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Polygonacea familyasinin tiirii olan Rheum ribes ’in taze gdvde ve yapraklar1 Liibnan, Iran
ve Tirkiye’nin dogusunda sebze olarak tiiketilmektedir. Son zamanlarda farmakolojik
alanlarda kullanilan bu bitkiden Asya iilkelerinde saf ilag materyalleri iiretilmektedir.
Calismamizda, Rheum ribes govde kisimlarindan etil asetat, hekzan, metanol ve saf su
¢oziciileri kullanilarak 10-100 mg/mL konsantrasyonlarda ekstraktlar hazirlanmistir.
Esktraktlarin in vitro fitokimyasal 6zellikleri Stankovic (2011) ve Sharm ve Vig (2013);
antioksidan aktivite analizleri Blois (1958), Oyaizu (1986); Dinis ve ark., (1994) ve
antimikrobiyal aktivite ise Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak incelenmistir.
Coziiciilere bagh olarak ekstraksiyon verimi degismekle birlikte en yiiksek ekstraksiyon
verimi (%25.3), en yiiksek total fenolik (0.80+0.00 mg GAE/g) ve flavonoid igerik
(0.321+0.00 mg RE/g) 100 mg/mL konsantrasyonda metanol ekstraktinda belirlenmistir.
Rheum ribes metanol govde ekstraktinin DPPH siipiirme aktivitesi %91.10+0.51 olarak
kaydedilmis olup IC50 dozu 10.50 mg/mL’dir. En yiiksek Fe (II) iyonlarmi selatlama
aktivitesi %49.70£3.10, indirgeme kapasitesi (0.19+0.00) ve siiperoksit anyonu giderme
aktvivitesi (%39.20+2.40) 100 mg/mL konsantrasyonda metanol ekstraktinda belirlenmistir.
Rheum ribes’in etil asetat, hekzan ve metanol ekstraktlarinin test bakterileri lizerinde
antibakteriyel aktivite gosterememistir. Saf su ekstraktinin gosterdigi antibakteriyel aktivite
9.00£1.00 ve 14.504+1.50 mm zon g¢ap1 araligindadir. En yiiksek inhibitor etki 14.50+1.50
mm zon ¢api ile S. aureus’a kars1 gézlenmistir.

Anahtar kelimeler: Fenolik, Flavonoid, Rheum ribes, Antioksidan
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The fresh stem and leaves Rheum ribes, species of Polygonaceae family, are consumed
as vegetable in Lebanon, Iran and eastern Turkey. Recently, the crude drug materials
from this plant that is used in pharmacological research in Asian countries. In this study,
Rheum ribes stem extracts at 10-100 mg/mL concentrations were prepeared by using
ethyl acetate, hexane, methanol and distilled water solvents. In vitro phytochemical
analyzes by Stankovic (2011) and Sharm and Vig (2013); antioxidant activities by Blois
(1958), Oyaizu (1986); Dinis and et al. (1994); antimicrobial activity by Kirby-Bauer disc
diffusion methods of these extracts were examined. The extraction efficiency varies
depending on the solvents and the highest extraction efficiency was calculated as %25.3
at methanol extract. The highest total phenolic and flavonoid contents were determined
0.80 £ 0.00 mg GAE/g and 0.321 + 0.00 mg RE/g at 100 mg/mL concentration of
metanolic extract. DPPH radical scavenging activity of metanolic stem extract was
%91.10£0.51 (IC50 dose 10.50 mg/mL). The highest Fe (Il) ions chelating activity
(49.70+£3.10%), reduction capacity (0.19+£0.00) and superoxide anion scavenging
activity (39.20 + 2.40%) were recorded at methanol extract. Ethyl acetate, hexane and
methanol extrcats of Rheum ribes Rheum ribes’in were determined to not show
antibacterial activity against test bacteria. Antibacterial activity of distilled water extract
were in the range of 9.00+1.00 and14.50+1.50 mm. The highest inhibitory effect was
observed against Staphylococcus aureus with 14.5 +1.50 mm zone diameter.

Keywords: Phenolic, Flavonoid, Rheum ribes, Antioxidant
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1.GIRIS

Dogadaki tiim canlilar yagamlarini1 karsilikli bir denge tlizerinde devam ettirmektedirler.
Diinyada kara ve denizlerin biiyiik bir kism1 bitkilerle kaplanmis durumdadir. Ozellikle
diinya yiizeyinin 6nemli bir kismin1 kaplayan denizlerin; tabanlarinin da aym sekilde
biiylik bir kism1 bitkilerle kaplidir. Bu sebeple bitkiler, ekolojik denge i¢inde canli
hayatinin devam edebilmesi i¢in dogal bir unsur olarak énemli bir yere sahiptir. Uzun
yillardir devam eden bu ortaklasa yasam dogal olarak bitkilerle insanlarin etkilesimini
de arttirmistir. Hatta bitkilerin 6nemi igin geg¢misteki donemlerde yasayan insanlar
tanrilarin, bitkileri insanliga sundugu en onemli hediye olarak degerlendirmislerdir.
Insanlar bitkileri, onemli ihtiyaglarinin giderilmesinde ve ayni zamanda bilim ve
teknolojinin  gelismesinde de kullanmaktadirlar (Gezgin,2006). Bundan dolay1
insanoglunun varolusundan giiniimiize kadar hala bitkilerle olan iligki devam
etmektedir. Bitkilerin besin olarak tiiketmekle beraber, saglik sorunlarmi gidermek
icinde yine bitkileri etkili bir bigimde kullanmuslardir. Saglik alaninda elde edilen
bilgiler ve kazanilan deneyimler, giiniimiize kadar nesiller boyunca aktarilip gelistirerek
gelmistir.(Kogyigit,2005). Diinyadaki diger iilkeler gibi iilkemizin de sahip oldugu
endemik flora sayesinde gok sayida tibbi ve aromatik bitki yetistirilmektedir. Ulkemizde
yaklasik 500 kadar1 tibbi bitki oldugu tahmin edilmekte olup; bu bitkilerin 200 tanesinin
ihra¢ potansiyelinin oldugu bildirilmistir. (Aydin, 2004; Ekim ve ark., 2000).

Diinya saglik oOrgiitii insanlarin tedavi amaciyla 20.000 civarinda tibbi bitkiyi
kullandigini rapor etmistir (Kirbag ve Zengin,2006). Diinya Saglk Orgiitii tarafindan
kiiresel niifusun %80'inin birinci basamak saglik hizmeti ihtiyaclari i¢in de geleneksel
yontemlerle tibbi bitkilerden elde edilen ilaglarin kullanildigini bildirmistir. Tarih
boyunca Anadolu’da da tedavi amagh kullanilan bitkilere, halk hekimligi
uygulamalarinda yaygin olarak rastlanilmaktadir. Anadolu’daki tibbi bitkilerden dogal
yontemlerle elde edilen ilaglar, uzun denemeler sonunda giiniimiize kadar gelistirilerek
gelmistir. Ayn1 zamanda giiniimiiz tip alaninda kullanilan birgok ilacin ana bileseni
bitkilerden saglanmaktadir. Her yerde oldugu gibi Anadoluda da yetisen bitkilerin
insanlarin tedavi amacmin yaninda, baharat, boya, gida, cay, hayvan hastaliklarinin
tedavisi, mesrubat ve kozmetik sanayinde kullanimi gibi birgok alanda kiiltiirel

cesitliligimizin bir parg¢asi olmustur. Suanda aktif olarak kullanmakta oldugumuz regete



ile verilen ilaglarin %?25’ini bitkisel ham maddeli ilaglar olusturdugu tahmin
edilmektedir (Farnsworth ve ark,1985). Giniimiiz tip uygulamalarinda, enfeksiyonel
kaynakl1 hastaliklar1 tedavisinde kullanilan antimikrobiyal ajanlara ve benzerlerine karsi
devamli direng gelismekte ve artmaktadir. Sentetik ilaglarin artisi ile birlikte, patojenik
mikroorganizmalarin mevcut antimikrobiyal bilesiklere karst direnci de artmistir.
Enfeksiyon kaynakli hastaliklarin tedavisinde enfeksiyonel ajanlara karsi gelisen direng
gin gectikge insan saghgr i¢in risk oldugundan Onemli yer tutmaktadir.
Mikroorganizmalarin varolan antibiyotik maddelere gosterdikleri dirence karsi asil
miicadeleden bir tanesi de yeni antimikrobiyal ajanlarin belirlenmesidir. Bunun ig¢in
bircok tibbi bitkinin farmakolojik potansiyelleri bilim insanlarina arastirma konusu
olmustur (S6kmen ve ark., 1999; Ahmad ve Beg, 2001; Bonjar, 2004; Al-Bayati, 2009).

Yapilan caligmalar, farmakolojik yonden 6nemli kabul edilen bitkilerle kalmayip yeni
farmakolojik bitkilerin de arastirilmasi, kiiltiirii yapilan ve yapilamay1 bekleyen tiirler
tizerinde odaklanmaktadir. Baz1 yapay katki maddelleri, 6zellikle gida teknolojisinde
son zamanlarda olduk¢a sik kullanilmaktadir. Gida sektoriinde kullanilan bu maddelerin
giivenilirligi net bilinmemesine ragmen dogal antimikrobiyallerin etkisi, diger yapay
antimikrobiyallere gore daha da fazla giiven vericidir. Bu dogal antimikrobiyal igeren
bitkilerden uygun yontemle elde edilebilecek ekstraktlar gida korumasinda bir aroma
veya lezzet bileseni olmasi ile birlikte antimikrobiyal etki de gostermektedir (Akgiil,
1993; Con ve ark., 1998; Nostro ve ark.,2000; Sagdig ve ark., 2002; Nair ve ark., 2005).
Antimikrobiyal aktivite gdsteren bitkiler 6zellikle gidalarda koruyucu madde ve ayni
zamanda tibbi amachh olarak da kullanilmaktadir. Giliniimiizde, c¢esitli bitkisel
materyallerden dogal antioksidanlarin elde edilmesine yonelik ¢alismalar gida endiistrisi
izerine yogunlagsmustir. Bu veriler gida endiistrisi i¢in dogal antioksidanin elde edildigi
tibbi ve aromatik bitkilerin, gida {riinlerinde oksidasyonu onlemek amaciyla
kullaniminin 6neminin giderek arttirmistir. Antimikrobiyal aktivitenin durumu; bitkiden
elde edilen antimikrobiyal ajanin igerigine, mikroorganizmalarin tiiriine ve gidalarin
islenme/saklanma prosediirlerine bagli olarak degismektedir. Antimikrobiyal aktiviteyi
etkileyen temel faktorler: proteinler, pH, sicaklik, tuzlar, flavonoid, lipitler ve fenolik

maddelerdir (Sagdig, 2003).



Calismamizda iilkemizde 6zellikle Dogu Anadolu’da yayilis gosteren bir bitki tiirii olan
yayla muzunun (Rheum ribes L.) kuru govde etil asetat, hekzan, metanol ve saf su
ekstraktlarmin in vitro fitokimyasal, antioksidan ve antimikrobiyal &zelliklerinin

incelenmesi amag¢lanmustir.

1.1 Yayla Muzu (Rheum ribes) Hakkinda Genel Bilgi

Yayla muzu (Rheum ribes), Liibnan, Irak iran ve Tiirkiyenin Dogu Anandolu
bolgelerinde yetisen Polygonacea familyasina ait ¢ok yillik bir bitkidir (Davis, 1967).
Dogu bolgelerimizde 1800 ile 2800 metre yiiksekliklerde yayilis gosteren bitki olup,
bolgesel olarak degismekle beraber 15gin, yayla muzu ve uckun gibi adlarla anilmaktadir
(Tosun ve Kizilay 2003). Rheum ribes, dogu Anadolu bolgesinde Nisan, Mayis ve
Haziran aylarinda goriiliip, boyu ortalama 150°cm’dir (Andi¢ ve ark. 2009). Govde
taban kisimdan yapraklidir. Yapraklar: biiyiik, kirmizimsi, bitkinin kenarlar1 ince tirtirl
ve burusuk seklindedir. Yapraklarin ist tarafi sert ve piirizlidir (Nevin ve ark.2004).
Cigekleri ise kiigiik, sarimsi ve beyazdir. Tohumlarin boyutu 9-15 mm boylarindadir.
Kazik koklii ve ¢ok yilliktir. Rheum ribes, kabuklar1 gévdeden temizlenerek yenen, pH
degeri 3.56 olmasi sebebiyle eksi tat veren ve yesil renkli bir bitkidir (Sekil 1.1.).

L

Sekil 1.1. Yayla muzu (Rheum ribes) (www. http://fatihkurt.net/haberler/dunden-
bugune-6 -iskin-gep.html)
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Rheum ribes 1939 yilinda tibb1 agidan ilk kez incelenmis, sirayla 1964, 1985 ve 1990
yillarindan giiniimiize dek ¢aligmalara devam edilmistir. Rheum ribes yetistigi bolge de
halk tarafindan govde kismi, taze iken dis kabugu soyularak yenilmekle beraber
Hakkari'de uckunlu dondurma ve ugkunlu kek olarak Bitlis’de tursusu yapilarak
tiiketilmektedir. Tunceli ve Bitlis'in baz1 bolgelerinde ateste pisirilerek tiiketilmektedir.
Erzurum bolgesinde ise sebze olarak tiiketilmektedir (Giiveng ve Kaya,1996). Elazig'da
1sginlt yumurta ve eksili 1sgin, bazi yorelerde ise 1sgin eksilisi ya da eksili 1skin adli
yemek yapilmaktadir. Iskinli kapuska adli yemekte de yapilmaktadir.

Besin olarak tiiketilmekle beraber halk arasinda da tibbi olarak da kullanimi yetistigi
bolge i¢cinde oldukca yaygindir. Bitlis ve ¢evresinde bitkinin gévde kismi sindirimi
kolaylastirict olarak bilinmekte, kok kisimlart ise hemoroid ve seker hastaligi tedavisi
icin de kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda kokleri, seker hastaliginda fayda saglamus, tilser
ve mide rahatsizliginda olumlu anlamda biiyiik etkiye sahiptir (Baytop, 1999; Ozbek ve
ark., 2002; Tosun ve Kizilay 2003). Rheum ribes kokiinde anti timdr etkiye sahip
maddelerin oldugu diistiniilmektedir (Mohammed ve Karim, 2010). Yine Rheum
Ribes’in ajanlara kars1 antioksidan 6zelligi oldugundan kanserli hiicrelere etki yoniinden
olumlu sonuglar verebilecegi diistiniilen bu bitki ilizerinde yapilan bir ¢alismada
(Umidahan Djakbarova ve ark., 2009) ilk bulgulara gore kaynatarak elde edilen
ekstrelerin kanserli dokuda antiproliferatif bir etkisi bulunamamistir. Rheum ribes geng
stirglinlerinde, krizofanol, fiskiyon ve emodolan trakinonlariyla, kuersetin, 5-
dezoksikuersetin, kuersetin 3-O-ramnozit, kuersetin 3-O-galaktozit ve kuersetin 3-O-

rutinozit flavonoidleri bulunmaktadir (Tosun ve Kizilay 2003).

Rheum ribes ‘den elde edilen ekstraklarin antibakteriyel yoniinden etkiligi 6zellige sahip
oldugu vurgulanmaktadir (Bazzaz ve ark., 2005; Alaaddin ve ark., 2007). Rheum ribes
tibbi yonden birgok etkisi oldugu gibi C vitamini agisindan olduk¢a zengin bir bitkidir.
Ayrica yapilan arastirmalarda, Rheum ribes fenolik yoniinden yiiksek madde igerigine
sahip olup ve diger bitklere gore serbest radikalleri baglama oranmin yiiksek oldugu
belirlenmis ve giiclii antioksidan o6zellikleri yoniiyle zengin bir gida olarak rahatlikla

tiiketebilecegi ortaya koymustur (Meral, 2011).


https://www.wikizero.com/tr/Tur%C5%9Fu
https://www.wikizero.com/tr/I%C5%9Fg%C4%B1n#cite_note-89
https://www.wikizero.com/tr/Kanser

1.2.Rheum ribes L. Siniflandirilmasi

Alem: Bitkiler (Plantae)

Sube: Kapali tohumlular (Angiosperms)
Simif: iki ¢enekliler (Eudicots)

Familya: Kuzukulagigiller (Polygonoideae)
Cins: Ravent (Rheum)

Tiir: Yayla Muzu (Rheum ribes)

1.3.Antioksidan, Fenolik ve Flavonoidler

Literatiirde Rheum ribes iizerinde antioksidan aktivitesini arastirmak ve ayrica fenolik
yapilarini analiz etmek i¢in bazi kimyasal icerikli ¢aligmalar yapilmistir. Flavonoidler,
potansiyel bir antioksidan kaynagi saglamak i¢in Rheum ribes ana fenolik bilesenleridir.
Insan viicudunda cesitli antioksidanlar olusur, genel olarak serbest radikallerin zarar
verici ozelliklerine karsi viicudu korumak i¢in birbirleriyle miikemmel koordinasyon
icerisinde calisirlar. Bu antioksidanlar ya viicut tarafindan olusturulur ya da cesitli
yiyeceklerden dis kaynakli olarak elde edilir. Antioksidanlar ayrica dogal veya sentetik
antioksidan olmak lizere ikiye ayrilir. Bitkilerden dogal sekilde elde edilenler dogal
antioksidanlardir ve laboratuvarda sentetik olarak hazirlananlara sentetik antioksidanlar
denir. Antioksidanlar, indirgeyici aktivite gosteren bilesiklerdir. Bir elektron reaktif
oksijen tiirlerine (ROS) baglanarak hiicrelerin ve biyomolekiillerin bilesenlerini

oksidasyondan korurlar.

Antioksidanlarin, hastaliklarin 6nlenmesinde ve insan sagligin korunmasinda 6nemi
yaygin olarak bilinmekte ve incelenmektedir. Antioksidanlarla desteklenen fonksiyonel
gidalara olan talep her yil artmakta ve giderek daha fazla insan antioksidanlar agisindan
zengin besinlerle hastaliklarin 6nlenmesinin 6nemini fark etmektedir. Antioksidanlarin
gidalardaki onemli islevi, lipid peroksidasyonunu yenileyerek raf dmriinii arttirip uzun
siire taze tutmaktir. Siit iirtinleri ve diger gida triinleri gibi gida dagitim sistemleri de
buna dahil edilebilirler. Ozellikle sebzelerde, meyvelerde ve tahillarda bulunan
antioksidan fitokimyasallarin, insan hastaliklarin1 6nleme yeteneklerine sahip oldugu ve

gida kalitesini artirabilecegi bulunmustur (Yu ve ark., 2002).


https://www.wikizero.com/w/index.php?title=Polygonoideae&action=edit&redlink=1

Fenolik bilesikler ise, bitki biiyiimesi, gelisimi ve savunmasinda ¢esitli fonksiyonlara
sahip genis bir molekiil grubunu temsil etmektedir. Fenoliklerin iginde bitkiyi
boceklere, mantarlara, bakterilere ve virlislere karsi koruyabilen bilesikler de
bulunmaktadir. Fenolik bilesikler, pentoz fosfatin tiirevleri olan sekonder

metabolitlerdir (Randhir, Lin ve Shetty, 2004).

1.4.0nceki Calismalar

Erecevit ve Kirbag (2017) Bu calismada; yag asidi, vitamin, fitosterol, flavonoid ve
resveratrol igerikleri ve Rheum ribes. Kluyveromyces lactis 1 ile muamele edilen
ekstraktlarin antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmis ve karsilastirilmistir. Elde edilen
sonuglara gore; Rheum ribes ekstraktlarinda toplam yag asidi, vitamin ve fitosterol
iceriginin belirli seviyelerde oldugu gozlenmistir. Toplam yag asidi seviyesinin; 6nemli
oranda, vitamin icerigi; kismen Kluyveromyces lactis 1 ile hazirlanan Rheum ribes
Ozlerinde artis olmustur; ancak, flavonoid icerikleri farkli oranlarda azalmistir.
Calismada, Rheum ribes 'in degisen oranlarda antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
oldugu goriilmistiir. Kluyveromyces lactis 1 igeren Rheum ribes ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri incelendiginde, yagl asit ekstraktlarinin Staphylococcus
aureus hari¢ tlim bakterilere, mayalara ve dermatofit mantarlarina kars1 degisen
oranlarda etki gosterdikleri goriilmiistiir. Ote yandan, vitamin ve flavonoid ekstreleri
antimikrobiyal aktiviteyi neredeyse hi¢ gosterememistir. Sonug olarak, yerel bir bitkiye
sahip olan Rheum ribes in, potansiyel bir probiyotik olarak kabul edilen bu ¢alismada
kullanilan Kluyveromyces lactis 1'in gelisimi iizerinde olumlu etkileri oldugu tespit
edilmistir. Bitkilerden elde edilen ekstraktlarda gelisen bu maya tipinin biyolojik aktif

bilesikleri degisen oranlarda etkiledigi gortilmiistiir.

Bazzaz ve arkadaslarmin (2005) yaptigi calismada ise Rheum ribes’in kok, sap ve
yaprak ekstraktlarinin gram negatif patojenlerin birka¢ yaygin klinik izolati izerindeki
antibakteriyel etkileri, disk difiizyon yontemi kullanilarak incelenmistir. Calisilan gram
negatif mikroorganizmalar Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp.,
Pseudomonas aeruginosa ve Neisseria gonorrhoeae’dir. Kok, sap ve yaprak ekstraktlar
antibakteriyel aktivite gostermistir. Rheum ribes kok ekstraktlariin klinik izolatlara

karsi etkili sekilde kullanilabilecegini gostermistir.



Abdulla ve arkadaglar1 (2015) yaptig1 ¢alismada Rheum ribes, etanol ve sulu kok
ekstraktlarinin antioksidan potansiyeli, 2,2-difenil-1-ikrilhidrazil radikal stipiirme
aktivite deneyi kullanilarak incelenmistir. Se¢ilmis Gram-pozitif (Staphylococcus
aureus) ve Gram-negatif (Escherichia coli, Proteus mirabilis ve Pseudomonas
aeruginosa) bakteri tiirleri tizerindeki ekstraktlarin antibakteriyel etkinligi de
degerlendirilmistir. On ayr1 fenolik bilesik (emodin, aloe-emodin, fizik, kristotanol,
rhein, klorojenik asit, gallik asit, tannik asit, kaempferol ve rutin) de HPLC ile
belirlenmistir. Fenolik bilesiklerin igerigi, etanolde, sulu kok ekstraktlarindan onemli
Olgiide daha yiiksekti. Her iki kok ekstresi de antioksidan ve antibakteriyel aktivite
gostermistir. En yliksek antioksidan aktivite etanol ekstraktinda bulunmustur. Koklerin
etanol ekstresi, standart ilaglara kiyasla test edilen tiim bakteri tiirlerine kars1 en yiiksek
antibakteriyel etki gostermistir. Rheum ribes kok ekstraktlarindaki yiiksek fenolik
bilesik igeriginin, test edilen mikroorganizmalara karsi yiiksek antioksidan ve

antibakteriyel aktivitelerden sorumlu oldugu bildirilmistir.

Tartik ve arkadaslarinin (2015) yaptigi ¢alismada Rheum ribes'in etanol ekstraktinin
biyolojik  aktivitelerini incelenmistir.  Ekstraktlarimin ~ Staphylococcus — aureus,
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli ve Saccharomyces cerevisiae'ye karsi etkin
oldugunu gostermistir. Calismanin hem PC3 hiicrelerine kars1 pro-oksidan yetenegine

hem de HUVEC'ler lizerinde antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.



2.MATERYAL VE METOT
2.1 MATERYELLER

2.1.1 Hazirlanan Cozeltiler

0.2 M Fosfat Tamponu (pH 6.6): KH,O4 (27,218 g¢g/L) ve Na,HPO, (28,392 g/L)
cozeltileri pH6,6 elde edilecek sekilde birbirine karistirilmistir.

0.1 M Fosfat Tamponu (pH 7.4): KH,0,4 (13.609 g/l) ve Na,HPO, (14.196 g/l)
cozeltilerinin pH7,4 olacak sekilde (yaklasik60/225 mL oraninda) karistirilarak ele
edilmistir.

% 1’lik FeCLj3 Cozeltisi: 0,1666 g FeCl36H,0 tartilip 100 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

156 pM NBT Cozeltisi (nitrotetrazoliumblue kloriir): 0,0064 g NBT tartilip 50
mLO,1 M fosfat tamponunda(pH 7,4) ¢oziilmiistiir.

%10’luk TCA Cozeltisi: 5 g trikloroasetik asit tartilip 50 mL saf suda ¢ozlilmiistiir.

468 nM NADH Cozeltisi (nikotin amiddiniikleotit): 0,0332 g NADH tartilip 100
mLO,1 M fosfat tamponunda(pH7.,4) ¢oziilmiistiir.

60 nM PMS Cozeltisi (Fenazin metasiilfat): 0,0036 g PMS 0.1 M fosfat tamponunda
(pH=7.4) ¢oziilerek ¢ozeltinin hacmi 200 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

1 mM FeCL; Cozeltisi: 0,0199 g FeCL,4H,0 tartilip 50 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
5 MM Ferrozin Cozeltisi: 0,0616 gferrozin tartilip 25 mL saf suda ¢ozlilmiistiir.
%1’lik K3Fe(CN)g Cozeltisi: 0.5 g KsFe(CN)gtartilip 50 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) c¢ozeltisi: 0.025 g/L konsantrasyonda DPPH

¢Ozeltisi metanol i¢inde hazirlanarak kullanilmistir.

%7.5’lik NaHCO; cozeltisi: 11.25 g NaHCO; 150 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlanmistir.

%10’luk Folin ayraci: Hazir folin ayracindan %10’luk konsantrasyonda saf su

igerisinde hazirlanmistir.

%75’lik NaNO,, ¢ozeltisi: 5 g NaNO, 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.



%10’luk AICI36H,0 c¢ozeltisi: 10 g AICI;6H,0 100 mL saf suda ¢oziilerek

hazirlanmistir.
1 M’hk NaOH cozeltisi: 8 g NaOH 200 mL saf suda ¢oziilerek hazirlanmistir.

Fizyolojik Tuzlu Su: 0.9 g NaCl 100 mL saf suda ¢oziilmistiir. 121°C’de otoklav

edilerek kullanilmstir.

2.1.2 Kullanilan Besiyerleri

2.1.2.1 Nutrient Broth: Antimikrobiyal analizlerinde ve antimutajenite testlerinde bir
gecelik kiiltiirlerin gelistirilmesi i¢in kullanilmstir.

Icerigi: Et pepton 5,0 g/L, Et 6zii 8,0 g/L

Hazirlamisi: 8.0 g/L olacak sekilde saf suda ¢6ziinen hazir besiyerinden 5 mL burgulu
kapakli tiiplere aktarilip ve 121°C’de 15 dak. otaklavdasteril edilerek kullaniimistir.

2.1.2.2 Nutrient Agar: Bakteriyel kiiltiirlerin kullanilana kadar stoklanmasi amaciyla
kullanilmuastir.

Icerigi: Peptone from meat 5,0 g/L; Meat extract 3,0 g/L; Agar-agar 12,0 g/L
Hazirlamisi: 20.0 g/L olacak sekilde saf suda ¢dziinen hazir besiyeri 121 °C'de 15 dak

otoklavda steril edilip petri kutularina dokiilmiistiir.

2.1.2.3 Miieller-HintonAgar (MHA): Antimikrobiyal analizlerde kullanilan bu
besiyeri 34.0 g tartilip 1000 mL saf su igerisinde ¢6ziilmiis ve 121°C’de 15 dak.
otoklavda steril edilerek plaklara dokiilmiistiir.

fcerigi: Kazein asit hidrolizat1 17.5 g/L, Sigir eti ekstrakt1 2.0 g/L, Nisasta 1.5 g/L,
Agar Agar 13.0 g/L.

2.2 METOT

2.2.1 Bitki 6rneklerinin hazirlanmasa:

Aktarlardan temin edilen hazir kurutulmus Rheum ribes’in gévde kisimlari (Sekil 2.1)
ilk olarak blenderde c¢ekilerek toz haline getirilip kapali bir kap igerisinde oda
sicakliginda saklanmistir. %10 (w/v) konsantrasyonda konsantre etil asetat, hekzan,
metanol ve saf su kullanilarak oda sicakliginda 180 rpm’de 72 saat calkalamali

kosullarda ekstrakte edilmistir.



Sekil 2.1.Aktarlardan temin edilen ve ekstraksiyonda kullanilan Rheum ribes L. gévde

Ornekleri

Inkiibasyonu takiben siiziintii Whatman filter paper No.1 gegirilerek siiziilmiis (Sekil
2.2) ve elde edilen siiziintli evaporatorde konsantre edilmistir. Her ¢oziiciiniin kaynama
noktasina uygun sicakliklarda yapilan Evaporasyon sonrasi orneklerin  son
konsantrasyonu 100 mg/mL olacak sekilde metanol igerisinde siispanse edilmistir.
Balon jojelerde siispanse ekstraktlar bir sonraki kullanim siiresine kadar +4°C’de
saklanmistir. Fitokimyasal ve antibakteriyel 6zelliklerin belirlenmesi i¢in 10 ile 100
mg/mL  konsantrasyonlarda ekstraktlar hazirlanip, her analiz igin  farkli
konsantrasyonlarda standartlar test edilmistir. Rheum ribes L. gévde orneklerinin

ekstraksiyon ve analiz semasi Sekil 2.3’°te 6zetlenmistir.

Sekil 2.2.Evaporasyon 0ncesi siizme islemi
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Rheum ribes toz halinde
gdvde kismi (10g)

100 mL Etil
asetat hekzan,metanol ve saf su
ile ekstraksiyon (oda
sicakliginda 180 rpm'de72 saat)

Her ekstraksiyon icin; sizme,
EVAprosyon ve son konsantrasyon
100mg/ml olacak sekilde
metanolde ¢ozme

Ekstraksiyon verimi, total fenolik
ve flavanoid icerikler ve in vitro
antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Antibakteriyel analizier ve MIC
dederlerinin belirenmesi

*DPPH radikal sipurme aktivitesi *Siiper oksit radikall giderme

* Selatlama aktivitesi aktivitesi
*indirgeme Kapasitesi

Sekil 2.3.Rheum ribes L. gévde kisminin ekstraksiyon ve analiz semasi
2.2.2 Fitokimyasal Analizler

2.2.2.1 Toplam fenolik madde miktar:

Rheum ribes ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktar1 Folin Ciocal
teukalorimetrik metodu ile belirlenmistir. Ekstratlarinin 500 uL’sine  %7,5’1ik
NaHCOs¢ozeltisinden 2,5 mL  eklenmistir. Karisima %10’luk  Folin-Ciocalteu
ayracindan 2.5 mL ilave edilmistir. 45°C’de 45 dak. su banyosunda inkiibasyonu
siiresince  tiiplerdeki renk degisimi takip edilmistir. Orneklerin absorbansi
spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda kore karst okutulmustur (Biochrom, Libra
S60, B, England). Sonuglar mg GAE/gallik asit esdegeri (GAE) olarak ifade edilmistir
(Stankovic, 2011). Farkli konsantrasyonda standart gallik asit kullanilarak ¢izdirilen
kalibrasyon egrisinden elde edilen formiile gore ekstraktlardaki fenolik madde miktari

hesaplanmustir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.4. Fenolik madde miktar: tayini igin ¢izdirilen kalibrasyon egrisi

2.2.2.2 Toplam flavonoid madde miktari

Ekstraktlarl:5 oranda saf su ile seyreltilmis ve %5’lik 300 uL NaNO, eklenerek oda
sicakliginda 5 dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi reaksiyon karisimma 600 uL
%10’luk AICl36H,0 eklenmis tekrar 5 dak. oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 1
M’likNaOH’dan 2 mL ilave edilmis ve karisim saf su eklenerek son hacim 10 mL’ye
tamamlanmistir. 510 nm’de karisimin absorbansi okutulmustur (Sharm ve Vig, 2013).
Sonuglar mg RE/g rutin esdegeri (RE) olarak ifade edilmistir. Cizdirilen kalibrasyon
egrisinden elde edilen formiile gore ekstraktlardaki flavonoid madde miktar

hesaplanmistir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.5.Flavonoid madde miktar1 tayini i¢in ¢izdirilen kalibrasyon egrisi

2.2.3 Antioksidan kapasite analizleri
2.2.3.1 DPPH siipiirme aktivite tayini

Blois’in (1958) buldugu serbest radikal giderme metodu 6rneklerin bir elektron veya
proton verebilme yetenegine baglh olarak DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
¢Ozeltisinin renginin agilmasi esasina dayanmaktadir.

Rheum ekstraktlariin 100 plL’si metanol iginde ¢oziinmis DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) ¢o6zeltisinin 3.9 mL’sine eklenmistir. Reaksiyon ger¢eklesmesi igin
karisim 120 dak. karanlikta inkiibe edilmistir. inkiibasyon isleminden sonra reaksiyon
karisimi 515 nm dalga boyunda okutulmustur. Ekstraktlarin DPPH radikali giderme
aktivitesi asagidaki formiile gore hesaplanmistir. Standart olarak 200-1000 pg/mL

konsantrasyonda BHT (Butilhidroksitoluen) kullanilmistir. Ornek yerine metanoliin

ilave edildigi tliplerin absorbansi kontrol olarak degerlendirilmistir.

DPPH inhibisyonu (%) = [(Abskontrol-AbSnumune)/ AbSkontrol] X100

2.2.3.2 Demir (11) iyonlarim selatlama aktivitesinin tayini

Rheum ekstraktlarmin Fe*? iyonlarini selatlama aktivitelerini belirlemek igin Dinis ve
ark., (1994) bulduklar1 metot uygulanmistir. Belirtilen yonteme gore demir selatlama
giici yiiksek olan ferrozinle, ekstraktlarda bulunan metal baglayic1 bilesiklerin

yarismasi esasina dayanmaktadir. Eger ekstraktlar iginde bulunan bilesiklerin demir
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baglama giicii yiiksekse kirimizi renkli olan Ferrozin+Fe™ kompleksinin olusumu

engellenecektir.

100 pL ekstrakt iceren deney tiiplerine 370 pL saf su ve 10 uL 2 mM FeCl; ¢ozeltisi
eklenmistir. Reaksiyon karisimi oda sicakliginda 30 dak. inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonunda tiiplere 20 pL 5 mM ferrozin ¢o6zeltisi ilave edilip vortekslenmistir.
Vortekslenen tiiplere 2.5 mL saf su eklenerek 10 dak. inkiibasyona birakilmigtir. 10
dakikalik inkiibasyon sonucu degerler spektrofotometrede 562 nm dalga boyunda kore
karsilik okunmustur. Standart olarak 50-250 pg/mL konsantrasyonlarda EDTA
kullanilmistir. Ornek yerine ektstraktlarin hazirlandig1 ¢oziiciiye gore 1 mL saf su ve
metanol kullanilarak kontrol ¢alisilmistir. Ferrozin-Fe*? kompleksinin inhibisyon

yiizdesi asagida belirtilen formiille hesaplanmuistir.

% Selatlama Aktivitesi:
(1—(562 nm’de Ornek Absorbans1/562 nm’de Kontrol Absorbansi)) x 100

2.2.3.3. Indirgeme kapasite tayini

Oyaizu’nin (1986) belirledigi metotla ekstraktlarin indirgme kapasitesi belirlenmistir.
Bu metotta orneklerin i¢inde bulunan indirgen maddenin Fe™ iyonunu Fe*? iyonuna
indirgenmesi test edilmektedir. Ortama FeCl; eklenmesiyle Prusya mavisi rengini alan
yeni karsimin absorbans degeri Ol¢iiliir. Elde edilen yiiksek absorbans degeri ayni
zamanda yiiksek indirgeme kapasitesine gostermektedir Rheum ekstraktlariin 100
uL’sine, 250 uL fosfat tamponu (0.2 M pH 6,6) ve 250 puL %]1’lik KsFe(CN)g
eklenmistir. Reaksiyon karisimi 50°C’de 20 dak inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda 250 pL %10’luk TCA eklenmis ve 2500 rpm’de 10 dak santrifiij edildikten
sonra 250 pL alinan orneklere esit hacimde saf su ve 50 puL %0,1’lik FeCls ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Reaksiyon karigimima 1650 mL saf su eklenmistir ve reaksiyon
karisimlarinin absorbansi 700 nm’de okutulmustur. Standart olarak BHA ¢o6zeltisi

(Biitilhidroksianisol) kullanilmistir.
2.2.3.4 Siiperoksit radikali giderme aktivitesinin tayini

Stiperoksit anyonu giderme aktivitesi Nishikimi ve ark. metoduna gore belirlenmistir

(Nishimiki ve ark.,1972). Deney kosullarinda NADH/PMS/O, sistemi ile iiretilen
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stiperoksit radikali sar1 renkli NBT’yi mavi-mor renkli formazon tiirevine
indirgemektedir. 1 mL 156 uM NBT (0.1 M fosfat tamponunda, pH 7.4) ve 1 mL 468
uM NADH (0.1 M fosfat tamponunda, pH 7.4) karisimlarma 1 mL degisik
konsantrasyonlarda hazirlanan bitki ekstraktlar1 veya 1 mL standart BHA ¢ozeltisi (50-
400 pg/mL) ilave edilmistir. Reaksiyon ¢6zeltisine 100 uL. 60 pM PMS ¢ozeltisi (0.1 M
fosfat tamponu pH 7.4) eklendikten sonra 25°C’de 5 dak inkiibasyon sonunda 6rnekler
spektrofotometrede 560 nm’de okutulmustur. Aynmi deney kosullarinda 1 mL su
kullanilarak kontrol ¢alisilmistir. Asagida esitlige gore siiperoksit anyonu giderebilme

aktiviteleri hesaplanmustir.

% Siiperoksit Radikali Giderme Aktivitesi = ((560 nmde Kontrol Absorbansi - 560
nmde Ornek Absorbansi)/560 nmde Kontrol Absorbansi) X 100

2.2.4 Ekstraktlarin antibakteriyel aktivitesi
2.2.4.1 Test mikroorganizmalari

Bu calismamizda Kilis devlet hastanesi mikrobiyoloji laboratuvarindan temin edilip Gr
davraniglar1 ve biyokimyasal testleri yapilarak tiplendirilmis,

e Escherichia coli,

e Staphylococcus aureus,

e Proteus spp,

o Klebsiella pneumonia ve

e Pseudomonas aeruginosa suslar1 kullanilmistir.

2.2.4.2.Disk difiizyon yontemi

Antimikrobiyal analizler ~Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi kullanilarak
stirdiiriilmiistiir. Mikroorganizmalarin bir gecelik kiiltiirlerinin  yogunlugu steril
fizyolojik tuzlu ile 0.5 MacFarland standart bulanikliga ayarlanmistir. Mueller Hinton
Agar besiyeri ylizeyine steril ekiivyon ¢ubugu ile 0.5 MacFarland bulanikliga ayarlanan
kiiltiirler inokiile edilmistir. Inokiilasyonu takiben 6 mm ¢apli steril blank disklere her
bir yayla muzu ekstraktlarinindan 20 pL emdirilip steril penset yardimi ile agar
yiizeyine yerlestirilmistir. Test edilen her mikroorganizma tiirline spesifik pozitif

kontrol kullanilmigtir. Escherichia coli, Klebsiella pneumonia ve Proteus spp ig¢in

15



Tetrasiklin (30 mcg/disk); Staphylococcus aureus igin Metisilin (5 mcg/disk);
Pseudomonas aeruginosa i¢in Polimiksin B (300 unite/disk) kullanilmistir. Negatif
kontrol olarak kullanilmak iizere ise steril blank disklere 20 puL metanol emdirilmistir.
Disklerin esit araliklarla yerlestirildigi plaklar 37°C’de 12-24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresini takiben disklerin etrafinda bakterilerin {iremedigi seffaf zonlarin

varlig1 incelenmistir. Tiim antimikrobiyal analizler ii¢ tekrarl yiiriitiilmiistiir.
2.2.5 Istatistiksel analiz

Analiz sonuclari, SPSS 22.0 paket programi1 kullanilarak varyans analizine tabi tutulmus

ve dnemli bulunan farkliliklar Tukey ¢oklu karsilastirma testine gore belirlenmistir.
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3.BULGULAR ve TARTISMA
3.1 In vitro Aktivite Sonuclari
3.1.1 Rheum ribes ektsraktlarinin total fenolik ve flavonoid icerikleri

Coziiclilerin polaritesine bagli olarak ekstraklardaki verimi degismekle birlikte, en
yiiksek ekstraksiyon verimi metanol ektstraktinda %25.3 olarak belirlenmistir. Etil
asetat ve saf su kullanilarak yapilan uygulamalar sonucunda elde edilen % verim 18 ve
20°dir. En diisiik ekstraksiyon verimi ise hekzanin ¢oziicii olarak kullanildig1 deneylerde
%10 olarak hesaplanmistir. Bitkilerdeki biyoaktif bilesiklerin hidrofobik 6zelliklerinden
dolay1 metanol ve saf su gibi polarite 6zelligi yiiksek c¢oziiciilerin kullanildigi
ekstraksiyon c¢alismalarinda yiiksek verim sonuglar1 elde edilmektedir. 10-100 mg/mL
konsantrasyonlardaki ekstraktlarin toplam fenolik madde miktar1 mg GAE/g cinsinden

Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1.Rheum ribes ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri (mg GAE/g)

Etil Asetat Hekzan Metanol Saf su
10 mg/mL 0.24+0.01° 0.12+0.00° 0.48+0.00° 0.37+0.01°
25 mg/mL 0.34+0.01" 0.17+0.00° 0.60+0.02° 0.53+0.02°
50 mg/mL 0.42+0.00°° 0.254+0.01° 0.64+0.03¢ 0.62+0.01%°
75 mg/mL 0.60+0.02%° 0.38+0.00" 0.72+0.01° 0.72+0.00°
100 mg/mL 0.73+0.03% 0.48+0.00° 0.80-£0.00% 0.73+0.01°

*(Gosterilen veriler n=3’{in ortalama degerleridir. Grafikte farkli simgeler (a-e, a-d ve a-

c) ile ifade edilen degerler arasindaki fark dnemli bulunmustur (p<0.05)).

Ekstraksiyon asamasinda kullanilan tiim c¢oziiciiler icin, ekstraktlarin konsantrasyon
orani arttik¢a toplam fenolik madde igeriklerinin de arttig1 gézlenmektedir. Rheum ribes
ekstraktlarindaki toplam fenolik madde igerikleri 0.124+0.00 ve 0.80+0.00 mg GAE/g
araliginda belirlenmistir. Toplam fenolik madde miktarlari, Tukey ¢oklu degerlendirme
testine gore karsilastirlldiginda ortalamalar arasindaki gozlenen fark Onemli
bulunmustur. Konsantrasyona bagimli en yiiksek fenolik madde igerikleri metanolik
ekstraktta gozlenmekte olup, 100 mg/mL konsantrasyondaki fenolik madde igerigi

0.80+£0.00 mg GAE/g olarak hesaplanmistir. Etil asetat ve saf su ekstraktinda 100
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mg/mL konsatrasyonda fenolik igerik 0.73+0.03 ve 0.73+£0.01 mg GAE/g’dir. Ancak
hekzan ekstraktinda bu igerigin 0.48+0.00 mg GAE/g’ye kadar diistiigli gozlenmektedir.
En diistik fenolik madde igerigi hekzan ekstraktlarinda belirlenmistir. En diisiik fenolik
madde icerigi 10 mg/mL konsantrasyonda hekzan ekstraktinda hesaplanmistir
(0.12+£0.00 mg/GAE g). Aynm1 konsantrasyonda diger ¢oziiciilerin ekstraktlarindaki

fenolik igerik 0.24-0.37 mg/GAE g araligindadir.

Bitki kisimlarindaki fenolik maddelerin ekstraksiyon basarisi ekstraksiyon metodu;
kullanilan ¢oziiciiniin tiirii ve konsantrasyonu; sicaklik, siire ve 6rnek: ¢dziicli orani gibi
kosullara bagli olarak degismektedir. Ozellikle ¢oziicii tiirii ve polaritesi antioksidan
aktivite de elektron transfer basamagini etkiledigi i¢in 6nemli bir parametredir. Tablo
3.1’de gozlendigi gibi c¢oziiciilerin polaritesine bagli olarak ekstraktlardaki fenolik
madde igerigi de degismektir. Calismamizda kullanilan ¢oziiciilerin polarite indeksi
sirastyla saf su (9.0); metanol (6.6); etil asetat (4.3) ve hekzan (0.0)’dir. Rheum ribes
ekstraktlarindaki fenolik madde igeriginin polar c¢oziiclilerde daha yiliksek oldugu

gozlenmektedir.

Fenolik maddelerin alt grubu olan flavonoidler, oksidanlara bir hidrojen aktararak
etkisiz hale getiren antioksidan bilesiklerdir. Bu etki oksidan bilesiklerin baskilanma
etkisi olarak degerlendirilmektedir (Memisoglu, 2005). Rheum ribes ekstraktlarindaki

toplam flavonoid miktar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2.Rheum ribes ekstraktlarinin toplam flavonoid icerikleri (mg RE/g)

Etil Asetat Hekzan Metanol Saf su
10 mg/mL 0.059+0.00° | 0.058+0.00° | 0.061£0.00° | 0.062+0.00°
25 mg/mL 0.126£0.00° | 0.061£0.00°° | 0.108+0.01% | 0.075+0.00°
50 mg/mL 0.183+£0.01° | 0.069+0.01° | 0.141£0.00° | 0.102+0.00°
75 mg/mL 0.219+0.01° | 0.080+0.00* | 0.209+0.00° | 0.129+0.00"
100 mg/mL | 0.254+£0.00* | 0.084+0.00° | 0.321£0.00° | 0.174+0.02°

*(Gosterilen veriler n=3’1lin ortalama degerleridir. Grafikte farkli simgeler (a-e, a-d ve a-

c) ile ifade edilen degerler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05)).
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Rheum ribes ekstraktlarinin toplam flavonoid igerikleri 0.058+0.00 ve 0.321+£0.00 mg
RE/g araliginda hesaplanmistir Toplam flavonoid madde miktarlari, Tukey ¢oklu
degerlendirme testine gore karsilastirildiginda ortalamalar arasindaki gozlenen fark
o6nemli bulunmustur. Toplam ® fenolik madde igerigi sonuglarimiza benzer sekilde en
yiiksek flavonoid madde igerigi metanolik ekstraktta belirlenmistir. Konsantrasyona
artisina bagl olarak flavonoid icerikte artis saptanmistir. Ancak hekzan ile hazirlanan
ekstraktlardaki belli bir miktar flavonoid igerigin konsantrasyon artisi ile dogru orantili
arttig1 gozlenmektedir. 0.321+0.00 mg RE/g ile en yiiksek flavonoid igerik metanol
ekstraktinin 100 mg/mL konsantrasyonunda saptanmis olup ayn1 konsantrasyondaki etil
asetat ve saf su ekstraktlarinda 0.254+0.00 ve 0.174+0.02 mg RE/g’dir. En disiik
toplam flavonoid igerik 0.0844+0.00 mg RE/g ile hekzan ekstraktlarinda hesaplanmastir.

Rheum ribes’in kok ve govde kisimlarmin metanol ve kloroform ekstraktlarinin
incelendigi calismada, en yiiksek fenolik icerik gdvde metanol ekstraktinda 35.71+1.23
ug PEs/mg olarak belirlenmis fakat en yiiksek total flavonoid igerik kok kloroform
ekstraktinda 145.59+0.22 ug QEs/mg saptanmistir. Calismamiza benzer nitelikte fenolik
iceriginin en yiiksek oldugu govde metanol ekstraktinda yiiksek DPPH % inhibisyonu
kaydedilmistir (Oztiirk ve ark. 2007). Bingdlden toplanan yenilebilir yabani sebzelerden
Rheum ribes L. nin aseton; saf su; asetik asit (70:29.5:0.5 v/v/v) ekstraktinin 23.32+3.05
mg GAE/100gm total fenolik igeriginde, DPPH inhibisyonu IC50 dozunu 32.66+1.45

olarak tespit etmislerdir (Samancioglu ve ark. 2016).

Farkli bir ¢alismada, etil asetat kullanilarak ekstrakte edilmis Rheum ribes L. kok
ekstraktlarinda total fenolik icerik 207.22+6.96 mg GAE/g ve flavonoid igerik 72
50.49+2.03 mg CAE/g olarak tespit edilmis olup calismamiza benzer nitelikte fenolik
ve flavonoid igerikleri yiiksek olan kok orneklerin IC50 dozu (10.92+0.21) diisiik
bulunmusgtur. Rheum ribes L.’nin kok sulu ve etanol ekstraktlarinin incelendigi
calismada, yiiksek fenolik ve flavonoid icerigi gozlenen etanol ekstraktinin (4.73
pg/mL) IC50 dozu su ekstraktina (25.62 pg/mL) gore diisiik bulunmustur (Abdulla ve
ark. 2015).

Meral (2013), farkli kurutma kosullar1 kullanarak esktrakte ettigi Van yoresinden elde
edilen Rheum ribes L. i¢in en yiiksek total fenolik icerik giineste kurutulan 6rnekte

236+4.9 mg GAE/100 g olarak belirlenmistir. Calismamizin sonuglarina benzer olarak
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fenolik madde miktar1 yiiksek bu ornekte en yiiksek DPPH inhibisyonu (%52-91)
kaydedilmistir. Mohammed ve ark. (2018), Rheum ribes’in kok ve govde etil asetat,
hekzan ve metanol ekstraktlarinda en yiiksek fenolik icerik etil asetat ekstraktinda
88.28+0.40 ng GAE/mg olarak belirlenirken en yiiksek flavonoid igerik 278.19+£5.76 ng
quercetin E/mg ile metanol ekstraktinda rapor edilmistir. Caligmamiza benzer sekilde ne
diisiik total fenolik (11.72+0.10 ug GAE/mg) ve flavonoid (10.23+1.58 ug quercetin
E/mg) igerik hekzan esktraktinda tespit edilmistir.

3.1.2. Ekstraktlarin DPPH radikal siipiiriicii aktivitesi ve 1C 50 dozu

1958°de Blois tarafindan gelistirilen bu metot, kararli serbest radikal DPPH’1n nitrojen
atomunun bir elektronun antioksidan bilesikten bir proton alarak indirgenmesi
prensibine dayanmaktadir. 517 nm’de okunan absorbansin diisiik olmasi yiiksek serbest
radikal giderme aktivitesine isaret etmektedir. Belli bir miktar antioksidan derisimine
kadar karisimdaki DPPH azalmasi ile absorbans azalmasi dogru orantilidir. DPPH
radikalinin %50’sinin inhibisyonu i¢in gerekli antioksidan bilesik miktar1 IC50 dozu
olarak ifade edilmektedir. IC50 degerleri ne kadar diisiikse antioksidan bilesigin DPPH
radikal siipiiriicii  aktivitesi yiiksektir. Farkli konsantrasyonlardaki Rheum ribes

ekstraktlarinin ve standart antioksidanin (BHT) % inhibisyon cinsinden DPPH" radikal

stiptirme aktiviteleri ve IC50 dozu Tablo 3.3 ve 3.4’te verilmistir.

Tablo 3.3.Rheum ribes ekstraktlarinin ve BHT nin DPPH siiplirme aktivitesi (%)

Ekstraktlar | 10 mg/mL | 25 mg/mL | 50 mg/mL | 75 mg/mL | 100 mg/mL
Etil Asetat | 45.03+0.00° | 58.29£0.00° | 68.89+0.01° | 82.59+0.01° | 86.86:0.00°
Hekzan | 20.03+0.51° | 33.10+0.06" | 49.23+0.64° | 61.61+0.13° | 77.61£0.57°
Metanol | 46.00+£0.06° | 60.20£0.13% | 70.00+0.32° | 86.00£0.01° | 91.10+0.51°
Saf su 30.80+0.1% | 39.03+0.51% | 53.38+0.06™ | 69.13+0.38% | 84.82+0.13?
Standart | 200 pg/mL | 400 pg/mL | 600 pg/mL | 800pg/mL 1000
pg/mL
BHT 26.29+0.18° | 42.53+1.31% | 51.99+0.54° | 63.53+1.61° | 70.67+0.30°

*(Gosterilen veriler n=3’lin ortalama degerleridir. Grafikte farkli simgeler (a-e ve a-d)

ile ifade edilen degerler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05)).
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DPPH siipirme aktivitesi analizleri, Tukey ¢oklu degerlendirme testine gore
karsilagtirildiginda  ortalamalar arasindaki gozlenen fark O©nemli bulunmustur.
Antioksidan aktivite analizlerinde bitkisel yapilarindaki fenolik ve flavonoid miktarlari
arasindaki iliski 6nemlidir. Fenolik gruplarin OH iyonlarinca zengin olmasi polar
ozellik kazanmalarina sebep olmaktadir. Ozellikle DPPH gibi polar ortamlarda
gerceklestirilen deneysel sistemlerde bu bilesiklerce zengin ekstraktlarin aktive oldugu

gozlenmektedir.

Tablo 3.4.Calismamizdaki bitki ekstraktlarinin ve standartlarin DPPH radikali giderme

aktivitesi sonuglarindan elde edilen IC50 degerleri (mg/mL)

IC50 dozu

(mg/mL)
Etil Asetat 12.47
Hekzan 54.71
Metanol 10.50
Saf su 42.97
BHT (ng/mL) 0.58

Rheum ribes ekstraktlarindaki toplam fenolik ve flavonoid igerigin yiiksek oldugu
metanolik ekstraktta en yiiksek DPPH giderme aktivitesi 100 mg/mL konsantrasyonda
%91.10+0.51 olarak belirlenmistir. Ekstraktin IC50 dozu 10.50 mg/mL’dir. %
inhibisyonun en yiiksek oldugu metanolik ekstraktin, DPPH’1n %50’sini inhibe eden
dozu diisiiktiir. Rheum ribes’in etil asetat, hekzan, metanol ve saf su ekstraktlarinin 100
mg/mL’lik konsantrasyonlarinda sirasiyla %86.86+0.00, 77.61+0.57, 91.10+0.51 ve
84.82+0.13 radikal giderme aktivitesi gozlenmistir. Standart olarak BHT kullanilan test
sisteminde 1000 pg/mL konsantrasyonda %70.674+0.30 inhibisyon gozlenmis ve 1C50
dozu 0.58 mg/mL olarak tespit edilmistir.

DPPH inhibisyonunun ¢6ziiciilerin polaritesine ve konsantrasyona bagli olarak farklilik
gsoterdigi gozlenmektedir. En diisiik % inhibisyon hekzan ekstraktlarinda 10 mg/mL
konsantrasyonda %20.03+0.51 dir. Ekstraktin diisiik % inhibisyonuna bagli olarak IC50
dozu diger ekstraktlara gore oldukca yiiksektir (54.71 mg/mL). Ekstraktlarin
konsantrasyonu artttkga %  inhibisyon da artmaktadir. 10-100 mg/mL
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konsantrasyonlardaki Rheum ribes ekstraktlarinin DPPH inhibisyonu %20.03+0.51 ve
91.10+0.51 araligindadir. BHT standard1 ile karsilastirildiginda, ekstraktlarin en yiiksek
DPPH inhibisyonu (%91.10+0.51) i¢in hesaplanan BHT konsantrasyonu 1.33
mg/mL’dir. Standartta gore ekstraktlarin etkisinin olduk¢a diisik oldugu

sOylenebilmektedir.

Oztiirk ve ark. (2007), Rheum ribes’in kdk ve gévde kisimlarinin metanol ve kloroform
ekstraktlarinin DPPH radikali siipiirme aktivitesini incelemislerdir. Calismamiza benzer
sekilde en yiiksek antioksidan aktiviteyi metanol govde (%87.07+0.54) ve kok
(%60.60+0.86) ekstraktlarinda kaydetmislerdir.

Yildirim ve ark. (2015) Rheum ribes 'in tohum ve meyvesinin metanolik ekstraktlarinin
antioksidan aktivite analizlerinde ¢aligmamizi destekler nitelikte konsantrasyon arttikca
ekstraktlarin % radikal siipiirme aktivitesinin de arttig1 tespit edilmistir. En yliksek
radikal giderme aktivitesi 50 mg/mL meyve ekstraktinda %78 olarak belirlenmis olup,
calismamizda kaydedilen 75 ve 100 mg/mL konsantrasyonda govde metanol
ekstraktlarinin antioksidan aktivitesinden oldukga diistiktiir (86.000.01 ve 91.10+0.51).
Rheum ribes’in siirgiin ve kok etil asetat kuru toz ekstraktlarinin DPPH radikallerini
maksimum giderme aktivitesi siirgiinler i¢in %80.34+0.98; kok esktraktlar: i¢in ise
%96.67+0.98 iken, IC50 degeri 10.92 pg/mL olarak kaydedilmistir. Calismamizda etil
asetat ekstrakti icin en yiiksek % inhibisyon 86.86+0.00 olup 1C50 dozu 12.47
mg/mL’dir. Mohammed ve ark. (2018), etil asetat, hekzan ve metanol kok ve sap
ekstraktlarinin % DPPH inhibisyonu ¢alismistir. Calismamiza benzer olarak en diisiik %
inhibisyona hekzan ekstraktlarinda (11.72+0.10 ve 20.65+0.13) rastlanmistir. Hekzan
ekstraktlari i¢in 7.483 ve 19.948 mg/mL IC50 dozu belirlenirken ¢aligmamizda ise IC50
dozu 54.71°dir. Nemat Shahi ve ark. (2017) Rheum ribes metanolik ekstraktinin en
yiksek DPPH inhibisyonu 300 mg/L konsantrasyonda ortalama %90 olarak tespit
edilmistir. Bu inhibisyon ¢alismamizda belirlenen 100 mg/mL konsantrasyonda elde

edilen %91.10+£0.51°den oldukga diisiiktiir.

Ibrahim ve ark. (2016), Rhubarb (Rheum ribes) koklerinin etanolik ve saf su
esktraktlarinin antioksidan aktivitelerini inceledikleri ¢alismada etanolik ekstraktin

yiiksek fenolik (1115.04+5.14 mg/100g d.w) ve flavonoid (687+4.58 mg/100g d.w)
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icerikler ile iligkili doza bagimli en yiiksek % DPPH inhibisyonu etanolik ekstraktta
rastlanmustir (%148.8+6.84).

%5.8 ve 4.2 verimle ekstrakte edilen etil asetat ve hekzan esktraktlari i¢in etil asetatta
IC50 dozu 34.336+0.04167 pug/mL iken, hekzan i¢in bu doz belirlenememistir (Fazeli,
2016). Shafaghat ve ark. (2014), Rheum ribes L. ¢i¢cek hekzan ekstraktlarinin DPPH
radikali icin IC50 dozunu 0.325 mg/mL olarak
belirlemiglerdir. Calismamizda ise hekzan ekstraktinin IC50 dozu 54.71 mg/mL’dir.

serbest giderme aktivitesi

Calismamizda elde edilen veriler gibi, 300 pg Rheum ribes iceren ekstraktlarin DPPH
inhibisyon analizinde en diisiik absorbans degeri polar ¢oziiciilerde belirlenmistir

(Oktay ve ark. 2007).
3.1.3. Ekstraktlarin demir (I1) iyonlarim selatlama aktivitesi tayini

Rheum ribes ekstraktlarinin ¢ozelti i¢indeki Fe*? iyonlarim baglayabilmek i¢in ferrozin
ile yarisma prensibine dayanan metal iyonu selatlama aktivitesi sonuglar1 Tablo 3.5’te
verilmigtir. Standart olarak 50-250 pg/mL konsantrasyonda iyi bir selatdr ajan olan
EDTA kullanilmistir. Test sisteminde absorbans azalmasi ekstraktaki anitoksidan
maddenin ferrozin baglanmadan Once metal iyonlarmi selatladigini gostermektedir.
Ekstraktlarin Fe*? iyonlarin1 selatlama analizleri, Tukey ¢oklu degerlendirme testine

gore karsilastirildiginda ortalamalar arasindaki gozlenen fark 6nemli bulunmustur.

Tablo 3.5.Rheum ribes ekstraktlarinin Fe Selatlama aktivitesi (%)

Ekstraktlar | 10 mg/mL | 25 mg/mL | 50 mg/mL | 75 mg/mL | 100 mg/mL
Etil Asetat | 9.17+0.28° | 16.39+0.83% | 17.50+0.28° | 24.44+1.11° | 31.67+1.117
Hekzan 4.44+0.56° | 11.90+£1.40% | 16.40+0.80° | 22.50+1.90° | 27.80+0.60°
Metanol | 25.60+1.10° | 29.70+1.40° | 36.40+1.40° | 40.30+1.40° | 49.70+3.10°
Saf su 9.20+0.80% | 19.44+0.56% | 25.00+0.56° | 30.56+2.22° | 40.83+1.94°
Standart 50 pg/mL | 100 pg/mL | 150 pg/mL | 200 pg/mL | 250 pg/mL
EDTA 80.16+1.34° | 93.59+0.83% | 94.42+0.00° | 94.83+0.00% | 94.73+0.10°

*(Gosterilen veriler n=3’1lin ortalama degerleridir. Grafikte farkli simgeler (a-e, a-b ve a-

c) ile ifade edilen degerler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05)).
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Rheum ribes ekstraktlarmin Fe™? iyonlarmi selatlama aktivitesi %4.44+0.56 ve
49.70+£3.10 araligindadir. Ekstraktlar karsilastirildiginda, 100 mg/mL metanolik
ekstraktin %49.70+3.10 ile diger ekstraktlarin i¢inde en yliksek Fe*? iyonlarmi selatlama
aktivitesi gosterdigi belirlenmistir. Tablo 3.5’te goézlendigi gibi ekstraktlarin
konsantrasyonu arttik¢a artan selatlama aktivitesi belirlenmistir. DPPH radikali giderme
aktivitesi sonuglarimiza benzer sekilde en diisiik metal selatlama aktivitesi hekzan
ekstraktlarinda belirlenmistir. Test edilen en yiiksek konsantrasyonda hekzan
ekstraktlarmmn Fe*? iyonlarin1 gelatlama aktivitesi %27.80+0.60°dir. 100 mg/mL
konsantrasyondaki etil asetat, hekzan, metanol ve saf su ekstraktlarinin Fe*? iyonlarimi
selatlama aktivitesi sirastyla %31.67+1.11, 27.80+0.60, 49.70+3.10 ve 40.83+1.94

olarak tespit edilmistir.

50-250 pg/mL konsantrasyonda EDTA kullanilan test sisteminde metal selatlama
aktivitesi %80.16+1.34 ve 94.73+0.10 olarak hesaplanmistir. Test edilen Rheum ribes
ekstraktlarmnin Fe*? iyonlarini gelatlama aktivitesi EDTA ile karsilastirildiginda oldukga
dustiktiir.

Tanrikurt ve ark. (2013), Diyarbakir yerel marketlerden temin edilen Rheum ribes
govde kisimlarindan sulu ekstraktlar hazirlanmis ve ortalama olarak EDTA’dan 90 kat
daha diisiik metal selatlama aktivitesi belirlenmistir. 150 pg/mL konsantrasyonda
%14.55+4.20’ye artmustir. Oztiirk ve ark. (2007), Rheum ribes’in kék ve govde
kistimlarinin  metanol ve kloroform ekstraktlarinin metal selatlama aktivitesini
inceledikleri ¢alismada, sonuclarimiza benzer sekilde ekstraktlarin konsantrasyonu
arttikca selatlama aktivitesinin de arttigi saptanmistir. En yiliksek metal selatlama

aktivitesi metanol govde ekstraktinda %93.71+0.80 olarak tespit edilmistir.
3.1.4.Indirgeme kapasitesi tayini

Antioksidan bir bilesigin Fe™ iyonlarmm indirgemesi elektron verebilme yeteneginin
gostergesidir. Rheum ribes ekstraktlarimin reaksiyondaki Fe™’ii indirgeme yetenegi
Tablo 3.6’da verilmistir. 20-400 ug/mL konsatrasyonda BHA, BHT, a-tokoferol ve
askorbik asit standartlarinin indirgeme kapasiteleri ekstraktlar ile karsilagtirilmistir.
Ekstraktlarin  yiiksek absorbans degerleri yiiksek indirgeme kapasitesini ifade

etmektedir. Ekstraktlarin indirgeme kapsitesi analizleri, Tukey c¢oklu degerlendirme
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testine gore karsilagtirildiginda ortalamalar

bulunmustur.

arasindaki

gozlenen fark Onemli

Tablo 3.6.Rheum ribes ekstraktlarinin indirgeme kapasitesi tayini (abs.)

Ekstraktlar | 10 mg/mL | 25 mg/mL | 50 mg/mL | 75 mg/mL | 100 mg/mL
Etil Asetat | 0.07+0.01% | 0.09+0.00° | 0.11+0.00° | 0.11£0.00° | 0.13+0.01°
Hekzan | 0.07+0.00° | 0.09+0.00° | 0.11+0.00° | 0.10+0.00° | 0.12+0.00°
Metanol | 0.12+0.00° | 0.13+0.00° | 0.15£0.00° | 0.17+0.00° | 0.19+0.00°
Saf su 0.09+0.00° | 0.1140.00% | 0.12+0.00° | 0.13+0.01° | 0.14+0.00°
Standart | 20 pg/mL | 50 pg/mL | 100 pg/mL | 200 pg/mL | 400 pg/mL
BHT 0.07+0.00" | 0.09+0.00 | 0.14+0.00° | 0.33£0.02° | 0.45+0.01°
BHA 0.22+0.01° | 0.244+0.01° | 0.25+0.02° | 0.32+0.03° | 0.51+0.01°
a-tokoferol | 0.13+0.00% | 0.15+0.00° | 0.16+0.01° | 0.20+0.01° | 0.29+0.01°
Askorbik | 0.12+0.00° | 0.13+0.00° | 0.17£0.00° | 0.25+0.00° | 0.37+0.00°
Asit

*(Gosterilen veriler n=3’1in ortalama degerleridir. Grafikte farkli simgeler (a-e, a-d ve a-

c) ile ifade edilen degerler arasindaki fark dnemli bulunmustur (p<0.05)).

Rheum ribes ekstraktlarmin Fe*®i{i indirgeme kapasitelerinin standartlara kiyasla
olduke¢a diisiik oldugu belirlenmistir. Ekstraktlarin indirgeme yetenekleri 0.07+£0.00 ve
0.19£0.00 araligindadir. En yiiksek indirgeme aktivitesinin gozlendigi 100 mg/mL
konsantrasyonda metanol ekstraktinin aktivitesi 0.194+0.00’dir. Bu absorbans degeri
standart olarak kullanilan C vitamininin 200 ve 400 pg/mL (0.25+0.00 ve 0.37+0.00);
BHT nin 200-400 pg/mL (0.33+0.02 ve 0.4540.01); a-tokoferoliin 200 ve 400 pg/mL
(0.20+0.01 ve 0.2940.01); BHA’nin 20 pg/mL ve diger konsantrasyonlardaki
indirgeyici giigten oldukga diistiktiir.

Hekzan ekstraktlarmin 100 mg/mL  konsantrasyonlarindaki absorbans degeri
(0.12+£0.00) en diusik indirgeme kapasitesine isaret etmekte olup, 20 pg/mL
konsantrasyondaki C vitamininin kapasitesine esit; BHT’nin 20 ve 50 pg/mL

konsantrasyonlarindakinden (0.07+0.00 ve 0.09+0.00) yiiksektir.
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Oktay ve ark. (2007), Erzurum ilinden temin edilen 1sginin (Rheum ribes) farkli
kisimlarinin eter, etanol ve saf su ekstraktlarinda sadece etanol ekstresinde indirgeme
kapasitesini belirlemislerdir. Fakat bu antioksidan aktivite istatiksel olarak anlamsiz
bulunmustur. Tanrikurt ve ark. (2013), Diyarbakir’dan temin edilen Rheum ribes gévde
kisimlarindan sulu ekstraktinin doza bagimli olarak artan indirgeme kapasitesi 250
pg/mL konsantrasyonda 0.46+0.074 olarak tespit edilmistir. Calismamizi destekler
nitelikte yiiksek indirgeme kapasitesi 250 pg/mL konsantrasyonda yiiksek fenolik ve
flavonoid icerikle iliskilendirilmistir. Oztiirk ve ark. (2007), kloroform kdk ve govde
Rheum ribes ekstraktlarinin metanol ekstraktlarindan daha yiiksek indirgeme kapasitesi

gosterdigini belirlemislerdir.

3.1.5. Siiperoksit radikali giderme aktivitesi

Calismada kullanilan bitki ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitesi in vitro
kosullarda PMS/NADH/O; sisteminde siiperoksit radikali olusturularak c¢alisilmis ve
ekstraktlarin bu radikali etkisizlestirebilme kapasiteleri belirlenmistir (Tablo 3.7).
Ekstraktlarin siiperoksit radikali giderme aktivite sonuglari, Tukey ¢oklu degerlendirme
arasindaki

testine gore karsilagtirildiginda ortalamalar gozlenen fark Onemli

bulunmustur.

Tablo 3.7.Rheum ribes ekstraktlarinin stiperoksit radikali giderme aktivitesi (%)

Ekstraktlar | 10 mg/mL | 25 mg/mL | 50 mg/mL | 75mg/mL | 100 mg/mL
Etil Asetat | 14.40£0.80° | 22.00+2.80° | 25.60+£1.60™ | 28.00+2.40% | 32.00+2.40°
Hekzan | 12.00+2.40° | 18.40£0.80° | 24.80:0.80° | 28.40:+0.40® | 32.00+1.60°
Metanol | 18.80+0.40% [ 27.20+£3.20° | 31.60+4.40%° | 36.40+2.80° | 39.20+2.40°
Saf su 12.80+0.80% | 24.40:£0.40° | 32.00+1.60° | 40.00+0.80° | 40.00+2.40°
Standart 50 pg/mL | 100 pg/mL | 200 pg/mL | 300 pg/mL | 500 pg/mL
BHA 11.50+0.26° | 17.10+0.77% | 22.20+0.77° | 26.30+0.26" | 28.80+0.77°

*(Gosterilen veriler n=3’1lin ortalama degerleridir. Grafikte farkli simgeler (a-e, a-d ve a-

c) ile ifade edilen degerler arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05)).
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50-500 pg/mL konsantrasyonda BHA’nin siiperoksit anyonu giderme aktivitesi
%11.50+0.26 ve 28.80+0.77 araligindadir. Ekstraktlarin siiperoksit anyonu giderme
aktiviteleri pg/mL konsantrasyonda test edilen BHA standartindan diistiktiir.

Rheum ribes’in 100 mg/mL konsantrasyonlardaki etil asetat ekstraktlarinin;
%32.00+2.40, hekzan ekstraktlarinin %32.00£1.60; metanol ekstraktlarinin 39.20+2.40;
saf su ekstraktinin ise %40.00+£2.40 degerlerinde siiperoksit radikali olusumasini inhibe
ettikleri gozlenmektedir. Polarite indeksi en diisiikk c¢oziici hekzan kullanilarak
hazirlanmis ekstraktlarin siiperoksit anyonu giderme aktivitesi sonuglari, diger
antioksidan aktivite testlerine kiyasla diger ¢oziiciilere yakin % inhibisyon degerleri
elde edilmistir. Rheum ribes ekstraktlarinin siiperoksit radikali giderme aktivitesinin etil

asetat=hekzan>metanol>saf su>BHA sirasinda arttig1 belirlenmistir.

Ekstraktlarin konsantrasyon artisi ile siiperoksit anyonu giderme aktivitesindeki artisi
test edilen tiim konsantrasyonlarda dogru orantili degildir. Bu sebeple diger antioksidan
aktivite analizlerine karsin, ekstraktlarin siiperoksit radikali olusum inhibisyon

degerlerinin konsantrasyona bagli olmadiklar1 saptanmistir.

Tanrikurt ve ark. (2013), Rheum ribes’in sulu ekstraktinin farkli konsantrasyonlarda
stiperoksit anyonu giderme aktivitesi test edilmis ve 500 pg/mL konsantrasyonda
%31.21+1.00 olarak kaydedilmistir. Istatistiksel olarak anlamli bulunmus ve inhibisyon
kinonlarin oksidasyonu iizerindeki redoks potansiyeli ve kinonlarin oksidasyonu ile
iliskilendirilmistir. Oztiirk ve ark (2007), Rheum ribes’in kék metanol (%61.65+1.21)
ve klorofom (%57.39+£3.33) ekstraktlarinin govde esktraktlarindan daha yiiksek
stiperoksit anyonu giderme aktivitesi gosterdigini belirlemislerdir. Calismamizin
sonuglarina benzer sekilde konsantrasyon arttikca absorbans degerine bagli olarak
indirgeme kapasitesinin de arttig1 kaydedilmistir. Oktay ve ark. (2007), Rheum ribes’in
etanol, eter ve su esktraktlariin en yiiksek siiperoksit giderme aktiviteleri kok eter
(87.01+0.21) ve etanol (86.69+0.10) ekstraktinda kaydedilmistir. Calismamizdan farkli

olarak polaritesi diisiik ¢oziiciide yiiksek aktivite belirlenmistir.

3.2.Ekstraktlarin Antibakteriyel Aktivitesi

Rheum ribes’in etil asetat, hekzan, metanol ve saf su ekstrelerinin klinik izolatlara (E.

coli, S. aureus, Klebsiella pneumonia, Proteus spp. ve P. aeruginosa) Kkarsi
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antibakteriyel

aktiviteleri

Kirby-Bauer

disk difiizyon

yontemi

kullanilarak

arastirilmistir. Tablo 3.8’de ekstraktlarin ve standart antibiyotiklerin izolatlar tizerindeki

antibakteriyel aktivitesi verilmistir.

Tablo 3.8.Rheum ribes ekstraktlarinin antibakteriyel aktivitesi (mm)

E. coli K. Proteus P. S. aureus
pneumonia spp aeruginosa
Etil Asetat | 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+£0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00
Hekzan | 0.00+£0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00
Metanol | 0.00+£0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00
Saf su 9.00+1.00 9.00+£1.00 | 10.50+1.50 | 12.00+2.00 | 14.50%1.50
Metanol | 0.00+£0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 | 0.00+0.00 0.00+0.00
(negatif
kontrol)
Pozitif Kontrol
Tetrasiklin | 24.00+£0.05 | 19.00+£0.01 | 11.00+0.04
Metisilin 18.00+0.01
Polimiksin 17.00+0.00
B

Negatif kontrol olarak konsantre metanol kullanilmis ve metanoliin izolatlar iizerinde

antibakteriyel aktivitesine rastlanmamistir. 100 mg/mL konsantasyonda Rheum ribes’in

etil asetat, hekzan ve metanol ekstraktlarinin test bakterileri iizerinde antibakteriyel

aktivite gosteremedigi belirlenmistir (Sekil 3.1). Bu sonug, in vitro antioksidan aktivite

testlerinde ulasilan bulgular ile uyumlu olmayip, % inhibisyonun en yiiksek oldugu

metanol ekstrakti antibakteriyel aktivite gosterememistir. Metanol ekstraktin yliksek

antioksidan aktivitesi ve antibakteriyel aktivitesi arasinda herhangi bir iligki tespit

edilememistir.

Rheum ribes’ in saf su ekstraktinin 100 mg/mL konsantrasyonda test bakterilerine karsi

antibakteriyel aktivite gosterdigi gozlenmistir. Saf su ekstraktinin bakterilere karsi

gosterdigi antibakteriyel aktivite 9.00+1.00 ve 14.50+1.50 mm zon ¢ap1 araligindadir.
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En yiiksek inhibitor etki 14.50+1.50 mm zon cap1 ile S. aureus’a karsi gézlenmistir
(Sekil 3.1).

Bu inhibisyon polarite indeksi yiiksek saf su gibi ¢oziiciilerle hazirlanmis ekstraktlarin
icerdigi polifenol miktarinin yiiksekligi ile iliskilendirilebilir. Gr negatif test
bakterilerine karsi en yiiksek inhibitér aktivite 12.00£2.00 mm zon cap1 ile P.
aeruginosa’ya kars1 gozlenmistir. Ancak bu antibakteriyel aktivite, P. aeruginosa’ya
kars1 standart Polimiksin B antibiyotigi i¢in belirlenen 17.00+0.00 mm inhibitdr etkiden
daha zayiftir (Sekil 3.1).

E. coli ve K. pneumonia’ya karsi saf su ekstraktinin gosterdigi inhibitor etki ayni olup
(9.00£1.00 mm), standart tetrasiklin antibiyotiginin etkisinden oldukg¢a diisiiktiir
(24.00+0.05 ve 19.00+0.01 mm) (Sekil 3.1). Proteus spp. izolatina karst gozlenen
inhibitor etki (10.50+£1.50 mm), tetrasiklin standart antibiyotigi i¢in belirlenen etkiye
olduk¢a yakindir (11.00£0.04 mm) (Sekil 3.1). Her ne kadar saf su ekstrakti klinik
izolata karsin yiikksek inhibitor etki gosterse de, ekstraktin klinik uygulamalarda
kullanilabilirligi izolata karst antibakteriyel aktivite gosteren farkli standart
antibiyotikler ile karsilastirilarak test edilmelidir. Gr pozitif test bakterisi S. aureus’a
karst saf su ekstresinin belirlenen inhibisyon etkisi 14.50+1.50 mm’dir. S. aureus’a
kars1 gozlenen antibakteriyel aktivite, metisilin antibiyotigi i¢in belirlenen inhibitor

etkiden (18.00+0.01 mm) diistiktiir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1.Ekstraktlarin ve standart antibiyotiklerin test bakterilerine kars1 antibakteriyel
aktivitesi

Klinik test izolatlarina kars1 antibakteriyel aktivite gosteren saf su ekstraktinin minimal
inhibisyon konsantrasyonu (MiK) Kirby-Bauer disk difiizyon yontemi ile belirlenmistir.
Rheum ribes saf su ekstrakti K. pneumonia ve Proteus spp’ye karsi sadece 100 mg/mL
konsantrasyonda antibakteriyel aktivite gosterebilmistir. P. aeruginosa ve E.coli
izolatlarina kars1 saf su ekstresinin 75 mg/mL konsantrasyonda da etkili oldugu
gozlenmis olup, bu konsantrasyondaki aktivite her iki izolat i¢in 8.50+0.50 mm olarak

hesaplanmistir (Sekil 3.2)

30



Sekil 3.2. Escherichia coli ve Proteus spp.’ye kars1 saf su ekstraktinin etkili oldugu
MIK degerleri

Saf su ekstraktinin en yiiksek antibakteriyel aktivite gosterdigi S. aureus’a kars1 25, 50
ve 75 mg/mL test konsantrasyonlarinin da inhibitor etkisi saptanmistir. Konsantrasyona
bagl olarak inhibitor aktivitenin artis gdsterdigi belirlenmistir. 25, 50 ve 75 mg/mL
konsantrasyonlar1 i¢in belirlenen inhibitor aktivite sirasiyla 8.60+0.40, 10.00+1.00 ve
11.50+0.50 mm olarak belirlenmistir (Sekil 3.3). Bu sonuglara gore, diger test
izolatlarina kiyasla saf su ekstraktinin 25 mg/mL diisiik konsantrasyou bile S. aureus’a
kars1 antibakteriyel aktivite gosterebilmistir. MiK analiz sonuglari degerlendirildiginde,
metotta belirtilen ekstraksiyon yonetimimiz ile edilen Rheum ribes saf su ekstresinin en

etkili oldugu izolat S. aureus’dur.

Sekil 3.3.Rheum ribes saf su ekstraktinin Staphyloccocus aureus’a etkili oldugu MIK

degerleri

Sonuglarimiza benzer sekilde literatiirdeki ¢alismalarda Rheum ribes bitkisinin farkli

kisimlarimin antibakteriyel aktivitesi gozlenmis olup, bu inhibitdr etki ¢oziicii, test
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edilen mikroorganizma ve ekstraksiyon metotlarina bagli olarak degisiklik

gostermektedir.

Kosikowska ve ark. (2010) Rheum spp.’nin etanol ekstraktinin ¢alismamizi destekler
nitelikte Gr pozitif bakteri Staphylococcus spp.’ye karsi Gr negatif bakterilerden
(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae ve Proteus mirabilis) daha yiiksek inhibitor
etki gosterdigi belirlenmistir. Sonuglarimiza benzer sekilde R. ribes’in etanol ve sulu
ekstraktlar1 E. coli, S. aureus, P. aeruginosa ve P. mirabilis kars1 genis bir spektrumda
antibakteriyel aktivitesi tespit edilmistir (Abdulla ve ark. 2015). Sonuglarimizda farkli
olarak, Obaid ve ark. (2016) R. ribes metanolik ekstraktin 9.76-5000 pg/mL
konsantrasyonlarda E. coli tizerinde antibakteriyel aktivitesine isaret etmektedir. Benzer
sekilde, R. ribes kok, sap ve tohum metanolik ekstraktin test bakterileri tizerindeki
antibakteriyel aktivitesi bildirilmistir (Alan ve ark. 2012).

Erecevit ve Kirbag (2017) R. ribes yag asiti ekstraktlarmm S. aureus ve K.
pneumoniae’ya karsi inhibitor etki gosteremedigini belirlemislerdir. Diger bir ¢alismada
ise R. ribes kok etanol ve su ekstraktlarinin E. coli, S. aureus ve P. aeruginosa’ya karsi
antibakteriyel aktiviteye rastlanmamistir (Aladdin ve ark. 2007). Bazzaz ve ark. (2005)
R. ribes 'in kok, yaprak ve sap metanolik esktraktlarinin klinik izolatlar P. aeruginosa ve
Proteus spp.’ye kars1 gozledigi antibakteriyel aktivite (%0-76) sonu¢larimizi destekler
niteliktedir. R. ribes’in 25-75 mg/mL konsantrasyonda kok etanolik ve saf su
ekstrelerinin E. coli, S. aureus, P. mirabilis ve P. aeruginosa’ya kars1 giicli
antibakteriyel aktivite gézlenmis olup (Abdulla ve ark. 2015), bu sonuglar su ekstraktina

iliskin sonuc¢larimiz ile uyumludur
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4.SONUC VE ONERILER

Aktarlardan temin edilen hazir kurutulmus Rheum ribes gévde kisimlarinin konsantre
etil asetat, hekzan, metanol ve saf su ekstraktlar1 hazirlanmis ve bu esktraktlarn in vitro
antioksidan ve antibakteriyel aktivite analizleri strdirilmistir. 10-100 mg/mL
konsantrasyonda Rheum ribes ekstraktlarinin test edildigi ¢alismamizda, total fenolik ve
flavonoid igeriklerinin ve antioksidan aktivitenin bitki konsantrasyonuna bagli olarak

artt1g1 gézlenmistir.

Coziictilerin polaritesine bagl olarak ekstraksiyon verimi degismekle birlikte en yiiksek
ekstraksiyon verimi metanol ektstraktinda (%25.3) belirlenmis olup; sirasiyla etil asetat
(%18), hekzan (%10) ve saf su (%20) olarak hesaplanmuistir.

% verim sonuglarimizla paralel olarak en yiiksek total fenolik ve falavonoid igerik 100
mg/mL konsantrasyondaki metanolik ekstraktinda 0.80+0.00 mg GAE/g ve 0.32140.00
mg RE/g’dir. Total fenolik ve flavonoid igerigin yiiksek oldugu Rheum ribes metanol
govde ekstraktinin DPPH siiplirme aktivitesi %91.10+0.51 olarak kaydedilmis olup en
diisiik IC50 dozu da metanolik ekstraktta 10.50 mg/mL’dir.

Bitki esktraktlarinda pekgok farkli karakterde antioksidan madde bulunmaktadir.
Ekstrakta bulunan bu antioksidan maddelerin karakteristik farkliligi test edilen
radikallere kars1 farkli reaksiyon mekanizmasina sahip olmasina sebep olmaktadir. Her
bir ekstraktin kullanilan ¢6ziiciiye bagli olarak degisen antioksidan madde ve oksidan
radikal arasindaki reaksiyon tam olarak agiklanamadigindan dolayi, farkli metotlar ile
antioksidan aktivitenin test edilmesi reaksiyon mekanizmasinin agiklanmasinda énemli
oldugu goriilmektedir. Bu sebeple calismamizda farkli antioksidan aktivite analizleri
stirdiiriilmiis olup, Rheum ribes esktraktlarinin DPPH ve siipreoksit anyonu giderme
aktivitesi, indirgeme giicii kapasitesi ve metal selatlama aktivitesinin genel anlamda
konsantrasyona bagli artis1 gozlenmektedir. Ancak test edilen standartlarin antioksidan
aktiviteleri ile kiyaslandiginda, Rheum ribes ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerinin

oldukca diisiik oldugu gézlenmektedir.

En yiiksek Fe (II) iyonlarii selatlama aktivitesi %49.70+3.10 ile metanol ekstraktinin

100 mg/mL konsantrasyonunda kaydedilmis olup en yiiksek indirgeme kapasitesi
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(0.19+£0.00) ve siiperoksit anyonu giderme aktvivitesi de (%39.20+£2.40) aym

konsantrasyondaki metanol ekstraktinda belirlenmistir.

Antioksidan  aktivite verilerimizle iliskilendirilemeyen antibakteriyel —aktivite
sonuclarimiz da sadece saf su ckstraktimizda test bakterilerine karsi inhibitér etki
kaydedilmistir. S6z konusu test bakterilerine (E. coli, S. aureus, Klebsiella pneumonia,
Proteus spp. ve P. aeruginosa) karsi belirlenen inhibisyon standart antibiyotiklerden
disiiktiir. Rheum ribes’in 100 mg/mL konsantrasyonda saf su ekstraktinin test
bakterilerine kars1 gosterdigi antibakteriyel aktivite 9.00+1.00 ve 14.50+1.50 mm zon
capt aralifindadir. En yiiksek inhibitor etki 14.50+1.50 mm zon ¢ap1 ile S. aureus’a
kars1 gbzlenmistir. Minimal inhibisyon konsantrasyon analizinde de test bakterilerine
kars1 belirlenen MIK degerleri K. pneumonia ve Proteus spp’ye karst 100 mg/mL; P.
aeruginosa ve E.coli izolatlarina kars1 75 mg/mL; S. aureus’a karsi ise 25 mg/mL’dir.
Test bakterileri arasinda saf su ekstresinin gr pozitif ve negatif bakterilere karsi

davraniginin farklilik tagidigi gozlenmistir.

Ozellikle nozokomiyal enfeksiyonlarda pndémonin en yaygini, bakteriyeminin 3. en
yaygin etkenleri arasinda yer alan ve yogun bakim tinitelerinde enfeksiyon etkeni olan
S. aureus’a kars1 en diisiik MIK degeri belirlenmistir. Bu test bakterisine karsi metisilin
standart antibiyotigi i¢in belirlenen inhibisyon zonu 18.00+0.01 mm olup, 100 mg/mL
konsantrasyonda saf su ekstresi i¢in ise 14.50+1.50 mm’dir. S. aureus’a karsi inhibitor
etkili Rheum ribes saf su ekstraktindaki molekiiliin tanimlanmasi ile tibbi ilaglarda
hammadde olarak kullanimi miimkiin olacaktir. Metisilin antibiyotigi ile sinerjik etkili

yardimc1 ajan olarak tibbi alanda kullanimi1 da s6z konusu olacaktir.

Ozellikle gida sistemlerindeki kullanilan sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek
dogal antioksidan maddeler ile ilgili ¢aligmalar giin gectikge artmaktadir. Yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip bitki ekstraktlarinin belirlenmesine, in vitro ve in vivo gida
sistemlerindeki antioksidan etkilerinin incelenmesine yonelik c¢aligmamiz  gibi
aragtirmalarin ~ sonuglarmin  endiistriyel uygulanabilirligi arastirilmalidir.  Ileriki
calismalarimiz Rheum ribes govde esktraktlarindan elde edilen antioksidan ve
antibakteriyel aktiviteden sorumlu bilesiklerin tanimlanmasi ve fitoterapide potansiyel

uygulanmasina yonelik analizler gerektirmektedir.
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