerinin uzatilmasi
amaciyla kullanilmaktadir (Yeloglu, 2012). Yapay antioksidanlarin bazilarinin insan
saghgr ilizerinde olumsuz etkilerinden stiphe edilmektedir. Bundan dolay1 dogal
antioksidanlar iizerindeki ¢alismalar daha ¢ok yogunlagmistir.

En cok kullanilan yapay antioksidanlar ise BHA (btitillenmis hidroksianisol), BHT
(biitillenmis hidroksitoluen), TBHQ (tersiyerbutil hidrokinon) ve PG (propilgallat)' tir
(Kirca ve Arslan, 2008; Arkan, 2011). Ekonomik oldugundan dolay1 BHA (biitillenmis
hidroksianisol), BHT (biitillenmis hidroksitoluen) yapay antioksidanlarinin kullanimi
yaygindir. Ancak BHA ve BHT' nin karsinojenik ve yan etkilerinin oldugu bulunmustur
(Arkan, 2011). Bu nedenle baz iilkelerde saglik sorunlarina sebep olan yapay

antioksidanlarin kullanimina kisitlamalar getirilmistir.

2.3.2.1. Biitillenmis Hidroksianisol (BHA)

Biitillenmis hidroksi anisol (BHA), bitkisel ve hayvansal yaglarda kolayca

¢oziinebilen etkili bir sentetik antioksidandir. Piyasada bulunan BHA baslica iki izomer
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olan 3-tersiyer butil-4 hidroksi anisol ve 2-tersiyer biitil 4-hidroksi anisol karisimidir

(Aydin, 2012).

OH CH3 OH
CHj3
CHj3
CHs
CHs
CH3
H,C—=O0 H3C o
BHA
%85 % 15

Sekil 2.10. 3-tersiyerbiitil-4-hidroksianisol ile 2-tersiyerbiitil-4-hidroksianisol
izomerlerinin kimyasal yapilari ve oranlari (Ozeng, 2011).

BHA o6zellikle ugucu yaglarin renk ve tat kokularinin korunmasinda ve kisa
zincirli yag asitlerinin oksidasyonunun kontrol edilmesinde etkilidir. Genel olarak

tahillarda ve iceriginde seker bulunan tiriinlerde kullanilmaktadir (Ozyiirek, 2005).
2.3.2.2. Biitillenmis Hidroksitoluen (BHT)

1954 yilinda gliseridler {lizerinde etkili ve koruyucu bir antioksidan oldugu
belirlenen biitillendirilmis hidroksitoluen (BHT), (C1sH240); 2,6-ditersiyer butil-4-metil
fenol gida olarak tiiketilen yaglarda kullanilmaya baslanmistir (Eken, 2007). Beyaz
kristal goriiniimliidiir. Onceleri petrol iiriinlerinin oksidatif gelismesini énlemek icin

kullanilan sentetik yolla elde edilen antioksidan tiirtidiir (Ttinek, 2015).
OH

(HsC)sC C(CH3)3

CHj

Sekil 2.11. BHT 'nin kimyasal yapisi (Ardag, 2008).

BHT, yaglarda iyi ¢o6ziinebilen fakat suda ¢oziinemeyen, 1 atm basincinda,
kaynama noktas1 2659C ve kaynama noktasi ise 69.7°C 6zelliklerine sahiptir (Eken,

2007).
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2.3.2.3. Tersiyerbiitil Hidrokinon (TBHQ)

Tersiyerbiitil hidrokinon, beyaz ile acik kahverengi arasi renkte kristal yapidadir
ve bitkisel yaglar icin oldukca etkili bir antioksidandir. Bir¢ok uygulamada diger
antioksidanlara gore en iyi etkiyi gosterdigi tespit edilmistir (Uguzlar, 2009). Tek basina
veya BHA/BHT ile birlikte kullanimi daha uygun olmasina karsin propil gallat ile birlikte
kullanimy, etkiyi azalttigindan dolayi tavsiye edilmemektedir. Sitrik asit ile karistirildigi

takdirde, koruyucu 6zellik kazanmaktadir (Ozyiirek, 2005).

OH
C(CHs3)z

OH

Sekil 2.12. TBHQ'nun kimyasal yapisi (Babacan, 2014).

2.3.2.4. Propilgallat (PG)

Gallik asitin esteri olan ve beyaz renkte kati kristaller halindeki propilgallat,
hayvansal yaglarda ve bitkisel yaglarda en ¢ok kullanilan sentetik antioksidandir
(Uguzlar, 2009; Ozeng, 2011). PG, bitkisel yaglarda TBHQ'dan daha az etkilidir. Bu
yluzden daima sitrik asitle birlikte kullanilmaktadir. Sitrik asit, demir ve bakir iyonlarinin
kataliz ettigi prooksidatif reaksiyonlar1 engelleyebilmektedir. PG, BHA ve BHT ile
beraber kullanildiginda iyi sonu¢ vermektedir ancak TBHQ ile kullanimina izin

verilmemektedir (Ozyiirek, 2005; Ozeng, 2011).

COOC;H-

HO OH
OH

Sekil 2.13. Propilgallat'in kimyasal yapisi (Babacan, 2014).
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Antioksidanlar
Dogal antioksidanlar Yapay antioksidanlar
BHT, BHA, Troloks ve
cesitli selat olusturucu
sentetik maddeler
Enzimatik Enzimatik olmayan

SOD / \
Katalaz

Gulatatyon peroksidaz

Gulatatyon rediiktaz Endojen Eksojen
Gulatatvon-S- transferaz Gulatatyon E Vitamini
Sertiloplazmin - Karoten
Bilirubin Askorbik asit
Ferritin Flavonoidler
Laktoferrin
Urik asit
Haptoglobinler
Albumin

Sekil 2.14. Antioksidanlarin Siniflandirilmast (Arkan, 2011).

2.4. Antioksidanlarin Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlarin kimyasal aktivitelerinin (hidrojen veya elektron) indirgeme
potansiyelleri onlarin serbest radikal giderici olarak gostermis olduklar: potansiyel ile
ifade edilmektedir. Antioksidanin aktivitesi asagidaki durumlara baghdir:

e Radikal stiplirme yetenegi

e Indirgeme potansiyeline bagh olan hidrojen veya elektronun donér olarak
gostermis oldugu reaktivite

e Metal selatlama potansiyeli

e Diger antioksidanlarla olan iletisim sekli (Babacan, 2014).

Antioksidan tayin yontemleri kimyasal reaksiyonlar1 acisindan iki temel

prensibe dayanir. Bunlar:
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2.4.1 Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayali yontemler (HAT)

Antioksidan ve substrat arasinda rekabete dayali reaksiyonlar gerceklesir. Genel
olarak azotlu grup tasiyan maddelerin bozulup peroksil radikalleri olusumu esasina
dayanmaktadir (Kilingarslan, 2016).

Hidrojen atomu transferine dayanan yontemler:

2.4.1.1. Diisiik Yogunluklu Lipoprotein Oksidasyonu (LDL)

LDL yonteminin canl disinda gerceklestirilen (ex vivo) oksidasyonu 6l¢gmeye
dayanir. LDL yonteminde lionelik asit veya LDL otooksidasyonunu Cu(II) veya azo bir
baslatici ile suni olarak azaltilmasi 6l¢liilmektedir. Bu yontemde goriilen yiikseltgenme

reaksiyonlari canlida gériilen yiikseltgenme reaksiyonlart ile iligkilidir (Oztan, 2006).

2.4.1.2. Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)

ORAC metodu Cutler ve Cao tarafindan gelistirilmistir. Bu metot da
ylikseltgenme sonucunda olusan peroksi radikallerinin, antioksidan madde tarafindan
inhibe edilmesi 6l¢iilmektedir (Oztan, 2006). Bu metodun avantaji, hidrofilik ve lipofilik
ekstrelerin antioksidan kapasitesitesini 6l¢mesidir. Dezavantaji ise, ORAC
reaksiyonunun sicakliga duyarl oldugundan dolay1 plaka boyunca sicaklik kontrolii
onemlidir ve kii¢lik sicaklik farkhiliklar1 tekrar iretilebilirligini azaltmaktadir. Ayrica

uzun analiz zamani da 6nemli bir sorundur (Biyiiktuncel, 2013).

2.4.1.3. Toplam radikal yakalama parametresi (TRAP)

TRAP yontemi Weyner ve arkadaslari tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemde
cogunlukla biyolojik sivilardaki antioksidan kapasitesini 6l¢me islemi yapilmaktadir
(Guvenilir, 2016 ). Plazma antioksidanlarini okside etmek amaciyla ABAP radikal
baslatic1 tarafindan peroksil radikallerinin tliretilmesi ve meydana gelen yiikseltgenme
sirasinda tiliketilen oksijenin olciilerek izlenmesine dayanmaktadir (Aydin, 2011). Bu
yontemin avantaji enzimatik olmayan antioksidanlarin siipiiriici aktivitelerini
6lcmektedir. Dezavantaji ise karisik, zaman alici, uzmanlik ve deneyim gerektirmektedir

(Biytiktuncel, 2013).
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2.4.1.4. Luminol yontemi

Metsa-Ketela ve ekibi kemiliiminesans esasli TRAP yontemini gelistirmislerdir.
Daha sonra TRAP yontemi Alho ve Leinonen tarafindan gelistirilmistir. Luminol
yonteminde ABAP’dan tretilen peroksil radikalleri luminolii yiikseltger ve bunun
sonucunda 151k yayan luminol radikalleri kullanilir. Katalizor kullanilarak reaksiyon
hizlandirilir ve bunun sonucunda 151k yaymasi daha hizli olmasi saglanir (Giivenilir,

2016).

2.4.1.5. Fikoeritrin esash yontemler (PE)

Fikoeritrin esasli yontemler peroksil radikallerinin kullanildig1 diger yontemlere
benzemektedir. Bu yontemde ABAP tarafindan peroksil radikalleri ve Cu(Il)-askorbat
tarafindan ise hidroksil radikalleri olusturulur. B- veya R-PE yiikseltgenebilir substrat
olarak kullanilir. Bu substratlarin, peroksil veya hidroksil radikallerinin varligi ile verilen
floresans etki zamanla dogrusal bir sekilde azalmaktadir. Bu reaksiyonun gecikme
zamaninin uzunlugu ve antioksidan kapasitesini troloks esdegeri cinsinden vermektedir

(Giivenilir, 2016).

2.4.1.6. Diklorofloresin- diasetat (DCFH-DA) yontemi

Diklorofloresin-diasetat (DCFH-DA) yontemi Valkonen ve Kuusi tarafindan
gelistirilmistir. DCFH-DA yontemi TRAP yontemini esas almaktadir ve ABAP tarafindan
peroksi radikali tretilir. Bu yontemin avantaji TRAP yonteminde oldugu gibi enzimatik
olmayan antioksidanlarin siipiiriicii aktivitelerini 6l¢cmektedir. Dezavantaji ise karisik,

zaman alici, uzmanlik ve deneyim gerektirmektedir (Biiyliktuncel, 2013).

2.4.1.7. Krosin yontemi

Krosin yontemiLussignoli ve arkadaslar1 tarafindan gelistirilmistir (Glivenilir,
2016). Bu yontem serbest radikal baslatic1 AAPH tarafindan, krosin agarmasini 6nlemek
icin antioksidanlarin inhibisyon kapasitesini 6lgmektedir (Aydin, 2011). Krosin
yonteminin avantaji mikroplakalar gibi yiiksek islem hacimli yontem bilimlerine
kolaylikla adapte edilebilir. Dezavantaji ise, gida 6rneklerinde uygulanmalari sinirhidir.

Krosin safrandan ekstrakte edilen dogal bir karisim oldugundan cesitlilik gosterir. Bu

22



Yasemin SALIK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

ylzden yontemin glivenirligi ve kantitatif endiistriyel uygulamalarda kullanimi kisithdir

(Biiytiktuncel, 2013).

2.4.1.8. Toplam oksiradikal (TOSC) yontemi

Toplam oksiradikal (TOSC) yontemi Winston ve arkadaslar1 tarafindan
gelistirilmistir (Giivenilir, 2016). Bu yontem hidroksil- peroksil ve peroksinitril
radikallerine karsi antioksidan reaksiyonunun absorbans o6l¢ciimiine dayanmaktadir
(Oztan, 2006). Bu yontemin avantaj1 hipofilik ve lipofilik antioksidanlar: belirleyebilme
6zelligi vardir. Dezavantaji ise gaz ktromatografisine (GC) elle enjeksiyon yapilmasin
gerektirmesi ve test icin kullanilan ¢ézeltilerin 6miirlerinin kisa olmasidir (Giivenilir,

2016).

2.4.2. Elektron transferi reaksiyonlarina dayali yontemler (ET)

Oksidan maddesinin indirgenmesi sonucunda olusan renk degisiminin 6l¢iilmesi
ile antioksidan maddenin 6l¢iimi yapilmaktadir. Renk degisiminin derecesi dérnekteki
antioksidan maddenin konsantrasyonuna baghdir (Kilincarslan, 2016). Bu ¢alismada
kullanilan elektron transferine dayanan yontemlerinden biri olan 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal giderim yontemi asagida verilmistir.

Elektron transferine dayanan yontemler:

2.4.2.1.DPPH" Serbest Radikal Giderim Yontemi

DPPH* radikal siiptriicii aktivite tayin yontemi 1958 yilinda ilk kez Blois
tarafindan one strilmiistiir. Bitki oérnekleri icin kullanilan en yaygin yontemlerden
biridir (Yavaser, 2011). Bu yéntemin amaci antioksidanlarin 1,1-difenil 2-pikrilhidrazil
(DPPH*) radikalini siipiirme kabiliyetinin 0l¢iilmeye dayali bir yéntemdir. Bunun
sonucunda DPPH- radikali, antioksidanla etkilestiginde difenilpikrilhidrazin'e indirgenir
(Guvenilir, 2016). Kirmiz1 renkli DPPH* radikali 515 nm'de maksimum absorbsiyon
vermektedir. DPPH c¢ozeltisine antioksidan ¢ozeltisi ilavesi ile absorbasinda diists
meydana gelir. Antioksidanlarin varlig: ile radikalin rengi kirmizidan sariya déniisiir

(Babacan, 2014).
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DPPH DPPH
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DPPH Indirgenmis DPPH

Sekil 2.15. DPPH’1n antioksidan madde ile reaksiyonu (Kilin¢arslan, 2016).

Antioksidan aktivite, baslangictaki DPPH derisiminin % 50 azalmasi igin
harcanan antioksidan miktarini ifade eden ICs (etkin derisim) degeri ile verilir (Brand-
Williams ve ark., 1995). ICso degerinin diistik olmasi1 antioksidan kapasitesinin oldukea

giiclii oldugunu gosterir (Yavaser, 2011).

2.4.2.2. Ferrik iyonu indirgeme giicii metodu (FRAP)

Bu metodda diisiik pH'da ferrik tripiridiltriazin kompleksi (Fe3+TPTZ)
antioksidanlarin etkisi ile ferr6z kompleksine (Fe2*-TPTZ) indirgenir. Olusan
kompleksin 593 nm'de absorbansi dl¢iiliir (Aydin, 2011). Bu yontemin avantaji hidrofilik
ve lipofilik antioksidan tayinine uygun, basit, hizli ve ucuz olmasidir. Dezavantaj ise
reaksiyonu spesifik olmamasi, 0,70 V'dan daha diisiik redoks potansiyeline sahip olmasi,
in vivo olarak antioksidan ozellik gostermeyen herhangi bir bilesigin bile demiri
indirgeyebildigi ve glutatyon gibi tiyol antioksidanlarin FRAP yodntemiyle
Olciilememesidir (Biiyiiktuncel, 2013).
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Sekil 2.16. FRAP yonteminin kimyasal reaksiyonu (Biiyiiktuncel, 2013).
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2.4.2.3. Kuprik Iyon indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Bu metodda, Cu(Ill)’nin 2,9-dimetil-1,10-fenantrolin (Neocuproin-Nc) ile
olusturdugu bakir(II)-neokuproin kompleksinin 450 nm’de maksimum absorbans
veren bakir(I)-neokuproin [Cu(I)-Nc]’e indirgenme o6zelliginden yararlanilarak
toplam antioksidan kapasitesi tayin edilmektedir (Giivenilir, 2016). Bu y6ntemin
avantaji reaktif secici olmasidir. Tiyol tipi antioksidanlari okside etmek icin yeterince
hizli ve kolay temin edilebilir. Renkli Cu(I)-Nc selat1 veren redoks reaksiyonu, hava,
giines 15181, nem ve pH gibi etkenlerden etkilenmez. Dezavantaji ise kompleks
antioksidan karisiminda uygun reaksiyon zamani se¢gme bakimindan sorundur.

(Biiytiktuncel, 2013).

7\ T
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Sekil 2.17. CUPRAC y6nteminin kimyasal reaksiyonu (Yavaser, 2011)

2.4.2.4.Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Yontemi (TEAC/ABTS)

2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat) (ABTS) radikallerini siipiiren
bilesiklerin kapasitesinin tayinini saglayan bir metoddur. Antioksidanlarin ABTS
radikallerini belirli bir zaman dilimi icerisinde siipiirmesinden dolay1 ABTS
radikallerinin absorbansinda bir azalma olusur. Bu azalmadan faydalanilarak toplam
antioksidan kapasitesi troloks cinsinden tayin edilir. Bundan dolay1 ismi, troloks
esdegeri antioksidan kapasite yontemi olarak adlandirilmaktadir (Giivenilir, 2016). Bu
yontemin avantaji ABTS radikalinin genis bir pH araliginda kararli olmasidir. ABTS
radikali hem sulu ¢o6ziiciilerde hem de organik ¢oziiclilerde ¢oziinebilir bundan dolay1
lipofilik ve hidrofilik bilesiklerin antioksidan kapasitesini 6l¢gmek icin kullanilabilir.
Dezavantaji ise TEAC reaksiyonunun bitis noktasina ulasmasi uzun zaman alabilmesidir

(Biytiktuncel, 2013).
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Sekil 2.18. ABTS' nin kimyasal reaksiyonu (Kilin¢arslan, 2016).

2.5. ANTIMIKROBIYALLER

1940 yillarinda antibiyotigin kesfi ile bitkisel maddelerin antimikrobiyal ajan
olarak kullaniminda disiis gdzlenmistir. Antimikrobiyal aktivite bakimindan bakteriyel
ve fungal kaynakli antibiyotiklere daha ¢ok giivenildigi icin bitkisel iirtinlerin ¢ok az bir
kismi antimikrobiyal madde olarak tercih edilmistir (Cowan, 1999; Aydin, 2012).

Bitki kokenli antimikrobiyal bilegsenler bitkinin tohum, koék, cicek ya da
meyvesinden elde edilebilir (Borchardt ve ark., 2008). Yapilan eski ¢alismalara gore
bitkilerin antimikrobiyal aktiviteleri cogunlukla kok, goévde, rizom ve yaprak
ekstratlariyla gerceklestirilmistir (Tepe ve ark, 2005). Geleneksel tipta, cesitli
hastaliklar bitkisel trtnler ile tedavi edilmistir. Baslica saglik bakimlarin1 yapabilmek
icin diinya niifusunun yaklasik %80'i bitkisel tiriinleri kullanmistir (Tiinek, 2015).

Tedavi icin kullanilan mevcut antibiyotiklere karsi mikroorganizmalarin
gelistirdigi direncin artmasi ve yeni nesil antibiyotiklerin tiretilmesinin yiiksek maliyeti
bakimindan ila¢ sektoriiniin yeni antimikrobiyal maddelerin kesfedilmesi ve yapilarinin
arastirilmasi zorunluluk haline gelmistir (Singh vd. 2011; Berber vd. 2013).

Gilinlimiizde hastaliklara sebep olan mikroorganizmalarin antibiyotiklere olan
duyarliliginin bulundugu en uygun antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Antibiyotik
duyarlilik testleri icinden en sik kullanilan yontemler (Aydin, 2012):

1. Disk diflizyon testleri

2. Diltisyon testleri

2.1. Agar diliisyon testleri (kat1 besiyerinde sulandirim testi)
2.2. Broth diliisyon testleri

a. Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi

b. Mikrodiliisyon testleri

3. Gradient strip testleri (E-test)
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4. Otomatize yontemler
5. Molekiiler yontemler

A. floribundum bitkisinin antimikrobiyal aktivitesini belirlemek icin diliisyon
yonteminin resazurin mikroplak yontemi kullanilmistir. Diliisyon yontemi disk difiizyon
yontemi ile duyarhlik testi yapilmayan zor iireyen bakterilerin test edilmesini
saglamaktadir. Antimikrobiyal madde sivi veya kati (agarda diliisyon) besiyerlerinde
seri halinde seyreltilip ve her bir seyreltme ortamina ise, duyarliligi belirlenecek
bakterinin belirli sayida hiicre iceren siispansiyonundan esit miktarda ilave edilmesi ile
yapilan bir yontemdir. Deney serileri uygun sicaklikta (35-37°C'de) ve bakterinin
tiremesi icin uygun siire (16-20 saat) bekletilir sonra sonuclar ile bakterinin iiremesini
durduran en az antimikrobiyal madde miktar1 olan minimum inhibisyon
konsantrasyonu (MiK) belirlenmektedir (Akyiiz, 2010).

Resazurin yontemi: Resazurin canli hiicrelere zarar vermeyen biyolojik bir
boyadir. Mavi-floresan olmayan resazurin boyasi (Alamar Blue olarak dabilinir),
hiicresel metabolizma sonucunda floresan 6zelligi olan rezorufine déntsiir ve boyanin
rengi pembe olarak degismektedir. Islem sonunda spektrofotometrik olarak
degerlendirilir. Resazurin canl hiicreleridegerlendirmek icin kullanilmaktadir

(Pantenella ve ark., 2013).

2.6. Calisma Materyalinin Botanik Ozellikleri

2.6.1. Brassicaceae Familyasi ve AlyssumL. Cinsi

Brassicaceae (Cruciferae), hardal ailesi veya lahana ailesinin cicekli bitkiler
tlirtine aittir. Antartika kitasi hari¢ diinyanin her yerinde yayilis gosteren Brassicaceae
familyasi, diinyada 49 grup, yaklasik 321 cins ve 3660 tiirden olusmaktadir (Koch ve
Kiefer , 2006; Al-Shehbaz 2012). Bu familya Tiirkiye’de 210’u endemik tiir olmak {izere
88 cins, 539 tiire sahiptir (Erik ve Tarikahya, 2004).

Alyssum L. cinsi Tuirkiye Florasi’nin biiyiik cinsleri arasinda yer almaktadir ve 90
tiirle temsil edilmektedir. Bu tiirlerin 54’ti endemiktir (Gliner ve ark., 2012). Tirkiye’'de
Alyssum cinsi sistematik olarak incelenerek kismen de olsa revizyon calismalari
yapilmistir. Baz1 Alyssum tiirlerinin kiiltiirii yapilmis olup, park ve bahcelerde siis bitkisi
olarak kullanilmaktadir (Davis vd. 1988). Genel olarak Alyssum tiirleri kurakliga
dayanikli olmalar1 ve toprak istekleri bakimindan ¢ok secici olmadiklarindan dolay1
ozellikle ¢ok yillik olanlar1 erozyon calismalarinda 6ncii bitki olarak kullanabilir

(Baygeldi, 2018).
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2.6.2. Alyssum floribundumBoiss. & Balansa

Brassicaceae familyasina ait olan endemik A. floribundum gok yillik, yaricali
formunda,60(-100) cm kadar boylanabilen, yapraklar belirgin iki renkli olup 900-1550

m arasinda degisen yiiksekliklerde yayilis gosteren bir tiirdur.

Sekil 2.19. A. floribundumbitkisinin genel goriiniisii ve cicek yapisi
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Alyssum floribundum bitkisi Adana, Mersin, Burdur, Kiitahya, Nigde taraflarinda

bulunmaktadir (http://www.tubives.com).

Ty

o

Sekil 2.20. A. floribundum bitkisinin yayilis gosterdigi bolgeler (http://www.tubives.com)

Endemik A. floribundum bitkisi grid kare sistemine gore B2, C2, C5 karelerinde
yayilis gostermektedir. Bu bitki tiriinin ciceklenme zamani haziran-ekim aylar
arasinda goriiliir (Orcan & Binzet, 2003). Calismamizda kullandigimiz A. floribundum
bitkisi C5 Mersin, Erdemli, Muglii Deresi Koyii - Mersin 2 km, yol kenari orman alt1 ve
orman agikliklarinda, 1000 m’de toplanmistir. Toplanan o6rnekler Tirkiye Florasi

kullanilarak teshisleri yapilmistir (Dudley, 1965).
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1. Kimyasallar

e Etanol (C:H¢0)
Soxhlt ekstraksiyonunda ¢6ziicii olarak kullanilmistir. Merck ®firmasindan (CAS-NO: 64-
17-5), temin edilmistir. %99 safliktadir.

e DPPH (1,1-Difenil 2-pikrilhidrazil)
Antioksidan serbest radikal giderim aktivitesi icin kullanilmistir. Sigma-Aldrich
marka(CAS- NO:1898-66-4) kullanilmistir.

e BHT (2,6-ditertbiitil-4-metil fenol)
Dogal antioksidan olarak kullanilmistir. Sigma-Aldrich marka (Cas-N0:489-01-0)
kullanilmistir.

e Mueller-Hinton broth
Bakterilerin antibiyotik duyarlilig1 calismasinda kullanilmistir (Sigma 70192).

3.1.2. Cihazlar

e Sokshlet aparati
Sokshlet ekstraksiyonu icin 45/40 boyutunda Isolab marka aparat kullanilmistir.
e Rotaryevaporator
Sokshlet ekstraksiyonu sonucu, ¢oziicliiniin uzaklastirilmasi isleminde kullanilmistir.
Buchi B-491 marka doéner buharlastic1 kullanilmistir.
e Hassas Terazi
Bitkinin tartim islemleri Scaltec SBA 31 terazi ile yapilmistir.
e Elisa cihaz1
Antioksidan aktivite tayini icin Thermo Scientific marka kullanilmistir.
e Vorteks
Ekstrakt ile DPPH' 1in karistirilmasi icin kullanildi. Oragonlab MX-S marka kullanilmistir.
e Seliilozik kartus
Sokshlet ekstraksiyonunda 33x94 mm boyutunda ve Macherey-Nagel firmasindan temin

edilmigtir.
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e Mikro pipetler
Ekstraktlarin hacimlerini 6lgmek icin kullanildi. Eppendorf research plus marka
kullanildi.

e Buzdolab:
Hazirlanan numuneler i¢in kullanilmistir (Argelik 2470 CEY).

e Mantolu isiticilari
Sokshlet ekstraksiyonu isleminde 1sitici olarak kullanildi. Isolab marka kullanilmistir.

e Yapiskan plastik film
Plaklardaki buharlagsmay1r o©nlemek icin kullanilmistir. (ThermoFisher Scientific
MicroAmp® Optical Adhesive Film, 4360954)

e 0.22 pm’lik membran filtre
Resazurin soliisyonunun steril edilmesi i¢in kullanilmistir. (Ministar 16534-K, Sartorius
Stedim Biotech GmbH, Goettingen, Germany)

¢ 96 'lik wellplate
Numulerin antioksidan tayinin elisa cihazinda okutulmasi icin kullanilmistir.

ThermoFisher Scientific marka kullanilmistir.
3.2. YONTEM
3.2.1.Bitkinin Kurutulmasi ve Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi
Toplanan A. floribundum Boiss. & Bal. (Brassicaceae) bitkisinin toprak iistii ve
toprak alt1 kisimlari, dogrudan giines 15181 almayan ve serin bir ortamda kurutuldu (Sekil

4.1.).Kuruyan bitki kok, govde, yaprak ve ¢icek olmak iizere ayristirildi. A. floribundum

bitkisinin kok, govde, yaprak kisimlari blender yardimiyla 6gttiilerek toz haline getirildi.
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Sekil 3.1. A. floribundum bitkisinin kurutulma islemi

A. floribundum bitkisinin kok, govde, yaprak ve c¢icek kisimlarindan 10’ ar gr
tartildi ve sokshlet aparatina yerlestirildi. 300 ml etanol ile ekstrakte edildi. Alt1 saat

siireyle mantolu 1s1tici ile ektraksiyon islemi yapildi verotary evaporatérde 50-55°C'de

etanol ¢6ziiciisiinlin uzaklastirilmasi yapilarakislem tamamlandi.

Sekil 3.2. A. floribundumbitkisinin kok, cicek, gévde ve yaprak kisimlarinin sokshlet
cihazinda ekstraksiyon islemi ve rotary evaporatorde c¢oziiclilerin uzaklastirilmasi
islemi.

Behere alinan ektraktin, etanoliiniin tamamen u¢masi i¢in yaklasik 10 giin

bekletildi. Bekleme siiresince kontrol edildi.

3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Beklemeye birakilanA. floribundum Boiss. & Balansa (Brassicaceae) bitkisinden

elde edilen kok, govde, cicek ve yaprak 6ziitlerinden ayr1 ayr1 0,5 gr alindi. 50 ml etanolde

coziilerek A. floribundum bitkisinin ¢ozeltileri hazirlandi.
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Sekil 3.4. A. floribundum bitki ekstraktlarinin etanol ile hazirlanan stok ¢ozeltileri.

3.2.3. DPPH* Radikal Siipiiriicii Aktivite Testi

A. floribundumbitkisi ekstrati 515 nm'de ELISA okuyucusu kullanilarak 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazin (DPPH) 'in reaktif siipiiriicti etkileri belirlenmistir. 0,0060 gr
DPPH tartildi ve 250 mL etanol ile balon jojede ¢oziilerek stok DPPH ¢ozeltisi hazirlandi.
Standart olarak 0,5 gr BHT tartildi ve 50 mL etanol ile balon jojede stok c¢ozeltisi

hazirlandi. Etanol ¢ozeltisi ile asagidaki gibi hazirlanmistir:

Tablo 3.1. Farkli miktarlarda etanol ile hazirlanan bitki 6ziitiiniin konsantrasyonlari.

Bitki Ekstrakti Etanol Toplam

(Stok Cozelti) Konsantrasyon
0.5 mL 4.5 mL 5 mL

1 mL 4 mL 5 mL

1.5 mL 3.5mL 5 mL

2 mL 3 mL 5 mL

2.5mL 2.5 mL 5 mL

4 mL 1 mL 5 mL

4.5 mL 0.5 mL 5 mL

5mL - 5mL

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan ¢ozeltiden 0,1 mL alinarak, taze
hazirlanmis olan 6x10-5 mol/L etanollii DPPH ¢6zeltisinden 2,9 mL sirayla ilave edildi.
Hazirlanan ¢ézeltiler karanlikta 30 dakika inkiibe edildi. inkiibe edilen numuneler UVs;s
nm' de absorbanslarn 6l¢lildi. Elde edilen absorbanslarin DPPH- siipiiriicli etkileri

asagidaki formiil ile hesaplandu.
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DPPH" siipiirticii etki (%)= (Ao-A1) x 100
Ao

Ao = Kontroliin (DPPH ¢o6zeltisi) absorbansi

A1 = Numune varliginda o6lciilen absorbansi

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/mL olarak belirlenen 6ziit

konsantrasyonlarina karsi grafige gecirilmistir.

Sekil 3.5. Elisa mikroplaka da numuneler ve Elisa (Thermo Scientific)cihazi.

3.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu arastirmada 5 standart bakteri kiiltiirii kullanildi. Kullanilan standart
bakteritiirleri Mersin Universitesi, Tip Fakiiltesi, Mikrobiyoloji Laboratuvari’ndan temin
edildi. Kullanilan bakteriler ve kodlar1 Tablo 4.1.'de gosterilmistir. Kullanilan yéntemin
kontroliinii ve test edilen bakteri kiiltiirlerinin duyarliligini belirlemek icin Ampisilin

standart ila¢ kullanild1.

Tablo 3.2. Kullanilan bakteriler ve kodlar:

Bakteri Tiirleri Bakteri Kodlan
Staphylococcus aureus ATCC 25925
Bacillus subtilis ATCC 6633
Aeromonas hydrophila ATCC 95080
Escherichia coli ATCC 25923
Acinetobacter baumannii ATCC 02026
Ampisilin Standart ilag
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3.3.1. Resazurin Mikroplak Yéntemi

Antimikrobiyal aktivitesi arastirilacak olan A. floribundum bitkisinin kok, govde,
cicek ve yaprak ekstratlar1 DMSO'da ¢ozildii ve konsantrasyonlari 1 mg/mL’ye
ayarlandi. Mikroplagin ilgili kuyularina Mueller-Hinton broth besiyerinden 100 pL
konuldu. Mikroplagin birinci kuyularina test edilecek maddeden 100 pL konuldu. Bu
kuyudan yine 100 pL alinarak ikinci kuyudan itibaren seri diliisyon yapild1 ve son
kuyudan 100 pL atik kutusuna atildi. Béylece test edilecek maddelerin konsantrasyonlari
500-0.24 pg/mL’ye ayarlandi. Calismada standart ila¢ olarak ampisilin kullanildi ve
standart ilacin diliisyonu da ayni sekilde yapildi. Standart bakteri suslarindan 0.5
McFarland yogunlugunda bakteri siispansiyonu hazirlandi. Bu siispansiyon daha sonra
steril distile su ile 1/20 oraninda diliie edildi. Bu siispansiyondan ilgili kuyulara 10 pL
ilave edildi. Boylece kuyulardaki son bakteri yogunlugu 5x105 CFU/ml’ye ayarlandi
(CLSI,, 2012).

Resazurin (Sigma R7017) ¢alisma soliisyonu %0.01 (w/v) oraninda distile su ile
hazirlandi ve 0.22 pm’lik membran filtreden gecirilerek steril edildi. Calisilan kuyulara
steril edilen resazurinden 10 pL ilave edildi. Plaklardaki buharlasmayi 6nlemek icin
plaklar yapiskan plastik film ile kapatildi.

Antibakteriyel aktivite belirlenmesinde dort set kontrol ile ¢alisildi. Birincisi
ampisilin iceren ila¢ kontroli, ikincisi besiyeri ve bakteri siispansiyonu iceren pozitif
kontrol, ticiinciisii antimikrobiyal aktivitesi arastiran madde ve besiyeri iceren kontrol,
dordiinciisii sadece besiyeri iceren kontrol ile ¢alisildi. Daha sonra plaklar 37°C'de 24
saat inklbe edildi. Siire sonunda plaklardaki renk degisimi goz ile degerlendirildi.
Resazurinin maviden pembe veya renksiz hale donmesi pozitif yani bakteriyel tireme
olarak degerlendirildi.

Minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIK) degeri resazurinin maviden
pembeye veya renksiz hale donmesini engelleyen en diisiik konsantrasyon olarak

belirlendi. Biitlin antimikrobiyal aktivite tayin islemleri ¢ kez tekrar edildi.
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4.BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Antioksidan Aktivite Bulgulari

Alyssum floribundum Boiss. & Balansa (Brassicaceae) bitkisinden elde edilen
ekstraktlardan antioksidan aktivite tayinleri DPPH radikali giderim yodntemi ile
belirlendi. Bu ¢alismada, Mersin ilinde yayilis gosteren endemik bir bitki tiirii olan A.
floribundum bitkisinin kok, govde ve yaprak kisimlarindan elde edilen etanol 6ziitlerinin
konsantrayonuna bagli DPPH serbest radikal giderim aktivitesi artan
konsantrasyonlarda (0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 4, 4.5, 5 mg/mL) tayin edilmistir.

Bitkinin kok, gévde, yaprak kisimlarindan elde edilen etanol 6ziitleri ve pozitif
kontroliiniin (BHT), 0.5-5 mg/mL Kkonsantrasyonlarinda 515 nm’de c¢alisilarak
absorbans degerleri Tablo 4.1'de verilmistir ve absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil

4.1’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Bitki o6ziitlerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin absorbans
degerleri.

0.5 1 1.5 2 2.5 4 4.5 5
Abs. mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL
BHT 0,2014 |0,2424 |0,2608 |0,2362 |0,2583 |0,2675 |0,2686 |0,2790
Yaprak | 0,4547 |0,4676 |0,4077 |0,3884 |0,3677 |0,2983 |0,2872 |0,2806
Govde |0,5121 |0,4650 |0,4314 |0,4195 |0,3803 |0,3232 |0,2949 |0,2905
Kok 0,5055 |0,4006 |0,3798 ]0,3402 |0,2965 |0,2177 |0,2054 |0,1593

0,6

0,5 A

04 -

_\ii' — \ —.—Yaprak

0,3

Govde
== K6k

0,2

Absorbans (515 nm)

0,1

0,5 1 1,5 2 2,5 4 4,5 5

Konsantrasyon (mg/mL)

Sekil 4.1. Bitki oziitlerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi absorbans-
konsantrasyon grafigi.
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Bitki 6ziitlerinin absorbans degerlerinden faydalanarak % inhibisyon degerleri
elde edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2’de elde edilen sonucglar goéz Oniine alindiginda, 0.5 mg/mL
konsantrasyonunda DPPH serbest radikal giderim aktivitesi en yiiksek oranda yaprak
ekstraktinda (% 25.28) saptanmistir. Ayni konsantrasyonda DPPH serbest radikal
giderim aktivitesi en diisliik oranda sirasiyla kok (% 16.93) ve govdede (% 15.84) elde
edilmistir. 0.5 mg/mL konsantrasyonu disinda kalan diger konsantrasyonlarda DPPH
serbest radikal giderim aktivitesi en yliksek kok en diisiik ise gévdede tespit edilmistir.

Standart antioksidanlarin yan etkilere sahip olmasi sebebiyle, standart
antioksidanlardan daha yiiksek degerde bulunan drnekler dogal antioksidan kaynagi
olarak tercih edilebilir. Bitki ekstrelerinin aktiviteleri standartlarla karsilastirildiginda
daha etkili sonuclar elde edildigi goriilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, bitkinin toprak iistli kismi olan yaprak ve govde, toprak alti
kismi olan kokiin etanol ekstraktlarinin DPPH stlpilirme aktiviteleri 5mg/mL
konsantrasyonunda standart olan BHT (% 78.84)'ye karsi elde edilen en yiiksek
aktivitedegerleri sirasiyla kok i¢in % 73.82, yaprak icin % 53.89, govde icin % 52.26
olarak bulunmustur (Tablo 4.2). Kok, govde ve yaprak ekstraktlarinda, konsantrasyon
artist ile birlikte % inhibisyon oranlarinda da artis gozlenmektedir. Tablo 4.2’de

gorildiigi tizere ekstraktlarin antiradikal aktivitelerinin yiiksek oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.2. Bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin % inhibisyon
degerleri.

Konsantrasyon | (5 1 15 2 2.5 4 4.5 5
mg/mL) | mo/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL | mg/mL

Numune
BHT

4885 [4924 |64.64 |6418 |7511 |79.27 |77.25 |7884
Yaprak 2528 |23.16 [3299 |36.17 3957 [5098 |52.80 |53.89
Govde 1584 |2358 [29.10 |31.06 |3750 |4689 |51.54 |52.26
Kok 1693 [34.17 |37.58 |44.09 |51.27 |64.22 |66.25 |73.82

Bitkilerin kok, govde ve yaprak dziitlerinin % inhibisyon grafikleri sekil 4.2-4.5'te

gosterilmistir.
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Sekil 4.2. BHT ekstresinin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi.
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Sekil 4.3. Kok ekstresinin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi
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Sekil 4 .4. Govde ekstresinin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi
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Sekil 4.5.Yaprak ekstresinin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi

Bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesinin konsantrasyon

degerlerine kars1 % inhibisyon degerleri grafikte (Sekil 4.5) gosterilmistir.
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Sekil 4.6. A. floribundum bitkisinden hazirlanan ekstraktlarin DPPH serbest radikal
giderim aktiviteleri.

Tablo 4.2'de elde edilen sonuglar ve Sekil 4.6’deki grafik sonuclari
degerlendirildiginde, konsantrasyonun artmasiyla birlikte DPPH radikal giderim

aktivitesinin de paralel olarak arttig1 g6zlemlenmistir.

Tablo 4.3. A. floribundum bitkisinin ekstraktlari ve grafik denklemleri.

Ekstraktlar Denklemler R2
BHT y=4.819x+45.48 0.871
Kok y=7.687x+13.94 0.972

Govde y=5.411x+11.62 0.976
Yaprak y=4.831x+17.61 0.944

Bu tez calismasinda standart olan BHT'nin (Sekil 4.2.), kok (Sekil 4.3.), govde
(Sekil 4.4.) ve yaprak (Sekil 4.5.) ekstraktratlarinin konsantrasyonlarina karsi %
inhibisyon grafikleri c¢izilmistir. Bu grafiklerden elde edilen egrilerden grafik
denklemleri elde edilmistir (Tablo 4.3.).

Bu denklemlerden DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi icin gerekli
antioksidan konsantrasyon degeri olan ICso degerleri hesaplanmistir (Tablo 4.4.).

ICso degeri reaksiyon ortamindaki DPPH radikalinin % 50’sinin yok edilmesi
icingerekli ve etkili antioksidan konsantrasyon degeriolarak tanimlanmaktadir. Diisiik
[Cso degeri yliksek radikal giderme aktivitesinin bir gostergesidir. Calismamizda
kullanilan bitkinin toprak alti kismi olan kok, toprak iistii kismi olan govde ve yaprak
ekstraktlarinin konsantrasyonuna gore % inhibisyon grafiginden elde edilen verilerle

ICso degerleri belirlendi. Elde edilen bu degerler Tablo 4.4.'de goriilmektedir.

40



Yasemin SALIK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Tablo 4.4. A. floribundum bitkisinin ekstraktlari ve ICso degerleri.

Ekstratlar ICso (ng/mL)
BHT 0.938
Kok 4.691

Govde 7.093
Yaprak 6.705

Bu yontemde, bir antioksidan i¢in 6lciilen ICso degeri ne kadar kigilik ise

antioksidan aktivitesi o kadar yiliksek demektir. Tablo 4.4.’deki degerlerden de

goriilecegi lizere DPPH radikalini siipiirme kapasitesi biiylikten kii¢lige dogru sirasiyla

BHT, kok, yaprak ve govde olarak hesaplanmistir.
Tablo 4.4.'deki bitki ekstraktlarinin 1Cso degerleri grafikte (Sekil 4.7)

gosterilmistir.

8.000
7.000
6.000
5.000
4.000
3.000

IC54 (ng/mL)

2.000
1.000

W Kok

H Govde

M Yaprak

Kok

Govde Yaprak

Sekil 4.7. A. floribundum bitkisinden hazirlanan ekstraktlarin ICso degerlerinin

karsilastirilmasi.
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari

Antimikrobiyal aktivite ¢alismalari i¢in S. aureus (ATCC 25925), B. subtilis (ATCC
6633), A. hydrophila (ATCC 95080), E. coli (ATCC 25923) ve A. baumannii (ATCC
02026) olmak tizere 5 farkli bakteriyele karsi aktiviteleri belirlenmistir. Calisilan
ekstraktlarin bakteri kiiltiirlerine kars1 MIK degerlerinin 500-0.24 pg/mL oldugu
belirlenmistir. Referans ilag Ampisilin (MIK degeri: 125 pg/mL) ile karsilastirildiginda
test edilen ekstrelerin tamami Gram (-) bakteri olan A. baumannii'ye kars1 62.5 pg/mL
MIK degeri ile etkili bulunmustur. B. subtilis’e karsi elde edilen yaprak, kok ve govde
etanol ekstreleri 31.25 pg/mL MIK degeri ile en yiiksek aktiviteyi gostermistir. Ancak,
referans ilag Ampisilin'le (MIK degeri: 0.9 pg/mL) karsilastinldiginda aktivite diisiik
bulunmustur (Tablo 4.5.).

Antimikobiyal aktivite sonuclar test edilen tiim ekstrelerin A. hydrophila karsi
62.5 pg/mL MIK degeri ile etkili oldugunu géstermistir. Fakat etkinlik degeri, 31.25
ug/mL MIK degerlerine sahip referans ila¢ olan ampisilin ile karsilastirildiginda diisiik

bulunmustur (Tablo 4.5.).

Tablo 4.5. Bakteriyal kiiltiirlerine karsi test edilen ekstrelerin ve referans ilaclarin MiK

degerleri (ug/mL).
S. aureus E. coli A. baumannii | B. subtilis A. hydrophila
(ATCC 25925) | (ATCC25923) | (ATCC02026) | (ATCC6633) | (ATCCI95080)
Yaprak 125 pg/mL 125 pg/mL 62.5 ng/mL 31.25 pg/mL | 62.5 pg/mL
Govde 125 pg/mL 125 pg/mL 62.5 pg/mL 31.25 pg/mL | 62.5 pg/mL
Kok 125 pg/mL 125 pg/mL 62.5 pg/mL 31.25 pg/mL | 62.5 pg/mL
Ampisilin | 31.25 pg/mL | 15.62 pg/mL | 125 pg/mL 0.9 pg/mL 31.25 pg/mL
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5. qureus
{ATCC
23923)

E.coli
{ATCC
25923)

Sekil 4.8. S. aureus ve E. coli bakteriyal kiiltlirlerine karsi test edilen ekstrelerin
inkiibasyon 6ncesi goriintiisii.

MIK (ug/ml)
500 250 125 625 31251562 7.81 390 195 097 048 024
1 7 - . e W e ¢ s \
Yl Y L s
:2 §. qureus
(ATCC
3 .t 23923)
”~ ”~
4 -
o~
1 SN
-~ E.coli
2 —
—_— F (ATCC
3 . 23923)

Sekil 4.9. S. aureus ve E. coli bakteriyal kiiltlirlerine karsi test edilen ekstrelerin
inkiibasyon sonrasi gorintiisii.

A.bcumannii
{(ATCC0202

Sekil 4.10. A. baumannii ve A. hydrophila bakteriyal kiiltiirlerine karsi test edilen
ekstrelerin inkiibasyon 6ncesi goriintiisii.
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MIK (pg/ml)
500 250 125 62,5 31,2515,62 7,81 3,00 105 0097 0,48 024
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A.bgumennii
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02026)

A. hydrophila
(ATCC
95080)
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Sekil 4.11. A. baumannii ve A. hydrophila bakteriyal kiiltiirlerine karsi test edilen
ekstrelerin inkiibasyon sonrasi goriintiisii.

Sekil 4.12. B subtilis bakteriyal kiiltiirlerine karsi test edilen ekstrelerin inkiibasyon
oncesi goruntusu.
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MiK(pg/ml)
500 250 125 62,5 31,2515,62 7,81 3,90 1,95 0,97 0,48 0,24

] a - B. subsilis
b (ATCC
6633)

Pozitif
¢ lirema
- kontroli

~ kontrolii

Sekil 4.13. B subtilis bakteriyal kiiltiirlerine karsi test edilen ekstrelerin inkiibasyon
sonrasl goruntiisi.

Mil((ug/ml)
125 62,5 31,2515,62 7,81 3,90 1,95 0,97 0,48 0,24

Sekil 4.14. Standart ilacin (Ampisilin)bakteriyal kiiltiirlerine karsi test edilen
ekstrelerin inkiibasyon sonrasi goriintiist.

45



Yasemin SALIK, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

5.SONUCLAR ve ONERILER

Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda, Alyssum cinsinin diger tirleri ile ilgili
antioksidan ve antibakterial calismalar bulunmasina ragmen A. floribundum Boiss. &
Balansa (Brassicaceae) tiiriiniin antioksidan ve antibakterial aktivitesi ile ilgili herhangi
bir calismaya rastlanmamistir.

Literatiirlerde Brassicaceae familyasi ve Alyssum cinsi ile yapilan arastirmalarda
bitkilerin 6zellikle akiimiilator ve hiperakiimiilatér bitkiler oldugu vurgulanmaktadir.
Brassicaceae (Lahanagiller) familyasinin tiyeleri en iyi bilinen hiperakiimiilator bitkiler
olup, bu tiir bitki gruplarinin yaklasik % 25’ini olusturur. Bu familyaya Arabidopsis
thaliana’da dahildir. Brassicaceae familyasina ait olan baz1 hiperakiimiilator bitkilere ait
hiperakiimiilasyon gorevi goren 6nemli genler tespit edilmistir.

Yapilan bu calismalarla birlikte giinlimiizde 6nemli sorunlardan biri olan
topraktaki agir metal kirliliginin 6nlenmesi agisindan Brassicaceae familyasi ve Alyssum
cinsi bitkiler hakkindaki arastirmalar biiyiik 6nem kazanmaktadir. Bunun sonucunda bu
bitki tirleri iyi bir ¢evre dostu olmasinin yaninda ¢evredeki agir metallerin zararl
etkilerini azaltic1 6zelliklerinden ve son zamanlarda antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite calismalarinda olumlu sonuglar vermesinden dolayr bu tiirdeki bitkiler
tizerindeki calismalar 6nem kazanmaktadir.

Brassicaceae familyas1 antioksidan icerigi bakimindan, dengeli beslenme
acisindan oldukga 6nemlidir. Brassicaceae familyasina ait taze brokoli yaprak ve govdesi
ile yapilan calismada metanol ekstraktlar1 % 43’ten biiylik degerler verirken, aseton
ekstraktlar hi¢ aktivite gostermemistir (Guo ve ark., 2001).

Ozay ve ark’mn yapmis oldugu calismada Alyssum  foliosum
var.megalocarpumbitkisi farkli c¢oziiciiler (metanol, etanol, aseton, petrol eteri)
kullanilarak elde edilen ekstraklarinin antioksidan aktivitelerini
belirlemislerdir.Kullandig1 antioksidan metodlardan biri olan DPPH metoduna goére
yapilan radikal siiplirme deneylerinde farkli konsantrasyonlarda hazirlanan érneklerin
517 nm'’de olgiilen absorbanslarina gore % inhibisyon degerleri en fazla metanol
ekstraklarinda oldugunu belirlemislerdir (Ozay ve ark., 2012).

Ozay ve Mammadov' un yaptiklar1 bir arastirmada, ii¢c adet Alyssum L.
taksonundan (4. foliosum var. Megalocarpum, A. simpleks ve A. strigosum subsp.
Strigosum) elde edilen metanolik ekstraktlarin fenolik bilesimi ve antioksidan,
antibakteriyel ve sitotoksik aktiviteleri ilk kez arastirilmistir. Ekstraktlarin antioksidan
aktivitesi DPPH, metal selatlama, fosfomolibden, (-karoten / linoleik asit ve ferrik

indirgeme giicli analizleri ile degerlendirilmistir. Buna ek olarak, ekstraktlarda toplam
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fenolik ve flavonoid icerigi belirlenmistir. Sonug olarak, ti¢ Alyssum taksonundan elde
edilen 6ziitler arasinda, diger iki Alyssum L. taksonu olan A. foliosum var. Megalocarpum
ve A. strigosum subsp. Strigosum’ a kiyaslaA. simpleks'ten en yiiksek biyolojik aktiviteler
elde edilmistir (Ozay & Mammadov, 2016).

Bu tez kapsaminda A. floribundum bitkisinin kok, govde ve yaprak
kisimlarindanelde edilen etanol ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri DPPH- radikali
giderme aktivite tayin yontemiyle incelenmistir. Literatiirler incelendiginde antioksidan
aktivite tayinlarinde aseton, etil asetat ve metanol gibi ¢oziiciilerle yapilan bazi
calismalar da verimli sonuclar elde edilmemistir. Bizim c¢alismamizda daha verimli
sonuclar elde etmek amaciyla ¢6ziicii olarak etanol kullanilmistir.

Vale ve arkadaslar yaptiklar1 bir ¢alismada, dort Brassica oleracea ¢esidinden
elde edilen filizlerin antioksidan aktivitesi, "in vitro" yontemler (toplam fenolik ve
flavonoid muhtevasi; radikal temizleme deneyleri: DPPH, hidroksil ve peroksil ve
Demirli iyonla Selatlama Yetenegi Deneyi) kullanmiglardir. Isik déngiileri ve filizlenme,
filizlerin potansiyel antioksidan aktivitesini etkilemis ve cesitler arasinda 6nemli
farkliliklar gozlenmistir. Genel olarak, antioksidan aktivite filizlenme ile azald1 ve 1s1k
varliginda artmis, diskriminant etkisi olduk¢a yiiksek bulunmustur (P <0.001). Isik
dongiileri altinda tretilen kirmizi lahana filizleri, en yiliksek antioksidan aktivitesini
gostermistir (57.11 ugmL <1 Demir Iyon-selatlama Yetenegi, 221.46 lgmL-1 Hidroksil
radikali temizleme, 279.02 IglL-1 Peroksil radikali siipiirme). Geleneksel Portekiz
brassica cesitleri arasinda, 1sik altinda iiretilen Penca lahana filizi, daha yiiksek
antioksidan kapasite ve daha yiiksek fenolik ve flavonoid icerigi Galega lahana'ya gore
daha yiiksek bulunmustur. Brassica filizlerinin fenolik icerigi antioksidan kapasitesine
onemli bir katki saglamistir (Vale ve ark., 2014).

Ayaz ve ark.'nin yapmis oldugu bir calismada kale (siis lahanasi) ile yapilan bir
calismada taze bitkinin metanol ekstraktinin tim fraksiyonlarinin DPPH radikali
giderme aktivitesi gosterdigi ama hepsinin standarttan diisiik oldugu bildirilmistir (Ayaz
ve ark., 2008). ECso degerlerinin dikkate alindig1 bir ¢calismada Brassicaceae ailesinde en
diisiik ICso brokoli ve Italyan siis lahanasinin gosterdigi bildirilmistir (Heimler ve ark.,
2006; Akagiin, 2009).

Yaptigimiz ¢alismada A. floribundum bitkisinin kok, gévde ve yaprak etanollii
ozltlerinin ICso degerleribelirlenmistir. Absorbansin diismesi radikal ile antioksidan
molekillerin reaksiyonu sonucunda hidrojen baglanmasi ile radikalin giderilmesidir.
Hesaplanan ICso degerleri ne kadar diisiik olursa radikal siipiiriicii aktivite o kadar

yuksektir. A. floribundum bitkisinin ICso degerleri BHT>kok> yaprak> govde seklinde
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belirlenmistir. Bunun sonucunda en ytiksek aktivite kok, en diisiik aktivite govde olarak
belirlenmistir.

Kilingarslan'in yapmis oldugu bir ¢alismada Brassicaceae familyasina ait bir bitki
olan Erysimum kotschyanum ekstraktlarinin bazi biyolojik aktivitelerini arastirmistir.
Buna gore, bitki ekstraklarinin toplam antioksidan aktivitesi (% 80.47+ 1.83), DPPH (%
89.39£0.61) ve ABTS (% 96.20£0.12) serbest radikali giderim aktivitesi, demir
indirgeme giicii kapasitesi (0.01701+0.001), toplam fenolik (4.883+0.47) ve flavonoid
madde miktarlar1 (93.322+£1.57) ve YPSK yontemiyle etanol ekstraktinin 9 fenolik
bilesenin icerikleri tespit edilmistir (Kilingarslan, 2016).

Calismamizda ise A. floribundum bitkisi ekstraktlarinin toplam antioksidan
aktivitesi 5 mg/mL konsantrasyonunda kok (%73.82), yaprak (%53.89) ve govde
(%52.26) ile en yliksek aktiviteyi gostermistir. Bunun sonucunda konsantrasyonun
artmasi ile DPPH serbest giderim aktivitesinin arttig1 gézlenmistir.

Valadbeigi ve Lemraski yaptiklari bir ¢calismada, Alyssum homalocarpum (Fisch.
& C.A.Mey.) Boiss kullanarak giimiis nanopartikiiller sentezi 6zii elde edilmistir. A.
homalocarpum'un metanolik 6ziitleri konsantre edildi. Antioksidan aktivitesi i¢in o-
Glukosidaz inhibisyon analizi, a-amilaz inhibisyon aktivitesi ve ICso testi yapilmis ve
sonuglar rapor edilmistir. Ekstrenin toplam fenolik ve flavonoid miktarini hesaplamak
icin Folin-Ciocalteu reaktifi ve alliminyum kloriir kolorimetrik yontemler kullanilmistir.
Ekstrenin antimikrobiyalini 6l¢mek icin alt1 bakteri ve dért mantar kullanildi. 9,12,15-
octadekatrien 1-ol, n-heksadekanoik asit, 2-pirazolin, 2,4-dekadienal ve 9,12-
oktadekadienoik asit gibi en 6nemli bilesikler tespit edilmistir. Ekstrakt gilicli a-
glukosidaz inhibitor aktivitesi (18.01 pg / mL) ve ayrica DPPH radikal siiptiriicii (IC50:
64 pg / mL) gosterdi. Salmonella typhi'ye karsi (30.9 mm) maksimum antibakteriyel
aktivite arastirildi (Valadbeigi & Lemraski, 2018).

Sing ve ark.’nin yaptiklari bir ¢calismada ilk kez Brassica oleracea var. botrytis ve
Raphanus sativus'un potansiyel biyoredtiktan olarak yeni cesitlerinin kullanilmasini, son
derece kararli glimiis nanopartikiillerin (AgNP'ler, alt1 ay boyunca gozlemlenmemis
agregasyon) sentezlenmesini yapmiglardir. Bitki 6zitiine bagh glimiis nanopartikiiller
kendiliginden kararsizdir ve toplanma egilimi gosterirler. AgNP'ler, hem Gram negatif
(Escherichia coli, Myroides, Psuedomonas aeruginosa) hem de Gram pozitif (Kocuria ve
Promicromonospora) bakterilerine karsi 6nemli 6lciide diisiik konsantrasyonda (5 ppm)
giiclii bir antibakteriyel aktivite sergilemistir (Sing ve ark., 2018).

Kilingarslan'in yapmis oldugu c¢alismada Erysimum kotschyanum bitkisinin
ekstraktlar disk difiizyon yontemi ile ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi, etanol ve su

ekstraklarinin sitotoksik aktivitesi ise Brine Shrimp testi ile arastirilmistir. En etkili
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antibakteriyel etki etanol ekstraktlarinda Pseudomonas aeruginosa bakterisine (11+1
zon capi) Kkarsi tespit edilirken, en yiiksek sitotoksik etki su ekstraktlarinda (LCso:
315.48) gozlemlenmistir (Kilingarslan, 2016).

Tajbakhsh ve ark./nin yaptigi bir calismada, ilk kez Alyssum spp. bitkisinin
metanol ekstraktinin antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik icerigi arastirilmistir. Bu
ekstraktin antibakteriyel aktivitesi de, MIK yontemi kullanilarak ii¢ bakteriye
(Staphylococcus aureus, Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa) uygulanarak
belirlenmistir. Alyssum spp'nin metanol ekstraktlarinda antioksidan ve antimikrobiyal
aktivite tespit edilmistir. Bitkisel materyalde tespit edilen toplam fenolik madde,
kurutulmus ekstraktin 221 * 2.5 mg GAE/g'sine ulasmistir. Toplam fenolik igerik
genellikle serbest radikallerin ve antibakteriyel aktivitenin sondiiriilmesiyle iliskili
oldugundan, Alyssum spp. metanol ekstraktinin yiiksek antioksidan ve anlaml
antimikrobiyal aktivitesinin, yiiksek toplam fenolik igerik ile dogrudan iliskili oldugu
varsayllmistir (Tajbakhsh ve ark., 2012).

Bu calismada A. floribundum bitkisinin bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal
ozelligi Gram (+) olarak Staphylococcus aureus (ATCC 25925) ve Bacillus subtilis (ATCC
6633); Gram (-) olarak Aeromonas hydrophila (ATCC 95080), Escherichia coli (ATCC
25923) ve Acinetobacter baumannii (ATCC 02026) standart bakteri kiiltiirleri
kullanilarak ve resazurin mikroplak yontemi ile inhibisyon boélgeleri belirlenmistir.

Antimikrobiyal aktivite sonugclari, ¢alisilan 6zitlerin test edilen tiim bakteri
kiiltiirlerine karsi 500-0.24 pg/ml araliginda MiK degerleri ile antimikrobiyal aktiviteli
oldugunu gostermistir. Referans ilag Ampisilin (MIK degeri: 125 pg/mL) ile
karsilastirildiginda test edilen 6ziitlerin tamami Gram (-) bakteri olan A. baumannii'ye
kars1 62.5 pg/mL MIK degeri ile etkili bulunmustur. Bacillus subtilis’e kars: elde edilen
cicek, yaprak, kok ve govde etanol oziitleri 31.25 pg/mL MIK degeri ile en yiiksek
aktiviteyi gostermistir. Ancak, referans ilag Ampisilin'le (MIK degeri: 0.9 ug/mL)
karsilastirildiginda aktivite diisiik bulunmustur.

Antimikobiyal aktivite sonuglar1 test edilen tiim ekstrelerin Aeromonas
hydrophila kars1 62.5 ug/mL MIK degeri ile etkili oldugunu géstermistir. Fakat etkinlik
degeri, 31.25 pg/mL MIK degerlerine sahip referans ila¢ olanampisilin ile
karsilastirildiginda diisiik bulunmustur.

Resazurin renginin maviden pembeye ddnmesi resazurinin indirgenmis
oldugunu, yani ilgili kuyuda bakteri iliremesi oldugunu gostermektedir. Calisma
sonucunda MK degerleri, maviden pembeye renk degisimini engelleyen en diisiik

konsantrasyon degeri olarak belirlenmistir.
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Sonu¢ olarak MIK degerleri verilen bakteri kiiltiirlerinden en etkili
antimikrobiyal aktiviteyi B. Subtilis (31.25 pg/mL) bakterisi gostermistir. A. baumannii
ve A. hydrophila bakterilerinin (62.5 ug/mL) MIK degerlerine bakildiginda benzer
sonuclar gostermislerdir. Ancak standart ilacin MIK degerine goreA. baumannii
bakterisinin MIK degeri etkili sonu¢ elde edilmistir. E.coli ve S. aureus bakterilerin (125
ug/mL) MIK degerlerine bakildiginda benzer sonuglar elde edilmistir. E.coli ve S. aureus
bakterileri standart ilaca gore diisiik aktivite gostermislerdir. En diisiik antimikrobiyal
aktiviteyi E. coli bakterisi gostermistir. Bu calismada elde edilen veriler sonucunda diisiik
aktivite gostermelerine karsi biitiin bakteriler antimikrobiyal aktivite gostermistir.

Genel olarak calismamizda kullanilan Mersin'in Erdemli ilgesi Miiglii Deresi Koyt
civarinda toplanan ve endemik bir bitki tiirii olan A. floribundum Boiss. & Balansa
(Brassicaceae) bitkisi lizerine yapilan herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Yapmis
oldugumuz calismanin sonuglarina gore A. floribundum bitkisinin antioksidan ve
antimikrobiyal etkinligine sahip oldugu tespit edilmistir. Bu ¢alisma ile bundan sonra A.
floribundum ile yapilmasi disiiniilen bir¢ok ¢alismaya da yol gdsterici olacagin

diisiinmekteyiz.
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