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OZET

MERSIN BOLGESINDE YETISEN HYPERICUM PERFORATUM L. (KANTARON), URTICA DIiOICA
L. (ISIRGAN OTU) ve LAVANDULA OFFICINALIS (LAVANTA) BITKILERINDEN SUPERKRITIK
EKSTRAKSIYON YONTEMIYLE ELDE EDILEN OZUTLERIN ANTIOKSIDAN VE
ANTIMIKROBIYAL ETKIiLERININ INCELENMESI

Yapilan bu calismada Mersin bolgemiz cografyasinda yetisen ve ticari énemi olan Hypericum
Perforatum L. (Kantaron), Urtica Dioica L. (Isirgan Otu) ve Lavandula Officinalis (Lavanta)
bitiklerinin 6ziitleri siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon (T= 40 °C, P= 150 bar) yontemiyle
elde edilmistir. Antioksidan aktivite tayini icin DPPH serbest radikal giderim yontemi
kullanilarak % inhibisyon degerleri hesaplanmis olup, pozitif kontrol olarak biitillenmis
hidroksitoluen (BHT) kullanilmistir. Elde edilen sonuglara gore Hypericum Perforatum L.
(Kantaron), Urtica Dioica L. (Isirgan Otu) ve Lavandula Officinalis (Lavanta) bitkilerinin
konsantrasyon arttikca % inhibisyon degerlerinin arttifi ve en yliksek konsantrasyonda
Hypericum Perforatum L. (Kantaron) bitki oziitiinlin % inhibisyon degeri 88,46 olarak
hesaplanmistir. Bitki oOziitlerinin antimikrobiyal aktivite c¢alismalari igin Streptococcus
pneumonia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas
aeruginosa ve Bacillus subtilis bakterileri olmak tlizere 6 cesit bakteri kullanilmistir. Bitki
ozutlerinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi icin kuyu difiizyon metodu kullanilmistir. Zon
caplar1 karsilastirildiginda Lavandula officinalis (Lavanta) bitki 6ziitiiniin biitiin bakterilerde
antimikrobiyal aktivetisinin oldukca yiliksek oldugu gorilmektedir. Uygulamali olarak
Hypericum Perforatum L. (Kantaron) ve Lavandula Officinalis (Lavanta) bitki Oziitlerinin
kozmetik el kremlerinde koruyucu yerine kullanilabilirligi test edilmistir. Standart el kremi
formiilasyonuna gore kullanilan kimyasal koruyucu yerine belirlenen oranlarinda bitki 6zitleri
kullanilmistir. Karsilastirma yapmak tzere ise koruyucu iceren ve koruyucu icermeyen krem
numuneleri hazirlanmistir. Krem numuneleri alt1 ay boyunca giinliik kullanima uygun olarak
her giin el ile temas edilerek steril olmayan kosullarda alinmistir. Alinan o6rneklerin
besiyerlerde olusturduklar1 bakteri kolonilerinin sayilmasi esasina bagl antimikrobiyal etkinlik
testleri yapilmistir. Altinc1 ay sonunda elde edilen sonuglara gére koruyucu madde iceren ve
icermeyen krem numunelerinde her iki besiyerinde bakteri olusumu goézlenirken, Hypericum
Perforatum L. (Kantaron) ve ve Lavandula Officinalis (Lavanta) bitki 6ziitii iceren kremlerde
bakteri olusumuna rastlanmamaistur.

Anahtar Kkelimeler: antioksidan, antimikrobiyal, siiperkritik ekstraksiyon,  hypericum
perforatum, lavandula officinalis, urtica dioica

Danisman: Dog¢.Dr. Goktiirk AVSAR, Mersin Universitesi, Kimya Anabilim Dali, Mersin.
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ABSTRACT

OBTAINING EXTRACTS OF HYPERICUM PERFORATUM L. (CENTAURY), URTICA DIOICA L.
(STTINGING NETTLE) AND LAVANDULA OFFICINALIS (LAVENDER) PLANTS GROWN IN
MERSIN REGION VIA SUPERCRITICAL EXTRACTION METHOD AND INVESTIGATING THEIR
ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL EFFECTS

In this study, the extracts of Hypericum Perforatum L. (Centaury), Urtica Dioica L. (Stinging
Nettle) and Lavandula Officiallis (Lavender) plants grown in region were obtained via
supercritical fluid technique (T= 40 °C, P= 150 bars). DPPH free radical elimination method was
used for to investigate the antioxidant activity and inhibition values were calculated as %.
Butylated hydroxytoluen (BHT) was used as positive control. The results indicated that as the
concentration of Hypericum Perforatum L. (Centaury), Urtica Dioica L. (Stinging Nettle) and
Lavandula Officinalis (Lavender) plant extracts increased % inhibition values increased and the
% inhbition value of Hypericum Perforatum L. (Centaury) plant extract at the highest
concentration was calculated to be 88,46. The antimicrobial activity study of the plant extracts
was carried out against six different bacteria namely Streptococcus pneumonia, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtili. Well
diffusion method is used for determining the antimicrobial effect of the plant extracts. When the
zone diameters were compared with each other, it was observed that the antimicrobial activity
of the extract of Lavandula officinalis (Lavender) plant was high against all bacteria. The
possibility of using the extracts of Hypericum Perforatum L. (Centaury) and Lavandula Officinalis
(Lavender) plants in cosmetic handcreams instead of preservatives was tested. Instead of the
chemical preservatives used in accordance with the standard handcream formulations plant
extracts were used at predetermined ratios. For to make comparison, handcream samples with
and without preservatives were prepared. The cream samples were sampled under non-sterile
conditions by daily contacting it with hands for six months. Antimicrobial activity of the samples
taken was determined by counting the bacteria colonies in the broth used. According to the
results obtained at the end of the sixth month it was observed that although bacteria growth
was observed in the broth containing cream samples both with and without preservatives in
creams containing Hypericum Perforatum L. (Centaury) and Lavandula Officinalis (Lavender)
plant extracts bacteria did not grow.

Keywords: antioxidant, antimicrobial, supercritical extraction, hypericum perforatum,
lavandula officinalis, urtica dioica

Advisor: Assoc.Prof.Dr. Goktiirk AVSAR, Department of Chemistry, University of Mersin, Mersin.
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DPPH 2,2-difenil 1-pikrilhidrazil

ABTS 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-siilfonik asit)
CUPRAC Bakir (II) Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi
FRAP Demir (II1) lyonu Indirgeme Giicii
TRAP Toplam Radikal Tutma Parametresi
ORAC Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi
°C Santigrat derece

Te Kritik sicaklik

P. Kritik basing
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1.GIRIiS

Bitkiler insanligin varolusundan bugiline kadar hayatin temel kaynaklarindan biridir.
Ilkcaglardan beri insanlar, hem besin kaynagi olarak hem de saghk problemlerini tedavi etmek
icin bitkilerden faydalanmistir. Bitkilerin lirettigi dogal iiriinler endiistrinin en temel tiriinleri
olan primer ve sekonder metabolitlerdir. Bitkiler topraktan aldiklari su, mineral ve bazi
bilesenleri kendi metabolizmalarinda insan viicudunun 06ziimseyebilecegi bilesiklere
doniistlriirler. Bunlar bitki metabolizmasinda bulunan etken maddelerdir. Bitki oziitlerinin
zengin etken maddeler icerigine baglh olarak biyolojik sistemlere olduk¢a uyumlu olmasi
arastirmacilari bu alanda ¢alismaya yonlendirmistir [1].

Diinya Saglk Orgiitiince (WHO) hazirlanan raporda, tiim diinyada tibbi amach olarak
kullanilan yaklasik 20.000 cesit bitkinin oldugu belirtilmistir. 1990’1 yillardan sonra bitkisel
trtiinlere talebin artmasiyla birlikte bitkilerin kullanim hacmi her gecen giin artmaktadir [1].

Tiirkiye'nin tarimsal potansiyeli, cografi yapisi, hava sartlari, bitki ortiisii ve bitki
cesitliligi gibi bircok etkenden dolay1 bitki ticaretinde 6nemli iilkeler arasindadir. Tiirkiye’'nin
bu 6nemi; bitkisel ilag, gida, kozmetik ve parfiimeri sanayilerinin hammddelerini olusturan
bitkilerin iilkemiz florasinda bulunmasindan kaynaklanmaktadir. Ayrica endemik (sadece belli
bir bolgede dogal olarak yetisen) bitki tiirleri bakimindan da tilkemiz diinyada ilk siralarda yer
almaktadir [2].

“Flora of Turkey and The East Aegean Islands” gore, Tiirkiye 174 familyaya ait 1251 cins
ve 12.000’den fazla tiir ve tir alti taksonu (alt tiir ve varyete) ile olduk¢a zengin bir floraya
sahiptir [1, 3]. Bu taksonlarin 234’ii yabanci kaynakl ve kiiltiir bitkisidir. Geriye kalan diger
tirler ise yurdumuzda dogal yayilis gosteren bitkilerdir [1]. Tim Avrupa kitasinin yaklasik
12.000 kadar bitki taksonuna sahip oldugu distnildigiinde yurdumuzun bitki ortiisi
bakimindan nedenli zengin oldugu goriilmektedir [4].

Akdeniz Boélgesinde bulunan Mersin ilinin iklim, bitki ortiisii ve toprak yapisi bitki
yetistiriciligi agisindan biiyiik nem tagimaktadir. Iklim 6zellikleri yazlari sicak ve kurak, kislart
ise iliman ve yagishdir. Maki bitki ortiisiine sahip olmasi ve zengin toprak yapisindan dolay1
oldukga fazla cesit bitki tiirleri (ke¢iboynuzu, defne, kantaron, lavanta, menengic, bogiirtlen,
kekik vb.) yetistirilmektedir [5].

Bitkileri degerli kilan en 6nemli etken icerdikleri kimyasal bilesiklerdir. Bu bilesikler en
genel anlamda iki ana bilesen igerir. Bunlar primer metabolitler olan, karbonhidrat, protein, yag,
vb., sekonder metabolitler olan alkaloidler, tanenler, flavonoidler, fenoller, terpenoidler, vb.
bilesiklerdir. Bu bilesiklerden o6zellikle sekonder metabolitler antioksidan 6zellik
gostermektedir. Giin boyu soludugumuz kirli hava, zararl glines 1sinlari, sagliksiz beslenme gibi

etkenler viicutta oksidasyona neden olan serbest radikalleri olusturmaktadir. Viicuttaki serbest
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radikallerin etkisini en aza indiren veya yok eden, bagisiklik sisteminden erken yaslanmaya
sebep olabilecek reaksiyonlari dnleyen molekiillere “antioksidan” denir. Viicudumuz, bu
reaksiyonlara antioksidan’larla cevap vermektedir. Antioksidan molekiiller, kanser, diyabet,
kalp rahatsizliklar1 gibi bircok hastaligi tetikleyen serbest radikallere karsi viicudu koruma
gorevi listlenen maddelerdir [2].

llkcaglardan beri bitkilerin cesitli hastaliklarin tedavisinde tibbi amagh olarak
kullanildig1 bilinmektedir. Bitkilerin sahip olduklar1 ucucu yaglar, farkli bilesen iceren
karisimlar olduklarindan, biyolojik etkileri yoniinden de farklilik gosterirler. Etken maddelere
gore etkileri degismekle birlikte pek ¢cok ugucu yag; antimikrobiyal, karminatif, koloretik,
sedatif, ditiretik, antispazmodik gibi etkilere sahiptir [1, 6].

Bitkisel hammadde tiretiminde istenen kalite ve verimin yakalanabilmesi i¢in alternatif
lretim yontemlerinin kullanilmasi bir ihtiya¢ haline gelmistir. Bilindigi lizere bitkilerden
geleneksel yontemlerle 6ziitleme yapmak amaciyla farkli ¢6ziiciiler kullanilmaktadir. Kullanilan
tiim kimyasal ¢oziiciiler az veya ¢ok toksik etkiye sahiptir. Ayrica ne kadar iyi saflastirma islemi
yapilsa da, uriinlerden ¢oziciilerin tamamen uzaklastirilmasi oldukg¢a zordur. Diger yandan
¢ozlcu olarak, toksik etkiye sahip olmadig1 diistiniilen su kullanildiginda ise, ilk andan itibaren
bakteri olusumu baslamaktadir. Bu sebeple elde edilen iirtinlere koruyucu bilesikler
katilmaktadir. Biitiin bu etkiler g6z onlinde bulunduruldugunda hig¢bir toksik etkiye sahip
olmayan, yiiksek ¢6zme giicline sahip Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon yontemi, cesitli
endiistriyel ve analitik islemlerde ‘yesil’ bir kimyasal alternatif olarak ortaya ¢ikmaktadir [2, 7].

Organik ¢oziiciilerin endiistride genis 6lgekli kullanimi cevresel tehdit olusturmaktadir.
1985 yilinda Antartika’da ozon deliginin tespit edilmesi ile hiikiimetler, Kloroflorokarbon
(CFC)larin ve bazi halonlarin iiretimini ve tiikketimini azaltacak kati o6nlemlere ihtiya¢
duyuldugunu diisiinmiistiir. Bu kapsamda ozon tabakasina zarar veren ¢oziiciilerin kullanimini
kisitlamak veya ortadan kaldirmak icin 1987’de Montreal Protokolii kabul edilmistir. 196
tilkenin taraf oldugu Montreal Protokoli, ¢evre konusunda olusturulmus en basarili ¢ok tarafl
anlasma olarak tanimlanmaktadir. Tiirkiye; Protokole 19 Aralik 1991 tarihinde taraf olmustur
ve tiim degisikliklerini kabul etmis olup Montreal Protokoliiniin uygulanmasinda en basarili
tilkeler arasinda yer almaktadir [8].

Hizla artan sanayilesme ile diinya ¢apinda cevreye zarar veren ve organik c¢oziicii
kullanimini gerektirmeyen yeni stirdiiriilebilir kaynaklara ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu kapsamda
stuperkritik akiskan olan karbondioksit, en yaygin olarak kullanilan organik c¢dziiciilerin
kullanilmasini tamamen veya kismen ortadan kaldiran 6nemli bir potansiyel tasimaktadir [9].

Siiperkritik akiskanlar, solvent 6zellikleri ile 80’li yillarin basinda Avrupa, Amerika ve
Japonya' da faaliyet gosteren fabrikalar tarafindan yapilan kahve ve c¢ayin dekafeinizasyonu,

bira yapiminda kullanilan serbetciotu aromasinin ekstraksiyonu ve baharatlardan aroma
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esktraksiyonu uygulamalarinda 20 yi1l kadar 6nce teknik ve endiistriyel alana giris yapmistir.
Stiperkritik akiskan ekstraksiyonlarinin ¢ogunda ekstraksiyon ajani olarak karbondioksit (CO2)
uygun kritik ozellikleri, inert olmasi ve cevre agisindan zararsiz olmasi nedeniyle oldukca sik
tercih edilmektedir [10].

Bu bilgiler 1s18inda yapilan tez calismasinda, Mersin bolgesinde yetisen Hypericum
perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitkilerinin stperkritik karbondiksit
yontemiyle oOziitleri elde edilmistir. Antioksidan aktivite tayini icin DPPH serbest radikal
giderim yontemi kullanilarak % inhibisyon degerleri hesaplanmistir. Antimikrobiyal aktivite
calismalarn icin Streptococcus pneumonia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis bakterileri olmak tlizere 6 ¢esit bakteri
kullanilmistir. Bitki 6ziitlerinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi icin kuyu difiizyon metodu
kullanilmistir. Daha sonra Hypericum Perforatum L. (Kantaron) ve Lavandula Officinalis
(Lavanta) bitki oziitlerinin uygulamal olarak kozmetik el kremlerinde koruyucu yerine
kullanilabilirligi incelenmistir. Krem numuneleri alti ay boyunca giinliik kullanima uygun olarak

her giin el ile temas edilip steril olmayan kosullarda antimikrobiyal etkinlik testleri yapilmistir.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI

2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller orbitallerinde bir veya daha fazla ortaklanmamis elektron bulunduran
atom ya da molekiillerdir. Serbest radikaller kii¢clik molekiillerdir. Diislik aktivasyon enerjisine
sahip olmalarinin yani sira 6miirleri kisadir. Kii¢iik boyutlu olmasi hiicre membranlarindan
kolaylikla gecmelerine yol acar [11]. Serbest radikaller oldukca reaktiftirler, bu yiizden diger
atom ya da molekiillerle kolayca reaksiyona girerler. Ciinkii eslesmemis elektronlarin bir baska
radikalin elektronu ile eslesmek ya da bir elektron transferi ile kararli hale gelme egilimleri
vardir. Bu sebeple serbest radikaller, elektron alici (yiikseltgen) ya da elektron verici (indirgen)
ozellik gosterirler [12].

Radikaller, metabolizmanin normal isleyisi sirasinda siirekli olarak tretilmektedir.
Radikaller etkin reaktifler olduklarindan tiim organlarda kontrol edilemeyen hasarlara yol
acabilirler [13]. Serbest radikaller hem normal metabolizmanin yan iiriinii olarak, hem de toksik
maddelerin etkisiyle olusabilirler [14]. icinde bulundugumuz ¢evrede cesitli fiziksel etkenler ve
kimyasal olaylar nedeniyle devamli bir radikal olusumu vardir. Hiicresel kosullarda da oldukga

fazla miktar ve gesitlilikte radikaller tiretilmektedir [15].

Tablo 2.1. Sik karsilasilan bazi serbest radikaller ve radikal lireten tirlerin 6zellikleri [16, 17].

Ad Simgesi  Ozellikleri
Hidrojen radikali H- Sik karsilasilan en temel radikaldir.
Siiperoksit radikali Oy Oksijen metabolizmasinin ilk ara iirliniidiir ve dismutasyon

reaksiyonu ile hidrojen peroksit (H20) olusturur [18]
Hidroksil radikali ~ OH- Toksik bir metabolittir.
Hidrojen peroksit  H20> Tepkimeye girme potansiyeli diisiik ancak hidroksil radikali
(OH~) olusturma potansiyeli ¢cok yiiksektir [18]

Triklorometil CClsz CCls metabolizmasi irint, karacigerde iretilen bir
radikali radikaldir.

Azot monoksit NO L - argininden in vivo turetilen radikaldir.

Singlet oksijen 10, Oksijen elektronlarindan birinin disaridan enerjiyle kendi

yoOriingesinin tersi yonde olan farkl bir yoriingeye yer
degistirmesi sonucuyla olusabilir [19]. Yarilanma 6émri kisa

ve giiclii oksidatif formdadir.
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Tablo 2.1. (devami) Sik karsilasilan bazi serbest radikaller ve radikal tireten tiirlerin 6zellikleri

[16, 17].

Adi Simgesi  Ozellikleri
Perhidroksil HO Siiperoksit radikalinin diisiik pH’da (pKa 4,8)
radikali protonlanmasiyla olusur ve kuvvetli bir oksidandir [19].

Lipidlerde hizli ¢6ziinerek lipid peroksidasyonunu artirir.

Peroksil radikali ROO~ Perhidroksile radikaline oranla daha zayif etkili, lipidlere
lokalize olma yetenegi vardir.

Tiyil radikali RS Kikiirtli ve ¢iftlenmemis elektron iceren tiirlerin genel ad1

Alkoksil radikali RO Organik peroksitlerin yikimi ile iiretilen oksijen metaboliti

2.2. Antioksidanlar

Reaktif oksijen tlirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi hasar1 6énlemek icin
antioksidanlar sistemleri vardir. Antioksidanlar, kendi elektronlarini vererek, serbest
radikalleri notralize ederler. Genellikle fenolik ve konjuge yapida bulunan antioksidan molekiilii
lizerine aldig1 radikalik yiiki, delokalize ederek radikal etkinligini azaltir [17, 20].
Antioksidanlar, serbest radikalleri baslica dort yolla etkisiz hale getirirler:

Siipiirme (Scavenging) etkisi: Serbest radikalleri daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek
etkisizlestirir.

Sondiirme (Quenching) etkisi: Bir hidrojen transferi ile oksidan maddeler inaktive edilir.
Zincir reaksiyonlarin1 kirma (Chain Breaking) etkisi: Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir
metaller serbest radikalleri kendilerine baglar ve inaktive eder.

Onarma (Repairing) etkisi: Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar.

2.3. Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar Tablo 2.2’ de gorildiigii gibi dogal ve sentetik antioksidanlar olarak ikiye
ayrilirlar. Dogal antioksidanlar enzimatik etki gdsteren ve enzimatik etki gdstermeyen
antioksidanlar olarak ikiye ayrilirken, enzimatik etki gostermeyen antioksidanlar ise kendi

aralarinda endojen ve ekzojen antioksidanlar olarak ikiye ayrilirlar [20].
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Tablo 2.2. Antioksidanlarin siniflandirilmasi.

Antioksidanlar
Dogal Antioksidanlar Sentetik Antioksidanlar
Enzimatik Olmayan BHT, BHA, Troloks ve cesitli selat

Enzimatik Endojen Eksojen olusturucu sentetik maddeler
Siiperoksit dismutas Glutatyon Tokoferol
(SOD) (GSH) (Vitamin E)
Katalaz (CAT) Melatonin Askorbik asit

(Vitamin C)
Sitokrom Oksidaz Urik asit Folik asit

(Vitamin B9)
Glutatyon Peroksidaz  Bilurubin Karotenoidler
(GSH-Py)
Glutatyon Rediiktaz Albumin Fenolik
(GR) Bilesikler

Koenzim Q1o
a-Lipoik Asit
Seruloplazmin
Transferrin
Selenyum

Cinko

2.3.1. Dogal Antioksidanlar

Dogal antioksidanlar hayvan ve bitki dokularinda bulunan maddelerdir [21].
Organizmanin dogal antioksidan iiretiminin yas ilerledikce ve cevresel etkenlerden dolay1
azalmasindan, yapilan c¢alismalar bitkisel antioksidan arastirmalarimi arttirmistir [22].
Giniimuzde sentetik antioksidanlarin zararli etkileri géz oniinde bulunduruldugunda dogal

antioksidanlarin 6nemi giderek artmaktadir.

2.3.1.1. Enzimatik Antioksidanlar

Siiperoksit dismutaz (SOD)
Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi, siliperoksit radikalini (02), H20, ve O:ye
katalizleyen, enzimatik bir antioksidandir (Sekil 2.1).
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202'_"' 2HJr —»SOD H202 + 02

Sekil 2.1. Siiperoksit dismutas (SOD) katalizorliiglindeki kimyasal reaksiyon.

Prokaryotik olmayan hiicrelerin serbest radikallere karsi gelistirmis olduklari
korunma mekanizmalar arasinda ilk SOD enzimi gelmektedir. Insanlarda SOD’un ii¢ izomeri
bulunur. Bunlardan bakir (Cu) ve cinko (Zn) iceren siiperoksit dismutas (Cu/Zn SOD) sitozolde,
manganez iceren sliperoksit dismutaz (Mn SOD) mitokondride ve ekstraselliiler siiperoksit
dismutas (EC SOD) hiicre disi sivilarda bulunur. Genel olarak hiicrede en ¢ok bulunan izomer
Cu/Zn SOD’dir [20]. Cu-Zn SOD'1n spesifik aktivitesi Down sendromlu hastalarin eritrositlerinde
ylksek, prematiirelerin ve yaslilarin eritrositlerinde ve psoriyazisli hastalarin l6kositlerinde
diisiik bulunmustur. SOD'1n fizyolojik fonksiyonu, oksijeni metabolize eden hiicreleri siiperoksit
serbest radikalinin (O2--) lipid peroksidasyonu gibi zararh etkilerine karsi korumaktir. SOD

aktivitesi yiliksek oksijen kullanimi olan dokularda fazladir ve doku pO; artisiyla artar [23].

Katalaz (CAT)
Katalaz (E.C.1.11.1.6) (CAT) enzimi hidrojen peroksiti (H202), oksijen (0:) ve suya

(H20) pargalayan reaksiyonu katalizler (Sekil 2.2).

H202 % 02 + HzO

Sekil 2.2. Katalaz (CAT) katalizorligtindeki kimyasal reaksiyon.

Katalaz, aktif kisminda hem-bagli demir iceren, hemen hemen tiim hayvansal ve
bitkisel dokularda bulunan hemoprotein 6zelligini tasiyan enzimdir [24]. Katalaz enzimi
hayvanlarda bulunan aeorobik hiicrelerde, 6zellikler karaciger ve eritrositlerde yogun olarak

bulunur. Beyin, kalp, iskelet kaslarinda ise diisiik miktarlarda katalaz enzimi icerir [19].

Sitokrom Oksidaz

Sitokrom oksidaz mitokondride yer alan ve solunum zincirinin en son basamaginda
bulunan bir enzimdir. Solunum zincirindeki gorevini siirdiirtirken, siiperoksit radikalinin (02°)

suya doniistimiini saglar [25].

40, + 4H" + 4¢¢ — 2H,0

Sekil 2.3. Sitokrom oksidaz katalizorliigiindeki kimyasal reaksiyon.
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Glutatyon Peroksidaz (GSH-Py)
Glutatyon peroksidaz (EC 1.11.1.9) (GSH-Py), hiicrelerin sitoplazmasinda bulunup,

hiicre i¢ci hidroperoksitlerin indirgenmesinde gorev alir.

Glutatyon peroksidaz (GSH-Py), tetramer yapida olup dort protein alt biriminden
olusur. Her protein birimine dort selenyum (Se) atomu baglandigindan, seleno-sistein bilesigi
sinifina girer ve bu 6zelliginden dolay: katalitik aktiflilik gosterir [19]. GSH-Py elektron kaynagi
olarak glutatyonu (GSH) kullanarak, hidrojen peroksiti (H202) ve organik hidroperoksitleri
(ROOH) katalizleyen enzimdir [20]. GSH-Px, glutatyonu (GSH) okside ederek (GSSG) hidrojen
peroksiti (H202) suya (H20) indiger. Organik hidroperoksitleri (ROOH) katalizleyerek ise alkole
(ROH) dontistiiriir (Sekil2.3) [26, 27].

GSH-P
H,0, + 2GSH ——— % GSSG + 2H,0

GSH-P,

ROOH + 2GSH GSSG + ROH + H,0

Sekil 2.4. Glutatyon peroksidaz (GSH-Pyx) katalizorliiglindeki kimyasal reaksiyonlar.

Glutatyon peroksidaz lipit peroksidayonundan ortaya ¢ikan hidroperoksitleri
parcalayarak yeni radikal iiretimini engellemektedir. Kanda bulunan eritrositleri hemoglobin
oksidasyonuna karsi korumaktadir. Ayrica asir1 hidrojen peroksit varliginda glutatyonun (GSH)
okside glutatyona (GSSG, glutatyon disiilfid) oksidasyonunu katalize eder [24].

Yapilan bir calismada glutatyon peroksidazin, tavuk yemlerinde protein ve kalsiyum
degerlerini artirdigini ve LDL kolesterolii diisiirdiigii tespit edilmistir. Ayrica lipid
peroksidasyonunu biiytik 6l¢liide azalttigim1 ve glutatyon peroksidaz aktivitesini arttirdigini

belirlemislerdir [28].

Glutatyon Rediiktaz (GR)
Glutatyon rediiktaz (E.C.1.8.1.7), GSH-Px wvasitasiyla hidroperoksitlerin (H203)

indirgenmesi sonucu olusan okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)

doniisiimiinii katalize eder.

2GSSG + NADPH + H* SR o >GsH + 2NADP-

Sekil 2.5. Glutatyon rediiktaz (GR) katalizorliigiindeki kimyasal reaksiyon.
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Glutatyon rediiktaz (GR) hiicre i¢i glutatyon (GSH) seviyelerini korunmasina yardimci
olarak hiicre iginde serbest radikal olusumunun engellenmesinde 6énemli rol oynar [29]. Bir
flavoprotein olan GR hidrojen donor olarak B-nikotinamid dintikleotid fosfat (NADPH)
kullanarak okside glutatyonu(GSSG) indirgenmis glutatyona(GSH) katalizler. Bu sayade yiiksek

antioksidan etkisine sahip olan glutatyon muhafaza edilir [20].

2.3.1.2. Enzimatik Olmayan Antioksidanlar

Enzim yapisinda olmayan dogal antioksidanlar, c¢ogunlukla tiim bitkilerde,
mikroorganizmalarda ve bazi hayvansal dokularda bulunurlar. Enzimatik olmayan
antikosidanlar endojen (organizmanin sentezledigi) ve eksojen (disaridan besinlerle alinan)

olarak ikiye ayrilabilir.

2.3.1.2.1. Endojen Antioksidanlar

Glutatyon(GSH)

Glutatyon hemen hemen biitlin 6karyotik hiicrelerde sentezlenir. Glutatyon glutamat,
sistein ve glisinden sentezlenebilen bir tripeptittir [27]. GSH serbest oksijen radikallerini
notralize ederek reaktif oksijen tiirlerine karsi viicudu korur ve plazma membranindan
aminoasit transportunu saglar [30]. Bagisiklik sisteminin normal calismasi i¢in lenfositleri
aktive ederek bagisiklik sistemini giiclendirir. Vitamin E ve vitamin C, GSH tarafindan
diizenlenir. Karaciger, bobrek veya bagirsak gibi ksenobiyotiklere maruz kalan organlarda

yliksek konsantrasyonlar da bulunur [20, 22, 29].

Zln
I
N

@)

Sekil 2.6. Glutatyon molekiil yapisi.

Melatonin
Melatonin, memeli beyninde serebral yarikiireler arasindaki pineal bezden ve ayrica
lenf ve kemik iligi hiicreleri ile safra ve gastrointestinal sistemden sentezlenip salgilanan, uyku,

tireme gibi pek cok biyolojik fonksiyonun diizenlenmesinde rol oynayan bir hormondur [31].
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Sekil 2.7. Melatonin molekiil yapisi.

Melatonin, hidroksil serbest radikali (OHe) ile reaksiyona girdikten sonra bir indolil
katyon radikaline doniistir ve bu da ortamdaki siiperoksit radikalini (02--) tutarak antioksidan
aktivite gosterir. Ayrica sliper oksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GSH-Px) ve
glutatyon rediiktaz (GR) gibi antioksidan enzimlerin aktivitesini stimiile ederek dokularda lipid
peroksidasyon sonucu olusan oksidastif hasar1 6nler. Melatoninin antioksidan olarak diger bir
ozelligi ise lipofilik olmasidir. Hiicrenin hemen biitiin organallerine ve hiicre c¢ekirdegine
ulasabilir ve bdylece ¢ok genis bir dagilimda antioksidan aktivite gosterir. Melatonin kanserin
ilerleme ve gelisme safhalarini geciktirir. Yaglanma ile birlikte melatonin tiretimi de azalir.

Dolayisiyla yaslanma ve yaslanmaya bagli hastaliklarda 6nemli bir rol oynar [31, 32].

Urik Asit

Urik asit plazma konsantrasyonlarinda antioksidan 6zellik gésteren molekiildiir. Singlet
oksijen (103), hidroksil (OH-), siiperoksit (O2’) ve peroksil radikalleri (ROO~) gibi reaktif oksijen
tirlerini (ROS) temizler. Lipit radikalleri tizerinde etkisi olmamakla birlikte demir (Fe*Z) ve

bakir (Cu*2) gibi iyonlar selatlayrak etkisizlestirir [33].

(0]
H
N
HN
)\ ‘ ’
0 N N
H

Sekil 2.8. Urik asit molekiil yapisi.

Urik asit insanda piirin katabolizmasinin son oksidasyon iiriiniidiir. Hipoksantinin tirik
asite doniistiigii son metabolik adimin parcast olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS)
tiretilmektedir. Ksantin oksidorediiktazin en énemli kaynaklari karaciger ve ince bagirsaklardir

[34].
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Albumin

Albumin yapisinda 585 aminoasit bulunduran proteindir. Albumin, viicut icerisindeki
sivi dagiliminda metallerin, yag asitlerinin, kolesteroliin, safra pigmentlerinin ve ilaglarin
tasinimini saglar. Ozmotik basincin diizenlenmesinde ve sivinin farkli bélmeler arasinda
dagiliminda kilit bir proteindir [35].

Albumin, insan plazmasinda 35-50 mg/mL arasinda bulunur. Normal sartlarda yari
omri 20 giindir ve plazma konsantrasyonu sadece karaciger ve katabolizmasi ile sentezi
arasinda degil, ayni zamanda transkapiller kacisinda da bir dengeyi temsil eder [36].

Katyonik ligandlar arasinda gecis metalleri olan Fe(II) ve Cu(II) iyonlari, reaktif oksijen
tlirlerini olusturmada oldukea etkindir. Serbest Fe(II) ve Cu(Il) iyonlar1 Fenton reaksiyonlari
sonucu hidroksil radikallerin olusumuna yol agan hidrojen peroksit (H:0:) ile etkilesime
girebilir. Albiimin yapisindaki serbest siilfidril gruplar1 sayesinde sistein, homosistein ya da
glutatyon (GSH) gibi bilesikler ile distlfit olusturur. Bu durum Fenton reaksiyonundan salinan

hidroksil radikallerini (OH-) biiyiik 6l¢tide engeller [35].

Fe’* + H,0, — Fe®* + OH' + OH-

Sekil 2.9. Fenton reaksiyonu.

Bilirubin

Bilirubin, dmriinii dolduran eritrositlerin parcalanmasiyla eritrositlerin icerisinde
bulunan hem-protein gruplarinin yikimi sonucunda meydana gelmektedir. Genellikle biyolojik
dokularda anormal derecede yliksek konsantrasyonlarda biriktiginde toksik bir bilesik olarak
kabul edilir. Dolasim esnasinda karaciger tarafindan alinir, biyotransformasyona ugratilarak
safra veya idrarla atilir. Bilirubin, peroksil radikallerine (ROO~) zincir kiric1 etki gostermesinden

dolay1 oldukga etkili bir antioksidandir [20, 37]

Koenzim Q19 (CoQ10)

Koenzim Qio viicuttaki kimyasal reaksiyonlara enerji saglanmasinda o6nemli rol
oynayan, mikrozom ve mitokondri gibi cesitli organelleri ve hiicreleri cevreleyen lipofilik bir
antioksidandir. Koenzim Qi iyi bir antioksidan olarak mitokondriyal i¢ membranindaki
solunum zincirinin elektron ve proton transportuna katilir ve hiicre ve dokularda serbest

radikal oksidasyonunu onler [38].
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Sekil 2.10. Koenzim Q1o (CoQ10) molekiil yapis1 [39].

Koenzim Q1o, ubikinonlar olarak bilinen bilesiklerin ailesidir. Antioksidan olarak lipit
ve protein peroksidasyonunu baskilar. indirgenmis formu, ubikinol (CoQH:), bir lipofilik
antioksidan olarak hareket eder ve elektron tasima sistemine katilir. Ubikinol, oksidanlari
notralize etmek icin elektron verir ve bu sayede giicli bir antioksidan aktivitesi gosterir.
Boylece Koenzim Qio hidrojen peroksit (H202) ve siiperoksit (02) gibi toksik reaktif

oksijensistemlerine karsi etkin bir koruma saglar [38].

a-Lipoik Asit

a-Lipoik asit (LA) ve a-Lipoik asitin indirgenmis formu dihidrolipoik asit (DHLA) gii¢lii
antioksidanlardandir. a-lipoik asit, yagda ve suda c¢oziinebilmesi 6zelligiyle antioksidanlar
arasinda tektir. Siiperoksit radikalleri, hidroksil radikalleri, peroksil radikalleri ve singlet
oksijen gibi reaktif oksijen bilesikleri ile reaktive olur. a-Lipoik asit ayni zamanda vitamin E’ yi

rejenere eden vitamin C ve glutatyon ile birbirlerini etkileyerek membranlari korur [40, 41].

)

/ ° \\\\\\\\\\/\)J\oH

S
Sekil 2.11. a-Lipoik Asit molekiil yapisi.

a-Lipoik asit (LA) mitokondriyal yapiya sahip olan hayvan ve bitki dokularinda bol
miktarda bulunur. Bitkiler icinde en fazla a-lipoik asit icerenler sirasiyla ispanak, brokoli ve
domatestir. Hayvan dokular icerisinde en fazla a-lipoik asit bobrek, kalp ve karacigerde

bulunur [41].
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Seruloplazmin

Seruloplazmin beyin dahil olmak iizere bir ¢cok dokuda sentezlenen ve protein yapida
olan antioksidandir. Temel gorevi ise kandaki bakirin (Cu) % 95’ini tasimaktir. Seruloplazmin
Cu’ya geri doniistimli baglanarak Cu metabolizmasinda 6nemli bir etkiye sahiptir. Ayrica
sliperoksit dismutas (SOD) gibi hareket eder ve eritrosit zarlarinda bulunan doymamis yag

asitlerini aktif oksijen radikallerine karsi korur [42].

Transferrin

Transferrin yiiksek oranda serumda bulunur. Onemli islevi ise kandaki demirin (Fe*3)
tasinmasidir. Dolayisiyla hiicrelerin gelismesi ve biiylimesi i¢in 6nemli bir faktér olarak rol
oynar. Demir (Fe) iyonlar1 Fenton reaksiyonlarina neden olan hidrojen peroksidin (H20:)
ylksek oksidan aktivitesi gosteren hidroksil radikallerine (OH~) donilisiimiinii katalizleyerek
oksidatif strese neden olur (Sekil 2.9). Transferrin ise serbest ferréz iyon (Fe2+)

konsantrasyonunu azaltarak antioksidan aktivite gosterir [22, 42].

Selenyum (Se)

Selenyum, antioksidan ve bagisiklik sistemini diizenleyici fonksiyona sahip olmasindan
dolay1 6nemli bir elementtir. Selenyum, selenoprotein islevi icin hayati olan selenosistein
denilen amino asidi sentezlemek ic¢in kullanilir. Insan viicudunda en az 25 selenoprotein
bulunur ve bunlar antioksidan enzimlere (glutatyon peroksidaz (GSH-Py)), antioksidan
proteinlere (selenoprotein P ve W) ve diger metabolik enzimlerin (tioredoksin rediiktaz ve iyot
deiodinaz) aktivitesine gore siniflandirilir. Selenium GSH-Pyx aktivitesini arttirarak reaktif

oksijen radikallerini baskilar [43].

Cinko (Zn)

Cinkonun serbest radikal olusumu durdurucu rolii vardir. Redoks stabil olan ¢inko,
kritik seliiler ve ekstraseliiler bolgelerde bakir ve demir gibi redoks reaktif olan metallerin
yerine gecer. Cinko antioksidan etkili bir enzim olan siiperoksit dismutazin (SOD) ve dokulari
serbest radikallerin zararh etkilerinden koruyan metallotiyoneinlerin yapisinda yer alir [44,

45].

2.3.1.2.2. Eksojen Antioksidanlar

Tokoferoller (Vitamin E)

Vitamin E, yiiksek antioksidan aktivite potansiyeli olan ve yagda c¢dziinen bir

vitamindir. Bu vitamin sekiz stereoizomeri olan asimetrik bilesiktir. Asimetrik formlar a-, -, 6-,
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y- tokoferoller ve a-, -, 8-, y- tokotrienolleri olarak siniflandirilir. Tokoferollerin antioksidan
aktivitesi en yiliksek formu a-tokoferoldiir [46]. Yapisindaki (Sekil 2.12) fenolik hidroksil

grubundaki aromatik halka molekiile antioksidan 6zelligi saglar [47].

Sekil 2.12. a-Tokoferol (Vitamin E) molekiil yapisi.

Vitamin E, hiicre membran fosfolipidlerinde bulunan yag asitlerini serbest radikal
etkisinden koruyan ilk savunma hattin1 olusturur. Vitamin E siiperoksit (O2) ve hidroksil
radikallerini (OH~), singlet oksijeni, lipid peroksit radikallerini (LOO-) ve diger radikalleri
indirger. Vitamin E zincir kirici antioksidan olarak bilinir. Lipid peroksidasyonu zincir

reaksiyonu (Sekil 2.13), vitamin E’'nin oksidasyonu vasitasiyla sonlandirilabilir [48].

LOO" + VitE — LOOH + VitE"
VitE- + LOO® — [ OOH + VitE

Sekil 2.13. Vitamin E'nin lipid peroksidasyon zincir reaksiyonlari.

Vitamin E okside olduktan sonra ve parcalanmadan 6nce askorbik asit ve glutatyon
tarafindan yeniden indirgenebilmektedir. Yasl kisilere Vitamin E ve C takviyesinin ortalama kan
lipid peroksit konsantrasyonlarinda bir azalma sagladigi saptanmistir [49]. Glutatyon
peroksidaz ile vitamin E, serbest radikallere karsi birbirlerini tamamlayici etki gosterirler. Buna
baglhh olarak glutatyon peroksidaz, olusmus peroksitleri ortadan kaldirirken vitamin E
peroksitlerin sentezini engeller.

Vitamin E selenyum metabolizmasinda da 6énemli rol oynar. Vitamin E selenyumun
organizmadan kaybini dnleyerek veya onu aktif sekilde tutarak selenyum ihtiyacinm azaltir [50].

Vitamin E; kolon, prostat ve gogiis kanseri, baz1 kardiyovaskiiler hastaliklar, katarakt

ve norolojik bozulukluklara karsi koruma etkisinin oldugu bilinmektedir [46].

Askorbik asit (Vitamin C)

Askorbik asit (Vitamin E) insanlarda sentezlenmeyen, bitkiler tarafindan tiretilen
sekonder metobolitlerdir ve antioksidan 6zellik gosterir. C vitamini insanda hastaliklara yol

acabilecek potansiyele sahip bircok tiirii inaktif edebilmektedir. Bu tirler oksijen radikalleri
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(stiperoksit, hidroksil radikali, peroksil radikaller), siilfiir radikalleri ve nitrojen-oksijen
radikalleri ve hipokloréz asit, nitrozaminler, nitréz asit bilesikleri, ozon gibi radikal olmayan
reaktif bilesikleri olarak sayilabilir. Organizmada bircok hidroksilasyon reaksiyonunda
indirgeyici ajan olarak gorev yapan vitamin C, kollajen sentezinde lizin ve prolinin
hidroksilasyonu icin gereklidir [51, 52].

Bircok memeli tiirii karacigerindeki glikozdan C Vitamini (askorbik asit) sentezlenme
yetenegine sahip olmasina ragmen insanlar icin bu durum miimkiin degildir. Bunun nedeni
insanlarda askorbik asit sentezi icin esansiyel olan gulonolakton oksidaz enziminin olmayisidir

[22, 53].

HO
OH

Olltnne
T

Sekil 2.14. Askorbik asit (Vitamin C) molekiil yapisi.

Askorbik asit, bitkilerin yapraklarinda ve Kkloroplastin 6zellikle stomasinda
yogunlasmis olarak askorbat halinde rediikte formda bulunur. Kloroplastlarda fazla uyarilmis
enerjiyi etkisizlestiren violaksantin-de-eopksidaz enziminin kofaktorii olarak davranir [54].

Vitamin C lipitlerde ¢6ziinen radikallerin temizlenmesi yoluyla {iretilen a-tokoferoksil
radikallerinden o-tokoferolii yeniden olusturarak bir koantioksidan olarak hareket edebilir.
Bunun yani sira vitamin C, Fenton reaksiyonlarinda Fe3+, Fez* ‘ye doniistiirerek oksidan 6zellik

de gosterir [55].

Folik Asit (Vitamin B9)

Folik asit (vitamin B9) suda ¢6zlinebilen bir vitamin B liyesidir. Folik asit, DNA sentezi
ve kirmizi kan hiicreleri agisindan oldukca Onemlidir. Gebelik ve c¢ocukluk gibi biiyiime
periyotlarinda ve hiicre béliinmesi sirasinda aktif gorev alir. Folik asit erkeklerde

spermatogenezis i¢in de gerekli oldugu bilinmektedir [56].
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Sekil 2.15. Folik asit (Vitamin B9) molekiil yapisi.

Folik asit reaktif oksijen tiirlerini temizleyen ¢ok giiclii bir antioksidandir. Hem tek
basina hem de diger B vitaminleri ile birlikte plazma homosistein seviyesini diisirmede
etkilidir. Ayrica folik asit, vitamin C ve vitamin E gibi antioksidan vitaminler oksidatif vaskiiler

hasarini engellemede biiytik rol oynar [57, 58].

Karotenoidler

Karotenoidler lipofilik o6zelliklere sahip bitkilerde ve c¢ogu mikroorganizmalarda
sentezlenen dogal bilesiklerdir. Dogal kaynaklardan 500’den fazla c¢esit karatenoid izole
edilmistir. Cogu karotenoid, antioksidan aktivitelerinden sorumlu olan genisletilmis bir konjtlige
cift bag sistemine sahiptir [59, 60]. Karotenoidler, iki ana siniftan olusmaktadir. Bunlar (Sekil
2.16); 40 karbon atomlu c¢oklu doymamis hidrokarbonlar (karotenler) sinifinda yer alan
likopen, B-Karoten, o-karoten olarak, doymamis hidrokarbonlarin oksijenli tiirevleri
(ksantofiller) sinifinda yer alan -kriptoksantin, lutein, zeaksantin olarak adlandirilirlar [61].
Karoten sinifinda yer alan  -Karoten, provitamin olarak kabul edilen karotenoidlerin yagda
¢Oziinen bir iyesidir, ¢linkii aktif vitamin A'ya doniistiiriilebilirler. B -Karoten, gérme i¢in
gerekli olan retinole donistiiriiliir. Karotenoidler yapilarindaki konjuge baglar sayesinde

oldukga giiclii antioksidanlardir ve singlet oksijenin en iyi sondiirtctleridir [46].

e S N S S S Ry
B -Karoten
T =
Likopen

16



Cigdem GUL, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

OH

OH

Lutein

Sekil 2.16. 3 -Karoten, likopen ve lutein bilesiklerinin molekiil yapilari.

Fenolik Bilesikler

Polifenoller bir¢ok bitkide bulunan, fitokimyasal bilesiklerin en genis kismini olusturan
ve insan viicudu icin oldukca gerekli bilesiklerdir. Besin polifenolleri; fenolik asitler, fenolik

polimerler(tanenler) ve flavonoidler olarak 3 ana grupta siniflandirilabilir (Tablo 2.3).

Tablo 2.3. Polifenollerin siniflandirilmasa.

Polifenoller
Fenolik Asitler Fenolik Polimerler (Tanenler) Flavonoidler
Hidroksibenzoik asit Hidrolize olabilen tanenler (HT) Flavonoller
Hidroksinnamik asit Proantosiyanidin (PA) Flavonlar
Flavanol
Flavanonlar
izoflavonlar
Antosiyonin

Fenolik asitler; bitkilerde yliksek miktarda bulunan fenolik asitler hidroksibenzoik ve
hidroksinnamik asitleri iceren iki gruptan olusur.

Hidroksibenzoik asitler; Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel

gidalarda genelde 10 ppm miktarinda bulunurlar [62, 63]. Yapilarindaki hidroksi ve metoksi
gruplarinin yerlesimi ve sayilarina gore cesitlenirler. Bunlardan birkaci; gallik, vanilik ve
protokatesuik asittir (Sekil 2.17). Monohidroksibenzoatlar etkili hidroksil radikal
stupuricilerdir ¢iinkii hidroksillenmeye ve hidroksil radikallerine yiiksek reaktivite gostermeye

egilimlidir [64].
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OH COhle
R1 R2
COOH
Hidroksibenzoik asit Protokatesuik Asit
OH OH
OH
Vanilik Asit Gallik asit

Sekil 2.17. Hidroksibenzoik asit ve bunlardan birkac¢inin molekiil yapisi.

Hidroksinnamik asit; Hidroksisinnamik asitler

C6-C3 fenilpropan yapisinda bulunan,

fenilpropan halkasina baglanan -OH grubunun konumu ve yapisina gore farkh 6zellik gosteren
bilesiklerdir. En yaygin cesitleri; sinnamik asit, p-kumarik asit, kaffeik asit, ferulik asit, 5-
hidroksiferulik asit, sinapik asit [63, 65]. Yapisi ferulik aside cok benzeyen kafeik asit kafeinden
ayr1 bir maddedir ve en ¢ok kahvede bulunur. Kahve disinda; kekik, adagayi, nane, anason,

kirmizi sarap, elma, kayisi, erik, kuru erik gibi bitkiler baslica kaynaklaridir [62].

HO \

R1

COOH

hidroksisinnamik asit
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sinnamik asit p-kumarik asit kaffeik asit
s} OH o, OH OH
OCH, HO OCH, }H3CO OCH,
OH OH OH
ferulik asit 5-hidroksiferulik asit sinapik asit

Sekil 2.18. Hidroksisinnamik asit ve en yaygin olarak bilinen gesitlerinin molekiil yapisi

(Kalayci, 2017).

Fenolik Polimerler (Tanenler); Molekil agirhig1 yliksek bilesiklerdir (Sekil 2.19). Polifenolik

yapida olan tanenler, bitkilerin c¢esitli dokularinda ve bu dokularin gelismesinde gorev alirlar

[66].

Sekil 2.19. Tanen bilesiginin molekiil yapisi.
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Tanenler; molekiiler yapilarina gore hidrolize olabilen ve hidrolize olmayan tanenler

olmak tizere iki gruba ayrilirlar [67].

Hidrolize tanenler (HT); Hidrolize tanenler karbonhidrat ve hidroksil gruplari icerirler. Zayif

asitler, zayif bazlar, sicak su veya tannaz gibi enzimler tarafindan hidrolize edilmeleri sonucu

karbonhidrat ve fenolik asite ayrisirlar [66, 68].

Proantosiyanidinler (PA); Kimyasal yapilarindan dolay1 genellikle kondanse tanenler (KT) olarak

da bilinen PA’ler yem bitkisi olarak kullanilan agac ve calilarda en yaygin olarak bulunan tanen
grubudur [69]. Proantosiyanidin terimi asidik alkol ¢ozeltilerinde PA’lerin 1sitilmasiyla kirmizi
antosiyanidin olusumuna neden olan oksidasyon reaksiyonunu katalize eden asitten
kaynaklanmaktadir. Uretilen antosiyanidinlerden en ¢ok bilinenleri siyanidin ve delfinidin’dir.
Antosiyanidin pigmentleri ciceklere, yapraklara, meyvelere ve saraplara pembe, kirmizi, mavi

ve menekse rengi; meyvelere ve saraplara astrenjan etki olusturan buruk tat verirler [61, 66].

Flavonoidler; bitki fenollerinin en yaygin grubunu olustururlar. Flavonoidler, C6-C3-C6
konfigiirasyonda diizenlenmis 15 karbon atomunu kapsayan, diisiik molekiill agirlikh
bilesiklerdir. 6 karbonlu A, B ve 3 C'lu C halkalarindan olusan heterosiklik bilesikler, hetero
halkanin yiikseltgenme derecesine gore farklilasirlar. Aromatik halkalar A ve B, hetero halka ise
C olarak ifade edilir. Karbon atomlar1 C halkasindaki oksijenden baslayarak, B halkasindaki

karbon atomlari ise iissii (‘) rakamlarla numaralandirilir (Sekil 2.20).

g
T 25 P
A C
6l 3

3

LA

Sekil 2.20. Flavonoidlerin genel molekiil yapisi [63].

Dogada, bircogu yaprak, cicek ve kokte bulunan 4000’den fazla flavonoid ¢esidi vardir.
Meyve, sebze, sarap, kakao ve c¢ayda bol miktarda bulunurlar. Antioksidan aktivitelerini
belirleyen ve aromatik halkalara bagli olan bircok fenolik hidroksil grubu icerirler [61].

Degisik flavonoidler arasindaki farklar; baglanan hidroksil gruplarinin sayisindan,

doymamishk derecesinden ve licli karbon segmentinin oksidasyon diizeyinden
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kaynaklanmaktadir. Flavanoidler; flavonoller, flavonlar, flavanonlar, flavanoller (veya

katesinler), izoflavon ve antosiyanidinler olarak ana bilesik gruplarina ayrilabilir [70, 71].

Flavonoller; flavonun 3 no’lu C atomuna bagh bir hidroksil grubu tasirlar (Sekil 2.21).

Flavonoidlerin bitkilerde en yaygin olarak bulunan sinifidir. En 6nemli flavonoller; kuersetin,
glikozitlenmis kuersetin (rutin), kamferol ve mirisetindir (Sekil 2.22). Flavonollerin baslica

kaynaklar1 karnabahar, brokoli, yaban mersini, elma, iiziim, sogan ve sarimsaktir [72].

OH

Sekil 2.21. Flavonollerin genel yapisi [73].

Kuersetin Rutin

= o
a
& | =
R : o
Kamferol Mirisetin

Sekil 2.22. Flavanoller sinifinda bulunan bazi bilesiklerin molekiil yapilars.

21



Cigdem GUL, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

Flavonlar; sinifina ait temel bilesikler apigenin, luteolin ve krisindir. Maydanoz, kereviz ve

zeytinde bol miktarda bulunmaktadirlar [74].

Apigenin Luteolin Krisin

Sekil 2.23. Apigenin, luteolin ve krisin bilesiklerinin molekiil yapilari.

Flavanoller, flavonlarin indirgenmis tirevleridir. En 6énemlileri katesin ve epikatesin’dir.

Katesin ve epikatesinin gallik asitle kombinasyonlar1 sonucu katesin ve epikatesin gallatlar
meydana gelir. Bu bilesikler ¢cogunlukla yesil ve siyah cayda, kirmizi ve beyaz sarapta, seftalide

ve elmada yliksek miktarda bulunur [61, 64].

OH OH
DA OH
~
HO Oe- HO P
OH “OH
OH CH
Katesin Epikatesin

OH OH
OH

Epikatesin gallat Epigallokatesin gallat
Sekil 2.24. Katesin, epikatesin, epikatesin gallat, epigallokatesin gallat bilesiklerinin molekiil
yapilari.
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Flavonun dihidro tiirevleri ise flavanonlardir. En oOnemlileri naringenin, naringin,
hesperidin ve hesperetindir. Naringenin 3’-hidroksi flavanondur. Greyfurtun karakteristik
acihigini veren bilesik naringeninin glikoziti naringindir. Naringinin aglikonu olan naringenin ise
act degildir. Hesperidin ve hesperetin limon ve portakalda yiliksek miktarda bulunur.

Hesperidin, hesperetinin glikozitidir [75].

aH aH
Fh- Gluc 0. =
| |
. “““H
H

Naringin Naringenin
OH OH
Olie Ol
Fh- Ghac 0. 5 HO =
= OH o OH
H H
Hesperidin Hesperetin

Sekil 2.25. Naringin, naringenin, hesperidin, hesperetin bilesiklerinin molekiil yapilari.

Flavonlarin izomeri olan izoflavonlarin en temel bilesikleri genistein ve daidzein

molekiilleri olup baklagil ve soya fasulyesinde yiiksek miktarda bulunmaktadirlar [61].

OH
OH OH O
|
HO 0

Diadzein Genistein

HO

Sekil 2.26. Daidzein ve genistein bilesiklerinin kimyasal yapilar.
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Antosiyaninler, suda ¢oziinen, ciceklere pembe ve turuncudan mavi ve mora degisen meyvelere
ise kirmizi ve mor rernk veren pigmenlerdir. Aglikonlar1 antosiyanidinlerdir. Renkleri biiyiik
Olciide pH’a baghdir. En 6nemlileri; apigenidin, siyanidin, malvinidin ve delfinidin’dir. Siyanidin

galaktozit elmada bulunan antosiyanidinlerdendir [76].

Siyanidin Malvinidin

Apigenidin Delfinidin

Sekil 2.27. Siyanidin, malvinidin, apigenidin ve delfinidin bilesiklerinin molekiil yapisi.

2.3.2. Sentetik Antioksidanlar

Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

Biitillenmis hidroksitoluen (2,6 di-tert-butil-4 metil fenol) en yaygin kullanilan sentetik
antioksidanlardandir. Yagda ¢oziinen biitillenmis hidroksitoluen beyaz kristal goriiniimiindedir.
Peroksi radikaliyle iki asamada etkileserek cok daha az reaktif iiriinlere dontistiiren BHT 6nemli
sentetik antioksidandir. Bu antioksidanin fazla tiiketimi, viicutta asir1 hassasiyete ve alerjiye yol

acabildigi bilinmektedir [63].
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CH3
Sekil 2.28. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) bilesiginin molekiil yapisu.
Biitillenmis hidroksianisol (BHA)

Bitillenmis hidroksianisol, 3-tersiyer biitil-4-hidroksianisol ve 2-tersiyer biitil-4-
hidroksianisol iki izomerin karisimi olup beyaz mumsu pargaciklar halindedir. BHT gibi yagda
¢oziinir fakat suda ¢6ziinmez. BHA ozellikle ugucu yaglarin renk, tat ve kokularinin
korunmasinda, yag asitlerinin oksidasyonunu kontrol etmenin yani sira tahil ve sekerli

triinlerde kullanilir [63].

OH
CH;
c/ CH
b 3
b
CH;
H,CO

Sekil 2.29. Biitillenmis hidroksianisol (BHA) bilesiginin molekiil yapisi.

Etoksikuin

Etoksikuin (1,2-dihidro-6-etoksi-2,2,4-trimetilkuinolin; C14H19NO) lipid peroksil
radikallerini siipiirme 6zelligi tasir. Bu sayede kat1 yaglar ve hayvan gidalarinda stabilize edici
olarak kullanilirlar. Bu sentetik antioksidan bilesigin kimyasal faktorlerin neden oldugu kansere
karsi koruma saglamasina ragmen, hayvanlarda ve insanlarda yan etkilere de yol a¢tig1 tespit

edilmistir [77].
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i
CH
N 3
| CH,
/_,—-"
HiCCH,0
CH,

Sekil 2.30. Etoksikuin bilesiginin molekiil yapisi.

Propil Gallat

Propil gallat (propil 3,4,5-trihidroksibenzoat; C10H1205) beyaz ve kokusuz toz halde
bulunan bir maddedir. Yiyeceklerin tazeligini, besin degerini, aromasini ve rengini korumak igin
kullanilan bir antioksidandir. Etanolde yliksek oranda ¢oziinlirken, suda az ¢oziiniir. Yapilan

calismalar sonucu propil gallatin mide-bagirsak yolunda absorplandig: belirlenmistir [78].

0 0OCH,CH,CH
s Forbry

OH
Sekil 2.31. Propil gallat bilesiginin molekiil yapisi.

Troloks
Troloks [6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], E vitamininin suda

¢oziiniir esdegeridir. Troloks canli sistemlerde dogal olarak bulunan bir bilesik olmamakla

birlikte pek ¢ok antioksidan aktivite tayin yonteminde standart olarak kullanilir [17].

HO O

OH

Sekil 2.32. Troloks bilesiginin molekiil yapisi.
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2.4. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidanlarin kimyasal aktivitelerinin serbest radikal giderici olarak gostermis
olduklar1 potansiyel ile indirgeme potansiyeller olciimiine dayali olarak ifade edilmektedir.
Antioksidan tayin etmede kullanilan yontemler;

« Fenol Reaktifiyle Toplam Fenolik Miktar Tayini Yontemi
 3-Karoten Renk Acilim Yontemi

¢ DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

¢ ABTS Yontemi

« CUPRAC Yéntemi (Bakir (1) lyonu indirgeme Antioksidan Kapasitesi)
 FRAP Yéntemi (Demir (I11) iyonu indirgeme Giicii)

« Stiperoksit Anyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

« Ferrisiyaniir Indirgeme Giicii Yontemi

¢ TRAP Yontemi (Toplam Radikal Tutma Parametresi)

e Luminol Yontemi (Kemiliiminesans)

¢ Diklorofloresin-Diasetat Yontemi

* ORAC Yontemi (Oksijen Radikalini Absorplama Kapasitesi)

¢ Siklik Voltametri Yontemi olarak bilinmektedir.

2.5. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal madde, mikroorganizmalarin c¢ogalmasini engelleyen veya oldiren,
dogal veya sentetik yolla elde edilen bilesikler olarak tanimlanir. Bitkilerin
mikroorganizmalarin ¢ogalmasini engelleyici ve insan saghgi icin 6nemli olan 6zellikleri 1900’11
yillarda arastirilmaya baslanmistir. Boylece sentetik iiretilen ilaglarin yaninda segenek olarak
antimikrobiyal 6zellik gosteren bitkilerin kullanilabilecegi bilim insanlar1 tarafindan
belirtilmistir [79, 80]. Bitkiler yapilarinda bulunan baz1 kimyasal maddeler sayesinde
antimikrobiyal aktivite gostermektedirler. Antimikrobiyal aktivite gosteren bazi biyoaktif
bilesikler kimyasal yapilarina gore siniflandirildiginda; fenolikler, basit fenoller, fenolik asitler,
flavonoidler, terpenoidler, yaglar, alkoloidler, lektinler ve polipeptitler, poliasetilenler seklinde
siralanabilir [81].

Giinimiizde enfeksiyon hastaliklari, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun
antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Bunun i¢in de, o hastalikta etken mikroorganizmanin
antimikrobiyal maddeye karsi gosterdigi duyarlilik deneyi sonug¢larindan faydalanilir.
Mikroorganizmalarin antimikrobiyal madde duyarliligi, temelde diliisyon ve difiizyon olmak

tizere iki farkli tayin yontemi ile belirlenebilir [82-84].
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Diliisyon Yéntemi;

Diliisyon yontemi; antimikrobiyal maddenin sivi veya kati besiyerlerinde (agarlarda) bir
seri halinde seyreltilmesi ve her bir seyreltme ortamina, duyarlilifl belirlenecek bakterinin
belirli sayida hiicre iceren siispansiyonundan esit miktarda eklenmesi esasina dayanir. Deney
serileri uygun sicaklikta (35-37 °C’de) ve bakterinin liremesi i¢in uygun stlire (16-20 saat)
inkiibe edilir [82]. Antimikrobiyal madde konsantrasyonunun, inhibitér konsantrasyonunun
altinda oldugu tiiplerde siispansiyon bulaniktir. Antimikrobiyal madde konsantrasyonun
inhibitor diizeye esit veya daha yiiksek oldugu tiiplerde ise berraktir. Uremeyi engelleyen en
diisiik madde konsantrasyonu MIK (Minimal inhibisyon Konsantrasyonu) olarak kabul edilir.
Sivi besiyerinde sulandirma yontemleri tiipte uygulaniyorsa, makro (tiip diliisyon),
mikrotitrasyon plaklarinda kiigiik hacim kullanilarak uygulamiyorsa, mikrodiliisyon olarak

adlandirilir.

Difiizyon Yéntemi;

Difiizyon yonteminin prensibi, test materyalinin agarda difiize olmasina ve difiize
oldugu mesafe kadar test mikroorganizmalarimi inhibe etme esasina dayanir. Bu ydntemin
birbirinin yerine gecebilir tarzda kullanilan, disk diflizyon ve ¢ukur agar difiizyon yontemleri
olarak adlandirilan iki alt grubu vardir [85].

Disk diftizyon yonteminde; belirli bir miktar antimikrobiyal ajan iceren kagit diskler ya
da agilan kuyular, test mikroorganizmasindan hazirlanan standart stispansiyonun yayildig1 agar
plaklarin ylizeyine yerlestirilir. Boylece, diskteki ya da kuyu igerisine aktarilan antimikrobiyal
madde besiyeri icerisine yayilir ve bakteriye etkili oldugu diizeylerde liremeyi engeller. Bunun
sonucunda, disk ya da kuyu bakterilerin tiremedigi dairesel bir inhibisyon alani (inhibisyon
zonu) olusur. Inhibisyon zonunun capi, bakterinin duyarlihg ile direkt olarak iliskilidir. Bu
alanin ¢ap1 olciilerek her antimikrobiyal madde i¢in farkl olabilen duyarhlik sinir1 degerleriyle
karsilagtinilir. Inhibisyon alanimin biiyiikligiine goére duyarli, orta veya direncli seklinde

duyarlilik kategorisi belirlenir [84].

2.6. Hypericum Perforatum L. (Kantaron)

Hypericum cinsi 6zellikle Akdeniz Havzasi gibi iliman iklimlerin hakim oldugu alanlarda
yayilis gostermektedir. Avrupa, Asya, Kuzey Afrika ve Kuzey Amerika’da dogal olarak
yetismektedir [86].

Hypericum perforatum L., Hypericaceae ailesine ait olan ve sar1 kantaron, kanotu,
kuzukiran, kilicotu, yaraotu, mayasilotu gibi degisik adlarla anilan bir bitkidir. Hypericum

cinsinin Tirkiye’de 70, diinyada ise 350-400 farkh tiirii vardir. Diinyanin iklimi iliman ve
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tropikal bolgeleri boyunca, ¢ogunlukla ¢cimenli nehir kiyilarinda, yol kenarlarinda, yazin kurak,
kisin nemli olan boélgelerde ve bakimsiz tarlalarda yaygin olarak goriiliir. Hafif asidik-notr

topraklarda en iyi yetisir [87, 88].

Sekil 2.33. Hypericum Perforatum L. (Kantaron) genel goriiniisi [89].

Eskiden beri yaralar1 tedavi etmede kullanilan sar1 kantaron, son zamanlarda klinik
deneyler sonucunda antidepresan aktivitesi kanitlanan ve diinyada kullanimi yaygin hale gelen
tibbi bir bitkidir [90, 91]. Kanser, seker hastaligl, kronik romatizma, mide tlseri, mide bagirsak
hastaliklari, karaciger-safra rahatsizliklari, sarilik, bronsit, diyare ve dizanterinin yani sira bogaz

enfeksiyonlari, soguk alginliklari, antiseptik olarak da kullanildig: bilinmektedir [92, 93].

2.7. Urtica dioica L. (Isirgan Otu)

Isirgan otu (Urtica dioica L.), Urticaceae (nettle) ailesinden uzun Omiirlii bir ottur.
Yapraklar: ve govdesi yakic tiiylerle kaplanmis, tohumlu, ¢ogunda siitsii 6z bulunmayan, basit
yaprakli ve yabanci tozlasma gosteren, kiiciik cicekli, 1lliman bolgelerde yetisen yabani bir
bitkidir. Ayni bitki tizerinde yaprak koltuklarinda meydana gelen cicekler ya erkek ya da disidir.
Kok ve tohumdan c¢ogalir, yavas yayilir ve yil boyunca siirekli olarak bulunur [25, 94]. Urtica,
—yakmak anlamina gelen Latince —urere kelimesinden gelmektedir. Isirgan otunun yakici
tliylerine dokunuldugunda asetilkolin, histamin ve 5-hidroksitriptamin (serotonin) salmasindan

dolay1 [95] yakici etki gosterir ve adi da buradan gelmektedir [96].
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Sekil 2.34. Urtica dioica L. (Isirgan Otu) genel goriiniisii [97].

Isirgan otunun idrar artirici, 6dem ¢oziicii, kan temizleyici, kan yaptiricy, iltihap giderici,
demir eksikligini giderici ve organizmay1 uyarici nitelikleri siralanabilir. Bu temel niteliklerden
yola cikilarak, 1sirgan otunun su hastaliklara karsi basariyla kullanilabilecegini belirtmek
gerekir: Romatizma ve gut, romatizmal eklem deformasyonlari, bobrek ve idrar yollari iltihaby,
prostat biiylimesi, mide ve bagirsak {ilseri, bobrek ve safrakesesi tasi, alerjik rahatsizliklar,
egzama, ergenlik sivilceleri. Ayrica, yalmiz kék veya yaprakla birlikte hazirlanan kaynama
suyuyla bas yikandiginda, sa¢ dokiilmesi durur, saclar yogunluk ve parlaklik kazanir,

kepeklenme engellenir [94, 98, 99).

2.8. Lavandula officinalis (Lavanta)

Cok y1llik ve yar1 calimsi formda olan lavanta, Akdeniz Bolgesi'nde yetisen ¢cok 6nemli bir
ucucu yag bitkisidir. Lavanta kazik kok yapisina sahip olup, yaklasik 90 cm kadar toprak altinda
bulunabilir. Sap yapis tiiylii ya da ¢iplak goriiniimde, rengi grimsi yesildir. Yapraklar sivri ucluy,
kenarlar1 diiz, ice dogru kivrik, serit seklinde ve 2-6 cm uzunlugunda bogumlarda karsilikli
olarak bulunur. Lavanta g¢igekleri saplarinin u¢ kisminda yaklasik 15 cm uzunluguna sahip
olmakla birlikte, basaklarinda 10’a yakin ¢icek kiimesi bulunmaktadir. Bulunan c¢icek
kiimelerinde c¢evre faktorlerine baglh olarak 6-14 adet arasinda degisen cicek basakeigi
bulunmaktadir. Cicekle;, ici diiz, dis1 tiiylii 5 mm kadar uzunlukta gri-mavi renkli ve boyuna
c¢izgili 4 adet canak yaprak tarafindan korunur [100, 101].

Lavanta bilinyesinde [-pinen, terpineol, kafur, borneol, sineol gibi bilesikler tasir [102].
Lavanta yaginin en 6nemli iki ugucu yag bileseni olan linalil asetatin ve linaloliin yatistirici etkisi

oldugu bilinmektedir [103].
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Sekil 2.35. Lavandula officinalis (Lavanta) genel goriiniist [104].

Lavanta yaginin, kozmetik sektdriinde, parfiim ve kolonya sanayisinde kullaniminin yani
sira sabun yapiminda kullanildig1 bilinmektedir [101]. Bunun yani sira, mide ve sinir ilaglarinda
kullanildigl, migren, hafiza kaybi, gorme bozuklugu, antimikrobiyal, antiseptik, lokal anestezi ve

anti inflamatuar gibi semptomlara iyi geldigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir [105-107].
2.9. Bitkilerden Oziitleme (Ekstraksiyon) Yontemleri

Bitkiler belirli oranlarda bioaktif bilesikler icerdiklerinden dolay1 bir¢ok alanda genis
¢aph kullanilmaktadir. Bununla birlikte bitki 6ziitlerinin elde edilis yontemleri her gecen giin
gelismekte olup yeni yontemler arastirilmaktadir. Ticari agidan uygun ekstraksiyon yonteminin
diisiik maliyetli, pratik ve kolay olmalidir. Aym1 zamanda ¢evre dostu yontemler tercih
edilmelidir. Oziitlenen maddelerde kayip ve bozunma gibi verim diigiiriicii kosullar en aza
indirgenmeli, ekstra bir saflsatirma ve atik ¢6ziicii icermemelidir. Coziicii eksraksiyon
yontemleri genellikle bu sartlar1 saglamakta olup bir takim dezavantajlar icermektedir. Bu
dezavantajlarin en 6nemlileri yiiksek 1s1 ve ¢oziict tiiketimidir. Kullanilan ¢dziicti ve uygulanan
1s1 Urlntin kalitesini etkiler, bundan dolay1 1s1l bozunmayla hassas maddelerin ekstraksiyonu
icin pek uygun bir yéntem degildir. Bu sebeplerden dolay: alternatif ekstraksiyon yontemlerine
ihtiya¢ duyulmustur. Bu teknikler;

-Soxhlet Ekstraksiyonu

-Ultrason Destekli Ekstraksiyon

-Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

-Siiperkitik Akiskan Ekstraksiyonu olarak belirtilebilir.
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2.9.1. Soxhlet Ekstraksiyonu

Soxhlet ekstraktorii 1879 yilinda Franz von Soxhlet tarafindan kati bir deney
numunesinden yag 6ziitli elde etmek amaciyla icat edilen bir cihazdir. Calisma ydntemi, deney
numunesi ekstraksiyon tiipiine filtre kagidi igerisinde yerlestirilir (Sekil 2.36 ). Coziicii iceren
silifli bir balon ve geri sogutucu takilir. Coziicii 1sitilmaya baslandik¢a buharlasan ¢oziicii buhari
yogunlasip numune iizerine damlayarak diiser. Numuneyi iceren ekstraksiyon tiipiine biriken
¢Ozlcl bypass kolunun seviyesine ulasir ve sifon olusarak ¢oziicii tekrar cam balona bosalir. Bu
buharlasma, yogunlasma, yiikselme ve sifon dongiisii reflux olarak tanimlanir ve siirekli tekrar
edilir. Her dongli sirasinda, numunenin igeridigi bir miktar yag coziiciide ¢oziiniir. Ancak
¢Ozlclniln 1sitilan cam balonuna ulastiginda orada kalarak déngliye katilmaz. Bu durum bu
yontemin en Onemli avantajidir. Yani, sadece saf ¢oziici numuneyi oziitlemek etmek icin
buharlasip yogunlasarak dongiiye katilir. Bu da verimi biiyliik 6l¢iide arttirir. Ekstraksiyon

sonunda kalan ¢6ziicli uzaklastirilarak 6ziit elde edilir [108].

Kat Orrel
Sifon kolu

Destilasyon yolu

Sekil 2.36. Soxhlet diizenegi.

2.9.2. Ultrasonik Destekli Ekstraksiyon

Dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyonu olarak da bilinen bu yontemde 6rnege 20
kHz istliindeki frekanslarla akustik titresimler uygulanir. Bu titresimler sivinin icinden
gectiginde kavitasyon (bosluk olusumu) meydana gelir. Ultrasonik enerjinin neden oldugu
kavitasyon olarak bilinen bu etki sivi ortamda ¢ok sayida kabarcik iiretir ve katilarin mekanik
olarak sarsilmasina neden olarak partikiillerin kopmasini saglar. Ses dalgalar1 genellikle analitin

iyi geri kazanimiyla sonuglanan kati ve solvent arasinda etkin bir temas saglar [109].
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Sekil 2.37. Dinamik ses dalgalari-destekli ekstraksiyonun sematik gosterimi

A) Acik sistem B) Kapali sistem [109].

Ses dalgalar1 gida sanayiinde, oksidasyonun hizlandirilmasinda, enzim aktivitesinin
inhibisyonunda, emiilsiyon, ekstraksiyon, kristalizasyon, fermantasyon, kurutma, dondurulmus
gidalarda filtrasyon ve gaz cikarma islemlerinin yapilmasinda kullanilir [110]. Ayrica ultrason
destekli ekstraksiyon esansiyel yag eldesinde, antioksidan maddelerin ekstraksiyonunda, sifali

otlardan biyoaktif bilesenlerin ekstraksiyonunda da kullanilmaktadir [111-114].

2.9.3. Mikrodalga Destekli Ekstraksiyon

Mikrodalgalar yiiksek frekansh elektromanyetik dalgalardir (300-300000 MHz).
Mikrodalga enerji kullanilarak isitmanin prensibi, iyonlarin iletimi ve dipol rotasyonu (dénme)
yoluyla molekiil tizerine mikrodalganin direkt etkisi temeline dayanir. Cogu uygulamalarda bu
iki mekanizma es zamanli meydana gelir. iyonik iletim, bir manyetik alan uygulandiginda
iyonlarin elektroforetik gociidiir. Cozeltinin bu iyon akisina direnci friksiyon (siirtiinme) ile
sonugclanir ve boylece ¢ozelti 1sinir [109, 114]. Mikrodalga destekli ¢6ziicii ekstraksiyonunda;
mikrodalga 1s1masi, ekstraksiyon ¢6zictsiint ve érnegi isitmak icin kullanilir. Bu yontemin en
onemli avantaji ekstraksiyon isleminin kisa siirede olmasidir [115].

Mikrodalga destekli ¢oziiclisiiz ekstraksiyon tekniginde taze bitki matriksinda solvent ya

da su eklenmeden mikrodalga enerjisiyle kuru distilasyon gergeklestirilir [115].

2.9.4. Siiperkitik Akiskan Ekstraksiyon

Bir¢ok kimyasal atigin neden oldugu gevresel kirlenme, “yesil kimya” diye bir kavramin
dogmasina yol agmistir. Kimyacilar artik kimyasal ve ¢oziicii kullaniminda ¢ok daha dikkatli
davranmaya ve ¢evre dostu ¢oziimler gelistirmeye baslamisladir. Degisik kaynaklardan dogal
Urlnlerin ekstraksiyonu ve izolasyonunda yiiksek miktarlarda atik organik c¢oziicii
olusmaktadir. Bu nedenle Siiperkritik Akiskan Ekstraksiyonu (SFE), dogal iiriinlerin

ekstraksiyonunda bir alternatif olarak karsimiza ¢ikmaktadir [116].
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Bu yontemin temel prensibi stiperkritik ¢oziiciilerin akiskan formda kullanilmasidir. Bir
madde sahip oldugu kritik sicaklik ve basing degerinin iizerine getirilirse bu madde stiper kritik
akiskan olarak adlandirilir (Sekil 2.3) Bu durumdaki madde ne sividir ne de gazdir. Yiiksek
sicaklik ve diisiik basingta akiskanin yogunlugu diisiik olacagindan gaz gibi davranacakken,
diisiik sicaklik ve yiiksek basincta akiskanin yogunlugu artacak ve sivi gibi davranacaktir [113,

117].

S

Basmg

Sk Alaskan

. Kan
Enitik Nolcta

TTclii nokta

Siwcakhk k

Sekil 2.38. Saf bir maddenin stiperkritik faz diyagrami [118].

Bir stiperkritik akiskan sistemi (Sekil 2.39) iki ayr1 kullanim modundan birine gore
calisabilir. “Dinamik ekstraksiyon modunda”, ekstraksiyon hiicresi ile ayar c¢ikis arasindaki
musluk hep aciktir ve numuneye strekli olarak siiperkritik akiskan ulasirken, analitin
stiperkritik ortamdaki ¢ozeltisi yine siirekli sekilde, basincin diisiiriildiigt toplama kabina akar.
“Statik ekstraksiyon modunda” ise, ekstraksiyon hiicresi ile akis ayar c¢ikisi arasindaki musluk
kapalidir ve ekstraksiyon hiicresi, statik sartlarda istenen basinca getirilir. Uygun bir siire
beklendikten sonra, bu musluk acilir ve ekstraksiyon hiicresindeki stiperkritik ¢ozelti akisi ayar
cikisindan, pompanin sagladig1 dinamik akiskan yardimi ile toplama kabina gider. Dinamik mod

genellikle statik moda gore daha yaygindir [119].
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Sekil 2.39. Tipik bir siiperkritik akiskan sisteminin ana bilegenleri [119].

-

Siiperkritik akiskan olarak kullanilan bazi maddelerin kritik 6zelikleri Tablo 2.4° de

verilmistir.

Tablo 2.4. Stiperkritik akiskan olarak kullanilan bazi maddelerin kritik sicaklik ve basinglari
[120].

Coziicii T(K) P.(MPa)
Etilen 282,4 5,04
Karbon dioksit 304,1 7,38
Amonyak 405,6 11,3
n-hekzan 507,5 3,01
Aseton 508,1 4,7
Metanol 512,6 9,09
Toluen 591,8 41,1

Su 647,3 22,1

Siiperkritik akiskan ekstraksiyonunda kullanilan ¢éziiciilerin inert olmasi, bu sartlarda
gerceklestirilen ekstraksiyon islemlerinde hidroliz, oksidasyon veya degradasyon
tepkimelerinin 6niine gecmektedir. Klasik ¢oziicii ekstraksiyonu uygulamalarinda harcanan
¢Ozlcl miktarina gore siiperkritik sartlarda minumum diizeyde ¢oziicii kullanilmasi agisindan
oldukea ilgi cekici proses olusturmaktadir. Siiperkritik akiskan ekstraksiyonu ile ekstraksiyon
sonunda, basincin diisiiriilmesi akiskan ve ¢6ziinen madde birbirinden ayrilmasi saglar. Buna
bagl olarak elde edilen maddede ¢oziicii tamamen ayrilir. Bu sayede elde edilen maddeye

tekrar bir saflastirma islemi yapmaya gerek kalmaz [121].
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2.10. Siiperkritik Karbondioksit Ekstraksiyonu

Siiperkritik karbondioksit diisiik kritik sicaklik ve basing degerlerine sahip olmasi (Sekil
2.40) (T. = 31,06 °C ve P, = 73,8 bar), toksik, korozif ve yanici olmamasi, ucuz ve inert olmasi
nedeniyle en ¢ok kullanilan stiperkritik akiskandir. Kritik sicaklik degeri diger akiskanlara gore
diistik oldugu icin, 1s1ya karsi dayaniksiz bilesiklerin ekstraksiyonu termal bozunma olmadan

gerceklestirilebilir [119].

Siiperkritik
Alkaskan
Balgesi

BASING(Bar)
A

Yogunlng.ma‘__ : :
Egrisi ““ ~ . Buhar
KATI : ,-»’J'f Basmei Egrisi
Siiblimlesme

5.1

Tr caz

216.4 304.2
Te, SICAKLIK (K)

Sekil 2.40. CO; ‘ ye ait P-T diyagrami [118].

Oda sicakliginda sivi halde bulunan siiperkritik karbondioksit, kritik basing ve

sicakligina getirildiginde iki fazli sistemden tek fazl sisteme gecmektedir (Sekil 2.41).

Sekil 2.41. Siiperkritik karbondioksitin iki fazli sistemden homojen tek fazl sisteme gegisi
[118].

Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonunda (Sekil 2.42) sivi karbondioksit pompa
yardimiyla istenen basingta ayarlanilarak iletilir. Cihaz ya 1sitma ceketi ile 1sitilir veya akiskan
sisteme verilirken bir 1s1 degistirici plaka vasitasiyla istenilen ¢alisma sicakligina ulasir. Cihazda
bulunan materyal ile etkilesime girer, calisma parametrelerine bagh sekilde o6ziitleyebilecegi

biitiin bilesikleri bilinyesine toplar. CO; iceren 0ziit bir basing diisiirme valfinden gecerek
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separatore gonderilir. Karisim separatore ulasirnca bu boliimde ¢dzme giiclini yitiren akiskan
kalintisiz bir bigimde sistemden ayrilir 110, 122]. Separatordeki 6ziit saf durumdadir, kalinti
icermediginden ve yliksek sicaklikta islem goriip bozunmadigindan dogrudan baska islemler
icin kullanilabilir. Bu sayede ayristirlmak istenilen bilesik bir seferde ve saflastirma

gerektirmeksizin oziitlenebilir [122].

Chiller Syringe pump

2w-valve

Manometer

T+
| Liquid sampling

Check valve

44 3w-valv

CO, gas reserve tank

Heating block

Sample holder

Sekil 2.42. Siiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu akim semasi [123].

Dogal iiriin oOzitlerindeki belirgin koku esansiyel yaglardan kaynaklanmaktadir ve
esansiyel yaglarin bilesiminde, monoterpen, seskuiterpen ve aromatik bilesikler gibi 1siya
duyarli maddeler vardir. Gegtigimiz on yil zarfinda dogal esansiyel yag ekstraksiyonu igin
kullanilan oncelikli metot, 1siya duyarli bilesik kaybini en aza indiren Siiperkritik Akiskan
Ekstraksiyonu olmustur. Ozellikle gida, eczacihik ve kozmetik sektdrlerinde ugucu yag
bilesenlerinin ekstraksiyonu i¢in son yillarda siiperkritik akiskan tercih edilmesinin en énemli

nedenleri ¢cevre dostu ve ucuz olmalaridir.

2.11. Literatiir Arastirmasi

Son yillarda bitkisel iiriinlere taleplerin artmasiyla birlikte cevreci ekstraksiyon
yontemleri ile ilgili yapilan calismalar olduk¢a artmaktadir.

Tahri ve ark. [123] yaptig1 bir ¢calismada Urtica dioica L. bitki oziitleri anestezi altinda
kontrollii dozlarla sicanlara enjekte edilmekte ve kardiyovaskiiler sistem iizerinde dogrudan bir
etkiye isaret eden Urtica dioica L. akut hipotansif etkisini géstermektedir. Ayrica, boébrek
fonksiyonunda bir etki oldugunu diistindiiren diiiretik ve natriiiretik etkiler de gézlenmistir.

Schempp ve ark. [124] yiizeysel yara ve yaniklarin tedavisinde kullanildigi bilinen
Hypericum perforatum L., bitkisinde bulunan Hypericin maddesinin cilde uygulanmasi sonucu

glines simiilasyonuna karsi radyosyonu cilt hassasiyetine duyarlilik gésterdigi gézlenmistir.
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Konrad ve ark. [125] yaptig1 in vitro bir calismada Urtica dioica L. bitki 6ziitlerinin,
prostat kanser hiicrelerinin gelismesini durdurdugu goésterilmistir.

Bnouham ve ark. [126] sicanlar lizerinde yaptig1 bir ¢alismada glukoz ytliklenmesinden
30 dakika sonra Urtica dioica L. bitkisinin sulu o6ziitlerinin tatbik edildiginde gii¢lii bir glikoz
diistirticti etki gosterdigi gozlenmistir.

Pinelli ve ark. [127] tarafindan yapilan bir ¢calismada Urtica dioica L. bitkisinin i¢erdigi
flavanoidler ve lifleri analiz edip, bunlarin tekstil, kozmetik, gida gibi uygulamalarda
kullanilabilecegini gosterilmistir.

Barnes ve Greeson ark. [128] yaptg1 derlemelerde, Hypericum perforatum L. bitkisinin
flavanoidler ve diger fenolik bilesenler icerigiyle farmakolojik calismalar basta olmak iizere,
antidepresan aktivite, antimikrobiyal ve antiviral gibi bir¢ok alanda kullanildigini belirtmistir.

Ghelardini ve ark. [105] yaptig1 calismada Lavandula agnustifolia bitkisinin igerdigi
linalyl acetat ve linalol etken maddelerinin tavsanlarda in vivo refleks testini ve sicanlarda in
vitro frenik sinir hemidiafram testlerinde aldiklar1 sonuca gore Lavandula agnustifolia bitkisinin
lokal anestezi 6zellik gosterdigi gozlenmistir.

Vakilian ve ark. [129] yaptigi bir c¢alismada Lavandula officinalis bitki yagi
uygulanmasiyla dogum sirasindaki epizyotomi ve dogum sonrasinda olusabilecek alerjik
septomlar1 azalttigini gézlemislerdir.

Rabiei ve ark. [130] sicanlar iizerinde yaptiklar1 bir arastirmada Lavandula officinalis
bitkisinin etanollii 6ziitleri ile yapilan tedavide, 6n bellek ve 6grenme iizerine ¢alismistir. Farkl
sican gurplarina farkl dozlarla uygulanan sulu ve etanollii 6ziitlerin hafizay1 ve 6grenmeyi
gelistirdigini ve bu hastaliklar1 olan hastalarda, 6zellikle de agr1 ¢eken hastalarda yararl
olabilecegini gdstermislerdir.

Aprotosoaie ve ark. [131] hazirladiklar1 derlemede Lavandula familyasina ait tiirlerin,
ekonomik degeri olan tibbi aromatik bitki olarak kullanildigini ve gida, kozmetik, farmakolojik,
parfiim endiistrisi ve aromaterapi gibi bir cok alanda kullanildigini belirtmistir.

Ozkal ve ark. [132] tarafindan yapilan ¢alismada findik yag1 elde etmek icin siiperkritik
karbondioksit ekstraksiyon yontemini kullanarak farkli sicaklik ve basing uygulanarak yapilan
denemelerde elde edilen yag verimini arttirdiklar: gézlenmistir.

Hu ve ark. [133] yaptiklar1 bir calismada aloa vera bitki oOziitiinli stperkritik
karbokdioksit ekstraksiyon yontemi ve solvent ekstraksiyon yontemiyle karsilastirmislardr.
Siiperkritik CO; yontemini optimize etmek icin bir dizi ¢alisma sonucu 50 °C sicaklik ve 35 bar
basincta %1.47 verimle, solvent ekstraksiyonu sonucu ise %20 verimle 6ziit elde etmislerdir.
Ancak elde edilen 6ziitiin antioksidan kapasitesi incelendiginde siiperkritik CO; yontemiyle elde
edilen oziitiin radikal stptriicli etkisi %33.5, solvent ekstraksiyonu ile elde edilen o6ziitiin

radikal stiptiriict etkisi %14.2 oldugu gozlenmistir.
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Eller ve ark. [134] yaptiklar1 bir ¢alismada sedir agaci bitkisinin yagini elde etmek icin
Stiperkritik CO; yontemi ve su buhari destilasyonu yontemini kiyaslamislardir. Elde ettikleri
sonuca gore su buhari destilasyonu yontemiyle elde ettikleri yag verimi % 1.3 iken, sperkritik
CO; yonteminde 1500 psi basingla 70 ve 100 °C sicaklikta calistiklarinda elde ettikleri yag
verimi %4.4 'tiir.

Simandi ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada rezene tohumundan yag elde etmek icin
stiperkritik CO2, buhar destilasyon yontemi ve hekzan ekstraksiyonu yontemini kullanmislardir.
Rezene tohumlarinin stiperkritik CO; ekstraksiyon yontemiyle 80-84 bar basincta ve 31-35 °C
sicaklikta verim %10, buhar destiyasyonu yontemiyle elde ettikleri verim %3, hekzan

ekstraksiyonu ile elde ettikleri verim ise %10.6 'dir.
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cihazlar

3.1.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

¢ Etanol (CzH60)
Soxhlet ekstraksiyonunda ¢6ziicii olarak kullanilmistir. Merck ®firmasindan % 99 saflikta (CAS-
NO: 64-17-5), temin edilmistir.
e DPPH (1,1-Difenil 2-pikrilhidrazil)
Antioksidan aktivite 6lciimleri icin kullanilmistir. Sigma-Aldrich marka (CAS- NO:1898-66-4)
kullanilmistir.
e BHT (2,6-ditertbiitil-4-metil fenol)
Dogal antioksidan olarak kullanilmistir. Sigma-Aldrich marka (Cas-N0:489-01-0) kullanilmistur.
o Karbondioksit (CO:)
Suiperkritik eksratksiyon yontemi icin, Linde marka kullanilmistir.
e Mueller-Hinton Agar (MHA)
Bakterilerin antibiyotik duyarliligi calismasinda kullanilmistir (Merck, Product no:
1.053437.0500).
e Nurtient Agar (NA)
Bakterilerin antibiyotik duyarliigi calismasinda kullanilmistir (Merck, Product no:
1.05450.0500).
e Eosin Methylene-Blue Lactose Sucrose (EMB)
Bakterilerin antibiyotik duyarlilign c¢alismasinda kullanilmistir (Merck, Product no:
1.01347.0500).

3.1.2. Kullanilan Cihazlar

e Reaktor

100 mL’lik paslanmaz gelik bir ekstraktor ve iki separator kullanilmistir.
e Pompa

ISCO Model 260D Syringe pump pompa kullanilmistir.
e Hassas Terazi

Bitkinin tartim islemleri RADVAG AS/220/C/2 marka terazi ile yapilmistir.
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e Shimadzu cihaz1
e Antioksidan aktivite tayini icin Shimadzu marka spektrofotometre kullanilmistir.
e Mikro pipetler
Oziitlerin hacimlerini 6lgmek icin, Eppendorf research plus marka kullanildi.
e Mantolu isiticilari

Sokshlet ekstraksiyonu isleminde 1sitic1 olarak, ISOTEX marka kullanilmistir.

3.2. KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1.Bitkinin Kurutulmasi ve Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Toplanan Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitkileri
dogrudan giines 15181 almayan serin bir ortamda kurutuldu. Kurutulan bitkiler 6giitiirlerek toz
haline getirildi. Stiperkritik karbondioksit ekstraksiyonu icin alinan 10’ar gram bitkiler reaktore
yerlestirilip, reaktor 6zel tork anahtari ile sikistirilmigtir. Sisteme siringa tipi (ISCO Model 260D
Syringe pump) pompalar ile sabit basing modunda kesiksiz olarak sivi CO; basilmak suretiyle
sistem basin¢landirilirken sistem sicakhigi da 1sitict ceketler ile 402C sabit tutulmaya
calisilmistir. Sistem basinct 150 bar’a ulastiginda reaktoriin altindaki vana agilarak, 6ziitlenen
tiriinler bu vananin ¢ikisina toplama kabina toplanmistir. Sistem basina siirekli ¢alisan cift
pompa sistemi sayesinde ekstraksiyon boyunca sabit tutulmustur. Stperkritik COz'nin
atmosferik basinca doniisiiyle olusan soguma ve hatlardaki donma, restriktoriin 1s1 kontriilii ile
engellenmistir. Ekstraksiyon islemi artik 6ziit gelmeyinceye kadar devam ettirilmistir. Bu andan
itibaren reaktore beslenen CO, durdurulmus ve reaktoér basinci, atmosferik basinca kadar
indirilmistir. Elde edilen o6ziitlerin rengi, kokusu ve gortniisi itibari ile yagimsi bir yapiya

oldugu belirlenmistir.
3.2.2. Cozeltilerin Hazirlanmasi

Beklemeye birakilan Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis
bitki oziitlerinden ayri ayr1 0,5 gr alindi. 50 ml etanolde c¢o6zeltileri hazirlandi. Bitki
cozeltilerinden farkli konsantrasyonlarda (1-10 mg/mL oraninda) seyreltmeler yapildi.

3.2.3. DPPHe. Radikal Siipiiriicii Aktivite Testi

Bu calismada, radikal siipiiriicii etki tayini icin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin (DPPH)
radikali (Sekil 3.1) kullanilmistir. Bunun i¢in 6x10-5 mol/litre DPPH ¢6zeltisi etanolde ¢oziilerek
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hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiden 2,9 mL alinarak tizerine farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki
ekstrelerinin her birinden 0,1 mL ilave edilmis ve 30 dakika karanlikta inkiibasyona
birakilmistir. Ardindan UVs;s nm’de absorbanslar odlciildii. DPPH c¢o6zeltisi kontrol (A,) olarak

kullanilmistir. Radikal stiptriicii etki, % inhibisyon olarak asagidaki formiilden hesaplanmistir.

DPPHe stipiiriicti etki (%)= (Ao-A1) \ Ao X 100
Ao = Kontroliin (DPPH ¢6zeltisi) absorbansi

A1 = Numune varliginda o6lciilen absorbansi

NO; Q NO; Q

H .

O:N{%:‘_N .—RH—. O}NQN—N + R
o ) o )

Sekil 3.1. Bir antiradikal (AH)n tarafindan DPPH radikallerinin giderilmesi [(AH)n: Antiradikal,
DPPH: indirgenmis DPPHe formul].

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

karsi grafige gecirilmistir.
3.2.4. Antimikrobiyal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu arastirmada Streptococcus pneumonia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis bakterileri kullanildi
Kullanilan standart bakteri tiirleri Mersin Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boiimii,
Mikrobiyoloji Laboratuvari’'ndan temin edildi.

Secilen bakteri tiirlerinin genel 6zellikleri [136, 137]:

e Streptococcus pneumonia tiirii bakteriler, bogaz enfeksiyonu, menenjit, zaturre ve orta
kulak gibi cesitli enfeksiyonlara neden oldugu bilinmektedir

e Escherichia coli tiiri bakteriler, organizmalarin bagirsaklarinda bulunan ve insan igin
onemi olan firsat¢l patojendir. Enteropatojenik suslarla meydana gelen ishaller,
liropatojenik suslarla olusan idrar yolu enfeksiyonlar1 (IYE), neonatal menenjit, sepsis,
karin ici enfeksiyonlari, yara yeri ve akciger enfeksiyonlari E. coli’ lerin meydana
getirdigi baslica hastaliklardir.

e Staphylococcus aureus tirii bakteriler, en fazla bogaz ve burun boslugunu orten

mukozada yer alir ve buradan pek cok yere yayilir. Deride en ¢ok yiizde, ellerde ve
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kollarda bulunur. insan ve hayvanlarin diskisinda, apseli yaralarda, ¢iban ve sivilcelerde
yogun olarak bulunmaktadir.

e Klebsiella pneumonia tiirii bakteriler, insanlarda iist solunum yolu ve digki florasinda
bulunan bir bakteri oldugu i¢cin patojenligi uygunsuz kosullar karsisinda firsat¢i1 patojen
olarak a¢iga cikar. Bu nedenle hastane enfeksiyonlarindan sorumlu bir bakteridir

e Pseudomonas aeruginosa tiirii bakteriler Bagisiklik yetersizligi olan hastalarda solunum
ve idrar yollarinin, yaniklarin ve acik yaralarin firsat¢1 patojenidir ayni zamanda kanda
da enfeksiyonlar yapabilir.

o Bacillus subtilis tiri bakteriler, dogada siklikla rastlanan bakteri tiiriidiir. Toz, toprak,
hayvanlar, siit ve sularda bulunan bu bakteriler, besinlerin bozulmasina neden olur.
Ozellikle doku ve 6zellikle goz icerisine girmesi sonucunda panoftalmi, tridosiklit gibi

g0z yangilar1 olusturur.

3.2.4.1. Kuyu Difiizyon Yontemi

Bitki oziitlerinin antimikrobiyal etkisinin belirlenmesi i¢in kuyu difiizyon metodu
kullanilmistir. Test edilecek maddenin agarda difiize oldugu alanda mikroorganizmalarin
gelisiminin engellenmesine dayanan bu metotta besiyeri olarak Mueller -Hinton Agar (MHA)
kullanilmistir. MHA besiyeri 2 g et inflizyonu, 17,5 g kazein hidrolizati, 1,5 g nisasta ve 17 g
agarin 1000 ml distile su igerisinde ¢oziindiriilmesiyle hazirlanmistir (pH=7,2). Hazirlanan
besiyeri 121 °C ve 1 atm basingta 15 dk siiresince bekletilerek otoklavda sterilize edilmistir.
Sterilizasyon sonrasinda besiyerleri 45-50 °C’ye sogutulup her bir steril petri kutusuna (90 mm)
15-20 mL olacak sekilde doékiilmiis ve kullanmadan o6nce oda ortaminda Kkatilasmasi
beklenmistir.

Test dncesinde NA'da 18-24 saat inkiibe edilmis kiiltiirlerdeki koloniler fizyolojik tuzlu
su kullanilarak 0,5 McFarland standart ¢ozeltisi ile esit bulaniklikta ¢éziinduriilmiistiir. Daha
sonra, hazirlanan ¢ozelti yaklasik 1-5 X 106 bakteri icerecek sekilde seyreltilerek inokuliim
olarak kullanilmistir.

Hazirlanan inokuliimden 100 pl alinarak MHA yiizeyine aktarilarak yayilmis ve hemen
sonrasinda besiyerinde 10 mm boyutlarinda delikler agilmistir. Bitki 6ziitlerinden (50 mg/mL)
200 pl deliklere aktarildiktan sonra petriler 24-48 saat siiresince 37 °C’de inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda bitki 6ziitlerinin aktarildigi delikler etrafinda meydana gelen acik zon
(mikroorganizmanin gelisemedigi alan) olusumu goézlemlenmistir. Olusan zon ¢aplar1 mm
olarak ol¢lilmustir. Tiim testler 3 tekrarli olarak gerceklestirilerek zon caplarinin standart

sapmasi hesaplanmistir.
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4.BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Antioksidan Aktivite Bulgulari

Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitkilerinden elde
edilen oziitlerden antioksidan aktivite tayinleri DPPH radikali giderim yontemi ile belirlendi. Bu
calismada, Mersin ilinde yayilis gosteren Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula
officinalis bitkilerinden elde edilen o6ziitlerinin etanollii ¢ozeltilerinin konsantrasyonuna bagh
DPPH serbest radikal giderim aktivitesi artan konsantrasyonlarda (1-10 mg/mL) tayin
edilmigtir.

Oziitlerin  etanollii ¢ozeltileri ve pozitif kontroliiniin (BHT), 1-10 mg/mL
konsantrasyonlarinda 515 nm’de calisilarak absorbans degerleri Tablo 4.1'de verilmistir ve

absorbans-konsantrasyon grafigi Sekil 4.1’ de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Bitki 6ziitlerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin absorbans degerleri.

Numune BHT Hypericum Urtica Lavandula
zﬁfg‘;x‘g asyon perforatum L. Dioica L. officinalis
1 0,578 0,450 0,550 0,594
2 0,542 0,374 0,534 0,565
3 0,491 0,310 0,501 0,517
4 0,425 0,296 0,469 0,488
5 0,397 0,252 0,444 0,450
6 0,344 0,176 0,441 0,440
7 0,303 0,116 0,419 0,401
8 0,271 0,094 0,389 0,398
9 0,212 0,079 0,367 0,352
10 0,176 0,067 0,335 0,338

Tablo 4.1 incelendiginde kullanilan bitki o6ziitlerinin ve standart antioksidan olan
BHT’'nin konsantrasyonlari arttikca abrosbans degerlerinin diistiigli goriilmektedir. Ancak
Hypericum perforatum L., bitki 6zutiniin en yiiksek konsantrasyonda en diisiik absorbans

degerinin 6lciildiigii goériilmektedir.
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Sekil 4.1. Bitki oziitlerinin DPPH serbest radikal giderim aktivitesi absorbans-konsantrasyon

grafigi.

¢BHT W Hypericum perforatum L.

07
0,6
0,5
04
03

0,2

Absorbans (515 nm)

0,1

Urtica dioica L. * Lavandula officinalis

Konsantrasyon (mg/mL)

10 11

Bitki ozitlerinin absorbans degerlerinden faydalanarak % inhibisyon degerleri elde

edilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Bitki 6ziitlerinin DPPH serbest radikali giderim aktivitesinin % inhibisyon degerleri.

Numune BHT Hypericum Urtica Lavandula

'((r:’lg;‘::g asyon perforatum L. dioica L. officinalis
1 18,7 22,54 22,64 19,69

2 23,76 35,62 24,89 20,53

3 30,94 46,64 29,53 27,28

4 40,22 49,05 34,03 31,36

5 44,16 56,62 37,55 36,7

6 51,61 69,7 37,97 38,11

7 57,38 80,03 41,06 43,6

8 61,88 83,82 45,28 44,02

9 70,18 86,4 48,38 50,49

10 75,24 88,46 52,88 52,46

Tablo 4.2'de elde edilen sonuglar goz 6ntine alindiginda, 1 mg/mL konsantrasyonunda

DPPH serbest radikal giderim aktivitesi en yiiksek oranda Urtica dioica L. 6ziitiinde (% 22,64)

saptanmistir. Ayn1 konsantrasyonda DPPH serbest radikal giderim aktivitesi en diisiik oranda

Lavandula officinalis 6ziitiinde (% 16,69) elde edilmistir. 1 mg/mL konsantrasyonu disinda
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kalan diger konsantrasyonlarda DPPH serbest radikal giderim aktivitesi en yiiksek Hypericum
perforatum L., en diisiik ise Lavandula officinalis 6ziitliinde tespit edilmistir.

Standart antioksidanlarin yan etkilere sahip olmasi sebebiyle, standart
antioksidanlardan daha yiiksek degerde bulunan Hypericum perforatum L. dogal antioksidan
kaynagi olarak tercih edilebilir. Bitki o6ziitlerinin aktiviteleri BHT standartiyla
karsilastirildiginda daha etkili sonuglar elde edildigi gortilmektedir.

Bu tez calismasinda, Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis
bitki oziitlerinin etanollii c¢ozeltilerinde DPPH siiplirme aktiviteleri 10 mg/mL
konsantrasyonunda standart olan BHT (% 75,24)'ye karsi elde edilen en ytliksek aktivite
degerleri sirasiyla Hypericum perforatum L., icin % 88,46, Urtica dioica L. icin % 52,88,
Lavandula officinalis igin % 52,46 olarak bulunmustur (Tablo 4.2). Bitkilerin 6ziitlerindeki
konsantrasyon artist ile birlikte % inhibisyon oranlarinda da artis gozlenmektedir. Tablo 4.2’de
goriildigi tizere bu calismada kullanilan bitki 6ziitlerinin antiradikal aktivitelerinin oldukca

ylksek oldugu belirlenmistir.

Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitki oziitlerinin %

inhibisyon grafikleri Sekil 4.2-4.5'te gosterilmektedir.
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% Inhibisyon

Konsantrasyon (mg/mL)

ekil 4.2. BHT standartinin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi.
yon grafig
Sekil 4.2’de verilen grafige gore, konsantrasyon arttikca BHT standartinin % inhibisyon

degerinin arttigl goriilmektedir. BHT standartinin 1 mg/mL konsantrasyonda % inhibisyon

degeri 18,7 iken 10 mg/mL konsantrasyonda 75,24’tiir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.3. Hypericum perforatum L. 6zttiiniin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi.

Sekil 4.3’de verilen grafige gore Hypericum perforatum L. 6zitiiniin DPPH serbest radikal
giderim aktivitesi konsantrasyona bagl olarak artis goéstermistir. Buna goére, 1 mg/mL
konsantrasyonda % inhibisyon degeri 22,54 iken 10 mg/mL konsantrasyonda 88,46 degerleri
gorilmektedir (Tablo 4.2).
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Sekil 4.4. Urtica dioica L. 6zutiiniin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi.

Sekil 4.4’de verilen grafik incelendiginde Urtica dioica L. 6ziitiiniin DPPH serbest radikal
giderim aktivitesi konsantrasyona bagh olarak arttifi goriilmektedir. Buna gore, 1 mg/mL
konsantrasyonda ve ayni konsantrasyondaki Hypericum perforatum L. bitki 6ziitline yakin olan
% inhibisyon degeri 22,64 iken 10 mg/mL konsantrasyonda 52,88 degerleri goriilmektedir
(Tablo 4.2).
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Sekil 4.5. Lavandula officinalis 6zitiiniin DPPH serbest radikal % inhibisyon grafigi.

Sekil 4.5’de verilen grafil incelendiginde diger grafiklerde de oldugu gibi Lavandula officinalis
ozitiniin konsantrasyon artisina bagli olarak oziitiinin DPPH serbest radikal giderim
aktivitesinin de arttigl goriilmektedir. Buna gore, 1 mg/mL konsantrasyonda % inhibisyon
degeri 16,69 iken 10 mg/mL konsantrasyonda 52,46 oldugu goriilmektedir (Tablo 4.2).

Bitki oziitlerinin ve BHT standartinin DPPH serbest radikalini siipliriicii etkisinin,

konsantrasyon degerlerine karsi1 % inhibisyon degerleri asagida gosterilmistir.
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Sekil 4.6. Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitkilerinden

hazirlanan etanollii 6ziitlerin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri.

Tablo 4.2'de elde edilen sonuglar ve Sekil 4.6’deki grafik sonuglar1 degerlendirildiginde,
konsantrasyonun artmasiyla birlikte DPPH radikal giderim aktivitesinin de paralel olarak arttig
gozlemlenmistir. Ancak BHT standardina karsi en yiiksek DPPH radikal giderim aktivitesi
Hypericum perforatum L. bitkisinde goriilmektedir. En diisiik DPPH radikal giderim aktivitesi

gosteren bitki ise Lavandula officinalis bitkisi oldugu goriilmektedir.
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4.2. Antimikrobiyal Aktivite Bulgulari

Antimikrobiyal calismalar icin kullanilan Streptococcus pneumonia, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis
bakterileri olmak {lizere 6 c¢esit bakteri kullanilmistir. Inkiibasyon sonunda Hypericum
perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitki 6ziitlerinin aktarilan delikler
etrafinda meydana gelen zon (bakterilerin olusmadig1 alan) ¢aplart mm olarak Tablo 4.3'de

verilmistir.

Tablo 4.3. Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitki 6ziitlerinin

bakteriler ilizerindeki zon ¢aplari.

Bitkiler Hypericum Urtica Lavandula
perforatum L. dioica L. officinalis
Bakteriler (mm) (mm) (mm)
Streptococcus pneumoniae* 12,0 + 1,0 16,3+1,2 32,7+2,5
Escherichia coli** 10,7 £ 0,6 11,3+£0,6 24,7 +0,6
Staphylococcus aureus* 10,7 £ 0,6 24,0+2,6 37,0+1,7
Klebsiella pneumoniae** 10,3+0,6 14,3+0,6 25,715
Pseudomonas aeruginosa** 11,0 £ 1,0 15,3+0,6 18,7+ 1,2
Bacillus subtilis* 143+15 20,0+ 1,7 31,3+1,2

*gram (+), **gram(-)

Kuyu difiizyon metoduyla acilan delik boyutlart 10 mm oldugundan, elde edilen zon
caplarinin degerlendirilmesi bu 6l¢iime gore yapilmaktadir. Tablo 4.3'de verilen zon caplari
karisilastirildiginda;

Lavandula officinalis bitki 6zutiiniin biitiin bakterilerde en yliksek antimikrobiyal etki
gosterdigi goriilmektedir.

Urtica dioica L. bitki oziitlinlin en etkili oldugu bakteri tiirii Staphylococcus aureus
bakterileridir.

Hypericum perforatum L. bitki 6ziitliniin ise en etkili oldugu bakteri tiirti Bacillus subtilis
bakterileridir.

Bitki oziitlerine ait bakterilerin zon ¢aplarinin goriintiileri ise Sekil 4.7 ‘ de verilmistir.
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Escherichia coli

Staphylococcus aureus

SR 4
Klebsieila pneumoniae Pseudomonas aeruginosa Bacillus subtilis

Sekil 4.7. Bitki oziitlerinin Streptococcus pneumonia, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis bakterilerine ait zon ¢aplar1

goriintiileri: 1) Lavandula officinalis, 2) Hypericum perforatum L., 3) Urtica dioica L.

Tablo 4.3 ve Sekil 4.7 incelendiginde Lavandula officinalis bitki 6ziitintin biitiin
bakterilerde antimikrobiyal aktivetisinin olduk¢a yiiksek oldugu goriilmektedir. Hypericum
perforatum L. bitki ozitiiniin en etkili oldugu bakteri tiiri gram (+) olan Bacillus subtilis
bakterisidir. Urtica dioica L. bitki 6ziitiiniin en etkili oldugu bakteri tiirii sirasiyla gram (+) olan
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis ve Streptococcus pneumonia bakterileridir. En ytliksek
antimikrobiyal etki gdsteren Lavandula officinalis bitki 6ziitiiniin ise etkili oldugu bakteri tiirleri
sirasiyla gram pozitif (+) olan Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumonia ve Bacillus

subtilis bakterileridir.

4.3. Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis Bitki Oziitlerinin Koruyucu Olarak

Kozmetik El Kremlerinde Uygulanmasi

Kozmetik sektoriinde oldukg¢a genis kullanim alanina sahip olan el kremleri giinliik
yasamimizda sikca tercih ettigimiz iriinler arasindadir. Kozmetik kremlerde meydana
gelebilecek mikrobiyal kontaminasyonu 6nlemek amaciyla alerjik ve toksik etki yaratmayan
kimyasal koruyucular kullanildig1 bilinmektedir. Kozmetik sektoriinde koruyucu amach
kullanilan kimyasallarin % 30 oranlarinda paraben iceren maddelerden olustugu bilinmektedir
[138]. Ancak yapilan arastirmalar gelistirildikce kimyasal koruyucu yerine alternatif olarak bitki

ozutlerin de kullanilabileceginin yapilan arastirmalara 151k tutacagi diistintilmektedir.
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Yapilan tez calismasinda kullanilan Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis
bitki 6ziitlerinin kozmetik el kremi formiilasyonunda koruyucu yerine kullanildiginda gésterdigi
etkiler uygulamali olarak calisilmistir.

Yapilan bu uygulamada Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki 6ziitleri,
Tablo 4.4’de verilen standart el kremi formiilasyonuna gore belirlenen % 2, % 3 ve % 4
oranlarinda dogrudan karistirilarak elde edilmistir. Karsilastirma yapmak amaciyla aym

oranlarda ‘Carbomer’ iceren ve icermeyen krem numuneleri hazirlanmistir.

Tablo 4.4. Standart el kremi formiilasyonlarinda kullanilan bilesenlerin ytizdesi.

Kullanilan Maddeler Yizdesi (%)
Saf su 71-73
Allontoin 0.1
EDTA 0.01
Carbomer 2-4
Gliserilmonostereat 2,3
Cetaryl alchol 6
Ceteareth-25 2
Dimeticone 0,9
Caprictrigliserid 4
Parafin 9

Hazirlanan kremlerden bakteri sayisinin 6l¢limii icin birinci ayda (to), Uglincti ayda (t1)
ve altinc1 ayda (tz) 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler olasi bakteri olusumunun engellenmesi
amaciyla -4 °C’'de dondurularak saklanmis olup, antimikrobiyal etkinlik testleri ayni anda
yapilmistir. Alinan 6rnekler Nutrient Agar (NA) ve Eosin Methylen-blue Lactose Sucrose (EMB)
Agar besiyerilerine ekiivyon ¢ubuk ile ¢izgi ekimi yapilip, belirlenen stireler sonunda olusan
bakteri kolonileri sayilmistir. Sayilan koloniler Tablo 4.5 ‘de, altinci ayda (tz) ve % 4
konsantrasyon oOrneklerindeki kolonilere ait goriintiileri ise Sekil 4.8 ve Sekil. 4.9’ da

goriilmektedir.
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Tablo 4.5. Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki 6ziitlii kremlerin ve

koruyuculari olan ve olmayan kremlerin farkli zaman ve konsantrasyonlardaki sayilan bakteri

kolonileri.
Lavandula Hypericum Koruyucu
Koruyucu madde
officinalis ~ 0ziitli | perforatum L. oziiti madde
iceren krem
iceren krem iceren krem icermeyen
Konsantrasyon Konsantrasyon Konsantrasyon krem
2% (3% [|4% [2% (3% 4% 2% 3% 4%
to |10 6 1 7 3 0 0 0 0 0
Nutrient
tr |0 0 0 0 0 0 0 0 1 4
Agar (NA)
S|tz |0 0 0 0 0 0 1 0 185 |944
Eﬁ to |0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EMB Agar t1 |0 0 0 0 0 0 0 0 0 10
tz |0 0 0 0 0 0 0 0 0 896

to: birinci ay, ti: G¢linci ay, tz: altinci ay

Sekil 4.8 Nutriet Agar (NA) besiyerine %4 konsantrasyonda ekilen 6rneklerin alt1 ay (tz)
sonunda olusan goriintiiler. A; Lavandula officinalis 6zuti iceren krem, B; Hypericum
perforatum L. 6zuti iceren krem, C; Koruyucu madde iceren krem, D; Koruyucu madde

icermeyen krem

Sekil 4.9 Eosin Methylen-blue Lactose Sucrose (EMB) Agar besiyerine %4 konsantrasyonda

ekilen 6rneklerin alt1 ay (t;) sonunda olusan goriintiiler. A; Lavandula officinalis 6ziitii iceren
krem, B; Hypericum perforatum L. 6ziitli iceren krem, C; Koruyucu madde iceren krem, D;

Koruyucu madde igermeyen krem
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Nutrient Agar (NA) besiyerinde genellikle insan saghgi acisindan tehlikeli olmayan,
glinliik hemen hemen maruz kaldigimizi bakteri tiirlerinin gelismesi i¢in gerekli ortamdir. NA
besiyerinde elde edilen sonuclara gore (Tablo 4.5), Hypericum perforatum L. bitki 6ziitl iceren
kremlerde yalnizca birinci ayda (to) alinan numunelerde % 2, % 3 ve % 4 konsantrasyonlarda
sirasiyla 10, 6 ve 1 koloni olusumu gozlenmistir. Ugiincii ayda (t1) ve altinci ayda (t2)
numunelerde ise bakteri olusumu gézlenmemistir. Ayni sekilde Lavandula officinalis bitki 6ziiti
iceren kremlerde yalnizca birinci ayda (to) alinan numunelerde % 2 ve % 3 konsantrasyonlarda
sirasiyla 7 ve 3 koloni olusumu gozlenmistir. Uciincii ayda (t;) ve altinci ayda (tz) numunelerde
ise bakteri olusumuna rastlanmamaistir.

NA besiyerinde koruyucu madde igeren kremlerde birinci ayda (to) alinan érneklerde
bakteri olusumuna rastlanmamistir (Tablo 4.5). Ancak Ugciincii ayda (t1) ve altinci ayda (tz)
alinan numunelerde % 4 konsantrasyonda sirasiyla 1 ve 185 koloni olusumu gézlenmistir.
Koruyucu madde icermeyen kremlerde birinci ayda (to) koloni olusumu gézlenmezken, ti¢lincii
ayda (t1) 4 koloni ve altinci ayda (t2) 944 koloni olustugu goriilmektedir (Tablo 4.5).

Eosin Methylen-blue Lactose Sucrose (EMB) Agar besiyeri ise patojenik bakterilerin
liremesini saglayan besiyeridir. EMB besiyerinde elde edilen sonuglara gore (Tablo 4.5)
Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki oziitleri iceren kremlerde ve koruyucu
madde igeren kremlerde altinci ayin sonuna kadar bakteri olusumuna rastlanmamistir. Ancak
koruyucu madde icermeyen kremlerde birinci ayda (to) koloni olusumu gézlenmezken, liglincii
ayda (t1) 10 koloni ve altinci ayda (t;) 896 koloni olustugu goriilmektedir (Tablo 4.5).

Sekil 4.8’'de ve Sekil 4.9’'da goriildigii gibi koruyucu yerine konulan Hypericum
perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki ozitleri altinci ay sonunda her iki besiyerinde
bakteri tiremesini engellemistir. Koruyucu iceren krem orneklerinde NA besiyerinde ve
koruyucu icermeyen krem orneklerinde ise her iki besiyerinde de yaygin bakteri kolonileri

olustugu gozlenmektedir
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5.SONUC ve ONERILER

Yapilan bu tez ¢alismasinda Hypericum perforatum L., Urtica dioica L. ve Lavandula
officinalis bitkilerinden siiperkritik ekstraksiyon yontemiyle 40 °C sicaklikta ve 150 bar
basincta oziitleri elde edilmistir. Elde edilen 6ziitlerin antikosidan aktivitesini belirlemek icin
DPPHe radikal stpiiriicii aktivite tayin metodu kullanilarak farkli konsantrasyonlarda (1-10
mg/mL) etanollii c¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan co6zeltilerden DPPH serbest radikal
giderim aktivitesinin % inhibisyon degerleri hesaplanmistir.

Antioksidan aktivite bulgularindan elde edilen sonuclara gore; Hypericum perforatum L.,
Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitki Oziitlerinin artan konsantrasyona goére %
inhibisyon degerlerinin arttifi goriilmektedir (Tablo 4.2). En yiliksek % inhibisyon degeri 10
mg/mL konsantrasyonda % 88,46 ile Hypericum perforatum L. en yiiksek aktiviteyi gostermistir.
Urtica dioica L. ve Lavandula officinalis bitki 6ziitlerinde ise % inhibisyon degeri 10 mg/mL
konsantrasyonda sirasiyla % 52,88 ve % 52,46 degerleri ile aktivite gostermistir.

Antimikrobiyal aktivite c¢alismalar1 Streptococcus pneumonia, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia, Pseudomonas aeruginosa ve Bacillus subtilis
bakterileri olmak lizere 6 cesit bakteri iizerinde incelenmistir. Antimikrobiyal etkinlik testleri
kuyu difiizyon metoduyla yapilmistir. Bitki oziitlerinin aktarilan delikler (kuyu) etrafinda
meydana gelen zon (bakterilerin olusmadigi alan) ¢aplari belirienmistir.

Antimikrobiyal aktivite bulgularindan elde edilen sonuglara gore (Tablo 4.3) tiim bakteri
tirlerinde en yiiksek zon capi olusturan bitki Lavandula officinalis bitkisidir. Lavandula
officinalis bitkisinin en yliksek zon ¢ap1 olusturdugu bakteri tiirleri sirasiyla; zon ¢ap1 37,0 mm
olan Staphylococcus aureus, zon ¢apt 32,7 mm olan Streptococcus pneumonia ve zon ¢ap1 31,3
mm olan Bacillus subtilis bakterileridir. Hypericum perforatum L., bitkisinin etkin oldugu bakteri
tiirti zon ¢ap1 14,3 mm olan Bacillus subtilis bakteri tiirtidiir. Urtica dioica L. bitkisinin etkin
oldugu bakteri tiirti zon ¢ap1 24,0 mm olan Staphylococcus aureus bakteri tiiriidiir. Urtica dioica
L. bitkisinin etkin oldugu diger bakteri tiirii ise zon ¢ap1 20,0 mm olan Bacillus subtilis
bakterisidir.

Elde edilen sonuclara gore antibakteriyel 6zellik gosteren Hypericum perforatum L. ve
Lavandula officinalis bitki 6zttlerinin kozmetik el kremi formiilasyonunda koruyucu yerine
kullanildiginda gosterdigi etkiler uygulamali olarak calisilmistir. Yapilan bu uygulamada
standark krem formiilasyonlarina % 2, % 3 ve % 4 oranlarinda sentetik koruyucu yerine
Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki 6zitleri kullanilmistir. Karsilastirma
amacgh ayni oranlarda sentetik koruyucu igeren ve icermeyen krem ornekleri hazirlanmistir.
Hazirlanan kremlerden bakteri sayisinin 6lciimii icin birinci ayda (t0), tclincii ayda (t1) ve

altinc1 ayda (t2) érnekler alindi. Ornekler giinliik kullanima uygun olarak krem numunelerenin
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kapagi her giin acilip, el yardimiyla stiriilmek iizere alinip kapatildiktan sonra alt1 ay boyunca bu
sekilde muhafaza edilmistir. Alinan 6rneklerin Nutrient Agar (NA) ve Eosin Methylen-blue
Lactose Sucrose (EMB) Agar besiyerlerdeki olusan bakteri kolonileri sayillmasi esasina bagh
antimikrobiyal etkinlik testleri yapilmistir.

Elde edilen sonuclara gore (Tablo 4.4 ve Sekil 4.8) altinci ayin sonunda Nutrient Agar
(NA) besiyerinde Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki oziti iceren el
kremlerinde bakteri olusumunu engelledigi goriilmiistiir. Koruyucu madde iceren orneklerde
altinc1 ayin sonunda % 4 konsantrasyonda 185 koloni olusumu gézlenirken, koruyucu madde
icermeyen krem 6rneginde 944 koloni olusumuna ratlanmistir. Patojenik mikroorganizmalarin
liremesini saglayan Eosin Methylen-blue Lactose Sucrose (EMB) Agar besiyerinde Hypericum
perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki o6ziiti igeren kremlerin bakteri olusumunu
engelledigi goriliirken koruyucu icermeyen krem orneklerinde 896 koloni olusumuna
rastlanmistir.

Kozmetik iiriinlerde mikroorganizmalarin iliremesine bagli olarak meydana gelen
kontaminasyonlar iiriinlerde bozulmaya neden olur. Bu nedenle kozmetik tiriinler raflara gelene
kadar belirli testlerin onayiyla kullanima hazir hale gelmektedir. Ancak kozmetik iirtinler steril
olmas1 gerekmeyen {riinler arasinda olmasina ragmen belirli mikroorganizma limitleri
dahilinde olmalidir. Saglik Bakanligi Kozmetik Yonetmeliginde belirlenen komzetik iirtinlerdeki
mikroorganizma limiti 1x103 degerini asmamalidir.

Bu bilgiler 1s181nda Hypericum perforatum L. ve Lavandula officinalis bitki oziitleri izin
verilen mikroorganizma limiti degerini asmayan, bu nedenle de kozmetik el kremlerinde

sentetik koruyucu yerine kullanilabilecegi goriilmektedir.
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