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OZET

DENIZLI iLINDE YAYILIS GOSTEREN BAZI ENDEMIK ALLIUM L.
TAKSONLARININ EKSTRAKTLARININ AKTIF BILESENLERININ
KARAKTERIZASYONU, ANTIOKSIDAN VE ANTiBAKTERIYAL
ETKILERININ BELIRLENMESI

Bu ¢alismada, Denizli ilinde yayilis gosteren bazi endemik Allium L. taksonlarinin
(A.stylosum, A.sibthorpianum, A.deciduum subsp.deciduum ve subsp.retrorsum)
sogan ve yapraklarinin etanol, metanol, aseton ve benzin ekstraktlarinin etken
bilesigin karakterizasyonu, antioksidan ve antibakteriyal aktiviteleri incelenmistir.
Antioksidan aktivitenin belirlenmesinde DPPH ve B-karoten-Linoleik asit yontemi
kullanilmistir. Antibakteriyal aktivite Escherichia coli ve Staphylococcus aureus
bakterilerine karsi agar kuyu diflizyon metodu kullanilarak belirlenmistir. En yiliksek
antioksidan aktivite (%81.38) A.sibthorpianum tiiriiniin sogan kismimin metanolli
¢ozicii ile elde edilen ekstraktinda goriilmiistiir ayn1 zamanda serbest radikal
giderim aktivitesi (%74.80) en yiiksek ¢ikmistir. A. sibthorpianum soganindan elde
edilen etanollii ekstrakti her iki bakteri tiirinde etkili olurken en yiiksek
antibakteriyal aktivite (7.9 mm ¢apinda inhibisyon zonu) A. stylosum tiiriiniin yaprak
kisminin etanollii ekstraktinda goriilmiistiir. Ayrica bu ekstrelerin toplam fenolik
igerikleri de belirlenmistir. Bu testler sonucunda A.sibthorpianum tiiriiniin sogan
ekstraktlarinin daha giiglii aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Allium, Antioksidan Aktivite, Antibakteriyal Aktivite, Bitki
Ekstraktlari
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SUMMARY

CHARACTERIZATION OF ACTIVE COMPOUNDS, ANTIOXIDANT
AND ANTIBACTERIAL EFFECTS OF EXTRACTS OF SOME
ENDEMIC ALLIUM L. TAXADISTRIBUTED IN THE DENIZLI
PROVINCE

In this study, the characterization of active compounds, antioxidant and antibacterial
activities of ethanol, methanol, acetone and benzine extracts of bulbs and leaves of
some endemic Allium taxa (A.stylosum, A.sibthorpianum, A.deciduum
subsp.deciduum ve subsp.retrorsum) in the Denizli province were investigated.
DPPH and B carotene-linoleic acid method were used in determination of
antioxidant activity. Antibacterial activities were investigated by using Agar well
diffusion method against bacterial Escherichia coli and Staphylococcus aureus. The
highest antioxidant activity (81.38%) was observed in methanol extracts of bulbs A.
sibthorpianum species and at the same time A. sibthorpianum species has shown that
the highest free radical scavenging avtivity (74.80 %). It was obtained from ethanol
extracts of bulbs A. sibthorpianum effect of type of bacteria while both the highest
antibacterial activity (7.9 mm in diameter inhibition zone) was obtained ethanol
extracts of leaves A.stylosum. In addition, total phenolics contents of these extracts
were determined. These  tests results indicated that bulbs extracts of A.
sibthorpianum have strongest activity.

Key Words: Allium, Antioxidant Activity, Antibacterial Activity, Plant Extracts
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1. GIRIS

Iliman kusak icerisinde bulunan Tiirkiye, sahip oldugu bitki ¢esitliligi agisindan
kendisini ¢evreleyen bir¢ok iilkeden daha zengindir ve farkli olan ozellikleri ile
dikkati c¢eker. Tiirkiye’de yayilis gosteren bitki tiirlerinin sayisi, Avrupa kitasinin
tiimiinde yayilis gdsteren bitki tiirlerinin sayisina yakindir. Ulkemiz mevcut bitkisel
cesitliligi yoniinden oldukga zengin bir floraya sahiptir. Ulkemiz floras1 yaklasik
olarak 12.006 taksondan olusmakta (Erik ve Tarikahya, 2004) ve bunlardan 650
kadar1 halk arasinda tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Yurdumuz, ii¢
onemli fitocografik bolgenin kesigim yerinde bulunmasi ve tiir endemizminin ytliksek

olusu sebebiyle, floristik agidan zengin bir iilkedir.

Tiirkiye zengin bir floraya sahip oldugu gibi, ¢cok sayida endemik ve endemik
olmayan, nadir bitki tiirlerini de barmdirmasiyla dikkat g¢ekmektedir. Ozellikle
geofitler olarak bilinen soganli, yumrulu ve rizomlu bitkiler, gosterisli ¢igekleriyle,
cesitli sebeplerle bitki toplayan insanlarin dikkatini ¢ekmektedirler. Liliaceae ve
Alliaceae familyalari da bu tiirden geofit bitkileri icermektedir (Karaca ve dig.,
2007).

Floramizin bu kadar zengin olmasinin baslica sebepleri olarak; Tiirkiye nin
birbirinden hem iklim hem de bitki Ortiisii yoniinden, dolayisiyla floristik yapisi
bakimindan farkli ii¢ bitki cografya bolgesinin kesistigi bir konumda olmasi (Bunlar:
Kuzey Anadolu’da Avrupa-Sibirya, Bati ve Giiney Anadolu’da Akdeniz, I¢ ve
Giiney Dogu Anadolu’da yer alan Iran-Turan bitki cografyasi bolgeleridir),
Anadolu’nun Avrupa ve Asya kitasi arasinda koprii konumunda olmasi ve buna bagh
olarak iki kita arasinda karsilikli bitki gogleri ile gesitliligin artmasi, bir¢ok cins ve
seksiyonun farklilagsma merkezinin Anadolu olusu, edafik (topraksal) faktorlerin
oldukga cesitlilik gostermesi sayilabilir (Erik ve Tarikahya, 2004). Ayrica iilkemiz

sadece flora zenginligi olarak degil endemik tiir zenginligi bakimindan da ¢cok 6nemli



bir yerdedir. Tiirkiye florasindaki tiir sayis1 2891°dir. Bu sayiya endemik olan 497
alttiirii ve 390 varyeteyi dahil ettigimizde endemik takson sayisi 3778’e ¢ikmaktadir
(Erik ve Tarikahya, 2004).

Yurdumuzun bu denli zengin bir floraya sahip olmasindan dolay1 geofitler de
tilkemizde c¢ok cesitlilik gostermektedir. 500 civarinda tiir yardumuzda dogal olarak
yetismektedir (Ekim ve Koyuncu, 1992). Geofitler toprak altinda sogan, yumru ve
rizom gibi gida maddesi depo eden, Ozellesmis toprak altt govdeleri tagiyan otsu
bitkilerdir (Cetik, 1973). Geofitlerin bitkiler aleminde yeri incelendiginde, bunlarin
Tohumlu Bitkiler (Spermatophyta) boliimiinde, Kapali Tohumlu Bitkiler
(Magnoliophyta) alt boliimiinde, yer aldigi goriilmektedir. Bu grup Bir Cenekli
Bitkiler (Liliopsida) ve iki Cenekli Bitkiler (Magnoliopsida) olmak iizere iki sinifa
ayrilir. Geofitler ¢ogunlugu “’Bircenekli Bitkiler’” sinifinda olmak {izere her iki
smifta da yer alir (Koyuncu, 1994). Yeryiiziindeki yaklasik 400.000’den fazla
tohumlu bitkinin % 6-7’si geofit bitkilerden olup, 19 familyaya ait yaklasik 21.000
tir bulunmaktadir (Sezik, 1984). Yurdumuzdaki geofitlerin biiylik bir kismi;
Liliaceae (Zambakgiller), Alliaceae (Sogangiller), Amaryllidaceae (Nergisgiller),
Iridaceae (Siisengiller), Orchidaceae (Salepgiller), Ranunculaceae
(Dugiingigegigiller), Araceae (Yilanyastigigiller), Primulaceae (Cuhagigegigiller) ve
Crassulaceae (Damkorugugiller) familyalarina aittir. Yurdumuzda yetisen geofitlerin
¢ogu Bati Anadolu, Toroslar ve Kuzey Dogu Anadolu cevresinde toplanmistir

(Koyuncu, 1994).

Geofitlerin soganli, yumrulu ve rizomlu toprak alti govdelerinin gelismeleri
acisindan yazin sicak ve kurak aylari kisin soguk ve karli aylari elverissiz
donemleridir. Bitkiler bu elverissiz aylar1 toprak altinda uyku halinde gegirirler.
[lkbahar ve sonbaharda yagmurlarin baslamasi ve sicakligin normale donmesi ile
hizl1 bir gelisme gostererek yaprak, cicek ve tohum olustururlar. Geofitler en bol

olarak ilkbahar ve sonbaharda bulunurlar (Koyuncu, 1994).

Geofitlerin en Onemli Ozelliklerinden biri sogan, yumru ve rizomlarinin
icerdikleri etken maddeler sayesinde tedavi maksath kullaniimasidir. Geofitlerle
tedavi ¢ok eski zamanlara dayanmaktadir (Demirhan, 2001). Tirkiye, bitki gen
kaynaklar1 yoniinden diinyanin en 6nemli merkezlerinden biri olup, bir¢ok cins ve tiir
acisindan gen merkezi konumundadir. Tiirkiye'de 9000'i askin iletim demetli bitki

tiirii bulunmaktadir. Bu tiirlerden yaklasik 3000'i endemik olup sadece Tiirkiye'ye
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Ozgldiir ve yeryliziiniin baska yerlerinde dogal olarak bulunmazlar. Avrupa'nin
Tiirkiye'den sonra en yiiksek endemizm oranina sahip iilkesi Yunanistan'da 800

endemik bitki tiirti bulunmaktadir.

Ingiltere'de ise toplam bitki tiirii sayis1 1850 civarindadir. Tiirkiye florasinda ise
sadece soganl bitkiler yaklagik 600 kadar tiirle temsil edilmektedir (Aksu ve dig.,
2002). Geofit bitkiler, zarif ve gosterisli ¢igekleri sayesinde bitki toplayan insanlarin
dikkatini ¢cekmektedirler (Karaca ve dig., 2007). Bir kism1 erken ilkbaharda bir kismi1
da sohbaharda dikkat ¢ekici glizellikte ¢igek acan bu bitkilerin yumru ve soganlari,
ekonomik ve tibbi agidan degerli olup ihra¢ edilmektedir (Arslan ve dig., 2002).
Cicekli bitkilerin en biiyiik familyalarindan biri olan Liliaceae familyasi diinyada
yaklasik 250 cins ve 3500 tiir ile temsil edilirken (Satil ve Akan, 2006), Tirkiye'de
36 cins ve 461 tiir ile temsil edilmektedir (Erik ve Tarikahya, 2004).

Zambakgiller familyasindan olan sarimsak, Allium cinsi igerisinde yer
almaktadir. Tarihi kayitlar Allium' un vyetistirilmesi ve tiikketiminin Stmerlerle
Mezopotamya’da basladigin1 gostermektedir (Evren ve dig., 2006).  Allium,
Origatum, Mentha ve Thymus cinslerinin bazi tiirlerinde oldugu gibi bitkiler besin
maddesi olarak kullanilmalarinin yani sira koku verici ve tat verici olarak da

kullanilmaktadirlar (Baytop, 1984).

Bitkilerin yalnizca besin maddesi olarak degil, pek ¢ok hastaligin tedavisinde
kullanilmasi insanlik tarihi kadar eskidir. Bitkiler i¢erdikleri maddelerle insan ve
hayvan saglig1 yoniinden 6nem tagirlar. Gliniimiizde insan ve hayvanlarin tedavisinde
bircok ila¢ sentetik olarak {iretilmekte, buna karsilik son 30-40 yilda ozellikle
endistrilesmis iilkelerde, bitkisel ilaglara dogru biiyiik bir yonelis goriilmektedir
(Dimayuga ve Garcia, 1991; Ozer ve dig., 2001).

Giliniimiizde 20000°den fazla bitki alternatif tedavi amaghi olarak
kullanilmaktadir. Bu gelismeler ve hastaliklara kars1 ilag veya etken madde kesfi icin
tibbi bitkilere ve bu bitkilerden ¢esitli maddelerin izole edilerek insanligin hizmetine
sunma c¢alismalar1 da son derece Onem kazanmistir. Antioksidan, okside edilebilen
substrata nazaran diisiik konstrasyonlarda bulundugu zaman o substratin
oksidasyonunu anlamli bir sekilde geciktiren yada Onleyen bir madde olarak
tanimlanabilir. Antioksidanlarin fizyolojik rolii, kimyasal reaksiyonlar neticesinde

ortaya cikan serbest radikallerin dokuya hasarini dnlemektir (Alhan ve San, 2002).



1.1 inceleme Materyalinin Botanik Ozellikleri
1.1.1 Alliaceae

Angiospermlerin en eski siniflandirmasinda, Melchior tarafindan Allium’lar
ovaryum Ust durumlu olduklarindan dolay:1 Liliaceae familyasina dahil edilirken,
sonraki siniflandirmada c¢igek durumlarinin semsiye sekilli olmasindan dolay1
Amaryllidaceae familyasina sokulmuslardir. Monokotiledonlarin en yeni ve kapsamli
taksonomik siiflandirmasinda ise Amaryllidaceae familyasina yakin oldugu
belirtilen Alliaceac familyasinda kabul edilmislerdir (Baktir ve Karagiizel, 2004).
Otsu ve ¢ok yillik bir bitkileri kapsayan tek cigekli bitkiler familyasidir, tek

cenekliler sinifindaki Asparagales takiminin iginde yer alir (Tablo 1.1).

Mutedil ve subtropik bolgelerde yayilmis ¢ok yillik otsu bitkilerdir. 175 cinse ve
2000°den fazla tlire sahip olan ¢ok genis bir familyadir. Bir ¢ok taksonu siis bitkisi
olarak saksilarda ve bahgelerde yetistirilmektedir (Yaltirik ve Efe, 1989). Baz: tiirleri
gida maddesi veya baharat olarak da kullanilmaktadir (Segmen ve dig., 1998).

Bagka bir kaynaga gore de bu familya 250 cins ve 3500 kadar tiir icermektedir.
Ulkemizde ise Amaryllidaceae dahil yaklasik 44 cins ve 426 tiirii bulunur (Segmen
ve dig., 1998). Bu familyanin yurdumuzda endemik olarak bulunan 35 cinsi ve 398

tiiri bulunmaktadir (Segmen, 2004).

Genellikle rizomlu, kormuslu, soganl veya tuberli, nadiren yillik genellikle ¢ok
yillik otsu bitkilerdir. Nadiren spinoz tirmanicilara sahiptirler. Yapraklar bazal veya
kaulin nadiren de equitanttir. Bazen kaulin boyutlarina indirgenmis ovat veya lineer
kladodlara sahiptirler. Infloresans panikul, umbel, rasem ya da korimb veya cigek
tekdir. Periant biseriattir (yada nadiren daha icteki kisitmdaki organlarin baskisi ile

uniseriat) (Davis,1978).

Cigek pargalar ii¢lii, P3+3 bazen (3+3) Az+3 G(g). Cigekler aktinomorf ve erdisidir
(Yaltirik ve Efe, 1989). Segmentler (-4) 6(-8) olarak serbest veya kannattir.
Genellikle petaloid stamenler (-4) 6 (-10) bulunur. Nektar salan kisimlar septal, bazal
veya perianttir. Ovaryum ii¢ loplu genellikle iist durumludur ve nadiren de perignos
diske sahiptir. Stiluslar 1-3 tane, nadiren tek veya lopludur. Meyve kapsiil bi¢iminde
veya tanelidir. Tohumlar triquetroz olarak ¢evrili veya diskoiddir. Dracaena L. ve

Phormium tenax C. Forster tiirlerinin bazen tiretimleri yapilmistir (Davis,1978).


http://tr.wikipedia.org/wiki/Familya
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bir_%C3%A7enekliler
http://tr.wikipedia.org/wiki/Bir_%C3%A7enekliler
http://tr.wikipedia.org/wiki/S%C4%B1n%C4%B1f_(biyoloji)
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Asparagales&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tak%C4%B1m_(biyoloji)

1.1.2 Allium L.

Allium cinsi Alliaceae familyasinin genis bir cinsidir ve yaklasik 750 dogal tiirti
kuzey yarim kiirede yayilmistir. Cogu Akdenizde bulunan 110 tiirlinden fazlasi
Avrupa kitasinda bulunmasina ragmen, birgok tiiriniin Asya ve Kuzey Amerika’da
kendi yayilis alanlar1 vardir. Yayilis alanlart ¢ogunlukla bu tiiriin ¢esitliliginin
merkezi olan Orta Asya, Orta Dogu ve Kuzey Amerika’nin kii¢lik bir kisminda

mevsimsel kurak olan alanlarla sinirlanir (Baktir ve Karagiizel, 2004).

Allium cinsinin genel ozellikleri sunlardir; ¢ok yillik, soganli bazen rizomlu,
tipik sogan veya sarimsak kokulu, skapus tasiyan otsu bitkilerdir. Bulblar kabuklu
veya rizoma bagli bir kluster igindedir. Yapraklar tabanda veya skapus tizerinde;
tabanda sarici, filiform, linear veya eliptik, diiz veya silindirik, ¢ogunlukla
borumsudur. Cigekler tepede bir umbella durumunda, agmadan Once bir brakte
(spata) i¢indedir. Spata tam iki veya daha ¢ok pargali, diisiicii veya kalicidir. Umbella
nadiren sogancikli, pediseller cogunlukla tabanda, brakteolliidiir. Periant stellat, dar
kampanulat veya ovoid-urseolattir. Segmentler devamli, serbest ve tabanda hafifge
birlesmis, 1 damarl, beyaz, yesilimsi beyaz, sari, pembe mor, mavimsi mor,
menekse renklerindedir. Stamenler 6, serbest veya tabanda bir halka seklinde
birlesik, periant segmentlerinin tabaninda baslar ve bazen tabanlarina baglidir.
Filamentler ¢ogunlukla basit, bazen igteki ucu trikuspitat; anterler elipsoid-oblong,
dorsifiks, ice doniiktiir. Ovaryum ii¢ gozlii, her goz iki veya ¢ok oviilli; stilus 1,
filiform, ginobazik; stigma tam, punktiform veya kapitat, nadiren kisa, 3 lobludur.
Meyva lokulusit kapsiila, her gozde 1-2 (nadiren ¢ok) tohumlu; tohumlar siyah,
basik, ii¢ koseli, nadiren yuvarlaktir. Icerdikleri kiikiirtlii, ugucu bilesiklerden ileri
gelen 6zel sogan ve sarimsak kokulart en karakteristik 6zellikleridir. Cogu tiirlerin

keskin sogan veya sarimsak kokusu vardir (Davis 1984).

Allium cins adi eski Roma’da sarimsaga verilen Alium veya Allium isminden
gelmektedir. Bu isim bitkinin bilimsel ad1 olarak ilk defa Linnaeus tarafindan 1753

yilinda yayinlanan Species Plantarum’da kullanilmistir.

Cinsin yeryiiziinde 600 kadar, yurdumuzda ise 146 tiirii vardir. Yurdumuzda
yetisen tiirlerin 65’1 (%40) endemiktir. Bu tiirlerden 142 tanesi dogal olarak bulunan
tiirler olmakla birlikte, bir takson alien, 3 takson kiiltiir bitkisidir. Tiirkiye’de yetisen

Allium tiirlerinin tamami 13 seksiyon (Rhizirideum, Schoenoprasum, Molium,



Briseis, Chamaeprason, Porphyroprason, Brevispatha , Scorodon, Codonoprasum,
Allium, Acanthoprason, Melanocrommyum, Kaloprasum) altinda toplanmis iken
endemik tiirlerin bulundugu seksiyon adedi 8’dir (Koyuncu, 1994). Son yayinlanan
Allium ertugrulii (Demirelma ve Uysal, 2008) ile Tirkiye’deki toplam Allium tiirii
sayist 169’a ulasmistir (Baktir ve Karagiizel, 2004).

Tablo 1.1 : Allium L. genusunun sistematigi.

Kingtom Plantae
Subkingtom Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Class Liliopsida
Subclass Liliidae
Order Asparagales
Family Alliaceae
Genus Allium L.

1.1.3 Allium stylosum O. Schwarz

Allium seksiyonunda yer alan tiiriin soganlar1 oblong, ovoid, 0.8-1 cm gapinda;
dis tunika zarimsi, gri renkli, soganciklar sarimsi, sivri, sapli, skapusun alt
kisimlarinda yaprak kini iginda saklidir. Skapus 35-60 (-80) cm boyundadir.
Yapraklar 2-3 adet, yarsilindirik, 1-2 mm genisliginde, fistuloz, alt kisimlari
kanalikulattir. Spata 2 valvli, valvlar umbelladan kisa ve kivriktir. Umbella kiiresel,
1.5-2 cm ¢apinda sik ve c¢ok cicekli; pediseller kisa ve farkli boylarda, perigonun 1-
1.5 kat1 uzunluktadir. Perigon silindirik-ovoid; tepaller koyu erguvani veya sarap
renginde, 4-5 mm dis yiizeyleri ince skarbit; dis petaller genis ovat, ictekiler eliptik
obtustur. Filamentler perigona esit, sadece anterler disarda, i¢ filamentlerin ortada
anter tagiyan kuspisleri yan kuspislerden kisa, 72 si kadar, yan kuspisler perigondan
uzundur. Stilus 4-5 mm, perigondan bariz bir sekilde uzun, kalicidir. Meyve kapsiil 5
mm ¢apindadir. Dogu Akdeniz elementidir (Davis, 1984) (Sekil 1.1).

Cicek agcma zamanmi: Mayis-Haziran
Yetisme ortami: Orman agikliklari, ¢aliliklar, kuru yamaglar, bos tarlalar, 50-1800m

Yayilist: Izmir, Usak, Kiitahya, Isparta, Ankara, Cankir1, Denizli, Mugla ve Antalya.



Sekil 1.1 : Bitki materyali Allium stylosum O. Schwarz.

1.1.4 Allium deciduum N.Ozhatay & Kollmann

Sogan kiiresel, 1-1.5 cm ¢apinda; dis tunika gri- kahverengi, kabuksu, i¢ tunika
zarimsl, beyazdir. Skapus 15-30(-50) cm, tabanda genellikle kirmizi renklidir. Spata
2 valvli, valvler dar lanseolat, en azindan bir tanesi umbelladan ¢ok uzun, genellikle
diigiiciidiir. Umbella yar kiiresel 2.5-5 cm ¢apinda, gevsek; pediseller ince perigonun
3-5 (-10) kat1 uzunlukta, tabanda brakteolliidiir. Perigon dar kampanulat; tepaller
soluk erguvani renkli, orta damar yesilimsi, oblong, 4 mm, obtus veya trunkat, bazen
ucu geriye kivriktir. Filamentler beyaz veye kirmizi renkli, perigonun 1.5 kati
uzunluktadir. Ovaryum obovoid, 2 mm uzunlukta, stilus 6 mm, perigondan belirgin
olarak uzundur. Kapsiil genis kordat 3-4 mm ¢apindadir. Dogu Akdeniz elementidir
(Davis, 1984) (Sekil 1.2).

Cicek agcma zamani: Temmuz- Agustos

Yetisme ortami: Kuru, tagh yamaglar, kayalik yerler, 550-2000 m.

Yayihisi: Mugla, Denizli, Antalya ¢evreleri.

1.Spata daima diisiicii; tepallerin ucu geriye kivrik degil............... subsp.deciduum

1. Spata bazen diisiicii; tepallerin ucu geriye kivrik..................... subsp.retrorsum



Sekil 1.2 : Bitki materyali Allium deciduum subsp. deciduum N.Ozhatay &
Kollmann.

1.1.5 Allium sibthorpianum Schultes & Schultes fil.

Sogan oblong, 0.5-1 c¢cm ¢apinda; dis tunika kabuksu, siyahimsi, gri renkli,
boyuna ¢izgili; i¢ tunika zarimsi, agik veya koyu erguvani renkli, boyuna ¢izgili veya
kostalidir. Skapus 5-25 cm boyunda, dik veya egridir. Yapraklar 2-4 adet, filiform,
0.5-1 mm genislikte, silindirik veya kanalli, skapustan kisa veya esittir. Spata 2-
valvli, valvler tabanda lanseolat, uca dogru subulat-attenuat, umbelladan kisa veya
uzundur. Umbella 1.5-2 cm g¢apinda, 5-20 (25) cicekli; pediseller 7-15 mm
uzunlukta, farkli boydadir. Perigon kampanulat; tepaller 5-6 mm boyunda, koyu veya
acik erguvani renkli, orta damar koyu erguvani, oblong-spatulat, akuttur. Filamentler
basit, perigondan az kisa, pembe renkli; anterler sar1. Ovaryum obovoid. Kapsiil 5-6
mm ¢apindadir. Dogu Akdeniz elementidir (Davis, 1984) (Sekil 1.3).

Cicek agcma zamani: Agustos- Eyliil
Yetisme ortami: Kayalik sirtlar, kuru yamaglar. 700-2300 m.

Yayihisi: Bursa, Kiitahya, Denizli, Isparta ve Amasya ¢evreleri.



1.2 Antioksidanlar

Viicudumuzdaki ve besinlerdeki lipitler, proteinler, karbonhidratlar, niikleik
asitler oksidasyona ugrayabilmekte ve boylece canli organizma i¢in zararl olabilecek
oksidasyon iiriinleri olusabilmektedir. Bu durum “Oksidatif Stres” seklinde ifade
edilmektedir. Bu hasar, serbest radikallerin saldiris1 sonucu ger¢eklesmektedir.
Serbest radikaller; son yoriingelerinde paylasilmamis elektron igeren atom veya
molekiillere verilen isimdir. Oksidatif stresin bag sorumlular1 reaktif oksijen ve azot
tirleridir. Serbest radikallerin bircogu oksijen kaynaklidir ve dolayisiyla radikal
oksijen tiirleri olarak adlandirilir. Ancak radikal yapida olmadig1 halde reaktif olan
oksijen tiirleri de vardir. Dolayisiyla radikal tanimi yetersiz kaldigr i¢in tiim bu
reaktif molekiillere “reaktif oksijen tiirleri” denilmektedir. Reaktif oksijen ve azot

tirleri radikalik ve radikalik olmayan tiirleri igermektedir. Radikalik oksijen
tiirlerine, siiperoksit anyon (O;"), hidroksil (OH’), peroksit (HOO") ve alkoksi (RO’)
radikalleri; azot tiirlerine, azot monoksit (NO") radikalleri 6rnek verilebilir. Radikalik
olmayan oksijen tiirlerine ise, hidrojen peroksit (H,0,), ozon (O3) ve singlet oksijen
(*O,); azot tiirlerine ise, nitréz asit (HNO,), nitrozil katyonu (NO+) ve nitroksi
anyonu (NO-) ornek olarak verilebilir. Ayrica bu radikallerin yani sira tiyil
radikalleri (RS’) ve karbon merkezli radikaller de mevcuttur (Boga, 2007; Dagdelen,
2010) (Tablo 1.2).



Genelde oksijen, hidrojen ve hidroksi tipinde olan bu serbest radikaller elektron
aciklarini elektron verme 6zelligi yiliksek olan antioksidanlardan saglarlarsa bir baska
biomolekiilii indirgememis olurlar ya da serbest radikaller tarafindan etkilenmis

biyomolekiiller, antioksidanlardan elektron alarak yenilenebilir (Caligkan, 2007).

Tablo 1.2 : En sik karsilasilan serbest radikaller ve baz1 6zellikleri.

Serbest Radikalin ve Radikal Ureten Tiiriin
Adi Simgesi Kimligi
Hidrojen radikali H. Bilinen en basit radikal
Stiperoksit radikali 02'- Oksijen metabolizmasinin ilk ara {iriinii
Hidroksil radikali OH En toksik oksijen metaboliti radikali
Hidrojen peroksit H,0, Reaktl\ftem ¢ok diisiik, molekiiler hasar
yetenegi zayif
Singlet oksijen 0O, Yarilanma 6mrii kisa, giiglii oksidatif form
. . - . Lipidlerde hizli ¢ozilinerek lipid
Perhidroksil radikali HO, peroksidasyonunu artirmaktadir
Peroksil radikali - Perhidroksile oranla daha zayif etkili,
ROO lipidlere lokalize olma yetenegi
Trikolorometil . CCl4 metabolizmas iiriinii, karacigerde
radikali CClp {iretilen bir radikal
.. - . Siilfiirli ve ¢iftlenmemis elektron igeren
Tiyil radikali RS tiirlerin genel ad1
. T . Organik peroksitlerin yikima ile iiretilen
Alkoksil radikali RO oksijen metaboliti
Azot monoksit NO. L-argininden in vivo iretilir
Azot dioksit NO; NO’in oksijen ile reaksiyonundan {iretilir

Canli organizmanin serbest radikallerin etkisinden korunmasi i¢in antioksidatif
korunma sistemine sahip oldugu bilinmektedir. Bazi durumlarda antioksidatif
koruyucu sistemin 1iyi ¢alismamasindan dolayi, serbest radikallerin viicutta
fazlalagtign goriliir. Antioksidanlar, hiicreye zarar veren serbest radikallerle
reaksiyona girerek bunlarin baslattigt zincir reaksiyonu durduran ve bdylece
viicudumuzdaki hayati bilesenlerin zarar gérmesini engelleyen molekiillerdir. Son

yillarda sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin goriilmeye baslamasi nedeniyle
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besin kimyasit ve koruyucu tibbin bitkisel kaynakli dogal antioksidanlara ilgisi
artmistir. Fenolik maddeler dogal antioksidanlarin en 6nemli gruplarini olustururlar
(Rice-Evans ve dig., 1997). En yaygin bitkisel fenolik antioksidanlar flavonoidler,

sinnamik asit tiirevleri, kumarinler, tokoferoller ve fenolik asitlerdir.

Antioksidan savunma ¢esitli mekanizmalarla etkisini gostermektedir. Bu

mekanizmalar:

1. Radikal metabolit iiretiminin 6nlenmesi

2. Uretilmis radikallerin temizlenmesi (radikallerin detoksifikasyonu)
3. Hiicre deformasyonunun onarilmasi

4. Sekonder radikal {ireten zincir reaksiyonlarinin durdurulmasi

5. Endojen antioksidan kapasitesinin artirilmast

Antioksidanlarin en 6nemlileri polifenoller ve bunlarin tiirevleridir. Polifenolik
bilesikler; kimyasal yapilar1 basit bilesiklerden yiiksek polimerlesmis maddelere
kadar cesitlenebilen bitkisel maddelerdir. Bu bilesikler oksidatif diizende farkli
sekillerde davranirlar. Ornegin oksijen konsantrasyonunu diisiirebilirler veya singlet
oksijeni durdururlar. Hidroksil radikalleri gibi birincil radikalleri yutucu 6zelligini
kullanarak zincir reaksiyonlarin baglamasmi oOnlerler, metal iyon katalizorlerini

baglarlar (Karademir, 2005).

Gidalarda dogal olarak bulunduklar1 gibi, gida sanayisinde iirlinlerin kalitesini
korumak ve besinsel degerlerini muhafaza etmek amaciyla sonradan eklenirler.
Besinlerin acilasmasini, ¢lirlimesini geciktirici 6zellige sahip bir grup kimyasal
maddelerdir. Ozellikle yaglarda, havadaki oksijenin sebep oldugu otooksidasyonu
yavaglatmak icin kullanilmaktadirlar. Boylelikle yaglarin, tadini, kokusunu, rengini
yani kalitesini ve raf dmriini uzatirlar. Ortamda pek az miktarda bulunsalar bile etkin
olan maddelerdir. Bir antioksidanin, besin maddelerinde kullanilmadan &nce sagliga

zarar1 olmadigi kesin olarak saptanmalidir (Karademir, 2005).

Zincirleme reaksiyon teorisine gore, oksijen ile otookside olabilen madde,
oksijenle birlesmekte ve bu sekilde meydana gelen etkinlesmis peroksit radikal ve
molekiilleri, enerjilerini maddenin ylikseltgenebilen diger molekiilerine aktarmakta
ve bu suretle besinlerdeki otooksidasyon devam etmektedir. Antioksidanlar bu zincir
reaksiyonunu koparici rolii oynarlar. Yani bu bilesikler aktivasyon enerjisini kabul

ederler, ancak bu enerjiyi baska molekiillere aktaramazlar. Bu sekilde, bir
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antioksidan molekiiliiniin araya girmesiyle otookside olabilen maddenin birgok
molekiilii yiikseltgenmekten kurtulur (Shahidi, 1996). Antioksidanlarin etki

mekanizmasini sematik olarak gostermek gerekirse;

R + enerji — Re (R : yag molekiilii, Re : aktif yag molekiilii)
Re + O, — ROy*

RO,* + AH — ROOH + A« veya RO* + AH — ROH + Ae
RO, + A» - ROOA

(AH : Antioksidan molekiilii, A« : Antioksidan etkin molekiilii)

Antioksidanlar yiikseltgenebilen maddeler oldugundan zincirleme reaksiyonu
koparmalar1  sirasinda  kendileri  yiikseltgenerek bozunurlar. Bu nedenle
antioksidanlar yalniz sinirlt bir zaman i¢in yiikseltgenebilen maddeyi koruyabilir ve
belli bir noktadan sonra madde ortamda hi¢ antioksidan yokmus gibi ylikseltgenmeye

devam eder.

Antioksidanlarin kimyasal aktiviteleri, diger bir deyisle, hidrojen veya elektron
donor araglart olarak indirgeme potansiyelleri onlarin serbest radikal yutucu olarak
gostermis olduklar1 potansiyel ile ifade edilir. Bir antioksidanin aktivitesi su esaslara

baghdir;
 Radikal siipiirme yetenegi

* Hidrojen veya elektron donor araci olarak gostermis oldugu reaktivite (rediiksiyon
potansiyeline bagli olan)
* Metal kelatlama potansiyeli

* Diger antioksidanlarla olan etkilesim

1.3 Antioksidanlarin Simiflandirilmasi

Antioksidanlar1 oncelikle dogal antioksidanlar ve yapay antioksidanlar (ilaglar)
seklinde siniflandirmak daha dogru olacaktir. Kimyasal bilesimine gore fenolik
yapida olan, aromatik amino ve organik siilfiir bilesiminde olmak tizere ii¢ gruba
ayrilir. Etkli mekanizmasina gore ise primer ve sekonder antioksidanlar olmak iizere
iki gruba ayrilir. Dogal antioksidanlar enzimatik etki gésteren ve enzimatik etki
gostermeyen antioksidanlar olarak ikiye ayrilir. Enzimatik etki gdstermeyen

antioksidanlar ise endojen ve eksojen antioksidanlar olarak ikiye ayrilabilir. Endojen
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antioksidanlar bulunduklar1 ve etkinliklerini yerine getirdikleri yerlere gore de hiicre
i¢i (intraseliiler), membranal ve hiicre dis1 (ekstraseliiler) antioksidanlar olarak ii¢

smif altinda toplanabilir (Akyiiz, 2007) (Tablo 1.3).

Tablo 1.3 : Antioksidanlarin siniflandirilmas.

Antioksidanlar

Dogal Antioksidanlar Yapay Antioksidanlar
Enzimatik Enzimatik Olmayan BHT, BHA, Troloks, SOD
SOD Endojen Eksojen mimikleri ve gesitli selat
Katalaz Glutatyon E-vitamini olusturucu maddeler
Glutatyon | Seriiloplazmin | p_Karoten
peroksidaz | Bilirubin Askorbik asit
Glutatyon | Ferritin Flavonoidler
transferaz | Laktoferin
Sitokrom | Urik asit
oksidaz Haptoglobinler

Albumin

1.3.1 Dogal antioksidanlar

1.3.1.1 C-Vitamini

C vitamini (askorbik asit, askorbat) bitkilerde yaygin olarak bulunan, suda
¢oziinen bir vitamindir. Alti karbonlu lakton yapisina sahiptir (Sekil 1.4). Cogu
hayvanin karaciger veya bobreklerinde glikozdan, bitkilerde ise yaprak kisimlarinda
ozellikle kloroplastlarinda sentezlenir. Insanlar bu vitamini viicutta sentezleyemezler.
Bundan dolay1 bu ihtiyaglarini taze sebze ve meyvelerden karsilarlar. Ozellikle ¢ilek,
papatya, portakal, kivi, greyfurt, kavun, mango gibi meyvelerde, brokoli, briiksel
lahanasi, kirmizi veya yesil biber, domates, lahana, patates, karnibahar gibi
sebzelerde, portakal suyu, domates suyu gibi meyve sularinda bol miktarda
bulunmaktadir. C vitamini, reaktif oksijen (siiperoksit, peroksil radikalleri, singlet
oksijen, ozon), reaktif azot (peroksinitrit, azot dioksit) ve reaktif klor (hipoklorik
asit) tiirlerini kolayca siipiiriir ve bu suretle diger substratlar1 oksidatif hasardan korur
(Y1ildiz, 2007).
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Sekil 1.4 : Askorbik asit.

1.3.1.2 E Vitamini

E vitamini a-, B-, y-, 0- tokoferolleri ve tokotrienolleri igeren grubu
kapsamaktadir. a- tokoferol, 6zellikle D- a-tokoferol, (Sekil 1.5) en yiiksek biyolojik
aktiviteye sahip tokoferoldiir. E vitamini dokularda ©Onemli zincir kirict bir
antioksidandir ve lipid peroksidasyonuna karsi savunma etkisinin oldugu, hiicre
membranlarin1 serbest radikal saldirisina karst korudugu diisliniilmektedir. Yagca
zengin bitkiler, E vitaminin temel dogal kaynaklaridir. Tokotrienoller, palm yaginda
ve piring kepeginde yiiksek miktarda, hindistan cevizi yagi, kakao yagi, soya
fastilyesi, arpa, bugday, kirmizi et ve yumurtada bulunmaktadir. Aygicegi, yer fistigi,

ceviz, susam ve zeytin yagi ise sadece tokoferol icermektedir (Yildiz, 2007).

Sekil 1.5: a_tokoferol.

1.3.1.3 Karotenoidler

Dogal pigmentler olan karotenoidler bitkilerde ve ¢ogu mikroorganizmalarda
sentezlenir. Simdiye kadar dogal kaynaklardan 600’1 askin karotenoid izole
edilmistir. Cogu c¢icek ve meyvelerin renkleri gibi birgok kus, bdcek ve deniz
hayvanlariin renklerinden de sorumludurlar. Yapida bulunan ¢ifte baglardan dolay1
sar1, portakal veya kirmizi renktedirler. Karotenoidler, oldukca etkili ROS (reaktif
oksijen tiirleri) stpiiriiciileridir. Karotenoidlerin antioksidan aktivitesi, yapisindaki
konjuge ¢ifte baglardan ileri gelmektedir. Karotenoidler, yagda ¢0zilinen

poliizoprenoid bilesiklerdir ve 2 ana gruba ayrilirlar.
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(a): Karotenler veya sadece hidrojen ve karbon igeren hidrokarbon karotenoidler

(b): Hidroksi, keto, epoksi, metoksi veya karboksilik asit grubu gibi en az bir oksijen
grubu tasiyan oksijenlenmis hidrokarbon tiirevleri olan ksantofiller. Likopen, -
karoten ve a-karoten, karotenler olarak adlandirilan; B-kriptoksantin, lutein ve
zeaksantin, ksantofiller olarak adlandirilan karotenoid smnifina 6rnek olarak
verilmektedir (Sekil 1.6). Yapilarindaki konjuge cift baglar, kimyasal, biyokimyasal
ve fiziksel ozelliklerini etkiler (Yildiz, 2007).

CH;,

CHy CHy

CHay

Sekil 1.6 : B_Karoten.

Hidroksil grubu tasiyan karotenoidler (ksantofiller) dogada genellikle
glikozidleri veya uzun zincirli yag asidleri ile esterlesmis haliyle bulunurlar ve daha
hidrofobik ozellik gosterirler. Yapilarindaki konjuge cift baglar sebebiyle yiiksek
antioksidan aktivite gosterirler. Bu yapisal 6zellikleri, bazt molekiilleri siiplirme veya
etkisiz hale getirmeye olanak saglar. Sonu¢ olarak, karotenoidler singlet oksijen
tirlerini giderme ve dogrudan serbest radikalleri siiplirme etkisine sahiptirler.
Konjuge ¢ifte bag sistemine sahip karotenoidlerin bazi kosullar altinda pro-oksidan
(lipid ve benzeri substratlarin oksidasyonunu hizlandirici) aktivite de gosterdigi
diistiniilmektedir. B-karoten fizyolojik kosullarda, diisiik oksijen kismi basinct altinda
serbest radikalleri siipiirme oOzelligi gosterirken, yiiksek oksijen basincinda ve

ozellikle yiiksek derisimlerde prooksidan etki géstermektedir.

1.3.1.4 Polifenolik bilesikler

Polifenoller, fitokimyasallarin en genis siniflarindan biri olup bitki aleminde
genis capta yer almaktadirlar. Polifenoller giiclii antioksidanlardir ve aktiviteleri
kimyasal yapilarina baglidir. Fenolik bilesikler yapisinda en az bir tane fenol halkasi
ve bunun lizerinde en az bir tane hidroksil grubu tasiyan kimyasal yapilar olup,
bitkisel yapilarda sekonder metabolitler olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu yapida olan
fenolik bilesikler basit fenoller ve fenolik asitler, kinonlar, flavononlar, flavonoidler,
flavonoller, taninler ve kumarinler seklinde sayilabilir. Bitki polifenolleri ¢ok

fonksiyonlu olup hidrojen atomu verici, singlet oksijeni siipiiriicii ve indirgeyici
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olarak davranir. Bazi polifenoller ise antioksidan Ozelliklerini metal iyonlarin
kelatlama  Ozelliklerine borcludurlar. Bir polifenolun antioksidan olarak
tanimlanabilmesi i¢in iki temel 6zelligin saglanmasi gerekmektedir. Bunlar,
a) Okside olabilen substratlara oranla diisiik konsantrasyonlarda bulunduklarinda,
otooksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonu erteleyebilmeli,
geciktirebilmeli veya 6nleyebilmelidir.
b) Siipiirme sonunda olusan radikal, oksidasyon zincir reaksiyonunu kesmekte
kararli olmalidir.

Polifenolik antioksidanlar (PPH), peroksil radikaline (ROO.) hizli bir sekilde
hidrojen atomu vererek denklemde goriildiigli gibi onlari alkil hidroperoksit (ROOH)

yapisina doniistiirerek lipid peroksidasyonunu inhibe eder (Karademir, 2005).

ROO "+ PPH — ROOH + PP’

Olusan polifenol fenoksil radikali bir baska hidrojen atomu vererek ve kinonlarin
olusumu ile kararli hale gelmekte veya baska fenoksil radikali gibi bir radikal ile
reaksiyona girerek yeni bir zincir reaksiyonu baslanmadan kesilmektedir. Besin
fenolikleri; flavonoidler, fenolik asitler, fenolik polimerler (tanenler) olmak iizere ii¢

siifa ayrilir (Tablo 1.4).

Tablo 1.4 : Flavonoid siniflarina ait bilesikler, siibstitiisyon konumlari ve besin

kaynaklari.

Alt Simiflar Aciklamalar
Antisiyaninler Kirmiz1 ve mavi renkli ¢igek pigmentleri
Antoklorlar Sar1 ¢icek pigmentleri
Benzofuranlar Bitki ve likenlerde bulunur
Kromonlar Tedavi edici 6nemi olan kiigiik bir grup bilesik
Kumarinler Bitkilerde 700°den fazla yaygin kimyasal yapi1
Minor Flavonoidler Flavanonlar ve dihidroflavonoller
Flavonlar ve Flavoneller Genellikle glikozik formda kimyasal yap1
Izoflavonoidler Baklagillerin karakteristik kimyasal yapisi
Lignanlar Genellikle odun ve aga¢ kabugunda bulunur
Fenoller ve Fenolik asit Hemen hemen tiim bitkilerde bulunur
Fenolik ketonlar Egrelti ve serbetci otunda bulunur
Fenilpropanoidler Yaygin pek¢ok yap1
Kinonoidler Benzokinonlar, naptokinonlar ve antrokinonlar
Stilbenoidler Dihidrofenantrenleri de igerir
Tanninler Kondanse ve hidrolizlenebilir formda bulunur
Ksantonlar Baslica Gentianaceae ve Guttiferae fam. bulunur
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Bu alt siniflardan flavanoidler iiye sayisi itibari ile en biiyiik grubu olusturup
yaklagik 5000 tiyesinin bulundugu tahmin edilmektedir. Flavanoidler de flavonolller,
flavonlar, flavanoller ve izoflavonlar gibi, temel kimyasal yapilar1 Sekil 1.7°de

gosterilen, alt gruplara ayrilirlar (Karademir, 2005).

OH

0
flavon flavonol

OH O

flavanol

Sekil 1.7 : Flavonoidlerin temel kimyasal yapilari.

1.3.1.5 Flavonoidler

Flavonoidler fenolik bilesiklerin alt siifidir. Genellikle bitkilerde bulunan ve
giinliik diyetle siklikla tliketilen difenilpropanlardir. Sebzeler ve meyveler, en 6nemli
flavonoid kaynaklaridir. Flavonoidler, C6—-C3-C6 karbon iskeleti ile karakterize
edilmektedirler. iki aromatik halka, {ic karbonlu bir alifatik zincir ile birbirine
baglanmaktadir. Chalcone (¢alkon), aurone, flavanon, flavon, dihidroflavonol,
flavonol, flavan, antosiyanin, isoflavonoid, neoflavonoid, oligoflavonoid ve diger

farkli yapidaki kompleks flavonoidler olarak siniflandirilabilirler (Tablo 1.5).
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Flavonoidler, antioksidatif aktivitelerini  ksantin oksidaz, lipoksijenaz ve
siklooksijenaz gibi enzimleri inhibe ederek, metal iyonlari ile selat olusturarak, diger
antioksidanlar ile etkilesime girerck ve siiperoksit anyonlari, lipid peroksil radikalleri
ve hidroksil radikalleri gibi serbest radikalleri yakalayarak gostermektedirler (Can ve
dig., 2005).

Tablo 1.5 : Flavonoidlerin gruplar1 ve bu gruplara ait bilesikler.

Antosiyanidinler Flavanonlar Flavonlar Flavonoller Flavan-:’ﬂ-oller izoflavonlar
(Katesinler)
Siyanidin Diydmin Apigenin Astragalin Katesin BiokemA
Delfinidin Eriositrin Baisalein Hiperosid Gallokatesin Daidzein
Malvidin Eriodisitiyol Diosmin Isokuersitrin | Epikatesin Formomonetin
Pelargonidin Hesperidin Genkwain | Isohamnetin | Epigallokatesin Genistein
Petunidin Hesperetin Isohoifolin | Kempferid Epikatesin-3- Glisitein
Peonidin Hesperidin Luteolin Kempferol gallat Glisititein
Isosakuranetin | Riyofilin Mirsetin Epigallokatesin- | Daidzm
Naringenin Tektokrisin | Kuersetin 3-gallat Genistin
Naringin Kuersitrin Siyertim
Narirutin Ramnetin
Neriositrin Rutin
Neohesperidin
Pinosembrin
Ponsirin
Purinin

1.3.2 Yapay antioksidanlar
1.3.2.1 Butillenmis hidroksi anisol (BHA)

Butillenmis hidroksi anisol (BHA), bitkisel ve hayvansal yaglarda kolay
¢oziinebilen etkili bir sentetik antioksidandir. Piyasada bulunan BHA baglica iki
izomer olan 3- tersiyer butil-4-hidroksi anisol ve 2-tersiyer butil 4-hidroksi anisol
karisimidir. Zehirli degildir ve katildigi maddeye higbir koku asilamaz. Anizolde
benzen halkasindaki yer degistirenlerin, maddenin antioksidan etkisi bakimindan rolii
biiyliktiir. Hidroksi grubunu 5. veya 6. karbon atomunda tasiyan bilesikler
antioksidan degilken 4 {izerinde tasiyanlar antioksidan o6zellik gosterir (Sekil 1.8).
Bunun haricinde diger yer degisenlerin yer ve yapisi da rol oynar. Ornegin; 3-tersiyer
butil 4-hidroksi anizol, 3-metil veya 3 n-butil tiirevlerinden daha etkilidir. Yer
degisenin 3 no’lu karbon atomuna bagli olmasi da etkiyi arttirir. BHA, gidalarda %
0,02 oraninda kullanilir. Ozellikle hayvansal yaglar, bu yaglarla yapilan biskiivi,

pasta ve patates cipsinde etkili antioksidan olarak kullanilirlar (Karademir, 2005).
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Sekil 1.8 : Butillenmis hidroksi anisoliin (BHA) kimyasal yapisi.

1.3.2.2 Butillenmis hidroksi toluen (BHT)

Butillenmis hidroksi toluen hayvansal yaglarda ve etlerde ¢ok, bitkisel yaglarda
az etkilidir. BHA ile benzer ozelliklere sahiptir (Sekil 1.9). Gidalara ilave edilme
islemleri sirasinda uygulanan ¢ok yiiksek sicakliklara dayanikli degildir. % 0.01

oraninda kullanilir (Karademir, 2005).

(CH}} ‘C . C‘.CH!)3

CH,
Sekil 1.9 : Butillenmis hidroksi toluenin (BHT) kimyasal yapisi.

1.3.3 Antioksidanlarin yapilarina gore siniflandirilmasi
1.3.3.1 Fenolik antioksidanlar

Antioksidanlarin en 6nemlileri fenol grubu icerenler ve bunlardan dihidroksi
tirevleridir. Bunlarin temel o©rnegi hidrokinon olup tersinir olarak kinona
yiikseltgenir. Yalniz orto ve para polifenoller antioksidan 6zellige sahiptir. Fenoliin
kendisi antioksidan degilken yerdegisimli benzenler, birden fazla benzen halkasini
iceren aromatik bilesikler veya heterosiklik bilesikler, yapilar1 orto ve para hidroksi
bilesiklerine benziyorsa antioksidan olabilirler. Ornegin, susam yaginda bulunan
sesamol bir tek serbest hidroksi grubuna sahip oldugu halde, bu grup oksijenlerden

birine gore para pozisyonunda oldugundan, antioksidandir (Sekil 1.10).

Baz1 flavonoidler, bitkilerde bulunan fenolik antioksidanlardir. Dogal fenolik

antioksidanlardan bir diger grubu, tokoferoller yani E vitaminleri olusturur.
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Antioksidan 6zelligi en fazla olan1 3-tokoferoldiir. Sentetik antioksidanlardan fenolik
yapida olanlar propil gallat, oktil gallat, dodesil gallat, nordihidroguayaretik asid
(NDGA), butillenmis hidroksi anisol (BHA), butillenmis hidroksi toluen (BHT) ve
tersiyer butil hidrokinon’ dur (TBHQ).

C{(CTH:i

OH
Sekil 1.10 : Sesamol.

1.3.3.2 Aromatik antioksidanlar

Aromatik amino antioksidanlar da genellikle fenollii antioksidanlara benzerler,
yalniz hidroksi gruplar1 kismen veya tamamen amino gruplart ile yer

degistirmislerdir. Bunlardan biri para izo butil amino fenol’dur.

1.3.3.3 Organik siilfiir bilesikleri

Kuvvetli antioksidanlardan bir grubu da kiikiirtlii organik bilesikler olusturur. f,
B’-ditiyo  propiyonik asid ve esterleri, Ozellikle dilauril ve distearil
ditiyopropiyonatlar ¢ok etkili antioksidanlardir (Sekil 1.11). Ozellikle yaglarda %

0.01 oraninda kullanilirlar.

Sekil 1.11 : Dilauril ditiyopropiyonat.

1.3.4 Antioksidanlarin etki mekanizmalarina gore Siniflandirilmasi

1.3.4.1 Primer antioksidanlar

Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kirici antioksidanlar) otooksidasyonun

baslangi¢ asamasini erteleyen veya engelleyen ya da otooksidasyonun ileri agamasini
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yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bir lipit (alkil) radikali (R¢) olusturmak i¢in,
doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda otooksidasyon baslar (Oztiirk,
2008). Olusan lipit radikali ¢ok reaktiftir, ilerleyen asamalarda peroksi radikali
(ROO¢) olusturmak i¢in oksijenle reaksiyona girer. Birincil antioksidanlar (AH) lipit
radikali (Re) ve peroksi radikalleriyle (ROO¢) reaksiyona girerler ve onlar1 daha
kararli, radikal olmayan iiriinlere gevirirler. Birincil antioksidanlar lipit radikallerine
hidrojen atomlar1 verirler ve lipit tiirevleri ile antioksidan radikaller meydana
getirirler (Ae). Hidrojen verici olarak birincil antioksidanlar peroksi radikallerine
lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bu yiizden otooksidasyon reaksiyonunda olusan
peroksi (ROO¢°) ve oksi (RO¢) serbest radikalleri birincil antioksidanlar tarafindan
giderilirler. Antioksidanlar lipit radikalleriyle dogrudan da etkilesebilirler (Oztiirk,
2008).

ROO +AH » ROOH+A
RO +AH » ROH+A
R +AH — RH+A

Radikal gidermeye ilaveten birincil antioksidanlar, hidroperoksitleri hidroksi
bilesiklerine indirgeyebilirler. Bununla beraber birincil antioksidanlarin esas
antioksidatif mekanizmasi1 radikal gidermedir. Birincil ya da zincir pargalayan
antioksidanlar; elektron vererek serbest radikal zincir reaksiyonunu kiran ve
cogunlukla fenolik yapidaki bilesiklerdir. Serbest radikallerle reaksiyona girerek,
daha kararh iiriinler olusturup, hidroperoksit olusumunu engellerler. Sentetik veya
dogal yapida olabilirler. Tokoferoller, flavonoidler, alkali gallatlar, BHA, BHT ve
TBHQ en 6nemlileridir .

1.3.4.2. Sekonder antioksidanlar

Oksidasyon hizin1 azaltabilen bilesiklerdir. Etki mekanizmalari; metal iyonlarin
yakalamak, oksijen molekiiliinii tutmak, hidroperoksitleri radikal olmayan bilesiklere
parcalamak, ultraviyole 1silarini absorblamak veya oksijen atomunu etkisiz hale
getirmek seklinde olabilir. Bu antioksidanlar ‘antioksidan sinerjistler’dir. Tek
baslarina bulunduklar1 ortamlarda antioksidan etkileri ¢ok diisiiktiir veya hig
gostermezler. Ancak ortamda iki antioksidan madde bulunursa yalniz olarak

gosterdikleri etkiden daha ¢ok etkili olurlar. Bu sekilde antioksidan etkisini arttiran
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maddelere sinerjist denir. Askorbik asid, limon asidi, bir¢ok aminoasid, polifosfatlar
ve tartarik asid gibi maddeler fenollii antioksidanlarin etkilerini arttirirlar
(Karademir, 2005) (Sekil 1.12). Ikincil antioksidanlar en &nemli etki
mekanizmalarine gore 3 gruba ayrilabilir (Boga, 2007):

a) Kelat Yapicilar: Sitrik asit, fosforik asit, etilendiamintetraasetik asit (EDTA),
tartarik asit.

b) Oksijen Gidericiler ve Indirgeme Ajanlari: Askorbik asit, askorbul palmitat,
eritorbik asit, sodyum entorbat, siilfitler.

c¢) Singlet Oksijen Gidericiler: Karotenoitler (3-Karoten, likopen ve lutein)

8]
QO OH H\DH H o
HO ;_240
OH

N
N/“\/ J\
HO
\N) o) OH
o}
Etilendiamintetraasetikasit (EDTA) Askorbik asit

n\o

HO
Sekil 1.12 : ikincil antioksidanlar.

1.4 Antioksidan Savunma Sistemi

Canlilar, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu ve bunlarin meydana getirdigi zarari
onlemek i¢cin degisik savunma mekanizmalarina sahiptir (Sekil 1.13). Bu
mekanizmalar antioksidan savunma sistemleri olarak adlandirilir. Antioksidanlarin
baslica etki mekanizmalari sunlardir:
1-Reaktif oksijen tiirlerinin (serbest oksijen radikalleri) enzimatik reaksiyonlar
araciligi ile veya dogrudan temizlenmesi,
2-Reaktif oksijen tiirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,
3-Metal iyonlarinin baglanmasi ve bdylece serbest radikal olusum reaksiyonlarinin
engellenmesi,
4-Peroksitlerin ayrismasini saglayarak baslangi¢ radikallerinin yeniden doniismesinin

engellenmesi,
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5-Aktif radikaller tarafindan siiregelen hidrojen uzaklastirmayi engellemek igin
zincir kiric,
6-Serbest radikallerin bagladigi organik molekiillerin hasar sonrasi tamiri ve

temizlenmesi (Ozkan, 2007).
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Sekil 1.13 : Antioksidanlarin hiicresel etki mekanizmasinin sematik gosterimi.

Antioksidanlar baslica dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirirler:

1. Siipiirme etkisi (Scavenging): Oksidanlar1 daha zayif yeni bir molekiile
dontstiirerek etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve molekiiller bu yolla etki eder.

2. Sondiirme etkisi (Quenching): Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive
etmesine denir. Vitaminler ve flavonoidler bu sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarnm kirma etkisi (Chain Breaking): Hemoglobin,
serliloplazmin ve agir metaller oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi (Repair): Oksidatif hasar gormiis biyomolekiilii onarirlar
(Gokpinar ve dig., 2006).
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1.5 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan kapasite tayin yontemleri, kullanilan kimyasal reaksiyon ag¢isindan
temel olarak iki sinifta toplanabilir:

a) Hidrojen atomu transferi reaksiyonuna dayananlar (HAT)
b) Tek elektron transferi reaksiyonlarina dayananlar (ET)

HAT-esasl analiz yontemlerinin ¢ogunda yarismali reaksiyon kinetigi izlenir ve
kantitasyon Kinetik egrilerden tiiretilir. HAT-esasli yontemler genellikle bir sentetik
serbest radikal olusturucu, bir oksitlenebilen prob ve bir antioksidandan olusur. ET
esasli yontemler reaksiyon sonunun indikatorii olarak bir oksidan (ayn1 zamanda
reaksiyonu takip etmek i¢in prob olarak kullanilir) ile redoks reaksiyonunu igerir.
HAT ve ET esash yontemler bir 6rnegin koruyucu antioksidan kapasitesi yerine
radikal (veya oksidan) siipiiriicii kapasitesini 6lgmeye doniiktiir (Goriinmezoglu,
2008). HAT analiz yontemleri:

a) Indiiklenmis diisiik yogunluklu lipoprotein otooksidasyonu,
b) Oksijen radikal absorbans kapasitesi (ORAC),
c) Total radikal yakalama antioksidan kapasitesi (TRAP),

d) Crocin bleaching deneyleri olarak siralanabilir.

ET esasli analiz yontemleri, antioksidan maddenin indirgendiginde renk
degistiren bir oksidan maddeyi indirgeme kapasitesinin Ol¢iimiine dayanir. Renk
degisiminin derecesi Ornekteki antioksidan derisimi ile baglantilandirilir

(Gortinmezoglu, 2008). ET esasl analiz yontemleri:

a) Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) ile toplam fenolik madde analizi,

b) Troloks esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) dl¢iimii,

¢) Ferrik iyonu indirgeme antioksidan giicii (FRAP) 6l¢iimii,

d) Cu (IT) kompleksini oksidan olarak kullanilan “toplam antioksidan

potansiyel” 6l¢iim yontemi,

e) DPPH kullanarak “toplam antioksidan potansiyel” 6l¢ctim yontemi,

f) CUPRAC (Bakir(Il) Indirgeyici Antioksidan Kapasite) yéntemi olarak

siralanabilir.
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Calismalarda en fazla kullanilan yontemler ise:

* Toplam fenol miktar tayini (folin-ciocaltaeu assay)

* Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini

* DPPH ile serbest radikal siipiiriicti etki tayini

* Demir-tiyosiyonat metodu

* Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)

* B-Karoten-linoleik asit yontemi (total antioksidan aktivite)
1.5.1 Toplam fenol miktar tayini (Folin-Ciocalteu yontemi)

Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya Folin-Denis reaktifi)
fosfomolibdat ve fosfotungstat karigimi bir reaktif olup fenolik ve polifenolik
antioksidanlarin kolorimetrik tayininde kullanilir (Singleton ve dig., 1965). Fenolik
bilesikler, Folin-Ciocaltaeu reaktifi ile alkali ortamda renkli komplex olusturur ve
olusan mor-menekse renkli kompleksin 700 nm’de maksimum absorbansinin

Olgtimudiir.

1.5.2 Ransimat yontemi ile lipit peroksidasyon etki tayini

BHT ve calismada elde edilen ekstrelerin lipit peroksidasyonuna kars1 etkileri,
yaglarda bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma
tirtinlerinin su igine absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismesi prensibine gore

calisan Ransimat cihazi ile test edilmesidir (Tunalier ve dig., 2004).

1.5.3 DPPH siipiiriicii antioksidan aktivite tayin yontemi

Bu yontem ilk kez Blois (1958) tarafindan 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH)
radikallerinin (Sekil 1.14) antioksidan molekiillerin tayininde kullanilabileceginin
Onerilmesi ile ortaya ¢ikmustir. Antioksidan aktivite Olc¢limlerinin yogunlastigi
yillarda Brand-Williams ve arkadaslart (Brand-Williams ve dig., 1995) yontemi
gelistirmis ve bu yontem pek cok arastirict tarafindan referans olarak kullanilmistir.
Yontemin esasi; antioksidanlarin kararli bir organik azot radikali olan DPPH (1,1-
difenil-2- pikrilhidrazil) radikalini siipliriicii etkilerini 6lgmeye dayali bir yontemdir.
Bu radikal hidrojen dondrlerle etkilestiginde hidrazine indirgenir. Kirmizi renkli
DPPH radikali 515 nm’de maksimum absorbsiyon verir. DPPH ¢6zeltisine

antioksidanin ilave edilmesiyle absorbansta diisiis meydana gelir ve antioksidanlarin
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varligiyla radikalin rengi kirmizidan sartya doner. Bu yontem antioksidanlarin
radikal siipirme kabiliyetlerini degerlendiren kolay ve gecerli bir yontem olarak
bilinmektedir. Antioksidan etkinligi arastirilmak istenen bitkisel ekstrelerin DPPH
radikalini temizleyici etkisi ve bu ekstrelerin DPPH ile olusturduklari rengin 517 nm

de Ol¢limiine ve standart madde ile karsilastirilmasina dayanmaktadir (Blois, 1958).
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Sekil 1.14 : DPPH antioksidan madde ile reaksiyonu.

1.5.4 Tiyobarbitiirik asit metodu (TBA)

Hazirlanan Ornek ekstresine trikloroasetik asit (TCA) ve tiyobarbitiirik asit
(TBA) ¢ozeltileri ilave edilerek karistirilip, 532 nm de spektrometrede absorbansi

okunma esasina dayanmaktadir.

1.5.5 Demir-tiyosiyonat metodu

Uygun ¢oziicii icerisinde hazirlanan 6rnek ¢dzelti lizerine amonyum tiyosiyanat
cozeltisi ilave edilmistir. Bu karigim iizerine (0.1 ml %3.5’lik) hidroklorik asit
¢ozeltisi icerisinde hazirlanmis (2)(10'2 M) demir iki kloriir ¢ozeltisi konulup bir siire

sonunda 500 nm de spektrofotometrede absorbansi okunmustur.

1.5.6 p-Karoten-linoleik asit yontemi (total antioksidan aktivite)

B-Karoten renk acilim yontemi iki sekilde uygulanabilir: Agar difiizyon ve
spektroskopik yontem. Her iki yontem de linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen
konjuge dien hidroperoksitlerin inhibisyonunun Olg¢lilmesine dayanmaktadir.
Reaksiyon sonunda c¢ozeltide p-karotenin kaybolan karakteristik sari renginin
absorbans1 470 nm’de UV—spektrofotometrede kaydedilerek sonuglar standart olarak
kullanilan sentetik antioksidanlar ile karsilastirilarak verilmektedir (Wettasinghe ve

Shaididi,1999).
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Linoleik asit + (O,-H,0) —> Konjuge dienler ve diger bozunma iiriinleri

'

B-Karoten — Renk a¢ilim

1.6 Antimikrobiyal Maddeler

Antibiyotigin 1940’larda kesfinden sonra, bitkisel maddelerin antimikrobiyal
ajan olarak kullaniminda disiis gozlenmistir. Antimikrobiyal aktivite agisindan
bakteriyel ve fungal kaynakli antibiyotiklere daha ¢ok giivenildigi icin bitkisel
tirtinlerin ¢ok az bir kismi antimikrobiyal madde olarak tercih edilmistir (Cowan,
1999).

Antimikrobiyal maddeler; mikroorganizmalarin gelismesini durdurucu veya
onlar1 Oldiiriicii ajanlardir. Bu maddeler ¢ok genis bir grup olup bunlara
antibiyotikler, dezenfektanlar, antiseptikler vb. dahildir. Antibiyotikler, canlilar
tarafindan meydana getirilen ve ¢ok seyreltik c¢ozeltilerde bile bazi
mikroorganizmalarin liremelerini durduran veya onlar1 6ldiiren bilesiklerdir (Temiz,
2000).

Antimikrobiyal maddede olmasi gereken en onemli 6zellik segici toksisitedir.
Kemoterapide kullanilan antimikrobiyal madde diisiik konsantrasyonlarda bile etkili
olup ¢ok az toksik olmalidir. Boyle bir etkinin ortaya ¢ikabilmesi i¢in antimikrobiyal
maddenin hedef olarak memeli hiicrelerinden ¢ok mikroorganizmalar segilmelidir.
Prokaryot hiicrede var olan, ancak Okaryot hiicrede bulunmayan bir molekiilii
hedefleyen antimikrobiyal maddeler (6rnegin; sefalosporinler, siilfonamidler) yiiksek
derecede segici toksisiteye sahiptir. Viriisler konak hiicreye entegre olduklarindan,
konaga zarar vermeden viriisii etkilemek olanaksizdir. Viriislere etkili ilaglarin segici
toksisitesinden hi¢ s6z edilemez. Mantarlarda dkaryot hiicre yapisindadir ve memeli
hiicrelerine benzerler. Bu nedenle antimikrobiyal maddeler i¢in segici toksisiteden
s0z edilemez (Akyiiz, 2007).

Glinlimiizde enfeksiyon hastaliklar1 etken mikroorganizmanin antibiyotiklere
duyarlilik deneyi sonuclarina gore, enfeksiyon etkeninin duyarli bulundugu en uygun
antimikrobiyal madde ile tedavi edilir. Mikroorganizmalarin antibiyotik duyarlilig
temelde iki farkli yontem (Dillisyon ve Difiizyon Yontemi) ile belirlenebilir (Akyiiz,
2007). Antibiyotik duyarlilik testleri iginden en sik kullanilanlar:

1. Disk difiizyon testleri

2. Diliisyon testleri
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2.1. Agar diliisyon testleri (kat1 besiyerinde sulandirim testi)
2.2. Broth diliisyon testleri
a. Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi
b. Mikrodiliisyon testleri
3.Gradient strip testleri (E-test)
4.0tomatize yontemler

5.Molekiiler yontemler

1) Diliisyon Yéntemi: Bu teknik antimikrobiyal ilaglarm MIK (minimal inhibitor
konsantrasyonunu) ve MLK (minimal letal konsantrasyonlu) degerlerini belirlemede
yardimci olur. Bu amagla, Mueller-Hinton buyyonunda antimikrobiyal ilacin 2 veya
10 kath dilusyonlar1 yapilarak gittik¢e azalan yogunlukta ilag iceren dilusyonlar: elde
edilir. Uzerlerine, izole edilen test mikroorganizmanim 24-48 saatlik sivi besiyeri
kiiltiirtinden 0.1 ml miktarinda ekilir ve iyice karistirildiktan sonra 24-48 saat 37 °C'
de inkube edilir. Tiiplerdeki tireme gozle degerlendirilir. Boylece iiremenin olmadigi
son dilusyon MIK degeri olarak kabul edilir. Ancak, bu noktanin kesin olmast icin,
testin ikili paralel yapilmasi uygundur. Eger, siire yetersiz ise uygun bir siire yine
inkubasyonda tutulabilir (Akyiiz, 2007).
2) Difiizyon Yontemi: Kirby-Bauer yontemi olarak da bilinen bu teknikte, test
mikroorganizmanin 6-8 saatlik buyyon kiltiirinden (hafif bulanik) Mueller-Hinton
agar plaklarina 0.1-0.2 ml miktarinda ekilir ve bir baget'le iyice yayilir (steril swab'ta
ayni amag i¢in kullanilabilir). Agarin yiizeyi oda 1sisinda kuruduktan sonra (5-10 dK),
agarin yiizeyine ¢esitli konsantrasyonda degisik antibiyotikleri iceren diskler
yerlestirilir ve 24-48 saat inkube edilir. Bu siirenin sonunda diskler etrafindaki
inhibisyon zonlar1 kompas veya cetvelle Ol¢iiliir ve standart zon tablosu ile
karsilastirilarak duyarli (S), indermediate (I) ve duyarsiz (R) olarak degerlendirme
yapilir.

Disk difiizyon yontemi az masrafli, az zahmetli ve kolay uygulanirlig1 yani sira,
bir petri kutusunda 5-6 antibiyotige karsi duyarlilig: belirlemek ve en etkili olan ilaci

saptamak miimkiindiir. Bu nedenle ¢ok fazla tercih edilmektedir (Akyiiz, 2007).
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1.7 Allium L. Tiirleri ile Yapilan Kimyasal Arastirmalar ve Aktivite Calismalar:

Alliaceae ve taksonomik olarak daha once biinyesinde bulundugu Liliaceae
familyas1 {izerine yapilan c¢aligmalara bakildiginda, arastirmalarin anatomik,
morfolojik, palinolojik, ekolojik, mikromorfolojik, molekiiler, sitotaksonomik ve

fitokimyasal alanlarda yapildig1 gorilmektedir.

Allium tiirlerinin soganlarinda 6zel kokulu ugucu yaglar, sekerler, enzimler,
kiikiirtli  glikozitler, vitaminler (A, B, C ve P), aminoasitler, ¢esitli metaller,
nikotinamid vardir (Baser ve dig., 1993). Allium tiirleri hem yemek olarak hem de
halk tibbinda kullanimlar1 mevcuttur. Patolojik hastaliklarda, tiimor tedavilerinde ve
kardiyovaskiiler hastaliklarda kullanildigi bilinmektedir. Eskiden beri bilinen
sarimsak kolera ve tiroid hastaliklarinda kullanilagelmistir. Bu Onemli bitkinin
doniistiiriicii enzimi allinazdir. Bu enzim nedeniyle sarimsak kesilince karakteristik

sartmsak kokusu ortaya ¢ikar.

Allium stylosum’ un da i¢inde bulundugu 23 Allium tiirii tizerinde HPLC ile
yapilan igerik analizinde allin ve allisin miktarlar1 belirlenmistir. A.stylosum tiiriinde

alliin miktar1 %1.98 iken allisiiin miktari ¢ok az bulunmustur (Baser ve dig., 1993).

Kazdag’t endemik bitkilerinden Allium reuterianum Boiss. ve Allium
sibthorpianum Schultes & Schultes fil. tiirlerinin (Liliaceace) morfolojik, anatomik

ve ekolojik 6zellikleri ortaya ¢ikarilmistir (Uysal, 1999).

Allium porrum L. tiiriiniin etanolik ekstraklarinin antioksidan aktivitesi (DPPH

metodu) ve fenolik icerik belirleme ¢alismasinda en yiiksek antioksidan aktivite ve
fenolik igerik (%69.46 mg GAE/Q) sogan ekstraklarinda bulunmustur. ICs¢ degerleri

ise yaprak (98.90 pug/mL) daha yiiksek iken soganda (61.05 pg/mL) daha diisiik
bulunmustur (Mladenovic ve dig., 2011).

Farkli familyalara ait degisik 14 bitkiye ait etil asetat ve metanollii ekstrelerin

antioksidant etkileri arastirilmistir. Bu tiirlerden biri olan Allium rotundum tiiriiniin
etil asetat ekstreleri icinde (IC50:0.11 mg/ml) en yiiksek aktiviteyi gosterdigi tespit
edilmistir (Coban, 2007).

Allium tiirleri (Allium obliqguum L., A. senescens L. subsp. montanum (Fries)

Holub, A. schoenoprasum L. subsp. schoenoprasum, A. fistulosum L. ve A. ursinum
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L.) lizerinde yapilan galismada HPLC metodu ile ondokuz polifenolik bilesik
bulunmustur (Parvu ve dig., 2010).

Allium tuberosum L. tiiriinde steroidal saponin bilesikleri izole etmislerdir (Sang
ve dig., 2003). Allium ursinum tiirtinde yapilan igerik ¢alismasinda yedi flavonoid
glikozit bilesikleri bulunmustur (Wu, 2009). Allium ampeloprasum var. porrum

tiiriinde steroidal saponin bilesikleri izole etmislerdir (Adao ve dig., 2011).

Allium cepa tiiriiniin etilasetat ve methanol eckstraklarinin antioksidan ve
antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda ectilasetat ekstraksiyonlarinda daha yiiksek
antioksidan aktivite gosterdikleri saptandi. Gram pozitif bakterilerden Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, Microcroccus luteus ve Listeria monocytogenes,
gram negatif bakterilerden Escherichia coli ve Pseudomonas aeruginosa karsi

antimikrobiyal aktivite gosterdikleri saptanmustir (Santas ve dig., 2010) .

Allium sphaerocephalon L. subsp. sphaerocephalon tiiriniin ugucu yag
bilesiminin aktivite ¢alismasinda antioksidan kapasitesi a-tokoferol asetata esdeger
olarak 160 000 = 111 pmol olarak bulunmustur. Antimikrobiyal aktivitesi bes
bakteri ve bir mantar tiirline karsi MIC metodu ile belirlenmistir ve Pseudomonas
aeruginosa ve Aspergillus niger tiirlerine karsi1 antimikrobiyal aktivite gosterdikleri
saptanmistir (Lazarevic ve dig., 2011). Allium ursinum sogan, yaprak ve gévdenin
antioksidan aktivite c¢aligmasinda en yliksek aktivite yapraklarda gozlenmistir
(Stajner ve dig., 2008).

Allium cepa ( yesil, sar1 ve kirmizi) ve Allium sativum antimikrobiyal aktivite
calismalarinda Staphylococcus aureus, Salmomella Enteritidis ve i{i¢ mantar tiirii
Aspergillus niger, Penicillium cyclopium ve Fusarium oxysporum karst Allium

sativum en yiiksek aktivite gosterirken yesil sogan en diisiik aktivite gostermistir
(Benkeblia, 2003).

Allium cepa toplam fenolik igerik ve antioksidan aktivite aragtirmasinda HPLC
ve LC-MS igerik analizinde gallik asit, ferulik asit,protokateseik asit, kuersetin ve

kaempferol bilesikleri bulunmustur (Prakash, 2007).

Allium cepa L. ve Allium ascalonicum Hort. HPLC-DAD-ESI-MS-MS
metodlar ile yedi flavonol glikozid bilesikleri belirlenmistir (Bonaccorsi ve dig.,
2008).
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Allium nevsehirense, A. sivasicum, A. dictyoprosum, A. scrodoprosum subsp.
rotundum ve A. atroviolaceum tiirleri metanol ekstraklarinin antioksidan aktiviteleri
DPPH ve B-karoten linoleik asit yontemi ile  yapilan ¢alismada en yiiksek
antioksidan aktivite A. atroviolaceum (ICso 79.0+2.75 pg/ml) gostermistir (Tepe ve
dig., 2005). Allium giganteum sogan, yaprak ve govdenin antioksidan aktivite

calismasinda en yiiksek aktivite yapraklarda gozlenmistir (Stajner ve dig., 2006).

Allium ursinum tiiriiniin sogan ve yaprak kisimlarinin antioksidan 6zellikleri
incelendiginde en yiiksek antioksidan aktivite yapraklarda gozlenirken SOD
antioksidant enzim aktivitesi sogan ekstraklarinda gézlenmistir (Stajner ve dig.,
2008). Allium giganteum tiiriiniin antioksidant 6zelliklerini arastirmislardir. Cikan
sonuca gore en yiiksek antioksidan aktivitenin taze yapraklarda oldugu gézlenmistir

Stajner ve dig., 2006).

Allium roseum tiiriiniin sogan, yaprak ve ¢igek kisimlarmnin {ig¢ ¢oziicii kullanarak
yaptigi ekstraklarda ¢icek ve yaprak kisimlarinin metanolik ekstraklarinda daha

gliclii antioksidan aktivitesi gosterdigini saptamistir (Najjaa ve dig., 2011).

Allium sphaerocephalon L. subsp. sphaerocephalon tiiriniin antioksidan ve
antibakteriyal aktivitesini aragtirmiglardir. Antioksidan aktivitesinin (160 000 + 111
umol) a-tokoferol asetata esdeger olarak bulundugu antimikrobiyal aktivitesi i¢in ise
bes bakteri susuna ( P.aeruginosa, E. coli, B. subtilis, S. aureus ve S. abony ) ve iki
mantar (A. niger ve C. albicans ) tiiriine kargilik MIC yontemiyle test edilmis olup
sonug olarak MIC degerlerinin 0.08 ve 0.63 mg ml™' arasinda degistigini saptamistir
(Lazarevic ve dig., 2010).

Allium tiirtintin igerdigi kiikiirtlii bilesenlerinin aktivite ¢alismalarina katkida

bulundugu yapilan ¢alismalarla desteklenmistir.

1.8 Calismanin Amaci

Bu ¢alismada, Denizli ili i¢inde yayilis gosteren Alliaceae familyasina ait
endemik 4 bitki taksonunun (Allium stylosum,  Allium sibthorpianum,  Allium
deciduum’un iki alt tiiriiniin subsp. deciduum ve subsp. retrorsum) farkl ¢oziiciiler
kullanilarak (etanol, metanol, aseton ve benzin) elde edilen saf ekstraklarinin
antioksidan ve antibakteriyal aktivitelerinin belirlenmesi ile fitokimyasal igerikleri

arastirilmasi amaglanmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyaller
2.1.1 Bitkisel materyaller

Tez kapsamindaki bitkilerin bulunduklar1 bélgeler saptandiktan sonra ilgili
lokalitelerden bitkisel materyaller toplandi. Tiirlerin yayilis populasyonlart Denizli ili
gevresinde ¢ok genis olmadigi i¢in Allium stylosum ve Allium deciduum subsp.
deciduum ve Allium deciduum subsp.retrorsum taksonlarinin belli bir miktarini
Mugla (Kodycegiz ve Beyobasi) ili ¢evresinden toplanmistir. Bitkilerin endemik
olduklarini ve dar lokalitelerde yayilis gosterdiklerini dikkate alarak populasyonlarin
¢ok zarar verilmemesine Ozen gosterildi. Bu nedenle igerik ve antibakteriyal
caligmalarin1 sonuna kadar yapabilmek icin yeterince bitki materyali toplanamadi.
Bu materyallerin tip Ornekleri adlandirma i¢in ayrildi ve arazide gerekli notlar
tutuldu. Arastirmada Alliaceae familyasina ait Denizli Honaz Dagi’nda, Kale
ilgesinde ve Civril Akdag’ da yayilis gosteren Allium cinsine ait toplam endemik g
tir (Allium stylosum, Allium deciduum, Allium sibthorpianum) kullanilmistir.
Bitkilerin teshisleri Davis (1984)’e gore yapilmistir. Bitki 6rnekleri 2011 yili Mayis-
Agustos aylarinda toplanip, yer altt ve yer istii kisimlari ayr1 ayri Kurutularak
analize hazir hale getirilmistir. Bitki ornekleri, analiz ¢alismalarina kadar +4°C’de
saklanmistir. Calismada yararlanilan bitkilerin adlar1 ve toplandiklar1 lokaliteler

asagida Tablo 2.1° de verilmistir.
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Tablo 2.1 : Bitki materyallerinin toplanma lokaliteleri.

_ Toplanma Bitki
Tiir ismi Lokalite Yiikseklik o
Tarihi Kodu
Mugla, Beyobasi
) Stipiirgelik Tepe
Allium stylosum o 1000 m Mayis 2011 1
ve Denizli, Civril
Akdag
Allium Denizli, Honaz
) ) 2000 m | Agustos 2011 2
sibthorpiaum Dag1
Allium deciduum | Mugla, Kdycegiz 3
subsp. deciduum | Sandras Dag1 ve 1200 m | Temmuz 2011
subsp.retrorsum | Denizli Kale ilgesi 4

2.1.2 Mikroorganizmalar

Calisma kapsamindaki test mikroorganizmalar1 Pamukkale Universitesi Fen-
Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Bakteriyoloji laboratuvarindan temin edilmistir.
Antibakteriyal aktivite deneylerinde gram pozitif bakterilerden Staphylococcus
aureus ATCC 29213, gram negatif bakterilerden Escherichia coli ATCC 11230

olmak tizere 2 adet bakteri kullanilmistir.

2.2 Yontemler

2.2.1 Bitkilerin kurutulmasi ve ekstraksiyon islemleri

Toplanan bitkilerin toprak iistii ve toprak alti kisimlari, dogrudan giines 15181
almayan ve hafif hava akiminin oldugu bir ortamda kurutuldu (Sekil 2.1). Kuruyan
bitki 6rnekleri blender yardimiyla toz haline getirildikten sonra 10 g tartilarak 175 ml
¢cozgen iginde sirasiyla etanol, metanol, aseton ve benzin ile alt1 saat siireyle

¢alkalamali su banyosunda 55°C” de iki kez ekstre edildi.
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Sekil 2.1: Kurutma iglemi.

Ekstraksiyon sonucu elde edilen karisim filtre kagidindan — siiziilmiis ve
¢oziicliler rotary evaporator cihazi kullanilarak +48°C' de ugurulmustur (Sekil 2.2).
Oziitte kalan su liyofilizatérde (Thermo, savant) tamamen uzaklastirildi. Geride

kalan ekstreler -20°C” de saklanmuistir.

Sekil 2.2 : Rotary evaporator ile ¢oziicii uzaklastirma iglemi.

2.2.2 icerik tanima yontemleri
2.2.2.1 ince tabaka kromatografisi analizi (ITK)

Hazirlanan ekstreler (A. sibthorpianum ve A. stylosum metanol ekstreleri) 0.25
mm kalinligindaki Silikagel 60 HF254 hazir aliminyum plaklara uygulandi. Silika
jel tlizerine bir ¢izgi ¢ekilir ve bu ¢izgi lizerine kilcal pipet yardimiyla diizgiince
ekstrakt yayilip i¢inde ¢6ziicti bulunan kromatografi tankina yerlestirilir. Belli bir
stire sonra ekstraktin silika jel tabaka {lizerinde yiiridigi gozlemlenir. En uygun

¢Oziicii sistemini bulabilmek amaciyla degisik oranlardaki ¢oziicii karisimi denendi;
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Etanol:hekzan (20:30) ve Hekzan:etilasetat (60:40). Kromatografi tanki iginde
bulunan ¢o6ziicii Etanol:hekzan (20:30) sisteminde siiriiklendi ve siiriiklenme islemi
tamamlandiktan sonra plak tanktan c¢ikarilip kurutuldu. Bu sistemde siiriiklenen
plaklar kurutuldu. Plaklar UV lambasi altinda incelendiginde birden fazla lekenin
oldugu goriildii (Sekil 2.3).

Sekil 2.3 : Coziicliniin plakta yiiriime ve kurutulma asamasi.

2.2.2.2 EI-MS yontemi

A. stylosum tiiriiniin metanol ekstresinin ince tabaka kromatografik ayrimindan
sonra EI-MS (elektrosprey iyonizasyon kiitle spektrometrisi) yontemi ile etken
bilesigin tanimlanmasi yapilmistir. Kromatografik yontemle saflastirilan bilesigin
yap1 tayininde EI-MS ve H-NMR spektrumlar1 kullanildi. Bilesik seliiloz plaga tatbik
edilip % 30’luk CH3COOH sisteminde yiiriitiildii. NA belirteci piiskiirtiiliip UV 15181
altinda incelendi. Plaktaki lekenin UV lamba (366 nm) altinda ve NH; buharina

tutulup incelendiginde koyu mor renkte oldugu goériilmiistiir.
2.2.3 Antioksidant aktivite analiz yontemleri

2.2.3.1 Toplam antioksidan aktivitenin belirlenmesi

Ekstraktlarin ~ antioksidan  aktivitesi  p-karoten-linoleik  asit  sistemiyle
belirlenmistir (Amin ve Tan, 2002). B-karoten ¢ozeltisi igin, 0.2 mg B-karotenin 1 ml
kloroformda ¢oziilmesiyle hazirlanmistir. Bu ¢ozeltinin 1 mililitresine cam balon
icinde 0.02 ml linoleik asit ve 0.2 ml (%100) Tween 20 ilave edilmistir. Elde edilen
karisimdaki kloroform rotary evoparotorde 40 C’ de 10 dk buharlastirildiktan sonra
100 ml dH,O ilave edilerek seyreltilmistir. Hazirlanan bu emiilsiyondan 4.8 ml

aliarak igerisinde 0.2 mg o6rnek igeren 0.2 ml ekstrakt c¢ozeltileri bulunan test
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tiiplerine aktarilmistir. Kontrol igin test tiipiine B-karoten olmaksizin ekstrakt yerine
sadece 0.2 ml ¢oziicli (metanol, etanol, aseton ve benzin) konulmustur. Emiilsiyon
test tliplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japon)
kullanilarak baslangi¢ absorbanslar1 470 nm' de Ol¢iilmiistiir. Tiipler 50 °C' de su
banyosunda tutulmustur. Orneklerin absorbans dl¢iimlerine yarim saat araliklarla 2
sa boyunca B-karotenin rengi kayboluncaya kadar devam edilmistir (120 dakika).
Toplam Antioksidan Aktivite asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmustir:

AA: [ 1- (Ao-At/ A - A°) x 100

Burada Ag: ornegin ilk absorbansi, A kontroliin ilk absorbansi, Ag®: 6rnegin 120 dk

sonraki absorbansi, A{: kontroliin 120 dk sonraki absorbansichr (Amin ve dig.,

2004).
2.2.3.2 DPPH serbest radikal giderim aktivitenin belirlenmesi yontemi

Hazirlanan tiim Oziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan yontem
izlenerek yapilmistir (Wu ve dig., 2006). Bu test yontemi, kararli serbest radikal 2,2-
dipheniyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)’in elektron veya hidrojen atomlar1 veren
antioksidan kimyasallarin varliginda, bu kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi
(temizlenmesi) ile karakteristik mor rengin agilmasiin, spektrofotometrik olarak
belirlenmesi temeline dayanmaktadir. Bu yontemde 4 mL %0.004’lik (w/v)
metanolik DPPH ¢ozeltisi ile 1 ml (0.2-1.0 mg) ekstrakt ¢ozeltileri karigtirtlmigtir. 30
dakikalik karanlik ortamda ve oda sicaklifinda inkiibasyondan sonra, orneklerin

absorbansi 517 nm’de dl¢iilmustiir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmustir.

Oziitlerin absorbans degerleri kullamlarak % inhibisyon degerleri asagida

verildigi sekliyle hesaplanmistir:
% Inhibisyon = A kontrol = A smek / A kontrol X100

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/ml olarak belirlenen &ziit derisimlerine

kars1 grafige gecirilmistir. Pozitif kontrol olarak BHT kullanilmistir.
2.2.3.3 Toplam fenolik bilesik miktariin belirlenmesi

Ekstreler igerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltaecu yontemine (Tekeli,
2008) gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve c¢alisilan biitiin

ornekler, %70’lik metanol i¢inde 0.4 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. 0.5 ml
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ornek, 2.5 ml Folin Ciocaltacu reaktifi (%10’luk, suda) ve 7.5 ml sodyum karbonat
cozeltisi (%20’lik, suda) deney tiipiinde karistirilarak 2 saat oda sicakliginda
karanlikta  bekletilmistir.  Siire  sonunda  ¢ozeltilerin  absorbanslari UV
Spektrofotometresi’nde 750 nm’de okunarak toplam fenol miktarlari; gallik asitle
cizilen kalibrasyon egrisinden, mg olarak gallik asite esdeger olacak sekilde

hesaplanmustir.

2.2.4 Antibakteriyal aktivite tayini

Ekstraktlarin mikroorganizmalar {izerindeki etkisi ‘Agar Kuyu Difiizyon
Yontemi’ ile belirlenmistir (Reinheimer ve dig., 1990). Calismada Mueller Hinton
Broth (MHB) ve Mueller Hinton Agar (MHA) besiyerleri kullanilmistir. Bu yonteme
gore calismada kullanilan standart bakteri suslar1 Mueller Hinton Broth (MHB)
besiyerinde 37° C’de 2 kez aktiflestirildikten sonra steril petri kutularina mikropipet
yardimiyla 100’er pl aktarilmistir. Daha sonra 121 C’de 15 dakika otoklavda steril
edilen MHA besiyerinden 25’er ml petrilere dokiilerek bakterinin besiyerinde
homojen olarak dagilmasi saglanmis ve oda sicakliginda donmaya birakilmistir.
Donan besiyeri yiizeyinde 8 mm c¢apinda steril bir gubukla kuyular agilmig ve
kuyularin tabani ince bir tabaka steril agar ile kaplanarak 2 saat siire ile buzdolabinda
bekletilmistir. Daha sonra kuyulara paralel olacak sekilde 0.2, 0.4, 0.5 ve 0.6 g/ml
konsantrasyonlarda hazirlanan her ornekten 100 pl miktarlarda konulmustur.
Kiiltiirler optimum gelisme sicakliklarinda 24 saat inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon sonunda kuyularin gevresinde olusan zonlarin ¢apt mm cinsinden

Ol¢iilmiistiir. Kontrol olarak penisilin ve azitromisin antibiyotikleri kullanilmistir.
2.2.4.1 Bitki oziitlerinin antibakteriyal aktivite deneyleri i¢cin hazirlanmasi

Bitki ekstraklar1 konsantrasyonu 1 gr/ml olacak sekilde % 90 dimetilsiilfoksit
(DMSO) ile ¢oziilerek stok ¢ozeltiler hazirlanmistir. Daha sonra stok ¢ozeltilerden
0.2, 0.4, 0.5 ve 0.6 gr/ml konsantrasyonlarda diliisyonlar yapilarak antibakteriyal

aktivite ¢alismalarinda kullanilmistir.
2.2.4.2 Mikroorganizma kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Tiim mikroorganizmalar 37+0.1 °C (Staphylococcus aureus ATCC 29213,
Escherichia coli ATCC 11230) 24 saat inkiibe edilmistir. Nutrient s1v1 besiyeri 1000
ml’de 3 gr beef ekstrakt, 17.5 gr kazein, 1.5 gr nisasta ve 17 gr agar icermektedir.
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3. BULGULAR

3.1 Antioksidant Aktivitenin Belirlenmesi

3.1.1 Toplam antioksidant aktivitenin belirlenmesi

Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp. deciduum ve

subsp. retrorsum bitkilerinin etanol, metanol, aseton ve benzin 6ziitleri ile birlikte

_karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen toplam antioksidant aktiviteleri Tablo

3.1’ de verilmistir.

Tablo 3.1 : Allium stylosum, Allium sibthorpianum,

Allium deciduum subsp.

deciduum ve subsp. retrorsum ekstraktlarinin B_karoten-linoleik asit
sistemindeki antioksidan aktiviteleri (%).

Bitki
Bitki Materyali Etanol Metanol | Aseton Benzin
Kkisumlari
Sogan 80.96 73.65 72.25 64.35
Allium stylosum

Yaprak 75.10 68.75 71.62 62.48
_ ) ) Sogan 80.97 81.38 61.40 53.42

Allium sibthorpianum
Yaprak 75.25 71.45 52.75 45.72
Allium deciduum Sogan 80.21 77.27 49.62 44.12
subsp. deciduum Yaprak 76.85 73.70 45.76 42.78
Allium deciduum Sogan 78.54 76.85 47.74 43.22
subsp.retrorsum Yaprak 73.65 71.73 43.77 41.87

Yukaridaki Tablo 3.1 incelendiginde en yiiksek antioksidan aktivite Allium

sibthorpianum tiiriiniin

metanollii sogan ekstraklarinin (%81.38), en diisiik

antioksidan aktivite ise Allium deciduum subsp.retrorsum tiiriiniin benzinli yaprak

ekstraklarinda (% 41.87) goriilmiistiir.
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Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp. deciduum ve
subsp. retrorsum bitkilerinin sirasiyla etanol, metanol, aseton ve benzin 6ziitlerinin
B karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen 30, 60, 90, 120 dk absorbans degerleri
Sekil 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4’ te verilmistir.

0.9

0.8

—o— A1SE
0.7
= "l\ —m—A1YE
Z 06
“\\R —a— A2SE
05
e /‘\; *AZYE

)

470

£ 04 o

= & —0— A3YE

0.2
A4SE

0.1
A4YE

0 T T T T 1
0 30 60 90 120 Kontrol E

Zaman (dak)

Sekil 3.1 : B-Karoten-linoleik asit yonteminde etanollii bitki ekstraktlarin absorbans grafigi
(ALSE:A.stylosum sogan etanol, A1YE: A.stylosum yaprak etanol, A2SE:
A.sibthorpianum sogan etanol, A2YE: A.sibthorpianum yaprak etanol, A3SE:
A.deciduum subsp. deciduum sogan etanol, A3YE: A.deciduum subsp. deciduum
yaprak etanol, A4SE: subsp.retrorsum sogan etanol, A4YE: subsp.retrorsum
yaprak etanol, Kontrol E:etanol).

0.9 —A1SM
0.8 \\ e ALYM

== A25M

m)

A2YM

=t A3SM

=0—=A3YM

Absorbans (470 n

A45M

0] T T T T 1 AdYM
0 30 60 90 120

Zaman {(dak)

Kontrol M

Sekil 3.2 : B-Karoten-linoleik asit yonteminde metanollii bitki ekstraktlarin absorbans grafigi
(ALSM: A.stylosum sogan metanol, A1YM: A.stylosum yaprak metanol, A2SM:
A.sibthorpianum sogan metanol, A2YM: A.sibthorpianum yaprak metanol,
A3SM: A.deciduum subsp. deciduum sogan metanol, A3YM: A.deciduum subsp.
deciduum yaprak metanol, A4SM: subsp.retrorsum sogan metanol, A4YM:
subsp.retrorsum yaprak metanol, Kontrol M:metanol).
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Sekil 3.3 : B-Karoten-linoleik asit yonteminde asetonlu bitki ekstraktlarin absorbans
grafigi  (A1SA: Astylosum sogan aseton, A1YA: A.stylosum yaprak
aseton, A2SA: A.sibthorpianum sogan aseton, A2YA: A.sibthorpianum
yaprak aseton, A3SA: A.deciduum subsp. deciduum sogan aseton,
A3YA: A.deciduum subsp. deciduum yaprak aseton, A4SA:
subsp.retrorsum sogan aseton, A4YA: subsp.retrorsum yaprak aseton,
Kontrol A: aseton).

0.35
03 - ——A15B
-M_‘-
€ 0.25 e ::iE —m—A1YB
=
Q —&—A2SB
= 0.2
2 —<—A2YB
8015 _
2 —+—A35B
2
2 01 —0—A3YB
0.05 A4SB
0 T T T T 1 AqYB
0 30 60 90 120 Kontrol B
Zaman (dak)

Sekil 3.4 : B-Karoten-linoleik asit yonteminde benzinli bitki ekstraktlarin absorbans

grafigi (A1SB: A.stylosum sogan benzin,A1YB: A.stylosum yaprak
benzin, A2SB: A.sibthorpianum sogan benzin, A2YB: A.sibthorpianum
yaprak benzin, A3SB: A.deciduum  subsp. deciduum sogan benzin,
A3YB: A.deciduum subsp. deciduum yaprak benzin, A4SB:
subsp.retrorsum sogan benzin, A4YB: subsp.retrorsum yaprak benzin,
Kontrol B: benzin).
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Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp. deciduum ve
subsp. retrorsum bitkilerinin sirasiyla etanol, metanol, aseton ve benzin 6ziitlerinin
B_karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen antioksidan aktivite degerleri Sekil 3.5’

de verilmistir.

100

,;80

S B etanol
=

260 B metanol
=

g E aseton
Z40 ‘

_12 B benzin
=

=

420

ALIS AIY A2S A2Y A3S A3Y A4S A4Y
'F}kstrakslar

Sekil 3.5 : B karoten-linoleik asit sistemiyle etanol, metanol, aseton ve benzin
ekstraktlarinin antioksidan aktivite degerleri (%) (A1S:A.stylosum
sogan, A1Y: A.stylosum yaprak, A2S:A.sibthorpianum sogan, A2Y:
A.sibthorpianum yaprak, A3S: A.deciduum subsp. deciduum sogan,
A3Y: A.deciduum subsp. deciduum yaprak, A4S:subsp.retrorsum
sogan, A4Y: subsp.retrorsum yaprak).

3.1.2 Serbest radikal giderim aktivite sonuglari

Ekstraktlarin  serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Wu ve dig., 2006). DPPH'in %0.004
lik (w/v) metanolik ¢ozeltisinin 4 ml'si, ekstraktlarin 1 ml (0.2-1.0 mg)'si ile
kanistirildi ve 30 dakikalik karanlik ortamda ve oda sicakliginda inkiibasyon
sonrasinda, Orneklerin absorbanst 517 nm’de ol¢iilmiistiir. Oziitlerin absorbans
degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle

hesaplanmaistir:

% Inhibisyon = A kontrol = A smek/ A kontrol X100
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Bes farkli derisimdeki 6ziitlerin ve standartin serbest radikal giderim aktiviteleri
Tablo 3.2, 3.3, 3.4 ve 3.5” de verilmistir.

Tablo 3.2 : Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp.
deciduum ve subsp. retrorsum bitkilerinin etanol ekstraktlarinin ve
standartin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri.

DPPH radikalini
siipiiriicii etki (Inhibisyon %)

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Bitki Ornekleri

Konsantrasyon (mg/ml)

A stylosum sogan | 3527 46.86 53.82 67.78 | 72.44
yaprak | 774 36.95 4362 | 52.32 | 62.48

A.sibthorpianum sogan | 5395 46.50 53.81 60.24 | 74.80
yaprak | 9937 40.26 4650 | 52.46 | 72.36

A.deciduum sogan 17.82 35.64 45.48 52.64 | 65.46
subsp. deciduum | yaprak | 15.79 31.58 45.65 50.46 | 60.58

A-g%idutum sogan | 11.62 | 2324 | 4236 | 46.10 | 56.45
SUDSP.TErorstum | oorak | 10.48 20.54 41.08 | 44.98 | 54.36

BHT 96.12

Tablo 3.3 : Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp.
deciduum ve subsp. retrorsum bitkilerinin metanol ekstraktlarinin ve
standartin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri.

DPPH radikalini

Bitki Ornekleri siipiiriicii_etki (Inhibisyon %)
Konsantrasyon (mg/ml) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
A stylosum sogan 38.28 48.75 55.28 70.87 73.75

yaprak 28.75 45.70 52.80 62.69 62.25

Asibthorpianum | SC82M | 2574 | 3512 | 4681 | 56.25 | 74.56
yaprak | 95 o5 3246 | 4582 | 5428 | 60.75

A.deciduum sogan

. 20.52 30.47 41.25 50.82 55.86
subsp.deciduum | yaprak

17.20 28.75 38.15 48.20 52.36

A.deciduum

sogan 18.95 2854 | 37.15 | 46.69 | 52.48
subsp.retrorsum

yaprak 16.37 26.47 36.49 44.79 50.58

BHT 96.81
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Tablo 3.4 : Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp.
deciduum ve subsp. retrorsum bitkilerinin aseton ekstraktlarinin ve

standartin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri.

DPPH radikalini
Bitki Ornekleri siipiiriicii etki (Inhibisyon %)
Konsantrasyon (mg/ml) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
A.stylosum sogan 24.71 30.79 35.26 41.34 52.47
yaprak 20.48 25.75 32.46 38.96 | 50.58
A.sibthorpianum | sogan 21.48 27.87 33.58 40.96 | 48.74
yaprak 19.89 23.47 30.86 36.56 | 46.85
A.deciduum sogan 15.54 20.47 25.69 35.85 | 4258
subsp.deciduum | yaprak 11.46 15.49 20.96 32.86 | 40.16
A.deciduum sogan 14.46 18.89 24.48 34.46 | 40.86
subsp.retrorsum | yaprak 10.25 13.45 18.46 30.86 | 38.54
BHT 96.14

Tablo 3.5 : Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp.
deciduum ve subsp. retrorsum bitkilerinin benzin ekstraktlarinin ve
standartin DPPH serbest radikal giderim aktiviteleri.

DPPH radikalini
. .. e .o .o . 3 . . 0
Bitki Ornekleri siipiiriicii etki (Inhibisyon %)
Konsantrasyon (mg/ml) 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
A.stylosum sogan 20.86 26.64 31.77 37.87 47.58
yaprak 16.47 21.87 28.54 35.56 45.21
A.sibthorpianum sogan 18.26 23.54 33.45 38.56 48.85
yaprak 15.45 19.58 26.33 33.87 43.77
A'gec";””_rg sogan | 1145 | 16.67 | 2489 | 3112 | 44.56
subsp.declauum v oorak | 824 | 1256 | 1892 | 28.76 @ 38.54
A";ec'd“t“m sopan | 1045 | 1434 | 2312 | 3056 & 42.67
SUDSP.TEIOTSUM 'y aorak | 978 | 1025 | 16.67 | 26.47 @ 36.25
BHT 95.69
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120

100
__ 80
X H0.2mg/ml
c
% 60 M 0.4mg/ml
% 0.6 mg/ml
=40 H0.8 mg/ml
i 1.0mg/ml
20

A1SE ALIYE AZ25E A2YE A3SE A3YE A4SE A4YE BHT
Bitki ekstraklan

Sekil 3.6: DPPH yontemi ile etanollii bitki ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarda serbest
radikal giderim kapasiteleri (A1SE: A.stylosum sogan etanol, A1YE: A.stylosum
yaprak etanol, A2SE: A.sibthorpianum sogan etanol, A2YE: A.sibthorpianum
yaprak etanol, A3SE: A.deciduum subsp. deciduum sogan etanol, A3YE:
A.deciduum subsp. deciduum yaprak etanol, A4SE: subsp.retrorsum sogan
etanol, A4YE: subsp.retrorsum yaprak etanol).

120
100
__ 80
s H0.2mg/ml
c
S 60 0.4 mg/ml
2
:E 0.6 mg/ml
40 0.8 mg/ml
M 1.0mg/ml
20

ALSM ALYM A25M AZ2YM A3SM A3YM A4SM A4YM BHT
Bitki ekstraklar

Sekil 3.7: DPPH yontemi ile metanollii bitki ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarda serbest
radikal giderim kapasiteleri (A1SM: A.stylosum sogan metanol, A1YM: A.stylosum
yaprak metanol, A2SM: A.sibthorpianum sogan metanol, A2YM: A.sibthorpianum
yaprak metanol, A3SM: A.deciduum subsp. deciduum sogan metanol, A3YM:
A.deciduum subsp. deciduum yaprak metanol, A4SM: subsp.retrorsum sogan
metanol, A4YM: subsp.retrorsum yaprak metanol).

44



inhibisyon (%)

120
100
80
0.2 mg/ml
60 0.4 mg/ml
0.6 mg/ml
40
M 0.8 mg/ml
20 M 1.0mg/ml
O |
A1SA ATYA A2SA A2YA A3SA A3YA AASA A4YA BHT
Bitki ekstraklari

Sekil 3.8 : DPPH yontemi ile  asetonlu bitki ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarda serbest

radikal giderim kapasiteleri (A1SA: A.stylosum sogan aseton, A1YA: A.stylosum
yaprak aseton, A2SA:A.sibthorpianum sogan aseton, A2YA: A.sibthorpianum
yaprak aseton, A3SA:. A.deciduum subsp. deciduum sogan aseton, A3YA:
A.deciduum  subsp. deciduum yaprak aseton, A4SA:subsp.retrorsum sogan
aseton, A4YA: subsp.retrorsum yaprak aseton).

120
100
__ 80
s 0.2 mg/ml
c
S 60 0.4 mg/ml
2
;E M 0.6 mg/ml
40 0.8 mg/ml
1.0 mg/ml
20
0]
A1SB  ALYB A2SB AZYB A3SB A3YB A4SB A4YB BHT
Bitki ekstraklan

Sekil 3.9: DPPH yontemi ile benzinli bitki ekstraktlarin farkli konsantrasyonlarda serbest

radikal giderim kapasiteleri (A1SB: A.stylosum sogan benzin, ALYB: A.stylosum
yaprak benzin, A2SB: A.sibthorpianum sogan benzin, A2YB: A.sibthorpianum
yaprak benzin, A3SB: A.deciduum subsp. deciduum sogan benzin, A3YB:
A.deciduum subsp. deciduum yaprak benzin, A4SB: subsp.retrorsum sogan
benzin, A4YB: subsp.retrorsum yaprak benzin).
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3.1.3 Toplam fenolik madde konsantrasyonu

Ekstreler igerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltacu yontemine (Tekeli,

2008) gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve calisilan biitlin

ornekler, %70’lik

sibthorpianum, Allium deciduum subsp. deciduum ve subsp. retrorsum bitkilerinin

etanol ve metanol ekstrelerinin igerdigi fenolik bilesik miktar1 Tablo 3.6 ve Tablo

3.7°de verilmistir.

metanol ig¢inde

hazirlanmistir.  Allium

stylosum, Allium

w
[0 =Y

w

/

/

]
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—
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15

20 25 30 35

Konsantrasyon

Sekil 3.10 : Gallik asit kalibrasyon egrisi (y=0.099x+0.097 R?=0.987).

Tablo 3.6 : Tiirlere ait etanol ekstraktlarinin 765 nm’de absorbanslari ve gallik
aside es degerkonsantrasyonlari.

Tiirler Absorbans (765 nm) mg/ml GAE
A.stylosum sogan 0.598 5.260
yaprak 0.365 4.180
A.sibthorpianum sogan 0.638 5.464
yaprak 0.596 5.040
A.deciduum sogan 0.587 4.821
subsp.deciduum | a5 raK 0.233 4.036
A.deciduum sogan 0.482 4.369
subsp.retrorsum | a5 rak 0.212 3.987
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Tablo 3.7: Tiirlere ait metanol ekstraktlarinin 765 nm’de absorbanslar1 ve gallik
aside es degerkonsantrasyonlari.

Tiirler Absorbans (765 nm) mg/ml GAE
A.stylosum sogan 0.587 6.398
yaprak 0.498 5.589
Asibthorpianum | S0gan 0.648 6.556
yaprak 0.546 6.187
A.deciduum sogan 0.512 5.836
subsp. deciduum | yaprak 0.446 4.925
A.deciduum sogan 0.487 5.263
subsp. retrorsum yaprak 0.398 4,569

3.2 EI-MS Sonuclari

Etken maddenin  tayininde 'H-NMR ve Kiitle spektroskopisi (EI-MS)
yontemleri kullanildi. Bilesik selilloz plaga tatbik edilip %30’luk CH3COOH
sisteminde yiritildi. Plaktaki lekenin NA belirteci piiskiirtiiliip UV lamba (366 nm)
altinda ve NHj; buharina tutulup incelendiginde koyu mor renkte goriilmesi C-5
konumunda -OH, C-4' konumlarinda —OCHj; gruplarinin bulunabilecegini

gostermektedir.

Sekil 3.11 : Plakta lekelerin goriintiilenme agamasi.

'H-NMR spektrumunda (400 MHz, CDCls); ¢ 3,82 (3H, s) ve 6 3,83 (3H, s)’de
izlenen sinyaller molekiilde iki metoksi grubunun varligini belirtti. 12,78 ppm’de

(1H, s) izlenen pik C-5’deki OH grubuyla C-4’deki karbonil grubunun molekdl ici
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hidrojen bagi yaptigin1 gosterdi. 6,52 ppm’deki (1H, s) pik H-3 protonunu, 6,32
ppm’deki (1H, s) pik H-6 ve 6,42 ppm’deki (1H, s) pik H-8 protonlarini
gostermektedir. 6.96 ve 7.78 ppmde izlenen dd’ler B halkasindaki H-2', H-3" (2,35;
11,72 Hz) ve H-5', H-6' (2,35; 11,91 Hz) konumlarindaki proton sinyalleridir. (SeKil
3.13). Bu izolasyon yontemleri sonucunda bilesigin Apigenin 7,4'-di-metil eter (5-
Hidroksi-7,4'-dimetoksiflavon) oldugu tespit edildi. Bilesigin yapis1 Sekil 3.12°de

verilmistir.
OCHj
H,CO 0
OH O
Sekil 3.12 : Apigenin 7,4’-di-metil eter.
298
100
50
255 o490
95 132
. i 17 166 e

40 40 a0 100 120 140 140 180 200 220 240 260 280 300

Sekil 3.13: Apigenin 7,4’-di-metil eter’in EI-MS spektrumu.
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3.2 Antibakteriyal Aktivite Sonuclar:

Ekstraktlarin mikroorganizmalar {izerindeki

etkisi

‘Agar Kuyu Difiizyon

Yontemi’ ile belirlenmistir. Bakteriyel gelismenin inhibisyonu (engellenmesi) her bir

disk cevresinde olusan seffaf inhibisyon zon ¢apinin dl¢iilmesiyle degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismada gram pozitif bakteri olarak Staphylococcus aureus ATCC 29213,

gram negatif bakteri olarak Escherichia coli ATCC 11230 suslari kullanilmustir.

Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp.deciduum ve subsp.

retrorsum bitkilerinin etanol ve metanol

ekstraklarinin ve

kontrol amaciyla

kullanilan antibiyotiklerin ¢alismada kullanilan suslar {izerindeki inhibisyon etkileri

Tablo 3.8, 3.9, 3.10, 3.11 ve 3.12°de verilmistir.

Tablo 3.8 : Allium stylosum ekstraktlarinin antibakteriyal aktiviteleri.

Mikroorganizmalar

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Escherichia coli ATCC

Staphylococcus aureus

11230 ATCC 29213
Allium stylosum 02 | 04 | 05 06 | 02 | 04 0.5 0.6
yaprak (Etanol) - - - - 1.8 | 3.8 7.9 4.3
sogan (Etanol) - 21 | 40 | 41 - - - -
yaprak (Metanol) - - - - - - - -
sogan (Metanol) - - - - - - - 1.7

D: Denenmedi

-: Antibakteriyal etki yok

Tablo 3.9 : Allium sibthorpianum ekstraktlarinin antibakteriyal aktiviteleri.

Mikroorganizmalar

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Escherichia coli ATCC

11230

Staphylococcus aureus
ATCC 29213

Allium
sibthorpianum

02 | 04 | 05

0.6

0.2

0.4

0.5

yaprak (Etanol)

1.0

sogan (Etanol)

24 | 43 | 59

D

3.7

4.6

yaprak (Metanol)

sogan (Metanol)

D: Denenmedi

-: Antibakteriyal etki yok
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Tablo 3.10 :

aktiviteleri.

Allium deciduum subsp. deciduum ekstraktlarinin antibakteriyal

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Mikroorganizmalar

Escherichia coli ATCC

Staphylococcus aureus

11230 ATCC 29213
Allium deciduum 15 | o4 | o5 | 06 | 02 | 04 | 05 | 06
subsp. deciduum
yaprak (Etanol) - - - D - 4.2 3.1 D
sogan (Etanol) - - - - - - - -
yaprak (Metanol) - - - - - - - -
sogan (Metanol) - - - 1.0 - 1.0 3.0 3.9

D: Denenmedi

-: Antibakteriyal etki yok

Mikroorganizmalar

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Escherichia coli ATCC

Staphylococcus aureus

11230 ATCC 29213
Allium deciduum 02|04 |05|06|02]|04]05]| 06
subsp.retrorsum
yaprak (Etanol) - - - - - 3.8 - -
sogan (Etanol) - - - - - - 3.5 4.1
yaprak (Metanol) - - - 2.0 - - - -
sogan (Metanol) - - - 1.2 - - - -

Tablo 3.11: Allium deciduum subsp.retrorsum ekstraktlarinin antibakteriyal

aktiviteleri.
D: Denenmedi

-: Antibakteriyal etki yok

Tablo 3.12 : Baz1 antibiyotiklerin ¢alismada kullanilan suslar {izerindeki inhibisyon

zon degerleri.

Mikroorganizmalar

Inhibisyon zon ¢ap1 (mm)

Escherichia coli ATCC

Staphylococcus aureus

11230 ATCC 29213
Antibiyotikler 02| 04 0.5 06| 0.2 0.4 0.5 0.6
Penisilin D 55 6.7 D
6.3 8.0
Azitromisin 104 95 [ 13.0 12.1
9.4 8.6 | 10.0 114
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Allium stylosum, Allium sibthorpianum ve Allium deciduum subsp. deciduum
bitkilerinin etanol ve metanol ekstraklarinin ve kontrol amaciyla kullanilan bazi
antibiyotiklerin Escherichia coli ATCC 11230 ve Staphylococcus aureus ATCC
29213 bakteri suslari tizerine etkisi Sekil 3.14, Sekil 3.15, Sekil 3.16 ve Sekil 3.17°

de verilmistir.

Sekil 3.14 : Allium stylosum ekstraktlarinin Staphylococcus aureus ATCC 29213 ve
Escherichia coli ATCC 11230 suslari tizerine etkisi.

Sekil 3.15 : Allium sibthorpianum ekstraktlarinin Staphylococcus aureus ATCC
29213 ve Escherichia coli ATCC 11230 suslari tizerine etkisi.
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Sekil 3.16: Allium deciduum subsp. deciduum ekstraktlarinin Staphylococcus aureus
ATCC 29213 ve Escherichia coli ATCC 11230 suslari iizerine etkisi.

Sekil 3.17: Antibiyotiklerin (Penisilin ve Azitromisin) Staphylococcus aureus ATCC
29213 ve Escherichia coli ATCC 11230 suslari iizerine etkisi.
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4. TARTISMA ve SONUC

Allium L. tiirleri (Allium stylosum, Allium sibthorpianum, Allium deciduum subsp.
deciduum ve subsp. retrorsum) iizerinde yapmis oldugumuz antioksidant ve
antibakteriyal aktivite ve igerik tanmima g¢alismalarindan elde etmis oldugumuz

sonuglar s6z konusu tiirlerin antioksidan kaynagi oldugunu ortaya koymaktadir.

Allium’un farkli tarlerinin antioksidan aktivitelerinin de incelendigi ve saptandigi
caligmalar yapilmistir. Gengaslan, (2007) yapmis oldugu ¢alismada, Allium rotundum
tiirlinlin ~ hem metanollu hem etilasetatli ekstresinin DPPH radikalini siipiiriicii
etkileri zayif bulunmustur. Siiperoksit anyon radikalini siipiiriicii etki bakimindan
bitkinin metanollii ekstresi etkisiz bulunmustur, etilasetatli ekstresinin ise giiclii
stiptiriicii etkisi gozlenmistir. Bitkinin metanollii ekstresinin lipid peroksidasyon
tizerine kuvvetli derecede inhibitor etkisi saptanmistir, etilasetatli ekstresinin ise lipid

peroksidasyon iizerine ¢ok az etkisi bulunmustur.

Chehregani ve dig., (2007) yapmis oldugu calismada Iran’da yayilis gdsteren
Allium tiirlerinin (A. atroviolaceum, A. eriophyllum var laceratum, A. scabriscapum,
A. stamineum, A. iranicum ve A. shelkovnikovii) antimikrobiyal etkisini Shigella
flexinix, Klebsiella pneamoniae, Bacillus subtilis, B. cereus, Staphylococcus aureus
ve Escherichia coli mikroorganizmalarina karsi test ettiginde sogan ekstraklarinin

daha giiclii etkiye sahip oldugunu bulmustur.

Kyung, (2011) yapmis oldugu ¢alismada farkli Allium tiirlerinde genel olarak
stilfiirlii bilesenlerin oldugu (aliin, metil siilfoksit, allisin) ortaya koymustur. Genel
olarak Allium cinsinin aktivitesine igerigindeki kiikiirtli bilesenlerin katkida

bulundugunu saptamustir.

Bu calismada Alliaceae familyasina ait endemik 4 bitki taksonunun gesitli
¢oziicliler kullanilarak elde edilmis ekstraktlarinin antioksidan, antibakteriyal
aktivitesi ve etken bilesigin karakterizasyonu arastirilmistir. Bitkisel materyaller
endemik oldugu i¢in bu bitkilerin antibakteriyal ve antioksidan aktivitesine iliskin

herhangi bir calismaya rastlanilmamistir. Bitki ekstraktlarinin toplam antioksidan
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aktiviteleri, B-karoten-linoleik asit model sistemiyle belirlendi. Bu sistem, (serbest
linoleik asitin inkiibasyonu sirasinda olusan peroksit {rlinlerinin [—karotenin
karakteristik sar1 rengine tepkime vererek gidermesi ve bu renk giderinin
spektroskopik olarak takip edilmesi esasina baglidir) herhangi bir antioksidan
bulunmadiginda [-karotenin renginin hizla agilmasi esasina dayanir. Sisteme
antioksidan igerikli ekstraktlarin ilave edilmesi, linoleik asitten olusan peroksit
irlinlerinin bu antioksidanlarla notralize edilmesini saglar ve bunun sonucu olarak da
B-karotenin karakteristik sar1 rengi korunmus olur. Dolayisiyla orneklerin daha

yiiksek absorbansi daha yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermektedir.

Linolenik asit + H,0(O;) —» Konjuge dienler ve Bozunma iiriinleri

l

B-karoten Repk acilimi
Linoleik asit + H,O(O,) + B-karoten + Antioksidant —Rengin korunumu

Allium stylosum, A.sibthorpianum, A.deciduum subsp. deciduum ve subsp.
retrorsum Dbitkilerinin  etanol, metanol, aseton ve benzin o&ziitlerinin toplam
antioksidant aktiviteleri B-karoten-linoleik asit sistemiyle belirlenen antioksidan
aktivite sonuglar1 Tablo 3.1°de verilmistir. En yiiksek antioksidan aktivite (%81.38)
A.sibthorpianum tiiriiniin  sogan kisminin metanollii ¢oziicii ile elde edilen
ekstraktinda goriilmistiir. Ekstraktlarin en diisiik antioksidan aktivitesi (%41.87)
A.deciduum subsp retrorsum yer istii kisimlarinin benzin ile elde edilen ekstraktinda
goriilmiistiir. Ayn1 bitkilerden farkli ¢oziiciilerle elde edilen ekstraktlarinin
birbirlerinden ¢ok farkli antioksidan aktivite gostermesinin sebebi olarak ¢oziiciilerin
polariteleri gosterilebilir. Ekstraktlarin bu cesitli antioksidan aktiviteleri, etkili

hidrojen verme yeteneklerine ve serbest radikal giderislerine baglanabilir.

Arastirmacilar tarafindan bir¢cok bitki toplam antioksidan aktivite yoniinden
incelenmistir. Tepe ve dig., (2005) yurdumuzda yayilis gosteren 5 Allium tiiriniin
metanollii ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini arastirmislardir. Bu c¢alismada
bitkilerin toplam antioksidan aktiviteleri % 60-70 arasinda ¢ikmistir ve BHT’e

nazaran daha az inhibisyon gosterdiklerini belirtmislerdir.

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt igerisindeki antioksidan

bilesiklerin hidrojenlerini verebilmelerine ve bilesigin yapisal konformasyonuna
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baghidir (Eryigit, 2006). |,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH') 517 nm de dalga boyu
maksimumuna sahiptir ve baz1 dogal bilesiklerin antioksidan aktivitesinin
belirlenmesinde serbest radikal olarak kullanilmaktadir. DPPH' serbest radikali,
asagidaki tepkime geregi kararli bir molekiil olabilmek i¢in antioksidan
molekiillerden bir elektron ya da hidrojen radikalini kolaylikla alabilmektedir. DPPH
ile bitki ekstrelerinin reaksiyonunun gosterdigi absorbansi ne kadar diisiik olursa
serbest radikal giderme aktivitesi o kadar biiyiik demektir. Kararli DPPH- en yiiksek
absorbans1 517 nm de verir. DPPH- radikalinin azalmasi ile absorbansin azalmasi
dogru orantidir. Absorbansin diismesinin sebebi; radikal ile antioksidan molekiillerin

reaksiyonu sonucu Hidrojen baglanmasi ile radikalin giderilmesi sonucudur.
DPPH" + A-H DPPH-H + A’
 —

Sekil 3.6, 3.7, 3.8 ve 3.9 incelendiginde tiim Oziitlerin derisimin artmasiyla,
antioksidant aktivitelerinin de arttigi gorilmektedir. A.sibthorpianum tiirliniin
sogan kisminin etanollii ekstraktinin serbest radikal giderim aktivitesi (%74.80) en
yiksek c¢cikmigtir. Bu sirayr A.sibthorpianum tiiriiniin  sogan kisminin metanollii
(%74.56) ve A.stylosum tiriinlin ~ sogan kismimnin metanollii (%73.75) ekstrakti
izlemektedir. En diisiik serbest radikal giderim aktivitesi A.deciduum subsp.
deciduum (%8.24) ve subsp. retrorsum  (%9.78) yaprak kisminin benzinli
ekstraktinda goriilmiistiir. Test edilen madde konsantrasyonu ile antioksidan
aktivitenin dogru orantili oldugu goriilmektedir. Fenoller, hidroksil gruplar
icermeleri nedeniyle radikal yok etme yetenegine sahip bilesiklerdir. Bu 6nemli bitki
bilesenleri hidroksil gruplarindan hidrojenlerini radikallere vererek kararli fenoksil
radikalleri olustururlar ve antioksidant aktivitede 6nemli rol oynarlar. Bu yiizden
bitki oziitlerinin antioksidant kapasitelerinin tayininde fenolik bilesik miktarlarinin

belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.

Genel olarak sonuglara bakildiginda c¢alisilan dort bitki taksonunundan
A.stylosum ve Asibthorpianum tiirlerinde, etanol ve metanol ekstraktlarinda
antioksidan aktiviteleri daha yiiksek bulunmustur. Ayni zamanda bitkilerin sogan
kismindan elde edilen ekstraklar daha etkili sonuglar vermistir. Bunun nedeni olarak
da icerdigi etken maddeler verilebilir. Ekstraklarda kullanilan ¢6ziiciilerin polariteleri

artttkca antioksidan aktiviteleri artmistir.
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A.stylosum, A.sibthorpianum, A.deciduum subsp.deciduum ve subsp. retrorsum
bitkilerinin takip eden ekstraksiyon ile elde edilen etanol ve metanol Gziitlerinin
toplam fenolik bilesik miktarlar1 FCR reaktifi kullanilarak, gallik asite esdeger olarak
hesaplanmistir. Tablo 3.6 ve 3.7°de verilen sonuglara gore oziitler arasinda en fazla
fenolik madde miktar1 A.sibthorpianum sogan metanol ekstresinde (6.556 mg/ml)
bulunmustur. Bunu A. stylosum sogan metanol ekstresi (6.398 mg/ml) takip eder.
Buradan fenolik madde miktar1 fazla olan 6ziitiin antioksidant aktivitesinin de fazla
olacagi sonucuna ulasabiliriz. Buradan da toplam antioksidant aktivitenin her zaman
fenolik madde miktarina bagli olmadigi, ancak antioksidant aktivite belirlemede

onemli bir parametre oldugu sonucuna ulasabiliriz.

A. stylosum metanol ekstresinin etken madde izolasyonunda *H-NMR ve EI-MS
spektrumlarindan yararlanilmis ve bu izolasyon yontemleri sonucunda ‘Apigenin’
isimli flavon grubuna ait bilesik izole edilmistir. Bitkilerde bulunan flavonoid miktari
da antioksidant aktivitenin belirlenmesinde belirleyici olabilmektedir. Allium
tirlerinin genelinde  fenolik bilesiklerin alt sinifi olan flavonoid grubuna ait
bilesiklerin yogun bulunmasi antioksidant aktivitesine dnemli katki saglamaktadir.
Ayrica  igerigindeki kikiirtlii bilesenlerden dolayr (6zellikle alliin ve allisin
bilesenleri) A. cepa ve A. sativum tiirlerinde oldugu gibi dogal antioksidan kaynagi

olarak kullanilmasina olanak saglamaktadir.

Godevac ve dig., (2008) Allium ursinum L. tiriiniin ugucu yagmin GC-MS
analizinde toplam yirmi adet bilesik kaydedip bu bilesiklerin siilfiir grubu bilesenler

oldugunu tespit etmislerdir.

Fossen ve dig., (2003) yapmis oldugu igerik ¢alismalarinda Allium cepa tiiriniin
2D NMR ve LC-MS elektroskopi spektrumlari analizinde flavonoid grubuna ait 6
adet antosiyanidin bilesiklerini izole etmislerdir. Yapilan analiz c¢alismalar

sonucunda flavonoid grubuna ait bilesiklerin daha yogun bulundugu saptanmustir.

Bitkilerin antibakteriyal ve antioksidant aktivitelerini etkileyen bir¢ok faktor
bulunmaktadir. Bitkinin toplandiginda hangi dénemde oldugu (¢i¢eklenme, tohum
olusturma vs.), ekstraksiyon teknigi, ¢oziiciilerin polariteleri, bitkisel materyalin taze
ya da kuru olmasi, kullanilan test mikroorganizmasi ve kullanilan metot gibi degisik

faktorler bitkinin aktivitesini etkiler.
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Etanol ve metanol ile elde edilen sogan ve yaprak ekstraklarinin antibakteriyal
aktivitesi incelendiginde en etkili olan ekstrakt (7.9 mm) inhibisyon zon ¢ap1 ile S.
aureus bakterisine kars1 A.stylosum tiirliniin yapraktan elde edilen etanollii ekstrakt
olmustur. E. coli bakterisine karsi ekstraktlar antibakteriyal etki gostermemistir.
Gram pozitif bakterilerin, Gram negatif bakterilerden daha hassas oldugu tespit
edilmistir. Bunun nedeni olarak Gram negatif bakterilerin dis membranlarinda
bulunan lipopolisakkaritler gosterilmektedir. Genel olarak Oziitlerin inhibisyon
etkisinin bakteriler tizerine etkisi daha zayif oldugu tespit edilmistir. Tim bitki
orneklerinde etanol 6ziitlerinin daha etkili oldugu tespit edilmistir. A. sibthorpianum
sogandan elde edilen etanollii ekstraki her iki bakteri tiiriinde de etkili olmustur. Bazi
ekstraktlar ise herhangi bir aktivite gostermemistir. Bu olgu, antioksidatif aktivite
konusunda ulasilan bulgularla da uyumlu olup bu durum ekstraklarin icerdigi

polifenol miktarinin ile baglantilidir.

Sasaki ve Kita (2003), agar difiizyon ve tiip diliisyon metotlarini kullanarak
sarimsak tozunun Bacillus anthracis’e karst inhibisyon gdsterdigini tespit

etmislerdir.

Stajner ve dig., (2008) yapmis oldugu c¢alismada Allium ursinum tiiriiniin sogan
ve yaprak kisimlarmin antioksidan 6zellikleri incelendiginde en yiiksek antioksidan
aktivite yapraklarda gozlenirken SOD antioksidant enzim aktivitesi sogan
ekstraklarinda gozlenmistir.

Najjaa ve dig., (2011) yapmis oldugu calismada Allium roseum tiiriiniin sogan,
yaprak ve cigcek kisimlarmin ii¢ ¢oziicii kullanarak yaptigi ekstraklarda c¢igek ve
yaprak kisimlarmin metanolik ekstraklarinda daha giiglii antioksidan aktivitesi

gosterdigini saptamigtir.

Lazarevic ve dig., (2010) Allium sphaerocephalon L. subsp. sphaerocephalon
tiriiniin antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesini arastirmislardir.  Antioksidan
aktivitesinin (160 000 + 111 pumol) a-tokoferol asetata esdeger olarak bulundugu
antimikrobiyal aktivitesi i¢in ise bes bakteri tiiriine (P.aeruginosa, E. coli, B.
subtilis, S. aureus ve S. abony) ve iki mantar (A. niger ve C. albicans ) tiiriine
karsilik MIC yontemiyle test edilmis olup sonug olarak MIC degerlerinin 0.08 and

0.63 mg ml™" arasinda degistigini saptamustir.
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Stajner ve dig., (2006) Allium giganteum tiiriiniin antioksidant &zelliklerini
arastirmiglardir. Cikan sonuca gore en yliksek antioksidan aktivitenin  taze

yapraklarda oldugu gozlenmistir.

Bu ¢alismada elde edilen sonuglar A. stylosum, A.sibthorpianum, A.deciduum
subsp.deciduum ve subsp. retrorsum bitkilerinin c¢esitli ¢oziiclilerle elde edilen
ekstraktlarinin, kolayca elde edilebilir bir dogal antioksidant kaynagi, muhtemel gida
katki maddesi ve farmasotik ve eczacilikta kullanilabilecegini gostermistir.
Antibakteriyal etkisi ise ¢ok yliksek degildir. Ancak ekstraktlarin bu aktiviteleri sahip
oldugu hangi bilesenlerden dolayr meydana geldigi belli degildir. Bu sebeble daha
sonraki ¢aligmalarda bu bilesenlerin belirlenmesi ve aktivite calismalarinin yapilmast

onerilmektedir.

Allium L. tiriiniin igerdigi kiikiirtlii bilesenlerinin aktivite ¢aligmalarina katkida

buluindugunu yapilan ¢aligmalarla desteklenmistir.
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