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OZET
SINIRLI OTU, CiVANPERCEMI VE BiBERIYE
EKSTRAKTLARININ ANTIOKSIDAN AKTIVITELERININ
BELIRLENMESI
Ali KAYGISIZ
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi
Tez Danismani: Prof. Dr. Bilent NAZLI
Eylil, 2021- 62 Sayfa

Bu c¢alismada civanpercemi (Achillea millefolium), sinirli  otu (Plantago
Lanceolata) ve biberiye (Rosmarinus officinalis) bitkilerinin kurutulmus formlari
kullanilarak farkli metotlar ile antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Secilen bitkiler
kurutulup toz formuna getirildikten sonra metanol coziclsu igerisinde ekstrakte
edilmigtir. TUm bitki eksratlarindaki toplam fenolik madde igerigi, toplam flavonid
madde icerigi, DPPH serbest radikali giderme aktivitesi, indirgen gii¢ aktivitesi, demir
(II) selatlama aktivitesi tayin edilmistir. Toplam fenolik icerige ait sonuglar gallik asit
esdegeri olarak civanpercemi, sinirli otu ve biberiye igin sirasiyla 12.85, 11.73 ve
33.68 g/ kg (KM) olarak tespit edilmistir. Toplam flavonoid igerigi katesin esdegeri
olarak ayni siralama ile 9.38, 9.74 ve 26.50 g/kg (KM) olarak saptanmistir. DPPH
serbest radikal giderme aktivitesi metodu ile civanpercemi, sinirli otu ve biberiye icin
ICsp sirasiyla 19.32, 18.27 ve 11.83 pg/ml olarak belirlenmistir. Antiradikal gli¢ (ARP)
ise civanpercemi, sinirli otu ve biberiye igin sirasiyla 5.18, 5.47 ve 8.46 pg/ml olarak
bulunmustur. Demir (II) selatlama aktivitesi tayininde Fe?* ¢ozeltisi kullanilmus,
sonuglar EDTA ile kiyas edilmis ve biberiyenin diger ekstraktlarla karsilagtirildiginda
en aktif ekstrakt oldugunu belirlenmistir. indirgen gii¢ aktivitesi tayini ydniinden;
cikan sonuclar, ekstrakt konsantrasyonu ile indirgen gii¢ aktivitesinin dogru orantili

olarak arttigini1 géstermistir.

Anahtar kelimeler: civanpergcemi (Achillea millefolium), sinirli otu (Plantago
lanceolata), biberiye (Rosmarinus officinalis), fenolik madde, flavonoid madde,

antioksidan aktivitesi.



ABSTRACT
ANTIOXIDANT ACTIVITIES OF PLANTAGO LANCEOLATA,
ACHILLEA MILLEFOLIUM, AND ROSMARINUS
OFFICINALIS EXTRACTS
Ali KAYGISIZ
Master of Science, Food Engineering
Supervisor: Prof. Dr. Bilent NAZLI
September, 2021- 62 Pages

In this study, the antioxidant activities of yarrow (Achillea millefolium), ribwort
plantain (Plantago Lanceolata) and rosemary (Rosmarinus officinalis) extracts were
investigated by using different methods. For this purpose, the plants were dried and
ground to fine powder, their extractions were done by methanol solvent. The
antioxidant activities of all extracts were assayed with the various methods including
total phenolic compound content, total flavonoid content, DPPH free radical
scavenging activity, total antioxidant activity, metal chelating capacity, and reducing
power. In the total phenolic compound assay, total phenolic compound amounts of
yarrow, ribwort plantain and rosemary extracts were determined to be 12.85, 11.73 ve
33.68 g/ kg as gallic acid equivalent, respectively. Whereas total flavonoid content
results fort he extracts were 9.38, 9.74 ve 26.50 g/kg as catechin equivalent,
respectively. According to obtained results from the assay of DPPH free radical
scavenging activity, the 1Cso of yarrow, ribwort plantain and rosemary extracts were
19.32, 18.27 ve 11.83 pg/ml, respectively. While the antiradical activity values were
5.18, 5.47 ve 8.46 pg/ml for yarrow, ribwort plantain and rosemary extracts,
respectively. Metal chelating effect of samples were carried out by using Fe*2 solution,
and the results were compared with EDTA. The rosemary extract showed the higher
chelating activity Fe*? ions than the other extracts. The results of reducing power
activity showed that the power of the extract increase directly with incresing the

concentration of extract.

Key words: yarrow (Achillea millefolium), ribwort plantain (Plantago Lanceolata)
and rosemary (Rosmarinus officinalis), phenolic content, flavonoid content and

antioxidant activity.
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BIiRINCI BOLUM
GIRIS

Insanoglu gida, koku ve tat verici olarak besin zincirine bitkileri ekledigi tarihten bu
yana sadece beslenmek maksatli degil barmak, silah, ilag, yakacak gibi alanlarda da
bitkileri kullanmuislardir. Cesitli bitkilerden elde edilen ekstraktlar ile hastaliklarina
sifa bulmaya c¢alismiglar ve bu sayede gunumuz ilag teknolojisinin temellerini

atmuslardir.

Gida sektorii basta olmak tizere diger endiistriyel sektorlerde de Uriinlerin, tuketiciye
ulagmasi ve tiikketilmesi siirecinin uzun olmasindan dolay1 rafta bekleme siiresince
bozulmaya ugramamasi i¢in antioksidan kullanimi 6nemli derecede artmistir. Oksijene
maruz kalmasi sonucu bozulan gidalarda antioksidanlar raf Omriinii arttirmaya

yardimci olurlar.

Kanser bagta olmak iizere kalp ve damar hastaligi, alzhemir hastaligi, diyabet,
hipertansiyon gibi birgok hastaligin oniine gecilmesinde antioksidanlar énemli rol
oynamaktadir. Insan viicudunda ortaya ¢ikan hiicre hasarlari onararak fayda
verebilmeleri i¢in bu maddeler disaridan alinmasi gerekir. Bu sebeple gunumuzde,
insanlarin -gida takviyesi olarak- besin kaynakli dogal antioksidanlari almasi
yayginlagmaktadir. Ancak diger yandan ambalajli {irin endiistrisi koruyucu 6zellikleri
cok yiiksek olmasi sebebiyle sentetik antioksidanlari yaygin olarak kullanmaktadirlar.
Bu sentetik antioksidanlarin insan sagligi agisindan zararli olabilecekleri konusunda

bilimsel ¢alismalar ve tartismalar halen devam etmektedir.

Bu calisma, giiniimiiz modernitesinin bizlere dayattigt yag icerikli hazir gida
sektoriinde, raf mriinii artirmak i¢in kullanilan sentetik antioksidan maddelerin, halen
kesin hiikiim verilmis olmamasina ragmen bilimsel calismalarin devam ettigi insan
saglig1 tizerinde olusturabilecegi olumsuz etkilerini kaldirmak igin bitkisel
kaynaklardan elde edilebilen dogal antioksidanlarin endiistride kullanilabilirligini
arastirmay1 amaglamistir. Bu amagla dogada hiida-i nabit olarak yaygin yetisebilen
ayn1 zamanda iilkemizde baharat ve bitki ¢ay1 seklinde kultlirel olarak tiiketilmesinin
yaninda alternatif tip maksatli maserasyon yaglar1 kullanilan tibbi ve aromatik

bitkilerden sinirli otu (Plantago lanceolata), civanpergcemi (Achillea millefolium L.)



ve biberiye (Rosmarinus officinalis L.) bitkilerinin toplam fenol ve toplam flavonoid

madde miktarlar belirleyerek toplam antioksidan madde miktarlari tespit edilmistir.

Calismada secilen bitkilerin dogal ortamlarda yaygin yetisebilmesi ve ayni zamanda
kiiltiire alina bilmesi bitkilerin segiminde etkili olmustur. Sinirli otu bitkisi dogada dort
mevsim yetigebilirken, civanpercemi bitkisi yaz aylarinda iilkemizin her bolgesinde
yaygin olarak yetismektedir. Alternatif tipin yaygin olarak tercih edildigi iilkemizde
vicuttaki yaralar icin sinirli otu bitkisi dncelikli kullanilirken, mide rahatsizliklar1 ve
romatizmal agrilarda civanpercemi bitkisi tercih listesinin basinda gelmektedir.
Biberiye ise aromatik yapisi sebebiyle mutfaklarin baharat kdsesinde mutlaka yer
almaktadir. Bolge halkinin 6ncelikli tercihi olan bu bitkilerin endiistride antioksidan
madde olarak kullanilir hale gelmesi ile iirline karsi tiiketicinin kiiltiirel tiiketim
aliskanligina dayali olarak iiriinii benimsemesinin yaninda iiriinde olusabilecek baskin

tat ve koku durumlarini da yadirgamadan tiiketmesini saglayacaktir.

Ekstraksiyon asamasinda solvent olarak etanol tercih edilmemistir. Islam fikhinda
haram ve necis olarak kabul edilen etil alkol, kullanildig1 iiriin igerisinden distile
edilerek uzaklastirilsa bile necaset temizlenmis olmaz. Metanol icin bdyle bir kaide
yoktur. Bu sebeple ¢alismada helal gida standartlar1 g6z 6niinde bulundurularak etanol

tercih edilmeyip yerine metanol kullanilmistir.



IKiNCI BOLUM

LITERATUR TARAMASI

2.1. Antioksidanlar

Oksidasyona maruz kalabilen bilesikleri de kapsayan tanim olarak antioksidanlar;
oksidasyona maruz kalabilen maddelerden daha az miktarda bulunan ve substrat

oksidasyonunu 0Oteleyen veya engelleyen maddelerdir (Becker vd., 2004).

Antioksidan maddeler, ¢agimizda karsilasilan bazi hastaliklara neden olabilecek
serbest radikalleri inaktive ederler. Bir veya birden fazla ¢iftlenmemis elektron tasiyan
molekdller serbest radikal olarak isimlendirilir (Cavdar, Sifil ve Camsari, 1997).
Reaktif oksijenleri giderme kabiliyetlerinden dolayr antioksidanlar, beslenme
rejminde gerekli 6nemi ve degeri almaya baslamis ve ticari 6nem arz eden raf 6mri
acisindan dogal ve sentetik muadilleri endiistride yaygin olarak kullanilmaktadir. Uriin

recetelerinde rutin bir iglem olarak kullanilmaktadir (Yavaser, 2011).

Yapay antioksidan maddelerin standart ve yuksek koruyucu etkileri sebebiyle yaygin
kullanilmasina ragmen insan saglig1 tizerindeki olumsuz diisiinceler arastirmacilarin

farkli plartformlarda tartismalarina yol agmistir (Pokorny, 2007).

2.1.1. Antioksidanlarim Simiflandirilmasi

Antioksidanlar elde edildigi kaynaklarina gore dogal antioksidanlar ve yapay
antioksidanlar olarak siniflandirilir. Kimyasal yapilarina gore ise tice ayrilir. Bunlar
organik siilfiir yapisinda olanlar, fenolik yapida ve aromatik amino yapida olanlardir.
Primer antioksidanlar ve sekonder antioksidanlar etki mekanizmasina gore
simiflandirlmis  seklidir. Tablo 2.1°de antioksidanlarin detayli smiflandirilmasi
gosterilmis olup yapay antioksidanlarda BHT, BHA, Troloks siralanirken, dogal
antioksidan sinifinda enzimatik antioksidanlar ve enzimatik olmayan antioksidanlar
seklinde gruplandirilmistir. Enzimatik olmayan antioksidanlar ise endojen ve eksojen

antioksidanlar olarak gruplandirilmistir (Akytz, 2007).



Tablo 2.1: Antioksidanlarin Siniflandirilmasi

Antioksidanlar

Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik Olmayan Biitillendirilmis hidroksi toluen
Superoksit Dismutaz | Endojen Eksojen Butillendirilmis Hidroksi Anisol
Troloks
Katalaz o
Glutatvan Glutatyon E-vitamini Cesitli Selat Olusturan Maddeler
y Sruloplazmin B_karoten

Peroksidaz Bilirubin Askorbikasit
Transferaz Ferritin Flavonoidler
Sitokrom Oksidaz L aktoferin

Urik asit

Haptoglobinler

Albumin

Kaynak: Akyuz, 2007.

2.1.1.1. Dogal Antioksidanlar

Antioksidanlar ge¢misten giiniimiize gidalarin tat ve kokularmi korumak igin
kullanilmaktadir. Okside olabilen bilesikleri oksidasyondan korumak ve gidanin
lezzetlendirilmesini saglamak maksatli ¢esitli bitki ve baharatlarin kullanilmasi dogal

beslenme ve saglikli yasam agisindan onemlidir.

Suda c¢ozlnen bir vitamin olan C vitamini (askorbik asit, askorbat) insan
beslenmesinde blyik 6éneme sahip bircok meyve ve sebzede bolca bulunmaktadir.
Fermantosyon yontemi ile mikrobiyal olarakta elde edilebilen askorbik asit Sekil
2.1°de goriildiigii gibi alt1 karbonlu lakton yapisindadir. Insan viicudunda
sentezlenemeyen C vitamini, baz1 hayvanlar ve bitkilerde sentezlenir. C vitamininin
antioksidan etkisi, serbest radikalleri, reaktif azot ve reaktif kloru gidermesi ile
gerceklesir ve bu sayede kullanildigi1 gidarin igerisindeki okside olabilen subsratlarin
oksidasyonunu engelleyip/geciktirip besinin raf dmriiniin artmasina biiyiik katki saglar
(Yildiz, 2007).



Sekil 2.1: C vitamini (askorbik asit)

Kaynak: wikipedia.org/, 2021.

Yagda ¢oziinen vitaminler grubunda bulunan E vitamini antioksidan olarak dokularda
Oonem kazanmaktadir. a-, B -, y-, 6- tokoferolleri ve tokotrienolleri icerir. Sekil 2.2’ deki
D- a-tokoferol biyolojik aktivitesi en yiiksek olan tokoferoldir. Yaglardaki doymamis
molekdllerin oksidasyonunu engellemesi ve serbest radikalleri sipirmesi ile etkin bir

antioksidan oldugu diistiniilmektedir.

Sekil 2.2: D- a-tokoferol.

Kaynak: Aydin, 2012.

Mikrobiyal yontemler ile sentezlenebilen karotenoidler bitkilerde de sentezlenir.
Dogadaki bir¢ok bitki ve hayvanin renklerinden sorumlu olan karotenoidler yiizlerce
dogal kaynaktan izole edilmistir. Turuncu- kirmizi renkleri yapilarindaki c¢ift
baglardan kaynaklanir. Konjuge ¢ifte bag icerikleri antioksidan etkilerini
olusturmaktadir (Aydin, 2012).



Sekil 2.3: p_karoten.
Kaynak: sigmaaldrich.com, 2021.

Guclu antioksidan olan polifenoller, fitokimyasallarda en yaygin olan siiftir.

Kimyasal yapilari antioksidan aktivitelerini belirler.

Fenolik bilesikler bitki yapisinda ikincil metabolit olarak olusur ve kimyasal
yapilarinda fenol halkasi ve lizerinde OH grubu tasirlar. Bitkilerin bircok karakteristik
ozelliginde belirleyici rol oynayan fenolik bilesikler, bitkinin antioksadan aktivitesinin
belirlenmesinde 6nem kazanir. Fenolik bilesiklere flavononlar, flavonoidler,

flavonoller, fenoller ve fenolik asitler 6rnek olarak verilebilir.

Bu alt siniflardan flavanoidler {iye sayisi itibari ile en biiyiik grubu olusturup yaklasik
5000 tiyesinin bulundugu tahmin edilmektedir. Flavanoidler de flavonolller, flavonlar,
flavanoller ve izoflavonlar gibi, temel kimyasal yapilar1 Sekil 2.4’de gosterilen alt

gruplara ayrilirlar (Karademir, 2005).

0 (]

OH
0
flavon flavonol

Sekil 2.4: Flavon ve Flavanol

Kaynak: Cikrikgi, 2005.

Beslenme diyetinde yer alan bitki tohumlari, sebze ve meyvelerde yogun olarak

bulunan flavonoidler, fenolik bilesiklerin alt sinifidir. Bitki aleminde giceklenmeden,
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kok nodiilii olusumuna kadar birgok 6nmeli islevi olan Flavonoidler, 15 karbonlu bir
heterosiklik iskelet yapisina sahip olup, C6-C3-C6 karbon iskeleti seklinde
gosterilebilir. 1ki aromatik halka, t¢ karbonlu bir alifatik zincir ile birbirine
baglanmaktadir (Aydin, 2012).

2.1.1.2. Sentetik Antioksidanlar

Sentetik antioksidanlar dogal olarak bulunmayan ve gidalarda lipid peroksidasyonunu
onlemek i¢in kullanilan antioksidanlardir (Sekil 2.5). Gida endistrisinde yaglarin

oksidasyonunu geciktirmek veya engellemek maksadi ile antioksidan maddeler

kullanilir.
\O OH OH
HO
HO OH
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Sekil 2.5: Sentetik Antioksidanlar ((a)BHT, (b)BHA, (c)PG, (d)OG, (e)DG, (f)
TBHQ)

Kaynak: Karademir, 2005.

Gidanin serliveninde besinin besleyici degerlerini kaybetmeden tiiketiciye ulasmasi
hedeflenen bir durumdur. Bu sebeple Uretim prosesinde antioksidan maddeler
kullanilir. Tiiketim noktasina ulagan gidanin besin degerlerini korumasi i¢in endiistride
genellikle sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Gliniimiz arastirmacilari proseste
kullanilan sentetik antioksidanlarin canlilarda karsinojenik etki gosterdigine dair
endiselerini belirtmektedir (Tunalier vd., 2002). Buna bagl olarak son yillarda,
proseste sentetik antioksidanlarin yerini alabilecek guvenli ve ucuz dogal antioksidan

madde arastirmalar1 hiz kazanmistir (Dikmen, 2009).

7



Gida endiistrisinde yaglarin oksidasyonunu tiiketicilerin sagligin1 korumak i¢in 6nem
arzetmektedir. Cunkd lipid peroksidasyonu ile istenmeyen toksik reaksiyon
tirtinlerinin olusmas1 mimkindur (Maillard vd., 1996). Bu nedenle bircok sentetik
antioksidan kullanilmaktadir (Wanita ve Lorenz, 1996). Ancak, sentetik
antioksidanlarin kullanimindaki saglik riski nedeniyle kullanimlari kisitlidir (Park vd.,

2001).

Proseste uygulanan yliksek sicakliga dayanikli olmayan BHT, bitkisel yaglarda diisiik
antioksidan etkiye sahip iken hayvansal yaglarda yuksek antioksidan etkiye sahiptir
(Karademir, 2005). BHA ile benzer dzelliklere sahip olan BHT i¢in % 0.01 oraninda
kullanim kisitlamasi yapilmistir (Tiirk Gida Kodeksi, 2013).

Sentetik antioksidanlar etki mekanizmalarina gore pirmer ve sekonder antioksidanlar
olarak iki grupta toplanir. Primer sentetik antioksidanlar oksidasyon esnasinda serbest
radikal olusumunu inhibe ederler ve genel olarak serbest radikal sonlandiricilar (6rnek
olarak BHA, BHT, propil gallat, dodesil gallat ve oktil gallat verilebilir), oksijen
stpdrdculer (6rnek olarak sulfitler, glukoz oksidaz ile askorbil palmitat verilebilir) ile
selatlayict ajanlar (6rnek olarak EDTA ve polifosfatazlar verilebilir) seklinde (¢ alt
gruba ayrilirlar (Venkatesh ve Sood, 2011; Kahl, 1984).

2.1.2. Antioksidan Aktivitesi Mekanizmasi

Antioksidanlar, serbest radikallerin etkilerini azaltir veya yok eder. Bunun i¢in serbest
radikallerin ve aktif oksijen tiirlerinin reaksiyonlarini inhie eder. Antioksidanlarin etki
mekanizmasi serbest radikaller ile reaksiyona girip, inaktif triinleri olugturmalaridir
(Pokorny ve Korczak, 2001). Antioksidan aktivitesi mekanizmasi Tablo 2.2’de
gosterilmigtir (Hall, 2001)



Tablo 2.2: Antioksidan aktivitesi mekanizmasi

Antioksidan aktivitesi .
Antioksidan simifi Antioksidan Ornegi
mekanizmasi
Antioksidanlar Lipit serbest radikallerinin Fenolik bilesikler
inaktivasyonu
Hidroperoksit Hidroperoksitlerin serbest Fenolik bilesikler
stabilizerleri radikallere doniisiimiiniin
onlenmesi
Sinerjistler Uygun antioksidanlarin tesvik Sitrik asit, Askorbik
edici aktiviteleri asit
Metal tutucu Agir metallerin inaktif tirtinlere Fosforik asit, Maillard
baglanmasi tepkimesi bilesikleri,
sitrik asit
Singlet oksijen Singlet oksijenin triplet oksijene Karotenler
kirica dontisimii
Hidroperoksidi Hidroperoksitlerin radikal Proteinler, amino asitler
parcalayan olmayan yontemlerle azalmasi
maddeler

Kaynak: Hall, 2001.

2.2. Fenoller ve Flavonoidler

Arastirmalarda bitki fenoliklerinin viicut direncini artirdig1 ve hastaliklara karsi direng
olusturdugu tespit edilmistir. Yapilan deneylerde fenolik asitlerin mantar gelisimine
mani oldugu tespit edilmistir. Fenolik asit grubunun ve flavonoidlerin bir grubunun
antibiyotik, antifungal ve antiinflamatuar olarak etki gosterdigi literatiir calismalarinda

goriilmistiir (Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventos, 1999).

Antioksidan ozelliklerin, dogal antioksidanlarin serbest radikaller ile reaksiyona
girebilme kabiliyetlerinden dolayr molekiiler yapilariyla dogrudan iliskili oldugu
caligmalarda goriilmiistiir (Rice-Evans vd.,1997; Pannala vd., 2001; Apak vd.,2007).



Cay bitkisi tizerine yapilan bir ¢aligmada, bitki yapisindaki fenolik madde igerigi, cay
¢esidine bagli olarak degistigi ve buna bagli olarakta antioksidan aktivitesinin degistigi
goriilmistiir. Yesil caym igerdigi yiksek flavanoller nedeniyle, siyah cay ise flavanol
icerigi ve tretim esnasinda olusan ikinci fenolik maddeler nedeniyle yiksek
antioksidan aktiviye sahip oldugu goériilmiistiir. Buna bagl olarak ¢ayin saglik tizerine

etkisi tartisilmistir (Tosun ve Karadeniz, 2005).

Dogal antioksidanlarin igerisinde fenolik maddeler en 6nemli gruplar1 olustururlar.
Fenolik maddeler grubunda en yayginlari; fenolik asitler, flavonoidler, tokoferoller,
sinnamik asit tlrevleri ve kumarinlerdir (Tunalier vd., 2002). Fenolik asitlerin
antioksidant aktiviteleri hidrojen ve elektron vermelerine gore degisiklik gosterir

(Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventos, 1999).

Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve
siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlar ile selat olusturarak, diger
antioksidanlar ile etkilesime girerek ve siiperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri
ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak gostermektedirler (Can,
Ozgelik ve Giines, 2005).

Antioksidan ailesi igerisinde genis yere sahip olan fenolik yapili maddeler yapisi
bakimindan sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar sayesinde hidrojen ve elektron
verebilirler. Fonksiyonel gruplar serbest radikalleri ve oksitleyici gruplar
uzaklagtirirlar. Sahip olduklart zengin OH gruplari fenolik maddelere polar olma
Ozelligi saglar ve antioksidan Ozelliklerini artirir. Toplam fenolik madde tayininde
folin reaktifinin 1 elektron almasi sonucu indirgenerek mavi renkli tiirler olusur

(Ozeng, 2011).

Singleton vd. (1999) tarafindan ortaya konulan folin-ciocalteu reaktifi (FCR) ile
toplam fenolik bilesik madde tayini metodu sonraki uygulayicilar tarafindan
gelistirilmistir. Fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi bir reaktif olan FCR fenolik
ve polifenolik antioksidanlarin renk siddetinde meydana getirdikleri farkliliklarin
tespitinde kullanilir (Singleton, Orthofer ve Lamuela-Raventos, 1999). Bu yontem;
fenolik bilesikler ya da diger indirgeyici bilesiklerin olusturduklari mavi renkli
kompleksin 750-765 nm’de spektroskopik olarak belirlenmesine dayanir. Son
donemlerde FCR, toplam fenolik madde tayini yerine toplam indirgeyici kapasitenin

belirlenmesinde kullanilmakta. Ciinkii FC sadece fenolik bilesikler tarafindan degil
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aromatik aminler, silfur dioksit ve askorbik asit gibi fenolik olmayan bilesik
tarafindan da indirgenebilmektedir (Magakhaes vd., 2008).

Fenolik bilesikler antioksidan kapasiteye en biiyiik oranda katki saglayan bilesik
grubunu olusturur. Bu nedenle gidalarda veya bitkisel oziitlerdeki fenolik madde
miktarinin belirlenmesi antioksidan kapasite hakkinda fikir vermesi agisindan
onemlidir. Folin-Ciocalteu fenol ayraci fosfomolibdik ve fosfotungustik asitleri igeren
heteropoliasitlerin bir karigimidir (Singleton ve Rossi, 1977). Metodun temelini alkali
ortamda fenolik bilesiklerin Folin-Ciocalteu reaktifine elektron transfer etmesi ve
olusan mavi renkli kompleksin 750-760 nm’de spektrofotometrik olarak
incelenmesine dayanir (Magalhaes vd., 2008). Metodun Sonuglari1 genellikle gallik
aside es deger olarak verilmekte, bununla birlikte pirokatekol gibi diger standartlara
da rastlanmaktadir. Metotun basitligi, tekrarlana bilirliginin yiliksek olmasi ve diger
antioksidan kapasite tayin metotlar1 ile aralarinda giiclii bir korelasyonun bulunmasi

en sik kullanilan metotlar arasina yerlestirmistir (Huang, Ou ve Prior, 2005).

Cai vd. 2004°de fenolik bilesik ve antioksidan aktivite tayini igin 112 farkli bitkiyi
incelemigler ve toplam antioksidan kapesitelerini TEAC/ABTS metodunu
uygulayarak tepit etmigdir. Arastirmada toplam fenolik igerik ile antioksidan kapasite

arasinda lineer bir iligki oldugu tespit edilmistir.

2.3. Antioksidan Aktivitesi

Farkli metotlar ile antioksidan kapasiteyi tespit etmek mimkindir. Bu maksat ile
gelistirilmis metotlarin  kiyaslanmasi durumunda bir antioksidan maddenin
antioksidan kapasitesi her metotda farklilik gosterebilecegi literatiir ¢aligmalarinda

goriilmistiir (Huang, Ou ve Prior, 2005).

E vitamini primer antioksidan grubunda olan fenolik bilesiklerdir. Primer
antioksidanlar oksidasyonu radikal suptrtcu etkileri ile engellerler. Sekonder
antioksidanlar ise dogrudan radikal siipiirme etkisi icermeyip ortamda indirgeyici
maddeler veye primer antioksidanlar var ise etki gosterirler. Sitrik asit gibi maddeler
ancak ortamda metal iyonu varsa etkinlik gostermektedirler (Akdeniz vd., 2008;
Gordon, 2001; Dikmen, 2009).

Bilimsel anlamda antioksidanlar iizerine yapilan ¢ok sayida yayin olmasina ragmen

antioksidan kapasiteyi belirlemeye yonelik Universal tek bir antioksidan metot
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gelistirilememistir. Fitokimyasallarin oldukca karmasik yapis1 ve kullanilan ¢oziicii,
ekstraksiyon zamani, ekstraksiyon metodu, partikiil biiylikliigl, drneklerin toplanma
zamanlari, depolama sartlar1 gibi ¢ok sayida faktorden fitokimyasallarin etkilenmesi
antioksidan kapasite agidan tek bir metodun kullanilabilirligini imkansiz hale
getirmistir. Bu baglamda bitkisel 6ziitlerin antioksidan potansiyellerini belirlemek i¢in
cesitli metotlar gelistirilmis ve yeni metotlar gelistirme ¢alismalari tiim hiziyla devam
etmektedir. Antioksidan kapasite olgiimiinde kullanilan metotlar genel olarak bir
serbest radikali icermektedir. Antioksidanlar iizerine yapilan caligmalarda kapasite,
aktivite, gug, Ozellik gibi terimler antioksidan durumu ifade etmek igin
kullanilmaktadir. Antioksidanlar igin “aktivite” teriminin kimyasal olarak timuyle
icerigi karsilamadig i¢in antioksidatif durumu nitelemek igin “kapasite” teriminin

daha uygun oldugu belirtilmektedir (Huang, Ou ve Prior, 2005).

Antioksidan kapasite tayininde kullanilan metotlar reaksiyonlarin gergeklesme

mekanizmalarina gore iki grupta toplanir:

a) Hidrojen transferine dayanan metotlar (HAT): Antioksidan molekdllerin hidrojen
vererek serbest radikalleri etkisiz hale getirilmesine dayanir. Hidrojen transferine
ornek olarak; oksijen radikali absorbans kapasitesi (ORAC), B-karoten/linoleik test
sistemi, toplam radikal yakalama antioksidan parametresi (TRAP) gosterilebilir.
(Huang, Ou ve Prior, 2005).

Amag olarak oksidasyonu geciktirmek/ engellemek icin peroksil radikali ile subsrat
reaksiyonunu engellemek gerekmektedir. Temelinde hidrojen transferine dayanan bu
metotlarda, peroksil radikali olusturulup reaksiyon ortamindaki antioksidan ile
etkilesimi  saglamak ve radikallerin  hedef molekuller ile reaksiyona

girmesinigeciktirmektir. (Frankel ve Meyer, 2000).

b) Elektron transferine dayanan metotlar (ET): Serbest radikale antioksidan
maddelerden elektron transferi yapilmasi ile hedef molekiiliin indirgenmesine dayanir.
Demir indirgeme (FRAP), bakir indirgeme (CUPRAC) gii¢lerinin tayinine yonelik

metotlar 6rnek olarak verilebilir (Huang, Ou ve Prior, 2005).

Bu metotlar oksidanin renk siddetinin degisimine dayali tayindir. Renk degisiminin
sebebi antioksidanin, oksidan tarafindan yiikseltgenmesi yani bir elektron oksidana
transfer edilmesidir.  Olgllen absorbans degerleri ortamdaki antioksidan

konsantrasyonuyla dogru orantili oldugundan, antioksidanin indirgeyici kapasitesi
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tayininde kullanilir. Folin-ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde tayini, TEAC,
FRAP ve bakir indirgeme kapasitesi yontemleri elektron transferine dayanan
metotlardir (Frankel ve Meyer, 2000).

DPPH, ABTS ve Folin-Ciocalteu metotlarinda ise hidrojen ile elektron transferleri

birlikte gergeklesmektedir (Huang, Ou ve Prior, 2005).

Koruyucu antioksidan kapasite tayini yerine radikal suptricu kapasite veya oksidan
giderici aktivite tayininde Hidrojen atomu transferi (HAT) metotu ve elektron transfer
(ET) metotu kullanilmaktadir (Isbilir, 2008).

Gidalarin raf Omiirlerini artirmak tizere kullanilan antioksidanlar bu islevlerini,
antioksidan sistemlerini engelleyen maddeler veya ¢ok fazla radikal olusumu gibi
durumlarla miicadele etme ile gerceklestirmektedir. Bu amag¢ icin ¢ok sayida
antioksidan madde arastirilmis ve halen de arastirmalar devam etmektedir.
Alisilagelmis sentetik antioksidanlarin yani sira dogal kaynaklardan elde edilen
antioksidanlara yonelme ve bu maddelerin antioksidan olarak kullanilabilirligini
belirleyecek metotlar1 gelistirme baslica arastirma konusu haline gelmistir. Son
zamanlarda anioksidan aktivitelerini 6l¢gmek i¢in birden fazla metot kullanilmaktadir.
Bu metotlar ortamdaki antioksidan ¢esidi, substrat miktari, radikal madde miktar1 ve

reaksiyon sartlarina bagli olarak birbirinden farklidir (Frankel ve Meyer, 2000).

2.3.1. Antioksidan Maddelerin DPPH Supuruci Etkileri

Bu metotta 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) radikallerinin (Sekil 2.6) antioksidan
bilesilerin belirlenmesinde kullanilabilecegi Blois (1958) tarafindan ortaya
konulmustur. Brand-Williams ve arkadaslar1 (1995) yogunlasan aragtirmalara bagl
olarak yontemi gelistirmis ve arastirmacilar i¢in 6nemli bir referans haline gelmistir.
Organik azot radikali olan DPPH (1,1difenil-2-pikrilhidrazil) radikaline antioksidan
maddelerin supuricl aktivitesini tayinine dayanan bu ydntem, antioksidan ilave
edilmis DPPH cozeltisinin kirmizidan sartya donen rengin 515 nm’de maksimum
absorbanstan diisiisiiniin tayiniyle belirlenir. Bu yontemin gegerli ve basarili oldugu

antioksidanlarin radikal siplrme aktivite tayilerinden goriilmiistiir (Aydin, 2012).
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Sekil 2.6: DPPH antioksidan madde ile reaksiyonu.
Kaynak: Aydin, 2012.

Dogal antioksidan arastirmalarinda bitkilerden elde edilen ekstrelerin antioksidan
aktivitesini arastirmak i¢in DPPH radikalini ile hazirlanan ¢ozeltiye ilave edilir.

Olusan renk degisiminin 517 nm’de etkinligi tayin edilir (Blois, 1958).

DPPH radikalini temizleyici etkisi yonteminin yogun olarak tercih edilip kullanilmasi
uygulama kolayligi, sonuglarin basarili ve antioksidan sinifindaki dogal ve sentetik

bir¢ok madde i¢in kullanilabilir (Alves vd., 2010).

Metodun dezavantajlari olarak ¢6ziicii ile pH’dan etkilenmesi ve DPPH’in biyolojik
bir radikal olmamasi sayilabilir (Huang, Ou ve Prior, 2005; Wicks, Wood ve Garg,
2006). Diger dezanavtajlar1 ise DPPH’ in alkol gibi organik c¢oziiciilerde
coziinebilmesidir ki sulu c¢ozeltilerdeki antioksidanlarin aktivelerini tespitte yeterli
olmamasidir (Arnao, 2000). Isik ortaminda DPPH’in absorbans degerlerinde 120
dakikalik siire i¢erisinde %20 ile %35 oraninda azalma goriiliirken 1s1ks1z ortamda bu
stire 150 dakikaya ulasincaya denk kabul edilebilir bir degisiklik gbzlemlenmemistir
(Ozgelik vd., 2003).

DPPH azot radikali olup kararli yapidadir. Peroksil radikalleri lipit peroksidayonunda
onemli rol alirlar ve hizli reaksiyona girerler. DPPH ise bunun aksine bircok
antioksidan ile reaksiyona girmez veya ¢ok yavas girer (Huang, Ou ve Prior, 2005;
Magalhaes vd., 2008).
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2.3.2. Antioksidan Maddelerin Demir Indirgeme Etkisi

Oyaizu (1986)’nun gelistirdigi indirgeme giicu tayini yontemi, Fe®* — Fe?* demir
iyonunun tepkimede elektron alarak indirgenmesi ile gerceklesen renk degisimi 700
nm’de kontrol edilerek tayin edilir. Elde edilen degerler, yiiksek indirgeme potansiyeli
olan askorbik asit ile mukayeseli olarak yorumlanir. Bu metot arastirilan bilesigin

toplam indirgeme potansiyelini belirtmektedir.

2.3.3. Antioksidan Maddelerin Demir (I1) Selatlama Etkisi

Demir iyonlar1 (Fe*?) pro-oksidan olarak lipid peroksidasyonunda goérev aldig
belirtilmektedir. Fe*? iyonlari, ileri oksidasyon reaksiyonlarinda kullanilarak hidroksil
radikali gibi yiksek tehlikeli radikalin olusumunda énemli rol oynar. Bu nedenle,
antioksidanlarin selatlama aktivitesini belirlemede Fe*? iyonlarmi baglayarak etkisiz
hale getirmesi Onemli bir yorumlama metodu olarak ortaya konulmustur.
Oksidasyonun durdurulmasi veya azaltilmasi igin Fe*? iyonlarmin ortamdaki
konsantrasyonunun azalmas: hedeflenen bir etkidir. Bunun icin ferrozin testi
genellikle kullanilan bir yoldur. Ferrozinin Fe* iyonlar: ile olusturdugu kompleks
kantitatif olarak degerlendirir. Olusan kompleksin kirmizi renginde meydana gelen
diisiis 562 nm’de spektrofotometrede tayin edilir. Metotta genellikle standart olarak
etkin bir demir selatlayict ajan1 olan EDTA kullanilmaktadir (Dinis, Madeira ve

Almeida, 1994; Yamaguchi vd., 2000; Wannes vd., 2010).

2.3.4. Antioksidan Maddelerin Demir (IIT) iyonu Indirgeme Kapasitesi

Benzie ve Strain (1996), kan plazmasinda indirgeme giiciiniin belirlenmesi igin
gelistirilen bu metot zamanla modifiye edilerek bitkisel materyallerdeki
antioksidanlarin indirgeme potansiyellerini belirlemek icin kullanilabilir hale
gelmistir. Metodun temeli asidik ortamda sar1 renkli Fe(Ill)/TPTZ kompleksinin
antioksidanlar tarafindan koyu mavi renkli Fe(II)/TPTZ kompleksine indirgenmesi ve
indirgeme aktivitesinin 595 nm’de spektrofotometrik olarak degerlendirilmesine
dayanir (Benzie ve Strain, 1996). FRAP testi basit, hizli, ucuz ve spesifik bir ekipman
gerektirmedigi i¢in kapasite degerlendirilmesinde uygulanan metotlarin basinda gelir.
Bu avantajlarina karsilik metot glutatyon gibi tiol grubu  (-SH) igeren antioksidanlari

6lcememektedir (Prior ve Cao, 1999).
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Giilgin, 2006’da ABTS ve DPPH radikal siipiiriici aktivite tayin yontemi, ferrik
tiyosiyanat yontemi ile toplam antioksidan kapasite tayini, toplam indirgeme
kapasitesi ve metal selatlama aktivitesi yontemlerini kullanarak kafeik asidin
antioksidan etkilerini degerlendirmistir. Referans antioksidan bilesikler olarak o-
tokoferol, troloks, BHA ve BHT yi kullanmistir. 10 pg/ml ve 30 pg/ml derisimlerinde
kafeik asit linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu sirasiyla % 68.2 ve % 75.8
inhibe etmistir. 20 pg/ml derisimdeki BHA, BHT, a-tokoferol ve troloks ise % 74.4,
% 71.2, % 54.7, % 20.1 inhibisyon gostermistir. DPPH radikal stpiruci aktivite
tayininde BHT > kafeik asit > BHA > a-tokoferol > Troloks (20 pg/ml) ; ayn1 derisim
araliginda ABTS radikalini siipirme aktiviteleri iginse kafeik asit > troloks > a-

tokoferol seklinde bir siralama yapilmistir.

2.4. Sinirli otu (Plantago lanceolata)

Sinirli otu (Plantago lanceolata), diinyanin bircok bolgesinde oldugu gibi iilkemizde
de hiida-i nabit olarak yetisen bir bitkidir. Bolgesel olarak halk arasinda “sinirli
yaprak”, “baga yapragi” ve “ates yapragi” seklinde isimlendirilmektedir (Uslu, Temur
ve YOrik, 2016).

[lkbaharin girisiyle ¢igek agmaya baslayan sinirli otu agustos, eyliil aylarinda
olgunlagir ve oldukga acidir. Sinirli otunun yapraklarindan salata malzemesi olarak ve

sigil ilac1 olarak yararlamilmistir. Sekil 2.7 Sinirli otu (Plantago lanceolata)’nun

fotografini gostermektedir.

Sekil 2.7: Sinirli otu (Plantago Lanceolata)

Kaynak: Tanrikulu, 2009.
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Alternatif tipta yillardir kullanilan bu bitki, bulundugu cografyalarda yaralar tedavi
etmede, insanlarin immin sistemi gelistirilmesinde, {ist solunum yollar1 tedavisinde ve
kanser gibi bir¢ok hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Sinirli otunda yapilan
calismalar ile igeriginde, flavonoidler (baisalein, luteolin), monoterpenoidler
(linalool), triterpenoidler (oleanolik asit, urkolik asit), iridoid glikozidler (aukubin) ve
fenolik kompanentlerdir (kafeik asit, kloragenik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve
vanilik asit) olarak 5 farkli etken madde oldugu tespit edilmistir. (Stewart vd., 1996;
Moore, Sanford ve Wiley, 2006).

Antibakteriyel, panzehir, damar biiziicli, yatistirici, balgam sokiicii, kanamay1
durdurucu, miishil ve yara lapasi olarak bazi tedavi edici 6zelliklere sahiptir. Sinirli
otu, mide rahatsizliklari, bronsial spazm, sinirlilik, kuru oksiiriik, alerjik agrilar, idrar
yollari agrilari, gastrik ve peptik ilser, hemaroid rahatsizliklari i¢in de kullanilir

(Atasoy, 2010).

Dalar vd., 2012°de Malva neglecta (ebeglimeci) ve Plantago lanceolata (sinirli otu)
metanol ekstraktlarinin antioksidan kapasitelerini incelemistir. Yaprak, govde, ¢icek,
meyve, kok ve biitiin bitkiden elde edilen ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri, ferrik
indirgeyici antioksidan gucu (FRAP) ve oksijen radikal emme kapasitesi (ORAC)
metotlar1 ile belirlenmistr. Sinirli otu eksrakti, ebegiimeci ekstraktina gore onemli
6l¢iide daha yiiksek antioksidan kapasiteler sergilemistir. Toplam indirgeme kapasitesi
(FRAP testi) 130.4 + 11.5 (govde) ve 369.1 + 19.4 (yaprak) pmol Fe*2g/ KM (kuru
madde) arasinda degismektedir; sinirli otu eksraktinin oksijen radikal absorbans
kapasitesi ebegiimeci eksrartinin 1.9-2.6 kat fazlasi oldugu tespit edilmistir. Meyve ve
yaprak ekstresi i¢in sirasiyla ORAC degeri 738.0 = 10.3 ila 1625.0 + 15.5 umol TE /
g (KM) arasinda degismekteydi, tiim bitki ise 930.5 + 0.9 umol TE / g (KM) olan
ORAC degeri ebegiimecinin yaklasik iki katidir.

Ayrica ebeglimeci ve sinirli otu metanol ekstraktlarinda toplam fenolik bilesiklerin ve
baslica fenolik gruplarin seviyelerini degerlendirmistir. Sonuclar, toplam fenoliklerin,
hidroksisinamik asitlerin ve flavonoidlerin, flavonollerin, sinrli otunun bitki
kisimlarinda sirasiyla 12.2- 35.3, 1.36- 4.34, 2.98- 9.67 ve 1.61- 7.24 pug /g KM

araliginda oldugunu géstermistir.

Beara vd., (2012) Plantago lanceolata L. (sinirli otu)'nun fenolik profilini,

antioksidan, antienflamatuar ve sitotoksik aktivitesini belirledi. Analiz sonuglari,
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ekstraktin fenolik asitler acisindan zengin oldugunu gosterdi. Sonuglar, 6nemli
miktarda benzoik asit tirevlerinin fidroksibenzoik ve 3,4,5-trihidroksibenzoik (gallik
asit) sinirli otu eksraktinda bulundugunu gostermistir. En baskin bulunan benzoik asit
tirevi vanilik asittir ve belirlenen miktar 411.5 pug / g (KM). Ekstraktlarin antioksidan
aktivitesi, birka¢ deney kullanilarak belirlenmistir. DPPH radikal, hidroksil radikal,
stiperoksit anyon ve NO (nitrik oksit) stpuruct kapasitesi, lipit peroksidasyon ve
indirgeyici giic (FRAP) deneyleri yapilmistir. Sonuglar, sinirli otu ekstraktlarinin
degerlendirilen antioksidan analizleri i¢in ICso degerlerinin sirastyla 4.20 DPPH (ng /
ml), 236.12 HO (ug / ml), 23.85 O2 (ug / ml) ve 0.19 NO (ug / ml) oldugunu

gostermistir.

Kogak, 2011°de yaptig1 bu ¢alismada, Plantago lanceolata L. bitkisinin farkli ¢6ziicii
(n-heksan, etil asetat, metanol ve su) o6ziitleri hazirladi ve bu 6ziitlerin antioksidan
aktivitelerini calist1. Oziitlerin antioksidan aktiviteleri B-karoten/linoleik asit,
fosfomolibdenyum ydntem, serbest radikal (DPPH) giderim/stpurim, indirgeme gucu
ve selatlama etkisini iceren bes farkli test sistemiyle belirlemistir. Calisilan test
sistemleri arasinda n-heksan 6zutl . B-karoten/linoleik asit sistemde etkili aktivite
gostermistir. Diger test sistemlerinde, genelde metanol ve etil asetat 6zitleri gucli
aktivite profile sergilemis. Ozellikle, su 6zitiiniin standart antioksidan olan BHT.den
daha yuksek indirgeme giicli kapasitesine sahip oldugu bulunmustur. Ayrica 6ziitlerin
icerdigi toplam fenolik ve flavonoid bilesik miktarlar1 da belirlenmistir. Etil asetat ve

su Oziitiiniin fenolik bilesik¢e zengin oldugu bulunmustur.

Kuranel, 2012’de yaptig1 calismada, P. lanceolata bitkisinin sulu ve metanolli
Ozutlerini sigan sirtinda olusturulan dogrusal kesi yarasi tizerinde kullanarak etkisini
yorumlamuglardir. Yara dokusunda TBARs, GSH, T-SH ve HP ile serum ve doku iz
element (Zn*? ve Cu') miktarlan tespit edilmistir. P.lanceolata bitkisinin yara
dokusunda oksidatif stresin gdostergelerinden olan TBARs diizeylerini anlamli
derecede azalttig1, antioksidan molekiillerden GSH ve T-SH diizeylerinde artisa neden
oldugu, bag doku bileseni olan kollajen sentezini ise yara dokusunda anlamli diizeyde
artirdig1 bulunmustur. Ayrica, kollajen sentezinde ve yara iyilesme siirecinde 6nemli
gostergeler olan doku Zn*? ve Cu*2 diizeylerini de higbir tedavi uygulanmayan kontrol
grubuna gore anlamli derecede artirmistir. Caligmalarinin sonuglarina goére; Halk
arasinda alternatif tip cercevesinde hastaliklara ve yaralanmalar karsisinda giiglii

antioksidan etkisi sayesinde iyilesme slirecini hizlandirdig1 tespit edilmistir.
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P.lanceolata bitkisi hastaliklarin tedavisinin yaninda kozmetikte de kullanilabilecegi
ve ilag ve kozmetik iizerine gelecegin dnemli kaynaklarindan olacagi sonucuna

varilmstir.

2.5. Civanpercemi (Achillea millefolium L.)

Cografyamizda 40 tiiri mevcut olan civanpercemi ¢ok yillik otsu bir bitkidir.
Asteraceae familyasinin bir iiyesi olan bitkinin yiinlii ve pargali yapraklari mevuttur.
Boylar1 5-100 cm arasinda degisir. Tip alaninda kanamay1 durdurucu 6zelliginden

yaygin olarak yararlanilmaktadir (Takzare vd., 2008).

Sekil 2.8: Civanpercemi (Achillea millefolium L.)

Kaynak: Tanrikulu, 2009.

Mamedov vd. 2004’de Rusya ve Orta Asya’dan toplanan tibbi bitki materyallerinin
tizerinde yaptiklar1 bir ¢aligmada, A. millefolium’un toprak istii kisimlarindan
hazirlanan farmasotik preparatlar ile A. santolina’nin ¢igeklerinden hazirlanan galenik
ve ugucu yag preparatlarinin derideki yaralar, iltihaplanmalar ve alerjik dokuntuler ile

dermatit tedavisinde kullanildiklarini kaydetmislerdir.

Ogretmen, 2014°de Achillea tiirlerinin nitelik ve randimanlarina kiiltiirel tatbikatlarin
etkilerini belirlemek (izere bu ¢alismay1 yapmis ve sonuglarinda olumlu tespitlerde
bulunmustur. Tarla denemeleri icin Bulgaristan orijinli Achillea tlri olan A.
asplenifolia ve A. collina alt tirleri kullanmistir. Denemede {i¢ temel baslik altinda

toplanarak, Achillea tdrlerinin morfolojik 6zellikleri, agronomik o6zellikleri ve
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teknolojik oOzellikleri incelenmistir. Calismada uygun azot ve dogru g¢igeklenme
zamanlamasi ile verimin ve kalitenin ilk y1la nazaran ikinci yilda 6nemli dlciide arttig1

gozlemlenmis ve popiilasyonlar arasinda genis bir varyasyon olusturgu tespit edilistir.

Baris vd., 2006’da, ¢6ziicl olarak metanoliin kullanildigi Achillea biebersteinii Afan.
(Asteraceae)'nin ekstraktinin antimikrobiyal ve antioksidan aktiviteleri incelenmistir.
Bitkinin esansiyel yaglarinin antimikrobiyal etkisi ile 8 bakteri, 14 fungus ve C.
albicans mayasina kars1 etkili oldugu tespit edilmistir. Ancak metanol ekstraktinda bu
Ozellik tespit edilememistir. Calismada antioksidatif etki DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl) ve B-karoten/linoleik asit metotlariyla incelenmis ve bu iki metot ile
esansiyel yaglara nispeten daha yliksek antioksidan kapasite gosterdigi tepit edilmistir.
Bitki ¢ozeltisi DPPH radikallerini esansiyel yagdan daha etkin sekilde indirgemistir.
Ancak B-karoten/linoleik asit metodunda ayn1 basariy1 gosterememis ve standart BHT

cok daha az inhibisyon gostermistir.

Kazemi, (2015) Achillea millefolium, Anethum graveolens ve Carum copticum
esansiyel yaglarinin antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuar etkilerini
incelemistir. Gaz kromatografisi / kitle spektrometresi analizi, timolln, Achillea
millefolium'un temel bir bileseni oldugunu, ucucu yaglara (EO) % 26,47 oraninda
katk1 yaptigin1 gostermistir. Achillea millefolium, test edilen tiim bakteri suslarina
kars1 6nemli bir antimikrobiyal aktivite sergilemistir. Ek olarak, Achillea millefolium
EO yapilan tiim testlerde en yiiksek antioksidan aktiviteye sahiptir. Achillea
millefolium EO, diger EO'lardan ve referans antioksidan trolox'tan (sirasiyla 22,50,
26,5 ve 28,32 pug / ml ICso degerleri) cok daha fazla radikal siiplirme aktivitesine
sahiptir. Ek olarak, antioksidan aktivite ile toplam fenolik igerik arasinda bir iligki
bulunmustur. Achillea millefolium EO, lipopolisakkaritle aktive edilmis makrofajlarda
nitrik oksit Gretimini dnemli 6l¢tide inhibe etmistir. Bu sonuglar agikga bitki EO'larinin

antimikrobiyal, antioksidan ve antienflamatuar etkilerini gostermektedir.

Gharibi vd., (2013) ti¢ endemik Achillea tirtiniin (A. pachycephalla, A. aucherii ve A.
kellalensis) toplam fenolik ve antioksidan aktivitesini degerlendirdi. Toplam fenolik
icerik, Folin-Ciocalteu yontemine gore belirlendi ve A. aucherii'de 15.55 mg ila A.
pachycephalla‘da 60.65 mg tannik asit / 1 g kuru madde arasinda degisti. Metanolik
ekstrenin antioksidan aktivitesi 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH), ferrik tiyosiyanat
(FTC) ve B-karoten-linoleik asit testine gore degerlendirildi. DPPH testinde, A.
aucherii en yuksek ICso (844 pg / ml) gosterirken, A. kellalensis ve A. pachycephalla
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sirastyla 518 pg / ml ve 248 pg / ml sahiptir. Indirme giicii igin, A. pachycephalla 700
nm'de (2.601) en ylksek absorbansa sahipken, A. aucherii en diisiikk olana (0.236)
sahipti. Sonuclar, incelenen (¢ endemik tirtin kabul edilebilir antioksidan aktiviteye
sahip oldugunu ve farmasétik ve tibbi amaglar i¢in 6nemli dogal antioksidan

kaynaklar1 olarak kullanilabilecegini gostermistir.

Moghadam vd., 2017°de Achillea millefolium L. esansiyel yaginin kimyasal bilesimini
ve antioksidan aktivitesini degerlendirdi. (Esansiyel Yagi) EO'nun A. millefolium
anten kisimlarindaki ana bilesenleri timol (% 21.14), karvakrol (% 18.56) idi.
Carvacrol ve timol, ugucu yaglarin ana bilesenidir. A. millefolium EO, yiuksek DPPH
radikal stiptrme aktivitesini (ICso: 23.11 = 0.04 pg / ml), trolokstan (23.51 + 0.05 pg

/ ml) daha fazla gosterdi.

B-karoten agartma inhibisyonunun A. millefolium yaginin (2.05 = 0.01 2.01 pg/ ml)
antioksidan aktivitesi, trolokstan (2.06 = 0.0 | pg/ ml) daha iyiydi.

Candan vd., 2003’de civanpercemi tirlerinin antioksidan ve antimikrobiyal etkilerini
arastirmig ve bitkinin metanol ¢ozeltisini ve esansiyal yaglarini kullanmistir. Esansiyal
yagin GC/MS analizi ile bilesiminde 36 bilesik madde tespit edilmistir. Calisma
neticeesinde; bitki eksresinin antioksidatif aktivite sahip oldugu bununla birlikte
esansiyel yaglariin antimikrobiyal etkisinin alt1 mikroorganizma {izerinde etkili

oldugu tespit edilmistir.

Karlovéa vd., 2005°de, civanpercemi Uzerine yaptiklari ¢alismalarinda bitkinin ¢esitli
evrelerinde esansiyel yag randimani incelemislerdir. Caligmalarim1 3 yil siiresince
devam ettirmisler ve bu siire¢ igerisinde tohumdan ¢igege kadar farklilik olup olmadig:
kontrol edilmistir. Bu farkliliklar degerlendirilip bitkinin hasat zamanlamasinin hangi
evrede uygun olabilecegi incelenmistir. Esansiyel yag randimani agisindan gigeklemne

evresinin en uygun zaman oldugu goriilmiistiir.

Karlova, 2006°da, Achillea collina Becker ex bitkisinin flavonoid igerigini tespit etmek
icin bu ¢alismasini yapmis ve bitkinin farkli evrelerindeki flavonoid bilesenlerinin
miktarlarin1  belirlemistir. Calismasinda tohumdan ¢igege kadarki evrelerde
arastirmasini ylriitmiis ve ¢igeklenme asamasina kadar flavonoid miktarinin arttigini
ancak cigeklenme asasinda en yiiksek miktara ¢ikip sonrasinda tekrar azaldigim

belirtmislerdir.
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2.6. Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Deniz seridi boyunca yaygin bulunan Rosmarinus adi aldigi Latince’de “denizin ¢igi”
anlamina gelmektedir (Sasikumar, 2004). Essiz kokusu ve aromasi ile tilkemizde
baharat olarak yaygin bir kullanim alani1 olan bu bitki ayn1 zamanda 6nemli bir
esansiyel yag bitkisidir. Ulkemizde anadolunun gesitli bolgerinde hiida-i nabit olarak
yetisen bitki halk arasinda biberiye olarak bilinir.

Yag ve et sektoriinde aromatik 6zelligi i¢in kullaniliyor olsa da yiiksek antioksidan ve
antibakteriyel aktiviteye sahip olmasi triinlerin raf omiirlerini uzatip bu siirecte

kalitesinin korunmasina katkida bulunmaktadir (Akdeniz vd., 2008; Baytop, 1999).

Sekil 2.9: Biberiye (Rosmarinus officinalis L.)

Kaynak: Tanrikulu, 2009.

Tural ve Turhan 2017°de kekik, biberiye ve defne esansiyel yaglarinin bireysel ve
sinerjik etkilerinin antimikrobiyal ve antioksidatif niteliklerini arastirmislar. Bitkilerin
esansiyel yaglari elde edilip antioksidatif aktiviteleri, FRAP ve DPPH metotlar1 ile
incelenmistir. Calismanin sonucu olarak tiim 6rneklerde antimikrobiyal aktivite ve
antioksidan kapasite tespit edilmistir. Ugucu yag ve karigimlarinin FRAP degerleri
3.67 (biberiye) ile 40.30 mg/mL (defne), DPPH radikal sondiiriicli kapasite degerleri
ise %21.31 (biberiye) ile 89.48 (kekik / defne) arasinda belirlenmis. Yapilan ¢alisma
endiistriyel proseslerde bu bitkilerin dogal birer antimikrobiyal ve antioksidan ajan

olarak kullanilabilecegini gostermistir.
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Santos ve Shetty 2012°de Rosmarinus officinalis L. (biberiye) ve Origanum
vulgare'den (kekik)’de fenolik antioksidan bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en iyi
kosullar olusturulmus ve ham ekstraktlardan antioksidan aktiviteyi, DPPH serbest
radikal olusumu ve mikrosome lipid peroksidasyonunun inhibisyonuna dayanarak
gostermistir. Fenolik bilesiklerin ekstraksiyonu i¢in en iyi durum, biberiye i¢in 8 saat
boyunca % 75 etanol (0.46 pg GAE / ml £ 0.01 w / v) ve kekik i¢in 7.5 saat boyunca
% 40 etanol (2.57 ug GAE / ml £ 0.02 w / v). Biberiye ekstresi her iki testte de yiiksek

antioksidan aktivite géstermistir.

Yosr vd., 2012°de yaptiklart g¢alismada bitkinin farkli evrelerdeki antioksidan
aktivitesini tespit etmislerdir. Bitkinin vejatatif donemde hasat edilmesinin FRAP
yontemine gore maksimum degerde antioksidatif kapasiteye sahip oldugunu

gostermistir.

Yosr vd., 2010°da yaptiklar1 diger bir ¢alismada 2 farkli biberiye ¢esidinin 3 farkl
yontem kullanilarak (DDPH, FRAP ve B-carotene) incelemesini yapmuslardir.
Calisma sonuclarinda bitkinin ¢esitleri arasinda genetik ve gevresel faktorlerin etkisi

ile biiyiik farkliliklar gosterdigi gézlenmistir.

Baskaya, Ayanoglu ve Bahadirli, 2016’da yaptiklari bu c¢alismada, biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) bitkisinin gelisim evrelerindeki farklilagsmalara ve gevresel
etkilere bagli olarak esansiyel yag ve antioksidatif icerigine etkileri tespit etmeyi
amaglamiglardir. Calismada bitkinin g¢esitli bolgelerinden aldiklar1 6rnekleri ti¢ farkl
evrede (sonbahar, ¢igeklenme baslangici ve tam gigeklenme) hasat ederek minumum
ve maksimum degerleri incelemisleridr. Denemede yaprak esansiyel yagi sirasiyla
sonbahar evresi, ¢igeklenme baslangici ve son olarak tam ¢igeklenme evresinde en
yuksek oranlara ¢iktig1 tespit edilmistir. Bitkide belirlenen temel esansiyel yag bileseni
borneol, eucalyptol (1.8 cineole) ve camphor olarak gorilmiistiir. Tespit edilen
maksimum borneol bileseni tam ¢iceklenme evresindeki ciceklerden elde edilirken
bunu sirasiyla tam giceklenme evresindeki herba esansiyel yagi ve sonbahar

evresindeki herba esansiyel yaglari takip etmistir.
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UCUNCU BOLUM
MATERYAL VE METOT

3.1.Materyal
3.1.1.Bitki Ornekleri

Manisa Turgutlu ve izmir Ovacik bélgelerinde dogal alanlarda yabani tiirlerden, tek
cesit olarak bolge aktarlari tarafindan toplanmis ve yenebilen kisimlart alinip oda
kosullarinda kurutulmus olan; biberiye (Rosmarinus officinalis) yapraklari, sinirli
otu (Plantago Lanceolata) sap ve yapraklar1 ve civanpercemi (Achillea millefolium)
cicekleri tedarik edilmistir. Ornekler mikserde 6giitiildii ve elenerek koyu renkli

kavonozlara konuldu.

Sekil 3.2: Ogiitiilmiis biberiye (Rosmarinus officinalis)
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Sekil 3.3: Ogiitiilmiis sinirli otu (Plantago lanceolata)

3.1.2.Kimyasal Maddeler ve Ekipmanlar

Calismada kullanilan kimyasal maddeler analitik saflikta olup, Sigma-Aldrich ve
Fluka Analytical firmalarindan tedarik edildi. Laboratuvar c¢alismalar1 Istanbul
Sebahattin  Zaim Universitesi laboratuvarlarinda ve {iniversitenin laboratuvar

ekipmanlari ile yapildi.

3.1.2.1. Etanol

Ticari olarak Sigma-Aldrich firmasindan satin alindig: sekilde kullanildi.

3.1.2.2. Metanol

Ticari olarak Sigma-Aldrich firmasindan satin alindig1 sekilde kullanildi.

3.1.2.3. Folin-Ciocalteu Reaktifi

Ticari olarak satin alindig: sekilde kullanildi.

3.1.2.4. % 20’lik Na2COs ¢0zeltisi

20 g Na,COg tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.
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3.1.2.5. Gallik asit

Standart olusturmak i¢in gallik asitten 0.01 ile 0.1 g arasinda farkli miktarlarda
tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.6. Catechin

Standart olusturmak catechinden i¢in 0.01 ile 0.5 g arasinda farkli miktarlarda

tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.7. % 5’lik NaNOz ¢ozeltisi

5 g NaNO:; tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.8. % 10’luk AICls ¢ozeltisi

10 g AICIs tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.9. 1 M NaOH cozeltisi

4 g NaOH tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.10. 1 mM DPPH ¢ozeltisi

0.0048 g DPPH tartilarak etanolde ¢6ziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.11. BHT cozeltisi

Standart olusturmak igin BHT den 0.01 ile 0.5 g arasinda farkli miktarlarda tartilarak

destile suda ¢ozuldi ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.12. Askorbik asit ¢ozeltisi

Standart olusturmak igin askorbik asitten 0.1 ile 1 mM arasinda farkli

konsantrasyonlarda standart olusturulmustur.
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3.1.2.13. % 1I’lik KsFe(CN)s cozeltisi

1 g KsFe(CN)e tartilarak destile suda ¢6ziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.14. % 0.1°lik FeCls ¢ozeltisi

0.1 g FeCls tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.15. % 10’luk TCA c¢ozeltisi

10 g TCA tartilarak destile suda ¢ozlldu ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.16. 0.2 M fosfat tamponu (pH=6.6)

KH2PO4 (2.7218 g/ML) ve NaxHPO4.2H.O (3.4836 g/ML) ¢ozeltilerinin pH=6.6

olacak sekilde karistirilmasi ile hazirlandi.

3.1.2.17. 4 mM Ferrozin ¢ozeltisi

0.197 g ferrozin tartilarak destile suda ¢6ziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.18. 2 mM FeCl: ¢ozeltisi

0.0240 g FeCl: tartilarak destile suda ¢oziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

3.1.2.19. EDTA ¢ozeltisi
0.3 g EDTA tartilarak destile suda ¢o6ziildii ve balon jojede 100 ML’ye tamamlandi.

Calismada kullanilan baslica ekipmanlar; blender (Arzum proset444- 700W),
spektrofotometre (Optima sp-300nano), inkubatdr (memmert 100-800), analitik terazi
(Radwag AS220), santriflj (Selecta Mixtasel-B2), isitici ve manyetik karigtirici (Four
E’S MI0102003), vortex ve mikro pipetler (Axypet)’ dir.

27



3.2. Metotlar
3.2.1.Polifenollerin Ekstraksiyonu

Kurutulmus bitkiler ev tipi blenderde 6giitiiliip elendikten sonra oda sicakliginda ve

methanol ile Santas et al., (2008)’e gore ekstrakte edildi.

Sekil 3.4: Ev Tipi Blender ve Elek

Solvent (100 ML) igerisine toz haline getirilmis bitki konularak (siv1: kat1 orani 20:1)
60 dakika manyetik karistirict (900 rpm) ile ekstraksiyon yapildi. Sonra ¢ozelti 3000
rpm de 15 dakika santrifiij edilip filtre kagidindan siiziildii. Filtre kagidinda kalan bitki
tozlar1 tizerine 100 ML solvent eklenerek islem tekrarlandi. Son olarak 250 ML balon

jojeye solvent ile tamamlanip + 4 °C’de karanlikta muhafaza edildi.

3.2.2. Toplam Fenolik Madde Tayini

Toplam fenolik madde tayini Arnous vd., (2002)’ye gore Folin-ciocaltcu reaktifi

metodu kullanilarak tespit edildi.

1.5 ML’ lik mikrosantrif(ij tlpune 0.79 ML saf su 0.01 ML numune ekstraksiyonun
dilisyonu, 0.05 ML Folin- ciocaltcu ayraci eklenip vortekslendi. 1 dakika sonra 0.15
ML %20 sulu sodyum karbonat ¢ozeltisi eklenip vortekslendi. sonra 120 dakika oda
sicakliginda karanlik bir ortama birakildi ve son olarak spektrofotometrede 750 nM

dalga boyunda absorbans degeri okundu. Standart olarak kullanilan gallik asit i¢in de
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ayni islemler tekrarlandi. Toplam fenolik konsantrasyon, gallik asit standartt (100-

1000 mg/L) kullanilarak olusturulan kalibrasyon egrisinden hesaplanmustir.

Sonuglar gallik asit es degeri olarak (g GAE/ kg ekstrakt) verildi. Analizler her bitki
icin li¢ parallel seklinde yapilmistir.

3.2.3. Toplam Flavonid Tayini

Toplam flavonidler, Demanto vd., (2002) metoduna gdre ancak belirtilen

spektrofotometrik modifikasyonlar yapilarak kullanilmistir.

Ekstraktlara sirastyla 1.25 ML saf su ve 75ML %5’lik NaNOz solusyonu eklenip
sonrasinda 6 dakika 900 rpm’de vortekslendi. Sonra %10’ luk AlClz solusyonu eklenip
5 dakika karistirildi. Ondan sonra 150ML %10’ luk NaOH c¢ozeltisi eklenip saf su ile
25 ML ye tamamlandi. Spektrofotometrede 510 nM dalga boyunda absorbans
degerleri okundu. Toplam flovonid igerigi katesin kullanilarak hazirlanan
stanartlardan elde edilen kalibrasyon egrisi ile hesaplandi ve sonug katesin es degeri
olarak (g KE/ kg ekstrakt) verildi. Analizler her bitki i¢in {i¢ parallel seklinde
yapilmistir.

3.2.4.DPPH Radikali Giderme Aktivitesi Tayini

DPPH’e kars1 bitki ekstraktlarinin serbest radikal yakalama aktivitesi Malterut vd.,

(1993) metoduna gore hesaplanmistir.

Bu metoda gore; yeni hazirlanan 2.8 ML DPPH (45mg/ML) metanol solusyonuna 200
ML seyreltik ekstrakt ilave edildi ve hizlica karistirildi. Kiivete konularak 5 dakika
sonra spektrofotometre de 515 nm dalga boyunda absorbans degerleri okundu. DPPH
solusyonunun baslangi¢ absorbansi 1.2-1.3 okunmus olup bu degerler DPPH
solusyonunun yeni hazirlandigimi gostermektedir. Radikal konsantrasyonundaki
diisme ekstratlarin serbest radikal sondiiriicii aktivitesini gostermektedir. Referans

olarak BHT solusyonu kullanilmistir.
Radikal aktivitesi (%) =(Ao — Aest)/Ao * 100 seklinde hesaplanmuistir.
Ao: DPPH solusyonlu absorbans degeri

Atest: BHT’ li absorbans degeri
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Baslangigtaki DPPH konsantrasyonunu %50 azaltmak i¢in gerekli antioksidan miktar1
antiradikal etkinligi ifade eder ve ICso (mg/ML) olarak isimlendirilir (Frankel ve
Meyer, 2000).

ICs0 degerinin diisiik olmas1 antioksidan kapasitenin yiiksek olusunu gostermektedir

(Sarikiirk¢ii vd., 2008).

Analizler her bitki i¢in {i¢ paralel seklinde yapilmistir.

3.2.5.Indirgen Gii¢ Aktivitesi

Indirgen gii¢ aktivitesi, Oyaizu (1986) metoduna gore yapilmistir. 2.5 ML ektstrakta
2.5 ML 200 mM sodyum potasyum buffer (pH6.6) ve 2.5 ML %1’ lik potasyum
ferrosiyanid aklenerek 50 °C’de 20 dakika inkiibasyonda bekletildikten sonra 2.5 ML
%10’ luk TCA eklenerek 10 dakika 900 rpm’ de santrifiij edildi. Ust tabakadan 5 ML
alinarak tizerine 5 ML saf su ve 1 ML %1’ lik ferrik Klorid eklendi. 700 nm dalga
boyunda spektrofotometre ile absorbans degeri Ol¢iildii. Absorbanstaki artis bitki
ekstrelerinin indirgeme glciinin yiiksek oldugunu gosterir (Benzie ve Strain, 1996).
Referans olarak askorbik asit kullanilmistir. Analizler her bitki i¢in {i¢ parallel seklinde

yapilmistir.
3.2.6.Demir (IT) Selatlama Aktivitesi

Ekstraklarin demir baglama aktivitesi, Carter (1971) metoduna gore hesaplanmistir.
200 ML ekstrakta 100 ML 2 mM sulu FeCl» ¢ozeltisi ve 90 ML metanol eklenerek
kanigtirildi. Kontrol, ekstrakt hari¢ olarak ayni sekilde hazirlanmistir. 5 dakika
inklibasyon sonundad 400 ML 4 mM ferrozine ile reaksiyon baslatildi. 10 dakika

sonunda 562 nm dalga boyunda sepetrofotometre ile absorbans degerleri 6lgiildii.
Demir baglama aktivitesi (%) = (Ak- An)/ Ak * 100 esitligi ile hesaplandi.

Ak : kontrol absorbansi

An : Numune absorbansi

Analizler her bitki igin (i¢ parallel seklinde yapilmistir.
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DORDUNCU BOLUM
ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Icerigi

Fenolik bilesikler birgok bitkinin bilesenleridir. Bu bilesiklerin, saglhigi destekleyen
antioksidan etkilere sahip olmalar1 toplumsal ve bilimsel agidan ilgi ¢ekmektedir
(Hollman ve Katan, 1999; Rice-Evans vd., 1997). Bu nedenle bitki ekstraklarinin
toplam fenolik icerigini belirlemek onemli olacaktir. Fenolik bilesiklerin mor Otesi
1sinlara kars1 potansiyel rolleri sayesinde bitki viicudunun dermal dokularinda birikim

egilimi gostermektedir (Strack, 1997).

Xing ve White (1997)’¢ gore fenolik bilesiklerin metanol ile ekstrakte edilmelerinden

iyi bir verim elde edilmektedir. Bu nedenle metanol ¢6ziicii olarak kullanilmustir.

Civanpercemi, sinirli otu ve biberiye ekstraklarinin toplam fenolik konsantrasyonuna
ait tablo 4.1 asagida sunulmustur. Bu ii¢ kaynaktaki toplam fenolik ve toplam
flavonoid igerigi g/kg (KM) olarak ifade edilmistir.

Toplam fenolik igerige ait sonuglar gallik asit esdegeri olarak civanpercemi, sinirli otu
ve biberiye i¢in sirastyla 12.85, 11.73 ve 33.68 g/ kg (KM) olarak tespit edilmistir.
Toplam flavonoid igerigi katesin esdegeri olarak ayni siralama ile 9.38, 9.74 ve 26.50
g/kg (KM) olarak tespit edilmistir.

Aktas, B. vd.,.( 2019) aragtirmalarinda biberiye ekstresi i¢in toplam fenolik madde
miktarlarini 248.5 mg/g GAE olarak tayin etmislerdir.

Yazic, O. S. vd., ( 2020) arastirmalarinda biberiye esansiyel yagina ait toplam fenol

miktar1 12,11 mg GAE/g KM olarak tespit edilmis.

Isbilir (2008) ¢alismasinda dereotu, gelincik, kuzukulagi, roka ve terenin etanol
ekstraktlar i¢in toplam fenolik bilesik miktar1 49.63-127.55 GAE mg/g araliginda
degistigini tayin etmistir.

Erugar, S. (2006) calismasinda ii¢ farkli bitki i¢in toplam fenolik madde miktarlarini
7.92- 30.83 GAE mg/g ve toplam flavonoid madde miktarlarini 0.43- 6.76 mg EK /g

tayin etmistir.
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Bitki ekstrelerindeki toplam fenolik madde miktari, bitkinin maruz kaldig: ¢evresel
faktorler ve dis etmenler basta olmak iizere analizlerde kullanilan yontem ve metotlara

bagl olarak farklilik gostermektedir.

Tablo 4.1: Ekstraktlardaki Toplam Fenolik Madde ve Flavonoid I¢erigi

Toplam Fenolik | Toplam Flavonoid | Fenolik/ Flavonoid
Ekstraktlar Orani

g/ kg (KM) g/ kg (KM)
Civanpercemi 12.85+0.20 9.83+0.94 1.31
Sinirli otu 11.73+0.84 9.74+0.39 1.20
Biberiye 33.68+2.83 26.50+0.38 1.27

Biberiyenin en yiiksek fenolik ve flavonoid igerige sahip oldugu goriiliirken, toplam
fenolik icerigin artmasiyla ekstrakte edilebilir toplam flavonoidlerinde arttigi fark
edilmektedir. Aktas, B. vd.,.( 2019) arastirmalarinda biberiye igin tespit ettikleri 248.5
mg/g GAE miktarindan yiiksek tespitimiz, kullanilan bitkilerin yetisme ortami ve
sartlarindan kaynaklanmis olabilir. Diger arastirmacilarin ¢alismalarindaki farkli
bitkilerde tespit ettikleri degerler ile karsilastirildiginda, kullandigimiz {i¢ bitkinin

yiiksek fenolik ve flavonoid igerige sahip oldugu tespit edilmistir.

Toplam Fenolik & Flavonoid icerigi

40
+

35 33.68+2.83

30 26.50+0.38
S 25
x
» 20
o 15 12.85+0.20 11.73+0.84

9.83+0.94 9.74+0.39
10
0
Civanpercemi Sinirli otu Biberiye

B Toplam Fenolik igerigi B Toplam Flavonoid igerigi

Sekil 4.1: Civanpercemi, sinirli otu ve biberiyenin Fenolik ve Flavonoid icerigi
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4.2. DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

DPPH testi serbest radikal olan 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazzyl (DPPH)’in H verici
bilesenler ile reaksiyona girip stabil bilesik olusturmasi prensibine dayanmaktadir.
Metoda gore, antioksidan maddenin antiradikal glicli absorbansin diisme miktarina
gore artmaktadir. Antioksidan hidrojen vermesi ile DPPH’i temizler ve absorbans
diiser. Sentetik antioksidan BHT ile ayn1 aktivite saglanmaktadir. 200 ppm’lik BHT
¢ozeltisinden 14 ug kullanildiginda inhibisyon %53 oldugu tespit edilmistir. Tablo 4.2
incelendiginde farkli konsantrasyonlarda sinirli otu ve civanpercemi igin farklilik

gostermezken biberiyenin gosterdigi inhibasyon daha yuksektir.

Tablo 4.2: Ekstraklarinin DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

Konsantrasyon % Inhibisyon
Hg GAE/ML : : - L
DPPH Civanpercemi Sinirli out Biberiye
5 17+2.9 19+3.2 30+4.3
10 3546.2 37+1.2 51+6.1
20 55+2.0 58+0.8 67+8.2
30 72427 76+3.3 94+0.1
40 86+1.2 86+0.9 96+0.4

Candan vd., 2003’de yaptig1 ¢calismada A. millefolium bitkisinin metanol ekstraktinda
serbest radikal yakalama aktivitesi analizinde 1Csp 45.60 pg /ML olarak tespit etmistir.

Kazemi, M. (2015) arastirmasinda A. Millefolium endemik bitkisinde yaptigi
antioksidan aktiviteye yonenik analizlerde 1Cso 22.11 pg /ML olarak tespit etmistir.

Yazcy, O. S. Vd., (2020) arastirmalarinda biberiye esansiyel yaginda DPPH radikal
temizleme aktivitesi analizi ile 1Cso degerini 2,75 pg ekstrakt/ML olarak

belirlediklerini belirtmislerdir.

Isbilir (2008) ¢alismasinda kuzukulag bitkisinin etanol ekstresinde ICso 5,93 (ug/ML)

olarak tayin etmistir.
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Kocak, 2011°de yaptig1 ¢calismasinda sinirli ot bitkisini dort farkli ¢oziicii ile 6ziitleyip
DPPH serbest radikal giderme aktiviteleri test etmis ve farkli derigimler i¢in derisimin
artmasiyla inhibisyonun da arttig1 gozlemlemistir. 0,2 mg/ML derisimde metanol

0ziitliniin (%50,73) en yiiksek aktivite gosterdigini tespit etmistir.

DPPH Radikali Giderme Aktivitesi

100

75

% Inhibasyon
(9]
o

5 10 20 30 40
ug GAE/ml DPPH

=@=— Civanpergemi Sinirli otu =—=@==Biberiye

Sekil 4.2: Civanpercgemi, sinirli otu ve biberiye ekstraklarimmn DPPH Radikali
Giderme Aktivitesi

ICs0; %50 inhibisyon i¢in gerekli konsantrasyondur. Reaksiyon ortamindaki DPPH

radikalinin %50’sinin yok edilmesi i¢in gereken etkili antioksidan konsantrasyonudur.

ICso tim ekstraksiyonlar igin Sekil 4.3’de gosterilmistir. Grafige gore ICsp,
civanpercemi, sinirli otu ve biberiye i¢in sirastyla 19.32, 18.27 ve 11.83 ug/ML olarak
tespit edilmistir.

Candan vd. (2003) civanpercemi bitkisi icin 1Cso 45.60 pug /ML olarak tespit etmistir.
Kazemi, M. (2015) arastirmasinda bu degeri ICsp 22.11 pg /ML olarak tespit etmistir.
Bu ¢alismada ise deger 19.32 pg/ML olarak tespit edilmistir.

Yazicy, O. S. Vd., ( 2020)’deki arastirmalarinda biberiye esansiyel ICso degerini 2,75
ug ekstrakt/ML olarak tespit ettiklerini belirtmislerdir. Bu ¢alismada ise deger 11.83
ng/ML olarak tespit edilmistir.

Bu farkligin sebebi bitkinin yetisme ortami, ¢evresel faktorlere, hasat zaman1 ve metot

farklilig1 seklinde agiklanabilir.
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ICs0 & ARP
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Sekil 4.3: Civanpercemi, sinirli otu ve biberiye Ekstraktlarimin ICso Degerleri

Antiradikal Gug¢ (ARP) = 1/1Cs0x100 formulline gore; civanpercemi, sinirli otu ve
biberiye icin sirastyla 5.18, 5.47 ve 8.46 ug/ML bulunmustur. Ayn1 konsantrasyonda
biberiye ekstrakti diger ekstraktlara gore daha yiiksek ARP’ ye sahiptir.

4.3. Demir (II) Selatlama Aktivitesi

Ekstraklarin Fe *? baglama durumlar1 Carter (1974) metodu ile tayin edilmisdir. Fe*2
ferrozin ile bir miktar tayin edilebilecek bir kompleks olusturabilir. Ekstrakt i¢erisinde
selat ajanlar var ise Fe ve ferrozinin olusturdugu kirmizi renkli kompleksi bozar ve
rengin acilmasina sebep verir. Bu nedenle renk azalma miktar1 ekstraktin igerisindeki
selatlarin aktivitesini tayin etmemizi saglar. Fe*? gecis metali iyonu, nispeten reaktif
olmayan radikaller ile radikal reaksiyonun olusumuna ve yayilmasina izin verebilecegi

icin tek elektronlar1 hareket ettirme kabiliyetine sahiptir (Aboul Enein vd., 2003).

Keser, S. (2012) ¢alismasinda Achillea millefolium Cigek Etanol ekstraktinda metal
selatlama kapasitesini % 44.47 olarak tespit ederken Achillea millefolium Yaprak
Etanol ekstraktinda % 36.00 olarak tespit etmistir.

Erugar, S. (2006) calismasinda metal selatlama aktivitesi metoduna gére % demir
iyonlar1 inhibisyonlarii miiver ¢i¢egi, demirhindiba ve bogiirtlen i¢in sirasiyla 55.14,

5.65, 50.94 ug /ML olarak tespit etmistir.
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Sarikiirk¢ii, C. vd., (2015) ¢aligmasinda Onopordum anatolicum bitkisinin tohum
ekstrelerinin ve standartlarin metal selatlama kapasiteleri (%) 6,30 olarak tespit

etmislerdir.

Erez, M. E. vd., (2014) yaptiklar1 alt1 farkli salvia tiiriinlin antioksidan kapasitelerini
belirleme ¢aligmasinda, demir selatlama aktivitesini (%) 68.61- 93.66 arasinda tespit

etmislerdir.

Ekstraktlarin ferrozin — Fe™? kompleks olusumunun yiizde inhibisyonu Tablo 4.3’de

gosterilmistir.

Tablo 4.3: Ekstraktlarin Fe?* kompleks olusturma aktivitesi

Konsantrasyon (g / ML)
Ekstraktlar
10 25 50 100 500 740 ICso
Sinirli Otu 0.06x0 3.45+0.01 | 33.89+0.06 | 54.38+0.09 - - 91.95
Biberiye 2.39+0.03 | 9.34+0.11 | 19.43+0.13 | 80.64+0.08 - - 62.01
Civanpercemi - - - - 43.77+0.13 | 83.33£0.3 | 444.00
EDTA 39.14+0.05 | 74.80+0.06 | 89.07+0.06 - - - 16.71

Calismada biberiye'nin diger ekstraktlarla karsilastirildiginda en aktif ekstrakt
oldugunu gostermistir. selatlama aktivitesi i¢in ekstraktlarin ICso degerleri, pozitif
standart EDTA'dan daha diisiik olan sinirli otu, biberiye ve civanper¢emi i¢in sirastyla

91.95, 62.01 ve 444.00 pg / ML tespit edilmistir. (EDTA 1Cso = 16.71 pg / ML).

Litaratiir arastirmasindaki sonuglar ile karsilagtirildiginda bitki ekstratlarinin selatlama
kapasitesinin kontrol olarak kullanilan EDTA’ dan diisik oldugu ve diger
aragtirmalardaki bitkilerle yakin selatlama kapasitesine sahip olduklar1 tespit

edilmistir.
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Demir (ll) Selatlama Aktivitesi
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Sekil 4.4: Ekstraktlarin Fe*?> kompleks olusturma ytizde inhibisyonu

4.4. indirgen Gii¢ Aktivitesi;

Antioksidanlar, Fe*? / ferrisiyanid kompleksinin Fe*? formuna indirgenmesine neden
olan numunelerdeki indirgeyici maddeler olarak agiklanabilir. Bu nedenle olugan mavi
renk 700 nm' de 6lgtilerek izlenebilir (Chung vd., 2002). indirgen giicii, absorbanstaki
artiga bagli olarak artacaktir (Jayaprakasha vd., 2001).

Indirgen gii¢ aktivitesi ii¢ farkl1 ekstrakt icin (civanpercemi, sinirli otu ve biberiye)
belirlendi. Tablo 4.4 ve sekil 4.5 degerlendirildiginde, ekstrakt konsantrasyonunun
artmasiyla indirgen gii¢ aktivitesinin arttigini gostermistir. Absorbans, civanpergemi,
sinirli otu ve biberiye igin sirasiyla 100 pg / ML konsantrasyonlarda 0.56, 0.66 ve 0.72'

ye ulasmistir. Askorbik asit pozitif kontrol olarak kullanilmistir.

Tural vd. 2017°de kekik, biberiye ve defne ugucu yaglarmin ve karisimlarinin
antioksidan Ozellikleri {izerine ¢alismalarinda biberiye icin indirgen giic aktivitesi

degerini 3.67 pg /ML olarak tespit etmistir.

Bu caligmada biberiye i¢in tespit edilen deger ise 0.72 pg /ML’ dir. Tural vd. 2017°de
yaptg1 calismaya kiyasla diisiik ¢ikan deger standart olarak kullanilan askorbik asite

kiyasla ytiksektir.
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Tablo 4.4: Ekstraktlarin indirgen gii¢ aktivitesi

Konsantrasyon pug GAE / ML
Ekstraktlar
10 25 50 100
Civanpercemi 0.06£0.01 | 0.17+0.01 | 0.35+0.04 | 0.56+0.03
Sinirli Otu 0.08+0.02 | 0.17+0.01 | 0.38+0.08 | 0.66%0.0
Biberiye 0.08+0.0 | 0.17+0.03 | 0.36%£0.01 | 0.72+0.03
Askorbik asit 0.09+0.0 - 0.17+0.01 | 0.58+0.01
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Sekil 4.5. Ekstraktlarin Indirgen giic aktivitesi
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indirgenme glicu aktivitesi gosterdi.
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BESINCi BOLUM
SONUCLAR VE ONERILER

Bir¢ok sektorde kullanilan antioksidanlar, 6zellikle gida sektoriine yon veren bilimsel
ve teknolojik calismalar 1s18inda bilingli tiiketici toplumlarinda yiikselen bir ivme
kazanmistir. Buna bagli olarakta sentetik antioksdanlara alternatif dogal

antioksidanlara yonelme hizla artmaktadir.

Bu arastirmada; Izmir ve Manisa bélgelerinde yabani ortamda yetisen civanpergemi,
sinirliotu ve biberiye bitkilerinin kurutulup 6gtiilmiis formlarinina ait metanol
ekstrelerinin antioksidan Ozellikleri arastirilmistir. Civanpercemi, sinirli otu ve
biberiye bitkilerinin fenolik ve toplam flavonid igerigi, DPPH serbest radikali giderme
aktivitesi, demir (II) selatlama aktivitesi ve indirgenme gii¢ aktivitesi metodlariyla
antioksidan kapasiteleri tespit edilmistir. Sonuclar literatlrlerdeki verilere kiyas

edilerek degerlendirilmistir.

Toplam fenolik igerigi, folin-ciocalteu reaktifi (FCR) metoduyla yapildi ve sonuglar
gallik asit esdegeri olarak civanpercemi, sinirli otu ve biberiye i¢in sirastyla 12.85,
11.73 ve 33.68 g/ kg (KM) olarak tespit edilmistir. Toplam flavonoid i¢erigi, Demanto
vd., (2002) metoduyla yapildi ve sonuglar katesin esdegeri olarak ayni siralama ile
9.38, 9.74 ve 26.50 g/kg (KM) olarak tespit edilmistir. Her iki sonug incelendiginde
biberiyenin diger bitkilere kiyasla fenolik ve flavonoid igeriginin yiiksek oldugu

gorulmektedir.

Serbest radikal yakalama aktivitesi, Malterut vd., (1993) metoduna gore yapilmistir.
DPPH’e kars1 bitki ekstrelerinin antiradikal giicii, absorbansin diisme miktarina gore
artmaktadir. Mor renkli olan DPPH ¢d6zeltisi antioksidan bir bilesikle etkilestiginde
rengi sartya doner ve antioksidan bilesige bagli olarak farkli tonlarda sar1 renkli yeni

bir bilesik haline gelir.

Antiradikal Gug (ARP); civanpercemi, sinirli otu ve biberiye igin sirasiyla 5.18, 5.47
ve 8.46 bulunmustur.

ICso, civanpercemi, sinirli otu ve biberiye i¢in sirastyla 19.32, 18.27 ve 11.83 pg/ML

olarak belirlenmistir.
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Ekstraktlarin metal selatlama kapasitesi Carter (1974) metodu ile tespit edilmistir.
Biberiye'nin diger ekstrelerle karsilastirildiginda en aktif selatlama ajansi icerdigi
tespit edilmistir. Ancak ekstraklardaki selat ajanlar1 varliginin zayif oldugu, EDTA'dan
cok daha yiksek ICso degerlerinden anlasilmaktadir. ICso degeri sinirli otu, biberiye,
civanpercemi ve EDTA icin sirasiyla 91.95, 62.01, 444.00 ve 16.71 pg / ML olarak
tespit edilmistir.

Indirgen giic aktivitesi, Fe'¥/ ferrisiyanid kompleksinin Fe*? formuna
indirgenmesiyle olusan mavi rengin 700 nm' de 6l¢ilmesi esasina dayali olarak yapildi
(Chung vd., 2002). Ug farkli ekstrakt icin (civanpercemi, sinirli otu ve biberiye)
belirlenen absorbanslar sirasiyla 100 pg / ML konsantrasyonlarda 0.56, 0.66 ve 0.72

olarak tespit edilmistir.

Biberiye ve sinirli otu ekstratlarinin indirgenme giicii aktivitesinin pozitif kontrolle

kiyasla yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Bu ¢alismada, U¢ bitkinin de antioksidan aktivite degerleri yiiksek oldugu tespit
edilmis olup biberiyenin i¢lerinde en yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Civanpercemi ve sinirli otu bitkileri birbirine yakin aktivite gosterdikleri
tespit edilmistir. Ug bitkinin antioksidan aktivitesi, standart olarak kullanilan
antioksidanlara kiyas ile yakin degerlerde olmasi endiistriyel alanlarda kullanilabilir
oldugunu gostermektedir. Bitkilerin birlikte olusturabilecegi sinerjik etki daha detayli
laboratuvar calismalar1 ile tespit edilebilir ve diisik miktarlarda etkili doz elde
edilebilir.
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OZGECMIS

Kiitahya’nin Domanig il¢esinde dogdum, ilk-orta ve liseyi Kiitahya’da tamamladiktan
sonra Van Yiiziincii Y1l Universitesi Gida Miihendisligi Boliimiinde lisans egitimini
aldim. Egitim hayatina, Sabahattin Zaim Universitesi Gida Miihendisliginde Yiiksek

lisans egitimi ile devam etmektedir.

Gida miihendisi olarak 2007 yilinda ¢alisma hayatina basladim ve biskiivi, ¢ikolata, et
triinleri ve dondurma basta olmak {iizere farkli gida sektorlerinde arge ve

Uretim sorumlusu olarak gorev yaptim.

2007 yiinda GIMDES’ in yaptizi Helal Sertifikalama Standartlar1 istisare
toplantilarina katilarak helal ve tayyib gidanin iretilebilir bir sistem icerisinde
saglanabilmesi i¢in olusturulan Bilim Teknik Kurulunda yer alarak ¢esitli program ve
proje uygulamalarinda bulundum. GIMDES’in 2009 yilinda helal sertifikalandirma
hizmetine baslamasi ile kurumda aktif gérev aldim. Gorev siirecinde denetim elemant,
bas denetci, denetim koordinatorii, egitim ve sertifikalama koordinatorii olarak yurtigi

ve yurtdisi denetimlerinde hizmet verdim.

2019 yilinda GIMDES ile géniil birlikteligini devam ettirerek dzel sektdrde galigma

hayatima devam etmekteyim.
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