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OZET

Yapilan bu tez c¢alismasinda, Alchemilla L. cinsinin farkh tiirlerine ait (4.
Holotricha, A. Persica, A. Cimilensis) farkli polariteye sahip c¢oziiciilerle hazirlanmis
ekstraktalarindaki antioksidan ve antimikrobiyal 6zellikleri ile ilgili biyolojik aktiviteleri
incelendi.

Calismada bitki 6rnekleri sirasiyla hekzan, diklorometan, etil asetat, metanol ve su
olmak iizere artan polarite ile farkli ¢oziiciiler igerisine alinarak farkli polariteye sahip bitki
ekstraktlar1 elde edildi.

Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde her bir ekstre i¢in, toplam fenol igerigi,
toplam flavanoid icerigi, toplam antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal giderme
aktivitesi, metal selatlama kapasitesi, toplam indirgeme giicii, hidrojen peroksit giderme
aktivitesi ve fenolik asit igerigi belirlendi.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesinde agar disk difiizyon yOontemi ve agar
kuyu difiizyon yontemi kullanildi. Bu yontemler Bacillus subtilis ATCC 6633, Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Candida albicans, Klebsiella
pneumoniae EMCS, Saccharomyces cerevisiae RSKK04017 mikroorganizmalar1 tizerinde
denendi.

Alchemilla L. cinsine ait tiirlerin farkli ekstrelerinde yapilan antioksidan calismalar
sonrasinda; standart antioksidan maddeler olan BHA, BHT, o-tokoferol ve troloksa
oldukca yakin aktivite gosterdigi tespit edildi. Bitki ekstrelerinin antimikrobiyal aktiviteleri
ise karsilastirma amagli kullanilan streptomisin’e gore daha diisiik bulundu.

Elde edilen bulgular, bitki ekstraktlarinin ¢alismada kullanilan test
mikroorganizmalarma karst antimikrobiyal aktiviteye ve oksidan maddelere karsi da
antioksidan aktiviteye sahip oldugunu ve sentetik maddelere alternatif olarak

kullanilabilecegini gosterdi.

Anahtar Kelimeler: Alchemilla, Antimikrobiyal Aktivite, Antioksidant Aktivite, Bitki
Ekstraktlari.
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ABSTRACT

In this thesis studies, the antioxidant and antimicrobial properties of Alchemilla L.
(Rosaceae) extracts which prepared with solvents which have different polarity were
examined.

In this study, while the plant samples incasing different solvents with increasing
polarity respectively hexane, dicloromethane, ethyl acetate, methanol and water, plant
extracts having different polarity were obtained.

In designating antioxidant activity, DPPH free radical eliminating activity, total
including fenol, total antioxidant activity, metal chelation capasity, total reduction power,
hydrogen peroxide eliminating activity, total including flavanoid and including fenolic acid
were established for each extract.

To designate antimicrobial activity, agar disc diffusion method and agar well
diffusion method were utilized. These methods, were experimented on Bacillus subtilis
ATCC 6633, Escherichia coli ATCC25922, Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Candida albicans, Klebsiella pneumoniae EMCS, Saccharomycescerevisiae RSKK04017
microorganisms.

After the antioxidant studies with Alchemilla L. extracts; it was observed that BHA,
BHT, a-tocopherol and troloks, which are standart antioxidant substances, demonstrated
quite close activity. On the other hand, the antimicrobial activity of plant extract
established lower than Streptomycin for comparing.

The obtaining findings showed that established that plant extracts had antimicrobial
activity against test microorganisms which were used at study, and had antioxidant activity

against oxidant substances and they might be used as synthetic substances alternatively.

Key words: Alchemilla, Antimicrobial Activity, Antioxidant Activity, Plant Extracts.
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1.GIRIS

Epidemiyolojik ve deneysel calismalarda, sebze ve meyve gibi zengin diyet ile
beslenen kisilerde kronik damar riskleri, kalp damar hastaliklari, artrit, kronik inflamasyon
ve kanser gibi hastaliklarin goriilme sikliginin daha diisiik oldugu goriilmiistiir (Chen vd.,
2005; Middleton vd., 2000; Prior, 2003; Saleem vd., 2002; Zhang vd., 2005).

Sebze ve meyvelerin fizyolojik fonksiyonlar1 diizenleme, onlarin fenolik igerikleri
ile baglantilidir. Renkli sebze ve meyveler yapilarinda bol miktarda flavonoidler ve
antosiyaninler gibi fenol kaynaklar1 ile karetenoidleri bulundurmaktadir (Cieslik vd.,
2006; Qian vd., 2004; Sass-Kiss vd., 2005; Trappey vd., 2005). Polifenolik gruptan olan
flavonoidlerin bilinen 6000’den fazla cesidi kesfedilmistir (Merken ve Beecher, 2000).
Turuncu ve kirmizi renkli meyve ve sebzelerde birgok amag igin sentezlenen flavonoidler
antosiyanidinler, flavanoller (katesinler), flavonlar, flavonlar ve flavonollar gibi gruplar
altinda smiflandirabilir (Merken ve Beecher, 2000).

Renkli sebze, meyve gibi dogal gidalar 6zellikle dogu iilkelerinde daha saglikl
olarak kabul edilmektedir. Insan sagligmin devami ya da hastalik risklerinin minimize
edilmesi agisindan farkli renklerdeki meyve ve sebze diyetleri ile bu renklenmeye sebep
olan sekonder metabolitlere olan ilgi son zamanlarda giderek artmistir (Merken ve
Beecher, 2000).

Antioksidan madde arayislar1 yiizyillardir ¢esitli sekillerde var olan bir durumdur.
Bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal etkileri tesadiif olarak ya da deneysel ¢caligmalarla
bulunmadan 6nce etnobotanik olarak halk arasinda cesitli hastaliklarda kullanilmasiyla
ortaya ¢ikmig ve hala giinlimiizde alnernatif bir tedavi olarak olgu olarak kullanilmaktadir
(Acar, 2007).

Bitkilerden elde edilecek dogal antioksidan ve antimikrobiyal igerik eldesi ile
sentetik antibiyotik kullanimi ve gidalardaki sentetik antioksidan kullanimmin azalmasi
beklenmektedir. Bilindigi gibi antibiyotiklerin hastalik etmenlerine karsi miicadelesi
organizmanin dengesi i¢in son derece dnemli olan dogal floraninda tahrip olmasima neden
olmaktadir. Ayrica bakteri suslarmin zamanla antibiyotiklere kars1 direng kazanmasi da

antibiyotiklerin 6nemini yitirmesinin nedenlerindendir (Acar, 2007).



Iste tiim bu dzellikler nedeniyle bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal dzellikleri
bitkilerin toplanma zamanlarina, kullanim sekilerine kullanim miktarlarina bagli olarak
enfeksiyon hastaliklara karsi 6nce koruma saglamakta ve eger hastalik meydana geldiyse

dogal yollardan alternatif bir tedavi yontemi olarak droglar1 gelistirilmektedir (Acar, 2007).

1.1. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal madde; ¢ok az yogunlukta dahi mikroorganizma gelisimini
engelleyen, biyolojik kdkenli ikincil metabolitlerdir. Mikroorganizmalardan elde edilen,
kii¢iik dozlarda diger mikroorganizmalar1 ldiiren ve insan organizmasina zararh etkisi
goriilmeyen dogal veya sentezlenmis maddeler olarak da tanimlanmaktadir (Talaro vd.,
1993).

Bunlar mikroorganizmanin ¢ogalmasmi engelleyici bakteriostatik ve fungustatik
olabildikleri gibi mikroorganizma Oliimiine sebep olan bakteriosit ve fungusit gibi
maddeler de olabilirler (Giilay, 2002). Boylece infeksiy0z ajanlar etrafa yayilmadan, baska
kisilere bulasmadan ve infeksiyon yaygilagsmadan kontrol altina almabilir, gerekli
koruyucu ve sagaltici 6nlemler i¢cin de zaman kazanilmis olur (Arda, 1997).

Antimikrobiyal maddelere 6rnek olarak antibiyotikleri, ¢esitli kimyasal maddeleri
ve bakteriyosinleri verebiliriz. Antibiyotikler, genellikle canli mikroorganizmalarin bazi
ozel tiirleri tarafindan sentezlenen kemoterapotik maddelerdir (Arda, 1997). Kemoterapdtik
ise antibiyotiklere benzer 6zellikte olan, tiimiiyle sentetik maddelerdir. Bunlar insanlarda
ve hayvanlarda enfeksiyon hastaliklarindan korunmada ve bu hastaliklarin tedavisinde
kullanilirlar (Arda, 1997).

Canlilarda enfeksiyona neden olan organizmalar sadece hastalik olusturmakla
kalmayip bir¢ok olumsuz etki de gosterirler. Gidalarin bozulmasi ve {irettikleri toksinlerle
gida zehirlenmelerine neden olmalar1 bu etkileri arasinda gosterilebilir. Bu nedenle
gidalarin korunmasinda ve gida kaynakli hastaliklarin 6nlenmesinde, antibiyotiklerin dahil
oldugu cesitli antimikrobiyal maddeler kullanilmaktadir (Acar, 2007).

Antimikrobiyal maddede olmasi gereken en onemli Ozellik segici toksisitedir.
Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal madde diisiik konsantrasyonlarda bile etkili olup
cok az toksik olmalidir. Boyle bir etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in antimikrobiyal maddenin

hedef olarak memeli hiicrelerinden ziyade mikroorganizmalar da kullanilmaldir.



Bakteriler prokaryot, memeli hiicreler ise Okaryottur. Prokaryot hiicrede var olan, ancak
okaryot hiicrede bulunmayan bir molekiilii hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin;
sefalosporinler, siilfonamidler) yliksek derecede secici toksisiteye sahiptir (Akytiz, 2007).

Ancak virtisler ve mantarlar i¢cin secici toksiteden bahsedilemez. Viriisler konak
hiicreye entegre olduklarindan, konaga zarar vermeden virlisii etkilemek olanaksizdir
(Akytiz, 2007).

Antimikrobiyal maddeler etkili olabildikleri mikroorganizma cins sayisinin az ya da
cok olusuna bagli olarak, dar ya da genis spektrumlu seklinde tanimlanir. En dar
spekturumlu maddeler enfeksiyona neden olan mikroorganizma iizerine etkili ve tedavide
ideal antimikrobiyal maddeler olarak kabul edilir. Genis spektrumlu antimikrobiyal
maddeler konagin dogal bagisikliginda 6nemli rol oynayan ve ekolojik dengeyi saglayan
normal mikroorganizma florasini bozar. Fakat bir¢ok patojenin birlikte etken oldugu
enfeksiyonlarda ya da mikrobiyoloji laboratuari sonuglarinin beklenemeyecegi acil
durumlarda genis spektrumlu antimikrobiyal maddeler (karbapenemler, kinolonlar...)
kullanilir (Akyiiz, 2007).

Ikinci diinya savasi sirasinda birgok degisik antibiyotik bulunmus ve degisik
mikroorganizmalara karsi duyarlilik modelleri saptanmistir; yeni antibiyotikler medikal
uygulamada “olaganiistli” ilaglar olarak kabul edilmektedir. Fleming (1929), antibiyotik
duyarlhilik deneyini uygulamak icin ilk yontemi gelistirmistir; bu yontemde bir petri
kutusunda agar besiyeri, ortadan kenara ¢ok yakin bir yerde, dik olarak keserek bir serit
halinde disar1 almistir. Agilan bu hendege veya bosluga kiif 6zeti (penisilin gibi) iceren
besiyeri konmustur. Bu hendege dik bir agida paralel olarak degisik bakteri kiiltiirleri
yayma yontemi ile ekilmektedir. Inokulasyondan sonra kiiltiitrlerin {ireme ve inhibisyon

bolgeleri gozlenerek kiiltlirlerin  duyarhiligi  degerlendirilmektedir (Bese, 1989).



Foster ve Woodruff (1943), duyarlilik testlerinin uygulamasinda, ilk kez antibiyotik
emdirilmis siizge¢ kagitlarinin kullanilmasini Onermislerdir. Arastiricilar, yoklanacak
organizma ile dnceden inokule edilen petri kutusundaki besiyeri iizerine bir antibiyotik
emdirilmis seridi yerlestirerek duyarlilik testi yapmaktadir. Farmastotik o6zellikteki
bitkilerin esansiyel yaglar1 ve ekstraktlarinin antibakteriyel ve antioksidan 6zelligi bir ¢ok
literatiirde gosterilmektedir (S6kmen vd., 2003).

Antibakteriyal ilaglarin etki mekanizmalar1 temel olarak bolgelere yonelmekte ve
dort tiirli etki mekanizmasi oldugu kabul edilmektedir:

1. Hiicre duvari sentezinin inhibisyonu,
2. Hiicre membran fonksiyonunun inhibisyonu,
3. Protein sentezi inhibisyonu,

4. Niikleik asit sentezinin inhibisyonudur (Colak, 2000).

Enfeksiyon hastaliklara karsi miicadelede antibiyotik ve diger kemoterapdtiklerin
onemi biiylik olmasina ragmen; bu maddeler dikkatli kullanilmas1 gereken maddelerdir. Bu
maddelerin bilingsizce kullanilmalar1 bir¢ok olumsuz durumlarin ortaya ¢ikmasina yol
acar. Bu olumsuz durumlar; sekonder enfeksiyonlarin ortaya ¢ikmasi, antibiyotik ve diger
kemoterapotiklere karsi direngli suslar gelismesi ve enfeksiyonlar iizerinde bir etkinin
olmamasi seklinde siralanabilir (Arda, 1997).

Ozellikle gelismekte olan iilkelerde antimikrobiyal maddelerin yaygin ve
kontrolsiiz kullanimi, direngli suslarin yararina bir seleksiyon olusturmaktadir (Akalin,
1994). Boylece antibiyotik direnci son yillarda biiylik Olclide artmakta ve terapotik
problemlerdeki bu artis sorun haline gelmektedir (Austin vd., 1999; Guillemot, 1999).

Mikroorganizmalarin antibiyotiklere ve diger ilaglara karsi direncliligi, dogal
yapilarinin yani sira, enfeksiyon sirasinda ve sonunda da gelisebilmektedir (Arda, 1997).
Bakterilerin antimikrobiyal ajanlara kars1 gosterdikleri bu direng ise git gide artarak ciddi
bir sorun olusturmaktadir. Bakterilerin direng mekanizmalara dikkat edilerek gelistirilen
yeni ilaglara ise bakteriler yine kisa stirede direng olusturabilmektedirler.

1928’de Alexander Fleming tarafindan penisilinin kesfiyle enfeksiyon hastaliklarin
tedavisinde yeni bir devir baslamistir. Ilag sirketleri 1943°de penisilinin kitle halinde
iretimine baslamislardir ve penisilin, enfeksiyon hastaliklarina karst oldukg¢a etkili

olmustur. Fakat 1947°nin baslarinda, direncli suslar ortaya ¢ikmaya baslamistir. Penisilinin



ve diger antibiyotiklerin enfeksiyon hastaliklarindaki basarilari, bu ilaglarin yaygin ve ¢cogu
zaman da gereksiz kullanimina yol agmustir. Bu yaygin ve gereksiz kullanim bugiin biitiin
diinyada enfeksiyon hastaliklariin tedavisindeki en 6nemli sorun olan ‘antibiyotik direngli
bakterilerle gelisen enfeksiyonlar’1 ortaya ¢ikarmistir (Akalin, 1994).

Antimikrobiyallere kars1 diren¢ kazanan bazi mikroorganizma tiirleri sunlardir:

Escherichia coli, Proteus sp., Pseudomonas aeruginosa, Shigella dysenteriae,
Salmonella enteritidis, Salmonella typi, Staphylococcus aureus, Streptococcus faecalisve
Candida albicans (Barbour vd., 2004). Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia
cepacia ve Pseudomonas aeruginosa’nin neden olduklar1 nozokomiyal enfeksiyonlarin
tedavisi genellikle zordur (Isenberg vd.,1999).

Genel olarak kullanilan bir¢cok antibiyotige karsi patojen bir bakterinin direng
gelistirmesi nedeniyle enfeksiyonlarla savasta, diren¢ problemini yenmede ve bugiin
mevcut antimikrobiyal ajanlarm meydana getirdigi yan etkilerden dolayi, yeni
antimikrobiyal ajanlarin bulunmasi i¢in ¢aligmalarin yapilmasi zorunludur (Ali-Shtayeh
vd., 1998). Antibiyotiklere kars1 mikroorganizmalarin ¢oklu diren¢ gelistirmesi ve bu
mikroorganizmalarin neden oldugu enfeksiyonlarin tedavisindeki basarisizliklar, alternatif
yeni antimikrobiyal kaynak arayisina neden olmustur. Antibiyotiklerin kullanimi ile iliskili
problemlerin ortaya ¢ikmasimin sonucu olarak, antimikrobiyal 6zelliklere sahip bitkilere
olan ilgi yeniden canlanmaktadir (Emor ve Gaynes, 1993; Pannuti ve Grinbaum, 1995).
Bilim adamlar1 son yillarda bitki tiirlerinden izole edilen ve patojenik mikroorganizmalari
yok etme Ozelligine sahip, biyolojik yonden aktif bilesenlerle ilgilenmektedirler. Son
yillarda, tibbi bitkilerin antimikrobiyal 6zellikleri diinyanin degisik yerlerinde gittikge
artarak rapor edilmektedir (Pacheco vd., 1993; Ratnakar ve Murthy, 1995; Saxena ve
Sharma, 1999; Djipa vd., 2000; Loy vd., 2001; Medeiros vd., 2003).

Insanlik tarihi boyunca birgok enfeksiyon hastaligin bitkisel ilaglarla tedavi edildigi
bilinmektedir. Bitkilerdeki antimikrobiyal bilesenler, kullanilan mevcut
antimikrobiyallerden farkli mekanizmalarla bakteriyel gelisimi inhibe edebilmekte ve bu
sayede direngli mikrobiyal suslarin tedavisinde O©nemli klinik sonuglar elde
edilebilmektedir (Eloff, 1988). Giinlimiizde bitki ve bitki liriinleri mikrobiyal hastaliklar da
dahil olmak {izere bir ¢ok hastaligin tedavisinde onemli birer kaynaktirlar ve yeni tedavi

edici ajanlarin gelistirilmesinde kullanilmaktadir (Eloff, 1988).



1.2. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar, diger molekiillerin oksidasyonunu engelleyen ya da geciktiren
bilesikler olup bunu, oksitleyici zincir reaksiyonlarmin baslamasini veya ¢ogalmasini
engelleyerek gerceklestirirler (Velioglu vd., 1998).

Antioksidan 0Ozellik gosteren bir kimyasal bilesik, diger kimyasala oksijen
baglanmasina engel olur veya kimyasalin elektron kaybetmesini engeller. Antioksidanlar
bircok yolla tepki gosterip, oksitlenmeye karsi koruma saglarlar. Bu nedenle kisaca
“indirgeyici ajanlar” da denilmektedir (Velioglu vd., 1998).

Oksidasyonun depo maddelerde enerjinin serbest birakilmasi i¢in gerekli olmasinin
yani sira bazi istenmeyen etkileri de vardir. Ornek verecek olursak; hiicre zarinda bulunan
PUFA (polidoymamis yag asitleri)’larm bir ¢ift bagmin oksidasyonu ile zarm bu
parcasindaki yapisal olan kisimlar parcalanabilir. Yag asidinin oksidasyonu ilk olarak
peroksitlerin ve yiiksek derecede reaktif olan serbest radikallerin olugsmasma neden olur.
Son yag asidi daha kisa zincirlere pargalanir, oksijen iceren bu bilesiklerin kimyasal

ozellikleri, orijinal bilesikten ¢ok farklidir (Robinson, 1997).

1.2.1. Antioksidan Savunma Mekanizmalarinin islevleri

1. Serbest radikalleri ve diger reaktif tiirlerini katalitik olarak uzaklastirirlar.
Ornegin; siiperoksitdismutaz, katalaz, peroksidaz enzimleri ve tiyol-spesifik antioksidanlar,

2. Bu proteinler Hem gibi onciil oksidanlarin, Demir ve bakir iyonlarmnin
bulunabilirligini azaltirlar. Ornek olarak; haptoglobinler, hemopeksin, transferrinler
verilebilir.

3. Biyomolekiiller diger mekanizmalarin olusturabilecegi oksidatif v.b. zararlara
kars1 koruyan proteinlerdir. Ornegin; Heat Shock proteinleri

4. Bu diisiik molekiil agirligma sahip ajanlar RNS (Reaktif Azot Tiirleri) ve ROS
(Reaktif Oksijen Tiirleri)’ni uzaklastiran biyomolekiillerdir. Ornek olarak; glutatyon, a-
tokoferol, bilirubin ve {irik asit verilebilir. Ozellikle bazi diisiik molekiil agirlhkl
antioksidanlarin (askorbik asit ve o-tokoferol gibi) besinlerle alinmasidan dolay:
antioksidan savunmasi ve beslenme arasinda Ustii kapali bir iligki vardwr (Halliwell ve

Gutteridge, 1999).



1.2.2. Serbest Radikallerin Zararh Etkileri

Serbest radikallerin cesitli etkilerine biyolojik sistemler {izerinde calisilmis ve
etkileri bilinmektedir. Biyolojik sistemlerde lipid peroksidasyonu; biyolojik yapilar,
ozellikle membranlar yiiksek oranda doymamuis lipid icermektedir. Bu lipidler bir radikal
baglatic1 ile ya da oksijen varliginda oksidasyona ugrarlar. Lipid peroksitler icerdikleri
etkin kimyasal maddelerle hiicresel hasara yol agar, metabolizmay1 degistirir ve
dokulardaki kan akimini azaltir. Aminoasitler ve proteinlere etkisi; serbest radikaller
doymamis ve siilflir iceren aminoasitler (triptofan, tirozin, fenilalalnin, histidin, metionin
ve sistein) ile bunlarin bulundugu proteinleri modifikasyona ugratabilirler. Niikleik asit ve
DNA’ ya etkisi; niikleik asitlerde baz modifikasyonu, DNA’ da iplik¢ik kopmas1 nedeniyle
mutasyon olusumu ve hiicrelerde 6liime sebep olmaktadirlar. Karbonhidratlara etkisi ise
hiicre ylizeyinde bulunan reseptorlerde ve hiyoliirik asidin eklenmesi ile sinovial sivi
vizkozitesinde degisiklikler olusturabilmekte, kofaktorler iizerine de nikotinamid ve flavin
iceren kofaktdrlerin miktarlarinda ve aktivetesinde azalma olusturma gibi gézlenmektedir

(Demirel, 2006).

1.2.3. Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar iki ana kategori altinda toplanir; sentetik ve dogal antioksidanlar.

Sentetik antioksidanlar ¢esitli derecelerde alkil siibstitiisyonuna sahip fenolik
yapidaki bilesiklerdir. Biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis hidroksitoluen (BHT)
ve terti biitilhidro-kuinon (TBHQ) gibi sentetik antioksidanlar 20. yy basindan beri
antioksidan olarak kullanilmaktadir (Velioglu vd., 1998). Sentetik antioksidanlar olan
BHA ve BHT genellikle hayvani ve bitkisel yaglarda oksidatif bozunmay1 azaltarak,
gidada katki maddesi olarak katilmakta olup insan sagliginda vucut iizerinde depolanmak
suretiyle toksik ve karsinojenik etkiye neden olmaktadir. Ayrica sentetik antioksidanlar
karacigerin sigsmesine neden olup karaciger enzim aktivitesini de etkilemektedirler
(Rehman vd., 2003).

Dogal antioksidanlar ise fenolik bilesikler (tokoferoller, flavonoidler ve fenolik
asitler), azot bilesikleri (alkaloidler, klorofil tiirevleri, amino asitler ve aminler) ya da

askorbik asit olabilecegi gibi karotenoidler de olabilmektedirler (Velioglu vd., 1998).



Dogal kaynaklardan elde edilen antioksidanlar gidalarin bozulmasini 6nlemekte giiglii
alternatiflerdir. Dogal olanlarmn sentetik antioksidanlara gore avantajlarindan biri, insan
sagligina zarar vermemesidir. Dogal olarak baharatlar, literatiirlerde bitkiler ve findik
ekstrelerinin gii¢lii antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirtilmektedir (Rehman vd.,
2003).

Bitkisel gidalar, fizyolojik olarak bazi islevleri yerine getirdiginden saglik igin
oldukca onemlidir. Bitkisel gidalar diizenli olarak ve siklikla tiiketilirse insan sagligini
onemli 6lciide korurlar. Fitokimyasallarin In vitro yapilan ¢alismalar sonucunda, gidalarda
giiclii antioksidan potansiyeline sahip olduklari, hastalik risklerini azalttiklari, kanser ve
kardiovaskiiler hastaliklara karst koruyucu olduklar1 goriilmiistiir. Vitaminler, askorbik
asit, a-tokoferol ve B- karoten gidalarda bulunan antioksidanlardandir. C, E vitaminleri ve
B-karoten antioksidanlari, ¢aligsmalarda antioksidan oOzelligi gosteren flavonoidler,
isoflavon, antosiyan, katesin ve isokatesine gore daha etkilidirler (Arnao vd., 2001).

Epidemiyolojik ¢alismalarda gidalarda bulunan zengin fenolik bilesiklerin kalp
hastaliklar1 riskini azaltti§i  goriilmiistiir. Sentetik antioksidanlarin  yerini  gida
uygulamalarinda dogal antioksidanlar almaktadir. Pancar, mantar, beyaz lahana, musir,
ispanak, kirmizi biber, sogan, kabak, kivircik marul, sarimsak, brokoli, fasulye ve
karnibahar yiiksek antioksidan aktiviteye sahip gidalar arasinda sayilabilir. Sarimsak
ekstraktlari; kardiovaskiiler ve antikanser ajani olarak kullanilmaktadir. Baz1 farkli sebze
ekstraktlar1 mutajenlere karsi aktivite gosterirler. Ispanak, hafiza kaybimnin yasandigi
durumlarda ve alzheimer hastalarinda “Beyin gidast” olarak gdrev goriir (Kaur ve Kapoor,
2001). Lipid peroksidasyonu, besinlerde eksimsi koku ve tat olusturmasinin yani sira
gidalarin pisirilmesi, islenmesi ve depolanmasi asamalarinda esansiyel yag asitlerini ve
vitaminleri parcalayarak giivenirligi ve kaliteyi disiiriir. Gidalarin oksitlenmesinin
engellenmesinde bazi yollar kullanilir; vakum altina alma, havanin azotla degistirilmesi,
sicakligm diisiiriilmesi (Jiangning vd., 2004).

Endiistriyel gida isletmelerinde gidalarin raf Omiirlerinin uzatilmasi, besin
degerlerinin kaybedilmemesi ve zararli maddelerin olusmasmi azaltmak i¢in {iriinlere
yiiksek etkili antioksidanlar eklenmektedir (Jiangning vd., 2004).

Sentetik antioksidanlarin hayvanlar lizerinde etkisi test edilmistir. BHA ve BHT nin
hayvan viicudunda biriktigi ve bu maddelerin karacigere zarar vererek karsinojenik etki

yaptig1 goriilmiistiir (Jiangning vd., 2004).



Bazi iilkelerde sentetik antioksidanlarm kullanimi yasaklanmustir. ilerleyen
zamanlarda diger iilkelerde de gidalarda sentetik antioksidan kullanimi yasaklanacaktir.
Bunlarin yerini dogal antioksidan maddelerin almasi i¢in ¢aligmalar yapilmaktadir (Suja
vd., 2005).

Bitkisel kaynakli fenolik bilesikler de biyolojik sistemlerde oksidanlara karsi
yardimec1 olmaktadir. Serbest radikaller, singlet oksijenin tutulmasini saglarlar. Bir¢ok
calismada yiiksek bitkilerde bulunan fenolik bilesikler insan saghigi ve kanserle iligkilidir
(Duval vd., 2000).

Sentetik kimyasallarin kullanilmas: yerine bitkilerden elde edilen dogal {iriinlerin
antibakteriyal ve antioksidan ajan gelisimlerine kars1 etkisi arastirilmakta olup, giiniimiizde
bu tiir calismalar fonksiyonel gidalar tabiri ile gelisen bir alan1 ifade etmektedir (S6kmen

vd., 2004).

1.3. Antimikrobiyal Aktivitenin Arastirnlmasinda Kullanilan
Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

Bacillus subtilis (ATCC 6633): Cok genis yayilim alan1 olan bir bakteridir. 3-5 um
boy ve 1-1.2 um eninde, diiz veya hafif kivrik sekilli, kisa ve bazen uzun zincirler
yapabilen bir comaktir. Bakteri kapsiilsiiz olup sporlar1 sentral veya subterminal ve ovaldir.
Gram pozitif olup besin zehirlenmesine yol agar. Insanlarda nadiren enfeksiyon olusturur.
Daha ¢ok direnci kirilmis kisilerde firsat¢ci patojen olarak abseler, selliilit, goz
enfeksiyonlar1 ve idrar yollar1 enfeksiyonlar1 gibi hastaliklara yol a¢tigi bildirilmistir

(Bilgehan, 2000).

Staphylococcus aureus (ATCC 29213): Staphylococcaceae familyasina ait bir
bakteri tiirtidiir. Yaklasitk 1 pm en ve 1 um boyunda olan ve iiziim salkimma benzer
kiimeler olusturan bakteridir. Genel olarak bakteriyolojik boyalarla kolay boyanir ve gram
pozitiftir. Sporsuz, hareketsiz ve kapsiilsiizdiir. Diger pek ¢ok bakteri 60 °C’de 30 dakika
bekletilince 6ldigii halde, Staphylococcus aureus ayni kosullarda 1 saat kadar canli
kalabilmektedir. Yine bu bakterinin en 6nemli Ozelligi, giinlimiizde yogun olarak
kullanilan kemoterapdtik maddelerin ¢oguna karsi hizla diren¢ kazanmasi ve bu nedenle

enfeksiyonlarina daha sik rastlanmasidir. Deride abseler, fronkiil (sivilce), sikozis (sakal



kil kokleri yangis1), kan ¢ibani, hidroadenit (ter bezi yangisi), géz kapagi yangisi, deri
dokiintiiler1 gibi hastaliklar meydana getirir. Belli bir odakta yerleserek kana karisip
cogalmasi ile sepsis ve endokarditlere yol acar. Solunum yolundan aspirasyonlar1 ya da
kan yolu ile akcigerlere yerlesmek suretiyle stafilokok pnomonisi ve karbonhidrat ve
proteinli besin maddeleri icerisinde iireyerek yaptiklar1 enterotoksinlerin agiz yolu ile

almmas1 sonucunda da besin zehirlenmeleri ve enteritlere yol agmaktadir (Bilgehan, 2000).

Escherichia coli (ATCC 25922): 2-4 um boyunda olan ¢omak sekilli bakteridir.
Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanir ve gram negatiftir. Soguga direncli, dezenfektanlara
kars1 direngsizdir. Belirli kosullar altinda insan ve hayvanlar i¢in patojen olup, gerek yangi,
gerekse siirgiin seklinde ortaya ¢ikan bagirsak hastaliklarina neden olur. Bagirsak kanali
disma ¢ikip diger dokulara yerlesmeleri, patojenlik kazanmalar1 i¢in en 6nemli etkendir.
Ozellikle idrar yollari, safra kesesi ve safra yollari, akciger, periton ve menenjlere ulasan

E. Coli bakterileri onemli hastaliklara yol agmaktadirlar (Bilgehan, 2000).

Klebsiella pneumoniae (EMCS ): 1-2 pm boyunda ve 0.5-0.8 pm eninde, spor
olusturmayan hareketsiz bir bakteridir. Etrafinda polisakkarit yapida genis bir kapsiil
bulunur. Gram negatif olup bakteriyolojik boyalarla iyi boyanir. Dogada yaygin olarak
bulunan bu bakteri; kurakliga direncli, sicakliga ise duyarlidir. Oda sicakliginda haftalarca
ve 4°C’de aylarca canli kalabilirler. Memelilerde iist solunum yolu ve diski florasinda
bulunan bir bakteri oldugu icin patojenligi uygunsuz kosullarda firsat¢1 patojen olarak
aciga cikar. Klebsiella 6zellikle 2 yas alti ve 40 yas Ustii kisilerde viicut direncinin
kirilmasi, viriitik {ist solunum yolu enfeksiyonlari sirasinda pnomonilere neden olur

(Bilgehan, 2000).

Candida spp: Candida’lar maya formunda mantarlardir. 5-7 pm boyunda ve oval
veya 4-6 um boyunda ve 6-10 pum eninde uzun maya hiicreleri seklinde goriiliir.
Candida’larin patojen duruma ge¢mesine yas, genel enfeksiyonlar, asir1 zayiflama ve
sismanlik, seker hastaligi, fazla terleme, vitamin eksikligi gibi endojen ve travma, nem
artisl, mantarlarin virolansi ve patojenitesi gibi ekzojen faktorler sebep olmaktadir. Ayrica,
yiiksek dozda genis spektrumlu antibiyotik kullanimi viicut florasinda maya mantarlari

iizerindeki baskmin ortadan kalkmasmna neden olur ve bunlarin iiremesine sebep olur.
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Candida’larin sebep oldugu lezyonlarin tedavisindeki en iyi yontem nedenin ortadan
kaldirilmasidir. Bu mayalar agiz, deri, twrnak, vajina, brons ve akcigerlerde lezyonlar

olusturmaktadirlar (Tat¢1, 1999).

Saccharomyces cerevisiae (RSKK 04017): Askospor yapan bu mayalar oval,
yuvarlak ve uzun hiicreler olusturur. Cok yonlii tomurcuklanma ve i¢inde 1 ile 4 adet spor
bulunan asklarla ¢ogalirlar. Dogada basta iiziim olmak iizere meyve ve sebzeler iizerinde
cok yaygindir. Sekerleri fermente ederek alkol ve CO2 olusturur. Saccharomyces
cerevisiae basta bira olmak iizere tiitsiilenmis kuru salam, sarap, sampanya, ekmek ve alkol
iretiminde de kullanmilmaktadir. S. cerevisiae gidalarda nadiren bozulmaya neden olur.
Benzoat ve sorbat gibi kimyasal koruyuculara direnclidir (Ayhan, 2000). Kalin bagirsakta
iltihaba neden olan Clostridiumdifficile bakterisinin biyolojik kontroliinde bir probiyotik
katki olarak kullanilir. Hastaligi ilerlemis kisilerde bu uygulamanin sistemik maya

iltithabina yol agabilecegi gozlemlenmistir (Munoz vd., 2005).

1.4. Cahsmada Kullanilan Bitkilerin Ozellikleri

Alchemilla L. cinsi Rosaceae (Giilgiller) familyasina aittir. Rosaceae familyasi otsu
ve odunsu bitkilerin bulundugu dikotiledonlarin biiyiik ve onemli bir familyasidir. Bu
familyanin 122 cinse dahil 3370 kadar taksonu vardir. Birgok tiirii siis bitkisi olarak park
ve bahgelerde yetistirilmektedir. Alchemilla, Rosaceae familyasi i¢inde Rosoideae alt
familyasinin Sanguisorbaeae tribusunda yer almaktadir (Heywood, 1978). 1000°den fazla
tiir 1le temsil edilen Alchemilla cinsi genellikle holarktik bolgede yayilmakla beraber, bu
bolgenin disinda Seylan, Dogu Hindistan, Umit Burnu ve Dogu Afrika Daglari’nda da
bulunmaktadir (Izmailow, 1981). Alchemilla’nin Avrasya taksonlar1 Rothmaler tarafindan
iki seksiyona ayrilmistir. Bu seksiyonlar Pentaphyllon Rothm. ve Brevicaulon Rothm.’dur.
Ayni arastirictya gore bunlara ait taksonlarm bir kismi genis yayiligli, bir kismi da
endemiktir (Rothmaler, 1937). Tirkiye Florasindaki kayitlara gore, Tirkiye‘de yayilis
gosteren Alchemilla tiirlerinin tamami Alchemilla seksiyonuna aittir (Hayirhoglu vd.,
1997). Bu seksiyon 3 subseksiyon (Chirophyllum Rothmn., Heliodrosium Rothmn. ve
Calycanthum Rothmn. ve 6 seriye (Saxatiles Bus., Sericeae Bus., Pubescentes Bus.,

Vulgares Bus., Elatae Rothmn. ve Calycinae Bus.) ayrilmistir (Hayirhoglu vd., 1997).
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Tirkiye’deki Alchemilla tiirlerinin ¢ogunlugu Kuzey Anadolu Bolgesi’nde yayilis
gostermektedir. Bunlarin Kirim, Kafkasya ve Iran’daki tiirlerle yakin akraba olabilecekleri

ileri stiriilmektedir (Hayirlioglu vd., 1997).

1.4.1. Alchemilla L. Cinsi

Alchemilla cinsi iilkemizde genellikle “aslanpengesi” ismiyle bilinmekte olup, 16
tane endemik tiir ile temsil edilen bir cinstir. Bu cins Rosaceae familyasi igerisinde yer
almaktadir.

Alchemilla cins ismi Arapga bir kelime olan Alkemelych (alchemy = simya)
kelimesinden tiiremis olup, bitkinin bazi gii¢lerinin olduguna inanilmasindan dolay1 bu ad
verilmistir (Hughes, 2005).

Glinlimiizde 1000'den fazla tiir ile temsil olunan Alchemilla cinsi taksonomik
hiyerarsi icerisinde Rosoidae Focke alt familyas1 ve Sanguisorbeae tribusu igerisinde yer
almaktadir (Frohner, 1995) ve ozellikle Avrupa ve Asya'da genis bir yayilisa sahiptir.
Dogu Afrika'da, Kuzey Amerika’da ve Avustralya'da da dagiliminin oldugu belirtilmistir
(Frohner, 1995; Rothmaler, 1941).

Avrupa'da 300’iin iizerinde tiirlin tanimi yapilmis olmasina ragmen, Walter
(Townsend ve Guest, 1966) 118 tanesini tiir olarak kabul etmistir. Alchemilla cinsi Iran
Florasi’nda 31, Irak Florasi’nda 2 (Townsend ve Guest, 1966), Sovyet Florasi’'nda 151
(Juzepczuk, 1971 ) ve Kafkasya Florasi’nda 36 (Grossheim vd., 1952) tiir ile temsil
edilmektedir. Tiirkiye Florasi’'nda 50 tiir kayith olarak gosterilmesine ragmen daha
sonradan yayinlanan yeni tiirler ve yeni kayitlarla tiir sayis1 76 olmustur (Davis vd.,1988;
Pawlowski ve Walters, 1972).

Tirkiye'de yayilis gosteren Alchemilla tirlerinin tamami Alchemilla seksiyonuna
aittir (Pawlowski ve Walters, 1972). Bu seksiyon 3 subseksiyon (Chirophyllum Rothm.,
Heliodrosium Rothm. Ve Calycanthum Rothm.) ve 6 seriye (Saxatiles Bus., Sericeae Bus.,
Pubescentes Bus., Vulgares Bus., Elatae Rothm. ve Calycinae Bus.) ayrilmistir.
Tirkiye'deki Alchemilla tiirlerinin ¢ogunlugu Kuzey Anadolu Bolgesinde yogun bir sekilde
yayilis gostermekle birlikte, lilkenin tamamina dagilmis durumdadwr (Pawlowski ve

Walters, 1972).
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Walters ve Pawlowski kiiclik boylu olan Alchemilla tiirlerinin daglarin ytiksek
kisimlarinda, asir1 ¢ok kiiclik olanlarmm karli daghk yerlerde yetistigini, orta boylu
Alchemilla tiirlerinin yari-dogal cayrr ve otlatma alanlarinda, biiyiik tirlerin ise
muhtemelen insan faktoriiyle simdiki cografik yayilis alanlarina getirilmis kuzey ve dag

cayir bitkileri olan biiyiik tlirler oldugunu belirtmistir (Walters ve Pawlowski, 1968 ).
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2. KAYNAK OZETLERI

Glycine tomentella Hayata, Leguminosae familyasinda bulunan, Kinmen/
Tayvan’da halk arasinda tedavi amagh olarak kullanilan 6nemli bir bitkidir (Lin vd., 2010).
Uzun yillar boyunca artrit ve romatizma tedavisinde kullanilmistir. Son zamanlarda,
sagliklt yasam adi1 altinda ticari amacla cay, sarap ve gesitli gida ile iligkili dirtinler ailesi
olarak bol miktarda satilmaktadir. G. fomentella koklerinin, antioksidan 6zellik gibi cesitli
biyolojik aktivitelere sahip oldugu bildirilmistir (Lin vd., 2010; Chen ve Pan, 2007; Chen
vd., 2005). Bu biyolojik aktivitelere bakildiginda; kan lipit diizeyini diisiiriicii (Ko vd.,
2004, Chen ve Pan, 2007), anti-inflamatuar (Chen vd., 2005; Lu vd., 2007) ve bagisiklik
sistemini giliclendirici olarak (Chuang vd., 2008) olarak sayilabilir.

Sevil Albayrak ve arkadaslar1 (2010) yaptiklar1 ¢alismada 16 Helichrysum tiiriiniin
metanolik ekstrelerinde invitro olarak antioksidan ve radikal giderme Ozellikleri ile
antimikrobiyal aktivitelerini belirlemislerdir. Tlim tiirlere ait ekstreler yiiksek antioksidan
ve radikal giderme etkisi gostermistir. Helichrysum noeanum igin fosfo molibden metodu
kullanilarak kuru ekstrakta yiiksek antioksidan kapasitesi askorbik asit esdegeri olarak
194,64 mg/g belirlenmistir. DPPH metodunda ise en yiiksek 1Csg Helichrysum stoechas
subsp. barellieri‘de 7,95 g/ml olacak sekilde bulmuslardir. Toplam fenolik icerigi gram
kuru ekstrakt basma gallik asit esdegeri olarak 66.74 ile 160.63 mg arasinda
belirlemislerdir. HPLC analizlerinde ise major bilesik olarak klorjenk asit onu takiben de
apigenin-7-glikozit ile apigenini bulmuslardir. Calisilan tiim ekstraktlar agar diflizyon
metodu kullanilarak 13 bakteri ve 2 maya karsisinda onemli antimikrobiyal aktiviteyi
belirlemiglerdir (Albayrak vd., 2010).

M. Zovko Koncic ve ark. (2010) yaptiklar1 ¢alismada, fenolik bilesiklerin (toplam
fenolik icerik, flavonoid ve fenolik asit igerikleri) miktar1 yani sira onlarin antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri Moltkia petraea (Tratt.) Griseb’in farkl iki lokaliteden alinmis
orneklerin yaprak, kok ve ¢igek su ekstrelerinde belirlemislerdir. Bunlara ek olarak fenolik
asit iceriklerini UPLC-MS/MS kullanarak analiz etmislerdir. Antioksidan aktivite i¢in tiim
ekstraktalarda farkli test sistemleri kullanmiglardir. DPPH radikal giderme aktivitesi,
indirgeyici gii¢ ozelligi, selatlama aktivitesinin belirlenmesi gibi testler yapildi. Bu

testlerde ekstraktalarmm konsantrasyonu artikga aktivitede artis gozlemlenmistir. M.



Petraea’nin su ekstresinde disk diflizyon ve dilusyon metotlar1 ile yapilan deneylerde
antimikrobiyal aktivite gostermemislerdir (Koncic vd., 2010).

Flavonoidler, fenolik asitler, diterpenler ve tanen gibi fenolik bilesenler, yiiksek
antioksidan aktivite 6zelligi gosterirler (Shahidi vd., 1992; Rice-Evans vd., 1996). Bircok
arastirma, bu bilesiklerin, insanlarda gdzlemlenen pek ¢ok hastaligmn olugmasinin veya
ilerlemesini 6nlemede onemli bir deger oldugunu gostermistir (Halliwell ve Gutteridge,
1989; Halliwell vd., 1992; Willet, 1994; Tsao ve Akhtar, 2005). Bu etkiler baz1 degisik
faktorlerle (diyet, alkol, bazi ilaglar gibi) ve ayni zamanda hiicre yapisindaki hasarlarin
olugmastyla sonuclanan redoks denge bozukluklariyla agiklanmistir (Ames vd., 1993). Bu
nedenle, son birka¢ yil icinde, tibbi bitkilerin bir dizi yogun polifenolleri ve diger
antioksidanlarm varligi ve etkinligi arastirilmistir (Pietta, 1998; Sindambiwe vd., 1999;
Halvorsen vd., 2002; Naik vd., 2003; Pegg vd., 2004).

Sentetik antioksidanlardan biitillendirilmis hidroksianizol, biitillendirilmis hidroksi
toluen ve itclinciil butil hidrokinon gibi sentetik antioksidanlar yaygm olarak gidalarda
kullanilmaktadir. Ancak gidalarda sentetik antioksidanlarin kullanimi, toksisite ve
kanserojen riskleri nedeniyle onerilmez (Ito vd., 1986). Bu nedenle insanlar hem raf
omriinii uzatmak i¢in hem de kanserojen etkilerin ortadan kaldirilmasi i¢in cesitli
hastaliklar1 ve yaslanmayr ortadan kaldiran dogal antioksidanlarin elde edilmesi ve
kullanilabilirliginin var olup olmadiginin arastirilmasina odaklanilmistir (Pokorny, 1991).

Meyvelerde, yapraklarda, tohumlarda ve degisik bitki iirlinlerinin yaglarinda
bulunan flavonoidler, tanenler, kumarinler, kurkuminoidler, ksantonlar ve terpenoidler gibi
dogal antioksidanlar (Larson, 1988) ve bunlarin bazilar1 farklt modelleri sentetik
antioksidanlar olarak etki eder (Deshpande vd., 1984). Fenolik igerigin boyutu
monomerlerden tanen gibi uzun zincirli polimerlere ve genellikle karbonhidratlara bagl
olan ya da yiiksek molekiil agirlikli polimerlerin tekrarlayan subiinitlerinin parcasina kadar
degisir. Bademde yan iirlinler olarak cesitli fenolik bilesikler tespit edilmistir. Badem
tohumunda flavonol glikozitler-isorhamnetin  rutinozid, isorhamnetin glucoside,
kaempferol rutinozid ve kaempferol glucoside-olarak 4 farkli fenolik bilesik oldugu
bildirilmistir (Harrison ve Were, 2007). Diger arastirmacilar ayni sekilde badem zarlar1 ve
kabuklarinda galaktoz, ramnoz, kaempferol, naringenin, katesin, protocatechuic asit,

vanilik asit ve benzoik asit tiirevi, glikoza glikosile, quercetin gibi fenolik bilesikleri
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belirlemislerdir. Fenolik bilesikler gidalarda serbest radikaller ve selat metalleri tutma

ozellikleri ile antioksidan olarak hareket ederler (Harrison ve Were, 2007).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kullamlan Bitki Materyalinin Temini

Kullanilan bitki materyalleri Kirikkale Universitesi ADO Herbaryumu’ndan temin
edilmistir.

Tez konusu olan Alchemilla cinsi tiirleri hem genis hem de endemik olarak bol
miktarda yayilis gosterdigi Trabzon ve Giimiishane’yi birbirine baglayan karayolu
iizerinde Zigana gec¢idine kadar olan bdlgeden ve ayrica bu karyolunu Glimiisyayla kayak
merkezine baglayan yol iizerinden toplanmistir. Calisilan Orneklerin defter kayit

numaralar1 ve depolandiklar1 herbaryum Tablo 1’de verilmistir.

Tablo 1. Calisilan 6rneklerin defter kayit numaralar1 ve depolandiklar1 herbaryum

Tiir adx Toplayici kayit no Muhafaza edildigi
herbaryum
A. holotricha Yusuf 1500 ADO
A. persica Yusuf 1508 ADO
A. cimilensis Yusuf 1514 ADO

3.1.2. Kullamlan Kimyasal Maddeler

Kullanilan tiim kimyasallar ve reaktifler analitik yada HPLC smifi saflikta
kullamilmistir. Katesin(+), gallik asit, folin-ciocalteu reaktifi, 1,1-difenyl-2-pikril-hidrazil
(DPPH") radikali, ferrozin, trikloroasetik asit (TCA), linoleik asit, a-tokoferol, Troloks [(£)-6-
hidroksi-2.5.7.8-tetrametilkroman-2-karboksilik asit], ABTS [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiyazin-
6-siilfonik asit) diamonyum tuzu], kuersetin, sodyum karbonat, sodyum fosfat, sodyum
hidroksit, sodyum nitrit, sodyum nitrat, sodyum molibdat, amonyum molibdat, aliminyum
klorid, DMSO, hekzan, diklormetan, etil asetat, metanol, etanol, aseton, demir kloriir, demir

ferro ciyanat, hidrojen peroksit, 1,10-phenanthroline Sigma Aldrich’den (Almanya) satin



alindi. Mueller Hinton Agar, Patates Dekstroz Agar, butillendirilmis hidroksianisol (BHA),
biitillenmis hidroksitoluen (BHT) Merck’ten (Darmstadt/Almanya); tedarik edildi.

3.1.3. Kullanilan Laboratuar Cihazlar

Bu ¢aligmada kullanilan alet ve cihazlar sunlardir:

Mikrobiyolojik emniyet kabini (Bilser), UV-VIS Spektrofotometre (Shimadzu/ Jasco
V650), UV-Spektrofotometre kiiveti (3 cm’’lik Kuartz Kiivet), Manyetik karistiric1 (Ika),
Isitmali su banyosu (Wise Clean), Otomatik pipetler (Brand), Dairesel sallayic1 (Gerhardt),
Ultrasonik banyo (Wise Clean WUC-D06H), Derin dondurucu (-86 °C, Hettich/ Nuair),
Doner evaporator (Ika RV06-ML), pH-metre (Hanna Instrument), Hassas terazi (Precisa/
Denver ), Inkiibator (Elektro-Mag 0-300°C) Vorteks (Ika MS3 Basic), Saf su cihazi (GFL
2004), Dispenser (Isopenser), Santrifiij (Hettich Universal 320), Buzdolab1 (4°C, Arcelik),
Otoklav (Hirayama), Etiiv (Memmert 100-800).

3.1.4.Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.1.3.1. Toplam fenol icerigi tayini ile ilgili ¢cozeltiler

1. % 10’lik Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR) i¢cin: 10 ml FCR alindi. Toplam hacim
100 ml olacak sekilde distile su ile tamamlandi.
2. % 2’1lik Na,COj; ¢ozeltisi ig¢in: 2 g Na,COs bir miktar destile suda ¢oziiliip toplam

hacim destile suyla 100 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.2. Toplam flavanoid icerigi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. %15’lik NaNO, ¢6zeltisi i¢in: Toplam hacim 100 ml olacak sekilde 15 g NaNO,
destile suda ¢oziildii.

2. %4’lik NaOH c¢ozeltisi: Toplam hacim 100 ml olacak sekilde 4 g NaOH destile
suda ¢oziildii.

3. %10’luk AICI; ¢ozeltisi: Toplam hacim 100 ml olacak sekilde 10 g AICl; destile
suda ¢oziildii.

4. Standart katesin ¢ozeltisi i¢in: 1 mg katesin 1 ml metanolde ¢oziildii.
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3.1.3.3. Toplam fenolik asit iceriginin saptanmasi ile ilgili cozeltiler

1. Standart gallik asit ¢ozeltisi i¢in: 1 mg gallik asit 1 ml metanolde ¢6ziildii.

2. Fenolik asit igeriginin Olglimii i¢in reaktif hazirlanmasi: 10’ar g NaNO; ve
NayMoOy, almarak toplam hacim destile suyla 100 mI’ye tamamlandi.

3. 0,5 M’lik HCI ¢ozeltisi i¢cin: Toplam hacim 200 ml olacak sekilde 8,2 ml HCI
distile suda ¢oziildii.

4. % 8,5’lik NaOH c¢o6zeltisi i¢in: Toplam hacim 60 ml olacak sekilde distile suda

5,10 g NaOH ¢oziildii.

3.1.3.4. DPPH Radikalinin Etkisinin Giderilmesi ile ilgili ¢ozeltiler

1. 0,1 mM’lik DPPH ¢6zeltisi icin: 200 ml metanol i¢inde 4 mg DPPH karistirilarak

tamamen ¢oziildii.

3.1.3.5. Toplam indirgeme kuvveti tayini ile ilgili ¢cozeltiler

1. % 10’luk TCA c¢ozeltisi i¢in: Toplam hacim 400 ml olacak sekilde 40 g TCA
destile suda ¢oziildii.

2. % 0,I'lik FeCls ¢ozeltisi i¢in: Distile suda 330 mg FeCl;.6H,O ¢oziildi ve
toplam hacim 100 ml’ye tamamland:.

3. % 1’lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisi i¢in:100 ml distile suda 1 g KsFe(CN)g karistirilarak
tamamen ¢oziildi.

4. 0,2 M’lik fosfat tamponunu i¢in: 4.8 g NaH,PO4 bir miktar destile suda ¢6ziildii.
Daha sonra NaOH ve distile su kullanilarak pH’s1 6,6 olacak sekilde toplam hacim 200

ml’ye tamamland1.

3.1.3.6. Toplam B-Karoten Ve Likopen I¢eriginin Belirlenmesi

1. Aseton-hekzan ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 40 ml aseton ile 60 ml hekzan balon

joje i¢inde iyice karistirilarak 100 ml’lik ¢6zelti hazirlanda.
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3.1.3.7. Hidrojen peroksit giderme aktivitesi tayini ile ilgili cozeltiler

1. 40 mM’lik H,O; ¢6zeltisinin hazirlanmast: 408 ul %30’luk H,O,’den alinarak
100 ml 0,1 M’lik fosfat tamponunda ¢6ziildi.

2. 0,1 M’lik fosfat tamponu i¢in: 12 g NaH,PO,4 bir miktar suda ¢oziildii. Daha
sonra 1 M’lik NaOH ve distile su ile pH’s1 7,4 olacak sekilde 1000 ml’ye tamamlandi.

3.1.3.8. Hidroksil Radikali Giderme Ozelliginin Olciilmesi

1. ImM FeCl, ¢6zeltisinin hazirlanmasi: 0,05g FeCl.4H,0 alind1 ve son hacim 250
ml olacak sekilde distile suda ¢oziildii.

2. 0,17 M H,0, ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4,714 pl H,O, alinarak 2 ml distile suda
¢Ozildii.

3. 0,2 M fosfat tamponu hazirlanmas1 (pH 7,8): 1,92 g NaH,P04.5H,0 alind1 ve 50
ml suda ¢6ziildii. 1M’lik NaOH ¢ozeltisi ile pH metre kullanilarak pH’s1 7,8’e ayarlanda.

4.1lmM’lik  1,10-phenanthroline hazirlanamasi: 0,018 gr 1,10-phenanthroline
tartilarak 100 ml ethanol’de ¢oziildii.

3.1.3.9. Metal selatlama kapasitesi tayini ile ilgili ¢ozeltiler

1. 5 mM’lik ferrozin ¢ozeltisi i¢in: 40 ml metanolda 0,0492 g ferrozin vorteks
yardimiyla tamamen ¢6ziildii.
2. 2 mM’lik FeCl, ¢ozeltisi icin: 40 ml metanolde 0,0160 g FeCL.4H,O vorteks

yardimiyla tamamen ¢6ziildii.

3.1.3.10. Toplam antioksidan aktivite tayini ile ilgili ¢ozeltiler

Toplam antioksidan aktivite tayini i¢in reaktif hazirlanmasi i¢in 6celikle 0,6 M’lik
H,S04, 28 mM’lik NaH,PO4 tamponu ve 4nM’lik (NH4)6Mo07024.4H,0 (amonyum

molibdat) ¢ozeltisine ihtiyag vardir.

1. 0,6 M’lik H,SO4 ¢6zeltisi i¢in: 6,6 ml H,SO4 bir miktar destile suda ¢oziildii.
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2. 4 mM’lik amonyum molibdat ¢ozeltisi i¢in: 0,99 g (NH4)6Mo070,4.4H,0 bir
miktar destile suda ¢6ziildii.

3. 28 mM’lik NaH,PO4 tamponu i¢in: 0,68 g NaH,PO4 bir miktar destile suda
¢Ozildii.

Bu ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra balon jojede karistirildi ve toplam hacimleri 200

ml olacak sekilde distile su eklendi.

3.1.3.11. Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi

1. Nutrient Broth Besiyerinin Hazirlanmasi: 13 g Nutrient Broth toplam hacmi
1000 ml olacak sekilde distile su eklenerek manyetik karistirict ile karistirildi. Daha sonra
hazirlanan besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi ve saklanmak {izere
buzdolabina kaldirild1.

2. Mueller Hinton Agar Besiyerinin i¢in: 34 g Mueller Hinton Agar toplam
hacmi 1000 ml olacak sekilde distile su eklenerek manyetik karistirict ile karistirildi.
Ardindan hazirlanan besiyeri otoklavda 121 °C’de 15 dakika steril edildi. 45 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril kosullarda steril petri kaplarina 30’ar ml aktarildi. Hem
katilagsmas1 hem de kullanilacak zamana kadar saklanmasi i¢in buzdolabma konuldu.

3. Potato Dekstroz Agar Besiyerinin Hazirlanmasi: 19,5 g PDA toplam hacmi
500 ml olacak sekilde distile su eklenerek manyetik karistirict ile karistirildi. Daha sonra
hazirlanan besiyeri 121 °C’de 15 dakika steril edildi. 45 °C’ye kadar sogutulduktan sonra
steril kosullarda steril petri kaplarina 30’ar ml aktarildi. Hem katilasmasi hem de

kullanilacak zamana kadar saklanmasi i¢in buzdolabina konuldu.
3.1.3.12. Kullanilan Disklerin ve Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi
Agar disk diflizyon metodu igin 6 mm ¢apindaki steril diskler DMSO’da
cozdiirtilerek 25 mg/ml konsartrasyonundaki ekstreler ile 20 pl olacak sekilde emdirildi.

4°C’de buzdolabinda saklanan stok mikroorganizma kiiltiirleri Nutrient Broth sivi

besiyeri igeren tiipler inokiile edildi ve 37°C’de 6 saat beklendi.
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Bu siire sonunda mikroorganizma kolonileri besiyerlerinden 6ze yardimiyla
almarak distile su igerisinde siispanse edildi ve Mc Farland 0,5 bulaniklik tiipleriyle
karsilastirilarak 10° bakteri/m!’lik diliisyon hazirland1.

Ardindan bekletilen mikroorganizma kiiltiirlerinin Mueller Hinton Agar bulunan
petri kaplarma ekimi yapildi. Ve bu petri kaplar1 da 37 °C’de 24 saat bekletildi.

Hazirlanan bu kiiltiir potato dekstroz agar igceren petrilere 200’er pl aktarildi ve

ekiivyon ¢cubugu ile mikroorganizmalarin ekimi yapildi.

3.2. METOT

3.2.1. Ekstraksiyon Teknigi

Kuru bitki 6rneklerinin her birisi havanda ezilerek toz haline getirildi. Sonrasinda toz
halindeki materyal apolar ¢oziiciiden polar ¢dziicliye dogru ekstraksiyon islemine tabi
tutuldu. Bunun i¢in ilk hekzan fraksiyonundan baslamak iizere sirasiyla diklorometan, etil
asetat, metanol ve sonrasinda distile suda 24 saat boyunca g¢alkalamali bir karistiricida
dakika da 150 rpm olacak sekilde karistirildi. Sonrasinda ise bu ekstrakt sivist siiziilerek
stizlilen kisim basinci azaltilmis rotaevaparotorde ¢oziiciisii ugurularak ekstrakt elde edildi.
Elde edilen ekstrakt i¢erisinde CaCl, konulmus vakumlu bir desikatore transfer edilmis ve
ekstraktin tamamen kurutulmasi ve nemden korunmasi saglandi. Sonrasinda ise siiziintlide
kalan bitki ikinci ve tglincii kez hekzanfraksiyonuna alinarak ayni islemler diger
tekrarlandi. Yapilan bu islemler diger c¢oziiciiler i¢in de tekrarlandi. Boylece her bitki

tiirtine ait 5 tane farkl fraksiyon elde edilmis oldu (Mingbo vd., 2005).

1.2.2. Antioksidan Aktiviteyi Arastirma Teknikleri

3.2.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Ekstreler igerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltacu yontemine (Gamez-
meza vd., 1999) gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve ¢aligilan biitiin
ornekler, %70’lik metanol i¢inde hazirlanmistir. 0.5 ml 6rnek, 2.5 ml Folin Ciocaltacu
reaktifi ve 7.5 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi deney tiipiine karistirilarak 2 saat oda

sicakliginda  bekletilmistir. ~ Stire  sonunda  ¢Ozeltilerin ~ absorbanslar1 UV
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Spektrofotometresi’nde 760 nm’de okunarak toplam fenol miktarlari; gallik asitle ¢izilen
kalibrasyon egrisinden, mg gallik aside esdeger olacak sekilde hesaplandi (Gamez-meza

vd.,1999).

3.2.2.2. Toplam Flavonoid i¢ceriginin Belirlenmesi

Toplam Flavonoid miktarmin belirlenmesi i¢in, bitki ekstraktindan 250 pl almarak
1,25 ml. distile suyun igerisine aktariir bu karisimim {izerine 75 pl % 5’lik NaNO;
soliisyonu eklenerek karistirilir. 5 dakika sonra % 10’luk AICl; H,O soliisyonu bu ¢ozeltiye
eklenerek karistirilir. Bunu takip eden altinci dakikada, 1 M NaOH’dan 500 pl eklenir
tizerine 275 pl distile su eklenerek tiim karisim cok iyi ve nazikce karistirilir. Ortaya
cikacak olan pembe renk 415 nm’de okunarak daha Onceden hazirlanan (+)-katesin
standart kalibrasyon grafiginde gore okunarak (+)-Katesin eslenegi olarak toplam

flavonoid igerigi bitkin kilograminda miligram cinsinden hesaplandi (Barros vd., 2007).

3.2.2.3. Toplam Fenolik Asit icerigi (TPA)

Taze olarak hazirlanacak bitki ekstrakti (1.0 mL) 0.5 M hidroklorik asit (2.0 mL) ve
10 g sodyum nitrit 10 g sodyum molybdatenin 100 mL suda ¢6zdiiriilmesiyle hazirlanan
reagent (2.0 mL) eklendi. Bunu takiben % 8,5’lik sodyum hidroksitten 2 ml eklendi. Daha
sonra son hacim 10 mL olacak sekilde distile su ilave edildi. Absorbans 505 nm de
okutuldu. Kor olarak her bir ekstrakt icin 10 ml su kullanildi. Toplam fenolik asit igerigi
sinapik asit kullanilarak standart kalibrasyon egrisi olusturuldu. Bu kalibrasyon egrisinden
sinapik asit es degeri (mg/g) olarak toplam fenolik asit icerigi hesaplandi (Koncic vd.,
2010).

3.2.2.4. Toplam B-Karoten ve Likopen I¢eriginin Belirlenmesi

Karotenoidlerin icerigi Barros ve arkadaglarinin yaptiklar1 caligmalardaki metot
kullanilarak spektrofotometrik olarak belirlenmesi icin bitki ekstrakt 6rneklerinden 100 mg
almarak 10 ml Aseton-hekzan (4:6) karigimi igerisine konulanarak 1 dakika siiresince iyi

bir sekilde karistirilarak Whatman No. 4 filtre kagidiyla siiziiliir. Siizlintiiniin absorbans
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degerler1 453, 505 ve 663 nm. Dalga boylarinda Ol¢iimler yapilir. B-karoten ve
Likopenigerikleri standart grafiklerle degerlendirilerek kilogram bitkideki karotenoid
miktar1 miligram cinsinden hesaplanir ( Barros vd., 2007).

B-karoten ve Likopen icerikleri asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi.

B-karoten (mg/100 ml) = 0,216As63 — 0,304A505 + 0,452 A453 (1.a)
Likopen (mg/100 ml) = —0,0458 Age3+ 0,372A505 — 0,0806A453 (1.b)

Formiilde Age3; 663 nm, Asps; 505 nm ve Agss ise 453 nm dalga boylarinda okunan
absorbans degerlerini ifade etmektedir. Sonuglar g ekstredeki mg karotenoid miktar1

cinsinden hesaplandi.

3.2.2.5. DPPH Radikalinin Etkisinin Giderilmesi

Sulu bitki soliisyonlar1 degisik konsantrasyonlarda ya da fenolik ekstraktin (0.3 ml)
icerisinde litrede 6x10° mol olacak sekilde hazirlanan DPPH radikali iceren 2.7 ml
metanolik solusyon karistirilir. Bu karisim giliclii bir sekilde karistirilarak 60 dakika
karanlik bolgede bekletilir. DPPH radikalinin azalmasi1 517 nm’de absorbsiyounun
Olciilmesi ile karalastirilacaktir. Bu radikalin etkinli§inin giderilmesi ¢alismalar1 g¢esitli
arastiricilarin ortaya koyduklar1 metodu takiben yapilacaktir (Hatano vd., 1988). Radikalin
etkinliginin giderilmesi i¢in bitkiden elde edilen ekstarkt ile radikal karigtirilarak
spektrofotometrik olarak okuma yapildi ve bu okuma sonucunda DPPH’nin renginin
giderilmesi ile etkinligin miktar1 hesaplandi. DPPH radikali giderilmesi aktivitesi asagidaki

formiil kullanilarak hesaplandi.

L Alontrol - Ayuraune
%o Inhibasyon = = 100 )

Blontrel

Burada Agontrol, kontrol ya da koriin absorbansi, Apumune 15€ ekstraktin varliginda

Olciilen absorbansi ifade eder.

24



3.2.2.6. Indirgeyici Gii¢ Ozelliginin Olciilmesi

Degisik konsantrasyonlar da sulandirilmis bitki 6rnekleri ya da fenolik ekstraktlar
dan 2,5 ml alinarak 2,5 ml pH: 6,6 olan litresinide 200 mmol bulunacak sekilde hazirlanan
sodyum fosfat tamponu ile %1°lik 2,5 ml potasyum feri ciyanit ile karistirilarak ve 50
derece de 20 dakika inkiibe edilir. Uzerine %10’luk hazirlanan tri kloroasetik asitten 2,5
ml. katilir ve bu karisim 1000 rpm’de 8 dakika santrifiij edilir. Santrifiij sonrasinda iist faz
alinarak yaklasik 5 ml iizerine 5 ml deiyonize su ve 1 ml % 0,1’°lik demir klorid konularak
spektrofotometrik olarak 700 nm.’de okumasi yapilmistir. Yiksek absorbans yiiksek
indirgeyici Ozelligi gostermistir. BHA ve a-tocoferol standartlarina karsi hesaplama

yapilmistir (Oyaizu, 1986).

3.2.2.7. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayini

Calismada kullanilan bitki ekstraktlar1 ve sentetik antioksidant maddelerin cesitli
konsantrasyonlarindaki su ile hazirlanan ¢ozeltilerinin hidrojen peroksit giderme aktivite
tayini Ruch ve ark. (1989) metoduna gore tayin edildi. Bitki ekstraktlarinin ¢ozeltilerinden
0.4 ml alind1 ve tlizerine 100 mM pH 7.4 fosfat tamponunda hazirlanan hidrojenperoksit
(H,0,)( 40 mM, 0.6 ml) ilave edildi, H,O, ilave edilir edilmez karisimin 230 nm deki
absorbans1 kore kars1 okundu. H,O, giderme aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak

hesaplandi.

. L Alontrol - Aromome 3
Hz202 giderme aktiitest = =100 3)

Alentral

Burada Agontrol, kontrol ya da koriin absorbansi, Apymune 1s€ ekstraktin varliginda

Olciilen absorbansi ifade eder (Ruch vd. 1989).

3.2.2.8. Hidroksil Radikali Giderme Ozelliginin Ol¢iilmesi

Hidroksil radikali giderme 6zelligi Fenton reaksiyonu ( Yu vd., 2004) ile analiz

edilmistir. Bu reaksiyona gore reaksiyon karisimi 1 mM FeCly’den 60 pl, 1 mM 1,10-
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phenanthroline’den 90 pl, 0,2 M fosfat tamponundan (pH 7,8)’den 2,4 ml, 0.17
MH,05’den 150 pl ve 1,5 ml degisik konsantrasyonlarda ekstrakt eklenerek hazirlanmistir.
Bu karisima H,O;’nin eklenmesiyle reaksiyon baslatilir. Oda sicakliginda yapilan 5
dakikalik inkiibasyon sonrasinda spektrofotometre kullanilarak 560 nm.’de yapilan 6l¢lim
sonrasinda hidroksil radikalini uzaklastirma aktivitesi asagidaki esitlige gore hesaplandi

(Yu vd., 2004).

Tzaldagtrma Oran= % =100 {4)

Burada A,, kontroliin (ekstrakt olmaksizin) absorbansi, A;, ekstarkt varliginda
alman absorbans degeri, A, ise 1,10- phenanthroline olmaksizin alinan absorbans

degeridir.

3.2.2.9 Metal Selatlama Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Metal selatlama aktivitesine demir selatlama 6zelligi lizerinden bakildi. Dinis ve
ark. metoduna gore yapilmistir. Bu 6zellik belirlenmesi kisaca; her bir 0,5 ml ekstrakt’a 1,6
ml deiyonize su ve 0,05 ml 2 mM FeCl,’den eklenerek baslatilmistir. 30 saniye sonrasinda
5 mM Ferrozine’den 0,1 ml eklenmistir. Ferrozine iki degerlikli demir ile rekasiyona
girdiginde suda ¢ok iyi ¢Oziinlir hale gelir. Bunu takiben 10 dakika oda sicakliginda
bekletilecek karigimin Fe™ Ferrozine kompleksinin absorbanst 562 nm.’de Olglilmiistiir.
Boylelikle ekstraktin demiri selatlama aktivitesi asagidaki formiil kullanilarak hesaplandi

(Dinis vd., 1994).

selatlama orat = Akontrol - Amure =100 (2)

AYontrol

Burada Agontrol, kontrol ya da koriin absorbansi, Apymune 18€ ekstraktin varliginda

Olciilen absorbansi ifade eder.
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3.2.2.10. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Orneklerinin antioksidan aktiviteleri phosphomolybdenum yontemi ile Prieto ve
ark. gore degerlendirildi ve askorbik asit esdegeri olarak ifade edildi. Kisaca, 0,4 mL
metanolde ¢ozdiiriilmiis ekstrakt ile 4 mL reaktif ¢ozeltisi ( 0,6 M siilfiirik asit, 28 mM
sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) karistirildi. Kor olarak bitki ekstrakti yerine
metanol kullanildi. Rekaksiyon karigimi vortex ile karistirildi ve su banyosunda 90 dakika
sireyle 95 °C’ de bekletildi. Absorbans 695 nm dalga boyunda 6lgiildii. Antioksidan
aktivitesi, askorbik asit esdegeri (AAE mg / 1 gr bitki) olarak hesaplandi (Prieto vd., 1999).

1.2.3. Antimikrobiyal Aktivite Arastirma Yontemleri

1.2.3.1. Test Mikroorganizmalarimin Se¢cimi

Calismada kullanilacak olan test mikroorganizmalar1 Refik Saydam Hifzisiha
merkezinden elde edilmistir. Mikroorganizma olarak Gram (+), Gram (-) ve maya
kullamilmistir.  (Bacillus  subtilis ATCC 6633, Escherichia coli ATCC25922,
Staphylococcus aureus ATCC 29213, Candida albicans, Klebsiella pneumoniae EMCS,
Saccharomycescerevisiae RSKK04017).

3.2.3.2. Agar Disk Difiizyon Metodu

Antimikrobial aktivite testleri Berghe ve Vlietinck tarafindan agiklanan metoda
gore yapilmistir. Bitki ekstraktlar1 100 mg/ml olacak sekilde %100 dimetillsulfoksit
(DMSO) igerisinde c¢oziilmiistiir. HPLC saflikta filitrasyon yapan 0.22 pum’lik Nylon
membran filtreler kullanilarak siiziilen ekstraktlar kullanilmistir. Testte kullanilacak
mikroorganizmalarin kiiltiir siispansiyonundan 200ul (yaklasik olarak mc farland 0,5
esitligine gore 10° koloni icerir) Mueller Hinton agar ve Sabouraud dextrose-agara
sirastyla yayildi. Sonrasinda 3 mm kalinlik ve 6 mm capa sahip disklere 50ul filtreden
stiziiliip steril bir ortamda tutulan her bir ekstrakt emdirildi. Bu diskler steril bir pens
yardimiyla lizerinde bakteri ekilmis olan petri kaplar1 igerisindeki besiyerine yerlestirildi.

Negatif kontrol olarak 50ul DMSO emdirilmis diskler kullanildi. Streptomisin referans
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antimikrobiyal ajan olarak kullanildi. Sonrasinda petri kaplar1 1 saat 4 derecede sonrasinda
24 saat 37 derecede inkiibe edildi. Antimikrobial aktivitenin belirlenmesi ekstrakt
emdirilmig disklerin etrafindaki zonlarin 6l¢iilmesi ile saglandi (Berghe ve Vlietinck,

1998).

1.2.4. istatistiksel Analizler

Tiim 6lgtimler 3 kez tekrarland1 ve yapilan analizler student’s t-test programi

kullanilarak p < 0,05 degerleri araliginda belirlendi.

28



4. BULGULAR

4.1.0ziit Verimleri
Alchemilla L. (Rosaceae) cinsine ait bitkilerinden takip eden ekstraksiyon ile elde
edilen hekzan, diklorometan, ectilasetat, metanol ve su Oziit verimleri Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. Alchemilla L. turlerinin 6zt verimleri

Verim (%)
Ekstraksiyon coziiciisii A. holotricha A. persica A. cimilensis
Hekzan 0,12 0,93 0,26
Diklorometan 0,53 0,27 0,66
Etil asetat 0,93 1,50 0,29
Metanol 0,36 0,34 0,43
Su 0,33 0,25 0,80

4.2. Antioksidan Aktivite Bulgular

4.2.1. Toplam Fenolik Madde Miktar1 Tayini

Cozeltilerin absorbanslar1t UV Spektrofotometresi’nde 760 nm’de okunarak toplam
fenol miktarlar1; gallik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg gallik aside esdeger olacak

sekilde hesapland1 (Sekil 1).
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Sekil 1. Toplam fenol igerigi i¢in gallik asit ile hazirlanan standart grafik

Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonuglar1 Tablo 3‘de verilmistir.

Tablo 3. Ekstrelerin toplam fenolik igerikleri (mg GAE/g ekstre)

Numuneler mg GAE/g ekstre
Hekzan 8,050 £ 1,25
Diklorometan 28,323 £ 1,33
A. holotricha Etil asetat 67,632 £ 1,45
Metanol 45,985 £ 2,01
Su 48,167 £ 0,70
Hekzan 15,433+ 0,44
Diklorometan 15,634+ 0,18
A. persica Etil asetat 61,105+1,03
Metanol 54,155+ 1,16
Su 52,747+ 0,98
Hekzan 10,025+ 0,11
Diklorometan 45,765 + 0,88
A. cimilensis Etil asetat 67,863 + 0,24
Metanol 57,538 £ 0,45
Su 57,065+ 0,78
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A. holotricha tiiriiniin ¢esitli ¢oziicli ekstrelerinde bulunan toplam fenolik icerikleri
sirastyla incelendiginde Etil asetat ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi >
Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi seklinde bulundu. Bu degerler sirasiyla 67,632 +
1,45 > 48,167 £0,70 > 45,985 + 2,01 > 28,323 £ 1,33 > 8,050 £ 1,25 olarak hesaplandu.

A. persica tirl icin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinde bulunan toplam fenolik madde
icerikleri ise Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan ekstresi >
Hekzan ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 61,105 £ 1,03 > 54,155+ 1,16 > 52,747+
0,98 > 15,634 £ 0,18 > 15,433 £+ 0,44 olarak hesaplandi.

A. cimilensis i¢in c¢esitli ¢oziicii ekstrelerinde bulunan toplam fenolik madde
icerikleri sirasiyla Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan
ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 67,863 + 0,24 > 57,538 £ 0,45
> 57,065 £ 0,78 > 45,765 + 0,88 > 10,025 + 0,11 olarak hesaplandu.

Calisma sonuclarinda ifade edildigi lizere metanol ve su ekstrelerinde bulunan
fenolik madde miktari, diger ¢oziicii ekstrelerine oranla daha fazla ¢ikmistir. Hekzan
ekstresinin her 3 bitki 6rnegi i¢in yapilan ¢alismada da en az fenolik madde icerdigi
saptanmistir. 3 bitki 6rnegiyle yapilan ¢calisma sonuglar1 sekil 2, sekil 3 ve sekil 4’te grafik

olarak verilmistir.
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Sekil 2. A. holotricha tiirtinlin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinin toplam fenol igerikleri (H:Hekzan
ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 3. 4. persica tirliniin gesitli ¢oziicii ekstrelerinin toplam fenol icerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 4. A. cimilensis bitkisinin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinin toplam fenol igerikleri (H:Hekzan
ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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4.2.2. Toplam Flavonoid i¢ceriginin Belirlenmesi

Cozeltilerin absorbanslar1t UV Spektrofotometresi’nde 415 nm’de okunarak toplam
flavonoid miktarlari; (+)-katesin standart kalibrasyon egrisine gore, miligram cinsinden

hesaplandi. (+)-Katesin standart kalibrasyon grafigi Sekil 5°de verilmistir.
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Sekil 5. Toplam flavonoid igerigi tayini i¢in catechin ile hazirlanan standart grafik

Tablo 4‘de Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonuglar1 verilmistir.

Tablo 4. Ekstrelerin toplam flavonoid igerikleri (mg C/g ekstre)

Numuneler mg C /g ekstre
Hekzan 10,462 + 0,15
Diklorometan 14,823 £ 0,38
A. holotricha Etil asetat 14,825+ 0,71
Metanol 11,294 + 0,58
Su 9,859 +£0,45
Hekzan 8,466 + 1,33
Diklorometan 10,037 £ 1,56
A. persica Etil asetat 17,945 + 1,02
Metanol 13,546 £ 0,98
Su 9,736 £ 0,75
Hekzan 8,478 £0,48
Diklorometan 10,914 + 1,03
A. cimilensis Etil asetat 13,712 + 1,07
Metanol 12,834 + 0,81
Su 10,116 +£ 0,65
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A. holotricha igin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid igerikleri
sirasiyla Etil asetat ekstresi = Diklorometan ekstresi > Metanol ekstresi > Hekzan ekstresi
> Su ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 14,825 + 0,71 > 14,823 £ 0,38 > 11,294 +
0,58 > 10,462 £ 0,15 > 9,859 + 0,45 olarak hesapland1.

A. persica i¢in cesitli ¢oziicli ekstrelerinde bulunan toplam flavonoid igerikleri
sirasiyla Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Su ekstresi >
Hekzan ekstresi seklindedir. Bu degerler sirastyla 17,945 + 1,02 > 13,546 + 0,98 > 10,037
+1,56>9,736 £ 0,75 > 8,466 + 1,33 olarak hesapland1.

A. cimilensis i¢in gesitli ¢ozilicii ekstrelerinde bulunan flavonoid igerikleri sirasiyla
Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Su ekstresi > Hekzan
ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 13,712 + 1,07 > 12,834 £ 0,81 > 10,914 £ 1,03 >
10,116 + 0,65 > 8,478 + 0,48 olarak hesapland:.

Calisma sonuglarinda goriildiigii gibi etil asetat ekstrelerinde bulunan toplam
flavonoid madde miktari, diger ¢oziicii ekstrelerine oranla daha fazla ¢ikmistir. Hekzan ve
su ekstrelerinin ise her 3 bitki 6rnegi i¢in yapilan ¢alismada da en az toplam flavonoid
icerik bulundugu goriilmiistiir. 3 bitki 6rnegiyle yapilan ¢calisma sonuglar1 sekil 6, sekil 7

ve sekil 8’de grafik olarak verilmistir.
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Sekil 6. A. holotricha cesitli ¢oziicli ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 7. A. persica gesitli ¢dzlicii ekstrelerinin toplam flavonoid igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 8. A. cimilensis gesitli ¢oziicli ekstrelerinin toplam flavonoid icerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)

=
)]

=
o

=
Isd

=
(]

Flavonoid igerigi (mg CE / g ekstre)
[e1]

4.2.3. Toplam Fenolik Asit icerigi (TPA)

Orneklerin  fenolik asit igerigi igin standart grafigi igin 25-500 ppm
konsantrasyonlar1 arasinda hazirlanan konsantrasyonlar 505 nm dalga boyunda
spektrofotomtre kullanilarak okutuldu. Toplam fenolik asit igerigi bu standart kalibrasyon

egrisine gore hesaplandi (Sekil 9).
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Sekil 9. Fenolik asit tayini i¢in sinapik asit ile hazirlanan standart grafik

Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonuglar1 Tablo 5‘de verilmistir.

Tablo 5. Ekstrelerin toplam fenolik asit igerikleri (mg SAE/g ekstre)

Numuneler mg SAE/g ekstre
Hekzan 0,7216 +£ 0,21
Diklorometan 0,7208 + 0,24
A. holotricha Etil asetat 0,7206 + 0,26
Metanol 0,7205 + 0,27
Su 0,7204 +£ 0,34
Hekzan 0,7218 £ 0,33
Diklorometan 0,7206 £ 0,21
A. persica Etil asetat 0,7206 + 0,71
Metanol 0,7204 + 0,54
Su 0,7205 + 0,21
Hekzan 0,7219+ 0,52
Diklorometan 0,7209 + 0,32
A. cimilensis Etil asetat 0,7207 £ 0,34
Metanol 0,7206 + 0,36
Su 0,7204 £ 0,37
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A. holotricha igin gesitli ¢oziicli ekstrelerinde bulunan toplam fenolik asit igerikleri
sirastyla Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi > Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi
> Su ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 0,7216 + 0,21 > 0,7208 = 0,24 > 0,7206 +
0,26 > 0,7205 £ 0,27 > 0,7204 £+ 0,34 olarak hesaplandi.

A. persica igin ¢esitli ¢oziicli ekstrelerinde bulunan toplam fenolik asit igerikleri
sirastyla Hekzan ekstresi > Etil asetat ekstresi = Diklorometan ekstresi > Su ekstresi >
Metanol ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 0,7218 + 0,33 > 0,7206 + 0,21 = 0,7206
+ 0,71 >0,7205 £ 0,21 > 0,7204 + 0,54 olarak hesapland:.

A. cimilensis igin ¢esitli ¢oziicli ekstrelerinde bulunan toplam fenolik asit igerikleri
sirasiyla Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi > Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi
> Su ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 0,7219 + 0,52 > 0,7209 + 0,32 > 0,7207 +
0,34 > 0,7206 £ 0,36 > 0,7204 = 0,37 olarak hesaplandi.

Calisma sonuglarinda goriildiigii gibi hekzan ekstrelerinde bulunan fenolik asit
madde miktari, diger ¢oziicii ekstrelerine oranla daha fazla belirlenmistir. Metanol ve su
ekstrelerinin ise her 3 bitki O0rnegi icin yapilan ¢alismada da en az fenolik asit igerik
bulundugu goriilmiistiir. Diklorometan ve etil asetat ekstrelerinde ise birbirine yakin
sonuclar goriilmiistiir. 3 bitki 6rnegiyle yapilan calisma sonuglar1 sekil 10, sekil 11 ve sekil

12°de grafik olarak verilmistir.

— 0,7208 -
5 0,7206 -
0,7204 -
0,72 I
0,7198 - ; ; ; ; .
H 5] E Pl 5

Sekil 10. 4. holotricha igin gesitli ¢dziicii ekstrelerinintoplam fenolik asit igerikleri (H:Hekzan
ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 11. A. persica igin gesitli ¢dziicli ekstrelerinin toplam fenolik asit i¢erikleri (H:Hekzan
ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 12. A. cimilensis igin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinintoplam fenolik asit igerikleri (H:Hekzan
ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)

4.2.4. Toplam p-Karoten ve Likopen Iceriginin Belirlenmesi

Ektraktlar ile hazirlanmis siiziintliniin absorbans degerleri 453, 505 ve 663 nm
dalga boylarinda Slgtimler yapildi. B-karoten ve Likopen igerikleri standart grafiklerle
degerlendirilerek kilogram bitkideki karotenoid miktar1 miligram cinsinden hesaplandi

(Barros vd., 2007).
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Sonuglar g ekstredeki mg karotenoid miktar1 cinsinden hesaplandi (Tablo 6).

Tablo 6. Ekstrelerin B-karoten igerikleri (mg/g ekstre)

NUMUNELER mg/g ekstre

Hekzan 1,043 £ 1,22

Diklorometan 1,685+1,18

A. holotricha Etil asetat 1,624 +1,34
Metanol 1,471 £ 1,42

Su 0,924 + 1,65

Hekzan 0,938 £ 1,12

Diklorometan 0,743 £1,23

A. persica Etil asetat 1,435+1,15
Metanol 1,585 +1,19

Su 0,665 + 1,36

Hekzan 1,113 £1,48

Diklorometan 1,578 £ 1,37

A. cimilensis Etil asetat 1,312 +1,31
Metanol 1,759 £ 1,13

Su 1,675+ 1,09

A. holotricha ¢oziicii ekstrelerinde bulunan B-karoten igerikleri sirasiyla
Diklorometan ekstresi > Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Hekzan ekstresi > Su
ekstresi seklindedir. Bu degerler sirasiyla 1,685 + 1,18 > 1,624 + 1,34 > 1,471 £ 1,42 >
1,043 £ 1,22 > 0,924 £ 1,65 olarak bulundu.

A. persica ¢ozicii ekstrelerinde bulunan B-karoten icerikleri sirasiyla Metanol
ekstresi > Etil asetat ekstresi > Hekzan ekstresi >Diklorometan ekstresi > Su ekstresi
seklindedir. Bu degerler sirastyla 1,585 + 1,19 > 1,435 + 1,15 > 0,938 + 1,12 > (0,743 +
1,23 > 0,665 £ 1,36 olarak bulundu.

A. cimilensis ¢Oziicli ekstrelerinde bulunan B-karoten igerikleri sirasiyla Metanol
ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan ekstresi > Etil asetat ekstresi > Hekzan ekstresi
seklindedir. Bu degerler swrastyla 1,759 + 1,13 > 1,675 + 1,09 > 1,578 = 1,37 > 1,312 +
1,31 > 1,113 olarak bulundu.
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Yapilan ¢aligmada her 3 bitki Ornegi kiyaslandiginda B-karoten igerikleri
sonuclarinin birbirine yakimn oldugu goriilmiistiir. Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan

calisma sonuglar1 sekil 13, sekil 14 ve sekil 15°te grafik olarak verilmistir.
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Sekil 13. A. holotricha igin gesitli ¢dziicii ekstrelerinin B-karoten igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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[i-karoten miktan ( mg'g ekstre )

[i-karoten miktan { mg'g ekstre )

Sekil 14. A. persica igin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinin B-karoten igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 15. A. cimilensis igin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinin B-karoten igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)

Sonuglar g ekstredeki mg likopen icerigi miktar1 cinsinden hesaplandi (Tablo 7).

Tablo 7. Ekstrelerin likopen igerikleri (mg/g ekstre)

NUMUNELER mg/g ekstre

Hekzan 0,814+ 0,56

Diklorometan 0,825+ 0,61

A. holotricha Etil asetat 0,767 £ 0,63
Metanol 0,945 +0,42

Su 0,825+ 0,38

Hekzan 0,969 + 0,37

Diklorometan 1,253 +£0,45

A. persica Etil asetat 1,312 +£ 0,67
Metanol 0,925 +0,71

Su 0,878 £ 0,52

Hekzan 1,190 + 0,64

Diklorometan 1,081 +£0,26

A. cimilensis Etil asetat 1,323 +£0,24
Metanol 0,896 + 0,27

Su 0,855 +0,32
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A. holotricha igin ¢esitli ¢oziicli ekstrelerinde bulunan Likopen igerikleri sirasiyla
Metanol ekstresi > Su ekstresi = Diklorometan > Hekzan ekstresi > Etil asetat ekstresi
seklindedir. Bu degerler sirastyla 0,945 + 0,42 > 0,825 + 0,38= 0,825 £ 0,61 > 0,814 + 0,56
> (0,767 £ 0,63 olarak bulundu.

A. persica ¢oziicii ekstrelerinde bulunan likopen igerikleri sirasiyla Etil asetat
ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan Ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi
seklindedir. Bu degerler sirasiyla 1,312 = 0,67 > 1,253 £ 0,45 > 0,969 + 0,37 > 0,925 +
0,71 > 0,878 + 0,52 olarak bulundu.

A. cimilensis ¢oziicii ekstrelerinde bulunan Likopenigerikleri sirasiyla Etil asetat
ekstresi > Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi
seklindedir. Bu degerler sirasiyla 1,323 + 0,24 > 1,190 £+ 0,64 > 1,081 + 0,26 > 0,896 +
0,27 > 0,855 + 0,32 olarak bulundu.

Yapilan c¢alismada A. persica ve A. cimilensis tiirlerinde birbirlerine benzer
sonuclar ¢ikarken A. holotricha bitkisinin likopen igerikleri daha farkli oranda ¢ikmistir. 3
bitki 6rnegiyle yapilan ¢alisma sonuglar1 sekil 16, sekil 17 ve sekil 18’de grafik olarak

verilmistir.
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Sekil 16. A. holotricha igin gesitli ¢dzilicii ekstrelerinin likopen igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)

Likopen icerigi ( mg/g ekstre )
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Sekil 17. A. persica igin ¢esitli ¢oziicii ekstrelerinin likopen igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 18. A. cimilensis igin gesitli ¢oziicli ekstrelerinin likopen igerikleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)

[m]

Likopen icerig ( mg/g ekstre )

4.2.5. DPPH Radikalinin Etkisinin Giderilmesi

Radikalin etkinliginin giderilmesi i¢in bitkiden elde edilen ekstarkt ile radikal
karistirilarak spektrofotometrik olarak okuma yapildi. Ekstrelerin DPPH serbest radikali
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giderme aktivitelerinin konsantrasyona karst % inhibisyon grafikleri ¢izildi. Her bir 6rnek

ve standart i¢in sonuclar yiizde olarak hesaplanarak Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Ekstrelerin ve standartlarin % DPPH giderme aktiviteleri (TOC: a-Tokoferol ekstresi BHA:Butil
Hidroksi Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)

Numuneler | 0,05 mg/ml 0,1 mg/ml 0,15 mg/ml 0,2 mg/ml
Hekzan 43,83 +0,22 | 44,51 £0,78 | 46,57 £0,46 | 47,63 £0,26
Diklorometan | 45,98 £0, 36 | 46,66 +0,28 | 47,42 +0,78 | 53,60 + 1,21
A. holotricha Etil asetat 85,50 £1,21 | 86.01+£0,98 | 86,57 +0,89 | 88,14 +1,45
Metanol 85,57+0,20 | 86,66 +0,32 | 86,69+0,10 | 87,17 +0,69
Su 86,93 £0,18 | 87,27+0,48 | 87,48+1,52 | 87,62 +0,88
Hekzan 4432 +£0,25 | 48,47+0,25 | 48,75+1,25 | 78,31 £0,91
Diklorometan | 45,41+ 0,29 | 46,78 £1,24 | 53,80+0,24 | 54,04 £ 0,71
A. persica Etil asetat 86,49+ 0,41 | 87,21 £0,68 | 87,65+1,23 | 87,69 +0,65
Metanol 87,46+ 1,48 | 87,50+0,73 | 87,62+2,01 | 87,98 +0,24
Su 87,01 +0,51 | 87,25+1,19 | 87,62+1,41 | 88,08 1,42
Hekzan 44,57+0,23 |45,39+0,42 | 49,88+0,32 | 52,38 +0,28
Diklorometan | 43,61 +0,42 [45,06+0,25 | 49,43+0,69 |55,19+0,64
A. cimilensis Etil asetat 85,92+ 0,24 |87,11+£0,78 | 87,17+0,72 | 89,04 £ 2,06
Metanol 86,93+ 0,15 [86,96+0,59 | 87,12+0,98 | 87,22 +2,08
Su 74,73 £0,14 |85,95+0,48 | 87,67+1,23 | 87,75+1,25
TOC 85,19+ 0,05 [83,44+0,18 | 8552+0,09 |85,72+1,32
Sentetik
Antioksidanlar BHA 83,81+ 0,08 85,18 +0,22 | 8533+0,11 |85,66=1,14
BHT 75,91 +£0,03 |79,42+£0,29 | 82,22+0,15 | 83,58 +£1,05

A. holotricha coziicii ekstreleri ile yapilan ¢alismada kullanilan standartlarm 0,05
mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15 mg/ml’lik konsantrasyonlarda, % DPPH giderme aktiviteleri
sirasiyla; Su ekstresi > Metanol ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Diklorometan ekstresi >
Hekzan ekstresi seklindedir. 0,05 mg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 86,93 +
0,18 > 85,57 £ 0,20 > 85,50 + 1,21 > 45,98 + 0,36 > 43,83 + (0,22 olarak; 0,1 mg/ml
konsantrasyonunun degeri sirasiyla 87,27 + 0,48 > 86,66 + 0,32 > 86.01+ 0,98 > 46,66 +
0,28 > 44,51 £ 0,78 olarak 0,15 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla 87,48 = 1,52 >
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86,69 + 0,10 > 86,57+ 0,89 > 4742 + 0,78 > 46,57 £ 0,46 bulundu. 0,2 mg/ml
konsantrasyonunda ise, % DPPH giderme aktivitesi sirasiyla; Etil Asetat ekstresi > Su
ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,2
mg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla 88,14 + 1,45 > 87,62 + 0,88 > 87,17 £ 0,69 >
53,60+ 1,21 > 47,63 £ 0,26 olarak bulundu.

A. persica coziicii ekstreleri ile yapilan calismada kullanilan standartlarin 0,05
mg/ml konsantrasyonunda, % DPPH giderme aktiviteleri sirastyla; Metanol ekstresi > Su
ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,05
mg/ml konsantrasyonunun degerleri sirastyla 87,46 + 1,48 > 87,01 £ 0,51 > 86,49 = 0,41 >
45,41 £ 0,29 > 44,32 + 0,25 olarak bulundu. 0,1 mg/ml konsantrasyonunda, % DPPH
giderme aktiviteleri sirasiyla; Metanol ekstresi > Su ekstresi > Etil Asetat ekstresi >
Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi seklindedir. 0,1 mg/ml konsantrasyonunun degeri
sirastyla 87,5 £ 0,73 > 87,25 £ 1,19 > 87,21 £ 0,68 > 48,47 £ 0,25 > 46,78 + 1,24 olarak
bulundu. 0,15 mg/ml konsantrasyonunda, % DPPH giderme aktiviteleri sirasiyla; Etil
Asetat ekstresi > Metanol ekstresi = Su ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi
seklindedir. 0,15 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 87,65 + 1,23 > 87,62 + 2,01 =
87,62 £ 1,41 > 53,8 + 0,24 > 48,75 + 1,25 olarak bulundu. 0,2 mg/ml konsantrasyonunda
ise, % DPPH giderme aktivitesi sirasiyla; Su ekstresi > Metanol ekstresi > Etil Asetat >
Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi seklindedir. 0,2 mg/ml konsantrasyonunun degeri
sirastyla 88,08 + 1,42 > 87,98 + 0,24 > 87,69 + 0,65 > 78,31 £ 0,91 > 54,04 + 0,71 olarak
bulundu.

A. cimilensis ¢oziicli ekstreleri ile yapilan ¢calismada kullanilan standartlarin 0,05
mg/ml konsantrasyonunda, % DPPH giderme aktiviteleri sirasiyla; Metanol ekstresi > Etil
Asetat ekstresi > Su ekstresi > Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi seklindedir. 0,05
mg/ml konsantrasyonunun degerleri sirastyla 86,93 + 0,15 > 85,92 + 0,24 > 74,73 £ 0,14 >
44,57 £ 0,23 > 43,61 + 0,42 olarak bulundu. 0,1 mg/ml konsantrasyonunda, % DPPH
giderme aktiviteleri sirasiyla; Etil Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi >
Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi seklindedir. 0,1 mg/ml konsantrasyonunun degeri
sirastyla 87,1 + 0,78 > 86,96 + 0,59 > 85,95 £ 0,48 > 45,39 + 0,42 > 45,06 + 0,25 olarak
bulundu. 0,15 mg/ml konsantrasyonunda, % DPPH giderme aktiviteleri sirasiyla; Su
ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Hekzan ekstresi > Diklorometan

ekstresi seklindedir. 0,15 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla 87,67 = 1,23 > 87,17
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+ 0,72 > 87,12 + 0,98 > 49,88 + 0,32 > 49,43 + 0,69 olarak bulundu. 0,2 mg/ml
konsantrasyonunda ise, % DPPH giderme aktivitesi sirasiyla; Etil Asetat > Su ekstresi >
Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,2 mg/ml
konsantrasyonunun degeri sirasiyla 89,04 + 2,06 > 87,75 + 1,25 > 87,22 £ 2,08 > 55,19 +
0,64 > 52,38 + 0,28 olarak bulundu.

Cesitli standartlar kullanilarak yapilan ¢alismada 0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml, 0,15
mg/ml ve 0,2 mg/ml’lik konsantrasyonlarda DPPH giderme aktivitesi sirasiyla; o-
Tokoferol ekstresi > BHA ekstresi > BHT ekstresi seklindedir. 0,05 mg/ml
konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 85,19 + 0,05 > 83,81 + 0,08 > 75,91 £ 0,03 olarak;
0,15 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 85,52 + 0,09 > 85,33 + 0,11 > 82,22 +
0,15 olarak; 0,2 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla 85,72 + 1,32 > 85,66 + 1,14 >
83,58 = 1,05 olarak bulundu. 0,1 mg/ml konsantrasyonunda ise BHA > a-Tokoferol
ekstresi > BHT ekstresi seklindedir. 0,1 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 85,18 +
0,22 > 83,44 + 0,18 > 79,42 + 0,29 olarak bulundu.

Hem cesitli ¢oziicii ekstrelerinde hem de standart olarak kullanilan maddelerde
yapilan caligmalarda artan konsatrasyonlarda DPPH giderme aktivitesinin de arttigi
goriilmiistiir. Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonugclar1 sekil 19, sekil 20

ve sekil 21°de grafik olarak verilmistir.
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Sekil 19. A. holotricha ¢6ziicii ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin farkli
konsantrasyonlarinda % DPPH giderme aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan
ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol
ekstresi BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)
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Sekil 20. 4. persica ¢oziicii ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda %
DPPH giderme aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat
ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol ekstresi BHA:Butil Hidroksi

Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)
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Sekil 21. A. cimilensis ¢dziicii ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda
% DPPH giderme aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat
ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol ekstresi BHA:Butil Hidroksi

Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)
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4.2.6. Indirgeyici Gii¢c Ozelliginin Ol¢iilmesi

Spektrofotometrik olarak 700 nm’de okunan ¢ozeltilerden yiliksek absorbans degeri

yiiksek indirgeyici 6zelligi gostermistir. BHA, BHT ve a-tocoferol standartlarina karsi

kiyaslama yapilmistir.

Her bir 6rnek ve standart i¢in sonuglar, Tablo 9°da verilmistir.

Tablo 9. Ekstrelerin ve standartlarin indirgeyici gii¢ aktiviteleri (TOC: a-Tokoferol ekstresi

BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)

Numuneler | 0,050 pg/ml | 0,100 pg/ml 0,150 pg/ml 0,200 pg/ml

Hekzan 0,294+0,32 | 0,303+0,45 | 0,304+0,37 | 0,481 +2,07

Diklorometan | 0,355 +0,45 | 0,381 £0,41 0,452 +1,42 | 0,554 +1,23

A. holotricha Etil asetat 2,194+ 1,55 | 2,891 +£0,38 3,158 £ 1,60 3,333 £ 1,05
Metanol 1,132+1,26 | 1,746 £ 1,40 | 2,485+2,01 3,011 £2,04

Su 1,439+ 1,78 | 2,340 £ 1,67 | 2,758 £1,32 | 2,775+ 0,96

Hekzan 0,275+1,36 | 0,272 +1,75 | 0,275+0,51 0,276 £ 1,36

Diklorometan | 0,305+ 1,48 | 0,451 +0,64 | 0,552+0,38 | 0,678 + 1,41

A. persica Etil asetat 2,079 +1,76 | 2,971 +£0,58 | 3,210+£2,05 | 3,330+0,51
Metanol 1,672+ 0,87 | 2,669 £ 1,14 | 2,997 +2,11 3,149 £ 0,42

Su 1,855+0,93 | 2,701 £ 1,18 | 2,739+1,39 | 3,096+2,01

Hekzan 0,115+0,63 | 0,281 +1,42 | 0,337 +0,21 0,475 £0,65

Diklorometan | 0,312 +0,54 | 0,493 +1,26 | 0,637+0,28 | 0,781 £0,41

A. cimilensis Etil asetat 0,405+0,87 | 0,654+1,30 | 0,986 +0,82 1,239 £ 0,32
Metanol 1,477+0,89 | 2,035+0,97 | 2,183 +0,71 3,318+ 1,41

Su 1,069 £0,93 | 1,407 +0,81 | 2,257+0,89 | 3,132+1,40

Sentetik TOC 0,375+0,05 | 0,622 +0,46 | 0,944 +1,05 | 0,994+0,11
BHA 0,788+0,07 | 1,433+0,59 | 2,068 +1,63 | 2,441 +0,28

Antioksidaniar BHT 0,247+0,12 | 0,265 +0,71 0,355+0,78 | 0,385=+0,32

A. holotricha coziicii ekstreleri ile yapilan ¢alismada kullanilan standartlarin 0,05
pug/ml, 0,100 ug/ml ve 0,150 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda, indirgeme giicli aktiviteleri
sirasiyla; Etil asetat ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi >
Hekzan ekstresi seklindedir. 0,050 ug/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 2,194 +
1,55 > 1,439 £ 1,78 > 1,132 £ 1,26 > 0,355 + 0,45 > 0,294 + 0,32 olarak; 0,100 pg/ml

48



konsantrasyonunun degeri sirasiyla 2,891 + 0,38 > 2,340 + 1,67 > 1,746 + 1,40 > 0,381 =
0,41 > 0,303 + 0,45 olarak; 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 3,158 £1,60 >
2,758 +£1,32 > 2,485 £2,01 > 0,452 £ 1,42 > 0,304 + 0,37 olarak bulundu. 0,200 pg/ml’lik
konsantrasyonda ise, indirgeme giicli aktiviteleri sirasiyla; Etil asetat ekstresi > Metanol
ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,200 pg/ml
konsantrasyonunun degeri sirasiyla 3,333 + 1,05 > 3,011 + 2,04 > 2,775 £ 0,96 > 0,554 +
1,23 > 0,481 £ 2,07 olarak bulundu.

A. persica coziicii ekstreleri ile yapilan calismada kullanilan standartlarin 0,05
pug/ml, 0,100 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda, indirgeme giicli aktiviteleri sirasiyla; Etil
asetat ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi
seklindedir. 0,05 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirastyla 2,079 + 1,76 > 1,855 + 0,93
>1,672 + 0,87 > 0,305 + 1,48 > 0,275 £+ 1,36 olarak; 0,1 pg/ml konsantrasyonunun degeri
sirastyla 2,971 £ 0,58 > 2,701 + 1,18 > 2,669 + 1,14 > 0,451 £ 0,64 > 0,272 + 1,75 olarak
bulundu. 0,150 pg/ml ve 0,200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise, indirgeme giicl
aktiviteleri sirasiyla; Etil asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan
ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0, 150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla
3,210 £ 2,05 > 2,997 £ 2,11 > 2,739 + 1,39 > 0,552 + 0,38 > 0,275 + 0,51 olarak; 0,2
pug/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 3,330 £ 0,51 > 3,149 + 0,42 > 3,096 + 2,01 >
0,678 £ 1,41 > 0,276 + 1,36 olarak bulundu.

A. cimilensis ¢oziicli ekstreleri ile yapilan ¢alismada kullanilan standartlarin 0,50
pg/ml ve 0,100 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda, indirgeme giicli aktiviteleri sirasiyla;
Metanol ekstresi > Su ekstresi > Etil asetat ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan
ekstresi seklindedir. 0,50 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 1,477 + 0,89 >
1,069 + 0,93 > 0,405 + 0,87 > 0,312 £ 0,54 > 0,115 + 0,63 olarak; 0,100 pg/ml
konsantrasyonunun degeri sirastyla 2,035 += 0,97 > 1,407 = 0,81 > 0,654 + 1,30 > 0,493 +
1,26 > 0,281 + 1,42 olarak bulundu. 0,150 pg/ml’lik konsantrasyonda, indirgeme giicii
aktiviteleri sirasiyla; Su ekstresi > Metanol ekstresi > Etil asetat ekstresi > Diklorometan
ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla
2,257 £ 0,89 > 2,183 £ 0,71 > 0,986 + 0,82 > 0,637 + 0,28 > 0,337 + 0,21 olarak bulundu.
0,200 pg/ml’lik konsantrasyonda ise, indirgeme giicli aktiviteleri swrasiyla; Metanol

ekstresi > Su ekstresi > FEtil asetat ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi
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seklindedir. 0,200 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 3,318 £ 1,41 > 3,132 + 1,40 >
1,239 + 0,32 > 0,781 + 0,41 > 0,475 £ 0,65 olarak bulundu.

Cesitli standartlar kullanilarak yapilan c¢alismada tiim konsantrasyonlarda
indirgeme giicii aktivitesi sirasiyla; BHA > ekstresi > a-Tokoferol ekstresi > BHT ekstresi
seklindedir. 0,050 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 0,788 + 0,07 > 0,375 +
0,05 > 0,247 + 0,12 olarak; 0,100 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 1,433 + 0,59 >
0,622 £ 0,46 > 0,265 + 0,71 olarak; 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 2,068
+ 1,63 > 0,944 = 1,05 > 0,355 £ 0,78 olarak; 0,200 pg/ml konsantrasyonunun degeri
sirasiyla 2,441 £ 0,28 > 0,994 + 0,11 > 0,385 + 0,32 olarak bulundu.

Bitki Ornekleri kullanilarak yapilan c¢aligmada etil asetat, metanol ve su
ekstrelerinin indirgeyici giic 6zelliginin; diklorometan ve hekzan ekstrelerine gore daha
fazla oldugu goriilmiistiir.

Hem g¢esitli ¢oziicii ekstrelerinde hem de standart olarak kullanilan maddelerde
yapilan caligmalarda artan konsatrasyonlarda DPPH giderme aktivitesinin de arttigi
goriilmiistiir. Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonuclar1 sekil 22, sekil 23

ve sekil 24°te grafik olarak verilmistir.

—@—BHT

Indirgeme giicii aktivitesi
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Sekil 22. A. holotricha ¢ozici ekstrelerinin ve standart antioksidanlarm farkli
konsantrasyonlarinda indirgeme giicii aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan
ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol
ekstresi BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)
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Sekil 23. A. persica ¢oziicii ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda
indirgeme giicii aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat
ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol ekstresi BHA:Butil Hidroksi
Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)
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Sekil 24. A. cimilensis ¢ozicii  ekstrelerinin  ve standart antioksidanlarin  farkli
konsantrasyonlarinda  indirgeme  giicii  aktiviteleri ~ (H:Hekzan  ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi
TOC: o-Tokoferol ekstresi BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi
Toluen ekstresi)
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4.2.7. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayini

Bitki ekstraktlarindan olusturulan ¢ozeltilerin 230 nm deki absorbansi kore karsi

okundu. Her bir 6rnek icin % H,O, giderme aktivitesi hesaplanarak Tablo 10°da

verilmistir.

Tablo 10. Ekstrelerin % H,0, giderme aktiviteleri

Numuneler 0,050 pg/ml 0,100 pg/ml 0,150 pg/ml | 0,200 pg/ml

Hekzan 52,24 +0,23 54,76 £0,35 | 58,44+0,45 |59,92+0,95

Diklorometan | 46,40 0,25 47,67 £ 0,46 47,69 +£096 |[53,12+1,31

A. holotricha Etil asetat 28,16 +£0,47 34,05 +£0,74 42,07 +0,69 |50,23 +£2,12
Metanol 41,03+ 1,56 | 42,61+0,65 | 52,37+£0,84 |53,21+2,23

Su 42,84+ 1,87 |46,98+0,54 |57,73+£0,14 |57,75+1,25

Hekzan 52,92+240 |53,73+£2,04 | 5833+1,24 |58,89+0,89

Diklorometan | 34,07 + 1,01 34,15+ 1,06 | 51,72+£2,05 |57,43+£0,34

A. persica Etil asetat 32,13+2,13 39,17+0,60 | 40,84 +£2,06 |42,53+0,24
Metanol 36,05+2,12 | 45,62+1,03 | 46,27+1,85 |56,25+1,26

Su 41,78 +0,95 | 42,42+2,05 | 44,05+0,47 |43,73+£0,77

Hekzan 68,27+0,14 | 68,51 +£225 | 69,93+045 |70,01 +1,88

Diklorometan | 56,36 £ 0,09 | 57,13 +£1,15 | 58,66+0,49 |61,14+0,55

A. cimilensis Etil asetat 63,37+ 1,54 | 63,69+0,31 66,8 £1,27 |67,12+0,47
Metanol 44,29 +2,01 52,44 +0,52 | 54,92 +£2,31 |64,89+0,36

Su 47,72 +0,57 | 52,98+0,85 | 57,34+1,25 |63,47+1,14

A. holotricha c¢oziicii ekstreleri ile yapilan ¢alismada kullanilan standartlarin 0,50
pug/ml ve 0,100 pg/ml’lik konsantrasyonlarinda, % H,O, giderme aktiviteleri sirasiyla;
Hekzan ekstresi > Dikolorometan ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi > Etil Asetat
ekstresi seklindedir. 5 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 52,24 + 0,23 > 46,40 +
0,25>42,84 +1,87> 41,03 £1,56 > 28,16 + 0,47 olarak; 0,100 ug/ml konsantrasyonunun
degeri sirastyla 54,76 + 0,35 > 47,67 £ 0,46 > 46,98 £ 0,54 > 42,61 £ 0,65 > 34,05 + 0,74
olarak bulundu. 0,150 pg/ml ve 0,200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise, % H,O, giderme

aktiviteleri sirasiyla; Hekzan ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan
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ekstresi > Etil Asetat ekstresi seklindedir. 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla
58,44 £ 0,45 > 57,73 £ 0,14 > 52,37 £ 0,84 > 47,69 + 0,96 > 42,07 + 0,69 olarak; 0,200
pug/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 59,92 + 0,95 > 57,75 £ 1,25 > 53,21 £ 2,23 >
53,12 £ 1,31 > 50,23 + 2,12 olarak bulundu.

A. persica coziicii ekstreleri ile yapilan calismada kullanilan standartlarin 0,50
pug/ml konsantrasyonunda, % H,O, giderme aktiviteleri sirasiyla; Hekzan ekstresi > Su
ekstresi > Metanol ekstresi > Dikolorometan ekstresi > Etil Asetat ekstresi seklindedir.
0,50 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 52,92 + 2,40 > 41,78 £ 0,95 > 36,05 +
2,12 > 34,07 £ 1,01 > 32,13 £+ 2,13 olarak bulundu. 0,100 pg/ml konsantrasyonunda, %
H,0; giderme aktiviteleri sirastyla; Hekzan ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Etil
Asetat ekstresi > Diklorometan ekstresi seklindedir. 0,100 pg/ml konsantrasyonunun
degeri sirastyla 53,73 £2,04 > 45,62 + 1,03 > 42,42 £2,05 > 39,17 + 0,60 > 34,15 + 1,06
olarak bulundu. 0,150 pg/ml ve 0,200 pg/ml’lik konsantrasyonlarda ise, % H,O, giderme
aktiviteleri swrasiyla; Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi > Metanol ekstresi > Su
ekstresi > Etil Asetat ekstresi seklindedir. 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla
58,33 +£1,24 > 51,72 £ 2,05 > 46,27 £ 1,85 > 44,05 + 0,47 > 40,84 + 2,06 olarak; 0,200
pug/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 58,89 + 0,89 > 57,43 + 0,34 > 56,25 + 1,26 >
43,73 £ 0,77 > 42,53 + 0,24 olarak bulundu.

A. cimilensis ¢oziicli ekstreleri ile yapilan calismada kullanilan standartlarin 0,5
pug/ml ve 0,100 pg/ml’lik konsantrasyonlarda, % H,O, giderme aktiviteleri sirasiyla;
Hekzan ekstresi > Etil Asetat > Dikolorometan ekstresi > Su > Metanol ekstresi
seklindedir. 0,50 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 68,27 + 0,14 > 63,37 + 1,54
> 56,36 = 0,09 > 47,72 £ 0,57 > 44,29 + 2,01 olarak bulundu. 0,100 pg/ml
konsantrasyonunun degeri sirasiyla 68,51 + 2,25 > 63,69 = 0,31 > 57,13 £ 1,15 > 52,98 +
0,85 > 52,44 + 0,52 olarak; 0,150 ug/ml konsantrasyonunda, % H,O, giderme aktiviteleri
sirastyla; Hekzan ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Diklorometan > Su ekstresi > Metanol
ekstresi seklindedir. 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 69,93 + 0,45 > 66,8 +
1,27 > 58,66 = 0,49 > 57,34 + 1,25 > 54,92 + 2,31 olarak bulundu. 0,200 pg/ml’lik
konsantrasyonunda ise, % H,O, giderme aktiviteleri sirasiyla; Hekzan ekstresi > Etil
Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan ekstresi seklindedir. 0,200
pug/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 70,01 + 1,88 > 67,12 + 0,47 > 64,89 + 0,36 >
63,47+ 1,14 > 61,14 £ 0,55 olarak bulundu.
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Yapilan ¢alismalarda goriildiigii gibi bitki ekstrelerinin artan konsantrasyonlarinda
% H»0, giderme aktivitesinin de arttig1 goriilmistiir. Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile

yapilan ¢alisma sonuglari sekil 25, sekil 26, sekil 27, sekil 28, sekil 29 ve sekil 30°da grafik

olarak verilmistir.
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Sekil 25. A. holotricha ¢dzicii ekstrelerinin % H,O, aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan
ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 26. A. persica ¢oziicli ekstrelerinin % H,0, aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan
ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 27. A. cimilensis ¢oziicii ekstrelerinin % H,0, aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi S:Su ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi)
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Sekil 28. A. holotricha ¢oziicii ekstrelerinin 0,100 pg/ml konsantrasyonlarinda % H,O, giderme
aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi
M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 29. 4. persica ¢dziicti ekstrelerinin 0,10 pg/ml konsantrasyonlarinda % H,O, giderme
aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol
ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 30. 4. cimilensis ¢oziict ekstrelerinin 0,10 pg/ml konsantrasyonlarinda % H,O, giderme
aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol
ekstresi S:Su ekstresi)
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4.2.8. Hidroksil Radikali Giderme Ozelliginin Olciilmesi

Hazirlanan karisim oda sicakliginda yapilan 5 dakikalik inkiibasyon sonrasinda
spektrofotometre kullanilarak 560 nm’de yapilan 6l¢iim sonrasinda hidroksil radikalini
uzaklastirma aktivitesi asagidaki esitlige gore hesaplandi. Her bir 6rnek i¢in % OH

radikalini giderme aktivitesi hesaplanarak Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Ekstrelerin ve standartlarin % OH radikali giderme aktiviteleri (TOC: a-Tokoferol ekstresi
BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi)

Numuneler 0,05 mg/ml | 0,100 mg/ml | 0,150 mg/ml | 0,200 mg/ml
Hekzan 0,25 +0,51 0,44 £0,25 1,04 £1,18 2,13+£0,02
Diklorometan | 0,41 +0,55 1,95 +£0,78 9,74+£2,19 | 11,95+0,36
A. holotricha Etil asetat 2,96 +£0,73 3,34+ 1,21 12,48 £0,12 | 13,29 +0,41
Metanol 1,21 £1,06 1,99 +£0,18 3,24+1,78 3,57 +1,21
Su 1,36 £2,28 1,81 £0,36 2,38 £0,74 2,62 +1,03
Hekzan 0,24 £0,36 0,64 £2,14 1,37 £0,45 2,57 £2,06
Diklorometan | 0,44 +0,66 2,45 +0,98 5,81 +0,41 9,27+ 1,14
A. persica Etil asetat 2,58 £0,50 2,63+1,13 6,84 £ 0,36 7,55 £2,49
Metanol 1,75 £ 1,40 2,52 +0,74 3,25+0,21 391+1,17
Su 0,87 £2,23 0,88 £1,14 0,89 + 0,33 0,94 £2,07
Hekzan 0,38 £2,06 0,70 0,23 0,74 £2,11 5,75 +£0,41
Diklorometan | 5,32+1,40 | 5,76+ 0,09 | 14,82+1,32 | 16,85+0,36
A. cimilensis Etil asetat 2,68 £1,31 3,04 £2,10 4,05+ 1,47 4,82 +1,27
Metanol 3,27 £2,01 3,74 £1,15 5,56 £2,01 6,26 £2,05
Su 1,91 £0,30 2,37 +£0,99 3,21 +£0,61 4,45 +0,65
Sentetik TOC 0,86 + 0,05 1,32 +£0,96 1,41 £0,58 2,50 £0,21
Antioksidanlar BHA 0,43 £0,09 0,54 £1,16 0,65 +0,32 0,86 + 0,45
TROLOKS 0,15+0,11 0,16 £0,87 0,27 £0,74 0,33 £1,56

A. holotricha c¢oziicii ekstreleri ile yapilan ¢alismada kullanilan standartlarin 0,05
mg/ml konsantrasyonunda, OH giderme aktivitesi sirastyla; Etil Asetat ekstresi > Su
ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,05
mg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 2,96 + 0,73 > 1,36 + 2,28 > 1,21 + 1,06 >
0,41 £ 0,55 > 0,25 = 0,51 olarak bulundu. 0,1 mg/ml konsantrasyonunda, OH giderme
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aktivitesi sirasiyla; Etil Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Su
ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,1 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 3,34
+1,21>1,99+0,18>1,95+£0,78 > 1,81 + 0,36 > 0,44 + 0,25 olarak bulundu. 0,15 mg/ml
ve 0,2 mg/ml konsantrasyonlarinda, OH giderme aktiviteleri sirasiyla; Etil Asetat ekstresi
> Diklorometan ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir.
0,15 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 12,48 0,12 > 9,74 +2,19 > 3,24 £ 1,78 >
2,38 £ 0,74 > 1,04 + 1,18 olarak; 0,2 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla 13,29 +
0,41>11,95+0,36>3,57+ 1,21 > 2,62 + 1,03 > 2,13 + 0,02 olarak bulundu.

A. persica coziicii ekstreleri ile yapilan calismada kullanilan standartlarin 0,05
mg/ml konsantrasyonunda, OH giderme aktivitesi sirasiyla; Etil Asetat ekstresi > Metanol
ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,05 mg/ml
konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 2,58 + 0,50 > 1,75 = 1,40 > 0,87 + 2,23 > 0,44 +
0,66 > 0,24 + 0,36 olarak bulundu. 0,1 mg/ml konsantrasyonunda, OH giderme aktivitesi
sirasiyla; Etil Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Su ekstresi >
Hekzan ekstresi seklindedir. 0,1 mg/ml konsantrasyonunun degeri swrastyla 2,63 + 1,13 >
2,52 £ 0,74 > 2,45 £ 0,98 > 0,88 = 1,14 > 0,64 + 2,14 olarak bulundu. 0,15 mg/ml
konsantrasyonunda, OH giderme aktivitesi sirasiyla; Etil Asetat ekstresi > Diklorometan
ekstresi > Metanol ekstresi > Hekzan ekstresi > Su ekstresi seklindedir. 0,15 mg/ml
konsantrasyonunun degeri sirastyla 6,84 + 0,36 > 5,81 + 0,41 > 3,25+ 0,21 > 1,37 £ 0,45 >
0,89 £+ 0,33 olarak bulundu. 0,2 mg/ml konsantrasyonunda, OH giderme aktivitesi
sirastyla; Diklorometan ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Hekzan ekstresi
> Su ekstresi seklindedir. 0,2 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 9,27 + 1,14 > 7,55
+2,49>391+1,17>2,57+2,06> 0,94 + 2,07 olarak bulundu.

A. cimilensis ¢oziicli ekstreleri ile yapilan ¢alismada kullanilan standartlarin 0,05
mg/ml ve 0,1 mg/ml konsantrasyonlarinda, OH giderme aktiviteleri sirasiyla;
Diklorometan ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Hekzan
ekstresi seklindedir. 0,05 mg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 5,32 + 1,40 > 3,27
+ 2,01 >2,68+1,31>1,91+ 0,30 > 0,38 £ 2,06 olarak; 0,1 mg/ml konsantrasyonunun
degeri swasiyla 5,76 > 3,74 > 3,04 > 2,37 > 0,7 olarak bulundu. 0,15 mg/ml
konsantrasyonunda, OH giderme aktivitesi sirasiyla; Diklorometan ekstresi > Metanol
ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Su ekstresi > Hekzan ekstresi seklindedir. 0,15 mg/ml

konsantrasyonunun degeri sirasiyla 14,82 + 1,32 > 5,56 +£ 2,01 > 4,05 + 1,47 > 3,21 £ 0,61
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> 0,74 £ 2,11 olarak bulundu. 0,2 mg/ml konsantrasyonunda, OH giderme aktivitesi
sirastyla; Diklorometan ekstresi > Metanol ekstresi > Hekzan ekstresi > Etil Asetat ekstresi
> Su ekstresi seklindedir. 0,2 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 16,85 + 0,36 >
6,26 £2,05> 5,75+ 0,41 > 4,82+ 1,27 > 4,45 + 0,65 olarak bulundu.

Cesitli standartlar kullanilarak yapilan calismada tiim konsantrasyonlarda OH
radikali giderme aktivitesi sirasiyla; a-Tokoferol ekstresi >BHA ekstresi > Troloks ekstresi
seklindedir. 0,05 mg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 0,86 + 0,05 > 0,43 + 0,09 >
0,15 = 0,11 olarak; 0,1 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirastyla 1,32 + 0,96 > 0,54 +
1,16 > 0,16 £ 0,87 olarak; 0,15 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 1,41 + 0,58 >
0,65 = 0,32 > 0,27 £ 0,74 olarak; 0,2 mg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 2,50 +
0,21 > 0,86 + 0,45 > 0,33 £ 1,56 olarak bulundu.

Standart ve cesitli ¢oziicii  ekstreleriyle  yapilan caligmalarda artan
konsantrasyonlarda OH radikali giderme etkisinin de arttig1 goriilmiistiir. Alchemilla L.

Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonuglar1 sekil 31, sekil 32 ve sekil 33°de grafik olarak

verilmistir.
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Sekil 31. A. holotricha ¢6ziici ekstrelerinin ve standart antioksidan olan BHA, a-Tokoferol ve
Troloks’un, % OH radikali giderme aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan
ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol
ekstresi BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi)
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Sekil 32. A. persica ¢dzicii ekstrelerinin ve standart antioksidan olan BHA, a-Tokoferol ve
Troloks’un, % OH radikali giderme aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan
ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol
ekstresi BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi)

% OH Radikali Giderme Aktivitesi

0 0,05 0.1 0,15 0,2 0,25
Konsantrasyonlar mg/ml

Sekil 33. A. cimilensis ¢oziicii ekstrelerinin ve standart antioksidan olan BHA, a-Tokoferol ve
Troloks’un, % OH radikali giderme aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan
ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol ekstresi
BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi)
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4.2.9. Metal Selatlama Aktivitesinin Olciilmesi

Hazirlanan ¢ozeltiler 10 dakika oda sicakliginda bekletilerek karisimm Fe™
Ferrozine kompleksinin absorbansi 562 nm’de Olgiildii. Her bir 6rnek igin % metal

selatlama aktivitesi hesaplanarak Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Ekstrelerin ve standartlarin metal selatlama aktiviteleri (TOC: a-Tokoferol ekstresi

BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)

Numuneler 0,05 pg/ml | 0,100 pg/ml | 0,150 pg/ml | 0,200 pg/ml

Hekzan 60,62+ 1,23 | 64,54+0,24 | 69,28£0,91 | 73,15+0,85

Diklorometan | 57,88 +2,05 | 66,87 +1,22 | 71,47 +0,47 | 96,46 =0,92

A. holotricha Etil asetat 45,46 +198 | 59,50+1,33 | 61,93 +1,36 | 86,49 £0,63
Metanol 4443 +£2,01 | 4494 +£2,11 | 4543 +£1,55 | 45,78 +1,21

Su 41,24+ 1,31 | 42,15+0,34 | 47,59+2,06 | 51,23 £0,33

Hekzan 56,38+0,44 | 59,06 £0,27 | 61,58 +0,65 | 64,86 +2,23

Diklorometan | 47,58 +£0,58 | 49,29 +1,72 | 54,88+0,34 | 56,88 =£1,36

A. persica Etil asetat 37,03 +0,69 | 39,93 +0,83 | 41,14+ 1,22 | 50,83 +0,97
Metanol 39,25+0,11 | 41,74+1,32 | 41,79+0,69 | 41,95+0,84

Su 31,77+ 1,21 | 3437+ 1,17 | 38,42+2,30 | 39,92+0,14

Hekzan 54,59+0,41 | 60,03 +1,55 | 63,06+1,25 | 64,02 +1,16

Diklorometan | 58,55+0,33 | 62,66 2,16 | 64,41 £1,45 | 64,54+0,25

A. cimilensis Etil asetat 43,72+ 0,85 | 44,19+1,32 | 45,04+1,43 | 56,11 +£0,32
Metanol 33,79+ 1,25 | 37,30+ 0,25 | 40,62+1,66 | 41,48 £1,12

Su 38,60 + 1,58 | 40,31 +0,14 | 41,49 +£0,53 | 53,02+0,35

BHT 5,74+2,03 | 13,17+0,05 | 16,37+1,41 | 36,57 +2,08

Sentetik TOC 33,28 +2,14 | 33,35+0,03 | 34,56 +2,04 | 36,91 +1,78
Antioksidanlar BHA 33,58+0,21 | 3432+ 1,15 | 38,14+£1,61 | 43,67 +0,65
TROLOKS | 33,84+0,52 | 34,95+1,18 | 36,78 +0,74 | 36,94 +0,85

A. holotricha ¢oziicii ekstreleri ile yapilan ¢alismada 5 pg/ml ve 0,10 pg/ml

konsantrasyonlarinda, metal selatlama aktiviteleri swasiyla; Hekzan ekstresi >
Dikolorometan ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi seklindedir.
5 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 60,62 + 1,23 > 57,88 + 2,05 > 45,46 = 1,98

>44,43 £2,01 > 41,24 £ 1,31 olarak; 0,10 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 66,87
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+ 1,22 > 64,54 + 0,24 > 59,50 + 1,33 > 44,94 + 2,11 > 42,15 + 0,34 olarak bulundu. 0,15
pug/ml konsantrasyonda, metal selatlama aktivitesi sirasiyla; Diklorometan ekstresi >
Hekzan ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi seklindedir. 0,15
pug/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 71,47 + 0,47 > 69,28 +£ 0,91 > 61,93 + 1,36 >
47,59 + 2,06 > 45,43 £+ 1,55 olarak bulundu. 0,20 pg/ml konsantrasyonda ise, metal
selatlama aktivitesi sirasiyla; Diklorometan ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Hekzan
ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi seklindedir. 0,20 pg/ml konsantrasyonunun
degeri sirasiyla 96,46 + 0,92 > 86,49 + 0,63 > 73,15 +£ 0,85 > 51,23 £ 0,33 > 45,78 = 1,21
olarak bulundu.

A. persica ¢oziicii ekstreleri ile yapilan calismada 0,05 pg/ml, 0,100 pg/ml ve 0,150
png/ml konsantrasyonlarinda, metal selatlama aktiviteleri sirasiyla; Hekzan ekstresi >
Dikolorometan ekstresi > Metanol ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Su ekstresi seklindedir.
0,05 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 56,38 + 0,44 > 47,58 + 0,58 > 39,25 +
0,11 >37,03 £0,69 > 31,77 + 1,21 olarak; 0,10 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla
59,06 £ 0,27 > 49,29 + 1,72 > 41,74 +£ 1,32 > 39,93 + 0,83 > 34,37 + 1,17 olarak; 0,150
pug/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 61,58 + 0,65 > 54,88 + 0,34 > 41,79 + 0,69 >
41,14 £ 1,22 > 38,42 + 2,30 olarak bulundu. 0,200 mg/ml konsantrasyonda ise, metal
selatlama aktivitesi sirasiyla; Hekzan ekstresi > Diklorometan ekstresi > Etil Asetat
ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi seklindedir. 0,200 pg/ml konsantrasyonunun
degeri sirasiyla 64,86 + 2,23 > 56,88 + 1,36 > 50,83 = 0,97 > 41,95 + 0,84 > 39,92 £ 0,14
olarak bulundu.

A. cimilensis ¢oziicli ekstreleri ile yapilan calismada 0,05 pg/ml, 0,100 pg/ml,
0,150 pg/ml ve 0,200 pg/ml konsantrasyonlarinda, metal selatlama aktiviteleri sirasiyla;
Dikolorometan ekstresi > Hekzan ekstresi > Etil Asetat ekstresi > Su ekstresi > Metanol
ekstresi seklindedir. 0,05 pg/ml konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 58,55 + 0,33 >
54,59 + 0,41 > 43,72 £ 0,85 > 38,60 = 1,58> 33,79 £ 1,25 olarak; 0,100 pg/ml
konsantrasyonunun degeri sirastyla 62,66 = 2,16 > 60,03 £ 1,55 > 44,19+ 1,32 > 40,31 +
0,14 > 37,30 + 0,25 olarak; 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 64,41 + 1,45 >
63,06 + 1,25 > 45,04 £ 1,43 > 41,49 + 0,53 > 40,62 + 1,66 olarak; 0,200 pg/ml
konsantrasyonunun degeri sirasiyla 64,54 + 0,25 > 64,02 £ 1,16 > 56,11 + 0,32 > 53,02 +
0,35 > 41,48 + 1,12 olarak bulundu.
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Standart maddeler kullanilarak yapilan ¢alismada 0,05 pg/ml, 0,100 pg/ml ve 0,150
pug/ml konsantrasyonlarinda, metal selatlama aktiviteleri sirasiyla; Troloks ekstresi > a
Tokoferol ekstresi > BHA ekstresi > BHT ekstreleri seklindedir. 0,05 upg/ml
konsantrasyonunun degerleri sirasiyla 33,84 £ 0,52 > 33,58 £ 0,21 > 33,28 £2,14> 5,74 +
2,03 olarak; 0,100 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 34,95 + 1,18 > 34,32 + 1,15 >
33,35 £ 0,03 > 13,17 + 0,05 olarak; 0,150 pg/ml konsantrasyonunun degeri sirasiyla 38,14
+ 1,61 > 36,78 £ 0,74 > 34,56 + 2,04 > 16,37 = 1,41 olarak bulundu. 0,200 pg/ml’lik
konsantrasyonda ise, metal selatlama aktivitesi sirasiyla; o Tokoferol ekstresi > Troloks
ekstresi > BHA ekstresi > BHT ekstresi seklindedir. 0,200 pg/ml konsantrasyonunun
degeri sirasiyla 43,67 = 0,65 > 36,94 + 0,85 > 36,91 + 1,78 > 36,57 + 2,08 olarak bulundu.
Hem gesitli ¢oziicii ekstrelerinde hem de standart olarak kullanilan maddelerde
yapilan calismalarda artan konsatrasyonlarda metal gselatlama aktivitesinin de arttigi
goriilmiistiir. Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonuclar1 sekil 34, sekil 35

ve sekil 36’da grafik olarak verilmistir.
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Sekil 34. A. holotricha ¢oziicii ekstrelerinin  ve standart antioksidanlarin  farklh
konsantrasyonlarinda metal selatlama  aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan  ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi
TOC: a-Tokoferol ekstresi BHA:Butil Hidroksi Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi
Toluen ekstresi)
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Sekil 35. A. persica ¢oziicii ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda
metal selatlama aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat
ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol ekstresi BHA:Butil Hidroksi

Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)
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Sekil 36. A. cimilensis ¢oziicii ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin farkli konsantrasyonlarinda
metal selatlama aktiviteleri (H:Hekzan ekstresi D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat
ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi TOC: a-Tokoferol ekstresi BHA:Butil Hidroksi

Anisol ekstresi BHT:Butil hidroksi Toluen ekstresi)
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4.2.10. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Cozeltinin absorbans1 695 nm dalga boyunda Olgiiliir. Antioksidan aktivitesi,

askorbik asit esdegeri (AAE mg / 1 gr bitki) olarak hesaplandi (Sekil 37).
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Sekil 37. Toplam antioksidan kapasite tayini i¢in askorbik asit ile hazirlanan standart grafik

Her bir 6rnek i¢in, g ekstre basma mg cinsinden toplam antioksidan kapasite icerigi
Tablo 13’de verilmistir.

A. holotricha ¢oziicii ekstrelerinde bulunan toplam antioksidan igerikleri sirasiyla
Etil asetat ekstresi > Su ekstresi > Metanol ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan
ekstresi seklindedir. Konsantrasyon degerleri sirasiyla 359,64 + 2,18 > 234,06 = 1,52 >
197,84 £ 0,74 > 135,96 + 1,52 > 24,15 + 0,35 olarak bulundu.

A. persica c¢oziicii ekstrelerinde bulunan toplam antioksidan igerikleri sirasiyla Etil
asetat ekstresi > Metanol ekstresi > Su ekstresi > Diklorometan ekstresi > Hekzan ekstresi
seklindedir. Konsantrasyon degerleri sirasiyla 292,18 + 2,12 > 252,17 + 0,63 > 205,62 +
0,36 > 129,90 + 1,46 > 25,07 + 0,41 olarak bulundu.

A. cimilensis ¢oziicii ekstrelerinde bulunan toplam antioksidan igerikleri sirasiyla
Su ekstresi > Etil asetat ekstresi > Diklorometan ekstresi > Metanol ekstresi > Hekzan
ekstresi seklindedir. Konsantrasyon degerleri sirasiyla 278,86 + 0,14 > 273,19 + 1,12 >
236,85 +£ 0,52 > 147,28 £ 0,25 > 13,69 + 0,41 olarak bulundu.
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Tablo 13. Ekstrelerin toplam antioksidan kapasiteleri (mg askorbik asit/g ekstre)

Numuneler mg/g ekstre
Hekzan 24,15+ 0,35
Diklorometan 135,96 £ 1,52
A. holotricha Etil asetat 359,64 £ 2,18
Metanol 197,84 + 0,74
Su 234,06 = 1,52
Hekzan 25,07 £0,41
Diklorometan 129,90 + 1,46
A. persica Etil asetat 292,18 £2,12
Metanol 252,17+ 0,63
Su 205,62 £ 0,36
Hekzan 13,69 £ 0,41
Diklorometan 236,85+ 0,52
A. cimilensis Etil asetat 273,19 £ 1,12
Metanol 147,28 + 0,25
Su 278,86 0,14

Sonuglardan goriildigi gibi 4. holotricha ve A. persica adli 2 bitki 6rneginde
toplam antioksidan icerigi etil asetat ekstresinde en fazla ¢ikmistir. A. cimilensis bitkisinde
ise digerlerinin aksine su ekstresinde en fazla toplam antioksidan igerigine rastlanmistir.
Her 3 bitki orneginde goriildiigii lizere hekzan ekstresi ise en az toplam antioksidan
icerigine sahiptir. Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan ¢alisma sonuclar1 sekil 38,

sekil 39 ve sekil 40’ta grafik olarak verilmistir.
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Sekil 38. A. holotricha ¢dzicii ekstrelerinin toplam antioksidan miktar1 (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 39. A. persica ¢dziicli ekstrelerinin toplam antioksidan miktar: (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)
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Sekil 40. A. cimilensis ¢oziicii ekstrelerinin toplam antioksidan miktar1 (H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi)

4.3.Bitki Ekstrelerinin Antimikrobiyal Aktivite bulgular

A. holotricha tiiriinde en iyi antimikrobiyal sonucu metanol ve etil asetat ekstreleri
vermigstir. Diklorometan ekstresi diger mikroorganizmalara karsi az da olsa etki
gostermesine ragmen; ‘Saccharomyces cerevisiae’ lizerinde etkili olmamistir. Hekzan
ekstresi ise sadece Staphylococcus aureus ve Escherichia coli mikroorganizmalarina karst
etki gosterirken diger mikroorganizmalarda etki gostermemistir.

A. holotricha tiiriine ait antimikrobiyal aktivite bulgular1 Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. A. holotricha tiiriiniin antimikrobiyal aktivitesi (Rakamlar inhibisyon zonlarmm g¢aplarini
gostermektedir. Her disk 6 mm capinda olup disklere 30’ar pl ekstre emdirilmistir. H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi DMSO: Dimetilsiilfoksit
Str.: Streptomisin; Streptomisin: Pozitif kontrol, DMSO: Negatif kontrol )

Alchemilla holotricha
Mikroorganizmalar H | D] E | M | S | Str. | DMSO
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Bacillus subtilis - 8 8 7 25 -
Staphylococcus aureus 8 11 12 7 40 -
Escherichia coli 7 17 10 8 40 -
Klebsiella pneumoniae - 15 10 8 26 -
Candida albicans - 8 13 9 8 16 -
Saccharomyces cerevisiae - - 8 11 7 23 -
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A. persica tiiriine ait antimikrobiyal aktivitesine ait bulgular Tablo15°de verilmistir.
A. persica tiriine ait diklorometan, etil asetat, metanol ve su ekstreleri
mikroorganizmalar {lizerinde etki gosterirken; hekzan ekstresi hi¢cbir mikroorganizma

iizerinde etkili olmamastir.

Tablo 15. A. persica tiirliniin antimikrobiyal aktiviteleri (Rakamlar inhibisyon zonlarinin c¢aplarini
gostermektedir. Her disk 6 mm ¢apinda olup disklere 30’ar pul ekstre emdirilmistir. H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi DMSO: Dimetilsiilfoksit
Str.: Streptomisin; Streptomisin: Pozitif kontrol, DMSO: Negatif kontrol )

Alchemilla persica
Mikroorganizmalar H D | E | M | s | sa | DMSO
Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)
Bacillus subtilis - 11 12 10 10 26 -
Staphylococcus aureus - 12 9 9 8 35 -
Escherichia coli - 12 12 11 11 39 -
Klebsiella pneumoniae - 10 9 9 8 24 -
Candida albicans - 10 8 8 8 24 -
Saccharomyces cerevisiae - 8 10 8 8 21 -

A. cimilensis tiiriine ait antimikrobiyal aktivite bulgular1 Tablo 16’da verilmistir.

A. cimilensis tlriinde en iyi aktiviteyi diklorometan gostermistir. Etil asetat ve
metanol ekstrelerinin degerleri ise birbirine hemen hemen benzer ¢ikmistir. Hekzan
ekstresi ile 4. holotrichan ve A. persica’ ya oranla daha iyi sonug¢ vermistir. Hekzan

ekstresi sadece Staphylococcus aureus’a karsi etkili olmamistir.

Tablo 16. A. cimilensis tiiriiniin antimikrobiyal aktivitesi (Rakamlar inhibisyon zonlarmm ¢aplarini
gostermektedir. Her disk 6 mm ¢apinda olup disklere 30’ar pul ekstre emdirilmistir. H:Hekzan ekstresi
D:Diklorometan ekstresi E:Etil Asetat ekstresi M:Metanol ekstresi S:Su ekstresi DMSO: Dimetilsiilfoksit
Str.: Streptomisin; Streptomisin: Pozitif kontrol, DMSO: Negatif kontrol )

Alchemilla cimilensis
Mikroorganizmalar H|] DJ| E | M | S | str. [ DMSO
Inhibisyon zon ¢api (mm
Bacillus subtilis 7 14 10 11 10 28 -
Staphylococcus aureus - 13 10 9 8 40 -
Escherichia coli 10 13 10 11 10 24 -
Klebsiella pneumoniae 7 9 11 8 7 25 -
Candida albicans 8 11 8 10 8 25 -
Saccharomyces cerevisiae 7 10 8 8 8 21 -
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Yapilan caligmalarda pozitif kontrol grubu olarak Streptomisin, negatif kontrol
grubu olarak ise DMSO kullanilmistir. Calismada pozitif kontrol olan Streptomisin tiim
ekstrelere oranla en 1yi sonucu verirken; negatif kontrol olan DMSO ise
mikroorganizmalar {izerinde hi¢ etki gdstermemistir.

Alchemilla tiirlerinin antimikrobiyal aktivite ¢alismasina ait birka¢ fotograf 6rnegi

asagida verilmistir (Sekil 41, sekil 42, sekil 43 ).

Sekil 41. A. cimilensis Candida albicans tizerindeki etkisi
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Sekil 42. A. persica Klebsiella pneumoniae tizerindeki etkisi

Sekil 43. A. holotricha Saccharomyces cerevisiae tizerindeki etkisi
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Tipta tedavi amacglh bitki kullanimimnin yayginlagmasi ile birlikte diinya {izerinde
bitkilerde bulunan dogal bilesiklere 6zellikle de oksidatif strese karsi koyabilecek olan
antioksidanlara olan ilgi giin gectikce artmaktadir. Bu nedenle dogal antioksidanlarin
incelenmesi icin, bitkiler arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir.

Ulkemiz baz1 bitki tiirlerinin iiretimi ve ihracat1 agisindan énemli bir potansiyele
sahiptir. Bu bitkilerin antioksidan ve antimikrobiyal 6zelliklerinin bilinmesi, hastaliklarla
miicadelede onemli katki saglayacaktir.

Bitkilerde bulunan antioksidan ve antimikrobiyal igerikler genetik ve cevresel
etmenler nedeniyle farklilik gosterebilir. Antioksidan aktivite belirleme ¢alismalarinda, en
yiiksek aktivitenin hangi bilesik tiirlerinden kaynaklandigmi saptamak amaciyla artan
polariteye gore ¢oziicli sistemi kullanilir.

Bu calismada sirasiyla hekzan, diklorometan, etil asetat, metanol ve su ekstrelerini
kullanilmistir. Bu ¢oziiciiler ile hazirlanan ekstreler iizerinde antioksidan kapasitenin
sagliklt bir bi¢gimde belirlenebilmesi i¢in farkli ekstraktlara ait antioksidan aktivite
deneyleri c¢esitlendirilmistir. Bundan dolay1 literatiirde toplam antioksidan aktiviteyi
belirleyen farkli bir¢cok testler sonucunda yontemler olusmustur. Ancak Frankel ve Meyer
(2000)’a gore, toplam antioksidan kapasitenin farkli zamanlarda triinlerin 6l¢iimiiniin
yapilabilmesi ve ¢esitli oksidatif durumlarin belirlenmesi i¢in standart olarak kullanilan
antioksidantlar ile ayn1 molaritede degerlendirilmesi ve indirgeme 6zelligi, ylizde giderme
ICso degerlerinin yine ayni sekilde ayni molar konsantrasyona sahip olan standart
antioksidan bilesikler ile karsilagtirilmasi 6nemlidir.

Rice-Evans (1999) ve arkadaslar1 yaptiklar1 analitik metot gelistirme ¢aligsmalariyla
ortaya ¢ikardiklart TEAC metodu ile gida analizlerinde daha c¢ok tercih edilmektedirler (Re
vd., 1999). Diger taraftan DPPH metodu ise daha ¢ok dogal tiriinlerin kendileri ve onlarin
sulart ile hazirlanacak gidalarin Olgtimiinde tercih edilen bir metot olarak karsimiza
cikmaktadir.

Ekstrasyon islemi sonrasinda en fazla ekstre etil asetat ¢oziiciisii ile elde edildi.

Alchemilla L. Cinsine ait 3 tiir ile yapilan caligmalarda antioksidan sonuglar1 su

sekilde gozlemlendi:



Toplam fenolik madde icerik belirleme c¢alismalar1 Folin—Ciocalteau metodu
kullanilarak yapildi. Alchemilla holotricha, Alchemilla persica, Alchemilla cimilensis
tiirlerinin etil asetat ile hazirlanan ekstraktlarindaki toplam fenolik madde miktarlar1 diger
ekstraktlara gore daha yiiksek miktarda bulundu. Bu miktar etil asetat ekstreleri acisindan
degerlendirildiginde Alchemilla cimilensis > Alchemilla holotricha > Alchemilla persica
seklinde siralanir. Bu siralamanin rakamsal olarak ifadesi ise; 67,863 +0,24 > 67,632 +
1,45 > 61,105 + 1,03 mg GAE/g ekstre seklinde olmustur (Albayrak vd., 2010) Helicrysum
(Asteraceae)’nin farkl tiirleri ile yaptiklar1 caligmalarda toplam fenolik madde miktarmnin
66,74+1.3’den 160,63+1.2 mg GAE/g degerler arasinda oldugunu belirtmislerdir. Ozkan
ve ark., (2004) yaptiklar1 calismada Helicrysum chasmolycicum metanolik ekstraktlarda
108,33+0.88 mg GAE esdegeri olarak toplam fenolik ekstrakt olarak ifade ettiler.

Calismada 6rnek olarak kullanilan tiim tiirlere ait olarak yapilan toplam flavonoid
iceriklerini belirleyen analiz sonucunda da en yiiksek toplam flavonid miktarlar1 yine etil
asetat ekstrelerinde ortaya konulmustur. Tiirler olarak swralandiginda Alchemilla persica >
Alchemilla holotricha > Alchemilla cimilensis siralamasi ortaya ¢cikmistir. Bu siralamanin
katesin (+) esdegeri olarak kuru ekstraktaki madde miktari; 17,945 + 1,02 > 14,825 + 0,71
>13,712 + 1,07 mg CE/g ekstre miktarlarinda hesaplandi. Hossain ve Rahman (2011)
yilinda yapmis olduklar1 caligmada tropikal meyve olan ananasta toplam flavonoid
icerigini su ekstresinde 39.4 + 1.1 etil asetat ekstresini 37.9 £ 0.3 ve metanol ekstresini
55.2 = 0.2 mg/gr kuru ekstrede kersetin eslenigi olarak belirlemislerdir. Toplam fenolik
asit igerikleri ise hekzan ¢ozeltilerinde diger ¢ozeltilere oranla daha fazla olduguna ve bu
durum Alchemilla cimilensis > Alchemilla persica > Alchemilla holotricha siralamasiyla
ifade edilebilir. Burada Sinapik Asit esdegeri olarak sirasiyla 0,7219 + 0,52 > 0,7218 +
0,33 >0,7216 £ 0,21 mg/gr miktarlarinda hesaplandi. Kullanilan total fenolik bilesik tayini
yontemi renk reaksiyonuna dayali bir yontemdir. Bu yontemin kullanilabilir oldugu lineer
aralik yapilan calismalarda genellikle tespit edilmemektedir. Yiiksek derisimlerde
lineerlikten sapma gozlenebilen bir durumdur (Singleton vd., 1999).

Fenolik madde ve flavonoid miktarlar: ile antioksidan kapasitesi tayin yontemleri
arasinda iliski mevcut olabilir. Ozellikle radikal yakalama temeli iizerine kurulu DPPH ve
ABTS metotlarinin toplam fenolik madde ve flavonoid miktarlar: ile iliskisi baz1 bitkisel

kaynaklarda 6nemli olabilir. Bununla birlikte antioksidan kapasiteleri ile fenolik bilesikler
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ve flavonoidler arasinda da 6nemli farkliliklar s6z konusu olabilir. Bitkisel kaynaklarin
antioksidan kapasitelerini degerlendirirken bu iligkilerin de irdelenmesi Onerilmektedir
(Erugar, 2006).

B-karoten ve likopen igerikleri bitki ve apolar ¢oziicii sistemlerinde artan polarite ile
azaldig1 gozlenmistir. Burada diklormetan ekstrakti yiiksek miktarda B-karoten ve likopen
icerikleri belirlendi. Alchemilla persica > Alchemilla holotricha > Alchemilla cimilensis
seklinde 1,74 mg/100 ml > 1,68 mg/100 ml > 1,5 mg/100 ml seklinde belirlendi.

DPPH radikali giderme etkisine bakildiginda 6zellikle etil asetat ve iizerindeki daha
yiiksek polaritedeki ekstraktlar da % DPPH giderme aktivitesi ayni konsantrasyondaki
standart antioksidanlar olan BHT, BHA, TOC’dan daha yiiksek aktivite gosterdigi
belirlendi. Konsantrasyonun artmasiyla DPPH radikali giderme etkisine bagli olarak
antioksidan aktivitesi de artmaktadir. Hossain ve Rahman (2011) yilinda yapmis olduklar1
calismada trpikal meyve olan ananas’da DPPH giderme aktivitesinin Metanol > Etil asetat
> Su ekstresi seklinde bulmuslardir. Bu durum yaptiklari ¢calismada toplam fenol i¢eiginin
ayni sekilde yani Metanol > Etil asetat > Su ekstresi seklinde siralanmasiyla oldugunu
ifade etmislerdir. Bu calismada DPPH giderme aktivitesi ayni sekilde toplam fenolik
maddenin en yiiksek bulundugu ekstrede en yiiksek giderme aktivitesine ulasilmaktadir.
Yani etil asetat ekstraktinda en yiiksek sirasiyla metanol ve su ekstraktalar1 her ii¢ 6rnekte
en yiiksek swralamayla dizilenmistir. Bu 6zellik agisindan standart antioksidanlardan daha
yiiksek aktivite gosterdikleri de belirlendi.

Alchemilla holotricha’ da hekzan ve diklorometan ekstresi disinda standart sentetik
antioksidanlarla karsilastirildiginda onlardan daha yiiksek aktivite gostermis oldugu,
Alchemilla persica’da ise ayn1 sekilde tiim konsantrasyonlar karsilastirildiginda hekzan ve
diklorometan ekstresi disindaki diger tiim ekstraktlarin indirgeyici giicli sentetik
antioksidanlardan yiiksek ¢cikmustir. Alchemilla cimilensis’e bakildiginda ise ayni1 sekilde
etil asetat ve daha yiiksek polaritedeki aktivite yiiksek olmakla beraber, etil asetat
ekstraktinda bir azalma s6z konusu olmustur. Bununla beraber etil asetat ve tlizerindeki
polarite artis1 indirgeyici giiciin aktivitesini standart antioksidanlarin lizerine tagimistir.
H,0; giderme aktivitesine baktigimizda ise hekzan ekstreleri tiim tiirlerin en ¢ok hidrojen
peroksit giderme yetenegine sahip olan ekstreleri olarak ortaya ¢ikmistir. Bu durum hekzan

fraksiyonundaki yag asitlerinin doyurulmasi ile oldugu fikrini akla getirmektedir.
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OH radikallerini giderme aktivitesi biitiin Alchemilla tir ve onlara ait ekstreler
icinde en yiiksek diklormetan-etil asetat ekstrelerinde ortaya ciktig1 goriildii. Ozellikle
diklormetan caligilan tiim tiirlerin tiim konsantrasyonlarinda ytliksek bir radikal giderme
aktivitesi gosterdi.

Metal selatlama aktivitelerine de bakildiginda yine yiliksek aktivite diklorometan
ekstrelerinde ve hekzan ekstrelerinde gozlenmektedir. Bu durum polarite acisindan etil
asetat altinda bulunanlardan 6zellikle diklorometan polaritesinde bulunan bilesiklerin sahip
oldugu fonksiyonel gruplarin varliginda metaller ile daha iyi bir baglant1 kurdugunu
disiindiirmektedir. Burada calisilan tiim tlirlerde ayni ozellikler ortaya ¢ikmistir. Tiim
esktreler yine ayni sekilde sentetik standart antioksidanlardan daha yiiksek aktivite
gosterdigi goriildii.

Cai ve arkadaglarinin Cin’de halk arasinda tibbi 6zellikleri ile bilinen 112 bitkinin
toplam fenolik bilesik igerikleriyle ve bu bitkilerin antioksidan kapasitelerini
degerlendirdikler1 caligmalarinda toplam antioksidan aktivitelerini incelemislerdir.
Calisilan  Ornek ekstrelerinin - Troloks cinsinden toplam antioksidan kapasiteleri
TEAC/ABTS yontemini kullanarak belirlemislerdir. Buna gore test edilen ornek
ekstraktlarinda toplam fenolik icerigi ile antioksidan kapasiteleri arasinda onemli bir
dogrusal iligki ile anlamli oldugunu bulmuslardir. Ayni sekilde yapmis oldugumuz caligma
ile de bu dogrusal iliskinin varlig1 belirlenmistir. Caligilan tiim tiirlere ait en yiiksek toplam
fenolik icerik en yiiksek etil asetatta takiben metanol ve su igeriklerinde belirlendi. Bu
ozellik calisilan DPPH yilizde giderme aktivitesinde de ayni siralamayla ortaya ¢ikmistir.
Ozellikle toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesinde de fosfomolibden ydntemi
kullanild1 ve Cai ve arkadaslarinin bulduklar1 sonugla paralellik gosterdigi goriilmiistiir
(Cai vd., 2004).

Bu caligmalar sonrasi tiim konsantrasyonlarin incelenmesi sonucunda
konsantrasyonun artmasiyla 6rneklerin antioksidan ve etkilerinin de arttig1 gézlemlendi.

Antioksidan konularmin karmasiklig1 ve sorgulanabilir yontemlerin uygun olmayan
kullanimlar1 antioksidan arastirmalar1 yapan arastirici ve endiistri ¢alisanlarini zor durumda
birakabilmektedir. Standart bir yontemin eksikligi farkli aragtirma gruplarmin sonuglarinin
karsilagtirilmasini olanaksiz kilarken, besin ve bitki kaynakli ilag endiistrisinin antioksidan

iirtinlerde siki kalite kontroliin yapabilmesini de sinirlamaktadir (Huang vd., 2005).
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Elde edilen sonuglarda, calisilan bitkilerin fenolik madde igerigindeki farkliliklarin,
gosterdikleri antioksidan ozelliklerini etkiledigi acikga goriilmiistiir. Yiiksek fenolik
miktarina veya yiliksek radikal yakalama aktivitesine sahip olmanin, tiim antioksidan
aktivitesi caligmalarinda yiiksek sonu¢ vermedigi agikca goriilmiistiir. Boylelikle tek bir
yontemle antioksidan aktivitesi hakkinda karar vermenin dogru bir yaklasim olmadigi
anlagilmaktadir. Buna gore antioksidan aktivitesi belirlenirken, farkl yontemler kullanarak
canl sistemlerdeki biyokimyasal olaylar1 da simiile edebilecek metotlarin uygulanmasi ve
elde edilen aktivite sonuglarmin, her bir 6zellige gore verilmesi daha dogru bir yaklasim
olacaktir. Bu tip sonuclarm in vivo ¢alismalar ve klinik ¢aligmalar ile desteklenmesi
biyoyararliligin belirlenmesi agisindan da 6nem tasimaktadir (Erucgar, 2006).

Alchemilla cinsine ait tiirlerde antimikrobiyal ¢aligmalar acisindan yapilan herhangi
bir caligma literatiirde bulunmamaktadir.

Antimikrobiyal aktivite belirleme c¢alismasinda Alchemilla cinsine ait bitki
tiirlerinin gram (+), gram (-) ve maya tiirleri tizerindeki etkileri arastirildi. Gram (+)
bakteriler olarak Bacillus subtilis (ATCC 6633) ve Staphylococcus aureus (ATCC 29213) ;
gram (-) bakteriler olarak Escherichia coli (ATCC 25922) ve Klebsiella pneumoniae
(EMCS); maya olarak ise Candida spp ve Saccharomyces cerevisiae (RSKK 04017)
kullanild.

Calismalarda takip eden ekstraksiyon ile elde edilen hekzan, diklorometan, etil
asetat, metanol ve su ekstreleri ile antimikrobiyal aktivite ¢alisildi

Antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda kullanilan tiim ekstreler pozitif kontrol olan
streptomisine gore oldukca diisik aktivite gosterdigi goriildii. Negatif kontrol olarak
kullanilan DMSO ise hi¢ etki gostermemistir. Hekzan ekstresinin antimikrobiyal
aktivitesinin diger ¢oziicii ekstrelerine gore ¢ok diisiik ¢iktig1 gozlemlendi.

Tablo 13’de Alchemilla holotricha ile ilgili disk diflizyon teknigi ile belirlenmis
antimikrobiyal etkiyi gosteren bilgiler verildi. Buna gore antimikrobiyal o6zelligin
belirlenmesinde negatif kontrol olarak kullanilan DMSO herhangi bir inhibisyon etkisi
gostermemistir. Kullanilan bitki ekstraktlarindan Etil Asetat ile elde edilen ekstraktan
iizerinde 500 pg/disk olacak sekilde hazirlanan disklerle yapilan antimikrobiyal etki
denemelerinde E. coli iizerinde en yiiksek inhibisyon c¢apina ulasildig: goriildii. Buradaki
inhibisyon ¢ap1 yaklasik olarak 17 mm olarak 6l¢iilmiistiir. Takiben yaklasik olarak 15 mm

olarak dlgiilen Klebsiella pneumoniae, inhibisyon ¢ap1 13 mm olarak dlgiilen maya 6rnegi
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olan Candida albicans onu da 11 mm inhibisyon ¢ap1 olan Staphylococcus aureus ve 8 mm
inhibisyon capiyla Bacillus subtilis izlemistir. Inhibisyon c¢apmnin yiiksek olmasi
mikroorganizmaya karst bir antimikrobiyal aktivitenin  varhiginm etkinligini
gostermektedir. Burada pozitif kontrol olarak kullanilan Streptomisin de ise bu zon
yaklasik olarak 40 mm olarak Slgiilmiistiir. Inhibisyon etkinligi olarak bakildiginda etil
asetat1 en yiiksek aktiviteye sahip ekstraktken metanol, su, diklormetan ve hekzan
fraksiyonlar1 swrasiyla etkinliklerini ortaya koymaktadirlar. Pozitif kontrol streptomisin
farkli mikroorganizmalarda farkli inhibisyon zonu olusturmaktadir. Buna gore bakildiginda
etil asetat ekstresindeki Candida albicans’a kars1 pozitif kontrol streptomisinin zon ¢ap1 16
mm iken etil asetat ekstrakt 13 mm’lik ytliksek bir antimikrobial aktivite gostermistir. Ayni
sekilde Klebsiella pneumoniae’de 26 olan streptomisin zon ¢apina karsin etil asetat ekstresi
15 mm’lik bir zon ¢ap1 olusturarak nispeten anlamli bir cevap olusturmustur.

Tablo 14°de A. persica tiiriine ait diklorometan, etil asetat, metanol ve su ekstreleri
mikroorganizmalar lizerindeki etkisi gosterilmistir. Tabloya gore hekzan ekstresi hicbir
mikroorganizma tlizerinde etkili olmamistir. 4. persica ile ilgili disk difiizyon teknigi ile
antimikrobiyal 6zelligin belirlenmesinde negatif kontrol olarak kullanilan DMSO herhangi
bir inhibisyon etkisi gostermemistir. Kullanilan bitki ekstraktlarindan etil Asetat ile elde
edilen ekstraktan iizerinde 500 pg/disk olacak sekilde hazirlanan disklerle yapilan
antimikrobiyal etki denemelerinde Escherichia coli ve Bacillus subtilis iizerinde en yiiksek
inhibisyon capma ulasilmistir. Buradaki inhibisyon cap1 yaklasik olarak 12 mm olarak
Olciilmiistiir. Takiben 10 mm olarak ol¢iilen Saccharomyces cerevisiae, 9 mm inhibisyon
capiyla Klebsiella pneumoniae, 9 mm inhibisyon ¢ap1 olan Staphylococcus aureus ve 8
mm inhibisyon ¢apiyla Candida albicans olarak belirlenmistir. Diklorometan ekstrakti ise
Escherichia coli ve Staphylococcus aureus ‘da en yiiksek zon ¢apma 12 mm olarak
belirlendi. Bacillus subtilis ise 11 mm’lik zon ¢apinda gelismesini engellemistir. Klebsiella
pneumoniae ve Candida albicans‘da 1se 10 mm’lik bir zon c¢ap1 Olclilmiistiir.
Saccharomyces cerevisiae’de ise zon ¢ap1 8§ mm olarak Olgiildii. Metanol ekstrakti ile su
ekstraktinin etkisi de birbirine ¢ok yakin olarak belirlenmistir.

Tablo 15’de A. cimilensis’in antimikrobiyal 6zelligi verilmistir. Burada tim
tirlerde DMSO tiim ekstraktlarda negatif kontrol olarak kullanilmis ve herhangi bir
inhibiyon gostermemistir. Tablo 15°te A. cimilensis’in tiiriine ait diklorometan ekstrakti en

yiiksek aktiviteye sahip ekstrakt olarak ortaya ¢ikmustir. En yiiksek antimikrobiyal etki
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Bacillus subtilis (14 mm) takiben Staphylococcus aureus, Escherichia coli (13 mm) olarak
ortaya ¢ikmistir. Maya Orneklerinde daha diisiik bir aktivite ortaya c¢ikmustir. Candida
albicans (11 mm) Saccharomyces cerevisiae (10 mm) olarak ifade edilen inhibisyon zon
capina bakildiginda ise en direncli mikroorganizma olarak Klebsiella pneumoniae (8 mm)
olarak belirlendi. Etil asetat ekstraktmin antimikrobiyal o6zelligi diklorometan: takip

etmistir. Onlar1 takiben de sirasiyla metanol su ve hekzan ekstraktlar1 siralanmaktadir.
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