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ENDEMIK DIPLOTAENIA BINGOLENSIS BITKiSININ
ANTIOKSIDAN AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

OZET

Endemik D. bingolensis tiiriiniin toprak iistii kisimlarinin 6nce inorganik sonra organik
coziicii sistemleri ile reflilksii sonucu inorganik ve organik ham izolatlar1 elde edildi.
Inorgaik ham izolatin hekzan, diklormetan, etilasetat ve butanol ile ardisik
fraksiyonlandirilmasi sonucu H,O-Hex, H,O-DCM, H,0-EtOAc ve H,0-But izolatlar
elde edildi. Organik ham izolatin hekzan, diklormetan, etilasetat, butanol ve su ile
fraksiyonlandirilmast neticesinde ise sirasiyla MeOH:DCM-Hex, MeOH:DCM-DCM,
MeOH:DCM-EtOAc, MeOH:DCM-But ve MeOH:DCM-H,0 izolatlar elde edildi. Elde
edilen her bir izolatin igermis oldugu toplam fenolik madde ve flavonoit madde miktarlar
UV-VIS spektrofotometresi ile, apolar bilesenlerin analizi GC-MS spektrometresi ile,
polar bilesenlerin kantitatif analiz ise HPLC-TOF/MS spektrofotometresi ile analiz edildi.
Ayrica her bir izolatin biyolojik aktivitesi DPPH radikali giderme aktivitesi, ABTS
katyon radikali giderme aktivitesi, ferrik iyonlar1 indirgeme kapasitesi ve ferrdz iyonlarini
selatlama potansiyelleri gibi farkli antioksidan aktivite testleri ile mukayese edildi. H,O-
DCM (137,08+2,08 ugKE/mgKI) ve MeOH:DCM-EtOAc (127,08+5,21 ugKE/mgKI)
izolatinin flavonoit igerigi acisindan, H,O-DCM (665,83+47,62 ngGAE/mgKl) ve
MeOH:DCM-EtOAC (724,65+43,64 pngGAE/mgKI) izolatlarinin toplam fenol igerigi
acisindan en zengin izolatlar oldugu analiz edildi. MeOH:DCM-Hex ve MeOH:DCM-
DCM izolatlarinin linoleik asit (%16,95 ve 11,04) ve linolenik asit (%22,11 ve 18,45)
icerdigi tespit eildi. Biitlin izolatlarin rutin ve klorojenik asit agisindan zengin oldugu
belirlendi. En yiiksek DPPH radiakali giderme aktivitesi 46,43+1,36 ve 47,58+10,03
pg/mL ECsg degerleri ile H,O-DCM ve MeOH:DCM-EtOAC izolatlarinda goriildii.

Anahtar Kelimeler: Diplotenia bingolensis; rutin; linoleik asit; klorojenik asit; DPPH
radikali.
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INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY OF
BINGOLENSIS PLANT OF ENDEMIC DIPLOTAENIA

ABSTRACT

Inorganic and organic crude isolates were obtained from the aerial parts of the endemic
D. bingolensis species with refluxing first with inorganic, then with organic solvent
systems. H,O-Hex, H,O-DCM, H,O-EtOAc and H,O-But isolates were obtained by
successive fractionation of the inorganic crude isolate with hexane, dichloromethane,
ethylacetate and butanol, respectively. Isolates of MeOH:DCM-Hex, MeOH:DCM-DCM,
MeOH:DCM-EtOAc, MeOH:DCM-But and MeOH:DCM-H,O were obtained by
fractionation of the organic crude isolate with hexane,dichloromethane, ethyl acetate,
butanol and water, respectively. The total amount of phenol and flavonoids contained in
each isolate was analyzed by UV-VIS spectrophotometry, analysis of lipophilic
components by GC-MS spectrometry, and quantitative analysis of hydrophilic
components by HPLC-TOF/MS spectrophotometer. Furthermore, the biological activity
of each isolate was compared with different antoxidant activity tests such as DPPH
radical scavenging activity, ABTS cation radical scavenging activity, ferric ion reduction
capacity and chelating potentials of ferrous ions. (H,O-DCM (137.08+2.08 pgKE/mgKI)
and MeOH:DCM-EtOAc (127.08+5.21 pgKE/mgKI) isolates in terms of flavonoid
content, (H,O-DCM  (665.83+47.62 ngGAE/mgKl) and MeOH:DCM-EtOAC
(724.65+43.64 ngGAE/mgK1) isolates were the richest isolates in terms of total phenol
content. MeOH:DCM-Hex and MeOH:DCM-DCM isolates contained linoleic acid
(16.95% and 11.04) and linolenic acid (22.11% and 18.45). It was analyzed that the all
isolates were rich in terms of rutin (1.231-47.231 pgHB/mgKI) and chlorogenic acid
(0.121-12.122 pgHB/mgKI). H,O0-DCM and MeOH:DCM-EtOAc isolates were showed
the highest DPPH radical scavenging activity with 46.43+1.36 and 47.58+10.03 pg/mL
ECso values, respectively.

Keywords: Diplotenia bingolensis; rutin; linoleic acid; chlorogenic acid; DPPH radicali.
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1.GIRIS

Tibbi ve aromatik bitki kullanimi, insanligin baslangicina kadar uzanmaktadir. insanoglu
dogada bulabildigi dogal maddeleri; acilarini, hastaliklarin1 ve yaralarini iyilestirebilecek
sekilde kullanmigtir. Onemli hastaliklarin tedavisinde devrim yaratan dogal ilag etken
maddelerinin dogal kaynaklardan kesfi her zaman ilgi ¢ekici olmustur. Etkili ve yeni ilag
gelistirmek i¢in Kimyasal ¢esitlilik sunan doga ana kaynak olmaya devam ederken
multidisiplinlerin dinamik bir siirece girmesi son derece Onemlidir. Giintimiizdeki
multidisiplin  ¢alismlar neticesinde bitkisel kaynaklardan birgok faydali ilacin
gelistirilmesinin yaninda ugucu yaglar, farmasotik ilaglar, renklendiriciler, boyalar,
kozmetik tiriinler ve biyositler gibi sayisiz endiistriyel iiriinler bitkilerden elde edilmistir.
Endiistriye ham bitkisel materyal temin etmek i¢in bazi tibbi ve aromatik bitkilerin aktif
tarim1 yapilirken bazilar1 ise hala dogal habitatlarindan toplanmaktadir (Lubbe ve

Verpoorte 2011).

Diinya genelinde tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen terapdtik gibi bilesiklerin
biyoaktif bilesenleri ve biyolojik aktivitelerinin arastirilmasimna yogun bir ilgi vardir.
Tibbi bitki terimi ¢ogunlukla bitkilerin tibbi 6zellikleri oldugu ve bu tibbi bitkilerin
biyolojik olarak aktif maddeler icerdigini, yani saglikla ilgili etkilerin bulundugunu ve
“Bat1 Standartlar1” tarafindan ilag olarak yararli olduklari kanitlanmistir (Farnsworth ve
Solejarto 1991).

Ulkemizin tibbi ve aromatik bitki ¢esitliligi bakimindan zenginligi géz oniine almacak
olursa etkili ve katma degeri yiikksek dogal iirlinlerin bir¢ogunun kesfedilmedigi
goriilecektir. Bu baglamda 6zellikle Giiney ve Dogu Anadolu gibi bakir bolgelerde hala
yeni bitki taksonlar1 kesfedilmemesi de bu ongoriiyii desteklemektedir. Tez ¢aligmasinda
2015 yilinda Bingdl Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Botanik
Anabilim Dal1 Ogretim Uyesi Prof. Dr. Liitfi BEHCET ve arkadaslar tarafindan yeni bir



takson olarak literatiire kazandirilan Diplotaenia bingolensis, M. Oztiirk, A. Duran ve

Behget tiirii galisma materyali olarak secilmistir.

Tez galimasi kapsaminda yeni bir takson olarak tanimlanan D. bingolensis tiiriiniin;

Icermis oldugu toplam fenolik ve flavonoit igeriginin belirlenmesi.

Ihtiva etmis oldugu ucucu yag bilesimlerinin analiz edilmesi.

Fenolik bilesenlerin kimyasal yapilarinin kantitatif miktarinin belirlenmesi.
Lipofilik bilesenlerin kantitatif analizleri.

Biyolojik aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS katyon
radikali giderme aktivitesi, ferrik iyonlarini indirgeme potansiyelleri ve ferroz
iyonlarini selatlama giicii aktivite parametreleri ile degerlendirilmesi.

Ihtiva etmis oldugu kimyasal igerigin secici fraksiyonlandirma islemine tabi
tutularak kantitatif sekonder metabolit profilinin fraksiyon izolatlarina

dagilimlarinin biyolojik aktivite testlerine etkilerinin arastiritlmast amaglanmaistir.

1.1. Botanik Kisim

1.1.1. Diplotaenia bingolensis Taksonun Genel Ozellikleri

Diplotaenia bingolensis tiirii diger diplotaenia tiirleri ile karsilastirildigi zaman bazi ayirt

edici 6zelliklere sahiptir. D. bingolensis tiiriiniin morfolojik 6zellikleri incelendigi zaman

tiirtin 70 cm uzunlugunda koke sahip oldugu, tamamen dik sapli dala sahip, 4-6 151nli,

isinlarin 5-25 mm uzunlugunda (8-12-15mnli degil, 2-5 cm uzunlugunda olmadigi);
umbelliiller 9—-16 ¢igekli (2025 ¢igekli degil); brakteler 4-5 (7—8 degil); merikarplari 6—
9x2,5-4 mm, ovat eliptik (4-5x2 mm degil, elongate); kariklarda vittaeler7-10 (2-3

degil); komissural vittae 8—12 (4 degil); komissural tarafta endosperm hafif¢e emarginate

(diiz degil). Gibi kendisine has 6zelliklere sahiptir (Sekil 1.1).



Sekil 1.1. Diplotaenia bingolensis tiiriiniin arazi goriintiisii (&) ve herbaryum 6rnegi (b) (Behget 2016)

1.2. Tibbi Aromatik Bitkilerde Kimyasal Cesitlilik

T1ibbi aromatik bitkilerin ihtiva etmis oldugu yeni biyoaktif bilesenleri ortaya ¢ikarmak,
tibbi bitki aragtirmalarinin ana ilgi odagindadir. Bitkilerin biyoaktif bilesenleri, bitkilerin
tyilestirici 6zelliklerini belirler. Sifali bitkilerin icermis oldugu biyoaktif bilesenleri tek
tek bireysel olarak isimlendirip smiflandirmak oldukga gii¢ bir islem oldugu igin

biyoaktif bilesenleri ¢esitli kimyasal gruplara dahil ederek ana siniflar olusturulabilir.

Bitkiler de ana sinif olarak primer ve sekonder metabolitler bulunmaktadir. Primer
metabolitler sinifi; karbonhidratlar, yag asitleri, yaglar, proteinler. Sekonder metabolitler
sinifin1 ise fenolikler (poliketidler dahil), terpenoitler ve alkaloitler gibi ana bilesik

smiflar1 olusturmaktadir (Bruneton 1999; Hansel vd. 1999; Evans 2000).

1.2.1. Primer (Birincil) Metabolitler

Bitkiler de primer metabolitler agirlikli olarak, niikleik asitlerin elemanlaridir. Bunlar
aktif bilesenler olarak nadiren dikkate alinirlar. Bu metabolitlerin canli biyosentezinde
cesitli rolleri vardir. Bunlar; gen ekspresyonu, DNA transformasyonu, GDO

organizmalar1 vb. yollarla degisime ugrayabildikleri icin bitkilerin tanimlanmasinda



gittikge artan bir 6nemi vardir. Fotosentez tiriinleri olan primer metabolitler, klorofillerin
yardimiyla sentezlenir. Kalvin dongiisiinde iiretilen karbonhidratlar (D-glukoz, D-fruktoz,
vb.) daha ileri biyosentetik dongiiler (Szent-Gyogyi - Krebs, Embden-Meyerhoff vd.) i¢in
baslangi¢ maddesi olarak kullanilmasi sonucu sekonder metabolitler de dahil olmak iizere
tim canli materyaller de yap1 taslart olarak gorev yapabilen kiiciik molekiillerin

iiretilmesini saglamaktadir.

1.2.1.1. Lipitler ve Tiirevleri

Lipitler suda ¢o6ziinmeyen organik ¢oziiciilerde c¢oziinebilen biyomolekiiler olarak
tanimlanmaktadir (Bruce 2004). Bu tanimda iki temel kisitlama ile karsilasmaktayiz.
Birincisi apolar yapidaki hidrokarbonlar bu tanima uymaktadir, ikincisi yag asitleri gibi
klasik lipitler suda da ¢ozilinebilmektedir. Bu kisitlamalara gore bitkilerde bulunan yag

asitleri ve onlarn tiirevlerini ayr1 kategorilerde degerlendirmek en dogrusudur.

Bitkilerde bulunan basit hidrokarbonlar diger organik molekiillere nispeten en az
polariteye sahip molekiillerdir. Hidrokarbonlar hidrojen ve karbon igeren basit
mollekiillerdir. Baz1 yapilar diiz zincirli alifatik yapilarda bulunabildigi gibi (Sekil 1.2)
bazilarida doymus ve doymamis yag asitleri formunda da bulunabilmektedir. Asetilen ve

nitrillerde oldugu gibi doymamis dogal iirtinler ikili ve tiglii bag igerebirler.

NN
n-neptan
/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
n-nonakosan

/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\/\
n-hentriakontan

Sekil 1.2. Bitkilerde bulunan bazi dogal hidrokarbonlar

Poliasetilen bilesikleri bitkilerde dogal olarak meydana gelen hidrokarbon tiirevleridir.
Bunlar bir veya daha fazla asetilen gruplar ile karakterize edilir (Sekil 1.3.) (Wu vd.
2004).



Safinol Wyeron asit

Sekil 1.3. Bitkilerde bulunan poliasetilenlere 6rnekler (Wu vd. 2004)

Bitkilerde bulunan diger hidrokarbon tiirleri ise fonksiyonellesmis hidrokarbonlardir. Bu
tirler lipit ve terpenlerin disinda ayr1 bir sinif olusturan tiirlerdir (Sekil 1.4). Bu tiirlere
halojen, alkol, siilfiir, aldehit, keton ve karboksil grublarini ihtiva eden hidrokarbonlar
dahil edilmektedir (Moshonas 1971; Johnson 2003).

‘\ = //O

Nootkaton Sitral
i
= X X
Glikozinalat Laurensiyal [-sinensal

Sekil 1.4. Bitkilerde bulunan fonksiyonel hidrokarbonlar (Moshonas 1971; Johnson 2003)

1.2.1.1.1. Linolenik Yag Asiti ve Linoleik Yag Asiti

Yag asitleri hiicresel seviyede hiicre membranin fosfolipit tabakasinda bulunup hiicrede

sinyalci molekiil gorevini tistlenmekteler (Pariza vd. 2000; Sampath ve Ntambi 2005). Bu



molekiiller metabolizmada kan basinci, kan pihtilagsmasi, kan lipit seviyeleri, bagisiklik

ve enflamasyon tepkilerini denetlemek gibi 6nemli gorevlere de sahiptirler.

linolenik asitler ve linoleik asitler insan viicudu tarafindan sentezlenmedikleri i¢in bunlar
disaridan hazir gidalarla alinmak zorundadir ve bunlara elzem molekiillerde denilebilir.
Bu yag asitlerinin tiiketimi ile kan kolesterol seviyesinin diistiigl tespit edilmistir. Bu yag
asitlerinin kan kolesterolil lizerine etkisi iki sekildedir. Bunlarin ilki kolesteroliin kandan
ince barsaga salgilanmasini ve safra asitlerine oksidasyonunu hizlandirarak plazma
kolesteroliinii diistirmek, digeri ise kolesterol metabolizmasini kolaylastirip kolesteroliin
dokulara taginmasini hizlandirmaktir (Yazgan ve Aksoy 1981). Bu sebeple linolenik
asitlerin yetersiz diizeyde alimi sonucunda kalp krizi riskinin artabilecegi tespit edilmistir
(Rose 1990). Ayrica linolenik yag asitlerinin kandaki HDL (yiiksek yogunluklu
lipoproteinler) miktarinin artmasi iizerine etkili oldugu belirlenmistir (Simopoulos 1996).
Insanlar tarafindan tiiketilen linolenik yag asitleri ile linoleik yag asitlerinin insan

viicudunda belirli bir oranda bulunmasi1 onemlidir.

1.2.1.2. Karbonhidratlar

Bitkilerde bulunan karbonhidratlar, monomerler, oligomerler (on adede kadar monomer
birimleri) ve aym veya cesitli diger basit sekerlerdeki polimerler olarak bulunur.
Monomerlerdeki C atomlar1 sayis1 3 ila 7 arasinda olup her bir karbon atomu bir hidroksil
grubu tagir. Kalan karbon atomu, karbonil grubunun bir pargasidir. Karbonil karbonunun
ozelligine bagli olarak aldozlar ve ketozlar olarak simiflandirilir. Aldoz ve ketozlar
asimetrik bilesikler olduklar1 i¢in molekiildeki karbonil karbonunun Fisher izdiisiimlerine
bagli olarak D ve L izomer formlarinin olugmasina olanak saglarlar. Eger hidroksil grubu
aynt molekiile ait ise ve bes ya da alt1 iiyeli oksijen iceren heterosiklero furanoz ve
piranoz seker yapilart meydana gelir. Bu durumda, karbonil grubunun C atomu asimetrik
hale gelir ve olusan yari-asetal hidroksil gruplari, glikozidik hidroksildir. Bu hidroksil
gruplar1 diger alkolik hidroksil gruplarindan kimyasal olarak farklidir. Glikozidik
hidroksiller o ve f optik izomerlerini olusturabilir. Bu farklilik oligo ve polisakkaritlerin
olusumunda ve ayrica seker gruplarinin aglikon bir yapiya baglanmasinda énemli role
sahiptirler. Bitkilerde bulunan bazi yaygin monosakkaritlere 6rnek olarak D-glukoz, D-

kisiloz, D ve L-arabinoz, b-mannoz, D-galaktoz vb. o6renkler verilebilir. Seker gruplari,



steroit, saponin iridoit, flavonoit, triterpen, feniletanoit vb. aglikon formdaki sekonder
metabolitlere baglanarak bu molekiillerin glikozidik formlarinin olugsmasini saglar.
Olusan glikozidik formdaki sekonder metabolitin polaritesini (6rnegin ¢ozlniirliigii) ve
biyolojik etkinligi 6nemli oranda degismektedir. Bitkilerdeki polisakkarit formlar ise

emiilsiyonlastiricilar ve zamklardir (Bishop ve Jennings 1982).

1.2.1.3. Aminoasitler, Nonprotein Aminoasitler ve Proteinler

Bitkilerdeki genetik bilgi hakkinda bilgi veren makro molekiiler proteinlerdir. Proteinler
aminoasitlerin peptit baglar1 ile kondenzasyonu sonucu meydana gelen bir yapidir.
Aminoasitler yapilarinda bir karboksil grubu bir de amino grubu bulundurduklari igin
aminoasit olarak ismlendirilmistir. Bitkilerdeki proteinlerin olusumu 20 temel
aminoasitin biyosentetik yollarla reaksiyona girmesi sonucu olusmaktadir. Nonprotein
aminoasitler de bitkilerde bulunmakta olup bu 20 temel aminoasitin farkli analoglari
seklinde bitkilerde bulunabilir (Rosenthal 1977; Pan vd. 1997; Rozan vd. 2001; Mabry
2001).

1.2.1.4. Niikleik Asitler, Niikleotidler ve Niikleozitler

Bitkilerde genetik bilgi havuzunu olusturan makromolekiiller niikleik asitlerdir. Niikleik
asitler, deoksiriboniikleik asitler ve riboniikleik asitler olmak tizere ikiye ayrilir. Niikleik
asitler pirin ve pirimidin bazlari, sekerler ve fosfat grubu gibi farkli kimyasal yapilarin
polimerize kompleks bir yapi olusturmasi neticesinde meydana gelmislerdir. Meydana
gelen bu yapilar baz, seker ve fosfat grubunun her iiglinii de igeriyorsa bu yapilara
niikleotitler, eger sadece baz ve seker gruplari ihtiva ediyorsa bdyle yapilara da
niikleozitler denir. Bitkilerde ¢ok sayida niiklotid ve niikleozit izole edilerek kimyasal

yapilar1 aydinlatilmistir (Brielmann 2006).

1.2.2. Sekonder Metabolitler

Bitkilerdeki sekonder metabolitler bitkinin biiyiime ve gelismesi sirasinda biyotik ve
abiyotik stres kosullarinda bitkiler tarafindan biyosentetik olarak sentezlenen genis bir
dogal iirtin yelpazesini olusturmaktadir. Bitkiler tarafindn sentezlenen sekonder metabolit

siniflart terpenoitler, fenolikler, alkoloitler, aromatikler ve aminler gibi ana siniflara



ayrilmaktadir. Bitkilerden ¢ok sayida ve farkli siniflarda sekonder metabolit izole
edilerek kimyasal vyapilar1 karakterize edilmistir. Bu sekonder metabolitlerin

biyofonksiyonel 6zellikleride multidisipliner ¢alismalarla ortaya konulmustur.

1.2.2.1. Terpenler

Terpenler deyince akla ilk gelen bitkilerde bulunan ve aroma verici ugucu yaglardir
(Turner 1970). Bitkilerde bulunan ugucu yaglarin analizi 19. ylizyillarda baslamistir.
Gilinlimiizde bitkilerden elde edilen terpen temelli ugucu yaglarin ticareti lilkemizde ve
diinyada aktif olarak yapilmaktadir. Ornegin giilden elde edilen ve en yiiksek koku
etkisine sahip giil yag igeriklerinin temel bilesenleri S-damaskenon, f-ionon, sitronellol,
cis-rose oksit ve fenetil alkol bilesenleri sayilabilir (Sekil 1.5). Giil yag: eldesi i¢in 4 ton
giilden yaklasik 1 kg giilyagi elde edilmektedir ve bu ugucu yag karisiminda 260 tane
bilesen tanimlanmistir (Kovat 1987; Ohloff 1994).

Terpenlerin kimyasal olarak siniflandirilmasi 5 karbonlu izopren birimleri temel alinarak
yapilmaktadir. Bitkilerde dogal olarak bulunan terpenler igerdikleri izopren birimlerine
gore; hemiterpenler (Cs), monoterpenler (Cy), seskiterpenler (Cys), diterpenler (Cyy),
sesterterpenler (Cy) (nadir olarak bulunurlar), triterpenler (Cs) ve Karotenoitler (Cy)

olarak siniflara ayrilmaktadir.

O
V
A OH
; OH
/l\
izopren | Tiglik asit (hemiterpen; Mentol (monoterpen Cyg)
birimi Cs)
CH,O
Bietik asit (Diterpen; Seroplastol (sesterterpen; Css) o-amirin (triterpen; Cs)
Ca)




[S-karoten (tetraterpen; Cg)

Sekil 1.5. Dogal tiriinlerde bulunan terpen siniflarinin kimyasal yapilari
1.2.2.2. Aromatikler

Bitkilerdeki aromatik bilesik smnifi en genis aileyi olusturmaktadir. Bitkilerin igermis
olduklar1 aromatikleri, tetrapiroller ve fenolikler olmak tizere iki ana sinifa ayirmak
miimkiindiir. Tetrapiroller dort pirol halkasinin bir araya gelmesi ile olugmaktadir.
Tetrapirollere en iyi 6rnek klorofillerdir (Sekil 1.6). Bitki fenolikleri ise basit fenolikler,
fenol eterler, fenilpropanoitler, flavonoitler, tanenler ve kinonlar gibi alt gruplara ayirmak

mumkuindiir.

Klorofil A (R:CHj) | Klorofil B (R:CHO)

Sekil 1.6. Tetrapirol olan klorofil A ve Klorofil B’nin kimyasal yapilari

Basit fenolik maddeler polifenolik maddelerin monomerleridir. Basit fenollere ornek
olarak p-hidroksibenzoik asit, protokatusik asit, vanilik, siringik, salisilik ve gallik asitler
verilebir (Sekil 1.7). Ayrica bunlara ek olarak hidrokinon, katekol ve orsinol gibi

bilesikler de basit fenoliklere 6rnek olarak verilebilir (Buckingham 2005).
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Sekil 1.7. Bitkilerde bulunan basit fenollerin kimyasal yapilar1 (Buckingham 2005)

Fenollerin pek cogu metoksi gruplari ile substiue oldugu zaman fenil eterler meydana
gelmektedir (Sekil 1.8). Fenil eterlere 6rnek olarak aktif kumarin tiirevleri olan kihellin
ve visnagin bilesikleri ile trans-anetol (anasona tat ve kokusunu veren madde) ve apiol

(maydanoz tohumunun anabileseni) gibi fenil eterler verilebilir (Louli vd. 2004).

o~
o o
/ )
| AN < > 3 >
@)
O O 7
_0O
Kihellin Visnagin Apiol trans-anetol

Sekil 1.8. Bitkilerde bulunan fenil eter bilesiklerinin kimyasal yapilar1 (Louli vd. 2004)

Fenilpropanoitler ise bir fenolik halkaya 3 karbonlu bir yan zincirin bagl oldugu bilesik
sinifin1  temsil etmektedir (Sekil 1.9). Fenil propanoidlerin en yaygm o&rnekleri
fenilpropenler (eugenol, anetol miristisin), hidroksikumarinler (umbelliferon ve

skopoletin) hidroksisinnamik asitler (kafeik ve p-kumarik asit) ve lignanlardir.
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Sekil 1.9. Bitkilerde bulunan fenilporopanoit bilesiklerin kimyasal yapilari

Flavonoit bilesiklerinin ana iskeleti iki benzen halkasinin bir propen birimi ile ayrilmasi

sonucu olusur. Flavonoitler genel olarak suda ¢oziiniir. Kimyasal a¢idan konjuge yapiya

sahip olan flavonoitlerin rengi

parlaktir.

Flavonoitler bitkilerde aglikon halde

bulunabildigi gibi glikozidik formda da bulunur. Flavonoitleri kalkonlar (butein, florizin),

flavonlar (acetetin), flavonoller (galangin), flavononlar (hesperidin ve diosmin),

antosiyaninler ve izoflavonlar (biosanin A, genistein, rotenon, koumestrol) gibi alt

siniflara ayrilmaktadir (Sekil 1.10). Bunlara ek olarak auranlar (sulfuretin), ksantonlar ve

kondense tanen (Kkatesinler ve lokoantosiyanidinler) yapilari da flavonoidlerin yaygin
siniflarindandir (Geissman ve Crout 1969; Rivera-Vargas vd. 1993; Graefe vd. 1999;
Budavari 2001; Cushnie vd. 2003; Cornwell vd. 2004; Buckingham 2005).

C O CC
OH
O O O
Kalkon Flavon Flavonol
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O O
Flavonon Antosiyanin izoflavon

Sekil 1.10. Bitkilerde bulunan flavonoit bilesiklerin ana siniflarini temsil eden kimyasal yapilart
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Tanenler fenolik gruplar agisindan zengin, suda ¢oziinebilen oligomerlerdir. Pek ¢ok
bitkinin meyve, yaprak ve sap gibi kisimlarinda bolca bulunmaktadir. Tanenler
kondensetanenler (proantosiyanidinler) ve hidrolizlenebilir tanenler (Sekil 1.11)
(korilagin geranilin) olmak tizere ikiye ayrilirlar (Hagerman ve Butler 1989; Buckingham
2005).

Korilagin Geranilin
Hidrolizlenebilir tanenler

Sekil 1.11. Bitkilerde bulunan kondense ve hidrolizlenebilir tanenleri temsil eden kimyasal yapilari
(Hagerman ve Butler 1989; Buckingham 2005)

Kinonlar bitkilerde gii¢lii renk pigmentlerinden sorumlu fenoliklerdir. Kinonlar;
benzokinonlar, naftokinonlar ve antrakinonlar olmak iize ii¢ alt sinifa ayrilirlar (Sekil

1.12). Kinonlar bitkilerdeki fotosentetik proseslerde elektron taginmasinda da gorev alir.
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Sekil 1.12. Bitkilerde bulunan antrakinonlarin kimyasal yapilari

1.2.2.3. Aminler ve Alkoloitler

Bitkilerde bulunan aminler alifatik monoaminler, (metilamin, hekzilamin), alifatik
poliaminler (putrescin, spermin, spermidin) ve aromatik aminler (mescalin) olmak tizere
alt smiflara ayrilirlar (Sekil 1.13). Ayrica noradrenalin, histamin ve serotonin gibi
aromatik aminlerde bitkilerde yaygin olarak bulunmaktadir (Tabor 1984; Cohen 1998;
Brenner 2002).

o) NH, H OH NH, NH
/ ) _ HO 2
HO L__NH, HNhNA/ N
? e N

HO H

Mescalin Noradrenalin Histamin Serotonin

Sekil 1.13. Bitkilerde yaygin olarak bulunan aromatik aminlerin kimyasal yapilari

Alkoloitler bitkilerde azot igeren bilesikler olup bir¢ok bitki de bulunmaktadir. Bitkilerde
bulunan alkoloitler, genel olarak alkalidir ve optikge aktifdirler. Alkoloitler genel olarak
temsil ettikleri halka sistemine gore alt siniflara ayrilmaktadirlar (Sekil 1.14). Bu siiflara
indolizidin (reserpin, vinblastin), kinolizidin, kinolin (kamptotekin), kinazolin ve akridon
temelli halka sistemi igeren sistemlerin olusturduklar1 alkoloit alt siniflar1 6rnek olarak

verilebilir (Michael 2003; Michael 2004).
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Sekil 1.14. Bitkilerde alkoloit ana siniflar1 ve indolizidin sinifi aloloitlerin kimyasal yapilar1 (Michael 2003;
Michael 2004)

1.3. Serbest Radikaller ve Antioksidanlar

Serbest radikal kavrami bir veya daha fazla eslesmemis elektronu bulunan Kkararsiz ara
irlinleri tanimlamaktadir. Atom veya molekiil {izerindeki eslesmemis elektron kararli
hale gegmek igin asir1 dercede reaktivite gosterir. Reaktif oksijen tiirleri ise bir veya daha
fazla sayida reaktif oksijen igeren tiirler olarak tanimlanmaktadir. Reaktif oksijen tiirleri
biyolojik molekiilleri ve serbest radikalleri oksitleyerek bir oksidan veya perooksidan
ozellik gosterir. Reaktif oksijen tiirlerine 6rnek olarak azot monooksit, siiperoksit
alkoksil, peroksit ve hidroksil radikalleri verilebilir. Tanimlardan da anlasilacagi gibi
reaktif oksijen tiirleri ayn1 zamanda bir serbest radikal 6zelligide tasimaktadir (Kaur vd.
2001). Reaktif oksijen tiirleri biyolojik sistemlerdeki mikro ve makro biyomolekiilleri
okside ederek hastaliklarin olusmasina neden olurken, biyolojik sistemlerde hiicresel
olaylarin diizenlemesi ve bazi molekiillerin sentezlenmesi i¢in enerji saglamasi gibi bazi

pozitif rollerinin oldugu da unutulmamalidir (Blake 1995; Halliwell ve Gutteridge 1999).
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Antioksidan madde biyomolekiillerin oksidasyonunu ortadan kaldiran maddelerdir.
Okside olmus molekiile bir elektron veya proton aktarimi neticesinde okside olmus
molekiilii stabil hale getirmektedir. Bu islem neticesinde okside olan biyomolekiiliin, in

vivo ortamda zincirleme reaksiyon olusturmasi engellenmektedir (Chu vd. 2000).

Antioksidan maddeler iki ana gruba ayrilarak smiflandirilmaktadir. Birinci grup olan
endojen kaynakli antioksidanlar grubudur ki bunlara 6rnek olarak glutatyon-s-transferaz,
glutatyon rediiktaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimleri verilebilir; ikinci grup
antioksidan grubuna ise C vitamini, E vitamini farkli karatenoidler fenolik asitler ve
polifenolik maddelerin pek ¢ogu bu gruba dahil edilmektedir (Forstrom vd. 1979; Warma
vd. 1995; Yalg¢in 1998).

Reaktif oksijen tiirleri ve serbest radikaller erken yaslanma, kanser ve iltihaph
rahatsizliklar gibi hastaliklara sebep olmaktadir (Tabor 1984; Cohen 1998; Brenner
2002). Antioksidanlar serbest radikal stipiiriicii olarak davranarak meydana gelecek olan
lipid peroksidasyonunu engelleyerek hiicre hasarini 6nlemektedir. Sonug olarak gidalarla
birlikte alinan antioksidanlarin hastalik riskini azalttigina inanilmaktadir (Michael
2003; Michael 2004). Hem sentetik hem de dogal antioksidanlar hiicrede meydana
gelebilecek lipit oto-oksidasyonu engellemektedir (Kaur vd. 2001). Ancak sentetik
antioksidanlar ile dogal antioksidanlar kiyaslandiginda insan viicudu iizerine dogal
antioksidanlarin yan etkisi daha azdir (Blake 1995; Halliwell ve Gutteridge 1999). Tipik
dogal antioksidanlardan olan karatenoid, C vitamini, E vitamini ve polifenoller meyve,
sebze ve mesrubat gibi gidalarda bulunmaktadir (Chu vd. 2000). Dogal antioksidanlarin
sahip oldugu bu kaydadeger biyoaktiflikleri onlarin gida ve tip endiistrisinde 6nemli
roller iistlenmelerine neden olmaktadir (Forstrom vd, 1979; Warma vd. 1995; Yalcin,
1998). I¢ kaynakli metabolik prosesler vasitasi ile cesitli uyaricilarin esliginde
organizmada yiiksek miktarlarda reaktif oksijen tiirii meydana getirmektedir. Reaktif
oksijen tiirleri hidrojen peroksit, siiperoksit ve hidroksil radikali gibi reaktif molekiillerin
pek cogunu kapsamaktadir. Olusan serbest radikaller yiiksek diizeyde reaktif oksijen tiirii
meydana getirmesi insan hiicrelerinde g¢esitli patofizyolojik durumun ve hasarlarin
meydana gelmesine neden olabilir (Louli vd. 2004). Insanlar ve hayvanlar tarafindan

diyette alinan dogal antioksidanlarin hiicrelerde olusan serbest radikalleri inhibe ettigi ve
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bu tiirden maddeler sagliga takviye olarak ve hastaliklart dnlenmesi amagli alinmasi

ispatlanmustir.

1.4. Rutin

Rutin; bugday, ¢ay ve elma gibi bitkilerde bol miktarda bulunan bir flavonoldur. Gida
malzemelerinin avital beslenme bilesenidir (Sekil 1.15). (Guardia 2001). Rutin ismi de

rutin igeren ruta bitkisinin gravedenlerinden gelmektedir. (Javed 2012).

Sekil 1.15. Rutin’ nin kimyasal yapist

1.4.1. Rutin Molekiiliiniin Biyolojik Aktivitesi

Rutin molekiilii antidepresan, anti-diyabetik, antikanserojen, antioksidan, fel¢-inme ve
gastrik iilser korumasi gibi biyolojik aktivite testleri mevcuttur. Fareler lizerinde yapilan
caligmalarda rutinin sinaptik yarikta serotonin ve noradrenalinin uyarimini artirarak
antidepresan etki ortaya koymustur (Machado 2008; Deb 2010). Rutinin kullanimi
plazma glukozunda bir diisiise, insiilin seviyelerinde ylikselmeye, glikojen icerigi ve
glikolitik enzimlerin geri kazanilmasina neden olmustur. (Stanley ve Prince 2006). Rutin
bileseni ALT, AST ve LDH, serum, karaciger, bobrek ve kalpte streptozosin nedeniyle
hepatik ve kardiyak toksisite lizerine koruyucu bir etki gosterdigi tespit edilmistir
(Kamalakkannan 2006). Rutin gii¢lii bir antioksidandir, oksidatif stresi azaltmakta ve
boylece hiicrelerin yapisal ve fonksiyonel biitiinliiglinii korumaktadir. Rutin bileseninin

hem in vitro hem de in vivo ortamlarda gesitli kimyasal tepkimeleri vardir.
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Bunlar; Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yapisini dogrudan bozarak ve bozulan zincir

reaksiyonunun ilerlemesini durdurabilmektedir (Hanasaki vd. 1994; Kostic vd. 2015).

Siiperoksit dismutaz (SOD) veya katalaz gibi bir¢ok antioksidan enzimin ekspresyonunu
ve aktivitesini artirarak hiicresel oksidatif savunma sistemlerini diizenleyerek viicudun
baslica antioksidani olan glutatyonun (GSH) liretimini arttirmaktadir (Mahgoub 2009; Al-
Enazi 2014).

Rutin molekiiliiniin Kanser hiicrelerinin 6limiini tetikleyen ¢esitli hiicresel yollar1 ve

mekanizmalari ortaya ¢ikarilmigtir (Patil SL vd. 2012).

Hem in vitro hem de in vivo c¢alismalarda Rutin’in 16semi ve kolon kanserine karsi
etkinligi gosterilmistir (Kostic vd. 2015; Nafees vd. 2015).

Rutin bileseni beyin, meme, prostat, bobrek, akciger, kolon ve yumurtalik dahil olmak
tizere birgok insan tiimor hiicre hattina karsi anti-proliferatif etki gostermistir (Araujo vd.
2013; Maeda vd. 2014). Bir arastirma Rutin’in umut verici bir anti-iilser etkisi oldugunu
gostermektedir (Jiang vd. 2011).



2. ONCEKIi CALISMALAR

2.1. Diplotaenia bingolensis Taksonu Uzerine Yapilan Fitokimyasal Calismalar

D. bingolensis taksonu endemik bir tiir olup dogu Anadolu bolgesinde Bing6l ili Sam
Dag1 ve civarinda yeni tanimlanan bir takson oldugu icin bu takson lizerine fitokimyasal
calismalar yok denecek kadar azdir (Sekil 2.1). Gegibesler ve arkadaslari farkli
yiiksekliklerde (1850m, 1980m, 2100m ve 2200m) dogal habitatlarinda yetisen D.
bingolensis tiirii tizerine yapilan fitokimyasal tarama ¢alismasi neticesinde tiiriin onemli
oranlarda miristisin (%17,85-38,43), karyofillen (%0,20-9,90), y-terpinen (%6,41-11,29),
limonen (%23,72-29,42), ve (E) p-ocimene (%6,38-12,47) igerdigini rapor etmislerdir
(Gecibesler vd. 2018).

CH,
CHs CHs
HsC NS N2
H,C~ "CHj
Limonen y-terpinen Karyofillen Miristisin (E)-p-ocimene

Sekil 2.1. D. bingolensis taksonun analiz edilen bazi sekonder metabolitler (Gecibesler vd. 2018)

2.2. Diplotaenia bingolensis Taksonu Uzerine Yapilan Biyolojik Aktivite Calismalar:

D. bingolensis tiirii Tlizerine literatiirde gerceklestirilen herhangi bir ¢alisma
bulunmamaktadir. Fakat genel olarak Diplotaenia cinslerinin farkl tiirleri iizerine yapilan

biyolojik aktivite ¢aligmalar1 hakkinda asagidaki 6rnekler verilebilir.
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Eftekhar ve arkadaslar1 Iran’da yetisen D. damavandica tiiriiniin yaprak, kok ve
tohumlarindan elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktivitelerini arastirmiglardir.
Yapilan biyolojik aktivite sonucuna gore yaprak kisimlarindan elde edilen ugucu yag en

yiiksek antimikrobiyal aktiviteyi gostermistir (Eftekhar vd. 2005).

Yousefzadi ve arkadaslar1 tarafindan ayni sekilde iran’da yetisen D. damavandica
tiirlinlin yaprak ve kok kisimlarinin metanol, hekzan, etilasetat ve su gibi farkli ¢oziicii
izolatlar1 lizerine antibakteriyel ve antifungal aktiviteleri arastirlmistir. Gergeklestirilen
caligmada kok ve yaprak izolatlar1 hem antibakteriyel hem antifungal aktivite gosterirken,

su izolatlar1 antifungal aktivite sergilemedigi goriilmiistiir (Yousefzadi vd. 2011).

Sardari ve arkadaslari Iran’da yetisen yerli D. damavandica tiiriiniin toprak {istii
kisimlarindan angelisin, libanorin, psoralen ve aurapten olmak iizere 4 kumarin tiirevi
bilesigi (Sekil 2.2) biyolojik aktivite yonlendirmeli izolasyon ¢alismasi neticesinde izole

ederek bu bilesiklerin antifungal aktivitelerini arastirmislardir.

A
o 0 Yo
e @) @]
o
Angelisin Libanorin Psoralen Aurapten

Sekil 2.2. D. damavandica tiiriiniin izole edilen kumarin tiirevi bilesikler (Yousefzadi vd. 2011)

Test edilen bu dort kumarin tiirevi bilesik icerisinde angelsin bilesigi en yiiksek

antifungal aktivite gdstermistir (Sardari vd. 2000).



3. MATERYAL VE YONTEM

Bu c¢alismada, bitki oOrneklerinin ekstraksiyonu, test numunelerinin hazirlanmasi,
fraksiyonlandirma islemleri ve antioksidan aktivite testleri Bingdl Universitesi Kimya
Boliimii Organik Kimya Arastirma Laboratuvarinda yapildi. Izolatlarin kantitatif
sekonder metabolit analizleri ise Cankir1 Karatekin Universitesi Merkezi Arastirma

Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Reaktifler

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler sunlardir:

Sigma Aldrich; 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), Gallik asit, Kersetin, Biitillenmis
hidroksi toluen (BHT), Troloks, destile su, Ferrozin (3—(2—piridil) 5,6-bis(4—fenil-
stilffonik asit) 1,2,4— triazin), 2,2 Azino-bis(3-etilbenzenothiazoline 6- siilfonikasit
(ABTS), Potasyum persiilfat (K;S;0g), Demir (II) kloriir (FeCly), potasyumferrisiyaniir
[K3Fe(CN)g], Etanol (C,HsOH), Metanol (CH3OH), Demir (IIT) kloriir (FeCls), Etilen
DiaminTetra Asetik Asit (EDTA). Merck; Trikloroasetik asit (TCA), Hidrojen peroksit
(H20), fosforik asit (HsPO,), Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR), aliimiyum kloriir (AlICl3 ),
Sodyum hidroksit (NaOH), sodyum nitrit (NaNO;), sodyum karbonat (Na,COs3),
disodyum hidrojen fosfat (Na,HPO,), Biitilhidroksianisol (BHT).



3.2. Kullanilan Alet ve Cihazlar

BC-NMR

'H-NMR

Buzdolab1

Dairesel sallayici
Degisik cam malzemeler
Derin dondurucu
Desikator

Dispenser

Doner buharlastirici
Erime Noktasi

Etiv

FT/IR

GC-MS

Hassas terazi

Hazir ITK plakalar
HPLC-TOF/MS

Isitmal1 su banyosu
Inkubator CO, Water-jacketed
Laboratuvar tipi 0giitiicti
Manyetik karistiric
Mikrobiyolojik emniyet kabini
Otomatik pipetler

pH metre

Saf su cihazi
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: Agilent 125 MHz Spektrometre
: Agilent 600 MHz Spektrometre
: 4°C, Argelik

: Gerhardt

: Farkli markalarda

. -86°C, Hettich/ Nuaire

: Bitki oziitleme islemi igin
: Isopenser

D IKA

: Elektrotermal 9100

: Memmert100-80

: Perkin-Elmer

: Agillent

: Precisa/Denver

- Silica gel 60 Fys4

: Perkin-Elmer

: Wise Clean

: Nuaire US Autoflow

: 400W

D IKA

: Bilser

: Rainin

: Hanna

: GFL 2004



Santrifiij

Steril kabin

Ultrasonik banyo

UV lambasi

UV-VIS Spektroskopisi
Vakum pompasi

Vorteks

: Hettich Universal 320

: Esco class Il type A2

: Wise Clean WUC-DO06H
: Camag

: Shimadzu/Jasco V650

: KNF 810 model

. IKA MS3 Basic
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3.3. Kullanilan Kimyasal Cozeltilerin Hazirlanmasi
Toplam Fenol Icerigi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

%20’lik sodyum karbonat ¢ozeltisi: 0,5 g Na,CO3 bir miktar destile suda ¢oziiliip toplam
hacim destile suyla 25 mL’ye tamamlandi1. Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR): ticari olarak

satin alindig1 sekilde kullanildi.

Toplam Flavanoit i¢cerigi Tayini Ile Ilgili Cézeltiler

%S35’lik sodyum nitrit ¢ozeltisi: 0,5 g NaNO; destile suda ¢oziildii ve toplam hacim destile
suyla 10 mL’ye tamamlandi. %10’luk alimiyum klorit ¢ozeltisi: 1 g AICl3 bir miktar
destile suda ¢6ziildii ve hacim destile suyla 10 mL’ye tamamlandi. Standart kersetin
cozeltisi: 5 mg kersetin 5 mL metanolde ¢oziildii. 2 g NaOH destile suda ¢oziildii ve
toplam hacim destile suyla 50 mL’ye tamamlandi.

DPPH Serbest Radikalleri Giderme Aktivitesi Tayini Ile Tlgili Cozeltiler

0,1 mM’lik DPPH ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH ile 100 mL etanol veya metanol
icinde karigtirilarak tamamen ¢oziildii ve daha sonra aliiminyum folyo ile sarilmig tiipte

450 rpm’de manyetik karistiriciya konulur ve bir saat karigmasi beklenir.
Ferroz iyonlar1 (Fe*?) Selatlama AKktivitesi Tayini ile flgili Cozeltiler

FeCl, (2 mM) c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 0,02 g FeCl,.4H,O alinarak 50 mL suda
tamamen c¢oziiliinceye kadar vortekslendi. Ferrozin (5 mM) ¢ozeltisinin hazirlanmast:

0,0615 g ferrozin 25 mL suda tamamen ¢6ziiliinceye kadar vortekslendi.

Toplam Indirgeme Kuvveti Tayini Ile Ilgili Cozeltiler

%1°lik potasyum ferrisiyaniir [K3Fe(CN)g] ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 1 g [KsFe(CN)g]
100 mL destile suda ¢oziinene kadar kuvvetli bir sekilde karistirildi. 0,2 M’lik fosfat
tamponunun hazirlanmast (pH: 6,6): 7,2 g NaH,PO, destile suda ¢oziliip pH metre
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kullanilarak pH’s1 6,6’ya fosforik asit ile ayarlandi ve toplam hacim destile suyla 200
mL’ye tamamlandi. %10’luk triklorasetik asit (TCA) ¢0zeltisinin hazirlanmasi: 10 g TCA
destile suda ¢oziiliip toplam hacmi 100 mL’ye destile suyla tamamlandi. %0,1°lik demir
kloriir (FeCl3) ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 165 mg FeCl3.6H,0O destile suda ¢oziildi ve
toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi Tayini Ile Tlgili Cozeltiler

Fosfat Tamponu: 0,1 M Na,HPO, (disodyum hidrojen fosfat) ¢ozeltisi hazirlanarak
toplam pH 7,4’¢ ayarlandi. 2 mM ABTS 100 ml hazirland1 (Coziicii olarak fosfat
tamponu kullanildi). 2,45 mM potasyum persiilfat 100 mL hazirlandi. (Coziicii olarak
fosfat tamponu kullanildi).

3.4. Bitkisel Materyal

Dogu Anadolu boélgesinde Bingol ili Sam Dagi ve gevresinde yetisen D. bingolensis
taksonu farkli yiiksekliklerde dogal habitatlarindan 2015 yili temmuz ay1 boyunca belli
araliklarla arazi ¢alismalari neticesinde toplanmistir. Araziden toplanan taksonun tiir
teshisinin yapilmasi igin herbaryum numuneleri hazirlandi. Bingdl Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Botanik Anabilim dali 6gretim {iyesi Sayin Prof. Dr.
Litfi BEHCET tarafindan herbaryuma kabul edilen taksona, 8115b kodlamasi ile
herbaryum numarasi verildi. Araziden toplanan bitkisel materyal laboratuvara getirilerek
icermis oldugu fitokimyalar1 denatiire etmeyecek kosullarda kurumasi saglandi. Kuruyan
bitkisel materyal labortauvar tipi degirmen kullanilarak tanecik boyutu kiigiiltiilerek

amber renkli cam kavonazlara alindi.

3.5. izolatlarin Hazirlanmasi

D. bingolensis izolatlarinin hazirlanmasi organik ve inorganik ¢oziicii sistemleri
kullanildi. Bitkisel materyal dnce inorganik ¢oziicii olan su ile ekstrakte edilmistir. Daha
sonra kalan posa organik ¢oziicii sistemleri ile ekstrakte edildi. Elde edilen organik ve
inorganik ham kuru ekstreler organik c¢oziiciiler ile artan polarite ile ardisik

fraksiyonlandirma islemine tabi tutuldu.
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3.5.1. Ekstraksiyon Islemi

Ekstraksiyon islemi igin hem organik ¢oziiciiller hemde inorganik ¢oziiciilerle refliiks

yontemine gore esktrakte edildi.

3.5.1.1. inorganik Céziicii Sistemi ile Refliiks

D. bingolensis izolatlarin1 hazirlamak i¢in 5 L kapasiteli balonlar kullanildi. Her bir balon
icerisine kuru bitkisel materyalden ilave edildi ve tizeri destile su ile tamamlandi. Elde
edilen karisim icin reflilks islemine suya madde gecisi bitinceye kadar devam edildi.
Stizme islemi ile ¢oziicli ve posa kisimlari ayrildi. Elde edilen sulu ekstrelerin ihtiva ettigi

su liyofilize edildi ve kuru ekstreler elde edildi.

3.5.1.2. Organik Coziicii Sistemi ile Refliiks

Inorganik ¢oziicii sistemi ile refliiks isleminden kalan bitkisel materyalin posa kismina
organik ¢oziicii sistemi MeOH:DCM sistemi ilave edilerek refliiks islemi yapildi. Refliiks
islemine ¢oziicii sistemine madde gegisi bitinceye kadar devam edildi. Elde edile ¢oziicii
ihtiva eden ekstre sogutulduktan sonra siiziilerek posa kismi ekstre kismindan ayrildi.
Elde edilen ekstrelerin ihtiva etmis oldugu ¢oziicii sistemi algak basing altinda 40°C’de
doéner buharlastirict yardimi ile uzaklastirildi. Kuru ham MeOH:DCM izolati elde edildi
(Sekil 3.1).
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Kurutulmus
D. bingolensis

1 Destile su ile refliiks

@ﬁzme Islemi
A
[ \

Kalan Posa Kismu Ham Su izolat

1 MeOH:DCM ile refliiks

Siizme Islemi

{ \

Ham MeOH:DCM
izolat1

Kalan Posa Kism

Sekil 3.1. D. bingolensis taksonu i¢in uygulanan ekstraksiyon iglem basamakalari

3.5.2. Fraksiyonlandirma Islemi

Organik ve inorganik ¢ozciiler kulanilarak elde edilen kuru ham su izolatt ve kuru
MeOH:DCM izolatlarinin ayr1 beherler igerisinde destile su igerisinde c¢odziinmesi
saglandi. Coziinme islemin ardindan ¢oziicii ihtiva eden izolatlar ayirma hunisine alindi.
Ayirma hunisindeki izolat icerisne en diisiik polariteye sahip hekzan c¢ozciisii ile
hekzanda c¢oziinebilen sekoner metabolitlerin cekilmesi saglandi. Ikinci polarite
sirasindaki diklorometan ¢oziiciisii ile kalan izolata ayni islemler uygulandi. Geriye kalan
izolat bir iist polaritedeki organik c¢oziicli olan etilasetat ile ekstrakte edilerek etilasetat

fazina gecen sekonder metabolitler toplandi. Son olarak geride kalan izolata butanol ilave
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ederek en polar sekonder metabolitleri gekme islemi gergeklestirildi. Her bir ekstraksiyon
isleminde sekonder metabolitlerin inorganik fazdan organik faza geg¢me islemi son
buluncaya kadar tekrarlandi. Elde edilen izolatlarin her birisi kendi polarite sinifina gore
gruplandirilarak  birlestirildi. Izolatlar igerisindeki ¢oziiciiler doner buharlastirict
kullanilarak 40°C’yi ge¢meyen sicaklikta ¢oziiciileri uzaklastirildi. Ham su izolat1 ve
fraksiyonlandirma igleminde kullanilan hekzan, diklormetan, etilasetat ve butanol ¢oziicii
sistemleri ile elde edilen kuru izolatlara sirasi ile H,O-Hex, H,O-DCM, H,O- EtOAc ve
H,0-But kodlamalar1 yapildi. Ayni sekilde ham MeOH:DCM izolatinin hekzan,
diklorometan, etilasetat, butanol ve su ¢oziiciileri ile fraksiyonlandirilmasi sonucu elde
edilen izolatlara MeOH:DCM-Hex, MeOH:DCM-DCM, MeOH:DCM-EtOAc ve
MeOH:DCM-But kodlamalar1 yapildi.

3.5.3. Kantitatif Sekonder Metabolit Analizi Deneyeleri

3.5.3.1. Toplam Fenol iceriginin Belirlenmesi

Ekstraktlarda bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 FCR ile belirlendi (Singleton vd.
1999). Caligmada standart olarak gallik asit kullanild. Istenilen konsantrasyonlarda kuru
izolat ekstreleri alind1 alinan bu konsantrasyonlarin iizerine sirasiyla 500 uLL FCR konulur
(sivi halde cam sisede). 3 dk sonra 1,5 mL Na,CO; (sodyum karbonat) konularak
vortekslendi. Testler ti¢ tekrarli yiiriitiildii. 2 saat karanlik ortamda bekletildikten sonra
760 nm’de okundu. Standart grafik denkleminden pg/mL gallik asit ekivalenti olarak
hesaplandi.

3.5.3.2. Toplam Flavonoit I¢eriginin Belirlenmesi

Kuru izolat ekstraklarinda bulunan toplam flavonoit miktar1 Park ve arkadaglarimin
yapmis oldugu metoda gore belirlendi (Park vd. 1997). Calismada standart olarak kersetin
kullanildi. Standart egri ¢izmek igin; 20-120 pg/mL konsantrasyon araliklarinda kersetin
¢Ozeltileri hazirlandi. Standart antioksidan maddelerin ve kuru izolatlarin hazirlanan
cozeltilerinden istenilen konsantrasyonlarda alindi ve iizeri destile su ile 1 mL’ye
tamamlandi. Uzerine 300 puL %5°lik sodyum nitrit ¢dzeltisi eklenerek vortekslendi ve 6

dk bekletildi. Daha sonra 300 pL %10’luk alimiyum Kklorit ¢6zeltisi eklendi ve
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vortekslendi 6 dk bekletildi son olarak 2 mL hazirlanmis sodyum hidroksit konuldu.
Karisima 240 pL destile su ilave edilip iyice karigtirildi ve karigim 510 nm’de UV’de
olgiildi (Sekil 3.2). Testler ti¢ tekrarl yiiriittildii. Toplam flavonoit miktari standart grafik

denkleminden pg/mL kersetin ekivalent olarak hesaplandi.

Sekil 3.2. Toplam fenol ve flavonoit madde analizi i¢in kullanilan UV-VIS spektrometre

3.5.3.3. Lipofilik Bilesenlerin Belirlenmesi

Hekzan ve diklormetan izolatlar1 icerisindeki lipofilik bilesenlerin analizi i¢in izolatlara
esterlestirme islemi uygulandi. Esterifikasyon islemi ig¢in metanol igerisinde 1 M’lik
KOH ¢ozeltisi hazirlandi. Deney tiiplerine her bir izolattan 50 mg alindi ve 5 mL hekzan
igerisinde ¢Ozildii. Olusan ¢ozelti lizerine hazirlanan alkali ¢6zeltiden 3 mL alinarak
vortekslendi. Siddetli karistirma islemi sonrasinda iist fazlar alinarak 0,45 pm gozenekli

filtreden stiziilerek viallere alinda.

Lipofilik bilesenlerin GC-MS spektrometresi ile analizi i¢in Agilent 5975 C MSD-7890-
GC marka cihaz kullanild1 (Sekil 3.3). Kolon olarak HP-5MS %5 PMS (Phenyl Methyl
Silican) 30mx250umx0,25um ebatlarinda kolon kullanildi. Tasiyict gaz olarak helyum
gazi kullanildi. Numunelerin enjeksiyon hacmi 1uL; split oran1 25:1; sicaklik 250 °C;
FID dedektor voltaji 1.176471kV ve analiz siiresi 61 dakika olarak ayarlandi. Sicaklik
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programi ise 0. dakikada baslangi¢ sicakligi 120°C’de ayarlanarak bu sicakliklta 4 dk
sabit tutuldu. 27 dakika boyunca dakikada 3°C’lik artis ile 200°C’ye getirildi. 10 dakika
boyunca 200°C’de sabit tutuldu. 5 dakika boyunca dakikada 15°C’lik sicaklik artis1 ile
sicaklik 280°C’ye getirildi. Son olarak 15 dakika boyunca bu sicaklikta sabit tutularak

program sonlandirildu.

Sekil 3.3. Lipofilik bilesenlerin kantitatif analizi i¢in kullanilan GC-MS spektrometresi

3.5.3.4. Polar Bilesenlerin Belirlenmesi

Numunelerin ihtiva etmis oldugu polar bilesenlerin kantitatif analizi Agilent HPLC-
TOF/MS 6210 serisi spektrometre kullanilarak gergeklestirildi (Sekil 3.4). Kolon olarak
ZORBAX SB-C18 (4,6mmx250mmx5um) o6zelliklerinde kolon kullanildi. Molekiiler
iyon dedeksiyonlart ise TOF/MS dedektorii ile yapildi. Numunelerin enjeksiyon hacmi 5
uL; kromatografik ayirim igin hareketeli faz olarak %1°lik formik asit (A) ve asetonitril
(B) kullanildi. Gradient programi i¢in hareketli fazin kolondan akis hiz1 dakikada 0,6 mL
olacak sekilde ayarlandi. Hareketli fazlar igin gredient programi ise 0-1 dak 90:10; A: B;
1-20 dak 50:50; A: B; 20-23 dak 20:80; A: B; 23-30 dak 90:10; A: B olarak ayarlandi.
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Sekil 3.4. Hidrofilik bilesenlerin kantitatif analizinde kullanilan HPLC-TOF/MS spektrometresi
3.5.4. Antioksidan Aktivite Testleri
3.5.4.1. DPPH Serbest Radikalleri Giderme Aktivitesi Tayini

DPPH serbest radikal giderme Blois metoduna (Blois 1958) gore yapildi. Kuru izolat
konsantrasyonlar1 5-240 pg/uL arasinda alindi tizerine destile su ile 1 mL olacak sekilde
tamamlandi. Hazirlanan 1 mL’lik ¢6zelti tizerine DPPH ¢ozeltisinden 1 mL eklendi ve
cozelti 2 mL’ye tamamlandi. Kontrol gruplar1 hazirlanirken de 3 adet kontrol i¢in tiip
hazirland: her tiipe 1 mL etanol ve 1 mL DPPH c¢ozeltisi eklendi ve vortekslendi 30 dk
karanlik ortamda bekletildi ve daha sonra 517 nm dalga boyu araliginda 6l¢ildii.

DPPH radikal giderme aktivitesi asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi:
Axontrol: Kontroliin absorbans degeri

Anumune: Ornek veya standardin absorbans degeri
3.5.4.2. Ferroz iyonlar1 (Fe*?) selatlama aktivitesi tayini

Bitki izolatlar1 ve standart antioksidan maddelerin metal selatama aktivitesi Dinis ve
arkadaglarinin belirledikleri metoda goére yapildi (Dinis vd. 1994). Kuru izolat
konsantrasyonlar1 56,8-454,4 ug/ul arasinda alinarak iizerine destile su ile 2 mL ye

tamamland1. Uzerine 2,4 mL destile su daha ilave ederek seyreltildi. 200 uL FeCl,
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eklenerek vortekslenerek 30 dk oda sicakliginda bekletildi. En son olarak 400 pL ferrozin
eklenip iyice karstirildi 10 dk daha oda sicakliginda bekletildikten sonra karigimin
absorbansi kore karsi 562 nm’de Olciildii. Standart antioksidan madde olarak EDTA
kullanildi. Testler ti¢ tekrarl yiriitiildi. Numunelerin konsantrasyon artisina karsi, bitki
izolatlarmin ya da standart antioksidan maddenin metal selatlama aktivitesinin

yiiksekligini gosterir.

Metal-Selat aktivitesi asagidaki formiille hesaplandi:
% Aktivite: [(Axontro—Anumune ) / Akontrol] X 100
Axkontrol: 362 nm’de kontroliin absorbansi

Anumune: 562 nm’de ekstraktin ya da standardin absorbansi

3.5.4.3. Toplam Indirgeme Kuvveti Tayini

Toplam indirgeme kuvveti tayini Oyaizu metoduna gore yapildi (Oyaizu 1986). Kuru
izolatin kosantrasyonlari 10-240 pg/ul arasinda alindi tizerini destile su ile 1 mL’ye
tamamlandi sirasiyla tiiplere 2,5 mL fosfat tamponu, 2,5 mL potasyumhegzasiyanoferrat
(IIT) ¢ozeltisi eklendi 20 dk 50°C de etiivde bekletildi. Ardindan tiiplere TCA ¢ozeltisi
eklenerek karisim vortekslendi. Cozeltinin st fazindan 2.5 mL alindi ve bos tiiplere
aktarildi sirasiyla tizerine 2,5 mL destile su ve 0.5 mL FeCl; ¢ozeltisi ilave edildikten
sonra 10 dk bekletildi. Kor i¢in destile su kullanilip UV cihazinda 700 nm dalga boyu
araliginda okundu. Kontrol gruplarinda kuru izolat yerine destile su kullanildi. Standart

antioksidan madde olarak BHA kullanildi. Testler ti¢ tekrarlt yiiriitiildii.

3.5.4.4. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesi

ABTS giderme aktivitesi Re ve arkadaslarmin (Re vd. 1999) yaptigi calismaya gore
belirlendi. 1 mL destile suda 7,4 mM ABTS céziildii. Uzerine K,S,0g den 1 mL ilave
edilerek karistirildi. Hazirlanan ¢ozelti aliiminyum folyo ile sarilmis sisede 12-18 saat
boyunca birbirine karistirilarak karanlik ortamda bekletildi. Karigim absorbansi 1200
olacak sekilde fosfat tamponu ile seyreltildi. Kuru izolatlar 10-240 pg/uL arasinda
alinarak iizerine destile su ile 1 mL’ye tamamland1 (Or: 10 pL madde 990 pL fosfat
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tamponu olacak sekilde). Kor olarak fosfat tamponu kullanildi ve maddelerin tizeri fosfat
tamponu ile tamamlandi. 734 nm dalga boyunda Slgtimler yapildi. Standart antioksidan

madde olarak troloks kullanildi. Testler iki tekrarli yiirtitiildi.

ABTS radikal giderme aktivitesi (%) asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi:
Axontrol: Kontroliin absorbans degeri

Anumune: Ornek ve standardin absorbans degeri



4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon ve Frasiyonlandirma Verimi Bulgular:

D. bingolensis torak istii kismimin 2,362 kg’lik kisminin organik ve inorganik ¢dziicii
sistemleri ile ekstraksiyon ve fraksiyonlandirma islemine tabi tutulmasi islemlerinde
kullanilan ¢oziici miktarlari, elde edilen izolat miktarlar1 ve bu izolatlara iliskin verim
bulgular tabloda verilmistir. Toprak {istli kisminin su ile refliiks islemi neticesinde 85,01
g kuru su izolat1 elde edilmistir. Kalan posa kisminin MeOH:DCM sistemi ile refliiks
edilmesi neticesinde 54,19 g kuru MeOH:DCM izolati elde edildi tablo 4.1°de goriildiigii

gibi, toplamda %5,89 ekstraksiyon verimi ile 139,2 g kuru organik ve inorganik izolat

elde edildi.

Ekstraksiyon verimi asagidaki formiille hesaplandi.

% Ekstraksiyon verimi

Tablo 4.1. D. bingolensisin toprak tstii kisminin ekstraksiyon, fraksiyonlandirma isleminde kullanilan

Elde Edilen Ham Ekstrakt(g)

X 100=

Kullanilan Bitki Ornegi

¢ozilicl miktarlari, izolat miktarlar ve eksraksiyon verimleri

Numuneler Coziicii miktarlan Kuru izolat | Ekstraksiyon
miktarlari (g) | verimi (%)

H,0-Hex Hekzan (12 L) 6,67 7,84
H,O-DCM Diklormetan (13,8L) | 5,82 6,84
H,O-EtOACc Etil asetat (17,6 L) 9,42 11,08
H,O-But Biitanol (21,5 L) 63,10 74,22
MeOH:DCM-Hex Hekzan (14,5 L) 13,40 24,72
MeOH:DCM-DCM Diklormetan (18,6 L) | 15,37 28,36
MeOH:DCM-EtOAc Etil asetat (4,5 L) 0,79 1,457
MeOH:DCM-But Biitanol (12,7 L) 10,42 19,22
MeOH:DCM-H,0 Su 14,21 26,22
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4.2. Toplam Fenol ve Flavonoit Madde Miktarina iliskin Bulgular

Numuneler igerisindeki toplam fenolik madde tayini i¢in fenolik madde olan gallik asit
standardi ile kalibrasyon grafigi olusturuldu. Numunelerin igermis oldugu toplam fenolik
madde miktar1 miligram kuru izolat (mgKl) igerisinde bulunan mikrogram gallik asit
ekivalent (ugGAE) olarak (ugGAE/mgKli) verilmistir (Sekil 4.1). Gallik asit ekivalenti
grafiginden elde edilen dogru denklemi (Absorbans(760nm):0,OOlZ(ugGAE/mgKI)-
0,0114) kullanilarak numuneler icerisindeki toplam fenol miktar1 kantitatif olarak analiz

edildi.

0,3
y=0,0012x-0,0114
z 0,25 R? = 0,9946
=
2 0,2
c
z 0,15
=
<
5 0.1
2
< 0,05
0
0 50 100 150 200 250
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 4.1. Toplam fenolik miktarinin tayini i¢in kullanilan gallik asit ekivalent grafigi

Numuneler igerisindeki toplam flavonoit madde miktar1 analizi i¢in flavonoit standarti
olan kersetin kullanildi. Her bir numunenin igermis oldugu toplam flavonoit madde
miktar1 miligram kuru izolat (mgKli) icerisinde bulunan mikrogram kersetin es degeri
(ugKE) olarak (ugKE/mgK1i) verilmistir. Numuneler igerisindeki toplam flavonoit madde
miktarinin  analizi i¢in kalibrasyon grafiginden elde edilen dogru denklemi

(Absorbanssionmy=0,0012(ugKE/mgK1)+0,0171) kullamldi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Toplam flavonoit miktari tayini i¢in kersetinin kalibraysyon grafigi
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D. bingolensis izolatlarinin igermis oldugu toplam fenolik ve flavonoit madde miktar

tablo 4.2 de verilmistir. Organik ve inorganik izolatlarin polarite sirasina gore organik

coziiciiler ile fraksiyonlandirarak elde edilen izolatlarin toplam fenolik madde miktarinin

H,O-DCM (665,83+47,62 ugGAE/mgKi) ve MeOH:DCM-EtOAc (724,65+43,64

ugGAE/mgKl) izolatlarina gegtigi, H,O-Hex izolatina ise fenolik madde gegmedigi tespit

edildi.

Tablo 4.2. Numunelerin igermis oldugu toplam fenol ve flavonoit madde miktarlari

Toplam fenol icerigi Toplam flavonoit icerigi
(ngGAE/mgKi) (ugKE/mgKi)
H,0-Hex - 53,75+6,25
H,0-DCM 665,83+47,62 137,08+2,08
H,O-EtOAcC 385,284+20,78 101,67+0,00
H,O-But 382,50+18,00 49,58+2,08
MeOH:DCM-Hex 443,40+12,99

106,94+6,94

MeOH:DCM-DCM 327,31+13,09

MeOH:DCM-EtOAcC 724,65+43,64 127,08+5,21
MeOH:DCM-But 436,46+30,66 80,20+5,20
MeOH:DCM-H,0 110,07+4,91 64,58+0,00
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Izolatlar icerisinde toplam flavonoit madde icergi agisindan en zengin izolatin H,O-DCM
izolat1 (137,08+2,08 ugKE/mgKI) iken, MeOH:DCM-Hex izolatinda flavonoit maddenin

gecmedigi analiz edildi.

4.3. Polar Bilesenlerin Kantitaif Analizine Ait Bulgular

D. bingolensis izolatlarinin ihtiva etmis oldugu polar bilesenler HPLC-TOF/MS
spektrometresi ile 26 tane polar bilesen kantitatif olarak analiz edildi. izolatlar
icerisindeki polar bilesen miktar1 miligram kuru izolat (mgKI) igerisinde bulunan
mikrogram polar bilesen (ugPB) olarak analiz edildi. izolatlar igerisinde 6zellikle bir
flavon glikozit olan rutin bileseni genel olarak tiim izolatlarda ana bilesen olarak One
cikti1 goriildii. Izolatlar ihtiva etmis oldugu rutin miktar1 1,231-47.231 ugPB/mgKI
araliginda degistigi goriildii. Rutin bileseni agisindan en zengin izolatin H,O-But izolati
oldugu tespit edildi. Izolatlarm ihtiva etmis oldugu ikinci ana bilsenin ise klorojenik asit
olarak oldugu ortaya c¢ikti. Klorojenik asitin ise izolatlar icerisinde 0,121-12,122
ugPB/mgKIi araliginda oldugu goriildii. Klorojenik asit agisindan en zengin izolat ise ayni
sekilde H,O-But izolatinda oldugu goriildii. Ayni sekilde H,O-But izolatlarinda fumarik
asit (9,443 ugPB/mgKli) en zengin bilesen olarak ortaya ¢ikti. Bu ana bilesenlere ek
olarak 4-hidroksibenzaldehit bileseni 0,681 pgPB/mgKi MeOH:DCM-EtOAC izolatinda,
ellagik asit 0,014 ugPB/mgKi H,O-But izolatinda, apigetrin 0,965 pgPB/mgKI H,0O-But
izolatinda, neohesperidin 0,339 H,O-But izolatinda tespit edildi. Tablo 4.3 incelendigi
zaman morin, gentisik asit, 4-hidroksibenzoik asit, klorejenik asit ve rutin blesenleri tiim
izolatlarda kantitatif olarak analiz edildi. MeOH:DCM-EtOACc izolat1 kafeik asit (2,555
ugPB/mgKl) ve vanilik asiti (3,435 ungPB/mgKli) diger izolatlara gére fazla icerdigi
tespit edildi.



Tablo 4.3. D. bingolensis izolatlarindaki polar bilesenlerin kantitaif dagilimlar1 (ugPB/mgKT)

37

MeO
MeOH | MeOH | MeOH: H:D

Polar H,0O- H,O- H,O- :DCM- | :DCM- | DCM- CM-

Bilesenler RT DCM EtOAc | But DCM EtOAc | But H,O
1 | Gallik asit 2,40 0,019
2 | Fumarik asit 3,26 0,438 0,285 9,443 0,225 0,316 8,144
3 | Gentisik asit 4,55 0,455 0,737 1,209 0,142 17,917 | 1,336 0,168
4 | Klorojenik asit | 5,49 2,431 4,926 10,666 | 0,121 7,592 12,122 6,982
5 | 4-

hidroksibenzoi

k asit 7,02 0,410 2,315 2,181 0,034 13,716 | 0,579 0,067
6 | Prokatesik asit | 7,15 0,339 0,330 0,373 0,330 0,329
7 | Kafeik asit 7,66 0,064 0,237 0,904 2,555 0,061
8 | Vanillik asit 7,88 0,156 0,300 0,358 3,435 0,243 0,154
9 | Siyringik asit 8,08 0,366 0,394 0,490 0,360 0,362
10 | Rutin 9,25 17,878 | 12,372 | 47,231 | 1,231 16,583 | 35,074 8,568
11 | 4-

hidroksibenzal

dehit 9,38 - 0,681
12 | Polidatin 9,65 0,082 1,487
13 | Ellagik asit 9,70 0,014
14 | Scutellarin 9,75 0,634 0,261
15 | Kersetin-3-g-

D-glukozit 9,76 0,699 0,582 0,248
16 | Naringin 10,50 | 0,022 0,021 0,075 0,098 0,107 0,005
17 | Diosmin 10,60 | 0,786 0,713 0,866 0,847 0,958 0,666
18 | Hesperidin 10,74 0,004 0,578 0,047 0,360
19 | Apigetrin 10,87 0,965
20 | Neohesperidin | 11,04 0,339
21 | Morin 12,97 | 0,283 0,319 0,274 0,237 1,279 0,316 0,238
22 | Salisilik asit 13,10 0,316
23 | Kersetin 13,97 0,792
24 | Sinnamik asit 15,10 | 0,183 0,192 0,177 0,224
25 | Kaempferol 15,92 0,124
26 | Galangin 20,30 | 0,020 1,069 0,314

D. bingolensis’in su ve MeOH:DCM ham izolatlarindan fraksiyonlandirma neticesinde

elde edilen alt fraksiyonlara ait HPLC-TOF/MS (yiiksek performansli sivi kromatografi-

ugus zamanli kiitle spektrometresi) kromatogramlari Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.3. D. bingolensisin su izolatindan elde edilen alt fraksiyonlarin HPLC-TOF/MS kromatogramlari
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Sekil 4.4. D. bingolensisin MeOH:DCM izolatindan elde edilen alt fraksiyonlarin HPLC-TOF/MS

kromatogaramlari
4.4, Apolar Bilesenlere ilisikin Bulgular

D. bingolensis’in organik ve inorganik ham izolatlarindan fraksiyonlandirilan apolar
izolatlar igerisindeki 50 apolar bilesenin kantitatatif analizi GC-MS (Gaz Kromatografisi-
Kiitle Spektrometresi) spektrometresi ile yapildi (Tablo 4.4). H,O-Hex, H,O-DCM,
MeOH:DCM-Hex ve MeOH:DCM-DCM alt fraksiyonlarinin ana bilesenleri palmitik asit
(%16,63-37,83), linoleik asit (%11,04-16,95), linolenik asit (%18,45-22,11), miristisin
(%3,75-86,31) ve nonakosan (%4,65-20,64) bilesenleri tespit edildi. Bu ana bilesenlere
ek olarak miristik asit (%1,11) MeOH:DCM-Hex izolatinda, behenik asit (%1,33), serotik
asit (%2,78), montanik asit (%2,96) MeOH:DCM-DCM izolatinda, oleik asit ise (%7,17)
H,0-DCM izolatinda tespit edilmistir.

Tablo 4.4. D. bingolensis’in apolar bilesenlerinin kantitatif analizi

Miktar (%)
No |RT izomer Bilesik Adi H,O- H,O- |MeOH:D | MeOH:DC
Hex DCM CM-Hex | M-DCM
Doymus Yag Asitleri
1 ]19,79 C1:0 Laurik asit 0,16 0,32 0,22
2 122,80 Cus0 Miristik asit 0,47 1,11 0,88
3 124,80 Cis:0 Pentadeklik asit 0,40 0,24
4 27,63 Ci:0 Palmitik asit 0,45 37,83 16,63 17,74
5 30,78 C47:0 Margarik asit 0,48 0,28 0,26
6 [32,50 Ci5:0 Stearik asit 1,92 1,36 1,8
7 134,76 Cy0 Arasidik asit 0,40 0,54
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35,92 C,:0 Henerokosanoik asit 0,16 0,19
37,20 Cx»:0 Behenik asit 0,47 0,47 1,29
10 | 38,68 Cy3:0 Trikosilik asit 0,25 0,24 0,26
11 (40,45 Cx:0 Lignoserik asit 0,60 0,44 1,33
12 (42,62 Cy5:0 Pentakosilik asit 0,23
13 (45,32 Cy:0 Serotik asit 0,52 2,78
14 52,94 C:0 Montanik asit 0,59 2,96
15 |64,98 C30:0 Melissik asit 0,53
Ara Toplam 0,45 44,08 21,79 30,47
Tekli Doymamis Yag Asitleri
16 | 26,76 Palmitoleikasit 0,95
17 |32,18 Cigil Oleik asit 0,18 7,17
Ara Toplam 0,18 8,13
Coklu Doymamus Yag Asitleri
18 (32,11 Cig:2 Linoleik asit 0,15 13,11 16,95 11,04
19 (32,29 Cig:3 Linolenik asit 22,11 18,45
20 (32,82 | Cpi2 ;'S}E'Oktadekad'eno'k 0,19 1,83
. 7,10,13-
21 132,92 C16:3 Hekzadekatrienoik asit 0,20 3,74
Ara Toplam 0,15 13,11 39,45 35,06
Diger Bilesenler
22 118,43 Karyofillen 1,06 0,67
23 | 18,58 a-Bergamoten 0,45 0,29
24 119,50 f-Selinen 0,17 0,12
25 19,62 a-Selinen 0,32 0,2
26 | 20,17 Miristisin 86,31 25,84 19,3 3,75
27 120,31 Elemisin 1,36 0,35
28 120,59 Diepisedren-1-oksit 0,21 0,14
29 120,90 Spathulenol 0,36 0,24 0,28 0,15
30 21,02 Karyofillen oksit 0,22 0,17 0,72 0,34
31 |22,32 Apiolin 0,57
32 23,12 Leden oksit 0,11 0,16
Trisiklo[5.2.2.0(1,6)]unde
33 |24/41 kan-3-ol, 2-metilen-6,8,8- 0,17
trimetil
3,7,11,15-Tetrametil-2-
34 12513 hekzadeken-1-ol 1,54 0.87
35 [25,29 Hekzahidrofarnesil aseton 0,35 0,18
7,10,13-
36 |26,80 Hekzadekatrienoikasit, 4,87
metil ester
37 27,31 Metil palmitelaidat 0,29
1,3,12-Nonadekatrien-
38 32,35 5.14-diol 0,36
39 |32,38 Fitol 2,78 2,67
Butil 9,12-
40 13510 oktadekadienoat 0,42
Butil 9,12,15-
41 13519 oktadekatrienoat 0.47
42 136,76 Heptakosan 0,28 0,55
43 | 36,77 Pentakosan 0,13
44 |39,82 Oktakosan 0,43 0,38 0,39 0,82
45 42,79 Etanol, 2-(9- 0,50
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Sekil 4.5. D. bingolensisin apolar izolatlarin GC-MS kromatogramlari

4.5. Antioksidan Aktivite Testlerine iliskin Bulgular

4.5.1. DPPH Radikali Giderme Aktivitesine iliskin Bulgular

D. bingolensis izolatlarmin DPPH radikali giderme aktviteleri 40, 80, 160 ve 200
pg/mL’lik konsantrasyonlarda referans antioksidan BHA ile kiyaslandi. Izolatlar artan
konsantrasyonlarda kaydadeger DPPH radikali giderme aktivitesi gosterdi. Izolatlar en
diisiik konsantrasyon olan 40 pg/mL’lik konsantrasyonda H,O-DCM %68,53+3,63
aktivite yiizdesi ile en yiiksek DPPH radikali giderme aktivitesini gosterdi. Bu aktivite
degeri ayni konsantrasyonda 79,80+1.25 bir aktivite gosteren BHA ile kiyaslandiginda
H,O-DM izolatinin Onemli oranda DPPH radikali giderme aktivitesi gosterdigi
soyelenebilir. Ayni konsantrayonda en diisiik aktivite ise %13,58+2,95 aktivite degeri ile
MeOH:DCM-DCM izolat1 gosterdi. H,O-Hex ve MeOH:DCM-Hex izolatlar1 ise DPPH

radikali giderme aktivitesi gostermedi.
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40 pg/mL 80 pg/mL 160 pg/mL 200 pg/mL
H,O-Hex 0 0 0 0
H,O-But 42,85+3,90 78,71+0,51 83,53+0,74 84,27+1,18
H,O-DCM 68,53+3,63 81,05+1,79 80,17+0,77 81,56+0,69
H,O-EtOAc 44,84+1,64 82,18+2,08 85,93+0,44 85,80+0,60
MeOH:DCM-Hex 0 0 0 0
MeOH:DCM-
DCM 13,58+2,95 25,04+4,58 31,34+2,92 45,59+3,99
MeOH:DCM-
EtOAC 63,31+£5,17 78,84+2,22 77,89+1,27 80,31+4,05
MeOH:DCM-But 50,30+2,21 70,34+3,69 71,78+3,83 77,86+3,90
MeOH:DCM-
H,O 37,78+0,91 71,1742,12 74,30+0,61 78,08+3,16
79,80+1.25 81,26+0,74 82,94+2 05 81,25+0,74
BHA

4.5.2. Toplam Indirgeme Kuvveti Tayinine Iliskin Bulgular

Izolatlarin ferrik iyonlarini indirgeme potansiyelleri 10, 20, 40, 80, 120 ve 240 pg/mL’lik
konsantrasyonlarda test edildi. Ferrik iyonlarmin indirgenme kabiliyetleri 700 nm’de
artan konsantrasyonla absorbans degerindeki artig ferrik iyonlarinin indirgendiginin
gostergesi olarak kabul edilmektedir. Izolatlar konsantrasyon artisina bagh olarak ferrik
iyonlarin1 indirgeme kabiliyeti sergiledi. Genel olarak H,O-DCM, H,O-EtOAc ve
MeOH:DCM-EtOAC izolatlar1 6nemli oranda ferrik iyonlarni indirgemislerdir. En zayif

indirgenme kabiliyetlerini ise H,O-Hex ve MeOH:DCM-Hex izolatlar sergilemislerdir.

Tablo 4.6. Numunelerin farkh konsantrasyondaki ferrik iyonlarini (Fe®") indirgeme giicii aktivitesi

10 pg/mL 20 pg/mL 40 pg/mL | 80 pg/mL | 120 pg/mL | 240 pg/mL
H,O-Hex 0,204+0,003 | 0,207+0,005 |0,209+0,000 | 0,211+0,001 | 0,220+0,001 | 0,239+0,001
H,O0-DCM 0,213+0,001 | 0,230+0,000 |0,262+0,001 | 0,267+0,004 | 0,328+0,008 | 0,456+0,008
H,O-EtOAc |0,209+0,002 | 0,221+0,002 |0,236+0,007 | 0,272+0,006 | 0,303+0,005 | 0,406+0,005
H,O-But 0,215+0,002 | 0,224+0,010 |0,228+0,004 | 0,269+0,005 | 0,286+0,001 | 0,377+0,001
MeOH:DCM-
Hex 0,174+0,007 | 0,171+0,004 |0,177+0,001 | 0,189+0,002 | 0,201+0,001 | 0,213+0,001
MeOH:DCM-
DCM 0,166+0,001 | 0,174+0,006 |0,186+0,007 | 0,207+0,005 | 0,222+0,002 | 0,274+0,002
MeOH:DCM-
EtOAc 0,204+0,004| 0,217+£0,001 ]0,217+0,002 | 0,283+0,005 | 0,336+0,004 | 0,498+0,004
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MeOH:DCM-
But 0,197+0,002 | 0,198+0,008 |0,206+0,005 | 0,245+0,004 | 0,271+0,002 | 0,378+0,002
MeOH:DCM-
H,O 0,176+0,003 | 0,183+0,002 |0,183+0,001 |0,214+0,001 | 0,237+0,005 | 0,300-+0,005
BHA 0,248+0,002 | 0,341+0,003 |0,324+0,006 |0,633+0,011 | 0,853+0,012 | 1,329+0,022

4.5.3. Ferroz iyonlar: (Fe*?) Selatlama AKktivitesi Tayinine iliskin Bulgular

Numunelerin ferr6z iyonlarini selatlama kabiliyetleri 170,4, 227,2, 340,9 ve 454,4 ng/mL
konsantrasyonlarda test edildi. Numunelerin ferrdz iyonlari selatlama kabiliyetleri 454,4
png/mL’lik konsantrasyonda %30,12+0,83-53,12+1,81 araliginda selatlama aktivitesi
gostermiglerdir (Tablo 4.7). Belirtilen konsantrasyonlarda en yiiksek selatlama
aktivitesini MeOH:DCM-H,0 izolat1 (%53,12+1,81) gosterirken en diisiik selatlama
aktivitesini ise H,O-DCM izolat1 (%30,12+0,83) gosterdi.

Tablo 4.7. Numunelerin farkli konsantrasyonda ferrdz (Fe?") iyonu selatlama kapasiteleri

170,4 pg/mL 227,2 pg/mL 340,9 pg/mL 454,4 pg/mL

H,O-Hex 11,18+1,16 21,53+2,74 33,40+8,71 49,49+7,96
H,O-DCM 8,87+2,09 9,16+2,52 20,64+4,03 30,12+0,83
H,O-EtOAC 10,32+5,82 18,61+£10,02 39,30+4,28 32,672,445
H,O-But 2,73+0,38 6,39+1,45 15,36+2,62 30,72+0,68
MeOH:DCM-Hex 36,52+5,32 41,41+8,08 45,45+7,58 54,37+4,46
MeOH:DCM-DCM 25,91+6,61 36,15+2,04 36,69+2,77 41,62+2,49
MeOH:DCM-

EtOAC 14,21£1,21 18,48+3,96 17,16£1,95 31,78+1,38
MeOH:DCM-But 14,81+4,78 24,21+4,07 29,45+3,60 47,12+3,36
MeOH:DCM-H,0 6,73+3,09 16,33+4,78 31,23+£2,17 53,12+1,81
EDTA 44,77+0,88 66,60+4,50 95,31+0,15 95,45+0,06

4.5.4. ABTS Katyon Radikali Giderme Aktivitesine iliskin Bulgular

Izolatlarin ABTS katyon radikali giderme aktiviteleri 10, 20, 40, 80, 120 ve 240 pg/mL
konsantrasyonlarda gergeklesti. ABTS katyon radikali giderme aktivitesinde apolar
fraksiyonlardan H,O-Hex, MeOH:DCM-Hex ve MeOH:DCM-DCM izolatlarinda artan
konsantrasyon ile kademeli bir sekilde artig gosterirken, H,O-EtOAc, H,O-But,
MeOH:DCM-EtOAc, MeOH:DCM-H,0 ve MeOH:DCM-But gibi polar izolatlar 10 ve
20 ug/mL’lik konsantrasyonlardan sonra ortamdaki ABTS radikallerini yok ettikleri
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goriildii (Tablo 4.8). izolatlarn 10 pg/mL’lik konsantrasyonda ABTS katyon radikali
giderme aktivitesi biiyiikten kiiclige dogru H,O-DCM>MD-EtOAc>MeOH:DCM-

But>H,0O-But>H,0-EtOAc>MeOH:DCM-H,0>MeOH:DCM-DCM>H,0-
Hex>MeOH:DCM-Hex seklinde oldugu goriildii.

Tablo 4.8. Numunelerin farkli konsantrasyon araliklarinda ABTS katyon radikali giderme aktivitesi

10 pg/mL | 20 pg/mL | 40 pg/mL | 80 pg/mL | 120 pg/mL | 240 pg/mL
H,0O-Hex 12,3246,10 | 13,68+3,57 | 27,79+£2,67 |37,26£13,99 | 58,53+2,67 | 100,00+£0.00
H,0-DCM 81,93+1,98 | 100,00+0.00 | 100,00+0.00 | 100,00+0.00 | 100,00+0.00 | 100,00+0.00
H,0O-EtOAC 54,04+0,42 | 92,83£2,42 | 99,794+0,28 | 100+0.00 100£0.00 100+0.00
H,O-But 60,30+0,80 | 95,27+£0,53 | 100+0,00 10040,00 100+0,00 100+0,00
MeOH:DCM-Hex | 6,00£2,55 | 10,09£1,07 | 14,86+£2,42 | 34,00+2,55 | 34,76£2,55 | 56,38+1,34
MeOH:DCM-
DCM 20,67+1,40 | 41,75+0,84 | 72,56+6,18 | 96,42+0,28 | 89,26+10,12 | 98,01+1,12
MeOH:DCM-
EtOAc 65,76+4,88 | 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
MeOH:DCM-But | 61,83+3,20 | 95,66+0,55 | 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00
MeOH:DCM-H,0 |31,28+1,20 | 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00 100+0,00

4.6. izolatlarin Etkili Konsantrasyon Degerlerine (ECs) Iliskin Bulgular

D. bingolensis izolatlarmin farkli antioksidan aktivite testlerini konsantrasyona bagl
caligmamizin amaci her bir izolatin etkili konsantrasyon degerlerini belirlemekti. Bu
amaca yonelik her bir izolatin antioksidan aktivite parametresine oOzgli etkili
konsantrasyon degerleri (ECsp) hesaplandi. ECsy degeri, DPPH radikali ve ABTS katyon
radikali i¢in ortamdaki radikal tiirlerini %50 oraninda inhibe eden konsantrasyonu ifade
etmektedir. Ferr6z iyonlarini selatlama testinde ise ortamdaki ferr6z iyonlarmi %50
oraninda selatlayan izolat konsantrasyonunu ifade etmektedir. Ferrik iyonlarini indirgeme
giicii testinde ise 700 nm’deki absorbans degerini 0,5’e indiren konsantrasyonu ifade
etmektedir. ECso degeri en kiiglik olan numunenin biyolojik aktivitesi en yiiksektir. Bu
baglamda her bir izolatin ECs degerleri hesapland:1 (Tablo 4.9). DPPH radikali giderme
testinde en aktif izolat 46,43+1,36 pug/mL’lik ECsg dgeri ile HoO-DCM izolat1 iken, en
inaktif izolatin ise 205,944+16,62 pg/mL ECso degeri ile MeOH:DCM-DCM izolat1
oldugu belirlendi. [zolatlarin ferrik iyonlarini indirgemede en etkili izolat 228,875+0,81
pg/mL ECso degeri ile MeOH:DCM-EtOAC izolat1 iken, indirgeme kabiliyeti en zayif
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izolatin 747,533+2,66 ng/mL ECsdegeri ile MeOH:DCM-Hex izolat1 oldugu belirlendi.
Numunelerin ferr6z iyonlarin1 selatlama potansiyelleri ECso degerleri agisindan
karsilagtirildiginda en iyi selatlama potansiyeline sahip izolatin 365,35+44,45 ug/mL
ECso degeri ile MeOH:DCM-Hex izolat1 oldugu goriildi. ABTS katyon radikali giderme
aktivitesi i¢in H,O-EtOAc, H,0-But, MeOH:DCM-EtOAc, MeOH:DCM-But ve

MeOH:DCM-H,0 polar izolatlar1 en diisiik konsantrasyonda ABTS radikallerini yok

ettikleri i¢in bunlarin ECsp degeri diisiik ¢itkmustir.

Tablo 4.9. D. bingolensis izolatlarinin etkili konsantrasyon degerleri (ECsg)

, ECso (ug/mL)
Indirgeme giicii | Selatlama
DPPH aktivitesi Giicii aktivitesi | ABTS

H,O-Hex 702+1,80 486,15428,29 | 108,84+3,48
H,0-DCM 46,43+1,36 292,555+1,19 591,17435,09 | <4°
H,O-EtOAC 59,49+1,67 348,03+3,09 825,32436,34 | <4°
H,O-But 54,53+5,22 255,46+10,36 786,47+28,92 | <
MeOH:DCM-Hex 747,53+2,66 365,35+44,45 | 194,06+1,58
MeOH:DCM-DCM | 205,94+16,62 472,6642,50 488,78+9,53 45,23+0,90
MeOH:DCM-EtOAC | 47,58+10,03 228,87+0,81 784,14+8,94 <45
MeOH:DCM-But 72,25+1,68 333,42+1,53 510,74+29,82 <45
MeOH:DCM-H,0 77,92+0,98 469,62+0,50 481,88+16,37 <45
BHA 44,14+1,63 66,49+1,53
TROLOX 61,1942,28
EDTA 188,70+3,07




5. SONUCLAR VE ONERILER

Bing6l’de dogal habitatlarinda yetisen endemik D. bingolensis tiirii {izerine yapilan
kimyasal kompozisyon ve biyolojik aktivitesini degerlendiren ¢alisma literatiirde gok
azdir (Gecibesler vd. 2018). Bu baglamda tez ¢aligmasi kapsaminda bu endemik tiiriin
toprak istii kisimlarinda bulunan sekonder metabolit profilini ve biyolojik aktifligini
ortaya ¢ikarabilmek igin tiiriin toprak tstii kisimlar1 nce destile su ile refliiks edildi. Bu
islemi se¢gme nedenimiz yore insani genellikle bitkileri suda kaynatmak sureti ile
tiikettikleri i¢in su icerisine gegen biyoaktif igerikleri kantitatif olarak belirleyip bunlarin
biyolojik aktiviteye ne tiir bir etkiye sahip oldugunu belirleyebilmek igindir. Su ile refliiks
yapildiktan sonra kalan posa kismi organik ¢6ziicii sistemi ile reflikks yapilarak suya
gecmeyen sekonder metabolitlerin organik ¢oziicli sistemine ge¢mesini saglamakti.
Ciinkii su bitkiler icerisindeki sekonder metabolitlerin hepsini ¢ekme kabiliyetine sahip
iyi bir ¢oziicli degildir. Bu islem ile organik karakteri fazla olan sekonder metabolitlerin
organik ¢oziicli sistemine gegmeleri saglandi. Her iki refliiks sistemi ile elde edilen ham
izolatlarin kaba ayirimimi yapmak i¢in ham izolatlar polarite 6zelliligine gore apolar
organik c¢oziicilerden baslanmak sureti ile polar c¢oziiciiler kullanilarak ardisik
fraksiyonlandirma islemine tabi tutulmus ve alt fraksiyon izolatlar1 (H,O-Hex, H,O-
DCM, H,0-EtOAc, H,0-But, MeOH:DCM-Hex, MeOH:DCM-DCM, MeOH:DCM-
EtOAc, MeOH:DCM-But ve MeOH:DCM-H,0) elde edildi. Elde edilen apolar
fraksiyonlar (H,O-Hex, H,O-DCM, MeOH:DCM-Hex ve MeOH:DCM-DCM)
icerisindeki lipofilik bilesenleri GC-MS ile analiz edildi. D. bingolensis’in apolar
izolatlarinin analiz sonucuna gore Ozellikle su ile refliikks edildikten sonra hekzan ve
diklormetan ¢oziiciileri ile fraksiyonlandirilarak elde edilen H,O-Hex ve H,O-DCM
izolatlarinda 6nemli miktarda miristisin bileseni (%25,84-86,31) gectigi, palmitik asitin
ise %37,83 oraninda segici olarak H,O-DCM izolatina gecebilecegi goriildii. Ayni sekilde
doymamis yag asitlerinden olan oleik asitin %7,17 oraninda H,O-DCM izolatina segici

olarak gectigi gozlemlendi. Diger taraftan MeOH:DCM ham izolatindan hekzan ve
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diklormetan ¢oziiciileri ile fraksiyonlandirilmasi neticesinde elde edilen MeOH:DCM-
Hex ve MeOH:DCM-DCM izolatlarinda segici olarak linoleik asit (%16,95 ve 11,04) ve
linolenik asit (%22,11 ve 18,45) gectigi goriildii. Fraksiyonlandirilan izolatlar igerisinde
en yiiksek flavonoit igerige sahip izolatlarn MeOH:DCM-EtOAc (127,08+5,21
ngKE/mgKI) ve H,O-DCM (137,08+2,08 ugKE/mgK1i) oldugu tespit edildi. Ayni sekilde
toplam fenol igerik yoniinden H,O-DCM (665,83+47,62 ngGAE/mgKi) ve MeOH:DCM-
EtOAc (724,65+43,64 pgGAE/mgKl) izolatlar1 en yiiksek fenol igerige sahip oldugu
gortildii. Polar bilesen agisindan D. bingolensis tiiriiniin 6zellikle rutin agisindan zengin
oldugu goriildii. Fakat D. bingolensis tiiriiniin ham izolatindan sadece rutin izole edilmek
istenir ise butanol ile fraksiyonlandirilarak énemli oranlarda rutin elde edilebilir. izolatlar
icerisinde ikinci ana bilesenin klorojenik asit oldugu tespit edildi. Ayn sekilde klorejenik
asit, onemli miktarlarda butanol fazina cekilebilmektedir. Izolatlarm antioksidan
aktiviteleri, farkli antioksidan test mekanizmalar tarafindan degerlendirilerek etkinlikleri
ortaya konulmustur. Bunlar DPPH ve ABTS radikal giderme aktiviteleri, Toplam
indirgeme kuvveti tayini, Ferroz iyonlar1 (Fe'®) selatlama aktivitesi tayini gibi
antioksidan analiz testleri kullanildi. Bu metotlar hem yiiksek duyarliliga sahip olmalari
hem de ¢ok sayida niimunenin analizinde kullanilir olamalar1 yoniinden g¢okga tercih
edilen testlerdir (Awika vd. 2003). DPPH ve ABTS radikali giderme testleri hizli, basit,
segici ve tekrarlanabilir olmalarindan dolayr antioksidan aktivite testlerinde tercih
edilmektedir; o6zellikle yiyecek, icecek ve bitkisel ekstrelerin antioksidan kapasitelerini

belirlemek igin yaygin bir sekilde kullamlmaktadir (Ozgelik vd. 2003).

DPPH uzun omiirlii ve azot merkezli bir radikal oldugundan radikal giderme aktivitelerini
belirlemek igin en sik kullanilan metotlardan biridir (Ozgelik vd. 2003). Bu metotta
antioksidan maddeler DPPH radikallerini, sar1 renkli difenil-pikrilhidrazine indirgeyerek
hidrojen veren guruplara sahip antioksidan maddelerin varligini belirlemektir. Dolayisiyla
DPPH radikalindeki azalma 517 nm’de spektrofotometrik olarak olgiilen degere karsilik
gelmektedir. Ortamda bulunan radikal giderici antioksidan veya antiradikal tiirlerin
(AH)n varliginda DPPH radikali (Sekil 5.1) indirgenmis DPPH-H formuna
doniismektedir (Giilgin 2002).
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Sekil 5.1. Bir antioksidan tarafindan DPPH radikalinin giderilmesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi gibi ABTS katyon radikali giderme aktivitesi de
sulu karistm ve igeceklerin ekstrelerinin veya saf maddelerin radikal giderme

aktivitelerinde siklikla kullanilmaktadir (Sekil 5.2) (Miller vd. 1996; Giilgin 2006).

N
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o \©: =N s $~OH
N

Sekil 5.2. ABTS’nin agik kimyasal yapisi

ABTS katyon radikali metodunun esasi olusturulan ABTS katyonunun 734 nm de

maksimum absorbans gostermesi esasina dayanir.

ABTS radikali DPPH radikallerinden daha reaktifdirler ve bir H atom transferini
erektiren DPPH ile reaksiyonlar1 farklidir. ABTS radikalleri bir elektron transferidir
(Kaviarasan vd. 2007).

Deneysel veriler sonucunda DPPH radiakli giderme tepkimesinde H,O-DCM izolat1 ve
MeOH:DCM-EtOAc izolatlar1 en aktif izolatlar olarak ortaya c¢ikmistir. Bu sonug
izolatlarin toplam fenol ve toplam flavonoit igerik acisindan zengin bir izolat olmalarida
ayrica desteklemektedir. ABTS Kkatyon radikali giderme testinde en disiik
konsantarsyonlarda bile bu izolatlarin ortamdaki ABTS radikallerini yok ettigi

gorilmiistiir.
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Antioksidanlar indirgeyici 6zellik gostererek ve bir maddeyi yiikseltgeyerek indirgenme
reaksiyonu olarak tanimlanan redoks reaksiyonlarinda, rediiktantlarla oksidanlarin
stabilzasyonu seklinde olabilir. Bir bilesigi veya ham ekstraktin indirgeme kapasitelerini
Fe[(CN)s]"™nin  Fe[(CN)e] iyonlariyla lgiilebilir. Bundan dolayr bir bilesigin
indirgeme kapasitesi, antioksidan aktivitesinin 6nemli bir gostergesidir (Benzie ve Strain
1996). Bu bigilere dayanarak deneysel veriler sonucunda ferrik iyonlarini indirgeme giicii
testinde MeOH:DCM-EtOAcC izolatlarinin en yiiksek indirgeme giicii sergildegi

gorilmiistiir.

Ferroz (Fe+2) iyonu gibi iyonik tiirler de, organizmada ROS iiretimini kolaylastirdigi igin,
demir selatlama kapasitesi oldukca Onemlidir. Metal iyonlar1 selatlama aktivitesi
metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarini engellemek veya geciktirmek igin
siklikla kullanilan 6nemli bir antioksidan metottur. Demir minareli organizmalar igin
esansiyel bir mineraldir fakat asirisi hiicre hasarma sebep olabilir. Gegis metalleri
arasinda demir yiiksek aktivitesinden dolay:r lipitleri oksitleyen en 6nemli oksitleyici
metal olarak bilinir. Metal iyonlar: arasinda ferréz iyonlar: (Fe*?), bilinen en énemli

reaktiftir (Halliwell ve Gutteridge 1984; Miller 1996; Giilgin 2007).

Sonug olarak yapilan tez ¢alismasi ile endemik D. bingolensis taksonunun i¢ermis oldugu
sekonder metabolit profili ortaya konularak bunlarin kaba ayrimi yapilarak bu izolatlarin
antioksidan aktivite testlerine verdikleri cevaplar arastirilmistir. Arastirma sonucunda
inorganik ve organik ¢oziicli sistemleri ile elde edilen ham izolatlar i¢erisndeki hedef
sekonder metabolitler istenilen oranlarda izole edilerek tip, farmakoloji, kozmetik ve

diger saglik uygulamalarinda kullanima sunulabilir olmasidir.
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