T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI

Platanus orientalis L. (DOGU CINARI) BITKi EKSTRAKTLARININ
ANTIBAKTERIYEL VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ iINCELENMESI

Fatih CETINKAYA

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZIi

TEMMUZ 2023

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI

Platanus orientalis L. (DOGU CINARI) BITKi EKSTRAKTLARININ
ANTIBAKTERIYEL VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ iINCELENMESI

Fatih CETINKAYA

FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KiMYA
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

TEMMUZ 2023

ANTALYA



T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

Platanus orientalis L. (DOGU CINARI) BITKi EKSTRAKTLARININ
ANTIBAKTERIYEL VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ INCELENMESI

Fatih CETINKAYA
KiMYA
ANABILIM DALI

YUKSEK LiSANS TEZI

Bu tez TUBITAK tarafindan 4207015 nolu 1702-Patent Tabanh Teknoloji
Transferi projesi ile desteklenmistir.

TEMMUZ 2023



T.C.
AKDENIZ UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

Platanus orientalis L. (DOGU CINARI) BITKI EKSTRAKTLARININ
ANTIBAKTERIYEL VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ INCELENMESI

Fatih CETINKAYA
KiMYA
ANABILIM DALI

YUKSEK LISANS TEZi

Bu tez 19/07/2023 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Oybirligi / Oy¢eklugu ile
kabul edilmistir.

i
Dog. Dr. Sevil AKSU (Danisman W
A/%—/"

Dr. Ogr. Uyesi Aysegiil HANIKOGLU W

Dog. Dr. Naciye ERKAN



OZET

Platanus orientalis L. (DOGU CINARI) BITKi EKSTRAKTLARININ
ANTIBAKTERIYEL VE ANTIOKSIDAN OZELLIKLERININ INCELENMESI

Fatih CETINKAYA
Yiiksek Lisans Tezi, Kimya Anabilim Dah
Damisman: Dog. Dr. Sevil AKSU
Temmuz 2023; 142 sayfa

Bitkiler, igerisinde ¢ok sayida biyoaktif bilesik barindiran canlilardir. Bitkilerin
icerdikleri fitokimyasallar bakimindan olduk¢a 6nemli islevleri vardir. Bu ¢aligmada
Platanus orientalis L. (Dogu Cinar1) bitkisinin dal (kabuk), yaprak ve kozalak (meyve)
gibi farkli kisimlarinin su, etanol ve n-hekzan ¢ozgenleri ile elde edilen ekstraktlarinin
antioksidan ve antibakteriyel 6zellikleri arastirildi. Bitkinin farkli kisimlarindan, soguk
inflizyon yontemiyle etanol ¢ozgeninde 3 adet (Grup-1), sokslet yontemiyle su ¢ozgeni
ile 3 adet (Grup-2), etanol ¢6zgeni ile 3 adet (Grup-3) ve n-hekzan ¢ozgeni ile 3 adet
(Grup-4) olmak iizere toplamda 12 adet ham ekstrakt elde edilerek numaralandirildi.
Ardindan rotary evaporator yardimiyla vakum altinda 40 °C’da ¢6zgenleri uzaklastirilan
ekstraktlar analizler i¢in +4 °C’da saklandi. Etanol ve su ekstraktlarinin (Grup-1, Grup-2
ve Grup-3) fenolik bilesikleri U-HPLC-MS/MS (Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi) ile ve n-hekzan ekstraktlarinin (Grup-4) yag asiti bilesimi ise GC-
MS (Gaz Kromatografi-Kiitle Spektrometresi) ile analiz edildi. Bitkinin 3 farkli kisminin
pestisit icerigi GC-MS/MS ve LC-MS/MS ile belirlendi. Tiim ekstraktlarin serbest
radikallere kars1 antioksidan etkileri antioksidan aktivite tayin yontemleri olan DPPH
(1,1-difenil-2-pikril hidrazil) testi, toplam flavonoid igerigi (TFC) testi ve hidroksil
radikal temizleme-deoksiriboz testi ile belirlendi. Tiim ekstraktlarin antibakteriyel
aktiviteleri Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus feacalis ATCC 29212,
Escherichia coli ATCC 25922 ve Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 bakterilerine kars1
Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Antibakteriyel, Antioksidan, Bitki fitokimyasallari,
Platanus orientalis L.

JURI: Dog. Dr. Sevil Aksu (Danisman)
Dog. Dr. Naciye Erkan
Dr. Ogr. Uyesi Aysegiil Hanikoglu



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTIBACTERIAL AND ANTIOXIDANT PROPERTIES
OF Platanus orientalis L. (EASTERN PLANE) PLANT EXTRACTS

Fatih Cetinkaya
MSc Thesis in Department of Chemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Sevil Aksu
July 2023; 142 pages

Plants are living organisms that contain a large number of bioactive compounds.
Plants have very important functions in terms of the phytochemicals they contain. In this
study, the antioxidant and antibacterial properties of the extracts of different parts of
Platanus orientalis L. such as branches (bark), leaves and cones (fruit) obtained with
water, ethanol and n-hexane solvents were investigated. From the three different parts of
the plant a total of 12 raw extracts including 3 units (Group-1) in ethanol with the cold
infusion method, 3 units (Group-2) in water, 3 units (Group-3) in ethanol, and 3 units
(Group-4) in n-hexane with the soxhlet method were obtained and numbered. Then, the
solvents were evaporated at 40 °C under vacuum with the help of a rotary evaporator, and
the extracts were stored at +4 °C for analysis. The phenolic compounds of ethanol and
water extracts (Group-1, Group-2 and Group-3) and the fatty acid composition of the n-
hexane extracts (Group-4) were determined by U-HPLC-MS/MS (High Pressure Liquid
Chromatography-Mass Spectrometry) and GC-MS (Gas Chromatography-Mass
Spectrometry) analysis, respectively. The pesticide content of the three different parts of
the plant was determined by GC-MS/MS and LC-MS/MS. Antioxidant effects of all
extracts against free radicals were determined by the antioxidant activity determination
methods DPPH (1,1-diphenyl-2-picryl hydrazil) test, total flavonoid content (TFC) test,
and hydroxyl radical scavenging-deoxyribose test. Antibacterial activities of all extracts
were determined by the Kirby-Bauer disk diffusion method against Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Enterococcus feacalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, and Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 bacteria.

KEYWORDS: Antibacterial, Antioxidant, Plant phytochemicals, Platanus orientalis L.
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ONSOZ

Bu c¢alisma, bilimsel arastirma ve gelistirme amaciyla akademik anlamda
basladigim ilk calisma olmasindan dolay1 benim icin olduk¢a 6nemlidir. Bu konuyu
secmemin nedeni bilimsel anlamda ilerleyecegim ve sonrasinda akademik kariyer
hedeflerime yonelebilecegim calisma alanlarini belirlemektir. Cevremize baktigimizda
bitkilerin cezbedici oldugunu ve mitkemmel bir uyum i¢inde dogal yasamin 6nemli bir
parcasini olusturdugunu gorebiliriz. Insanlik tarihi boyunca dogal siiregte bir¢cok toplum
kendi yasayist iginde bitkilerden saglik, kozmetik gibi alanlarda yararlanmistir. Bu
konunun 1yi1 bir sekilde arastirilmasi, bitkilerin hayatimizdaki yerinin ve Oneminin
bilinmesi amaciyla bu ve buna benzer caligmalarin gelistirilmesi gerekmektedir.
Gec¢misten giiniimiize kadar gelen bilgilerin arastirma ve gelistirme yoluyla sonraki
caglara aktarilmasi ve insanlarin bitkisel yollarla tedavi olabilmesi i¢in daha ¢ok
calismaya ihtiyac vardir. Insanlarin dogal yasamda bitkilerle olan baginin oldukca
kuvvetli oldugunu diisiiniiyorum ve ¢esitli hastaliklara kars1 tedavi yollar1 ararken bitkisel
droglardan yararlanmanin 6nemini vurgulamak istiyorum. Bu tez c¢alismasi sonraki
bitkisel drog hazirlama ¢aligmalarina bir 6n hazirhk niteliginde olup bitki
fitokimyasallarinin arastirilmasi i¢in temel yontem ve prensipleri igermektedir.

Bu ¢aligmaya basladigimda ve sonraki siireglerde ¢esitli zorluklar, hatta imkansiz
gibi goriinen durumlar yagamis olabilirim. Bu zorluklarin ve imkansizligin hayatin ¢esitli
donemlerinde siirebilecegini de biliyorum. Ben, “Onemli ve kalic1 olabilmenin yolu,
bilime ve insanliga yaptigin katkidan gecer” diye diisiiniiyorum. Bu yiizden pes etmeden
caligsmalarim siirdiirmekteyim.

Tezin hazirlanmasi esnasinda her konuda destek olan danisman hocam Sayin Dog.
Dr. Sevil AKSU’ya, tezimi yazarken bilgi ve tecriibe bakimindan bana yardimci olan
Saymn Dog. Dr. Naciye ERKAN’a, Saym Dog. Dr. Sevilay CENGiZ SAHIN’e, Saym
Dog. Dr. Elif ODABAS KOSE’ye, Saym Ogr. Gor. Timur TONGUR’a, Sayin Dr. Ogr.
Uyesi Aysegiil HANIKOGLU na ve Saym Taner ERKAYMAZ’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunuyorum. Ayrica hayatim boyunca bana kars1 ilgi ve sevgisini esirgemeyen aileme
tesekkiirlerimi sunuyorum.

Tez ¢alismami yaparken teknik ve cihaz destegi ile calismalarimi basarili bir
sekilde sonuglandirmama olanak saglayan Akdeniz Universitesi Teknik Bilimler Meslek
Yiiksekokulu’na, Akdeniz Universitesi Saglik Hizmetleri Meslek Yiiksekokulu’na,
Siileyman Demirel Universitesi SUDUM-Dogal Uriinler Uygulama ve Arastirma
Merkezi’ne ve bana bugiine kadar ¢alismalarimda bilgi ve emek bakimindan yardimlarini
esirgemeyen biitiin degerli hocalarima tesekkiirlerimi sunuyorum.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

dk : dakika

°C : derece Celcius
g : gram

kg : kilogram

uL : mikrolitre
um  :mikrometre
uM  : mikromolar
mg  : miligram
mL  : mililitre
mm  : milimetre

mM  : milimolar

M : molar
nm  :nanometre
cm : santimetre
% > ylizde

NOT: Tezde bulunan verilerde ondalik kisimlarda virgiil kullanilmistir. Ornegin 0,005
gibi ondalik kisimlarin tamami virgiillii olarak verilmistir.

Kisaltmalar

AAPH : 2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihidrokloriir
Abs. : Absorbans

ABTS : 2,2’-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat)
AH  : Antioksidan molekiil

BHA : Biitillenmis hidroksi anisol

viii



BHT : Biitillenmis hidroksi toluen

CAT : Katalaz

CBD : Kannabidiol

CUPRAC : Bakir(Il) Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasitesi
DMSO: Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiribo niikleik asit

DPPH : 2,2-difenil-1-pikril hidrazil radikali

EDTA : Etilen diamin tetra asetik asit

ET  : Elektron transferi

FAME : Yag asiti metil esteri

FCR : Folin-Ciocalteu reaktifi

FRAP : Ferrik (Fe(l1)) iyonu indirgeyici antioksidan giicii
GC-MS : Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektrometresi
GPx : Glutatyon peroksidaz

GR  : Glutatyon rediiktaz

GSH : Glutatyon

GSSG : Yiikseltgenmis glutatyon

GST : Glutatyon-S-Transferaz

HAT : Hidrojen atom transferi

HPLC : Yiiksek Performansli Sivi Kromotografisi
ICs0  : Yar1 maksimum inhibitor konsantrasyonu
Kont. : Kontrol

LDL : Disiik yogunluklu lipoprotein

MDA : Malon dialdehit

MIK : Minimum inhibitér konsantrasyonu

MRSA : Metisiline direncli Staphylococcus aureus



NADH: Nikotinamid adenin diniikleotit
NBT : Nitroblutetrazolyum

NDGA: Nordihidroguairetik asit

NP  : Nanopartikiil

ORAC : Oksijen radikal absorbans kapasitesi
Ort. : Ortalama

PG  :Propil gallat

PMS : Fenazin meta siilfat

PO  :Platanus orientalis

PON : Paraoksonaz

PPO : Polifenil oksidaz-Tirosinaz

RNS : Reaktif azot tiirleri

ROS : Reaktif oksijen tiirleri

RSS : Reaktif kiikiirt tiirleri

SEM : Taramali elektron mikroskobu

SOD : Siiperoksit dismutaz

TBA : 2-tiyobarbitiirik asit

TBHQ : Tersiyer biitilhidrokinon

TCA : Trikloro asetik asit

TEAC : Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi
TPTZ : Tripiridiltriazin

TRAP : Toplam radikal yakalama antioksidan kapasitesi

UV  : Ultraviyole
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1. GIRIS

Doga, birgok varligin yasam alanidir. Insanlar, hayvanlar ve bitkiler basta olmak
tizere bircok organizma bir dongii halinde yasamini siirdiirmektedir. Biitiin varliklarin bir
diizen i¢inde yagamini siirdiirdiigli diinyada her sey dogal bir denge igerisinde devam
etmektedir. Bitkiler ise dogal yasamda onemli bir gorevi iistlenmekte olup, giinliik
yasantimizda oksijen kaynagimizdir. Dogal dengeyi olusturan bir biitiiniin ayrilmaz
parcasi1 olan bitkiler kimyasal igerikleri bakimindan insan viicuduna yararl olabilecek
bir¢ok bileseni icerisinde barindirir. Bu 6zellikleri bakimindan bitkiler kozmetik, gida,
ilag sanayi gibi sektorlerde ge¢misten giiniimiize dek kullanilmaktadir. Dogal yasamimiz
geregi bitkileri gida olarak veya ilag olarak viicudumuza aliriz. Bitkiler bu rolleriyle temel
thtiyaclarimizi kismen karsilamaktadir.

Insanlar gegmisten bu yana bitkilerin dzellikle iyilestirici giiciinii 6nce gdzlemler ve
somut analizlerle ortaya koymuslardir. Bu c¢alismalar 1s18inda, giliniimiizde ilag
sektoriinde bitkilerden izole edilen ve besin 6gesi olmayan bu fitokimyasallardan
yararlanilmaktadir (Hammer vd. 1999). Bitki sistematiginde (taksonomi) 500.000 kadar
bitki tanimlanmustir. Tibbi amacl bitkilerin sayis1 ise 19. yiizyil kaynaklarina gére 13.000
civarindadir ve bu sayiya her yil yaklasik 2000 yeni bitki tiirii eklenmektedir. Giiniimiiz
ihtiyaglari, tibbi ve zirai bitkilerin sayisim1 ve cesitliligini arttirmistir. Gida amach
kullanimi olan 3.000 zirai bitki bulunmaktadir (Aslan ve Karakus 2019). Diinya genelinde
yaklagik 120 civarinda bitkisel igerikli ila¢ bulunmaktadir ve yaklasik 250.000 ¢igekli
bitki tlirlinden yalnizca 5000 tiirii farmasotik olarak degerlendirilmektedir (Lewington
2003).

Bitkileri kullanarak hastaliklari tedavi etme yaklasimi olan "fitoterapi" kavrami ilk
olarak 1913’te “La Presse Medicale” adl1 dergide ortaya atilmistir. Ninova tabletleri’ne
(M.O. 3000) gére, Mezopotamya bolgesindeki Siimer, Akat, Asur gibi medeniyetlerde
bitkisel ilaglarla tedavilerin oldugu belirtilmistir. M.O. 2500’lerde Rig Veda’nm
eserlerinde yaklasik 1000 adet sifali bitkiden bahsedilmistir. Ayrica, Eskulap ve Hipokrat
gibi bilime 6nemli katkilar yapan kisilerin kitaplarinda yaklagik 400 adet bitkisel {iriin
anlatilmistir (Caliskan ve Sarisen 2005). Fitoterapi, bitkisel bilesimlerden yola ¢ikarak
hastalik etkenine karsi tedavi yontemleri gelistirmeyi amacglasa da bitki bilesenlerinin
lyice analiz edilmesi ve reaksiyon mekanizmalarinin dogru bir sekilde agiklanmasi
gerekmektedir (Hammer vd. 1999).

Modern ilag sektorii her gegen giin gelismekte ve bitkisel bilesimler sentetik olanlara
gore daha cok tercih edilmektedir. Bitkilerin dogal olarak igerdigi bilesikler dogru
kullanildiginda insan viicuduna yararli islevlere sahiptir. Bitkisel ilaclarla tedavi
konusunda, ozellikle gelismekte olan iilkelerde dogal yontemler tercih edilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii’niin agiklamalarina gore hastaliklarin tedavisinin %80’inde bitkisel
ekstraktlar (6ziitler) ve bilesenleri kullanilmaktadir (Eloff 1998). Yapilan ¢alismalara
gore dogada bulunan bazi bitkisel 6ziitler ve ugucu yaglar patojenlere kars: antibakteriyel
olarak, mantarlara kars1 ise antifungal olarak etkilidir. Bu fitokimyasallarin gosterdigi etki
icerdikleri etken maddeye bagl olarak degisiklik gostermekle birlikte bu ugucu yaglarin,
antimikrobiyal 6zellige sahip oldugu belirlenmistir (Tanker ve Tanker 1990). Bitkilerin
icerdigi fenolik bilesiklerden fenolik asitler, flavonoidler, terpenler ve vitaminler giiclii
antioksidan aktiviteye sahiptir (Deniz 2016).
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Serbest radikaller iizerinde yapilan arastirmalara gore, yaslanma ve dejeneratif
hastaliklara serbest radikallerin neden oldugu bulunmustur (Atoui vd. 2005). Serbest
radikaller, DNA’nin yapisini etkilemektedir ve viicudumuzda karbonhidratlarin,
proteinlerin ve lipidlerin yapisini bozarak ¢esitli hastaliklara sebebiyet vermektedir.
Serbest radikallerin asir1 miktarda tiretilmesi ve viicudumuzu tehdit etmesi durumunda
organizmalarda dogal antioksidan savunma sistemleri devreye girer. Boylece canliy1
serbest radikallerden korumak amaciyla antioksidan bilesikler tretilir (Rice-Evans vd.
1997).

Antioksidan bilesikler cesitli sebze ve meyvelerin yapisinda dogal olarak bolca
bulunmaktadir. Dogal antioksidanlar1 beslenme yoluyla viicudumuza aliriz. Bitkilerin
yapisinda bulunan fenolik bilesikler, yag asitleri ve ugucu bilesenler antioksidan,
antibakteriyel, antimikrobiyal, antifungal olarak c¢esitli o6zellikler sergilemektedir
(Toroglu vd. 2006). Viicudumuzdaki antioksidan yapilar, serbest radikalleri yakalayarak
etkisizlestirir. Kanser, iilser gibi pek ¢ok kronik hastaliga kars1 onlem almak, ilerleyisini
engellemek ve risklerini azaltmak i¢in viicudun dogal antioksidan savunma sistemlerinin
giiclendirilmesi ve bitkisel antioksidanlarca zengin gida takviyesi almas1 gerekmektedir
(Stanner vd. 2004).

Bitkilerin sahip oldugu ¢ok sayida biyoaktif bilesen yani dogal antioksidanlar serbest
radikallerin olumsuz etkilerini 6nlemektedir (Kolag vd. 2017). Bu yiizden gesitli kanser
ve llser gibi hastaliklarin tedavisi i¢in bitkilerde bulunan yararh fitokimyasallarin
antioksidan, antibakteriyel, anti-inflamatuvar, antiiilserojenik gibi 6zelliklerinin ortaya
c¢ikarilmasi Son derece 6nemlidir (Del Campo vd. 2000).

Bitkilerin igerdigi fitokimyasal bilesiklerin insan sagligi agisindan énemli 6zellikleri
1926’dan giinlimiize kadar laboratuvarlarda arastirilmaktadir (Vanderbank 1949). Bu
yiizden dogal olarak bitkilerden elde edilen bu yararl bilesikler tip alaninda dogrudan
ilag olarak kullanilmaktadir. Ayrica, yeni ilaglarin tasarimi ve sentezi igin kimyasal bir
model islevi gormektedir. Bitkilerde bulunan antioksidanlar etkilerini reaktif oksijen
tirlerini direkt olarak temizleyerek, olusmasini engelleyerek, metal iyonlarini
selatlayarak ya da bu radikallerin zarar verdigi organik molekiilleri onararak gdosterirler
(Deniz 2016).

Bitkilerde bulunan fenolik bilesikler mikroplara kars: etkinliklerini bakterilerin hiicre
duvarinin yapisini bozarak gosterirler. Ayrica H" iyonlarinin hiicrenin disina ¢ikmasini
engeller ve aktif olarak hareket ettikleri siiregte hiicre igeriginde bulunan kisimlarda
pihtilastirmay1 saglamaktadir (Burts 2003). Bitkisel materyallerin serbest radikalleri,
bakteri ve viriisleri engelleyici ve onleyici aktiviteye sahip ¢ok sayida faydali bileseni
icerdigi bilinmektedir (Kirca vd. 2007). Ozellikle, flavonoid olarak bilinen fenolikler
islevsel olarak saglik alaninda 6nemlidir. Bu fenolikler, alerjiye neden olan tepkimelerden
korunma, cildin gerginligini saglama ve yara iyilesmesine hiz kazandirma gibi islevlere
sahiptir (Ren vd. 2003). Bitkiler yukarida sayilan islevlere ek olarak viicutta kesinlikle
bulunmasi sart olan kalsiyum, demir, magnezyum, fosfat, selenyum ve ¢inko gibi pek ¢ok
minerali yeterli miktarda biinyesinde bulundurmaktadir (Basgel ve Erdemoglu 2006).

Bitkisel icerikli {irlinlerin artmasinin sebepleri, kolay bulunabilir ve ucuz olmasi,
faydali bilesenleri biinyesinde barindirmasi ve bu iirlinlerin uygulamalarda pratiklik
saglamasidir. Ayrica, sentetik olarak {iretilen ilaglar yan etkilerinin olmasi nedeniyle bazi
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durumlarda dogal antioksidanlar kadar yararli isleve sahip olmayabilir (Aboolenein
1982). Kronik hastaliklarin tedavisinde laboratuvar ortaminda sentezlenmis kimyasal
bilesiklerin sinirlt etki géstermesi ve pahali olmasi nedeniyle bitkisel kokenli ilaglar ilag
endiistrisinde oncelikli olarak degerlendirilmektedir (Baytop 1984). Bu yiizden sentetik
ilaglarin yerini fitokimyasallar almaya baglamistir. Nitekim gliniimiizde insanlarin bityiik
bir cogunlugu bitkisel ilaclarla tedavi olmay1 tercih etmektedir (Ozbek 2005).

Giinimiizde regete ile satilan ilaglarin igeriginde %25 oraninda bitkisel materyal
bulunmaktadir. ilag firmalar bitkilerden gesitli yontemler kullanilarak &ziitlenen dogal
tirlinlerin gelistirilmesinde para ve zaman bakimindan fayda sagladigi i¢in bitkisel igerikli
tirtinlere daha ¢ok yatirim yapmaktadir (Farnsworth 1994). Tip alaninda ise hastaliklarin
tedavisinde yeni yontemler arastirilmakta olup bunun yaninda insanlarin saglikli bir
yasam siirdiirme ve hastaliklar1 nleme konusunda gesitli ¢abalari mevcuttur. Teknolojik
gelismeler, cevresel Kkirlilik etmenleri ve atiklar ¢esitli toksik maddelere maruz
kalmamiza neden olmaktadir. Giinliik hayatta maruz kalinan toksik maddeler insanlarda
kardiyovaskiiler problemlere, kansere, ciltte kirisikliga, erken yaslanmaya sebebiyet
vermektedir. Insanlar yaslandikga bagisiklik sistemleri zayifladigindan, viicudun
metabolik dengesi bozulmaktadir. Bu yiizden bozulan viicut dengesinin tekrardan
saglanmasi1 ve saglikli bir hale gelmesi i¢in antioksidan icerikli dogal besinlerin tercih
edilmesi oldukg¢a onemlidir (Celik ve Ayran 2020).

Bu calismada arastirilacak olan bitki Platanus orientalis Linnaeus (Dogu Cinari)
tirtidir. Platanus orientalis, Asya, Avrupa ve Dogu Akdeniz bolgeleri ve iliman
bolgelerde yetisen ¢ok yillik odunsu bir agactir. Bitki, ana kimyasal bilesenleri olarak
flavonol glikozitler, proantosiyanidin glikozitler, fenolikler, yag asitleri, karbohidrat
bilesenleri, fitol tiirevleri ve flavonoidler igermektedir. Bu bitkinin 6zleri dogrudan veya
dolayl olarak oftalmi, dizanteri, dis agris1 gibi rahatsizliklarda kullanilmaktadir. Ayrica
antiseptik ve antimikrobiyal ve anti-kanser olarak bu bitkinin bilesimlerinden
yararlanilmaktadir (Tantry vd. 2012).

Platanus orientalis, riizgarla tozlanan bir agactir ve ilkbaharda havaya biiyiik
miktarlarda polen sagmaktadir. P. orientalis’in polen taneleri trikolpat, orta biiyiikliikte
(ortalama kutup eksen capi: 19,8 um ve ekvator ¢api: SEM (Taramali Elektron
Mikroskobu) Olgiimlerine gore 15,8 um) ve agsidir. Retikulum, ¢okgen veya yuvarlak
ince ve kaba elemanlardan olusur (Mujbata vd. 2017).
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Sekil 1.1. Platanus orientalis L. (Dogu Sekil 1.2. Platanus orientalis L. agacinin
Cinar1) agaci farkl1 kisimlari

Bilimsel literatiire bakildiginda bu bitki {izerinde cesitli arastirmalar yapilmistir.
Ancak, Tiirkiye’de bu bitkinin bilimsel ¢alismalarinin oldukc¢a az oldugu goriilmektedir.
Ayrica bugiine kadar yapilan arastirmalarda bitkinin fenolik igeriginin yeterince ortaya
konulmadigi goriilmektedir. Bu c¢alismada Platanus orientalis L. bitkisinin farkli
kisimlarinin 6ziitleri farkli ¢oziiciilerle elde edilmis ve bu bitki tiiriiniin fenolik bilesen
analizi yapilarak antioksidan ve antibakteriyel 6zelligi arastirnlmistir. Sekil 1.1 ve sekil
1.2°de bitkinin farkli kisimlar1 goriilmektedir. Bu bitki iizerine yapilacak olan
fitokimyasal ve farmakolojik arastirmalar yeni ilaglarin kesfi i¢in kaynak olabilecek
materyallere ulasmada olanak saglayacaktir. Ayrica yeni bilesenlerin tespiti ile ilag veya
kozmetik endistrisinde antioksidan ve antibakteriyel kaynaklar olarak kullanilabilecektir.
Yapilan bilimsel aragtirmalardan elde edilen veriler ve sonuglar 6zellikle tiptan eczaciliga
ve dahasi kozmetik alanlarinda da biiyiik degere sahip olacaktir.

Bu yiiksek lisans tez ¢caligmasinda Platanus orientalis Linnaeus bitkisinin yaprak, dal
(kabuk) ve kozalak (meyve) kisimlarmnin 6ziitleri infiizyon ve sokslet yontemleriyle farkli
¢oziiciiler (su, etanol ve n-hekzan) kullanilarak elde edilmistir. Bitkinin fenolik bilesen
icerigi U-HPLC-MS/MS cihazi ile arastirilmistir. Ardindan oziitler gesitli antioksidan test
yontemleriyle (DPPH, hidroksil radikal-deoksiriboz ve toplam flavonoid igerigi (TFC)
testleri) arastirilarak serbest radikallere karsi antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Bitki
oziitlerinde bulunan yararl fitokimyasallarin bazi patojen bakterilere kars1 antibakteriyel
etkinligi Kirby-Bauer Disk difiizyon yontemi ile incelenmistir. Bitkinin pestisit analizi
GC-MS/MS ve LC-MS/MS cihazlart ile yapilmistir. Yag asiti analizi ise GC-MS
cihazlartyla aragtirilmstir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. Platanus orientalis L. (Dogu Cinar1) Bitki Oziitleri Uzerine Yapilan
Literatiir Calismalarin Ozeti

Haider vd. (2012) tarafindan yapilan c¢alismada, Platanus orientalis L.
yapraklarindan elde edilen fitol tiirevlerinin anti iilser aktivitesi gosterdigi, yapraklarin
halk hekimliginde yara iyilestirici, oftalmolojik ve hemostatik ajan olarak, yilan 1sirmasi
icin antivenom olarak kullanilmakta oldugu (Khidyrova vd. 1994; Nishanbaev vd. 2004)
bildirilmistir. Platanus orientalis yapraklar1 kurutularak etanol ile sokslet cihazinda
yapilan ekstraksiyon ile oziitler elde edilerek petrol eteri, metanol ve kloroform ile
fraksiyonlanmustir. Platanus orientalis, “ibuprofen” gibi bir anti-inflamatuar maddeye
benzer antiddem ve antinosiseptif etkiler gostermistir. Etanol 6ziitii ve fraksiyonlarinin,
standart ila¢ ibuprofen ile karsilastirildiginda daha az {ilserojenik risk sergilemistir.
Platanus orientalis'in hidroalkolik ve polifenolik 6ziitlerinin orta derecede antinosiseptif
aktiviteye sahip oldugu (Hajhashemi vd. 2011) bildirilmistir. Sonugta, Platanus
orientalis'in saman nezlesi, ateroskleroz ve romatoid artrit gibi anti-inflamatuar
hastaliklarin tedavisi i¢in gii¢lii bir tibbi bitki olabilecegi ifade edilmistir.

Thai vd. (2016) tarafindan yapilan g¢alismada; Platanus cinsi, Platanaceae
ailesinin tek canli tiyesi oldugu ve diinyanin farkli bolgelerinde yaygin olarak kabul edilen
yedi tiirli ve on iki alt tiirii (The Plant List 2013) oldugu bildirilmistir. Bu bitki Dogu
Avrupa ve Yakin Dogu'da blefarit, konjunktivit, kanama (Nishanbaev vd. 2004) gastro-
intestinal bozukluk, dis agrisi, cilt hastaligi, ates ve viicut agris1 (Haq vd. 2011; Murad
vd. 2011), bobrek taslar1 ve kasint1 (Polat ve Satil 2012) gibi rahatsizliklarda kullanildig1
ve bu bitkinin antihepatotoksik, antioksidan, sitotoksik, in vivo anti-inflamatuar ve anti-
nosiseptif etkilerinin oldugu (El-Alfy vd. 2008; Hajhashemi vd. 2011; Haider vd. 2012)
bildirilmistir. Calismada ayrica, bitkinin kimyasal bilesimi olarak yapraklardan tokoferol
tiirevleri, yag asitleri ile fitol esterleri (Abdullaev vd. 1994) ve birkag polifenol (EI-Alfy
vd. 2008; Tantry ve ark, 2012); tomurcuklardan kamferol tiirevleri ve kafeik asit (Dimas
vd. 2000; Mitrokotsa vd. 1993); ve kabuklardan triterpenoidler, proantosiyanidinler ve
proantosiyanidin glikozitler (Khan vd. 2013; Nishanbaev vd. 2010) izole edilmistir.
Kafeik asit, kamferol ve diger flavonoidler gibi tomurcuklarin kimyasal bilesenlerinin
anti-inflamatuar 6zellikler sergiledigi belirlenmistir (Haanaluart vd. 2011; Michaluart vd.
1999; Park vd. 2009; Sala vd. 2003). P. orientalis meyvelerinin kimyasal bilesiminde yag
asitleri, terpenoidler, kumarinler ve oOzellikle flavonoidler ve flavonoid glikozitlerin
varligi bildirilmistir.

Chatzigeorgiou vd. (2017) tarafindan yapilan ¢aligmada, bu bitkinin dermatolojik,
gastrointestinal ve romatizmal patolojilerin tedavisinde kullanildigi (Ebn-e Sina 1988;
Tonekaboni 2007) ve P. orientalis (PO) nanopartikiillerinin (NP) anti-inflamatuvar,
antimikrobiyal, antiseptik ve analjezik 6zelliklere sahip oldugu (Hajhashemi vd. 2011;
Haider vd. 2012) bildirilmistir. ibn-i Sina ve Hakim Momen gibi énemli kisilerce bu bitki,
dis agris1 ve iltihaplanmada agr1 kesici ve iltthap Onleyici etkilere sahiptir. PO
meyvelerinde yag asitleri, terpenoidler, kumarinler, flavonoidler ve flavonoid glikozitler
(Thai vd. 2016) tespit edilmistir. P. orientalis’in meyvelerinden izole edilen NP'lerin
antioksidan etkiler sergiledigini, proteostatik mekanizmalar1 aktive ettigini, sineklerin
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yaslanmasini veya insan hiicrelerinin yaglanmasini geciktirdigi agiklanmistir. Calismada
bitkinin meyve 6ziindeki biyoaktif bilesiklerden iki ana bilesen olan “Platanoside ve
Tiliroside” saflastirilmistir. PO meyvelerinden tiiretilen NP’lerin potansiyel yaslanma
karsit1 biyoaktivitesi incelenmis ve yaslanma karsiti oldugu goriilmiistiir.

Ugar vd. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada, P. orientalis Oziitlerinin
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumonia (ATCC 13883) ve Candida albicans (ATCC 10231) mikroorganizmalarina
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri mikrodiliisyon yontemi kullanilarak test edilmistir. Bu
calismaya gore antimikrobiyal aktiviteleri 2,5 ile 0,018 mg/mL araligindadir. Bitki
Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesinin, MIC degeri 0,1 mg/mL veya daha diisiikse
onemli, MIC degeri 0,1 < MIC < 0,625 mg/mL araligindaysa orta, MIC degeri 0,625
mg/mL'den daha bilyilikse zay1if oldugu bildirilmistir. Bu kriterlere gore, P. orientalis'ten
elde edilen su 6ziitlerin Staphylococcus aureus iizerinde orta (0,156 mg/mL) ve test edilen
diger bakteriler ve C. albicans iizerinde zayif oldugu bulunmustur. Ancak metanol
Oziitlerin bakteri ve mantarlar {izerinde su Oziitlerine gore daha etkili oldugu
belirlenmistir. P. orientalis'in metanol ekstrelerinin S. aureus fiizerinde etkili (0,018
mg/mL) ve P. aeruginosa tizerinde orta derece etkili (0,625 mg/mL) oldugu bulunmustur.
Ancak P. orientalis'in su ve metanol oziitlerinin diger mikroorganizmalar iizerinde zayif
antimikrobiyal etkilere (>0,625 mg/mL) sahip oldugu tespit edilmistir. Sekil 2.1°de
bitkinin kozalaklarinin yas ve kuru hali verilmistir.

a) Kozalagin yas hali b) Kozalagin kuru hali

Sekil 2.1. Platanus orientalis L. bitkisi (Dal, yaprak ve kozalak kisimlarr)
a) Kozalagin yas hali; b) Kozalagin kuru hali

Dogan ve Anuk (2019) tarafindan yapilan bir calismada; Cimar yapraginda
benzaldehit, palmitik asit, 2,4-ditert-bitilfenol, stearik asit, oktadekanoik asit, linoleik
asit, linolenik asit, kamferol, kamferol 3-O-a-I-ramnopiranosit, kamferol 3-O-B-d-
glukopiranosit, kafeik asit, platanosit, tilirosit, flavonol glikositler, proantosiyanidin
glikozitler, yag asitleri ve fitol tiirevleri gibi birgok metabolitin var oldugu ve yaprak
oziitlerinden izole edilen bilesiklerin, anti-HIV ve anti-iilser, antiseptik ve anti-kanser gibi
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farkli hastaliklarin veya rahatsizliklarin tedavisinde kullanilabilecegi bildirilmistir.
Calismada bitkinin yaprak oziitleri GC-MS ile incelenmistir. Buna gore, stearik asit
%44,23 katki ile baskin yag asiti olup, ardindan palmitik (%8,12), oktadekanoik (%5,91),
linoleik asit (%2,99) ve linolenik asit (%1,10) gelmektedir ve 2,4-ditert-butilfenoliin
%15,58 ve benzaldehitin %4,15 nispi konsantrasyona sahip oldugu belirlenmistir. Serbest
radikallere kars1 Platanus orientalis L. bitkisinin viicudun metabolik reaksiyonlari
tetikleyen, kiigiik miktarlarda iiretilen ve hiicrelerde hasara neden olan reaktif molekiillere
kars1 antioksidan aktivite gosterdiginden bahsedilmistir.

El-Alfy vd. (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada; fenolik bilesenlerin, oksidatif
stresin anahtar bir rol oynadig1 hepatotoksisite vakalarinin korunmasi ve tedavisi i¢in
umut vaat ettiginden bahsedilmektedir. Halk tibbinda ¢inar yapraklar1 Oftalmi’de, sirkede
kaynatilan kabuk ishal, dizanteri ve dis agrisinda, tomurcuklarin flavonoidal igerigi idrar
yolu antiseptik, sitotoksik ve antimikrobiyal olarak kullanilmistir. PO bitkisinin
oOziitlerinin gili¢lii antioksidan aktivitesine ek olarak karaciger enzimlerinin yliksek
seviyelerini diisiirme kabiliyetine sahip oldugu ve bunun fenolik icerigine bagl
olabilecegi aciklanmistir. Bu ¢calismalarda bitkiden elde edilen oziitler “silimarin” ilaciyla
kiyaslandiginda etki bakimindan daha 1yi sonuglar verdigi bildirilmistir.

Akar vd. (2019) tarafindan yapilan bir ¢alismada; Platanus orientalis kabugu tozu,
ilk kez bir nikel-krom kaplama atik suyundan Cr(VI) ve Ni'yi uzaklastirmak igin
biyosorbent olarak kullanilmistir. Calismada P. orientalis'in Cr(VI) ve Ni'yi kaplama atik
suyundan adsorbe etmek ve uzaklastirmak icin ucuz ve verimli bir biyosorbent
olabilecegi sonucuna varilmistir. Cr(VI)’nin ortalama % 90,15 ¢ikarma giiciine ve Ni'nin
ortalama % 65,75 ¢ikarma giicline sahip oldugu goriilmistir. Modifiye edilen ve
modifiye edilmeyen PO kabugu, ilk kez bir nikel-krom kaplama atiksuyundan Cr(VI) ve
Ni'nin giderilmesinde gercek bir numune olarak kullanilmistir. Sonuglar, modifiye edilen
kabugun Cr(VI) 'nin daha iyi bir adsorban oldugunu gostermistir.

Irtiza vd. (2016) tarafindan yapilan ¢alismada, Platanus orientalis'in antioksidan,
anti-inflamatuvar ve toplam fenol igerigi belirlenmistir. Bitkinin govde, kok ve yaprak
gibi farkli bolgelerinin 0Oziitleri kloroform, metanol ve su gibi farkli c¢oziiciilerle
hazirlanmistir. Bu bitki, kuersetin, kamferol gibi flavonoidler ve anti-inflamatuar etkileri
olan glikozitleri igerir (Mitrokotsa vd. 1993; Chirumbolo 2010). P. orientalis'in en 6nemli
bilesenleri, kafeik asit ve tiirevi olan rosmarinik asittir. Bitki yapraklarinda bulunan
kafeik asitin anti-inflamatuvar aktiviteye sahip oldugu bildirilmistir. Bitki 6ziitlerinin
antioksidan aktivitesine gore metanol ve kloroform 6ziitleri sulu 6ziitlere gore %50'nin
tizerinde inhibisyon gostermistir. Platanus orientalis'in anti-inflamatuar aktivitesine gore,
sulu odun oziitli diger oziitlere kiyasla yiiksektir. Akut toksisite testinde (Wistar fareleri
kullanilarak) tiim oziitlerin 2 g/kg’da toksik olmadigi bulunmustur. Bu bulgu, farkli
Platanus orientalis oziitlerinin antioksidan ve anti-inflamatuar ajan olarak giivenli
kullanimina olanak saglamaktadir. Tiim aktiviteler degerlendirildiginde genellikle en
yiiksek etki bitkinin odun 6ziitlidiir, bu nedenle biyoaktif malzemelerin ¢ogunun, ¢oziicii
sistem ne olursa olsun kabukta yogunlastigi sonucuna varilmistir.

Bitkilerin fitoterapik ajanlar olarak kullanilabileceginin ifade edildigi Rahman vd.
(2016) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise, “Bitkilerin dis sagligini iyilestirmek ve agiz
hijyenini tesvik etmek i¢in kullaniminin uzun bir ge¢misi vardir (Lewis ve Elvin-Lewis
1977), dis hastaliklarini tedavi etmenin dogal yollar1 olarak bitkilerin, dis hastaliklarina
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bagli enfeksiyon ve iltihabi ortadan kaldirir (Al-Otaibi vd. 2003), antimikrobiyal ajanlarin
esas olarak dis macunlarina plak olusumu iizerinde dogrudan bir inhibitdr etki yaratmak
icin eklenir (Pannuti vd. 2003; Fine vd. 2006)” seklinde bildirilmistir.

2.2. Serbest Radikaller

Bir serbest radikal dis orbitalinde bir veya birden ¢ok eslesmemis elektron bulunduran
ve enerjisi yiiksek element, atom ya da molekiildiir (Nawar 1996). Serbest radikaller,
homolitik bag yikimi, bilesigin bir elektron kaybetmesi veya ilave bir elektron almast ile
olusabilir. Serbest radikaller katyonik, anyonik veya elektriksel olarak yiiksiiz olabilir
(Koca ve Karadeniz 2003; Karafakoglu 2004). Serbest radikallerin ¢ok farkli kararliliklar
oldugu bilinmektedir.

Oksijen canliligin devami agisindan yasamimiz i¢in ¢ok 6nemlidir. Ancak, normal
metabolik faaliyetler sirasinda iiretilen bazi reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asirisi
viicudumuza tahribat verir (Diplock 1998). ROS’lar bir enzim yardimi olmaksizin
organik molekiiller ile reaksiyona girer ve hiicre zarlarinda hasara yol acar (Mammadov
2020). Reaktif oksijen tiirleri, serbest radikallerin ¢cogunlugunu olusturur ve bunlar
oksijen molekiiliine gore ¢ok daha reaktiftirler (Nawar 1996).

Cizelge 2.1. Serbest radikallerin etkiledigi molekiiller (Akpoyraz ve Durak 1995).

Etkilenen Bilesikler Sonuclar
Niikleik asit bazlar Mutasyon ve hiicresel gelisimde degisiklik
Karbonhidratlar Hiicrenin ylizey reseptorlerinde degisiklik
Doymamis yaglar Kolesterol ve yag asitlerinin okside olmasi
Proteinler Denatiirasyon ve peptit zincirlerinde kirilmalar
DNA Baz modifikasyonlar1 ve bag kirilmalari
Antioksidanlar o-tokoferol ve B-karoten gibi antioksidanlarin aktifliginin
azalmasi

2.2.1. Serbest Radikallerin Olusumu, Tiirleri ve Etkileri

Serbest radikaller eslesmemis elektronlarindan dolay1r kararsizdir ve diger
molekiillerle kimyasal reaksiyonlara girmede aktiftirler. Serbest radikallerin olusum
mekanizmalari; kovalent bagla baglanmis olan normal bir molekiilin ortak
elektronlarindan birisinin kalarak homolitik boliinmeye veya bu normal molekiilden bir
elektron eksilmesi ile heterolitik boliinmeye sebep olmasi ve normal bir molekiile
elektron aktarilmasidir (Kiling ve Kiling 2002).

Reaktif tiirler ti¢ elementten tiirer; oksijen, azot ve kiikiirt. Bunlar, reaktif oksijen
tirleri (ROS), reaktif azot tiirleri (RNS) ve reaktif kiikiirt tiirleri (RSS) olarak ifade edilir
(Li vd. 2010). Canli organizmalarda bulunan ROS tiirleri; hidroksil radikali (eOH),
stiperoksit radikali (Oze), hidroperoksil radikali (HO: ), alkoksil radikali (ROs), lipid
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alkoksil radikali (LOse), singlet oksijen (*Oz), alkil peroksil radikali (ROOs), lipid
peroksil radikali (LOOQe), hidrojen peroksit (H202), hidroperoksit (ROOH), lipid
hidroperoksil radikali (LOOH) ‘dir (Huang vd. 2005; Pham-Huy vd. 2008).

Oksijen molekiilii (O2), bir elektron alinca siiperoksit (Oze), iki elektron alinca
hidrojen peroksit (H,Oz2), ii¢ elektron alinca ise hidroksil (¢OH) radikali olusur (Winston,

1991). Hidroksil radikali karbonhidratlar, proteinler ve yaglar ile daha giiglii tepkimeye
girer ve biyolojik sistemlerde diger serbest radikal formlarindan daha fazla hasara neden

olur (Halliwell 1987; Miller vd. 1990; Flora 2007). Serbest radikal tiirleri sekil 2.2de
verilmistir.

SERBEST RADIKALLER

ROS (Reakuf | NS (Reakuf Azot

Oksajen Tirleri) Tarleri)

| Diazol tetrmoksit
Singlet oksipen (N0
(109

Diarot trioksit
(NOY

— Ozon (Oy)

= Nitrhz uxit (HNO,)

Hidrojen Peroksit
A,
(H:0,) Peroksinitrit
(ONOO)

Hipoklordz asil
PO PoroksinitrOz asit

(HOCTH) 1 (ONOOH)
) | Nivojendioksit

| Hipobromézr asit (NO)
(HOBr)

Nitroksil anyon

Soperoksit (NO)

(Oxe)
Nitroksil katyos
B (NOYY
Hidroksal
= ( ®OH)

Nitroayum unyonus
(NOy)

— P I
Peraksil (ROO ) Nitril katyonu

(NO;)

Alkil
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(ROONO)
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(ROOH) (ONOO)

Peroksinitrie
Hidroperoksil (ONOO o)
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(NOe)
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Sekil 2.2. Serbest radikal tiirleri
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Serbest radikaller, canli organizmalarda hem endojen hem de eksojen kaynaklardan
iretilmektedir (Pham-Huy vd. 2008). Biyolojik sistemlerde, en fazla elektron transferiyle
serbest radikaller meydana gelirken, hiicresel kosullarda ciddi miktarda serbest radikal
tiretilmektedir (Akkus 1995).

Serbest radikallerin endojen kaynaklari: (Karabulut ve Giilay 2016a).

Aerobik solunumda elektron aktarimi ile olusan oksijen molekiilleri serbest
radikalleri yan iriin seklinde tiretmektedir.

Viicutta mikroplara karsi savunma sistemi olusturulurken sitokinler serbest hale
gelir ve bu durumda nétrofiller ve makrofajlar serbest radikal iiretmektedir.

Lipid peoksidasyonu siirecinde serbest radikal iiretilmektedir.

Miyositler ve kanimizda bulunan kirmizi ve beyaz kan hiicreleri araciligiyla
serbest radikaller tretilebilir.

Otooksidasyon reaksiyonlar1 esnasinda meydana gelen elektron kagaklarindan
serbest radikaller olusabilir.

Bedensel ve zihinsel yorgunluktan ortaya ¢ikan stres durumunda toksik olarak
serbest radikal iiretebilir.

Bagisiklik sistemi hiicreleri hastalik yapici organizmalara yanit olarak ROS tiirleri
ve oksiradikaller iiretmektedir.

Cizelge 2.2. Serbest radikallerin eksojen kaynaklar1 (Mercan 2004).

Serbest Radikallerin Tiirleri

Eksojen Kaynaklari

Ilaglar Aminotriazol, asetaminofen, bleomisin, doksorubisin,
hiperbarik oksijen, klonazin, klosapin, nitrofurantoin,
siprofloksasin, siklosporin, trisiklik antidepresanlar,

Metal iyonlari Fe, Cu, Cd, Ni, Cr, Hg

Kirleticiler Asbest lifleri, mineral tozlar, Os, CO, NO, NOz, SOz, silika,
bazi solventler, toksik maddeler, hipoklorit, yangin, parakuat,
dikuat

Radyasyon UV-1s1n1, X-151n1, gama 1g1mast

10
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Serbest radikallerin olusum mekanizmalar1 (Mammadov 2020);

1.

Fotosensitizerler tarafindan ROS iiretimi: Fotosensitizer (1s1ga duyarlilastirict),
bir fotonu emen, uyaran, bagka bir molekiilii kimyasal olarak doniistiiren ve sonra
da orijinal durumuna geri donen organik bir molekiildiir. Bitkilerde klorofil
fotosensitizor olarak gorev yapmaktadir.

Kloroplast ve mitokondri elektron tasima zincirlerinde ROS iiretimi: Bitkilerdeki
ROS’ un ana kaynagi, kloroplastlarin elektron tasima zinciri, hayvanlarda ise
mitokondrinin elektron tagima zinciridir. Kloroplastlarda bir Oz2e~ meydana
getirme reaksiyonuna Mehler reaksiyonu denir.

Plazma zarinda NADPH oksidaz ile ROS iiretimi: Hayvanlarda ve bitkilerde
kuvvetli Oze™ iireticileri plazma zarinda bulunan, NADPH-oksidazlaridir. Bunlar
sitozolik tarafta NADPH’yi oksitleyerek ve zarin dig tarafinin tizerinde bulunan
O2’ye elektronlari transfer ederek, onu bir Oz ne doniistiirmektedir.
Peroksidazlarla ROS iiretimi: Bitki peroksidazlari fenollere karsi daha aktiftir.
Bunlar, hiicre duvarlarinda ve vakuollerde lokalize olduklar1 igin “salgi
peroksidazlar1” olarak da bilinir. Elektron alicisit olarak H202 ve Oz kullanarak
sirastyla peroksidaz ve oksidaz aktivitesi gosterebilir.

Oksidorediiktazlar tarafindan ROS iiretimi: Flavinik oksidazlar, koenzim olarak
FMN (flavin mononiikleotit) icerir. Genellikle flavin oksidazlar, iki hidrojen
atomunu substrattan molekiiler oksijene transfer eder, boylece hidrojen peroksit
uiretir.

O2+H2 — H20>

ROS doniistimleri: Aktif oksijen formlar1 birbirine doniisebilir. Canli
organizmalar i¢in en tehlikelisi Oze" ve H202’nin girdigi Haber-Weiss
reaksiyonudur. Bu reaksiyonun bir sonucu olarak dogada en gii¢lii oksitleyici ajan
olan ¢OH olusur.

Haber-Weiss reaksiyonu, aktif Fenton reaksiyonu tarafindan desteklendiginden,

demir ve bakir varliginda hizli bir sekilde ilerler. Siiperoksit radikalinin ayrilmasindan
sonra H202 olusur. Siiperoksitler, fenton reaksiyonuyla baglanti kurar ve bu
tepkimede olusan metal iyonlarinin tekrardan kullanilmasinda 6nemlidir. Bu iki
reaksiyona “Haber-Weiss reaksiyonu” denilir (Halliwell 1987; Betteridge 2000).
ROS tiirlerinin olusumuna yol agan reaksiyonlar sekil 2.3’te verilmistir.

H202 + Cu*/Fe*? — e¢OH + OH" + Cu*?/Fe*® (Fenton reaksiyonu)
Cu*?/Fe*3+ 020" — CU*/Fe*?+ O2

Oz + H202 — eOH+OH + 02 (Haber-Weiss reaksiyonu)

11



KAYNAK TARAMASI F. CETINKAYA

hidroperoksil sUperoksit
radikali H74 radikali
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Sekil 2.3. ROS tirlerinin olusumuna yol agan reaksiyonlar. Yesil oklar (lipid
peroksidasyonu); mavi oklar (Haber-Weiss reaksiyonu); kirmizi oklar (Fenton
reaksiyonu) (Carocho ve Fereira 2013).

2.2.2. Serbest Radikaller ve Biyopolimerler

Biyolojik sistemlerde serbest radikallerin oldugu Denham Harman (1956)
tarafindan ortaya atilmistir. Serbest radikaller metabolizmada bulunur ve bu radikaller
pek ¢ok hiicrenin biyomolekiilerinde degisimlere ve gen mutasyonlarina yol agar (Storz
ve Implayt 1999). Serbest radikallerin ¢iftlenmemis elektronlar1 radikallere aktiflik
kazandirrarak 6ncelikle DNA olmak tizere protein, lipid ve enzimler gibi biyolojik olarak
onemli materyallere ciddi hasarlar verir. Bu yiizden, yaslanma, kardiyovaskiiler
hastaliklar, kanser, katarak gibi hastaliklara sebebiyet verir. Ayrica bagisiklik sistemini
zayiflatarak sinir sisteminde dejeneratif hastaliklara yol agar (Diplock 1998). Serbest
radikallerin hiicresel hasar1 sekil 2.4’te verilmistir.

Sekil 2.4. Serbest radikallerin hticresel hasari1 (Onat vd. 2006)

12
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Oksidanlarin sebep oldugu strese bagl olarak serbest radikallerin zarar verdigi
DNA ve proteinlerde olusan hasar, lipitlerde olusan hasardan daha onemlidir. DNA
hasari, zincir kirilmalarina sebebiyet verir ve boylece hiicrelerin enerji kaybetmesiyle
nekrotik tipte hiicre 6limii gerceklesir. Boyle hasarlar, cildin yaslanmasina ve hiicresel
oliimlere sebep olarak biyolojik islevlerin kaybina sebep olur. Bugiine kadar serbest
radikallerin sebep oldugu hasar sonucu olarak degisen yaklasik 20 tir DNA
bulunmaktadir (Akkus 1995; Koca ve Karadeniz 2003; Ozel 2006). Bu yiizden, serbest
radikallerin viicuda zarar vermeden nétralize edilmesi gerekmektedir (Bakonyi ve Radak
2004; Erucar 2006). Antioksidanlar ise ROS ve serbest radikaller ile reaksiyona girerek
metabolizmada istenmeyen durumlar ve saglig tehdit eden durumlar ile savasir (Velioglu
2000; Jensen 2003; Yavaser 2011). Oksidatif denge sekil 2.5’te verilmistir.

Oksidatif denge Yaglanma
Inflamasyon

Yiksek Oz basinc
Kimyasal ajanlar
Radyasyon
lskemi-repefizyon

Anriokslda nlar

W

Oksidatif hasar

¥ .
e
ro ¢4

Membran lipidleri  Proteinler Nikleik asitler

Sekil 2.5. Oksidatif denge (Ozcan vd. 2015)

2.2.3. ROS’un Etkisi Altinda Lipidlerin Peroksidasyonu

Yaglar, hiicre yapisinda bulunan, viicut organlarini asir1 sicaklik ve mekanik soktan
koruyan, karbon (C), hidrojen (H) ve oksijenden (O) olusan yapilardir. Viicut i¢in 6nemli
olan yag asitleri linoleik, linolenik ve arasidonik asitlerdir. Yaglar, yiiksek enerji saglayan
maddelerdir. Ayrica, yagda ¢oziinen vitaminleri yapilarinda barindirmalari, proteinlerle
bir araya gelerek lipoproteinleri olusturmalari, ¢esitli mineral maddeler, enzimler ve
steroidleri igermeleri ve saglik tizerindeki etkileri nedeniyle oldukg¢a dnemlidirler (Onat
vd. 2006; Cakmake¢1 ve Kahyaoglu 2012).

Yaglar, oksidasyona olduk¢a yatkin bilesiklerdir. Bunlardan arasidonik asit gibi goklu
doymamus yag asitleri oksidasyona doymus olanlara gore daha yatkindir. ROS’lar protein
omurgasint Ve Yyan zincirlerini okside eder. ROS, niikleik asitlerin yapilarinda
degisiklikler meydana getirdiginden mutasyona neden olur (Gandhi ve Abramov 2012).
Lipid peroksidasyonunda, serbest radikallerle baslatilan reaksiyonda membran

13



KAYNAK TARAMASI F. CETINKAYA

fosfolipitlerindeki ¢coklu doymamis yag asitleri oksidasyona ugrar ve bdylece membranin
lipid yapis1 degiserek hiicresel yapinin fonksiyonlart bozulur (Akkus 1995; Gutteridge
1995; Koca ve Karadeniz 2003; Onat vd. 2006).

Lipid peroksidasyonunda, membran lipitleriyle ¢ift bag yapan hidroksil radikalleri
ile olusan lipit-radikal etkilesimi sonucunda, malondialdehit (MDA) gibi peroksidasyon
riinleri olusur. Boylece olusan karbon radikali, molekiiler oksijen ile tepkimeye girer ve
lipit peroksil radikalini (LOOe) olusturur. Sonrasinda diger lipid molekiillerini de
etkilediginden lipit hidroperoksitler (LOOH) sekillenir ve fazladan lipit peroksitleri
iiretilir. Fe3* veya Cu?* varhiginda ise LOOH asagidaki reaksiyonlarn sonucunda LOO®
ve LO*’ye déniistiiriiliir (Devasagayam vd. 2004; Valko vd. 2006; Ozel 2006; Karabulut
ve Giilay 2016b). Lipid peroksidasyon siireci sekil 2.6’da verilmistir.

LOOH + Fe?* L0« + HO- + Fe®*
LOOH + Fe®* = LOO- + He + Fe?*

2LOOH = LOOe + LOe* + H20

N\ \
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Lipid peroxide ) ) +

Sekil 2.6. Lipid peroksidasyon siireci (Tepe vd. 2012)

2.2.4. Serbest Radikaller ve Proteinler

Serbest radikaller, proteinlerin yapisal fonksiyonunu ve enzimsel aktivitelerini
baskilayarak proteinlere hasar verir. Reaktif oksijen ve azot tiirlerinin sebep oldugu
protein oksidasyonu sonucunda, proteinlere zarar veren kararsiz ve reaktivitesi yiiksek
triinler olusur. Hidroksil radikallerinin proteinler ile reaksiyona girmesi sonucu karbon
atomundan bir hidrojen ¢ikar ve iiretilen radikal molekiillerin zincir kirtlmalarina yol agar
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(Dewasayagam vd. 2004; Karabulut ve Giilay 2016a). Proteinlerin oksidatif
modifikasyonu ile ilgili yapilan arastirmalarda, proteinlerin polipeptid omurgasindaki
aminoasitlerde bulunan a-karbonlardan, hidroksil radikalinden &tiirti bir hidrojenin
ayrildig1 belirlenmistir. Bu durum, hiicrede islevsel olarak &nemli olan enzimlerin
bozulmasina neden olur (Schessler ve Schilling 1984).

2.3. Antioksidanlar

Serbest radikallerin oksidasyonlarni1 engelleyen, serbest radikalleri yakalayip,
notralize eden maddelere antioksidan denilir. Insan viicudunda bulunan antioksidanlar
viicudumuzda dogal olarak iiretilir veya disaridan besinler vasitasiyla beslenme yoluyla
alinir. Antioksidanlar endojen veya eksojen kaynakli olabilir. Bunlar, serbest radikal
temizleyicidir ve bagisiklik sistemini giiglendirerek hastalik riskini azaltir (Elliot 1999;
Sener ve Yegen 2009; Sen vd. 2010). Antioksidan molekiiller ¢izelge 2.3’te verilmistir.

Cizelge 2.3. Antioksidan molekiiller (Yalgin 1992).

Antioksidan Enzimler/Proteinler  Kii¢iik Molekiiller

‘Enzimler: ~ Yagda Couziinen Bilesikler:
Katalaz Ubikinol
Glutatyon peroksidaz o-tokoferol
Glutatyon-S-Transferaz Bilirubin
Stiperoksit dismutaz (SOD) B-karoten
Mitokondriyal sitokrom oksidaz Flavonoidler
Metal Baglayici proteinler: Suda Coziinen Bilesikler:
Albiimin Glutatyon
Ferritin Sistein
Transferrin Askorbik asit
Seruloplazmin Urik asit

2.3.1. Antioksidan Savunma Sistemleri

Viicudumuzdaki antioksidan savunma sistemi, organizmada meydana gelen patolojik
olaylar veya fizyolojik sartlarda olusan serbest radikalleri siipiirerek temizler (Ogiit
2014). Cesitli enzimler ve antioksidanlar olarak pek ¢ok vitamini veya minerali iceren bu
sistemler, ROS’larin meydana getirdigi hasarlar1 6nleyen, olusumunu engelleyen,
detoksifikasyonu saglayan yani, dis tesirler sonucu meydana gelen serbest radikallere
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karst koymak iizere gorevlendirilen savunma sistemleridir (Sener ve Yegen 2009).
Antioksidanlar, yapisinda genellikle fenolik fonksiyon tasir (Pham-Huy vd. 2008).

Antioksidanlar etkilerini iki sekilde gosterir. Bu etkilerden ilki serbest radikal
olusumunun engellenmesi seklindedir. Bunlar, baslatici radikal tiirlerini yok edici etki,
oksijen konsantrasyonunu diisiiriicii etki, katalitik metal iyonlarini selatlayici etki gibi
etkilerdir. Digeri ise, olusan serbest radikallerin etkisiz hale getirilmesidir. Bunlar,
radikalleri toplama, bastirma, onarma, zincir kirma gibi etkilerdir (Becker vd. 2004).

Antioksidan molekiillerin viicudumuzdaki islevleri ortamdaki oksijen miktarina,
sicakliga, derisim miktar1 ve substrat tiirii gibi parametrelere gore degisir (Becker vd.
2004). Antioksidan molekiillerin, diisiik konsantrasyonlar: bile var olduklar1 ortamdaki
substratlarin okside olmasimi engeller veya oksidasyonu ortadan kaldirir (Becker vd.
2004; Atoui vd. 2005). Oksidanlar, sigara, ¢evresel atiklar, atesli hastaliklar, X-1ginlari,
coklu doymamis yag asitleri ile beslenme, kanserojen maddelerdir. Antioksidanlar ise
SOD, CAT, GSH, peroksidaz, ubikinon, selenyum, iirik asit, vitamin E, vitamin C, -
karoten ve diger karotenoidlerdir (Koca ve Karadeniz 2003).

Serbest radikallere karsi antioksidanlar asagidaki sekilde oksidanlart etkisizlestirir
(Taysi vd. 2002; Cherubini vd. 2005; Memisogullar1 2005; Celik ve Ayran 2020).

e Temizleyici (Scavenging) etki, okside olmus molekiilleri zayif bir molekiil
formuna dondiirme seklindedir. Antioksidan enzimlerin aktivitesi bu sekildedir.

e Zincir koparma etkisi, radikalleri baglayarak islevlerini engeller. Hemoglobin ve
E vitamini bu sekilde c¢alisir. Boylece, serbest radikal iireten kimyasal
reaksiyonlar durdurulur.

e Baskilama (Quencher) etkisi, okside edici maddelere bir hidrojen aktararak
etkisizlestirmedir ve genellikle vitaminler ve fenolikler araciligiyla yapilmaktadir.
Baskilayicr etki ile serbest radikallerin reaksiyon hizi azaltilir.

e Onarma etkisi, radikallerin olusturdugu hasari ortadan kaldirma seklindedir.
Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesidir. Ayrica, onarici etki
ile biyomolekiillerde olugsmakta olan hasarlar tamir edilir.

e Olusan serbest radikaller antioksidanlarin toplayici etkiler ile baglanarak kararli
duruma getirilir.

e Hiicresel kinaz kayiplarini Onleyip oksidasyon reaksiyonlar1 antioksidanlar
tarafindan durdurulur.

Atmosferdeki oksijen ile organik bir molekiil arasinda gerceklesen tepkime
“otooksidasyon” olarak adlandirilir. Otooksidasyon olay1, yag iceren besinleri etkileyerek
lipid peroksidasyonunu baslatir. Bu yiizden besin maddelerinin bu tiir bozunmalara karsi
korunmasi gida endiistrisinde ekonomik olarak 6nemlidir (van den Berg vd. 1999).
Antioksidan molekiiller, serbest radikallerle hizlica reaksiyona girer ve otooksidasyon/
peroksidasyonun ilerleyisini onler (Diindar ve Aslan 1999a).
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Otooksidasyonda ilk olusan ana iiriinler ROOH’dir ve bunlarin zincirleme bir
reaksiyonu baglatabilmesi i¢in ii¢ temel mekanizma bulunmaktadir (Koca ve Karadeniz
2003).

a) ROOH, baslatict bir radikal Xe ile reaksiyona girerek bir peroksi radikalini
(ROO¢) olusturabilir.

ROOH + X — ROO- + XH

b) ROOH’nin, bir metal iyonu veya baska bir indirgenle reaksiyonu sonucunda
alkoksi (RO¢) radikali veya hidroksi (*OH) radikali olusabilir.

[H]
ROOH — RO-+OH (veya RO~ + *OH)

c) Oda sicakliginda ROOH’da bulunan O-O bag: kirilarak alkoksi ve hidroksi
radikalleri olusabilir.

ROOH — RO+ + «OH

2.3.2. Antioksidan Molekiiller ve Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidan maddeler birincil ve ikincil antioksidanlar olarak iki gruba ayrilir
(Apak vd. 2007). Birincil antioksidanlarin, bir elektron ve H atomu vericisi olmasi yani,
standart redoks potansiyeli disiik olmasi 6nemlidir. Bu 6zelligi nedeniyle, birincil
antioksidanlar serbest radikal oksidasyonun zincir reaksiyonunu bozmaktadir. Lipid
peroksidasyonunu sondiirmede, AH (antioksidan)’ nin rolii sdyledir;

L.+AH - LH + A-
LOO+ + AH — LOOH + A-
LO++AH — LOH + A-

Antioksidan molekiiller radikalik bir reaksiyonun baslamasini inhibe edebilir.
Burada (Le) lipid, (LOe) alkoksil, (LOOe) peroksil radikalidir. Bu reaksiyonlarla aktivite
gosteren antioksidan molekiiller birincil antioksidanlardir. ikincil antioksidanlar ise
oksidasyon hizin1 distrir ve Fenton tipi reaksiyonlar1 Onler. Ciinkii, Fenton
reaksiyonunda hidroksil radikalleri olusur (Graf vd. 1984; Yavaser 2011). Bir
antioksidanin aktivitesi, hidrojen veya elektron aktaricist olarak davranabilmesine, diger
antioksidanlarla etkilesimine ve gegis metallerini selatlama potansiyeline baglidir (Rice-
Evans vd. 1997).

Fe*? + H0, — Fe*® + eOH + OH"
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2.3.3. Dogal Antioksidanlar

Antioksidanlar besinlerde ya dogal olarak bulunurlar ya da Maillard reaksiyonlari
sonucunda olusurlar. Bazi gida iiriinlerine ise sebze meyve gibi dogal kaynaklardan
Oziitlenen antioksidanlar katilir. Fenolik bilesikler, sebze ve meyvelerde bulunan baslica
antioksidanlardir. Ozellikle, besinlerde oldukca yogun olarak bulunan flavonoidler giiclii
antioksidan aktiviteye sahiptir. Aragtirmalarda beslenme ile alinan dogal antioksidanlarin
kalp-damar hastaliklari, kanseri ve diger bazi kronik rahatsizliklarin olusumunu onleyici
etkileri oldugu ifade edilmistir. Meyve ve sebzelerde bulunan fenolikler, vitaminler ve
karotenoidler, serbest radikallerle iliskili ¢esitli hastaliklardan korunmada etkilidir
(Davies 2000; Ogiit 2014). Flavonoidler, fenolik asitler, lignanlar, terpenler ve
tokoferollerden olusan bitki fenolikleri dogal antioksidanlardir. Bu bilesikler meyve ve
sebzelerin yaprak, kok, kabuk ve tohumlarinda bulunur (Wanasundrara vd. 1995).
Antioksidanlarin siniflandirilmasi sekil 2.7°de verilmistir.

ANTIOKSIDANLAR

cntet
miokaidenlar
—l— tinrimarh
) ] - N
Engimanik Olmayan s

= Hatl
[ Katalax (CAT) ilirubsis — (T

. erntin
= Trassfezas - Clallatlar

[

Sekil 2.7. Antioksidanlarin siniflandirilmasi
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Dogal antioksidanlardan 6zellikle flavonoidler 6nemli bir yere sahiptir. Genel olarak
6 temel flavonoid grubu; antosiyaninler flavonoller, flavonlar, katesinler, flavanonlar ve
izoflavonoidlerdir (Celik ve Ayran 2020). Bitkilerden izole edilen yaklasik 100 000
sekonder metabolit bulunmaktadir ve bu sayiya her yil yaklasik 4000 yeni bilesik
eklenmektedir. Bitkilerde bulunan sekonder metabolitler; fenolik bilesikler, terpenler ve
alkaloidlerdir (Verpoorte vd. 1999).

Dogal antioksidan olarak bitkilerde bulunan fenoliklerin antioksidan olarak etkisi,
molekiiler yapisinda bulunan hidroksil grubuyla iliskilidir (Pietta ve Gardana 2003).
Kuersetin ve kamferol sebze ve meyvelerde en ¢ok bulunan flavonoidlerdendir. Meyve
ve sebzelerin yapisinda bulunan ve besin 6gesi olmayan flavonoidler kanser ve kalp
hastaliklarina kars1 koruyucudur (Karakaya ve EI 1997; Atoui vd. 2005; Huang vd. 2005).

2.3.4. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar, islenmis gidalarin iretiminde raf omriinii uzatmak igin
kullanilir. Bunlar, dogal antioksidan bilesiklerin formlar1 ve tiirevlerinden elde edilir.
1940’11 y1llardan bu yana bir¢ok yapay antioksidan madde sentezlenmis olup, yirminci
ylzyilin baslarindan beri yaklasik 70 yillik siiredir gida endiistrisinde kullanilmaktadir.
Bu sentetik maddeler, lipid bulunan gidalarda, kati ve sivi yaglarin islenmesi ve
depolanmasinda lipid peroksidasyon prosesinin baslamasini geciktirerek onler (Saad vd.
2007; Celik ve Ayran 2020).

Sentetik antioksidan uygulamalar: olduk¢a maliyetlidir. Gida sanayindeki en yaygin
kullanilan sentetik antioksidanlar; PG (propil gallat), BHA (biitillenmis hidroksianisol),
BHT (bitillenmis hidroksitoluen), TBHQ (tersiyer biitilhidrokinon) ve NDGA
(Nordihidroguairetik asit) olarak bilinir (Elitok 1996). Sentetik antioksidanlarin toksik
veya kanser yapici etkide olabilecegi bazi calismalarla ortaya konulmustur. Bazi
ilkelerde yapay antioksidanlarin gida iriinlerinde kullanimlarmna ciddi smirlamalar
konulmustur (Haigh 1986; Madhavi vd. 1996; Ogiit 2014). Gidalarda kullanilacak
sentetik antioksidanlar, insan saghigina zarar vermemeli, eser miktarda kullanilmali,
maliyeti yiikseltmemeli, gidanin dogal kokusunu, goriiniisiinii ve tadin1 bozucu etki
yapmamali, koruyacagi madde i¢inde ¢oziniirliigii yiiksek olmali, normal iretim
esnasindaki yiiksek sicaklik uygulamalarina dayanikli olmalidir (Sezgin 2006).

2.3.4.1. BHA (Biitillenmis Hidroksi Anisol)

BHA, beyaz, muma benzeyen katilikta olan, suda ¢6ziinemeyen, hayvansal ve bitkisel
yaglarda c¢oziinen bir antioksidandir. Yapisindaki hidroksil grubuna karsi orto- veya
meta- pozisyonundaki ter-biitil grubu sebebiyle BHA sentetik antioksidaninin diger adi
engelleyici fenoldiir (Yavaser 2011).

BHA, ugucu yaglarin renginin, tadinin ve kokusunun bozulmasini engeller (Ito vd.

1983). BHA, hindistan cevizi ve palmiye yaginda bulunan kisa zincirli yag asitlerinin
oksidasyon siirecinin kontrol edilmesinde etkili bir molekiildiir (Shadidi ve Wanasundara
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1992). BHA, tahil iiriinlerinde ve seker bulunan iiriinlerde kullanilmaktadir (Ozyiirek
2005). BHA nin yapis1 sekil 2.8”de verilmistir.

Sekil 2.8. BHA nin yapist

2.3.4.2. BHT (Biitillenmis Hidroksi Toluen)

Biitillenmis hidroksi toluen (BHT), gidalarda yaygin kullanimi1 olan bir antioksidandir
(Rusifli 2019). BHT, soya yaginin otoksidasyonunda olusan bozunma iiriinlerine
uygulanarak bulunmustur. BHT, oksidasyon siirecinde yaglarla ve yag asitleriyle tepkime
verir ve peroksit radikallerini inhibe eder (Colli 2007).

BHT, yagda ¢oziiniir, fakat suda ¢oziinmez. Bu yapay antioksidan bitkisel yaglardan
¢ok hayvansal yaglarin okside olmasini kontrol etme asamasinda daha etkilidir (Dziezak
1986). BHT nin, asir1 dozu i¢ ve dis kanamalara neden olur (Ito vd. 1986). BHT nin
yapist sekil 2.9°da verilmistir.

Sekil 2.9. BHT nin yapisi

2.3.4.3. Etoksikuin

Etoksikuin’in  formiili Ci4H1gNO’dir. Bu yapay antioksidan lipid peroksil
radikallerini temizleyebilme o0zelliginden otiirii 6zellikle kat1 yaglarda ve hayvan
gidalarinda stabilizator olarak kullanilir (Yavaser 2011). Etoksikuin’in yapist sekil
2.10’da verilmistir.
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Sekil 2.10. Etoksikuin’in yapisi

2.3.4.4. Propil Gallat

Propil gallat, beyaz ve kokusuz toz halde bulunan yapay antioksidandir. Yaglarin
oksidasyonunu engellemek i¢in kullanilir. Bu madde yiyecekler, yaglar ve medikal
maddelerde tazelik, besin degeri, aroma ve renk gibi 6zellikleri korur veya dengeler.
Etanolde iyi ¢oziinir ve 1siya dayanimi azdir (Tongur 2014). Gallik asitin en fazla
kullanilan esterleri, propil gallat (PG), oktil gallat, dodesil gallat ve lauril gallattir
(Cakmake1 ve Celik 2000; Shadidi ve Naczk 2004). Propil Gallat’in yapist sekil 2.11°de
verilmistir.

OH
HO.

HO T

o]

Sekil 2.11. Propil Gallat’in yapis1

2.3.4.5. Tersiyer-biitil Hidrokinon

TBHQ doymamus bitkisel yaglar ve et tiriinlerinde etkili bir koruyucu olan bu madde
yiiksek dozda bazi olumsuz etkilere sahiptir (Kashanian ve Dolatabadi 2009). Kizartma
ve bitkisel yaglar1 oksidasyondan korumak icin en etkili sentetik antioksidandir ve
bitkisel yaglarin raf 6mriinii uzatir. Yiiksek sicakliklara dayaniklidir (Keskin ve Erkmen
1987). Tersiyer-biitil Hidrokinon yapis1 sekil 2.12°de verilmistir.
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Sekil 2.12. Tersiyer-biitil Hidrokinon’un yapisi

2.3.4.6. Nordihidroguairetik Asit (NDGA)
NDGA, yiiksek toksik etkiye sahiptir ve yagdaki ¢oziintirligii azdir. Gidalara % 0,01
oraninda koruyucu madde olarak eklenir. Yiiksek sicakliklara dayanikli oldugundan

pisirilmis besinlerde bile etkisini korur. Toksisitesi hakkinda heniiz bir bilgi yoktur
(Keskin ve Erkmen 1987; (Lu vd. 2010). NDGA’nin yapisi sekil 2.13’te verilmistir.

o
saaane
OH

OH

Sekil 2.13. Nordihidroguairetik asit’in yapisi

2.3.5. Endojen Kaynaklh Antioksidanlar

Endojen kaynakli antioksidanlar, enzim ve enzim olmayan antioksidanlar olarak iki
grupta siiflandirilabilir (Kasnak ve Palamutoglu 2015). Dogal (endojen) antioksidanlar
cizelge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. Dogal (endojen) antioksidanlar (Aslan 1999).

Antioksidanlar Islevi

Sitokrom oksidaz Siiperoksitleri notrlestirir.

Stiperoksit Dismutaz (SOD) Siiperoksit’i H202’ye gevirir.
Katalaz (CAT) Peroksitleri notrlestirir.

Glutatyon Peroksidaz (GPx) Lipid peroksidasyon iiriinlerini indirgeyicidir.
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Cizelge 2.4.”lin devami

Glutatyon Rediiktaz (GSH-Rd) = Disiilfitleri indirgeyicidir.

a-tokoferol Peroksidasyonu azaltir.

[-karoten Peroksilleri temizler.

Glutatyon (GSH) Redoks substrati olarak davranir.

Urik asit Hidroksilleri toplar. Vitamin C’yi korur.
Sistein Organik bilesik indirgeyicidir.

Albumin Serbest radikal gidericidir.

Bilirubin Zincir kirici antioksidandir.
Seruloplazmin Stiperoksit’i hidrojen peroksite doniistiirtir.
Transferrin Demir iyonlarini selatlar.

Laktoferrin Demir iyonlarini selatlar.

Ferritin Doku demirini selatlar.

Askorbik asit Vitamin E’yi rejenere eder.

2.3.5.1. Enzimatik Antioksidanlar

SOD, CAT, GPx ve GR gibi enzimsel antioksidanlar, viicutta enzimatik savunma
hattin1 olusturur. Viicudumuzdaki enzimatik antioksidanlar devamli olarak tiretilir ve
beslenmeyle aldigimiz gidalar antioksidan savunma sistemimize Onemli katki
saglamaktadir (Y1lmaz 2010).

2.3.5.1.1. Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Siiperoksit dismutaz, siiperoksit molekiiliiniin (O2e°), hidrojen peroksit (H202) ve
oksijen molekiiliine (O2) doniismesini hizlica katalize eden enzimatik bir antioksidandir
(Chaudiere ve Ferrari-iliou 1999; Pellegrini vd. 2009). H202, sonraki siiregte glutatyon
peroksidaz (GPx) ve katalaz (CAT) enzimleri araciligi ile etkisizlestirilerek notralize
edilir ve CAT veya GPx ile suya doniistiiriiliirek ortamdan uzaklastirilir (Fridovich 1995;
Velioglu 2000). SOD enziminin katalitik aktivitesi ¢ok yiiksektir ve oksijeni metabolize
eden tiim hiicrelerde siiperoksitin zararli etkilerine karst koruyucudur (Greenwald 1990).

SOD
202¢+2H" > H202+ 02
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SOD’un insan viicudunda ti¢ formu bulunmaktadir. Bunlar, sitozolde bakir ve ¢inko
iceren siiperoksit dismutaz (Cu/Zn SOD), mitokondride manganez igeren siiperoksit
dismutaz (MnSOD) ve hiicre dis1 sivilarda ekstraselliiler siiperoksit dismutaz (EC SOD)
olarak adlandirilir (Young ve Woodside 2001; Sen vd. 2010; Chakraborty 2011;
Karabulut ve Giilay 2016a). SOD, dokularin yenilenmesi ve kirisikliklarin giderilmesi
i¢in ag1z yoluyla alinir. SOD, osteoartrit, spor yaralanmalari ve romatoid artritin neden
oldugu agn ve sislik durumlarinda, bobrek hastaligi, gut, paraquat zehirlenmelerinde,
kanser ve yenidoganlarda akciger problemlerinin tedavisinde kullanilir (Kinnula ve
Crapo 2004; Mammadov 2020).

2.3.5.1.2. Katalaz (CAT)

Katalaz (CAT), dort protein alt birimden (dort tane Fe*® bulunduran bir hemoprotein)
olusur. Her bir alt birim, bir hem grubu ve bir NADPH molekiili icermektedir
(Memisogullar1 2005). CAT, H202nin, H20 ve O2’ye doniisiimiinii katalizler ve biyolojik
sistemleri H202’nin zararlarina karst korur (Duthie vd. 1989). CAT, mitokondri ve
peroksizomda bulunan, kloroplastta bulunmayan ve viicudu temizleyen antioksidandir
(Singh 2009). Hayvansal organizmalarin aerobik hiicreleri olan eritrositlerde ve
karacigerde yogun olarak bulunur (Garewal,1997).

H202, bir radikal degildir ve biyolojik olarak énemli olan molekiiller ile reaksiyona
girmez. Ancak, Fenton reaksiyonu sonucu olarak hidroksil radikalinin (¢OH) olusumunda
bir onciil madde rolii oynar (Larson 1988; Cheung vd. 2001; Limon-Pacheco ve
Gonsebatt 2009). Hidrojen peroksit, anyonik yapisina kolayca doniisebileceginden anyon
kanallarindan kolayca gecebilir ve oksidan etkiye sahip potansiyelinden otiirii dokulara
zarar vermeden Once hiicreden uzaklastirilmasi gerekir. Katalaz enzimi, hiicrelerden
hidrojen peroksiti uzaklastirma gorevini yerine getirir (Valko vd. 2006).

CAT
2H202 > 2H20+02

H202, bu reaksiyonda su ve oksijene ayrigsarak, demir(ll) ve bakir(I) veya diger
gecis elementleri (¢inko, mangan, krom, kobalt, nikel, molibden) varliginda indirgenerek
eOH’ye dontstirilir. Bu reaksiyon daha once belirtilen Fenton reaksiyonudur
(Betteridge 2000; Krabulut ve Giilay 2016a).

2.3.5.1.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx), H202’nin doniisiimiinii katalizler ve lipit peroksidasyon
kontrolii i¢in onemli bir rol oynar. GPX, hidrojen peroksit veya lipid peroksit
indirgenmesinden sorumludur ve katalazdan farkli bir mekanizma ile etkisini
gostermektedir (Saijad ve Leonard 2000; Townsend vd. 2003; Perkins 2006). GPx,
H202’den eOH’nin olusumunu 6nler ve elektron kaynagi olarak glutatyonu kullanarak
H202’yi ve organik hidroperoksitleri metabolize eder. Selenyum ile bu enzimin ¢aligmasi
dogrudan iliskili oldugundan selenyum eksikliginde GPx yetersizligi olusabilir
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(Cheeseman ve Slater 1993; Chao vd. 2002; Fang vd. 2002; Sen ve Chakraborty 2011;
Karabulut ve Giilay 2016a).

GPx
H202 + 2GSH — GSSH + 2 H20

GPx
ROOH + 2GSH — GSSH +ROH +H:20

2.3.5.1.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

GR, aktif merkezinde bir adet flavin adenin diniikleotid (FAD) igerir. GR, NADPH
molekiiliiniin bir elektronunu okside glutatyonun disiilfid baglarina aktararak yeniden
GSH molekiiliine donistiiriir. NADPH, serbest radikallerin olusturdugu hasarlar1 engeller
ve boylece okside glutatyon indirgenmis glutatyona doniistiiriilerek GSH’1n hiicrede
yeterli seviyede kalmasi saglanir ve antioksidan etki olusur. GPXx ile birlikte glutatyon
rediiktaz zararli hidrojen peroksit molekiiliiniin hiicredeki seviyesini distiriir (Meister
1994; Patel vd. 1998; Young ve Woodside 2001; Ozkan ve Figkin 2004; Sen vd. 2010).

GR
2 GSSG + NADPH + H* — 2 GSH + NADP*

2.3.5.1.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-Transferaz, indirgenmis glutatyon araciligiyla organik elektronca fakir
substrat ve suyu sevmeyen bilesiklerin konjugasyonunu saglayan antioksidan bir
enzimdir. GST, suda ¢oziilebilen, tasinimi ve atilimi kolay bilesikler olusturan bir enzim
olarak detoksifikasyonda rol oynar. GST, karacigerde, eritrositlerde ve diger memeli
dokularda bulunur. Glutatyon peroksidazlardan farki, sadece organik hidroperoksitleri
indirgemesi ve selenyumdan bagimsiz olarak goérev yapmasidir. GST, selenyum
eksikliginde devreye girer ve selenyum varliginda enzimin gorevi baskilanir (Tozkoparan
ve Aytac 2007; Sen ve Packer 2000; Kolayli ve Sahin 2018).

GST
ROOH +2GSH — GSSG + ROH + H20
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2.3.5.1.6. Paraoksonaz (PON)

Paraoksonaz, parationun aktif metaboliti olan paraoksonu hidrolize hale getirme
yetenegine sahiptir ve adini buradan alir Paraoksonazlar, kalsiyuma bagimli ve
glikoprotein yapisinda olan ester hidrolazlardir (Gan vd. 1991; Kolayli ve Sahin 2018).

2.3.5.1.7. Tirosinaz (PPO)

Tirosinaz bakir iceren, monofenolaz ve difenolaz aktivitesine sahip bir monooksijenazdir.
Bitki ve hayvanlarda melanin olusumunu katalizlemektedir Tirosinaz enzimi insanlarda
ve hayvanlarda sag, deri ve goz pigmentlerinde bulunur Tirozinaz, funguslarda, yiiksek
bitkilerde ve hayvanlardaki oksijen molekiilii ile monofenollerin o-difenollere
hidroksilasyonunu katalizler (Witkop 1985; Kahn 2007; Bilgin S6kmen ve Yilmazoglu
2018).

2.3.5.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan antioksidanlar, serbest radikal toplayicilaridir. Bunlar
serbest radikale bir H atomu verir ve radikali notralize ederek toksik olmayan molekiillere
doniistiiriir ve kendileri de bu sekilde yiikseltgenmis olur. Besinlerdeki eksojen
antioksidanlar E vitamini, askorbik asit, karotenoidler ve flavonoidlerdir. Besinlerde
ayrica, endojen olarak iiretilen enzimatik olmayan antioksidanlarda bulunmaktadir.
Bunlar glutatyon, melatonin, {irik asit, bilirubin, albiimin, koenzim Q10, selenyum, o.-
lipoik asit, seruloplazmin ve transferrindir (Pham-Huy vd. 2008; Sen vd. 2010).

2.3.5.2.1. Glutatyon (GSH)

Glutatyon, ¢ogu memeli dokusunda bulunan {i¢ aminoasitten (sistein, glutamik asit ve
glisin) olusan suda ¢oziiniir bir tripeptittir. GSH, DNA sentezi ve hasarli pargalarinin
onarilmasinda etkilidir (Bannai ve Tateishi 1986; Blokhina vd. 2003). Asir1 oksidatif stres
ve antioksidan yetersizligi durumunda hiicrede hasar olustugunda, GSH diizeyi azalir ve
serbest radikallerden 6tiirli patolojik sorunlar ortaya ¢ikar (Aksoy 2002; Memisogullar
2005).

GSH, bir tiyol (-SH) grubu igerir. Biyolojik sistemlerde tiyoller, stresten korunma ile
ilgili bilesiklerin en 6nemli grubudur. Genellikle biitiin 6karyotik hiicrelerde sentezlenen
GSH, hiticrenin indirgeme-yiikseltgeme durumunu korumada, detoksifikasyonunda,
eikosonoidlerin  sentezinde, hiicresel sinyalizasyonunun diizenlenmesinde, gen
ekspresyonunda ve apoptoziste antioksidan olarak ¢aligir (Kim vd. 2003; Townsend vd.
2003; Green vd. 2006; Kalinina vd. 2014). GSH’nin yapisi sekil 2.14’te verilmistir.
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Sekil 2.14. GSH’nin yapis1

2.3.5.2.2. Melatonin

Melatonin hormonu (N-asetil-5-metoksi-trip-tamin), uyku, iireme gibi cogu faaliyetin
diizenlenmesinde rol oynar. Melatonin oksidatif stres durumunda reaktif oksijen ve azot
tirlerini ve serbest radikallerin farkli formlarini temizler (Yazici ve Kose 2004).
Melatonin proteinleri, lipitleri, ¢cekirdek ve mitokondriyel DNA’y1 korur. Ayrica SOD,
CAT, GPx ve GR igeren enzimleri uyarir (Yazici ve Kose 2004; Hevia vd. 2014; Kasnak
ve Palamutoglu 2015; Karabulut ve Giilay 2016a). Melatonin’in yapis1 sekil 2.15’te
verilmistir.
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Sekil 2.15. Melatonin’in yapisi

2.3.5.2.3. Urik Asit

Urik asit, heterosiklik bir bilesiktir ve suda ¢oziiniirliigii oldukea diisiiktiir. insanlarda,
idrarla atilan iirik asit piirin metabolizmasinin nihai oksidasyon {iriiniidiir. Urik asit,
yiiksek yogunluklarda kristalize olmasindan dolay1 bobrek taslarina sebep olabilir. Giiglii
bir antioksidan olarak iirik asit, ROS’lar1 etkisizlestirir, gecis metallerini selatlar ve lipit
peroksidasyonu engeller (Waring 2002; Kumar vd. 2015; Mammadov 2020). Urik asit’in
yapisi sekil 2.16’da verilmistir.

O
H
N
?“
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Sekil 2.16. Urik asit’in yapisi
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2.3.5.2.4. Bilirubin

Bilirubin, dort adet pirol benzeri halka ve agik bir zincirden olusur. Bilirubin,
molekiilii suda ¢oziiniir hale getiren bir glukuronik asit molekiilii ile konjuge edilebilir.
Bilirubin, biliverdin iizerindeki rediiktazin etkinligi ile olusturulur. Bilirubin
oksitlendiginde tekrar biliverdin haline doner. Bu dongii, bilirubinin gii¢lii antioksidan
aktivitesinin gosterir. Bilirubin fazlalig1 organizmada toksitite olusur. Isikta hizla bozulan
bu bilesik, yasli bireylerde daha yiiksek seviyelerde bulunur (Gutteridge 1995). Bilirubin,
omriint dolduran eritrositlerin par¢alanmasiyla eritrositlerdeki hem proteinlerinin yikimi
sonucu olusur. Dolasimda, karaciger tarafindan alinir, ilag metabolizmasi tarafindan
degisiklige ugratilarak safra veya idrar araciligyla atilir (Gutteridge 1995; Burtis ve
Ashwood 2005). Bilirubinin yapisi sekil 2.17.’de verilmistir.
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Sekil 2.17. Bilirubinin yapisi

2.3.5.2.5. Albuimin

Albumin, 585 aminoasit igerir. Viicut icerisinde bulunan bazi kisimlar arasindaki sivi
dagiliminda ve ozmotik basing diizenlenmesinde etkili oldugundan fizyolojik ve
farmakolojik 6neme sahiptir. Serum albiimini, en bol bulunan kan plazma proteinidir.
Karacigerde iiretilir ve plazma proteinlerinin biiyiik bir kismini olusturur. Albiimin suda
¢Oziiniirligli az olan yag asitlerinin (oleik, linoleik, linolenik, aragsidonik, palmitik ve
miristik asit gibi) kandaki tastyicisidir ve oksijen serbest radikallerine baglanarak bunlari
kontrol eder. Ayrica albimin kan pH’ sii1 kismen tamponlar ve plazmada hipokloroz
asitin temizleyicisidir. (Halliwell ve Gutteridge 1985; Karabulut ve Giilay 2016a).

2.3.5.2.6. Koenzim Q1o

Koenzim Qio, enzimatik reaksiyonlarda koenzim olarak gorev yapan, suda
cOziinemeyen, yagda ¢Oziinen, kristalimsi vitamin benzeri, antioksidan bir bilesiktir
(Mammadov 2020). Koenzim Quo, serbest radikalleri temizler, lipitleri ve proteinleri
peroksidasyona kars1 korur. indirgenmis formu, ubikinol (CoQH2)’diir. Ubikinol,
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oksidanlar1 nétralize ederek giiglii bir antioksidan 6zellik sergiler. Béylece koenzim Quo,
hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi serbest radikal tiirleri Karsisinda oldukga etkilidir
(Giirkan ve Bozdag-Diindar 2005). Koenzim Qio’un yapisi sekil 2.18’de verilmistir.

CH,0 CH
CH

CH,O ~ " CH;~CH=( CH,; H
v 2
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Sekil 2.18. Koenzim Qio’un yapisi

2.3.5.2.7. Selenyum

Serbest radikallere kars1 koruyucu etkiye sahip olan selenyum, glutatyon peroksidaz
enziminin koenzimidir. GPx enziminin pargast olan CAT, SOD ve vitamin E ile birlikte
sitozolik H20: ‘yi siipiirerek hiicreleri oksidatif stresten korur. Selenyum, GPx aktivitesini
artirarak ROS olusumunu baskilar. Se viicudun enfeksiyonlara karst direncini artirir ve

bagisiklik sistemini gii¢lendirir. insan viicudunda en azindan 25 selenoprotein bulunur
(Kim vd. 2014; Mammadov 2020).

2.3.5.2.8. a-lipoik asit

a-Lipoik asit ve a-lipoik asitin indirgenmis formu dihidrolipoik asit (DHLA)
giiclii antioksidanlar olarak ROS’lar siipiiriir. Ispanak, brokoli ve domates, akciger,
bobrek, karaciger ve kalp gibi hayvansal dokularda lipoik asit bakimindan zengindir.
Lipoik asit ve dihidrolipoik asit, diyette kolayca emilir ve metalleri selatlayarak onlarin
zararli etkilerini indirger (Packer vd. 1995; Parker vd. 2001). a-lipoik asit’in yapisi sekil
2.19°da verilmistir.
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Sekil 2.19. a-lipoik asit’in yapisi

2.3.5.2.9. Seruloplazmin ve Transferrin

Seruloplazmin ve transferrin 6nemli antioksidan proteinlerdir. Seruloplazmin
kanda bulunan bakirin %95’ini tasiyan bir a2 serum glikoproteini iken, transferin

29



KAYNAK TARAMASI F. CETINKAYA

hiicrelere  demir(lll) iyonlarin tasinmasinda sorumludur. Seruloplazmin’in, Cu
metabolizmasindaki aktif rolii Cu’ya geri doniigiimlii olarak baglanmasidir. Ayrica,
ferroksidaz ve siiperoksit dismutaz gibi davranir ve eritrositlerde bulunan coklu
doymamus yag asitlerini ROS’larin hasarlarindan korur (Arnaud vd. 1988; Karabulut ve
Giilay 2016a).

Transferrin, serbest ferroz iyon (Fe*?) konsantrasyonunu diisiiriicii bir antioksidan
olarak davranir (Chauhan vd. 2004). Temel islevi ¢ogalan hiicrelere demir tasimaktir.
Transferin, hiicre gelisiminde o6nemli bir biiyime faktoriidir (Loeffler vd. 1995).
Insanlarda transferrin, 679 amino asit ve iki karbonhidrat zinciri iceren bir polipeptit
zincirinden olusur. Karaciger transferrin sentezinin ana bdlgesidir (Mammadov 2020).

2.3.6. Eksojen Vitamin Antioksidanlar
2.3.6.1. a-tokoferol (Vitamin E)

Vitamin E, yagda ¢oziinen ve bitkilerde sentezlenen bir vitamindir. Vitamin E;
cesitli kanser tiirleri, baz1 kalp-damar hastaliklari, ¢esitli goz hastaliklart ve sinir
sistemiyle ilgili baz1 bozukluklarda koruyucudur. Serbest radikalleri etkisiz hale getirir
ve peroksidasyon zincirini kirar (Pham-Huy vd. 2008; Karabulut ve Giilay 2016a).

Vitamin E, zarlarda ve proteinlerde hasar1 6nler, ROS’lar1 ve nitrik oksiti temizler,
antioksidan olarak etki ederek spesifik enzimler ve transkripsiyon faktorleri ile
etkileserek onlar1 diizenler ve lipidler gibi hiicresel yapilart korur. Vitamin E, lipofilik
karakterde oldugundan mitokondri, mikrozomlar ve lipoproteinlerde bulunur (Akkus
1995; Memisogullar1 2005; Kolayli ve Sahin 2018).

Pamuk, keten gibi bitkilerin tohumlarinda vitamin E bol miktarda bulunur.
Vitamin E ve vitamin C gibi eksojen vitaminler ve bazi mineraller, stres durumlarinda
daha fazla tiiketilmelidir. Ciinkii, lipid peroksidasyonunun baslangic safhalarinda
biyomembranlardaki serbest radikal toplayici olarak aktivite gosterir ve membranlardaki
coklu doymamis yag asitlerini serbest radikallere kars1 koruyarak lipid peroksidasyonun
ilk savunmasini olusturur (Gey 1993; Kolayli ve Sahin 2018). E vitamininin yapis1 sekil
2.20.’de verilmistir.

HO

E vitamini

Sekil 2.20. E vitamininin yapisi
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Vitamin E oksitleyici ajanlarin neden oldugu kemigin kalsiyum eksikligini
giderir, gogiis kanserinin ilerleyisini nler ve kanda kolesterolii diizenleyici etki gosterir
(Al-Attar 2011). a-tokoferoliin radikal temizleme 6zelligi, bir lipid radikalinin hidrofob
kismina hidrojenini kolayca verebilme 6zelligine sahip olan -OH grubuna baglhdir.
Olusan a-tokoferol radikalinin yag asitlere olan afinitesi diisiiktiir. Bu nedenle kendisi
radikal olarak pek etkili olmadigindan zarali degildir (Seven ve Candan 1996).

a-tokoferol-OH + COQOe — a-tokoferol-Oe +COOH

2.3.6.2. Vitamin A (Retinol)

Vitamin A retinol, retinal, retinoik asit ve birkag provitamin A karotenoidini
iceren organik bilesik grubudur. Vitamin A yiyeceklerde, A vitamini seklindeki retinol
ve karotenler olarak iki formda bulunur. Karoten fotosentez i¢in dnemli bir fotosentetik
pigmenttir. B-karoten, diyetsel yaglarda ¢oziinebilir. Kanser ve ateroskleroz gibi
hastaliklar1 kontrol etmede 6nemli bir roli vardir (Mammadov 2020).

A vitamini gérme, iireme, biliylime ve epitel dokunun saglamliginda gerekli olan
bir vitamin olarak ihtiya¢ duyulan miktar1 yetiskin erkeklerde 1 mg, kadinlarda ise 0,8
mg’dir. Retinoliin aktivitesi B-karoteninkinin alti katidir (Kolayli ve Sahin 2018). B-
karoten A vitamini onciliidir ve serbest radikalleri temizleme o6zelligine sahiptir
(Handelman 2001). a-tokoferolle karsilastirildiginda oldukga zayif bir etkinlik
gostermesine ragmen lipidlerde ve organik solventlerde ¢oziiniir (Cherubini vd. 2005).
Beta-karoten yapist sekil 2.21°de verilmistir.

AN

Beta-karoten

Sekil 2.21. Beta-karoten yapisi

2.3.6.3. Karotenoidler

Karotenoidler, sekiz tane bes karbonlu izoprenoid biriminden olusan 40 karbonlu
polienlerdir. Giinimiizde bilinen yaklasik 600 kadar karotenoid madde bulunmaktadir
(Colli 2007; Kasnak ve Palamutoglu 2015). Karotenoidler sebze ve meyvelerde sari,
turuncu ve kirmizi renkte yaygin olarak bulunur (Cemeroglu ve Acar 1986).
Karotenoidler, iyi bir radikal tutucu, zincir reaksiyonlari bozucusu ve lipid peroksitlerin
olusmasini onleyici bir antioksidandir (Palyakov vd. 2001).
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B-karoten, likopen, lutein, o-karoten, kriptoksantin ve zeaksantin gibi
karotenoidler depolandig1 organlarda antikarsinojen olarak etkilidir (Mammadov 2020).
Likopen, sebze ve meyvelerde dogal olarak bulunur ve oksidatif stres sonucu agiga ¢ikan
serbest radikalleri ortadan kaldirir, kalp krizi riskini azaltir (Sabbag ve Siiriiciioglu 2011).

2.3.6.4. Askorbik asit (Vitamin C)

Askorbik asit suda ¢oziiniir bir vitamindir. Bu bilesik, yesil sebzelerde, meyve ve
turunggillerde bulunur. C vitamini, giiglii bir indirgeyici ajandir, ROS ile kolay bir sekilde
tepkime vererek onlar1 siipiiriir (Gardner vd. 2000). Vitamin C eksikliginde skorbiit
hastaligi, atesli hastaliklarda direngsizlik, sik hasta olma, bagisiklik sisteminin zayiflig
goriilebilir (Kolaylt ve Sahin 2018).

C vitamini oksijen radikalleri, silfir radikalleri, nitrojen-oksijen radikalleri,
hipokloréz asitleri, nitrozaminleri, nitroz asit bilesikleri ve ozon gibi reaktif bilesikleri
okside eder. Askorbik asit N-nitroso bilesiklerinin olusmasini engelleyerek bagisiklik
sistemini uyarir ve kanseri onler (Neuzil vd. 1997; Carr ve Frei 1999; Diindar ve Aslan
1999Db; Halliwell 1999; Koca ve Karadeniz 2005). Askorbik asit’in yapis1 sekil 2.22°de
verilmigtir.

Sekil 2.22. Askorbik asit’in yapisi

2.3.6.5. Folik Asit (Vitamin By)

Folik asit suda az, alkolde iyi ¢dziinen bir vitamindir. Folik asit ROS’lan
temizleyen giiglii bir antioksidan molekiildiir (Title vd. 2000; Hussein vd. 2012; Ebaid
vd. 2013). Bamya, kuskonmaz, fasiilye gibi kuru meyvelerde, muz, kavun, limon gibi yas
meyvelerde, 1spanak, brokoli, marul gibi yaprakli sebzelerde, portakal suyu, domates
suyu, maya, mantar, et, sigir karacigeri, bobrek gibi yiyecek ve i¢eceklerde bol miktarda
folik asit vardir (Mammadov 2020). Folik asit’in yapis1 sekil 2.23’de verilmistir.
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Sekil 2.23. Folik asit’in yapis1
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2.3.6.6. Vitamin K

K vitamini, NADH ve NADPH varliginda aktif formuna indirgenir. Hidrokinon,
K vitamini bagimli proteinleri aktiflestiren karboksilasyon reaksiyonu ile epoksit vitamin
K’ya oksitlenir. Olusan epoksit vitamin K, epoksit rediiktaz enzim araciligiyla K
vitaminine donistiirilir (Kolayli ve Sahin 2018). K vitamininin yapis1 sekil 2.24.’te
verilmistir.

o CH, CH, CH, CH.
w - -
Q0]
CH,
o

Sekil 2.24. K vitamininin yapisi

2.3.6.7. Antioksidan Mineraller

Cinko kanda seker miktarin1 diizenler ve insiilin hormonu ile bioanorganik
kompleks olusturur. Hemoglobin, miyoglobin, sitokrom, peroksidaz ve CAT gibi
fizyolojik agidan 6nemli proteinler demir igerir. Biyolojik sistemlerde bakir antioksidan
ve peroksidan etki gosterir. Bakir aliminin yetersizliginde ise viicutta antioksidan denge
bozulur ve bdyle durumlarda lipid peroksidasyonuna bagli hiicre hasar1 artar (Velioglu
2000; Mammadov 2020). Selenyum ise insan beslenmesinde ¢ok 6nemlidir (Lobanov
2008).

2.4, Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak fizere iki gruba
ayrilmaktadir (Karadeniz ve Eksi 2001; Neo vd. 2010).

Cizelge 2.5. Fenolik bilesiklerin yapilar1 ve ¢esitleri
Genel Yapis1 Grup adi Fenolik asitler

Hidroksisinnamik asitler (C6-C3) 0-kumarik asit
. p-kumarik asit
H ’ ] i - Kafeik asit
= Ferulik asit
Ry I Izoferulik asit
R Sinapik asit

) {4 }
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Cizelge 2.5.in devami

2 Hidroksibenzoik asitler (C6-C1)

E Hidroksisinnamik asit tiirevleri
TAW{:/ oK
l
Ry & *
R
Genel Yapisi Grup ad1

P Flavonlar

o~ e} =
B> W o S S g

.‘:‘i\‘_/ ~

Flavonoller

Flavanonlar

OH Flavan-3-ol (Katesinler)

X
SNFSoH
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Salisilik asit
m-hidroksibenzoik asit
p-hidroksibenzoik asit
o-protoketusik asit
B-rezorsilik asit
Gentisik asit

Vanilik asit

p-vanilik asit

Sirinjik asit

Rosmarinik asit
Klorojenik asit
Neoklorojenik asit
Kriptoklorojenik asit
Izokloronik asit
p-kumaraoilquinik asit
Kaftarik asit

Kutarik asit

Flavonoidler

Apigenin
Luteolin
Krisin
Orientin

Kamferol
Quersetin
Mirisetin
{zoramnetin
Ramnetin
Rutin

Fisetin
Kuersitrin
Tameriksetin

Narinjenin
Hesperitin
Eriyodiktol
[zosakuranetin

Katesin
Epikatesin
Gallokatesin
Epigallokatesin
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Cizelge 2.5.in devami

R Antosiyanidinler Maldivin
R Siyanidin
Delfinidin
Pelargonidin
R Peonidin
Petunidin

P . Dihidro-kalkonlar Floridzin
l' |J Floretin

zoflavonlar Daidzein
Genistedin
Glycitein

En basit fenolik bilesik olan hidroksibenzen (fenol), bir adet hidroksil grubu igerir
(Cemeroglu vd. 2001). Bitkilerin fenolikleri, basit fenolleri, fenolik asitleri, flavonoidleri,
hidrolize ve kondense tanenleri ve ligninleri icerir (Shadidi ve Naczk 2004; D’Archivio
vd. 2007; Dai ve Mumper 2010). Bitkisel iiriinlerden flavonoidler, sinnamik asit tiirevleri,
kumarinler gibi fenolik bilesikler antioksidan etki gosterir (Kolag vd. 2017). Fenolik
bilesiklerin yapilar1 ve gesitleri ¢izelge 2.5.’te verilmistir.

Bitkilerde ikinci metabolitler olarak sentezlenen 8000’den fazla fenolik yapi
vardir. Fenolik yapidaki bu bilesenler insan diyetinde dnemlidir. Ozellikle sebze ve
meyveler, hububatlar, baklagiller, zeytin, ¢ay, kahve, sarap, bal, polen, propolis vb.
fenolikler bakimindan zengindir. Fenolikler, gidanin rengine, acilligina, burukluguna,
tadina, kokusuna ve triinlerin oksidatif stabilitesinde etkilidir (Pietta ve Gardana 2003;
Naczk ve Shahidi 2004; Dai ve Mumper 2010).

Acilik tadi bazi sebzelerde kafein ve kinin gibi maddelerden, turunggillerde
limonin ve naringin gibi maddelerden alinir. Burukluk tad: ise erik ve ayvada oldugu gibi
flavan-3-ol ve proantosiyadinler tarafindan agizda proteinlerle o-difenol gruplar1 arasinda
olusan hidrojen kopriisiiniin etkisidir (Cemeroglu vd. 2001). Flavonoller meyvelerin
keskin ve buruk tadina katkida bulundugu gibi meyve sularinda bulaniklik ve tortu
olusturur. Tanenler bircok meyvenin 6zellikle olgunlagsmadan evvel buruklugundan
sorumludur (Shahidi ve Naczk 1995). Bitki dokularinda yiiksek miktardaki flavonlarin
metal iyonlar ile kompleks olusturmasi bitki dokusunun renginde etkilidir (Peterson ve
Dwyer 1998).
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Bitkisel fenoliklerin antioksidan etkisi serbest radikali baglamasi veya demiri
indirgeme giiciiyle ifade edilir (Yoshino ve Murakami 1998). Fenolik maddelerin
biyolojik olarak antibakteriyel, antikanserojenik, antialerjik, antioksidan, antiviral,
antimikrobiyal, anti-inflamatuvar, antimutajenik etkilerinin yaninda, damar genisletici
etkileri, enzim inhibitdrii rolleri, kanser insidansini azalttigi yoniinde epidemiyolojik
bulgular mevcuttur (Shahidi ve Naczk 1995; Mantley ve Buslig 1998; Atoui vd. 2005).

Fenoliklerin antioksidan olarak hareket edebilecegi mekanizmalar, serbest radikal
stiptirticii, singlet oksijen yok edici, metal-iyon selatlama veya siiperoksit saldirisi i¢in
substrat ve a-tokoferolii oksidasyondan koruyabilme veya a-tokoferol radikaline bir
hidrojen vererek a-tokoferolii yeniden olusturabilme gibi mekanizmalardir. Fenolikler,
Fenton reaksiyonlarini indiikler. Bdylece serbest radikal olusumunu azaltarak
oksidasyonu onler (Robards vd. 1999; Artik vd. 2016). Bu bilesikler kanda kolesterol
diizeyini azaltir, osteoporotik ve antikanserojen etkilidir, ayrica fungus, bakteri ve
virilisleri inhibe eder (Cemeroglu ve Cemeroglu 1998).

Fenolik bilesiklerin antioksidan etkisi yapisinda bulunan hidroksil gruplariin
sayisl ve pozisyonuna baglidir. Bu duruma &6rnek olarak, monohidroksibenzoik asitte
bulunan OH grubu, COOH grubuna gore orto veya para pozisyonunda antioksidan
aktivite gostermez iken, meta pozisyonunda oldugunda antioksidan etki gosterir (Rice-
Evans vd. 1996).

2.4.1. Fenolik Asitler

Bitkilerde bol oranda bulunan fenolik asitler, yani fenil propanoidler,
hidrobenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler olarak iki gruptan olugsmaktadir. Hidroksi
sinnamik asitler fenolik asitlerin ¢cogunlugunu olusturur (Ozeng 2011; Adisakwattana
2017). Sinnamik asit, kafeik asit ve p-kumarik asit, hidroksisinnamik asitlerdendir (Kot
vd. 2015). Hidroksisinnamik asitler, L-fenilalanin’in, fenilalanin amonyum liyaz enzimi
ile katalizlenmesi sonucunda trans-sinnamik asite doniisiimiinii izleyen yolaklar ile
sentezlenir (Wen vd. 2003). p-kumarik asit, ferulik asit, kafeik asit yapilar1 sekil 2.25’te
verilmistir.
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a) p-Kumarik asit b) Ferulik asit c) Kafeik asit

Sekil 2.25. a) p-Kumarik asit; b) Ferulik asit; c) Kafeik asit yapilari

Fenolik asitler sinnamik asit ve benzoik asit tiirevleri olmak iizere iki gruba ayrilir.
Benzoik asit tiirevleri, salisilik asit, m-hidroksibenzoik asit, p-hidroksibenzoik asit, gallik
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asit, vanilik asit, pirokatesuik asit, rezorsilik asit, gentisik asit, prokatesuik asit, izovanilik
asit, siringik asit gibi fenolik asitlerdir. Ferulik asit, sinaptik asit, izoferulik asit, kafeik
asit, orto ve para kumarik asit ise 6nemli sinnamik asit tiirevi fenoliklerdendir (Maier vd.
1990; D’Archivio vd. 2007; Dai ve Mumper 2010). Fenolik asitler, peroksil radikalleri
tarafindan indiiklenen oksidasyona karsi giiclii inhibe edici etkiye sahiptir (Neo vd. 2010).
Ayrica fenolik asitler iltihaplar1 onler, viicut savunma sistemlerini giiglendirir ve kan
dolasimini iyilestirir. Bu ozelliklerinden dolay1 viicutta yaslanma karsiti aktiviteye
sahiptir (Maier vd. 1990; Ravichandran vd. 2012; Artik vd. 2016). Hidroksisinnamik
asitler bakterilere kars1 antibakteriyel, mantarlara kars1 anti-fungal, viriislere kars1 anti-
viral, serbest radikallere kars1 anti-oksidan, kanser yapict maddelere karsi anti-kanser,
iltihaba kars1 anti-inflamatuar, seker hastaliginda anti-diyabetik, anti-melanojenik gibi
etkiler gosterir (Onat vd. 2021). Vanilk asit, salisilik asit, gallik asit yapilar1 sekil 2.26’da
verilmistir.
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a) Vanilik asit b) Salisilik asit c) Gallik asit

Sekil 2.26. a) Vanilik asit; b) Salisilik asit; c) Gallik asit yapilari

Kafeik asit meyve ve sebzelerde, ferulik asit ise tahillarda bulunan fenolik
asitlerdir. Pirokatesuik asit ve siringik asit ac1 tat olusumunda, p-kumarik asit ve ferulik
asit eksi-ac1 tatta etkilidir ve bazi fenolikler birbirleri ile sinerjist etki gosterir (Shahidi ve
Naczk 1995; Nizamlioglu ve Nas 2010). Kafeik asit, hidroksisinnamik asitlerden olan bir
bilesiktir (Kot vd. 2015). Kafeik asitin birincil antioksidan islevi, baska bir moleksiille bir
araya gelerek zincir reaksiyonlar1 kirip serbest radikallerin olusumunu énlemektir. ikincil
antioksidan olarak islevi ise metalleri selatlayarak ve peroksitlerin ayrismasini inhibe
ederek serbest radikallerin olugsmasin1 engellemektir (Espindola vd. 2019). Benzoik asit
tiirevi fenolikler (Protokatesuik asit, p-hidroksibenzoik asit ve gallik asit) oldukca yiiksek
miktarda ¢ilek, sogan, yaban turbu, bogiirtlen, ahududu, frenk {iziimii, limon, greyfurt,
portakal, bal, polen, propolis gibi gidalarda bulunur (Ulusoy ve Kolayli 2014). Ferulik
asit serbest radikallere karsi etkilidir ve lipit peroksidasyonunu 6nlemek igin gida katki
maddesi olarak kullanilir. Ferulik asit insanlarda, giiglii bir membran antioksidanidir ve
cilt kanseri, erken yaslanma, stres ve yorgunluk, iisiitme, nezle ve influenzaya karsi
koruyucudur (Taner 2007).

2.4.1.1. Hidroksibenzoik Asitler

Hidroksibenzoik asitlerin yapilarindaki hidroksi ve metoksi gruplarina gore cesitli
adlar1 vardir. Bunlar, gallik, vanilik, siringik, resorsilik, protokatesuik asitler olarak
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isimlendirilir (Ozeng 2011). Hidroksibenzoik asitler bagli durumda bulunan lignin ve
hidrolize edilebilir tanin gibi yapilarin bilesenidir. Hidroksibenzoik asitler, bazi
durumlarda organik asitler veya seker tiirevleri olarak bulunabilir (Schuster ve Hermann
1985).

2.4.1.2. Hidroksisinnamik Asitler

Sebze ve meyvelerde yogun miktarda bulunan hidroksisinmamik asitler kafeik
asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinaptik asittir (Maier vd. 1990; Acar vd. 1998). Cogu
meyvede kafeik asit en baskin hidrosinnamik asittir (Shahidi ve Naczk 1995). Kaftarik
asit ve kumarik asit meyvelerde bulunan 6nemli esterlerdir (Robards vd. 1999). Sinnamik
asit, kahvede, tizimde, elmada, armutta, patateste, domateste, kerevizde ve tahillarda
bolca bulunur (Guzman 2014). Biyolojik aktivitelerinin ¢esitliligi yaninda, antioksidan
aktivitesiyle, sinnamik asit ve tiirevleri, ila¢ gelistirmede oldukga yiiksek potansiyele
sahiptir (Matejczyk vd. 2017). Kafeik asit dogada gesitli bitkilerde bulunan yapisal olarak
sinnamik asite benzer ancak sinnamik asitten farkli olarak iki hidroksil grubu bulundurur,
bu bilesik karsinojenik inhibitor olan bir fenoliktir, bu ylizden kuvvetli antioksidan
ozellikte olup Kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesinde etkilidir (Cakir 2015).

2.4.2. Flavonoidler

Rengi sar1 oldugu icin latince “sar1” manasina gelen 'flavus' sozciigiinden
hareketle 'flavonoid' adin1 almistir. Flavonoidler fenil alanin iizerinden sentezlenir ve
cigeklerin degisik renklerinden sorumludur (Havsteen 2002). Bugiine kadar alt1 binden
fazla flavonoid tanimlanmistir (Harborne 1993). Flavonoidler, fotosentez yapan
hiicrelerde hayati 6neme sahip, diisiik molekiil agirlikli biyoaktif molekiillerdir (Heim vd.
2002; Tanwar ve Modgil 2012).

Flavonoidler genellikle bir -OH grubuyla ya da C-C bagiyla sekere baglanarak
glikozitleri olusturur (Shahidi ve Naczk 1995). Flavonoidler kisa bir {i¢ karbon zinciri ile
birbirine baglanmis iki benzen halkasi seklindedir. Flavonoidler 5 ana alt gruptan olusur:
flavonollar, flavonlar, flavanonlar, flavanoller, antosiyanidinler (Harborne vd. 1999;
Havsteen 2002; D’ Archivio vd. 2007). Ancak bazi kaynaklarda izoflavonlarla birlikte 6
gruptan olustugu belirtilmistir (Arts vd. 1999). Flavonoidlerin temel yapilar sekil 2.27°de
verilmistir.
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Sekil 2.27. Flavonoidlerin temel yapilar1 (Bener 2009)

Flavonoidlerden olan antosiyanin ve katesinler karbonil grubunun olmamasindan
otirii, flavanlar olarak adlandirilmaktadir. Bazi flavonoller, kuersetin, kamferol,
mirisetindir (Sultana ve Anwar 2008). Bitkilerde 200’e yakin flavonol ve 100’e yakin
flavon tanimlanmustir. Bunlarin, ikinci ve tgiincii karbonu arasinda ¢ift bag bulunur.
Flavonoller 3. konumda bir hidroksil grubunun bulunmasindan 6tiirii flavonlardan ayrilir
(Shahidi ve Naczk 2004). Taksifolin ve silibinin’in yapilar sekil 2.28’de verilmistir.
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a) Taksifolin (Flavanonol) b) Silibinin (Flavanonol)

Sekil 2.28. a) Taksifolin; b) Silibinin’in yapilar

Izoflavonoidler ise bir fenil halkasmin (A halkas1) alt1 iiyeli heterosiklik C3
konumunda, diger bir fenil halkas1 (B halkas1) birleserek olusur. Ancak flavonoidler igin
B halkasi C2 konumundadir (Han vd. 2009).
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Flavonoidlerin etki mekanizmalar1 sdyle agiklanmaktadir (Kahraman vd. 2002).

e Siiperoksit (Oz¢7), hidroksil (¢OH) ve singlet oksijeni (102) temizleyici etki
gosterir.

e Peroksil radikalini (ROQe¢) ve alkoksil radikalini (ROe) yakalayip, lipid peroksil
(LOQe) zincir reaksiyonunu kirar.

e Protein kinaz enzimini inhibe eder.

e Fe ve Cu gibi metalleri selatlar.

e Laktat aktarimini engeller.

o Siklooksigenaz ve lipooksigenaz enzimlerini inhibe eder.

Kuersetin, luteolin, hesperidin, gallik asit, kafeik asit yapilar1 sekil 2.29°da verilmistir.
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Sekil 2.29. a) Kuersetin; b) Luteolin; ¢) Hesperidin; d) Gallik asit; e) Kafeik asit yapilari
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Flavonoidler bitkilerin ikincil metabolitleri olarak en ¢ok sayida bulunan bitki
fenolikleridir (King ve Young 1999). Flavonoidlerin temel maddesi 2-fenil kromon
olarak flavon’dur. En énemli flavonlar; orientin, apigenin, krisin ve luteolin’dir (Ozeng
2011). Apigenin, krisin, luteolin, orientin yapilart sekil 2.30’da verilmistir.
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Sekil 2.30. a) Apigenin; b) Krisin; ¢) Luteolin; d) Orientin yapilari

Flavonoidlerin prooksidan 6zellikleri, timor promotorii olarak etki gdstermek,
Glutatyon rediiktaz enzimini (GR) inhibe etmek, Monooksigenaz ve siklooksigenaz
enzimlerini aktive etmektir (Kahraman vd. 2002). Ters transkriptaz ve proteaz gibi
onemli viral enzimleri inhibe eder ve bazi patojen protozoonlari yok eder. Ayrica spesifik
enzimleri inhibe ederek bazi hormonlar1 ve nérotransmitterleri stimiile etme yetenekleri
vardir. Bu bakimindan bir¢cok dnemli hastaligin tedavisinde saf flavonoidler kullanilir
(Havsteen 2002; Xu vd. 2008; Tanwar ve Modgil 2012).

Flavonoidler serbest radikalleri 6nleyen, enzim aktivitelerini diizenleyen, hiicre
¢ogalmasin1 baskilayan maddelerdir. Ayrica, antitrombotik, antiviral, antibiyotik ve
antiallerjen o6zelliklere sahiptir (Capanoglu ve Boyacioglu 2009; Cakir 2015). Cilek
taninleri herpes viriisiinii, Kuersetin herpes simpleks viriis tip 1, parainfluenza viriis tip 3
ve palio viriis tip 1’e karsi inhibe edici etkilere sahiptir. Rutin ve diosmin damar tonusu
arttirmak i¢in preperatlarda kullanilir. Antosiyaninler, kilcal damarlarin direncini
arttirmada etkili bilesiklerdir (Atoui vd. 2005; Artik vd. 2016).
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2.4.2.1. Flavonoller ve Flavonlar

Flavonoller, flavonlarin C3 atomuna bagl bir hidroksil grubuna sahiptir. Meyve ve
sebzelerde yogun olarak bulunur. En 6nemli flavonoller, kamferol, kuersetin, mirisetin,
ramnetin, izorhamnetin, rutin, tamariksetin ve fisetin’dir (Ozen¢ 2011). Kamferol,
ramnetin, rutin, mirisetin, fisetin yapilar1 sekil 2.31°de verilmistir.
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HO._~__©O ~OH
| l
e OH
OH O
d) Mirisetin e) Fisetin

Sekil 2.31. a) Kamferol; b) Ramnetin; c) Rutin; d) Mirisetin; e) Fisetin yapilar

Flavonoller gidalarda genelde glikozit formunda bulunur. Kuersetin soganda,
mirisetin olgun siyah frenk {iziimiinde bol miktarda bulunur (Hermann 1976; Havsteen
2002). Flavonlar, hububat ve otlarda bulunur (Peterson ve Dwyer 1998). Flavonlar,
flavonollere yap1 olarak cok benzerdir. Aralarindaki tek fark flavonlarda C3-
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pozisyonunda hidroksilasyonun olmamasidir. Yani C3 pozisyonundaki C atomuna -OH
baglandiginda flavonoller elde edilir. Buraya flavonlarda (H), flavonollerde (OH) grubu
baglanir (Cemeroglu vd. 2001; Tanwar ve Modgil 2012).

Flavonlar genelde glikozitleri halinde bulunurlar ve agik sar1 renklidir (Acar vd.
1998). Flavonollerin ve flavonlarin sentezi i¢in 1s18a ihtiya¢ Olmasindan 6tiirii bunlar
genellikle yapraklarda ve meyvelerin kabuklarinda bulunmaktadir (Herman 1976; Artik
vd. 2016). Flavonlar genellikle 7-O-glikozit halinde bulunurlar (Brenes vd. 1993). Zeytin,
enginar, maydanoz, tahil ve baharatlar flavon kaynagidir, giinliik doz 20-50 mg’dir
(Kolayli ve Sahin 2018).

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlar ise aromatik C halkasinda C2’den ziyade C3
konumuna baglanmasi sonucunda olusmaktadir. Genistein, daidzein, genistin ve daidzin
baslica izoflavonlardir (Ozeng¢ 2011). Bitkiler aleminde smrli sayida bulunurken
baklagillerde bolca bulunur. Soya fasiilyesi bilinen en iyi izoflavon kaynagidir (Bernes
2003; Tanwar ve Modgil 2012). Izoflavonlar, biyolojik etkileri, hayvan ve insan sagligi
tizerindeki potansiyel dnemi nedeniyle en ¢ok bilinen fitodstrajenlerdir (Artik vd. 2016).
Genistin, daidzein yapilart sekil 2.32’de verilmistir.
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Sekil 2.32. a) Genistin; b) Daidzein yapilart

2.4.2.2. Flavanonlar, Flavanollar ve Kalkonlar

Flavanonlarda renk yoktur ve flavonlarin aksine merkez zincirde bir ¢ift bagi
bulunmaz (Maier vd. 1990). Flavonun dihidroksi tirevi flavanon’dur. En énemlileri
naringenin, naringin, hesperidin ve hesperetin’dir. Naringenin, 3-hidroksi flavanon’dur
(Ozeng 2011). Flavanonlar, turunggillerde bol bulunan flavonoidlerdendir (Nogata vd.
1994). Nohut, kimyon, ali¢, meyan kokii, nane, livez yiiksek miktarda flavanon igerir
(Peterson ve Dwyer 1998).

Flavanonlar, turunggillerde genellikle glikozit halinde bulunur, diger bitkilerde ise
glikozidik haldedir. Yaygin olarak, naringenin, eriyodiktiyol, izosekuranetin, hesperitin
olmak tizere dort flavanon aglikonu bulunur (Artik vd. 2016). Butin, homoeriyodiktiyol,
pinosembrin, ponsirin, sakuranetin, sakuranin, sterubin, pinostrobin bu grubun tiyeleridir.
Baharat, kirmiz1 sarap ve domateste ise diisiik miktarlarda tespit edilmistir. Turucgil
meyvelerindeki flavonoidlerin yaklagik %95°i flavanondur (Peterson ve Dwyer 1998;
Kolayli ve Sahin 2018).
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Flavonollerin karbon halkasinda bagli bulunan oksijenin yerine (-CH2) grubu
baglandiginda flavanol (flavan-3-ol) olusur (Ozen¢ 2011). Katesin ve epikatesin
meyvelerdeki yogun flavan-3-ollerdir (Shahidi ve Naczk 1995). Bitkisel kaynaklarda en
yaygin flavonoid grubudur. C-halkasinin {igiincli konumunda bir hidroksil grubuna sahip
bir Ce-C3-Cs iskeleti ile karakterizedir. Katesin, epikatesin, gallokatesin, epigallokatesin
ve bunlarn tiirevleri genellikle bitkisel kaynakli gidalar ve gida iiriinlerinde bulunur.
Katesinlerin oksidasyonu sonras1 proantosiyanidinler olusur. Uziim cekirdekleri énemli
oranda katesin ve epikatesin, elma epikatesin icerir. Bunlarin yaninda flavonoid iceren
diger meyve ve sebzeler elma, kayisi, avokado, muz, siyah havug, incir, kivi, nar ve
cilektir (Harborne 1993; Kolayli ve Sahin 2018). Katesin, epikatesin, epikatesin gallat,
epigallokatesin gallat yapilar1 sekil 2.33’te verilmistir.

c)Epikatesin gallat d) Epigallokatesin gallat

Sekil 2.33. a) Katesin; b) Epikatesin; c) Epikatesin gallat; d) Epigallokatesin gallat
yapilari

Katesinler, meyvelerin kabugunda meyve etinden ii¢ kat fazla bulunabilmektedir.
Katesinler havadaki oksijen ile kolayca tepkimeye girerek, kimyasal ve enzimatik bir
sekilde proantosiyanidinleri olusturur (Acar vd. 1998). Katesinler, serbest radikallere,
kanserojen maddelere kars1 etkilidir ve obeziteyi onleyici 6zelliklere sahiptir. Yesil cayda
bulunan cay katesinleri ve teaflavinler viriis ve bakterilere kars1 etkilidir (karyojenik
bakteri, Streptococcus mutans, Helicobacter pylori) ve agiz kokusunu onleyicidir (Lee
vd. 2009).
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2.4.2.3.Antosiyanidinler/Antosiyaninler

Antosiyaninler, flavanollerin B halkasina bir hidroksilin baglanmasi1 sonucunda
olusur. En onemli antosiyanidinler; apigenidin, siyanidin, malvidin ve delfinidin’dir
(Ozeng 2011). Antosiyanidinlerin yapismin temeli, flavilum katyonu olusturmaktadir.
Flavilium katyonu C6-C3-C6 karbon iskeleti ile karakterize edilebilir (Cemeroglu vd.
2001). Maldivin, apigenidin, peonidin, pelargonidin, siyanidin ve delfinidin yapilar1 sekil
2.34’te verilmistir.
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Sekil 2.34. a) Maldivin; b) Apigenidin; c) Peonidin; d) Pelargonidin; e) Siyanidin ve f)
Delfinidin yapilar

Oomah ve Mazza (1999)’a gore, siyanidin tiirevleri antosiyanin cesitlerinde
dominant bilesen oldugu, siyanidinin ardindan delphinidin, peonidin, pelargonidin,
petunidin ve malvidin tiirevlerinin geldigi belirtilmistir (Kasnak ve Palamutoglu 2015).
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Proantosiyanidinlerin iltihap olusumu, astim, kanser, mikrop, alerji, yiiksek
tansiyon gibi hastaliklara kars1 Kalbi koruyucu etkileri vardir (Lau vd. 2004; Meral vd.
2012; Artik vd. 2016). Dogada 23 antosiyanin bulunmasina karsin, kombinasyon sonucu
500°den fazla antosiyanin olusabilmektedir. Meyvelerde en yaygin bulunan antosiyanin
siyanidin-3-glukosiddir (Harborne 1993; Kolayli ve Sahin 2018).

Antosiyaninler meyve, tahil, kok ve sebzelerde bulunur. Elma, armut, kayisi,
seftali, erik gibi meyvelerin kabuklarinda yogundur. Sebzelerde en 6nemli antosiyanin
kaynag1 fasiilye, lahana, sogan, kirmiziturp ve raventtir (Peterson ve Dwyer 1998).
Antosiyanidinler sekerle birlestiginde antosiyaninler olusur. Antosiyaninler genel bir
bakisla ¢ay, bal, saraplar, meyveler, sebzeler, zeytinyagi, kakao, kabuklu yemislerde
bulunur. Renkleri pH degisimine baglidir, kirmizi, mor ve mavi renkli meyve ve
sebzelerde bulunurlar. Suda ¢oziinebilen renkli pigmenlerdir. Renlerinden &tiirii boya
olarak gida maddelerinde kullanilmaktadir (Kolayli ve Sahin 2018).

2.4.3. Taninler (Tanenler)

Fenolik maddelerden farkli olarak taninler biiylik molekiilliidiir. Bitkinin otsu
veya odunsu olma ozelligine gore kok, kabuk, yaprak, meyve ve tohum kisimlarinda
bulunur. Muz, liziim, 1spanak, trabzon hurmasi, ¢ay ve kahve tanence zengindir (Ghosh
2015). Taninler, suda kolayca ¢oziinebilen hidrolize taninler ve kondanse taninler olmak
tizere iki grupta incelenir. Hidrolize ve bagli taninler sekil 2.35’te verilmistir.

R;0 HO =
O "‘:,_ ‘“ . e -~ OH
W . " Ry g
R,O C—OH [l [ 3
AT > .”,-- ~
H(_) (‘l HO
a) Hidrolize taninler b) Bagli (Kondanse) taninler

Sekil 2.35. a) Hidrolize taninler ve b) Bagli taninler

Hidrolize taninler gallik asit ve ellagik asite doniisen hekzahidroksidifenik asit ve
tirevi olan poliesterlerdir (Shahidi ve Naczk 1995). Tanenlerin kondanse olarak anilan
grubu proantosiyanidinlerdir (Harborne 1993). Kondanse tanenler, tripsin, lipaz, amilaz
gibi sindirim enzimlerini ve tahillar1 fermente eden mikrobiyal enzimleri inhibe ederler.
Tanenlerin en kompleks formu olan hidrolize olabilen tanenler gallotaninler,
ellagitaninler ve kompleks taninler olarak smiflandirilirlar. Sekerlerin gallik asitle
esterlesmesiyle gallotaninler olusur (Kolayli ve Sahin 2018). Tanninler, ¢esitli
hastaliklar1 onleme ve tedavilerinde etkilidir. Tanninler radikal siiptiriicii ve antioksidan
potansiyele sahiptir (Ghosh 2015).

Tanenler denilince sulu ¢ozeltide proteinleri ¢oktiirme etkisi akla gelmektedir. Bu etki
temelde, amino  gruplar1  iizerinden  gergeklesen  protein  molekiillerinin
dehidratasyonundan kaynaklanir. Tanenlerin protein molekiilleriyle kompleks olusturma
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yetenegi fenolik ve hidroksil gruplarinin sayisina bagli olarak degisir (Maier vd. 1990).
Tanenler bazi polisakkarit, niikleik asit ve alkoloid cesitleriyle kompleks iiriinler
olustururlar (Ozawa vd. 1987). Tanenlerin fenolik polimer yapisi sekil 2.36’da
verilmistir.

OH
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T ~ "OH
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Sekil 2.36. Tanenlerin fenolik polimer yapisi

2.4.4. Stilbenler ve Lignanlar

Stilbenler cam ve dkaliptus agac 6zlerinde bulunur. Agac¢ 6zleri stilben aglikonlar,
bitki dokular1 stilben glikozitleri icerir. Bunlardan birisi de resveratroldur. Resrevatrol
kirmizi tiziimlerin kabuklari, kirmizi sarap ve yer fistig1 gibi gida maddelerinde bulunur.
Fransiz paradoksu Fransizlar tarafindan yiiksek yag icerikli diyette, diisiik kalp hastalig
insidans1 anlamina gelir. Resravatrol, bu ylizden bilimsel ¢aligmalara konu olmustur
(Burns vd. 2002; Artik vd. 2016). Resveratrol’un yapis1 sekil 2.37°de verilmistir.
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Sekil 2.37. Resveratrol’un yapisi
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Keten tohumu, susam ve bir¢ok tahil lignan yoniinden zengindir. Susamdan 16 farkli
lignan izole edilmistir. Lignanlardan sesamin ve sesamolin bilesikleri izole edilmistir
(Pandey ve Rizvi 2009). Lignanlarin antioksidan ve antiproliferatiftir, ayrica prostat ve
meme kanseri, diyabet ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkileri mevcuttur
(Zhang vd. 2008).

2.5. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Gidalardaki antioksidan maddeleri belirlemeye yonelik gesitli yontemler ortaya
atilmistir. Bu metotlar, substrat, ¢6ziicii polaritesi, prob, reaksiyon sartlar1 ve antioksidan
etki hesaplama yontemi bakimindan birbirinden farklidir. Bu yiizden alinan sonuglari
birbiriyle kiyaslamak pek kolay degildir (Frankel ve Meyer 2000). Mevcut yontemlerde
antioksidan kapasite reaksiyon termodinamigi ile 6l¢iilmektedir, antioksidan aktivite ise
reaksiyon kinetigi orami ile iliskilendirilerek oOlclilmektedir. Bu ylizden antioksidan
kapasiteyi belirlemede tek bir yontem antioksidan kapasiteyi tiimilyle yansitamaz
(Mammadov 2020).

Antioksidan aktivite belirleme yontemleri hidrojen transferine dayali (HAT) ve
Elektron transferine dayali reaksiyonlar (ET) olarak ikiye ayrilir.

1. Hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT)
a) Oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC)
b) indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP)
d) Krosin beyazlatma deneyleri
2. Elektron transferine dayanan reaksiyonlar (ET)
a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi
b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) ol¢timii
c) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) ol¢iimii

d) Cu (IT) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan potansiyel”
ol¢iim yontemi

e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6lgiim yontemi
f) CUPRAC (Bakir (II) indirgeyici Antioksidan Kapasite) Yontemi

HAT temelli metotlar, azo bilesiklerin bozulmasi sonucunda olusan peroksil
radikallerinde antioksidan ve substrat rekabetine dayali yarigsmaci reaksiyonlardir. ET
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temelli metotlar ise antioksidan molekiiliin oksidani indirgeme kapasitesini renk degisimi
ile 6lger (Albayrak vd. 2010).

2.5.1. Hidrojen Transferine Dayal Yontemler (HAT)

Hidrojen transferine dayali yontemler ¢ogunlukla sentetik bir radikal iiretici,
yiikseltgenebilen molekiiler prob ve antioksidan bir bilesikten olusur. Hidrojen
transferine dayali yontemlerin ¢cogunda azo-bilesiklerin bozulmasi ile olusan peroksiller
arasindaki antioksidan ve substrat rekabeti sonucu olusan yarismaci reaksiyonlar 6l¢iiliir.
Bu yontemlerde antioksidan madde tarafindan serbest radikale bir H atomu vererek onlari
etkisiz hale getirebilmesinin performansi 6lgiiliir. ORAC, TRAP ve baska bu gibi HAT-
temelli yontemlerde peroksil radikali (ROOe) tiretmek igin bir baslatici radikal kullanilir.
Boylece ortamdaki antioksidan radikaller yine ortamda bulunan substrat ile yarisir. ROOe
radikali, antioksidan molekiilden bir hidrojen aldigi anda, ROOe ve hedef molekiil
arasinda olusan tepkime inhibe edilir (Huang vd. 2005; Albayrak vd. 2010).

2.5.1.1. Oksijen Radikal Absorpsiyon Kapasite Yontemi (ORAC)

ORAC yonteminde, ROOe radikalinin antioksidan inhibisyonu takip edilir. ROQe
radikali floresans 6zellik gosteren ve gostermeyen bir molekiille driin olusturur (Giilgin
2012). Antioksidanin radikali inhibe etmesini floresans yogunlugundaki azalma ile 6lgen
bu yontemde 2,2’-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) kullanilir (Tomer vd.
2007; Akdogan 2019).

Bu yontemde AAPH’nin termal ayrismasi ile olusturulan peroksiller ile okside
olan bir hedef molekiiliin bir antioksidan tarafindan hangi miktarda korundugu, hedef
molekiiliin bozunmasi absorbans 6l¢timii ile izlenir ve bozunma kinetiginin olusturdugu
egrinin altindaki alanin degisimi 6l¢iiliir (Ou vd. 2002). Bu test genelde spektrofotometrik
yontemlerle uygulanmaktadir ancak, kromatografik yontemlere de uyarlanabilir
(Bentayeb vd. 2009).

R-N=N-R—N2+ 2 ROOe
ROQe + prob (floresan madde) — ROOH + okside olmus prob (floresansta azalma)
ROQOe + AH — ROOH + Ae
ROQOe + Ae -RO0OA

AH: H dondr (serbest radikaleri hidrojen verdiginde siiptiren antioksidan)

AAPH bilesiginin yapisi sekil 2.38’de verilmistir.
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HC1 NH
H,N
CH, CH,
N=—= N
H5C-
H5C NH,
HN HCI

Sekil 2.38. AAPH bilesiginin yapisi

2.5.1.2. B-karoten/ Linoleik Asit Emiilsiyon Yontemi

Bu yontemde, linoleik asit, f-karoten ve antioksidan igeren bir sistem olusturulur.
Linoleik asitin 1s1 ve 151k etkisiyle oksidasyonu yiiksek sicaklikta peroksit radikalini
olusturur ve total antioksidan aktivite, karotenin renk kaybi1 mekanizmasina dayanir (Prior
vd. 2005). B-karoten/linoleik asit emiilsiyon yontemi spektrofotometrik testlere dayanir
ve absorbanslar 470 nm’de olgiiliir. Tiipler 45 °C’ de inkiibasyona birakilir ve her 15
dk’da bir (120 dk boyunca) B-karotenin rengi tamamn kayip olana kadar inkiibe etmeye
devam edilir. Bu test sisteminde BHA gibi hidrojen transfer edebilen herhangi bir sentetik
antioksidan pozitif kontrol olarak kullanilir (Taga vd. 1984).

2.5.1.3. Toplam radikal tuzaklayici antioksidan parametre yontemi (TRAP)

Wagner vd. tarafindan gelistirilmis olan bu yontem bir azo bilesigin sicaklikla
bozunmasiyla indiiklenen kontrollii bir lipid peroksidasyonu boyunca oksijen
kullaniminin miktart Sl¢iiliir. Bu yontemde serbest radikal {iretimini baglatici olarak
AAPH tarafindan iiretilen ROO- radikalleri kullanilir (Wayner vd. 1985; Samogyi vd.
2007).

2.5.1.4. Krosin Beyazlatma Yontemi

Krosin beyazlatma yontemi oksidasyonun 1si, 151tk ya da AAPH gibi peroksil
radikalleri ile baslatildig1 ve sonucunda krosini beyazlatmasini esas alan bir yontemdir
(Okan vd. 2013). Karisima eklenen madde iginde bulunan antioksidan molekiiller bu
beyazlamay1 onler. Tepkimede krosin beyazlatma 443 nm’de spektrofotometre ile takip
edilmektedir. Beyazlama orani AAPH bilesiginin eklenmesinin ardindan 10 dakika
boyunca gozlemlenir (Huang vd. 2005; MacDonald-Wicks vd. 2006). Bu yontemde tekli
bilesenlerin yaninda kompleks yapilar da analiz edilebilir. Karotenoidlerin
otooksidasyonu sonucunda renkleri agilarak olusan renk agilmasi antioksidan
molekiillerin varliginda onlenir veya azaltilir (Wayner vd. 1987).
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ISI
RN=NR— 2R™ + N2

R+ O2— ROOQOe
<_

Krosin-H (portakal rengi) + ROOe—krosin (renk agilmamis) + ROOH

Krosin-H (portakal rengi) + ROOe + AH— Krosine +ROOH + Ae

2.5.2. Elektron Transferine Dayanan Reaksiyonlar (ET)

Elektron transferine dayali yontemlerde antioksidan molekiilerle indirgenmis olan
oksidanin renginde meydana gelen degisimler dl¢iilmektedir. Buna gore renk degisimi ile
numunede bulunan antioksidanin miktar1 arasindaki iligki belirlenmektedir. Hidrojen
transferine dayali yontemlerle kiyaslandiginda daha yavas bir sekilde gergeklesmektedir.
Bu yontemlerde oksidan, antioksidan molekiilden bir elektronu alinca renk degistirir.
Renk degisimi, antioksidanin miktari ile dogru orantilidir. Bu yoéntemde, ¢oziicii ve pH
olduk¢a 6nemlidir (Akdogan 2019).

2.5.2.1. DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi

Bitki ozitleri i¢in  ¢ok siklikla kullanilan antioksidan aktivite test
yontemlerindendir. Bu yontemde DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikali stabil bir
serbest radikal olup ticari olarak satin alinabilir (Alam vd. 2013). DPPH, azot kopriistinde
eslesmemis bir elektron tasiyan organik nitrojen radikalidir (Huang vd. 2005). Yontemin
temeli kararl bir radikal olan DPPH’nin antioksidanlar tarafindan bir redoks reaksiyonu
sonucu siiptiriilmesine dayanir (Giilgin 2012). DPPH kullanimi, antioksidanlarin
antiradikal aktivitelerini degerlendirmek i¢in kolay ve hizlidir (Prior vd. 2005).

DPPH’nin etanoldeki ¢ozeltisi koyu menekse renklidir. Antioksidan maddenin DPPH ile
etkilesimi yapisal konformasyona baglidir. Bu reaksiyonda, DPPH igeren ¢ozelti ile
antioksidan ¢ozelti karistirildiginda DPPH radikali indirgenerek, ¢6zeltinin baslangictaki
mor olan rengi kaybolur. Antioksidanin, DPPH’a proton transferi reaksiyonu sonucunda
517 nm’de absorbansta azalma meydana gelir. Bu metot ilk olarak Brand-Williams vd.
(1995) tarafindan uygulanmis olup, Sanchez vd. (1998) tarafindan gelistirilmistir.
Antioksidan aktivite baslangigta bulunan DPPH konsantrasyonunun %50’sinin azalmasi
igin harcanilan antioksidan miktarini ifade eden ICsq (etkin konsantrasyon) degeri ile
verilir. ICso degeri antioksidan aktiviteyi 6lgmek i¢in yaygin kullanilan bir parametredir
(Barnd-Williams vd. 1995; Akdogan 2019). DPPH radikalinin kimyasal yapis1 ve DPPH
radikalinin reaksiyonu sirastyla sekil 2.39 ve 2.40’ta verilmistir.

o1



KAYNAK TARAMASI F. CETINKAYA

\['() NO,
/ \w - \\
ON~ "‘I NO, AH A u\/ 2 Sno
\
\. / T
T —— T“
/\ . N ’/’\\_\ — N P
N \\Afé o L \/

DPPH DPPH-H

Sekil 2.40. DPPH radikalinin reaksiyonu

DPPH yontemi teknik olarak basit bir yontemdir ancak bu yontemin bazi
durumlarda avantajli  degildir. Ciinkii antioksidan molekiillerin ¢ogu lipid
peroksidasyonunda bulunan peroksil radikalleri ile ¢ok hizli bir sekilde tepkime verirken,
DPPH radikali ile olduk¢a yavas tepkime verir Huang vd. 2005).

DPPH" + A-H — DPPH-H + A’ (A-H: Antioksidan molekiil)

2.5.2.2. Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasite (TEAC veya ABTS) Yoéntemi

TEAC yontemi ilk olarak Miller vd. (1993) tarafindan rapor edilmis ve ardindan
Re vd. (1999) tarafindan gelistirilerek flavonoidler, hidroksisinnamik asitler,
karotenoidler dahil olmak iizere lipofilik ve hidrofilik antioksidanlara uygulanmustir.
Orijinal yontemde, antioksidanin ABTS radikalini indirgeme yetenegi dl¢iilmektedir. Re
vd. (1999) tarafindan uygulanan yontemde ise ABTS’nin potasyum persilfat ile
oksidasyonunda (ABTSe") radikal katyonu olusur. Yani sisteme hentiz antioksidan
eklenmeden 6nce radikal katyon olusmaktadir (van der Berg vd. 1999). ABTS radikal
katyon olusumunun reaksiyon denklemi sekil 2.41°de verilmistir.
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Sekil 2.41. ABTS radikal katyon olusumunun reaksiyon denklemi

Bu yonteme gore, hidrojen peroksit ve metmiyoglobin maddelerinin bulundugu
ortamda olusan (ABTS)’nin etkisinin antioksidan molekiil sayesinde zamanla azalmasi
incelenir. ABTS’nin potasyum persiilfatla oksidasyonu sonucunda mavi-yesil renge sahip
(ABTSe) radikali olusur (Rice-Evans ve Miller 1984; Giilgin 2012). Bu metotta
molekiillerin serbest radikallerii temizleme potansiyeli, troloks ile karsilastirilarak
bulunur (Akdogan 2019). ABTS nin persiilfatla reaksiyonu sekil 2.42°de verilmistir.
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Sekil 2.42. ABTS’nin perstilfatla reaksiyonu

ABTS, 415, 645, 734 ve 820 nm’de maksimum absorbans vermektedir. ABTS
metotu bitkisel pigmentlerle daha az etkilesim s6z konusu oldugundan daha ¢ok 734
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nm’de gergeklestirilmektedir (Apak vd. 2013). ABTS ve troloks’un yapilari sirasiyla sekil
2.43 ve 2.44’te verilmistir.

C H3

E|I! S0-H A ~ 0

g v = g .
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5 ] CHs

HORS Ei CHj
Sekil 2.43. ABTS’nin yapisi Sekil 2.44. Troloks’un yapisi

2.5.2.3. Demir(l11) Tyonu indirgeyici Antioksidan Gii¢ Yontemi (FRAP)

Plazmanin ferrik indirgeme kabiliyetini 6lcen FRAP testinde, antioksidan giiciin
degerlendirilmesi elektron-transfer reaksiyonuna gore yapilir. Fe(IIl)’{in tripiridiltriazin
(TPTZ) ile reaksiyonundan olusan [Fe(III)-TPTZ] kompleksi antioksidan molekiillerin
etkisi sonucunda Fe(Il)-tripiridiltriazin [Fe(I1)-TPTZ] kompleksine indirgenir (pH=3,6).
Bu kompleks koyu mavi renge sahiptir ve maksimum absorbans: 593 nm’dedir (Benzie
ve Strain 1996; Huang vd. 2005). Fe(l11)-TPTZ kompleksin Fe(I1)-TPTZ kompleksine
indirgenme reaksiyonu sekil 2.45°te verilmistir.

L O D O

> N = = O ) e

Qe Qo
JL /F‘Ia(llll\ j:\ IN/F;"\) _)\

”Tk" ) ) /NTLN,LY,,;J\” 1

k\,/ N N N

Sekil 2.45. Fe(111)-TPTZ kompleksin indirgenme tepkimesi

FRAP tahlili ucuzdur, reaktiflerin hazirlanmasi kolaydir, sonuglar oldukca
tekrarlanabilir ve prosediir basit ve hizlidir. TEAC VE FRAP yontemleri birbiriyle
kiyaslanirsa aralarinda fark yoktur. TEAC yonteminde, notr pH degerinde, FRAP
yonteminde ise demirin ¢oziintrligini saglamak igin asidik pH’da galisilir (Akdogan
2019). Standart olarak daha ¢ok Troloks kullanilmaktadir. Bu yontemde 1,2 mL 6ziit
yeterli olabilmektedir (Kolayli ve Sahin 2018).
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2.5.2.4. Metal Selatlama Giicii

Demir (Fe*?) iyonu lipid, protein ve diger bilesenlerle istenmeyen oksidasyon
tepkimelerine de sebebiyet veren bir peroksidandir (Rival vd. 2001). Bu toksitite
tizerinden olusan ROS’lar, lipid peroksidasyonuna neden olur ve DNA molekiillerine
saldirir. Metalleri selatlama 6zelligi sayesinde antioksidanlar serbest demiri baglar ve onu
etkisiz hale getirir. Boylelikle, Fenton reaksiyonlarinda olusan hidroksil ve peroksit gibi
radikalleri inhibe eder (Giilgin 2005). Yontem ilk olarak Dinis vd. (1994) tarafindan
gelistirilmistir ve Fe*? /Askorbat’in neden oldugu lipid peroksidasyonunun inhibe
edilmesinde aktif bir yontemdir. Metal iyonu selatlama giicii, 6ziitlerin ¢ozeltideki Fe*?
iyonlarini baglamak icin demir selatlama 6zelligine sahip olan ferrozin ile tepkimesine
dayanir (Arora vd. 1988). Ferrozin’in yapisi sekil 2.46’da verilmistir.
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Sekil 2.46. Ferrozin’in yapisi

2.5.2.5. Toplam Antioksidan Kapasite Testi (Fosfomolibdenum Metotu)

Antioksidan kapasitenin tayini i¢in spektrofotometrik bir yontem olarak Prieto vd.
(1999) tarafindan gelistirilmistir. Metotun temel ilkesi, bitki 6ziitlerinin Mo(VI)’nin
Mo(V)’e indirgenmesi ve asidik ortamda yesil fosfat Mo(V) bilesigini olusturmasidir. Bu
bilesik, 695 nm’de en yiiksek absorbansi vermektedir. Test sonuglari askorbik asit ve o.-
tokoferol standartlarina esdeger absorbans olarak (mg/g) verilmektedir (Alam vd. 2013;
Ozden vd. 2017).

2.5.2.6. Cu(ll) Tyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite (CUPRAC) Yéntemi

CUPRAC yonteminde ajan olarak bakir(I)-neokuproin [Cu(ll)-Nc] reaktifi
kullanilmaktadir. Yontem diyet polifenollerinin, C ve E vitaminlerinin antioksidan
kapasitesini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilir. CUPRAC metotunda kullanilan
kromojenik oksidasyon reaktifi olan bis(neokuproin)-Cu(ll) kloriir ile antioksidan madde
arasinda olusan reaksiyon asagidaki tepkimede goriildiigii gibi gergeklesir. CUPRAC,
hidrofilik ve lipofilik maddeler igin kolay, az maliyetli, spesifik ve duyarl1 bir yontemdir
(Glingor 2009).

2n Cu(Nc)2%* + Ar(OH), —2n Cu(Nc)z* + Ar(=0), + 2n H*
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Bu reaksiyonda, Ar(O), hidroksi grubu iceren antioksidan polifenolden meydana
gelen kinondur. Reaksiyon sonunda iki tane H* iyonu ¢ikar ve Ar(OH), yapisinda bulunan
hidroksil grubu kinon yapisina (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) doniisiir. Cu(I1)-Nc ise 450
nm’de en yiiksek absorbans veren siddetli renk olusumundan dolay1 Cu(l)-Nc kompleks
molekiiliine doniisiir (Apak vd. 2004). Cu(ll)’nin antioksidan madde ile Cu(l)’e
indirgemesi reaksiyonu sekil 2.47°de verilmistir.
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Sekil 2.47. Cu(II)’nin antioksidan madde ile Cu(I)’e indirgenmesi tepkimesi

2.5.3. Diger ROS Giderici Kapasiteleri Olcen Metotlar

2.5.3.1. Siiperoksit Radikali (O2e7) Yakalama Aktivitesi

Stiperoksit radikali (Oze), oksijen molekiiliine bir elektron aktarilmasi ile olusur.
Bu radikal radyasyon ile olusur (Vinson vd. 1995). Bu yontem pH=8 olarak ayarlanan
tampon ortaminda nikotinamid adenin diniikleotit (NADH) ile fenazinmetasiilfat (PMS)
arasinda olusan tepkimede aciga ¢ikan siiperoksit radikalinin etkisi ile
nitroblutetrazolyum (NBT) boyasinin renginin azalmasina dayanir. Absorbanstaki
azalmanin fazla olmasi antioksidanin (Oze°)’i ¢oK iyi siipiirdiigiinii gosterir. Stiperoksit
radikalinin NBT ile tepkimesinde o6ncelikle monoformazon sonrasinda diformazon
olusmaktadir. Bu tepkimede siiperoksit radikalleri sar1 renkli NBT*2‘yi mavi renkli
formazon tiirevine indirgenir (Handelman vd. 1999; Franke vd. 2004). NBT boyasi 560
nm’de en yiiksek absorbans: vermez ancak diformazon en yiiksek absorbans: verir (Liu
vd. 1997). Nitroblue difarmazon’un yapis1 sekil 2.48’de verilmistir.

NO, NO,
N —— N =N N
N N
NT ' N
|
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Sekil 2.48. Nitroblue difarmazon’un yapisi
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2.5.3.2. Hidroksil Radikali (¢OH) Yakalama Aktivitesi (Deoksiriboz Degradasyon)
Testi

Bu yontemde antioksidanin ¢OH radikalini giderme kapasitesi ol¢tliir (Sit 2011).
Hidroksil radikalinin antioksidan igeren 0ziit tarafindan giderilmesi yani deoksiribozun
oksidasyonundaki azalma bu metotla tayin edilir (Halliwell vd. 1987). Reaksiyon
karisiminda bulunan antioksidan molekiillerinin konsantrasyonuna karsi, 2-deoksi-D-
riboz’un degradasyonu sonucunda olusmus olan parcalanma iirtinlerinin konsantrasyonu
spektrofotometre ile takip edilir. Pargalanma iirinleri karigima ilave edilen 2-
tiyobarbitiirik asit (TBA) bilesigi ile yaklasik 100 °C’da 1sitilmasi ile pembe renkli
kromojen olusturur. 532 nm’de absorbans 6lgiiliir (Tongur 2014).

2.6. Bitkilerin Antibakteriyel Ozellikleri

Bitkilerin  farkli kisimlarindan antimikrobiyal bilesenler elde edilebilir.
Antimikrobiyal maddeler diisiik konsantrasyonlarda dahi etkili olmali ve toksik
olmamalidir. Antibiyotik duyarlilik testleri ilk olarak Fleming tarafindan 1929 yilinda
uygulanmis ve 1960’11 yillara kadar ¢esitli antibiyotik duyarlilik testleri gelistirilmistir.
Antibiyotik duyarlilik testleri olarak iki farkli yontem bulunmaktadir ve bu yontemler
dilisyon ve difiizyon yontemleri olarak adlandirilmaktadir (Murray vd. 2009).

Giiniimiizde kullanilan antibiyotik duyarlilik testleri; Difiizyon Yontemleri, Kirby-
Bauer Yontemi, Epsilometer Testi, Titrasyon Yontemleri, Agar Dilisyon Testi,
Makrodiliisyon Broth Testi, Mikrodilisyon Broth Test yontemleridir. Dogal
kaynaklardan elde edilen bilesiklerin etki mekanizmalar1 tam olarak a¢iklanamamakla
birlikte bitki 6ziitii, Gram(+) bakterilere kars1 Gram(-) bakterilere kiyasla daha fazla etki
gostermektedir. Bitkilerde bulunan fenolikler ve yag asitleri; Gram(-) ve Gram(+)
bakterilere karsi inhibitor etki sergilemektedir (Ludwiczak vd. 2016). Bitkisel
materyallerden elde edilen antimikrobiyal aktivite sergileyen bilesiklerin ¢ogunlugunu
bitkilerden elde edilen fenolik maddeler olusturmaktadir (Gyavali ve Ibrahim 2014).
Bitkilerdeki ikincil metabolitler ve onlarin tiirevleri timor baskilayict olarak 6nemli bir
isleve sahiptir (Pan vd. 2010).

Tosun (2017) tarafindan yapilan ¢alismada, terpenoid, fenolik asitler, tannenler,
ligninler, flavonoidler, kumarinler ve alkaloidler gibi bitkilerdeki ikincil metabolitlerin
onemli diizeyde serbest radikal siipiiriicii oldugu, mikroplara kars1 etki gosterdigi ve anti-
kanser olarak onemli bilesikler oldugu (Tagne vd. 2014) belirtilmistir.

2.6.1. Diliisyon Yontemi

S1vi veya kati agarda diliisyon besiyerlerinde antibiyotikler seri halinde seyreltilir
ve her bir seyreltme ortamina, antibiyotik duyarlilig: tespit edilecek olan bakterinin belirli
sayida hiicre igeren siispansiyonundan esit miktarda eklenmesi diliisyon yontemi olarak
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bilinir (Akyiiz 2007). Hazirlanan numuneler ve bakteriler 35-37°C’de ve 16-20 saat
inkiibe edilir ve sonugta bakteri {iremesinin durdugu minimum inhibisyon
konsantrasyonun (MiK) degeri belirlenir (Burnaz 2007).

Hazirlanan 6rnekler incelendiginde antimikrobiyal madde konsantrasyonun diisiik
oldugu tipler bulanikliktir ve konsantrasyonun inhibitor diizeyde veya daha yiiksek
konsantrasyonda oldugu tiiplerde ise berrak bir goriiniim olusmaktadir. Makrodiliisyon,
sivi besiyerinde sulandirma yontemlerinin tiipte uygulanmasidir, mikrodiliisyon ise
mikrotitrasyon plaklari iizerinde uygulanmasidir (Hacioglu 2005).

2.6.2. Difiizyon Yontemi

Difiizyon yonteminin temel prensibi ise bitki 6ziitiiniin hazirlanan konsantrasyonda
agarda difiize olmas1 ve etki ettigi alan kadar g¢alisilan mikroorganizmalar1 inhibe
etmesine dayanir. Difiizyon yontemi, disk difiizyon ve ¢ukur agar difiizyon yontemleri
olarak ikiye ayrilir. Bu iki yontem benzer galisma esaslarina sahiptir. Tek fark bitki
oOzitlerinin agar tzerine yerlestirilmelerinin farkli olmasidir. Disk difiizyon testinde
ozitlerin emdirildigi kagit diskler agar yiizeyine 2-2,5 cm araliklarla yerlestirilir. Cukur
agar testinde ise bitki oziitlerinin hazirlanan konsantrasyonu agarda agilan ¢ukurlara
yerlestirilmektedir. 16-20 saatlik siirede optimum sicaklikta inkiibasyona birakilir ve siire
sonunda zon ¢ap1 olusup olusmadigina bakilir (ilhan vd. 2006).

Disklerin cevresinde bakterilerin tiremedigi dairesel bir inhibisyon alani (zonu)
olusmaktadir. Bu islemler sonunda olusan zonun ¢api, bakterinin duyarliligi ile dogrudan
iliskilidir. Bitki 6ziitlerinin antimikrobiyal aktivitesini tespit etmek igin zon ¢api olgiiliir
ve standart antibiyotik disklerin duyarlilik sinir1 degerleriyle kiyaslanir. Zon c¢api
biiyiikliigiine gore duyarli, orta derecede duyarli veya direngli seklinde kategorisi
belirlenir ve Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) tarafindan belerlenmis
olan standart antibiyotik diskleriyle kiyaslanir (Oztiirk 2009). Minimum inhibitdr
konsantrasyonunun belirlenmesini saglayan E-testi (Dereceli antibiyotik serit yontemi)
disk difiizyon yontemine benzer ve kantitatif olarak kullanilir (Akytiz 2007).

Antimikrobiyal fitokimyasal bilesikler fenolikler, terpenoidler, ucucu yaglar,
alkaloidler, lektinler-polipeptidler ve poliasetilenler olmak tizere bes gruba ayrilir
(Cowan 1999). Polifenoller antibakteriyel aktivite sergileyen bilesiklerdir (Taguri vd.
2004). Bitkisel materyallerde, tiir, konsantrasyon ve igerdigi bilesenlerine bagl olarak,
mikrop, bakteri, fungus ve viriis gibi insan saghgma zararli organizmalar iizerinde
oldukga yiiksek antimikrobiyal etkinlige sahip bilesikler bulunmaktadir. Bitkisel
fitokimyasallardan olan ugucu yaglar, bakteri, viriis ve protozoolara kars: etkilidir. Ugucu
yaglar ve terpenler, tip ve kozmetik sektdriinde, farmakolojide, tarimda ve gida
endiistrisinde genis alanda kullanilmaktadir. Bitkilerden gesitli 6ziitleme yontemleriyle
elde edilen aromatik yapidaki bu bilesenler bitkinin igeriginde kompleks bir yapiya
sahiptir (Bagci ve Digrak 1997; Erdogan ve Everest 2013).

Ugucu yaglar, normal kosullarda sividir ancak donabilir. Bu maddeler, yogun

kokulu ve yagimsidir (Dorman 2000). Ugucu yaglarin i¢erdigi farkli bilesenler sayesinde
komplekstir ve biyolojik etkileri de bu yiizden g¢esitlige sahiptir. Ugucu yaglarn,
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antibakteriyel 6zellige sahip oldugu gesitli ¢alismalarla ortaya konulmustur (Dorman ve
Deans 2000; Kalemba ve Kunicka 2003; Toroglu 2006; Zu 2010; Serpi vd. 2012).

Memelilerde bagirsak florasinda yasayan Escherichia coli, bagisiklik sisteminin
zayiflamasi ile triner sistem enfeksiyonu ve menenjit gibi hastaliklara neden olur.
Staphylococcus aureus, yumusak doku ve hastane enfeksiyonlarina sebep olmaktadir. Bu
bakteri uygulanan ilaglara zamanla diren¢ kazanmaktadir. Enterococcus feacalis, insan
florasinda bulunur ve hastane enfeksiyonlarina sebep olur (Giil vd. 2004; Giiler vd. 2011;
Allocati vd. 2013; Evranos Akséz vd. 2021). Streptococcus mutans, birincil oral
kolonizatordiir. Bakteri dis yiizeyine yapisir. Streptococcus mutans disin sert dokularina
tutunmaktadirlar. Bunlar, agiz i¢indeki dokulara zarar vermektedir (Aydin ve Misirligil
2019). Streptococcus mutans, genelikle agizda ve dis plaklarinda ortaya ¢ikar. Tiikiiriik
stvisinda azalma oldugunda agiz pH degeri 5,5’a iner ve bu bakteri aside direncli oldugu
icin ¢cogalir (Telo 2015).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1.Kullanilan Cihazlar

Fenolik bilesen miktar1 analizi ve tespiti Thermo Scientific Ultimate 3000 UHPLC,
Thermo Scientific-TSQ Fortis sistemi ile gergeklestirilmistir. Yag asiti analizlerinde
kullanilan cihaz Thermo Scientific Trace 1300 GC, Thermo Scientific-1SQ7000 single
Quadrupole Mass Spectrometer sistemidir. Pestisit analizleri Thermo Scientific Ultimate
3000 UHPLC, Thermo Scientific-TSQ Fortis ve Thermo Scientific Trace GC Ultra,
Thermo Scientific-TSQ Quantum XLS cihazlar1 ile yapilmigtir. Antioksidan testlerde
spektrofotometrik olcimlerde Varian Cary 100 Bio UV-Visible spektrofotometre
kullanilmistir. Coziiciilerin buharlastirilmasi i¢cin Bibby RE100 Rotary Evaporatorii ve
buharlastirma sirasinda sogutucudan gegirilen suyun sogutulmasi ic¢in Julabo F12
sogutmali sirkiilator kullanilmigtir. Calkalayici olarak Edmund Biihler GmbH-SM30
markali cihaz kullanilmistir. Antibakteriyel testler icin mikrotest biyogiivenlik kabini,
etiiv, cihaz ve diger ekipmanlar kullanilmistir.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Tez caligmasinda kullanilan kimyasallar ve tedarikgiler su sekildedir. N-hekzan,
etanol, metanol, FeCls, DPPH, H202, AlCIl3, NaNO2 Merck firmasindan, TCA, TBA
Fluka firmasindan, BHA, Na2HPO4.2H20, NaH2PO4, KOH, EDTA Sigma Aldrich
firmasindan, Miiller Hinton Agar Biolife firmasindan, antibiyotik diskler Bioanalyse
firmasindan temin edilmistir.

3.3. Platanus orientalis L. Bitkisi’nin Analize Hazirlanmasi

Platanus orientalis L. bitkisinin igerik analizini yapmak i¢in 2021 yilinin Temmuz
aymda ¢ok yillik iki farkli agacin (yaklasik 300-400 yillik agaclar) her bir kismindan
(kabuk, kozalak ve yaprak) 500’er gr olmak iizere toplamda 3 kg 6rnek toplanmistir. Bu
agaclar Akdeniz bolgesinde deniz seviyesinden 1150 m yiikseklikte bulunmaktadirlar.
Agaclar ayn1 bolgede fakat aralarinda yaklagik 200 m yiikseklik farki vardir. Bitkiden
toplanan kisimlar 1lik suyla temizlenerek sabit tartima gelene kadar golgede oda
sicakliginda kurutulup, ayri ayr1 saklanmustir. Kurutulan dal (kabuk), yaprak ve kozalak
(meyve) kisimlar ayr1 ayri 6giitiiciide kiiglik parcaciklar haline gelene kadar pargalanarak
ayr1 ayr1 +4°C’da saklanmustir. Platanus orientalis L. bitkisinin kurutulmus kisimlarinin
fotograflari sekil 3.1°de verilmistir.
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a) Yaprak kisim b) Kabuk kisim ¢) Kozalak kisim

Sekil 3.1. Platanus orientalis L. bitkisinin kurutulmus kisimlarinin fotograflart
a) Yaprak; b) Kabuk; c) Kozalak

3.4. Platanus orientalis L. Bitki Oziitlerinin Elde Edilmesi

Bitkinin dal, yaprak ve kozalak kisimlariin oziitleri soguk inflizyon (demleme),
sokslet ektraksiyonu olmak iizere iki farkli yontemle elde edilmistir. infiizyon yontemi
ile elde edilen etanol 6ziitler Grup-1, sokslet yontemi ile elde edilen su 6ziitleri Grup-2,
etanol oziitleri Grup-3 ve n-hekzan 6ziitleri Grup-4 olarak adlandirilmistir. Grup-1, Grup-
2, Grup-3 ve Grup-4 bitkinin dal (kabuk), yaprak ve kozalak (meyve) kisimlar1 olmak
iizere 3’er Oziitten olugsmaktadir. Boylece bu ¢alismada farkli yontemler ve ¢ézgenler
kullanilarak toplamda 12 adet 6ziit elde edilmistir. Elde edilen tiim oziitlerin rotary
evoparator ile 40 °C’da ¢oziiciileri uzaklastirildiktan sonra ham (kuru) oziitler elde
edilerek igerik analizleri, antioksidan ve antibakteriyel testler yapilana kadar +4 °C’da
muhafaza edilmistir. Bu islemler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Calismada kullanilan rotary
evaporator ve sogutmali sirkiilator sekil 3.2°de goriilmektedir.

Sekil 3.2. Calismada kullanilan rotary evaporator ve sogutmali sirkiilator
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3.4.1. Soguk Infiizyon (Demleme) Yontemi ile Bitki Oziitii Hazirlanmasi

Infiizyon yéntemi, kolayca ¢oziinebilen biyoaktif bilesenlerin dziitlenmesi ve taze
oziitiin kullanim Oncesi hazirlanmasi ig¢in uygun bir yontemdir. Platanus Orientalis L.
bitkisinin kurutulup 6giitiilen yaprak, kabuk ve kozalak kisimlarindan 20’ser gr tartilarak
ayr1 ayri temiz bir erlene yerlestirilmistir. Oda sicaklifindaki 250 ml ¢oziicii (etanol)
ogitiilen bitki kisimlari tizerine eklenmistir. Calkalayici tizerinde 10 saat tutularak
filtreden gegirilip siiziilmistiir ve rotary evaporator yardimiyla vakum altinda 40 °C’da
¢oziiciisii ugurularak, Grup-1 oziitleri elde edilmistir. Calismada kullanilan ¢alkalayici
sekil 3.3’te verilmistir.

Sekil 3.3. Calismada kullanilan ¢alkalayici

'6\ oo rrE

a) No:1 Yaprak 6ziit b) No:2 Kabuk 06ziit ¢) No:3 Kozalak 6ziit

Sekil 3.4. infiizyon (Etanol) yontemiyle elde edilen dziitler a) Yaprak; b) Kabuk;
¢) Kozalak oziitler

3.4.2. Sokslet Ektraksiyonu Yéntemi ile Bitki Oziitii Hazirlanmasi
Platanus orientalis L. bitkisinin kurutulup o6giitilen dal (kabuk), yaprak ve

kozalak (meyve) kisimlar1 ayr1 ayr1 Sokslet aparati ile 10 saatlik bir siirede ve kullanilan
¢oziiclilerin kaynama noktalarinda 6ziitleme islemine tabi tutulmustur. Cézgen olarak su,
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etanol ve n-hekzan kullanilmistir. Calismada kullanilan Sokslet ekstraksiyonu deney
diizenegi sekil 3.5’te verilmistir.

Sekil 3.5. Calismada kullanilan Sokslet ekstraksiyonu deney diizenegi

Ekstraksiyon isleminde, 20°ser gr kurutulup 6giitilmiis bitki kisimlar1 ayri ayri
seliiloz kartusa koyulmus ve kartus sokslet aparatina yerlestirilmistir. Ardindan ¢oziicii
balonuna 250 ml ¢ézgen (su, etanol, n-hekzan) eklenerek 10 saat boyunca veya renk
acilana kadar geri sogutucu altinda kaynatilmistir. Su, etanol ve n-hekzan ile elde edilen
orneklerin rotary evaporator yardimiyla vakum altinda 40 °C’da ¢oziiciileri
uzaklastirilmistir. Bu sekilde sirasiyla Grup-2, Grup-3 ve Grup-4 oziitleri elde edilmistir.
Sokslet (su) yontemiyle elde edilen dziitler sekil 3.6’da verilmistir.

J

a) (No:4) Yaprak oziit b) (No:5) Kabuk 6ziit ¢) (No:6) Kozalak 6ziit

Sekil 3.6. Sokslet (Su) yontemiyle elde edilen @) Yaprak; b) Kabuk;
¢) Kozalak oziitleri
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a) (No:7) Yaprak oziit b) (No:8) Kabuk 6ziit ¢) (No:9) Kozalak 6ziit

Sekil 3.7. Sokslet (Etanol) yontemiyle elde edilen a) Yaprak; b) Kabuk;
¢) Kozalak oziitleri

a) (No:10) Yaprak o6ziit b) (No:11) Kabuk 6ziit ¢) (No:12) Kozalak 6ziit

Sekil 3.8. Sokslet (n-Hekzan) yontemiyle elde edilen a) Yaprak; b) Kabuk;
¢) Kozalak o6ziitleri

Cozgen gruplarindan Grup-1, Grup-2 ve Grup-3 oziitlerinin fenolik bilesenleri U-
HPLC-MS/MS ile, Grup-4 6ziitlerinin yag asitleri GC-MS ile incelenmistir. Bu analizler
hizmet alim1 seklinde yapilmistir. Her bir grubun antioksidan 6zelligi ve antibakteriyel
aktivite test sonuglari ise ¢izelgeler halinde sunulmustur. Sokslet (Etanol) ve sokslet (n-
Hekzan) yontemiyle elde edilen 6ziitler sirasiyla sekil 3.7 ve sekil 3.8’de verilmistir.

3.5.U-HPLC-MS/MS Cihaz ile Fenolik Bilesen Analizi

Bitkilerdeki standart fenolik bilesen tayini Siileyman Demirel Universitesi SUDUM-
Dogal Uriinler Uygulama ve Arastirma Merkezi (YETEM)’de bulunan U-HPLC-MS/MS
ile analiz edilmistir. Bu cihaz ile fenolik bilesen analizi yapilirken 15 adet fenolik bilesen
standard1 ile ¢aligilmistir. Kullanilan fenolik bilesik standartlari: siyanidin, epikatesin,
katesin, delfinidin, gallokatesin, epigallokatesin, malvidin, epikatesin gallat,
epigallokatesin gallat, p-Kumarik asit, gallik asit, kafeik asit, ferulik asit, kaftarik asit,
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mirisetin’dir. Analizi yapilirken oncelikle bu bilesenlere ait standartlar cihaza tek tek
enjekte edilerek U-HPLC-MS/MS cihazinda verifikasyon ¢alismasi yapilmustir.
Ardindan bitki 6ziitlerine 6n hazirlik islemleri uygulanarak o6ziitlerin fenolik bilesenleri
tespit edilmistir. Bitkinin fenolik bilesen analizi uygun 6ziitleme metotu, cihaz ve kolon
sartlar1 kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.5.1. Analiz Cihaz Bilgileri

Fenolik bilesen miktar analizi ve tespitinde kullanilan cihaz Thermo Scientific
Ultimate 3000 UHPLC, Thermo Scientific-TSQ Fortis (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, Massachussetts, USA) sistemidir. Kromatografik degerlendirmeler Xcalibur
yazilimi ile gergeklestirilmistir. Kromatografik ayirim i¢in kullanilan analitik kolon
Hypersil Gold RP C18 (1,9um), 50x2,1 mm (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham,
Massachussetts, USA) U-HPLC kolonudur.

3.5.2. Fenolik Bilesen Tayini I¢in Oziitleme Metotu

On caligmalar1 yapilan ¢inar agact numunelerinde fenolik bilesen miktar1 analizi U-
HPLC-MS/MS cihazi kullanilarak yapilmistir. Homojenize edilen 1,0 g 6rnek, igerisinde
% 0,1 (v/v) formik asit olan 1 ml methanol/asetonitril (50/50) ¢ozeltisi ile 6ziitlenmistir.
Karigim 5 dakika vorteks ile karistirildiktan sonra 4 °C’de 4000 rpm hizla 15 dk santrifiij
edilmistir. Santrifiijleme yapildiktan sonra elde edilen iist faz 0,2 um PTFE mebran
filtreden gegirilerek U-HPLC-MS/MS cihazina enjeksiyon yapilmistir. Analiz siiresi
toplam 7 dakikadir. Uygulanan Yontemin Cihaz ve Kolon Sartlar ¢izelge 3.1°de
verilmistir.

Cizelge: 3.1. Uygulanan Yontemin Cihaz ve Kolon Sartlari

Kolon Hypersil GOLD RP C18 (1,9um), 50x2,1 mm
Kolon firmn sicakligi 40°C

Enjeksiyon hacmi 10 uL

Kapiler sicaklig1 270 °C

Buharlastirma sicakligi 50°C

Auxiliary gaz basinci (Arb) 20

Sheath gaz basinci 50

Sprey voltaji +3500
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3.5.3. Analizde Kullanilan Mobil Fazlar
Mobil faz A: Su:Asetonitril (95:5), % 0,1 formik asit, 4 mM amonyum format
Mobil faz B: Asetonitril:Su (95:5), % 0,1 formik asit, 4 mM amonyum format

Iki ayr1 mobil faz ¢dzeltisi hazirlanarak analitik kolondan (organik bazli ve inorganik
bazli) gradiyent akis programi uygulanarak analizler gerceklestirilmistir. Sistemdeki
mevcut kiitle dedektorii sirali quadrupol spektrometresidir ve 3 adet birbiri ardina
siralanmis kuadrupol kombinasyonu ile ¢alismaktadir. Kullanilan iyonizasyon teknigi
soft iyonizasyon olarak nitelendirilmekte ve genelde analitin ana kiitlesinin korunmasi
ilkesine dayanmaktadir. Genellikle ana kiitleye bir proton verilmesi (M*?) ile pozitif
iyonlasma veya ana kiitleden bir proton alinmasi (M™?) ile negatif iyonlasma esasma gére
calismaktadir. Konsantrasyonu bilinen CBD saf standardi analiz edildikten sonra
cihazdan elde edilen veriler ile oziitlerin analizinde cihazdan elde edilen veriler
karsilastirilarak nicel sonuglara ulasilmistir. Calismada kullanilan U-HPLC-MS/MS
cihazi sekil 3.9°da verilmistir.

Sekil 3.9. Calismada kullanilan U-HPLC-MS/MS cihazi

3.6. GC-MS Cihaz ile Yag Asiti Analizi

Sokslet yontemi ile n-hekzan ¢oziiciisii kullanilarak yapilan 6ziitleme islemi sonunda
elde edilen 3 adet 6ziitiin (Grup-4) yag asiti bilesimi analizi GC-MS cihazi ile yapilmistir.
GC-MS ile yag asiti analizinde kullanilan cihaz Siileyman Demirel Universitesi SUDUM-
Dogal Uriinler Uygulama ve Arastirma Merkezi (YETEM)’de bulunan Thermo Scientific
Trace 1300 GC, Thermo Scientific-1SQ7000 single Quadrupole Mass Spectrometer
(Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts, USA) sistemidir. Calismada
kolon olarak TraceGOLD TG-624SilMS GC (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham,
Massachussetts, USA) kolon kullanilmistir. Bu analizler hizmet alimi seklinde
yapilmustir. Yag asiti analizlerinde oktanoik asit, kaprik asit, laurik asit, tridekanoik asit,
tetradekanoik asit, pentadekanoik asit, palmitoleik asit, palmitik asit, heptadekanoik asit,
linoleik asit, oleik asit, stearik asit, 11-Eikosenoik asit, arasidik asit ve behenik asit olarak
15 adet yag asiti standardi ile GC-MS analizi yapilmustir.
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3.6.1. Analiz Cihaz Bilgileri ve Cihaz Sartlan

Analizlerde kullanilan cihaz, Thermo Scientific Trace 1300 GC, Thermo
Scientific- 1ISQ7000 single Quadrupole Mass Spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc.
Waltham, Massachussetts, USA) sistemidir. Kromatografik degerlendirmeler Xcalibur
yazilimi ile gerceklestirilmistir. Kromatografik ayirimda kullanilan analitik kolon
TraceGOLD TG-624SilMS GC (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts,
USA) UHPLC kolonudur. Bilesikler, Willey In.l ve NIST 0.5 (Ulusal Standartlar ve
Teknoloji Enstitiisii) veri tabaninda bulunan Satiirn spektrumlarina dayali verileri
karsilagtirarak tanimlanmigtir. Tanimlanan her bilesik i¢in ana, molekiiler ve niteleyici
iyonlar se¢ilmistir.

Cihazin inlet sicaklig1 250 °C olarak ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 2 pL’dir.
1/50 split oran1 kullanilmistir. Tastyici gaz olarak helyum gazi kullanilmistir ve gaz akisi
1,5 mL/dk’dir. Firin Sicakligi 50 °C’da 3 dk bekletme ile baslatilarak 5 °C/dk sicaklik
artist ile 300 °C’a ¢ikarilmis ve bu sicaklikta 10 dk bekletilmistir. Detektor sicakligi 280
°C’dir. Konsantrasyonu bilinen yag asitleri metil esterleri (FAME) saf standardi analiz
edildikten sonra cihazdan elde edilen veriler ile oziitlerin analizi sonucu elde edilen
veriler kiyaslanarak nicel sonuglara ulagilmistir. Deteksiyon limiti (LOD) 20 mg/100 g
ve tayin limiti (LOQ) 50 mg/100 g olarak belirlenmistir. Kantitatif analiz amaciyla her
bir FAME i¢in 0, 50, 500, 5000 ve 50000 konsantrasyon seviyelerinde 5 noktali
kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.

3.6.2. Yag Asiti Bilesenleri Tayini Icin Tiirevlendirme Metotu

Cinar agaci numunelerinde mevcut olan yag asitleri, AOCS Resmi Metotu Ce 1h-05'e
(AOCS 2009) gore 0,1 gram numune ile sodyum hidroksit ve metanol reaksiyonu
gerceklestirilerek, yag asitleri metil esterleri (FAME) formuna g¢evrilmistir. 10 mL n-
hekzan ile karistirilarak, 5 dk siireyle vortekslenmistir. Tim karisimin
santrifiijlenmesinden sonra, iist sivi faz, 2 mL hacimli viale aseton ile 1/50 seyreltme
yapilarak GC-MS cihazina enjekte edilmistir. Analiz siiresi 63 dakikadir. Calismada
kullanilan GC-MS cihaz1 sekil 3.10°da verilmistir.

Sekil 3.10. Calismada kullanilan GC-MS cihazi
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3.7. Pestisitlerin GC-MS/MS ve LC-MS/MS ile Analizi

Bitkide bulunan pestisitleri incelemek i¢in bitkinin yaprak, kabuk ve kozalak
kisimlarindan kurutulup 6giitiilerek elde edilen kati parcaciklar kullanilmistir. Bitkinin
pestisit analizi Siileyman Demirel Universitesi SUDUM-Dogal Uriinler Uygulama ve
Arastirma Merkezi (YETEM)’de bulunan Pestisit analizleri Thermo Scientific Ultimate
3000 UHPLC, Thermo Scientific- TSQ Fortis (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham,
Massachussetts, USA) ve Thermo Scientific Trace GC Ultra, Thermo Scientific TSQ
Quantum XLS (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts, USA) cihazlari
ile yapilmistir. Bu analizler hizmet alimi seklinde yapilmustir.

GC-MS/MS ve LC-MS/MS cihazinda analiz i¢in vial hazirlanirken “hizli (quick),
kolay (easy), ucuz (cheap), etkili (effective), saglam (rugged) ve giivenli (safe)”
sozciiklerinin bas harflerinden olusturulan QUEChERS yontemi uygulanmistir. Bu
teknikte, oncelikle ACN ile ekstraksiyon (6ziitleme) islemi, sonrasinda Susuz magnezyum
silfat (MgSO,) ve sodyum Kloriir (NaCl) eklenmesi ile sivi-sivi ayirma islemi
uygulanmaktadir. Ardindan, dispersif kati faz ekstraksiyonu (dispersive-SPE)
kullanilarak 6rnek temizlenir (Anastassiades vd. 2003). Dispersif kat1 faz oziitlemesi
uygulamasinda susuz MgSO, ve primer sekonder amin (PSA) toz karisimlari ile C18 ve

aktif karbon kullanilir. Burada, ortamdaki fazla suyu MgSO, tutar. PSA c¢esitli polar

organik asitleri, polar pigmentleri, baz1 sekerleri ve yag asitlerinin 6ziite gegmesini 6nler.
C18 lipit ve sterolleri ve aktif karbon ise pigment ve sterollerin 6ziite gegmesini engeller
(Anonymous 2012).

Enstriimental analiz yontemleri, ¢ok hassas ve dikkatli ¢alisma prensipleri gerektiren
tekniklerdir. Bu analizlerde cihazlarin analitik performanslar1 bazi etkenlerin sonucunda
zamanla degisebilmektedir. Bu durum analiz sonucunu etkileyebilir. Dolayisiyla gerekli
cihaz bakimin1 yapmak, yipranan pargalarini tamir etmek veya yenisini takmak oldukca
onemlidir. Kullandigimiz cihazlarinin ¢aligma performansi yeterli olmalidir. Numune
hazirlama tekniginde olusabilecek hata kaynaklarinin 6nlenmesi gerekmektedir. Hatali
sonuglara yol acabilecek girisim veya cesitli bozucu etkilerin yok edilmesi, elde edilen
sonuglarin dogru hesaplanmasi ve giivenilirliginin kontrol edilmesi gereklidir. Biitiin bu
gereklilikleri saglayabilmek igin validasyon calismasi gerceklestirmek en iyisidir
(Anonymous 2011). GC-MS/MS ve LC-MS/MS cihazi sirasiyla sekil 3.11 ve 3.12°de
verilmistir.

Sekil 3.11. GC-MS/MS Cihazi Sekil 3.12. LC-MS/MS Cihazi
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3.7.1. GC-MS/MS Sistemi Cihaz Bilgileri

Pestisit analizinde kullanilan cihaz Thermo Scientific Trace GC Ultra, Thermo
Scientific TSQ Quantum XLS (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts,
USA) sistemidir.  Kromatografik  degerlendirmeler  Xcalibur  yazilimi ile
gerceklestirilmigtir. Calismada, kromatografik ayirim ig¢in kullanilan analitik kolon
Thermo Scientific TRACETM TR-5MS (5% Phenyl polysilphenylene-siloxane) (Thermo
Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts, USA) kapiler gaz kromatografi
kolonudur. Bitkinin 3 farkli kism1 igin QUEChERS metotu ile 6n hazirlik islemleri
yapilip, 6ziitlemesi yapilan numuneler GC- MS/MS sistemine enjekte edilmistir.

GC-MS/MS Sistemi kombinasyonu sdyledir;

e Thermo TSQ Quantum XLS Triple Quadrupole MS/MS dedektorii

e PTV (Programmable Temperature and Vaporization) inlet, sicaklik ve buharlasma
kontrollii GC inleti

e Multi-baffled liner, gok bolmeli inlet girisi
e Triplus Autoinjector otomatik ornekleyici
e Thermo Scientific HP-5MS (15 m x 0,25 mm x 0,25 um) analitik kapiler kolon

e Restek Capillary Grade Hydrocarbon Trap Helyum gazi saflastirma tiipii.

3.7.2. LC-MS/MS Sistemi Cihaz Bilgileri

Pestisit analizi i¢in kullanilan cihaz Thermo Scientific Ultimate 3000 UPLC, Thermo
Scientific- TSQ Fortis (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts, USA)
sistemidir. Kromatografik degerlendirmeler Xcalibur yazilimi ile gerceklestirilmistir.
Kromatografik ayirim i¢in kullanilan analitik kolon, Hypersil Gold RP C18 (1,9um),
50x2,1 mm (Thermo Fisher Scientific Inc. Waltham, Massachussetts, USA) UHPLC
kolonudur. Analiz stiresi 18 dakikadir.

3.7.3. QuEChERS Yontemi ile Vial Hazirlama
e Bitkinin dal, kozalak ve yaprak kisimlar1 falkon tiiplerde ayr1 ayr1 hazirlanmustir.
Bu islemde her bir bitki kismi i¢in 3 gr’lik bitki pargacigi iizerine 12 ml su ilave

edilmistir. Bu 15 g’lik numune 50 mL’lik falkon tiipe tartilmistir.

e Bu falkon tiipe 15 mL %1’lik asetik asit iceren asetonitril (ACN) eklenmistir.
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e Bu islemlerin ardindan tiipe 1,5 g susuz sodyum asetat (NaOAc) + 6 g susuz
magnezyum siilfat (MgSOQa4) toz karisimi eklenmistir.

e 15 dk boyunca elle galkalama yapilmistir. (Bu islemde sicaklik 40-45 °C’a
ulagmaktadir)

e Tiip 4000 rpm hizla 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir.

e Santrifiijlemenin ardindan 4 mL’lik 6zt tiiplere aktarildiktan sonra 200 mg
primer sekonder amin (PSA) + 600 mg susuz magnezyum siilfat (MgSO,) clean

up islemi icin eklenerek karistirilmustir.
e 4000 rpm hizda 5 dakika boyunca tekrar santrifiijleme yapilmistir.
e Santrifiijjden sonra viale 1 mL’lik 6ziit alinarak GC-MS/MS cihazina verilmistir.

e Santriflij islemi sonrasinda viale 350 ul 6ziit ve %50 A, %50 B fazi igeren
homojen ¢ozeltiden 650 pl toplamda 1 ml olacak sekilde alinarak LC-MS/MS
cihazina verilmistir.

3.8. Antioksidan Testler

Bu tez caligmasinda antioksidan testler i¢in 3 farkli antioksidan test yontemi se¢ilmistir.
Bir bitkinin ya da maddenin antioksidan o6zelliginden bahsedebilmek i¢in c¢esitli
parametrelere bagliliktan 6tiirii tek bir yontem yeterli degildir. Bu yiizden bir bitkinin ya
da maddenin antioksidan &zelliginden bahsedebilmek igin farkli antioksidan testler
yapmak gereklidir (Mammadov 2020). Antioksidan testlerde Akdeniz Universitesi
Kimya boliimii Analitik kimya arastirma laboratuvarinda bulunan Antioksidan testlerde
spektrofotometrik olgtimlerde Varian Cary 100 Bio UV-Vis spektrofotometre
kullanilmigtir. Calismada kullanilan spektrofotometre cihazi sekil 3.13’te verilmistir.

Sekil 3.13. Calismada kullanilan UV-Vis spektrofotometre cihazi
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3.8.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikril hidrazil) Testi

DPPH analizi, Blois (1958) metotuna gore yapilmistir. Bu metota gore; 0,2 mM’lik
DPPH ¢6zeltisi metanol ile hazirlanmistir. (8 mg DPPH bilesigi tartilip, 100 ml metanolde
¢Oziilmiistiir.) Baska bir yerde farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 25, 50, 100, 250, 1000)
ng/ml ¢ozeltileri metanol ile hazirlanmistir. 1:1 oraninda 0,2 mM DPPH ¢ozeltisi ile farkl
derisimlerde hazirlanan Oziitler ayri ayri karigtirilarak 30 dk siireyle 25 °C’da
inkiibasyona birakilmistir. Siire sonunda 515 nm’de absorbanslar1 okunmustur.

Numune konsantrasyonlarina karsi absorbans degerleri grafige aktarilarak maksimum
absorbansi yarisina denk gelen numune konsantrasyonu hesaplanmistir. Bu testte
sonuclar DPPH radikal derigimini yartya indiren numune konsantrasyonu ICso olarak
verilir. 1Cso degeri pug/ml birimiyle ifade edilir. Kontrol i¢in DPPH ve metanol
kullanilmistir. Sonuglar kiyaslanirken, ICso degeri ne kadar diisiikse, antioksidan 6zellik
o kadar ytiksektir seklinde yorumlanir. Yiizde DPPH giderme aktivitesi Denklem (1) ile
hesaplanir. DPPH testi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler sekil 3.14’te verilmistir.

Akontrol = Aornek
(1) % DPPH radikali giderme aktivitesi = (Aontro ornek ) x 100
Akontrol

Sekil 3.14. DPPH testi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

3.8.2. Hidroksil Radikali (eOH) Yakalama Aktivitesi (Deoksiriboz
Degradasyon) Testi

Hidroksil radikal yakalama-deoksiriboz analizi, Halliwell vd. (1987)’ne gore
yapilmistir. Buna gore; 17,28 mM H,0,, 33,6 mM 2-deoksi-D-riboz, 1,2 mM askorbik

asit hazirlanir. Fosfat konsantrasyonu 120 mM olacak sekilde KH,PO,-KOH (pH 7,4)
tamponu hazirlanir. Bagka bir yerde 0,1 mM FeCl; ve 0,104 mM EDTA esit hacimde bir
araya getirilir.
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Hazirlanan 6ziit konsantrasyonlari (0, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000) pg/ml’dir. Her
bir konsantrasyon i¢in metota gére, (0,1 mL) H ,0, (0,1 mL) 2-deoksi-D-riboz, (0,7 mL)
oziit ¢ozeltisi, (0,1 mL) FeCl;-EDTA ¢ozeltisi ve 0,1 mL fosfat tampon c¢ozeltisi
kanistirilir. Deoksiriboz degradasyonu 0,1 mL askorbatin bu karisima eklenmesiyle
baglatilir. Karisimin tamami ¢alkalamali bir su banyosunda 37 °C’da 60 dk boyunca
inkiibe edilip, bu siirenin sonunda 0,05 M NaOH iginde hazirlanan 1 mL %1 (w/v) TBA
(tiyobarbitiirik asit) ve 1 mL %2,8 (w/v) TCA (trikloro asetik asit) eklenir. 80 °C’da 20
dk 1sitildiktan sonra kirmizi renkte kromojen olusur. Karisim sogutulur ve 532 nm’de
absorbans okunur ve sonuglari, 1Cso degeri olarak verilir. Yiizde eOH giderme aktivitesi
Denklem (2) ile hesaplanir. Hidroksil radikal siiptirme-Deoksiriboz testi i¢in hazirlanan
¢ozeltiler sekil 3.15°te verilmistir.

Akontrol — Adrnek
(2) % *OH radikali giderme aktivitesi = (Akontro rnek) x 100
Akontrol

Sekil 3.15. Hidroksil radikal siiptirme-Deoksiriboz testi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

3.8.3. Toplam Flavonoid icerigi (TFC) Testi

Bitkiden elde edilen oziitlerin toplam flavonoid igerigi Bhandari L. (2014)
tarafindan rapor edilen yonteme gore belirlenmistir. Bu metota gore, cesitli standart rutin
konsantrasyonlar1 (0, 10, 25, 50, 100, 250, 500) pg/ml olarak hazirlanmistir. 4 mL ultra
saf su su iceren 10 mL'lik balon jojeye metanol i¢indeki her konsantrasyondan 1 mL rutin
ilave edilir. Sifir zamaninda, 0,3 mL %5 sodyum nitrit, 5 dk sonra 0,3 mL %10 AIClIs ve
6. dk’de 2 mL 1 M sodyum hidroksit karisima eklenir. Hemen karigimin toplam hacmi
2,4 mL ultra saf su ilave edilerek, 10 mL'ye tamamlanir ve iyice karistirilir. Pembe renkli
karisimin absorbansi, rutin harig tiim reaktifleri i¢eren bir kore kars1 510 nm'de belirlenir.
Farkl1 rutin konsantrasyonlarinda elde edilen ortalama absorbans degerleri, kalibrasyon
egrisini ¢izmek i¢in kullanilir.
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Bitkiden elde edilen oziitlerin her birinin tek bir konsantrasyonu (250 pg/ml)
hazirlanmistir. Yukarida belirtilen prosediir oziitler i¢in aym sekilde uygulanmistir ve
absorbans Olglimleri yapilmistir. 1’den 12’ye kadar numaralandirilan her o6ziit igin
absorbans kaydedilerek, her bir 6ziitiin, toplam flavonoid igerigi, kuru &ziitiin granmu
(mg/g) basina mg rutin esdegerleri (RE) olarak ifade edilmistir. Toplam flavonoid igerigi
denklem 3’e gore hesaplanmistir. Toplam flavonoid igerigi (TFC) testi i¢in hazirlanan
¢ozeltiler sekil 3.16°da verilmistir.

(C = toplam flavonoid igerigi mg RE/g kuru 6ziit, ¢ = mg/mL cinsinden kalibrasyon
egrisinden elde edilen rutin konsantrasyonu, V = mL cinsinden 6ziit hacmi, m = gram
cinsinden o6ziit kiitlesidir.)

Sekil 3.16. Toplam flavonoid igerigi (TFC) testi i¢in hazirlanan ¢ozeltiler

3.9. Antibakteriyel Testler

Platanus orientalis L. bitkisinden elde edilen 6ziitlerin bazi patojen bakterilere karsi
etkinligini belirlemek icin disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Bu amacgla CLSI
tarafindan 6nerilen standart disk diflizyon metotu kullanilmistir. Bu ¢alismada kullanilan
bakteriler; Gram(+) bakteri olarak; Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Enterococcus
faecalis ATCC 29212; Gram(-) bakteri olarak Escherichia coli ATCC 25922 ve
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 segilmistir. Bakterilerin gogaltilmasi islemi sekil
3.17°de verilmistir.
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Sekil 3.17. Bakterilerin ¢ogaltilmasi

3.9.1. Disk Difiizyon Yontemi

Platanus orientalis L. bitkisinin antibakteriyel 6zelliklerini analiz etmek igin ucuz ve
uygulamasi basit oldugundan Kirby-Bauer, disk difiizyon yontemi kullanilmistir. Bu
metota gore, stok bakteri tiirleri ilk olarak agar plaklarinda gece boyunca 37 °C’da
inkiibasyona birakilarak ¢ogaltilir. Sonra bakteriler %0,9’luk NaCl soliisyonu igerisinde
tim bakterilerin siispansiyonlar1 standart yogunlugunda olacak sekilde 0,5 McFarland
(1x108 hiicre/ml) bulanikligma getirilir. (McFarland standardi 0,048 mol/L %]1,175
(w/v)’lik 0,5ml BaCl2.2H20 ve 0,18 mol/L %1 (v/v)’lik 0,36 N 99,5 ml H2SOs ile
hazirlanir, karanlik ortamda, agzi kapali durumda saklanir.) Tiim bakteriler i¢in Mueller
Hinton Agar kullanilmustir.

Sekil 3.18. Bakterilerin McFarland Sekil 3.19. Bakteri inokulumlarinin
Standartina getirilmesine hazirlanmasi
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Hazirlanan besiyerleri petri kaplarinin altina tamamen dagilacak sekilde ince bir
katman olarak dokiilmiistiir ve kapaklar1 kapatilarak +4 °C’da saklanmistir. % 0,9‘luk
NaCl ile hazirlanan bakteri inokulumlarindan steril pamuk uglu ekiivyon ¢ubugu ile
besiyerine 60°’lik acilarla diizgiince siiriilerek ekim yapilmistir. 200 mg/ml’lik sulu
¢ozeltiler olarak hazirlanan oziitlerden 20 pl’lik miktarlar 6 mm’lik kagit disklere
emdirilip, petri kaplarma 2-2,5 cm araliklarla yerlestirilmistir. Her bakterinin
duyarliligina gore CLSI’den segilen standart antibiyotik diskleri (Vankomisin, Penisilin,
Amoksisilin-Klavulanik asit, Seftazidim) pozitif kontrol olarak konulmustur. Tim
bakteriler normal atmosfer ortaminda hepsi 37 °C’da bir gece inkiibasyona birakilmigtir
ve siire sonunda disklerin etrafinda ireme olugmayan alan mm olarak 6l¢iiliip zon gaplari
elde edilmistir. Her bir test iic kez tekrarlanarak zon caplari standart sapmasiyla
verilmistir.

Sekil 3.20. Besiyerlerinin hazirlanisi Sekil 3.21. Inkiibasyon islemi
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. U-HPLC-MS/MS Cihaz ile Fenolik Bilesen Analizi Sonuclari

Platanus orientalis L. bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen Grup-1, Grup-2 ve
Grup-3 oziitlerinin igerdigi fenolik bilesenleri U-HPLC-MS/MS ile 15 adet standart
fenolik bilesik (bkz. 3.5) kullanilarak kantitatif bir sekilde analiz edilmis olup, 6ziitlerde
bunlardan 10 adet fenolik bilesigin miktarlar: tespit edilmistir. Oziitlerde belirlenen
fenolik bilesikler: epikatesin, Katesin, epigallokatesin, epigallokatesin gallat, p-kumarik
asit, gallik asit, kafeik asit, ferulik asit, kaftarik asit, mirisetin’dir.

Cizelge 4.1. (Grup-1) infiizyon (Etanol) &ziitlerinin fenolik bilesen igerikleri

Fenolik Bilesikler Yaprak Oziit (No:1)  Kabuk Oziit (No:2)  Kozalak Oziit (No:3)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Epikatesin 80,5 40,8 75,8
Katesin 112,0 36,0 67,4
Epigallokatesin 46,4 13,5 33,7
Epigallokatesingallat 53 2,8 8,2
p-Kumarik asit 22,8 6,1 18,9
Gallik asit 2,6 13 4,4
Kafeik asit 46,8 14,6 50,5
Ferulik asit 18,6 - 7,1
Kaftarik asit 13 - 2,7
Mirisetin 3,8 - 3,2

Bitkinin Grup-1 Infiizyon (Etanol) dziitlerinin fenolik bilesen igerikleri Cizelge
4.1°de mg/kg biriminde verilmistir. Bu sonuglara gore 1 nolu yaprak 6ziit katesin (112,0
mg/kg), epikatesin (80,5 mg/kg), kafeik asit (46,8 mg/kg), epigallokatesin (46,4 mg/kg)
olarak kozalak ve kabuk 6ziite gore yliksek miktarda fenolik bilesik icermektedir. Fenolik
bilesik miktarlar1 bakimindan oziitler yaprak 6ziit>kozalak oziit>kabuk o6ziit seklinde
siralanmaktadir. Ayrica, sonuglara goére infiizyon (etanol) Oziitlerinin katesin ve
epikatesin bakimindan 36-112 mg/kg arasinda degisen en yiiksek sonuglar1 verdigi
goriilmektedir. En diisiik sonuglar ise kaftarik asit ve mirisetin bilesiklerinde tespit
edilmistir. Bu oOziitlerin kafeik asit miktarlar1 incelendiginde yaprak (46,8 mg/kg);
kozalak (50,5 mg/kg); kabuk (14,6 mg/kg) olarak diger fenolik bilesiklere gore oldukga
yiiksek sonuglar verdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.2. (Grup-2) Sokslet (Su) 6ziitlerinin fenolik bilesen igerikleri

Fenolik Bilesikler Yaprak Oziit (No:4) Kabuk Oziit (No:5) Kozalak Oziit (No:6)

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Epikatesin 90,1 63,7 72,6
Katesin 78,6 58,1 66,3
Epigallokatesin 21,9 24,1 27,6
Epigallokatesingallat 51 5,6 6,5
p-Kumarik asit 11,8 12,8 14,8
Gallik asit 2,7 2,9 34
Kafeik asit 41,6 33,2 38,5
Ferulik asit 18,4 - 11,3
Kaftarik asit 1,6 1,7 2,0
Mirisetin 39 - -

Bitkinin Grup-2 sokslet (su) dziitlerinin fenolik bilesen igerikleri Cizelge 4.2°de
mg/kg olarak verilmistir. Bu sonuglara gore 4 nolu yaprak 6ziit epikatesin (90,1 mg/kg),
katesin (78,6 mg/kg), kafeik asit (41,6 mg/kg) olarak kozalak ve kabuk 6ziite gore yiiksek
miktarda fenolik bilesik i¢ermektedir. Genel olarak oziitler, yaprak oziit>kozalak
Oziit>kabuk 0ziit seklinde siralanmaktadir. En diisiik sonuglar kaftarik asit ve mirisetin
fenolik bilesiklerinde goriilmiistiir. Kafeik asit miktarlar1 ise yaprak (41,6 mg/kg); kabuk
(33,2 mg/kg); kozalak (38,5 mg/kg) olarak tespit edilmistir.

Cizelge 4.3. (Grup-3) Sokslet (Etanol) 6ziitlerinin fenolik bilesen igerikleri

Fenolik Bilesikler Yaprak Oziit (No:7) Kabuk Oziit (No:8) Kozalak Oziit (No:9)

(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Epikatesin 103,8 72,1 126,1
Katesin 93,5 65,8 116,2
Epigallokatesin 37,4 27,3 49,6
Epigallokatesingallat 10,9 6,4 9,2
p-Kumarik asit 24,6 14,6 20,9
Gallik asit 5,5 3,3 4,7
Kafeik asit 62,4 37,8 52,8
Ferulik asit 21,7 - -
Kaftarik asit 3,1 1,9 2,6
Mirisetin 7,6 - -
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Bitkinin Grup-3 sokslet (etanol) 6ziitlerinin fenolik bilesen igerikleri Cizelge
4.3’te mg/kg olarak verilmistir. Bu sonuglara gére 9 nolu kozalak 6ziitii epikatesin (126,1
mg/kg) ve katesini (116,2 mg/kg) yaprak ve kabuk oziite gore yiiksek miktarlarda
icermektedir. Fenolik bilesik miktarlar1 bakimindan genel olarak Kozalak 6ziit>yaprak
oziit>kabuk o6ziit seklinde siralanmaktadir. Ancak, fenolik bilesik ¢esidi bakimindan
bakildiginda yaprak oziitler diger oOziitlere gére daha fazla sayida fenolik bilesik
icermektedir. Grup-1, Grup-2 ve Grup-3 oziitlerinin HPLC cihazi sonuglarina gore elde
edilen fenolik bilesik miktarlar1 mg/kg olarak Sekil 4.1°de verilmistir.

Dogan ve Anuk (2019) tarafindan LC-DAD/MS/MS cihaz1 ile yapilan fenolik
bilesen analizinde ise bitkinin etanol yaprak 6ziitiinde baskin bilesigin kaempferol oldugu
belirlenmistir. Calismanin sonuglarinda belirli dozlarda Platanus orientalis yaprak
infiizyonunun kullaniminin potansiyel antioksidan oldugu belirlenmistir. Tiim ¢alisma
degerlendirildiginde, Platanus orientalis yapraklarinin kamferol ve tiirevleri bakimindan
zengin oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonuglar daha onceki calismalar1 destekler
niteliktedir. Bu tez ¢calismasinda ise baskin fenolik bilesikler epikatesin ve katesindir.
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Sekil 4.1. Sirasiyla (1°den 9’a kadar) Grup-1, Grup-2 ve Grup-3 6ziitlerinin HPLC cihazi

ile belirlenen mg/kg olarak fenolik bilesik miktarlari
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4.2. GC-MS Cihaz ile Yag Asiti Analizi Sonuclar:

Platanus orientalis L. bitkisinin farkli kisimlarindan elde edilen oziitlerinin (Grup-4)
GC-MS ile yag asiti analizi 15 adet (bkz. 3.6) yag asiti standardu ile yapilmistir. Caligmada
Grup-4 (n-Hekzan) oziitlerinin icerdigi yag asitleri palmitoleik asit, palmitik asit,
heptadekanoik asit, linoleik asit, oleik asit, stearik asit ve 11-Eikosenoik asit bilesikleri
tespit edilmistir. Bitkinin yag asiti analizinde 7 adet yag asiti tiirii tespit edilmistir.
Calismada 6l¢iim limiti 0,05 mg/kg’dir.

Cizelge 4.4. (Grup-4) Sokslet (n-Hekzan) 6ziitlerinin igerdigi yag asitleri

Yag Asitleri Formiil Yaprak Oziit Kabuk Oziit Kozalak Oziit
(No:10) (No:11) (No:12)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Palmitoleik asit Ci16H3002 8,24 2,52 -
Palmitik asit C16H3202 72,31 21,18 5,07
Heptadekanoik asit Ci17H3302 18,52 5,62 2,43
Linoleik asit C18H3202 12,83 3,67 1,72
Oleik asit Ci1sH3402 3,18 - -
Stearik asit CisH3s02 478,71 161,34 11,91
11-Eikosenoik asit C20H320: 6,35 - -
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Sekil 4.2. Bitkinin 3 farkli kismindan sokslet (n-Hekzan) yontemiyle elde edilen Grup-4
oOziitlerinin igerdigi yag asitlerinin yiliksekten diisiik miktara dogru mg/kg olarak dagilim
grafigi
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Bitkinin Grup-4 olarak adlandirilan sokslet (n-Hekzan) yontemiyle elde edilen
Oziitlerinin icerdigi yag asitleri Cizelge 4.4’te verilmistir. Bu sonuglarda yag asitlerinin
bitkide bulunan miktara gore yiiksekten diisiige dogru grafigi ise Sekil 4.2’de mg/kg
olarak verilmistir. Bu sonuglara goére; 10 nolu yaprak oziitte bulunan stearik asit
478,71mg/kg, palmitik asit 72,31 mg/kg olarak tespit edilmis olup, kozalak ve kabuk
oOziitlere gore daha yiiksek miktardadir. Bitkide bulunan yag asiti yogunluguna gore ise
oOziitler yaprak>kabuk>kozalak seklinde siralanmistir. Bitkide bulunan baskin yag asitleri
sirasiyla stearik asit, palmitik asit ve heptadekanoik asittir. En diisiik yag asiti miktarlari
ise palmitoleik asit, 11-Eikosenoik asit ve oleik asittir. Bitkinin yag asiti bakimidan
oldukc¢a zengin oldugu gorilmiistiir.

Dogan ve Anuk tarafindan yapilan calismada, GC-MS ile yapilan analizlerde,
yaprak Oziitte; stearik asit %44,23 katki ile baskin yag asididir, ardindan palmitik %8,12,
oktadekanoik %5,91, linoleik asitler %2,99 ve linolenik asitler %1,10 gelmektedir ve 2,4-
ditert-butilfenoliin %15,58, benzaldehitin %4,15 nispi konsantrasyona sahiptir. Bu tez
calismasinda elde edilen bulgulari, Dogan ve Anuk (2019)’un ¢alismasinda elde edilen
bulgular ile karsilastirildiginda baskin yag asiti bakimindan paralel sonuglara ulasilmistir.
Dogan ve Anuk (2019)’un c¢alismasinda sonuglar ylizde olarak verilirken, bu tez
calismasinda yag asiti miktarlari mg/kg olarak verilmistir.

4.3. GC-MS/MS ve LC-MS/MS ile Pestisit Analizi Sonuglar

Bitkinin yaprak, kabuk ve kozalak kisimlarmin kurutularak elde edilen
parcaciklarindan pestisit analizi yapilirken yaklasik 350 pestisit iizerinde calisma
yapilmistir. QUEChERS yontemi ile hazirlanan vialler cihaza verilerek enjeksiyon
yapilmistir. GC/MS-MS ve LC-MS/MS cihazi ile QUEChERS yontemi kullanilarak elde
edilen pestisit analizi sonuglar1 sirasiyla Cizelge 7.1 ve Cizelge 7.2 olarak EK-1’de
verilmistir. Calismada yapilan pestisit analizlerine gore bitkinin yaprak, kabuk ve kozalak
kisimlarinda pestisit kalintisina rastlanmamistir. Buna gore, bitki dogal ortaminda pestisit
gibi zararl1 maddeler barindirmamaktadir. Elde edilen sonuglarda pestisit miktarlarinin
raporlama limitinin altinda kaldig1 goriilmiistiir.

4.4. DPPH Radikali Yakalama Testi Sonuclari

DPPH konsatrasyonunu %50 azalmak icin gerekli 6ziit/antioksidan miktari, 1Csg ile
ifade edilmistir. 515 nm’de UV-Vis spektrofotometre ile o6ziitlerin absorbanslari
Ol¢iilmiistiir. Test edilen oziit/antioksidan igin % inhibisyon degerleri hesaplanmustir.
Farkli konsantrasyonlarda bulunan 6ziitler (1’den 12’ye kadar) ve kontrol icin DPPH testi
sonucu elde edilen ortalama absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri standart
sapmalart ile birlikte sirasiyla Cizelge 4.5, Cizelge 4.6, Cizelge 4.7, Cizelge 4.8, Cizelge
4.9, Cizelge 4.10, Cizelge 4.11, Cizelge 4.12, Cizelge 4.13, Cizelge 4.14, Cizelge 4.15,
Cizelge 4.16’de verilmistir. Cizelgelerin elde edildigi verilerin tamami EK-2°de
verilmigtir.
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Cizelge 4.5. No:1 (Yaprak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve
% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %
(ng/mi) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,2568+0,0029 1,5769 20,3+0,18
25 1,1649+0,0013 1,5769 26,12+0,08
50 1,0368+0,0009 1,5769 34,25+0,06
100 0,6985+0,0009 1,5769 55,71+0,06
250 0,2491+0,0007 1,5769 84,23+0,06

Cizelge 4.6. No:2 (Kabuk 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve
% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Qrtalama %
(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,1765+0,0006 1,2052 2,38+0,05
25 1,1522+0,0018 1,2052 4,4+0,15
50 1,1108+0,0014 1,2052 7,83+0,12
100 1,0765+0,0018 1,2052 10,68+0,15
250 0,8488+0,0019 1,2052 29,57+0,16
1000 0,1276+0,0022 1,2052 89,41+0,18

Cizelge 4.7. No:3 (Kozalak 6ziit) igcin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve
% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %

(ug/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,3129+0,0017 1,3374 1,82+0,13
25 1,3065+0,0003 1,3374 2,31+0,03
50 1,2630+0,0013 1,3374 5,56+0,09
100 1,1719+0,0009 1,3374 12,37+0,07
250 1,0605+0,0017 1,3374 20,70+0,13
1000 0,6117+0,0029 1,3374 54,26+0,22

Cizelge 4.8. No:4 (Yaprak o6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve
% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %
(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,4746+0,017 1,6212 9+0,10
25 1,4002+0,022 1,6212 22,1+0,22
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Cizelge 4.8’in devami

50 1,1739+0,016
100 0,9725+0,026
250 0,3830+0,015

1,6212
1,6212
1,6212

27,610,1
40+0,18
76,4+0,05

Cizelge 4.9. No:5 (Kabuk 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama
(ng/ml) Absorbans
10 1,2337+0,0004
25 1,1573+0,0018
50 0,9855+0,0018
100 0,6191+0,0013
250 0,2564+0,0021

Kontrol

Absorbansi

1,3659
1,3659
1,3659
1,3659
1,3659

Ortalama %

inhibisyon
9,67+0,03
15,26+0,14
27,84+0,14
54,67+0,09
81,22+0,15

Cizelge 4.10. No:6 (Kozalak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans

ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon (ug/ml) Ortalama
Absorbans
10 1,2517+0,0098
25 1,2300+0,0011
50 1,1724+0,0012
100 0,9808+0,0002
250 0,5468+0,0005

Kontrol
Absorbansi

1,3706
1,3706
1,3706
1,3706
1,3706

Ortalama %

Inhibisyon
8,7+0,07
10,3+0,08
14,5+0,09
28,4+0,01
60,1+0,04

Cizelge 4.11. No:7 (Yaprak o6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans

ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama
(ng/ml) Absorbans
10 1,4332+0,0011
25 1,3699+0,0008
50 1,2007+0,0009
100 0,9374+0,0028
250 0,3742+0,0021

83

Kontrol
Absorbansi

1,5664
1,5664
1,5664
1,5664
1,5664

Ortalama %
Inhibisyon
8,50+0,07
12,54+0,05
23,41+0,06
40,15+0,18
76,11+0,14
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Cizelge 4.12. No:8 (Kabuk 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve
% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %
(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 0,9145+0,0015 1,0274 10,98+0,15
25 0,8855+0,0008 1,0274 13,80+0,08
50 0,7788+0,0021 1,0274 24,19+0,2
250 0,0959+0,0025 1,0274 90,66+0,24

Cizelge 4.13. N0:9 (Kozalak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans
ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %

(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,3159+0,0020 1,3954 5,69+0,15
25 1,2349+0,0014 1,3954 11,49+0,1
50 1,1928+0,0022 1,3954 14,51+0,15
100 1,0364+0,0009 1,3954 25,72+0,06
250 0,7444+0,0014 1,3954 46,65+0,1
1000 0,6381+0,0023 1,3954 54,26+0,16

Cizelge 4.14. No:10 (Yaprak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans
ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Qrtalama %
(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,3770+0,0015 1,5347 10,27+0,09
25 1,3526+0,0008 1,5347 11,87+0,05
50 1,3066+0,0023 1,5347 14,86+0,15
100 1,1941+0,0018 1,5347 22,19+0,12
250 0,9919+0,0016 1,5347 35,36+0,1

Cizelge 4.15. No:11 (Kabuk 6ziit) i¢in DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans
ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %
(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,2063+0,0014 1,2375 2,52+0,12
25 1,1983+0,0006 1,2375 3,17+0,05
50 1,1775+0,0004 1,2375 4,85+0,03
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Cizelge 4.15’in devami

100 1,1243+0,0009 1,2375 9,15+0,07
250 1,0029+0,0012 1,2375 18,95+0,09
1000 0,7757+0,0040 1,2375 37,311+0,32

Cizelge 4.16. N0:12 (Kozalak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans
ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Qrtalama %
(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
10 1,3539+0,0010 1,3723 1,34+0,08
25 1,3269+0,0019 1,3723 3,3240,15
50 1,2965+0,0018 1,3723 5,52+0,13
100 1,2790+0,0006 1,3723 6,79+0,05
250 1,1304+0,0015 1,3723 17,62+0,1

Cizelgelerdeki konsantrasyona karsilik gelen % inhibisyon degerlerinin grafikleri
cizilmigtir. Dogrusal regresyon analizi sonucu elde edilen en iyi dogru denklemi ve
korelasyon katsayisinin kareleri ile birlikte 6ziitlerin grafikleri sirasiyla Sekil 4.3, Sekil
4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12,
Sekil 4.13 ve Sekil 4.14’de verilmistir.

100 100y = 0,0872x + 3,1846
920 y =0,2641x + 21,146 o 90 R2=09951 .®
80 R>=0,9671 .- 80
g 70 g 70
Z 60 . Z o0
2 50 2 50
E 40 £ 40
30| o $ 30, e
20 @ 204 7
10 10
0 0 ’.
0 100 200 300 0 500 1000 1500
Konsantrasyon (ug/ml) Konsantrasyon (ug/ml)
Sekil 4.3. DPPH testinde No:1 Sekil 4.4. DPPH testinde No:2
(YYaprak 6ziit) i¢in elde edilen (Kabuk 6ziit) igin elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.7. DPPH testinde No:5 Sekil 4.8. DPPH testinde No:6
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konsantrasyon-% inhibisyon grafigi konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.13. DPPH testinde No:11 Sekil 4.14. DPPH testinde No:12
(Kabuk o6ziit) i¢in elde edilen (Kozalak 6ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Grafiklerden elde edilen dogrulardaki %50 inhibisyon degerine karsilik gelen
konsantrasyon degeri, bitki 6ziitiiniin DPPH Radikalini %50 oraninda séniimlendirmesi
i¢in gerekli 6ziit konsantrasyonu ICs, degerini ifade etmektedir. Tiim oziitler i¢in bulunan

ortalama ICg, degerleri Cizelge 4.17°de standart sapmalari ile birlikte verilmistir.

Cizelge 4.17. Bitki 6ziitlerinin DPPH testi sonucu hesaplanan ICso Degerleri

Bitki Oziitleri Ortalama ICso Degeri
GRUP-1 (infiizyon-Etanol)
No:1 Yaprak oziit 109,254+0,08
No:2 Kabuk 6ziit 536,873+0,13
No:3 Kozalak 6ziit 894,937+0,11
GRUP-2 (Sokslet-Su)
No:4 Yaprak oziit 144,358+0,13
No:5 Kabuk 6ziit 128,397+0,11
No:6 Kozalak 6ziit 203,504+0,06
GRUP-3 (Sokslet-Etanol)
No:7 Yaprak oziit 150,647+0,1
No:8 Kabuk 6ziit 128,756+0,16
No:9 Kozalak 6ziit 263,907+0,12
GRUP-4 (Sokslet-n-Hekzan)
No0:10 Yaprak o6ziit 383,056+0,1
No:11 Kabuk 6ziit 1328,029+0,11
No:12 Kozalak 6ziit 753,905+0,1
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Antioksidan etki yorumlanirken ICso degeri diisiik olan 6ziitiin antioksidan etkisi daha
yiiksektir seklinde yorumlanmaktadir. Cizelge 4.19°da bitki 6ziitlerinin DPPH testi
sonucunda hesaplanan 1Cso degerlerine gore infiizyon (etanol) yontemiyle hazirlanan
yaprak o6ziitii (109,254+0,08) ile en yiiksek antioksidan etkiye sahiptir. Ancak sokslet (su)
yontemiyle elde edilen oziitlerin ICso degerlerine bakildiginda su o6ziitlerinin diger
Oziitlerden daha yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Cizelge 4.19°da
verilen 1Cso degerlerine gore genel olarak, inflizyon ve sokslet yontemiyle elde edilen
yaprak oziitlerdeki antioksidan etki kabuk ve kozalak oziitlere gore daha yiiksektir. Buna
gore antioksidan etki bakimindan 6ziitler genel olarak Grup-2>Grup-3>Grup1>Grup4
seklinde siralanabilir.

Irtiza vd. (2016) tarafindan Kesmir Cinarlari {izerinde yapilan ¢alismada bitkinin
metanol, kloroform ve sulu ekstraklar1 Sokslet aparatinda 6ziitlenmistir. DPPH analizi
sonuglarina gore genel olarak, metanol ve kloroform 6ziitleri su 6ziitiine gore antioksidan
etki bakimindan daha yliksek sonuclar vermistir. Yapraklarin ve kokiin sulu 6ziitleri
belirli bir inhibisyon gosterirken, metanol ve kloroform 6ziitler inhibisyon
gostermemistir. Bitki ekstraklari, askorbik asitle kiyaslandinda ise yiiksek sonuglar
vermistir. Bu tez ¢alismasinda ise DPPH testi sonucunda su oziitlerin digerlerine gore
daha yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Elde edilen sonuglarda Grup-
2 ve Grup-3 kabuk oziitler genel olarak antioksidan etki bakimindan daha yiiksek sonuglar
vermistir. Bu ¢calismada elde edilen verilerde 6nceki ¢aligmalara paralel sonuglara ulasilsa
da bazi sonuglarda farkliliklar oldugu goriilmiistiir. Bu durumun nedeninin degisik
cografyalarin hava ve toprak kosullarindan kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ciinki
agaclarin igerdigi bilesenlerin agacin farkli kisimlarinda miktar bakimindan gesitliligi
bulunulan cografyanin kosullarina bagli olarak degisiklik gosterebilir.

Ugar vd. (2018) tarafindan yapilan caligmada, daha diisiik konsantrasyonlarda
metanol 6ziitii, su Oziitlerinden daha aktiftir. Bu ¢alismada serbest radikallerin olusumu,
¢inar yapraklarindan metanol ve su 6ziitlerinin metal ile selat olusturabilme yetenekleri
arastirillmistir. Sonuglar, su 6ziitiinden, metanol 6ziitiinden daha yiiksek miktarlarda su
oziitiinde bulunan polar bilesiklerle iligkili olabilecek giiglii demir selatlama aktivitesi
sergiledigini gostermistir. Cesitli caligmalardan gortildiigii lizere oziitlerin antioksidan
etkisi uygulanan antioksidan metota gore degisiklik gostermektedir. Bu yiizden
antioksidan etkiden bahsedebilmek igin “Birden ¢ok test yapilmasi gerekmektedir”
sonucuna varilmistir. Ayrica, ¢ozlicii sistemi, uygulanan 6ziitleme yontemi bakimindan
sonuclar degerlendirildiginde dnceki caligsmalara benzer sonuglar ¢ikabilecegi gibi, farkli
sonuclar da goriilmektedir. Ancak, birden ¢ok antioksidan test yapinca caligsmalarin
sonuglarinin birbiriyle kiyaslanmasi veya bu ¢alismalarin kendi i¢inde antioksidan etki
bakimindan degerlendirilmesi kolaylasmaktadir.

4.5. Hidroksil Radikali (¢OH) Yakalama Aktivitesi (Deoksiriboz Degradasyon)
Testi Sonuclar

Hidroksil radikalinin konsantrasyonunu %50 azaltmak i¢in gerekli 6ziit/antioksidan
miktar1, yine 1Cso degeri ile ifade edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 25, 50, 100,
250, 500 ve 1000 pg/mL) bitki Oziitleri su ile hazirlanmistir. Su ile kér deneme
yapilmustir. Sonuglar, 1Cso degeri olarak verilmistir. Test edilen 6ziit/antioksidan igin %
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inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Farkli konsantrasyonlarda bulunan bitki 6ziitleri ve
kontrol igin olgiilen absorbans ve hesaplanan % inhibisyon degerleri yaprak, kabuk,
kozalak kisimlarindan elde edilen, 1°den 12’ye kadar numaralandirilan, Oziitlerin
hidroksil radikal siiplirme testi sonuglari sirastyla Cizelge 4.18, Cizelge 4.19, Cizelge
4.20, Cizelge 4.21, Cizelge 4.22, Cizelge 4.23, Cizelge 4.24, Cizelge 4.25, Cizelge 4.26,
Cizelge 4.27, Cizelge 4.28 ve Cizelge 4.29°da verilmistir. Karsilastirma yapabilmek i¢in
BHA ¢ozeltileri de ayni derisimlerde ve ayni yontemle hazirlanarak sonuglar1 Cizelge
4.30’da verilmistir. Elde edilen verilerin tamamini i¢eren ¢izelgeler EK-3de verilmistir.

Cizelge 4.18. No:1 (Yaprak o6ziit) i¢cin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Qrtalama %
(ng/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
25 0,3843+0,0022 0,4035 4,75+0,46
50 0,3623+0,0012 0,4035 10,23+0,30
500 0,2834+0,0007 0,4035 29,76+0,18
1000 0,2682+0,0012 0,4035 33,54+0,30

Cizelge 4.19. No:2 (Kabuk o6ziit) icin «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Qrtalama %
(na/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
25 0,3698+0,0005 0,4733 22,15+0,54
50 0,3591+0,0006 0,4733 24,1340,11
500 0,3275+0,0020 0,4733 30,81+0,41
1000 0,3082+0,0005 0,4733 35,07+0,42

Cizelge 4.20. No:3 (Kozalak 6ziit) i¢cin ¢OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %
(ug/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
50 0,3534+0,0051 0,4143 14,65+1,24
100 0,3370+0,0032 0,4143 18,66+0,78
500 0,3223+0,0015 0,4143 22,22+0,37
1000 0,3023+0,0006 0,4143 27,04+0,15
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Cizelge 4.21. No:4 (Yaprak o6ziit) i¢cin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon

(ng/ml)

100
250
500
1000

Ortalama
Absorbans
0,5027+0,0010
0,4557+0,0013
0,3976+0,0014
0,3241+0,0018

Kontrol
Absorbansi
0,6087
0,6087
0,6087
0,6087

Ortalama %

Inhibisyon
17,42+0,16
25,15+0,20
34,68+0,23
46,76+0,30

Cizelge 4.22. No:5 (Kabuk o6ziit) igin «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon

(ug/ml)

100
250
500
1000

Ortalama
Absorbans

0,5140+0,0020
0,4532+0,0019
0,3917+0,0037
0,3131+0,0015

Kontrol
Absorbansi

0,6363
0,6363
0,6363
0,6363

Qrtalama %
Inhibisyon
18,85+0,33
28,79+0,30
38,45+0,65

50,69+0,24

Cizelge 4.23. N0:6 (Kozalak 6ziit) i¢cin «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % inhibisyon degerleri

Konsantrasyon
(ng/ml)
25
50
250
500

Ortalama
Absorbans

0,5944+0,0046
0,5651+0,0035
0,4921+0,0005
0,4836+0,0020

Kontrol
Absorbansi

0,6700
0,6700
0,6700
0,6700

Qrtalama %
Inhibisyon
11,28+0,70
15,66+0,52
23,58+0,07

27,83+0,31

Cizelge 4.24. No:7 (Yaprak 0ziit) i¢cin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

50

Konsantrasyon

(na/ml)

100
500
1000

Ortalama
Absorbans
0,5037+0,0024
0,4865+0,0006
0,4435+0,0004
0,4112+0,0017
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Kontrol

Absorbansi

0,5918
0,5918
0,5918
0,5918

Ortalama %

Inhibisyon
14,89+0,41
17,80+0,10
25,07+0,06
30,52+0,30
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Cizelge 4.25. No:8 (Kabuk o6ziit) icin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

10
25
50

Konsantrasyon

(na/ml)

1000

Ortalama
Absorbans

0,5011+0,0040
0,4835+0,0011
0,4679+0,0015
0,3841+0,0030

Kontrol
Absorbansi

0,5252
0,5252
0,5252
0,5252

Ortalama %

Inhibisyon
4,59+0,07
7,8340,21
10,92+0,30

26,88+0,55

Cizelge 4.26. N0:9 (Kozalak 6ziit) i¢cin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

50
250
500

Konsantrasyon

(na/mlh)

1000

Ortalama
Absorbans

0,4956+0,0030
0,4769+0,0014
0,4663+0,0054
0,4424+0,0018

Kontrol
Absorbansi

0,5522
0,5522
0,5522
0,5522

Ortalama %

Inhibisyon
10,26+0,55
13,65+0,26
15,07+0,16
19,89+0,33

Cizelge 4.27. No:10 (Yaprak oziit) i¢cin «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

50
250
500

Konsantrasyon

(ng/ml)

1000

Ortalama
Absorbans

0,4263+0,0015
0,4087+0,0005
0,3762+0,0040
0,3654+0,0035

Kontrol
Absorbansi

0,6140
0,6140
0,6140
0,6140

Ortalama %

Inhibisyon
30,56+0,25
33,44+0,08
38,74+0,62
40,49+0,57

Cizelge 4.28. No:11 (Kabuk 6ziit) i¢in «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

25

100
250
500

Konsantrasyon

(na/ml)

Ortalama
Absorbans

0,4407+0,0005
0,4134+0,0011
0,3950+0,0001
0,3591+0,0005
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Kontrol
Absorbansi

0,6586
0,6586
0,6586
0,6586

Ortalama %

Inhibisyon
33,08+0,07
37,23+0,17
40,02+0,02
45,48+0,08
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Cizelge 4.29. N0:12 (Kozalak 6ziit) i¢in «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ortalama Kontrol Ortalama %
(ua/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
50 0,4591+0,0017 0,7547 39,17+0,22
100 0,4457+0,0012 0,7547 40,95+0,62
250 0,4344+0,0015 0,7547 42,44+0,20
500 0,4204+0,0004 0,7547 44,30+0,05
1000 0,3956+0,0012 0,7547 47,58+0,15

Cizelge 4.30. BHA (Biitillenmis Hidroksi Anisol) i¢in ¢OH radikali yakalama aktivitesi
(deoksiriboz degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon

degerleri
Konsantrasyon Ortalama Kontrol Qrtalama %

(ua/ml) Absorbans Absorbansi Inhibisyon
25 0,6004+0,0031 0,7190 15,62 +0,43
50 0,5924+0,0010 0,7190 16,49+0,14
100 0,5831+0,0012 0,7190 18,90+0,16
250 0,5600+0,0011 0,7190 21,85+0,15
500 0,5380+0,0013 0,7190 25,13+0,19
1000 0,4806+0,0044 0,7190 33,15+0,61

532 nm’de Olgiilen absorbansdaki azalma deoksiribozun oksidasyonundaki
azalmanin bir gostergesidir. Cizelgelerdeki % inhibisyon degerlerinin konsanrasyona
karsilik gelen degerlerinin grafikleri gizilmistir. Oziitlerin etkisini karsilastirabilmek icin
pozitif kontrol olarak BHA kullanilmistir. Dogrusal regresyon analizi ile elde edilen en
Iyi dogru denklemi ve korelasyon katsayisinin kareleri ile birlikte 6ziitlerin ve BHA nin
grafikleri Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18, Sekil 4.19, Sekil 4.20, Sekil 4.21,
Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25, Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°te verilmistir.
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Sekil 4.15. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:1
(Yaprak 06ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Sekil 4.16. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:2

(Kabuk 6ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.17. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:3
(Kozalak 6ziit) icin elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Sekil 4.18. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:4
(Yaprak 0ziit) icin elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.19. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:5

(Kabuk 6ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Sekil 4.20. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:6
(Kozalak 6ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.21. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:7
(Yaprak 0ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Sekil 4.22. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:8

(Kabuk 6ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.23. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:9
(Kozalak 6ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Sekil 4.24. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:10
(Yaprak 0ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.25. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:11
(Kabuk 6ziit) i¢in elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.26. Hidroksil radikali (¢OH)
yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinde No:12
(Kozalak 6ziit) icin elde edilen
konsantrasyon-% inhibisyon grafigi
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Sekil 4.27. Hidroksil radikali (¢OH) yakalama aktivitesi (deoksiriboz degradasyon)
testinde BHA ¢ozeltileri i¢in elde edilen konsantrasyon-% inhibisyon grafigi

Grafiklerden elde edilen dogrulardaki %50 inhibisyon degerine karsilik gelen
konsantrasyon degeri, bitki oOziitlerinin hidroksil radikalini (eOH) %350 oraninda
sontimlendirmesi igin gerekli 6ziit konsantrasyonunu ifade eden ICg, degeri olarak ifade
edilmistir. Tim o6ziitlerin ortalama 1Cs, degerleri Cizelge 4.31’de standart sapmalari ile

birlikte verilmistir.

Cizelge 4.31. Bitki 6ziitlerinin hidroksil radikali (¢OH) yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testi sonucu hesaplanan ICso Degerleri

Bitki Oziitleri
GRUP-1 (Infiizyon-Etanol)
No:1 Yaprak 0ziit
No:2 Kabuk 6ziit
No:3 Kozalak 6ziit
GRUP-2 (Sokslet-Su)
No:4 Yaprak 6ziit
No:5 Kabuk 06ziit
No:6 Kozalak 6ziit
GRUP-3 (Sokslet-Etanol)
No:7 Yaprak 0ziit
No:8 Kabuk 6ziit
No:9 Kozalak 6ziit

GRUP-4 (Sokslet-n-Hekzan)
No:10 Yaprak 6ziit
No:11 Kabuk 6ziit
No:12 Kozalak 6ziit

BHA (Pozitif Kontrol)

97

Ortalama ICso Degeri

1450,306+0,31
2107,891+0,37
2965,130+0,64

1064,367+0,22
931,573+0,38
1145,000+0,40

2192,739+0,22
2162,582+0,28
4126,250+0,33

1800,953+0,38
1343,330+0,09
1259,750+0,25
1957,850+0,28
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Cizelge 4.31.’de bitki Oziitlerinin hidroksil radikali (eOH) yakalama aktivitesi
(deoksiriboz degradasyon) testi sonucu hesaplanan 1Cso degerlerine gore sokslet (su)
yontemiyle hazirlanan kabuk o6ziit (931,573£0,38) ile en yiiksek antioksidan etkiye
sahiptir. Sonuglarda sokslet (su) yontemiyle elde edilen su 6ziitlerin diger 6ziitlerden daha
yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Cizelge 4.31°te verilen 1Cso
degerlerine gore genel olarak bitkiden elde edilen 6ziitlerin BHAya gore antioksidan etki
bakimindan daha yiiksek etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Ozellikle su oziitlerin
antioksidan etkisi BHA’ya gore daha yiiksektir. Bu sonuglara gdre antioksidan etki
bakimindan 6ziitler Grup-2>Grup-4>Grup1>Grup3 seklindedir.

Irtiza vd. (2016) tarafindan Kesmir Cinarlari {izerinde yapilan ¢aligmada; bitki
oOziitlerinin antioksidan aktivitesine gére metanol ve kloroform 6ziitleri sulu 6ziitlere gore
daha ytiksek inhibisyon gostermistir. Askorbik asite gore ise oziitler daha diisiik sonuglar
vermistir. Calismada en yliksek etki ¢oziicii sistem ne olursa olsun bitkinin odun
ozitiidiir. Bu tez ¢alismasinda ise sulu 6ziitler diger 6ziitlere daha yiiksek antioksidan etki
sergilemistir. Genel olarak elde edilen sonuglar 6nceki ¢alismalara paraleldir. Ancak bazi
farkliliklar bulunmaktadir. Bunun nedeni bitkilerin farkli cografyalara ait olmasindan
dolay1 olabilir.

4.6. Toplam Flavonoid I¢erigi (TFC) Testi Sonuclar

Toplam flavonoid igerigi, aliiminyum kloriir ile kolorimetrik olarak belirlenmistir.
Oziitlerdeki toplam flavonoid icerigi, sodyum nitrit ile reaksiyona sokulmasi ve ardindan
maksimum 510 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak izlenen alkali durumda
aliminyum kloriir kullanilarak renkli flavonoid-aliiminyum kompleksi olusumunun
gelistirilmesiyle belirlendi. Cesitli rutin konsantrasyonlarina (0, 10, 25, 50, 100, 250, 500)
png/mL yontemde belirtilen deneysel prosediir uygulandiktan sonra bu konsantrasyonlarin
absorbanslart 6lglildii. Rutinin farkli konsantrasyonlar1 i¢in elde edilen ortalama
absorbans degerleri standart sapmalariyla Dbirlikte Cizelge 4.32’te, rutin
konsantrasyonlarindan elde edilen kalibrasyon grafigi ise Sekil 4.28’te verilmistir.

Cizelge 4.32. TFC testi sonucu rutin standarti icin 510 nm’de elde edilen ortalama
absorbans degerleri

Rutin (ug/ml) Ortalama Abs
0 0,0283+0,0016

10 0,0407+0,0003

25 0,0527+0,0005

50 0,0811+0,0007

100 0,1167+0,0002

250 0,3214+0,0005

500 0,6679+0,0008
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Sekil 4.28. Rutin i¢in 510 nm’de elde edilen kalibrasyon grafigi

Bitkiden elde edilen 12 adet 0ziitiin her biri ayr1 ayr1 (250 pg/ml) olarak hazirlandu.
Bu o6ziitlere rutin standarti i¢in verilen prosediir uygulandi ve belirtilen konsantrasyonda
bitkinin her bir 6ziitli i¢cin absorbans Ol¢iimii yapildi. Tiim deneyler ii¢ tekrarl olarak
gerceklestirilmistir. TFC testi sonucunda absorbansi 510 nm’de 6l¢iilen bitki 6ziitleri igin
elde edilen ortalama absorbans degerleri + standart sapmalar1 Cizelge 4.33’te verilmistir.

Cizelge 4.33. TFC testi sonucu bitki 6ziitleri i¢in elde edilen ortalama absorbans degerleri
+ standart sapmalari

Bitki Oziitleri Ortalama Abs
GRUP-1 (Infiizyon-Etanol)
No:1 Yaprak 0ziit 0,0606+0,0012
No:2 Kabuk 6ziit 0,0290+0,0005
No:3 Kozalak 6ziit 0,0287+0,0020
GRUP-2 (Sokslet-Su)
No:4 Yaprak 0ziit 0,0825+0,0020
No:5 Kabuk 06ziit 0,0366+0,0004
No:6 Kozalak 6ziit 0,0288+0,0020
GRUP-3 (Sokslet-Etanol)
No:7 Yaprak 6ziit 0,0843+0,0012
No:8 Kabuk 6ziit 0,0355+0,0010
No:9 Kozalak 6ziit 0,0273+0,0008
GRUP-4 (Sokslet-n-Hekzan)
No:10 Yaprak ozt 0,0382+0,0013
No:11 Kabuk 6ziit 0,0284-+0,0003
No:12 Kozalak 6ziit 0,0195+0,0003
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1’den 12’ye kadar numaralandirilan 6ziitlerinin flavonoid konsantrasyonlari rutinin
kalibrasyon egrisinin regresyon denkleminden (y=0,0013x+0,0161 R2=0,9957)
hesaplandi. Her bir 6ziitiin hesaplanan konsantrasyon degerlerinden toplam flavonoid
igerigi C=c x V/m formiilii kullanilarak hesaplandi ve kuru 6ziitliin (mg/g) grami bagina
mg rutin esdegeri (RE) olarak ifade edildi. Elde edilen sonuglar ¢izelge 4.34’da ortalama
+ standart sapmalari ile birlikte verilmistir.

Dogrusal regresyon denklemi, Y = mx + ¢ seklindedir; burada, Y = oziitleme, m =
kalibrasyon egrisinin egimi, X = 6ziit konsantrasyonu, ¢ = kesigmeyi ifade eder. Toplam
flavonoid igerigi olarak (C= ¢ x V/m) formiiliinde ise, C = toplam flavonoid igerigi mg
RE/g kuru o6ziit, ¢ = mg/mL cinsinden kalibrasyon egrisinden elde edilen rutin
konsantrasyonu, V = mL cinsinden 6ziit hacmi, m = gram cinsinden 6ziit kiitlesidir.

Cizelge 4.34. TFC testi sonucu bitki 6ziitlerinin (1’den 12’ye kadar) Toplam Flavonoid
Icerigi (TFC, mg RE/gr kuru 6ziit)

Bitki Oziitleri Ortalama TFC
(mg RE/gr kuru oziit)
GRUP-1 (infiizyon-Etanol)
No:1 Yaprak 6ziit 136,83+3,6
No:2 Kabuk 06ziit 39,81+1,58
No:3 Kozalak 6ziit 38,77+2,32
GRUP-2 (Sokslet-Su)
No:4 Yaprak 0ziit 204,32+5,48
No:5 Kabuk 6ziit 62,99+1,27
No:6 Kozalak 6ziit 39,10+5,03
GRUP-3 (Sokslet-Etanol)
No:7 Yaprak 06ziit 209,95+3,74
No:8 Kabuk 6ziit 59,79+2,87
No:9 Kozalak 6ziit 34,44+2.,43
GRUP-4 (Sokslet-n-Hekzan)
No0:10 Yaprak 6ziit 68,02+4,04
No:11 Kabuk 6ziit 37,85+0,82
No:12 Kozalak 6ziit 10,48+0,92

Toplam flavonoid igerigi TFC (mg RE/gr kuru 6ziit) sonuclarina gore Grup-1,
Grup-2, Grup-3 ve Grup-4 yaprak oOziitlerinin sirasiyla (136,83+3,6; 204,32+5,48;
209,95+3,74; 68,02+4,04) oldugu goriilmiistiir. Buna gore Grup-3’iin yaprak 6ziitii en
yuksek sonucu vermistir. Bunu sirastyla Grup-2, Grup-1 ve Grup-4 takip etmistir.
Sonuglarda, Grup-2’nin kabuk (62,99+1,27) ve kozalak (39,10+£5,03) oOziitlerinin
flavonoid igerigi diger ¢6zgen gruplarinin kabuk ve kozalak oOziitlerine gore daha
yiiksektir. Genel olarak, yaprak oziitlerin toplam flavonoid igerigi diger oziitlere gore
yiiksektir. Bitki oziitlerinin toplam flavonoid igerigi yaprak>kabuk>kozalak oziitler
olarak siralanmaktadir.
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Ucgar vd. (2018) tarafindan yapilan ¢alismada 6ziitlerin toplam flavonoid igerigi,
P. orientalis yapragimin grami basina esdeger miligram kuersetin (fenolik igerik: su 6ziitii
icin 13,85+0,78 ve metanol oziti i¢in 15,354+0,28) olarak ifade edilmistir. Metanol
oziitler flavonoid igerigi bakimindan yiiksek sonu¢ vermistir. Bu tez ¢alismasinda ise
sonuglar rutin esdegeri olarak verilmistir ve sokslet yontemiyle elde edilen etanol yaprak
oziti ile, su o6ziitiiniin sonuglar1 arasinda istatistiksel olarak onemli bir fark yoktur.
Sonuglarda onceki c¢alismalara paralel bulgulara ulagilmigtir. Bu tez c¢aligsmasinin
sonuclarina gore, yaprak ekstraklarin ¢oziicli sistemi ne olursa olsun, genel olarak diger
Oziitlerden daha yiiksek flavonoid igerige sahip oldugu goriilmiistiir. Bitki oziitlerinin
igerdigi toplam flovanoid miktar1 sonuglarina gore en diisiik sonug¢ 12 nolu oziittiir.

4.7. Kirby-Bauer Disk Difiizyon Yontemi Sonuclar:

Sekil 4.29. Bakterilere kars1 antibiyotik diskler, kontroller ve sirasiyla Grup-1, Grup-2,
Grup-3, Grup-4 oziitlerinin (1°den 12’ye kadar) zon caplar1
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CLSI tarafindan Onerilen standart disk difiizyon metotuna gore sirasiyla Gram(-)
bakterilerden Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 igin Seftazidim ve Escherichia coli
ATCC 25922 igin Amoksisilin-Klavulanik asit; Gram(+) bakterilerden Staphylococcus
aureus ATCC 25923 igin penisilin ve Enterococcus faecalis ATCC 29212 igin
Vankomisin antibiyotik diskleri kullanilmigtir. CLSI standartlarina gore antibiyotiklerin
zon ¢aplari Seftazidim (>18) mm, Amoksisilin-Klavulanik asit (17-22) mm, Penisilin (26-
37) mm ve Vankomisin (>17) mm’dir.

Antibakteriyel testler yapilirken oziitlerin 200 mg/ml olarak stok c¢dozeltileri
hazirlanmistir. Bu konsantrasyon hazirlanirken 6ziit hangi ¢oziiciiyle elde edilmisse ayni
¢oziicli kullanmilmistir. Bitki 6ziitlerinin hazirlanan konsantrasyondaki stok ¢ozeltilerinden
20 pl olarak bos diklere emdirilerek 2-2,5 cm araliklarla petri kabina yerlestirilmistir. Saf
oziitler, ¢oziiciiler ve antibiyotikler arasindaki antibakteriyel etkiyi karsilastirabilmek i¢in
antibiyotik disklerin, ¢6ziicii emdirilmis disklerin ve sirasiyla Grup-1, Grup-2, Grup-3,
Grup-4 oziitlerinin emdirildigi disklerin yerlestirildigi petri kaplar1 Sekil 4.29°da
verilmistir. Antibakteriyel testlerde kullanilan ¢ozeltiler (kontroller) sirasiyla Grup-1
(Etanol), Grup-2 (Su), Grup-3 (Etanol) ve Grup-4 (n-Hekzan)’dir. Sekil 4.29°da
goriildiglii gibi ¢oziiciiler zon cap1 gostermemistir ve sirasiyla antibiyotik diskler;
Seftazidim (18+1) mm, Amoksisilin-Klavulanik asit (21+1) mm, Penisilin (32,33+0,6)
mm ve Vankomisin (20,33+0,6) mm zon ¢ap1 gostermistir. Antibiyotiklerin CLSI standart
zon ¢aplari ile yontemde kullanilan antibiyotiklerin zon ¢aplar1 yakindir. Bu ¢alismada
elde edilen bitki 6ziitleri ve antibiyotiklerin ortalama zon caplar1 standart sapmalari ile
birlikte Cizelge 4.35te verilmistir. Kontrol: Oziitiin elde edildigi ¢oziiciidiir.

Cizelge 4.35. Bitki oziitlerinin ve antibiyotik disklerin Kirby-Bauer disk difiizyon
yontemi sonucu elde edilen zon ¢aplari

Bitki Grup-1 Grup-2 Grup-3 Grup-4 Antibiyotik

Bakteriler kisimlari- Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Ortalama Zon

Kontrol Zon Capr Zon Cap1 Zon Cap1 Zon Capr capil (mm)
(mm) (mm) (mm) (mm) (mm)

Klebsiella Yaprak ) 8,33+1,15 ) O] Seftazidim
pneumoniae Kabuk ) 9+1,00 ) ) (18+1) mm
ATCC 13883 Kozalak ) ) ) )

Kontrol ) ) Q) ¢
Escherichia Yaprak ) “) 7,33+0,57 ) Amoksisilin-
coli Kabuk ) ) ) ) Klavulanik asit
ATCC 25922 Kozalak ) ) ) ) (21+1) mm
Kontrol ) ) ) ©)
Staphylococcus Yaprak 11+1,00 8,33+1,15 10,33+1,53 8,66+0,57 Penisilin
aureus Kabuk ) 7,3340,57 7,3340,57 () (32,33+0,6) mm
ATCC 25923 Kozalak 740,00 ) 8,33+0,57 8+0,00
Kontrol ) ) ) )
Enterococcus Yaprak 840,00 ) 9+0,00 840,00 Vankomisin
faecalis Kabuk ) ) ) ) (20,33+0,6) mm
ATCC 29212 Kozalak ) - 8+0,00 )
Kontrol ) ) @) )
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Cizelge 4.35’e¢ gore, bitkiden elde edilen oOziitlerin zon c¢aplari kullanilan
antibiyotigin zon c¢apina gore daha diisitk zon ¢ap1 gostemistir. Bitkinin antibakteriyel
olarak zon caplarina bakildiginda c¢alismada kullanilan bakterilerden Klebsiella
pneumoniae ATCC 13883 bakterisine karst Grup-2 oziitleri (Yaprak: 8,33+£1,15 mm;
Kabuk: 9+1 mm), Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterisine karst ise
(Yaprak:8,33+1,15 mm; Kabuk: 7,33+0,57 mm) zon ¢ap1 gdstermistir. Ayrica bu
bakteriye karst Grup-1, Grup-2, Grup-3 ve Grup-4 yaprak oOziitleri sirasiyla (1141,
8,33+1,15; 10,33+1,53; 8,66+0,57) mm olarak en yiiksek zon g¢aplarini gostermistir.
Enterococcus faecalis ATCC 29212 bakterisine karsi ise Grup-2 oziitleri zon gap1
gostermezken Grup-1, Grup-3 ve Grup-4 yaprak oziitleri sirasiyla (8+0; 9+0; 8+0) mm
olarak zon ¢ap1 gostermistir. Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine kars1 ise sadece
Grup-3 (Yaprak: 7,33+0,57) mm olarak zon cap1 gostermistir. Antibakteriyel test
sonuglarina bakildiginda yaprak oziitlerin genel olarak ¢alismada kullanilan bakterilere
kars1 diger oziitlere kiyasla daha yiiksek antibakteriyel 6zellik sergiledigi gorilmiistiir.

Ugar vd. (2018) tarafindan yapilan c¢alismada, P. orientalis Oziitlerinin
Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922), Klebsiella
pneumonia (ATCC 13883) ve Candida albicans (ATCC 10231) mikroorganizmalarina
kars1 antimikrobiyal aktiviteleri mikrodiliisyon yontemi kullanilarak test edilmistir. Bu
kriterlere gore, P. orientalis’den elde edilen su 6ziitlerin Staphylococcus aureus tizerinde
orta (0,156 mg/mL) etkili oldugu bulunmustur. Ancak metanol 6ziitlerin bakteri ve
mantarlar {lizerinde su Oziitlerine gore daha etkili oldugu belirlenmistir. P. orientalis'in
metanol oziitlerinin S. aureus tizerinde etkili (0,018 mg/mL) ve P. aeruginosa tizerinde
orta (0,625 mg/mL) etkili oldugu bulunmustur. Ancak P. orientalis'in su ve metanol
Oziitlerin diger mikroorganizmalar iizerinde zayif antimikrobiyal etkilere (>0,625
mg/mL) sahip oldugu tespit edilmistir (bkz.2.1).

Bu tez c¢alismasinda bitkinin antibakteriyel 06zelligi arastirilirken kullanilan
yontem bir difiizyon yontemidir. (Ugar vd. 2018)’in yaptigi ¢aligmada kullanilan
yontemde elde edilen bulgulara gore kiyaslandiginda farkli yontemler kullanilsa da
bitkinin her iki caligmada kullanilan benzer bakterilere karsi, antibakteriyel 6zellik
sergiledigi goriilmektedir. Her iki ¢alisma kiyaslandiginda, Staphylococcus aureus
(ATCC 29213), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Escherichia coli (ATCC 25922),
Klebsiella pneumonia (ATCC 13883) bakterilerinde bitkinin antibakteriyel etkisi genel
olarak birbirini destekler niteliktedir.
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5. SONUC

Platanus orientalis bitkisi tizerinde yapilan literatiir taramalar1 neticesinde bitkinin
oldukga faydali igerige sahip oldugu goriilmiistiir. Bitkinin fitokimyasal bilesimi ile ilgili
daha once ¢esitli ¢aligmalar yapilmis olsa da daha fazla bilgiye ihtiya¢ vardir. Bu tez
calismas: bitkisel drog hazirlamayla ilgili kaynak olabilecek Ciar Agaci’nin
fitokimyasal iceriginin belirlenmesi ve bitki icerisinde ¢esitli kozmetik iirlinler i¢in
kullanilabilecek maddelerin miktarlarinin ve etkisinin belirlenmesi gibi temel ¢alismalari
icermektedir. Elde edilen sonuglarda bitkinin fenolik bilesen ve yag asiti analizleri,
antioksidan ve antibakteriyel aktivite 6zellikleri degerlendirilmis ve bitkinin fitokimyasal
iceriginin olduk¢a zengin oldugu goriilmistiir. Bu bulgulardan yola ¢ikarak bitkinin
bitkisel drog hazirlamada veya kozmetik sektoriinde kaynak olarak kullanilabilecegi
sonucuna varilmistir.

Bu tezde bitkinin fenolik bilesimi U-HPLC-MS/MS ile analiz edilirken 15 adet
fenolik bilesik standardi ile ¢alisilmistir ve literatiirde var olan bilgilerin yanisira farkli
fenolik bilesiklerde arastirilmustir. Cesitli ¢oziiciilerle elde edilen verilere gore bitki
oOziitlerinin igerdigi en yiiksek fenolik bilesik miktarlar epikatesin 126,1 mg/kg, katesin
116,2 mg/kg, kafeik asit 46,8 mg/kg, epigallokatesin 46,4 mg/kg olarak tespit edilmistir.
En diisiik sonuglar ise ferulik asit, kaftarik asit ve mirisetin bilesiklerinde tespit edilmistir.
Yapilan literatiir taramasinda bu bitkiyle ilgili olarak mirisetin, kaftarik asit, ferulik asit,
epikatesin, katesin gibi fenolik bilesiklerin saptandigina rastlanilmamistir. Bu tez
calismasinda literatiirdeki bu boslugu dolduracak sonuglara ulasilmistir. Ozellikle katesin
ve epikatesin bakimindan bitkinin zengin oldugu sonucuna varilmstir.

Bu tezde, GC-MS ile yag asitleri analiz edilirken literatiirden farkli olarak n-
hekzan ile elde edilen bitki 6ziitlerinin igerdigi yag asitleri incelenmis ve literatiire ek
olarak ¢esitli yag asitleri standartlar1 ile c¢alisilmistir. Sonug¢ olarak literatiirdeki
caligmalara paralel olarak baskin yag asiti stearik asittir. Buna gore bitki genelinde
bulunan baskin yag asitleri, stearik asit 651,96 mg/kg, palmitik asit 98,56 mg/kg,
heptadekanoik asit 26,57 mg/kg olarak tespit edilmistir. Ayrica daha Onceki
calismalardan farkli olarak 11-Eikosenoik asit, oleik asit ve heptadekanoik asit gibi yag
asitleri tespit edilmistir. Bunlardan heptadekanoik asit de bitkide bulunan baskin yag
asitlerindendir. Yag asiti analizlerinde arasidik asit, oktanoik asit, kaprik asit, laurik asit,
tridekanoik asit, tetradekanoik asit, pentadekanoik asit gibi yag asitleri tespit
edilememistir.

Bitkinin antioksidan aktivite testlerinden DPPH testinden elde edilen I1Cso degerleri
inflizyon (etanol) yontemiyle hazirlanan yaprak 6ziit i¢in 109,254+0,08 pug/ml ile en
ylksek antioksidan etkiye sahiptir. Ancak sokslet (su) yontemiyle elde edilen 6ziitlerde
ICs0 degerlerine gore genel olarak, su oziitlerin diger oziitlerden daha yliksek antioksidan
etkiye sahip oldugu goriilmiistiir. Buna gore antioksidan etki bakimindan 6ziitler Grup-
2>Grup-3>Grup1>Grup4 seklinde siralanmustir.

Bitki Oziitlerinin hidroksil radikali (eOH) yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden hesaplanan ICso degerlerine gore sokslet (su) yontemiyle
hazirlanan kabuk 6ziitii 931,57340,38 pg/ml ile en yiiksek antioksidan etkiye sahiptir.
Sonug olarak sokslet (su) yontemiyle elde edilen su oziitlerin genel olarak, diger
oziitlerden daha yiiksek antioksidan etkiye sahip oldugu gériilmiistiir. Ozellikle su
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Oziitlerin antioksidan etkisi BHAya gore daha yiiksektir. Bu sonuglara gore antioksidan
etki bakimindan 6ziitler Grup-2>Grup-4>Grup1>Grup3 seklinde siralanmustir.

Bitki oziitlerinin toplam flavonoid icerigi yaprak>kabuk>kozalak Oziitler olarak
siralanmaktadir. TFC sonuglara gore en yiliksek degere Grup-3’iin yaprak oziitiiniin
(209,95+3,74 mg RE/g kuru 6ziit) ve Grup-2’nin yaprak oziitiiniin (204,32+5,48 mg RE
/g kuru 0ziit) sahip oldugu tespit edilmistir. Bu iki grubun TFC sonuglar1 arasinda
istatistiksel olarak bir fark olmadigi sdylenebilir. En diisiikk sonuglar ise Grup-4’teki
kozalak oziite (10,48+0,92 mg RE/g kuru oziit) ait oldugu tespit edilmistir. TFC
sonuglarina gore siralama, Grup-3>Grup-2>Grup-1>Grup-4 seklindedir. Yaprak oziitler
biitiin gruplarda en yiiksek sonuglar1 verirken bunu kabuk ve kozalak oziitler takip
etmektedir.

Bu tezde literatiirden farkli olarak bitkinin antibakteriyel 6zelligi Kirby-Bauer
disk diflizyon yontemiyle analiz edilmis ve elde edilen 6ziitler dort farkli bakteri tizerinde
denenmistir. Bitki 6ziitiiniin 200 mg/ml olarak tek bir konsantrasyonda (her bir 6ziit i¢in
ayr1 ayri) stok ¢ozeltisi hazirlanarak disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Calismada
kullanilan bakterilerden Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 bakterisine karst Grup-2
oziitlerinden Yaprak oziitii ile 8,33+1,15 mm ve Kabuk 6ziitii ile 9+1 mm’lik zon ¢aplari
elde edilmistir. Staphylococcus aureus ATCC 25923 bakterisine karsi yine Grup-2
Oziitlerinden Yaprak oziitii 8,33+1,15 mm ve Kabuk 6ziitii 7,33+0,57 mm’lik zon caplari
gostermistir. Ayrica bu bakteriye karst Grup-1, Grup-2, Grup-3 ve Grup-4 yaprak o6ziitleri
sirastyla (11+1; 8,33+1,15; 10,33+1,53; 8,66+0,57) mm olarak en yiiksek zon gaplarini
gostermistir. Enterococcus faecalis ATCC 29212 bakterisine kars1 ise Grup-2 Oziitleri
zon ¢ap1 gostermezken Grup-1, Grup-3 ve Grup-4 yaprak oziitleri sirasiyla (8+£0; 940;
8+0) mm olarak zon ¢ap1 gostermistir. Escherichia coli ATCC 25922 bakterisine karsi
ise sadece Grup-3 (Yaprak: 7,33+0,57 mm) olarak zon ¢ap1 gostermistir. Bu sonuglara
gore bitki Oziitlerinin kullanilan antibiyotiklere gore daha diisiik zon ¢ap1 sergiledigi
goriilmiistiir. Ancak antibakteriyel etki bakimindan 6nceki caligmalarla paralel sonuglara
ulasilmistir. Baz1 bakteri tiirlerine karsi bitkinin uygulanan yonteme bagli olmaksizin
antibakteriyel etki gosterdigi sonucuna varilmstir.

Bu c¢alismadan elde edilen veriler gostermektedir ki, Platanus orientalis bitkisi
icerdigi fenolik bilesikler ve yag asiti g¢esitliligi ve gosterdigi antioksidan ve
antibakteriyel 6zellikler bakimindan tip, eczacilik, kozmetik gibi alanlarda kaynak olarak
kullanilabilecek potansiyele sahip bir bitkidir. Bu tez ¢alismasinda pestisit analizi GC-
MS/MS ve LC-MS/MS cihazlariyla yapilarak bitkide her herhangi bir pestisit kalintisina
rastlanmamis olmasini gostermistir. Bitkinin kozmetik veya ila¢ sektoriinde kaynak
olarak kullanilacak olmasi durumunda pestisit igermeyen Orneklerle ¢alisilmasi gerektigi
ortadadir.

Bitkinin kimyasal bilesiminde bulunan fenolik bilesik igeriginin ve yag asiti
bilesiminin ¢esitli rahatsizlik ve hastaliklara (dis agrisi, agiz i¢i yaralari, kanser, iilser vb.)
kars1 1y1 gelebilecegi, ayrica bitkinin igerdigi katesin, epikatesin, epigallokatesin gibi
bilesenlerin tliimor olusumunu, bakteri ve viriislerin yayilmasini Onleyici, hiicre
biiyiimesini engelleyici, aynm1 zamanda anti-inflamatuvar ve antioksidatif etkilerden
sorumlu olan bilesikler olmasindan &tiirti, Platanus orientalis’in bitkisel droglar igin 1yi
bir kaynak olabilecegi sonucuna varilabilir. Ote yandan stearik asit bakimindan zengin
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olan bu bitkinin cildin su kaybina kars1 koruyucu ve yaslanma karsit1 olarak kozmetik
tiriinlerde kullanilabilecegi sonucuna varilabilir. Bitkinin fenolik bilesimi ve yag asiti
icerigi ile antioksidan ve antibakteriyel 6zelligi arasinda paralellik oldugu belirlenmistir.
Caligmada elde edilen veriler bu bilgiyi dogrular niteliktedir. Bitki tizerinde yapilan tiim
analiz sonuglarina gore yaprak Oziitler diger Oziitlere gore genel olarak daha yiiksek
antioksidan ve antibakteriyel 6zelligine sahiptir. Ancak bazi durumlarda kabuk o6ziitler
daha ytiiksek sonuglar vermistir.

Sonuglar ¢oziicii farkliligina gore incelendiginde, bitki bilesimleri bitkinin farkli
kisimlarinda cesitlilik gostermektedir. Ancak ¢oziiciileri farkli olsa bile genel olarak
yaprak oziitler diger oziitlere gore fenolik bilesen, yag asiti bilesen igerigi, antioksidan ve
antibakteriyel test sonuglar1 bakimindan degerlendirildiginde genellikle daha yiiksek ve
etkili sonuglar vermistir. Buna ek olarak ¢6ziicli se¢iminin olduk¢a dnemli oldugu bazi
antioksidan ve antibakteriyel sonuglara ulasilmistir. Bazi sonuglarda kabuk 6ziitleri daha
yiiksek degerler vermistir. Sokslet yonteminde kullanilan su, etanol ve n-hekzan
¢oziiciilerine gegen bilesenlerin tiim antioksidan aktivite test sonuglarina bakildiginda, su
ve etanol oziitlerin daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiistiir.
Antibakteriyel test sonuclarinda ise sokslet yontemiyle elde edilen su ve etanol 6ziitlerin
etki bakimindan farkli bakterilere kars1 daha yiiksek zon g¢aplar1 vererek daha yiiksek
antibakteriyel 6zellige sahip olduklari ortaya konulmustur.

Bitki dziitlerinin elde edilmesinde kullanilan yontemler 6ziit bilesenlerinin miktart
hususunda kismen etkilidir. Bu ¢alismada infiizyon ve sokslet yontemleri kullanilmistir.
Infiizyon sicaklik gerektirmeyen, sokslet ise ¢cdziiciiye gore degisen sicakliklarda ¢alisilan
bir yontemdir. Sicaklik faktoriinii yorumlayacak olursak; sicaklik bitkinin fenolik
bilesiklerini etkileyebilir seklinde diisiintilebilir. Bitkiden bu sekilde elde edilen 6ziitlerin
U-HPLC-MS/MS analiz sonuglar1 incelendiginde sokslet yontemiyle elde edilen
oziitlerdeki fenolik bilesik miktar1 inflizyon Oziitlere gore daha yiiksektir. Buna gore
sicaklik faktoriiniin bitkideki fenolik bilesikleri bozucu bir etkisinin olmadigir sonucuna
varilabilir. Aksine sicaklik faktorii 6ziitlere gegen fenolik bilesimi arttirict etki yapmustir.
Bu bulgu antioksidan test sonuglariyla da genel olarak desteklenmektedir. Yani ¢alisilan
sicakliklarda bitkinin igerisinde bulunan fenolik bilesiklerin etkilenmedigi goriilmiistiir.
Ote yandan, literatiirdeki calismalar ve bu tez c¢alismasinda ulasilan sonuglar
incelendiginde, biiyiikk oranda birbirini destekler nitelikte sonuglar elde edilmistir. Bu
calismada elde edilen yeni sonuglar ise, oziitlerin elde edildigi yontem ve se¢ilmis olan
cozictilerin  kombinasyonu, daha once tayini yapilmamis olan fenolik bilesen
standartlarin se¢imi ve Orneklerin temin edildigi agaglarin farkli cografi kosullarda
biiylimiis oldugu durumlara baglanabilmektedir.
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7. EKLER

EK-1

GC-MS/MS ve LC-MS/MS Cihaz ile Pestisit Analizi Verileri

Cizelge 7.1. Bitkinin yaprak, kabuk ve kozalak kisimlarinin GC-MS/MS ile pestisit

analizi sonuglari

chlorfenapyr
chlorfenvinphos
chlorothalonil

Sonug Yaprak Kabuk Kozalak
Pestisit parcaciklar: parcaciklari parcaciklari
mg/kg (Raporlama (Raporlama (Raporlama
(R.L.<) limiti) (mg/kg) | limiti) (mg/kg) | limiti) (mg/kg)
acetochlor 0,01 0,01 0,01
acibenzolar-s-methyl 0,01 0,01 0,01
Aclonifen 0,01 0,01 0,01
Alachloor 0,01 0,01 0,01
Aldrin 0,01 0,01 0,01
Amitraz 0,01 0,01 0,01
arcrinathrin 0,01 0,01 0,01
azaconazole 0,01 0,01 0,01
azinphos-ethyl 0,01 0,01 0,01
azoxystrobin 0,01 0,01 0,01
Benalaxyl 0,01 0,01 0,01
Benfluralin 0,01 0,01 0,01
Bifenthrin 0,02 0,02 0,02
Biphenyl 0,01 0,01 0,01
Boscalid 0,01 0,01 0,01
Bromacil 0,01 0,01 0,01
bromophos 0,01 0,01 0,01
bromopropylate 0,01 0,01 0,01
bromuconazole 0,01 0,01 0,01
Butralin 0,03 0,03 0,03
Cadusafos 0,01 0,01 0,01
Captafol 0,01 0,01 0,01
Captan 0,01 0,01 0,01
Carbophehothion 0oL 0oL oL
carbosulfan
chinomethionate
chlordane-alfa
chlordane-gamma 0,01 0,01 0,01
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Cizelge 7.1’in devami

chlorprofam

0,01 0,01 0,01
cyfluthrin-beta
cyfluthrin-sum
cyhalothrin-lambda
cypermethrin-alpha 0,01 0,01 0,01
cypermethrin-sum
cyproconazole
cyprodinil
DDE,p,p 0,01 0,01 0,01
DDT ,0,p 0,01 0,01 0,01
DDT ,p,p 0,01 0,01 0,01
deltamethrin 0,01 0,01 0,01
diazinon 0,01 0,01 0,01
dichlorfenthion
dichloroaniline-3,5 0,01 0,01 0,01
dicofol
d!cofo_l (metabolit) 0,01 0,01 0,01
dieldrin
diethofencarb
difenconazole-sum
dimethipin
dimethomorph-sum 0,01 0,01 0,01
dimoxystrobin
diphenylamine
ditalimfos
dodemorph-sum
endosulfan-alpha 0,01 0,01 0,01
endosulfan-beta
endosulfan-sulfate 0,01 0,01 0,01
endosulfan-sum
Endrin 0,01 0,01 0,01
EPN 0,01 0,01 0,01
epoxiconazole 0,01 0,01 0,01
esfenvalerate
ethion 0,01 0,01 0,01
ethiprole 0,01 0,01 0,01
ethoprofos ethoxyquin
etofenprox 0,01 0,01 0,01
etoxazole 0,01 0,01 0,01
etrimfos 0,01 0,01 0,01
fenamidone fenarimol 0,01 0,01 0,01
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Cizelge 7.1’in devamu

fenazaquin
fenbuconazole
fenithrothion
fenoxaprop-p-ethyl

fenoxycarb 0,01 0,01 0,01
fenpiclonil

fenpropathrin

fenpropimorph

fenvalerate

fluazifop-butyl

flucythrinate-sum 0,01 0,01 0,01
fludioxonil

flumioxazin

fluguinconazole 0,01 0,01 0,01
flusilazole

Flutolanil 0,01 0,01 0,01
flutriafol 0,01 0,01 0,01
fluvalinate,tau-sum 0,01 0,01 0,01
folpet

folpet (metabollt) 0,01 0,01 0,01
formothion

Fuberidazole 0,01 0,01 0,01
Furalaxyl 0,01 0,01 0,01
Halfenprox 0,01 0,01 0,01
HCH-alpha 0,01 0,01 0,01
HCH-beta 0,01 0,01 0,01
heptachlor

heptachloreperoxide-A 0,01 0,01 0,01
heptachloreperoxide-B

heptenophos

hexachlorbenzene 0,01 0,01 0,01
hexaconazole

iprodion 0,01 0,01 0,01
isofenphos 0,01 0,01 0,01
kresoxim-methyl lenacil 0,01 0,01 0,01
lufenuron 0,01 0,01 0,01
malathion 0,01 0,01 0,01
mefenpyr-(_iiethyl 0,01 0,01 0,01
mepanipyrim

Mepronil 0,01 0,01 0,01
metazachlor metconazole 0,01 0,01 0,01
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Cizelge 7.1’in devami

pyriproxyfen

methidation

methoxychloor 0,01 0,01 0,01
metolachlor

metrafenone 0,01 0,01 0,01
metribuzin 0,01 0,01 0,01
mevinphos 0,01 0,01 0,01
myclobutanil 0,01 0,01 0,01
nitrofen 0,01 0,01 0,01
mtro'thal-lsopropyl 0,01 0,01 0,01
nuarimol

Oxadiazon 0,01 0,01 0,01
oxadixyl 0,01 0,01 0,01
oxyfluorfen 0,01 0,01 0,01
parathion 0,01 0,01 0,01
parathion-methyl

penconazole

pendlmethallp_ 0,01 0,01 0,01
pentachloraniline

pentachloroanisole

permetrin-cis

permetrin-trans

phenthoate 0,01 0,01 0,01
phenylphenol,

2- phosalone 0,01 0,01 0,01
phosmet 0,01 0,01 0,01
piperonyl-butoxide

pirimifos-ethyl 0,01 0,01 0,01
pirimifos-methyl

procymidone

profenofos 0,01 0,01 0,01
profluralin 0,01 0,01 0,01
prometryn 0,01 0,01 0,01
propachloor 0,01 0,01 0,01
propargite

proplcona_zole-sum 0,01 0,01 0,01
propyzamide

prosulfocarb

pyrazophos 0,01 0,01 0,01
pyrimethanil 0,01 0,01 0,01
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Cizelge 7.1’in devami

quinalphos 0,01 0,01 0,01
quinoxyfen 0,01 0,01 0,01
quintozene 0,01 0,01 0,01
q_uizalofop-p-ethyl 0,01 0,01 0,01
silafluofen

simazine 0,01 0,01 0,01
spiridiclofen

sulphur

TDE,p,p 0,01 0,01 0,01
eouprinfos 0L 0L 0oL
Tecnazene 0,01 0,01 0,01
tefluthrin 0,01 0,01 0,01
terbutryn 0,01 0,01 0,01
nsconazole 0oL 0oL 0oL
tetradifon 0,01 0,01 0,01
tetrasul 0,01 0,01 0,01
tolclofos-methyl 0,01 0,01 0,01
tri-allate 0,01 0,01 0,01
triazamate 0,01 0,01 0,01
triazophos

trifloxystrobin 0,01 0,01 0,01
triflumizole

trifluralin 0,01 0,01 0,01
triticonazole 0,01 0,01 0,01
vinclozolin 0,01 0,01 0,01
zoxamide 0,01 0,01 0,01

Cizelge 7.2. Bitkinin yaprak, kabuk ve kozalak kisimlarinin LC-MS/MS ile pestisit

analizi sonuglari

. Yaprak Kabuk Kozalak
Pestisit Sonug¢
parcaciklari parcaciklari parcaciklar
(Raporlama

mg/kg limiti) (Raporlama (Raporlama
R.L< limiti) (mg/k limiti) (mg/k
maka) ) (mg/kg) | limiti) (mg/kg)

Abamectin 0.03 0.03 0.03

Acephate 0.01 0.01 0.01
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Cizelge 7.2’nin devami

Acetamiprid 0.01 0.01 0.01
aldicarb (sum) 0.01 0.01 0.01
Aldicarb 0.01 0.01 0.01
aldicarb-sulfone 0.01 0.01 0.01
aldicarb-sulfoxide 0.01 0.01 0.01
Atrazine 0.01 0.01 0.01
Azamethiphos 0.01 0.01 0.01
azinphos-methyl 0.01 0.01 0.01
Bendiocarb 0.01 0.01 0.01
Bifenazate 0.01 0.01 0.01
Bitertanol 0.01 0.01 0.01
butocarboxim (sum)

butocarboxim 0.01 0.01 0.01
butoxycarboxim

carbaryl

carbendazim/benomyl 0.01 0.01 0.01
carbofuran (sum)

carbofuran

carbofuran,3-hydroxy

Carboxin 0.01 0.01 0.01
chlorbromuron 001 001 001
chlorfluazuron

Clofentezine 0.01 0.01 0.01
Clomazone 0.01 0.01 0.01
Clothianidin 0.01 0.01 0.01
Cycloate 0.01 0.01 0.01
Cycloxydim 0.01 0.01 0.01
Cymoxanil 0.01 0.01 0.01
demeton (sum) 0.01 0.01 0.01
Demeton 0.01 0.01 0.01
demeton-s-methyl 0.01 0.01 0.01
demeton-s-

methylsulfone 0.01 0.01 0.01
desmedipham

dichlofluanid (sum)

dichlofluanid (as 0.01 0.01 0.01
DMSA) dichlorvos

Dicrotophos 0.01 0.01 0.01
Diflubenzuron 0.01 0.01 0.01
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Cizelge 7.2’nin devami

Dimethirimol 0.01 0.01 0.01
dimethoate (sum) 0.01 0.01 0.01
dimethoate

Diniconazole 0.01 0.01 0.01
Diphenamid 0.01 0.01 0.01
disulfoton (sum) 0.01 0.01 0.01
Disulfoton 0.01 0.01 0.01
disulfoton-sulfone

disulfoton-sulfoxide 0.01 0.01 0.01
Diuron 0.01 0.01 0.01
DMSA 0.01 0.01 0.01
DMST 0.01 0.01 0.01
eth!ofencarb (sum) 0.01 0.01 001
ethiofencarb

ethiofencarb-sulfone

ethiofencarb-sulfoxide 0.01 0.01 0.01
ethirimol

Famoxadone 0.01 0.01 0.01
fenamiphos (sum) 0.01 0.01 0.01
fenamiphos

fenamiphos-sulfone

fenamiphos-sulfoxide 0.01 0.01 0.01
fenhexamid

fenpyroximate

fensulfothion (sum) 0.01 0.01 0.01
fensulfothion

fensulfothion-sulfone

fenthion (sum) 0.01 0.01 0.01
Fenthion 0.01 0.01 0.01
fenthion-sulfone 0.01 0.01 0.01
fenthion-sulfoxide 0.01 0.01 001
flucycloxuron

Flufenoxuron 0.01 0.01 0.01
Fosthiazate 0.01 0.01 0.01
Furathiocarb 0.01 0.01 0.01
Hexaflumuron 0.01 0.01 0.01
Hexythiazox 0.01 0.01 0.01
Imazalil 0.01 0.01 0.01
Imidacloprid 0.01 0.01 0.01
Indoxacarb 0.01 0.01 0.01
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Cizelge 7.2’nin devami

Iprovalicarb 0.01 0.01 0.01
Isoxaflutole 0.01 0.01 0.01
Linuron 0.01 0.01 0.01
metabenzthiazuiron 0.01 0.01 0.01
Methamidophos 0.01 0.01 0.01
mzm:gggg (sum) 0.01 0.01 0.01
methiocarb-sulfone

methiocarb-sulfoxide 0.01 0.01 0.01
methomyl

metobromuron 0.1 0.1 01
Metoxuron 0.01 0.01 0.01
mgﬂgﬁrnojfg:os 0.01 0.01 0.01
Omethoate 0.01 0.01 0.01
Oxamyl 0.01 0.01 0.01
Oxycarboxin 0.01 0.01 0.01
ggﬂ)ﬂ;‘ﬁfg&memy' 0.01 0.01 0.01
Pencycuron 0.01 0.01 0.01
Phenmedipham 0.01 0.01 0.01
phorate (sum) 0.01 0.01 0.01
Phorate 0.01 0.01 0.01
pirimicarb (sum) 0.01 0.01 0.01
Pirimicarb 0.01 0.01 0.01
Elrmﬁ;g desmethyl 0.01 0.01 0.01
Profoxydim 0.01 0.01 0.01
Propamocarb 0.01 0.01 0.01
Propoxur 0,01 0.01 0.01
Pyraclostrobin 0.01 0.01 0.01
Rotenone 0.01 0.01 0.01
Sethoxydim 0.01 0.01 0.01
Spinosad 0.01 0.01 0.01
Tebuconazole 0.01 0.01 0.01
Tebufenozide 0.01 0.01 0.01
Temephos 0.01 0.01 0.01
terbufos (sum) 0.01 0.01 0.01
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Cizelge 7.2’nin devami

Terbufos 0.01 0.01 0.01
terbufos-sulfone 0.01 0.01 0.01
terbufos-sulfoxide

thiabendazole 0.01 0.01 0.01
Thiacloprid 0.01 0.01 0.01
thiamethoxam

thiocyclam(as 0.01 0.01 0.01
nereistoxine)

Thiodicarb 0.01 0.01 0.01
thiofanox (sum) 0.01 0.01 0.01
Thiofanox 0.01 0.01 0.01
thiofanox-sulfone

thiofanox-sulfoxide

thiophanate-methy!|

tolylfluanid (sum) 0.01 0.01 0.01
tolylfluanid(as DMST)

triadimefon (sum)

triadimefon

Triadimenol 0.01 0.01 0.01
Triforine 0.01 0.01 0.01
Vamidothion 0.01 0.01 0.01
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EK-2

DPPH Radikali Yakalama Testi Verileri

Cizelge 7.3. No:1 (Yaprak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~ Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 1,2568+0,0029 1,5769 20,3+0,18
25 1,1649+0,0013 1,5769 26,12+0,08
50 1,0368+0,0009 1,5769 34,25+0,06
100 0,6985+0,0009 1,5769 55,71+0,06
250 0,2491+0,0007 1,5769 84,23+0,06
1000 0,2045+0,0007 1,5769 116,1+0,06

Cizelge 7.4. No:2 (Kabuk 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ng/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 1,1765+0,0006 1,2052 2,38+0,05
25 1,1522+0,0018 1,2052 4,440,15
50 1,1108+0,0014 1,2052 7,83+0,12
100 1,0765+0,0018 1,2052 10,68+0,15
250 0,8488+0,0019 1,2052 29,57+0,16
1000 0,1276+0,0022 1,2052 89,41+0,18

Cizelge 7.5. No:3 (Kozalak 6ziit) igcin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 1,3129+0,0017 1,3374 1,82+0,13
25 1,3065+0,0003 1,3374 2,31+0,03
50 1,2630+0,0013 1,3374 5,56+0,09
100 1,1719+0,0009 1,3374 12,37+0,07
250 1,0605+0,0017 1,3374 20,70+0,13
1000 0,6117+0,0029 1,3374 54,26+0,22
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Cizelge 7.6. No:4 (Yaprak 6ziit) i¢in DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve
% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %
(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 1,4746+0,017 1,6212 9+0,10
25 1,4002+0,022 1,6212 22,1+0,22
50 1,1739+0,016 1,6212 27,610,1
100 0,9725+0,026 1,6212 40+0,18
250 0,3830+0,015 1,6212 76,4%0,05
1000 0,3470+0,002 1,6212 98,25+0,13

Cizelge 7.7. No:5 (Kabuk 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon (pg/ml) Ort. Abs. Kont. ~Ort. %
Absorbansi Inhibisyon
10 1,2337+0,0004 1,3659 9,67+0,03
25 1,1573+0,0018 1,3659 15,26+0,14
50 0,9855+0,0018 1,3659 27,84+0,14
100 0,6191+0,0013 1,3659 54,67+0,09
250 0,2564+0,0021 1,3659 81,22+0,15
1000 0,5697+0,0006 1,3659 58,29+0,04

Cizelge 7.8. No:6 (Kozalak 6ziit) igcin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 1,2517+0,0098 1,3706 8,7+0,07
25 1,2300+0,0011 1,3706 10,3+0,08
50 1,1724+0,0012 1,3706 14,5+0,09
100 0,9808+0,0002 1,3706 28,4+0,01
250 0,5468+0,0005 1,3706 60,1+0,04
1000 0,5796+0,0028 1,3706 57,71+0,20
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Cizelge 7.9. No:7 (Yaprak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 1,4332+0,0011 1,5664 8,50+0,07
25 1,3699+0,0008 1,5664 12,54+0,05
50 1,2007+0,0009 1,5664 23,41+0,06
100 0,9374+0,0028 1,5664 40,15+0,18
250 0,3742+0,0021 1,5664 76,11+0,14
1000 0,2418+0,0019 1,5664 84,56+0,12

Cizelge 7.10. No:8 (Kabuk 6ziit) igcin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans ve

% Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,9145+0,0015 1,0274 10,98+0,15
25 0,8855+0,0008 1,0274 13,80+0,08
50 0,7788+0,0021 1,0274 24,19+0,2
100 0,2731+0,0005 1,0274 73,41+0,05
250 0,0959+0,0025 1,0274 90,66+0,24
1000 0,1157+0,0002 1,0274 88,74+0,04

Cizelge 7.11. No:9 (Kozalak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans

ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Absorbansi Ort. %

(ng/ml) Inhibisyon
10 1,3159+0,0020 1,3954 5,6940,15
25 1,2349+0,0014 1,3954 11,49+0,1
50 1,1928+0,0022 1,3954 14,5140,15
100 1,0364+0,0009 1,3954 25,72+0,06
250 0,7444+0,0014 1,3954 46,65+0,1
1000 0,6381+0,0023 1,3954 54,26+0,16
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Cizelge 7.12. No:10 (Yaprak 0ziit) i¢in DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans
ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 1,3770+0,0015 1,5347 10,27+0,09
25 1,3526+0,0008 1,5347 11,87+0,05
50 1,3066+0,0023 1,5347 14,86+0,15
100 1,1941+0,0018 1,5347 22,19+0,12
250 0,9919+0,0016 1,5347 35,36+0,1
1000 0,6690+0,0021 1,5347 56,41+0,14

Cizelge 7.13. No:11 (Kabuk 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans
ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Absorbansi ~ Ort. %

(ng/ml) Inhibisyon
10 1,2063+0,0014 1,2375 2,52+0,12
25 1,1983+0,0006 1,2375 3,17+0,05
50 1,1775+0,0004 1,2375 4,85+0,03
100 1,1243+0,0009 1,2375 9,15+0,07
250 1,0029+0,0012 1,2375 18,95+0,09
1000 0,7757+0,0040 1,2375 37,31+0,32

Cizelge 7.14. No:12 (Kozalak 6ziit) icin DPPH testinden elde edilen ortalama Absorbans
ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Absorbansi Ort. %

(ng/ml) Inhibisyon
10 1,3539+0,0010 1,3723 1,34+0,08
25 1,3269+0,0019 1,3723 3,32+0,15
50 1,2965+0,0018 1,3723 5,52+0,13
100 1,2790+0,0006 1,3723 6,79+0,05
250 1,1304+0,0015 1,3723 17,6240,1
1000 0,9424+0,0033 1,3723 31,32+0,24

137




EKLER

F. CETINKAYA

EK-3

Hidroksil Radikali (¢OH) Yakalama Aktivitesi (Deoksiriboz degradasyon) Testi

Verileri

Cizelge 7.15. No:1 (Yaprak 0ziit) i¢in eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Absorbans1 | Ort. % Inhibisyon
(ug/ml)
10 0,2773+0,01 0,4035 31,29+0,27
25 0,3843+0,0022 0,4035 4,75+0,46
50 0,3623+0,0012 0,4035 10,2340,30
100 0,3218+0,0024 0,4035 20,25+0,58
250 0,2494+0,0005 0,4035 38,20+0,14
500 0,2834+0,0007 0,4035 29,76+0,18
1000 0,2682+0,0012 0,4035 33,54+0,30

Cizelge 7.16. No:2 (Kabuk oziit) icin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ng/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,3999+0,0008 0,4733 15,51+0,17
25 0,3698+0,0005 0,4733 22,15+0,54
50 0,3591+0,0006 0,4733 24,13+0,11
100 0,3420+0,0018 0,4733 27,75+0,38
250 0,3417+0,0010 0,4733 27,80+0,23
500 0,3275+0,0020 0,4733 30,81+0,41
1000 0,3082+0,0005 0,4733 35,07+0,42

Cizelge 7.17. No:3 (Kozalak 6ziit) i¢in eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,3583+0,0002 0,4143 13,52+0,05
25 0,3886+0,0017 0,4143 6,21+0,42
50 0,3534+0,0051 0,4143 14,65+1,24
100 0,3370+0,0032 0,4143 18,66+0,78
250 0,3036+0,0009 0,4143 26,72+0,22
500 0,3223+0,0015 0,4143 22,22+0,37
1000 0,3023+0,0006 0,4143 27,04+0,15
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Cizelge 7.18. No:4 (Yaprak 0ziit) i¢in ¢OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~ Ort. %

(ng/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,4418+0,0024 0,6087 27,43+0,39
25 0,4243+0,0034 0,6087 30,3+0,56
50 0,5541+0,0007 0,6087 8,66+0,13
100 0,5027+0,0010 0,6087 17,42+0,16
250 0,4557+0,0013 0,6087 25,15+0,20
500 0,3976+0,0014 0,6087 34,68+0,23
1000 0,3241+0,0018 0,6087 46,76+0,30

Cizelge 7.19. No:5 (Kabuk o6ziit) icin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~ Ort. %

(ng/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,5934+0,0040 0,6363 6,74+0,63
25 0,625+0,0016 0,6363 1,74+40,25
50 0,586+0,0006 0,6363 7,90+0,11
100 0,5140+0,0020 0,6363 18,85+0,33
250 0,4532+0,0019 0,6363 28,79+0,30
500 0,3917+0,0037 0,6363 38,45+0,65
1000 0,3131+0,0015 0,6363 50,69+0,24

Cizelge 7.20. No:6 (Kozalak 6ziit) i¢in eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Absorbansi | Ort. % Inhibisyon
(ng/ml)
10 0,387+0,0010 0,6700 42,24+0,16
25 0,5944+0,0046 0,6700 11,28+0,70
50 0,5651+0,0035 0,6700 15,66%0,52
100 0,4312+0,0008 0,6700 35,65+0,12
250 0,4921+0,0005 0,6700 23,58+0,07
500 0,4836+0,0020 0,6700 27,83+0,31
1000 0,4694+0,0024 0,6700 30,93+0,53
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Cizelge 7.21. No:7 (Yaprak o6ziit) i¢in eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz

degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Ort. %

(ng/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,5821+0,005 0,5918 1,65+0,55
25 0,5641+0,0001 0,5918 4,68+0,02
50 0,5037+0,0024 0,5918 14,89+0,41
100 0,4865+0,0006 0,5918 17,80+0,10
250 0,4603+0,0007 0,5918 22,24+0,14
500 0,4435+0,0004 0,5918 25,07+0,06
1000 0,4112+0,0017 0,5918 30,52+0,30

Cizelge 7.22. No:8 (Kabuk oziit) icin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz

degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~ Ort. %

(ng/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,5011+0,0040 0,5252 4,59+0,07
25 0,4835+0,0011 0,5252 7,83+0,21
50 0,4679+0,0015 0,5252 10,92+0,30
100 0,4375+0,0027 0,5252 16,7+0,53
250 0,421+0,0011 0,5252 19,84+0,21
500 0,4008+0,0003 0,5252 23,68+0,06
1000 0,3841+0,0030 0,5252 26,88+0,55

Cizelge 7.23. No:9 (Kozalak 6ziit) i¢cin eOH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz

degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,5224+0,0012 0,5522 5,4+0,22
25 0,4816+0,0014 0,5252 12,79+0,26
50 0,4956+0,0030 0,5522 10,26+0,55
100 0,4651+0,0042 0,5252 15,78+0,77
250 0,4769+0,0014 0,5522 13,65+0,26
500 0,4663%0,0054 0,5522 15,07+0,16
1000 0,4424+0,0018 0,5522 19,89+0,33
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Cizelge 7.24. No:10 (Yaprak 6ziit) icin «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,5622+0,0017 0,6140 8,45+0,28
25 0,4783+0,0022 0,6140 22,13+0,37
50 0,4263+0,0015 0,6140 30,56+0,25
100 0,3878+0,0026 0,6140 36,84+0,43
250 0,4087+0,0005 0,6140 33,44+0,08
500 0,3762+0,0040 0,6140 38,74+0,62
1000 0,3654+0,0035 0,6140 40,49+0,57

Cizelge 7.25. No:11 (Kabuk 6ziit) i¢in «OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,4847+0,0014 0,6586 26,40+0,22
25 0,4407+0,0005 0,6586 33,08+0,07
50 0,3533+0,002 0,6586 46,36+0,31
100 0,4134+0,0011 0,6586 37,23+0,17
250 0,3950+0,0001 0,6586 40,02+0,02
500 0,3591+0,0005 0,6586 45,48+0,08
1000 0,3868+0,0004 0,6586 41,27+0,07

Cizelge 7.26. No:12 (Kozalak 6ziit) igin ¢OH radikali yakalama aktivitesi (deoksiriboz
degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ug/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,641+0,0026 0,7547 15,07+0,28
25 0,5342+0,003 0,7547 29,22+0,40
50 0,4591+0,0017 0,7547 39,17+0,22
100 0,4457+0,0012 0,7547 40,95+0,62
250 0,4344+0,0015 0,7547 42,44+0,20
500 0,4204+0,0004 0,7547 44,30+0,05
1000 0,3956+0,0012 0,7547 47,58+0,15
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Cizelge 7.27. BHA (Biitillenmis Hidroksi Anisol) igin ¢OH radikali yakalama aktivitesi
(deoksiriboz degradasyon) testinden elde edilen ortalama Absorbans ve % Inhibisyon

degerleri

Konsantrasyon Ort. Abs. Kont. ~Ort. %

(ng/ml) Absorbansi Inhibisyon
10 0,524+0,0007 0,7190 27,1040,11
25 0,6004+0,0031 0,7190 15,62 +0,43
50 0,5924+0,0010 0,7190 16,49+0,14
100 0,5831+0,0012 0,7190 18,90+0,16
250 0,5600+0,0011 0,7190 21,85+0,15
500 0,5380+0,0013 0,7190 25,13+0,19
1000 0,4806+0,0044 0,7190 33,15+0,61
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