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OZET

DENiZ BORULCESININ (Sarcocornia perennis L.) ANTIOKSIDAN
PARAMETRELERININ VE ANTIMIKROBIYAL
OZELLIKLERININ INCELENMESI

Merve TUNEK

Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. A. Alev KARAGOZLER
2015, 135 sayfa

Deniz kiyilarinda yetisen halofit (tuz seven=tuzcul) bitkiler beslenme, medikal
amagh ve yiiksek tuz igerigi nedeniyle ilk caglardan beri insanlar tarafindan
kullanilmaktadir. Bu c¢alismada Izmir Karsiyaka sahilinden toplanan deniz
boriilcesi bitkisinden iki farkli yontemle (agikta kurutma ve liyofilizasyon ile
kurutma) hazirlanan 6rneklerin etanol, metanol, su ve demleme su ekstraktlarnin
antioksidan ve antimikrobiyal o6zellikleri incelenmistir. Antioksidan aktivitenin
gostergesi olarak DPPH radikali siipiiriicii aktivite tayini, toplam fenolik bilesik
tayini, toplam flavonoid tayini, toplam flavonol tayini, indirgeme giicii tayini, total
antioksidan aktivite tayini, siiperoksit radikali siipiiriicii aktivite tayini, kuprik iyon
indirgeme antioksidan kapasite (CUPRAC) tayini, oksijen radikal absorbans
kapasitesi (ORAC) tayini ve hidroksil radikali siipiiriicii aktivite tayini
calisilmistir. Bitki 6rnegi hazirlama yontemleri karsilastirildiginda liyofilizatorde
hazirlanan &rneklerin aktivitesi genel olarak yiiksek bulunmustur. Ote yandan
sentetik radikal kullanan antioksidan aktivite yontemlerinde (DPPH, CUPRAC,
ORAC) ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri diigiilk bulunurken biyolojik
sistemlerde bulunan gergek radikallere (hidroksil ve stiperoksit) karsi koruyucu
etkileri standart antioksidanlarla kiyaslanacak oranda yiliksek bulunmustur. Ayrica,
ekstraktlarin lipid peroksidasyonunu dnleme kapasitesinin bir 6l¢iisii olarak total
antioksidan kapasitesi tayin sonuglarina gore de ekstraktlarin antioksidan
kapasiteleri oldukea yiiksek bulunmustur. Ekstraktlarin total fenolik bilesik, total
flavonoid ve total flavonol igerikleri de belirlenmistir. Calismada, deniz boriilcesi
orneklerinin antimikrobiyal aktiviteleri de agar kuyucuk difiizyon yontemi ile
Ol¢iilmiis ve incelenen ekstraktlarin bazilarinin Gram (+) (M. luteus ve S. aureus)
veya Gram (-) (E. coli) bakterilere kars1 antibakteriyel etki gésterme kapasitesinin
oldugu saptanmustir.

Anahtar Kelimeler: Deniz bériilcesi, DPPH, CUPRAC, ORAC, total antioksidan
aktivite, antimikrobiyal aktivite.






ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT PARAMETERS AND
ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF GLASSWORT

(Sarcocornia perennis L.)
Merve TUNEK

M. Sc. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Alev KARAGOZLER
2015, 135 pages

Halophyte plants from seashore are used by humans for nutrition, medical
purposes and high salt content. In this work, glasswort species collected from
[zmir Karsiyaka seashore were subjected to two different drying methods (by
lyophilization and air drying) and infusion extracts of the dried plant were
investigated for their antioxidant and antimicrobial properties. DPPH radical
scavenging activity, total phenolics, total flavonoids, total flavonols, reducing
power, total antioxidant activity, superoxide radical scavenging activity, cupric ion
reducing antioxidant capacity (ORAC) and hydroxyl radical scavenging activity.
When compared, activities of the samples prepared via lyophilization were
generally found higher. Additionally, activities of the extracts toward methods
using synthetic radicals (i.e. DPPH, CUPRAC, ORAC) were found to be low
whereas protection effects of the extracts towards radicals that exist in biological
systems were high enough to compare with standard antioxidants. Moreover, as a
measure of protection from lipid peroxidation, total antioxidant capacities of the
extracts were found to be notably high. Total phenolics, total flavonoids and total
flavonol contents of the extracts were also determined. In this study, antimicrobial
activities of glasswort samples were also determined using agar well diffusion
method and it was determined that same of the extracts demonstrated
antimicrobial activity towards Gram (+) (M. luteus and S. aureus) and Gram (-) (E.
coli) bacteria.

Keywords: Glasswort, DPPH, CUPRAC, ORAC, Total antioxidant activity,
antimicrobial activity
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1. GIRIS

Son yillarda epidemiyolojik ¢alismalara dayanilarak beslenmenin kanser, koroner
kalp hastaliklari, obezite, diyabet tip 2, hipertansiyon ve katarakt gibi kronik
hastaliklarin tedavisinde énemli bir role sahip oldugu ifade edilmektedir. Agirlikli
olarak bitkisel beslenme diizeninin bu tiir birgok kronik hastaliklarin gelisimini
onledigi yoniindeki genel kaniya varilmistir (Halvorsen vd., 2002).

Hastaliklara karg1t korunmay1 ve/veya hastaliklar1 6nlemeyi ¢ogunlukla bitkilerde
bulunan (esansiyel) antioksidan bilesiklerin sagladig1 diistiniilmektedir (Halvorsen
vd., 2002). Bitkisel antioksidanlar insan sagliginin daha iyi olmasma katkida
bulunan hayati 6neme sahip bilesiklerdir ve giinliik olarak tiiketilmeleri tavsiye
edilir (Benbrook, 2005). Hastaliklarin tedavi edilmesinde geleneksel tibbi
yontemlerin yaninda antimikrobiyal 6zelliklere sahip olan bitkilerin bir kisminin
ham ekstraktlarinin kullanimi1 6nemlidir (Selvamohan vd., 2012).

Aromatik ve tibbi bitkilerin hem patojenlere hem de hiicresel oksidasyonlara karsi,
antioksidan ve antimikrobiyal etki gdsteren ¢esitli molekiillerin kaynagi oldugunu
ispatlayan ¢ok sayida c¢alisma mevcuttur. Bu ylizden, antioksidan ve
antimikrobiyal potansiyellerini gorebilmek icin tibbi bitkilerin farkli tiirlerinin
karakterize edilmesi dnemlidir (Sengiil vd., 2009).

Sagligin korunmasinda, viicutta olugan hasarlar1 tam olarak onlemek igin endojen
antioksidan savunmasi (sliperoksit dismutaz, H,O, siipiiriicii enzimler, metal
baglayici proteinler) yetersizdir, bu yilizden disaridan alinan (esansiyel)
antioksidanlar 6nemlidir (Halliwell, 1996). Daha fazla sebze ve meyve tiiketimi,
antioksidan alimini arttirmak icin en iyi yollardan biridir; bir sonraki uygun yol ise
antioksidan bilesikler bakimindan zengin gidalar1 aragtirmaktir (Benbrook, 2005).
Bundan dolaytr son yillarda dokulara zarar veren serbest radikallerin
indirgenmesinde antioksidan olarak bitkilerin iyilestirici 6zelliklerine karsi ilgi
artmustir (Pourmorad, 2006).

Hem epidemiyolojik hem de klinik c¢aligmalar ile tahil, meyve ve sebzelerde
olusan fenolik antioksidan ve antimikrobiyal bilesiklerin varligi kanitlanarak
kronik ve dejeneratif hastaliklarin azaltilmasinda 6nemli derecede katkida
bulunulmustur (Shaidi, 2000). Ayrica pek ¢ok farkli bitki yeni antioksidanlarin
kesfi icin incelenmistir. Fakat hala bitki tiirlerinin antioksidan kapasitelerine



iligkin daha fazla bilgiye ihtiyag duyulmaktadir (Pourmorad, 2006).
Mikroorganizmalarin zamanla ilaglara karsi direncinin artmasi ve bunlarin yeni
tiyelerine aktarmalari sonucu, antimikrobiyallerin kullanim 6mri sinirlanmakta ve
yeni antimikrobiyal maddelere olan ihtiyag¢ siirekli olmaktadir. Boylece, bitkiler
yeni antimikrobiyal arayisinda her zaman, klinik mikrobiyologlar i¢in kaginilmaz
altyapiy1 olusturmaktadir ve siirekli incelenmelerine ihtiya¢ vardir (Erdogan,
2013).

Son yillarda biyolojik Orneklerde, bitki ve besin &rneklerinde antioksidan
aktiviteyi/kapasiteyi 6lgmek i¢in pek ¢ok yontem gelistirilmistir. Tiim ¢aligsmalar
gostermektedir ki bir 6rnegin antioksidan kapasitesi, tayini i¢in kullanilan yonteme
gore farkliliklar gostermektedir. Bunun nedeni, kullanilan ydntemin kimyasina
antioksidan 6rnegin verdigi cevabin farkli olmasidir. Karsilagtirma yapabilmek
icin bir seri ornek farkli yontemlerle analiz edildiginde bir antioksidan bilesigin bir
yontemle Olgiilen antioksidan kapasitesinin diger bir yontemle Ol¢iilene kiyasla
farkl: olabildigi gozlenmektedir; 6rnegin TEAC yontemi ile en yiiksek aktiviteyi
gosteren ornek FRAP ile seri iginde ikinci iiclincii siraya diisebilmektedir. Bu
nedenle de bir 6rnekte antioksidan kapasitesi tayini en az iki; tercihen {iig, dort
yontem kullanilarak yapilmalidir ve diger bilesiklerle karsilastirilmasi gereklidir
(Cetinytirek, 2012)

1.1. Serbest Radikaller, Oksidasyon ve Oksidatif Stres

Serbest radikaller herhangi bir biyokimyasal siire¢ i¢in dnemlidirler ve aerobik
yasam ve metabolizmanin 6nemli bir kismin1 temsil ederler (Panchawat, 2010).
Viicuttaki biyokimyasal reaksiyonlar, bazi hastaliklara yol agan, hiicrelere zarar
verebilecek 6nemli biyomolekiiller olan serbest radikalleri (reaktif oksijen tiirleri)
kacinilmaz olarak olustururlar (Bhatt ve Negi, 2012).

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron iceren yiiksek enerjili, stabil olmayan, diisiik aktivasyon enerjisine sahip,
kisa 6miirlii kiiciik molekiillerdir (Koca ve Karadeniz, 2013; Yavaser, 2011).
Serbest radikallerin reaktivitesi, eslesmemis elektronun bir elektron kazanma
isteginden kaynaklanir ve eslesmemis elektronlar biyolojik Gnemi olan bir¢ok
atomda bulunabilirler; oksijen, kiikiirt, karbon, hidrojen veya azot merkezli
radikaller olusabilir (Deaton ve Marlin, 2003; Delibas ve Ozcankaya, 1995).



Eslesmemis elektronlar, biiyiik bir reaktivite kazandirdiklar1 serbest radikallerin
protein, lipid, DNA ve niikleotid koenzimler gibi bir¢cok biyolojik materyale zarar
vermelerine neden olmaktadir. Bu zararin yaglanmayi tesvik ettigi ve ayrica kalp-
damar hastaliklar, cesitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama,
sinir sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga sebep olduguna, yararl
biyomolekiillerin fonksiyonlarini yitirmesine ve ayrica hasar gormiis ya da
yaglanan hiicrelerin daha fazla serbest radikal {irettigine dair bilgiler
bulunmaktadir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Giimiistas ve Atikeren, 2008; Koca
ve Karadeniz, 2013).

Insan viicudu enerji iiretmek igin oksijen ve hidrojeni kullanir. Enerji {iretimi igin
yakit olarak soludugumuz havadaki oksijene siirekli olarak ihtiyacimiz vardir.
Gerekli hidrojeni ise, aldigimiz gidalarin hiicrelerimizde emilmesi ve sindirilmesi
sonucunda iiretiriz (Anonim 10).

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin ¢ogu oksijene dayanir ve en dnemlileri
de oksijenden tiireyenlerdir (Delibas ve Ozcankaya, 1995; Ogiit ve Atay, 2012).
Oksijen, canli organizmalari olusturan molekillerin yapisina girmesi, besin
kaynagi olan maddelerde temel element olmasi, aerobik canlilardaki oksidasyon
rediiksiyon reaksiyonlarinda ve solunumda rol oynamasi nedeniyle onemlidir
(Kay1s, 2010). Insan yasamu icin ¢cok énemli olmasina karsin, normal metabolizma
sirasinda iretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme
potansiyeline sahiptir (Koca ve Karadeniz, 2013).

Metabolik siiregte atomlar elektron kaybedebilirler. Kaybedilen bu eslesmemis
elektronlar zaman zaman oksijen tarafindan kabul edilirler. Bu siire¢ oksidasyon
olarak adlandirilir, ¢iinkii bu olay oksijen tarafindan gergeklestirilmistir (Anonim
10). Oksidasyon, birgok canli organizmadaki biyolojik siirecin gergeklesmesi i¢in
gereken enerjinin iiretiminde temel bir gereksinimdir (Sen, 2011).

Oksidasyon siireci sonunda, serbest bir radikal olarak yeni bir reaktif oksijen
atomu meydana gelir. Bu tip serbest radikaller metabolizma siirecinde siklikla
tiretilirler ve reaktif oksijen tiirleri (ROS) olarak adlandirilirlar (Anonim 10).

Hiicrede (aerobik organizmalar) solunumla alman oksijenin %90’dan fazlasi
oksidatif fosforilasyonun merkezi olan mitokondrilerde elektron tasima zincirinde
(ETZ) enerji iiretimi i¢in suya doniistiiriilmek iizere tiiketilirken geriye kalan %]1-



3’1 reaktif oksijen tiirlerine (siiperoksit ve hidroksil radikali) doniisiir (Gilimiistas
ve Atukeren, 2008; Kayis, 2010; Ogiit ve Atay, 2012).

Serbest radikaller hiicrelerde normal metabolik yollarin isleyisi sirasinda
olusabildigi gibi, dig etkenlerin etkisiyle de olusmaktadir (Giimiistas ve Atukeren,
2008). Kirlilige maruz kalma, zararli giines 1sinlari, toksik maddeler, radyasyon ve
sigara gibi diger faktorler serbest radikallerin olusumuna neden olurlar. Bu
faktorlere siirekli maruz kalmak kontrol edilemeyen serbest radikallerin
olusumuna yol agar ve kronik hastaliklar artig gosterir (Anonim 10).

Serbest radikal hasarinin meydana geldigi en Onemli bolgelerden birisi ¢ift
tabakal1 fosfolipid yapidaki hiicre membranidir. Serbest radikal hasarinin meydana
geldigi diger bolgeler ise diisiik yogunluklu lipoproteinler, hiicre proteinleri ve
DNA’dir (Anonim 10).

1.1.1. Serbest Radikaller ile Tlgili Cahismalarin Tarihgesi

Moses Gomberg’ in caligmalar1 ile birlikte serbest radikallere ilgi baslamistir.
Moses Gomberg 1900 yilinda ilk olarak trifenilmetil (Ph3C) radikalinin varligini
ortaya koymustur. Ikinci Diinya Savasi (1939-1945) olaylar1 ise “serbest radikal
biyokimyasi”nin ortaya ¢ikisina dogrudan etkili olmustur. Ikinci Diinya
Savagi’nin son yilinda (1945) Hirogsima ve Nagasaki’ye atilan atom bombalari tiim
halk tizerinde agir Olimlere neden olmus ve hayatta kalanlarin yasam siiresi
kisalmigtir. Gershman ve Gilbert 1954 yilinda, oksijen zehirlenmesinin ve
iyonlastirict radyasyon hasarinin 6ldiiriicii etkilerinin reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) olusumu ile ilgili olabilecegini ileri stirmiislerdir ve 1960’11 yillarda reaktif
oksijen tiirlerinden biri olan siliperoksit radikalini bulmuslardir. O zamandan beri
serbest radikaller reaktif oksijen ve reaktif azot tiirleri (ROS ve RNS) olarak kotii
anlamda iin kazanmislardir (Auroma, 1998; Devasagayam vd., 2004).

1.1.2. Serbest Radikal Tiirleri

Halojen atomlar, oksijen metabolizmasi ara {irlinleri olan oksijen tiirleri, Cl veya
Br gibi tek atomlu yapilar, Na, K gibi alkali metal atomlari, bir orbitalinde tek
elektron bulunduran NO, NO; gibi atom kombinasyonlari radikaller olarak
siiflandirilmaktadir. Negatif yiiklii, pozitif yiiklii veya notral olabilen serbest
radikaller dis orbital konfigiirasyonunun yan1 sira termodinamik yapilar1 ve lokal
kinetik aktiviteleri géz dniinde bulundurularak degerlendirilir (Kayis, 2010).



Canli organizmalardaki 6nemli serbest radikaller, hidroksil (OHe), siiperoksit
(Oz¢ ), nitrik oksit (NOe) ve peroksildir (ROj¢). Peroksinitrit (ONOO ),
hipokloréz asit (HOCI), hidrojen peroksit (H,0.), singlet oksijen (*O,) ve ozon
(O5) serbest radikal degillerdir fakat canli organizmalarda kolayca serbest radikal
reaksiyonlarina yol agabilirler. “Reaktif oksijen tiirleri” terimi sadece OHs,
RO, NOe, ve O, radikallerini degil, radikaller gibi zincir reaksiyonlarin
baslatilmas ve/veya ilerletiimesinde yer alan, fakat radikal olmayan HOCI, ‘O,
ONOO , O3 ve H,0O; gibi bilesikleri de ifade ettiginden, bu tiirlerin hepsi i¢in
kullanilan genel bir terimdir (Auroma, 1998; Kumar, 2011).

Oksidatif strese neden olan belli baglh reaktif tiirler Cizelgel.1.’de listelenmistir.

Cizelgel.l. Oksidatif strese neden olan belli basli reaktif tiirler.

Radikal Olanlar Radikal Olmayanlar
Siiperoksit (O,* ) Hidrojen peroksit (H,0,)
) B Hidroksil (OHe) Hipobroméz asit (HOBr)
?g?:(e tr':c Oksijen Hidroperoksil (HO,¢) Ozon (O3)
(RCS) Lipid peroksil (LO3¢) Singlet oksijen (*0.)
Lipid alkoksil (LO¢) Lipid peroksit (LOOH)
Peroksil (RO2*) Peroksinitrit (ONOO )
Peroksinitrit (OONO )
Peroksinitroz asit
(ONOOH)
Nitroksil (NO )
Nitril kloriir (NO,CI)
Reaktif Azot Tiirleri Nitrik/Nitrdz oksit (NO+) | Nitrozil Katyonu (NO®)
(RNS) Azot dioksit (NO,e) Nitril katyonu (NO,")
Diazot trioksit (N,O3)
Diazot tetraoksit (N,Og)
Nitroz asit (HNOy)
AlKil peroksinitritler
(ROONO)
Reaktif Kloriir Tiirleri | Atomik klor (Cle) Eiﬁ?ﬁl((l)(r)ijra(slgc()ljg)c D
(RCS) Trikloro metil (CClse) .
Kloraminler

(Cihaner, 2009; Cetinyiirek, 2012; Yavager, 2011)



1.1.3. Serbest Radikallerin Kaynagi ve Olusum Mekanizmalari

Hiicrede ve cevrede siirekli olarak olusan serbest radikaller hem endojen hem de

eksojen kaynakli olabilirler. Serbest radikallerin baslica farkli kaynaklar1 asagida

listelenmistir.

Cizelgel.2. Serbest radikallerin kaynaklari.

Endojen Kaynaklar

Eksojen Kaynaklar

*  Mitokondrial elektron transport
zinciri

*  Endoplazmik retikulum

*  Arasidonik asit metabolizmasi

*  Redoks dongiisii

*  Fagositik hiicreler (monosit ve
makrofajlar vs.) ve endotelyal
hiicrelerdeki oksidatif
reaksiyonlar

*  Ksantin Oksidaz, NADPH
Oksidaz, Sitokrom Oksidaz vs.
enzimler

*  Lipid peroksidasyonu

*  Otooksidasyon reaksiyonlari

*  Metal katalizli reaksiyonlar

Diyet faktorleri (pisirme siirecinde
organik maddelerin yanmasi, alkol
ve sigara tiikketimi vb.)

Cevresel Faktorler (hava kirliligi,
endiistriyel atiklar)

[laclar, ksenobiyotikler, fungal
toksinler, bazi metal iyonlari,
asbest minerali

Zararl 1gmlar (UV, X-ray, gama
ray, mikrodalga)

Stres, heyecan gibi zihinsel
durumlar ve duygular

(Gumiistas ve Atukeren, 2008; Kumar, 2011; Sen vd, 2010)

Serbest radikallerin olusumu iki genel reaksiyon tiirii ile gerceklesir. Serbest

radikaller bir molekiildeki kimyasal bagin, homolitik veya redoks reaksiyonu ile

boliinmesiyle olusturulurlar.




i. Homolitik Béliinme

Iki tiir bilesigin/atomun ya da aym tiir iki bilesigin/atomun arasindaki kovalent
bag, bu bagi kirabilecek uygun sicaklik veya uygun enerjiye sahip 1s13a maruz
kaldiginda homolitik olarak ayrisir ve boylece serbest radikaller olusturulur.

)?—[AY — X + Y

ii. Redoks Tepkimesi

Kovalent baglar, ya bir akseptoriin donorden bir elektron almasi ya da bir
donoriin bir akseptore bir elektron vermesi ile gergeklesen elektron transfer
stireciyle redoks reaksiyonu ile kirilabilirler (Sen vd, 2010; Anonim 7).

X—Y —= X + Y

Serbest radikallerin verdigi kimyasal reaksiyonlar: kisaca 6zetleyecek olursak:

. Tek Molekiilli  Radikal Reaksiyonlar: 1k olusan radikaller
kararsizliklarindan dolayi, karsilastiklar1 bir diger radikal ya da molekiil ile

reaksiyona girmeden 6nce tamamen ayrisabilirler ya da yeniden diizenlenebilirler.

1. Radikal-Molekiil Etkilesimleri: Serbest radikaller, doymus organik bir
molekiildeki karbon atomundan ayrilan bir atomun yerine gecerek ya da
doymamis organik bir molekiildeki C=C bagma katilarak katilma tepkimesi
verebilirler. Ancak serbest bir radikalin radikal olmayan bir molekiil ile reaksiyona
girmesi sonucu ortaya ¢ikan iiriin, yeni bir radikal {irtindiir. Ciinkii bu reaksiyonlar
genellikle baslama, gelisme ve sonlanma basamaklarindan olusan zincir
reaksiyonlardir ve reaksiyonlarin bir kismi yeni bir dongili baslatabileceginden,

yeni bir radikal olusumuna yol agarlar.

Il. Radikal-Radikal Etkilesimleri: 1ki serbest radikal karsilastiginda,
kovalent bagli bir form olusturup birlesmek iizere eslesmemis elektronlarini
kullanabilirler; olusan iriin radikal degildir (Halliwell, 1996; Sen vd, 2010;
Auroma, 1998; Anonim 7).



1.1.4. Oksidatif Stres

“Oksidatif stres” terimi reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve antioksidan
savunma sisteminin dengesinin bozulmasi anlamina gelmektedir (Auroma, 1998;
Cakatay ve Kayali, 2006). Serbest radikaller ve reaktif karakterli maddeler ile bu
maddeleri tireten tim faktorler “prooksidan” olarak tanimlanir (Cetinyiirek,
2012). Oksidatif stres i¢in bir bagka deyisle “prooksidan/antioksidan dengesindeki
bozukluk” tanmimi da yapilabilir. Bu dengesizlik potansiyel hasarlara yol acar ve
siklikla “oksidatif hasar” olarak adlandirilir. Oksidatif hasarin artis1 sadece
oksidatif stresten kaynaklanmaz, ayrica sistemlerin yenilenmesi ya da
onartlmasindaki basarisizliktan da kaynaklanabilir (Halliwell, 2007).

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemi ile serbest radikaller arasindaki
dengenin durumuna bagli olarak farkli siddetlerde olabilir.

Normal kosullarda dinlenme sirasinda ve saglikli bir hiicrede ROS iiretimi devam
etmektedir. Fakat antioksidan savunma sistemleri tarafindan dengeli bir sekilde
“tamponlanmiglardir”. Bdylece iiretim ve ayrilma arasinda bir denge vardir ve
ROS diretiminde net bir artis yoktur. Bu ayni zamanda oksitlenmis
antioksidanlarin, ROS iiretimi ile birlikte ayn1 diizeyde yeniden iiretildigini (yani
indirgendigini) ifade eder.

Oy ‘0,
OH-

Antioksidanlar ROS

Oksidatif stres, antioksidan savunma sistemlerinin belirli bilesenlerindeki ya da
genelindeki azalmadan dolay1 ROS’nin iiretiminde higbir artig olmadan olusabilir.

Antioksidanlar

ROS



Yeterli antioksidan kapasiteye ragmen ROS iiretiminin artis1 antioksidan sistemi
bastirabilir.

Antioksidanlar

ROS

Oksidatif stresin en siddetli oldugu durum, hem antioksidan kapasitesinin azaldig1
hem de ROS iiretiminin artis gdsterdigi durumdur. Belirli hastalik kosullarinda bu
durum yasanur.

Antioksidanlar

L]

ROS

Oksidatif stresin varlig1 direkt oksidatif hasar anlamina gelmez. Yalnizca oksidatif
zararin belirtilerinin direkt 6l¢timii ile dogrulanabilirler (Christoper ve Marlin,
2003).

Serbest radikaller nedeniyle ortaya c¢ikan  oksidatif stres, belirli
hastaliklar/bozukluklar ile 6nemli Gl¢iide baglantilidir (Panchawat vd. 2010).
Saglikli aerob hiicrelerdeki bu reaktif tiirlerin olusumu antioksidan savunma
sistemleri tarafindan neredeyse dengelenmistir. Ancak bu denge miikemmel
degildir, bununla birlikte bazi reaktif tiirlerin neden oldugu hasarlar siirekli olarak
meydana gelmektedir (Halliwell, 2007).

1.2. Antioksidanlar, Antioksidan Savunma Sistemleri ve
Smiflandirilmalarn

Antioksidanlar, in vivo kosullarda olusan ve DNA’larin, lipidlerin, proteinlerin ve
diger biyomolekiillerin hasarina neden olan serbest radikallere (reaktif oksijen ve
azot tiirleri) kars1 aktivite gdsterip onlart siipiiriirler ya da olusumlarini engellerler
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(Halliwell, 1996). Antimikrobiyaller ise, mikroorganizmalari oldiiren ya da
gelisimlerini engelleyen ajanlardir (Anonim 4).

Klinik ve besin literatiiriinde serbest radikaller ve antioksidanlar oldukga
tartistlmistir. Antioksidanlar, in vivo kosullarda olusan ve DNA’larin, lipidlerin,
proteinlerin ve diger biyomolekiillerin hasarina neden olan reaktif oksijen ve azot
tirlerine karg1 aktivite gosterirler, olusumlarimi engellerler ya da oksitleyici zincir
reaksiyonlarinin baglamasini ya da ilerlemesini Onleyerek diger molekiillerin
oksidasyonunu engellerler. Bdylece insan viicudundaki oksidatif zarari
azaltabilirler. Antioksidanlar reaktif oksijen (ROS) ve azot (RNS) tiirlerinin
olusumunu engellemek veya onlar1 ortamdan uzaklastirmak igin gereklidirler
(Halliwell, 1996; Ismail vd., 2004).

Reaktif oksijen tiirlerine karsi viicuttaki organ sistemlerinin ve hiicrelerin
korunmasi i¢in, viicutta oldukca gelismis ve kompleks “antioksidan savunma
sistemleri” mevcuttur (Percival, 1998). Fizyolojik kosullar altinda, insan
viicudunda reaktif oksijen tiirlerinin fazlasini elimine eden siiperoksit dismutaz
(SOD), katalaz (CAT), glutatyon peroksidaz (GPx), glutatyon (GSH) gibi diger
endojen savunma sistemleri bulunur. Ancak endojen antioksidan savunma
sistemlerimiz, canli organizmalarda pek ¢ok antioksidan mekanizmasinda énemli
bir rol oynayan vitaminler, mineraller, karotenoidler ve polifenoller gibi eksojen
kaynakl1 indirgen bilesikler olmadan goérevlerini tam olarak yerine getiremezler ve
yas ilerledik¢e diislis gosterirler. Bu nedenle, oksidasyon lehine bir redoks
durumunu temsil eden oksidatif strese karst korunmak amaciyla eksojen
antioksidanlara da siirekli olarak ihtiyag vardir (Bouayed ve Bohn;
2010;Benbrook, 2005). Tiim aerobik organizmalar tarafindan kullanilan bu
savunma mekanizmalari, oksidasyonu onlemek/serbest radikalleri notralize etmek
icin enzimatik ya da nonenzimatik olabilecek, hem endojen hem eksojen bazli,
sinerjik (ROS zehirli etkilerini gidermek tiizere birlikte hareket edilmesi) ve
interaktif fonksiyonlar1 olan antioksidan savunma sisteminin bir kismim kullanir
(Gruzdiene vd., 2005; Percival, 1998).

Dokularda antioksidan savunma ajanlarinin ¢esitliligi, ROS zehirli etkilerini
gidermek iizere birlikte hareket edilmesinde, oksidatif stres ile basa ¢ikmak igin
gelismistir (Atalay ve Lappalainen, 2015).
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Antioksidanlar, oksidanlarin biyolojik hedeflerle reaksiyona girmesini, radikal
zincir reaksiyonlar1 olusturmalarim1 ya da oksijenin oldukca reaktif iriinlere
doniismesini Onleyerek serbest radikallerin verecegi hasari en aza indirmeye
calisirlar (Cihaner, 2009).

Antioksidanlar sentetik olarak elde edilebilirler ya da viicudumuzda ve bitkilerde
dogal olarak bulunabilirler. Dogal antioksidanlar:

Katalitik aktivitelerine gore enzimatik ve non-enzimatik olarak incelenirler.
Enzimatik antioksidanlar, hiicre ve organ lokalizasyonlarinin 6zgiilligii ve metal
(Cu, Zn, Mn, Fe ve Se) kullanimlar1 araciligiyla belirli ROS tiirlerine karsi
yonlendirilmis etkilerinin yiiksek segicilikleri ile karakterize edilirler. Bu
antioksidanlarin tipik tiyeleri stiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GPO), glutatyon rediiktaz (GR), glukoz 6-fosfat dehidrojenaz (G6PD),
askorbat-glutatyon dongiisiiniin tiim enzimleri ve transferazlardir. Nonenzimatik
antioksidan savunma sistemi ise, karotenoidler (B-karoten, likopen, lutein,
zeaksantin), vitaminler (A, C, K ve E), mineraller (Se, Zn), askorbik asit (AA),
indirgenmis glutatyon (GSH), a-tokoferol, flavonoidler, organosiilfiir bilesikleri
(allium, allil siilfit, indoller), diisiik molekiil agirlikli antioksidanlar (GSH-Px, {irik
asit), antioksidan ko-faktorler (ko-enzim Quo), polifenoller ve digerleri gibi boyle
antioksidanlar tarafindan ifade edilmislerdir. Yukaridaki tim bilesikler ROS’ni
enzimatik ya da nonenzimatik olarak noétralize edebilirler (Yilmaz, 2010).
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ANTIOKSIDANLAR
. DOGAL SENTETIK
ANTIOKSIDANLAR ANTIOKSIDANLAR
ENZIMATIK ENZIMATIK
OLANLAR OLMAYANLAR
|
« Siiperoksit Mineraller Karotenoidler . BHT
dismutaz (SOD) = Cinko | B-karoten . BHA
* Selenyum 1 I Likopen . Trolox
. Katalaz (CAT) . gakl?  Lutein - Cesitli selat
* pemir
 Bakir olusturucu
= maddeler
* Glutatyon Kofaktorler
peroksidaz — [ *Koenzim Q10
Vitaminler
* Glutatyon S '\Yf‘amm CA
transferaz ° Vitamin = P
* Vitamin E Dl.l.suk. Mol
« Vitamin K Kiitleli
* Glutatyon —Antioksidanlar
rediiktaz (GR) « Glutatyon
» Urik asit
* Glutatyon-6- Organosiilfiir
fosfat Bilesikleri 0 Riloct
dehidrogenaz . AII?I it -|_Fenolik Bilesikler

Sekil 1.1. Antioksidan bilesiklerin siniflandirilmasi

Antioksidan savunma sistemlerinin simiflandirilmas: heniiz miikkemmel bir sekilde
ayrintilandirilmig degildir ve kapsamli bir ¢alisma girisiminde bulunulmamustir.
Bu nedenle bu sistemlerin ulusal siniflandirma kategorisi simdiye dek mevcut
olmamustir. Fakat c¢esitli 6zelliklerine gore ¢ok sayida smiflandirma caligmalar
vardir. Bu smiflandirmalardan birisi Sekil 1.1°de goriilmektedir (Pradedova vd.,
2010).

Yukarida bahsettigimiz genel siniflandirmadaki antioksidanlar ayrica; hidrofilik
(askorbik asit, iirat, flavonoidler), hidrofobik (B-karoten, a-tokoferol), direkt etkili
(SOD, CAT), endirekt etkili (vitamin E), diisiik molekiiler agirlikli (poliaminler,
GSH, askorbik asit (AA), a-tokoferol, A, K ve P vitamin gruplan), yiiksek
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molekiiler agirlikli (SOD, seroluplazmin, katalaz, glutatyon bagimli enzimler,
albuminler, ferritinler, laktoferrin), metal baglayic1 (seruloplazmin, ferritin,
laktoferrin, albumin) ve katalizér olanlar seklinde gruplandirilabildigi gibi,
membran (vitamin A ve E, B-karoten), dolasim (vitamin C, aminoasitler ve
polifenoller), sitosol (ko-enzim Q10) ve sistem (Se, Zn) antioksidanlar1 seklinde
de simiflandirilmaktadir (Yilmaz, 2010; Percival, 1998).

Enzimatik ve nonenzimatik yapilardan olusan antioksidan savunma sistemleri
etkilerini baslica ii¢ sekilde gosterirler;

1) Serbest radikal olusumunun engellenmesi

i.  Baslatici reaktif tiirevleri uzaklastirarak
ii.  Oksijeni uzaklastirarak veya konsantrasyonunu azaltarak
iii.  Katalitik metal iyonlarin1 uzaklagtirarak (selatlayici metal iyonlari)

2) Olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesi

i.  Toplayict etki: ROS’lerini etkileyerek onlart tutmaya ve daha az
reaktif bagka molekiillere ¢evirmeye yonelik etki (enzimler).

ii. Bastiric1 etki: ROS’leri ile etkilesip onlara bir proton ekleyerek
aktivite kaybina neden olan etki (flavonoidler, vitaminler).

lii.  Zincir kiric etki: ROS’lerini ve zincirleme reaksiyon baslatacak olan
diger maddeleri kendilerine baglayip reaksiyon zincirini kirarak
fonksiyonlarint 6nleyici etki (hemoglobin, seroplazmin, mineraller,
vitaminler).

3) Serbest radikallerin olusturdugu hasarlarin onarilmast

I.  Onarict etki: ROS’lerinin DNA, protein ve hiicre membraninda
olusturdugu hasarlart onarici etki (Kayis, 2010).

1.2.1 Dogal Antioksidanlara Ornekler

Dogal antioksidanlar endojen ve eksojen kaynakli olabilirler (Aydemir ve Karadag
Sari, 2009). Bitkiler, hayvansal iriinler (peptitler, aminoasitler, karotenoidler),
enzimler (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz, katalaz) ve bazi
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mikroorganizmalar en Onemli dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda yer
almaktadir (Hall, 2001).

Dogal antioksidanlarin etkinlikleri genel olarak radikal reaksiyonlarda fenolik
hidrojeni igermeleri, radikal reaksiyonlar boyunca kararliliklar1 ve yapilarindaki
kimyasal siibstitiie gruplarin varligina baglidir (Hall, 2001).

1.2.1.1. Siiperoksit dismutaz (SOD)

Stiperoksit Dismutaz (SOD) siiperoksit anyon radikallerinin dismutasyonunu
molekiiler oksijen ve hidrojen peroksite doniistimii reaksiyonunu katalizleyen bir
enzimdir. Bu nedenle, nerdeyse oksijene maruz kalan tiim hiicrelerde 6nemli bir
antioksidan savunma sistemidir. Siiperoksit dismutazlar molekiil agirligi 17-85 k
DA araliginda olan metalloenzimlerdir. SOD enzimi oksijeni metabolize eden tiim
hiicrelerde bulunur. Oksijen toksisitesine Karsi 6nemli bir koruyucudur. SOD’nin
fonksiyonu aerobik organizmalar: siiperoksitin zararh etkisine karsi korumaktir.
Stiperoksit radikallerinin, H,O, ve oksijene hizlica dismutasyonunu katalize eder.
SOD Katalitik aktivitesi cok yiiksek olan bir enzimdir (Ozdemir, 2011).

Stiperoksitin SOD katalizli dismutasyonunu asagidaki gibi yazabiliriz:
M™Y*-SOD+0, ~—> Mn'-SOD +0;,
Mn*-SOD + O, +2H' —* M®™* _SOD + H,0,
Burada, M = Cu (n=1) : Mn (n=2) : Fe (n=2) : Ni (n=2)olabilir (Anonim 11).

S0D
Toplamda, O, + O, + 2H" —* H,0, + O, seklinde ifade edilebilir.
(Ozdemir, 2011)

SOD enzimi birka¢ yaygin formda bulunur: Bunlar kofaktdr olarak bakir ve ¢inko,
ya da mangan, demir veya nikel icerirler. Bu nedenle metal kofaktorlerine bagl

olarak ti¢ 6nemli siiperoksit dismutaz grubu vardir (Anonim 11).

(a) Bakir ve Cinko iceren dismutazlar (Cu, Zn-SOD) genel olarak okaryotik
hiicrelerin sitozoliinde ve kloroplastlarda bulunur. Tek disiilfit bag: ile birbirine
bagli iki ayni alt birimden olusur ve alt birim bagina birer ¢inko ile bakir igerirler.
Enzimin etkinligi i¢in bakir mutlaka gerekli iken ¢inko; Co®*, Hg?*, Ca®" ile yer
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degistirebilir. Dismutasyon bakir ile siiperoksit radikali arasindaki etkilesimle
basarihr (Ozdemir, 2011).

(b) Demir ve Mangan iceren dismutazlar (Mn—SOD, Fe-SOD) prokaryotlarda ve
mitokondri matriksinde bulunur. Birbirinin ayn: iki alt birimden olusan ve her alt
birimde bir atom Mn ya da Fe igeren dismutazlardir (Ozdemir, 2011).

(c) Nikel igeren dismutazlar (Ni-SOD) prokaryotlarda bulunur (Anonim 11).

1.2.1.2. Glutatyon peroksidaz (GPx)

Glutatyon Peroksidaz organik hidroperoksitlerin (lipit hidroperoksitler, DNA
hidroperoksitler) veya hidrojen peroksitin GSH tarafindan indirgenmesi
tepkimesini katalizler.

GPx
H:0: + 2 GSH —— 2 H:0 + G886

GPx
ROOH + 2 GSH——— ROH + GS5G + H.0

Iki 6nemli Glutatyon Peroksidaz enzimi tiirii vardir. Selenyum bagl (selenosistein
kovalent olarak bagli) GPx hem organik hidroperoksitler hem de hidrojen
peroksitlerle aktivite gosterir. Selenyum bagimsiz Glutatyon Peroksidaz ise
hidrojen peroksit ile ihmal edilebilir bir aktiflige sahip olup sadece organik
hidroperoksitleri rediikler (Knapen vd., 1999).

Tetramerik bir enzimdir. Solunum sirasinda serbest radikal hasar1 sonucu fagositik
hiicrelerin zarar gormesini engeller. GPx aktivitesindeki azalma, hidrojen peroksit
birikmesine ve hiicre hasarina yol agar. GPx, hem lipit peroksidasyonunun
baslamasin1 oOnler, hem de lipit peroksidasyonu sonucu olusan lipit

hidroperoksitlerin metabolizmasini saglar (Anonim, 2012).
1.2.1.3. Glutatyon rediiktaz (GR)

Glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz vasitasiyla hidroperoksit ya da hidrojen
peroksitlerin indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar
indirgenmis formuna (GSH) doniisimiini katalizler. NADPH bagli (elektron
kaynagi olarak NADPH’1 kullanir) bir flavo enzimdir (Yavaser, 2011; Antmen,
2005; Pai ve Schulz, 1983).
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GR
GSSG + NADPH —— 2GSH + NADP

Rediikte glutatyonun (GSH) yiiksek konsantrasyonu ve okside formun (GSSG)
diisiik diizeyleri hayvanlarin yagsam igin gereklidir. Gerekli GSH/GSSG (yaklasik
300/1) oranlar1 glutatyon rediiktaz ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz enzimleri
tarafindan saglanir. NADPH’in G6PD ile iiretimi de oksijen hasarinin tamirinde
gerekli biyosentetik siireglerde 6nemli olabilir (Erenel vd, 1992; Pai ve Schulz,
1983).

Lipit-OOH GSH NAPD G6P
veya HyOy \ / \ / \ /

GSH peroksidaz GSSG rediiktaz G6rD
Lipit-OI1 / \ / \ / \

veya HyO GSSG NADPH Glukuronat

(Erenel vd, 1992)

1.2.1.4. Katalaz (CAT)

Katalaz, her alt biriminde ferriprotoporhidrin (Fe**-Hem) grubu igeren (her birimi
60 kDa) 6zdes dort polipeptit zincirinin (her biri 500 aminoasit uzunlugunda)
diizenlenmesi ile olugsmus tetramerik bir enzimdir ve yaklasik 240 kDa molekiiler
agirliga sahiptir (Mates vd., 1999; Anonim 6).

Katalaz dogada en ¢ok bitkilerde olmak iizere nerdeyse oksijene maruz kalan tiim
canli hiicrelerde bulunur ve yiiksek bir aktiviteyle calisir. Ciinkii oksijenli
solunumda siirekli H,O, iiretimi meydana gelir ve bu madde hiicre i¢in son derece
toksik bir madde oldugundan hizla ortadan kaldirilmasi gerekmektedir (Seriner ve
Bilgin, 2012; Anonim 6; Anonim 8). Katalazin temel fonksiyonu molekiiler
oksijen varliginda metabolizmanin bazi kademelerinde sentezlenen H,0, ve
ROOH gibi peroksitlerle ¢ok hizli reaksiyona girerek 0Ozellikle membranlarda
olusturabilecekleri geri doniisiimsiiz hasarlar1 engellemek i¢in su ve molekiiler
oksijene ayrigmalarini katalizler. Bundan dolayr oksijen radikalinin toksik
etkilerine karsi hiicresel bilesiklere verilebilecek zararlari 6nleyen koruyucu bir
enzimdir (Seriner ve Bilgin, 2012; Lee vd., 2003; Anonim 6).
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CAT
2 H202 — 2 HQO + 02

ROOH + AH, % H,0 + ROH + A

CAT, hidrojen peroksiti substrat olarak, hem elektron alicist hem de elektron
vericisi olarak kullanmaktadir (Seriner ve Bilgin, 2012).

Icerdigi 4 porfirin hem (demir) grubu hidrojen peroksit ile reaksiyona girmeyi
saglar. Reaksiyonlarin devamimin saglanmasinda ¢ok onemli bir enzimdir
(Anonim 6).

Katalaz, hidrojen peroksitin olusumuna karsi hiicreleri korur. Buna ragmen normal
kosullar altinda bazi hiicrelerde gerekli degildir. Hiicre yanit adaptasyonunda
oksidatif strese karsi tolerans yetenegini kazanmada O6nemli bir role sahiptir
(Mates vd., 1999).

Katalaz ayrica formaldehit, formik asit, fenoller, asetaldehit ve alkolleri igeren
toksinler ve ¢esitli metabolitlerin H,O, tarafindan asagidaki reaksiyon geregince
oksidasyonunu da katalizler (Anonim 6).

H202+ H2R — 2H20 +R
1.2.1.5. Askorbik asit (Vitamin C)

Suda ¢dziinen bir antioksidandir. Insanlarda ve bazi primatlarda sentezlenemez,
diyet ile alinmasi gereklidir. Turunggillerde, sebzelerde ve meyvelerde bol
miktarda, balik ve siitte ise az miktarlarda bulunur (Igbal vd., 2004).

Vitamin C bir elektron dondriidiir, bu nedenle indirgeyici ajandir. Tiim bilinen
fizyolojik ve biyokimyasal etkileri bir elektron donoérii olarak etki etmesi
nedeniyledir. Antioksidan olarak isimlendirilir, ¢iinkii elektron vererek diger
bilesiklerin oksitlenmesini 6nler. Ancak, bu reaksiyonun dogasi geregi bu siirecte
kendisi de oksitlenir (Padayatty vd., 2003)..

C vitamini bir elektron kaybettikten sonra olusan tiir semidehidro askorbik asit ya
da askorbil radikali olarak adlandirilan serbest bir radikaldir. Diger radikaller ile
karsilagtirildiginda goreceli olarak daha kararli ve reaktivitesi oldukca diistiktiir.

Bu 6zellik C vitamininin ni¢in antioksidan olarak tercih edildiginin agiklayicisidir.
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Basit bir ifadeyle, reaktif ve muhtemelen zararli bir serbest radikal askorbik asit ile
etkilesir, reaktif radikal indirgenir ve olusan askorbil radikali daha az reaktiftir.
Kimyasal 6zellikleri nedeniyle askorbik asit iyi bir radikal siipiiriiciidiir (Padayatty
vd., 2003).

1.2.1.6. Tokoferol (Vitamin E)

Sadece bitkilerde sentezlenen ve yagda ¢6ziinen bu vitaminin a, f, v, 6 olmakiizere
dort farkli tokoferol formu bulunur. Biyolojik olarak en yaygin ve en aktif E
vitamini sekli olan d-a-tokoferoldiir (Antmen, 2005; Anonim, 2005).

Rs

3

R,
o-tokoferol R;=R;=R:= CH; v-tokoferol R =R;=CHi; Rs=H
p-tokoferol R;=R3;=CH;;:R;=H  0-tokoferolR;=R;=R3s=H

Tokoferol (Vitamin E) (Anonim 2)

Vitamin E bulundugu biyolojik ortamlardaki serbest radikal tiirlerini toplayarak
peroksidasyonun erken doneminde zar fosfolipitlerindeki ¢oklu doymamis yag
asitlerini korumada oksidatif strese karsi ilk savunma hattin1 olusturur. Bir diger
yol ile de singlet oksijen, siiperoksit ve daha ¢ok hidroksil radikallerini indirger.
Bu islevini peroksidasyon reaksiyon zincirini sonlandirarak gergeklestirir. Uzunca
bir siire vitamin E’nin antioksidan aktivitesinin sadece bu reaksiyonun zincirini
sonlandirarak gergeklestirdigi kabul edilmesine karsin bugiin vitamin E’nin radikal
giderme, baskilama, onarma ve endojen savunmayi artirma mekanizmalarinin
timini kullanabildigi, bu nedenle ¢ok hizli ve genis bir antioksidan etki
kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir (Diindar ve Aslan, 1999).

1.2.1.7. Koenzim Q

Giliniimiizde antioksidan 6zellikleri uzun zamandan beri bilinen vitamin C ve E
(hiicre duvarmi korumakta), a,B-karoten, likopen, lutein gibi karotenler, siilfiirlii

bilesikleri igeren tioller (hiicre i¢ini korumakta), flavonoidler (DNA, elastin ve
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kollajen fibrillerini korumakta) ve organizma tarafindan iiretilen endojen
antioksidanlardan  olan  katalaz = gibi  enzimler  siralanabilmektedir.
Yukarida belirtilen antioksidanlara ilave olarak, hiicrelerdeki enerji iiretiminde
kilit enzimatik noktalarda gorev yapan, her hiicrede bulunabilen, vitamin benzeri
ve yagda c¢oOziinebilen bagka bir antioksidan daha mevcuttur. S6z konusu bu
antioksidan ilk kez 1957 yilinda kalp mitokondriumundan izole edilmis ve 1 kinon
ve 10 izoprenil grubu icerdiginden Koenzim Q10 (KoQ10) olarak adlandirilmistir
(Kavas ve Kinik, 2011; Overvad vd., 1999; Ercan ve El, 2010).

Koenzim Q10

Koenzim Q10 (KoQ10; Ubikinol-10 ve/veya Ubikinon-10) hiicredeki enerji
iiretimi sirasinda kilit enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak gorev yapan, her
hiicrede bulunabilen, yagda ¢6ziinen, vitamin benzeri bir bilesiktir. Membran
stabilitesinin saglanmasinda, enerji doniisiimiinde ve ATP iiretiminde rol oynar.
Koenzim Q10 (KoQ10) biyolojik dokularda biyokimyasal olarak hem indirgenmis
formda (ubikinol-10) hem de okside formda (ubikinon-10) bulunan bir redoks
molekiiliidiir.

Koenzim Q10 oksijen kaynakli radikaller ve singlet oksijen ile etkileserek lipit
peroksidasyonunun baglamasini ve biyomolekiillerin zarar gérmesini engeller.
Serbest radikallerle ara {iriin olarak gorev yapar ve elektron rediiksiyon
reaksiyonuna maruz kalir. Stabil karakterli olmayan serbest radikaller ubikinondan
gelen bir elektronla stabil hale gelir. Koenzim Q bu ozelligiyle 6nemli bir
antioksidandir.  Ubikinol-10, a-tokoferol gibi plazmada bulunan diger
antioksidanlarla karsilastirildiginda diisiik konsantrasyonlarda olmasina ragmen,
plazma oksidanlara maruz kaldiginda ilk tepkimeye giren antioksidandir. Koenzim
Q10 aynm1 zamanda diger antioksidanlarin dejenerasyonunda gorev alir (Ercan ve
El, 2010).
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1.2.1.8. Mineraller

Cesitli mineraller ya antioksidan bir enzimin parcasi olarak ya da tek baslarna
antioksidan etki gostermektedir. Antioksidan oOzellik gdsteren minerallerden
selenyum, bakir ve mangan, serbest radikalleri yok etmek icin bir enzimle
birlesmektedir. Bakir (Cu), Selenyum (Se), Mangan (Mn), Demir (Fe) ve Cinko
(Zn) gibi mineral maddeler O6zellikle siiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon
peroksidaz gibi enzimlerin aktivasyonu i¢in gerekli olurken, bakir ve demir
membran lipidlerinde olusan serbest radikallerin reaksiyonuna katilmaktadir
(Kavas ve Kinik, 2011).

1.2.1.9. Karotenoidler

Karotenoidler, bitkiler ve bakteriler tarafindan sentezlenen fakat hayvanlar
tarafindan sentezlenemeyen pigmentli bilesiklerin bir smifidirlar. Sebze ve
meyveler karotenoidlerin 6nemli kaynaklaridir. Dogada 600’den fazla karotenoid
tiirli tespit edilmistir. Ancak yalnizca yaklasik 40 tanesi tiiketilen besinlerde
mevcuttur. Bunlari % 90’1 B-karoten, a-karoten, likopen, lutein ve kriptoksantin
bilesiklerini igerir (Rao ve Rao, 2007).

N N o-karoten
T R R e S T S S B-karoten
T R R R e T e R lutein
T T R T T T kriptoksantin
e
R R R i e S T T S \? likopen

Yaygin karotenoid tiirlerinin molekiil yapist (Anonim 1)
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Karotenoidlerin, singlet oksijeni ve diger reaktif oksijen tiirlerini siipliren ¢ok
etkili bir ajan olduklar1 bilinmektedir (Fiedor ve Burda, 2014).

1.2.1.10. Fenolik bilesikler

Bitkilerin antioksidan ozellikleri esas olarak igerdikleri fenolik bilesiklerden
kaynaklanmaktadir. Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin ¢ogu ayrica antimikrobiyal
nitelige de sahiptirler (Bhatt ve Negi, 2012). Fenolik bilesikler bitkiler aleminde
olduke¢a genis bir yer kaplamaktadirlar ve bitkilerde (dogal) en ¢ok bulunan ikincil
metabolitlerdir (Dai ve Mumper, 2010).

Fenolik bilesikler bir ya da daha fazla hidroksi grubu tasiyan bir ya da daha fazla
aromatik halka ile birlikte 8000’in lizerinde yapisal degisiklik gosterirler ve genel
olarak fenolik halkalarin sayist ve bu halkalara bagli yapisal elementler baz
almarak flavonoidler, tanninler, stilbenler, kumarinler, kinonlar ve fenolik asitler
kategorize edilmislerdir (Huang vd., 2009).

Fenolik bilesikler ortak bir o6zellik olarak siibstitiie hidroksil grubu olan bir
aromatik halkadan en azindan bir tanesine sahiptirler. Bir diger 6zellikleri siklikla
seker ya da protein olmak {lizere diger molekiillere bagli olarak bulunmalaridir.
Fenolik bilesiklerin serbest formlar1 bitki dokularinda olusur.

Fenolik bilesikler farkli yollarla smiflandirilmislardir, ¢ilinkii basit molekiiller ile
yiiksek derecede polimerize olmus bilesikler araligindaki heterojen yapilarin
biiyiik bir kismin1 olustururlar (Lourdes Reis Giada, 2013).

Karbon zincirine gore fenolik bilesikler Cizelgel.3.”deki gibi siniflandirilabilir.
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Cizelgel.3. Karbon zincirlerine gore siniflandirilmis fenolik bilesikler.
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Cizelge 1.3. (devam)

Cis Betasiyaninler
Biflavoniller
. . Bu simuflardaki
Dimer Lignanlar antioksidanlar yukarida
Oligomer Lianinler belirtilen monomer
9 g antioksidanlarin dimerleri,
. . oligomerleri ya da
Taninler . .
Polimer polimerleridirler.
Filobafenler

(Lourdes Reis Giada, 2013; Vermerris ve Nicholson, 2009)

Basit fenoller: Substitiie fenollerdir. Fenollerin serbest radikallere hidroksil
gruplar1 aracilifiyla H atomu transfer ederek organik materyallerin oksidasyon
hizini azalttiklar1 bilinmektedir.

Fenolik antioksidanlarin asagidaki reaksiyonda olusan kararli radikali (1),
genellikle dioksijen ya da substratlara karsi reaktif degildir (2,3) ve oksidasyona
devam edemezler.

ArOH + ROO® T}ArO' + ROOH

1)
L k 5‘ L
ArO* + 0, —2TE L AH=0)00 @)
. k L]
ArO® + RH 22, ArOH + R 3)

Birbirleri ile biomolekiiler olarak (4) ya da bir diger ROO radikali ile reaksiyona
girerek (5) bozunurlar (Foti, 2007)

ArO" + ArO® — M, iriinler )
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ArO* + ROO*® ﬂ radikal olmayan tiriinler (5)

Fenolik asitler: Bir fenolde siibstitie olmus bir karboksil grubu varligi ile
karakterize edilirler. Bitkilerdeki en basit bilesenlerdir (Vermerris ve Nicholson,
2009; Meral vd., 2012).

Fenolik asitler beslenmede fenolik bilesiklerin yaklasik tigte birini olustururlar.
Fenolik asitler ve esterleri, 0zellikle de hidroksibenzoik asit, hidroksisinnamik asit,
kafeik asit ve klorojenik asidin yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
bilinmektedir. Fenolik asit ve esterlerinin antioksidan aktivitesine katkida bulunan
diger karakteristik oOzelliklerine ragmen antioksidan aktiviteleri genellikle
molekiildeki hidroksil gruplarinin sayist ile belirlenmistir. Genel olarak,
hidroksillenmis sinnamik asit, benzoik asitten daha etkilidir (Lourdes Reis Giada,
2013).

Sinnamik asitler: Bitkisel kaynaklardan izole edilmis ya da sentezlenmis sinnamik

asit tlirevlerinin, antioksidan, antitimor, antimikrobiyal ve antimikobakteriyal
ozellikleri iyi bilinmektedir. Sinnamik asit tiirevlerinin 6zellikle hidroksil gruplar
ile kombinlenmis sinamoil kismi, giiglii serbest radikal siipiirme 6zelligi gosterir.
Sinnamik asitin esterlerinin, amidlerinin, asitlerinin ve hidrazidlerinin halk saglig:
literatiiriinde bu aktiviteleri rapor edilmistir. Ozellikle p-kumarik asit ve 4-
hidroksi-trans-sinnamik asitin, diisik yogunluklu lipoprotein oksidasyonu
minimize ederek reaktif oksijen tiirlerini siipiiriicii antioksidan aktivite gostermistir
(Pontiki vd., 2014.).

Kumarinler: Kumarinler bitkilerde serbest ya da glikozitleri halinde
bulunmaktadirlar. Serbest kumarinler bitkilerden petrol eteri, benzen, kloroform
veya eter ile ekstrakte edilir. Glikozitleri ise, metanol, etanol veya etanol-su
karigimu ile ekstrakte edilmektedirler (Isik, 2005).

Flavonoidler: Sari renkli olmalar1 nedeniyle latince ‘sar1’ anlamina gelen ‘flavus’
sOzcugiinden tiiretilerek ‘flavonoid’ adini almiglardir. On bes karbonlu 2-fenil
benzopiron (difenil propan) yapisi (Cg-C3-Cg) gosterirler. Bu yapilart nedeniyle
polifenolik bilesikler olarak kabul edilirler (Kahraman, 2002). Fenolik bilesiklerin
4000 den fazlast bu gruptadir. Iskelet yapilarmin farkli olmasina gore baslica
flavonlar, flavonoller, flavanonlar veya flavanonoller, flavanoller, antosiyaninler,
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kalkonlar, izoflavonoidler, neoflavonoidler ve biflavonoidler olmak {izere
smiflandirilmiglardir (Huang vd., 2009).

Bitkisel gidalarda bol ve yaygin olarak bulunurlar, bitkilerin ikincil
metabolitlerindendirler.

Flavonoidlerin antioksidan ve serbest radikal yakalama &zelliklerinin yapilarinda
bulunan ii¢ gruptan ileri geldigi 6ne siiriilmektedir. Bu yapisal gruplar sunlardir:

Flavonoidlerin genel molekiil yapisi

1. B halkasindaki 3’,4’-dihidroksi grubu (radikal hedef yeri) elektron
delokalizasyonuna etki ederek antioksidan etkiyi saglar ve daha yiiksek
kararhlikta flavonoid radikalinin (FI-O") olusumuna katkida bulunur. Bu
kararli radikal de bir diger serbest radikal ile tepkimeye girerek kararli 3°,4’-
dikononlar1 (Fl-kinon) olusturur (Yavaser, 2011).

OH o
fjw e
FI Fl
FI-O°

FI-OH
o . fe}
ﬁ OH bRH % e
FI . Fi
FI-O Fl- kinon

A ve C halkalarinin siibstitiisyonunun serbest radikalleri siipiirmelerindeki
etkisi az iken, B halkasinin hidroksil konfigiirasyonu serbest radikal tiirlerinin
stiptiriilmesinde en 6nemli faktordiir (Prochazkova vd., 2011).

2. C halkasindaki 4-keto grubu ile 2-3 ¢ift bagi B halkasindaki radikalin

delokalizasyonunu arttirir. Antioksidan gii¢, aromatik cekirdegin elektron
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delokalizasyonuna baghdir. Bu bilesikler serbest radikaller ile reaksiyona
girdiginde iiretilen fenoksil radikalleri aromatik ¢ekirdegin rezonans etkisiyle
kararli hale getirilir. 2-3 ¢ifte bagi, tiim molekiildeki rezonansi arttirir
(Yavaser, 2011).

3.  C halkasimnin 4-keto grubu ile beraber C ve A halkalarindaki 3. ve 5.
pozisyondaki hidroksil gruplart maksimum radikal siiplirme potansiyeli i¢in
gereklidir (Yavaser, 2011).

Ayrica B halkasindaki katekol kisim, C halkasindaki 3-hidroksil ve 4-keto
gruplart ve C ve A halkasi arasindaki 4-keto ve 5 hidroksil gruplari
flavonoidlerin metalleri baglama bolgeleri oldugu o6One siiriilmiistiir
(Prochazkova vd., 2011)..
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Tanninler: Molekiiler agirliklart 500 ile 4000 D arasinda degismekle birlikte suda
¢Oziinen polifenolik bilesiklerdir. Genel olarak 2 sinifta kategorilenmiglerdir:
hidrolize tanninler (gallo- ve elagi- tanninler) ve kondense tanninler
(proantioksiyanidinler). Tanninler genellikle alkaloidler, polisakkaritler ve
proteinlerle birlesmis olarak bulunurlar (Huang vd., 2009).

Tanninlerin antioksidan aktivitesi, flavonoidlerinkinden ¢ok daha az olarak
belirlenmesine ragmen, son zamanlarda yapilan aragtirmalar antioksidan
aktivitelerinin polimerizasyon dereceleri ile ilgili oldugu gortlmistir (Lourdes
Reis Giada, 2013).

1.2.2. Sik Kullanilan Antioksidanlara Ornekler
1.2.2.1. Sentetik antioksidanlar

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT) (2,6-di-tert-biitil-metil fenol ya da 2,6-di-tert-
biitil-toluen) antioksidan 6zellikleri bakimindan yararli olan, kimyasal olarak fenol

tirevi lipofilik organik bir bilesiktir. Beyaz kristal goriiniimiindedir (Anonim,
2015; Cakmake1 ve Gokalp, 1992).

CH; OH CHj3
HzC ’,, ‘\\\CHs

H3C CHS

CHj

BHT

Sentetik yolla elde edilen bu antioksidanlar onceleri petrol {iriinlerinin oksidatif
gelismesini 6nlemek i¢in kullanilmigtir (Cakmak¢1 ve Gokalp, 1992). Uzun
yillardan beri yag asitleri gibi molekiillerin oksidasyonunu o6nlediginden gida
antioksidan katki maddesi olarak kullanilmaktadir. Pek ¢ok insan BHT igeren
maddelerden uzak durmustur, c¢ilinkii sentetik dogasindan Gtiirii  endise
duymuslardir. Son zamanlarda arastirmaci bir grup, 4 tath su fitoplanktonunda ve
3 siyanobakteride antioksidan olarak BHT iiretiminin oldugunu kesfetmislerdir.
Bilim adamlar1 dogal BHT iiretimi igin potansiyel bir kaynak olarak bu tiirlerin
tayin edilmesini onermislerdir (Peason ve Shaw, 2009).
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Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit) hidrofilik sentetik
bir bilesiktir ve zincir kirici tokoferol ve tokotrienollerin bir sinifi olan vitamin

E’nin bir tirevidir.

CH,
HO
CH,
HaC o)
o)
CH, HO
Troloks

H,O, varliginda hiicrelerin gelisimlerinde DNA’nin pargalanmasini 6nledigi
kanitlanmigtir. Ancak arastirmacilarin  bilgisi, troloksun klinik c¢aligmalarda
kullaniminin heniiz olmadig1 yoniindedir (Mestres vd., 2014).

1.2.2.2. Dogal antioksidanlar

Gallik asit, 3,4,5-trihidrobenzoik asit olarak bilinen, bitkiler aleminde oldukg¢a
yaygin olarak bulunan organik bir asittir. Mese palamudu, {iziim, sumak, findik,
serbetciotu ve mese kabugu yiiksek gallik asit igerigine sahiptir. Taninlerin bir
kismi ve serbest molekiil olarak iki formu mevcuttur. Saf gallik asit organik olarak
toz halinde renksiz bir kristaldir. Tuz ve esterleri, gallatlar olarak adlandirilir.

Gallik asit diizlemsel bir molekiildiir ve hidroksil gruplar arasindaki molekiil igi
iki hidrojen bagina sahiptir. U¢ hidroksil grubunun hidrojen atomlar halka ayni
yonde konumlanmiglardir. Molekiiller aras1 mevcut olan tiim hidrojen baglar ile
kristal yap1 olusmustur.

HO
OH

HO
OH

Gallik asit
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Gallik asit farmakoloji endiistrisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Ciinki
insanlarda, hayvanlarda ve hiicre kiiltiiriindeki in vivo ve in vitro calismalar ile
saglikli hiicrelere zarar vermeden kanserli hiicrelere kars1 sitotoksik etki gdsterdigi
kanitlanmigtir.  Ayrica antifungal ve antiviral ozellikleri de gbzlemlenmistir.
Oksidatif zarara karsi hiicreleri korumaya yardimcidirlar ve antioksidan olarak
kullanilmiglardir.

Gallik asit ayrica giiglii bir selatlayici ajandir ve demir ile yliksek kararliliga sahip
bir kompleks olusturur (Masoud vd., 2011).

Rutin (kuarsetin-3-ramnozil glikozit) dogal bir flavon tiirevidir, ilk olarak 19.
ylizyilda karabugdayda kesfedilmistir. Sebze ve meyvelerde olduk¢a yaygin olarak
bulunan disiik molekiiler agirlikli polifenolik bir bilesiktir. Karabugday diyet
olarak 6nemli bir rutin kaynagidir.

OH o)
o)
o)
OH
OH OH OH
OH
Rutin

Rutin bilesiginin antialerjik, vasoaktif, antienflamatuar, antitiimér, antibakteriyal,
antiviral ve antiprotozoal bir ka¢ farmakolojik aktivitesi, hastaliklarin tedavisinde
oldukga kullanilmistir.

Yapilan caligmalar ile rutinin yiiksek radikal siiplirme aktivitesi ve antioksidan
kapasitesinin  yaninda ayrica diisik yogunluklu lipoproteinin  (LDL)
peroksidasyonunu inhibe ettigi goriilmustiir (Yang vd., 2008).
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1.3. Antimikrobiyaller

Antimikrobiyaller, mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyon hastaliklarini
tedavi etmek i¢in kullanilan ilaglardir. Bakterileri yok ederek (bakterisid etki) ya
da gelisim ve tliremelerini engelleyerek (bakterisidal etki) etki ederler (Saran ve
Karahan; 2010).

Aromatik ve tibbi bitkilerin ¢evredeki diger organizmalarla reaksiyona giren,
fungal veya bakteriyal biiylimeyi inhibe eden ve mikroorganizmalara saldiran
ajanlara karst koruma gorevi yapan antimikrobiyal o6zelliklere sahip belirli
biyoaktif molekiilleri tirettikleri bilinmektedir (Sengiil vd., 2009; Janior ve NCC,
2010).

Diinyada hem gelismis hem de gelismemis {ilkelerde enfeksiyona bagh
hastaliklarin ve Oliimlerin artmasi, enfeksiyon hastaliklarinin Onlenmesi ve
tedavisinde yeni stratejiler gelistirmeyi zorunlu kilmistir. Bu nedenle
farmakologlarin ve ozellikle mikrobiyologlarin antimikrobiyal ajan arayisinda
bitkilere bagvurmalart oldukc¢a dogaldir. Tarih boyunca bitkilerin tecriibe edilmis
olmas1 avantajindan yola ¢ikilarak, arastirilan bitki icerigi ve kullanim ile ilgili
edinilmis bilgiler, laboratuvarlarda bilimsel olarak arastirilmis da olur. Sonucta
kullanilan bitkilerin mikroorganizmalar iizerine etkilerinin ortaya c¢ikarilmasi

halkin yanlis kullanimlarinin da 6niine gegebilecektir (Erdogan ve Everest, 2013).

Bulasict hastaliklar, bakteri direnci ve antibiyotiklerin yetersiz kullanimi
nedeniyle, 6nemli bir saglik problemidir ve ger¢eklesen oliimlerin ve hastaliklarin
ana nedenlerinden biridir. Gegtigimiz yillarda bakteri direnci problemi, patojenik
bakterilerin antibiyotiklere karsi direncinin gelismesiyle artis gostermistir.
Geleneksel tipta, bitkisel tiriinler ile ¢esitli hastaliklar tedavi edilmistir. Yaklasik
olarak diinya niifusunun % 80’1 baslica saglik bakimlarin1 yerine getirmek igin
bitkisel iirtinleri kullanmislardir. Bitkilerin biyolojik 6zelliklerinin igerigindeki
ikincil metabolitlerden kaynakladigi ve bu ozelliklerden bazi hastaliklarin
tedavisinde ilag gelistirilmesi i¢in yararlanildigi bilimsel olarak kanitlanmistir. Bu
nedenle, yeni ve antimikrobiyal etki gosteren bilesiklerin bulunup gelistirilmesine
ve bulasici hastaliklarin tedavisi {izerine yeni etki mekanizmalar1 ile birlikte tibbi
bitkilerin arastirilmasina siirekli olarak ihtiyag¢ vardir (Menchana vd., 2013).
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Antimikrobiyaller, etki mekanizmalarina gore bes sinifta toplanirlar:

i. Hiicre duvarmin sentezini inhibe edenler: Hiicre duvar1 sentezi
tamamlanmamis bakterileri etkileyerek bakteriyi yok eder. Hiicre duvari

sentezini tamamlamig bakterilere etkisi yoktur.

(@) Beta laktamlar  (penisilinler,  sefalosporinler, = monobaktamlar,
karbapenemler, beta-laktam/beta-laktamaz inhibit6rii kombinasyonlart)

(b) Glikopeptitler (vankomisin, teikoplanin)

(c) Digerleri (fosfomisin, sikloserin, basitrasin, ristosetin, ramoplanin,
mersasidin, moenomisin)

Protein sentez inhibitorleri: Bakteri hiicresinde protein sentezini inhibe
ederek bakterisid ve bakteriyostatik etki olustururlar.

a) 50S alt initeye baglanarak etkili olanlar (makrolidlerketolidler,
linkozamidler, streptograminler, kloramfenikol, oksazolidinonlar);

b) 30S alt tiniteye baglanarak etkili olanlar (aminoglikozidler, tetrasiklinler,
glisilsiklinler);

¢) Digerleri (mupirosin, nitrofurantoin)

iii.  Niikleik asit sentez inhibitérleri: RNA ve DNA’nin fonksiyonunu bozarlar
(kinolonlar, rifamisinler, metronidazol)

iv.  Bakteri hiicre metabolizmasini bozanlar: Bakteri metabolizmasi i¢in gerekli
olan bir maddenin sentezini Onleyerek etkili olurlar (trimetoprim-
siilfametoksazol, paraamino salisilik asit).

V.  Membran biitiinliigiinii bozanlar: Bakterinin sitoplazmik membran
gecirgenligini arttirarak ve hiicre i¢inde bulunan maddelerin hiicre disina
¢ikmasini saglayarak bakterisid etki olustururlar.

a) Peptid antibiyotikler (polipeptit antibiyotikler [basitrasin, gramisidin S,
polimiksinler], lineer katyonik peptitler [defensinler, maganinler],
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ribozomal peptitler [lantibiyotikler],digerleri [pirokorisin, drododoin,
apiadesin]);

b) Siklik lipopeptitler (daptomisin) ( Anonim, 2013; Nazlican, 2005; Saran
ve Karahan, 2010).

1.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Biyolojik drnekler ve gida karigimlarindaki antioksidan bilesiklerin tamamiin ya
da bir kismimin birbirleri ile etkilesebilmesine karsin, gida iceriginin karmagikligi
nedeniyle her bir antioksidan bilesigin ayrilmas: ve calisilmast maliyetli ve
verimsizdir. Bu nedenle, hastaliklarin 6nlenmesinde antioksidan etkinin hizli bir
sekilde Olglilmesi i¢in uygun bir metodun bulunmasi arastirmacilar i¢in ¢ok ilgi
cekicidir. Ancak, boyle metotlar heniiz gelistirilmemistir. Kimyasal bir reaksiyon
kullanilarak bir total antioksidan kapasite deneyinin yapilmasi gergekdisi ve
uygulanmasi kolay olmayan bir yol olarak goriinmektedir. Yine de in vitro olarak
total antioksidan kapasitenin 6l¢iildiigii iddia edilerek cok sayida yayinlanmig
metotlar mevcuttur (Huang vd., 2005).

Belirli bir bilesigin, bilesiklerin bir karigiminin ya da bdyle bilesikleri igeren dogal
bir kaynagin antioksidan aktiviteleri genel olarak serbest radikalleri siipiirme
kapasitesi ile iligkilidir (Shaidi, 2000).

Antioksidanlarin karmasik bir yapiya sahip olmasindan dolayr bu bilesiklerin
ayrilmasi, calisilmast pahali ve zordur. Buna ragmen in vitro kosullarda
antioksidan kapasiteyi 6lgmeyi amaglayan bircok metot bulunmaktadir (Aydin,
2011).

Bu metotlar kimyasal reaksiyonlarina gore baslica iki gruba ayrilirlar: Hidrojen
atomu transferine (HAT) dayanan metotlar ve bir tek elektron transferine (ET)
dayanan metotlardir. Bu metotlar, drnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal veya oksidan giderici kapasiteyi 6lgmeyi hedefler (Aydin, 2011). Ugiincii
bir metot ise hem HAT hem de ET reaksiyon mekanizmalarini igerir
(Biiyiiktuncel, 2013).

Mekanizma tiirii ne olursa olsun ayni sekilde sonlanirlar. HAT ve ET reaksiyonlar1
paralel bir sekilde de ilerleyebilir ve verilen sistemde baskin olan mekanizma tiirii,
antioksidanin yapis1 ve 6zellikleri, ¢ozliniirlik ve dagilma katsayis1 ve sistemdeki
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¢cOzgen tarafindan belirlenebilir. Bag ayrisma enerjisi ve iyonlasma potansiyeli
antioksidanlarin etkinligini ve mekanizmay1 belirleyen en 6nemli iki faktordiir
(Prior vd., 2005).

HAT temelli metotlar: Bu yontemde antioksidan tarafindan serbest bir
radikale H atomu verilmesiyle, antioksidanin serbest radikali giderme
yetenegi olgiliir (Prior vd., 2005). ORAC, TRAP ve crocin agartma metodu
HAT-temelli metodlardir (Aydin, 2011). HAT temelli yontemlerin ¢ogunda
yarigmali reaksiyon kinetigi gozlemlenir (Biyiiktuncel, 2013). Ortamdaki
¢ozgen ve pH’a bagh degildir, genellikle olduk¢a hizli (siklikla 2 dk) bir
sekilde gergeklesirler. Indirgen ajanlarm varligi, metal igerigi HAT
reaksiyonlarinin bir komplikasyonudur ve hatali bir sekilde cok yiiksek
reaktiviteye yol agabilir (Prior vd., 2005).

HAT temelli metotlar genellikle sentetik bir radikal iiretici, oksitlenebilir bir
prob ve bir antioksidan bilesikten olusur. Bu metotlarda, peroksil radikali
iretmek {izere bir radikal baslatici kullanilir. Eklenen antioksidanlar,
radikaller i¢in ortamdaki substrat ile yarigir. Peroksil radikali tercihen
antioksidandan bir hidrojen atomu alir. Sonu¢ olarak peroksil radikali ve
hedef molekiil arasindaki reaksiyon inhibe edilir veya geciktirilir
(Biiyiiktuncel, 2013).

HAT temelli metotlar asagidaki gibi sayilabilir:

»  Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),

» Toplam radikal yakalama antioksidan parametresi (TRAP),
*  Oksijen kullanim inhibisyonu (I0U),

» Linoleik asit oksidasyonu inhibisyonu,

» LDL oksidasyonunun inhibisyonu

* Krosin agartma deneyi

ET temelli metotlar: Metalleri, karbonilleri ya da radikalleri i¢eren herhangi
bir bilesige indirgenmek iizere antioksidandan bir elektron transfer
edilmesiyle antioksidanin kapasitesi Ol¢iiliir (Prior vd., 2005). ET-dayanan
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spektrofotometrik metotlar bir reaksiyon karigiminda iki bilesen igerir:
antioksidan ve oksidan. Oksidan antioksidandan bir elektron alir ve bu
oksidanda renk degisimine neden olur. Renk degisiminin derecesi,
antioksidan derigimiyle orantilidir (Biiyiiktuncel, 2013). UV/VIS ile
absorbans degisimi Olciiliir. Bu absorbans degisiminin derecesi antioksidan
konsantrasyonuyla orantili oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesi
tayininde kullanilir (Aydin, 2011). Antioksidan derisimine karsi absorbans
degisimi lineer bir egri verir (Cetinytirek, 2012).

ET reaksiyonlar1 genellikle yavastir ve reaksiyonun tamamlanmasi i¢in uzun
zaman gerekebilir, bu yiizden antioksidan kapasite kinetikten ziyade iiriindeki
ylzde azalmaya gore hesaplanir. Cok diisilk miktardaki bilesen ve kirleticiler
(partikiiler metaller) bu yontemleri etkiler ve sonuglarin fazla degiskenlik,
diistik tekrarlanabilirlik ve diisiik tutarlilik gostermesine neden olabilir (Prior
vd., 2005).

FCR ile toplam fenolik bilesik tayini, Cu** indirgeme kapasitesi, TEAC,
DPPH ve FRAP metotlar1 bu sinifa girer (Aydin, 2011).

ET temelli metotlar:

* Folin-Ciocalteu ayiract ile toplam fenolik madde miktari1 (FCR/TPC),
*  Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC/ABTS),

*  Demir (III) iyonu indirgeyici antioksidan gii¢ (FRAP),

» Bakir (I) iyonu indirgeyici antioksidan kapasite (CUPRAC),

» DPPH (2,2'difenil-1-pikrilhidrazil) radikali siipiirme tayini

HAT ve ET temelli yontemler bir 6rnegin onleyici antioksidan kapasitesi yerine,

serbest radikali (ya da oksidan) siipiirme giiclinii 6lgmeye yoneliktir. Ciinki
antioksidanlarin oksidanlara kars1 oranlart degiskendir (Huang vd., 2005).

Yukarida bahsedilen tiim yontemlerin bir bitkinin antioksidan kapasitesinin

belirlenmesinde kullanilmasi miimkiin olmakla birlikte, Ornekteki antioksidan

maddelerin molekiiler ¢esitliligi bu yontemler arasinda her zaman dogrusal iliski
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olugmasmi engelleyebilir. Bu nedenle tek bir yontem kullanarak bitkinin
antioksidan kapasitesi hakkinda karar vermek uygun olmayabilir (Ardag, 2008).

1.4.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH)

Bir ekstrakttaki veya diger biyolojik kaynaklardaki bir bilesigin antioksidan
aktivitesini degerlendirmek igin ilk olarak DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil)
serbest radikalini siipiirme yontemi 6nerildi (Kedare ve Singh, 2011).

Bu yontem antioksidan aktivitenin belirlenmesinde kararli bir radikal olan
DPPH’in kullanilmasi goriisiiyle Blois (1958) tarafindan gelistirilmistir. Bu
yontem en basit yontem olup, DPPH’in antioksidan tarafindan siipiiriillme
kapasitesi temeline dayanir. DPPH molekiiliindeki azot atomunun eslesmemis
elektronu antioksidan molekiiliinden bir hidrojen atomu alir ve DPPH indirgenir
(Kedare ve Singh, 2011).

DPPH, iizerindeki eslesmemis elektronun delokalizasyonundan dolay1 kararli bir
serbest radikaldir ve bu delokalizasyonunun etkisi ile karakterize edilmistir.
DPPH’in etanoldeki c¢ozeltisinde, eslesmemis elektronunun delokalizasyonu
sonucunda olusan mor renk, etanol g¢ozeltisinde yaklasik 520 nm civarindaki
absorpsiyon bandi tarafindan karakterize edilir (Molyneux, 2004; Kedare ve
Singh, 2011).

DPPH radikali

DPPH bir hidrojen atomu veya bir elektron kabul ettiginde kararli, diyamanyetik
bir molekiil olur, ancak DPPH’in oksitlenmesi zordur ve sonradan geri
doniigiimsiizdiir. DPPH’in eslesmemis elektronu ve DPPH ¢dzeltisinin mor rengi
nedeniyle 517 nm’de giiglii bir absorpsiyon bandi goézlemlenir, elektronun
eslesmesi ile bu band (mor renk) kaybolur. Kaybolan mor rengin siddeti ile alinan
elektron sayisi arasinda stokiyometrik bir oran vardir (Kedare ve Singh, 2011).
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DPPH molekiilii ile dondr molekiil (AH) arasindaki reaksiyon,

DPPH_ (Mor) DPPH-H (Renksiz)

Sekil 1.2. DPPH’in antioksidan bilesikler ile arasindaki reaksiyon

Bu yontem smirlidir ¢linkii DPPH radikali diger radikaller ile etkilesir ve
antioksidan/DPPH’in farkli oranlarina karsi dengeye ulasmak i¢in zaman yanit
egrisi lineer degildir. DPPH bazi1 Lewis bazlari ve solvent tiirlerinin yani sira
oksijene kars1 da duyarhidir. DPPH yalnizca organik ¢oziiciilerde ¢oziinebilir ve
kantitatif analiz i¢in 6rnegin icerigindeki bilesiklerin absorbans girisimi bir sorun
olusturabilir (Kedare ve Singh, 2011).

Veri yorumlamak i¢in en basit yaklasim, substrat derisimine karsi absorbans

grafigi ¢izmektir.
1.4.2. Total Fenolik Bilesik Tayini

Gida ve igeceklerdeki total fenolik icerigin nicel olarak belirlenmesi igin farkli
yontemler mevcuttur. En ¢ok genel olarak Folin Ciocalteu reaktifinin (FCR)
kullanildig1 antioksidan kapasite deneylerinden Singleton ve Rossi’nin uyguladigi
yontem kabul gérmistiir (Shaver vd., 2011).

Dogal fenolik bilesiklerin heterojenligi ve kolayca oksitlenebilen diger maddelerle
girisim yapabilme durumu nedeniyle total fenolik bilesik miktar1 belirlenmesinde
birkag yontemin kullanilmasi sasirtic1 degildir ve yontemlerin hig¢biri mitkemmel
degildir. Bu yontem digerlerine gore daha kolay, anlasilabilir, tekrarlanabilir ve
daha duyarlhidir, uygulanabilirligi de dogrulanmustir (Singleton vd., 1999).

Singleton ve Rossi (1965) tarafindan gelistirilen bu yodntem, Folin-Ciocalteu
reaktifindeki (FCR) fosfotungustik asit ve fosfomolibdik asit komplekslerinin
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fenoller tarafindan indirgenip molibden mavisi ve tungsten mavisi komplekslerinin
olusmas1 ve bu rengin kolorimetrik olarak 760 nm’de absorbansinin Slgiilmesi
esasina dayanir (Karaca, 2011; Isbilir Selen, 2008; Ikawa vd., 2003).

Na,WO,/Na,MO, + OOH = (@OH-M0W11040)-4
(sar1) (mavi)

(Agbor vd., 2014.)

Folin-Ciocalteu reaktifi sadece fenoller ile degil baska bilesikler ile de reaksiyona
girer. Fenollerden daha hizli reaksiyon veren maddeler, tersiyer alifatik aminler,
tersiyer alifatik amin igeren alifatik biyolojik tamponlar, triptofanlar,
hidroksilaminler, hidrazinler, bazi piirinler ve diger c¢esitli organik ve inorganik
indirgeyici ajanlardir (lkawa vd., 2003). Bu nedenle reaktifin 6rnegin sadece
fenolik bilesik miktarini degil, total indirgeme kapasitesini Ol¢tiigli konusunda
tartigma vardir (Cetinyiirek, 2012).

Her bir 6rnekteki fenolik bilesik miktar1 genellikle gallik asitin veya benzeri bir
fenolik bilesigin (6rnegin rutin) lineer egrisinden yaralanilarak belirlenir (Medina,
2011).

1.4.3. Total Flavonoid Tayini

Quettier-Deleu (2000)’e gore uygulanan ve ayni zamanda aliminyum kloriir
kolorimetrik yontemi olarak da adlandirilan bu metodun prensibi, aliiminyum
kloriirtin, flavonoidlerin 4-keto ve C-3 ya da C-5 (ya da her ikisi) hidroksil grubu
ile kararli bir asit kompleksinin olusturulmasma dayanmaktadir. Aliiminyum
kloriir ayrica flavonoidlerin A ve B halkalarindaki orto-dihidroksil gruplar ile
kararsiz bir asit kompleksi de olusturur (Pallab vd., 2013).

1.4.4. Total Flavonol Tayini

Toplam flavonol tayini Yermakov vd. (1987)’a gore yapildi. Standart olarak rutin
kullanildi. Flavonol miktari rutin bilesiginin etanoldeki ¢ozeltisi ile olusturulan
standart kalibrasyon egrisinden yararlanilarak mg 6rnege denk gelen pg rutin
esdegeri (RE) olacak sekilde hesaplandi (Cetinytirek, 2012).
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1.4.5. Indirgeme Giicii Tayini

Oyaizu (1986) tarafindan ortaya konulan bu yontemde, potasyum ferrisiyantir
varliginda ferrik demir (Fe®") antioksidan bilesik araciligiyla ferréz demire (Fe?")
indirgenir ve ferr6z demirin potasyum ferrisiyaniir ile olusturdugu potasyum ferri
ferro siyaniir kompleksinin 700 nm’de absorbansi 6l¢iiliir (Guo vd., 2009).

AOH + Fe¥— AO" + Fe*'+ H'
K3 [Fe*}(CN)e]+ Fe**— KFe™[Fe*? (CN)g]

i1k basta KFe**[Fe*™? (CN)] kompleksi olusmadan 6nce sar1 olan ¢ézeltilerin rengi,
prusya mavisi olan KFe**[Fe*? (CN)s] kompleksinin olusma miktarina gore yesil
ile mavi arasi bir renk alir. Ne kadar ¢ok maviye doniik bir renk olusursa, o kadar
¢ok Fe*" iyonu indirgenmis demektir ve reaksiyon karisimimin absorbansi o kadar
fazla olacaktir. Yani absorbans degerindeki artis 6rnegin indirgeme giicii ile dogru
orantilidir (Guo vd., 2009; Singhal vd., 2011; Vladimir-Knezevi¢ 2011; Anonim
9).

1.4.6. Total Antioksidan Aktivite Tayini (FTC)

Bitkiler farkli miktarlarda ve g¢esitli kimyasal ve fiziksel ozelliklere sahip
antioksidan bilesiklerin biiyiik bir kismini igerdiklerinden, dogal antioksidanlarin
degerlendirilmesi olduk¢a karmasik bir istir (Gruzdiene vd., 2005). Toplam
antioksidan etkinin, her bir antioksidan bilesigin antioksidan etkilerinin
toplamimdan daha biiylik olmasi farkli antioksidanlar arasindaki etkilesimlerden
kaynaklanabilir (Arnao vd., 2009). Bu nedenle, bitkisel bir 6rnegin serbest
radikalleri siipiirme yetenegini dlgmek igin kullanilan bir ka¢ yontemden en ¢ok
uygulanan1 “total antioksidan kapasite tayini” dir. Bu ydntem incelenen
ornekteki tiim antioksidanlarin serbest radikalleri siiplirme yeteneginin toplam
olgiisiidiir (Benbrook, 2005).

Bu yontem Saha vd. (2004) tarafindan gelistirilmistir. Bu yontemin esasinin,
asidik ortamda ferréz demirin Fe?* ferrik demire Fe** oksidasyonu ve demir
komplekslerinin olugumuna dayandigi yaygin olarak kabul gérmiistiir. Lipid
hidroperoksitlerin ferr6z iyonlarmi ferrik iyonlara okside etme yetenegini,
tiyosiyanat araciligiyla kompleks olusturarak spektrofotometrik olarak oOlgiiliir.
Ferrik tiyosiyanat 500-510 nm araliginda giiglii absorpsiyon yapan kirmizi-violet
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rengi bir komplekstir. Ferrik tiyosiyanatin kolorimetrik olarak belirlenmesi diger
yontemlere gore daha duyarli, tekrarlanabilir ve basittir (Shaidi ve Zhong, 2005).

Bu yontemde linoleik asitin oksidasyonu sirasinda peroksit olusumu meydana
gelir. Bu bilesikler Fe*" iyonlarim Fe** okside eder. Fe** iyonlari tiyosiyanat ile bir
kompleks olusturur ve bu kompleks 500 nm’de maksimum absorbansa sahiptir
(Keser vd., 2012).

ROOH + Fe?* - RO '+ Fe**

RO+ Fe?+ H'— ROH + Fe**

Fe** + NH,SCN — FeSCN?* + NH,*

Kirmizi renkli
kompleks

1.4.7. Siiperoksit Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Bu yontemde N-metilfenazin metasiilfat (PMS), nitroblue tetrazolyum kloriir
(NBT) ve NADH (nikotinamid adenin diniikleotitin indirgenmis formu)’in
olusturdugu PMS-NADH-NBT sistemi kullanilarak antioksidanlarin siiperoksit
(O, ") radikalini siipirme aktivitesi degerlendirilir. Coziinmiis oksijen varhginda
PMS ile NADH’in baglanma reaksiyonu araciligiyla iiretilen stiperoksit (O; )
radikali, ortamdaki sar1 renkli nitroblue tetrazolyum (NBT?*)’u mavi-mor renkli
formazan (NBT) tiirevine indirger. Formazan 560 nm’de maksimum absorbans
verir. Reaksiyon karigimdaki siiperoksit radikallerini siipiiren antioksidan
bilesiklerin fazla olmasi durumunda diisiik absorbans degerleri elde edilir (Isbilir
Selen, 2008; Nimse ve Pal, 2015).
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Sekil 1.3. NBT?"’nin siiperoksit radikalleri ile formazan formuna doniisiim
reaksiyonu (Nimse ve Pal, 2015).

1.4.8. Kuprik Iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Apak vd. (2004) tarafindan ortaya konulan bu yontemde, bakir(IT) kloriir ¢6zeltisi
ile alkolik neokuproin ¢ozeltisi ve sulu amonyum asetat ¢ozeltisinin (pH: 7,
bakir(IT) neokuproin selati bu pH degerinde kullanishidir) karistirilmasindan sonra
bakir (II) neokuproin selati olusturulur. Daha sonra eklenen antioksidan ¢ozeltisi
ile bakir (II) neokuproin selati arasindaki yaklagik 30-60 dakika siiren (renk
olusumu bazi antioksidanlar i¢in yavas bazilar i¢in hizlidir) redoks reaksiyonu
sonucunda bakir (II) neokuproin selatinin antioksidan tarafindan indirgenmesiyle
olusan sari-turuncu renkli kromojen bakir (I) neokuproin selatinin 450 nm’de
absorbans degeri Olgiiliir. Bu reaksiyonda antioksidanlarin reaktif Ar-OH gruplarn
oksitlenir (Apak vd., 2008).

Bu yontem ilk basta, polifenollerin bakir(Il)’yi indirgeme kapasitesi igin
kullaniliyordu. Ancak daha sonra bitki ekstraktlarinda ve insan serumunda total
antioksidan kapasite tayini icin gelistirilmis ve bakir (II) indirgeyici antioksidan
kapasite tayini (CUPRAC) olarak isimlendirilmistir(Apak vd., 2008).
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Sekil 1.4. Bakir (IT) neokuproin selatinin antioksidan bilesik tarafindan bakir (I)
neokuproin selatina formuna indirgenme reaksiyonu.

1.4.9. Oksijen Radikali Absorbans Kapasitesi Tayini (ORAC)

Test edilen antioksidanin (ya da karisim), serbest radikal siirecine kars1 azalmaya
baslayan hedef bir molekiilii zarar vermeden korumasi temelinde, antioksidanlarin
ya da karisimlarinin serbest radikal siipiirme aktivitelerini belirlemek i¢in pek ¢cok
yontem gelistirilmistir. Bu tiir yarismali teknikler biyolojik serbest radikallere
kars1 serbest radikal siipiiriiciilerin ya da antioksidanlarin reaktivitelerini test
etmek icin yaygin olarak kullanilmislardir. Bu uygulamalarin basit ve anlaml

olmasi i¢in gerekli dnkosullar:

Serbest radikal tiretimi i¢in kontrollii serbest radikal kaynag1 sadece baglangig
derisimi ve sicaklik ile belirlenir.

Serbest  radikalin  azaldigint  gosteren  hedef molekiil kolayca
degerlendirilebilmelidir.

Bu teknikler arasinda en g¢ok Cao vd. tarafindan ortaya konulan prosediir
uygulanmistir. Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC), serbest bir radikal
kaynag: varliginda (genel olarak AAPH [2,2’-Azo-bis (2-aminodipropan)
dihidrokloriir])  antioksidan  bilesigin, hedef molekiilin tiiketiminin
geciktirilmesine katkisinin kapasitesi ile iliskilidir. Absorbanstaki azalma ile
degerlendirilir (Lopez-Alarcon ve Lissi, 2006).

Cao vd. tarafindan ortaya konulan ORAC deneyinin orjinalinde hedef molekiil
olarak fikoeritrin kullanilmistir, fakat daha sonra fluoressein en ¢ok kullanilan
hedef molekiil olmustur. Ancak, son zamanlarda peroksil radikallerine karsi
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antioksidanlarin reaktivitesi ile daha uygun ORAC indeksi veren hedef molekiil
olarak pirogallol red (PGR)’in kullanimin &nerildigi rapor edilmistir (Alarcon vd.,
2008).

Pirogallol red (PGR) hidrojen peroksit, bromat ve iyodat tarafindan kolayca
oksitlenebilen renkli bir reaktandir. Bu oksidasyon, absorpsiyon spektrumdaki
degisim ile kolayca izlenebilir.

PGR, fenolik bilesiklerin antioksidan kapasitelerinin degerlendirilmesi i¢in hedef

molekiil olarak kullanilmasi bazi avantajlar sunar:
Tiiketimi goriintir bolge absorpsiyon spektroskopisinde kolayca takip
edilebilir.

Bagka ara iiriinler olugsmadan peroksil radikalleri ile tiiketilir ve basit kinetik
yasalar takip edilir.

Cok reaktif antioksidanlarin goreceli reaktivitelerine iliskin kantitatif bilgi
elde edilmesini miimkiin kilar (Lopez-Alarcén ve Lissi, 2005).

Antioksidan ile PGR’nin olusturulan serbest radikaller ile yarigsmali reaksiyonu

asagidaki gibidir:
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Sekil 1.5. PGR ile antioksidan bilesigin APPH serbest radikali ile yarigmali
reaksiyonu. (1) APPH’1n serbest radikal formuna doniismesi. (2) APPH serbest
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radikalinin PGR ile reaksiyonu. (3) AAPH radikalinin antioksidan bilesik ile
reaksiyonu. AH: Antioksidan.

Pirogallol red’in kirmizi rengi ne kadar ¢ok korunmussa, ortamdaki serbest
radikal miktar1 o kadar az demektir. Bu da antioksidanin serbest radikalleri

stipiirme aktivitesinin iyi oldugunun gostergesidir.

ORAC gibi boyle yontemlerde genellikle hedef molekiilin (PGR) test edilen
antioksidanin varliginda (R) ve yoklugunda (R tiiketim orami belirlenir. Hedef
molekiiliin tiiketiminin baglangic egiminden bu kinetik bilgi elde edilir (Lopez-
Alarcén ve Lissi, 2006).

ORAC degerleri genellikle Troloks esdegeri olarak ifade edilir. Bunun i¢in hedef
molekiiliin tiiketim egrisinin altinda kalan alandan ya da dogrusal kisminin

egiminden yararlanilir.
1.4.10. Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Hidroksil radikalinin zayif UV absorpsiyon spektrumuna sahip olmasi nedeniyle
stipiiriicti maddelerin hidroksil radikaliyle hiz sabitlerinin belirlenmesinde direkt
yontem uygulanamaz. Bu nedenle hidroksil radikal siipiiriicii bilesiklerin
aktivitelerinin  belirlenmesinde yarigmali  kinetik  yonteminin uygulandigi
spektrofotometrik veya florometrik yontemler kullanilmaktadir. Halliwell wvd.
(1987) tarafindan ortaya konulan bu yontemler temel olarak; secilen prob ve
stiptiriicii maddenin hidroksil radikali i¢in yarigmasi ve yarisma sonucunda prob
madde ile hidroksil radikalinin reaksiyonundan {iretilen iiriinlerin siipiiriicii
varliginda ve yoklugunda absorbans veya floresans degerlerinin Olgiilmesi
prensibine dayanmaktadir (Bektagoglu, 2007).

Hidroksil radikali aktivitesi, Fe**/askorbat/EDTA/H,O,sistemi ile olusturulan
hidroksil radikalleri ile antioksidan ve deoksiribozun (2-deoksi-D-riboz) yarigmali
reaksiyonundan yaralanilarak 6l¢iiliir (Mary vd., 2002).

Deoksiriboz sekeri Fenton sistemi ile olusturulmus hidroksil radikallerini indirger
(Cetinytirek, 2012). Bu yontemde Fenton reaksiyonunun uygulama sekillerinden
biri; askorbik asit, hidrojen peroksit ve FE(II)-EDTA karisimiyla hidroksil

radikallerinin tretilmesidir.
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Fe(l1)-EDTA + Askorbat — Fe(Il)-EDTA + Askorbat radikali
Fe(ll)-EDTA + H,0, — Fe(IlI)-EDTA + «OH + OH

Demir(Ill) tuzlarmin indirgenmesinde askorbat yerine siiperoksit radikali de
kullanilabilir (Bektagoglu, 2007).

Pek cok sekerin inkiibasyonu, Fe?* tuzu igeren aerobik kosullar altinda TBA-
reaktif maddenin a¢iga c¢ikmasiyla sonuglanir. Tim bu sistemlerdeki TBA
deneylerinde olusan kromojen madde, TBA ile 3-karbonaldehitin katilma iiriiniine
spektral olarak 6zdes olarak malonilaldehit bazen de malonildialdehit (MDA)
olarak adlandirilir (Halliwell vd., 1988).

o]

/ rLNH
o / O« _N_ _OH HO_ _N_ _OH
HO
o HO" O o H/J\O Y AN | Y
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OH OH
%

Deoksiriboz MDA Kromojen

Sekil 1.6. Deoksiribozun hidroksil radikallerine maruz kalmasi ile TBA reaktif
MDA formuna doniismesi reaksiyonu.

Bu yonteme gore; kromojen maddenin maksimum absorbans gosterdigi 532
nm’deki diisiik absorbans degeri; yiiksek deoksiriboz parcalanmasinin inhibisyonu
anlamina gelmektedir (Takim, 2010).

Fenton reaksiyonunun uygulanmasinda kullanilan fosfat tamponunun, reaksiyonun
meydana gelmesi icin kesinlikle gerekli oldugu sodylenemez. Fosfat tamponu
kullanimi metal iyonuna bagli radikal reaksiyonlarinda ¢alismadaki karmagikligi
arttirmasma ragmen kullanimi onemlidir ¢linkii fosfat Onemli bir hiicre igi

tampondur ve birgok hiicre dis1 sivisi igerisinde mevcuttur (Bektasoglu, 2007).

Fosfat tamponu gibi EDTA’ nin da (etilendiamin tetraasetikasit) hidroksil radikal
olusumu icin kesinlikle gerekli oldugu sodylenemez. Fenton reaksiyonunda

EDTA’nin kullanilmasi hidroksil radikal olusumunu degil hidroksil radikalinin
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olusum vyerini etkiler. EDTA bulunmadigi durumlarda demir tuzlari tampona, prob
maddeye veya reaksiyon karigimindaki bazi bilesiklere baglanir. Reaksiyon
karisiminda selat olusturmamig demir iyonlar1 eklendiginde bir kismi deoksiriboza
baglanir. Bagli demir iyonlar1 Fenton reaksiyonunda yer almaya devam etmelerine
ragmen {retilen hidroksil radikalleri ¢ozeltiye saliverilmez. Hidroksil radikal
stiptiriiciiler bu tiir deoksiriboz bozunmasini inhibe edemezler ¢ilinkii demir
iyonlar1 tarafindan yerel olarak {iretilen hidroksil radikali i¢in deoksiriboz ile
yarisamazlar (Bektasoglu, 2007).

1.4.11. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite Tayini (TEAC)

TEAC yontemi ilk olarak Miller ve Rice-Evans (1993) tarafindan ortaya
konulmustur. Bu ydntemin temeli ABTSe’ radikalinin antioksidan bilesikler
tarafindan indirgenmesine dayanir. YoOntemin orjinalinde metmiyoglobinin
peroksidaz aktivitesi ile olusturulan ABTSe" radikalinin birikiminin antioksidan
bir bilesik tarafindan indirgenmesi temel alimir. Fakat bu radikal peroksidaz
aktivitesini inhibe edebileceginden, Re ve arkadaslar1 tarafindan (1999) ABTSe"
radikalinin, 2,2’-azinobis  (3-etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’in
persiilfatla oksidasyonuyla 6nceden olusturulmasi teknigi gelistirilmistir. Mavi-
yesil renkli kromofor bir bilesik olan ABTS+" radikalinden kaynaklanan ¢ozeltinin
rengi, antioksidan bilesiklerin ABTSe" radikalini renksiz bir bilesik olan ABTS
formuna indirgemesiyle agilir ve bu radikalin 734 nm’deki karakteristik absorbansi
okunur. Antioksidan bilesiklerin kararli ABTSe" serbest radikalini siipiirme
kabiliyeti, vitamin E’nin suda ¢6ziinebilen bir analogu olan Troloks (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-  2-karboksilik asit) ile karsilastirllmas:1 yapilarak
degerlendirilir (Biiytiktuncel, 2013; Arts vd., 2004; Pellegrini, 2003).
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Sekil 1.7.ABTSe" radikalinin antioksidan bilesik tarafindan ABTS formuna
indirgenme reaksiyonu (Bektasoglu, 2007).

Toplam radikal siipirme kapasitesi, Troloksun absorbansi azaltmasiyla iligkili
olarak hesaplanir. Sonuglar gram Ornek basina Troloks esdeger antioksidan
kapasite cinsinden ifade edilir (TEAC/mg) (Bektasoglu, 2007).

1.5. Antimikrobiyal Aktivite Tayin Yontemleri

Etnofarmakolojide farkli mikrobiyal tiirlerin bir kismina karsi biyolojik
ekstraktlardan elde edilen potansiyel antimikrobiyallerin etkisini belirlemek tizere
antimikrobiyal duyarlilik testlerinin (AST; Antimicrobial Susceptibility Test)
kullanimi arastirilir. AST metotlart antimikrobiyal aktivite i¢in bitki ekstraktlarinin
incelenmesi i¢in kullanilmistir, fakat minimum inhibitér derisiminin (MIC)
belirlenmesi ile enfeksiyonlarla miicadelede bir antimikrobiyalin yararlarini
belirlemek icin olduk¢a kullanilmigtir. Kullanilan antimikrobiyal ajanlara karsi
siklikla direng gosteren bir tiire ait bir organizmadan siipheleniliyorsa, klinik
arastirmalarin in vitro duyarliligi 6zellikle 6nemlidir. Mevcut yeni antimikrobiyal
ajanlarin karsilastirilmasinda ve epidemiyolojik ¢aligmalarin duyarliliginda ayrica
o6nemlidirler (Ncube vd., 2008).

Yeni dogal antimikrobiyallerin basarili bir sekilde kesfedilmesi, biyolojik olarak
aktif kimyasallarin belirlenmesi i¢in yeterli derecedeki diigitk miktarlarina duyarli

olan biyoanaliz tekniklerinin gelistirilmesini gerekli kilmistir. Standardize edilmis
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in vitro testler bitki ekstraktlar1 veya bilesiklerin incelenmesi i¢in gereklidir ve
siklikla kullanilan antibiyotiklerin karsilastirilmasinda sonu¢ almak amaciyla
dogal iiriinlerin minimum inhibisyon derisimini (MIC) belirlemek icin daha fazla
calisma yapilmasi gereklidir(Ncube vd., 2008).

Antimikrobiyal duyarlilik testleri (AST) difiizyon ve diliisyon metotlar1 olarak
gruplandirilabilir (Ncube vd., 2008). Difiizyon metotlar1 kalitatif (nitel) teknikler
olarak bilinirler. Antimikrobiyal aktiviteye sahip maddelerin varlig1 ya da yoklugu
hakkinda bir fikir verirler. Diger yandan dilisyon metotlar1 minimal inhibitor
derisimini belirlemek {izere kantitatif (nicel) yontemler olarak kabul edilmislerdir
(Valgas vd., 2007).Yaygimn difiizyon testleri agar disk difiizyon, agar kuyucuk
difiizyon ve biyootografi; diliisyon testleri ise tiip diliisyon ve agar diliisyon
(brothmikro/makrodiliisyon) testlerini i¢erir (Ncube vd., 2008).

1.5.1. Agar Disk Difiizyon Yoéntemi

Agar disk diflizyon teknikleri sinirlamalart olmasma ragmen bitki ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktivite deneyleri ic¢in olduk¢a kullanilmigtir. Bu difiizyon
teknikleri genel olarak bakterisidal ve bakteriyostatik etkileri ayirt etmez.
Minimum inhibisyon derisimi belirlenemeyebilir ve genel olarak 6 tarama igin
kullanilmisgtir, yani nitel testler gibi. Bu yontem saf maddelerin antimikrobiyal
duyarlilik testleri i¢in kullanilabilir, ¢linkii bilesenleri iceren karisima
uygulandiginda farkli difiizyon oranlar1 gostereceginden sonuglar giivenilir
olmayabilir (Ncube vd., 2008).

Rutin laboratuvarlarda antibiyotik duyarliliinin saptanmasinda en sik olarak
kullanilan yontem disk difiizyon testleridir. Ucuz ve uygulamasi basit olan bu
yontem Kirby Bauer tarafindan gelistirilmistir ve bu isimlerle de anilmaktadir. Bu
test, kagit disklere emdirilen antibiyotigin, duyarliligi arastirilan organizmanin
inokiile edildigi besiyerine difiize olmasi temeline dayanmaktadir. Bu amagla;
belli miktarlarda antibiyotik emdirilmis kagit diskler, test edilecek olan
mikroorganizmanin yogun bir sekilde inokiile edildigi kati Dbesiyerlerine
yerlestirilir. Diskler bir siire sonra ¢oziiniip agara dogru difiize olurken, inokiile
edilen mikroorganizma da ¢ogalmaya baglar. Belirli bir inkiibasyon siiresinden
sonra ilacin inhibitdr konsantrasyonlarmin saglandigi diskin g¢evresinde iireme
goriilmez. Mikroorganizma ilaca ne kadar duyarli ise, diskin etrafinda olusan
inhibisyon zonu o kadar genis olacaktir. Inhibisyon zonunun ¢apt mm seklinde
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Olciilerek, standart zon tablolarina gore degerlendirmeler yapilir ve
mikroorganizmanin kullanilan antimikrobik ajanlara karsi duyarlilik durumu
belirlenir (Anonim 5).

1.5.2. Agar Kuyucuk Difiizyon Yontemi

Agar kuyucuk metodunun prensibi agar disk difiizyon metodu ile aynidir.
Standardize edilmis inokulum kiiltiirii jellesmis agar plakanin yiizeyine esit olarak
dagitilir. Kuyucuklar 6 ve 8 mm araliinda cap1 olmak iizere, petri kab1 ve bitisik
kuyucuklar arasinda en az 30 mm aralik olmasi saglanarak steril bir mantar delici
kullanilarak agarda aseptik olarak kuyucuklar agilir. Bitki ekstraktlarinin sabit
hacimleri kuyucuklar i¢ine aktarilir. Plakalar daha sonra bakteriler i¢in uygun
tireme sicakliginda 24 saat (bakterisine gore degisir) inkiibasyona birakilir (Ncube
vd., 2008).

1.5.3. Biyootografi

Agar disk difiizyon metodunun bir varyasyonu olarak ince Tabaka Kromatografisi
(TLC) tabakas iizerinde analit adsorbe edilir. Biyootografi ayrica aktif bilesenleri
belirlemek i¢in biyodeney giidiimlii fraksiyonlama ile fitokimyasal 6n tarama
teknigi olarak da kullanilmigtir. Ham ekstraktlar ile kompleks kimyasal
bilesiklerden antimikrobiyal bilesiklerin izolasyonu ve tanimlanmasi siirecini
basitlestirerek zorlugun tistesinden gelir. Nispeten bitki ekstraktlar1 i¢in ¢ok az
miktarda 6rnek kullanimi icin idealdir ve ayrica aktif bilesiklerin polaritelerinin
belirlenmesini miimkiin kilar (Anonim 5).

1.5.4. Tiip Diliisyon Yontemi

Tiip diliisyon "makro" ve "mikro" olmak tizere iki sekilde uygulanabilir. Her iki
yontemin de prensibi aynidir. Makrodiliisyonda test tiipleri, mikrodiliisyonda ise
"U" ya da "V" tabanli "mikroplate"ler kullanilir. Tiip diliisyon metodunda besiyeri
olarak katyon (kalsiyum ve magnezyum) eklenmis Mueller-Hinton buyyon

kullanilir.

Test edilecek olan antibiyotikler 6nce 6zel ¢oziiciileri i¢inde hazirlanir ve takiben
bu sivi besiyerinde iki kat azalan sulandirimlari yapilir. Mikroorganizmanin
standart bir inokulumu hazirlanip, antimikrobiyal ajanin gesitli diliisyonlarini
iceren her bir tiipe esit miktarlarda eklenir. Ayrica antibiyotik icermeyen,
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iiremenin gostergesi olan kontrol tiipiine de eklenir. Bakteri inokiile edilmemis,
sadece besiyeri konmus bir tiip veya ¢ukur da besiyeri kontrolii olarak hazirlanir.
Besiyerleri 35° C’de bir gecelik inkiibasyondan sonra bakteri iiremesini gosteren
bulaniklik yoniinden incelenir. Bakterinin iiremesini dnleyen, gozle goriiniir bir
bulanikligin olmadigi en diisik ilag konsantrasyonu, minimum inhibitor
konsantrasyon (MIK) olarak degerlendirilir (Anonim 5).

1.5.5. Agar Diliisyon Yontemi

Agar dillisyon yonteminin prensipleri tiip diliisyon yontemiyle aynidir. Tek fark,
agar diliisyon yonteminde antibiyotik sulandirimlarinin agar igine konmasi ve petri
plaklarina dokiilmesidir. Boylece her plakta antibiyotigin farkli konsantrasyonlari
bulunur. Bu yontem i¢in de 6nerilen besiyeri Mueller-Hinton agardir (Anonim 5).

1.6. Deniz Boriilcesi Hakkinda Genel Bilgi

Deniz boriilcesi tiirleri tuza karsi en toleransli toprak-deniz bitkileridir ve denize
yakin yerlerde lagiinler, gelgit sonucu olusan tuzlu alanlar, tuzlu gollerin kiyilar

ve tuzlu batakliklar gibi 1slak tuzlu habitatlarda yaygin olarak bulunurlar (Jeon vd.,
2012; Isca vd., 2014; Yaprak, 2008).




Sekil 1.8. Izmir Karsiyaka Mavisehir Bolgesi’ndeki Atatiirk Organize Sanayi
Kanali Deresi’nin denize dokiilen bdlgenin civarindaki cesitli deniz
boriilcesi tiirleri.

Deniz boriilcelerinin  gida olarak kullanimi en azindan 550 yil Oncesine
dayanmaktadir. Deniz yosunlari ve yenilebilir sebzelere benzemektedirler. Bir kag
tiirii insan ve hayvan beslenmesinde kullanilmistir. Islem gormiis sebze ve salata,
fermente gida, tursu ve sarap igerik maddesi olarak tiiketilmektedirler. Deniz
bortilcesi tiirleri sadece beslenmede degil halk sagligi alaninda da bagisikligt
giiglendirmek i¢in kullanilmistir. Bazi tiirlerinin son zamanlarda obezite, kabizlik,
diyabet, kanser, hazimsizlik, gastroenterik bozukluklar, hepatit, nefropati,
hipertansiyon, hemoroid, astim ve artrit rahatsizliklarina karsi tibbi ilag olarak ya
da yemek tariflerinde gida olarak tiiketildigi bilinmektedir.

Fitokimyasal ¢aligmalarda gesitli deniz boriilcesi tiirlerinin yag asitleri, steroller,
saponinler, klorojenik asit tiirleri, alkaloidler, flavonoidler ve diger fenolik
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bilesikler, Mg, Ca, Fe, K gibi dogal mineraller, diyet lifler, biyoaktif maddeler
olarak pitosteroller ve polisakkaritler gibi organik ve inorganik bilesikleri icerdigi
rapor edilmigtir. Bu igeriklerinden dolay1 bazi deniz boriilcesi tiirlerinin halk
saghgindaki  uygulamalarinda  antiinflamator,  hipoglisemik,  sitotoksik,
antihiperlipidemik, antidiyabetik, antikanser, bakteriyostatik ve antioksidan
aktivite gosteren bu tiir 6nemli biyolojik 6zelliklere sahip oldugu goriilmiistiir.
Deniz bériilcesinin ayrica farmakolojik ve fizyolojik etkileri de kozmetik ve
gidasal iiriinler igin yararli materyallerdir. Icerigindeki bilesiklerin fermente
gidalar i¢in besinsel katki maddeleri olarak kullanilmalar1 yararli olabilir (Isca vd.,
2014; Rhee vd., 2009; Jeon vd., 2012; Essaisi vd., 2013).

Kurutulmus deniz boriilcesindeki mineraller (NaCl hari¢) ¢ogunlukla, yikama
isleminden sonra (ylizeydeki NaCl’nin giderilmesi) muhafaza edilirler (Jeon vd.,
2012).

Deniz bortilcesi gibi bazi tuz toleransl bitkiler (halofitler), deniz suyu varliginda
gelismek icin yaprak, kok ve hiicrelerinde mekanizma gelistirmiglerdir. Her
kokgiikteki hiicrelerin olusturdugu dis katman ya da epidermis tuza (NaCl) karsi
dayaniklidir, neredeyse tuzu hi¢ gegirmezler. Ek olarak, hiicre igine gegen suyun
basincindan dolay1 her bir hiicrenin i¢ katmani ya da endodermisi mumsu bir
yapidadir. Her bir yaprak icerisindeki hiicreler tuzu islemek i¢in 6zel donanima
sahiptirler (Glenn vd., 1998).
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Sekil 1.9. Halofitlerin anatomisi (Glenn vd., 1998)
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Yiksek Antioksidan ve/veya Antimikrobiyal Aktivite Gosteren
Bitki Calismalarma Ornekler

Nuutila vd. (2003) tarafindan yapilan bir calismada soganin asit hidrolizli
orneklerinde bol miktarda bulunan flavonoidlerden en ¢ok kuarsetin ve kaemferol

ve onlarin glikozitlerinin bulundugu rapor edilmistir.

Katalinic vd. (2006) tarafindan yapilan c¢aligmada 70 tane tibbi bitkinin su
ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri DPPH ve FRAP metodu ile incelenmistir.
Incelenen bitkilerden Melissae folium cinsi adagaymin indirgeme giicii olarak
belirlenen total antioksidan aktivitesinin, iyi bilinen standart antioksidanlardan
vitamin C, Trolox, (+) - katesin ve BHT ile karsilastirildiginda ¢ok iyi oldugu
goriilmiistiir. DPPH radikalini siiplirme aktivitesinin ise vitamin C’den daha iyi
oldugu, (+) - katesin ile benzer oldugu, fakat kuarsetin kadar iyi olmadig

gorilmiistiir.

Pourmorad vd. (2006) tarafindan gergeklestirilen bu galigmada sariyonca ¢igegi
(Melilotus officinalis), baldikara (Adiantum capillus-veneris), damar otu (Plant
ago major), dev atkuyrugu (Equisetum maximum) ve isirgan (Urtica dioica)
bitkilerinin metanol ekstraktlarmin DPPH radikali siipiirme aktiviteleri
incelenmigtir. Sariyonca ¢igeginin kuersetin ile hemen hemen ayni, BHT den ise
daha yiiksek DPPH siipiirme aktivitesine sahip oldugu goriildii. Diger bitkiler ise
siralama E. maximum >P. major >U. dioica > A. capillusveneris olacak sekilde
diisiitk DPPH siipiirme aktivitesi gostermiglerdir

Coban (2007), arastirilan bitkilerin DPPH siipiirme aktiviteleri incelenmistir ve
metanol ekstraktlarinin 1Csy degerleri gbéz Oniine alindiginda A. rotundum,
davarotu (M. Secacul) ve Z. absinthifolia bitkilerinin a-tokoferol kadar anlamli
olarak DPPH radikalini siipiirdiikleri saptanmistir. Etil asetat ekstraktlarinin
ICsodegerlerine bakildiginda ise T. sipyleus, P. recta, A. tinctoria ve S. acre
tirlerinin a-tokoferol kadar etkili olduklar1 saptanmistir. Siiperoksit anyonunu
siipliriicii  etkilerine bakildiginda, metanol ekstraktlarindan A.tinctoria ve S.
acre’nin 1Csy degerleriyle a-tokoferol’e yakin etki gosterdikleri saptanmustir. Etil
asetat ekstraktlarindan ise A. rotundum, T. sipyleus, S. acre, M. secacul ve P. recta
bitkilerinin a-tokoferole en yakin etkiyi gosterdikleri saptanmustir.
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Skerget vd. (2009)’nin yaptig1 calismada kirmizi soganimn yenilebilir kismimin ve
kabugunun etanol ve aseton ekstraktlarinin fenolik bilesik igerigi, antimikrobiyal
ve radikal silipirme aktivitesi aragtirildi. Sogan kabugunun etanol ve aseton
ekstraktinin DPPH radikalini siiptirme aktivitesinin kuarsetinin aktivitesinden daha
diisik oldugu, fakat BHT ile karsilastirilabilecek yakin degerlerde oldugu
goriilmiistiir. Antimikrobiyal aktivite deneyinde ise, genel olarak soganin kabuk
kismi, yenilebilen kismina oranla daha fazla olmak iizere B. cereus, E. coli ve P.
fluorescens bakterilerine karsi1 onemli derecede giiclii inhibitor etki gostermistir.
Kirmizi sogan kabugunun o&zellikle kuarsetin olmak iizere (ekstrakte edilmis
fenolik bilesiklerin tiimiiniin yaklasik olarak % 44°{i) fenolik bilesikler bakimindan

zengin oldugu bulunmustur.

Ariduru ve Arabaci (2013) tarafindan yapilan bu calismada cigertaze otunun
metanol, etanol, etil asetat ve aseton ekstraktlarinin DPPH ve Folin (total fenolik)
yontemi ile antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Standart olarak Troloks ve BHT
kullanilmigtir. Cigertaze otunun tiim ekstraktlarinin DPPH siipiirme aktivitesinin
Troloks ve BHT ile hemen hemen ayni oldugu goézlemlenmistir. Cigertaze otu
bitkisinin ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 en iyi olarak etanol
ekstraktt 43.55 (mg GAE/g ekstrakt) daha sonra metanol ekstrakti 23.62 (mg
GAE/g ekstrakt), etil asetat ekstrakti 18.29 (mg GAE/g ekstrakt) ve aseton
ekstrakti 11,58 (mg GAE/g ekstrakt) olarak belirlenmistir.

Khalaf vd. (2008)’nin yapmis oldugu bu calismada yaygin olarak kullanilan bazi
bitkilerden, siyah ¢ay tiirlerinden Camellia sinensis ve Eugenia caryophyllus, yesil
cay olarak Camelliasinensis tiirii, karabiberin Piper cubeba tiirii ve zencefilin
Zingiber officinale tiirtinlin metanol ekstraktlarinin DPPH aktiviteleri, standart
olarak askorbik asit kullanilarak incelenmistir. Yesil ¢ayin (Camellia sinensis
Linn.) DPPH radikalini siipiirme aktivitesi askorbik asidin aktivitesinden daha
yiiksek oldugu gozlenirken, karabiber (Piper cubeba Linn.), zencefil (Zingiber
officinale) ve siyah c¢aylarin 2 tiiriniin de (Camellia sinensis Linn.ve Eugenia
caryophyllus) DPPH radikalini siipiirme aktiviteleri askorbik asit ile yakin
degerlerde oldugu goriilmiistiir.
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2.2. Antioksidan ve Antimikrobiyal Aktivite Tayini Yapilan Deniz
Boriilcesi Calismalaria Ornekler

Halofit (tuzlu topraklarda ve denizin riizgarla gelen suyuna dayamikli bitkiler
grubu) bitkiler ilk caglardan beri beslenme, medikal 6zellikleri ve yliksek tuz
icerikleri nedeniyle toplanip tiiketilmektedir (Davy vd.,2001; Lieth 1997)

Sarcocornia genus’u (Chenopodiaceae) benzeri Salicornia genusundaki bitkiler
gibi yenebilen tiirler igerir. Bu bitkiler Avrupa pazarinda yapraksiz siirgiinleri ile
kuskonmaza olan benzerlikleri nedeniyle sebze olarak kullanilmaktadirlar
(Gargouri 2013). Bu bitkilerin tuzlu tatlar1 ve yiiksek besin igerikleri, iyi diyet
destek maddesi olmalarini saglar ve bu 6zellikler bazi ¢aligmalarla gosterilmistir
(Lu vd., 2001; Ventura vd., 2011).

Sarcocornia genus’undan bitkilerin 6zellikle omega-3-yag asitleri, fenolik bilesik
icerikleri, antioksidan ve mineral Ozellikleri “fonksiyonel gida” tanimina
uymaktadir (Del Giudice ve Pascucci, 2010).

Halofit 6zellikleri ile bilinen Salicornia ve Sarcocornia genuslarina ait bitkilerle
yapilan ¢aligmalar asagidaki gibi 6zetlenebilir:

Alpmar K vd. (2009), tarafindan Ayvalik’ta yetisen yabani besin bitkilerinin
antioksidan kapasitesini 6l¢mek tizere dort farkli yontemle (CUPRAC, ABTS,
FRAP ve Folin) analiz yapilmis ve S. europaea (deniz boriilcesi)’nin antioksidan
kapasitesi saridikenden (Scolymus hispanicus L.), tilki tiziimiinden (Tamus
communis L. subsp. Cretica L.), yabani hardaldan (Sinagosis arrensis L.),
yapiskan otundan (Silene dichotoma Ehrh. Subsp. Dichotoma-ISTE), ve turp
otundan (Raphanus raphanistrum L.) yiiksek bulunmusgtur.

Manikandan vd. (2009) bir halofit olan Salicornia brachiata’nin su ve % 80
metanol ekstraktlart hazirlanmig ve antibakteriyal aktiviteleri olglilmistiir.
Antibiyotigi ile karsilastirilmig ve gram pozitif bakterilere karsi etkili olduklari
sonucuna varilmistir. Antimikrobiyal aktivitenin alkoloid, flavonoid, tannin,
polifenolik bilesikler ve yaglardan kaynaklandigi tartisilmistir. Gram negatif
bakterilere karsi antibakteriyal aktivite gozlenmistir. Olgiillen MIC degerleri
yiiksek oldugu igin aktif bilesiklerin farmasotik yararlarinin olmayacagi sonucuna

varilmigtir.
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Poyrazoglu Coban vd. (2009) Aydin ve ¢evresinde yetistirilen ebe giimeci (Malva
vulgaris), deniz boriilcesi (Salicornia europaea) ve kuskonmaz (Asparagus
officinalis L. ve Asparagus acutifolius tirleri) bitkilerinin aseton, eter, etanol ve su
bazi mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Sonug
olarak kuskonmaz tiirlerinin ebe giimeci ve deniz boriilcesi bitkilerine gore
mikroorganizmalara karst daha fazla antimikrobiyal aktivite gdsterdigi
goriilmiistir. Salicornia europaea L.’nin eter ekstraktlarinin diger ekstraktlara
gore calisilan tiim mikroorganizmalara karsi referans antioksidanlara benzer

aktivite gosterdigi tespit edilmistir.

Ha Na vd. (2010), S. herbecea L. bitkisinin sirke {iretimi siirecindeki mikrobiyal
topluluk varyasyonlar1 ve sirke karakteristigi tizerindeki etkilerini arastirmiglardir.
Deniz boriilcesinin sirke iiretim ortamina ilavesi ile sirkenin asetik asit ve
polifenol igeriginin arttigit ve deniz boriilcesinin fermantasyon sirasinda
mikroorganizma {iretimi iizerinde aktivatér rolii oynamasinin yani sira sirkenin

kalitesini yiikselten bir besin katki maddesi olabilecegi tartigilmistir.

Aghaleh vd. (2011), tuz stresinin iki Salicornia tiirlinden (S. persica ve S.
europaea) fizyolojik ve antioksidatif yanitlarina etkisini arastirmislardir. Biiylime
parametreleri, serbest prolin igerigi, iyon birikimi, lipid peroksidasyonu ve
antioksidan enzimlerin (SOD, CAT, GPx) aktivitesine etkiyi arastirmak igin
tohumlar iki ay boyunca yar1 kuvvetli Hoagland ¢ozeltisi iginde ve NaCl’iin
degisen derisimleri ile muamele edilerek sonuglar kontrol edilmistir. Her iki tiirin
de kuru ve yas agirliklart 85-170 mM NaCl derisiminde artmis, daha yiiksek tuz
derisimlerinde azalmustir. Prolin derisimi her iki tiirde de artmistir. Kok ve
sirgiinlerde Na® derisimi artmus, K' ve P; derisimi azalmistir. Lipid
peroksidasyonunun bir 6l¢iisii olan MDA diizeyi 85 ve 170 mM NacCl derisiminde
azalmis fakat daha yliksek tuz derisiminde artmistir. Tuzluluk arttikca SOD, CAT
ve GPx aktiviteleri her iki tirde de artmistir. Tiirlerden S. persica’nin oksidatif
hasara kars1 daha iyi koruma mekanizmasina sahip oldugu vetuza dayaniklilik
ozellik gosterdigi saptanmistir.

Jin Young King vd. (2011) Salicornia herbecea L. bitkisinin dikafeoilkunik asit
tiirevleri ve flavonoid glukozitlerini ve bu bilesiklerin antioksidatif aktivitelerini
calismuslardir. Iki yeni antioksidan bilesik [izokuersitrin 6-O-metoksilat ve metil
4-kafeoil-3-dihidrokafeoil kuinat (salikornat)] izole edilmis ayrica daha Once
bilinen 3,5-dikafeoilkuinik asit; kuersetin 3-O-B-D-glukopiranozit, 3-kafeoil-4-
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dihidro kafeoilkuinik asit ve izoramsetin 3-O-p-D-glukopiranozit’in varligi da
gosterilmistir. Bu bilegiklerin antioksidan aktiviteleri de Ol¢ililmiistiir ve pozitif

bulunmustur.

Kang vd. (2011) tarafindan Salicornia herbecea tohum ekstreleri ile yapilan bir
calisma ile bitki tohumlarinin (¢ekirdek) insan kolon ve bagirsak hiicreleri
tizerinde antioksidan ve sitotoksik etkileri incelenmistir. DPPH, ABTS ve
nitrikoksit kullanilarak olciilen antioksidan aktivite hekzan fraksiyonlarinda en
yiiksek bulunmustur. Etanol fraksiyon HCT 11 ve HT-29 kolon kanser hiicrelerine
en yiiksek sitotoksik etkiyi gosterirken, normal oliimsiiz INT-407 ince bagirsak
hiicrelerine daha az toksisite gosterdigi saptanmigtir. Bununla birlikte normal ve
kanser hiicreleri tizerinde sec¢imli toksisite saptanmistir. Bu sonuglara goére S.
herbecea tohumlarinin potansiyel antioksidan ve sitotoksik etkiye sahip oldugu ve
medikal uygulamalar i¢in bir besin kaynagi olarak kullanilabilirligi ongdriilmiistiir.
S. herbacea’nin botanik, kimyasal ve farmakolojik ozellikleri arastirilmustir.
Oryantal {ilkelerde bu bitkinin ince bagirsak hasari, nefropati ve hepatitin tedavisi
icin alternatif ilag olarak kullanildigindan bahisle bunlara ilave olarak
aterosikleroz, hiperglisemi ve seker hastaliginda da kullanilabilecegi bildirilmistir.
Bu derlemede S. herbacea’nin antioksidan, antimikrobiyal, antiproliferatif ve
antienflamatuar aktivitelerinin igerdigi tungtungmadik asit, kuersetin 3-O-glikozit
ve izoramsetin 3-O- ileri geldigi ifade edilmektedir.

Jeon vd. (2012) tarafindan deniz boériilcesi (Salicornia herbacea L.) ve piring
(Oryza sativa L.) ile katkilanmis Doenjang (Kore soya ezmesi)’in kimyasal ve
biyokimyasal karakterizasyonu arastirilmigtir. Fermente yiyeceklere tuzlu
topraklarda yetisen bitkilerin katki maddesi olarak katilmasi besin degerinin
yiikseltilmesi  a¢isindan  denemektedir. Deniz  boriilcesindeki  NaCl’iin
fermantasyonda mikroorganizma iiremesine karst inhibitdr etkisi yaptigi
bilindiginden yarim saatlik yikama ile kurutulmus deniz bdriilcesinin tuzu
giderilerek fermantasyon ile elde edilecek olan Kore Soya ezmesine farkli
oranlarda katilmistir. Sonuglara gore deniz boriilcesinin soya ezmesinin iiretiminde
kullaniminin ezmenin kimyasal ve besin igerigi kalitesini arttiracagi ifade

edilmistir.

Gargouri vd. (2013) tarafindan Sarcocornia perennis L. ile yapilan bir ¢alismada
total antioksidan kapasitesi, DPPH radikali siipiiriicii aktivite, total polifenol ve

total flavonoid igerikleri ve kondanse tanin miktarlar1 arastirilmis ve sirasiyla total



59

antioksidan kapasite (8,289 g Vit C/g kuru agirlik), DPPH radikal siipiiriicii
aktivite (ICsp 0,403 mg/mL), total polifenol (4,322 mg GAE/ g DW), total
flavonoid (3,300 mg CE/g DW), kondanse taninler (1,09 mg CE/g DW) olarak
bulunmustur. Calismada ayrica bitki ekstraktinin kursun elementinin bodbrek
hiicrelerine yaptigi toksik etkinin giderilmesindeki etkinligi in vitro kosullarda
arastirilmig ve S. perennis ekstraktlarinin bébrek hiicrelerinin Pb toksisitesine karsi

korudugu saptanmustir.

Toprak tuzlugunun giderek artmasi ve tath su kaynaklarmin arastirilmasi
stirdiiriilebilir ekin iiretimi i¢in yeni ¢oziimler gerekmektedir. Ventura ve Sagi
(2013) bu ¢Oziimlere katkida bulunmak iizere Salicornia ve Sarcocornia
genuslarina ait tuz toleranslh bitkileri incelemislerdir. Bu ¢alismada belirtildigine
gore kiiltiire edilmemis bitki materyali diisiik birbirine benzerlik gostermesi
nedeniyle {riin kalitesi dnceden 6ngoriilememektedir. Ayrica bu bitkilerin dogal
biliyiime sezonlar1 takip edildiginden her mevsim bulunma olasiliklar1 ve ayrica
bitki tiirtiniin boélgesel bollugu diisiik olabilmektedir. Bu tip bitkilerin mutfak
isleminde kullanilmas1 yiiksek kalite {iriin gerektirir. Ote yandan genuslar
arasindaki biyolojik farkliliklar farkli uygulama pratiklerini gerektirmektedir
(Ventura ve Sagi, 2013).

Chenopodiaceae ailesinin iiyesi olan deniz boriilcesi cinsi bitkilerin ¢esitli
tiirlerinin antibakteriyal etkileri de rapor edilmistir. Biyolojik materyalde (et gibi)
bozunmaya ve kokusmaya (fovling) neden olan bakterilerin tuzlu kiy1
sedimentlerinde yetisen halofitlerin metanolik ekstraktlarma kars1 duyar oldugu
(Kumar vd., 2009 ve Manikandan vd., 2009) bilinmektedir. Sogutulmus dana
kiymasina Salicornia fruticosa halofitlerinin toprak tistii kisimlariin suyunu ve
metanol ekstraktlarini katarak lipid peroksidasyonu ve bakteriyel iiremeye etkisini
incelemiglerdir. Gram (+) bakterilere karsi ekstraktlarin koruyucu etkisi tespit
edilmis ve pH {izerine etkisi, TBA degerlerine etkisi, aerobik mikroorganizmalara
ve kiif ve mayalara etkisi incelenmistir. Test sonuglarina gore, kontrol grubuna
gore S. fruticosa ekstraktlari katilan grupta bozunmanin daha disiik oldugu
bulunmustur (Elsebaie, 2013).

S. herbacea L. bitkisinin mineral igerigi, protein ve karbonhidrat icerigi de
arastirtlmigtir (Essaidi vd., 2013). Bu ¢alismanin sonuglarina gére kuru madde 680
+ 7,3 g/kg; kiil miktar1 81 + 3,6 g/kg bulunmustur. Yiiksek kiil miktar1 S.
herbacea’nin alkali bitki kategorisinde oldugunu gostermistir. Alkali bitkiler
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sabun iiretiminde dogal sodyum kaynagi olarak kullanilabilmektedirler. Bitkinin
protein orani da yiiksek bulunmustur (221,0 £ 12,8 g/kg kuru madde). Bu durum
bu bitkinin geleneksel olarak pek c¢ok {ilkede besin olarak kullanimini
aciklamaktadir. Kalori icerigi de yiiksek (440 £ 50 kcal/100 g kuru madde) olarak
tespit edilmistir. Ayrica bitkinin metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivite
gosterdigi de saptanmustir. Metanol ekstrakti aym1 zamanda sitokrom P450
CYPIAZ, CYP3A4 ve CYP2D6 enzimlerinin de inhibisyonuna neden olmustur. S.
herbacea ekstraktlarinda klorojenik asit, kafeik asit, siringic asit, p-kumarik asit,
sinapic asit, ferulik asit, salisilik asit, mirisetin, kuarsetin, trans-sinnamik asit,
hesperetin, kaemferol, izoramsetin, remsetin, akasetin, galangin fenolik asitleri ve
flavonoidler tespit edilmistir.

Salicornia brachiata’nin HepG2 hiicreleri iizerine antioksidan ve sitotoksik
etkileri arastirilmistir. S.brachiata’nin metanol ekstraktlarinda 46,57 mg/g total
fenolik bilesik; 200 pg/mL 6rnek i¢in % 23 DPPH radikal siipiiriicti aktivite; % 20
ABTS radikal siipiiriicii aktivite; ferrik tiyosiyanat yontemi ile Olgiilen % 72
inhibisyon aktivitesi; TBA (tiyobarbitiirik asit) yontemi ile ekstrakt miktarina bagh
olarak yiikselen bir inhibisyon tespit edilmistir. HepG2 hiicre hatti kullanilarak
yapilan testte doza bagli hiicre proliterasyonu gozlenmistir. Bu sonuglar
S.brachiata’nin  antioksidan ve antikanser aktivitelerini  gostermektedir
(Santhanakrishnan vd., 2013).

Bertin vd. (2014), iki farkli bolgeden toplanmig Sarcocornia ambigna bitki
orneklerini besin, biyoaktif bitkiler ve antioksidan aktiviteleri agisindan
karsilagtirllmistir. Antioksidan aktiviteleri DPPH yontemi ile (36,64 ve 135,83
umol TEAC/100 g) ve FRAP yontemi ile (31,92 ve 170,14 umol Fe®*/100 g)
Olciilmiistiir. Bitkilerin fenolik bilesik icerikleri HPLC-ESI-MS/MS ile incelenmis
ve bir kumarin (scopoletin), bir fenolik aldehit, sekiz fenolik asit (p-kumarik,
sinnamik, vanilik, ferulik, kafeik, sinapik, klorojenik asitler) ve bes flavonoid
(kuersetin, naringin, kaemferol ve ) bulunmustur. Bu halofitin dogal antioksidanlar
ve besin maddeleri acisindan zengin oldugu ve besin farmasotik endiistrilerde

kullanilabilecegi sonucuna varilmastir.

Salicornia ramosissima halofitinden elde edilen ¢esitli ekstraktlarin fenolik ve
flavonoid igerikleri, DPPH radikali siipiiriicii aktiviteleri, indirgeme glicleri, -
karoten linoleik asit ve ORAC yontemleri ile antioksidan aktivite tayinleri ve
giines koruma faktorii ve UVA-koruma faktor ozellikleri ¢calisilmistir (Surget, G
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vd. 2015). Etilasetat fraksiyonunun koruma 6zellikleri a-tokoferolden daha yiiksek
ve giines 15181 koruma oOzelligi de sentetik UV-filtrelerinden daha etkin
bulunmustur.

Yukarida dzetlenen literatiir bilgisi 1s13inda Sarcocornia perennis L. (S. perennis
L.) ile ilgili son derece kisitli sayida arastirma oldugu sonucuna varilmistir. Bu
calismada Tiirkiye’de besin olarak kullanim alani bulan deniz boériilcesi bitkisinin

antioksidan 6zelliklerinin genis bir bigimde belirlenmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kimyasal ve Cihazlar
Kimyasallar:

Etil alkol, metil alkol, gallik asit, BHT (biitillenmis hidroksi toluen), Folin
Ciocalteu reaktifi (FCR), rutin, NADH (nikotin amidadenin diniikleotid), NBT
(nitroblue tetrazolyum), PMS (fenazin metasiilfat), sodyum hidroksit (NaOH),
PGR (pirogallol red), aliiminyum kloriir hekzahidrat (AlICl;'6H,0), DPPH (1,1-
difenil-2-pikril hidrazil), n-hekzan, demir (II) kloriir (FeCl,) ve TBA
(tiyobarbitiirik asit) kimyasallar1 Sigma (Steinheim, Almanya)’dan temin edildi.

Potasyum hekzasiyano ferrat [ KsFe(CN)g], Vitamin C, AAPH [ 2,2’-Azo-bis (2-
aminidinopropan) dihidrokloriir], Troloks [(#)-6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilik ~ asit] ve  sodyum  dihidrojen  fosfat
(NaH,PO,-2H,0) kimyasallar1 Fluka (Buchs/Switzerland)’dan temin edildi.

Bakar (IT) kloriir dihidrat (CuCly-2H,0), neokuproin (2,9-dimetil 1,10-fenantrolin
ve demir (IT) kloriir kimyasallar1 Aldrich (Milwaukee, WI, ABD)’den temin edildi.

Amonyum asetat (NH;Ac), amonyum tiyosiyanat (NH;SCN), linoleik asit, EDTA
(etilen diamin tetra asetik asit), demir (IIT) kloriir tetrahidrat (FeClz'4H,0), demir
(TIT) kloriir hekzahidrat (FeCls'6H,0) ve hidroklorik asit (HCI) kimyasallart Merck
(Dramstadt/Almanya)’dan temin edildi.

Glasiyel asetik asit, potasyum dihidrojen fosfat (KH,PO,), trikloroasetik asit
(TCA) Carlo Erba (Ronado/italya)’dan temin edildi.

Rutin bilesigi Riedel-de Han (Seelze/Almanya)’dan temin edildi.
Cihazlar:

Su banyosu [Memmert (WBU)], terazi [0,0001 g duyarlilikta, Ohaus-Pioneer
(PA214C)], pH metre [Hanna (pH) 211], calkalamali su banyosu [Memmert
(WB14)], spektrofotometre [Shimadzu (UV-1601)], vorteks [Heidolph (Reax
Top)], otomatik pipetler [Brand (Transferpette)], manyetik karistirici [Hanna
(HI190M)], buzdolab1 [Vestel (White FR 540)], saf su cihaz1 [GLF (2001/4)],
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liyofilizatdr [Labconco (Freezone 6)], rotari evaporatdr [Ika (RV 05 Basic 1B)],
etiiv [Heraeus (Fuktion Line)], santrifiij [Hettich (Universal 32R)]

3.2. Yontem

3.2.1. Sarcocornia perennis L. (S. perennis L.) Bitkisinin Toplanmasi ve
Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Bitkinin toplanmasi: Deniz boriilcesi ornekleri izmir Karsiyaka Mavisehir
Bolgesindeki Atatiirk Organize Sanayi Kanali Deresi’nin denize dokiilen bolgenin
civarindan toplandi (GPS: N 38° 27'57.6"; E 27° 04' 6.24"). Laboratuara getirilen
ornekler temizlenip ayiklandiktan sonra botanik kurutma islemlerine sadik
kalmarak kurutuldu ve bir Ornegi saklandi. Bitki 6rnegi Adnan Menderes
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii dgretim iiyesi Dog. Dr.
Ozkan Eren ve Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii 6gretim iiyesi
Dog. Dr. Ahmet Emre Yaprak tarafindan taksonomik olarak tanimlandi ve ekstrakt
hazirlama asamasina gegildi.

Ekstraktlarin hazirlanmasi: Bu islem ig¢in ciiriiklerinden ayiklandiktan sonra
yikanarak topraktan armdirilan 6rnekler adi slizge¢ kagidi iizerinde laboratuarda
oda sicakliginda acikta ve yaprak kisimlarinin kiigiik parcalara ayrilmasiyla
liyofilizatorde olmak tizere iki farkli yontemle kurutuldu. Kurutulan 6rnekler farkli
polariteye sahip ii¢ farkli ¢bzgen [etanol, metanol, su (sirasiyla 20 °C’deki
dielektrik sabitleri: eetano= 32,63, €metanot = 24,30, &5 = 80,37)] ile ekstraksiyon
islemine tabi tutuldu. ilaveten bir de “demleme su” ekstrakti hazirlandi. Yirmi
gram yas deniz bdriilcelerine denk gelen ogiitiilmiis kuru 6rneklerden etanol,
metanol, su ve demleme su ekstraktlarinin her biri icin sirastyla; liyofilizatorde
kurutulmus ornekten 3,4 g; acikta kurutulmus oOrnekten 3,5 gram tartildi ve
izerlerine 50’ser mL ¢bdzgen (etanol, metanol, su) eklendi. Oda sicakliginda
manyetik karistiricida 4 saat karismaya birakildi (Demleme su ekstraktlar ilk
yarim saatlik siiregte 70 °C’de 1sitilarak karistirildi). Dort saatlik karigma
siirecinden sonra ekstraktlar siiziildi. Kalintilara tekrar 50’ser mL ¢6zgen
eklenerek ikinci ekstraksiyon siireci 20 saat ve ti¢ilincli ekstraksiyon siireci 24 saat
olmak tizere aymi iglemler 3 kez tekrarlanarak toplamda 48 saatlik ekstraksiyon
stireci tamamlandi. Siizlintiiler birlestirildi. Su ve demleme su ekstraktlariin suyu
liyofilizatorde, etanol ve metanol ekstraktlarinin ¢ézgenleri evaporatdrde uguruldu.
Elde edilen kalintilar folyo ile kaplanmis cam siselerde agzi kapali olarak
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buzdolabma (+ 4 °C) yerlestirilmis desikatérde saklandi ve tiim Orneklere
asagidaki antioksidan kapasite tayin yontemleri ve antimikrobiyal aktivite tayin
uygulandi.

3.2.2. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH)

DPPH radikal siiptiriici aktivite tayini Brand-Williams vd. (1995)’a gore yapildi.
DPPH’in metanolde hazirlanan 1,0 x 10 M ¢6zeltisinden 0,3 mL alinarak tizerine
0 (Kontrol)-5-50-150-250-500-750-1000-1250 ve 1500 upg/mL derisimindeki
ekstrakt ¢ozeltilerinden (etanol ekstrakti etanolde, metanol ekstrakti metanolde, su
ve demleme su ekstraktlari suda ¢oziildi) 0,9 mL ilave edildi, vorteks ile
calkaland1 ve 30 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. Her bir derisim igin 3
tekrar yapildi. Inkiibasyon siireci bittikten sonra 517 nm’de absorbans okundu.
Standart antioksidanlar olarak BHT, troloks, rutin ve gallik asit kullanildi. Yiizde
inhibisyon degeri asagidaki formiilden hesaplanarak derisime kars1 % inhibisyon
grafigi ¢izildi ve her bir 6rnek/standart antioksidan i¢in ICsq degerleri hesaplandi.

% Inhibisyon = [(Akontrol-Admek)/ Akontrot] X 100
Axontrol: Kontroliin absorbansi

Aome: Ornegin/standart antioksidanin absorbansi
3.2.3. Total Fenolik Bilesik Tayini (TPC)

Toplam fenolik bilesik tayini, Singleton vd. (1999)’a gore yapildi. Her bir
ekstraktin 1 mg/mL derisimdeki ¢ozeltileri (etanol ekstrakti etanolde, metanol
ekstrakti metanolde, su ve demleme su ekstraktlari suda ¢6ziildii) hazirlandi. Bu
cozeltilerden 0,25 mL alindi, tizerlerine 11,25 mL distile su eklenerek toplam
hacim 11,5 mL’ ye tamamlandi. Hazirlanan stok ¢ozeltilerin iizerlerine 0,25’ser
mL Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) satin alindig1 sekilde ilave edildi, 3 dakika oda
sicakliginda bekletildi ve sonra 0,75’ser mL % 2’lik sodyum karbonat (Na,COs3)
eklendi. Elde edilen bu karisim 2 saat c¢alkalayicida calkalandi ve bu siireg
sonucunda olusan sar1 rengin absorbansi 760 nm’ de okundu. Bu yoéntemde rutin
bilesigi standart olarak kullanildi. Rutin kalibrasyon (rutin miktarma karsi
absorbans) grafiginin ¢izilmesi i¢in 50 pg/mL derisiminde etanolde hazirlanan
rutin stok ¢ozeltisinden 40-80-120-160-200-240 ve 280 pL alinip toplam hacimler
su ile 11,5 mL’ye tamamland1 ve yukarida anlatildig1 gibi 6rnekler icin yapilan
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islemlerin aynis1 uygulandi. Sonug¢ olarak 6rneklerdeki toplam fenolik bilesik
miktari, rutin kalibrasyon grafiginden yararlanilarak rutin esdegeri olarak
hesaplandi.

3.2.4. Total Flavonoid Tayini

Toplam flavonoid tayini Quettier-Deleu (2000)’e gore yapildi. Her bir ekstraktin
1,0 mg/mL derisimdeki ¢ozeltisinden (etanol ekstrakti etanolde, metanol ekstrakti
metanolde, su ve demleme su ekstraktlar1 suda ¢6ziildii) 1’er mL alindi, lizerlerine
metanolde hazirlanan % 2’lik AICl; ¢ozeltisinden 1’er mL eklendi, oda
sicakliginda 15 dk beklendikten sonra 430 nm’de absorbanslari okundu. Bu
yontemde rutin bilesigi standart olarak kullanildi. Rutin kalibrasyon (derisime
kars1t absorbans) grafiginin ¢izilmesi igin 10-20-30-40-50 ve 60 upg/mL
derisiminde etanolde hazirlanan rutin ¢ozeltilerinden 1’er mL alindi ve ekstraktlara
uygulanan islemlerin aynist uygulandi. Rutin kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak oOrneklerdeki toplam flavonoid miktar1 rutin esdegeri olarak
hesaplandi.

3.2.5. Total Flavonol Tayini

Toplam flavonol tayini Yermakov vd. (1987)’a gore yapildi. Her bir ekstraktin 1
mg/mL derigimindeki ¢ozeltisinden (etanol ekstrakti etanolde, metanol ekstrakti
metanolde, su ve demleme su ekstraktlari suda ¢oziildii) 1’er mL alindi, {izerlerine
sirasi ile 1’er mL metanolde hazirlanan % 2’lik AICl;3ve 3’er mL % 5°lik sodyum
asetat (NaC,H30,, suda) ¢ozeltisinden eklendi, 20 °C’de 2 saat inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siirecinin sonunda 430 nm’de absorbanslari okundu. Bu
yontemde rutin bilesigi standart olarak kullanildi. Rutin kalibrasyon (derisime
kars1 absorbans) grafiginin ¢izilmesi igin etanolde 10-20-30-40-50 ve 60 pg/mL
derisiminde hazirlanan rutin ¢ozeltilerinden 1’er mL alindi ve ekstraktlara
uygulanan islemlerin aynis1 uygulandi. Rutin bilesiginin kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak Orneklerdeki toplam flavonoid miktar1 rutin esdegeri olarak
hesaplandi.

3.2.6. Indirgeme Giicii Tayini

Indirgeme giicii tayini Oyaizu (1986)’a gore yapildi. Her bir ekstraktin ve standart
antioksidanlarin 1 mg/mL derisimdeki ¢ozeltisinden (etanol ekstrakti etanolde,
metanol ekstrakti metanolde, su ve demleme su ekstraktlar1 suda ¢oziildii) 100’er
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pL; standart antioksidanlarin 1 mg/mL derisimdeki ¢ozeltisinden ise 5’ser pL
alind1 ve hacimleri su ile 400 uL’ye tamamlandi. Uzerlerine siras1 ile 1 mL 0,2 M
fosfat tamponu (pH: 6,6) ve 1 mL % 1’lik potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)g]
eklendi ve 20 dk 50 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siirecinden sonra
sirasiyla 1 mL 10’luk trikloroasetik asit (TCA), 3,4 mL distile su ve 0,68 mL %
I’lik FeClj eklenip hazirlanan ¢ozeltilerin 700 nm’de absorbanslari okundu. Aym
islemler kalibrasyon grafigi ¢izilmek tizere 1 mg/mL derisimindeki askorbik asit
cozeltisinden 2-4-6-8 ve 10 pL alinarak tekrar edildi. Ekstraktlarin ve standart
antioksidanlarm indirgeme giicii degerleri askorbik asit kalibrasyon grafiginden

yararlanilarak % askorbik asit olarak hesaplandi.
3.2.7. Total Antioksidan Aktivite Tayini

Bu yontem Saha vd. (2004)’e gore uygulandi. Her bir ekstraktin ve standart
antioksidanlarin 1 mg/mL derisimdeki ¢ozeltisinden (etanol ekstrakti etanolde,
metanol ekstrakti metanolde, su ve demleme su ekstraktlari suda ¢6ziildii) 1’er mL
alind1 (kontrol i¢in 1 mL tampon). Uzerlerine sirasi ile 1,025 mL 0,081 M linoleik
asit emiilsiyonu (2,51 mL linoleik asit + 100 mL etanol), 2 mL 0,04 M fosfat
tamponu (PBS, pH: 7,4) ve 0,975 mL distile su ilave edilip 40 °C’de inkiibasyona
birakildi. Hazirlanan bu ¢6zeltilerden t = 0 anindan itibaren 24 saat arayla 100 uL
alinip {izerine sirasiyla 9,7 mL etanol (kor i¢in 9,8 mL), 100 uL FeCl, (20 mM %
3,5’luk HCI’de) ve 100 uL % 30’luk amonyum tiyosiyanat eklendi. Hazirlanan bu
karigimlar vortekslendikten sonra 500 nm’de absorbanslari okundu. Belirtilen
stirelere karsilik absorbans grafigi ¢izildi. Kontroliin absorbansimmin maksimum
oldugu saatteki absorbanslar baz alinarak drneklerin ve standart antioksidanlarin
total antioksidan aktivite degerleri asagidaki formiilden hesaplanda.

A.A. =100- [(AAOmek' AAKontroI)/'A\Kontrol]><100
A.A. : Antioksidan Aktivite
Burada:

AApme: Ornek/standart antioksidan igin (t anindaki absorbans — t, anindaki
absorbans)

AAkontrol: Kontrol igin (t anindaki absorbans — t, anindaki absorbans’tir)
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3.2.8. Siiperoksit Anyonu Siipiiriicii Aktivite Tayini

Stiperoksit anyonu siipiiriicli  aktivite tayini Liu vd. (1997)’nin biraz
modifikasyonu ile Giilgin vd. (2003)’e gore yapildi. Tiiplere (10 mL’lik) sirasiyla
16 mM Tris-HCI (pH: 8,0) tamponunda hazirlanan 50 uM NBT, 78 uM NADH,
100 pg/mL derisiminde ekstrakt (alkol ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin
500pg/mL derisimindeki ¢ozeltilerinden 0,1 mL alinip tampon ile 0,5 mL’ye
tamamlandi) ve 10 uM fenazin metasiilfat (PMS) ¢ozeltilerinden 0,5’er mL
eklenip 25 °C’de 5 dakika inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siirecinden sonra 560
nm’de absorbans degerleri okundu.

3.2.9. Kuprik iyon Indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

Bakir (II) indirgeyici antioksidan kapasite tayini Giiglii vd. (2006)’a gore yapildi.
Tiiplere (10 mL’lik) sirasiyla 0,5 mL 0,01 M CuCl,, 0,5 mL 7,5 mM etanolde
hazirlanan neokuproin, 0,5 mL 1 M amonyum asetat (NH;Ac) (pH: 7,0), 0,1 mL
(0-10-20-30-40-50 ve 60 pg/mL derisimlerinde) ekstrakt veya standart antioksidan
cozeltisi ve 0,45 mL distile su eklenip 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon siirecinden sonra 450 nm’de absorbans degerleri okundu.
Her bir ekstrakt ve standart antioksidan i¢in derisime karsi absorbans grafikleri
cizildi. Elde edilen grafiklerin egimleri Troloks standardi igin ¢izilen standart
grafigin egimine oranlanarak TEACcuprac degerleri hesaplandi.

3.2.10. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)

Oksijen radikal absorbans kapasitesi tayini Lopez-Alarcon ve Lissi (2005)’e gore
yapildi. Kuvartz kiivete sirasiyla 0,5 mL 20 mM AAPH [2,2'-Azo-bis (2-
aminodipropan) dihidrokloriir] [75 mM fosfat tamponunda hazirlandi (pH: 7,4)],
0.1 mL farkli (70-140-210-280 ve 350 ug/mL) derisimlerde ekstrakt veya standart
antioksidan ¢ozeltisi, 0,45 mL fosfat tamponu (pH: 7,4) ve 50 uL. 100 pM PGR
(pirogallol red) ¢ozeltisi eklenip ¢alkalandi ve hemen UV cihazina yerlestirilip 15
dakika boyunca her dakikadaki absorbans diisiisii kaydedildi. t anindaki absorbans
degerleri t, anindaki absorbans degerine oranlanarak zamana karst A/A grafigi

cizildi.
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3.2.11. Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Hidroksil radikali siipiiriicii aktivite tayini Halliwell vd. (1987)’nin biraz
modifikasyonu ile Umamaheswari ve Chatterjee (2008)’e gore yapildi. Bu tayinde
fosfat tamponunda ¢oziinebilen ekstraktlarin (su ve demleme su ekstraktlari) ve
standart antioksidanlarin (gallik asit ve Troloks) hidroksil radikali siipiiriicii
aktiviteleri incelendi. Tiiplere sirasiyla 0,1 mL 28 mM Deoksi-D-Riboz [20 mM
fosfat tamponunda (pH: 7,4)], 0,5 mL farkli (2-4-6-8 ve 10 mg/mL) derisimlerde
ekstrakt/standart antioksidan ¢ozeltisi [20 mM fosfat tamponunda (pH: 7,4)], 0,2
mL [0,1 mL 1,04 mM EDTA + 0,1 mL 0,2 mM FeCl; (azot gaz1 gegirilmis suda)]
¢oOzeltisi, 0,1 mL 1,0 mM H,Oy(suda) ¢ozeltisi ve 0,1 mL 1,0 mM askorbik asit
(azot gaz1 gegirilmis suda) ¢ozeltisi eklenip 1 saat 37 °C’ de inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon siireci bittikten sonra tiiplere sirasiyla 1’er mL % 2,8’lik TCA
(trikloroasetikasit) (suda) ve %1’lik TBA (tiyobarbitiiriikasit) (50 mM NaOH sulu
¢ozeltisinde) eklendi ve 100 °C’deki su banyosuna yerlestirilip 20 dakika boyunca
inkiibasyona birakildi. Kaynama siirecinden sonra bulaniklik gbzlenen ¢ozeltiler
25 °C’de 11000 rpm’de 10 dk santrifiijlendi. Daha sonra 532 nm’ de ¢dzeltilerin
kore karst absorbanslari okundu. Yiizde inhibisyon degeri asagidaki formiilden
hesaplanarak derisime karst % inhibisyon grafigi ¢izildi ve her bir 6rnek/standart
antioksidan i¢in ICsy degerleri hesaplandi.

% Inhibisyon = [(Axontrol-Admek)/Axontrol] < 100
Axontrol: Kontroliin absorbansi

Apme: Ornegin/standart antioksidanin absorbansi
3.2.12. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Antimikrobiyal aktivite tayini agar kuyucuk difiizyon yontemi ile gerceklestirildi.
Kat1 besi yeri olarak Muller Hilton Agar hazirlandi: Bu amagla ayr1 ayr1 300 mL
suda 6,3 g Muller Hilton Broth (Oxoid) ve agar agar (Merck) (besiyerinin
katilasmasi i¢in) ¢ozildi. Hazirlanan bu iki ¢6zelti otoklavda 121 °C’de 15 dk
steril edildikten sonra birbirlerine eklendi (Toplamda 600 mL Muller Hilton agar
¢Ozeltisi hazirlanmis oldu). Hazirlanan besiyeri steril plastik petri kaplarina
dokiildii ve sogumaya birakildi.
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Antimikrobiyal aktivite denemelerinde kullanilmak {izere Escherichia coli
ATCC35218, Micrococcus luteus ATCC934, Staphylococcus —aureus
ATCC25929, Pseudomonas aeroginosa (klinik izolat), Serratia marcescens
(toprak izolat1), Enterococcus faecalis ATCC51299 bakterileri 1 giin 6nceden
Brain Heart infusion Agar (Merck) besiyerlerine ekildi ve 37 °C’de inkiibe edildi.
Bu bakterilerden steril distile su icerisinde 0,5 MacFarland bulanikligina esdeger

sekilde siispansiyon hazirlandi.

Soguyup katilasan Muller Hilton Agar besiyerlerine bakteri siispansiyonlarindan
steril ekiivyon ile ekim yapildi ve bu besiyerlerine agar delici (6 mm) ile
kuyucuklar agildi. Bu kuyucuklara her bir ekstraktin ve kontrol olarak kullanilan
gallik asitin 1 mg/mL ve 10 mg/mL derisimlerindeki ¢6zeltilerinden 0,5 mL
eklendi ve petriler 1 saat buzdolabinda (+4 °C’de) bekletildikten sonra etiivde (24
saat, +37 °C) inkiibasyona birakildi. Islemler 2 tekrarli yapildi, DMSO negatif
kontrol olarak kullanildi. 1 giinliik inkiibasyon siirecinden sonra besiyerlerinde
olusan inhibisyon zon g¢aplar1 6l¢iildii.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Calisgmamizda 10 farkli antioksidan aktivite gostergesi yontem ile S. perennis L.
ekstraktlari incelenmistir. Bu yontemler ve bulgular asagidaki gibidir.

4.1. DPPH Radikal Siipiiriicii Aktivite Tayini (DPPH)

Ekstraktlar ve standart olarak kullanilan antioksidanlar, Brands-Williams vd.
(1995)’e gore uygulanan bu ydntemde sirasiyla asagidaki semada gosterilen

islemlere tabi tutulmustur.
0,3 mL, 1,0 x 10*M DPPH ¢ozeltisi
+

0,9 mL farkli derisimlerde ekstrakt ¢ozeltisi

l

Vorteksleme

!

30 dk. karanlikta inkiibasyon

!

517 nm’de absorbans okuma

517 nm’deki absorbans ne kadar diisikse DPPH radikali o kadar siipiiriilmiis
demektir. S. perennis L. ekstraktlar1 ve standart olarak kullanilan antioksidanlarin
farkli derisimleri ig¢in elde edilen DPPH radikali siipiirme aktivitelerinin %
inhibisyon cinsinden grafikleri Sekil 4.1. ve 4.2.’de goriilmektedir.

DPPH’in % 50’sini siipiiren antioksidan miktar1 (ICsp) ne kadar disiikse
antioksidan maddenin DPPH radikalini siipirme aktivitesi o kadar yiiksek
demektir. S. perennis L. ekstraktlar1 ve standart olarak kullanilan antioksidanlar
i¢in lineer regresyon analizi yontemi ile elde edilen ICso degerleri Cizelge 4.1.°de
ve Sekil 4.3. ve 4.4.’de goriilmektedir.

Ilk kez Blois (1958) tarafindan &nerilen ve DPPH yontemi olarak taninan
antioksidan aktivite tayin yontemi kararli bir radikal olan 1,1-difenil-2-pikril
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hidrazil molekiiliiniin radikal olmayan tiire doniistiiriilmesini 6lgen bir yontemdir.
Antioksidan ¢aligmalarinda son zamanlarda en ¢ok kullanilan bu ydntem ayni
zamanda dogal sistemlerde bulunmayan sentetik bir radikali siipiirdiigli gerekgesi
ile oldukca da elestiri alan bir yontemdir. Hizli sonu¢ vermesi yontemin bir

avantajidir.

Bu c¢alismada ayrica 6rnek hazirlama yontemlerinin ekstraktlarin antioksidan
aktivitelerine etkisi de arastirildigindan Bolim 3.2.1.°de anlatildig1 sekilde iki
farklt yontemle kurutulmus orneklerden dort farkli ekstrakt hazirlandi. Cizelge
4.1°de listelenen sonuglara gore ekstraktlarin DPPH radikal siiplirme aktivitesi
standart antioksidanlarla kiyaslandiginda ¢ok diistiktiir. Liyofilizatorde kurutulmus
Ornegin metanol ekstraktt en yiiksek aktiviteyi gostermekte iken, onu
liyofilizatoérde kurutulmus 6rnegin etanol ve demleme su ekstrakti izlemektedir.
Agikta kurutulmus 6rneklerin aktiviteleri ise diisiiktiir.

Bir antioksidan molekiilin DPPH radikalini soniimlendirme kapasitesi onun
molekiil yapisi ile iligkilidir (Molyneux, 2004). Pek cok antioksidan olan veya
olmayan molekiillerin olusturdugu bitki ekstraktlarinda siiplirme mekanizmasinin

¢ok daha karmasik olmasi beklenebilir.

100 - —
90 F == R
|
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E 70 ¢ —m—Gallik asit
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0 225 450 675 900 1125 1350
Ornek/standart antioksidan miktari (ng)

Sekil 4.1. S. perennis L. liyofilizatérde kurutulmus ekstraktlarin DPPH radikali
stiplirme aktivilerinin kinetik egrileri.
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Sekil 4.2. S. perennis L. agikta kurutulmus ekstraktlarin DPPH radikali siipiirme
aktivilerinin kinetik egrileri.

Cizelge 4.1. S. perennis L. Liyofilizatorde ve agikta kurutulmus 6rneklerin etanol,
metanol, su ve demleme su ekstraktlarinin ve standart antioksidanlarin

I1Cso degerleri.
ORNEKLER ICso £ SD (ng)
Livofilizatird Etanol Ekstrakti 54,16 + 3,54
Ilzorl Itzall:::r ¢ Metanol Ekstrakti 68,58 + 0,61
P Su Ekstrakti 189,40 + 2,13
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 62,38 +£2,38
py Etanol Ekstrakti 92,54+ 12,49
K ?: :a Metanol Ekstrakti 86,59 + 1,57
S LY Su Ekstrakti 167,90 = 2,13
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 84,93 + 5,64
BHT 1191+2381
Standart Gallik Asit 2,33+£0,01
Antioksidanlar Rutin 2,51+ 0,06
Troloks 2,40 + 0,02
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Sekil 4.3. S. perennis L. ekstraktlarinin lineer regresyon analizi ile hesaplanan ICs
degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Sekil 4.4. Standart antioksidanlarin lineer regresyon analizi ile hesaplanan 1Cs
degerlerinin karsilagtirilmasi.

Cizelge 4.1.°deki ICsy degerlerinden goriildiigii gibi standart antioksidan olarak
kullanilan BHT, Gallik asit, Rutin ve Troloks’un DPPH radikalini siipiirme
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aktiviteleri ¢cok yliksektir. Siralama gallik asit > Troloks > rutin > BHT > L. Met
> L. Et > L. Dem. Su>A. Dem. Su >A. Et >A. Met > A. Su > L. Su seklindedir.

Santhanakrishan vd.(2013), tarafindan Salicornia brachiata ile yapilan bir
caligmada sadece metanol ekstrakti hazirlanmis ve bu ekstraktin 200-1000 pg/mL
derisimi araliginda DPPH radikali siipiiriicii aktivitesi izlenmis ve % 85 oraninda
% inhibisyon okunmustur. S. brachiata ile sonuglari ayni kosullarda standart
antioksidanlar ile karsilagtirlmamistir. Bizim ¢alismamizda iki farkli yontemle
hazirlanmig dorder ekstraktin DPPH radikali siipliriicii aktivitesi Ol¢lilmiis ve
standart antioksidanlarla karsilastirilmigtir.

DPPH yontemi sonuclart ortamdaki DPPH molekiillerinin %  50’sini
soniimlendirecek antioksidan miktar1 olarak tanimlanabilecek ICsy degerleri ile
verilir. Bu deger derisim-% inhibisyon egrilerinin lineer oldugu bélgenin y
ekseninde % 50 degerine karsilik gelen noktadan hesaplanir. Bu agidan
bakildiginda Cizelge 4.1°de goriildiigii tizere S. perennis oOrneklerinin hepsi
standartlara gore diisiik DPPH siipiirme kapasitesi gostermektedir. Ote yandan
egrilerin platoya eristigi ~450 pg antioksidan miktarindan sonra 6rnegin liyofilize
etanol ekstraktinin Troloks, rutin, BHT ve gallik asit ile ¢ok benzer davranislar
gosterdigi, ayni davranigin agikta kurutulmus ornek ekstraktlart igin de gecerli
oldugu ifade edilebilir. Benzer DPPH sonuglar1 Kim vd. (2011) tarafindan
Salicornia herbecea L.’nin etanol, metanol, biitanol ve su ekstraktlari i¢in de rapor
edilmigtir. Salicornia ramosissima ile yapilan bir bagka calismada da (Surget
vd.,2015) ham ekstrakt, etil asetat ekstrakti ve su ektraktimin DPPH radikali
siiptirme aktivitesi pozitif kontrol olarak a-tokoferol, BHA, Troloks ve askorbik
asit ile karsilastirilmig ve ¢alismamizdaki bulgulara benzer sonuglara ulagilmigtir.
Sitoprotektif ve antioksidan 6zelliklerinin incelendigi bir ¢alismada (Gargouri vd.,
2013) Sarcocornia perennis L. bitkisinin DPPH yontemi ile tayin edilen ICsg
degeri 0,403 mg/mL olarak Olglilmiistiir. Standartlarla  karsilagtirmanin
yapilmadigi bu g¢alismada elde edilen 1Csy degeri bizim c¢alismamizda elde
edilenden biiytiktiir. Salicornia herbecea L. ile yapilan bir ¢alismada da (Essaidi
vd., 2013) bitkinin metanol ekstraktlarinin BHT ile kiyaslanabilir diizeyde DPPH
radikal siipiiriicii aktiviteye sahip oldugu ifade edilmistir. Yine de BHT nin ICs
degeri (18,4 = 1,3 pg/mL) ile kiyaslandiginda metanol ekstraktinin ICsy degeri
55,3 £ 2,7 ug/mL olarak bulunmustur.
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Deniz boriilcesinin bir tiirii olan Salicornia herbecea’nin ¢ekirdek ekstraktlari ile
yapilan bir calismada (Kang vd., 2011) ekstraktlar, insan ince bagirsak
hiicrelerinde in vitro olarak denenmis ve yaklagik % 80 serbest radikal siipiirme
etkisine ulasabildikleri tespit edilmistir.

4.2. Total Fenolik Bilesik Tayini (TPC)

Ekstraktlar ve standart antioksidan olarak kullanilan rutin bilesigi, Singleton vd.
(1999)’e gore uygulanan bu yoOntemde sirasiyla asagidaki islemlere tabi
tutulmustur.

11,5 mL rutin (farkli derisimlerde) veya 0,25 mL, 1 mg/mL derisiminde ekstrakt

¢ozeltisi+ 11.25 mL su

+

0,25 mL FCR reaktifi
+

3 dk inkiibasyon
+

0,75 mL % 2’lik Na,CO3

l
Oda sicakliginda 2 saat ¢alkalama

!

760 nm’de absorbans okundu

Antioksidan olarak rutin bilesigi kullanilarak elde edilen standart kalibrasyon
grafigi Sekil 4.6.’de goriilmektedir.

Rutin bilesigi kalibrasyon grafigi i¢in elde edilen dogrunun denklemi:
Absorbans = 0,0021 x Total Fenolik Bilesik (RE)

Bitkinin farkli ekstraktlarinin 250 pg’1 kullanilarak bu yontemde elde edilen
absorbsiyon degerleri, rutin standart kalibrasyon grafigine yerlestirilerek
orneklerin rutin esdegerleri (RE) hesaplandi. Ayni iglem gallik asit kullanilarak da
yapildi. Cizelge4.2.’de, yukaridaki esitlikten yararlanilarak rutin esdegeri olarak
hesaplanan total fenolik bilesik miktar1 degerleri verilmistir.
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Sekil 4.5. Total Fenolik Bilesik tayini i¢in hazirlanan rutin bilesigi standart
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Sekil 4.6. Total Fenolik Bilesik tayini i¢in hazirlanan gallik asit standart
kalibrasyon grafigi.
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Cizelge 4.2. Liyofilizatorde ve agikta kurutulmus S. perennis L.’nin etanol,
metanol, su ve demleme su ekstraktlarinin rutin esdegeri (RE) ve gallik

asit esdegeri(GAE) olarak total fenolik bilesik degerleri.

Total vl
Eklenen . Fenolik
. drnek ~arelils Madde(
ORNEKLER : Madde(pg clne
miktari : gallik
(ng) rutin/mg asit/mg
ekstrakt) ekstrak)
Etanol Ekstrakti 250 3422+4,75 1955+271
Liyofilizatorde Metanol Ekstrakti 250 38,54 +2.85 22,02+1,63
Kurutulmus Su Ekstrakti 250 6,73 1,38 3,84+0,79
Ornekler Demleme Su
Ekstraktt 250 17,84+1,71 10,19+0,97
Etanol Ekstrakt1 250 31,94+ 3,10 18,25+1,77
Acikta Metanol Ekstrakti 250 16,32 £ 0,72 9,32 +0,41
Kgrutulmus Su Ekstrakti 250 9,14+ 1,19 5,22 + 0,68
Ornekler Demleme Su
Ekstrakti 250 16,57 £ 2,39 0,47 +1,36

Bu testte standart olarak 2 farkli fenolik bilesik (rutin ve gallik asit) kullanildi.
Total fenolik bilesik yonteminde, bitki ekstraktlarinin karmasik molekiil yapilari
nedeniyle, sonuglar iyi bulunan veya iyi temsil eden bir saf madde cinsinden
verilir. Total fenolik bilesik tayininde bu standart bilesik genellikle gallik asittir.
Ancak, bitki ekstraktlarinin fenolik madde igeriginin ¢esitli olmasi ve S. perennis
L.’in fenolik madde ¢esitliligi ile ilgili ¢aligma yapilmamis olmasi nedeniyle,
ekstraktlar fenolik olan gallik asit ve bir flavonoid glikozit olan rutin kullanilarak,
her iki grubu da temsil eden bir total fenolik dl¢iimii yapilmaya ¢alisildi.

Tablo 4.2. ve Sekil 4.7.’de goriilen sonuglara gore deniz boriilcesi ekstraktlarinin
fenolik bilesik igerik miktarlarinin siralamasi L. Met > L. Et > A. Et > L. Dem. Su
> A. Dem. Su > L. Su > A. Su seklindedir.
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Sekil 4.7. S. perennis L. ekstraktlarindaki rutin esdegeri olarak total fenolik bilesik
miktarlarinin karsilastiriimasi.

Gargouri vd. (2013) tarafindan S. perennis L. ile yapilan ¢aligmada total fenolik
madde miktar1 gallik asit cinsinden 4,32 mg (GAE/g olarak oOlgiilmiistiir. Bu
sonuca gore calisgmamizda Olg¢iilen fenolik madde miktarlar1 Cizelge 4.2°de
goriilmektedir.

Essaidi vd. (2013)’nin ¢alismasinda bir baska deniz boriilcesi tiirii olan Salicornia
herbecea L.’nin total fenolik madde miktar1 164,2 + 11,2 g GAE/kg olarak

verilmigtir.

Santhanakrishan vd. (2013)’nin Salicornia brachiata L. ile yapilan g¢aligmada
metanol ekstraktlarinin total fenolik bilesik igerigi 46,57 mg GAE/g olarak rapor
edilmistir.

Surget vd. (2015) tarafindan yapilan Salicornia ramosissima ile yapilan total
fenolik madde icerigi olgiimiinde ham ekstraktta 27,44 + 0,68 mg GAE/g; etil
asetat ve su fraksiyonlarinda ise sirasiyla 431,55 + 19,91 mg GAE/g ve 18,63 +
0,57 mg GAE/g bulunmustur.

Alpinar vd. (2009) tarafindan Salcornia europaea L. ile yapilan ¢alismada 0,14 +
0,014 mmol Troloks/g fenolik madde dl¢lilmiistiir.
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Kang vd. (2011) tarafindan Salicornia herbecea tohum ekstraktlarindan total
fenolik madde analizi yapilmis ve metanol ekstraktlar1 total polifenol icerigi 15,7
ug tannik asit esdegeri/ mg olarak 6l¢iilmiistiir.

Total fenolik madde igerigi ile ilgili simirlanmis degerler yoktur. Bitkinin yasi,
konumu, maruz kaldig1 ¢evresel faktorler, ekstraksiyon yontemi ve ekstraksiyon
¢Ozgeni Olglimiin degisiminde rol oynarlar. Fenolik madde 6l¢iimiinde genellikle
metanol ekstraktlar1 kullanilir. Bu ¢alismada sadece metanol degil etanol ve su
ekstraktlarinda da fenolik madde tayini yapilmistir. Ayni Ornekten 3 ayri
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen total fenolik madde miktarlari toplanabilir
ozellikte degildir. Zira ayn1 fenolik bilesiklerin hem metanolde hem etanolde hatta
suda da farkli oranlarda olmak tizere ¢6ziinmesi miimkiindiir ve bu durum ii¢ farkl
¢Ozgen ile elde edilen total fenolik madde igerigi sonuglarini toplanabilir olmaktan
uzaklastirmistir. Yine de, bu calismada elde edilen total fenolik madde igerigi

acisindan zengin oldugu ifade edilebilir.
4.3. Total Flavonoid Tayini

Ekstraktlar ve standart antioksidan olarak kullanilan rutin bilesigi, Quettier-Deleu
(2000)’e gore uygulanan bu yontemde sirasiyla asagidaki islemlere tabi

tutulmustur.

1 mL farkli derigsimlerde rutin veya 1 mg/mL derisiminde ekstrakt
¢Ozeltisi
+

1 mL % 2’lik AICl;

l
Oda sicakliginda 15 dk inkiibasyon

l

430 nm’de absorbans okundu

Standart antioksidan olarak rutin bilesigi kullanilarak elde edilen kalibrasyon

grafigi Sekil 4.8.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.8. Total Flavonoid Tayini i¢in hazirlanan rutin bilesigi standart kalibrasyon
grafigi.

Rutin bilesigi kalibrasyon grafigi i¢in elde edilen dogrunun denklemi:
Absorbans = 0,0164 x Toplam Flavonoid (RE)

Kalibrasyon egrisi olusturmak i¢in standart olarak rutin bilesigi kullanildi. Her bir
S. perennis ekstraktindaki flavonoid miktari, mg 6rnek basina diisen pg rutin
esdegeri (RE) olarak hesaplandi. Cizelge 4.3.’de, yukaridaki esitlikten
yararlanilarak rutin esdegeri olarak hesaplanan toplam flavonoid miktar1 degerleri
verilmistir.
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Cizelge 4.3. Liyofilizatorde ve agikta kurutulmus S. perennis L.’nin etanol,
metanol, su ve demleme su ekstraktlarinin rutin esdegeri (RE) olarak total
flavonoid bilesik degerleri.

Total Flavonoid

(LN HLLS (ng rutin/mg ekstrakt) £ SD (%)
. . Etanol Ekstrakti 24,49 + 0,26
Lllcy::ﬂzﬁ:::zge Metanol Ekstrakti 1497+ 0,13
Ornekler Su Ekstrakt1 6,34 £ 0,07
Demleme Su Ekstrakti 9,89 +£0,43
Etanol Ekstrakt1 26,22 +£0,15
Ku?tf:llgzlus Metanol Ekstrakti 7,17 +0,19
Ornekler Su Ekstrakt1 7,15+£0,14
Demleme Su Ekstrakt 8,98 + 0,04

Cizelge 4.3. ve Sekil 4.9°da goriilen degerlere gore deniz boriilcesi ekstraktlarinin
toplam flavonoid igeriklerinin siralamast A. Et > L. Et > L. Met > L. Dem. Su > A.
Dem. Su> A. Met > A. Su> L. Su > seklindedir.

Farkli hazirlama yontemi ile elde edilen drneklerden liyofilizatdrde kurutulmusg

olanlar ile agikta kurutulmus olanlar arasinda belirgin bir fark goriilmemistir.
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Sekil 4.9. S. perennis ekstraktlarinin rutin esdegeri olarak total flavonoid
igeriklerinin kargilastirilmasi.
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Salicornia ve Sarcocornia ailesine ait deniz boériilcesi tiirlerinin flavonoid
iceriginin arastiran cok az sayida arastirma vardir. Kang vd. (2011) tarafindan
Salicornia herbecea ile yapilan bir ¢aligmada bitkinin tohumlarinda 39,4 ug
kuersetin esdegeri/mg kati flavonoid Olciilmiistir. Bu calismada hazirlanan
fraksiyonlar arasinda etil asetat fraksiyonunun hem polifenoller hem de
flavonoidler agisindan en yiiksek diizeyi gostermistir (sirasiya 48,9 ve 73,8

pg/mg).

Kim vd. (2011) tarafindan yapilan ¢caligmada Salicornia herbecea L. tiiriinden ikisi
ilk kez olmak {izere sekiz bilesigin izolasyonu ve karakterizasyonu bildirilmistir.
Ekstraksiyonlar metanol ile hazirlanmis, sonra farkli ¢ozgenler ile fraksiyonlama
yapilmustir. Sekiz bilesikten 3 tanesinin kesin flavonoid yapisinda oldugu ve
bilesiklerin dikafeoilkuinik asit tiirevleri oldugu tespit edilmistir. Flavonoid ve
fenolik asitlerdeki katekol yapmnin serbest radikal siipiirme ve metal selatlama

etkisi i¢in gerekli oldugu bilinmektedir.

Rhee vd. (2009) tarafindan Salicornia herbecea’nin botanik kimyasal ve
farmakolojik 6zelliklerini aragtiran ¢aligmalar derlenmistir. S. herbecea bitkisinin
toprak dstii kisminda iki flavonoid (kuarsetin 3-O-B-D-glukopiranozid ve
izoramnetin 3-O-B-D-glukopiranozid) izole edilmistir.

Bertin vd. (2014) tarafindan Sarcocornia ambigna bitkisinde major fenolik
bilesikler saflagtirilarak yapilan aydinlatilmig ve azalan bolluk sirasina gore ferulik
asit, kafeik asit, vanilik asit, p-kumarik asit, kaemferol, kuersetin, siringik asit,

galankin ve izokuersetinin varlig1 tespit edilmistir.

Essaidi vd. (2013) tarafindan Salicornia herbecea L.’nin fenolik bilesimi
incelenmis ve sekiz fenolik asit ve sekiz flavonoidin varli1 tespit edilmistir. Adi
gecen flavonoidler mirisetin, kuersetin, kaemferol, ramsetin, izoramsetin,

galangin, hesperetin ve akasetin olarak bilidirilmistir.

Gargouri vd. (2013)’iin ¢aligmasinda Sarcocornia perennis L. nin total flavonoid
icerigi 3,3 mg katesin esdegeri/g olarak bildirilmistir.

Calismamizda total flavonoid rutin esdegeri olarak hesaplanmis ve en yiiksek
degerler etanol ekstraktlarinda dl¢lilmiistiir (Cizelge 4.3).
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Surget vd. (2015) tarafindan Salicornia ramosissima ile yapilan galismada ham
ekstraktlarda 9,69 + 0,28 mg katesin esdegeri/g ve etil asetat fraksiyonlarinda
368,91 + 13,79 mg katesin/g flavonoid dl¢lilmiistiir.

4.4. Toplam Flavonol Tayini

Ekstraktlar ve standart antioksidan olarak kullanilan rutin bilesigi, Yermakov vd.
(1987)’e goére uygulanan bu yontemde sirasiyla asagidaki islemlere tabi

tutulmustur.

1 mL farkli derisimlerde rutin veya 1 mg/mL derisiminde ekstrakt ¢ozeltisi
+

1 mL % 2’1ik AICls
+

3 mL % 5’lik Sodyum asetat (NaC,H30,)

1
20 °C’de 2 saat inkiibasyon

l

440 nm’de absorbans okundu

Standart antioksidan olarak rutin bilesigi kullanilarak elde edilen standart
kalibrasyon grafigi Sekil 4.10.’de goriilmektedir.
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Sekil 4.10. Total Flavonol Tayini i¢in hazirlanan rutin bilesigi standart kalibrasyon

grafigi.
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Rutin bilesigi kalibrasyon grafigi i¢in elde edilen dogrunun denklemi:
Absorbans = 0,0068 x Toplam Flavonol (RE)

Deniz boriilcesi ekstraktlar1 i¢in, rutin bilesigi standart kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak rutin esdegerleri (RE) hesaplandi. Tablo 4.4.’de, yukaridaki
esitlikten yararlanilarak rutin esdegeri olarak hesaplanan toplam flavonoid miktar1

degerleri verilmistir.

Cizelge 4.4. ve Sekil 4.11°de goriilen degerlere gore deniz bortilcesi ekstraktlarinin
toplam flavonoid miktarlarinin siralamasi L. Dem. Su > A. Et > A. Dem. Su > L.
Et>L. Met > A. Su> A. Dem. Su> A. Met > L. Su> A. Met seklindedir.

Cizelge 4.4. Liyofilizatorde ve agikta kurutulmus drneklerin etanol, metanol, su ve

demleme su ekstraktlariin rutin esdegeri (RE) olarak total fenolik bilesik

degerleri.
- Total Flavonol
ORNEKLER (ng rutin/mg ekstrakt) = SD
. L. Etanol Ekstrakti 8,94 + (0,85
L;g::ﬂ:ﬁﬁ:zzge Metanol Ekstrakti 8,46+ 0,17
Ornekler Su Ekstrakt1 5,82 + 0,08
Demleme Su Ekstrakti 10,82 + 1,16
Etanol Ekstrakt1 9,43+ 0,34
Ku‘:ﬁ:ﬁﬁl us  Metanol Ekstraks 3424 0,12
- Su Ekstrakti 6,10 + 0,06
Ornekler

Demleme Su Ekstrakti 9,17+0,10
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Sekil 4.11. S. perennis L. ekstraktlarinin rutin esdegeri olarak total flavonol

iceriklerinin kargilastirilmasi.

Total flavonol tayini sonuclar1 da total flavonoid sonuglarina benzer sekilde farkl

ornek hazirlama yontemine gore belirgin flavonol igerigi farki gostermemektedir.

S. perennis L. i¢in yapilmis tek bir ¢alismada metanol ekstraktlarinin gallik asit
esdegeri olarak hesaplanan fenolik bilesik icerigi 4,32 mg GAE/g ekstrakt
bulunmugtur. Ayni1 yontemle c¢alisilmamis olmakla beraber liyofilizatérde
kurutulmus 6rnegin etanol + metanol + su ekstraktlariin total fenolik igerigi ~ 45
mg/g olarak hesap edilmistir.

Ayni calismada katesin esdegeri olarak hesap edilen S. perennis L. metanol
ekstraktinin total flavonoid igerigi 3,3 mg CE/g kuru agirlik olarak verilmistir. S.
perennis L.’nin flavonol igerigi ile ilgili literatiirde bir ¢alisma bizim

bulgularimiza goére yoktur.

Ote yandan yine halofit dzelligi gdsteren Salicornia ramosissima bitkisi ile yapilan
bir caligmada (Surget vd., 2015) bu tuzlu bataklik bitkisinin c¢esitli fenolik
bilesiklerle, bazi flavonoller ve kafeik asit tiirevlerini bulundurdugu tespit

edilmigtir.

Essaidi vd. (2013) Salicornia herbecea L. bitkisinde 6 farkli flavonoliin varligini

tespit etmislerdir.
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Fenolik bilesik analizleri gdstermektedir ki bu bitkilerin miktarlar1 ayni1 genus
icinde tiirler arasinda ve farkli ekotipler arasinda farklilik gostermektedir. Halofit
tiirlerinin i¢inde bulunudugu ¢evresel stres kosullar (sicaklik, tuzluluk, su varligi,
151k siddeti, besin yoksunlugu, iyonik stres gibi) antioksidan ozellik gosteren
kiigiik, non-enzimatik molekiillerin sentezini arttirarak reaktif oksijen tiirlerinin
tretimini azaltmaya calisir. Bitkilerin fenolik madde profillerinin genellikle

onlarin antioksidan aktivitelerine yansidigi da bilinmektedir.
4.5. Indirgeme Giicii Tayini

S. perennis L. ekstraktlar1 ve standart antioksidan olarak kullanilan askorbik asit,
BHT, gallik asit, rutin ve Troloks Oyaizu (1986)’e gore uygulanan bu yontemde
sirastyla agagidaki islemlere tabi tutulmustur.

1 mg/ mL derigimlerinde farkli hacimlerde askorbik asit ¢ozeltisi veya 100 pL
ekstrakt ¢ozeltisi
+

Su ile toplam hacim 0,4 mL’ye tamamlandi
+

1 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH: 6,6)
+
1 mL % 1°lik potasyum ferrisiyantir [K3Fe(CN)g]
!

Su banyosunda 50 °C’de 20 dk inkiibasyon
+

1 mL % 10’1uk trikloroasetik asit (TCA)
!

Hazirlanan bu karisimdan 1 mL alind1 ve {izerine
+

1 mL distile su ve
+

0,2 mL % 1’lik demir (III) kloriir (FeCls) eklendi
l

700 nm’de absorbans okundu

Askorbik asitin farkli derigimlerine karsi ¢izilen absorbans grafigi Sekil 4.12°de
goriilmektedir. S. perennis L. ekstraktlar1 ve diger standart antioksidan bilesiklerin
indirgeme giicii, ayn1 miktardaki askorbik asit ile karsilastirilarak % askorbik asit

cinsinden Cizelge 4.5.’de verilmistir.
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Cizelge 4.5. ve Sekil 4.13 ve 4.14’de goriilen sonuglara gore ayni derisimlerdeki S.
perennis L. ekstraktlar1 ve diger standart antioksidan bilesiklerin indirgeme giicti
degerlerinin % askorbik asit cinsinden siralamasi gallik asit > BHT > Troloks >
rutin > L. Met > A. Et > L. Et > L. Dem. Su > A. Dem. Su > A. Et. > L. Su > A.
Su seklindedir.

04 r
=]
035 - y = 0,03x + 0,0696
03 | R2=0,9999 @
£ 025 | @
2
g 02 r @
9
< 015 | _
*]
01
0,05
0 1 1 1 1 1 J
0 2 4 6 8 10 12
Askorbik asit miktar1 (ug)

Sekil 4.12. Farkli derisimlerdeki askorbik asitin 700 nm’deki absorbans grafigi.

S. perennis L. orneklerinin indirgeme giicii ile ilgili literatiirde veri
bulunmamaktadir. Ancak benzer halofitlerden Salicornia ramosissima ile yapilan
bir ¢alismada (Surget vd., 2015) bitkinin etanol ekstraktinin indirgeme giicii
olduk¢a yiiksek oldugu ifade edilmistir (oa-tokoferolden daha yiiksek).
Calismamizda liyofilizatérde veya agikta kurutulmus orneklerin ekstraktlarinda

yiksek indirgeme giicii tespit edilmemistir.
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Cizelge 4.5. S. perennis L. ekstraktlar1 ve diger standart antioksidan bilesiklerin %
askorbik asit cinsinden indirgeme giicii degerleri.

Indirgeme Giicii

ORNEKLER o
(% Askorbik Asit + SD)
Livofilizatérd Etanol Ekstrakti 2,29+0,70
iyofilizatorde Metanol Ekstrakti 3,37+0,15
Kurutulmus
= Su Ekstrakti 0,75+0,12
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 2,27 +0,08
Atk Etanol Ekstrakti 2,47+0,15
¢ikta Metanol Ekstrakt1 1,33 +£0,03
Kurutulmus
. Su Ekstrakti 0,67 + 0,05
Ornekler
Demleme Su Ekstrakt: 2,18 £0,06
BHT 93,64 £ 7,31
Standart Gallik Asit 200,53 £ 14,91
Antioksidanlar Rutin 75,67 £ 4,14
Troloks 75,73 £4,80
= 47
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Sekil 4.13. S. perennis L. ekstraktlarinin % askorbik asit cinsinden indirgeme giicti
degerlerinin karsilastirilmasi.
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Sekil 4.14. Standart antioksidanlarin % askorbik asit cinsinden indirgeme giicii
degerlerinin karsilagtirilmasi.

4.6. Total Antioksidan Aktivite Tayini

S. perennis L. ekstraktlar1 ve standart antioksidan olarak kullanilan BHT, gallik
asit, rutin ve Troloks Saha vd. (2004)’e gore uygulanan FTC ydntemine goére
strasiyla agagidaki iglemlere tabi tutulmustur.

1 mL, 1 mg/mL derisiminde ekstrakt veya standart antioksidan ¢6zeltisi
+
1,025 mL 0,081 M linoleik asit emiilsiyonu
+
2 mL 0,04 M fosfat tamponu (PBS) (pH: 7,4)
+
0,975 mL su
I
40 °C’de inkiibasyon
I
Hazirlanan karisimdan 0., 24., 48. Ve 72. saatlerde 0,1 mL alinir ve {izerine
+

9,7 mL etanol
+
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0,1 mL demir (II) kloriir ve
+

0,1 mL % 30’luk amonyum tiyosiyanat eklendi
!

Karigim vortekslendi

l

500 nm’de absorbans okundu

2,2 -
2
1,8 ==g == Kontrol
1,6 L. Et
L L. Met
812
2~ —o—L.Su
2 1
< ——L. Dem. Su
0,8
A. Et
0,6
—a&— A. Met
0,4
A. Su
0,2 .

o

0 24 48 72 96
Zaman (saat)

Sekil 4.15. S. perennis L. ekstraktlari ve standart antioksidan bilesiklerin, linoleik
asit peroksidasyonunu inhibe etmelerinin zamana bagli degigimi.

S. perennis L. ekstraktlar1 ve standart antioksidan bilesikler i¢in hesaplanan %
inhibisyon degerleri Cizelge 4.6’da verilmistir.

Cizelge 4.6. ve Sekil 4.16.’de goriilen sonuglara gore S. perennis L. ekstraktlari ve
diger standart antioksidan bilesiklerin total antioksidan aktivitelerinin %
inhibisyon cinsinden siralamasi Troloks > L. Et > BHT > A. Et > A.Met > L. Met
> Rutin > L. Dem. Su > A. Dem. Su >A. Su > L. Su seklindedir.
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1zelge 4.6. S5. perennis L. ekstraktlar1t ve standart antioksidan bilesiklerin
izelge 4.6. S is L. ekstraktl d ioksidan bilesiklerin FTC
yontemi ile hesaplanan total antioksidan aktiviteleri.

Total Antioksidan Aktivite

ORNEKLER .
% Inhibisyon £+ SD
Livofilizatérd Etanol Ekstrakti 93,19 £2,77
tyohilizatorde Metanol Ekstrakt1 74,90 + 3,61
Kurutulmus
e Su Ekstrakt1 15,37 +0,13
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 42,43 £ 6,08
Atk Etanol Ekstrakti 92,18 £1,33
sikta Metanol Ekstrakti 78,71+ 0,48
Kurutulmus
.. Su Ekstrakt1 3,26 + 2,35
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 27,65+9,23
BHT 92,93 + 4,05
Standart Gallik Asit 13,21 £ 6,23
Antioksidanlar Rutin 59,86 +9,13
Troloks 96,45 + 4,04
100 -
9 ¢ 1 = =
80 -
= 70 - L
(=]
Z 60
2 50 -
._j 40 -
c\ 30 .
20 - _
10 -
0 T

< < < < i < < < ) Q. P 2
& .470 &% .Oo R &, .Oe 6}2‘ % %O fo/o
v % o % T +

Sekil 4.16. S. perennis L. ekstraktlar1 ve standart antioksidan bilesiklerin, linoleik
asit peroksidasyonunu % inhibisyonu ile Olglilen Total Antioksidan

Aktivitelerinin kargilagtiriimasi.
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FTC yontemi lipid peroksidasyonunun baslangic basamaklarinda peroksit
miktarin1 6lger. FTC yonteminde diisiik absorbans degerleri yiiksek antioksidan
aktiviteyi gosterir. Sekil 4.15 S. perennis L. ekstraktlarinin ve standart
antioksidanlarm zamana bagli absorbans degisimlerini gostermektedir. Yiizde
inhibisyon degerlerinin islendigi Cizelge 4.6.’dan goriilecegi iizere liyofilizatérde
ve acikta kurutulmus o6rneklerin alkol ekstraktlarinin total antioksidan aktiviteleri
sentetik antioksidanlar olan BHT ve Troloks’a ¢ok yakin, dogal antioksidanlar
olan gallik asit ve rutinden ise ¢ok yiiksek bulunmustur. Su ve demleme su
ekstraktlarinin total antioksidan aktiviteleri de gallik asit ile kiyaslanabilir
diizeydedir.

Bitkiler besin, medikal, katk1t maddesi amagh kullanimlarinda igeriklerinin biitiinii
ile aktivite gosterdiklerinden FTC yoOntemi ile saptanan yiiksek total antioksidan
ozelliginin S. perennis L. i¢in dnemli bir gosterge oldugu ifade edilebilir.

S. perennis L.in antioksidan ozelligi ile ilgili c¢alisma sayisi, bizim
aragtirmalarimiza gore, ¢cok azdir. Yine bu c¢alisma nedeniyle yapilan incelemeye
gore S. perennis L.’in FTC yontemi ile total antioksidan aktivitesinin dl¢iildiigi bir
bagka calismaya rastlanmamuistir.

4.7. Siiperoksit Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

Siiperoksit anyonu siipliriicii  aktivite tayini Liu vd. (1997)’nin biraz
modifikasyonu ile Giilgin vd. (2003)’e gbre uygulandi. S. perennis L. ekstraktlari
ve standart antioksidan olarak kullanilan BHT, gallik asit, rutin ve Troloks
sirasiyla asagidaki islemlere tabi tutulmustur.

0,5 mL 50 uM NBT
+

0,5mL 78 uM NADH
+
0,5 mL 100 pg/mL ekstrakt veya standart antioksidan ¢ozeltisi
+
0,5 mL 10 puM fenazin metasiilfat (PMS)
!
5 dk 25 °C’de inkiibasyon

!

560 nm’de absorbans okundu
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Cizelge 4.7. S. perennis L. ekstraktlarmin ve standart antioksidan bilesiklerin
stiperoksit radikali siipiiriicii aktivite tayini i¢in 560 nm’deki absorbans

degerleri.
ORNEKLER Absorbans + SD
Livofilizatérd Etanol Ekstrakti 0,21 + 0,00
tyoftlizatorde  — \ nol Ekstrakt: 0,14 % 0,00
Kurutulmus
" Su Ekstrakti 0,05 +£0,00
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 0,04 + 0,00
Atk Etanol Ekstrakt1 0,13+ 0,01
t
E Metanol Ekstrakt1 0,19 + 0,00
Kurutulmus
.. Su Ekstrakti 0,06 + 0,00
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 0,05 +0,01
BHT 0,06 £ 0,00
Standart Gallik Asit 0,04 £ 0,00
Antioksidanlar Rutin 0,05 + 0,00
Troloks 0,08 = 0,00
0,25 -
E 0,2 - I
b
20,15 -
= =
2
2 01
2
=
< 0,05 - = ‘ i
0
¢ & & O &
FFT TG0
Q
o

Sekil 4.17. S. perennis L. ekstraktlarinin ve standart antioksidan bilesiklerin
stiperoksit anyonu siipliriicli aktivite tayini i¢in 560 nm’deki absorbans
degerlerinin karsilagtirilmasi.
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Elde edilen absorbans degeri ne kadar diigitkse, PMS-NADH-NBT sistemi
tarafindan olusturulan siiperoksit radikalleri antioksidan bilesikler tarafindan o
kadar siiptriilmiistir demektir. Bunun anlami 6rnegin/antioksidanin siiperoksit

anyonu siipiirme aktivitesi o kadar yiiksektir demektir.

Buna gore Cizelge 4.7 ve Sekil 4.17°de goriilen degerlere gore Orneklerin ve
antioksidanlarim siiperoksit anyonunu siipiirme aktivitelerinin siralamasi gallik asit
= L. Dem. Su > rutin = L. Su=A. Dem. Su>BHT = A. Su > Troloks > A. Et > L.
Met > A. Met > L. Et seklindedir.

Siiperoksit anyonu oksijen kullanan canlilarda {iretilen bir dogal radikal olup, bir
bitkinin bu radikali siipiiriicii etkiye sahip olmasi onun antioksidan degerini
arttirmaktadir.

Cizelge 4.7°de goriildiigi tizere S. perennis L.’nin su ve demleme su ekstraktlari
sentetik ve dogal standart antioksidanlarla ¢ok yakin veya onlardan daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermektedirler.

Yapilan incelemeye gore S. perennis L.’in Siiperoksit Radikali Stpiiriicii Aktivite

Tayini ile antioksidan aktivitesinin 6lgiildiigii bir bagka ¢alismaya rastlanmamustir.
4.8. Kuprik iyon indirgeme Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)

S. perennis L. ekstraktlari ve standart antioksidan olarak kullanilan BHT, gallik
asit, rutin ve Troloks, Gii¢lii vd. (2006)’e gore uygulanan bu ydnteme gore
sirasiyla agagidaki islemlere tabi tutulmustur.

0,5mL, 0,01 M CuCl,

0,5mL, 7,5 x 1(;3 M neokuproin
0,5mL, 1 M amonyum ;setat (NH,AC) (pH: 7,0)
0,1 mL farkli derisimlerde ekstrak‘:- veya standart antioksidan ¢ozeltisi
0,45 -r:1L su
Oda s1cak11g1ndal1 saat inkiibasyon
!

450 nm’de absorbans okundu
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Ornekler ve standart antioksidanlar igin derisime karsi cizilen absorbans
grafiklerinin dogrusal kisimlarinin egimi Troloks’un egimine oranlanarak

TEACcuprac degerleri hesaplanmugtir.

e

ot BHT

=

§ == Gallik

< asit_
== Rutin

O 1 1 1 1 1 J
0 10 20 30 40 50 60

Ornek miktar1 (ug)

Sekil 4.18. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini igin standart

antioksidanlarin farkli derisimlerine karsi elde edilen absorbans degerleri.

2 -
15
2 L. Et
[15]
2 11 L. Met
2 L.S
o]
2 .Su
05 | == L. Dem. Su
' =#=Troloks
0
0 10 20 30 40 50 60
Ornek miktar (ug)

Sekil 4.19. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in S. perennis L.
(liyofilizatorde kurutulmus) ekstraktlarinin farkli derisimlerine karsi elde

edilen absorbans degerleri.
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A. Et
== A. Met

A.Su
=>e=A. Dem. Su
==ie=Troloks

Absorbans

0 10 20 30 40 50 60
Ornek miktari (ug)

Sekil 4.20. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in S. perennis L.
(acikta kurutulmusg) ekstraktlarinin farkli derisimlerine karsi elde edilen
absorbans degerleri.

Cizelge 4.8. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini ig¢in S. perennis L.
ekstraktlar1 ve standart antioksidan bilesiklerin 560 nm’deki TEACcyuprac

degerleri.
ORNEKLER TEACcuprac SD
Livofilizats Etanol Ekstrakti 0,15 +£0,01
iyofilizatorde Metanol Ekstrakti 0,27 £ 0,07
Kurutulmus
. Su Ekstrakt1 0,04 + 0,00
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 0,07 £ 0,00
Actk Etanol Ekstrakti 0,15+ 0,00
sikta Metanol Ekstrakti 0,23 £0,00
Kurutulmus
.. Su Ekstrakti 0,04 £ 0,00
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti 0,08 + 0,00
BHT 2,42 £ 0,03
Standart Gallik Asit 4,65 £+ 0,09
Antioksidanlar Rutin 1,69 + 0,02

Troloks 1,00
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04
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

TEACCUPRAC

Sekil 4.21. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini i¢in S. perennis L.

ekstraktlarinin TEACcuyprac degerlerinin karsilastiriimasi.

TEACCUPRAC

4,5

3,5

2,5

15

0,5

639}

%,

%t?

Y

.

@

Sekil 4.22. CUPRAC yontemi ile antioksidan aktivite tayini igin Standart
antioksidanlarin TEACcyprac degerlerinin karsilastirilmast.
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Cizelge 4.8. ve Sekil 4.21. ve 4.22.°de goriildiigii gibi elde edilen sonuglara gore
ornekler ve standart antioksidanlar icin TEACcyprac degerlerinin siralamasi gallik
asit > BHT > rutin > L. Met > A. Met > A. Et > L. Et > A. Dem. Su > L. Dem. Su
> A. Su= L. Su seklindedir.

CUPRAC yontemi 2004 yilinda gelistirilmeye baglanmig ve hizla literatiire gecmis
bir yontemdir. Bu yontemde sentetik kararli bir radikal olan neokuproine karsi
antioksidan aktivite Ol¢iilmektedir. S. perennis L. &rneklerinin CUPRAC ile
calisilmis antioksidan aktivite tayin calismasi yoktur. Cizelge 4.8’de goriildiigii
tizere sentetik antioksidanlara karsit bitki ekstraktlarinin DPPH yodnteminde
gozlenen diisiik antioksidan aktivite bu yontemde de tespit edilmistir.

Alpmar vd. (2008) tarafindan yapilan ¢aligmada Ayvalik’tan toplanan Salicornia
europaea L. bitkisinin firinda kurutulduktan sonra elde edilen metanol ekstraktinin
TEACcuprac degeri 0,07 olarak bulunmustur. Bu ¢aligmada ise hem liyofilizatorde
hem agikta kurutulmus S. perennis L.’nin metanol ekstraktlarinin TEACcuprac
degerleri sirastyla 0,27 ve 0,23 olup daha yiiksek degerler elde edilmistir.

4.9. Oksijen Radikal Absorbans Kapasitesi (ORAC)

0,5 mL 20 mM AAPH
+

0,1 mL farkli derisimlerde ekstrakt veya standart antioksidan ¢ozeltisi
+

0,45 mL, 75 mM fosfat tamponu (pH: 7,4)
+

50 L 100 uM PGR
!

540 nm’de absorbans okundu

Her bir ekstraktin/standart antioksidanin farkli derisimleri i¢in PGR’nin 540
nm’de, t anindaki absorbans degerleri t, anindaki absorbans degerine
oranlanarak zamana kars1 A,/A grafikleri ¢izilerek PGR tiiketiminin kinetik

egrileri olusturuldu.
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Troloks

0,2 1 1 1 1 1 J
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Sekil 4.23. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki

Troloks’un pirogallol red tiikketiminin kinetik egrileri.

Daha sonra Troloks un farkli derisimleri ve kontrol i¢in ¢izilen egrilerin dogrusal

kisimlariim egimleri hesaplandi ve kontrol (antioksidan yok) egiminin (R,)

Troloks’un farkli derigimleri igin elde edilen egimlere (R) oranlanmasiyla elde

edilen

420

Ro/R degerleri derisime kars1 grafige gecirilmistir (Sekil 4.24).
35 r
3| T T
G
i
2,5 L '|' V j./
! [
20 I
15 | y =0,0031x + 1,8661
’ R2=0,9124
l -
05 +
0 1 1 1 1 1 J
0 70 140 210 280 350
Troloks miktar1 (ng)

Sekil 4.24. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde Troloks’un farkli

derisimlerine kars1 elde edilen R/R degerleri.
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BHT
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Sekil 4.25. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
BHT’nin pirogallol red tiiketiminin kinetik egrileri.

Rutin

=¢— Kontrol

==—70 ppm

== 140 ppm

=>e=210 ppm

=i=280 ppm
350 ppm

0,2 1 1 1 1 1 J
0 150 300 450 600 750 900
Zaman (saniye)

Sekil 4.26. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
rutinin pirogallol red tiiketiminin kinetik egrileri.
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Gallik Asit

== Kontrol
== 70 ppm
=140 ppm
=>=210 ppm

=3ie=280 ppm

350 ppm

0]2 1 1 1 1 1 )
0 150 300 450 600 750 900
Zaman (saniye)

Sekil 4.27. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
gallik asitin pirogallol red tiiketiminin kinetik egrileri.

L. Metanol
11 |—
1 [‘\
_\ = Kontrol
0,9
08 \’\ ==70 ppm
< o7 v —d—140 ppm
<06
——
05 | 210 ppm
04 + ==ie=280 ppm
03 | 350 ppm
0'2 1 1 1 1 1 ]
0 150 300 450 600 750 900
Zaman (saniye)

Sekil 4.28. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
S. perennis L. liyofilize edilmis metanol ekstraktinin pirogallol red
tiiketiminin kinetik egrileri.
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L. Etanol
1,1 |—
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Sekil 4.29. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
S. perennis L. liyofilize edilmis etanol ekstraktinin pirogallol red
tiiketiminin kinetik egrileri.

L. Su
11
102 —o— Kontrol
09
08 | =70 ppm
0,7 =140 ppm
<\(00,6 I =>¢=210 ppm
<05
04 =34=280 ppm
03 1 350 ppm
02
01
0 1 1 1 1 1 J
0 150 300 450 600 750 900
Zaman (saniye)

Sekil 4.30. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
S. perennis L. liyofilize edilmis su ekstraktinin pirogallol red tiiketiminin
kinetik egrileri.
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L. Dem. Su

0,2 1 1 1 1
0 150 300 450 600

Zaman (saniye)

750

900

= Kontrol
== 70 ppm
=140 ppm
=>=210 ppm
=3e=280 ppm

350 ppm

Sekil 4.31. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
S. perennis L. liyofilize edilmis demleme su ekstraktinin pirogallol red

tilketiminin kinetik egrileri.

A. Metanol

0 150 300 450 600

Zaman (saniye)

== Kontrol
== 70 ppm
== 140 ppm
=>=210 ppm
=¥e=280 ppm

350 ppm

Sekil 4.32. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
S. perennis L. agikta kurutulmus metanol ekstraktinin pirogallol red

tiikketiminin kinetik egrileri.
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A. Etanol
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Sekil 4.33. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
S. perennis L. agikta kurutulmus etanol ekstraktinin pirogallol red
titketiminin kinetik egrileri.
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Sekil 4.34. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derisimlerdeki
S. perennis L. agikta kurutulmus su ekstraktinin pirogallol red tiiketiminin
kinetik egrileri.
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AJA

A. Dem. Su

== Kontrol
==—70 ppm
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150 300 450

Zaman (saniye)

Sekil 4.35. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde farkli derigsimlerdeki
S. perennis L. agikta kurutulmus demleme ekstraktinin pirogallol red

titketiminin kinetik egrileri.

Yukarida standart antioksidanlar ve 6rnekler icin elde edilen pirogallol red tiiketim
egrileri icin de derisime karsi ¢izilen Ry/R grafiklerinin egimleri Troloks’un

egimine oranlanarak TEACograc degerleri hesaplandi.

Cizelge 4.9. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde S. perennis L.
ekstraktlari ve standart antioksidan bilesiklerin TEACorac degerleri.

ORNEKLER
Livofilizatird Etanol Ekstrakti
Ilgorl 1”;1:1". ¢ Metanol Ekstrakti
N Su Ekstrakti
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti
Ack Etanol Ekstrakti
Kurlf:u;anu Metanol Ekstrakti
> 3 Su Ekstrakti
Ornekler
Demleme Su Ekstrakti
BHT
Standart Gallik Asit

Antioksidanlar

Rutin
Troloks

TEACorac = SD

0,13 £ 0,00
0,10 = 0,03
0,03 = 0,00
0,03 +0,00
0,32 £0,07
0,06 +0,01
0,10£0,01
0,16 £ 0,04
1,06 = 0,20
1,55+0,32
0,10 = 0,03
1,00
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Sekil 4.36. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde S. perennis L.
ekstraktlarinin TEACorac degerlerinin karsilagtirilmasi.

18 -
1,6 -
14 -

12 -
o
08 -
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0,2 -
0
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Sekil 4.37. ORAC yontemi ile antioksidan aktivite tayininde standart
antioksidanlarin TEACorac degerlerinin karsilastirilmasi.
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Cizelge 4.9. ve Sekil 4.36. ve 4.37.’de goriildiigii gibi elde edilen sonuglara gore
TEACoRrac degerlerinin siralamasi gallik asit > BHT > A. Et > L. Et > A. Dem. Su
> rutin = L. Met > A. Su> A. Met > L. Su> L. Dem. Su seklindedir.

Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC) yontemi AAPH sentetik radikalini
siipiirme aktivitesini 6lgen bir yontemdir. Orijinal yontem floresans dl¢iimiine
dayanirken daha sonra gelistirilen ve bu c¢alismada kullanilan ydntemde
spektrofotometrik Ol¢iim yapilabilmektedir. ORAC yontemi hayvan ve bitki
ornekleri i¢in standartlastirilmaya c¢alisilan ve rutin klinik analizlerde kullanilmasi
tavsiye edilen (6rnegin kan antioksidan seviyesinin olciilmesinde) bir yontemdir.
Sentetik radikalin kullanildigi bu yonteme gore de Cizelge 4.9.’da goriilecegi
iizere ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri rutin hari¢ diger standartlarla
kiyaslandiginda diigiiktiir. Ancak ekstraktlar rutin ile kiyaslanabilir antioksidan
aktiviteye de sahiptirler.

S. perennis L. tirtine ait ORAC ¢alismasi bizim bulgularimiza gore literatiirde
bulunmamaktadir. Deniz  boriilcesi  tiirleri  i¢inde sadece Salicornia
ramosissima’nin ekstraktlar1 i¢in ORAC testlerine ulasilabilmistir. (Surget vd.,
2015). ORAC testi tek bir degerle iki sonug¢ veren bir tsttir. Yiizde inhibisyon
degeri hesaplanabildigi gibi antioksidanin peroksil radikallerini inhibi etme hizini
da gérmek miimkiin olur. S ramosissima’nin etilasetat etil asetat ekstraktlarinin

ORAC degeri 9,06 + 1,81 umol Troloks esdegeri/mg olarak 6l¢iilmiistiir.
4.10. Hidroksil Radikali Siipiiriicii Aktivite Tayini

0,1 mL, 28 mM Deoksi-D-Riboz

0,5 mL farkli derisimlerde ekstrak;F veya standart antioksidan ¢ozeltisi
0,2mL EDTA + Feélg (v/v:1/1) ¢ozeltisi
0,1 mL, 1,(4)- mM H,0,
01mL,1,0 mK/I askorbik asit
37°C’de 1 satlt inkiibasyon
1,0 mL % ;,8’lik TCA
+

1,0 mL % 1’lik TBA
l
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100 °C’de 20 dk kaynatma

l
Bulaniklik varsa; 25 °C’de 11000 rpm’de 10 dk santrifiijleme

l

532 nm’de absorbans okundu

100 -
L.su
= =i—L. Dem Su
3
= A.Su
-
=
° == A. Dem. Su
== Gallik asit
=@—Troloks
O 1 1 1 1 J
0 1 2 3 4 5

Ekstrakt/Standart antioksidan miktari (mg)

Sekil 4.38. S. perennis L. liyofilizatorde ve agikta kurutulmus su, demleme su
ekstraktlarinin ve standart antioksidanlardan Troloks ve gallik asitin
hidroksil radikali stipiiriicii aktivitelerinin kinetik egrileri.

Cizelge 4.10. S. perennis L. liyofilizatorde ve agikta kurutulmus su, demleme su
ekstraktlarinin ve standart antioksidanlardan Troloks ve gallik asit i¢in
lineer regresyon analizi ile hesaplanan 1Csy degerleri.

Hidroksil Radikali Siipiiriicii

ORNEKLER Aktivite

(ICs £ SD)

Liyofilizatorde Su 1,24 £0,11

Kurutulmus Demleme Su 1,01 £ 0,00
Ornekler

Acikta Su 1,05+0,13

LU Demleme Su 1,16 £ 0,08
Ornekler

Standart Gallik Asit 1,14 + 0,01

Antioksidanlar Troloks 1,11 £ 0,01
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Sekil 4.39. S. perennis L. liyofilizatorde ve agikta kurutulmus su, demleme su
ekstraktlarinin ve standart antioksidanlardan Troloks ve gallik asitin
hidroksil radikali siipliriicii aktiviteleri ic¢in lineer regresyon analizi

hesaplanan 1Csq degerlerinin karsilagtirilmasi.
4.11. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Bakteriler tiremeleri igin BHI agar besiyerlerine ekildi

!
1 gece 37 °C’de inkiibasyon
!
Uretilen bakteriler Muller Hilton agar besiyerlerine yayildi
!
Kuyucuklar agildi ve bu kuyucuklara
!
Farkl1 derisimlerde 0,1 mL ekstrakt ve gallik asit ¢zeltisi eklendi
!
1 gece etiivde (+37 °C) inkiibasyon
!

Inhibisyon zon caplar1 6lciildii
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Sekil 4.40. E. coli bakterilerine kars1 S. perennis L. agikta kurutulmus etanol
ekstraktinin (Img/mL) inhibisyon zon ¢ap1 (8§ mm).

Sekil 4.41. M. Luteus bakterilerine karst S. Perennis L. liyofilize edilerek
kurutulmus metanol ekstraktinin (10 mg/mL) inhibisyon zon cap1 (14
mm).



Sekil 4.42. S. aureus bakterilerine karst S. perennis L. agikta kurutulmus etanol
ekstraktt (10 mg/mL) (Eks. 1, soldaki), ve gallik asitin (10 mg/mL) (Eks.
3, sagdaki) inhibisyon zon ¢aplar (siras1 ile 10 ve 8 mm).

Sekil 4.43. S. marcescens bakterilerine kars1 S. Perennis L. liyofilize edilerek
kurutulmus demleme su ekstraktinin (1 mg/mL) inhibisyon zon ¢ap1 (10
mm).
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Sekil 4.44. S. marcescens bakterilerine kars1 gallik asitin (10 mg/mL) inhibisyon
zon ¢ap1 (10 mm).

Yukaridaki sekillerde (Sekil 4.40, 4.41, 4.42, 443, 4.44) S. perennis L.
ekstraktlarinin ve gallik asitin inhibisyon zon ¢aplar goriilmektedir.

S. perennis L.’in hem agikta hem de liyofilizatérde kurutulmus ekstraktlarinin
biyiik bir kismi olmamakla birlikte, Gram (+) veya Gram (-) bakterilerin
tiremesini inhibe ettigi goriilmiistiir.

Standart olarak kullanilan gallik asitin hem Gram (+) (S. aureus) hem de Gram (-)
(S. marcescens) bakterilere kars1 etkili oldugu, fakat bakterilerin hepsine karst
etkili olmadigi goriilmektedir. Ustelik Gram (+) bakteriler olan S. aureus
bakterisine kars1 A. Et ekstrakti kadar etkili olmadig1 belirlenmistir.

S. perennis L. ekstraktlarin1 gallik asit ile kiyaslayacak olursak, gallik asitin
antimikrobiyal etki géstermedigi M. luteus ve E. coli bakterilerine S. perennis L.
ekstraktlarinin antimikrobiyal etki gosterdigi Cizelge 4.11°de goriilmektedir.

S. perennis L.’nin kullanilan bakterilere kars1 antimikrobiyal etkisi iyi olmamakla
birlikte, gallik asit ile kiyaslanabilecek ve hatta gallik asitten daha yiiksek
diizeydedir.

Incelenen mevcut ¢alismalarda S. perennis L. bitkisinin antimikrobiyal aktivitesi
disk difiizyon yontemi ile incelenmis olup, bizim uyguladigimiz agar kuyucuk
diflizyon yontemi ile yapilmis ¢alismaya rastlanilmamustir.



vT1

Cizelge 4.11. S. perennis ekstraktlarinin ve gallik asitin agar kuyucuk diflizyon yonteminin uygulanmasi ile dl¢iilen inhibisyon zon

caplart.
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Derisim (mg/mL)
Bakteri suslari Gallik
L. Et L. Met L.Su L. Dem. Su A. Et A. Met A. Su A. Dem. Su

Asit
1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10 1 10
Gram (+) bakteriler
M. luteus ATCC 9341 - - - 14 = = = = = - - - - - - - - -
E. faecalis ATCC 51299 - - - - = = = = - - - - - - - - - -
S. aureus ATCC 25929 - - - - - o = = o 10 - - - - - - R 8

Gram (-) bakteriler
E. coli ATCC 35218 - - - s = = = o 8 - - - - - - - - -
S. marcescens = = - - - - 10 - - - = = = - - - - 10

P. aeroginosa - - - - - = = = - - - - - - - - - -
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SONUC

Bu calismanin sonuglar1 ve antioksidan literatiirline katkilar1 asagidaki gibi

Ozetlenebilir:

Halofit bitkilerden “deniz boriilcesi” olarak tliketilen fazla sayida tiir ve cins
bulunmaktadir. Bu ¢alismaya konu olan Sarcocornia perennis L. antioksidan
Ozellikleri agisindan ¢ok az incelenmis bir bitki olup 2 farkli sekilde kurutulmus
(acikta, liyofilizatorde) ve bu kurutulmus oOrnekler 3 farkli ¢dzgen (etanol,
metanol, su ve demleme su) ile ekstrakte edilmistir. Toplamda elde edilen 8 farkl
ekstraktin 10 farkli antioksidan tayin yontemi ile antioksidan parametreleri ve agar
kuyucuk diflizyon yontemi ile de antimikrobiyal &zellikleri incelenmistir. Bu
bakimdan bu c¢alismanin S. perennis’in  antioksidan parametreleri ve
antimikrobiyal 6zelliklerinin ilk kez incelenmis olmasi ile ilgili literatiire katkisi

vardir.

Antioksidan parametrelerin incelenmesi igin yapilan g¢alismalar genel olarak
yorumlanacak olursa sentetik radikallerin kullanildigi antioksidan aktivite
yontemlerinde (DPPH, CUPRAC, ORAC) ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri
diigiik bulunurken, biyolojik sistemlerde bulunan gercek radikallere (hidroksil ve
siiperoksit) karsi koruyucu etkileri standart antioksidanlarla kiyaslanacak oranda
yiiksek diizeyde bulunmustur.

Ayrica, ekstraktlarin lipid peroksidasyonunu onleme kapasitesinin bir 6l¢iisii
olarak total antioksidan kapasitesi tayin sonuglarina gore de antioksidan
kapasiteleri oldukg¢a yiiksek bulunmustur.

Deniz boriilcesinin hem Salicornia ve hem de Sarcocornia cinslerine ait tiirlerin
fenolik bilesik igerigi bakimindan zengin oldugu bilinmektedir. bu ¢aligmanin
sonuglar1 da incelenen S. Perennis L.’nin fenolik bilesik iceriginin yiiksek
oldugunu gostermektedir.

Flavonoid ve flavonol igerikleri de antioksidan ozelligin biiyiik o6l¢iide bu
bilesiklerden kaynaklandigimi goéstermektedir. S. perennis ekstraktlarinin
bazilarinin Gram (+) (M. luteus ve S. aureus) veya Gram (-) (E.coli ) bakterilere
kargi antimikrobiyal etki gdsterme kapasitesinin oldugu saptanmistir. Hatta S.
perennis ekstraktlarinin bazi bakterilere karsi standart olarak kullanilan gallik
aside yakin ya da daha yiiksek aktivite gosterdigi de goriilmiistiir.
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Deniz boriilcesinin yiiksek fenolik madde igerigi nedeni ile baz1 besinlerde katki
olarak katilmasi i¢in c¢aligmalar vardir. Bu calismanin bir uzantis1 olarak S.
perennis L. i¢in besin katki maddesi 6zelliginin arastirilmast sonraki c¢aligmalar

icin planlanabilir.

Halofit bitkilerin gilinesin 1ginlarin1 absorblama o6zellikleri vardir. Bu 6zellikteki
bitkiler genellikle “giines koruyucu faktor” (SPF) 0Ozelligi acisindan
incelenmektedir. Mevcut Biyokimya Laboratuari’nda bu 6zelligin 6lgiilmesi i¢in
su anda bir deney diizenegi ve uygun aygit yoktur. Ancak, SPF faktoriiniin
belirlenmesinin énemli oldugu kanaatindeyiz. Bu nedenle bitkinin SPF degerini

6lgmek igin uygun bir analitik yontem arastirilmaktadir.

Sonug olarak bu ¢aligma bulgularina gore ilk kez bu kadar detayli galisilan S.
perennis L.’nin antioksidan 6zellikleri yiiksek olan bir bitki oldugu ifade edilebilir.



Cizelge 4.12. Liyofilizatorde kurutulmus S. perennis ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin c¢aligilan antioksidan aktivite
antimikrobiyal 6zellik tayin yontemleri ile 6l¢iilen antioksidan aktiviteleri.

Olgiilen

L. Et
parametreler
DPPH (ICsp) 54,16 +2,10
Total fenolik bilesik

19,55+£2,71
(ng GAE/mg ekstrakt)
Total fenolik bilesik

34,22 +4,75
(ng RE/mg ekstrakt)
Total flavonoid

24,49 £ 0,26
(ng RE/mg ekstrakt)
Total flavonol

8,94 + 0,85
(ng RE/mg ekstrakt)
indirgeme giicii

. . 2,29+ 0,70

(Y%askorbik asit)
Total antioksidan
aktivite 93,19+2,77
(% inhibisyon)
Siiperoksit radikali
siipiiriicii aktivite 0,21 + 0,00
(560 nm)
TEACcuprac 0,15+0,01
TEACorac 0,13 +£ 0,00

Hidroksil radikali
siipiiriicii aktivite =
(1Cs0)

L. Met

50,97 £ 0,76

22,02+ 1,63

38,54 £2.,85

14,97 0,13

8,46 +0,17

3,37+0,15

74,90 £ 3,61

0,14 £ 0,00

0,27 £ 0,07
0,10 £ 0,03

L. Su

147,00 = 10,38

3,84 +£0,79

6,73 £1,38

6,34 £ 0,07

5,82 +0,08

0,75+0,12

15,37+0,13

0,05 £ 0,00

0,04 £ 0,00
0,03 £ 0,00

1,24+0,11

L. Dem. Su
62,38 +2,38

10,19 £ 0,97

17,84 + 1,71

9,89 £ 0,43

10,82+ 1,16

2,27+ 0,08

42,43+ 6,08

0,04 £ 0,00

0,07 £ 0,00
0,03 £ 0,00

1,01 £0,00

BHT

11,91 £2,80

93,64 +7,31

92,81+0,71

0,06 £ 0,00

2,424+ 0,03
1,06 + 0,20

Gallik asit

2,33+0,01

200,53 £ 14,91

13,21 £6,23

0,04 £ 0,00

4,65 £+ 0,09
1,55+0,32

1,14+ 0,01

Rutin

2,51 £0,06

75,67 +4,14

59,86+ 9,13

0,05 £ 0,00

1,69 + 0,02
0,10+ 0,03

Troloks

2,40 £ 0,02

75,73 £4,80

98,74 +£1,03

0,08 £ 0,00

1,00
1,00

1,11+ 0,01

91T



Cizelge 4.13. Agikta kurutulmus S. perennis ekstraktlar1 ve standart antioksidanlarin ¢alisilan antioksidan aktivite antimikrobiyal
Ozellik tayin yontemleri ile 6l¢iilen antioksidan aktiviteleri.

Olgiilen
parametreler
DPPH (ICsp)

Total fenolik bilesik
(ng GAE/mg
ekstrakt)

Total fenolik bilesik
(ng RE/mg ekstrakt)
Total flavonoid

(ng RE/mg ekstrakt)
Total flavonol

(ng RE/mg ekstrakt)
indirgeme giicii
(Y%askorbik asit)
Total antioksidan
aktivite (%
inhibisyon)
Siiperoksit radikali
siipiiriicii aktivite
(560 nm)
TEACcuprac
TEACorac
Hidroksil radikali
siipiiriicii aktivite
(1Cs0)

A. Et
92,54 £ 12,14

18,25+ 1,77

31,94 +£3,10

26,22 +0,15

9,43+ 0,34

2,47+0,15

92,18 £1,33

0,13+0,01

0,15+ 0,00
0,32 +0,07

A. Met
97,03 £4,47

9,32+ 0,41

16,32 £ 0,72

7,17 £0,19

3,42+0,12

1,33 £ 0,03

78,71+ 0,48

0,19 £ 0,00

0,23 £ 0,00
0,06 £ 0,01

A. Su
140,36 + 13,62

5,22 £ 0,68

9,14+ 1,19

7,15+£0,14

6,10 £ 0,06

0,67 £ 0,05

3,26 £2,35

0,06 £ 0,00

0,04 £ 0,00
0,10 +0,01

1,05 + 0,10

A. Dem. Su
87,08 6,11

9,47 +£1,36

16,57 £ 2,39

8,98 + 0,04

9,17+ 0,10

2,18 £ 0,06

27,65+9,23

0,05 +0,01

0,08 £ 0,00
0,16 £ 0,04

1,16 £0,08

BHT

11,91 £2,80

93,64 + 7,31

92,81+0,71

0,06 £ 0,00

2,42 £ 0,03
1,06 + 0,20

Gallik asit

2,33+0,01

200,53 + 14,91

1321 +6.23

0,04 £ 0,00

4,65 £ 0,09
1,55+0,32

1,14£0,01

Rutin

2,51 £0,06

75,67 4,14

59,86 £ 9,13

0,05+ 0,00

1,69 + 0,02
0,10 £ 0,03

Troloks

2,40 £ 0,02

75,73 + 4,80

98,74 +£1,03

0,08 £ 0,00

1,00
1,00

1,11+ 0,01

LTT
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