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OZET

Bu ¢alismada, Elaz1g ili ve ¢evresinden toplanan Eremurus spectabilis Bieb., Silene
chlorifolia Sm. ve Plumbago europaea L. bitki ekstraktlarinin in vitro antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteleri, Saccharomyces cerevisiae ile Kluyveromyces lactis bulunan
kiiltiir ortaminda ise sadece antioksidan etkileri arastirildi. Calismada DPPH serbest radikal
temizleme aktivitesi, flavonoid, resveretrol ve seker icerikleri, lipit peroksidasyon (LPO),
yag asidi diizeyi, lipofilik vitamin degerleri, protein ve glutatyon miktarlart Slgiildii. Bu
amagla Kontrol, Fenton reaktifi (FR) ve bitki ekstraktlarini igeren gruplar ile bunlarin
kombinasyonlart kullanildi. Antimikrobiyal aktivite c¢alismalart Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Epidermophyton sp., Candida albicans tizerinde belirlendi.

Sonuglara gore, in vitro ortamda FR grubunda LPO diizeylerinin kontrol grubuna
gore yiiksek miktarlarda arttigir (p<0.0001), bitki ekstarti ve FR igeren gruplarda ki LPO
seviyelerinin belirli oranlarda azaldigr goriildi. Bitki ekstraktlarinin LPO seviyesini
diisiiriicii etkisinin icerigindeki flavonoid gibi fitokimyasallardan ileri geldigi belirlendi.

S. cerevisiae ve K. lactis {izerindeki ¢alismalarda, protein, glutatyon ve yag asidi
diizeylerinin ekstrakt ve FR ilavesinden etkilendigi belirlendi. S. cerevisiae ve K. lactis’ in
yag asit bilesimi icinde FR ve bitki ekstraktlarinin etkisiyle palmitik, palmitoleik, stearik,
oleik linolenik ve linoleik asitlerin miktarlarinda kontrol grubuna gore farkli oranlarda artis
oldugu saptandi (p<0.0001, p>0.005). Ayrica bitki ekstrakti ilavesinin S. cerevisiae’ de
glutatyon miktarint azalttigi, K. lactis’ de ise belirgin miktarda arttirdigi tespit edildi
(p<0.0001, p<0.001).

Bitki ekstraktlarinin degisen oranlarda antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu

goriildii.
Anahtar Kelimeler: Eremurus spectabilis, Silene chlorifolia, Plumbago europaea,

Lipit  peroksidasyonu, antioksidan, antimikrobiyal, Saccharomyces cerevisiae,

Kluyveromyces lactis, in vitro, yag asidi, vitamin, seker, flavonoid

Vi



SUMMARY

Determination of Antioxidant and Antimicrobial Properties of Eremurus

spectabilis Bieb., Silene chlorifolia Sm. and Plumbago europaea L.

In this study, the effects of in vitro antioxidant and antimicrobial activities of plant
extracts Eremurus spectabilis Bieb., Silene chlorifolia Sm. and Plumbago europaea L.
which were collected in Elazig and its vicinity, and only antioxidant effects of
Saccharomyces cerevisiae and Kluyveromyces lactis in cultural medium are investigated.
In the study, the free radical scavenging activity, flavonoid, resveretrol and sugar contents,
lipid peroxidation (LPO), levels of fatty acid, lipophilic vitamin values, protein and
glutathione amounts were measured. The antimicrobial activity studies, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Epidermophyton sp., Candida albicans were determined. For this
purpose, control, fenton reactive (FR), the groups that contain plant extracts and their
combinations were used.

According to results of the experiment, in vitro medium, it is determined that in FR
group, LPO amounts increases in a large ration with respect to the control group
(p<0.0001), and LPO levels in groups which includes plant extracts and FR, decreases in
certain amounts. The LPO lowering effect of plant extracts were determinated to arising
from phytochemicals such as flavonoid.

In the studies on S. cerevisiae and K. lactis, it was examined that protein, fatty acid
levels were effected by extract and FR addition. It was detected that in fatty acid
composition of S. cerevisiae and K. lactis which were in the effect of FR and plant
extracts, there was a different rate of increment in the levels of palmitoleik, stearic, oleic,
linolenic and linoleic acids according to the control group (p<0.0001, p>0.005).
Furthermore, it was determined that adding plant extracts decrease the level of glutatyon in
S. cerevisiae but it increases this level in a significant amount in K. lactis’ (p<0.0001,
p<0.001).

Antimicrobial activity of plant extracts were found in different rations.

Key Words: Eremurus spectabilis, Silene chlorifolia, Plumbago europaea, lipid
peroxidation, antioxidan, antimicrobial, Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces lactis,

in vitro, fatty acid, vitamin, sugar, flavonoid
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1. GIRIS

Bitkiler giinliik hayatta yiyecek, baharat, parfiim ve ilag olarak kullanilmalarinin yani
sira sahip olduklar1 kompleks kimyasal yapilarindan dolay1 geleneksel tedavinin temelini
olusturmuslardir.

Halk arasinda c¢ok eski devirlerden beri tedavi amaciyla kullanilan bitkiler, bugiin
yapilan ¢aligmalarla aydinliga kavusturulmus, tat ve koku endiistrisinde, kozmetik ve gida
sanayinde bunlarin yani sira tedavide ve ilag endiistrisinde kullanilmaktadirlar [1].

Bitkilerin iyilestirici etkisi dogal yapilarinda yer alan ve sekonder metabolit olarak
adlandirilan kimyasallar ve bu kimyasallarin farkli kombinasyonlarindan kaynaklanir.
Boyadan gida endiistrisine kadar ¢esitli alanlarda kullanilan bu aktif dogal iiriinlerin
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesiyle ilgili ¢ok sayida calisma yapilmaktadir. Ozellikle
antimikrobiyal ve antioksidan aktivite ¢alismalarindan elde edilen olumlu sonuglar, yeni
antimikrobiyal ajan ve dogal antioksidan madde gelistirme ¢aligmalar1 icin bitkilerin yeni
ve zengin birer arastirma kaynagi olarak goriilmelerine neden olmaktadir [2]. Antioksidan

aktivitenin temelinde oksidatif stresi meydana getiren serbest radikaller yer almaktadir.

1.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller yoriingelerinde bir veya daha fazla sayida eslesmemis “elektron”
bulunduran basit bir molekiil, atom veya iyonlardir. Bu yapilar, negatif yiiklii elektron
sayisinin, pozitif yiiklii proton sayisina esit olmadig1 molekiillerdir.

Serbest radikaller bu ortaklasmamis elektronlarindan dolay1 ¢evrelerindeki atom ve
molekiillere karsi oldukca reaktiflerdir. Cok kisa Omiirlii olmalarina karsin, radikal
olmayan molekiillerle reaksiyona girip onlar1 da radikal yapmalar1 ve bir dizi zincir
reaksiyonu baslatip, bir¢ok radikal olusturmalarindan dolay1 oldukca tehlikelidirler.

Biyomolekiillerin ¢ogu atomlar1 birbirlerine kovalent bagli ve nonradikal yapilardir.
Atomlar aras1 kovalent baglar, elektron giftlerinin paylasilmasiyla olustugundan serbest
radikallere de yarim kalmis bag gibi bakilabilir. Bu 6zellik onlar1 kimyasal olarak reaktif

yapar [3-6].



1.1.1. Siiperoksit Radikali

Tim aerobik hiicrelerde oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi sonucu, serbest
stiperoksit radikal anyonu (O,") meydana gelir [7]. Stiperoksit, bir serbest radikal olmakla
birlikte kendisi direkt olarak fazla zarar vermez. Hidrojen peroksidin kaynagi olmasi ve
gecis metalleri iyonlarinin indirgeyicisi olmasi bakimindan o6nemlidir [8]. Siiperoksit
radikali, siilfidril gruplarinin disiilfidlere yiikseltgenmesine ve ferrik demirin ferrz
formuna indirgenerek ferritinden demirin direkt olarak ayrilmasima neden olur. Ferritin,
demirin gilivenli depolama formudur. Demir, siiperoksit radikali ve H;O,[1’den OH
tiretimini tegvik eder [9,10]. Siiperoksit radikali, yiiksek katalitik etkiye sahip siiperoksit
dismutaz (SOD) enziminin etkisiyle dismutasyona girerek konsantrasyonu azalir. SOD
tarafindan katalizlenen bu reaksiyon dismutasyon tepkimesi olarak adlandirilir [11].
Siiperoksid dismutaz, O," anyonunu, daha az reaktif tiirler olan O, ve H,O,’ ye doniistiiriir
[12].

L S0
Oy + 07 + 2H — = Hy0, + 0y
Solunum  zincirinin son enzimi olan mitokondriyal sitokrom oksidaz, asagidaki

reaksiyonla siiperoksidi detoksifiye eden enzimdir.
s 1 -
10+ H + 48— 2H,0

Bu reaksiyon, fizyolojik sartlarda siirekli cereyan eden normal bir reaksiyon olup, bu
yolla yakit maddelerinin oksidasyonu tamamlanir ve bol miktarda enerji liretimi saglanir

[13-15].
1.1.2. Hidrojen Peroksit

Molekiiler oksijenin ¢evresindeki molekiillerden iki elektron almasi veya
stiperoksidin bir elektron almasi sonucu peroksit olusur. Peroksit molekiilii iki hidrojen
atomu ile birleserek hidrojen peroksidi (H20,) meydana getirir. H,O, membranlardan
kolayca gecebilen uzun omiirlii bir oksidandir [16]. Hidrojen peroksit genellikle biyolojik
sistemlerde siiperoksidin dismutasyonu ile meydana gelir. Iki siiperoksit molekiilii iki
proton alarak hidrojen peroksit ve molekiiler oksijeni olustururlar. Reaksiyon sonucu

radikal olmayan iriinler meydana geldiginden bu bir dismutasyon reaksiyonu olarak



bilinir. Bu dismutasyon ya spontandir ya da SOD enzimi tarafindan katalizlenir. Spontan
dismutasyonun nispeten yavas oldugu nétral ya da alkali pH’ da enzimatik dismutasyon
daha belirgindir [10,17,18]. Hidrojen peroksit, bir serbest radikal olmadig: halde, reaktif
oksijen tiirleri i¢ine girer ve serbest radikal biyokimyasinda énemli bir rol oynar. Ciinkii
stiperoksit ile reaksiyona girerek, en reaktif ve zarar verici serbest oksijen radikali olan
hidroksil radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir. Bu reaksiyona Haber-Weiss

reaksiyonu adi verilir.

0, + Hy0, + i —— 0, + H,0 + OH'

Katalizor varliginda veya katalizorsiiz olusabilir. Fakat katalizorsiiz reaksiyon ¢ok
yavas ilerler. Demirle katalizlenen ikinci sekil ise ¢ok hizlidir ve fenton reaksiyonu adini

alir.

g 8

Fe’™ + Hy0, —— Fe'™ + OH'+ OH~

Bu reaksiyonda once ferri demir (Fe3+) stiperoksit tarafindan ferro demire (Fez+)
indirgenir. Sonra bu ferro demir kullanilarak fenton reaksiyonu ile hidrojen peroksitten
‘OH ve OH' diiretilir. Mitokondride bol miktarda H,O, bulunur. Metal iyonlar1 da ¢ok
oldugu i¢in ¢ok fazla hidroksil radikali tiretimi s6z konusudur. Bu metal katyonlari, DNA
veya hiicre zarina baglanirsa hidroksil radikali olusumuna sebep olabilir [19].

Katalaz (CAT), H20’ nin higbir konsantrasyonu ile doygunluga ulastirilamayan tek
enzimdir [20]. SOD aktivitesi sonucunda olusan H,O,’ nin biiyikk bir kismi, CAT
tarafindan H,O ve O’ ye dondstiiriliir [21].

KAT
EHQDE R ZH:D + D:

Mayalar iizerinde yapilan calismalarda da katalaz enziminin varligir son yillarda
tespit edilmistir. Glutatyon Peroksidaz” da hiicrelerde olusan hidroperoksitlerin
uzaklastirllmasindan sorumlu olan bir enzimdir. Hiicreleri ¢esitli hasarlara karst koruyan
bir selenoenzim oldugu distnilir [10, 22, 23]. Glutatyon peroksidaz (GSH-Px),
intraselliiler mesafede lipidleri peroksidasyondan koruyan en 6nemli enzimdir.

GSH-Px
H,0, ~ 2 GSH ——» GSSG + H,0

GSH-Px
ROOH + 2 GSH ———» GSSG + ROH +~ H,0



1.1.3. Hidroksil Radikali

Oksijen radikalleri i¢inde en reaktif ve en toksik etkili olani hidroksil radikalidir
(OH). Hidroksil radikali (‘OH), hidrojen peroksidin ge¢is metallerinin varhiginda
indirgenmesiyle meydana gelir. Suyun yiiksek enerjili iyonize radyasyona maruz kalmasi
sonucunda da hidroksil radikali olusur. Yarilanma émrii cok kisadir. Olustugu yerde biiytik
hasara sebep olur. Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonlar1 hidroksil olusumundaki en 6nemli
reaksiyonlardir [24]. Hidroksil radikali olusunca hemen iiretildigi yerin birkag A4°
uzakliginda herhangi bir molekiille reaksiyona girer. Reaktifligi yiiksek oldugu i¢in 37°C’
de beklenen yarilanma omrii 1x10™ saniyedir [25]. Niikleer ve mitokondriyal DNA,
membran lipitleri ve karbonhidratlari gibi, hiicrenin makro molekiilleri iizerine yikict etki

yapmamaktadir [26,27].

Cu™ + Hy0 ———— = Cu?' + OH'+ OH"
Fe" + H,0,——— Fe'" + OH'+ OH~
Ti*” + H,0, — Ti*" + OH'+ OH~

Co®™ + HyO,——— = o’ + OH'+ OH™

1.1.4. Singlet Oksijen

Singlet oksijen ortaklanmamis elektronu olmadigi i¢in radikal olmayan reaktif
oksijen molekiiliidiir [10]. Serbest radikal olmamasina ragmen g¢ok reaktif olmasi ve
tretimi sirasinda bazi radikal tepkimeler olugsmasi nedeniyle aym aileden sayilmaktadir
[28]. Serbest radikal reaksiyonlari sonucu meydana geldigi gibi serbest radikal
reaksiyonlarinin baglamasina da neden olur. Oksijenin elektronlarindan birinin enerji
alarak kendi spininin ters yoniinde olan bagka bir orbitalle yer degistirmesiyle olusur.
Enerji absorbsiyonu ile uyarilan oksijenin paylasilmamis dis elektronlar1 spinlerini
degistirerek ayr1 ayr1 ya da ayni orbitali iggal edebilir. Bu iki forma singlet oksijen adi
verilmektedir. Singlet oksijen, uyarilmis elektronlarin daha diisiik enerji seviyelerine

inmesiyle 151k yayar [29].



1.1.5. Nitrik Oksit

Nitrik oksit (NO"), tek sayida elektron i¢eren renksiz gaz seklinde bulunan inorganik
bir serbest radikaldir. Bakteriler, sigara dumani ve egzoz gazlari reaktif azot oksitleri
tiretir. NO kararli bir serbest radikaldir ve fizyolojik sartlar altinda bir¢cok fonksiyonda rol
oynar [30]. Hiicre i¢i konsantrasyonu fazla arttiginda néron 6liimii ile sonuglanan toksik
olaylar1 baslatir. Nitrik oksit, biyolojik sistemlerde O, O, ve gecis metalleriyle reaksiyona
girer. Metal ve tiyol igeren proteinlerle yiiriiyen reaksiyonlar, enzim aktivitelerinde
zayiflamaya neden olur. Nitrik oksitin elektron transport zincirindeki demir igeren
komplekslere saldirmasi, bozulmus enerji metabolizmasiyla sonuglanir. Nitrik oksit

olusumunun artmast sinir hiicreleri tahribatina yol agar [19].

1.2. Oksidatif Stres

Oksidasyon yani yiikseltgenme, bir atom ya da molekiilin bir alictya elektron
vermesi prosesidir. Yiikseltgenme potansiyeli karsisindakine gore yiiksek olan madde
yiikseltgenirken digeri indirgenir. Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler,
karbonhidratlar, niikleik asitler oksidasyona ugrayabilmekte ve canli organizma i¢in zararl
olabilecek oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir [31]. Bu durum yaygin olarak “Oksidatif
Stres” seklinde ifade edilmektedir.

Oksidatif stresin bas sorumlular1 reaktif oksijen ve azot tiirleridir [32]. Hiicrenin
normal solunumu sirasinda yan iirlin olarak olusan bu reaktif oksijen ve azot tiirleri
radikalik ve radikalik olmayan tiirleri icermektedir.

Radikalik oksijen tiirlerine, siiperoksit anyon (‘O,-), hidroksil (OH), peroksit (OOH)
ve alkoksi (‘OR) radikalleri; azot tiirlerine, azot oksit (ON) radikalleri 6rnek verilebilir.
Radikalik olmayan oksijen tiirlerine ise, hidrojen peroksit (H,0O,), ozon (O3) ve singlet
oksijen (*Ag '0,); azot tiirlerine ise, nitroz asit (HNO,), nitrozil katyonu (NO™) ve nitroksi
anyonu (NO") ornek olarak verilebilirler [32]. Bu serbest radikallerin yani sira tiyol
radikalleri (SR) ve karbon merkezli radikallerde mevcuttur. Bu tiirlerin pek ¢ok degisik
mekanizma yoluyla hiicre 6liimiine neden oldugu, cesitli DNA tiirlerine hasar verdigi ve
kansere neden oldugu bilinmektedir. Serbest radikallerin proteinlere, niikleik asitlere,

DNA’ya, membran lipitlerine ve karbonhidratlara etkileri ayrintili sekilde arastirilmigtir
[33].



1. Proteinler: Doymamis bag ve siilfiir iceren molekiillerin serbest radikallerle
reaktivitesi yiiksek oldugu igin triptofan, tirozin, fenilalanin histidin, metionin,
sistein gibi aminoasitleri igeren proteinler serbest radikallerden kolaylikla
etkilenirler. Glutatyon rediiktaz ve gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenaz gibi
reaktiviteleri igin yukardaki aminoasitlere bagimli olan enzimler serbest
radikallerden kolaylikla etkilenerek inhibe edilirler [34-36].

2. Niikleik Asitler ve DNA: Radyasyonla hiicre i¢inde enerji depolanmasi sonucu
iyonlar, serbest radikaller ve aktif molekiiller meydana gelir. Iyonize edici
radyasyonla olusan serbest radikaller, DNA' y1 etkileyerek hiicrede mutasyona
ve Olime yol acarlar. Sitotoksisite, biiyilk oranda, ya niikleik asit baz
modifikasyonlarindan dogan kromozom degisikliklerine, ya da DNA' daki diger
bozukluklara baglidir. Normal metabolizma sirasinda, hiperoksia ve cevresel
faktorler 6rnegin fotokimyasal hava kirliligi etkisiyle agiga ¢ikmis olan serbest
radikallerin yol actig1 hiicre 6liimiine ve mutasyonlara DNA' nin katildig: da ileri
stirilmektedir [37,38].

3. Membran Lipidleri: Membran kolesterol ve yag asitlerinin doymamis baglari
serbest radikallerle reaksiyona girerek peroksidasyon olustururlar.

Lipid peroksidasyonu organizmada olusan kuvvetli yiikseltgen bir radikalin
membran yapisinda bulunan poliansature yag asidi zincirindeki metilen gruplarindan bir H
atomu uzaklastirilmasi ile baslamaktadir. Biyolojik sistemlerde bu radikalin siiperoksit
radikali ile hidroksil radikali oldugu kabul edilmektedir. Siiperoksit radikali de hidroksil
radikaline doniiserek etkili olmaktadir. Benzer sekilde hidrojenperoksidin de hidroksil
radikaline doniistiigli bilinmektedir. Bu nedenle lipid peroksidasyonunu baglatan baslica
radikalin hidroksil radikali oldugu goriisii benimsenmektedir [39,40]. Serbest radikal
etkisiyle yag asidi zincirinden bir H atomunun uzaklastirilmasi sonucu, zincir radikal
niteligini kazanmaktadir. Boylece olusan lipid radikali (L*) dayaniksiz bir bilesiktir ve bir
dizi degisiklige ugramaktadir. Ozellikle molekiil ici ¢ift bag aktarilmasiyla dien
konjugatlar1 ve daha sonra lipid radikalinin molekiiler oksijenle etkilesmesi sonucu lipid
peroksit radikali meydana gelir. Bu lipid peroksit radikalleri, zar yapisindaki diger
poliansature yag asitlerini etkileyerek yeni lipid radikallerinin olusumunu saglamakta,
kendileri de agiga ¢ikan hidrojen atomlarimi alarak lipid peroksitlerine (LOOH)

dontismektedir. Boylece olay kendi kendine katalizlenerek ylirimektedir.



Lipid peroksidasyonu, lipid hidroperoksitlerinin aldehid ve diger karbonil bilesiklere
doniismesiyle sona ermektedir. Bu bilesiklerden biri olan malondialdehit (MDA) miktari
tiobarbiitirik asit (TBA) testiyle 6l¢iilmekte ve bu yontem lipid peroksit diizeylerinin
saptanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica, olusan ara bilesiklerinden dien
konjugatlariyla lipid hidroperoksitlerinin ve son iiriinlerden etan ve pentan gibi gazlarin
Olctimii de son yillarda lipid peroksidasyonunun bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir
[41,42].

4. Karbohidratlar: Serbest radikallerin karbohidratlar iizerine de dnemli etkileri
vardir. Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler fizyolojik sartlarda otooksidasyona
ugrayarak,  siiperoksit ve  hidrojen peroksiti meydana  getirirler.
Monosakkaritlerin otooksidasyonunun, protein ¢apraz baglanmalarina yol acarak
agerega olmalarina sebep oldugu gibi bazal membran kalinlagsmasina ve sonugcta

katarakt, mikroanjiopati gelisimine de sebep olduklari ileri siiriilmektedir [43].

1.3. Antioksidanlar

Organizmada oksidan molekiillerin yapacaklari hasara kars1 koruyucu mekanizmalar
bulunur. Oksidan diizeyi ile antioksidan sistem arasinda denge sdzkonusudur. Oksidanlarin
diizeyi yiikselir ve antioksidanlar yetersiz kalirsa bu denge bozulur ve oksidan molekiiller
hiicrenin bir¢ok bilesenini (protein, lipid, karbohidrat, niikleik asit, enzimler) etkileyerek
hiicre hasarma yol acarlar [44,45]. Antioksidanlarin fonksiyonlar1 arasinda serbest radikal
olusumunu simirlandirmasi, tetiklenen biyokimyasal reaksiyonlarin kirilmasini saglamasi,
olusan serbest radikallerin ortadan kaldirilmasi, hasarli molekiillerin tamir ve temizlenmesi
yer alir [46-48].

Antioksidanlar icinde, bitkisel kaynaklardan alinan vitaminler, polifenoller,
karotenoidler ve bazi fitokimyasallar ile hiicredeki ¢esitli enzim molekiilleri ve tiyol
bilesikleri yer alir.

Polifenoller; antosiyanin, fenolik asit, lignans ve flanovoidleri ve stillbenleri igeren
genis bir antioksidan sinifidirlar. Polifenoller bitkilerin sekonder metabolitleridir ve bitki
polifenolleri, radikal yok ediciler olup ¢ok etkili antioksidanlardir [49,50].

Flavonoidler, bitkilerdeki polifenolik sekonder metabolitlerin en yaygin grubunu
olusturur ve birgok metabolik bozuklukta tedavi amaciyla kullanilan dogal bilesiklerin

onemli bir liyesidir. Sebzelerde, meyvelerde, ¢cay ve sarap gibi iceceklerde dogal olarak



bulunan polifenolik antioksidanlardir. Kanser, koroner kalp hastaligi ve aterosklerosis gibi
kronik hastaliklara kars1 potansiyel koruyucu olarak gorev yaparlar [51,52].

Resveratrol (trans—3,4',5-Trihydroxystilbene) ise, ¢ogu bitki familyasinda bulunan
bir fenolik bilesiktir ve koroner kalp hastaliklari ile arterosklerozisten koruma gibi 6nemli
biyolojik etkilerinin oldugu ileri siiriilmektedir [53]. Resveratrol dstrojenik, anti-platelet ve
anti-inflamatuar  6zellikler gibi ¢esitli biyokimyasal ve fizyolojik olaylarda rol
oynamaktadir [54].

Fitosteroller (bitki sterolleri); bitkilerde bulunan bir grup steroid alkoldiir. Beyaz
renklidirler, hafif, karakteristik kokular1 vardir, suda ¢oziinmezler, alkollerde ¢oziiniirler.
Gida katki maddesi olarak, ayrica tip ve kozmetik iiriinlerinde de kullanilirlar. Bitkilerde
cesitli fitosteroller vardir. Hiicre zarinda yapisal bir rol oynarlar. Bu rol memeli
hiicrelerinde kolesteroliinkine denktir. Ayrica; sindirim yolunda kolesteroliin misellere
girmesini engelleyip toplam kolesterol emilimini azaltarak kolesterol diizeylerini
diisiiriilmesini saglarlar. Bu da viicuttaki toplam kolesterol seviyesini kontrol altinda
tutmaya yarar [55].

Fitokimyasal bilesikler hakkindaki tiim bu bilgilerin sonucunda sunu sdyleyebiliriz
ki; fitokimyasal besin terimi besinin saglikla iligkisi oldugunu vurgulayan bir terimdir.

Sikga tiikettigimiz sebze ve meyvelerde bulunan fitokimyasallar oksidanlarin
yakalanmasi yani sira detoksifiye edici enzimlerin aktivasyonu, immiin sistemin
uyarilmasi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozuna iliskin gen ekspresyonunu, hormon
metabolizmasi ve antibakteriyal ve antiviral etkileri diizenleyerek de etkili olur [56,57].

Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere kars1 etkilerini dort yolla gosterirler. Bunlar,

1. Siipiiriicii/temizleyici etki gosterenler: Yani radikal olusumunu engellerler ve
olusmus olan radikalleri daha az zararli hale getirirler. Ornek olarak, siiperoksit
dismutaz (SOD) ve glutatyon peroksidaz (GSH-Px) gibi enzimleri ve metal
baglayici bazi proteinleri verebiliriz.

2. Giderici etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip, onlara bir hidrojen aktararak
aktivitelerini sondiiren ve inaktif hale getiren bilesiklerdir. Ornek olarak,
vitaminler (A, C ve E vitaminleri), flavonoidler, mannitol ve antosiyuanidinler
verilebilir.

3. Zincir kirial etki gosterenler: Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belli
yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Ornek olarak bazi vitaminler,

tirik asit, bilirubin ve alblimin gosterilebilir.



4. Tamir edici etki gosterenler: Bu gurupta DNA tamir enzimleri, metionin

stilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Canlilar da mekanizmalar sonucu olusan serbest radikaller, ¢ogu zaman lipit
oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre 6liimlerine neden olmaktadir. Antioksidan bir
madde bu oksidasyonun ¢esitli asamalarinda yukarida 6zetlenen mekanizmalar yoluyla
koruyucu 6zellige sahip maddelerdir. Sentetik olarak iiretilebildigi gibi dogal kaynaklardan
da elde edilebilir. Bu tiir maddeler, olusan serbest radikalleri ya dogrudan temizleyerek ya
da bu tiirlere elektron veya hidrojen aktarimi yaparak etkisiz hale getirir. Genel anlamda iki
tiir antioksidan madde tanimlanir.

Birincil antioksidan maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya serbest radikal
temizleyen tiirlerdir.

Ikincil antioksidan maddeler veya koruyucu antioksidan maddeler ise, metallerin
aktivasyonunu azaltici lipit hidroperoksitlerin istenmeyen ugucu tiirlere pargalanmasini
engelleyen, tekli oksijen yakalayan ya da birincil antioksidanlarin yeniden iiretimini
saglayan tiirlerdir. Ayrica mekanizmalardaki bu ¢esitlilik pek cok maddenin arastirilmasina
imkan saglamistir [58].

Gliniimiizlin gelisen teknik sartlarinda kullanilan sentetik antioksidanlarin bazi yan
etkilerinin olmasindan dolay1 bitkisel kaynaklardaki dogal antioksidanlarin arastirilmasi
son yillarda dikkat ¢eken bir aragtirma konusu olmus ve Onemi giinden giine de
artmaktadir. Uretilen sentetik yapili antioksidanlarin yan etkilerine bagl olarak
kullanimlar1 ve etkileri siirli kalmaktadir. Bu nedenle de daha etkin ve daha diisiik yan
etkiye sahip olan dogal antioksidanlarin tanimlanmasi veya tespit edilerek elde
edilebilmesi, etkilerinin ortaya konulmasi, yasam Kkalitesi agisindan 6nemli beklentiler

arasinda yer almaktadir.

1.4. Antimikrobiyal Aktivite

Antimikrobiyal ilaglarin énemli bir bolimiinii olusturan antibiyotikler; bakteriler,
mantarlar, aktinomisetler gibi mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen ve diger
mikroorganizmalarin gelismesini 6nleyen ya da onlar1 6ldiiren kimyasal maddelerdir [59].
Genis oranlarda tedavi alaninda yer alan antibiyotikler ¢ok seyreltik ¢ozeltilerde bile bazi

mikroorganizmalarin tiremelerini durduran veya 6ldiiren bilesiklerdir [60].



Antibiyotigin ticari olarak 1940’ larda ortaya ¢ikmasindan sonra, bitkisel maddelerin
antibiyotik olarak kullaniminda diisiis gozlenmistir. Antimikrobiyal aktivite agisindan
bakteriyel ve fungal kaynakli antibiyotiklere daha cok giivenildiginden dolay1 bitkisel
tirtinlerin ¢ok azi antimikrobiyal madde olarak tercih edilmistir [61]. Ancak penisilinin
bulunmasindan hemen sonra Staphylococcus aureus’ un penisiline direng gosterdigi rapor
edilmis ve 1960’ lardan itibaren bakterilerde gézlenen antibiyotik direnci yaygin bir sorun
halini almistir [62].

Bilim adamlar1 direng gelistiren bakterilere karsi koyabilmek igin alternatif
antibiyotik ajan iiretme ¢alismalarin1 hizli bir sekilde siirdiirmektedirler. Bu agsamada tibbi
bitkiler sahip olduklar fitokimyasallardan dolayr 6nemli birer arastirma kaynagi haline
gelmiglerdir. In vitro sartlarda yapilmis olan pek ¢ok ¢alismada bitkilerden elde edilen
Oziitlerin antimikrobiyal aktivite gosterdigi ¢esitli arastiricilar tarafindan rapor edilmistir
[63-65].

Bitkilerin ¢esitli yontemlerle elde edilen bitkisel 6ziitlerinin antimikrobiyal etkilere
de sahip oldugu bilinmektedir. Antimikrobiyal bilesikler mikrobiyal gelisimi ya da
canlilig1 azaltarak islenmis ya da islenmemis gidalarin raf 6mriinii uzatabilirler. Bitkiler
gibi dogal kaynaklardan elde edilen antimikrobiyal maddelerin gida giivenligini yiiksek
oranlarda korumayr basardigi ve bitkisel ekstraktlarin gidalarda dogal antimikrobiyal

olarak kullanilabilecegi yapilan bilimsel arastirmalarla kanitlanmistir.

1.5. Literatiir Ozeti

Eremurus spectabilis Bieb., Silene chlorifolia Sm. ve Plumbago europaea L. bitkileri
insan beslenmesinde ve halk arasinda bazi hastaliklarin giderilmesinde 6nemli yeri vardir.
Eremurus spectabilis Bieb., halk tarafindan sebze olarak tiiketilmesinin yani sira yapraklari
bogaz agrilarinda, Silene chlorifolia Sm.” nin geng siirgiinleri yas olarak veya kurutularak
sebze olarak tiiketilmekte, Plumbago europaea L. ise dis agrilarmi giderici olarak
cignenerek kullanilmaktadir.

Cin halk tibbinda romatizma ve fiziksel giigsiizlik tedavisi i¢in kullanilan E.
chinensis’ in glikozid tiirevleri tespit edilmistir [66].

Eremurus’ un 17 farklh tilirliniin koklerinden elde edilen su ekstraktlarinin
glukomannan igerigi bakimindan olduk¢a zengin oldugu ve bu polisakkaritlerin D-glukoz,

D-mannoz ve asetil gruplan igerdigi tespit edilmistir [67,68]. Yabani bir sebze olan ve
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tedavi amagh kullanilan Eremurus spectabilis’ in degisik ¢oziiclilerde antiradikal,
antimikrobiyal ve antioksiadan aktivitesi arastirilmigtir [69].

Bugiine kadar Silene tiirlerinin Kimyasal bilesimleri hakkinda ¢ok az c¢alisma
yapilmustir. S.vulgaris’ de saponinlerin varlig: bildirilmistir [70,71]. Silene tiirlerinden elde
edilen silenan adinda bir pektik polisakkaritin immiinomodiilator aktiviteye sahip oldugu
tespit edilmistir [72]. Baz1 Silene tiirlerinin yag asidi kompozisyonu arastirilmistir ve
arastirma sonunda 18:1 ve 18:2 yag asitleri oldukg¢a yiiksek miktarda bulunmustur [73-76].

Silene conoidea’ nin ve bazi bitkilerin antioksidan enzim aktivitleri belirlenmistir.
SOD aktivitesi en yiiksek bu bitkide bulunmustur [77]. Baz1 bitkilerin ve S. chlorifolia
anti-mikrobiyal  aktivitesi  belirlenmistir. ~ Mycobacterium  tuberculosis H37Rv
mikroorganizmasina karsi etki gostermistir [78]. Silene’ nin farkli tiirlerinin yag asidi
icerikleri ile anti-fungal ve anti-bakteriyal aktivitesi arastirilmistir [79].

Plumbago tiirlerinin  (Plumbaginaceae)  anti-enflamatuar,  antimikrobiyal
hastaliklarinda kullanildigi bildirilmistir [80]. Tayvan’ da P. zeylanica’ nin tiim bitki ve
koklerinin romatizmal agrilarda, kan ¢ibani ve yaralanma tedavisinde bir halk ilaci olarak
kullanildig1 [81], kdk ve kok kabuklarinin geleneksel olarak basur, ishal, clizzam ve bunun
gibi gesitli cilt hastaliklarinin tedavisi i¢in kullanilig1 vurgulanmistir [82].

Plumbago europaea’ nin da familyadaki diger tiirler gibi plumbagin,
hydroplumbagin ve mirisetin-3-O-glukozid maddelerini biinyesinde ihtiva ettigi,
antioksidan aktivite ¢alismalarinda olumlu sonuglar alindigi bildirilmistir [83]. Plumbagin’
in antibakteriyal, antifungal, antikanser, antimutajenik ve antioksidan, anti-leishmanial,
anti-plasmodial, anti-alerjik gibi etkilerinin oldugu bildirilmektedir [84].

Maya kiiltirii  oksidatif stres ¢alismalart genellikle S. cerevisiae {izerine
yogunlagmistir. Bu mikroorganizma tiizerine yapilan caligmalar referans olarak kabul
edilmektedir. Fakat maya hiicrelerinin fizyolojik yapis1 farkliliklar gostermektedir. Yapilan
bir ¢alismada referans olarak kabul edilen S. cerevisiae’ ya kiyasla Debaryomyces
hansenii’ nin kadmiyum kloriir ve hidrojen peroksite kars1 daha duyarli oldugu sonucuna
varilmistir [85].

Saglikli ve kaliteli bir yasam i¢in besinlerin antioksidan etkilerinin bilinmesi
onemlidir. Bu konuda yapilan calismalarda genellikle, bitkisel kaynaklarin ¢ogunlukla
antioksidan kapasiteleri incelenmis, madde igeriklerine girilmemistir. Bu ¢aligmada ise

Eremurus spectabilis Bieb., Silene chlorifolia Sm. ve Plumbago europaea L. nin
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resveratrol, flavonoid ve fitosterol igerikleri incelendikten sonra, bu igerige baglh olarak in

vitro ortamda antioksidan ve antimikrobiyal etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi amaglanmustir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Kimyasal Maddeler ve Organik Coziiciiler

Oleik asit (18:1, n 9), linoleik asit (18:2, n 6), linolenik asit (18:3, n 3), Twin 20,
Tris-base ve hidroklorik, kuarsetin, mirisetin, resveratrol, katesin, naringin, naringenin,
kamferol, metanol, asetonitril, n-hekzan, n-heptan, izopropanol, demir kloriir, hidrojen
peroksit, KH,PO,4, Na;HPO,, malt ekstrakt buyyon (MEB), butilhidroksitoluen (BHT), n-
Butanol, potasyum kloriir, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), dimetil siilfoksid (DMSO),
2- tiyobarbiturik asit (TBA), etil alkol, sodyum kloriir, potasyum bikarbonat, yag asidi
metil esteri (doymus ve doymamis tiirleri), vitamin standartlari, fitosterol standartlari,
stlfiirik asit, hidroklorik asit, fosfat tamponu, EDTA, glutatyon (GSH), sodyum dodesil
stilfat - poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE), seker analizi standartlari, Tris-EDTA-
Asetikasit tamponu (TEA), Tris-EDTA tamponu, trikloroasetik asit (TCA), 5,5'ditiyobis 2-
nitrobenzoik asit (DTNB), sodyum sitrat, bakir siilfat (CuSO4.5H,0), sodyum potasyum
tartarat, sodyum hidroksil, sodyum karbonat, folin, metafosforik asit (MPA).

2.2. Kullanilan Cihazlar

Doner buharlastirici (rotavapor), homojenizator, gaz kromatogafi, HPLC cihazi, etiiv,
UV spektrofotometre, otoklav, elektroforez, vorteks, hassas terazi, otomatik pipeteler,
santrifiij, sonikasyon, derin dondurucu.

2.3. Calismada Kullanilan Bitki Ornekleri

Calismada kullanilan (Eremurus spectabilis Bieb., Silene chlorifolia Sm. ve

Plumbago europaea L.) bitki 6rnekleri Elazig ili ¢cevresinden toplandi ve deneysel agamaya

kadar steril posetler i¢ine konularak analiz yapilincaya kadar derin dondurucuda saklandi.
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2.4. Calismalarda Kullanilan Test Mikroorganizmalari

Calismada kullanilan mikroorganizmalar; Escherichia coli ATCC 25922
Staphylococcus aureus COWAN 1, Epidermophyton sp., Candida albicans FMC 17,
Saccharomyces cerevisiae FMC 16, Kluyveromyces lactis COWAN 1 Firat Universitesi,
Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji Laboratuvart kiiltiir

kolleksiyonundan temin edildi.

2.5. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Bitki ornekleri i¢in 1/5 (g/ml) oraninda metanol ekstrakti hazirlandi. Ekstraktlar
blenderda bitki gruplarmin ¢oziiciiler igerisinde par¢alanmasiyla elde edildi. Daha sonra
biitiin gruplar santrifiij edildi (5000 rpm, +4°C). Santrifiij sonunda elde edilen
supernatanttan rotovapor kullanilarak ¢oziiciiler ortamdan uzaklastirildi. Kullanilmaya

hazir hale getirilen ekstraktlar derin dondurucuda muhafaza edildi.

2.6. Resveratrol ve Flavonoid I¢eriginin Belirlenmesi

Flavonoidlerin kromatografik analizi i¢in 5 pm i¢ ¢apinda PREVAIL C18 (15x4.6
mm) ters-faz kolon kullanildi. Mobil faz olarak %1 asetik asit iceren metanol/su/asetonitril
(46/46/8, v/v/v) karisimi kullanildi [86]. Bu mobil faz 0,45 pm membran filtresi icinden
gecirilerek siiziildii ve daha sonra kullanilmadan once ultrasonikasyon cihazinda havasi
alindi. Katesin ve naringin i¢in 280 nm, rutin, mirisetin, morin ve kuarsetin i¢in 254 nm,
resveratrol i¢cin 306 nm ve kamferol i¢in 265 nm dalga boyu kullanilarak RHPLC ayrimini
takiben diyot dizi dedektorii (DAD) tarafindan bu flavonoidlerin 6l¢iimii yapildi. Akis hizi
1.0 ml/min ve enjeksiyon degeri 10 pL olarak ayarlandi. Analizlerin kromatogafik pikleri
reaksiyon siirelerinin karsilagtirilmast ve standart referanslarinin UV spektrumlari ile
dogrulandi. Miktar o6l¢iimii standart metot kullanimiyla pikin birlestirme yoluyla

gerceklestirildi. Tiim kromatogafik islemler 25 °C’ de yapildi.
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2.7. Seker Analizi

Toplanan bitki 6rnekleri 1:1 (g/ml) oraninda Kreuze igine alinarak distile su ile iyice
homojenize edildi. Daha sonra siizge¢ kagidi ile siiziilerek pellet ile sivi kisim ayrildi. Bu
islemden sonra, toplam filtratin hacmi belirlenerek RI dedektoriiniin bagl oldugu HPLC
cihazi ile analiz edildi. Analizde mobil faz olarak Asetonitril+Su (v/v) (%75/%25) karigimi
kullanildi. Analiz i¢in Shim-Pack HRC NH2 (150X4.6 mm, 5p.) kolon kullanildi.

2.8. Bitki Orneklerinin ADEK Vitaminleri ve Fitosterol Miktarinin
HPLC Cihaz ile Analizi

5 ml HIP karisimi 25 ml’ lik agz1 kapaklh tiipler i¢ine alinarak iizerine S5ml 0.5M
KOH ¢ozeltisi ilave edildi. Vortekslendikten sonra 85°C* de 25 dk bekletildi. Tiipler
cikartilarak oda sicakligina kadar sogutulup tizerine 5ml saf su ilave edilerek karigtirildi.
Sabunlagsmayan lipofilik molekiiller 2x5 ml hekzan ile ekstrakte edildi. Hekzan faz1 azot
akimui ile u¢uruldu. 1 ml (50:50, v/v) asetonitril/metanol karisiminda ¢6ziilerek otosampler
viallerine alinip analiz edildi.

Analiz, Shimadzu marka HPLC cihazi ile yapildi. Cihazda pompa olarak LC-10
ADVP UV-visible detektor olarak SPD-10AVP, kolon firim1 olarak CTO-10ASVP,
otosampler olarak SIL-10ADVP, degasser tiinitesi olarak DGU-14A ve Class VP software
(Shimadzu, Kyota Japan) mobil faz olarak asetonitril/metanol (68:28:4, v/v/v) karigimi
kullanildi. Mobil faz akis hizi 1ml olarak belirlenecek ve analiz i¢in UV dedektor
kullanildi. Kolon olarak da Siipelcosil LC 18 (25%4.6 cm, 5 pum; Sigma, USA) kolonu
kullanildi. Retinol ve tiirevleri i¢in dedeksiyon dalga boyu 326 nm, E vitamini ve fitosterol

icin 202 nm, D ve K vitaminleri i¢in 265 nm’de degerlendirildi [87].

2.9. Serbest Radikal (DPPH) Giderme Aktivitesi

DPPH, serbest radikal temizleme aktivitesi, Brand-Williams ve ark. [88] tarafindan
belirtilen metoda gore yapildi. Serbest radikal olarak 25 mg/1 a,a-Diphenyl-picrylhydrazyl

(DPPH) metanolde hazirlandi. Deney tiiplerine sirasiyla 10, 25, 50, 100 pg/ul bitki

ekstraklar1 ve DPPH ¢ozeltisinden 3,9 ml ilave edildi. Karisimlar, oda sicakliginda karanlik
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bir ortamda 30 dakika inkiibasyona birakildi ve inkiibasyon sonunda absorbanslari 517 nm’
de blanka kars1 spektrofotometrede okundu [89].
Azalan absorbans, geriye kalan DPPH miktar1 serbest radikal giderme aktivitesi

olarak belirlendi. Sonuglar asagidaki formiile gore hesaplandi:

%= Kontrolags- Sampleags/ Kontrolags x 100

O,N
_N- NO O2N
Pt
NO, N NO,
NO,

DPPH* Radikali DPPH-H

Metanol ya da etanol de cizindiigi
zaman pembe renk olusmr

Antioksidanlar tarafindan nétralize
edildigi zaman pembe rennk acir

Sekil 1. DPPH radikalinin giderilmesi

2.10. In vitro Ortamda Antioksidan ve Antiradikal Aktivitenin

Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri Shimoi ve ark.” nin [90] yontemine
gore yapildi. Bu amagla; pH’ s1 7.4 olan 0.05 M TRIS-HCI / 0.15 M KCI ve % 0.2
TWEEN 20 igeren tampon ¢ozeltisi ile 1 mM FeCl, ve 3 uM hidrojen peroksit giinliik
olarak hazirlandi. Bu tampon ¢ozelti igerisinde 2.30 mM Linolenik asit (LNA, 18:3 n-3),
10.44 mM Linoleik asit (LA, 18:2, n-6), 3.97 mM ¢ozeltileri DMSO’ da ¢oziinerek

hazirland1 ve agagidaki deney gruplari hazirlandu:

Kontrol grubu : 5 ml trisma-base tamponu, 0.4 ml yag asidi karisimi

FR grubu: 5 ml trisma-base tamponu, 1 ml FeCl;, 1 ml H,O,, 0.4 ml yag asidi
karigimi1

Bitki gruplan : 5 ml trisma-base tamponu, 1 ml FeCl,, 1 ml H,O,, 0.4 ml yag asidi

karigimi, 0.5, 1 ve 2 ml olmak {izere farkli miktarlarda bitki ekstrakti ilave edildi.

16



Bu gruplar hazirladiktan sonra, 37°C’ de 24 saat inkiibasyona birakildi. Bu siire
sonunda etiivden ¢ikarilarak oda sicakligina gelmesi saglandi ve gruplardaki 6rneklere %4’
lik BHT ilave edilerek daha ileri oksidasyon olmasi engellendi. Daha sonra 6rnek

karisimlardan 1 ml alinarak lipid peroksidasyon diizeyi dl¢iildii.

2.10.1 In vitro Ortamda Lipid Peroksidasyon (LPO) Olgiimii

Orneklerden 1 ml alindiktan sonra iizerine %0,6° Itk TBA ¢ozeltisi ile 2 ml distile su
ilave edilip vortekslendi. Daha sonra 90°C” de 30 dakika birakip reaksiyon sonucu olusan
pembe renk 3 ml n-biitanol ile ekstrakte edildi. Ornekler santrifiij edildi ve santrifiij
sonunda elde edilen supernatant kismin yogunlugu HPLC cihazinda floresans dedektorle

6lciildii. Sonuglar nmol/pl olarak verildi.

2.10.2 Invitro Ortamda Yag Asidi Miktariin Belirlenmesi

LPO miktarinin 6lgiimii disinda kalan reaksiyon karisimi tizerine %2’ lik metanolik
H,SO, (v/v) konularak vortekslendi ve 16 saat 55°C” de inkiibasyona birakildi. inkiibasyon
sonunda, sogutulduktan sonra iizerine 5 ml %5’ lik NaCl ilave edildi. Reaksiyon ortaminda
olusan yag asidi metil esterleri 5ml n-hekzan ilave edildi [91]. Yag asidi metil esteri
karisimi %2’ lik KHCOj; ile muamele edildikten sonra ¢oziiciisii uguruldu. Yag asidi
metilesteri karigimlari n-hekzanda ¢oziinerek gaz kromatografisi cihazinda, yag asidi metil
esterleri SHIMADZU GC 17 gaz kromatografisi ile analiz edildi. Buanaliz igin 25 m
uzunlugunda, 0,25 um i¢ ¢apinda ve Pernabontd 25 mikron filmkalinligina sahip Machery-
Nagel (Germany) kapiller kolon kullanildi. Analiz sirasindakolon sicakligi 120-220°C,
enjeksiyon sicakligi 240°C ve dedektor sicakligi 280°C olaraktutuldu ve kolon sicaklik
programi 120°C” den 220°C’ ye kadar ayarlandi. Sicaklik artisi 200°C” ye kadar 5°C
/dakika ve 200°C” den 220°C” ye kadar 4°C /dakika olarak belirlendi. Tasiyic1 gaz olarak
azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda, standart yag asidi metil esterleri enjekte edilerek, her
bir yag asidinin alikonma siireleri belirlendi. Daha sonra orneklere ait yag asidi metil
esterlerinin analizi yapildi. Bu islemden sonra Class GC 10 programi kullanilarak yag

asitlerinin miktar hesaplamasi yapildi. Sonuglar pg/ml olarak ifade edildi.

17



2.11. Antimikrobiyal Aktivite

2.11.1. Ekstrelerin Hazirlamsi

Arastirmada bitkilerin kullanilan kisimlarindan 10 gr alinip 200 ml metanol ilave
edilip ekstraksiyona tabi tutuldu [92]. Elde edilen ekstraktlarin ¢oziiciileri rotavaporda
uzaklagtirilarak ve etiivde kurutularak kuru ekstraktlar elde edildi. Kurutulan ekstraktlar

metanolde ¢ozdiirildii.

2.11.2. Mikroorganizma Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ve Asillama

Bakteri suslari; Nutrient Buyyon’ a asilanarak 35+1°C’ de 24 saat, maya suslari;
Yeast Malt Ekstrakt Buyyon’ da ve dermatofit funguslar Glukozlu Sabouroud Buyyon’ da
25+1°C’ de 48 saat siire ile inkiibe edildi. S1vi besiyerinde gelisen kiiltiirler, Mc Farland
(0.5) standart tiipiine gore yogunluk ayar1 yapildiktan sonra buyyon tiiplerine aktarildi.
Erlenmayerde steril edilen ve 45-50°C’ ye kadar sogutulan Miiller Hinton Agar, Yeast
Malt Ekstrakt Agar ve Sabouraud Dextrose Agar yukarida belirtildigi sekilde hazirlanip
bakteri, maya ve funguslarin buyyondaki kiiltiirii ile %! oraninda asilanarak (106
bakteri/ml, 104 maya/ml, 104 fungus/ml) iyice ¢alkalandiktan sonra 9 cm g¢apindaki steril
petri kutularina 15° er ml konuldu ve besiyerinin homojen bir sekilde dagilmasi saglanmis

oldu.

2.11.3. Oyuk Agar Metodu

Katilasan agar iizerine 6 mm ¢apinda oyuk acildi. Agilan oyuklara bir damla
besiyerinden sonra 10 pl 6rnek aktarildi. Bu sekilde hazirlanan petri kutular1 4°C’° de 1.5-2
saat bekletildikten sonra bakteri asilanan plaklar 37+1°C” de 24 saat, maya ve dermatofit
astlanan plaklar ise 25+1°C’ de 3 giin siire ile inkiibe edildi. Calisma 3 paralel olarak
yiriitilerek ve sonuglar ortalama deger olarak inhibisyon zonu (mm) seklinde

degerlendirildi [93,94].
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2.12. Mayalarin Gelisme Ortaminda Antioksidan ve Antiradikal

Aktivitenin Belirlenmesi

Bu amagla; oncelikle deneyde kullanilacak olan Saccharomyces cerevisiae FMC 16
ve Kluveromyces lactis COWAN 1’in gelisimi ve ¢gogalmasi i¢in Malt Ekstrakt Buyyon (17

g/l) besiyeri ortami hazirlandi. Besiyeri ortami hazirlandiktan sonra asagidaki gruplara

ayrilds;
Kontrol :Sadece MEB besiyeri ortami ilave edildi.
Kontrol 2 (P) :MEB besiyeri ortami ve kullanilan bitki

ekstraktlari ilave edildi.

Bitki ekstrakti ile FR :MEB besiyeri ortami1 ve bitki eksraktlari ilave
edildi. Ayrica inkiibasyonun 24 saatinde bu gruba FR ¢6zelti karigimi eklendi.

72 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, gruplardaki orneklere % 4’ lik BHT ilave
edilerek daha ileri oksidasyon olmasi engellendi ve ornekler santrifiij edilerek hiicre
pelletinden ayrildu.

Elde edilen pellet fosfat tamponu (pH: 7.4) ile yikandi. Yikama isleminden sonra
kalan pellete 3 ml TEA (0.03 M Tris, 114 pl Asetik asit, 0.5 M EDTA) tamponu ilave
edildi ve 40 saniye sonikasyon yapildi. Sonikasyon isleminden sonra +4°C’ de 9000 rpm’
de 10 dk siire ile santrifiij edilen 6rneklerin supernatant kisimlar1 glutatyon ve protein
miktarlarmin belirlenmesi amaciyla tiiplere alindi.

Geriye kalan pellet kismina ise hekzan/izopropanol eklenerek ortamdaki yag asidi
miktarlar1 belirlendi. Deney sonunda ayrica yag asidi sentezinden sorumlu olan enzimlerin
hem belirlenmesi hem de oksidasyon sonucundaki degisimlerinin de godzlemlenmesi

amaciyla elekrtoforez islemi de gerceklestirildi.

2.12.1. Maya Hiicrelerinde Glutatyon Miktarimin Olciilmesi

Bu amagla elde edilen supernatanta 1 ml %10’ luk TCA ilave edildi. Bu sekilde
proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Karisim bu sekilde yaklasik 10 dk oda sicakliginda
bekletilip bu siirenin sonunda 4500 rpm’ de 10 dk santrifiij edilerek proteinlerin
coktiirtilmesi saglandi. Proteinler ¢oktiiriildiikten sonra {ist slipernatant kistm baska bir
deney tiipiine alimip GSH miktarin1 6lgmek icin asagidaki islemler yapildi. Siipernatant

kisim iizerine 0.3 M NayHPO, ¢ozeltisinden 2 ml ilave edildi ve 1 ml 150 uM DTNB
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¢ozeltisi ilave edilerek karistirildi 5-10 sn sonra olusan sar1 renk oda sicaklifinda iyice

stabil hale geldikten sonra 412 nm’ de blanka karsi okundu [95].

2.12.2. Glutatyon Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Omeklerdeki GSH miktar1 tayini, saf GSH standardindan (Merck) hazirlanan
kalibrasyon egrisine gore hesaplandi. Bunun igin; saf glutatyondan 10 ml i¢in 0.002 ¢
olacak sekilde hazirlandiktan sonra asagidaki sekilde gruplar olusturuldu:

S1— 20 pul GSH + 2 ml Na;HPO4 + 1 ml DTNB

S2— 40 pl GSH + 2 ml Na;HPO4 + 1 ml DTNB

S3— 60 pul GSH + 2 ml Na;HPO4 + 1 ml DTNB

S4— 80 ul GSH + 2 ml Na;HPO4 + 1 ml DTNB

S5— 100 pl GSH + 2 ml Na;HPO, + 1 mI DTNB

Gruplar stabil hale geldikten sonra 412 nm’ de blanka karst okundu ve okunan
degerlere gore Sekil 2’ de ki kalibrasyon egrisi olusturuldu. GSH miktarinm

hesaplanmasinda mg/g pellet miktar1 cinsinden belirlendi.
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y = (0,0028¢ + 0,0312
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W
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2
@
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<
0,1
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Sekil 2. Glutatyon kalibrasyon egrisi
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2.12.3. Maya Hiicrelerinde Total Protein Miktarinin Olgiilmesi

Orneklerin total protein miktarlarinin l¢iimii Lowry yontemine gére yapildi [96].
Bunun i¢in asagidaki ¢6zeltiler hazirlandi:

A= %1 (w/v) Bakir siilfat (CuSO4.5H,0) ¢ozeltisi

B= %2 (w/v) Sodyum potasyum tartarat

C=0.2 M Sodyum hidroksit

D= %4 (w/v) Sodyum karbonat

Protein ile ilgili deneyler i¢in 49 ml C reaktifi iizerine 49 ml D reaktifi daha sonra 1
ml A ve 1 ml B reaktifinden ilave edildi. Bu ¢ozeltilerin karisimindan hazirlanan reaktife E
soliisyonu ad1 verildi. Daha sonra protein ¢ozeltisinden deney tiipiine alinip tizerine 4 ml E
reaktifinden ilave edilerek karistirildi ve 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bekleme
stiresi sonunda 500 pl Folin (10 ml Folin-Ciocalteau reaktifi tizerine 10 ml saf su ilave
edilerek hazirlanir) karigiminda eklenerek 30 dakika tekrar oda sicakliginda bekletildi ve
sonra 750 nm’ de blanka kars1 spekrofotometrede okundu.

Total protein Olglimiinde maya hiicresinde proteinler coktiiriildiikten sonra elde
edilen pellete 1 ml distile su ilave edilip vortekslendi, tekrar santrifiij edildi ve olusan

slipernatant da 6lgtim yapildi.

2.12.4. Protein Kalibrasyon Egrisinin Olusturulmasi

Bu amagla saf haldeki albuminden 10 ml i¢in 0.003 gr olacak sekilde hazirlandiktan
sonra standart gruplar1 asagidaki sekilde hazirlandi:

S1— 100 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

S2— 200 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

S3— 300 pul albumin + 4 ml E ¢6zeltisi + 0.5 ml Folin

S4— 400 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

S5— 500 pl albumin + 4 ml E ¢ozeltisi + 0.5 ml Folin

Gruplar 750 nm’ de blanka kars1 okundu ve okunan degerlere gore Sekil 3’de Ki
kalibrasyon egrisi olusturuldu. Orneklerin protein miktarlar1 elde edilen bu kalibrasyon

egrisindeki denklem vasitasiyla hesaplandi.
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Sekil 3. Protein kalibrasyon egrisi
2.12.5. Maya Kiiltiirii Lipid peroksidasyon Miktarimmn Ol¢iilmesi

Inkiibasyon sonrasinda TEA tamponu ile sonikasyon edilen hiicre peletleri +4 °C’de
9000 rpm 10 dakika siire ile santrifiij edildi. Elde edilen supernatantlardan 1 ml alindiktan
sonra lipid peroksidasyon miktari in vitro ortamda lipid peroksidasyon 6l¢iim basamaklari

aynen uygulanarak olgiildi [90].

2.12.6. Maya Kiiltiirii Lipidlerin Ekstraksiyonu

Maya oOrneklerinden lipidlerin ekstraksiyonu 3:2 (v/v) hekzan/izopropanol
karistminin kullanildigr Hara ve Radin metoduyla yapildi. Sonikasyon isleminden sonra
kalan pellet tizerine 10 ml hekzan-izopropanol ilave edilip, her 6rnek 5 dakika siire ile
vortekslendi. Daha sonra 4500 rpm’de 10 dakika siire ile santrifiij edilen Orneklerin

supernatant kismi alinarak kapakli deney tiiplerine konuldu [97].

2.12.7. Maya Kiiltiirii Yag Asidi Metil Esterlerinin Hazirlanmasi

Metil esteri hazirlamak i¢in hekzan/izopropanol fazi i¢indeki lipid ekstrakt: 30 ml’lik
sizdirma yapmayan deney tiiplerine alind1. Uzerine %2’lik metanolik siilfiirik asitten 5 ml

ilave edilip, vortekslendi. Bu karisim 55 °C’lik etiivde 16 saat siire ile metillesmeye
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birakildi. Metillesme sliresi sonrasi tlipler etiivden c¢ikarilip oda sicakligina kadar
sogutulduktan sonra iizerine 5 ml %5’lik sodyum kloriir ilave edilerek iyice karistirild.
Tipler i¢cinde olusan yag asidi metil esterleri 5 ml hekzan ile ekstre edilip, olusan hekzan
faz1 alindi. Bu faz iizerine 5 ml %2’lik KHCO3 ilave edildi ve tekrardan faz ayrimina
birakildi. Daha sonra metil esterlerini i¢eren karisim, 45 °C’de ve azot akimi altinda
¢oziiclisti uguruldu. Deney tiipleri igerisinde kalan lipid faz1 1 ml heptan ile ¢oziilerek agzi

kapakli otosampler viallere alind1 ve gaz kromatografisinde analiz edildi [91].

2.12.8. Yag Asidi Metil Esterlerinin Gaz kromatogafik Analizi

Lipid ekstrakti icindeki yag asitleri metil esterlerine doniistiiriildiikkten sonra
SHIMADZU GC 17 cihaz ile analiz edildi. Bu analiz i¢in 25 m uzunlugunda, 0,25 pm i¢
capinda ve PERMABOND 25 mikron film kalinligina sahip Machery-Nagel (Alman)
kapiller kolon kullanildi.

Analiz sirasinda kolon sicakligi 120-220 °C, enjeksiyon sicakligi 240 C° ve dedektor
sicakligi 280 °C olarak tutuldu. Kolon sicaklik programi 120 °C’den 220 °C’ye kadar
ayarlandi. Sicaklik artis1 200 °C’ye kadar 5 °C/dk ve 200 °C’den 220 °C’ye kadar 4 °C/dk
olarak belirlendi. 220 °C’de 8 dakika tutulup, toplam siire 35 dakika olarak belirlendi.
Tastyic1 gaz olarak azot gazi kullanildi. Analiz sirasinda orneklere ait yag asidi metil
esterlerinin analizinden Once, standart yag asidi metil esterlerine ait karigimlar enjekte
edilerek, her bir yag asidinin alikonma siireleri belirlendi. Bu islemden sonra gerekli
programlama yapilarak ornekler ait yag asidi metil esterleri karigimlarinin analizi yapildi

[98].

2.13. SDS-PAGE Analizleri

Serbest ve serbest olmayan proteinlerin 6rnekleri Laemmli [99] tarafindan belirtildigi
sekilde hazirlanan sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile
incelendi.

Jel olusturmak icin uygun bir pozisyonda tutturulan iki cam arasina yerlestirilmek
tizere 10 ml’ lik ayirma jel solusyonu hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice
karistirildi ve uygun bir otomatik pipet yardimiyla belirli kisimlardan sikistirilarak kaset

haline getirilen iki cam levha arasina aktarildi. Iki cam levha arasina jel ilave edilirken iist
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kisimda tarak dislerinin yiiksekligi kadar (~1 cm) bir bosluk birakildi. Hazirlanan kaset
seklindeki bu iki cam levha arasindaki jel yaklasik olarak 30 dakika oda sicakliginda
bekletilerek aralarindaki akrilamid monomerlerinin polimerlesmesi saglandi. Daha sonra
iki cam levhanin iist kismina 6rnek sayisina uygun sayida dise sahip tarak yerlestirildi.

Tarak dislerinin ara dolgu maddesi olarak ifade edilen yiikleme jeli 10 ml kadar
hazirlandi. Hazirlanan bu jel solusyonu iyice karistirildi ve otomatik pipet yardimiyla jel
kasetine yerlestirilmis olan tarak disleri arasindaki bosluklar dolduruldu. Bu dolgu iki
camin en iist seviyesine kadar tamamlandi. Yiikleme jeli ¢ok cabuk polimerize oldugundan
islemlerin kisa siirede yapilmasina dikkat edildi. 25-30 dakika oda sicakliginda bekletilerek
polimerlesme saglandi. Tarak, polimerlesmesi tamamlanan jelden c¢ikarildi. Bu islem
sirasinda jelde meydana gelen ve 6rneklerin birakilacagi yuvalarin bozulmamasina dikkat
edildi. Cam levhalardan olusan kaset elektroforez tankina yerlestirildi. Protein ¢oziicii
solusyonu; 0.125 M Tris (pH 6.8), %2’ lik SDS, % 0.002 oraninda bromofenol mavisi,
%20’ lik gliserol, %10 luk merkaptoethanol seklinde hazirlandi. Yaklasik olarak150 pl
olarak alinan her bir protein 6rnegine esit oranda ¢oziicli solusyondan ilave edilip iyice
karistirildi. Tarak disinin genisligine bagl olarak, hazirlanan karisimdan 10-20 pl kadar
transfer edildi. Tank igerisine yeterli miktarda tank solusyonu ilave edildi.

Gli¢ kaynagindan once diisiik voltajla (150 V) akim elektroforeze verildi. 5-10
dakika sonra voltaj degeri yiikseltildi (180-200 V). Ciplak gozle izlenebilen mavi boya
band jelin alt kismina gelince elektroforez cihazi kapatildi.

Elektroforez islemi tamamlandiktan sonra kaseti olusturan iki cam birbirinden
ayrilarak aradaki jel ¢ikarildi. Protein bantlarmin goriiniir hale gelebilmesi i¢in bu jel
%1.25” lik Coomassie blue boya ortamina alindi. Burada en az yarim saat en ¢ok bir gece
boyunca oda sicakliginda bekletildi.

Boya solusyonundan alinan jel boyay1 giderici solusyon (destain solution) ortamina
alindi. Ara sira ¢alkalanalarak protein bantlarinin disindaki boya maddesi uzaklastirildi.
Boya giderici solusyonda 5 er dakika bekletildi ve solusyon dokiildii. Jel tekrar boya
giderici ortama alind1 ve bu islem 2-3 kez tekrarlandi. Boylece jel ilizerinde bulunan
protein bantlarinin disindaki boya giderilmis oldu.

Kullanilan Cozeltiler

e 1.5M Tris-HCI (pH 8.8)

e 0.5MTris-HCI (pH 6.8)

e %10 Sodyum dodesilsiilfat ¢ozeltisi (SDS)
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o %30 Akrilamid/Bisakrilamid ¢6zeltisi
e %10 Amonyum persiilfat ¢ézeltisi (APS)
e N, N, N’, N-tetrametil-ethilendiamin (TEMED)
e Gliserin
e 2-B-merkaptoethanol
e 9%0.05 Bromofenol blue ¢ozeltisi
e Boyama ¢6zeltisi (Stain solusyon/100 ml):
%0.1 Coomassie blue R-250
%45 Metanol
%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su
e Boya cikarma ¢ozeltisi (Destain solusyon/100 ml):
%45 Metanol
%10 Glasiyal asetik asit
%45 Distile su
e Tank solusyonu (Running buffer, pH 8.3)
Tris base 9.0 gr
Glisin 43.0 gr
Distile su 600 ml
SDS-PAGE Icin Jellerin Hazirlanmasi

2.14. 1Istatistik Analizi
Istatistik analizi igin, SPSS 16.0 software programi kullanildi. Kontrol grubu ile
deneysel gruplar arasindaki karsilagtirma varyans analizi (ANOVA) ve LSD testleri

kullanilarak yapildi. Sonuglar mean+SEM olarak verildi. Gruplar arasindaki farkliliklarda
p>0.05, p<0.05, p<0.01, p<0.001 ve p<0.0001 degerleri kullanildi.
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3. BULGULAR

3.1. Bitki Orneklerinin Resveratrol ve Flavonoid Icerigi

Flavonoid analizi sonuglarina gore; bitki drneklerinin hepsinde rutin flavonoidinin
yiiksek oranda bulundugu, diger flavonoidlerin ise daha diisiik oranlarda bulundugu
belirlendi (Tablo 1). Rutin igerikleri kendi aralarinda karsilastirildiginda en fazla igerige
Eremurus spectabilis (ERA) grubunda en az igerigin ise Plumbago europaea (PLM)
grubunda (p<0.0001) oldugu gorildi. Gruplarin mirisetin igerikleri kendi aralarinda
kiyaslandiginda, Silene chlorifolia (SLN) grubunun diger gruplara kiyasla bu flavonoidi
yiiksek diizeyde igeridigi belirlendi (p<0.0001). Morin ve kuarsetin igerigi SLN grubunda
diger gruplara gore onemli diizeyde yiiksek bulundu (p<0.0001). Toplam flavonoid ve
resveratrol miktar1 gruplar arasinda kiyaslandiginda ise PLM grubunda ERA ve SLN
gruplarina gore yiiksek miktarda bu bilesiklere rastlandi (p<0.0001).

Tablo 1. Bitki ekstraktlarinin flavonoid ve resveratrol igerigi (ng/g)

Flavonoid/ ERA SLN PLM
Gruplar

Rutin 216+1,01 203,61+0,83 | 23,61+4,28%
Mirisetin - 229+4,47°% | 3,65+0,15
Morin 0,17+0,01 4,44+0,09°° | 0,35+0,20
Kuarsetin 0,17+0,2° 0,08+0,04° | 0,17+0,1°
Kamferol - 0,16+0,01°° | -

Katesin - - 1232,5+6,72°C
Naringin - - 97,66+1,01°
Naringenin | - - 4,73+0,09%
Resveratrol | 0,86+0,02°¢ | - -

Toplam 217,2 437,29 1362,67°

a:p>0.05, cd:p<0.0001

3.2. Bitki Orneklerinin Seker Icerikleri

Bitki orneklerinin seker igerigine bakildiginda (Sekil 4) biitiin gruplarda fruktoz ve
glukozun fazla miktarda bulundugu tespit edildi. ERA grubuna bakildiginda diger gruplara
kiyasla glukoz orani fazla miktarda (p<0.0001), sakkaroz ise oldukga diisiik (p<0.0001)

seviyede bulundu. PLM grubunun sakkaroz miktar1 diger gruplara kiyasla herhangi bir

26



farklilik (p>0.05) gostermedi ve maltoz miktarinin ise oldukga fazla miktarda (p<<0.0001)
oldugu tespit edildi. SLN grubuna bakildiginda fruktoz diger gruplara goére oldukc¢a fazla
miktarda (p<0.0001) bulundu. Gruplarin arabinoz miktarlar1 kiyaslandiginda ise SLN
grubunda arabinozun ©6nemli Olgiide (p<0.0001) yer aldigi tespit edilirken, sakkaroz

miktarlar arasinda herhangi bir fark goriilmedi (p>0.05).

#® Arabinoz % Fruktoz 1 Glukoz = Sakkaroz # Maltoz
3000 s
2500 -y B~ T T T T
2000 o-ememeee T
1500
1000

500

0

Seker Miktar (ng/g)

ERA PLM SLN
Gruplar

Sekil 4. Bitki ekstraktlarinin seker igerigi (ug/g)
a:p>0.05, cd:p<0.0001

3.3. Bitki Orneklerinin Fitosterol ve ADEK Vitaminleri I¢erigi

Bitki orneklerinin vitamin analizi sonuglarina gore (Tablo 3) vitamin K; ve
stigmasterol’ {in diger gruplara kiyasla SLN grubunda, vitamin D ve [-sitosterol
miktarlarmin ERA grubunda, ergosterol miktarinin ise PLM grubunda oldukg¢a fazla
miktarda oldugu tespit edildi (p<0.0001). Retinol miktart PLM ve SLN gruplar arasinda
herhangi bir farklilik gdstermezken (p>0.05), a tokoferol’ {in ise ERA ve SLN gruplari
arasinda oldukga diisiik seviyede bir farklilik gosterdigi belirlendi (p<0.05).
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Tablo 2. Bitki ekstraktlarinin lipofilik vitaminler ile fitosterol igerikleri (ng/g)
Lipofilik
vitaminler ve ERA SLN PLM

fitosteroller
Vitamin K; 0,113+0,032 2,046:|:0,050Cd 0,620+0,052

Retinol - 0,213+0,025° 0,240:0,030°
Vitamin D 3,420£0,0759 | 1,773+0,125 0,673+0,077

o Tokoferol 0,306:0,040° 0,213+0,025" 2,930+0,065
Ergosterol 0,680+0,115 1,596+0,066 11,526+0,170
Stigmasterol - 3,196+0,735° | -

B-sitosterol 13,970+0,550°% | 4,260+0,269 8,543+0,571

a:p>0.05, b:p<0.05, cd:p<0.0001

3.4. Bitki Orneklerinin DPPH Radikalini Giderme AKktivitesi

DPPH (o,0-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) serbest radikalini temizleme sonuglarina
gore; ERA, PLM ve SLN gruplarinin 10ul’ den itibaren etkili olduklar: belirlendi (Sekil 5).
10 pl ve 25 pl konsantrasyonlarda ki drnekler igerisinde en fazla etki PLM grubunda, 100
ul> de ise SLN grubunda goriildi (p<0.0001). 50 ul konsantrasyonda ise PLM ve SLN
arasinda bir fark goriilmezken (p>0.05), ERA grubunda dnemli dlgiide azalma goriildi
(p<0.0001). Konsantrasyona bagl olarak gruplar karsilastirildiginda ise PLM grubunun en

yiiksek radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu belirlendi.

100 e
S 90 g
'z 80 + T 3
= s s L s T ..
= 70 7 3 ng»
GE) 60 + 5 e -
s 90 7T %::5: # ERA
= T s
g 40 - %PLM
e 07 A
T 20 - . o TSW
a 10 ¢ =3
()] 0 - KL .

10ul 25ul 50ul 100ul

Bitki Ekstrakt: (ul)

Sekil 5. Bitki estraktlarinin DPPH radikalinin temizleme etkisi (%)
a:p>0.05, cd:p<0.0001
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3.5. Bitki Orneklerinin In vitro Ortamda ki Antioksidan Etkileri

Lipid peroksidasyon diizeyi kontrol (K) grubuna gore kiyaslandiginda, FeCl,+H,0;
iceren (FR) grupta ¢ok belirgin diizeyde yiiksek oldugu saptandi (p<0.0001) (Sekil 6).
Bitki gruplar1 K grubuna gore kiyaslandiginda her {i¢ grupta da 6nemli diizeyde yiikselme
goriildi (p<0.0001). Buna karsilik FR grubuyla bitki gruplart karsilastirildiginda ise FR
grubuna gore belirgin diizeyde bir azalma tespit edildi (p<0.0001). Bitki gruplar1 kendi
aralarinda kiyaslandiginda da ERA grubunun PLM ve SLN gruplarina gore SLN grubunun

da PLM grubuna gore dnemli diizeyde yiiksek oldugu belirlendi (p<0.0001).
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Sekil 6. Bitki ekstraktlarinin in vitro ortamda lipid peroksidasyonu iizerine antioksidan etkileri

cd:p<0.0001

3.6. Bitki Ekstraktlarimin In vitro Ortamda ki Yag Asidi Metil Esterleri

(nmol/ml)

Uzerine Etkileri

FR grubuna gore bitki 6rneklerinin yag asidi miktarlar karsilagtirildiginda, oleik ve
linoleik asidi miktarlarin bitki ekstrakti iceren gruplarda onemli diizeylerde korundugu

belirlendi (Sekil 7). Ancak, kontrol grubuna gore kiyaslandiginda FR igeren gruptaki yag
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asidi oranlarinda 6nemli azalmalar oldugu tespit edildi (p<0.0001). FR grubuna gére bitki
ekstraktlarinin linoleik asit (18:2, n-6) miktarlar1 karsilastirildiginda bu yag asidinin
gruplarda korundugu ve miktarin FR grubuna gore fazla miktarlarda oldugu belirlendi
(p<0.0001). Oleik asit (18:1, n-9) miktarininda FR grubuna gore bitki ekstrakti igeren
gruplarda yiiksek oldugu tespit edildi (p<0.0001).

®18:1 w18:2
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Sekil 7. Bitki ekstraktlarinin in vitro ortamda metil esterleri {izerine etkisi (umol/ml)
cd:p<0.0001

3.7. Bitki Ekstraktlarimin S. cerevisiae’ da ki Lipid Peroksidasyonu Uzerine
Etkileri

S. cerevisiae’ da ki lipid peroksidasyon miktar1 kontrol grubuna kiyasla FR
gruplarinda artis gosterdi (p<0,05, p<0,0001). K grubu ile bitki gruplart LPO miktar1
bakimindan kiyaslandiginda ise SLN grubunda oOnemli diizeyde diisiis gozlenirken
(p<0,0001), diger bitki gruplarinda 6nemli diizeyde artis belirlendi (p<0,0001). MDA-TBA
seviyesi en yliksek olan bitki grubu ise PLM olarak tespit edildi (Sekil 8).
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Sekil 8. Bitki ekstraktlarinin S. cerevisiae > nin MDA-TBA seviyesi (hmol/ml)
b:p<0.05,cd:p<0.0001

3.8. Bitki Ekstraktlarinin S. cerevisiae’ nin Yag Asidi Icerigi Uzerine EtKisi

Bitki ekstraktlarinin S. cerevisiae’ nin yag asidi igerigi iizerine etkisi incelendiginde;
Palmitik asit (16:0) miktarinin K ve FR’ ye gore bitki ekstrakti iceren gruplarda 6nemli
Olgiide arttigi saptandi  (p<0.0001) (Tablo 3). Bitki gruplar1 kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise 16:0 yag asidi en fazla besiyeri+Silene chlorifolia (P.SLN)
grubunda goriildi (p<0.0001).

Palmitoleik (16:1, n-7) asit iizerindeki etkilere bakildiginda K ve FR gruplar
arasinda 6nemli bir fark goriillmedi (p>0.05). K ve FR gruplarina gore kiyaslandiginda
SLN, PLM ve P.SLN gruplarinda énemli 6l¢iide artis goriilirken ERA, P.PLM ve P.ERA
gruplarinda 6nemli diizeyde azalma tespit edildi (p<0.0001).

Stearik asit (18:0) diizeyleri incelendiginde FR grubunda K grubuna goére onemli
diizeyde arttig1 (p<0.0001) FR ile ERA gruplar1 arasinda istatistiksel bir fark bulunmadigi
(p>0.05), PLM grubunun K ve FR gruplarina gore énemli diizeyde azaldigi (p<0.0001) ve
SLN, P.ERA, P.PLM ile P.SLN gruplarinin K ve FR gruplarina kiyasla énemli diizeyde
artt1g1 (p<0.0001) belirlendi.
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Oleik (18:1) yag asidinde K grubunun FR grubuna gore onemli derecede artis
gosterdigi belirlendi (p<0.0001). ERA grubu FR grubuna gore belirgin bir azalma
gosterirken (p<0.0001) diger bitki gruplarmnin hepsinde K ve FR gruplarina gore belirgin
bir artis tespit edildi (p<0.0001). P.ERA ve P.PLM gruplar arasinda ise istatistiksel bir
fark goriilmedi (p>0.05).

Linoleik asit (18:2) miktarlar1 incelendiginde FR grubuna goére K ve diger biitiin bitki
gruplarinda onemli derecede artis goriildii (p<0.0001). Bitki gruplar1 kendi aralarinda
incelendiginde ise en fazla linoleik asit miktarini P.SLN grubunda tespit edildi (p<0.0001).

Linolenik asit (18:3) miktarlarina bakildiginda K ve FR gruplarina gore bitki
gruplariin hepsinde yiiksek diizeyde oldugu, bitki gruplart da kendi i¢inde incelendiginde
de SLN grubunun yiiksek diizeyde 18:3 yag asidi igerdigi goriildii (p<0.0001).

Diger yag asidlerinin miktarlar1 incelendiginde ise K grubuna gore FR ve diger biitiin
bitki gruplarinin oldukg¢a yiiksek seviyede olduklart goriildii (p<0.0001). Bitki gruplarida
kendi arasinda incelendiginde diger yag asitlerinin en fazla bulundugu grup P.ERA olarak

belirlendi (p<0.0001).

Tablo 3. Bitki ekstraktlarinin S. cerevisiae * nin yag asidi igerigi tizerine etkisi (mg/g)

g?g;ﬁa‘?e“/ Kontrol FR ERA PLM SLN

16:0 05322002 | 05594001 | 0.60620.002 | 0.720£0,02 | 10194003
16:1 0.35920,006° | 0.3590,005° | 0.327:0.005 | 0.407£0,001 | 0,54920,006%
18:0 0.23920,002 | 0.2470,006 | 0.24720.007 | 0.22640,005 | 0.36120,001
1811 017120001 | 0.14740,003 | 0.13220.002 | 0.232:0,001 | 0.239£0,007
18:2 0251002 | 0225001 | 0,09020.004 | 0.1760,006 | 0.302£0,002
183 0042001 | 0.05£001 | 029020000 | 0.487£0,003 | 1,18620,002%
Digerleri | 0,128£0,002 | 0,2520,002 | 0,328£0,002 | 0,663£0,005 | 0,702%0,002
é?ﬁ;ﬁa‘?e“/ Kontrol FR P.ERA PPLM P.SLN

16:0 05322002 | 05592001 | 0.90820.01 | 0.604203 1,20820, 057
16:1 0.35920,006° | 0.3590,005° | 0.34220,007 | 0.320£0.006 | 0.437£0,009
18:0 023950002 | 0.24740.006 | 0.745£0.005 | 0.26420,003 | 0,91220,001%
1811 017120001 | 0,14720,003 | 0,21120,001° | 0,21120,001° | 0.228£0,002
18:2 0251002 | 0222001 | 0.192£0.006 | 0.13920.007 | 0,364%0,003%
183 0.04:0.01 [ 0.052001 | 0.54820.001 | 0.555£0,005 | 1.057£0,002
Digerleri | 0,12820,002 | 0,252£0,002 | 1,15320,005% | 0,542£0,002 | 0,69620,005

a:p>0.05, cd:p<0.0001
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3.9. Bitki Ekstraktlarinin S. cerevisiae’ min Glutatyon Miktar1 Uzerine

Etkisi

Glutatyon miktarlar1 K grubuna gore karsilastirildiginda FR ve ERA grubunda
onemli Olgiide arttigi (p<0.0001), diger bitki gruplarinda ise dnemli Slgiide azaldigi
(p<0.0001) tespit edildi. Bitki gruplari FR grubuna gore kiyaslandiginda ise biitiin
gruplarda belirgin bir sekilde azaldig: belirlendi (p<0.0001) (Sekil 9).
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Sekil 9. Bitki ekstraktlarinin S. cerevisiae’ da ki glutatyon miktari iizerine etkisi (mg/g)
cd:p<0.0001

3.10. Bitki Ekstraktlarinin S. cerevisiae’ da ki Total Protein Miktar1 Uzerine
Etkisi

Bitki ekstraktlarinin maya hiicresi iizerindeki total protein miktar1 iizerine olan
etkilerini incelendiginde K grubu ile FR ve SLN gruplarn arasinda herhangi bir fark
goriilmedi (p>0.05) (Sekil 10). K grubuna gore bitki gruplar incelendiginde ise ERA,
PLM, P.PLM, P.SLN ve P.ERA gruplarinin 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu tespit edildi
(p<0.0001). Bitki gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda da P.PLM ve P.SLN

arasinda 6nemli bir fark goriilmedi (p<0.05).
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Sekil 10. Bitki ekstraktlarinin S. cerevisiae’ nin total protein miktari tizerine etkisi (mg/g)
a:p>0.05, b:p<0.05, c¢d:p<0.0001
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3.11. S. cerevisiae’ nin SDS-Page Analizi

SOD CAT K FR ERA PLM SLN PERA PPLM PSLN

Sekil 11. S. cerevisiae’ nin SDS-Page analizi

SDS-PAGE jel goriintiisii degerlendirilecek olursa; Jelde yer alan ilk iki bant standart
olarak yiiklenen SOD ve CAT enzimlerinindir. Gruplarda ki SOD miktarmi gosteren
protein bandi K, ERA ve FR gruplarinda belirgindir. CAT miktar1 Kontrol grubuna kiyasla
ERA ve FR gruplarinda protein bandinin belirginligi bu enzimin ekspresyonun miktarinin
arttigin1 gostermektedir. FR’ nin gruplarda enzimin ekspresyon diizeyini arttig1 bantlarin
belirgin olmasindan anlagilmaktadir. Sadece ekstrakt ve maya iceren kiiltiirlerde protein
batlarinin zayiflig1 bu gruplarda ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu anlamina gelmektedir.

Sonug olarak radikal ilavesi maya kiiltiiriinde protein miktarini arttirmistir.

3.12. Bitki Ekstraktlarimn K. lactis’ in Lipid Peroksidasyonu Uzerine
Etkileri

K. lactis” de ki lipid peroksidasyon miktar1 K grubuna kiyasla FR gruplarinda énemli
bir azalma gosterdi ( p<0,0001). Kontrol grubu ile bitki gruplart LPO miktar1 bakimindan
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kiyaslandiginda ise biitiin gruplarda énemli diizeyde artis gézlemlendi (p<0,0001). MDA -
TBA seviyesi en yiiksek olan bitki grubu ise PLM olarak saptandi (Sekil 12).
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Sekil 12. Bitki ekstraktlarinin K. lactis’ in MDA-TBA seviyesi (nmol/ml)
cd:p<0.0001

3.13. Bitki Ekstraktlarimin K. lactis’ in Yag Asidi Icerigi Uzerine Ektisi

Bitki ekstraktlarmin K. lactis’ in yag asidi profili lizerine etkisi incelendiginde (Tablo
4); Palmitik asit (16:0) miktarmin K grubuna gore P.ERA ve SLN disindaki biitiin
gruplarda 6nemli derecede yiiksek oldugu saptandi (p<0.0001). Bitki gruplart kendi
icerisinde karsilastirildiginda ise en yiiksek icerik P.PLM grubunda tespit edildi
(p<0.0001).

Palmitoleik (16:1, n-7) asit tizerindeki etkilere bakildiginda FR, ERA, PLM, P.PLM
ve P.SLN gruplarinda K grubuna gore oldukea yiiksek oldugu P.ERA grubunun ise dnemli
miktarda azaldig1 goriildii (p<0.0001). Bitki gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda
en yliksek miktar P.PLM grubunda tespit edildi (p<0.0001).

Stearik asit (18:0) diizeyleri incelendiginde K grubuna gére FR ve PLM grubunda
oldukca yiiksek miktarda tespit edildi. PLM disinda ki bitki gruplar ise K grubuna gore
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olduk¢a diisiik seviyedeyken PLM grubu bitki gruplar igerisinde ki en yiiksek miktar
olarak belirlendi (p<0.0001).

Oleik (18:1) yag asidinde K grubuna goére SLN ve P.ERA disindaki biitiin gruplarda
oldukca yiikksek oldugu gorildi (p<0.0001). Bitki gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise en yiiksek grup P.PLM grubu olarak belirlendi (p<0.0001).

Linoleik asit (18:2) miktarlart K grubuna kiyasla FR grubunda oldukg¢a yiiksek
bulundu. Kontrol grubu ile P.ERA grubu arasinda istatistiksel bir farklilik bulunmazken
(p>0.05), diger bitki gruplarinda 18:2 miktar1 onemli diizeyde artis gosterdi (p<0.0001).

Linolenik asit (18:3) miktarlarina bakildiginda FR grubunun K grubuna gére oldukga
yiiksek oldugu (p<0.0001), K ve FR gruplarina gore de bitki gruplarinin hepsinde 18:3 yag
asidinin yiiksek diizeyde oldugu (p<0.0001), bitki gruplar1 da kendi i¢inde incelendiginde
de P.SLN grubunun yiiksek diizeyde 18:3 yag asidi igerdigi goriildii (p<0.0001).

Diger yag asitlerinin miktarlar1 incelendiginde ise K grubuna gore FR ve diger biitiin
bitki gruplarinin oldukga yiiksek seviyede olduklar1 bulundu (p<0.0001). Bitki gruplarida
kendi arasinda incelendiginde diger yag asitlerinin en fazla bulundugu grup PLM olarak
belirlendi (p<0.0001).
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Tablo 4. Bitki ekstraktlarinin K. lactis’ in yag asidi profili iizerine etkisi (mg/g)

éiﬁ&iﬁ'e”/ Kontrol FR ERA PLM SLN

16:0 0,363£0,003 | 0.919£0,005 | 0,888+0,008 | 2,058+0,003 | 0,269=0,002
16:1 0,118+0,001 | 0,1710,002 | 0,2200,086 | 0,5720,006 | O

18:0 0,507£0,007 | 0,638+0,007 | 0,2600,004 | 2,0120,046% | 0,110+0,003
18:1 0,081£0,002 | 0,337£0,007 | 0,320£0,002 | 0,64120,004 | O

18:2 0,12620,007 | 0,340£0,04< | 0,508£0,003 | 0,61220,002 | 0,371+0,005
18:3 0,049+0,004 | 0,14620,008 | 1,13040,004 | 1,390+0,002 | 0,652+0,003
Digerleri | 0,082£0,002 | 0,76120,004 | 0,379+0,004 | 0,899+0,006™ | 0,403+0,005
é?ﬁ&iﬁ'e”/ Kontrol FR P.ERA P.PLM P.SLN

16:0 0,36320,003 | 0,91940,005 | 0,16140,02 | 1,413£0,13° | 1,280+0,01
16:1 0,11820,001 | 0,171+0,002 | 0,08020,03 | 0,6690,02 | 0,489+0,03
18:0 0,507£0,007 | 0,638+0,007 | 0,07240,02 | 0,428%0,2 0,315+0,05
18:1 0,08120,002 | 0,337£0,007 | 0,04820.45 | 0,74120,04° | 0,27920,03
18:2 0,126+0,007 | 0,340+0,04 | 0,113+0,03* | 0,810+0,06 1,240+0,315“
18:3 0,04940,004 | 0,146+0,008 | 0,236:0,07 | 2,08940,04 | 2,8530,007
Digerleri | 0,082+0,002 | 0,761+0,004 | 0,08940,03 | 0,518£0,05 | 0,179+0,04

a:p>0.05,cd:p<0.0001

3.14. Bitki Ekstraktlarinin K. lactis’ in Glutatyon Miktar1 Uzerine Etkisi

Glutatyon miktarlar1 K grubuna gore karsilastirildiginda FR grubunda onemli
Olclide azaldigi (p<0.0001), PLM ve SLN gruplarinda ise 6nemli ol¢lide arttigi
(p<0.0001) tespit edildi. K grubuna gore ERA grubunda 6nemli bir fark tespit edilmedi
(p<0.05). Bitki gruplari FR grubuna gore kiyaslandiginda ise biitiin gruplarin belirgin
bir sekilde arttig1 belirlendi (p<0.0001).
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Sekil 13. Bitki ekstraktlarinin K. lactis’ in glutatyon miktar tizerine etkisi (mg/g)
b:p<0.05, cd:p<0.0001

3.15. Bitki Ekstraktlarinin K. lactis’ in Total Protein Miktar1 Uzerine Etkisi

Bitki ekstraktlarinin maya hiicresi iizerindeki total protein miktar1 {izerine olan
etkilerini inceledigimizde K grubuna gdre biitiin gruplar gruplarin énemli 6l¢lide yiiksek
oldugu tespit edildi (p<0.0001). Bitki gruplar1 kendi aralarinda karsilastirildiginda ise PLM
grubunda 6nemli miktarda bir artis tespit edildi (p<0.0001).
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Sekil 14. Bitki ekstraktlarinin K. lactis’ in total protein miktari izerine etkisi (mg/g)
cd:p<0.0001

3.16. K.lactis’ in SDS-Page Analizi

RA PPLM PSLN

Sekil 15. K. lactis” in SDS-Page analizi
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SDS-PAGE jel goriintiisii degerlendirilecek olursa; Jelde yer alan ilk iki bant standart
olarak yiiklenen SOD ve CAT enzimlerinindir. Gruplarda ki SOD miktarini gosteren
protein bandi ERA ve PLM gruplarinda kismen belirgindir. CAT miktar1 incelendiginde
PLM, ERA ve PERA gruplarinda protein bandinin belirginligi bu enzimin ekspresyonun
miktarinin arttigin1 géstermektedir. FR’ nin gruplarda enzimin ekspresyon diizeyini arttigi
bantlarin belirgin olmasindan anlasilmaktadir. Sadece ekstrakt ve maya igeren kiiltiirlerde
protein batlarinin zayifligi bu gruplarda ekspresyon diizeyinin diisiik oldugu anlamina

gelmektedir. Sonug olarak radikal ilavesi maya kiiltiirlinde protein miktarini arttirmistir.

3.17. Bitki Ekstraktlarinin Antimikrobiyal Aktivitesi

Calismada kullanilan bitki grubu metil alkol ekstraktlarinin bazi patojen bakteri,
maya ve dermofitlere karsi antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 5° de gosterilmistir. Genel
olarak bitki Orneklerinin antimikrobiyal aktivite sonuglari degerlendirildiginde; bitki
orneklerinin mikroorganizma gruplari tizerinde etkili oldugu, bu etkinin maya ve dermofit
funguslara gore bakteri gruplarinda daha belirgin oldugu saptanda.

Bitkilerden ERA’ nin en fazla E. coli (14 mm), S. aureus (12 mm), C. albicans
(9mm), ve Epidermophyton sp. (8mm) iizerinde etkili oldugu belirlendi. SLN’ nin E.coli
tizerinde 22 mm’ lik bir inhibisyon zonu olusturdugu bu zonun Epidermophyton sp.
tizerinde 12 mm, S. aureus iizerinde 10 mm, C. albicans lizerinde 8 mm. oldugu saptandi.
PLM’ nin enfazla S. aureus iizerinde aktivite gosterdigi (23mm) belirlendi. Diger
mikroorganizma guruplarinin ise sirastyla E. coli (15 mm) ve C. albicans (11 mm) oldugu
belirlendi.

Tablo 5. Bitki ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi

Gruplar | S. aureus | E.coli | C.albicans | E. sp.
ERA 12 14 9 8
SLN 10 22 8 12
PLM 23 15 11 -
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4. TARTISMA

Dogal besinlerin antioksidan aktivitelerini arasgtirmaya yonelik calismalar son
yillarda giderek artmaktadir. Cogu meyve ve sebzenin igeriginde yer alan sekerler,
vitaminler, fenolik bilesikler ve fitosteroller besin degerlerinin belirlenmesinde énemli bir

rol oynar.

e Invitro Ortamda Bitki Ekstraktlarinin Etkisi

Analiz sonuglarinda, bitki 6rneklerinden 9 farkli flavonoid tiirii tespit edildi, ERA
grubunun resveratrol ihtiva ettigi bununla beraber flavonoid igerigine bakildiginda ise ERA
grubunun Rutin bakimindan zengin oldugu belirlendi.

Bitki gruplarinin toplam flavonoid igeriklerine bakildiginda en yiiksek icerik PLM
grubunda bulundu. PLM grubunun Katesin bakimindan zengin oldugu tespit edildi. SLN
grubunun da mirisetin bakimindan oldukga zengin oldugu goriildii.

Plumbago cinsine ait bazi bitkiler ¢alisilmis, P. zeylanica’ da total flavonoid igerigi
45.5+5.2 mg GAE/g olarak bulunmustur [100] Yine ayn1 bitkinin total fenolik igerigi 109
mg/g olarak belirlenmistir [101]. Plumbago europea yapraklarinda ise yeni bir flavonol
olan 7-O-methylmyricetin (europetin) maddesi tespit edilmistir [102].

Son yillarda 6zellikle epidemiyolojik ¢alismalar flavonoidler bakimindan zengin bir
beslenme ile kroner kalp hastaliklar1 ve kanser riskinin azaltilmasi arasinda bir iliski
oldugunu gostermektedir [103,104]. Flavonoid igerigi bitkiden bitkiye gore hatta ayni
bitkinin farkli organlarinda bile degisiklik gosterir [105]. Flavonoidler bakimindan zengin
bir beslenmenin A ve C vitamininden bile daha giiclii antioksidan etkisi oldugu
diistiniilmektedir [106].

Arastirmamizda bitkilerin seker iceriklerinin incelenmesinde ERA grubunda glukoz,
PLM grubunda Fruktoz, SLN grubunda da yine fruktozun fazla miktarlarda yer aldigi
goriildii.

Eremurus cinsine ait bazi tiirlere ait calismalar incelendiginde, Eremurus
zangezuricus’ da glucomannan bulundugu belirtilmistir. Glukomannanin kimyasal bilesimi
de %25.6 D-glukoz, D-mannoz, %71.8 D-mannoz olarak saptanmistir. Bu sonug¢ bizim

calismamizda ki ERA grubunun seker igerigi ile uygunluk gostermektedir [107].
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Eremurus anisopterus’ un koklerinden bir¢ok polisakkarit bulundugu bildirilmis ve
galaktomannan saf olarak elde edilmistir [108].

Plumbago cinsine ait baz1 bitkilerin seker igerikleri arastirilmis, Plumbago zeylanica
Linn Syn. ve Plumbago rosea Linn. bitkilerinin kok kabugundan fruktoz ve glukoz izole
edilmistir [109]. Bu ¢alisma calismamizda yer alan PLM grubunun yiiksek miktarda
fruktoz ve glukoz ihtiva etmesini desteklemektedir.

Silene tiirlerine ait nektarlardaki seker igeriklerinin arastirllmasinda da yiiksek
miktarda fruktoz tespit edilmistir [110].

Bitki ekstraktlarinin vitamin ve fitosterol igeriklerine bakildiginda ERA grubunda p-
sitosterol ve Vitamin D, SLN grubunda Stigmasterol ve Vitamin K; PLM grubunda ise
Ergosterol ve B-sitosterol miktarlarinin oldukga fazla oldugu goriilmiistiir.

Calismamizda yer alan bitkilerin ait oldugu cinse bagli bazi tiirlerin literatiirleri
incelendiginde, Plumbago zeylanica’ nin B-sitosterol bilesenine sahip oldugu [109], Silene
conoidea’ da stigmasterol bulundugunu belirlemislerdir [111]. Bu sonuglar bizim
bulgularimizi desteklemektedir.

Tim bu analizlere ilaveten ¢alismamizda bitki Orneklerimizin antioksidan
kapasiteside arastirilmistir. Bu amagla bitki gruplarimin DPPH radikalini temizleme
etkisine bakildiginda biitiin gruplarin radikal temizleme aktivitesine sahip oldugu belirlendi
ve biitiin gruplar igerisinde de en yiiksek aktivite PLM grubunda goriildii.

Plumbago europea’ nin DPPH ve 2,2-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid) ABTS radikalinin temizleme etkisini arastirilmasinda; ABTS sonucunu 13.92+0.05
mg/ml, DPPH sonucunu ise 19.82+0.05 mg/ml olarak bildirmislerdir [83]. Bir baska
calismada da Plumbago zeylanica’ nin kok ekstraktlarinin DPPH radikalini temizleme
aktivitesi 96 pl/ml olarak bildirilmistir [100].

Bitki gruplarmin farkli radikal temizleme etkisinin igerdigi fenolik bilesiklerden
ozellikle flavonoidlerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ciinkii bir flavonoidin kimyasal
yapist, bulundugu OH- gruplarinin sayis1 ve yerlesim merkezleri flavonoidlerin antioksidan
ozelliklerini etkileyen en onemli etmenlerdir. Flavonoidlerde OH grubunun fazla olmasi
antiradikal etkinligi arttiran baslica etkendir. Ciinkii OH grubundaki hidrojen dondr olarak
gorev almakta ve basta hidroksil, peroksil ve peroksinitrit olmak {izere radikalleri kararl
hale getirmektedir [112].

Bitki ekstraktlarinin in vitro ortamda lipid peroksidasyonu iizerine antioksidan

etkileri incelendiginde FR grubunun K grubuna gore oldukga yiiksek oldugu ve biitiin bitki
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gruplarinda bu diizeyin FR grubuna gore onemli diizeyde azaldig: tespit edildi. Tiim bu
veriler ¢alismamizda kullanmis oldugumuz bitkilerin in vitro ortamda insan yasamini en
fazla etkileyen dejenaratif metabolik hastaliklara neden olan lipit oksidasyonunu 6nlemede
etkili oldugu sonucunu diisiindiirmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, Silene paradoxa’ nin kok ekstraktlarinda, nikel ve bakir
toleranslart ve bunlara gére MDA seviyesi Ol¢iilmiis ve olumlu sonuglar elde edilmistir
[113].

Bitki ekstraktlarinin in vitro ortamda metil esterleri lizerine etkisi arastirildiginda ise
bitki gruplarinin hepsinde metil esterlerinin korundugu goriilmistiir. 18:1 yag asitleri K,
FR, ERA, PLM ve SLN gruplarinda sirasiyla 3,25, 3,09, 3,61, 3, 3.66 pumol/ml, 18:2 yag
asitleri ise 8.62, 8.07, 9.64, 7.98 ve 9.54 pmol/ml olarak belirlenmistir.

Yapilan bagka bir ¢calismada Silene brachuica, S. viridiflora ve S. wallichiana’ da ki
18:1 yag asidi igeriklerini sirasiyla %10.3, 5.4 ve 8.3, 18:2 yag asitlerini ise %11, 18.8 ve
22.5 olarak belirlenmistir [114].

e Anaerobik Kiiltiir Ortaminda Bitki Ekstraktlarimin Etkisi

Maya Kkiiltiiri oksidatif stres ¢alismalari genellikle S. cerevisiae iizerine
yogunlagmistir. Bu mikroorganizma {izerine yapilan c¢alismalar referans olarak kabul
edilmektedir [85]. Bu c¢alismada da genetik c¢alismalarda yaygin olarak kullanilan
Kluveromyces lactis ve genellikle oksidatif stres c¢alismalarinda tercih edilen
Saccharomyces cerevisiae mayalarini tercih ettik.

Saccharomyces cerevisiae’ nin lipit peroksidasyon iiriinlerinin ¢ok diisiik seviyelerde
oldugu saptandi. Bunun nedeninin S.cerevisiae’ nin kullanilan radikallere karsi oldukga
yiiksek seviyede direng olusturmasindan kaynaklanabilecegi sonucuna varildi.

Bitki gruplariim Saccharomyces cerevisiae iizerinde ki etkisi incelendiginde de PLM
grubunun LPO miktarinin oldukg¢a yiiksek oldugu goriildi. Bu durum PLM grubunun
yapisinda bulunan bir maddenin maya hiicresi iizerinde toksit etki gostererek LPO’ yu
arttirdigin1 - diisiindiirmektedir. Yapilan bir c¢alismada P. zeylanica’ nin toksik etki
gosterdigi bildirilmistir [115].

Kluveromyces lactis kiiltiiriinde ise K grubuna kiyasla FR grubunda azalma, diger
gruplarda ise yiiksek artiglar kaydedildi. Bu farkli bulgularin nedeni olarak
mikroorganizmalarin  serbest radikal hasarlarina karst farkli  Olgiilerde  direng

gosterebilecegini diistindliirmektedir.
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Son yillarda yapilan ¢aligmalarda H,O;’ nin bazi hiicre biyomembranlarindan serbest
bir sekilde difiize olmadigini ortaya koymustur. Basta Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae ve bir memeli hiicresi olan Jurkat-T hiicrelerinde H,O;’ nin difiizyonuna kars1
biyomembranlarinda bir bariyer sisteminin oldugu bildirilmistir [116-121]. Bu etkinin
H,O,’ nin konsantrasyonuna bagli oldugu, diisikk seviyedeki H,O,’ ye karst maya
hiicresinin adaptasyon gosterdigi, yiiksek seviyedeki H,O,’ ye karsi ise direng ortaya
koydugu belirlenmistir. Saccharomyces cerevisiae plazma membranlarinin H,O,’ ye maruz
kaldiktan sonra birka¢ dakika igerisinde hizl1 bir sekilde gecirgenlik ve biyofizyolojik
ozelliklerini degistirdigi gdzlenmis ve bu degisikliklerin lipit bilesimindeki degismelerden
kaynaklandigini ileri siiriilmistiir [116]. Hidrojen peroksite karsi hiicre membraninin
potansiyel gecirgenligi tizerine yag asit sentetaz (FAS) geni tarafindan kodlanan yag asidi
sentezinin rolii incelenmistir. Maya hiicresinin H,O,’ ye kars1 yag asidi sentaz aktivitesini
arttirdigl, membran yag kompozisyonda ki bu artis hiicrenin H;O, gegirgenligine direng
gostermesi ve canlilik halinin uzamasma neden oldugu sonucuna varilmistir [122].
Mayanin gosterdigi bu direng tlizerine bir diger hipotez ise Shizosaccharomyces pompei
lizerinde yapilan g¢alisma ile ileri siirilmiistiir. Yine bu calisma ile ergosterol sentez
yolundaki bir genin (ERG3 ya da ERG6) delesyonu ile toplam sterol seviyesinin azalmasi
sonucu membran sterol bilesiminin degiserek mayanin H,O;’ ye karsi daha direngli hale
gelebildigi ileri stirilmistiir [123].

S. cerevisiae’nin H,O,’ e kars1 direncinin agiklandigi bir diger ¢alismada da mayanin
gecirdigi gelisme fazlarindaki direng seviyesi arastirilmis ve calisma sonunda mayanin
duragan fazda H,O, gibi oksidanlara kars1 direncinde artis oldugu ortaya konmustur [121].

Tim bu arastirmalarin bizim yaptigimiz calisma ile paralellik gosterdigi sonucuna
varildi. Ciinkii Saccharomyces cerevisiae’ nin gelisme ortamina inkiibasyonun 24. saatinde
eklenen radikallerin hiicre 6liimiine yol agmadigi gibi lipit oksidasyonu olusumunu da
gerceklestirmedigi gozlemlendi. Buna neden olarak mayanin ozellikle de duraklama
fazinda oksidana karsi direng artis1 géstermesinin ve hiicre membraninda bulunan ¢oklu
yag asitlerinin membran gegirgenligini azaltmasinin yol agtig1 kanisina varildu.

Literatlirde belirtilen bu bulgularin yaptigimiz c¢alisma ile paralellik gosterdigini
sOyleyebiliriz. Deneysel ¢alismamizda inkiibasyonun 24. saatinde eklenen radikallere karsi
maya hiicrelerinin canlilik aktivitesinde herhangi bir degisim olmadigi gibi radikal

hasarlarina karsida direng gosterdigi sonucuna varildi.

45



Bitki ekstraktlarinin Saccharomyces cerevisiae’ nin yag asidi profili lizerindeki
etkileri karsilagtirildiginda Palmitik asit (16:0) miktarinin K ve FR’ ye gore bitki ekstrakti
iceren gruplarda arttigi saptandi. Bitki gruplar1 kendi aralarinda degerlendirildiginde ise
16:0 yag asidi en fazla SLN ve P.SLN gruplarinda goriildii.

Calismamizda yer alan diger yag asitleri {lizerine olan etki arastirildiginda da genel
tablo olarak yine SLN grubunun yag asidi igerigini arttirdig tespit edilmistir. Yapilan bir
calismada da S. brachuica, S. viridiflora, ve S. wallichiana’ nin palmitik asit miktarlar
arastiritlmis ve sirasiyla 18.5, 24.7 ve 26.6 olarak tespit edilmistir [114]. Literatiirde yer
alan bu bilgi arastirmamiz sonucunda elde ettigimiz verileri desteklemektedir.

Tiim bu yag asitlerindeki artislar g6z oniine alindiginda ise bitki ve radikal igeren
gruplarda yag asitlerinin dikkat cekici diizeylerde arttigi ve buna da Saccharomyces
cerevisiae mayasinin gelisme ortaminda bulunan farkli bitki ekstraktlarinin neden
oldugunu diisiinmekteyiz.

Bitki gruplarinin Saccharomyces cerevisiae’nin yag asidi bilesimi iizerinde radikal
ilavesinin etkileri karsilastirildiginda 6zellikle 16:0, 18:2 ve 18:3 yag asitlerinin sentezinin
ortama radikal ilavesi ile olduk¢a belirgin seviyelerde arttig1 gézlenmistir. Bunun nedeni
olarak bu yag asitlerinin sentezinden sorumlu olan enzimler iizerinde Fe (II) iyonunun
aktive edici etkisi olabilecegini ileri siirebiliriz.

Saccharomyces cerevisiae’ nin geleneksel yontemlerle elma suyunda uygulanan
fermantasyonunun yag asitleri lizerine etkisinin arastirilmasinda miristik asit, palmitik asit,
palmitoleik asit, stearik asit, oleik ve linoleik asit tespit edilmistir. Ayrica bu yag
asitlerinden palmitik asidin fermantasyon teknolojisi i¢in 6nemli bir degere sahip oldugunu
ortaya koyulmustur [124]. Buna ilave olarak bir hiicrenin yag asidi igeriginin ayni zamanda
gelisme ortaminin lipit icerigine de bagli olarak degisiklik gosterebildigi yapilan
calismalarla belirtilmistir [125,126].

Kluveromyces lactis’ in yag asidi kompozisyonu incelendiginde palmitik asit (16:0)
miktarinin K grubuna gére P.ERA ve SLN disindaki biitiin gruplarda 6nemli derecede
yiiksek oldugu saptandi. Palmitoleik (16:1, n-7) asit iizerinde ki etkilere bakildiginda FR,
ERA, PLM, P.PLM ve P.SLN gruplarinda K grubuna gore olduk¢a yiiksek oldugu P.ERA
grubunun ise 6nemli miktarda azaldig: goriildii. Stearik asit (18:0) diizeyleri incelendiginde
K grubuna gore FR ve PLM grubunda oldukca yiiksek miktarda tespit edildi. PLM disinda
ki bitki gruplar ise K grubuna gore oldukga diisiik seviyede belirlendi. Oleik (18:1) yag
asidinde K grubuna gére SLN ve P.ERA disinda ki biitiin gruplarda olduk¢a yiiksek oldugu
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goriildi. Linoleik asit (18:2) miktarlar1 K grubuna kiyasla FR grubunda oldukga yiiksek
bulundu. Linolenik asit (18:3) ve diger yag asitlerinin miktarlar1 incelendiginde de FR
grubunun K grubuna gore oldukca yiiksek oldugu, K ve FR gruplarina goére de bitki
gruplarinin hepsinde 18:3 ve diger yag asitlerinin miktarlar1 yag asidinin yiiksek diizeyde
oldugu goriildii.

Bu durum, farkli tiir bitkiler besin igerigi olarak degisik oranlarda madde igerdikleri
ve Ozellikle de kullanilan karbon kaynaginin farkli olmasi ile sentezlenen bu yag asitlerinin
transkribinden sorumlu olan enzimlerin aktivetesini inhibe ya da stimiile ederek yag asidi
miktarlarinda farkliliga yol agabilecegi seklinde izah edilebilir. Ciinkii membran yag asidi
bilesimi acik bir sekilde cevresel faktorlerden etkilenmektedir. Ayrica hiicrenin yag asidi
bilesimi, gelisme ortaminin karbon kaynagindan da etkilenebilir [125,127].

Yapilan bir ¢alismada Kluveromyces marxianus’ un oksidatif strese karsi oldukga
diren¢li oldugu vurgulanmaktadir. Stres etmeni kimyasallarin yiiksek dozlarda (50 mM
H,0,, 1 mM parakuat) ve gevre kosullarinin (1.2 ve 6 bar basing) zorlagtirildigi kiiltiir
ortaminda bu tiriin canlilik yiizdesi 68 ile 95.2 arasinda degismektedir. Bu sonuglar
Kluveromyces’ in hem yiiksek doz kimyasallara karst hem de olumsuz ¢evre kosullari
altinda ytiksek direng gosterdigini ispat etmektedir [128].

Bir ¢alismada ise 40 mM H,O; ilavesinden 1 saat sonrasinda Schizosaccharomyces
pompe hiicrelerinin %10’ undan azinin hayatta kaldig1 saptanmstir [129].

Bitki ekstraktlarin1 igeren gelisme ortamimna radikal ilavesinin Saccharomyces
cerevisiae’dan sentezlenen glutatyon miktarlar {izerindeki etkileri karsilastirildiginda K
grubuna gore FR ve ERA grubunda arttigi, diger bitki gruplarinda ise azaldig: tespit
edildi. Bitki gruplar1 FR grubuna gore kiyaslandiginda ise biitiin gruplarda azaldig:
belirlendi. Bu durumun, bitki 6rneklerinin flavonoid ve fitosterol igeriklerine bagli olarak
agiga ¢iktigini diiginmekteyiz. Bitki drneklerinin toplam filavonoid diizeyleri incelendigi
zaman en fazla igerigin PLM grubunda, en az miktarin ise ERA grubunda oldugu
belirlenmistir. S. cerevisiae’ nin glutatyon miktar1 sonuglarinda ise yiiksek diizeyde
flavonoid igeren ekstrakt gruplarinda glutatyonun azligi belirlenmistir. Bunun nedeninin
gelisme ortamina ilave edilen radikalin flavonoidlerce inhibe edilmesinden ileri geldigini
diistinmekteyiz.

Bu yorumu destekleyen bir ¢alismada, H,O,’ ye karsi olusturulan adaptasyonlardan

birinin intraselular glutatyonun artisinin olabilecegi bildirilmistir [130]. S. cerevisiae’ nin
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farkli besin kaynaklarina ve oksidatif strese cevap olarak glutatyon sentezledigi baska bir
caligmada tespit edilmistir [131].

Kluveromyces lactis’ in glutatyon miktarlar1 K grubuna goére karsilastirildiginda
FR grubunda azaldigi, PLM ve SLN gruplarinda ise arttig1 tespit edildi.

Bu durumun, bitki orneklerinin flavonoid, fitosterol ve vitamin degerleri ile
mikroorganizmalarin farkli biyokimyasal yapilarindan kaynaklandigini ve flavonoidlerin,
kiiltiir ortamina ilave edilen radikalleri erken sathada inhibe ederek oksidatif hasar1 en az
diizeye indirdigini diisiinmekteyiz. Bu durumda, glutatyon miktarinin azligi flavonoid
miktariyla iliskilendirilebilir.

Yapilan bir ¢alismada kadmiyum klorid (KD) ve 1,4-dithiothreitol (DTT) ilavesiyle
olusturulan oksidatif strese kars1 D. hansenii ve S. cerevisiae direng ve bazi biyokimyasal
parametreleri belirlenmistir. D. hansenii’ nin gelisme ortamina eklenen her iki molekiilde
glutatyon miktarini arttirdigi, buna karsin S. cerevisiae’ nin gelisme ortamina eklenen DTT
bu organizmanin glutatyon sentezini arttirirken, KD’ nin kontrol grubuna kiyasla glutatyon
miktarinda azalma belirlenmistir [85].

Diger bir ¢alismada ise hidrojen peroksit ve parakuat ilavesi ile olusturulan oksidatif
stres sonucu Kluyveromyces marxianus’ un antioksidan enzim diizeyleri ve farkli hava
basinglar altinda organizmanin canlilik diizeyleri test edilmistir. Sonug olarak 1.2 ve 6 bar
basing altinda SOD, CAT ve glutatyon rediiktaz miktarlarinin kimyasal maddelerin
eklenmesinden sonra artig gosterdigi belirlenmistir. Basincin  artmast ile enzim
diizeylerinde ki degisiminde incelendigi caliymada artan basinca bagli olarak enzim
miktarlarinin da artig ancak bu artisin zamana bagl olarak azaldigi tespit edilmistir [128].

Biitiin bu bulgular bize mikroorganizmanin farkli ¢evre kosullarma karsi protein
sentez miktarinin degistigini ortaya koymaktadir. Buna ek olarak oksidasyonun ilerleyen
zamana bagli olarak mikroorganizmaca tolere edildigini de gostermektedir. Yani akut
fazdaki oksidasyonda protein sentez hizi artarken ilerleyen zaman siirecinde ekspresyonun
azaldig1 belirlenmistir.

Saccharomyces cerevisiae’ nin bitki ekstrakti iceren ortamdaki toplam protein
diizeyleri K grubuna gore kiyaslandiginda istatistiksel bir farklilik goriilmemesine ragmen,
FR grubunda kismi azalma, SLN grubunda ise kismi artis kaydedildi. Bu durumun S.
cerevisiae’ nin ortamdaki reaktife direng goéstermesine dayandirilabilir. Diger ekstrakt

gruplarinda ise protein miktarinin K grubuna gore daha fazla oldugu belirlendi.
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Bitki ekstraktlariin K. lactis tizerinde ki total protein miktari {izerine olan etkilerini
inceledigimizde K grubuna gore biitiin gruplarin yiiksek oldugu tespit edildi. Bu durum
bitki ekstraktlarinin maya hiicre proteinlerini korudugunu diisiindiirmektedir. Bu farkliligin
tiirlerin biyokimyasal ve fizyolojik degiskenliginden ve inkiibasyon siiresinden ileri

geldigini diisiinmekteyiz.

e Bitki Ekstraktlarimin Antimikrobiyal Etkisi

Genel  olarak  bitki  Orneklerinin  antimikrobiyal  aktivite  sonuglar
degerlendirildiginde; bitki Orneklerinin mikroorganizma gruplari {izerinde kontrole
(metanol) kiyasla etkili oldugu, bu etkinin maya ve dermofit funguslara gore bakteri
gruplarinda daha belirgin oldugu saptandi.

ERA ekstraktinda ise C. albicans ve E. sp benzerlik gosterirken 14 mm ile en iyi
sonug E. coli tizerinde alinmastir.

SLN ekstrakti, kullanilan tiim mikroorganizmalara kars1 farkli oranlarda etki etmis ve
en biiyiikk inhibisyon zonu ise E. coli’ de goriilmistiir. Silene tiirleriyle ilgili birgok
antimikrobiyal ¢alisma mevcuttur. S. vulgaris ve S. cserei subsp. aeoniopsis ile yapilan
calismalarda C. albicans iizerinde 16 pg mL™, E. coli iizerinde ise 32 pg mL™ ve S. aureus
izerinde ise 64 pg mL™ de minimum inhibisyon zonu tespit edilmistir [79].

PLM ekstrakti en fazla S. aureus’ un gelisimini engellemistir. Yapilan bir ¢calismada
yakin bir tiir olan P. zeylanica’ nin 10 mg/ml etanol ekstraktinin ¢esitli mikroorganizmalar
tizerinde ki etkisi arastirilmis S. aureus’ da 15 mm, E. coli’ de ise 12 mm olarak tespit
edilmistir [132]. Bulunan tiim bu sonuglar literatiirle uygunluk gostermektedir.

Elde ettigimiz biitiin bu bulgular neticesinde bitkiler tizerinde yapilan bu ¢alismanin
dogal antioksidanlarin ve antimikrobiyallerin kullanimina yonelik yapilacak olan bundan
sonraki arastirmalara da 151k tutacagini diistinmekteyiz. Ciinkii giiniimiiziin gelisen teknik
sartlarinda kullanilan sentetik antioksidanlarin bazi yan etkilerinin olmasindan ve sentetik
antimikrobiyallere kars1 olusan dirence dogal antimikrobiyallerle alternatifler adina bitkisel
kaynaklardaki dogal antioksidanlarmm ve antimikrobiyallerin arastirilmasi son yillarda
dikkat ¢eken bir arastirma konusu olmustur ve dnemi giinden giine artmaktadir. Daha etkin
ve daha diisiik yan etkiye sahip olan dogal antioksidanlarin ve antimikrobiyallerin
tanimlanmas1 veya tespit edilerek elde edilebilmesi, etkilerinin ortaya konulmasi, yasam

kalitesi acisindan 6nemli beklentiler arasinda yer almaktadir.
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