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Tiirkiye’de yetisen bitkiler arasinda Sideritis cinsi, %78’lik bir endemizm orani1 ile en ¢ok
endemizme sahip olan cinslerden biridir. Bu tiirlerin halk arasinda agr1 kesici,
antiromatizmal, antimikrobiyal ve sindirimi kolaylastiric1 etkilerinden dolayr kullanildigt
bilinmektedir. Bu etkileri nedeniyle Anadolu’da bitkisel c¢ay olarak kullanilmaktadir.
Bilindigi iizere gidalarda maliyet nedeniyle dogal kaynakli antioksidanlar yerine sentetik
antioksidanlar 20. yiizyilin baglarindan beri kullanilmaktadir. Fakat bunlarin toksik etkileri
oldugu da bilindiginden son yillarda dogal antioksidanlara olan ilgi daha da artmistir. Ayni
zamanda bitkiler gibi dogal maddelerden elde edilen antimikrobiyal maddeler de gidalarda

dogal koruma maddesi olarak kullanilabilmektedir.
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Calismamizda, tilkemizde endemik olarak yetisen Kaz dagi c¢aymin (Sideritis trojana
Bornm.) antioksidan ve radikal giderme aktivitelerini degerlendirmek igin Fe'- Fe?**
indirgeme kapasitesi, Kuprak metodu ile kuprik iyonlar: (Cu?®*) indirgeme kapasitesi, FRAP
indirgeme kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH-) giderme aktivitesi, 2,2"-azino-
bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) giderme aktivitesi, N,N-dimetil-p-
fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi, Fe’* iyonlari
selatlama aktivitesi, toplam fenolik icerigi ve toplam flavonoid igerigi aragtirilmistir. Bitkinin
antimikrobiyal etkisi ise farkli mikroorganizmalar kullanilarak disk difiizyon yontemi ile
belirlenmistir. Ayn1 zamanda minerallerin antioksidan enzimler iizerindeki etkisi ve gidalarda
ki 6nemi gz Oniine alinarak secilen 20 element i¢in ICP-MS cihazinda mineral igerigi tespit
edilmistir. Sonug olarak Sideritis trojana Bornm.’un antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu ve K, Ca, Mg, S, ve P gibi mineraller i¢in yiiksek mineral icerigine sahip
oldugu gézlemlenmistir. Bu sonuglarin hem potansiyel ilag ham maddesi olarak hem de gida

sanayisinde sentetik maddelerin yerine alternatif olarak kullanilabilecek maddelerin

bulunmasina yol gosterici olacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, antioksidan, Kazdag1 c¢ayi, mineral,
Sideritis trojana Bornm.



ABSTRACT

MS THESIS

INVESTIGATION OF ANTIOXIDANT, ANTIMICROBIAL ACTIVITIES AND
MINERAL CONTENTS OF KAZDAGI TEA THAT HAS GROWN UP AS AN ENDEMIC
IN TURKEY.

Cuma ZEHIROGLU

Glimiishane University
The Graduate School of Natural and Applied Sciences

Department of Food Engineering

Supervisor: Assoc. Prof. S.Beyza OZTURK SARIKAYA
2017, 119 pages

Among the plants grown in Turkey, Sideritis is one of the most endemic species with an
endemism rate of 78%. It is known that these species are used among the population due to
the painkiller, antirheumatic, antimicrobial and digestive facilitating effects. Because of these
effects, it is used as herbal tea in Anatolia. As it is known, instead of natural antioxidants,
synthetic antioxidants have been used since the early 20th century due to the cost of food.
However, since they are known to have toxic effects, interest in natural antioxidants has
increased in recent years. At the same time, antimicrobial substances obtained from natural
materials such as plants can be used as natural preservatives in foods. In our study, Fe®" -
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Fe?* reduction capacity, cupric ions (Cu®") reduction capacity, FRAP reduction capacity, 1,1-
diphenyl-2 (DPPH) radical scavenging activity, 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzthioazoline 6
sulfonic acid) (ABTS") radical scavenging activity, N, N-dimethyl-p-phenylenediamine
radical (DMPD™) scavenging activity, H,O, scavenging activity, Fe** ions chelating activity,
total phenolic content and total flavonoid content were investigated for evaluate the
antioxidant and radical scavenging activities of the endemic Kazdag: tea (Sideritis trojana
Bornm.) in our country. The antimicrobial effect of the plant was determined using different
microorganisms by disk diffusion method. At the same time, the mineral content was
determined in ICP-MS device for 20 elements selected by considering the effect of minerals
on antioxidant enzymes and the importance on foods. As a result, it was observed that
Sideritis trojana Bornm. has antioxidant and antimicrobial activity and high mineral content
for minerals such as K, Ca, Mg, S and P. It is thought that these results to be a quite for both
the potential drug raw material and the food industry will lead to the availability of materials

that can be used as an alternative to synthetic materials.

Keywords: Antimicrobial, antioxidant, Kazdagi tea, mineral, Sideritis trojana Bornm.
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TESEKKUR

Bizleri her daim koruyan, kollayan, gézeten, ilim sahibi olmay1 bize nasip eden, rizk
ve nimet veren, kimseye muhtag etmeyen Rabbbimize sonsuz siikiirler olsun.

Tez calismam boyunca calisma ortam sagladigim Giimiishane Universitesi Gida
Miihendisligi boliimiine ve Merkezi Arastirma Laboratuvari Uygulama ve Arastirma
Merkezine, tiir teshisindeki yardimlarindan dolayr Atatiitk Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji boliimii 6gretim {iyelerinden Dog. Dr. Meryem Sengiil KOSEOGLU’na,
antibakteriyel ¢alismamdaki bes bakteri tiiriiniin temininde bize destek saglayan Atatiirk
Universitesi Gida Miihendisligi béliimiinde bulunan degerli hocamiz Dog.Dr. Biilent
CETIN’e, antimikrobiyal calismalarim boyunca terciibelerinden her zaman faydalandigim
Giimiishane Universitesi Gida Miihendisligi boliimiinden Aras. Gor. Rahime DUNDAR’a
tesekkiir ederim.

Yiiksek Lisans egitimim boyunca tezin konusunun sec¢iminde, uygulamasinda ve
analiz c¢aligmasinda yardimlarmi esirgemeyen, bilgisini ve tecriibelerini benimle
paylagmaktan imtina etmeyen, bir akademisyen olarak ¢aligma ahlakini 6rnek aldigim ve en
onemlisi ailemin yoklugunu hissettirmeyen, attigim her adimda destegini aldigim
danigsmanim saym hocam Dog. Dr. Sevim Beyza OZTURK SARIKAYA’ya tesekkiirii bir
borg¢ bilirim.

Egitim 6gretim hayatim siiresince tizerimde maddi manevi ¢ok emegi olan, her daim

desteklerini hissettigim ailemin her bir ferdine sonsuz tesekkiir ederim. Ailemizin yeni bir
liyesi olan, evliligin ilk adimm birlikte attigim nisanlim Songiil ZENGIN’e calismam

stiresince gostermis oldugu sabir ve desteginden dolay1 sonsuz tesekkiir ederim.

Cuma ZEHIROGLU
Giimiishane, 2017
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1. GIRIS
1.1. Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Atomlarin ¢ekirdekleri etrafinda donen elektronlar, belli bir enerji diizeylerinde,
birbirine zit momentli ¢iftler seklinde bulunma egiliminde olurlar. En dis ydriingede
bulunan elektron ¢iftinin dengesi, yoriingeye bir elektron girmesiyle ya da ¢ikmasiyla
bozulursa, momenti dengelenmemis bu tek elektron; atoma (ya da molekiile) biiyiik bir
aktiflik kazandirir. En dis yoriingede eslenmemis bir elektronu yer alan molekiil ya da
molekiil gruplarina isim olarak ‘“radikal” terimi verilmekte (Aliyev 2006; Powers ve
Jackson, 2008) ve molekiiliin kimyasal simgesinin sag iist kdsesine konan nokta veya
cizgiyle gosterilmektedir (R-, R-). Bir veya birden daha fazla sayida eslenmemis elektron
barindiran ve yiiksek reaktivite gosteren atom veya molekiillere “serbest radikal”
denilmektedir (Fang vd., 2002; Altan vd., 2006; Valko vd., 2007). Kararsiz ve oldukca
yiiksek reaktiviteye sahip olan serbest radikal bilesikleri hiicresel iiretimi antioksidan
kapasitesini astig1 i¢in ¢evrelerindeki molekiillere saldiran tehlikeli molekiillerdir
(Sagdicoglu Celep ve Marotta, 2014).

Kimyasal reaktivitelerinin yiiksek olmasi sebebi ile serbest radikaller, protein, lipit,
enzin, DNA, RNA, niikleotid koenzimler gibi bir¢ok biyolojik materyale saldirarak onlarin
zarar gormesine neden olmaktadir (Ningappa vd., 2008; Gill ve Tuteja, 2010). Bu zararlar
neticesinde yaslanmaya, kalp damar hastaliklarina, kataraka, inmeye, diyabete, kanser
tiirlerine, bagisiklik sisteminde zayiflamaya, sinir sistemi hastaliklarina ve bir¢ok kronik
hastaliklara neden olarak hiicre 6liimlerine sebebiyet vermektedir (Fubuni ve Hubbard,
2003).

Serbest radikaller 3 yolla meydana gelmektedir:

1. Bag olarak kovalent bir yapiya sahip olan normal bir molekiiliin, her bir parcasinin ortak

elektronlarindan birisinin kalarak homolitik boliinmesi yoluyla meydana gelmektedir.

XY ->X+Y

2. Tek bir elektronun normal molekiilden kaybiyla veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesiyle meydana gelmektedir. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her



iki elektron atomlarin birinde kalmaktadir. Boylece serbest radikaller meydana

gelmeyip, iyonlar meydana gelmektedir.

XY o> X +Y?

3. Tek bir elektronun normal bir molekiile eklenmesiyle meydana gelmektedir

A+e > A

Radikaller elektrik yiikii bakimindan; negatif, pozitif ya da nétral olarak yiiksiiz
olabilirler (Fubuni ve Hubbard, 2003). Bir serbest radikalde bulunan ortaklanmamis
elektron, herhangi bir kimyasal bag icinde bir baska elektronla spin paylagsmadig i¢in,
radikaller, ekstra elektronlart bagka atomlara lokalize olana veya elektron alana kadar
oldukca reaktiftir. Oldukca reaktif olan bu maddeler diger atom ve molekiillerle ayrica
radikaller, mitokondriyal elektron tagima sistemi (ETS) zinciri siklooksijenaz dongiisii gibi
reaksiyonlarda iiretilebildikleri gibi disardan alinan ilaglar kullanilarak da meydana
getirilebilirler. Fonksiyonel gidalarda bulunan yiiksek yag icerigi ve seker oranlari, alkol
tiketimi, stres ve yogun egzersizler ile artan oksijen kullanimi viicudumuzdaki serbest
radikallerin tiretimini gogaltan nedenlerin bazilarini olusturmaktadir (Mortas, 2012).

Serbest radikallerin 6nemli yararli rolleri de bulunmaktadir (Devasagayam vd.,
2004):

e Mitokondride adenozin difosfat (ADP)’dan adenozin trifosfat (ATP) olusumu:
oksidatif fosforilasyon

e Sitokrom P450 tarafindan ksenobiyotiklerin detoksifikasyonu

e Hasarl1 hiicrelerin apoptozisi

e Makrofajlar ve sitotoksik lenfositler tarafindan mikroorganizmalar ve kanser
hiicrelerinin dldiirtilmesi

e Oksijenazlar (siklo-oksijenaz, lipoksijenaz gibi) prostaglandin ve ldkotrienlerin
olusumu gibi birgok diizenleyici fonksiyonda rol alma

e Reaktif oksijen tiirlerinin, hiicre fonksiyonunu azaltmada ve kardiyak hastalik

durumlarinin patofizyolojisinde rol oynadig1 gosterilmistir (Bahorun vd., 2006).



1.2. Reaktif Oksijen Tiirleri

Oksidatif stres sonucu olusan ¢esitli serbest radikaller, hidroksil (OH), hipokloréz
asit (HOCI), alkoksil radikali (RO?) ve peroksil radikali (ROO) ile hidrojen peroksit
(H,0,), siiperokit anyonu (O,) ve singlet oksijen (*O,) gibi reaktif radikal olmayan
(Bedard ve Krause, 2007) (oksijen merkezli serbest radikaller) eslenmemis bir elektron ile
veya elektronsuz oksijen ara iiriin tasiyict metabolitlere genel anlamda reaktif oksijen
tirleri (ROS) ad1 verilmektedir (Halliwell and Gutteridge, 2003; Pham-Huy vd., 2008).
ROS’lar diger bilesikleri okside ederek onlar1 serbest radikallere ¢evirir ve g¢ogunlukla
birden fazla yeni serbest radikal olusturan zincir reaksiyonlarin1 baslatabilmektedirler
(Pham-Huy vd., 2008).

Hem ekzojen hem de endojen maddeler hiicrelerde ve cevrede serbest radikal
uiretebilmektedir. Bunlar oksijen ile organik bilesiklerin enzimatik olmayan
reaksiyonlarindan ve iyonlastirici radyasyonlar ile baglatilanlardan iiretilebilmektedir
(Pham-Huy vd., 2008). Bu islem oksidatif fosforilasyon ile mitokondridasyonda da
meydana gelebilir. Farkli kaynaklar arasinda radyasyon, ROS, reaktif azot tiirleri (RNS),
Notrofiller ve makrofaj iiretimi, kimyasallar, sigaranin i¢ilmesi, beedi, purolar, cevresel
faktorler, toksik bilesikler, endiistriyel atiklar vb. olup kimyasal islemler ile hiicrelerde

tiretilebilmektedir (Sen vd., 2010; Sagdicoglu Celep ve Marotta, 2014).

0; —Q‘* :::3.'_<.,. H0, —Q‘F OH. —Q‘D'H{)
o

Oksgen Siperoksid Hidrojen peroksid Hidrok=il radikali 8

Sekil 1.1. Molekiiler oksijenden reaktif ara iiriinlerin olusumu (Sarikaya, 2009).

1.2.1. Siiperoksit Radikali (O;)

Onemli serbest radikal kaynaklarindan birisi olan siiperoksit radikali solunum
sirasinda biitiin hiicrelerde oksijen molekiiliine bir elektron ilavesi ile olusur ve olustugu
yerden fazla uzaga diffiize olmayan bir radikal olan (Kojo, 2004; Memisogullari, 2005;
Farrugia ve Balzan, 2012) siiperoksit radikali, dogal oksijen molekiiliiniin baska bir
molekiilden elektron almis hali olup oksijenden kaynaklanan tiim radikaller i¢inde en ¢ok

ve en kolay olusanidir. Siiperoksit radikalinin bu 6zelligi, oksijenin suya indirgenmesi



olayinda meydana gelen ilk radikal olmasindan kaynaklanip ve siiperoksit dismutaz
araciligi ile hidrojen peroksit’e indirgenmektedir (Cheeseman ve Slater, 1993; Sar1, 2008;
Halliwell, 2010).
Oksijenin monoelektronik rediiksiyonu neticesinde olusmakta olan siiperoksit
radikali (O,) ROS’un basta gelen molekiilii olarak nitelendirilmektedir (Bouayed, 2010).
Siiperoksit radikali, ¢esitli mekanizmalarla iiretilmektedir. Bunlardan bazilart;
o Aktif olan fagostik l6kositler ¢ok nicelikte siiperoksiti olugturarak fagozom igersine ve
yer aldiklar1 ortama verirler.
¢ Dehidrogenazlar ve oksidazlar olmak iizere bir¢ok enzimin katalitik etkisi esnasinda {iriin
olarak stiperoksit radikali olusabilir. (Ksantin oksidaz, lipooksijenaz, siklooksijenaz vb.)
e indirgeyici 6zellige sahip olan biyomolekiiler oksijene bir elektron verip kendileri
oksitlenirken siiperoksit radikali yapimina sebep olurlar. (tiyoller, hidrokinonler,

indirgenmis niikleotitler, flavinler gibi)
Ortamda biriken siiperoksit radikallerinin girebilecegi baslica tepkimeler;

1. Ortamdan bir proton alarak perhidroksi radikali (HO,") olusturabilir.
2. H,0; ile tepkimeye girerek hidroksil radikali (OH") ve singlet oksijen (*Oy) olusturabilir.

O,+ H,0, — 10, + OH + OH"

3. Hidroksil radikali ile tepkimeye girerek singlet oksijen yapimina neden olur.

0, +OH: — 'O, + OH

Stiperoksit radikali kendisi dogrudan olarak zarar vermemektedir. Zararli etkisinin
nedeni olarak, hidrojen peroksit olmasi ve gecis metal iyonlariin ingirgeyicisi olmasi

gosterilmektedir (Gill ve Tuteja, 2010).

1.2.2.Hidrojen Peroksit (H,O)

Oksijenin iki elektron alarak indirgenmesiyle ya da siiperoksitin bir elektron almasi
sonucunda olusan hidrojen peroksit, yapisinda ortaklanmamis elektron bulunmadigindan

dolayi radikal 6zellik géstermeyen reaktif oksijen tiirtidiir (Kojo, 2004; Flora, 2007; Boots



vd., 2008). Bunun neden oldugu baslica hasarlar DNA'nin parcalanmasi, tek iplikli
kopmalar ve DNA protein c¢apraz bag olusumuyla sonuglanir (Kumar, 2011). Hidrojen
peroksitin oksitleyici bir tiir olarak bilinmesine, demir ve bakir gibi metal iyonlarmin
varhiginda hidroksil radikalinin Onciilii gibi davranmasi sebep olmaktadir. Hidrojen
peroksit membran lipoproteinleri ve doymamis yag asitlerine karsi gosterdigi etkiler
neticesinde hiicresel hasarlara yol agmaktadir (Farrugia ve Balzan, 2012).

Iki siiperoksit molekiilii, siiperoksitin dismutasyonu reaksiyonunda iki proton alarak

hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni asagidaki gibi olustururlar (Yiizer, 2008).

1.20, +2 H" — H>0, + O,

2. Oksijen iki elektronla indirgenmesi sonucu H,0, ortaya gikar.

O,+¢e +2H" > H,0,

1.2.3. Hipokloroz Asit (HOCI)

Bagisiklik  sisteminde bulunan fagositik  Ozellikli  nétrofiller igerdikleri
myeloperoksidaz enzimi vasitasiyla O, .’nin dismutasyonuyla olusan H»O;’yi, kloriir

iyonuyla birlestirerek kuvvetli bir antibakteriyel ajan olan HOCI’ye ¢evirirler (Glingdr vd.,
2010).

H,0, +Cl" — HOCI+OH"

1.2.4. Hidroksil Radikali (OH)

Hidroksil radikali hidroksit iyonunun nétral bir formudur. Tek atom halinde bulunan
ve bir elektronu eksik olan oksijen ile H* birleserek olusmaktadir. Yart émrii 10”%s’dir. Yari
Omriiniin bu kadar kisa olmasi, olduk¢a yliksek reaktiviteye sahip OHe radikaline tehlikeli
bir radikal 6zelligi kazandirir (Memisogullari, 2005). ROS arasinda engiiglii radikal olarak
bilinir (Valko vd., 2007).

Lipitler, proteinler, niikleik asitler, fosfolipitler ve sekerler gibi biyolojik

molekiillerin tim smiflarint yiikseltgeyebilen en etkin radikaldir. Bu nedenle viicutta OH



radikali artis1 ateroskleroz, siroz, diyabet, kanser, Alzheimer hastaligi, amfizem ve
yaslanma da dahil olmak {izere pek ¢ok oksidatif hasar kaynakli hastaliga neden olabilir

(Ytizer, 2008).

1.2.5. Singlet O, (*0,)

Enerji absorbsiyonu ile oksijenin paylasilmamis dis elektronlarini degistirerek ayni
ya da farkli orbitale yerlesebilmektedirler. Uyarilmis durumdaki bu oksijene singlet oksijen
denir. Antireaktif olan fakat reaktif oksijen radikallerinden biri olan singlet oksijenin sigma
ve delta olarak iki ¢esidi bulunmaktadir (Davies, 2003; Yiizer, 2008).

Eslenmemis elektron igermediginden dolayr Singlet oksijen serbest radikal degildir,
ancak bazi radikal reaksiyonlarda olusabilir ve baskalarmi tetikleyebilir. Bu, hidrojen
peroksit molekiillerinden kaynaklanir ve ayrismada singlet oksijeni stiperoksit ve hidroksil

radikalleri tiretir (Onat vd., 2006; Colleen vd., 2007; Kumar, 2011).

1.2.6. Hidroperoksil Radikali (HO,)

Hidroperoksil radikali, perhidroksil radikali olarak da bilinir; HO, kimyasal
formiiliilyle protonlanmis siiperoksit formudur. Hidroperoksil, bir protonun bir oksijen
atomuna aktarilmasi yoluyla olusmustur. HO, tokoforelden alinan hidrojen atomlarimin
soyutlanmast ve ¢ift tabakali lipitlerde ¢oklu doymamis yag asitleri gibi bir takim
biyolojik olarak Onemli reaksiyonlarda oksidan gorevi gorebilir. Bu nedenle lipit

peroksidasyonun 6dnemli bir baslaticisi olabilir (Kumar, 2011).

1.2.7. Nitrik Oksit (NO’)

Nitrik oksit, hiicre i¢ide ve hiicre disinda diizenleyici isleve sahip kiigiik, reaktif bir
serbest radikal molekiildiir. Ciftlenmemis elektronu aslinda nitrojen atomuna ait olmasina
ragmen, bu elektronun hem nitrojen hemde oksijen atomu iizerinde delokalize oldugu ig¢in,
tam radikal Ozelligine sahip olmayan nitrik oksitin bir serbest radikal olarak diger
radikallere nazaran reaktivitesi daha az ve daha fazla uzun 6mirlidiir (Valko vd., 2007).
NO' olusumu memeli hiicrelerinde genel olarak NADPH’a bagimli sitozolik bir enzim olan
nitrik oksit sentaz (NOS) enziminin aktivitesi vasitasiyla olugsmaktadir (Benzer ve Temiizer

Ozan, 2003; Vincent vd., 2004; Pratic’o, 2005). Bir¢ok hiicresel islem; vaskiiler diiz kas



hiicreleri, endotel, trombosit, néronlar ve diger NO' iireten hiicrelerden salinan NO'
tarafindan diizenlenmektedir (Biilbiil ve Soylu, 2008).

Oksijen yasamin devami i¢in vazgegilmez bir element 6zelligi tasimaktadir. Oksijen,
enerji Uretimi i¢in kullanildig1 takdirde, reaktif oksijen tiirlerinin olusmasina neden
olmaktadir. Metabolik reaksiyonlar i¢in gerekli olan bu oksijenin % 90’1 mitokondri de
kullanilmaktadir (Cankurtaran, 2005). Kullanilan bu oksijenin de %1-3’ii mitokondrilerde
ROS’a donistiiriilmektedir (Muller vd., 2004). Serbest radikaller viicut tarafindan normal
oksijenin kullanimi sirasinda mitokondri tarafindan siirekli tretilmektedir (Shinde vd.,
2012). Enerji iretimi neticesinde olusan bu ROS’larin biyolojik sistemlerdeki zararli
etkileri oldukga fazladir. Hiicrelerin protein, DNA, karbohidrat, lipit gruplarina saldirip
tepkimeye girerek metabolizmalarint 6nemli diizeyde etkiler ve zarar vererek yikima
ugratabilirler (Amarowicz vd., 2004; Boots vd., 2008; Ningappa vd., 2008; Selen Isbilir,
2008; Liochev, 2013).

ROS’larin lipit, protein, karbohidrat ve DNA iizerindeki hasarlar1 4 gruba ayrilmistir.

1.2.8. Lipit Uzerindeki Oksidatif Hasarlar

Lipitler, organizma i¢in temel organik bilesiklerdir (Aydin, 2015). ROS’lar cesitli
mekanizmalar yoluyla membranlardaki lipit tabakalar1 ile reaksiyona girerek membran
sizintisina yol ag¢makta ve hiicre Oliimiine neden olmaktadir. Besinlerde lipit
peroksidasyonu besin Kkalitesinin bozulmasit ve kokularin olusmasi, raf Omriiniin
azaltilmasi, doku ve rengin degistirilmesi ve besinlerin besin degerinin diistiriilmesinde
onemli bir neden olusturmaktadir (Scandalios, 2005; Alamed vd., 2009).

Lipitler, proteinler ve DNA molekiilleri hiicre oksidasyonun temel hedef
molekiilleridir. Lipit peroksidasyonu, memeli hiicre zarlarinda var olan ¢oklu doymamis
yag asitlerinin serbest oksijen radikallerince alkoller, peroksitler, etan, aldehitler, hidroksi
yag asitleri, pentan, malondialdehit (MDA) gibi ¢esitli {irlinlere yikilmasi tepkimesidir
(Ayala vd., 2014). Zincir tepkimeler halinde siiregelen bu yag asitlerinin peroksidasyonu
hiicresel zedelenmenin basta gelen etkenlerinden birini olusturmaktadir (Repetto vd.,
2012).

ROS, hiicre ve liflerin deformasyonuna neden olan lipitlerle ¢oklu doymamis
(poliansatiire) yag asitlerinden (Gupta vd., 2014) bir protonu kopararak lipit
peroksidasyonunu baglatabilirler (Jens, 2007; Aydin, 2015). Peroksidasyon reaksiyonu ii¢



asamali bir zincir reaksiyonudur: baslatma, cogaltma ve sonlandirmadir (Aydin, 2015).
Lipit peroksidasyonu yag asitlerinin siiperoksit radikali, peroksil radikali, hidroksil radikali
ve alkoksil radikali gibi kuvvetli radikaller ile tepkimesiyle baslar ve bu radikaller ¢esitli
mekanizmalarla hiicrede olusturulmakta, hiicre membraninin harabiyetine yani lipit
peroksidasyon iriinlerinin olugsmasina neden olabilmektedir (Karabiga, 2006).
Reaksiyonlar zincirinde 6nemli bir ara form olan peroksil radikali meydana gelir ve bu
cogaltma basamaginin baslangici olan lipit peroksil radikalleri diger ¢oklu doymamis yag
asitlerini etki ederek yeni lipit radikallerinin meydana gelmesini saglar. Kendilerindeyse
aciga cikan hidrojen atomlarini alarak lipit hidroperoksitlerine doniismektedir (Aydin,
2015).

LH +R ->L+RH

L +0O, > LOO (Lipit peroksil radikali)
LOO +LH —>LOOH+L

LOOH — LOO;LO

0, Arginin
/
02-- NO *
Stiperoksit
dismutaz
\
Katalaz ONOO.
H,O0 <——— H,0,
H+
X-ray
.OH + NO,-
+ OH
o, /_\
LOO. ==~ L LH

Sekil 1.2. Serbest radikallerin olusumu

Lipit peroksidasyonunun tayin edilmesi dogrudan olmayarak ikincil bir iiriin olan
malondialdehit (MDA)’in 6l¢iilmesiyle bulunmaktadir (Tiikkézkan vd., 2006). Serbest

radikallerin dogrudan o6l¢iim ydntemlerinin zor olmasindan dolayr serbest radikal



aracilifiyla doku hasarinin belirtisi olarak ¢ogunlukla oksidatif hasar neticesinde
meydana gelen trilinlerin dl¢iilmesi tercih edilmektedir. MDA, lipit peroksidasyonunun
yikim tirlinlerinden birisi olup oksidatif hasarin in vivo belirtisi olarak siklikla kullanilan

bir parametredir (Aktas vd., 2004).

1.2.9. DNA ve Niikleik Asit Uzerindeki Hasarlar

DNA iizerinde serbest radikallerin olusturdugu hasarin ana hedefidir. Bu zararlar,
DNA'da, somatik hiicrelerde kanser veya germ hiicrelerinde fetal malformasyonlar
olusturabilen kalitsal degisiklikler olan mutasyonlara yol acabilmektedir (Devasagayam
vd., 2004; Halliwell, 2005; Halliwell, 2007). Ayn1 zamanda hidroksil radikali ile
karsilastirildiginda niikleik asitler ile reaksiyon olusturma yetenegi daha az olan singlet
oksijen, guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bolgelere sahip molekiillerle tepkime

gostererek niikleik asitlerin yapisini bozabilmektedir (Kayis, 2010).

1.2.10. Proteinler Uzerindeki Hasarlar

Proteinlerin serbest radikallerle oksidasyonu sonucu tahribatina karsi duyarliligi,
aminoasit bilesimine, protein aktivasyonundan veya yapisal diizenlenmesinden sorumlu
aminoasitlerin dizilimine ve hasarli proteinlerin onarilabilirligine bagli bulunmaktadir
(Karabiga, 2006). Igerisinde doymamus bag ve siilfiir bulunan molekiiller serbest radikaller
ile daha yiiksek reaktiviteye sahip oldugundan triptofan, tirozin, fenil alanin, histidin,
metionin ve sistein gibi amino asitleri biinyesinde barindiran proteinler serbest radikallerle
daha kolay reaksiyona girmektedir (Devasagayam vd., 2003). Serbest radikaller, yapisal
proteinlerin fonksiyonuna ve enzim aktivitesine engel olusturarak bir¢cok proteinin
tahribatina neden olabilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri ve RNS’nin sebep oldugu protein
oksidasyonu sonucunda, protein hidroperoksitler gibi kararli ve yiiksek derecede reaktif
iiriinler olugmaktadir. Bu iiriinler ile ge¢is metal iyonlarinin etkilesimi neticesinde de
radikaller olusabilir (Devasagayam vd., 2004; Sarma vd., 2010). Serbest radikallerin
proteinler iizerinde yol actig1 baglica degisiklikler aminoasitlerin modifikasyona ugramasi,
proteinlerin fragmantasyonu ve g¢apraz baglarin olugsmasi seklinde siralanabilir (Kayzs,

2010).



1.2.11. Karbohidrat Uzerindeki Hasarlar

Serbest radikaller, karbohidratlar i¢cin olduk¢a 6nemli hasarlar olusturmaktadir.
Fizyolojik sartlar altinda otooksidasyona maruz kalan glikoz, mannoz ve deoksi
sekerler, siiperoksit ve hidrojen peroksitin olusumuna neden olmaktadir.
Monosakkaritlerin otooksidasyonu, protein ¢apraz baglanmalarina yol agar ve bazal
membranda kalinlagmaya neden olarak katarakt ve benzeri hastaliklara neden
olabilmektedir (Tekkes, 2006). Reaktif oksijen tiirlerinin karbonhidratlar {izerinde
polisakkarit depolimerizasyonunun yaninda 6zellikle monosakkarit otooksidasyonu gibi
onemli etkilere de sahiptir. Monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu olusan hidrojen
peroksit, siiperoksit ve okzoaldehitler diyabet ve sigara icimiyle ilgili patolojik

olaylarda 6nem arzetmektedir (Selen Isbilir, 2008).

1.3. Enzimatik Antioksidanlar

1.3.1.Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Stiperoksit dismutaz enzimi, siiperoksit anyon radikallerini ("O2) molekiiler oksijen

ve hidrojen peroksite (H,0,) yiiksek aktiviteyle doniistiiren, molekiil agirhigr 17-85 kDa

araliginda olan ve bu radikallerin etkisini azaltan intraseliiler olduk¢a 6nemli bir

antioksidan enzimdir (Valko vd., 2006; Ozdemir, 2011; Carocho ve Ferreira, 2013).

Stiperoksit dismutaz enzimi molekiiler oksijeni metabolize eden tiim hiicrelerde

bulunmakta olup etkinliginde aktif bolgesini olusturan ¢inko (Zn) 6nem arzetmektedir

(Valko vd., 2006). Canli icin oksijen toksisitesini onleyen Onemli bir savunma gorevi

gorerek, sliperoksitin zararl etkilerine kars1 koruma saglar ve mevsimsel degisimlerin etksi

karsisinda SOD’1n aktivitesi her zaman stabildir (Lephart, 2016).

2072 +2H" > H,0,+0,

1.3.2. Katalaz (CAT)

Hiicre peroksizom organellerinde bulunan katalaz enzimi, diger enzimler igerisinde
en hizli doniistiirme hizina sahip olup, bir molekiil katalaz her bir dakikada yaklasik 6

milyon hidrojen peroksidin su ve molekiiller oksijene doniisiimiinii saglamaktadir (Valko
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vd., 2006; Halliwel, 2007). Hidrojen peroksitin dismutasyonundan sorumlu olan, hiicrede
peroksizomlarda yer alan katalaz enzimi (CAT) peroksizomlarin yogun oldugu kan, kemik
iligi, bobrek ve karaciger gibi organlarda goriilmektedir (Onat vd., 2006; Colleen vd.,
2007). Hidrojen peroksidi giderme etkisi nedeniyle antioksidan etkilerinin yiiksek oldugu
distiniilmektedir.

SOD ve katalaz enzimleri bitkisel ve hayvansal {irlinlerde bulunmaktadir. Bu iki
enzimin antioksidan aktivitesinin belirlenmesi i¢in ¢ok sayida ¢alismalar yapilmis olup, bu
caligmalarda antioksidan aktiviteleri, lipit peroksidasyon iirlinlerini azalttifi ve stres

azaltict etkileri gosterilmistir (Dervis, 2011).

2H,0, — 2H,0+0,

Ayrica diisiik hidrojen peroksit derisiminde askorbat ve fenol gibi indirgeyici

kosubstratlar1 kullanarak peroksidaz olarak davranir.

RHXH +H,0, —RX +2H,0

1.3.3. Glutatyon Peroksidaz (GPx)

Glutatyon peroksidaz (GPx), bir¢ok hiicrede sitozollerde yer alan bir enzimdir.
GPx’1n selenyum bagimli ve selenyum bagimsiz olmak tizere iki ayr1 formu vardir (Valko
vd., 2006). Sitozol ve mitokondrilerde Siiperoksit dismutaz enzimi tarafindan
olusturulmakta olan hidrojen peroksiti ve yag asidi hidroperoksitlerin uzaklastirilmasindan
sorumlu olan bir enzimdir (Giinaldi, 2009). Kapasitesi belirli bir 6l¢iide simirlhidir ve diisiik
hidrojen peroksit konsantrasyonunda aktivite gostermektedir. Selenyum elementini
kofaktor olarak kullanmaktadir. Organik peroksit ve hidrojen peroksitlerin indirgenmesi ile
oksitlenen glutatyon, glutatyon rediiktaz enzimi ve baslica pentoz fosfat yolundan saglanan
nikotinamid adenin diniikleotit fosfat (NADPH) yardimiyla indirgenerek reaksiyonlarin
devamini saglar (Ercan, 2008). Eritrositlerde bu enzim oksidan strese karsi en etkili
antioksidan olup antioksidatif mekanizmalarin da temel taglarindan birisidir. Ayrica

aragtirmalarda elde edilen sonuglara gore diyabet hastaligi bulunan bireylerde serum
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glutatyon peroksidaz aktivitesinin azaldigi rapor edilmektedir (Memisogullari, 2005; Valko
vd., 2006).

H,0, +2GSH—25GSSG +2H,0
ROOH +2GSH —%*5ROH +H,0 + GSSG
1.3.4. Glutatyon Rediiktaz (GR)

Bir flavin enzimi ve koenzimi NADPH olan glutatyon rediiktaz’in prostetik grubu
Flavin adenine diniikleotit (FAD)’tir. GR mitokondri ve sitozolde gorev yapmaktadir
(Karabiga, 2006).

Glutatyon rediiktaz, GPx vasitasiyla hidroperoksitlerin indirgenmesi sonucunda
meydana gelen okside glutatyonun (GSSG) tekrar indirgenmis glutatyona (GSH)
dontigimiinii  katalize etmektedir. Bu reaksyonun olusabilmesi i¢inde NADPH
gerekmektedir (Giirbiiz, 2008; Pektas, 2009). Hidrojen peroksit ve diger lipit peroksitlere,
glutatyon peroksidazin ylikseltengenmesi sirasinda glutatyon, okside glutatyona
dontigmektedir. Glutatyon rediiktaz, oksidasyona ugramis bu yapiy: tekrar kullanmak igin

rediikte glutatyona doniistiiren enzimdir (Koksal vd., 2012).

GSSG +NADPH + H* —S® 32GSH + NADP ™

1.3.5. Glutatyon-S-Transferaz (GST)

Glutatyon-S-transferazlar lipit peroksitlerine karsi basta aragidonik asit ve lineolate
hidroperoksitleri olmak {izere antioksidan savunma mekanizmasi Selenyum-bagimsiz
GSH-Px aktivitesi gostererek bir olustururlar. Katalitik ve katalitik olmayan pek g¢ok
fonksiyona sahip olan ve ayni zamanda bunlarin hem detoksifiye edici hem de hiicre igi

baglayici ve tasiyici rolleri vardir (Pektas, 2009).

ROOH +2GSH —%T 5>GSSG + ROH + H,0
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Sekil 1.3. Reaktif oksijen tiirlerinin antioksidan enzimler tarafindan giderilmesi
(Sarikaya, 2009).

1.4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; antioksidan maddelerindeki azalmadan dolayr reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) asir1 iiretimi olarak veya serbest radikaller ile antioksidanlar arasindaki
dengenin serbest radikaller yoniinde bozulmasi yani organizmadaki pro-oksidan ve anti-
oksidan dengenin bozulmasi (Kopani vd., 2006) ve antioksidan savunma sisteminin
zayiflamasi (Poljsak, 2013) olarak tanimlanmaktadir (Chevion vd., 2000; Joshi vd., 2005;
Valko vd., 2006). Bu olay, hiicre bilesenlerini olusturan biyomolekiilleri olumsuz yonde
etkilemektedir. Oksidatif stres, sitiperoksit anyonlart (OOH), hidrojen peroksit (H,O,) ve
hidroksil radikalleri (OH) gibi reaktif oksijen tiirleri (ROS) tarafindan indiiklenir (Al-
Gubor vd., 2010) ve bunun yani sira basta hidroksi radikali (OHe) olmak {izere pek ¢ok
serbest radikal, DNA’daki organik bazlarin degisimine ve DNA zincirinde kirilmalara
neden olmasiyla ve serbest radikaller ile antioksidan savunma sistemi arasindaki hassas
dengenin, peroksidan ve oksidan maddelerinden yana sapmasi oksidatif stresin gelismesine
sebep olmaktadir. Oksidatif dengenin bozulmadigi siire boyunca organizma, serbest
radikallerden zarar gormemektedir. Bu radikallerin ortadan kaldirilma hizinda bir diigme ya
da olusum hizinda artma bu dengenin bozulmasina sebebiyet verir ve gecirgenlik artig1 ve
hiicresel oliim gergeklesir (Choe ve Min, 2005; Diri, 2006a;) ve oksidatif stres, doku
hasarina, erken yaslhliga, hiicre 6liimiine, kansere, diyabete ve ateroskleroz gibi patolojik
durumlarin gelismesinde etkin rol oynamaktadir (Bursal vd., 2013; Giilgin, 2012; Reuter
vd., 2010). Oksidatif stresin artisi, serbest radikal {retimindeki artigtan
kaynaklanabilmektedir (Noyan vd., 2004).

Oksijen yasam icin olduk¢a O6nemli olmasina ragmen, ayni zamanda bir serbest

radikal olarak siniflandirilmakta olup, insan viicudu iizerinde zararli etkilere sebebiyet
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vermektedir. Reaktif oksijen tiirleri (ROS), biyolojik molekiiller ile reaksiyona girebilir ve
hiicrelerde oksidatif strese neden olarak, zararli reaksiyonlar meydana getirebilmektedir
(Hallwell ve Aruoma, 1991; Block vd. 2002; Craft vd., 2012).

Aerobik solunum ve metabolizmanin yan iiriinleri olarak iiretilen reaktif oksijen
tirleri fazla iretildigi durumlarda hiicrenin Oliimiine neden olur (Giiner, 2002) ve
antioksidan enzimler ve enzimatik olmayan temizleyiciler tarafindan modiile edilir
(Taleb-Senouci vd., 2009). Hiicre icinde meydana gelen serbest radikaller, 6nem arzeden
hiicresel yap1 ve bilesiklere etki etmektedirler. DNA ve proteinler; hiicrede hasar géren
onemli hedef haline gelenlerden bazilar1 gibi gdziikmektedir. Biyolojik sistemlerde,
hiicre membraninda bulunan lipitler serbest radikalin saldiracag: diger bir hedef hiicredir

(Naczk ve Shahidi, 2004).

1.5. Antioksidanlar

Antioksidan maddeler ilk olarak II. Diinya Savasi’nda gidalari korumak amaci ile
kullanilmistir. Antioksidanlar; serbest radikaller ile reaksiyona girerek onlarin olusumunu
ortadan Kkaldiran ya da geciktiren ve verdigi zararlari ortadan kaldirmaya caligsarak
meydana gelebilecek biyolojik hasarlara engel olmaya calisan bilesiklerdir (Sharafati vd.,
2011; Shirzad vd., 2012; Vinita vd., 2013). Antioksidan kavrami ile ilgili g¢esitli
tanimlamalar  yapilmistir.  Halliwell ve  Gutteridge antioksidanlar1 ilk  basta
“yiikseltgenebilen substratlara gore diisik konsantrasyonlarda bulunduklarinda bu
substratin ytiikseltgenmesinin 6nemli oranda geciktiren veya engelleyebilen herhangi bir
madde” olarak tanimlamislardir (Halliwell vd., 1995). Daha sonra 2007 yilinda Halliwell
antioksidanlar1 “bir hedef molekiiliine oksidatif hasar1 geciktiren, Onleyen veya
uzaklastiran herhangi bir madde” olarak belirtmislerdir (Halliwell, 2007). Ayni yil
Khlebnikov ve digerleri “ROS tiirlerini direkt olarak siipiiren veya dolayli olarak
antioksidan savunmasini diizenleyecek ya da ROS iiretimini inhibe edecek sekilde hareket
eden madde” olarak antioksidan kavramini agiklamislardir (Khlebnikov vd., 2007).
Antioksidanlar viicutta bulunan hiicreler tarafindan olusturulabildikleri gibi, gida yolu ile
de alinabilmektedir. Gidalar ve iceceklerde antioksidan aktivite, bilim camiasinda ¢ok ilgi
yaratan 6zelliklerden birisi olmustur (Gtilgin, 2012). Gidalarda bulunan ve insan viicuduna
zararl etkikileri olan serbest radikallerden koruyan baslica dogal antioksidanlar, 6zellikle

vitaminler (C, E ve A vitaminleri), flavonoidler, karotenoidler ve polifenollerdir ve bu
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antioksidanlar serbest radikallerin sebep oldugu hasara karsi koruma saglamaktadir
(Vaibhav vd., 2011). Serbest radikal siipiiriicii antioksidan gesitleri, meyveler, sebzeler,
cay vs gibi beslenme kaynaklarinda bulunmakta olup ¢ogu arastirmada meyve ve sebze
tilketimi ile kanin antioksidan kapasitesini artirarak (Wahlquist, 2013) belirli kanser ve

kalp hastaliklarinin olusumu ile arasinda ters orantili bir iliski gdsterdigi saptanmistir
(Giiglii vd., 2009; Kumar, 2014).

Tablo 1.1. Antioksidanlarin siniflandirilmasi

ANTIOKSIDANLAR
Dogal Antioksidanlar Sentetik
Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik Olmayan
SoD Endojen Eksojen BHT
Katalaz E Vitamini
Glutatyon Seriiloplazmin BHA
Glutatyon
peroksidaz o . Beta Karoten
Bilirubin Ferritin
Glutatyon TROLOKS
rediiktaz Laktoferrin Urik asit Askorbik Asit
Selat
Glutatyon- olusturucu
S Haptoglobinler Alblimin Flavonoidler sentetik
tranferaz
maddeler

Dogal antioksidanlar ve sentetik antioksidanlar olarak iki gruba ayrilarak incelenen
antioksidanlardan dogal antioksidanlar, besinlerde var olan ve onlarin bozunma, eksime,
renk degistirme gibi reaksiyonlarini dnleyen maddelerdir. Sentetik antioksidanlar ise insan
eliyle tretilerek besinlere eklenir. Bu gruplar ayrica birkag alt gruba ayrilmistir. Dogal
antioksidanlar da kendi arasinda enzimatik ve enzimatik olmayan olarak iki gruba
ayrilmaktadir. Enzimatik antioksidanlar, besinlerde var olan ve onlarin bozunma, eksime,

renk degistirme gibi reaksiyonlarn1 Onleyen maddelerdir. Enzimatik olmayan
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antioksidanlar insan eliyle iiretilerek besinlere eklenir (Picone vd., 2013; Sreeramulu vd.,
2013; Shebis vd., 2013).

Antioksidanlar organizmay1 dort ayri sekilde etkiler (Bigim, 2013).
1. Scavenging (Temizleme): Enzimler tarafindan oksidanlarin zayif bir molekiile
doniistiiriilmesi yapilir. Bu tip etkiyi antioksidan enzimler ve kiiglik molekiiller gosterirler.
2. Quencher (Baskilama): Bir hidrojen aktirilarak oksidanlari etkisiz hale getirme seklinde
olan bu etki vitaminler ve flavonoidler tarafindan yapilir.
3. Onarma: Hedef molekiillerin hasar sonrasi tamiri veya temizlenmesi.
4. Zincir Koparma: Metal iyonlarmin baglanmasi sonucunda radikal olusum
reaksiyonlarinin engellenmesi. Seruloplazmin, hemoglobin ve mineraller zincir kirict etki

gosterirler.

1.6. Gidalarda Antioksidanlarin Onemi

Oksidasyon kaynakli olarak meydana gelen koku ve ransit tadin olusmasinda
antioksidanlarin rolii biliyllkk ©nem arzetmektedir. Antioksidanlar oksidasyonu geri
cevirmez ya da ransit liriinleri ortadan kaldirmazlar. Gidalara ilave edilerek oksidasyonun
sekillenmesini geciktiren ya da engelleyen bu maddelerdir. Besinlerin muhafaza siiresini
uzatmak i¢in enddistriyel islemlerde esas olarak sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir.
Fakat birgok arastirmaci uzun zamandir besinlerin islenmesi esnasinda kullanilan tersiyer
butil hidroksikinon (TBHQ), butil hidroksitoluen (BHT), butilhidroksianisol (BHA) ve
propil galatlar (PG) gibi baz1 sentetik antioksidanlarin canli organizmada karsinojenik ve
teratojenik etkiler olusturduguna dikkat ¢ekmektedir. Tiiketicilerde genel olarak dogal
antioksidanlar1 sentetik olanlar yerine tercih etmektedir (Tekinsen, 2000; Oztiirk Sarikaya,
2009). Gida sisteminde kullanilan antioksidanlar, ucuz olmali, toksik olmamali ve diisiik
konsantrasyonlarda etkili olmalidir; kendi kokusu, tadin1 ya da rengini vermemeli; iiriine
dahil edilmesi kolay ve iyi bir ¢oziinlirlige sahip olmalidir (Kiokias vd., 2008). Gida
tiriinlerinde antioksidan kullanimi, bir {ilkenin diizenleyici kanunlar1 veya uluslararasi

standartlarla kontrol edilir (Karre vd., 2013).

1.7. Dogal Antioksidanlar

Farkli biyoaktif ozellikler gosteren cok sayida fitokimyasali meyve ve sebzeler

icermektedir. Dogal antioksidan olarak adlandirilan bu maddeler, hayvan veya bitki
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dokularinda bulunmakta olan veya bitkisel veya hayvansal kdkenli bilesiklerin pisirilmesi
veya islem gormesi neticesinde meydana gelen maddelerdir. Birtakim dogal diyet
antioksidanlari, oksidatif strese karsi potansiyel koruyucu terapdtik maddeler olarak ortaya
cikarilmistir (Carocho ve Ferreira, 2013).

Mikroorganizmalarda, bazi hayvansal dokularda ve hemen hemen tiim bitkilerde
bulunurlar. Fenolik bilesikler dogal antioksidanlarin biiyiik cogunlugudur. En 6nemli dogal
antioksidan gruplar1 olarak, tokoferoller ve tokotrienoller, askorbik asit, flavonoitler,
karotenoitler ve fenolik asitleri siralayabiliriz (Can vd., 2005).

Gida kaynakli bu antioksidanlar, hem gidalarin kendi kendilerini muhafaza etmeleri,
hemde canlilar igin gerekli antioksidanlart saglamalari bakimindan olduk¢a Onem
arzetmektedir. Insan sagliginda antioksidanlarin yerini belirleyen en 6nemli faktdrleri,
¢cOziiniirliikleri, kimyasal yapilar, yapi/aktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan

olusturulabilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001).

1.8. Sentetik Antioksidanlar

Gidalarda, otooksidasyon zincir reaksiyonu sonucunda olusan koti tat, koku vb.
olumsuzluklar, gidalarda kalite diisiikligline sebep olmaktadirlar. Bu nedenle, gida
tirinlerinde lipit oksidasyonun onlenmesi ya da en aza indirilmesi, kalitesinin korunmasi
amaciyla, gida endiistirisnde yaklasik 60 yildir katki maddesi olarak kullanilan ve sentetik
antioksidan olarak adlandirilan koruyucu maddeler yaygin olarak kullanilmaktadir (Saad
vd., 2007; Shahidi ve Zhong, 2010). Sentetik antioksidanlarin dogal olanlarla
karsilagtirildiginda oksidatif bozunmanin geciktirme siirecinde daha ucuz ve etkili oldugu
kanitlanmistir. Gidalarda kullanima halen izin verilen sentetik fenolik antioksidanlar,
BHA, BHT, PG ve TBHQ’dur. Ek olarak oktil gallat (OG) ve dodesil galat (DG) sentetik
antioksidanlar olarak kullanilir (Makahleh vd., 2015).

1.9. Dogal ve Sentetik Antioksidanlarin Karsilastirilmasi

Besinlerde ve besinler alindiktan sonra canli iginde olusan serbest lipit radikallerinin
yiiksek derisimi nedeniyle antioksidanlar insan beslenmesinin en 6nemli konularindan
birisi haline gelmistir.

Gida iirlinlerinde kullanilabilecek antioksidanlarin sahip olmasi gereken temel o6zellikler

sunlardir:

17



e Insan saglig i¢in zararsiz olmali,

e  Zechirsiz olmali ve hicbir yan etki veya ilag etkilesimi olmamalidir,

e  Maliyeti arttirmayacak sekilde ¢ok kiiciik miktarlarda kullanilmalidir,

e (Gidalarin tadi, dogal kokusunu ve goriiniisiinii bozmamalidir,

e I¢indekilerin genel aktif bilesenleri bilinmelidir.

e @Giivenli giinliikk dozajlar bilinmelidir.

e Koruyacag madde i¢inde ¢oziinmeli veya iyice karismalidir,

e Etkisini normal iiretim sirasinda kaybetmemelidir (Durak, 2014) (6zellikle

yiiksek sicaklik uygulamalarinda) (Sezgin, 2006).

Isitma, depolama ve sindirim neticesinde lipit serbest radikallerin miktarinda artig
olmaktadir. Lipit oksidasyonunu antioksidanlar engellemekte veya geciktirmektedir.
Bunun neticesinde hem gidalarin kalitesi korunmakta hem de raf émrii uzamaktadir. Bu
amaclardan dolay1 gidalara BHA, BHT ve TBHQ gibi sentetik antioksidanlar
eklenmektedir. Ancak, son yillarda elde edilen bulgular sentetik antioksidanlarin toksik
etki gosterebilecegini, yiiksek maliyet gerektirdigini ve dogal antioksidanlara gore daha az
etki gosterdigini ortaya koymustur. Bu sebeplerden dolay1 o6zellikle besinler yoluyla
aliabilecek dogal antioksidanlar, hem ekonomik oldugundan hem de daha fazla
antioksidan aktiviteye sahip oldugundan ve uzun yasam Tlzerindeki etkinliginin ortaya
konmasindan dolayi, 6zellikle gelismis iilkelerde dogal antoksidan tiikketimine olan ilginin
dikkate deger bir artista oldugu gozlenmistir (Muanda vd., 2011; Diaz-Garcia vd., 2013).
Ayrica yeni arastirmalar endiistride kullanilan sentetik antioksidanlarin insan hiicreleri
tizerinde kanserojenik etkileri olabileceginden dolay: sentetik antioksidanlarin yerine dogal

antioksidanlarin kullanimina yonelik ilginin arttigin1 gostermektedir (Shebis, 2013).

1.10. Onemli Baz1 Dogal Antioksidanlar

1.10.1. Tokoferoller ve Tokotrienoller

Gidalarda c¢ogunlukla karsilasilan bitkisel olan fenolikler tokoforellerdir. Bu
monofenolik ve lipofilik bilesikler bitkisel dokularda yaygin bir sekilde bulunurlar
(Naczk ve Shahidi, 2004). Ozellikle yumurta, karaciger ve siit E vitaminince zengin
hayvansal kaynaklaridir. Bitkisel yaglar, yesil yaprakli sebzeler, baklagiller, findik ve
ceviz ise E vitaminin baslica bitkisel kaynaklaridir. En ¢ok antioksidan aktivite gosteren

a-tokoferol dogal bilesiklerden birisidir. Yapilarindaki hidroksil gruplarinin hidrojenini
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lipit peroksil radikaline aktararak serbest radikalleri ve lipit peroksil radikallerini

gidererek tokoferoller antioksidan etki gosterirler (Dasgupta ve Klein, 2014).

Ry
HO
R; o Izomer | a p Y 0
R3 R; CH; |CH; |H H
Tokoferol R, CH; |H CH; |H
Ry Rs CHs |CHs |CHs; |CHs

Tokotrienol

Sekil 1.4. Tokoferoller ve tokotrienollerin kimyasal yapilari

Tokoferoller, hidroksil grubunun hidrojenini lipit peroksil radikaline vererek
antioksidatif aktivite gostermekte olup tokoferollerin antioksidan etkileri, 6 numarali
karbon atomundaki —OH grubundan kaynaklanmaktadir (Kedare vd., 2011). Ayni1 zamanda
a-tokoferoliin hidroperoksitlerin bozunmasini1 yavaslattiklar1 da bilinmektedir. Istya karsi
oldukca dayanikli olan tokoferolleriin oksidatif stabiliteyi artirmada ve sicaklik arttikga
oksidasyon hizim1 azaltmada etki gosterdigi bildirilmistir (Maslarova, 2001; Can vd.,

2005).

1.10.2. Askorbik Asit (Vitamin C)

Bir besin 6gesi olarak C vitaminin dnemli olmasinin yani sira, antioksidan 6zellikleri
bakimindan da 6nem kazanmaktadir. Antioksidan 6zellikleri bakimindan birden fazla yone
sahip olup, lipit oksidasyonunu farkli mekanizmalar ile engellemektedirler. Bu
mekanizmalar 3 grupta birlesirler. Serbest radikal ve oksijen yok edici olarak indirgen
etkileriyle bazi okside olabilir bilesikleri koruyarak veya daha az reaktif olan semi
dehidroaskorbat ve dehidroaskorbik asit radikaline doniismek suretiyle oksijen ve karbon
merkezli radikalleri indirgeyerek ya da bazi antioksidanlart rejenere ederek lipit

oksidasyonunu engellemektedir (Koca ve Karadeniz, 2005).
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Suda ¢oziinen, akciger ve goz lensi gibi viicudun su ihtiva edem kisimlarinda ¢alisan,
cok giiclii ve dnemli bir antioksidan olan askorbik asit (vitamin C); oOzellikle yesil
sebzelerde, meyvelerde ve turunggillerde fazla miktarlarda bulunmaktadir. Cogu doku ve
plazmada askorbat seklinde bulunur. Epidemiyolojik caligmalar, meyve ve sebze tiiketimi
yiiksek diyetlerin, kalp-damar hastaliklari, inme ve kanser riskinin azalmasi ile iliskili
oldugunu gostermektedir (Celik vd., 2010). Giiglii indirgeyici 6zellikleri nedeniyle kuvvetli
bir antioksidan olup; siiperoksit, hidroksil ve singlet oksijen radikalleri ile tepkimeye
girerek onlar1 indirger ve bu sayede lipitleri ve membranlar1 oksidatif hasardan korumus
olur (Unlii, 2001). C vitamini pek ¢ok hayvanin bdbrek ve karacigerinden glikozdan
sentezlenirken, insanlarda L-glukanolakton oksidaz bulunmadigindan dolayr C vitamini
sentezlenemez. Bundan dolayidir ki C vitaminin digaridan besinler iizerinden alinmak

zorundadir (Hongyan vd., 2012).

HO

Sekil 1.5. Vitamin C’nin yapisi

1.10.3. Fenolik Maddeler

Bitkinin normal gelisimi esnasinda sentez olunan ikincil metabolitler fenolik
bilesiklerdir. Fenolik maddeler genel olarak en azindan birkag hidroksil fenolik grup igeren
kimyasal bilesiklerdir. Bu fenolik gruplar en az alt1 karbona sahip iki aromatik halka ihtiva
eden farkli yap1 ve fonksiyonlardaki metabolitler olup bu alt1 karbon halkasi olan bilesikler
fenolik asitler olarak adlandirilmaktadir (Robards vd., 1999; Naczk ve Shahidi, 2004;
Weichselbaum ve Buttris, 2010). Bitkilerin kendilerini bazi zararlara karsi seconder
metabolit olarak biitiin bitki metabolizmalarinda bulunan ve savunmada gorevleri oldugu
sanilan pek cok farkli nitelik ve nicelikte c¢esitli fenolik bilesikler bulunmaktadir
(Nizamlioglu ve Nas, 2010).

Gidalarda bulunan fenolik bilesikler ¢ogunlukla meyvelerde bulunmakla birlikte

meyveden meyveye farklilik gostermekte olup ayni meyve tiirlerinde; cografik bolge,
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cevresel ve iklimsel kosullar, biiylime mevsimi, toprak ¢esidi, olgunluk, bitki hastaliklari,
cins gibi etkenler fenolik bilesik igerigini etkilemektedir (Sellapan vd., 2002).

Acilik, renk, burukluk, koku, tat ve {iriinlin oksidatif stabilitesinde gidalarda yer alan
fenolik maddeler etkili olup, (Naczk ve Shahidi, 2004) besin ag¢isindan bir islevinin
bulunmamasina ragmen gidalarda bulunan fenoliklerin saglik bakimindan olumlu etkileri
bulunmaktadir. Gida fenolikleri gerek antioksidan Ozellikleri gerekse serbest radikalleri
temizleme yetenegini nedeniyle diyetlerimizde mikro besin 6gesi olarak kabul edilmektedir
(Cemeroglu, 2009; Verma vd., 2009). Flavonoidler ve diger bitki polifenolleri yliksek
redoks potansiyellerinden dolay1r 6nem arzeden antioksidanlar olup, fenolik bilesiklerin
antioksidan etkileri metallerle selat olusturmalari, serbest radikalleri baglamalari, bazi
enzimleri inaktive etmeleriyle agiklanmaktadir (Yang ve Tsao, 2003).

Simdiye kadar, bircok bitkisel fenolik bilesik izole edilip tanimlanmistir. Bu
bilesikler fenolik asitler ve flavonoidler olarak iki grupta incelenmektedir (Cemeroglu,

2009).

Tablo 1.2. Fenolik maddelerin siniflandirilmasi

FENOLIK MADDELER
FLAVONOIDLER FENOLIK ASITLER
Flavonoller | Antosiyanidinler Hidroksi-Sinnamik
Asitler
Flavanoller Flavanonlar
Hidroksi-Benzoik
Isoflavanoidler Flavonlar Asitler

1.10.3.1. Fenolik Asitler

Cogu bitkilerde bulunan fenolik bilesikler, fitokimyasallarin en genis siniflarindan

birini olusturan ve insanin saghkli yasami boyunca esansiyel olan bilesiklerdir. Fenolik
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bilesikler 6nemli antioksidan aktivite gosteren kimyasal yapilara sahiptirler. Polifenoller,
aromatik yapilarinda birden fazla hidroksil tasiyan yapilardir. Bitki polifenollerinin
antioksidan karakterleri, indirgeme araci ve hidrojen atomu verici olmalariyla saglanir.
Metal iyonlarin1 selatlama oOzelliklerine sahip bazi polifenoller antioksidan olarak
etkilidirler. Antioksidan olarak tarif edilebilmesi i¢in bir polifenoliin iki temel sarti
saglamasi gerekir;

e Okside olabilen substratlara oranla diisiik derisimlerde bulunduklarindan,
otoksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonlar: erteleme, geciktirme
veya onleme 6zelliklerine sahip olmalidir.

e Siiplirme (scavenging) sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu
kirmada kararli olmalidir (Karaman, 2008).

Fenolik asitler; suda ¢6ziinebilen ve bitkisel besinlerde yaygin olarak bulunan ikincil
metabolitlerdir. Hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asitlerin siibstitiie tiirevleri bitkilerde
baskin olarak bulunan fenolik asitler olmakla birlikte bunlar arasinda da en yaygin olarak
bulunan grup ise hidroksisinnamik asitlerdir (Mattila ve Hellstrom, 2007).

Bitkilerde homojen olarak dagilmakta olan fenolik maddelerin, suda ¢oziinenleri
bitki hiiceresi igerisinde yer alirken, suda ¢oziinmeyen fenolikleri ise hiicre duvarinin bir
bileseni olarak bulunmaktadir.

Fenolik maddeler, bitkilerde homojen olarak dagilmamaktadir. Suda ¢oziinmeyen
fenolikler hiicre duvarinin bileseni iken, suda ¢oziinenler bitki hiicresinin i¢inde yer alirlar.
Bitkisel dokuda bitkinin i¢ tabakasi dis tabakadan daha az fenolik madde i¢cermektedir.
Hiicre duvarinda bulunanlar, lignin ve hidroksi sinnamik asitler gibi c¢esitli hiicresel
bilesenlerle baglantili olup bu maddeler; bitki gelisiminde diizenleyici rol oynar ve hiicre
duvarinin mekanik giiciine katkida bulunurlar (Naczk ve Shahidi, 2004). Ayrica polifenolik
bilesikler, lipit peroksidasyonu gibi serbest radikallerin zararli etkilerini giderirler, metal
iyonlar selatlarlar ve oksidasyonu azaltarak antioksidan 6zellik gosterirler (Stevenson ve

Hurst, 2007).
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Sekil 1.6. Benzoik asit ve sinnamik asitin kimyasal yapilari

1.10.3.2. Flavonoitler

Flavonoidler bitkilerde fotosentez sonucunda olusmakta olan, besinlerin lezzetine ve
rengine etki eden sebze ve meyve, kahve, cay ve sarap gibi bitkisel kokenli igecek ve
yiyeceklerde bulunan o6nemli polifenolik bilesik ailesidir (Baysal ve Yildiz, 2003;
Hollman, 2004; Capanoglu Giiven vd., 2010; Oztiirk, 2012). Tiim bitki dokularinda hiicre
icinde veya cesitli bitkisel organlarin yiizeyinde flavonoidler bulunmaktadir (Moco vd.,
2007).

Flavonoidlerin biyolojik etkinliklerini, metal selasyonu, antioksidan aktivite ve hiicre
sinyal yollarma direkt etkimeleriyle gostermektedirler (Oztiirk, 2012). Flavonoidlerin en
onemli biyolojik 6zelligi, antioksidatif etkili olmalaridir. Serbest radikal toplayici 6zellik
gostermektedirler. Hidrojenlerin ayrilmasiyla olusan flavonoid radikalleri, ortamdaki eser
metallerle selat halka olusturarak kararli duruma gegerler (Elik vd., 2007).

Asagida verilen kimyasal yapida goriildiigli gibi flavonoitler; 3 karbonlu diiz bir
zincire bagl iki benzen halkasi ihtiva eden, 15 karbon atomundan olusan difenil propan

(C6-C3-C6) yapisindaki polifenolik bilesiklerdir.

Sekil 1.7. Flavonoitlerin kimyasal yapisi
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Flavonoitler, bu yapmin A ve B aromatik halkalarina hidroksil gruplarinin
baglanmasiyla antioksidan aktivite gosterme oOzelligi kazanirlar (Fuhrman ve Aviram,

2002).

1.10.4. Karotenoitler

Karotenoitler, ¢cok sayida meyve ve sebze ve mikroorganizmada bulunan bir grup
dogal iiriinleri kapsayan kirmizi-sar1 pigment maddeler olup bu maddelerin genel kimyasal
karakteristigi, konjuge ¢ift baglardan olusan uzun bir hidrokarbon =zincirine sahip
olmalaridir (Eberhardt, 2001).

Bu maddelerin sahip oldugu renkler yapilarinda igerdikleri c¢ift baglardan
kaynaklanmaktadir. Gidalarda bulunmakta olan karaotenoitler, sekiz adet bes karbonlu
izoprenoit biriminin bir arada toplanarak olusan 40 karbonlu polienlerdir. Dogada 600’den
fazla karotenoit bulunmakta olup (Valko vd., 2006) pek ¢cok sebze ve meyvede bulunan
karotenoidler; turuncu, sari, ve kirmizi renk veren pigmentlerdir. Bu pigmentlere ¢oklu
doymamig yapilar stabil olmayan ve kolay okside olabilen bir yapit kazandirmaktadir.
Antioksidan aktivitesi karotenoidlerdeki c¢ift bag sayisi arttikga artmaktadir. Likopen
karotenoidler igerisinde yer alan en etkili antioksidan olup, bunu sirasiyla B-kriptoksantin

ve B-karoten izlemektedir (Podsedek, 2007).

Sekil 1.8. Gidalardaki mevcut karatonoitlerin kimyasal yapilar
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1.11. Mineraller

Serbest radikaller, hiicreler i¢in toksik olduklarindan viicutta bu radikalleri gidererek
etkin bir antioksidan sistemi gelismistir. Serbest radikal hasarlara karsi doku savunma
mekanizmalari, genellikle C, E vitamini ve beta karoteni (ve diger karotenoidleri) ana
vitamin antioksidan kaynaklar1 olarak igerir. Buna ek olarak, glutatyon peroksidaz (Se),
katalaz (Fe) ve siliperoksit dismutaz (Cu, Zn ve Mn) igeren bir¢ok metaloenzim de dahili
hiicresel bilesenleri oksidatif hasardan korumak agisindan kritik 6neme sahiptir. Viicut,
ancak bu metaller yeterli miktarda tutuldugunda antioksidan enzimleri sentezleyebilir.
Aksine, bu elementlerin eksikligi oksidatif strese ve biyolojik molekiillere ve membranlara
zarar verir. Selenyum (Se) 6zellikle antioksidan isleviyle ilgili mineral olacaktir. Normal
sartlar altinda ROS / RNS'nin zararl etkileri, temel besin maddelerinin (6rn., vitaminler ve
az miktarda mineraller) diyet alimiyla saglanan viicudun antioksidan savunmalari
tarafindan engellenir. Antioksidan savunma sisteminde yer alan enzimlerin isleyisi i¢in bir
dizi eser minerali gereklidir. Baz1 eser mineralleri antioksidan oOzelliklerinden farkli
mekanizmalar yoluyla bagisiklik hiicrelerini de etkileyebilir (Chew ve Park, 2004).
Viicutta iiretilen serbest radikallerin miktari ile onlara kars1 koruma saglamak i¢in gereken
antioksidanlar arasinda hassas bir denge vardir. Fazla sayida serbest radikal veya
antioksidan korumanin olmamasi, bu dengeyi bozarak oksidatif strese neden olabilir. Tiim
bu besinlerin (vitaminler ve eser elementler) beslenme ve doku dengesi, dokulari, serbest
radikal hasarina karsi korumada ve bagisiklik fonksiyonuna katilmada oOnemlidir.
Beslemedeki dogal ve sentetik antioksidanlar, ayn1 zamanda optimum seviyelerde Mn, Cu,
Zn, Fe ve Se dokulardaki endojen antioksidanlarin etkin diizeylerini korumaya yardime1
olur. Optimum besin kompozisyonu, gida antioksidanlarinin verimli bir sekilde emilmesini
ve metabolize olmasini saglar (McDowell vd., 2007).

Canlilarda hiicrelerin ¢cogalmasi, yenilenmesi, ve organizmalarin biiyiiylip gelismesi
icin vitaminler, amino asitler, yag asitleri ve glikozun yaninda minerallere de ihtiyag
vardir. Insan metabolizmasi icin demir, bakir, ¢inko, iyot, kobalt gibi bazi mineraller

gereklidir (Hadrzynski, 1999).
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1.11.1. Selenyum (Se)

Selenyum, antioksidan sistemde glutatyon peroksidaz enzimlerinin bir ailenin temel
bir bileseni olarak islev goriir. Bu enzimler hidrojen peroksit ve ayrica lipit
hidroperoksitleri yok eder. TrXRI, oksidatif stresin 6nlenmesi i¢in islev goren bir baska
selenoenzimdir (Mustacich ve Powis, 2000).

Enzim peroksitleri ve hidroperoksitleri yok ettigi i¢in GPx’in bir parcasi olan
selenyum ikinci savunma hattidir. Cesitli GPx enzimleri, farkli doku ozgiilliikkleri ile
karakterize edilir ve farkli genlerden ifade edilir. Genel olarak, GPx’in farkli formlari
koruyucu fonksiyonlarini yerine getirir ve her biri viicudun farkli yerlerinde antioksidan

koruma saglar (McDowell vd., 2007).

1.11.2. Cinko (Zn)

Cinko, DNA ve RNA'nin sentezinde yer alan enzimler de dahil olmak iizere bircok
enzimin onemli bir bilesenidir. Antioksidan sistemde Zn, Cu-Zn SOD'un bir bilesenidir.
Cinko ayni zamanda hidroksit radikallerini temizleyebilen bir metal baglayici protein
metalothionein sentezini de indiikler (Prasad vd., 2004). Antioksidan roliine ek olarak, Zn,
hiicre replikasyonu ve proliferasyonundaki onemli roliiyle bagisikligi da etkileyebilir

(Weiss ve Spears, 2006).

1.11.3. Bakar (Cu)

Bakir, Cu-Zn siiperoksit dismutaz (SOD) ve serliloplazmin enzimlerine katilarak
antioksidan sisteme katilir. Bakir-Zn SOD, siiperoksit radikallerinin sitozolde hidrojen
peroksit ile bozunmasindan sorumludur (Halliwell ve Gutteridge, 1999). Seruloplazmin,
oksidaz aktivitesi gosteren bir Cu nakil proteindir. Seruloplasmin, hastalik sirasinda artan
ve siiperoksit radikallerini atmada onemli bir akut faz proteinidir (Broadley ve Hoover,
1989). Sigirlarda bakir eksikligi genellikle Cu biyoyararlanimini azaltan kiikiirt, molibden
ve demir (Fe) gibi diyet antagonistlerinin varligina baglidir (Spears, 2003). Bakir i¢in diyet
gereksinimleri, molibden ve siilfiir konsantrasyonlariin yiiksek olmasi nedeniyle biiyiik

oranda artmaktadir.
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Tablo 1.3. Antioksidan sistemlerde vitamin ve mineraller (Weiss, 2005).

Bilesen (hiicre i¢cindeki

isl
yer) siev

Besinler

Cesitli ROS/RNS
Vitamin C Askorbik asit (sitozol) tiirleri ile reaksiyona

giriyor

Yag asidi
Vitamin E a-tokoferol (membran) peroksidasyon zincir
reaksiyonlarini keser

Yag asidi
peroksidasyon zincir
reaksiyonlarinin
basglmasini dnler

B - karoten B -karoten (membran)

Siiperoksit ve hidrojen
peroksiti suya
doniistiiren bir enzim

Glutatyon peroksdiaz

Selenyum (sitozol)

Stiperoksit ve hidrojen
peroksiti suya
doniistiiren bir enzim

Stiperoksit dismutaz

Bakir ve Cinko (sitozol)

Siiperoksit ve hidrojen
peroksiti suya
doniistiiren bir enzim

Siiperoksit dismutaz

Manganez ve Cinko (mitokondri)

Bir antioksidan protein,
bakirin ve demirin
Bakir Seruloplazmin (su faz) oksidasyon
reaksiyonlarina
katilmasin1 6nleyebilir

Hidrojen peroksidi
suya doniigtiiren bir
enzim (esas olarak
karacigerde)

Demir Katalaz (sitozol)

1.12. Antimikrobiyal Maddeler ve Ozellikleri

20. yiizyila kadar insanlarin organizmasini zarara ugratmadan mikroorganizmalara
etki etmenin miimkiin olmayacag: diisiiniiliiyordu. M.O. 2500 yillarinda enfeksiyon
hastaliklar1 tedavisinde bitki kokleri, kiif, sarap gibi maddeler kullanilmis olup bilingsiz
olarak antimikrobik tedavi yontemleri uygulanmistir. Gliney Amerika’da 1600’li yillarda
insanlar cinchora bitkisinin kabuklarin1  yiyerek sitma hastaliginin  etkisinden

korunmuslardir ayrica ipeka bitkisinin de kok ekstraktini amipli dizanteri hastaliginda
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kullanarak tedavi etmislerdir. Yapilan ¢aligmalarda, ipeka bitkisinin koklerinde emetin,
cinchora bitkisinin kabugunda ise kinin bulundugu saptanmistir. 20. yiizyilda patojen
mikroorganizmalar hakkinda bilgiler arttikca enfeksiyon hastaliklarin tedavisi de bilingli
bir hale gelip siirdiiriilmiistiir (Akytiz, 2007).

Bitki kokenli antimikrobiyal 6zellige sahip bilesenler bitkinin gdvde, kok, cicek,
tohum, meyve ve yapraklarindan elde edilmekte olup (Borchardt vd., 2008) bitkiler
tizerinde yapilan onceki antimikrobiyal ¢alismalar ¢ogunlukla bitkinin kok, yaprak, rizom
ve govde ekstraklariyla yapilmistir (Barbour vd., 2004).

Gida katki maddeleri gidalara; gidayr korumak, raf omriinii uzatmak ve riiniin
kalitesini arttirmak gayesiyle gida katki maddeleri irlin igerisine eklenen kimyasal
bilesiklerdir. Katki maddesi barindirmayan, tuz ve 1sil islem goérme oram1 daha az olan
gidalarda koruyucu faktorlerin azalmasi ile iriiniin bozunma reaksiyonlar1 olmakta ve
mikrobiyal gelisim bakimindan tehlikeli bir hal alarak raf Omriini sinirlamaktadir.
Tiiketicilerde sentetik katki maddelerinin disinda hayvansal ve bitkisel mikrobiyal
kaynaklardan meydana getirilen dogal antimikrobiyallere olan egilim artmaktadir (Lemay
vd., 2002, Oliveira vd., 2008).

1.12.1. Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

Antimikrobiyal madde, diisiik dozlarda bile bakteri, virlis, mantar gibi
mikroorganizmalar1 6ldiirmekle beraber iiremesini de engelleyen, dogal veya sentetik
kimyasallardir (Y1lmaz ve Beyatli, 2003; Altas, 2009; Topal, 2013). Sidal maddeler olarak
adlandirilan organizmalar1 6ldiiren maddeler olup adlandirmada aldig1 6n ek oldiiriilen
organizmanin tipini belirlemektedir. Bundan dolayidir ki, funguslar ve bakterileri 6ldiiren
maddeleri fungusidal ve bakteriyosidal maddeler olarak adlandirabiliriz. Organizmay1 yok
etmeden sadece ¢ogalmasini engelleyen maddelere statik maddeler denilmektedir. Bunlar
bakteriyostatik ve fungistatik maddeler olarak da adlandirilabilirler. Bitkisel kaynakli
antimikrobiyal maddeler, mikrobiyal enfeksiyonlara kars1 savunmada etkilidirler (Madigan
vd., 2012; Copuroglu, 2013).

Antimikrobiyal maddeler i¢in toksisite sahip olmasi gereken en 6nemli 6zelliktir
(Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013). Secici toksisite; antimikrobik maddenin konaga zarar
vermeyip sadece hastalik yapan mikroorganizma iizerinde, diisiik konsantrasyonda bile etki
gostermesidir (Topal, 2013). Bu etkinin olusmasi igin, antimikrobiyal maddenin

mikroorganizma hiicrelerini hedef almas1 gerekmektedir. Bakteriler prokaryot, memeliler
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okaryot oldugu icin prokaryot hiicrelerde 6zel olarak bulunan molekiilleri hedef alan
antimikrobiyal maddeler biiylik oranda segici toksisite 6zelligi gostermektedir (Topal,
2013).

Antimikrobiyal maddeler dar ya da genis spekturumlu olarak tanimlanmakta olup bu
tanimlama etki ettikleri mikroorganizma cins sayisinin az ya da c¢ok olusuna gore
belirlenmektedir (Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013). Tedavide en ideal olan antimikrobiyal
madde, dar spekturumlu antimikrobiyallerdir. Etkisini enfeksiyon etkeni olan
mikroorganizma iizerinde gostermektedir. Genis spekturumlu antimikrobiyal maddeler ise
normal flora olarak adlandirilan, konagin bagisiklik sisteminde gorev alan ve ekolojik
dengeyi saglayan mikroorganizmanin yapisint bozmaktadir. Ancak tek bir patojene bagl
olmayan enfeksiyonlarda ya da laboratuvar sonuglarinin beklenemeyecegi acil vakalarda
genis spekturumlu antimikrobiyaller kullanilmaktadir (Topal, 2013).

Antimikrobik maddeler, mikroorganizmalarin ¢esitli yap1 ve islevleri {izerine bes
farkl1 yoldan etki etmektedir (Van Boxtel, 2007; Ozgiimiis, 2010; Topal, 2013);

- Hiicre duvar1 sentezinin inhibisyonu

- Stoplazma zarinin islev ve yapisinin bozulmasi

- Protein sentezinin inhibisyonu

- Niikleik asit sentez ve islevinin bozulmasi

- Kimyasal yapilarindaki benzerlik yolu ile metabolizmanin bozulmasi

Antimikrobiyal duyarlilik testleri i¢inde en sik kullanilan yontemler;

e Disk difiizyon testleri

e Diliisyon testleri

o Agar diliisyon testleri
o Broth diliisyon testleri
= Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi
» Mikrodiliisyon yontemi
e Gradient strip testleri
e Otomatize yontemler

e  Molekiiler yontemler (Sen, 2011).
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1.13. Bitkinin Ozellikleri

1.13.1. Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Tirkiye florasinda yaklasik 12.000 bitki tiiri vardir ve bunlarin yaklasik 3.750'si
endemiktir (Baydar, 2013). Tibbi amagla kullanilan bitki sayisi1 1.000-2.000'dir (Arslan vd.,
2002). Tirkiye, aromatik bitkilerden olusan Lamiaceae ailesi ic¢in bir gen merkezi
olmustur. Nane, kekik, adacayr gibi pek c¢ok faydali bitkileri i¢ine alan ¢ok genis bir
familya olan Lamiaceae ailesinin endemik bitki oran1 % 44,2 olan 571tiir, 45 cins ve
toplam 763 takson igermektedir (Glimiis¢ii, 2014). Ege ve Akdeniz bdlgeleri iilkemizde
tibbi ve aromatik bu bitkiler yoniinden ¢ok zengin bir yapiya sahiptir (Baser, 2002).
Lamiaceae bir bitki ailesidir ve iginde ¢esitli tiirlerin ugucu yaglari nedeniyle potansiyel

terapotik etkinlikleri vardir (Skocibusic ve Bezic, 2004).
1.13.2. Sideritis Cinsi

Lamiaceae familyasma ait Sideritis cinsi, 150’den fazla tiir tarafindan temsil
edilmektedir. Bu cinse ait tiirler Bahama Adalari’ndan Bati Cin’e, Almanya’dan Fas’a
Kuzey Yarimkiire nin 1liman ve tropikal bolgelerinde yaygin olarak bulunmaktadir. Ancak,
Sideritis tiirleri 6zellikle Kanarya Adalari’ndan Kafkasya’ya kadar olan bolgeyi i¢ine alan
ozellikle Akdeniz Havza’sinda bulunmakta olup bunlarin 46 s1 Tiirkiyede bulunur (Kirimer
vd., 2004; Basile vd., 2006; Kiipeli vd., 2007). Tiir gesitliligi bakimidan en yogun iilkeler
Tiirkiye ve Ispanya’dir. Tiirkiye’de ise, Marmara ve Ege Bolgeleri'nde hakim
durumdadirlar (Aligiannis vd., 2001; Aslan vd., 2006; Logoglu vd., 2006; Tekeli vd., 2008;
Giiveng vd., 2010). Icerdigi taksonlardan 39 tanesi endemik olmakla beraber % 78,2’lik
endemizm oranina sahip olarak Tiirkiye florasinda en fazla endemik tiir i¢eren cinslerden

birisi olan Sideritis cinsi, 46 tiir ve 53 taksondan olugsmaktadir (Tekeli vd., 2008).
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Sekil 1.9. Sideritis cinsinin diinya tizerinde yayilis1 (Barber vd., 2002).

Sideritis tiirleri; tek ya da ¢ok yillik otlar veya kiiglik ¢alilar yapisinda olan, govdeleri
dik ve yiikseltili, dort kose ve genelde tiyliidiir. Sideritis tiirleri omiirleri bir yildir ve ertesi
yil ayni kokten tekrar g¢ikarlar (Biiyiikkaya, 2002). Genelde dag cayr olarak bilinen
Sideritis  tirleri, c¢i¢eklenme doneminde (Temmuz-Agustos) toplanip c¢ok ¢esitli
rahatsizliklarin tedavisinde yaygin olarak kullanilmakta olup sinir sistemi uyarici ve
uyusturucu, antioksidan, (Liu vd., 2013) anti-inflamatuar, (Charami vd., 2008; Heras ve
Hortelano, 2009) anti-apoptoz, (Heras vd., 2007) antimikrobiyal, (Iscan vd., 2005; Ugras
vd., 2006) antibakteriyel, antifeedent, bocek dldiiriicii, (Topcu ve Goren, 2007) hipotansif
(Monsalve vd., 2005) ve anti-HIV (Bruno vd., 2002), analjezik (Kiipeli vd., 2007),
antitusif, spazmolitik (Brankovic vd., 2011), antikonvulsan (Aboutabl vd., 2002),
antitilseratif (Giirbiiz vd., 2005) aktiviteleri gibi ¢ok cesitli ilging 6zelliklere sahip birgok
tiirev iceren onemli bir bilesiktir. Ayrica gastrointestinal bozukluklari tedavi etmek i¢in de
kullanilir (Aligiannis vd., 2001; Tsaknis ve Lalas, 2005; Kilig, 2006; Kutlular, 2007
Gonzalez vd., 2009; Bojovic vd., 2011; Gonzalez-Burgos vd., 2013; Venditti vd., 2013)

Sideritis cinsinin tipik kimyasal bilesimleri, flavonoidler (Alipieva vd.,2010),
iridoidler (Kirmizibekmez vd., 2012), kumarinler, lignanlar, fenilpropanoid glikositleri
(Kassi vd., 2011; Venditti vd., 2013) ve sterolleri (Navarro vd., 2001) igermektedir.
Sideritis cinsinin hemen hemen her tiirti, diterpenleri (Fraga vd., 2009; Gonzalez-Burgos
vd., 2013), flavonoidleri (Alipieva vd., 2009) ve esansiyel yagi icermektedir (Gonzalez-
Burgos vd., 2011).

Sideritis tiirleri, tibbi amagh olmasimin disinda bitkisel ¢ay olarak essiz bir tada ve
hos aroma maddelerine sahiptir ve Tiirkiye'de kullanilir. Kirsal alanlarda, ¢ay olarak Salvia

tiiriinden daha ¢ok tercih edilir (Gliveng vd., 2010; Topcu vd., 2011).
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Demir bigaklardan kaynaklanan yaralarin iyilestirilmesine yardim ettigi iddia edilen
yetenegi nedeniyle, Sideritis cinsi  Yunanca "Sideron" kelimesinden tiiretilerek
kullanilmistir (Piozzi vd., 2006). Geleneksel olarak bitkisel ¢ay olarak tiiketilirler. Cay,
Ozellikle Akdeniz ve Ege bolgelerinde dag ¢ayr olarak bilinir (Ucar ve Turgut, 2009).
Sideritis tiirlerinin yetistikleri bolgeler ve kullanildiklar1 bolgelerde verilen yoresel adlar
sonraki sayfada Tablo 1.4’de gosterilmektedir (Sahin, 2003; C6l, 2007).

Tablo 1.4. Sideritis tiirlerinin halk arasinda kullanilan yoresel adlar1 (Sahin, 2003; Col,

2007).
TUR MAHALLI ADI KULLANILDIGI BOLGE
S. albiflora Dag cay1, Bozlan Mugla, Marmaris, Koéycegiz,
Dalaman
S. amasiaca Tosbaga otu, Dag cay1 Corum
S. arguta Yayla ¢ay1, Dag ¢ayi, Karagay | Antalya, Glindogmus
S. argyrea Esek cay1, Act cay Antalya, Glindogmus, Alanya
S. athoa Kedi kuyrugu cay1 Balikesir, Kazdagi, Eybek Dag1
S. brevibracteata Dag ¢ay1 Alanya
S. brevidens Adacay1, Ozel cay Icel, Giilnar
S. condensata Dag cay1, Kozali kekik, Kozali | Antalya, Manavgat, Akseki, Isparta
¢ay, Esek cay1
S. caeseria Dag cay1 Sivas, Kayseri, Sariz
S. congesta Anamur adagayi, Yayla ¢ayi, Antalya, Alanya
Dag cay1
S. dichotoma Sarikiz ¢ay1 Balikesir, Kazdagi
S. erythrantha var. erythrantha | Boz ot Isparta
Dag ¢ay1 Antalya, Serik
S. erythrantha var. cedretorum | Yayla ¢ay1 Antalya, Alanya
S. germanicopolitana Tosbaga cay1 Amasya
S. hispida Dag ¢ay1 Kayseri
S. huber-morathii Dag cay1 Hatay, Yayla dag
S. lanata Dag cay1 Manisa, Kula
S. leptoclada Kizlan ¢ay1 Mugla, Marmaris, Kycegiz,
Dalaman
Kartil ¢ay Denizli, Eskere
Dag cay1 Denizli, Acipayam
Bozla gay1, Dag cayi, Yayla Antalya, Elmali
gay1
S. libanotica Altinbas, Ada gay1 Mersin
Yara otu Van, Bitlis, Siirt, Hakkari, Urfa
S. libanotica ssp. curdica Dag ¢ay1 Maras
S. libanotica ssp. libanotica Altinbas, Adagayi, Dag ¢ay1 Hatay, Iskenderun, Arsuz
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Tablo 1.4’in devami

S. libanotica ssp. linearis

Altinbasg

Kayseri, Marag, Konya

Acem arpasi, Cali ¢ay1, Bozlan ¢ay1

Mugla, Kdycegiz, Fethiye

Cay otu, Akdag cay1

Konya, Akdag

Diigiimlii cay

Afyon

Ince gay

Antalya, Elmali, Alanya, Akseki

Yayla ¢ay1, Acem arpasi

Mersin, Erdemli

Cay otu Denizli, Civril, Baklan; Konya,
Ermenek; Afyon, Cay
S. lycia Dag cay1 Antalya, Burdur
S. montana ssp. montana | Balli ot, Dag ¢ay1, Kuyruk cay1 Kirklareli
S. niveotomentosa Dokuz diigmeli Icel, Giilnar
S. ozturkii Kizil ¢ay, Ada ¢ay1 Konya, Camlik Kasabasi, Kizildag
S. perfoliata Dag cayi, Yayla cay1, Cazik ¢ay1 Antalya, Alanya; Bornova
Elduran otu, Kandil ¢ay1 Balikesir, Bergama
S. phrygia Cay otu Afyon, Cay
Dag ¢ay1, Eldiven cayi, Eldivan ¢cay1 | Antalya, Elmali
o Cay calbasi, Mugla, Antalya
S. pisidica -
Hava otu, Dall1 adagay1 Konya, Beysehir
Yayla gay1, Akdag cay1 Fethiye
S. rubiflora Dag ¢ay1 Icel, Anamur
S. scardica ssp. scardica | Dag cay Kirklareli
S. sipylea Adagayt, Sivri ¢ay Izmir, Odemis, Kemalpasa; Manisa
S. stricta Dag ¢ay1 Antalya, Selge
Tilkikuyrugu, Dokuz donlu Kepez, Korkuteli
S. syriaca ssp. nusariensis | Boz kekik Mersin, Anamur
S. syriaca ssp. violascens | Topuklu ¢ay Antalya, Alanya

S. tmolea

Balbasi, Sivri ¢ay1

Izmir, Odemis, Bozdag

Kazdagi cay1 Canakkale, Bayramig
S. trojana Sarikiz ¢ay1 Balikesir, Kaz Dag1
S. vulcanica Nezle cay1 Elazig
S. vuralii Boz cay Icel, Anamur
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1.13.3. Sideritis trojana Bornm

Sekil 1.10. Sideritis trojana Bornm

Lamiaceae familyasina ait Kaz Daglarinda bulunan endemik tiiriin alt alemi
tracheobionta, boliimii; magnoliophyta, sinifi; magnoliopsida, alt sinifi; asteridae, takima;
lamiales, ailesi; lamiaceae; cinsi; sideritis, tiirii; Sideritis trojana Bornm’dur.

Sideritis trojana Bornm. kokleri odunsu olan, 10-60 cm boyunda yatik, dort koseli
govdeli, basit veya kiiciik dalli, cok yillik otsu veya ¢ali tipindedir . Govde ve dallar 4 kose,
siklikla yatik, nadiren dik, beyaz yiinsii kegemsi tiiylii, asagida ortii ve salgi tiiysiizdiir (Oz,
1995). Bu bitki tiirii, nesli tiikkenmekte olan (EN) olarak isaretlenmistir (Ekim vd., 2000).

Kazdaglar1 endemik tiirii Sideritis trojana Bornm., i¢erdikleri aromalarindan dolay1
en fazla talep edilen ve bitki ¢ay1 olarak tiiketilen tibbi bitkilerden birisidir. Yerli halk
tarafindan toplanarak pazarlarda satilmaktadir. Sideritis tiirlerinin, sinir sistemi uyarict,
yatistirict, antitusif, antienflamatuar etkilerinin yam sira halk arasinda 6zellikle bogaz
agrisi, hazimsizlik, gogiis rahatsizliklar1 tedavisinde kullanildigi bilinen ve aranilan bir
bitkidir (Davis vd., 1982; Akgay vd., 1997; Celik vd., 2008).

Taslik dag yamaglarinda, Pinus nigra ormani altinda ve agikliklarda ve toprakg¢a fakir
alanlarda bulunmaktadir. Canakkale-Bayrami¢ Kazdagi Tavsanoynagi mevkiinde Pinus
nigra ormani altinda ve aciginda siddetli erezyonlu sarp meyilli, tash, kalkersiz kahverengi
orman topragi tizerinde 1200 m'de; Bayramig¢-Kazdagi Susuztepe mevkiinde Pinus nigra

ormani alt1 ve agiklarinda siddetli erezyonlu, dik meyilli, taslh, kalkersiz kahverengi orman
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topragi iizerinde 1350 m'de ve Bayramig¢-Kazdagi Uzunoluk ile Sanot mevkii arasinda
Pinus nigra ormani alti ve agiginda orta erozyonlu, tasgli, kalkersiz kahverengi orman

topragi lizerinde 1300 m'de yayilis géstermektedir (Uysal, 1990).

Tablo 1.5. Sideritis trojana Bornm.’un Yayilis1 (Dirmenci, 2007).

Cigeklenme Dénemi Temmuz - Agustos

Habitat Kayalik yamaglar, 1200 — 1720 m
Tiirkiye’deki Yayilis Kaz daglarinda endemik

Kaz Daglarinda Yayilis Sarikiz, Nanekir1
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2. LITERATUR OZETi

Bayan ve Aksit’in 2016 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada  Sideritis
germanicopolitana Bornm.’un ugucu yaglariin ve metanol ekstraktlarinin bitki
patojenlerinin; F. oxysporum f. sp. Radicislycopersici, R. solani, S. sclerotiorum ve A.
Solani misel gelisimi tizerine etkisi arastirilmis olup sonug olarak bitki ekstraktlarina ve
ucucu yaglara bagl olarak farkli sonuglar ortaya ¢ikmis ve antifungal etki gosterdigi ortaya
cikmustir.

Odabas Kose ve arkadaslar tarafindan 2010 da yapilan calismada endemik olan
Sideritis erythrantha var. Erythrantha (SE) ve Sideritis erythrantha var. Cedretorum’in
(SC) yaglarmin kimyasal bilesimi, antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerini arastirmislar
ve aragtirma sonucunda A -Pinene, SC ve SE ugucu yaglarin ana bilesini olarak ortaya
¢ikmis. SC ve SE’nin antimikrobiyal ve antioksidan aktivite gosterdiklerini ortaya
koymuslardir.

Carik¢1 ve arkadaglart 2012 de yapmis olduklart c¢alismada, Tiirkiye'ye 6zgi iki
Sideritis tiirtiniin, (S. brevidens P.H. Davis, S. niveotomentosa Huber - Morathii) sahip
oldiklar1 diterpenik bilesikleri ve antioksidan o6zelliklerini arastirmiglardir. Calismada
bitkilerin methanol ve aseton ekstraktlarin1i kullanmiglardir. Sonu¢ olarak antioksidan
aktivite gosterdiklerini ortaya koymuslardir.

Goulas ve arkadaglarinin 2013’ de yapmis olduklari ¢alismada Sideritis syriaca’nin
antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini arastirmislardir. Bu arastirma neticesinde
Staphylococcus aureus'a karsi antimikrobiyal etki gosterdigini ve flavonoid igeriginden
dolay1 antioksidan etki gosterdigini saptamiglardir. Ayrica Sideritis syriaca ¢ayimin islevsel
bir cay olarak piyasaya ¢ikabilecegini, gidalarda biyoaktif bilesiklerin degerli bir kaynag:
olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Puerta ve arkadaslarmin 2013’de yaymlamis olduklar1 makalede Sideritis
perezlarae‘in antioksidan ve sitotoksik aktivitelerini incelemislerdir. Bu arastirma
neticesinde Folin-Ciocalteau metoduna gore kurutulmus fraksiyonun her grami igin galik
asit esdegeri olarak ifade edilen toplam fenol igerigi kuru madde grami basina 102.54 +
2.10 mg, AICI; reaktifi ile arastirilan flavonoid igerigi gram kuru kalintinin 23.49 + 0.90
mg flavonoid oldugunu, DPPH radikal giderme analizi sonucu, ICsg degeri 360 pg mL*



oldugunu ve Trolox esdeger antioksidan aktivitesinin (TEAC, kurutulmus fraksiyonun mg
g™) yiiksek bir antioksidan kapasite gosterdigini (TEAC degeri 0.59 + 0.02 mg g™*) ortaya
koymuslardir.

Stagos ve arkadaslarinin 2012’de yayinlamis olduklar1 makalede Yunanistan’dan
toplanan Lamiaceae ailesine ait olan Salvia, Mentha ve Sideritis tiirlerinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Arastirma neticesinde polifenolik ekstraktlarin
DPPH ve ABTS radikallerine kars1 giiclii serbest radikal siiptirme aktivitesi gosterdigini ve
5 ekstrenin Staphylococcus aureus ¢ogalmasini inhibe ettigini saptamislardir.

Tekeli 2012°de yaymlamis oldugu makale de endemik iki Sideritis tiiriiniin (Sideritis
bilgerana P.H Davis ve Sideritis phrygia Bornm) antioksidan aktivitelerini ve fenolik
kompozisyonlarini incelemistir. Bu inceleme de DPPH, FRAP metodlarini kullanarak bu
iki tiiriin antioksidan aktivitesinin standart BHT ve BHA ile karsilastirdi. Sonug¢ olarak
standart antioksidanlar kadar etki gosterdiklerini ve igeriklerinde 6 fenolik bilesik varligini
saptamistir. Sideritis phrygia Bornm’un Sideritis bilgerana P.H Davis’e gore daha yiiksek
antioksidan kapasite gosterdigini saptamislardir.

Ozcan ve arkadaglarinin  2008’de yayinlams olduklar1 makalede; Biberiye
(Rosmarinus officinalis L.), dag ¢ay1 (Sideritis spp), feslegen (Ocimum basilicum L.), kireg
cicegi (Tilia cordata), ispanak (Urtica dioica L.), kekik (Thymbra spicata), kisnis
(Coriandrum sativum L.), kusburnu (Rosa canina L.), mentha (Mentha piperita L.), balsam
(Melissa officinalis L.), ¢ay (Siyah ve yesil), sena yapragi (Casia angustifolia), papatya
(Matricaria chamomilla), tarhun (Artemisia dracunculus L.), tar¢in (Cinnamomum casia)
ve rezene (Foeniculum vulgare L.) bitkilerinin mineral madde icerigini belirlemeyi ve
minerallerin suya difiizyonu i¢in en uygun kaynatma siiresini belirlemeyi amaglamislardir.
Calismanin sonucu olarak bitkiler icirisinde agir metallerin ¢ok diisiikk oldugunu ve
minerallerin suya ge¢mesi ic¢in kaynatma siiresinin 10 dakika oldugunu saptamislardir.
Ayrica bitki ve bitki caylarimin 1yi bir mineral kaynaklart oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Pljevljakusic” ve arkadaslarmin 2011°da yaymlamis olduklari makalede Sideritis
raeseri Boiss. & Heldr. subsp. Raeseri bitkisinin fenolik bilesik ve mineral igerigini
aragtirmiglardir. Sonug olarak fenolik igerigi 15.3- 34.1 mg GAE/gDW arasinda degistigini
ve 22 fenolik bilesigin bulundugunu tespit etmislerdir. Ayrica mineral madde bakimindan
zengin bir bilesige sahip olduklarini da yapilan ¢alismalar sonucunda bildirmislerdir.

Radojevi¢ ve arkadaglarinin 2012’de yayinlamis olduklart makalede Sideritis

montana L’nin metanolik, aseton ve etil asetat Oziitlerinin antimikrobiyal, antioksidan
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aktivite, toplam fenol ve flavonoid igerigini incelemisler. Toplam fenol igerigi Folin-
Ciocalteu reaktifi ile belirlendi ve miktarlari 49,05 ile 97,85 mg GA g™ arasinda olup,
Bitkideki flavonoid miktar1 106,62 ile 206,43 mg Ru g™ araliginda gdzlemlemislerdir.
Antioksidan aktivitesi, DPPH reaktifi kullanilarak in vitro belirlemisler ve 527,96 ile 31,37
ug mL™! arasinda degisen ICso degerleri olarak ifade etmisler. Metanolik ekstraktin, en
yilksek miktarda fenol icerdigini (97,85 mg GA g'l) ve gilicli antioksidan aktivite
gosterdigini (ICsp = 31,37 ug mL'l) gozlemlemislerdir. In vitro antimikrobiyal aktivite ise
mikrodiliisyon yontemi ile arastirmislar ve minimum inhibitor konsantrasyon (MIC) ve
minimum mikrop Oldiiriicii konsantrasyon (MMC) tespit edilmislerdir. Testi, on bes sus
(standart ve klinik suslar), bes mantar tiirii ve li¢ maya tiirinden 23 mikroorganizmaya
kars1 gerceklestirmislerdir. Tiim istatistiksel analizleri SPSS kullanilarak yapmis olup
istatistiksel analiz, farkli ekstraktlarin aktivitesinde Onemli bir farkliligin olmadigim
gostermistir. Test edilen ekstraktlarin, G pozitif bakterilerine karst belirgin antibakteriyel
aktivite gosterdigini ve diger mikroorganizmalara karsi zayif orta aktiviteye sahip
oldugunu belirtmislerdir.

Basile ve arkadaslar1 2006’da yaymnlamis olduklar1 c¢alismada Sideritis italica
tirinden elde edilen ugucu yaglarin antioksidan ve antibakteriyel aktivitelerini
incelemislerdir. Elde edilen ugucu yaglarim 9 adet ATCC ve klinik kaynaklardan elde
edilen gram negatif ve gram pozitif bakteri suslarina karsi antibakteriyel etkili oldugu
belirtilmislerdir. Yaglarin antibakteriyel aktiviteleri MIC ve MBC degerleri belirlenerek
3,9-250 pg/mL arasi konsantrasyondaki yaglarin gram pozitif ve gram negatif bakterilere
kars1 antibakteriyel etki gosterdigini gozlemlemislerdir. Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhi ve Proteus mirabilis her iki yaga (yaprak ve ¢igekten elde edilen) yiiksek
bir duyarlilik gostermistir. Ozellikle Pseudomonas aeruginosa’in ugucu yaglara standart
antibiyotiklerden daha yiiksek bir duyarlilik gdsterdigini saptamigslardir.

Ozkan ve arkadaslarinin 2005°de yapmus olduklart ¢alisma da Lamiaceae
familyasina ait Tiirkiye’de endemik olarak yer alan Sideritis condensata (Boiss. & Heldr.)
ve Sideritis eryhrantha var. Eryhrantha (Boiss. & Heldr.) tiirlerinden elde edilen
ekstrelerin antioksidan ve antibakteriyel etkilerini arastirmislardir. Antibakteriyel aktivite
agar diflizyon teknigi kullanilarak 15 bakteriye karsi (Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis, Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Escherichia coli O157:H7, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, Staphylococcus aureus, Pseudomonas fluorescens,

Salmonella  enteritidis, Pseudomonas  aeruginosa, Salmonella  typhimurium,
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Mycobacterium smegmatis, Yersinia enterocolitica, Aeromonas hydrophila) arastirilmis
olup Sideritis condensata ekstreleri diger ekstrelerden daha etkili oldugunu saptamislardir.
Biitiin konsantrasyonlarda, en duyarli bakteri Pseudomonas aeruginosa olmasina ragmen,
en direngli bakteriler Sideritis condensata ekstreleri i¢in, Enterococcus faecalis, Sideritis
eryhrantha var. eryhrantha ekstresi i¢in ise Staphylococcus aureus oldugunu
belirlemiglerdir.

Diilger ve arkadaslarmin 2005°de yapmis olduklar1 ¢alismada Tiirkiye’de endemik
olarak yer alan bazi1 Sideritis tiirlerinin (S. Brevibracteata, S. Albiflora ve S. pisidica)
ekstre ve fraksiyonlarinin disk difiizyon ve broth mikrodiliisyon metodu ile Escherichia
coli ATCC 11230, Proteus vulgaris ATCC 8427, Klebsiella pneumoniae UC57,
Micrococcus flavus ATCC 14452, Kluyveromyces fragilis NRRL 2415, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Micrococcus luteus La 2971, Bacillus subtilis ATCC 6633,
Corynebacterium xerosis CCM 7064, Mycobacterium smegmatis CCM 2067,
Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Bacillus cereus ATCC 9730 ve Rhodotorula rubra
CCY’ya kars1 antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. S. pisidica’nin metanol ekstresi
ve kloroform fraksiyonu, S. albiflora ve S. brevibracteata’nin metanol ekstresi, butanol ve
kloroform fraksiyonlarinin bazi maya ve bakterilere karsi iyi antimikrobiyal etki
gosterdiklerini gérmiislerdir. Inhibisyon zon ¢aplari 10-20 mm, MIC degerleri ise 0.03—
0.38 I/mL araliginda tespit edilmislerdir. Calismanin sonucu olarak bu tiirlerin geleneksel
tip alaninda kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Ugur ve arkadaglarinin 2005°de yaymlamis olduklari makalede Sideritis curvidens
Stapf. ve Sideritis lanata L.’nin antibakteriyel aktivitelerini arastirmislardir. Bitki
orneklerinden hidrodistilasyon metodu ile elde edilen ugucu yaglarin antibakteriyal etkileri,
Streptococcus mutans CNCTC 8/77, Staphylococcus aureus ATCC 6538P, Staphylococcus
aureus MU 38, Staphylococcus epidermitis MU 30, Micrococcus luteus NRRL B-4375,
Bacillus subtilis ATCC 6633, Bacillus cereus RSKK 863, Escherichia coli ATCC 11230,
Escherichia coli ATCC 35218, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella sonnei
RSKK 878, Enterobacter aerogenes RSKK 720 ve Salmonella typhimurium CCM 5445’ a
kars1 disk difilizyon yontemi kullanilarak test edilmistir. Her iki ugucu yag da test edilen
mikroorganizmalarin tamamina karsi benzer etkiler gosterdigini tespit etmisler. Sonugta
Sideritis curvidens Stapf. ve Sideritis lanata L.’nin ugucu yaglarinin, gram pozitif
bakterilere, 6zellikle metisiline direngli Staphylococcus aureus (MRSA)’a ve oxacillin’e

direngli koagulaz negatif Staphylococcus epidermitis’e kars1 gliglii bir antimikrobiyal
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aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica; Bacillus cereus, Bacillus subtilis
ve Micrococcus luteus’un Sideritis curvidens Stapf. ve Sideritis lanata L.’nin ugucu
yaglarina karst en duyarli bakteriler olduklarini ve ugucu yaglarin her ikisinin de bu
bakterilere karsi arastirmada kullanilan referans antibiyotiklerden daha etkili olduklarini
saptamiglardir.

Kilig 2006’da yapmis oldugu caligmada Sideritis stricta Boiss & Heldr.nin aseton
Oziitlerinden bilinen dokuz ve yeni ent-kaurene diterpenoidi elde ederek, Sideritis
stricta’nin aseton ekstresinin antimikrobiyal aktivitesini standart mantar suslarina ve
bakterilere (E.coli ATCC 29995, S. aureus ATCC 6538P, K.pneumonia CCM 2318 ve C.
albicans ATCC 10239) kars1 olarak agar difiizyon metodu kullanarak test etmis olup MIC
degerlerinin sonucu ise gentamisin ve flukonazol ile karsilastirdiginda bu degerlerin test
edilen bakteriler ve mantar tiiriine karsi ¢cok az bir etkilesim icinde oldugunu saptamistir.

Sagdig ve arkadaglarinin 2007’de yayinlamis olduklart g¢alismada Lamiaceae
familyasina ait, Tiirkiye’de endemik olarak yer alan Sideritis ozturkii Ayta¢ & Aksoy ve
Sideritis caesarea Duman, Aytag & Baser’in metanol ekstrelerinin total fenolik, flavanol
ve flavonal bilesikleri ve bunlarin antimikrobiyal ve antioksidan etkilerini incelemislerdir.
Antimikrobiyal etkiyi 15 mikroorganizmaya; Bacillus brevis FMC 3, B. cereus FMC 19,
Klebsiella pneumoniae FMCS5, B. subtilis ATCC 6630, B. subtilis var. niger ATCC 10,
Aeromonas hydrophila ATCC 7965, E. coli ATCC 25922, Mycobacterium smegmatis
RUT, Proteus mirabilis BC 3624, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Staphylococcus
aureus ATCC 28213, Saccharomyces cerevisiae BC 5461, Yersina enterocolitica ATCC
1501, Candida albicans ATCC 1223 ve Morgenella morganii’e karsi agar difiizyon
metodu kullanarak degerlendirmiglerdir. Degerlendirmenin sonucu olarak S.ozturkii ve S.
caesarea ekstrelerinin gida koruma ve insan sagliginda dogal antimikrobiyal ve
antioksidan olarak kullanilabilecegini ifade etmislerdir.

Carik¢1 ve arkadaslarinin 2007°de yaymlamis olduklari ¢aligmada Sideritis tmolea
P.H.Davis“nin aseton ekstresinden farkli kromatografik metodlar kullanarak bilinen dort
ent-kaurene diterpenoidi ayristirarak Sideritis tmolea bitkisinde bulunan siderol’un aseton
ve metanol ekstraktlarint mikroorganizmalara kars1 test etmis olup, ham aseton ve metanol
ekstraktlarinin  Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177)’e karst etkilesim
gostermedigini saptamislardir. Ayrica bitkiye ait ham aseton ve metanol Oziitlerinin

antimikrobiyal etkilesiminin olmadigini da ifade etmislerdir.

40



Kostadinova ve arkadaslariin 2008’de yaymlamis olduklar1 makalede Sideritis
scardica Griebs. ve hibrit S.scardica x S.scardica tiirlerini Gaz kromotografisi-kiitle
spektrofotometresi (GC-MS) metodu kullanarak test edilmis olup, hekzan ekstrelerinin
antimikrobiyal aktivitelerini incelemislerdir. Biitiin ekstrelerin ana bileseni diterpenler ve
n-alkanlar olarak bulmuslardir. Antibakteriyel ve antifungal aktiviteler cukur agar yontemi
kullanilarak Escherichia coli WF, Staphylococcus aureus 209, Candida albicans 562’a
kars1 incelemislerdir. Hekzan ekstrelerinin hi¢ biri E. coli ve C. aibicans’a karsi aktive
gostermemis, fakat hepsi S. aureus’a karsi iyi aktivite gosterdigini belirtmislerdir.

Atalay 2014°de yapmis oldugu calismada Kaz daglari’'ndan toplanan Lamiaceae
tiirlerinin (Salvia tomentosa Miller., Sideritis perfoliata L. ssp. athoa (Papan. & Kokkini)
Baden., Sideritis trojana Bornm., Stachys tmolea Boiss. ve Stachys cretica L. smyrnaea
Rech fil.) antioksidan kapasitesini, toplam fenol ve flavonoid miktarlarini, antimikrobiyal
aktivitelerini ve sitotoksik aktiviteleri ile birlikte toplam protein miktarlarini arastirmistir.
Sonug olarak en yiiksek antioksidan aktivite Sideritis perfoliata ssp. athoa’ya (% 94.71) ait
oldugunu gozlemlemistir. Toplam fenol madde miktar1 en yiiksek olan bitki S. trojana
(30.87 mg/g) olarak tespit etmistir. E.coli ATCC-8739 ile yapilan antimikrobiyal aktivite
sonuclarinda S. perfoliata ssp. athoa, 1,93 um ve en yiiksek aktiviteyi verdigini,
Staphylococcus aureus ATCC-6538 ile yapilan ¢alismada Sideritis trojana en yiiksek
antimikrobiyal aktiviteyi gosterdigini ve en yiiksek sitotoksik aktiviteyi ise S. trojana
(%95) gosterdigini gozlemlemistir.

Aslan ve arkadaslarinin S. trojana bitkisinin potansiyel insektisidal etkisinin
arastirildigr bir calismada, aseton ekstrakti ile ii¢ aktif bileseninin (7-epicandicandiol, 7-
epicandicandiol diasetat ve 18-asetilsideroksol) ii¢ bocek tiirline (Acanthoscelides obtectus,
Sitophilus granarius ve Ephestia kuehniella) karsi toksisitesi belirlenmeye caligilmistir.
Sonug olarak, S. trojana bitkisinin doza bagli insektisidal aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir.

Bagka bir ¢alismada ise Diilger ve arkadaslar1 S. trojana da dahil olmak {izere toplam
7 endemik Sideritis tiiriinlin metanol ekstraktlarinin klotrimazol diren¢li Candida
albicans’a kars etkili oldugu bulunmustur.

Baz1 Sideritis tiirlerinin (S. trojana, S. athoa, S. dichotoma, S. spilyea ve S. argyrea)
fitokimyasal icerikleri ve biyolojik aktivitelerinin arastirildigi bir calismada, Kilic ve
arkadaglar1 biitlin tlirlerden toplam 41 diterpenoid bilesen izole edilmis olup bu

bilesenlerden bazilarinin antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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2.1. Calismanin Amaci

Dogal antioksidanlarin kullannominin kanser, miyokart enfarktiisii ve enflamatuar
hastaliklar gibi saglik sorunlarinin olusma riskini azalttigi bilinmektedir. Bu nedenle
arastirmacilar son yillarda potansiyel antioksidan etkili maddelerin saptanmasina yonelik
calismalar1 yogunlastirmiglardir. Bunlarin aksine sentetik antioksidanlarin bazilarinin
toksik oldugu ve kansere yol acabilecegini gosteren c¢alismalar sonucunda bu tip
antioksidanlarin  kullanimlarinda ise ciddi simirlamalar getirilmistir. Bu nedenle
calisacagimiz kaynagin bir bitki olmas1 yani dogal bir kaynak olusu yukarida sayilan tiim
olumsuzluklar1 ortadan kaldiracak niteliktedir.

Calismamizda Sideritis tiirlerinden segilen ve endemik bir tiir olan Sideritis trojana
Bornm.’un antioksidan ve antiradikal aktiviteleri 10 farkli metot kullanilarak incelenmistir.
Ulkemizde endemik olarak yetisen dag cay tiiriiniin (Sideritis trojana Bornm.) antioksidan
ve radikal giderme aktivitelerini degerlendirmek icin Fe*'- Fe?* indirgeme kapasitesi,
Kuprak metodu ile kuprik iyonlart (Cu®") indirgeme Kkapasitesi, FRAP indirgeme
kapasitesi, 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH") radikal giderme aktivitesi, 2,2 -azino-
bis(3-etilbenztiyoazolin-6-siilfonik asit) (ABTS™) radikal giderme aktivitesi, N,N-
dimetil-p-fenilendiamin radikal (DMPD™) giderme aktivitesi, H,O, giderme aktivitesi,
Fe?* iyonlar1  selatlama  aktivitesi, total fenolik icerigi ve total flavonoid igerigi
caligilmistir. Bitkinin antimikrobiyal etkisi ise S.aureus ATCC: 29213, E.faecalis 29212
2STIK, S.pneumoniae ATCC: 49619, P.aeruginosa 27853, E.coli 35218, E.coli 25922,
E.coli BC 1402, P.putida BC 1617, Klebsiella pnemoniae BL 2003, B.cereus ATCC:
33019 bakterileri kullanilarak disk diflizyon yontemi ile belirlenmistir. Negatif kontrol
olarak dimetil siilfoksit (DMSO), pozitif kontrol olarak ise amphisilin/ sulbactam ve
basitrasin antibiyotikli diskler kullanilmistir. Bilindigi iizere antimikrobiyal maddeler
mikrobiyal gelisimi yada canliligl azalttig1 i¢in gida sanayiinde islenmis gidalarin raf
Omriinii uzatabilmekte ve bitkiler gibi dogal maddelerden elde edilen antimikrobiyal
maddeler ise gidalarda dogal koruma maddesi olarak kullanilabilmektedir.

Se, Zn gibi minerallerin viicuttaki antioksidan enzimleri aktive edici yonde etki ettigi
ayrica Mg, Ca gibi gidalarda bulunan ve yine yasamimizin devamliligina etki eden
minerallerin 6nemi oldukca biiyiiktiir. Bu nedenlerden dolayr ¢alismamizda secilen 20
element i¢in (Na, Mg, P, S, Hg, Ca, B, Mo, Fe, Ni,Cu, Zn, Se, Mn, Cd, Sb, K, Pb, Cr, As)

Sideritis trojana Bornm’un mineral igerigi ICP-MS cihaz1 kullanilarak tespit edilmistir.
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Bulunan sonuglarin; hem potansiyel ila¢g molekiilii olarak, hem de yapilan antioksidan ve
antimikrobiyal ¢aligmalarin gida sanayisinde ihtiyaca cevap vermeyen sentetik maddelerin
yerine alternatif olarak kullanilabilecek dogal antioksidan ve antimikrobiyal maddelerin
bulunmasina yol gosterici olacag diisiiniilmektedir.

Calismamizda kullanilan Sideritis tiirii halk tarafindan c¢ay olarak kullanildigindan
ayni zamanda bilimsel verilerle literatiire kazandirilacak olmasi daha giivenilir olarak

tiikketilmesine yol agacagi da diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Bitki Ornegi

Calismamizda kullanilan bitki 6rnegimiz Sideritis trojana Bornm. Balikesir’de bir
aktardan ticari olarak satin alindi. Atatiirk Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji boliimii

ogretim liyelerinden Dog¢. Dr. Meryem Sengiil Koseoglu tarafindan tiir teshisi yapildi.

3.2. Test Bakterileri

Calismamizda 10 standart mikroorganizma susu kullanildi ve kullanilan test
mikroorganizmalarindan 5 tanesi OXOID’ den, 5 tanesi de Atatiirk Universitesi Gida
Miihendisligi Molekiiler Labaratuvari kiiltiir koleksiyonundan temin edilmistir. Kullanilan
bakteriler Tablo 3.1°de gosterilmektedir. Test edilen bakterilerin hassasiyetini tespit
edebilmek ve kullanilan yontemin kontrolii igin Amphisilin/sulbactam ve Basitrasin

standat antibiyotik diskleri kullanildi.

Tablo 3.1. Kullanilan bakteriler ve kodlari

Bakteri Bakteri Kodu
S.aureus ATCC 29213
E.faecalis 29212 2STIK
S.pneumoniae ATCC 49619
E.coli 25922
P.aeruginosa 27853

E.coli 35218

E.coli BC 1402
P.putida BC 1617
Klebsiella pnemoniae BL 2003
B.cereus ATCC 33019

3.2.1. S. aureus

ik kez 1878’de Robert Koch tanimlamis olan Stafilokoklar, 1880°de Pasteur
tarafindan sivi besiyerinde iiretilmistir. 1881°de Iskogyali cerrah Alexander Ogston

tarafindan bu tiirlin fare ve kobaylar lizerinde patojen etkiye sahip oldugunu vurgulamistir.



Grekge’de staphyle (liziim salkimi) kelimesinden meydana gelen Staphylococcus terimi
karakteristik kiimelenmeler olusturduklari i¢in Alexander Ogston tarafindan secilmistir
(Waldvogel, 2000). Sari-portakal renkli kolonileri Staphylococcus aureus, beyaz renkli
kolonileri ise Staphylococcus albus olarak Rosenbach tarafindan 1884’te isimlendirmistir.
Bu ayrim yakin zamana kadar devam etmistir (Cengiz, 1999).

Staphylococcus aureus bakterisinin dogal kaynagini insanlar olusturmakta olup,
saglikli insanlarda koloni olusturma orant % 10-20’si kalict olmak {izere, % 30-50
arasinda degismekte, saglikli olmasina karsin hastane personelinde bu oran % 90’lara
kadar ¢ikmaktadir (Diilger, 2007). Gram pozitifler yuvarlak sekilinde ve hareketsiz bir
yaptya sahip olup spor olusturmazlar. Hemen hemen 1 um ¢apinda olan fakiiltatif anaerob
bakteriler olmasina ragmen aerob kosullarda daha fazla olarak tirerler. S. aureus, optimum
30 -37 °C arasinda bir iireme 1sisina sahip olup, optimal pH’s1 7 -7,5’tur. S. aureus’un
suslarinin bazilar1 kapsiil olusturmaktadir. Kat1 besiyerinde tirediklerinde birbirine dik iki
yiizeyde boliinmeleri ile lizim salkimina benzeyen kiimeler olusturmakta olup sivi
besiyerinde lireme yaptiklarinda ise diplokoklar ve kisa zincirler meydana getirirler. Pek
cok bakterinin 60 °C’de 30 dakikada aktivitesi kayboluyorken, S. aureus bakterileri 1s1ya
kars1 direng goOsteren niikleazlari olusturarak dayaniklik saglamakta olup, S. aureus’in
kiltiirleri 4°C’de ve oda 1sisinda bekletildikleri vakit canliliklarini aylarca korurlar.
Bundan dolayidir ki; toprakta, esya iizerinde, tozda, insan ve hayvanin deri, nazofarinks
floralaris1 ve agizlarinda bol miktarda bulunurlar. Staphylococcus’lara bagh olarak olusan
deri enfeksiyonlari, insanlarda ortaya ¢ikan Staphylococcus hastaliklarinin en yaygin

gortlenleridir (Erecevit, 2007).

3.2.2. E. faecalis

E. faecalis, gram pozitif hareketsiz koklar olup, tek tek, ¢ift ya da kisa zincirler
halinde mikroskopta gozlenebilmektedirler. Fakiiltatif anaerob olan bu bakteriye insan
kalin bagirsaginda ¢ok yaygin olarak rastlanmaktadir. Siklikla S. pneumonia ile
karistirllmakta olan E. faecalis testlerle tespit edilebilecek birgok karakteristik Ozelligi
biinyesinde barindirmaktadir. Hastaneyle ilgili enfeksiyonlara sebebiyet veren bakteriler
iginde ilk siralarda yer almaktadir. E. faecalis bakterisinin neden oldugu enfeksiyonlara
karmm ameliyatlarindan sonra siklikla rastlanmaktadir. Antibiyotiklerin ¢oguna direng

gosteren bakteri olarak E. faecalis bilinmektedir (Sen, 2011).
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3.2.3. S. pneumonia

S. pneumoniae insanda zatiirreye sebep olan bakteri olup, ilk baslarda Diplococcus
pneumoniae olarak bilinmekteydi (Bozkaya, 2005). Fakat sonradan Streptococcus cinsine
gecirilmistir. 0,5-1,0 um biiyiikliige sahip olan, spor olusturmayan, hareketsiz, gram pozitif
ve diplokok olan S. pneumoniae, iist solunum yolunun dogal florasinda bulunmaktadirlar.
Hiicre duvarlar yapisi peptidoglikan ve teikoik asit igcermektedir. Peptidoglikanin yapisi
N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitten olusurken, teikoik asitin yapisinda
galaktozamin fosfat ve kolin bulunmaktadir (Bozkaya, 2005). Kapsiiller yapisal ayirt edici
ozelliklerinden en belirginidir. Hastaliga neden olan biitiin soylarinda yiizey kapsiilleri

bulunmaktadir (Ryan vd., 2004).

3.2.4. P. aeruginosa

P. aeruginosa, gram negatif basiller seklinde, 0,6-2 um uzunlugunda, polar konumlu
flagellar1 ile hareket etmektedir. Cift, tek veya kisa zincirler seklinde bulunmakta olan
P.aeruginosa bakterisinin ¢evresindeki ekstraselliiler, polisakkarit yapida bir tabaka
bulunurlar. Fermantasyon yapamadiklari halde glukozu okside edebilen ve ¢ok az miktarda
besin maddesi ihtiva eden nemli kosullarda aerob iireyebilen bir bakteridir. Dogada ¢ok
yaygin olup optimum 37 °C iireme sicakligina sahiptir. Insan ve hayvan bagirsaklarinda
bulunmakta olan P. aeruginosa karakteristik olarak mavi-yesil bir pigment
olusturmaktadir. Mavi cerahat yapan firsat¢1 patojen bir bakteri oldugu i¢in uygun
kosullarda ozellikle direnci kirtlmis konakgilarda, idrar yolu enfeksiyonlarina, yanik ve
yara enfeksiyonlarina, menenjite, septisemiye, bronsit, g6z enfeksiyonlarina ve
bronkopnomoniye ve birgok ¢esitli hastaliklara yol agan P. aeruginosa, ayrica dogadaki
azot devrinde Onemli bir denitrifiye edici bakteri olarak o6nemli bir gorevi de
bulunmaktadir. Yaygin olarak kullanilan pek ¢ok antibiyotige karst bu mikroorganizma
dogal olarak direnclidir. Bu direnci ise bakterilerin hiicrelerinde bulunmakta olan R
plazmitleri iizerindeki genler ile saglamaktadir. Bu organizma hastane cevrelerinde bol
miktarda bulunmakta olup tedavi goren hastalarda enfeksiyona neden olmaktadir

(Hacioglu, 2005).
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3.2.5. E. coli

Escherichia coli, insanda en ¢ok hastalik olusturan Escherichia tiir bakterisidir. Bu
mikroorganizma insanlardaki enfeksiyon hastaliginin nedeni olabilir ve bu nedenle klinik
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda en sik soyutlanan bakteridir. Escherichia coli bakterileri
gram negatif olan, glikozu fermente edebilen, oksidaz enzimi negatif olan basillerdir.
Ayrica peritrik kirpiklerinden dolay1 hareketlidir. Bir¢ok straininde bir kapsiil polisakkarit
yapisinda yer almaktadir. Laktozu asit veya gaz olusturarak fermente eden bakterinin,
tireaz enzimi ve hidrojen siilfiir olusumu negatif iken, triptofandan indol olusumu pozitiftir
(Diilger, 2007).

E. coli, gram negatif, 2-6 um boyunda, 1-1,5 um eninde olan basil seklinde bulunan
bazen hareketli ve 1-2 mm c¢apinda S tipi koloniler olusturan bakteriler olup spor
olusturmamak ile birlikte (URL 1) fakiiltatif anaerobdur. 37°C optimal iireme 1sisina ve
optimal 7 -7.2 pH’ya sahiptir ve 1siya dayanikliklar1 fazla degillerdir. 55°C’ye 1 saat,
60°C’ye 20 dakika dayaniklidirlar (Erecevit, 2007).

E. coli normal bagirsak bakterisi olarak kuslar ve memelilerde bulunmakta olup
mayalagma, bagirsak i¢inde kokugsma ve beslenmeyle ilgili islemlere rol oynayan ve diger
bagirsak bakterileri ile dengeli bir sekilde bulunmakta olan bir flora bakterisi olmasina
ragmen canlinin koruma potansiyelinin azaldigi durumlarda doku ve kana yayilarak
enfeksiyon olusturma 6zelligi tasirmaktadir. Bunlar; safra ve safra yollar1 enfeksiyonlari,
menenjit, Uriner sistem, hemolitik {iremik sendrom, peritonit, trombotik ve

trombositopenik purpura, siniizit, apse, otit ve yara enfeksiyonlaridir (URL 1).

3.2.6. P. putida

Pseudomonas putida, firsatgr bir patojen olup, viicuda yerleserek insan
immunitesinin zayiflamasiyla birlikte kendini gostermektedir (Oztoprak vd., 2008). Gram
negatif, diiz kenarli ya da hafif oval comak sekilli ve sporsuz olan bir bakteridir. Tipik
olarak bir ya da daha fazla polar flagella ile harekete sahip olan ve boyutlar1 0,5-1,0 pm,
1,5-4,0 um arasinda degisen Pseudomonas putida bakterileri mezofilik olduklari i¢in 25—
30°C arasinda optimum tireme sicakligina sahipdirler. Toprak ve sulardan cesitli karbon
kaynaklart ile zenginlestirilmis mineral besiyerlerinden izole edilirler. Bu tiir
biyodegregasyon, karbon-azot vb. dongiilerinde onemli rol oynamakta olup karbon

kaynaklarim1 pargalayabildikleri i¢in kirlilik gideriminde kullanilabilirler. Nisasta, {ire ve
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jelatini hidroliz edebilir ve sitrati karbon kaynagi olarak kullanabilir. 4°C’de iireyebilen
Pseudomonas putida bakterisi 42°C ve 60°C’da gelisme gosterememektedir. Sakkaroz ve
glikozu asit olusturarak metabolize eden Pseudomonas putida bakterileri mannitol, laktoz,

maltoz, fruktoz, ksiloz sekerlerini metabolize edemez (Giig vd., 2010).
3.2.7. K. pnemoniae

Kisa ve uglart yuvarlak 1,2 um boyunda ve 0,5-0,8 um eninde basiller olup gram
negatif olan Klebsiella pnemoniae bakterileri hareketsiz, polisakkarit yapisinda kapsiillii,
sporsuz, aerob ve fakiiltatif anaerob ozellik gostermektedir ve 37°C’de ve pH 7°de iyi
tiremeye sahiptirler. Enterobacreiaceae familyasina ait olan Klebsiella pnemoniae
bakterileri toprakta, suda, kanalizasyon sularinda, agiz florasinda, insan ve hayvan
bagirsaginda yaygin olarak bulunurlar. Sicakliga dayaniksiz, kuruluga direngli, olan K.
pneumoniae bakterileri, 4°C de aylarca, oda sicakliginda ise haftalarca canli kalabilirler.

Klebsiella pneumoniae bakterileri memelilerde diski florasi ve tist solunum yolunda
yer alan bir bakteri oldugundan dolay1 patojenligi, uygunsuz kosullarda firsat¢1 patojen
olarak ortaya ¢ikar (Turantas ve Unliitiirk, 2003). Klebsiella viicut direncinin kirilmast,
virutik list solunum yolu enfeksiyonlart sirasinda ozellikle 2 yas altt ve 40 yas isti

kisilerde pndmonilere sebep olmaktadir (Erecevit, 2007).

3.2.8. B. cereus

Bacillus cinsi Bacillaceae familyasina dahil olup, aerobik veya fakiiltatif anaerobik,
gram pozitif (bazi tiirleri degisken), spor olusturmayan, g¢ubuksu sekilde olan
bakterilerdir. Genellikle mezofilik olmakla birlikte psikrotrof ve termofilik tiirlerine
rastlanmaktadir. Endospor olusturmaktadirlar. Vejetatif hiicreleri 0.5 x 1.2 um ile 2.5 x 10
pum c¢apindadirlar. Bacillus cinsinin koloni formlart ¢esitlilik géstermektedir. Genellikle
beyaz veya krem renkli kolonilere sahiptirler.

Baz1 tiirleri ise pembe, sari, portakal rengi ve siyah pigmentlere sahip koloniler
olusturmaktadir (Kalayli vd., 2003). Bacillus cereus ise gida zehirlenmelerine neden

olmaktadir.
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3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

BHT, BHA, Trolox, DPPH, DMPD, Gallik Asit, Nitrik asit (HNO3), Etanol, Nutrient
Agar, Nutrient Broth, Trozin, TPTZ (Trisprydiltriazin), DMSO, Hidrojen Peroksit (H,0,),
Ferrozin, Neokuprin, Demir(II) Siilfat, Demir(IIl) Siilfat, Folin, Potasyum Asetat, Sodyum
Asetat, Sodyum Siilfat, TCA, FeCls, CuCl,, CH3COONH4,
Na;HPO4, ABTS, potasyum persiilfat (K,0gS2), Sodyum Asetat (CH3;COONa), Hidroklorik
Asit (HCI), Sodyum Karbonat (Na,CO3), Kuarsetin Sigma- Aldrich’den temin edilmistir.

3.4. Yararlanilan Alet ve Cihazlar

Tablo 3.2. Yararlanilan alet ve cihazlar

Cihaz Ad1 Markasi

Etiiv Wisecube

Blender Waring Commercial
ICP-MS Agilent Technologies
Yakma Cihazi Mikrodalga Milestone
Evaparator Heidolph

Vortex WiseMix VM-10
Milimetrik Cetvel Carbon Fiber Compsites
Petri Kablar1 IsoLab

Otoklav Alp

UV-3100 PC Spektrofotometre VWR

Spektrofotometre kiiveti

Agilen Technologies, IsoLab

Magnetik karistiric

WiseStir

Otomatik pipetler

Eppendorf, SCILOGEX

Hassas terazi

OHAUS

pH metre InoLab WTW

Calkalayici Wiseshake

Mikrobiyoloji Kabini Biosafetyy Cabinett Class I
Liyafilizator Xianou — 12
Homojenizator IKA-Ultra TURRAX

3.5. Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmasi

Arastirma siiresince kullanilan ¢ozeltilerin kullanilis yerleri ve hazirlanig sekilleri

asagida belirtilmistir.
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3.5.1. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullamlan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.5.1.1. Fe**-Fe?* indirgeme Kapasitesi Tayini ile flgili Cozeltiler

1. 0,2 M’lik pH: 6,6 fosfat tamponu: 6,24 g Na2HPO4 yaklasik olarak 180 mL’de destile
suda ¢ozildii. Fosfat tamponu pH metre cihazi kullanilarak pH degeri 6,6’ya ayarlandi.
Toplam hacimi destile su ile 200 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

2. %1’lik K3Fe(CN)g ¢ozeltisi: 1,5 g KsFe(CN)g destile suda ¢oziilerek ve toplam hacim
destile su ile 150 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

3. %10’luk TCA ¢ozeltisi: 15 g TCA destile suda ¢oziilerek ve toplam hacmi destile su ile
150 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

4. %0,1’lik FeCls ¢ozeltisi: 165 mg FeCls.6H,0O destile suda ¢oziilerek ve toplam hacim

100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
3.5.1.2. Kuprak Metoduna Gére indirgeme Kapasitesi Tayini ile Ilgili Cozeltiler

1. 0,01 M’lik CuCl, ¢ozeltisi: 47 mg CuCl, alinir ve 50 mL destile suda ¢oziilerek
hazirlandi.

2. 7,5x10° M’lik etanolik neokuprin ¢6zeltisi: 78 mg Neokuprin alinir ve 50 mL etanolde
¢Oziilerek hazirlandi.

3. 1 M’lik CH3COONHj,4 tamponu (pH: 6,5): 7,7 g CH3COONHj, alind1 ve 80 mL saf suda
coziilerek pH-metre cihazi ile pH’s1 6,5°e ayarlandi. Toplam hacim saf su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlandi.

3.5.1.3. FRAP indirgeme Metodu

1. 0,3 M’lik pH 3,6 olan sodyum asetat tamponu

2. %37’lik 40 mM’lik HCI ¢ozeltisi: 0,334 mL alinarak son hacim saf su ile 100 mL’ye
tamamlandi.

3. 10 mM’lik TPTZ (Trisprydiltriazin) ¢ozeltisi: 0,312 g TPTZ tartilarak %37’lik 100 mL
HCI igerisinde ¢oziinerek hazirlandi.

4. 20 mM’lik FeCl3 ¢ozeltisi: 0,54 g FeCI36H,0 alindi ve 100 mL saf suda ¢oziilerek
hazirlandi.

5. FRAP reaktifi: 10 hacim NaCH3COO tamponu, 1 hacim TPTZ ¢ozeltisi ve 1 hacim
FeCl3.6H,0 c¢ozletisi karistirilarak hazirland.
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3.5.1.4. DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi ile Tlgili Cozeltiler

1. 10° M’lik DPPHe ¢ozeltisi: 39 mg DPPHe tamamen c¢oziinlinceye kadar bir gece

boyunca 100 mL etanolda manyetik karistirici ile karistirilarak hazirlandi.
3.5.1.5. ABTS"" Giderme Aktivitesi Tayini ile Ilgili Cozeltiler

1. 2 mM’lik ABTS ¢ozeltisi: 11 mg ABTS 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda
tamamen ¢Oziiniinceye kadar bir gece boyunca karistirildi. Toplam hacimi destile su ile
100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

2. 2,45 mM’lik potasyum persiilfat ¢ozeltisi: 66,25 mg K,0gS; 0,1 M’lik ve pH’s1 7,4 olan
fosfat tamponunda tamamen c¢oziiniinceye kadar manyetik karistirict ile karistirildi.

Toplam hacmi destile su ile 100 mL’ye tamamlanarak hazirlandi.
3.5.1.6. DMPD"" Giderme Aktivitesi Tayini ile lgili Cozeltiler

1. 0,1 M’lik asetat tamponu (pH 5,25): 2,05 g CH3COONa 230 mL saf suda ¢oziildii ve
pH-metre cihazi kullanilarak pH’s1 5,25°e ayarlandi. Toplam hacmi destile su ile 250
mL’ye tamamlanarak hazirlandi.

2. 0,1 M’lik DMPD ¢ozeltisi: 209 mg DMPD 10 mL destile suda ¢oziilerek hazirlandu.

3. 0,001 M’lik DMPD"™ ¢ozeltisi: 0,1 M’lik DMPD c¢ozeltisinden 1 mL alinarak 100
mL’lik ve 0,1 M’lik (pH 5,25) asetat tamponuna aktarilir ve bunun {izerine 0,2 mL ve 0,05
M’lik FeCls ilave edilerek hazirlandi.

4. 0,05 M’lik FeCls ¢ozeltisi: 0,81 g FeCl; 100 mL saf suda ¢oziilerek hazirlandi.

3.5.1.7. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi Tayini ile Tlgili Cozeltiler

1. 0,1 M’lik fosfat tamponu (pH: 7,4): 1,38 g NaH,PQO,, 80 mL destile suda ¢6ziinerek, pH
metre cihazi kullanarak pH’s1 6,6’ya ayarlandi ve toplam hacmi destile su ile 100 mL’ye

tamamlanarak hazirlandu.
2. 43 mM’lik hidrojen peroksit (H20,) ¢ozeltisi: %30°luk H,O,’den 440 pl alindi ve 100

mL 0,1 M’lik fosfat tamponunda ¢oziilerek hazirlandi.
3.5.1.8. Metal Selatlama Aktivitesi Tayini ile lgili Cozeltiler
1. 2 mM’lik FeCl, ¢ozeltisi: 0,014 g FeCl,.3/4H,0 alinarak 50 mL etanolda ¢oziilerek
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hazirlandi.
2. 5 mM’lik ferrozin ¢dzeltisi: 6,2 mg ferrozin 25 mL saf etanolda tamamen ¢dziiniinceye

kadar karistirilarak hazirlandi.

3.5.1.9. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

1. %2’1lik Nap,COj3 ¢ozeltisi: 100 mL saf suda 2 gr Na,COj3 ¢oziilerek hazirlandi.
2. Gallik asit standart1: 1mg gallik asit, ImL saf suda ¢6ziinecek sekilde hazirlandi.
3. Folin reaktifi direk olarak kullanildi.

3.5.1.10. Toplam Flavonoit Miktar Tayini

1. Kuarsetin standarti: 1mg kuarsetin 1mL saf etanol igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.
2. KCH3COO ¢ozeltisi: 0,98 g KCH3COO tartilarak 10 mL saf suda ¢oziinerek hazirlandi.
3. %10’Tuk AI(NO3)s ¢ozeltisi: 1g AI(NO3)s 9 mL saf suda ¢oziinerek hazirlandi.

3.5.2. Mineral Analizi ile Tlgili Cozeltiler

10 ppm’lik Mix(I); Be, Na, Mg, Ca; Mix(Il); P, S; Mix(Ill); K, Cr, Mn, Fe, Cu, N,
As, Se, Pb, Cd mix standart ¢ozeltileri ve B, Mo, Hg tekli standart ¢cozeltiler kullanildi.
Standart c¢ozeltileri; M1V; = M,V formiiliinden faydanalanarak kalibrasyon igin

kullanilan miktarlar1 belirlenmistir.

3.5.3. Antibakteriyel Aktivite Tayininde Kullanilan Besiyeri ve Cozeltiler

3.5.3.1. Besiyeri ve Bakteri Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

1,6 g Niitrient agar tartild1 ve 80 mL distile su ilave edildi, benmari yontemiyle eritip
steril edildikten sonra yatik olarak donduruldu.
121 °C’da 15 dk steril edildikten sonra besiyerleri daha dnceden pastor firminda steril
edilen cam petrilere dokiildii.

Bakteri kiiltiirleri i¢in besiyeri olarak Nutrient agar kullanildi. Steril edilen
besiyerleri 90 mm ¢apindaki steril petri kaplarina 20 mL olacak sekide dokiildii. Bakteri

kiiltiirlerinin tiremesi i¢in 37 °C’de etiivde 18-24 saat inkiibasyona birakildu.
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3.6. Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Kurutulan bitki ekstrakt ornekleri mikser’de ogiitiildiikten sonra su ve etanol
¢oOziiciileri kullanarak hazirlandi.

Etanol ekstrakti i¢in 20 gram bitki 6rnegi tartilarak 400 mL etanol ¢oziiclisii ilave
edildi ve oda kosullarinda manyetik karistiricida 1 giin boyunca inkiibe edildi. Inkiibe
edilen karnisim tiilbent bezinden siiziildii ve siizlintii siizge¢ kagidindan gegirildi.
Stiziintiilerin ¢oziiciileri rotary evaporatorii kullanilarak 40 °C’de uguruldu (Mothana ve
Lindequist, 2004). Analiz edilinceye kadar +4 °C’de muhafaza edildi.

Liyofilizasyon i¢in 20 gram bitki 6rnegi tartild1 ve blender da parcalanarak 20 kati
kadar su ilave edildi. Pargalanan karisim tiilbent bezinden siiziilerek geriye kalan posaya
ise 100 mL su ilave edildi ve tiilbent bezinden siiziildii. Ekstreler birlestirilerek siizgec
kagidindan siiziildii, stiziintiiler balona alind1 ve — 80 °C’de 1 giin siire ile donduruldu.
Dondurulmus ekstreler 50 mL Hg basing altinda liyofilizatérde kurutuldu. Kurutulan
ornekler karanlikta muhataza edildi (Giilgin vd., 2011).

Antioksidan aktivite denemelerinde caligsilacak konsantrasyonlar igin liyofilize
ornekler distile suda, etanol ekstraklari ise etanolde 1mg/mL olacak sekilde ¢oziildi.
Antimikrobiyal aktivite denemelerinde ise rotary evaparator ve liyofilizatorden alinan bitki

ornekleri DMSO’da ¢oziildii.

3.7. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemi

3.7.1.Fe**- Fe’" indirgeme Kapasitesi

Oyaizu yontemine gore toplam indirgeme kuvveti tayini yapiladi (Oyauzu, 1986).
Bunun i¢in oOncelikle Img/mL konsantrasyonunda stok ¢ozelti hazirlandi. Bu stok
cozeltiden farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde cam tiiplere aktarilarak, hacim destile
suyla 1 mL’ye tamamlandi. Sonrasinda her bir tiipe 2,5 mL 0,2 M fosfat tamponu (pH:6,6)
ve 2,5 mL %]1°lik potasyum ferrisiyaniir (K3Fe(CN)e) ilave edilerek karisim 50 °C’de 20
dk inkiibe edildi. Bu islemlerden sonra reaksiyon karigimina 2,5 mL % 10’luk triklorasetik
asit (TCA) ilave edildi. Cozeltinin iist fazindan 2,5 mL alindiktan sonra bunun {izerine 2,5
mL destile su ve %0,1’lik 0,5 mL FeCls ilave edildikten sonra absorbans 700 nm’de kore

kars1 okundu. Kor olarak destile su kullanildi. Kontrol i¢in ise numune yerine su kullanildi.
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3.7.2. Cu**-Cu'" Indirgeme Kapasitesi (Kuprak metodu)

Bitki tiiriiniin Cu?* indirgeme aktiviteleri bakir iyonlar1 indirgeme metodunun hafif
bir modifikasyonuyla yapildi (Apak vd., 2006). Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan bitki
ekstraktlariin tiiplerine 0,25 mL CuCl;, ¢ozeltisi (0,01 M), 0,25 mL etanolik neokuprin
¢ozeltisi (7,5x10° M) ve 0,25 mL CH3COONH, tampon ¢ozeltisi (1 M) sirastyla eklendi.
Yarimm saat sonra 450 nm’de kore kars1 absorbans degerleri 6lgiildii. Kor olarak destile su

kullanildi.
3.7.3. FRAP Indirgeme Kapasitesi

FRAP metodu, antioksidanlarin demir 2,4,6-tripiridil-s-triazin kompleksini [Fe®'-
(TPTZ)2]*" yogun mavi renkli demir kompleksine [Fe**-(TPTZ),]** déniisiimii sagladigi
bir reaksiyondur (Giilgin, 2012). Metoda gore 20 mM’lik FeCls ¢ozeltisi ve FRAP reaktifi
kullanilarak 593 nm ’de bitki 6rneginin su ve etanol ekstraktlarinin ve standartlarin

absorbanslari 6lgiildii.

3.7.4. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) Serbest Radikalleri Giderme Aktivitesi

DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metoduna gore yapildi (Blois, 1958).
Serbest radikal olarak DPPH<’1n 1 mM’lik ¢6zeltisi kullanildi. Numune olarak daha 6nce
hazirlanan 1 mg/mL konsantrasyonundaki stok c¢ozeltisi kullanildi. Deney tiiplerine
sirastyla 10, 20 ve 30 pg/mL konsantrasyonlarinda ¢ozelti olusturacak sekilde stok
cozeltiler aktarildi ve toplam hacimleri 3 mL olacak sekilde etanol ile tamamlandi. Daha
sonra her bir numune tiipiine stok DPPHe ¢6zeltisinden 1 mL ilave edildi. Yarim saat oda
sicakligi ve karanlikta inkiibe edildikten sonra etanolden olusan kore karst 517 nm’de
absorbanslar 6l¢iildii. Kontrol olarak, 3 mL etanol ve 1 mL DPPH. ¢ozeltisi kullanildi.
Azalan absorbans geriye kalan DPPH" ¢ozeltisi miktarin1 yani serbest radikal giderme

aktivitesini verdi.

3.7.5. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) Radikali Giderme
Aktivitesi

ABTS radikali giderme aktivitesi Re ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismaya
gore belirlendi (Re vd., 1999). Oncelikle 7 mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirland1 ve bu
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cozeltiye 2,45 nM’lik persiilfat ¢ozeltisi eklenerek ABTS radikalleri tiretildi. ABTS radikal
¢ozeltisi kullanilmadan 6nce kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi 0,1 M ve pH’s1 7,4
olan fosfat tamponu ile 0,700+0,025 nm’ye ayarlandi. ABTS radikal giderme aktivitesine
bakilacak olan bitki tiirlerinin farkli konsantrasyonlarina (10-30 pg/mL) birer mL ABTS
radikal ¢ozeltisi ilave edildikten sonra yarim saat inkiibe edildi. Etanoldan olusan kore

kars1 734 nm’de absorbanslar kaydedildi.

3.7.6. N,N’-dimethil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD) Radikali Giderme
Aktivitesi

N,N’-dimetil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD) radikali giderme aktivitesi
tayini Fogliona ve arkadaslarinin metoduna goére belirlendi (Fogliano vd., 1999). Bu
amagla, ilk olarak renkli radikal katyon (DMPD™) elde edildi. Bunun i¢in 100 mL’lik
DMPD ¢ozeltisinin (pH: 5,3; 100 mM) 0,05 M olacak sekilde 0,2 mL FeCls ilavesiyle elde
edildi. Bu ¢ozeltinin 1 mL’si icin 505 nm’de 6lgiim yapildi. DMPD™" radikal ¢ozeltisi
kullanilmadan 6nce kontrol ¢ozeltisinin 505 nm’de optik dansitesi 0,1 M’lik ve pH’1 5,3
olan fosfat tamponu ile 0,900+0,100 nm’ye ayarlandi. Bitki ekstraktlarinin ve standart
antioksidanlarin farkli konsantrasyonlardaki c¢ozeltileri (10-30 pg/mL) deney tiiplerine
aktarildi ve hacim destile suyla 0,5 mL ye tamamlandi. Bunun {izerine 1 mL DMPD"™
cozeltisi eklendi. 50 dakikalik bir inkiibasyondan sonra absorbans degerleri 505 nm’de

oOlciildii. Kor olarak tampon ¢ozelti kullanildi.

3.7.7. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Ruch ve arkadaglarinin belirledikleri metoda gére Dag cayimin hidrojen peroksit
giderme aktiviteleri yapildi (Ruch vd., 1989). Bunun i¢in pH’s1 7,4 olan fosfat tamponunda
43 mM’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi hazirlandi. H,O, konsantrasyonu spektrofotometrik
olarak, H,0;’in 240 nm’de absorbans gostermesiyle belirlendi. Degisik konsantrasyonlarda
alman bitki ekstraktlarinin hacimleri 4 mL’ye kadar tampon ¢ozelti ile tamamlandi. Daha
sonra 0,6 mL’lik hidrojen peroksit ¢ozeltisi ilave edildi. 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildikten sonra hidrojen peroksidin azalan miktar1 240 nm’de azalan absorbans olarak

kaydedildi. Kor olarak tampon ¢ozelti kullanildi.
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3.7.8. Ferroz iyonlar (Fe*") Selatlama Aktivitesi

Dinis ve arkadaslarinin belirledikleri metoda gore bitki tiirlinlin metal selatlama
aktiviteleri yapildi (Dinis vd., 1994). Bu islem i¢in 2 mM’lik ve 0,05 mL FeCl,.4H,0 ve
0,35 mL saf su iceren ¢ozelti, degisik konsantrasyonlarin1 olusturacak sekilde degisik
miktarlarda bitki ekstraktlarini ihtiva eden 0,2 mL’lik ¢ozeltiye ilave edildi. Son hacim 4
mL olacak sekilde destile etanol ilave edildi. Reaksiyon 0,2 mL ve 5 mM’lik ferrozin
¢oOzeltisi ilave edilmesiyle baslatildi. Cozelti vorteksde kuvvetli bir sekilde karistirildiktan
sonra oda sicakliginda 10 dakika bekletildi. inkiibasyondan sonra ¢dzeltinin 562 nm’de
absorbansi etanoldan olusan kore karsi kaydedildi. Kontrol olarak da fenolik bilesikli

numune hari¢ geriye kalan ¢6zelti kullanildi.

3.7.9. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Bitki tiiriiniin etanol ve su ekstrelerinde bulunan toplam fenolik bilesik miktarlari
FCR ile belirlendi (Singleton vd., 1999). Standart fenolik bilesik olarak gallik asit
kullanildi. Bunun i¢in dnce bir standart grafik ¢izildi. Bu amagla 25 mg gallik asit 25 mL
destile suda ¢oziilecek ve 1 mg/mL konsantrasyonunda stok ¢dzelti hazirlandi. Bu stok
¢ozeltiden 100, 200, 400, 500 ve 600 pg gallik asit iceren ¢ozelti erlenlere aktarildi ve
hacim destile suyla 23 mL’ye tamamlandi. Erlenlere sirasiyla 0,5 mL FCR ve 3 dakika
sonra da %2’lik Nay,COs ¢ozeltisinden 1,5 mL ilave edildi. Karisim 2 saat boyunca oda
sicakliginda karistirildiktan sonra numunelerin absorbanst 760 nm’de destile sudan olusan

kore kars1 kaydedildi. Kontrol i¢in numune yerine destile su kullanildi.

3.7.10. Toplam Flavonoit Miktar1 Tayini

Bitki tiiriiniin etanol ve su ekstrelerinde bulunan toplam flavonoit miktar1 Park ve
arkadaglarmin yapmis oldugu metoda gore toplam olarak belirlendi (Park vd., 1997).
Standart flavonoit bilesik olarak kuersetin kullanildi. Bunun i¢in 6nce standart grafik
cizildi. Bu amagla 25 mg kuersetin 25 mL destile suda ¢oziilerek 1 mg/mL
konsantrasyonda stok c¢ozelti hazirlandi. Bu stok ¢ozeltiden 10, 20, 30, 40 ve 50 pg
kuersetin iceren ¢ozelti deney tiiplerine aktarildi. Daha sonra bunun iizerine sirasiyla 0,1

mL (1 M) suda hazirlanmig CH3COOK ve 0,1 mL (%10) AI(NOs);3 ¢ozeltilerini igeren 4,3
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mL etanol ¢ozeltisi ilave edilerek vorteksde karistirildi. Oda sicakliginda 40 dakika inkiibe

edildikten sonra 415 nm’de absorbanslar1 etanolden olusan kore kars1 kaydedildi.
3.8. Mineral Analizi Tayin Yontemi

Sideritis trojana Bornm. bitki 6rneginden 0,5 g alinarak tizerine 2mL HNO3; ve 1 mL
H,0, eklendi 15 dakika 200 C de 1sitma, 15 dakika 200 C’ de yakma ve 10 dakika sogutma
islemi ile toplam 40 dakika silirecek olan mikro dalga firmminda yakma islemi yapildi.
Yakilan numune 50 mL’lik plastik balon jojeye konulurak ve ultra saf su ile 50 mL’ye
tamamlandi. Bitkinin mineral analizi Merkezi Arastirma Laboratuvart Uygulama ve
Arastirma Merkezinde ICP-MS cihazi ile yapildi.
Daha hassas ve daha hizli ¢oklu-eser element analizine duyulan ihtiya¢ iizerine
gelistirilmis bir teknik olan Indiiktif Eslesmis Plazma-Kiitle Spektrometrisi (ICP-MS)

temelde bir kiitle spektrometresidir.

3.9. Antibakteriyel Aktivite Tayin Yontemi

3.9.1. Disk Difiizyon Yontemi

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin antimikrobiyal aktivitesini tespit etmek i¢in disk
diftizyon yontemi kullanildi (Ayaz, 2008). Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve
sulu ekstraktlar kullanildi. Son konsantrasyon 30 mg/mL olacak sekilde DMSO igerisinde
¢oziildi. Nutrient agar igeren petrilere yiizey yayma metodu ile 100 pL S.aureus ATCC:
29213, E.faecalis 29212 2STIK, S.pneumoniae ATCC: 49619, P.aeruginosa 27853, E.coli
35218, E.coli 25922, E.coli BC 1402, P.putida BC 1617, Klebsiella pnemoniae BL 2003,
B.cereus ATCC: 33019 bakteri siispansiiyonlari inokiile edildi. Ekimi yapilan petriler 15
dakikaya kadar bekletildi. Ardindan bitki ekstraktlarinin uygulanacagi bos diskler ve
pozitif Kontrol i¢in hazirlanan antibiyotikli diskler numaralandirild: ve sirasiyla plaklara
yerlestirildi. Pozitif kontrol olarak Ampbhisilin/sulbactam ve basitrasin kullanildi.
Calismada negatif kontrol amaciyla ¢oziicli olarak kullanilan DMSO bos disklere difiize
edildi. Bu amagla 6 mm capinda disklere 20 pL bitki ekstraktlarinin DMSO’da ¢oziinmiis
su ve etanol ¢ozeltileri ile etanol ekstrakti eklendi. Cozeltilerin disklere niifuz etmesi igin
10-15 dakika bekletildi. Petriler diiz olarak 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi (Ozkan, 2009).

Inkiibasyon sonucunda diskler etrafinda meydana gelen inhibisyon zonlarmnmn

caplarini milimetrik cetvel kullanilarak 6lgiildii ve kaydedildi (Ebrahimabadi vd., 2010).
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4, BULGULAR
4.1. Antioksidan Aktivite

4.1.1.Fe**- Fe** Indirgeme Kapasitesi

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin farkli konsantrasyonlarindaki (10-30 pg/mL)
etanol ve su ekstraklarmin ¢ozeltileri Oyaizu’nun yontemine gore toplam indirgeme

kuvveti 700 nm’de absorbanslar1 6l¢iilerek belirlendi (Sekil 4.1.).

2,5
—e— BHA
—a&— BHT /
2 —&— g-Tokoferol
—@— Troloks
1 5 —O— Kaz Dag1 Cayi (Etanol) /‘
’ —0— Kaz Dag1 Cay1 (Su) / //.://
1 //;////O/U

Absorbans (700 nm)

Konsantrasyon (pg/mL)

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) Sideritis trog'ana Bornm.
bitkisinin etanol ve su ekstraklarmin ferrik iyonlarim1 (Fe®") indirgeme
kuvvetlerinin standart antioksidanlar (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks)
ile karsilastirilmasi.

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ¢dzeltilerinin ferrik iyonlarmi (Fe®*)
ferr6z iyonlaria (Fe2+) indirgeme kapasitesi grafigi cizildikten sonra (Sekil 4.1) herbir
standart ve Sideritis trojana Bornm’un etanol ve su ¢ozeltileri i¢in 20 pg/mL’ye karsilik
gelen absorbans degerleri Tablo 4.1°de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

20 pg/mL konsantrasyonunda Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ¢ozeltileri ve
standart antioksidanlarin ferik iyonlarimi (Fe3+) indirgeme kuvvetleri karsilastirildiginda:
BHA> Troloks > BHT > a-Tokoferol = Sideritis trojana Bornm.(Etanol) > Sideritis

trojana Bornm.(Su) seklinde oldugu gozlemlenmistir.



Tablo 4.1. 20 pg/mL’de Fe**- Fe®* indirgeme kapasitesinin absorbans

degerleri

Standartlar ve Bitki Ekstraktlar: Absorbans (700 nm)

(20 pg/mL)
BHA 1,837
BHT 1,063
a-Tokoferol 0,696
Troloks 1,199
Sideritis trojana Bornm. (Etanol) 0,672
Sideritis trojana Bornm. (Su) 0,456

4.1.2. Cu**-Cu'" indirgeme Kapasitesi (Kuprak metodu)

Sideritis trojana Bornm bitkisinden, farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/mL)

hazirlanmis olan etanol ve su ¢ozeltilerinin Cu®* indirgeme aktiviteleri bakir iyonlari

indirgeme metodu modifiye edilerek yapildi ve 450 nm’de absorbanslari Olgiilerek

belirlendi (Sekil 4.2.).
0’6 | —e—BHA
—a— BHT
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) Sideritis trojana Bornm.

bitkisinin etanol ve su ekstraklarmin kuprik iyonlarim (Cu®*) indirgeme

kapasitesinin standart antioksidanlar (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks)
ile karsilastirilmasi.
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Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ¢ozeltilerinin kuprik iyonlarini (Cu®*)
indirgeme kapasitesinin grafigi ¢izildikten sonra (Sekil 4.2) herbir standart ve Sideritis
trojana Bornm.’un etanol ve su ¢ozeltileri igin 20 ug/mL’ye karsilik gelen absorbans

degerleri Tablo 4.2°de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

Tablo 4.2. 20 pg/mL’de Cu?*-Cu** indirgeme kapasitesinin absorbans degerleri

Standartlar ve Bitki Ekstraktlar AbSOI’t(J;r)lil(;rSnOLr)l m)
BHA 0,370
BHT 0,335
a-Tokoferol 0,358
Troloks 0,440
Sideritis trojana Bornm. (Etanol) 0,380
Sideritis trojana Bornm. (Su) 0,264

20 pug/mL konsantrasyonunda Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ¢ozeltileri ve
standart  antioksidanlarin  kuprik iyonlarm:  (Cu®") indirgeme kapasitesiteleri
karsilastirildiginda: Troloks > Sideritis trojana Bornm.(Etanol) > BHA > a-Tokoferol >

BHT > Sideritis trojana Bornm.(Su) seklinde oldugu gézlemlenmistir.

4.1.3. FRAP indirgeme Kapasitesi

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarmin ferrik (Fe**)
indirgeme kuvveti (FRAP) 593 nm’de absorbanslar dlgiilerek belirlendi. Bu metoda gore
asidik ortamda (pH: 3,6) antioksidan varhiginda (Fe**) - TPTZ kompleksi (Fe*") - TPTZ
kompleksine indirgenir. Olusan demir kompleksi oksidan olarak kullanilir.

Sideritis trojana Bornm. ferrik iyonlarinin (Fe*") indirgeme kapasitesi konsantrasyon

ile dogru orantili olarak arttig1 gézlendi. (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) Sideritis trojana Bornm.
bitkisinin etanol ve su ekstraklarmin ferrik (Fe**) indirgeme kuvvetinin
(FRAP) standart antioksidanlar (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) ile
karsilastirilmast.

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ¢dzeltilerinin ferrik (Fe**) indirgeme
kuvvetinin grafigi ¢izildikten sonra (Sekil 4.3) herbir standart ve Sideritis trojana
Bornm.’un etanol ve su ¢ozeltileri i¢in 20 pg/mL’ye karsilik gelen absorbans degerleri
Tablo 4.3 de verilerek birbirleriyle mukayese edildi.

20 pg/mL konsantrasyonunda Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ¢ozeltileri ve
standart antioksidanlarin ferrik (Fe®") indirgeme kuvvetleri karsilastirildiginda: Troloks >
Sideritis trojana Bornm.(Etanol) > BHA > a-Tokoferol > BHT > Sideritis trojana

Bornm.(Su) seklinde oldugu gézlemlenmistir.

Tablo 4.3. 20 pg/mL’de FRAP indirgeme kapasitesinin absorbans degerleri

Standartlar ve Bitki Ekstraktlar: Abso(gt())a'rg /(r7519L:; nm)
BHA 2,280
BHT 1,653
a-Tokoferol 1,169
Troloks 1,975
Sideritis trojana Bornm. (Etanol) 0,412
Sideritis trojana Bornm. (Su) 0,294
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4.1.4. 1,1-Difenil 2-pikril hidrazil (DPPH) Serbest Radikalleri Giderme Aktivitesi

Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarindaki
(10-30 pg/mL) DPPH serbest radikal giderme aktivitesi Blois metodu ile 517 nm’de
absorbanslari Olgiilerek belirlendi (Sekil 4.4).

1,6 —e—BHA
14 —&— BHT
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Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) Sideritis trojana Bornm.
bitkisinin etanol ve su ekstraklarimin DPPH radikali giderme
aktivitelerinin standart antioksidanlar (BHA, BHT, o-tokoferol ve
troloks) ile karsilastirilmasi.

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin ¢dzeltilerinin DPPH
radikali giderme aktivitesi ¢izildikten sonra (Sekil 4.4.) herbir standart ve Sideritis trojana
Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin ¢ozeltileri i¢in ICsy degerleri hesaplandi

(Tablo 4.4).
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Tablo 4.4. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin

DPPH serbest radikali giderme aktivitelerinin 1Csy degerlerinin
standart antioksidanlar (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) ile
karsilastirilmasi

Standartlar ve Bitki Ekstraktlar1  [ICs ] (ng/mL)

BHA 11,1
BHT 22,2
a-Tokoferol 9,8

Troloks 10,2
Sideritis trojana Bornm. (Etanol) 21,8
Sideritis trojana Bornm. (Su) 38,5

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarmin c¢ozeltileri ve

kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde DPPH serbest radikali

giderme aktivitesi sergilediler: a-Tokoferol > Troloks > BHA > Sideritis trojana Bornm.
(Etanol) > BHT > Sideritis trojana Bornm. (Su).

4.1.5. 2,2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS) Radikali Giderme

Aktivitesi

Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarindaki

(10-30 pg/mL) ABTS™ giderme aktivitesinin Re ve arkadaslariin belirlemis olduklart

metoda gore 734

1
0,8

E

5 06

=~

g 04

2

3
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Sekil 4.5

nm’de absorbanslari dl¢tilerek belirlendi (Sekil 4.5).

—e—BHA
—&— BHT
—— o-Tokoferol
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—O— Sarikiz ¢ay1 (Etanol)
\\ \\n\ —0— Sarikiz ¢ay1 (Su)
\ \ -
‘ m ‘ 3
0 5 I&o%santrasyo%?pg/mL) 20 25 30
. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/mL) Sideritis trojana Bornm.

bitkisinin etanol ve su ekstraklarmin ABTS™ giderme aktivitelerinin
standart antioksidanlar (BHA, BHT, o-tokoferol ve troloks) ile
karsilastirilmasi
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Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin ¢dzeltilerinin ABTS™
radikali giderme aktivitesi cizildikten sonra (Sekil 4.5) herbir standart ve Sideritis trojana
Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin ¢ozeltileri i¢in ICsy degerleri hesaplandi

(Tablo 4.5).

Tablo 4.5. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin
ABTS™ giderme aktivitesinde ICsy degerlerinin standart
antioksidanlar (BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks) ile
karsilastirilmast

Standartlar ve Bitki Ekstraktlar1  [ICso] (ug/mL)

BHA 7,36
BHT 7,77
o-Tokoferol 11,26
Troloks 6,84

11,3

Sideritis trojana Bornm. (Etanol)
Sideritis trojana Bornm. (Su) 15,1

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarmin c¢ozeltileri ve
kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde ABTS™ giderme aktivitesi
sergilediler: Troloks > BHA > BHT > a-Tokoferol = Sideritis trojana Bornm. (Etanol) >

Sideritis trojana Bornm. (Su).

4.1.6. N,N’-dimethil-p-fenilendiamin dihidrokloriir (DMPD) Radikali Giderme
Aktivitesi

Sideritis trojana Bornm’un etanol ve su ekstraklarinin farkli konsantrasyonlarindaki
(10-30 pg/mL) DMPD radikali giderme aktivitesi Fogliona ve arkadaslarinin metodu ile
505 nm’de absorbanslar1 dlgtilerek belirlendi (Sekil 4.6)
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Sekil 4.6. Farkli konsantrasyonlardaki (10-30 ug/mL) Sideritis trojana Bornm.

bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin DMPD radikali giderme aktivitesinin
standart antioksidanlar (BHA, troloks) ile karsilastirilmasi

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin ¢ozeltilerinin DMPD

radikali giderme aktivitesi ¢izildikten sonra (Sekil 4.6) herbir standart ve Sideritis trojana

Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin ¢ozeltileri i¢in 1Csy degerleri hesaplandi

(Tablo 4.6).

Tablo 4.6. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin
DMPD giderme aktivitesinde 1Csy degerlerinin Standart
antioksidanlar (BHA, troloks) ile karsilastiriimasi

Standartlar ve Bitki Ekstraktlart  [ICs ] (ng/mL)

BHA 61
Troloks 24.9
42,5

Sideritis trojana Bornm. (Etanol)
Sideritis trojana Bornm. (Su) 46,7

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraklarinin c¢ozeltileri ve

kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla su sekilde DMPD™" giderme aktivitesi

sergilediler; Troloks > Sideritis trojana Bornm. (Etanol) > Sideritis trojana Bornm. (Su) >

BHA.
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4.1.7. Hidrojen Peroksit Giderme Aktivitesi

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlariin  farkli
konsantrasyonlarindaki (10-30 ug/mL) hidrojen peroksit giderme aktiviteleri Ruch ve
arkadaslarinin belirlemis olduklari metoda gore 240 nm’deki absorbanslari 6Slgiilerek

belirlendi.

Sideritis trojana Bornm.’un ortamdan giderilen H,O, radikali asagida verilen

denklemden yiizde olarak hesaplandi.

Cc

[H,0,] giderme aktivitesi (%) =(1—%}<100

Formiilde verilen A230-K kontrol niimunesinin absorbans degeridir. A230-N ise

calismada kullanilan su veya etanol ekstrelerinin ya da standart antioksidanlarin absorbans
degeridir (Koksal vd., 2009).

Sideritis trojana Bormn.’un su veya etanol ekstrelerinin 10 pg/mL
konsantrasyonunda hidrojen peroksit giderme aktivitelerinin birer standart antioksidan olan

a-tokoferol ve troloks ile karsilagtirmasi Sekil 4.7°de verildi.

Kullanilan konsantrasyonda (10 pg/mL) % hidrojen peroksit giderme degerleri ise
tablo seklinde verildi (Tablo 4.7).

15 4

12

H,0, giderme (%)
D

BHT a-Tokoferol  Kaz Dag1 Cay1 (Etanol)Kaz Dag1 Cayi (Su)

Sekil 4.7. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlariin 10 pg/mL
konsantrasyonunda hidrojen peroksit giderme aktivitelerinin birer
standart antioksidan olan BHT ve a-tokoferol ile karsilastirmasi grafigi
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Tablo 4.7. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin 10
pg/mL  konsantrasyonunda  hidrojen  peroksit  giderme
aktivitelerinin birer standart antioksidan olan BHT ve a-tokoferol
ile karsilagtirmasi

Standartlar ve Ekstraktlar H,0, Giderme (%)
BHT 14,21+0,383
o-Tokoferol 12,03+0,453
Sideritis  trojana  Bornm. 7.85140.436
(Etanol)

Sideritis trojana Bornm. (Su) 3,816+0,392

Sideritis trojana Bornm. ve kullanilan standart antioksidan molekiiller sirasiyla BHT
> a-Tokoferol > Sideritis trojana Bornm. (Etanol)> Sideritis trojana Bornm.(Su) seklinde
hidrojen peroksit giderme aktivitesi gosterdiler: Bu degerler sirasiyla %14,21, %12,03,
%7,851, %3,816 olarak bulundu.

4.1.8. Ferroz Iyonlar1 (Fe*") Selatlama Aktivitesi

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarnin farkli
konsantrasyonlarindaki (10-30 ug/mL) metal selatlama aktiviteleri Dinis ve arkadaslarinin
belirledikleri metoda goére 562 nm’deki absorbanslar 6l¢iilerek belirlendi.

Bu metotta azalan absorbans ferrozin baglanmadan o6nce metal iyonlarinin
selatlandigin1 gosterir. Asagida verilen denklemden selatlanan metal iyonu miktar1 ylizde

olarak hesaplandi.

Ferroz iyonlar (Fe*") selatlama aktivitesi (%) = [M] x 100

Kontrol

Formiilde verilen Asgp« degeri ortamda ferrozin ve Fe? iyonlarinin varligindaki
kontrol numunesinin absorbans degeridir. Asep.y iS€ SU veya etanol ekstrelerinin ya da
standart antioksidanlarin absorbans degeridir (Ruiz-Navajas vd., 2013).

Sideritis trojana Bormn.’un su veya etanol ekstrelerinin 10 pg/mL
konsantrasyonunda Ferr6z iyonlari (Fe®?  selatlama aktivitelerinin birer standart

antioksidan olan a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmasi Sekil 4.8°de verildi.
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Sekil 4.8. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin 10 pg/mL
konsantrasyonunda ferrdz iyonlari (Fe?) Selatlama Aktivitesi (%)
degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks ile karsilagtirmasi grafigi

Ekstraktlarin kullanilan konsantrasyonda (10 ug/mL) ferréz iyonlar1 (F ¢?*) selatlama
aktiviteleri tablo seklinde verildi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin 10 pg/mL
konsantrasyonunda Ferréz lIyonlar: (Fez+) Selatlama  Aktivitesi (%)
degerlerinin  birer standart antioksidan olan BHA, BHT, a-tokoferol ve
troloks ile karsilastirmasi

Standartlar ve Ekstraktlar Ferroz iyonlari (Fe*" Selatlama Aktivitesi (%)
BHA 17,129+0,530
BHT 14,8724+0,436
a-Tokoferol 21,460+0,361
Troloks 15,046+0,436
Sideritis trojana Bornm. (Etanol) 18,518+0,437
Sideritis trojana Bornm. (Su) 13,360+0,347

Sideritis trojana Bornm. ve kullanilan standart antioksidanlar sirasiyla o-tokoferol >
Sideritis trojana Bornm. (Etanol)> BHA > Troloks > BHT > Sideritis trojana Bornm. (Su)

seklinde ferrdz iyonlari (Fez+) selatlama aktivitesi sergilediler: Degerler sirasiyla %21,460,

%18,518, %17,129, %15,046, 14,872 ve %13,360 olarak bulundu.
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4.1.9. Toplam Fenolik Bilesik Miktar1 Tayini

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarda bulunan toplam fenolik
bilesik miktar1 tayinin i¢in standart fenolik bilesik olarak gallik asit kullanildi. Standart
grafikten elde edilen denklem yardimiyla Sideritis trojana Bornm. bitkisinin su ve etanol
ekstraktlar1 i¢in 760 nm’de bulunan toplam fenolik bilesik miktar1 gallik asit ekivalenti
(GAE) olarak hesaplandi (r2: 0,9954). Bu amagla hazirlanan gallik asit grafigi Sekil 4.9°de
verildi.

Sidertis trojana Bornm.’un su ve etanol ekstrelerinin toplam fenolik bilesik miktar
gallik asit ekivalenti olarak (GAE) pg/mg cinsinden bulunan miktarlar1 Tablo 4.9’de

verildi.

y =0,0672x

R2=0,9954
1,2 /

0.9 /
, "

Absorbans (760 nm)
o o
w (o]

0 4 8 12 16 20
[Gallik asit] (ng/mL)

Sekil 4.9. Toplam fenolik bilesik miktar: tayini i¢in hazirlanan standart grafigi
Sideritis trojana Bornm.’un su ve etanol ekstraktlarinda bulunan toplam fenolik

bilesik miktarin1 hesaplamak amaciyla standart grafikten elde edilen asagida gosterilen

esitlikten faydalanildi.

Absorbans(A760nm ) = 0,0672x [GAE]
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4.1.10. Toplam Flavonoit Miktar1 Tayini

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinda bulunan toplam
flavonoit bilesik miktar1 tayini i¢in standart flavonoit bilesik olarak kuersetin kullanildi.
Standart grafikten elde edilen denklem yardimiyla Sideritis trojana Bornm. bitkisinin su ve
etanol ekstrelerinde 415 nm’de bulunan toplam flavonoit bilesik miktar1 kuersetin
ekivalenti (KE) olarak hesaplandi (r2: 0,9962). Bu amagla hazirlanan kuersetin grafigi Sekil
4.10’da verildi.

48 y = 0,0502x /

4 R2=0,9962
[
g /
= 24
& /
S 16
8 /
<08
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[Quarsetin] (ug/mL)

Sekil 4.10. Toplam flavonoit miktari tayini i¢in hazirlanan kuersetin grafigi

Sideritis trojana Bornm.’un su ve etanol ekstraktlarinda bulunan toplam flavonoit
miktarini hesaplamak amaciyla standart grafikten elde edilen, asagida gosterilen esitlkten

faydalanildi.

Absorbans(A415nm ) = 0,0502x [KE]

Sidertis trojana Bornm.’un su ve etanol ekstraktlarinda toplam flavonoit bilesik

miktart kuersetin ekivalenti (KE) pg/mg cinsinden bulunan miktarlar1 Tablo 4.9°de verildi.
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Tablo 4.9. Sideritis trojana Bornm’un su ve etanol ekstraktlarinin GAE cinsinden toplam
fenolik bilesik ve KE cinsinden toplam flavonoit miktar1 (ng/mg)

Ekstraktlar

Toplam Fenolik

pg/mg

Toplam Flavonoit

pg/mg

Sideritis  trojana

(Etanol)

Bornm.

106,895+0,861

65,367+0,461

Sideritis trojana Bornm. (Su)

78,372+1,135

19,550+0,677

4.2. Mineral Analizi

Sideritis trojana Bornm.’un 20 element (Ni, Cu, Zn, Se, Mn, Cd, Sb, K, Pb, Cr, Na,
Mg, P, S, Hg, Ca, B, Mo, Fe, As) i¢in mineral igerigi mg/kg olarak Tablo 4.10°da

verilmigtir. Mineral igeriginin belirlenmesinde faydalanilan limit of detection (LOD) ve

limit of quantification (LOQ) degerleri Tablo 4.11°de verilmistir.

Sideritis trojana Bornm. bitkisinde Mg, P, S, Ca, K elementlerinin yiiksek miktarda

bulundugu gézlemlenmistir.

Tablo 4.10. Sideritis trojana Bornm.’un mineral igerigi

L. Na Mg P S Hg
BITKI ppm Ppm Ppm Ppm Ppm
(mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)
Sideritis
trojana 59,13 1631,79 1094,80 1110,75 0,16
Bornm.
. . Ca B Mo Fe As
BITKI Ppm Ppm Ppm Ppb Ppb
(mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)
Sideritis
trojana 2068,7 - 0,39 1,37 0,42
Bornm.
Ni Cu Zn Se Mn
BIiTKI Ppb Ppb Ppb Ppb Ppb
(mg/Kg)  (mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)
Sideritis
trojana 2,39 4,51 6,19 0,14 33,23
Bornm.
Cd Sb K Pb Cr
BITKI Ppb Ppb Ppb Ppb Ppb
(mg/Kg) (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)  (mg/Kg)
Sideritis
trojana 0,03 10,97 13331,28 2,16 3,51
Bornm.
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Tablo 4.11. Sideritis trojana Bornm.’un LOD ve LOQ degerleri

ELEMENT Na Mg b S Hg
0,1 ppm 0,1 ppm lppm l1ppm 1ppb
R 0,9989 0,9997 0,9995 0,9992 0,9992
S.D 0,003 0,002 0,052 0,035 0,033
LOD 0,009 0,007 0,155 0,104 0,100
LOQ 0,030 0,022 0,518 0,348 0,335
Ca B Mo Fe As
0,1ppm 1 ppb 1 ppb 0,1ppm

R 0,9991 0,9985 0,9996 0,9999 1,0000
S.D 0,007 0,06 0,02 0,009 0,003
LOD 0,022 0,17 0,06 0,027 0,008
LOQ 0,074 0,58 0,21 0,089 0,025
Ni Cu Zn Se Mn

0,1 ppm 0,1 ppm 0,1 ppm 0,1 ppm 0,1 ppm

R 1,0000 1,0000 0,9992 1,0000 1,0000
S.D 0,003 0,003 0,012 0,002 0,015
LOD 0,008 0,037 0,007 0,046

0,008
LOQ 0,027 0,026 0,122 0,024 0,155
cd Sb K Pb Cr

0,1 ppm 1 ppb 0,1 ppm 0,1 ppm 0,1 ppm

R 1,0000 0,9998 0,9999 0,9999  1,0000
S.D 0,003 0,03 0,012 0,005 0,003
LOD 0,008 0,09 0,036 0,014 0,008
LOQ 0,027 0,29 0,121 0,045 0,027
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4.3. Antibakteriyel Aktivite

Sideritis trojana Bornm.’dan hazirlanan DMSO’da ¢6ziinmiis etanol ve su
ekstraktlarin 10 bakteri lizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri disk difiizyon yontemi ile
belirlendi (Tablo 4.12). Pozitif kontroller biiyiikk zon verdiklerinden dolayr farkli
besiyerlerinde disk difiizyon yontemi uygulanmistir. Suda ¢oziinen etanol ekstraktinin

higbir bakteride zon olusturmadig1 gozlemlenmistir.

Tablo 4.12. Sideritis trojana Bornm.’dan hazirlanan etanol ve su ekstraktlarin 10
bakteri lizerindeki antimikrobiyal aktiviteleri

INHIBISYON ZON CAPLARI (mm)
. Etanol Su . .
P PRI ekstrakt | ekstrakt | DMSO ’:\l;rllt?:cstlgrrrlll Bfi'r;[ra
(DMSQ) | (DMSO)

S.aureus ATCC:
29213 10,1 7,8 ) 12,2 95
E.faecalis 29212
2STIK 9,8 6,8 ) 32,7 21,4
S.pneumoniae
ATCC: 49619 106 8,2 ) ) )
E.coli 25922 8,6 7,1 () 25,4 10,8
P.aeruginosa 27853 10,2 8,0 ) 12,1 ()
E.coli 35218 9,9 9,6 () 13 9,7
E.coli BC 1402 10,9 10,6 (-) (-) (-)
P.putida BC 1617 - 7,3 ) 15,4 10,2
Klebsiella
pnemoniae BL 2003 108 88 ) 111 94
B.cereus ATCC:
33019 - 8,8 ) 11,9 8,7
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Sekil 4.11. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢6ziinmiis
etanol ekstraktlarimin (1), DMSO’da ¢6ziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
B. cereus iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlari

Sekil 4.12. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢oziinmiis
etanol ekstraktlarin (1), DMSO’da ¢0ziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
Klebsiella pnemoniae iizerinde olusturdugu inhibisyon
zonlar1
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Sekil 4.13. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢dziinmiis
etanol ekstraktlarimin (1), DMSO’da ¢6ziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
P.putida iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlari

Sekil 4.14. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢oziinmiis
etanol ekstraktlarinin (1), DMSO’da ¢0Oziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
E.coli BC 1402 iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlari
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Sekil 4.15. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢6ziinmiis
etanol ekstraktlarmin (1), DMSO’da ¢Oziinmils su
ekstraktlarinin (2), suda ¢ozlinmiis etanol ekstraktinin (3) ve
negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin E.coli
35218 iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1

Sekil 4.16. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢oziinmiis
etanol ekstraktlarinin (1), DMSO’da ¢6ziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
P.aeruginosa tizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1
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Sekil 4.17. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢oziinmiis

etanol ekstraktlarimin (1), DMSO’da ¢Oziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
E.coli 25922 tizerinde olusturdugu inhibisyon zonlart

Sekil 4.18. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢6ziinmiis

etanol ekstraktlarimin (1), DMSO’da ¢6ziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢ozlinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
S.pneumoniae iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlari
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Sekil 4.19. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢6ziinmiis
etanol ekstraktlarinin (1), DMSO’da ¢oziinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
E.faecalis tizerinde olusturdugu inhibisyon zonlart

Sekil 4.20. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin DMSO’da ¢oziinmiis
etanol ekstraktlarinin (1), DMSO’da ¢0zlinmiis su
ekstraktlarinin (2), suda ¢oziinmiis etanol ekstraktinin (3)
ve negatif kontrol olarak DMSO (4) emdirilen disklerin
S.aureus iizerinde olusturdugu inhibisyon zonlar1
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5. TARTISMA

Calismamizda, Lamicae familyasinin bir {iyesi olan Sideritis trojana Bornm. bitkisi
su ve etanol ile ekstrakta edildi. Her bir ekstraktin antioksidan ve antiradikal aktivitelerini
belirlemek amaciyla Fe**-Fe?* indirgeme kapasitesi, Cu**-Cu®* indirgeme kapasitesi, Frap
indirgeme kapasitesi, DPPH serbest radikal giderme aktivitesi, ABTS™ giderme aktivitesi,
DMPD™" giderme aktivitesi, serbest olmayan bir reaktif oksijen tiirii olan hidrojen peroksit
giderme aktivitesi, Ferroz Iyonlar1 (Fe**) selatlama aktivitesi, toplam fenolik ve flavonoid
madde igerikleri ¢alisilmistir. Ekstraktlar BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks gibi standart
maddeler ile karsilastiriimistir.

Bilindigi iizere antioksidan kapasiteyi belirlemek i¢in kullanilan en Onemli
parametrelerden birisi indirgeme kapasitesidir (Meir vd., 1995). Bir elektron kazanci bir
kimyasalin indirgenmesi olarak tanimlanirken, bir elektronun kaybedilmesi oksidasyon
olarak tanimlanir. Her indirgenen antioksidan molekiilii antioksidan olmak zorunda
degildir. Pro-oksidanlar etkili bir sekilde gideren bir antioksidan ferrik iyonlarim etkili bir
sekilde indirgemeyebilir (Giilgin, 2012). Radikal giderme aktiviteleri antioksidanlarin,
biyolojik sistemlerde gida ve farmasétik sanayilerde serbest radikallerin zararli etkilerinin
azaltilmasi ya da giderilmesi i¢in 6nem arzetmektedir (Min, 1998).

Antioksidan kapasitesini belirleme de kullanilan metodlardan birisi olan Fe®'- Fe®*
indirgeme kapasitesi; Ferrik iyonlarim (Fe**) ferréz iyonlarma (Fe?*) indirgeme kapasitesi
Fe[(CN)e]*"’nin Fe[(CN)g]**’ye indirgenmesiyle 8l¢iilmekte olup Prussian mavisi renginde
bir kompleks olan Fes;[Fe(CN)s]s olusumuna yol agar (Giilgin, 2012). Bu metodda test
soliisyonlarinin sar1 rengi antioksidan numunelerin indirgeme giiciine bagh olarak yesil ve

mavi renk tonlarina doniistir.

Fe(CN)GS_ IndirgeyidAjan Fe(CN)64—

Fe(CN)," +Fe* ——Fe,[Fe(CN),],

Indirgeme kapasitesi tayininde ¢calismamiz da kullanilan Sideritis trojana Bornm. un

su ve etanol ekstraklarinin Fe*¥ii Fe+2’ye doniistiirebilme etkinligi incelenmistir.  Bir



bilesigin elektron transfer edebilmesiyle alakali olan indirgeme kapasitesi antioksidan
aktivitenin 6nemli bir gostergesi olarak kabul edilmektedir.

Calismamizda 20 ug/mL konsantrasyonunda Sideritis trojana Bornm.’un etanol
ekstrakti su ekstraktindan daha gii¢lii bir indirgeme gosterdigi belirlenmistir. Standart
antioksidanlar ile mukayese edildiginde ise Sideritis trojana Bornm. un etanol ¢6zeltisinin
a-tokoferol ile esit bir indirgeme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Bitki
ekstraktlarinin ve standart antioksidanlarin indirgeme kapasiteleri aralarindaki iligki;
BHA> Troloks > BHT > a-Tokoferol = Sideritis trojana Bornm.(Etanol) > Sideritis
trojana Bornm.(Su) seklindedir (Tablo 5.1)

Iki tane salvia tiirii (Salvia tomentosa, Salvia fruticose), bes tane sideritis tiiriiniin
(Sideritis congesta, Sideritis pisidica var. termessi, Sideritis arguta, Sideritis perfoliata ve
Sideritis libanotica subsp. linearis.) Erdogan Orhan ve arkadaslari tarafindan 2010°da Fe®'-
Fe?" indirgeme kapasitesileri 0,25, 0,50, 1 mg/mL konsantrasyonlarinda c¢alisilarak
absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Bu konsantrasyonlardaki bes sideritis bitki tiirii i¢in 0,26- 1,19
arasinda absorbans degerleri bulunmustur. Calismamiz ile mukayese edildiginde Sideritis
trojana Bornm. bitkisinin daha diisiik konsantrasyondaki (20 pg/mL) etanol ve su
ekstraktlarinin daha yiiksek bir indirgeme kapasitesi gosterdigi gézlemlenmistir.

FRAP metodu, ferrik iyonlarini (Fe*") ferréz iyonlarina (Fe?*) indirgeme metodudur.
Bu metot, asidik ortamda ferrik iyonunu 2,4,6-tripridil-s-triazin kompleksini [Fe**-
(TPTZ),]*" yogun mavi renkli ferrdz kompleksine [Fe**-(TPTZ)2]** indirgeyebilen
antioksidanlar1 6l¢mekte kullanilir (Benzie ve Strain, 1996).

FRAP gercekte, mekanistik ve fizyolojik antioksidan aktiviteyle iliskili olmayan
ferrik iyon temelli indirgeme kapasitesini 6l¢er. Bununla birlikte FRAP diger indirgeyici
analiz yontemlerinden farkli olarak hizli, basit, ucuz, saglam ve TPTZ disinda spesifik
malzeme gerektirmeyen bir yontemdir. FRAP yonteminin bu avantajlarinin yanisira bazi
dezavantajlar1 da s6z konusudur. Sistem igerisinde serbest radikaller olmadigindan dolayz,
antioksidan kapasitenin farkli radikal tiirler ile karsilastirilmasit miimkiin degildir (Prior
vd., 2005; Giilgin, 2012).

FRAP testinin mekanizmasi, karisik tek elektron transferine dayanan reaksiyonlar
(SET) ve hidrojen transferine dayanan reaksiyonlar (HAT) yerine tamamen elektron
transferi oldugundan, diger yontemlerle kombinasyon halinde baskin mekanizmalar1 farkli

antioksidanlar ile ayirt etmekte ¢ok yararl olabilir (Prior vd., 2005).
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Mevcut ¢alismamizda elde edilen sonuglar incelendiginde 20 pg/mL Sideritis trojana
Bornm. bitkisinin etanol ekstraktinin su ekstraktina nazaran daha giiclii indirgeme
gostermis oldugu gozlemlenmistir. Ancak Sideritis trojana Bornm.’un su ve etanol
ekstraktlar1 standart antioksidanlar ile mukayese edildigi zaman ise daha diisiik indirgeme
gosterdigi gozlemlenmis olup indirgeme kapasiteleri arasindaki iliski; BHA > Troloks >
BHT > o-Tokoferol > Sideritis trojana Bornm.(Etanol) > Sideritis trojana Bornm.(Su)
seklindedir (Tablo 5.1).

Goulas ve arkadaslarinin 2014°de Sideritis syriaca tiriiniin FRAP indirgeme
kapasitesini belirlemek i¢in yapmis olduklar1 ¢alismada indirgeme kapasitesini askorbik
asit esdegerine gore 13,4 mmoL/100 g kuru madde seklinde bulmuslardir.

Diger bir indirgeme metodu olan Kuprak metodu ise Apak ve arkadaglar tarafindan
gelistirilmistir  (Apak vd., 2006). Kuprak metodunun esas1 indirgeyicilerin veya
antioksidanlarin neokuprin varliginda kuprik iyonlarini (Cu+2) kupréz iyonlarina
indirgenmesine dayanir (Giilgin, 2012). Bu metot basit, hizli, kararli, diisiik maliyetli,
secimli ve aym1 zamanda indirgeyici maddenin tiirine veya hidrofilikligine dikkat

edilmeden gesitli antioksidanlar i¢in kullanilan bir metotdur (Giilgin, 2008, 2012).

Sekil 5.1. Kuprak reaksiyonu (HA: Antioksidan bir molekiil, A™: Okside
antioksidan molekiil)

Calismamizda uygulanan kuprak indirgeme metoduna goére Sideritis trojana Bornm.
bitkisinin 20 png/mL’daki etanol ekstraktinin ayni konsantrasyondaki su ekstraktindan daha
yiiksek bir indirgeme potansiyeline sahip oldugu gézlemlenmistir. Ayrica Sideritis trojana
Bornm.’un etanol ekstraktinin standart antioksidan olarak kullanilan o-Tokoferol, BHA ve
BHT’den daha yiiksek bir indirgeme kapasitesine de sahiptir. Sideritis trojana Bornm.’un

etanol ve su ekstraklari standart antioksidanlar ile mukayese edildiginde indirgeme
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siralamasinin Troloks > Sideritis trojana Bornm.(Etanol) > BHA > a-Tokoferol > BHT >
Sideritis trojana Bornm.(Su) seklinde oldugu gézlemlenmistir (Tablo 5.1).

Dereli 2016°’da yapmis oldugu bir ¢alismada Sideritis bilgerana bitkisinin kuprak
indirgeme metoduna gore indirgeme kapasitesini hekzan, methanol ve aseton ekstraktlari
i¢cin incelemis oldugu ve troloks esdegeri cinsinden 0,086-0,26 pg/mL arasinda degerler

buldugu gézlemlenmistir.

Tablo 5.1. 20 pg/mL konsantrasyonunda Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve
¢ozeltilerinin ferrik iyonlarmin (Fe*"), kuprik (Cu?") iyonlarinin
indirgeme kapasitelerinin ve FRAP metoduna gore ferrik iyonlarinin
(Fe*) indirgenme kapasitelerinin birer standart antioksidan olan
BHA, BHT, a- tokoferol ve troloks ile karsilastirmalari

Standartlar Absorbans Absorbans Absorbans
ve Bitki (700 nm) (450 nm) (593 nm)

Ekstraktlart (20 pg/mL) (20 ng/mL) (20 png/mL)

BHA 1,837 0,370 2,280

BHT 1,063 0,335 1,653

o-Tokoferol 0,696 0,358 1,169

Troloks 1,199 0,440 1,975

Sideritis

trojana Bornm. 0,672 0,380 0,412

(Etanol)

Sideritis

trojana Bornm. 0,456 0,264 0,294

(Su)

Bitki esktraklarinda, saf maddelerde, yiyecek ve igeceklerde antiokidan kapasiteyi
belirlemek amaciyla DPPH, ABTS, DMPD radikalleri giderme aktivitesi gibi tayin
metotlar1 kullanilmaktadir. Bu metodlardan 6zellikle ABTS™ ve DPPH' yontemleri basit,
hizli, hassas ve tekrarlanabilir yontemlerdir. Radikal giderme yontemleri olan bu yontemler
yiiksek duyarliliga sahiptir (Awika vd., 2003; Giil¢in vd., 2005¢, Giilgin, 2012).

Antioksidan bir maddenin DPPH’, ABTS™ ve DMPD™ radikal ¢ozeltilerinden
birisine eklendigi zaman bu reaktif tiirleri indirgenerek bir renksizlesme olusturur
(Sehitoglu, 2012).

DPPH® + AH——+DPPH, +A®

ABTS* + AH——>+ABTS" + A*
DMPD*" + AH——+DMPD" + A®
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Son zamanlarda kararli organik bir radikal olarak bilinen DDPH bitki oziitleri ve
yiyeceklerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
DPPH ¢ozeltisi mordur ve antioksidan bilesik ile etkilesimde yapis1 degistiginden sari
renkli yeni bir bilesik haline doniisiir. Renk degisimi antioksidan konsantrasyonu ile dogru
orantilt olarak degismektedir. DPPH' yoOntemi basit, hizli, hassas ve tekrarlanabilir
yontemdir. DPPH radikalinin bir hidrojen verici antioksidant madde varliginda radikal
olmayan DPPH-H’a doéniistimiiniin spektrofotometrik olarak Ol¢iilmesi esasina dayanir ve

tepkime mekanizmasi agsagida gosterildigi gibidir.

DPPH"* + Antioksida n-H——DPPH-H + A

Calismamizda Sideritis trojana Bornm. bitkisinin 10-30 ug/mL’deki her bir ekstrakti
icin DPPH serbest radikal giderme aktivitesi belirlenerek ICso degeri hesaplanmigtir. Bitki
ekstraktlarinin DPPH' serbest radikal giderme aktiviteleri i¢in hesaplanan ICsg degerleri
arasindaki iligki etanol ekstrakti (21,8 pg/mL ) > su ekstrakti (38,5 pg/mL) seklinde
belirlenmistir. Standart antioksidanlar ile mukayese edildiginde ise a-tokoferol > troloks >
BHA > Sideritis trojana Bornm.(etanol) > BHT > Sideritis trojana Bornm.(su) olarak
tespit edilmis olup ICsq degerleri 9,8-38,5 pg/mL arasindadir (Tablo 5.2).

Radojevi¢ ve arkadaslart 2012°de DPPH serbest radikal giderme aktivite tayini igin
Sideritis montana L. bitki ekstraktlarinin 1Csq degerlerinin 31,37 - 527,96 pg/mL arasinda
oldugunu belirlemislerdir. Carik¢1 ve arkadaslari ise 2012°de endemik iki sideritis tiiriiniin
DPPH serbest radikal giderme aktivitelerini 1Csg olarak hesaplamis ve 41,75-56,26 pg/mL
arasinda degerler bulmuslardir.

Lamiaceae familyasina ait Sideritis raeseri ssp. raeseri, Sideritis raeseri ssp. attica ve
farkl: tiirlerin bulundugu bir baska calismada Stagos ve arkadaslar1 2012°de antioksidan
kapasitesini belirlemek amaciyla yapmis oldugu DPPH radikali giderme metodunda,
sideritis tiirleri igin 1Cso degerlerini 31-94 pg/mL arasinda bulmuslardir.

Bu ¢alismalarda kullanilan sideritis tiirleri ile mukayese edildiginde Sideritis trojana
Bornm.’un daha yiiksek aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Sideritis tiirleri ile ilgili bagka bir ¢calismada Pljevljakusic ve arkadaslari dort farkl

donemde toplanan Sideritis raeseri subsp. raeseri bitkisinin DPPH serbest radikal giderme
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aktivitelerini 1Csp olarak 17,9-45,1 pg/mL seklinde bulmuslardir. Calismamiz da kullanilan
bitkimizinde bu aralikta aktivite gosterdigi gozlenmistir.

ABTS" giderme metodu Re ve arkadaslar tarafindan gelistirilmis olup ABTS bir
oksidan tarafindan okside edilerek koyu renkli olan ABTS" katyonu olusturur. Antioksidan
kapasitesi test bilesiklerinin ABTS™ ile dogrudan reaksiyona sokulurak renkteki azalma ile
olgiiliir (Giilgin, 2012). DPPH radikallerinden daha reaktif olan ABTS-" radikal
reaksiyonlart hem hidrojen atom transferi hem de tek elektron transferi icermektedir
(Kaviarasan vd., 2007; Giilgin, 2012). ABTS™" , gida bilesenleri icindeki antioksidanlarla,
genellikle 30 dakika i¢inde hizli tepkime verir. Genis bir pH aralifinda kullanilabilir ve
antioksidan mekanizmalar tizerindeki pH etkilerini incelemek i¢in kullanilabilir. Ayrica,
ABTS™ hem sulu hem de organik ¢oziiciilerde ¢oziiniir ve iyonik mukavemetten
etkilenmez. Bu nedenle ekstraktlarin ve viicut sivilarinin hidrofilik ve lipofilik antioksidan
kapasitelerini belirlemek i¢in ¢oklu ortamda kullanilabilir (Awika vd., 2003).

Calismamiz da kullanilan Sideritis trojana Bornm. bitkisinin 10-30 ug/mL’deki su
ve etanol ekstraktlarinin ABTS radikal giderme aktivitesi i¢in hesaplanan ICso degerleri
arasindaki iliski; Sideritis trojana Bornm.(etanol) (11,3 pg/mL )> Sideritis trojana
Bornm.(su) (15,1 pg/mL) seklindedir. Standart antioksidanlar ile mukayese edildiginde
Troloks > BHA > BHT > a-Tokoferol = Sideritis trojana Bornm. (Etanol) > Sideritis
trojana Bornm. (Su) seklinde siralamaya sahip oldugu goriilmiistiir (Tablo 5.2).

Stagos ve arkadaslarinin 2012°de Lamiaceae familyasina ait bazi tiirlerin ABTS
radikalini giderme aktivitesini belirlemek amaciyla yapmis olduklari bir ¢alismada radikal
giderme aktivitesinin bir etkinligi olan ICso degerlerinin 12-95 pg/mL arasinda oldugu
sonucuna varmislardir. Calismamiz ile mukayese edildiginde Sideritis trojana Bornm. un
etanol ekstraktinin daha yiiksek aktivite gosterdigi; su ekstraktinin ise es deger bir giderme
gosterdigi belirlenmistir.

Miguel ve arkadaslar1 2014°de Sideritis arborescens (yaprak), S. arborescens (kok),
bitkisinin ABTS' radikalini giderme aktivitesini arastirmiglar ve 0,110 — 0,289 mg/mL
arasinda ICsp degerine sahip olduklarimi tespit etmislerdir. Calismamiz ile
karsilagtirildiginda bitki ekstraktlarimizin ¢ok daha iyi giderme gosterdigi gézlemlenmistir.

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in diger bir
radikal giderme yontemi olan DMPD metodunda, DMPD"ye bir H atomu transfer edebilen
antioksidanlar ¢ozeltideki rengi giderek renksizlestirirler (Ak ve Giilgin, 2008).
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NHs" NH* H
e/ H* e/ H
—_— —_—
NN NN NN
HaC CH, HsC CHy HaC CH,
DMPD DMPD * DMPD *

Sekil 5.2. DMPD"’nin olusum ve giderilme mekanizmasi

DMPD metodu 6zellikle hidrofilik antioksidanlar i¢in uygundur fakat hidrofobik
biyoaktif bilesikler i¢in daha az duyarlidir.

Calismamizda Sideritis trojana Bornm.’un 10-30 pg/mL’deki su ve etanol
ekstraktlarmin  DMPD radikali giderme aktiviteleri i¢in hesaplanan ICso degerleri
arasindaki iliski Sideritis trojana Bornm. (Etanol) (42,5 pg/mL) > Sideritis trojana Bornm.
(Su) (46,7 pg/mL) olarak belirlenmistir. Standart antioksidanlara karst mukayese
edildiginde ise 1Csy degeri 24,9-61 pg/mL arasinda bulunmus ve giderme aktiviteleri
Troloks > Sideritis trojana Bornm. (Etanol) > Sideritis trojana Bornm. (Su) > BHA
seklinde siralanmistir (Tablo5.2).

Basile ve arkadaglar1 2006°da Sideritis italica tiiriinden elde edilen ugucu yaglarin
antioksidan kapasitelerini belirlemek i¢in yapmis olduklar1 ¢alismada DMPD radikali
giderme aktivitesine (Troloks es degerine gore yaprakta 4.53+0.67 ve cicekte 3.91+0.58

mM/1 sahip oldugunu gozlemlemislerdir.

Tablo 5.2. Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ¢6zeltilerinin DPPH radikal
giderme, ABTS radikal giderme ve DMPD radikal giderme
aktivitelerinin 1Csy degerlerinin birer standart antioksidan olan BHA,
BHT, a-tokoferol ve troloks ile karsilastirmalari

DPPH ABTS DMPD

Standartlar ve Bitki Ekstraktlari
(ICs0)  (ICs0)  (ICsp)

BHA 111 7,36 61
BHT 22,2 1,77 -
a-Tokoferol 9,8 11,26 .
Troloks 10,2 6,84 24,9

Sideritis trojana Bornm. (Etanol) 21,8 113 42,5
Sideritis trojana Bornm. (Su) 38,5 15,1 46,7
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Hidrojen peroksit canli organizmalarda superoksit dismutaz gibi pek ¢ok enzim
tarafindan meydana getirilebilmektedir ayrica polifenol igerik olarak zengin olan gida ve
iceceklerden de iiretilebilmektedir. Hidrojen peroksitin bir ugtan bir uca diffiize olarak
hiicre membraninda birgok bilesigi oksitleyebildigi gibi hidrojen peroksitin iiretiminin bazi
bakteri ve fungal tiirlerini dldiirmede de onemli rol oynadigi bilinmektedir. Hidrojen
peroksitin hiicre kiiltiirene eklenmesi ile geg¢is metal iyonlarinin varliginda oksidatif DNA
hasarlarina neden olan hidroksi iyonlariin olusmasina sebebiyet vermektedir. Hidrojen
peroksit ¢ok reaktif olmamasima ragmen hiicrede serbest radikallerin artmasina neden
olmasindan dolay1 zamanla hiicre i¢in toksik bir etki olusturabilir. Bir¢ok hiicre tipinde 20-
50 mg’in iizerinde olmasi durumunda toksitiye sebep olabilmektedir. Biitiin bu
olumsuzluklardan dolay1 farmasétik ve gida sistemlerinin oksidatif hasarlardan korunmasi
icin hidrojen peroksitin uzaklastirilmasi biiyilkk onem arzetmektedir (Serbetci, 2007;
Sarikaya, 2009).

Mevcut ¢alismamizda Sideritis trojana Bornm. bitkisinin su ve etanol ekstraktlarinin
hidrojen peroksit giderme potansiyeli arastirilmis olup, bunun neticesinde Sideritis trojana
Bornm’un etanol ekstraktinin su ekstraktina nazaran daha yiiksek giderme potansiyeline
sahip oldugu goriilmistir. Sideritis trojana Bornm.’un 10 pg/mL etanol ve su
ekstraktlarmin % H,0, giderme aktivitelerinin standart antioksidan olan BHT ve a-
Tokoferol ile karsilastirildiginda siralamanin; BHT > o-Tokoferol > Sideritis trojana
Bornm. (Etanol)> Sideritis trojana Bornm.(Su) seklinde oldugu gézlemlenmistir. Degerler
sirastyla % 14,214+0,383, 12,03+0,453, 7,851+0,436, 3,816+0,392 olarak bulunmustur
(Tablo 5.3).

Sideritis tiirlerine ait hidrojen peroksit giderme metodu kullanilarak yapilan hi¢ bir
calismaya rastlanmmuistir.

Ferroz (Fe2+) iyonu gibi iyonik tiirlerin organizmada ROS {iretimini
kolaylastirmasindan dolayr demir selatlama aktivitisi olduk¢a Onem kazanmaktadir.
Metallerin katalizledigi oksidasyon reaksiyonlarini engellemek veya geciktirmek i¢in metal
iyonlar1 selatlama aktivitesi sik bir sekilde kullanilan énemli bir antioksidan metodudur.
Lipitleri oksitleyen en dnemli oksitleyici metal olarak bilinen demirin bu 6zelligi yiiksek
aktivitesinden kaynaklanmaktadir. Metal iyonlar arasinda ferrdz iyonlart (Fe**) olarak
bilinen iyonlar en énemli prooksidan iyonlardir. Fenton tipi reaksiyonlarda peroksitlerin

ortamda varlig1 esnasinda ferrik iyonlar (Feg+) da olusabilir lakin ferréz iyonlari (Fe*),
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ferrik iyonlarindan (Fe**) on kat daha reaktiftir (Miller, 1996). Bu reaksiyonlar sonucunda
peroksitlerden daha reaktif olan OH radikalleri de olusabilmektedir (Giilgin, 2007).

Fe?" +H,0, — Fe*" + OH*+OH" (Fenton reaksiyonu )

Boylece ferrdz iyonlari (Fe”*) selatlama kapasitesi, ferroz iyonlari (Fe®")
konsantrasyonlarint minimuma indirme ve dolayisiyla da oksidatif hasara sebep olan
serbest radikal olusumu inhibisyonu ile yakindan ilgilidir (Giilgin vd., 2007b).

Metal selatlama ile verilen bu bilgiler ¢ercevesinde g¢alismamizda Sideritis trojana
Bornm. bitkisinin 10 pg/mL’daki etanol ve su ekstraklarmin selatlama aktivitesi
incelenmistir ve standart antioksidanlar ile karsilastirilmistir. Bunun neticesinde o-
tokoferol > Sideritis trojana Bornm. (Etanol)> BHA > Troloks > BHT > Sideritis trojana
Bornm. (Su) seklinde ferr6z iyonlar (Fez+) seklinde selatlama aktivitesi sergilemislerdir:
Degerler sirastyla %21,460, %18,518, %17,129, %15,046, 14,872 ve %13,360 olarak
bulunmustur (Tablo 5.3).

Tablo 5.3. Sideritis trojana Bornm. bitkisinin etanol ve su ekstraktlarinin 10 pg/mL
konsantrasyonunda hidrojen peroksit giderme aktivitesi ve (Fe®")
selatlama Kkapasitesinin birer standart antioksidan olan BHT ve a-
tokoferol ile karsilagtirmasi

H,O,Giderme  (Fe*") Selatlama

Standartlar ve Bitki Ekstraktlari

(%) (%)
SHA 2 17,129+0,530
BHT 14,210,383 14,872+0,436
-Tokoferol 12,03£0,453 21,46020,361
Troloks - 15,046+0,436
Sideritis trojana Bornm. (Etanol) 7,851+0,436 18,518+0,437
3,816+0,392 13,360+0,347

Sideritis trojana Bornm. (Su)

Erdogan Orhan ve arkadaglart 2010°da bes sideritis tiiriiniin (Sideritis congesta,
Sideritis pisidica var. termessi, Sideritis arguta, Sideritis perfoliata ve Sideritis libanotica
subsp. linearis.) (Fe?*) selatlama kapasitelerini incelemisler ve % selatlama kapasitelerinin

% 2,50-20,84 mg/mL arasinda degerlere sahip oldugunu belirlemislerdir. Calismamiz ile
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mukayese edildiginde Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ekstraktlari daha yiiksek
metal selatlama aktivitesi gostermis oldugu gozlemlenmistir.

Bitkilerde antioksidan aktivite gosteren bilesiklerin basinda fenolik bilesikler ve
flavonoitler gelmektedir (Connor vd., 2002; Guo vd., 2003). Bitkilerde bulunan fenolik
bilesiklerin antioksidan ve antimikrobiyal Ozelliklerinden dolay1 insan sagligi agisindan
cok 6nemli oldugu tespit edilmistir. Bu etkilerinden dolay1r ek gida olarak kullanim1 kabul
gormektedir (Nizamoglu ve Nas, 2010).

Bitkilerin mikroorganizmalar1 6ldiirlicii ve insan saglig1 i¢in 6nemli 6zellikleri, uzun
yillardan beri arastirilmaktadir. Bitkilerdeki dogal antioksidanlarin en dnemli gruplarimi
fenolik maddeler olusturmaktadir. Bunlar bitkilerin tiim kisimlarinda goriilen polifenolik
komponentlerdir. Bunlarin besinlerde bulunan ve kolaylikla oksitlenebilen maddeleri
oksidasyondan koruduklar1 bilinmektedir. Fenolik bilesenler radikal sondiiriicti 6zellikleri
olan ¢ok onemli bitki bilesenleridir. Bu bilesenler antioksidan aktiviteden sorumludurlar.
Toplam fenolik bilesen miktar tayininde amag¢ bitkinin igerdigi gallik asite ekivalent
fenolik bilesen miktarin1 bulmaktadir. Genellikle giiclii radikal sondiirme ve antioksidant
aktivitesi olan maddelerin yiiksek oranda fenolik bilesen icerdikleri bulunmustur. Bu
nedenle bu yontem bitkilerin igerdigi toplam fenolik bilesen miktarin1 6lgme temeline
dayanmaktadir (Sahin, 2010). Fenolik bilesikler, ikincil bitki metabolitleri olup bitki
kokenli gida firtinleri de dahil olmak iizere hemen hemen tiim bitki materyallerinde
bulunur. Bu bilesiklerin hem insan hem de hayvan diyetlerinin ayrilmaz bir parcasi oldugu
diisiiniilmektedir (Gtil¢in, 2006b). Dogal antioksidanlarin ¢ogu fenolik bilesiklerdir ve
dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplar1 tokoferoller, flavonoidler ve fenolik asitlerdir.

Mevcut ¢alismamizda Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ekstraklarinin toplam
fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit ekivalenti cinsinden etanol ekstrakti igin
106,895+0,861 pg/mg, su ekstrakti igin 78,372+1,135 pg/mg bulunmustur. Birbirleri ile
mukayese edildiginde etanol ekstraktinin, su ekstraktina nazaran daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir.

Atalay 2014°de Lamiaecea familyasina ait sideritis ve stachys tiirleri, Radojevi¢ ve
arkadaglarinin 2012°de Sideritis montana L bitkisiyle ilgili yapmis olduklari ¢aligmalarda,
toplam fenolik bilesik miktarlar1 arastirilmis olup sirastyla 12,71-30,87 mg/g, 49,05- 97,85
mQgGA/g olarak bulmustur. Sideritis trojona Bornm.’un etanol ve su ekstarklarinin bu

tiirlere gore daha yiiksek fenolik bilesige sahip oldugu gozlemlenmistir.
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Farkli bir ¢alismada ise Loizzo ve arkadaslarinin 2008’de baz1 bitki tiirlerinin toplam
fenolik bilesik miktari iizerine yapmis olduklar1 ¢alismada 66,8-84,9 mg/g arasinda deger
elde etmislerdir. Calismamiz ile mukayese ettigimiz de Sideritis trojana Bornm.’un etanol
ekstraktinin toplam fenolik bilesik miktarinin daha yiiksek oldugu, su ekstraktinin ise
yaklagik degerlere sahip oldugu gézlemlenmistir.

Flavonoidler ¢ogu bitki tiirinde bulunan ¢ok yararli dogal bilesiklerdir. Bu
molekiillerin ortak yapisal bilesenleri, bir 3-karbonlu halkasinin her iki yaninda iki benzen
halkas1 icerir. Bu yapilara bagl bir¢ok hidroksil grubu, seker, oksijen ve metil grubu
kombinasyonu birgok farkli sinif flavonoid: flavanollar, flavanonlar, flavonlar, flavan-3-ols
(katesinler), antosiyaninler ve izoflavonlar olusturur (Miller, 1996). Flavonoid glikozitler
ve flavonlar, Sideritis 6ziitlerinde en bol bulunan flavonoid gruplaridir (Radojevié, 2012).

Mevcut c¢alismamizda Sideritis trojana Bornm.’un etanol ve su ekstraktlarinin
toplam flavonoit miktarlar1 arastirilmis olup; etanol ekstraktinin, su ekstraktina nazaran
flavonoit miktarinin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Sideritis trojana Bornm.’un
Kuarsetin ekivalenti cinsinden etanol ekstraktinin flavonoit miktar1 65,367 pg/mg, su
ekstraktinin ise 19,550 pg/mg olarak bulunmustur.

Atalay 2014’de yapmis oldugu ¢aligmada Lamiaecea familyasina ait sideritis ve
stachys tiirlerinin toplam flavonoit miktarini arastirmis olup 5,45-9,12 mg/g arasinda
degerler bulmustur. Calismamiz ile mukayese edecek olursak Sideritis trojona Bornm.’un
etanol ve su ekstraktlarinin flavonoit miktarimin daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir.

Ozkan’in 2009°da Sideritis tiirleri (Sideritis caesarea Duman, Ayta¢ et Baser,
Sideritis condensata Boiss. & Heldr., Sideritis ozturkii Aytac & Aksoy, Sideritis perfoliata
Linnaeus ve Sideritis pisidica Boiss. & Heldr.) ile ilgili toplam flavonoit miktarini
belirlemek i¢in yapmis oldugu ¢alismada 1,43-3,83 mg/100g arasinda bir degere sahip
oldugu ve caligmamiz ile mukayese edildiginde Sideritis trojana Bornm. bitkisinin daha
yiiksek flavonoit igerige sahip oldugu gézlemlenmistir.

Miguel ve arkadaslarmin 2014’de Sideritis arborescens bitkisinin yaprak ve
koklerinde ve farkli tiirlerde toplam flavonoit miktarini arastirmis ve sideritis tiiriiniin
yaprak ve kok kismindaki degerlerini sirasiyla 2.076 ve 9,285 mg/g olarak bulmuslardir.
Calismamiz ile mukayese edildiginde Sideritiss trojana Bornm.’un etanol ve su
ekstraktlarinin toplam flavonoit miktarlarinin daha yiiksek oldugu gézlemlenmistir.

Mineraller normal metabolizma ve yasamsal fonsiyonlarin siirdiiriilebilmesi igin

insan viicudunda belirli miktarda bulunmasi elzem olan inorganik maddelerdendir. Mikro
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besinler gurubuna dahil olan minerallerin son derece az miktarlar1 yeterli olabilmektedir.
Birgok metabolik reaksiyona katilan mineraller esansiyel besinler arasinda yer alirlar
(Giingor, 2003).

Mineral ve eser elementler insanlar tarafindan uzun bir siiredir bilinmektedir. Anemi
tedavisinde demir igceren besinlerden yararlanilmis, ¢esitli hastaliklarda kursun igeren
merhemler kullanilmis ve uzun yillardan beri giimiis ve bakir tuzlar bagslica dezenfektan
olarak kullanilmistir.

Bir¢ok viicut fonsiyonunda katalizor gorevi goren mineraller metabolik olaylara
katilarak pihtilagma, kas liflerinin uyarilmasi gibi birgok biyolojik reaksiyonlarda gorev
alirlar. Kaslarin kasilmasi ve gevsmesi kalsiyum, potasyum, magnezyum ve sodyum
iyonlarinin uygun konsantrasyon ve dengesine baglidir (Giingdr, 2003). Ayrica mineraller
serbest oksijen radikallerini kendilerine baglayarak zincirlerini kirip fonsiyonlarinm
engellerler (Kozat, 2006).

Literatiirlerde Cu minerallerin diizeyindeki azalmanin antioksidan olarak goérev
yapan A, C, E ve B-karoten diizeylerinde azalmaya neden olacag bildirilmistir (Ozgelik,
2014). Ayrica Selenyum ve vitamin E’nin doku homojenatlarinda, mitokondri ve
mikrozomlarda lipit peroksidasyonunu engelledigi de bildirilmistir (Ozgelik, 2014).
Selenyum, hiicre membranlarinda yer alan doymamis yag asitleri ve siilfidril gruplarinin
oksidasyonuna neden olan hidrojen peroksidin katabolizmasinda goérev alan GSH-Px
enziminin yapisina girer (Ozgelik, 2014) ve selenyumun beslenmedeki etkisi GSH-PX
enziminin yapisinda yer almastyla izah edilebilmektedir (Ozgelik, 2014). GSH-Px enzimi
membran lipitlerinin biitiinliigiinii korunmak i¢in hiicrede peroksitlerin pargalanmasini
kolaylastirarak doymamais yag asitlerinin peroksidasyonunu 6énlemede rol oynar.

Gilintimiize kadar gelen ve dnemli miktarlarda tiiketilen bitki ¢aylarimin inorganik
madde igerikleri mutajenik etkileri, mikrobiyolojik kaliteleri ile ilgi yurt i¢i ve yurtdiginda
bircok arastirma mevcuttur (Parildar, 2001; Kaya, 2006). Bitki caylarmi agir metal
igerikleri acisindan degerlendiren ¢aligmalara bakildiginda ise bitkisel ¢aylarin kapsaminda
Cu, Co, Zn, Mn, Fe, Ca, Mg, Na, K, Al gibi bitkiler i¢inde dogal olarak bulunan ve insan
sagligr icin gerekli olan metallerin yan1 sira Ni, Pb, Cd, As, Hg, Zn, Cr gibi belirli
seviyelere ulastiklarinda zehir etkisi gosteren bazi metallerinde bulundugu goriilmektedir
(Ozcan, 2004; Bedir, 2010).

Bitkisel gidalarin mineral madde igerikleri hayvansal gidalardan daha yiiksektir

(Miller, 1996). Sideritis tiirlerinin tibbi amagl kullanilmasinin diginda bitkisel ¢ay olarak
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tiketildigi bildirilmistir (Gliveng vd., 2010; Topgu vd., 2011). Ayrica Sideritis tiirlerinin
eski zamanlardan beri bazi rahatsizliklarin giderilmesinde ve yaralarin iyilestirilmesinde
kullanildig1 da literatiirde yer almaktadir (Ugar ve Turgut, 2009).

Mevcut ¢alismamizda kullanilan ve bir gida maddesi olarak tiiketilen Sideritis
trojana Bornm. bitkisinin agir metaller ve bitki besin elementleri agisindan miktarlar
arastirtlmistir. Yapilan bu aragtirmada Ni, Cu, Zn, Se, Mn, Cd, Sb, K, Pb, Cr, Na, Mg, P, S,
Hg, Ca, B, Mo, Fe, As elementlerinin mineral miktarlar1 tespit edilmistir. Mevcut
calismamizda mineral analiz sonuglar1 degerlendirildiginde K > Ca > Mg > S > P > Na >
Mn > Sb > Zn > Cu > Cr > Ni >Pb > Fe > Mo > As > Hg > Se > Cd > B seklinde bir
siralama oldugu gozlemlenmistir (Tablo 4.10).

Calismamiz da Sideritis trojana Bornm.’un mineral igeriginde bor (B) elementine
rastlanmamuistir.

Adale kasilmasinda, impuslarin iletilmesinde, enzim faaliyetlerinde ve hiicre
membran1 fonksiyonunda, kan basimcinin diizenlenmesinde, viicut suyunun kontrol
edilmesinde rol oynayan potasyum (K); iskelet sisteminin gelismesinde, karbohidrat ve
yaglarin metabolizmasinda gorev alan kalsiyum (Ca); organizmada o6zellikle enzimlerin
aktivasyonun da, kalsiyum ve fosfor emilimini arttirarak kemik yapisinin korunmasinda rol
oynayan magnezyum (Mg) ve fosfor (P) ; solunum sisteminin diizenli ¢calismasinda gorev
alan kiikirt (S) (Giingor, 2003).bakimindan zengin bir igerigi sahip olan Sideritis trojana
Bornm. giinliik ihtiyaglara karsilik verebilmektedir.

Sideritis trojana Bornm. bitkisinin igeriginin Ni, Cd, Pb, Hg, B, Mo, Zn, Cr, As gibi
agir metaller bakimindan ¢ok az miktarda olmasi da saglik agisindan olduk¢a 6nemli bir
durumdur.

Stiperoksit dismutaz enziminin etkinliginde aktif bolgesinde yer alan ¢inko’nun (Zn)
ve bakir’in (Cu) onemi literatiirlerden bilinmektedir (Valko vd., 2006). Aym sekilde
demir’in (Fe) katalaz enzimi, selenyum’un (Se) ise peroksidaz enziminin aktivitesinde
oldukca biiyiik oneme sahiptir (Weis, 2005). Yukarida anlatilan mineral ve enzim aktivitesi
iliskisine dayanarak selenyum (Se), ¢inko (Zn), demir (Fe) ve bakir (Cu) minerallerinin
Sideritis trojana Bornm. bitkisindeki varliginin viicutta olduk¢a &nemli gorevleri olan
antioksidan enzimlerin aktivitelerinin korunmasi veya arttirilmasi yoniinde etki edecegi
diistiniilmektedir.

Dursun ve arkadaslar1 2016’da bazi bitki tiirleri ile ilgili yapmis oldugu mineral

iceriginin belirlenmesinde fosfor (P) icerigi 649,39- 2016,98 mg/kg; potasyum (K) icerigi
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10184,91-21293,79 mg/kg; kalsiyum (Ca) igerigi 8094,63-18797,36 mg/kg; magnezyum
(Mg) igerigi 1180,23- 2890 mg/kg; kiikiirt (S) icerigi 892,21-2256,31 mg/kg; demir (Fe)
igerigi 70,16- 2060,67 mg/kg ; ¢inko (Zn) igerigi 9,19-37,06 mg/kg; mangan (Mn) igerigi
0,79-39,40 mg/kg; bor (B) igerigi 10,61-32,10 mg/kg; bakir (Cu) igerigi 6,19-32,35 mg/kg;
molibden (Mo) igerigi 0-2,70 mg/kg arasinda degerler bulunmus olup calismamiz ile
karsilagtirildiginda Sideritis trojana Bornm. bitkisinin P, K, Mg, S, Mn, Mo, B,
elementlerinin igerigi yukarida belirtilen aralik igerisinde yer aldigi gozlemlenmistir.
Ayrica Zn, Cu elementlerinin igerigi de aralik degerlerine yakin bir deger aldig
gbzlemlenmistir.

Cin’de yapilan bir ¢alismada marketlerden toplanan 19 farkli ¢ay tiirii {izerinde 13
metalin (Mg, Ca, K, Na, Fe, Zn, Cu, Mn, Cr, Co, Ni, Pb, Cd) varlig1 arastirilmistir. Bu
makro elementler igerisinde en yliksek degerler K (1906 mg/100g) P (287 mg/100g) ve Mg
(231 mg/100g) olarak bulunmustur. Ayrica yesil ¢ayin iyi bir Mn (96 mg/100g) ve Ca (93
mg/100g) kaynagi olduguda belirlenmistir. Genel olarak yesil ¢ay tiirlerinin K, P, Mg, Mn,
ve Ca bakindan zengin bir icerige sahip oldugu tespit edilmistir (Brzezicha vd., 2014).

Bu durumda yapilan ¢alisma bitkimizin mineral igerigi ile benzerlik gostermektedir.

Pljevljakusic” ve arkadaslart 2011°de dort farkli ¢iceklenme doneminde Sideritis
raeseri Boiss. & Heldr. subsp. raeseri tiirtiniin mineral igerigini arastirmiglardir. En yiiksek
mineral igerigine sahip elementlerin K ( 4755 ug/100 ml), Ca (2974 pg/100 ml), Mg (460
1g/100 ml), Na (85,3 ng/100 ml) oldugunu gozlemlemislerdir.

Bitkiler ¢ok eski zamanlardan beri insanlar tarafindan hastaliklarin iyilestirilmesinde
kullanilmaktadir. Bircok bitki ilag olarak hastaliklara karst modern ilag endiistrisi cesitli
ilaglart gelistirmeden oOnce kullanilmistir. Bugiin de insanlar c¢esitli hastaliklarin
tedavisinde ya bitkileri ya da onlardan elde ettikleri ilaclar1 kullanarak tedavi yoluna
gitmektedir. Bitkilerin mikroorganizmalart 6ldiiriicii ve insan sagligi i¢in 6nemli olan
ozellikleri 1926’dan beri arastirilmaktadir. Dogal olarak yetisen bitkilerin ekstraktlar
bakterilere oldugu kadar mantarlara karsida antifungal aktivite gdsterdigi ve antimikrobiyal
aktivitelerin besinlerin korunmasinda, eczacilikta alternatif tip ve dogal terapi gibi bir¢ok
uygulama alani icin 6nem arzetmektedir (Abay, 2006). Sentetik koruyucalar saglik
tizerinde olumsuz yan etkiler olusturdugu i¢in tiiketicilerin dogal antimikrobiyal maddelere
ilgisi artmis ve bundan dolay1 son yillarda bitkisel maddelerin koruyucu etkileri {izerine

arastimalar yogunlagsmistir (Koyuncu, 2009).
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Antimikrobiyal bilesikler mikrobiyal gelisimi ya da canlilifn azalttigr i¢in gida
sanayisinde islenmis gidalarin raf Omriinii uzatabilmektedirler. Bitkiler gibi dogal
kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal maddeler gidalarin giivenligini korumayi
basardig1 ve bitkisel ekstraktlarin gidalarda dogal antimikrobiyal olarak kullanilabilecegi
literatiirlerde bildirilmistir (Dorman ve Deans, 2000; Hsieh vd., 2001; Alzokery ve
Nakahara, 2003; Holley vd., 2005; Kotzekidou vd., 2007; Ozkan vd., 2007).

Cok sayida Sideritis tiiriiniin yaygmn olarak tipta kullanildigi bilgisi ve Sideritis
tiirlerinin analijezik, anti-inflamatuar, antimikromiyal 6zelliklerinin oldugu literatiirlerde
bildirilmistir (Villena vd., 2000; Aboutabl vd., 2002; Hernandez-Perez ve Rabanal, 2002.,
2004; Iscan vd., 2005; Basile vd., 2006; Pala-Paul vd., 2006).

Yukarida belirtilen bilgilerin 1s1ginda  Sideritis trojana Bornm. bitkisinin
antibakteriyel aktivitesini belirlemek amaciyla yapilan mevcut ¢alismamizda; DMSO’da
¢Oziinmiis etanol ekstraktlarinin su ekstraktlarina nazaran bakteriler {izerinde daha iyi
antibakteriyel etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir. Negatif kontrol olarak kullanilan
DMSO’un higbir bakteride zon olusturmadig1 gézlemlenmistir.

Suda ¢oziinen etanol ekstraktinin  higbir  bakteride zon olusturmadigi
gozlemlenmistir. Sideritis trojana Bornm.’un DMSO’da ¢oziinmiis etanol ve su
ekstraktlariin en iyi zonu E.coli BC 1402 bakterisi lizerinde gdstermistir. Sideritis trojana
Bornm.’un DMSQO’da ¢oziinmiis etanol ekstrakti P.putida BC 1617 ve B.cereus ATCC:
33019 bakterileri {izerinde herhangi bir zon olusturmamistir. Elde edilen bu sonuglar
arasindaki farkliliklar; farkli ¢ozgenler kullanilmasi nedeni ile ¢dzgenlerin biyoaktif
bilesikleri ¢ozebilme yeteneklerine, bitki tiirlerinin farkliligindan dolayr kimyasal
bilesenlerinin kompozisyonlarina ve miktarlarinin farkli olabilmesine, bitki 6rneklerinin
toplanma zamanindaki farkliliklara bagl olabilir (Dilger vd., 2005). Ayrica pozitif kontrol
olarak kullanilan Amphsilin/sulbactam ve Basitrasin S.pneumoniae ATCC: 49619 ve
E.coli BC 1402 iizerinde herhangi bir zon olusturmamislardir.

Sideritis trojana Bornm.’un DMSO’da ¢6ziinmiis etanol ekstrakti S.aureus ATCC:
29213, E.coli 35218 ve Klebsiella pnemoniae BL 2003 bakterileri iizerinde standart
Basitrasin’den daha iyi zon gostermis oldugu ve Klebsiella pnemoniae BL 2003 bakterisi
tizerinde standart Amphsilin/sulbactam’a yakin bir zon gostermis oldugu gézlemlenmistir.

Sideritis trojana Bornm.’un DMSO’da ¢oziinmiis su ekstrakti E.coli 35218,
Klebsiella pnemoniae BL 2003 ve B.cereus ATCC: 33019 bakterileri {izerinde standart

Basitrasin ile hemen hemen esit zon olusturdugu gézlemlenmistir.
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Tosun ve arkadaslar1 2006’da yapmis olduklar1 c¢alismada Tiirkiye’de yetisen
aralarinda sideritis tiirtiniin de bulundugu bitki tiirlerinin metanol ekstraktlarinin S. aureus,
B. subtilis, E. coli’ ye kars1 antibakteriyel aktivitesini disk difiizyon yontemi kullanarak
arastirmiglar ve Sideritis galatica Bornm. tiiriiniin segilmis bakterilerde hi¢ bir zon
gostermemis oldugunu gozlemlemislerdir.

Sagdic ve arkadaglart 2008’de yapmis olduklar1 ¢alismada disk difiizyon yontemine
gore farkli konsantrasyonlardaki S. oJzturkii ve S. caesarea bitkilerinin metanol
ekstraktlarinin 15 mikroorganizma tiirline karsi antimikrobiyal aktivitelerini incelemisler
ve bu bitki tiirlerinde en yiiksek zonu A. hydrophila M. smegmatis S. aureus B. subtilis B.
cereus mikroorganizmalarina kars1 gostermistir.

Sara¢ ve Ugur 2007°de Lamiaceae familyasina ait igerisinde Sideritis tiirlerininde
bulundugu 23 tiirlin 7 mikroorganizmaya karsi antimikrobiyal aktivitesi disk diflizyon
yontemine gore incelemiglerdir. Sideritis tiirlerinin en yiiksek zon olusturdugu
mikroorganizmalarin S.aureus ve S. epidermidis oldugu gézlemlenmistir.

Diilger ve arkadaslar1 2005°de yapmis olduklar1 ¢alismada Sideritis, Verbascum,
Stachys tiirlerinin antimikrobiyal aktivitesini 12 mikroorganizmaya kars1 disk difiisyon
yontemi gore arastirmislardir. Sideritis tiirleri arasinda Sideritis cilicica bitkisi en yiiksek
zona sahip olup B. cereus’a karsi aktivite gostermektedir. Sideritis vuralii ise en yiiksek
zonu E.coli ve K. pneumoniae’ye kars1 gostermektedir. Sideritis brevidens ise en yliksek
zonu M. smegmatis’e kars1 gostermektedir.

Yukarida yesil ¢ay ve sideritis tiirleri i¢in verilen antimikrobiyal c¢aligmalar
degerlendirilmis olup Sideritis trojana Bornm. ile mukayase edildiginde ise S.aureus,

E.coli ve K. pnemoniae bakterileri {izerinde olusumu oldugu gézlemlenmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamiz bir biitiin olarak disiiniildiigiinde Sideritis trojana Bornm. bitkisinin
hem antioksidan hemde antimikrobiyal etkiye sahip oldugu ayrica viicudumuz ve
antioksidan enzim aktiviteleri acisindan 6nemli olan mineral igerigine sahip oldugu
gorilmistiir. Bitkinin halk arasinda cay olarak tiiketildigi ve sifa verici oldugu goz oniine
alindiginda calismamizdan elde edilen sonuglarin hem gida hem farmakoloji alanlarina
hemde bu bitki tiirleri ile ilgili yeni ¢aligmalara yol gdsterici olacag: diistiniilmektedir.

Bu bitki tiirii ile ilgili bizim yapti§imiz analizlerden farkli olarak yiliksek basingh
stv1 kromatografisi (HPLC) cihazi kullanilarak fenolik madde analizi yapilabilecegi gibi
GC-MS cihazi kullanilarak ise yag asiti kompozisyonu belirlenebilir. Ayrica bitkinin
antifungal aktiviteye sahip olup olmadig1 da incelenebilir. Bu sayade bitki tiiriiyle ilgili cok

daha kapsamli bigimde bilimsel bilgi birikimi olusturulabilir.
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