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KISALTMALAR

ABTS : [(2,2°-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline- sulfonic acid)]
WHO : Diinya Saglik Orgiitii

RNS : Reaktif Nitrojen Tiirler1

ROS : Reaktif Oksijen Tiirleri

DNA : Deoksiriboniikleik asit

NAD : Nikotinamit adenin dintikleotit
PUFA : Coklu doymamuis yag asitlri
Vit : Vitamin

G. : Gypsophila

G(+) : Gram pozitif bakteriler

G(-) : Gram negatif bakteriler

BHT : Biitillenmis Hidroksitoluen
BHA : Biitillenmis Hidroksi Anisol
ATP : Adenozin trifosfat

Azm : Azitromisin

P10 : Penisilin

M : Molar
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OZET

Gypsophila eriocalyx Boiss. ve G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var.
sphaerocephala TAKSONLARININ ANTIOKSIDAN ve ANTIBAKTERIYEL
AKTIVITELERININ BELIRLENMESI

Ulkemizde Caryophyllaceae familyasmm Silene (131 tiir) ve Dianthus’tan (69 tiir)
sonra 3. bliyiik cinsi Gypsophila’dir. Tirkiye Florasi’nda Gypsophila 10 seksiyon
icerisinde 33’l endemik 56 tiir ile tanimlanmaktadir. Gypsophila tiirleri saponin
icermesi bakimindan iyi bilinen bitkilerdir ve Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex
Tchich. var. sphaerocephala ve endemik olan Gypsophila eriocalyx Boiss.
Gypsophlia cinsine ait iki taksondur. Tibbi bitkiler diinyanin bir¢ok iilkesinde ¢esitli
kiiltlirlerde halk hekimliginde kullanim alanma sahiptir. Birgok arastirma da
gostermistir ki antioksidanlar, metabolizmamizda serbest radikallerin olusumunu
engelleyerek hiicrelerin zarar gormesini Onlerler. Gysophlia cinsine ait bitkiler
icerdikleri fitokimyasal maddeler nedeniyle kimya sanayide oldugu kadar tip
alaninda da kullanima elverigli bitkilerdir. Bundan dolay1 Gypsophlia cinslerinde
calisiimay1 bekleyen G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala ve G.
eriocalyx Boiss. lokalitesi belirtilen yerlerden toplandi ve toprak alti kisimlarinin
kloroform ile ekstraksiyonlar1 yapildiktan sonra total antioksidan kapasiteleri Trolox
esdegerliligine gore ABTS [2,2'-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-sulfonic acid)]
yontemi ile ve total fenolik miktar1 Folin-Ciocalteu kullanarak gallik asit
esdegerliligine gore belirlendi. Ayrica bu bitkilerin igerdigi bilesiklerden dolay1, 10

farkl1 bakteri iizerinde antibakteriyel 6zelliklerine de bakilmistir.

Anahtar kelimeler Gypsophila, G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var.
sphaerocephala, G. eriocalyx Boiss., Antioksidan Aktivite, Antibakteriyel
Aktivite, Toplam Fenolik Madde



SUMMARY

DETERMINATION of ANTIOXIDANT and ANTIBACTERIAL ACTIVITIES
of Gypsophila eriocalyx Boiss. and G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var.
sphaerocephala Boiss. TAXA.

Gypsophila is the 3th biggest genus in family of Caryophyllaceae to Turkey.
Gypsophila 1s determinated with 10 section and it consists of 56 species, of which 33
are endemic to Turkey in Flora of Turkey. Gypsophila species are well known due to
the fact that they contain saponin chemicals Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex
Tchich. var. sphaerocephala, and Gypsophila eriocalyx Boiss. which be endemic to
Turkey are two taxa from Gypsophila genera. Plants such as herbs have been used in
folk medicine for centuries in most of the cultures throughout the world. Many
researches bring up that antioxidants prevent cell-damage neutralizing free radicals.
Gypsophila species are suitable plants which they have been used by not only
chemical industry also medicine. Therefore, G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var.
sphaerocephala and G. eriocalyx Boiss. are two taxa for studying. These plants were
gathered from specified localities. Total antioxidant capacities of samples were
determinated with ABTS [2,2"-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline- sulfonic acid)]
method in terms of Trolox equivalent. Total fenolic contents were determined with
Folin-Ciocalteu reagent in terms of gallic acid equivalent after extraction was
obtained with chloroform from their underground parts. Also, the antibacterial
activities of these taxa collected from Denizli and Cankir1 were evaluated against 10

bacteria because of their phytochemical contents.

Key words: Gypsophila, G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var. sphaerocephala,
G. eriocalyx Boiss., Antioxidant Activity, Antibacterial Activity, Total Phenolic

Compounds
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1.GiRiS

Tirkiye, cografik konumunun yani swra bitki c¢esitliligi agisindan da bulundugu
cografyada dikkati ¢eken iilkelerin basinda gelmektedir. Tiirkiye 8988’1 dogal olmak
iizere 9222 iletim demetli bitki tiiriine sahiptir (Giiner ve dig., 2000). Tiirkiye’nin
floristik anlamda bu olaganiistii zenginlik ve ¢esitliligin sebeplerini farkli iklim
tiplerine, jeolojik ve jeomorfolojik cesitlilige, degisik habitat tiplerine, Anadolu’nun
dogusu ile batis1 arasindaki ekolojik farkliliklara sahip olmasmna ve ti¢ farkl bitki
cografyas1 bdlgesinin (Avrupa-Sibirya, Akdeniz, Iran-Turan) kesisim noktasinda yer

almasina baglayabiliriz.

Caryophyllaceae (Karanfilgiller), esasen Kuzey Yarmmkiire’nin sicak ve iliman
bolgeleri ile Akdeniz Bolgesi ve Gliney Y arimkiire’nin tropik daglarinda, 86 cinse ait
yaklagik 2200 tiirlii genis ve kozmopolit yayilis gosteren bir familyadir (Bittrich ve
dig., 1993). Tiirkiye Florasi’'nda Caryophyllaceae familyas1 35 cins ve 470 tiir ile
temsil edilmektedir. Ulkemizde Caryophyllaceae familyasinin Silene (131 tiir) ve
Dianthus’tan (69 tilir) sonra 3. biiyiik cinsi Gypsophila’dir (Korkmaz, 2006;
Davis, 1967).

Tiirkiye Florasi’'nda Gypsophila cinsi, 10 seksiyon igerisinde 56 tiir ile temsil
edilmektedir (Huber-Morath, 1967; Davis ve dig., 1988; Ataslar ve Ocak, 2005;
Hamzaoglu, 2012). 33’u endemik olan bu taksonlarin ¢ogu tip lokalitesinden bilinir
(Korkmaz, 2006; Davis,1967; Giiner ve dig., 2000). “Gypsophila” adi, tiyelerinin
Jjips “gyps” igeren kalsiyumca zengin topraklarda yayilis gostermesinden dolayi
verilmistir.

2 13 2 13

Halk arasinda “Cogen”, “Coven”, “Cuvan” ve “Coven otu” “Helva koki”, “Tarla
¢oveni’, “Helva c¢oveni”, “Sabunotu”, “Sark c¢Oveni” olarak adlandirilan
Gypsophila’dan ¢ok degisik sekillerde yararlanilmaktadir. Gypsophila tiirleri saponin
maddelerini igermesi bakimidan iyi bilinen bitkilerdir. Bu nedenden dolay1 ¢esitli
endiistriyel alanlarda da kullanilmaktadir (Acebes ve dig., 1998). Kokleri toplanan

narin goévdeli bitkilerden elde edilen madde, gevreklik kazandirmasi amaciyla



helvaya katilmaktadir. Yine ¢ogu tiirlerinin koklerinden sabun ve likor yapiminda
kullanildig1 da bilinmektedir. Dogu Anadolu bdlgesinde yerli halk tarafindan bu
kokler yerli bir gida ¢esidi olan otlu peynirin hazirlanmasinda da kullanilmaktadir
(Ozgelik ve Ozgokee, 1995). Biitiin bunlarin yam sira ¢ogu Gypsophila tiiriiniin
kiiltiirii yapilmakta ve ¢igekcilerde bolca satilan 6nemli siis bitkileri arasinda yaygin
olarak goriilmektedir (Huber-Morath, 1967). Dogal Gypsophila tiirlerinin kiiltiire
almmasi, cigekcilik potansiyellerinin arastirilmasi ve iretilmeleri iizerine yapilan
arastirmalarm giderek artmasi beklenmektedir. Bu dogrultuda caligmalar yapan Bat1
Akdeniz Tarimsal Arastirma Enstitiisii elemanlarinca ¢ok yilliklarm yani sira tek
yillik tlirlerden bazilarmi da kiiltiire alma caligmalari bir proje kapsaminda

yiiriitiilmektedir (Ozcelik ve Korkmaz, 2011).

Isparta yoresinden Israil’e satilan ¢ok yillik ¢dvenlerin rizomlar1 yangm sondiiriicii
imalatinda kullanilmaktadir. Yorede Cevgen, Helva Kokii, Helva Coveni, Sark
Coveni ve Tarla Coveni gibi degisik adlarla bilinen Gypsophila iiyeleri (Ozellikle
Beysehir-Isparta ¢oveni olarak bilinen G. perfoliata) son zamanlarda dikkatleri
iizerine ¢eken popiiler bir kiiltiir bitkisi olarak goriinmektedir. Ayrica gevreklik ve
hos koku vermesinden dolay1 helva ve dondurma yapiminda lezzetlendirici ve agday1
agartict olarak kullanilmaktadir. Her y1l Almanya, Misir ve Yunanistan gibi tilkelere
200-250 ton ¢oven ihrag edilmektedir ve 1993 ihracat verilerine gore yilda 267.4 ton
olan ihracat payina sahiptir (Anonim, 1993; Sezik, 1982).

Gypsophila taksonlar1 saponin igermesinden dolay1 iyi kopiirme 6zelligine sahiptir.
Bu nedenle sabun, yangm sondiiriicii ve deterjan iiretimlerinde kullanilmaktadir.
Bunun yanmda hemolitik aktiviteye sahip olduklar1 da bilinmektedir. Tablo 1.1°de
baz1 Gypsophila taksonlarinin kopiirme ve hemoliz indeksleri ile ham saponozit
yiizdeleri verilmistir. Koklerin kaynatilmasiyla elde edilen 1lik su ipekli ve narin
kumaslarin temizlenmesinde kullanilmaktadir. ila¢ yapiminda ve altin agartmada da

kullanildig1 belirtilmektedir (Anonim, 2006).

Tirkiye, endemik bitkilerinin zenginligi bakimindan diinyanm 6nemli iilkelerinden
birisidir. Tiirkiye’deki endemik bitkiler, belirli dag ve dag silsilelerine lokalize
olduklar1 gibi, daha genis yayilisli endemikler de vardir (Erik ve Tarikahya, 2004).
Belirli bir dag veya silsile i¢in endemik bitkiler agisindan en zengin yer, bizim de
baz1 Gypsophlia cinsine ait tiirlerini ve diger bir¢ok flora iiyesini gozlemleme sansini

buldugumuz, yaklasik 250 endemik bitkiye habitat saglayan Amanos Daglari’dir.



Calisma konumuzda yer verdigimiz G. eriocalyx Boiss. Gypsophila cinsine ait

endemik bir tiirdir.

Tablo1.1: Baz1 Gypsophila iiyelerinin kimyasal analizleri. (Caglayanlar, 2006)

Takson Hemoliz indeksi.  Kopilirme indeksi. Ham saponozit (%).
G. bicolar 6.667-6.925 9.000-10.000 20-25
G. arrostii var. nebulosa 5.295-6.667 9.600-10.034 19-22
G. perfoliata var. anatolica 9.778-10.000 4.650-5.000 15-19
G. eriocalyx 3.385-3.659 1.800-2.000 10-14

Bitkilerin tedavi amagla kullanilmalar1 ¢ok eski yillardan beri siiregelmektedir.
Diinya {ilkelerinde oldugu gibi bir¢ok bitki i¢erdigi kimyasal maddeler bakimindan,
hastaliklarin tedavi edilmesinde &nemli rol oynamaktadir. Ulkemizde de deneme
yanilma yontemiyle bulunmus halk arasinda sifali bitkiler olarak bilinen bir¢ok bitki
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ylizden giliniimiizde bir¢ok bilim
adamu, bitkilerin yapisinda bulunan bitkisel antioksidanlari, sekonder metabolitleri ve

diger kimyasal maddeleri arastirmaktadir.

Diinya saglik teskilat1 (WHO) nin 91 iilke {lizerinde yaptig1 arastirmaya gore tedavi
amacli kullanilan tibbi bitkilerin toplam miktar1 20.000 civarindadir. Bunlardan 500
kadarmin liretiminin yapildigi kaydedilmektedir. Ayrica degisik amaglarla kullanilan
bitkilerin ¢ok azi farmokopilerde (Kodeks) kayithidir. Ornegin Tiirk kodeksinde
kayith bitki sayist 140 civarindadir. Halbuki halk arasinda tibbi amacla kullanilan
bitki sayis1 ¢ok fazladir (Kalaycioglu ve Oner, 1994).

Bircok bitki icerdigi dogal antioksidanlar sayesinde viicudu serbest radikallerin olas1
zararlarina karsi koruyucu etkiye sahiptir. Organizmada serbest radikaller gerek
normal metabolik faaliyetlerin bir yan iirlinii olarak, gerekse radyasyon, ilaclar ve
diger zararlh kimyasallarin etkisi ile olusur. Olusan bu Serbest radikaller hiicresel
hasarlara neden olarak hiicrenin Oliimiine sebebiyet verir. Antioksidanlar
viicudumuzda dogal veya dis faktorlerin tetiklemesiyle olusan bu serbest radikallere

kars1 savunma mekanizmasini iistlenmistir. (Kazang, 1997).

Gilintimiizde antioksidanlar ile ilgili calismalar ¢ok 6nem gormektedir ve bir¢ok bitki
icerdigi bilesikler sayesinde dnemli diizeyde antioksidan aktiviteye sahiptir (Abascal

ve Yarnell, 2002). Cesitli bitkilerle ilgili antioksidan aktivite calismalar1 mevcuttur



fakat ¢aligmada kullandigimiz bu iki taksonun toprak alt1 kisimlari ile ilgili herhangi

bir antioksidan aktivite ¢calismasina yapilan litaretiir taramalarinda rastlanmamustir.

Bir¢ogu insanlarda denenmis olan fitokimyasallarin kullanilmakta olan ilag
bilesimlerinde yer alma olasiliginin yiiksek olmasi antimikrobiyal bitki Oziitleri
konusuna ilginin artmasina neden olmustur. Bilinen tiim antibiyotiklere direng
gelistirmekte olan bakterilerde, ilag direncliligi artmakta ve yayilmaktadir. Bu
nedenle ilaglara alternatif olarak tibbi bitkilerin kullanilmasi 6nerilmektedir ve bazi
geleneksel bitkiler antimikrobiyaller olarak kullanilmaktadir. Ortalama olarak her yil
mikroorganizma kaynakli olarak iki ya da {i¢ antibiyotik etkisiz hale gelmektedir.
Ayrica geleneksel antibiyotiklerin regetesiz ve yanlis kullanimindan kaynaklanan
problemler insanlar tarafindan artik idrak edilmektedir. Bu nedenle, bitkisel katkilar
ve dogal yiyecek kaynaklar1 agisindan ¢oklu bitki karigimlar1 gegerli hale gelmekte
ve bunlarla tedavi yaygmlasmaktadir (Abascal ve Yarnell, 2002). Bu nedenle
orneklerimizde toplam antioksidan ve fenolik kapasitesinin yaninda antibakteriyel

aktivite de galigildi.

1.1 Tezin Amaci

Bu ¢alismada, Caryophyllaceae (Karanfilgiller) familyasindan Gypsophila cinsine ait
Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala ve Gypsophila
eriocalyx Boiss. taksonlarinin toprak alt1 kisimlarindan elde edilen ekstraktlardan,
toplam antioksidan kapasite, toplam fenollik icerik ve antibakteriyel aktivitenin
belirlenmesi amacglanmistir. Gypsophlia cinsine ait taksonlar; tip, ila¢ sektorii, gida,
kozmetik ve kimya sanayi gibi endiistriyel ve saglik alanlarimda kullanim alani ¢ok
genis ve ekonomik degeri yiiksek olan bitkilerdir. Gypsophlia sphaerocephala var.
Fenzl ex Tchich. sphaerocephala ve Gypsophila eriocalyx Boiss. de bu bitkiler
icersinde yer alan calisilmaya bekleyen iki taksondur. Bu taksonlarm toplam
antioksidan aktiviteleri, toplam fenolik madde miktarlar1 ve antibakteriyel 6zellikleri
belirlenerek bilim diinyasma yeni bilgiler kazandirilmasi, ekonomik alanda
kullaniminin bilimsel bilgilerle ve deneylerle desteklenmesi amaglanmaktadir. Tibbi
bitkiler arasinda 6nemli bir yeri olan ve halk hekimliginde de kullanilan bazi
Gypsophlia tiirlerinin insan kolon kanseri ve gastrik kanser hiicreleri iizerinde
sitotoksik etkilerinin oldugu belirlenmistir (Bai ve dig., 2007). Organizmada, oksijen

kullanim1 sirasinda eslenmemis elektron iceren serbest radikaller adi verilen atom



veya molekiiller olusur. Bu molekiiller hayati 6neme sahip hiicre elemanlarindan
elektron alarak eslenir, boylece hiicre zar1 ve hiicre yapisini bozar. Antioksidanlar
hiicre koruyucu tedavi saglamakta ve dejeneratif hastaliklardan korunmada
onemlidir. Ayrica bakterilerin antibiyotige karsi gelistirdikleri dirence alternatif
olarak bu bitkilerin antibakteriyel 6zelliklerinin calisilmasit da amaglanmistir. Bu
nedenlerden dolay1 ¢alisma konumuzu olusturan ve yapilan literatiir taramalarinda
daha once toprak alti kisimlarinda antioksidan c¢alismalarina rastlanmayan,
Gypsophlia sphaerocephala var. Fenzl ex Tchich. sphaerocephala ve Gypsophila
eriocalyx Boiss.’in toplam antioksidan aktivitelerinin ve toplam fenolik madde
miktarinin belirlenmesi biiyilk 6nem arz etmektedir. Bu ¢aligmayla bilim diinyasina
yeni degerli bilgiler kazandirilacaktir. Yapilacak bu g¢aligma ile literatiire katk:

saglanacagi diisiiniilmektedir.

1.2 Literatiir Ozeti

Sezik ve dig. (1983b), antifungal etkiye sahip Gypsophila tirlerini, miselyum
meydana getirilerek ¢ogalan cesitli mantarlara (Alternari solani, Aspergillus flavus,
A. fumigatus, A. niger, A. ochraceus, A.versicolor, Fusarium oxysporum ve Candida
albicans) kars1 kullanmiglardir. Arastirmalar1 sonucunda; Gypsophila arrostii' den
elde edilen ham saponozitin miselyum meydana getirerek tireyen funguslara karsi
yiiksek konsantrasyonlarda, G. albicans'in 100-200 mg/ml konsantrasyonlarindan
daha yiiksek konsantrasyonlarda G. eriocalyx ham saponozitinin arastirmada
kullanilan funguslarm 3/8'ine, G. perfoliata ham saponozitinin ise 1/8'ine antifungal

etki gosterdigini belirmiglerdir.

Sezik ve dig. (1983a), cesitli viriislere kars1 (Polioviriis tip-1, Herpes simplex tip-1
ve tip-2, Vesicular stomatitis, Influenza A2 ve Parainfluenza tip-1) Gypsophila
tlirlerinin antiviral etkisini arastirmislardir. G. arrostii var. nebulasa, G. bicolor, G.
perfoliata ve G. eriocalyx tirleri V. stomatitis viriisii lizerine etkili olurken,
Parafainfluenza tip-1 virlistine karsi etkili olmadigin1 ve G. bicolor tiirliniin anilan

son virlis hari¢ biitiin viriislere karsi etkili oldugunu saptamiglardir.

Baytop (1983), ¢oven kokiiniin Anadolu’da muhtelif Gypsophila tiirlerinden elde
edildigi icin, ticarette kullanilan koklerdeki saponin miktarmin % 5- 20 arasinda
degisim gosterdigini, drog kalitesi hakkinda bir fikir elde etmek i¢in koklerde

koplirme indeksinin 12.000 ile 14.000 arasinda olmasi gerektigini bildirmistir.

5



Koklerdeki saponini elde etmek i¢in petrol eteri ile yag ve reginelerinden kurtarilmis
olan koklerin kaynar metanol ile tiiketilip, ayrilan kismin yogunlastirilip sogutulmasi
gerektigini ve daha sonra ¢dken saponinin siiziilerek, kurutulmasi gerektiginin

iizerinde durmuslardir.

Sezik ve dig. (1986), ““Tiirk Coveni’’ olarak kullanilan 4 ayr1 Gypsophila tiirii
bulundugunu, bunlardan G. bicolor (Van Coveni)'da % 20-25, G. arrostii var.
nebulosa (Konya, Beysehir, Isparta Coveni)'da %19- 22, G. eriocalyx (Corum-
Yozgat Coveni) de %10-14 ve G. perfiolata var. anatolica (Nigde Coveni)'da % 15-

19 arasinda saponin bulundugunu yapilan ¢alismalar sonunda belirtmislerdir.

Anonim (1987), c¢oven koklerinin ilkbahar son yagmurlarindan sonra, bitkinin
meyveye gecme zamanma kadar (Mayis- Temmuz aylar1 arasinda) toplandigi,
bulundugu boélgelerde yore halkinin ekonomik olarak kullanilan tiirleri ¢cok 1iyi bir
sekilde teshis ettigi bulunmustur. Covendeki saponin oraninin % 15- 25 arasinda,
hemoliz indeksinin 3.380- 10.000, kopiirme indeksinin de 1.800- 10.030 arasinda
degisim gosterdigi, hemoliz ve kdpilirme indeksinin sanayide, kdplirme indeksinin ise
gida sanayinde Onemli oldugunu ve kalite tespitinde bu degerlere bakildig:

belirtilmektedir.

Baylan (1990), tahin helvas1 iiretiminde, 6zellikle zamanla yag sizdirmasini 6nlemek
amaciyla, bir katki maddesi olarak her zaman ¢oven kokii ekstrakt: kullanilmasima
bagl olarak, bu gidalarin bilesiminde saponin bulundugunu, helva iireticilerinden
aldiklar1 ¢oven suyu Orneklerinde, ekstraktm % 0.56- 1.62 oraninda saponin
icerdigini tespit etmistir.

Cevrimli (1990), piyasada kullanilan alkil ve aril siilfanat tipi deterjanlarin cevre
kirliligine ve insan sagligina olan olumsuz etkileri nedeniyle, ¢covende (Gypsophila
arrosti) bulunan saponinin, deterjan yiizey aktif maddesi olarak kullanilmasinin daha
yararli olacagini, bitkinin igerdigi saponinin ¢ok rahat bir sekilde yiizey aktif
maddesi olarak hem yangmn sondiriiciilerde hem de sabun sanayisinde
kullanilabilecegi, bu sayede bitkinin iiretiminin artmasi gerektigi, bitki koklerinde %

18 oraninda saponin tespit ettigini bildirmistir.

Zucker ve dig. (1997), Avrasya Kitasin’da tek yillik, iki yillik ve ¢ok yillik olmak
iizere 125 Gypsophila tiirii bulundugunu, bu tiirlerden bazilarmnin siis bitkisi olarak

kullanildigini, en 6nemli tiiriin ise G. paniculata tirii oldugu, bitkinin ¢ok yillik



olmasma ragmen tek yillik olarak yetistirildigi, ¢icekgilikte, ana bitkilere benzer
bitkiler elde edilmesi, kisa siirede ¢iceklenmeyi saglama ve genetik ag¢ilimin

olmamasi i¢in dal ¢eligi ile ¢ogaltmanin avantajli oldugunu belirtmislerdir.

Gaygisiz ve Akmerdem (1998)’e gore; “Coven” olarak bilinen bitkiler, degisik
ozelliklere sahip olmas1 nedeniyle bir¢ok bilim dalini ilgilendirmekte olup ilag, gida
iirlini, temizlik {irlinti, park ve bahgelerin siislemesinde kullanilabilmesi nedeniyle,
ziraatgilarin, gidacilarin, kimyacilarin, eczacilarm, peyzajcilarin, tekstilci ve

kuyumcularin ilgi alani i¢erisindedir

Kutluk ve Aytug (2000), Tirkiye’yi 29 iiniteye bolen kareleme sistemini (Tirkiye
Florasr’'nda kullanilan ve her biri 42.000 km® alami kapsayan Grid Sistemi)
kullanarak, Akdeniz floristik bolgesi ile Iran-Turan floristik bdlgesinin bat1 ve dogu
sektorleri arasinda Tiirkiye’nin en yiiksek endemizm oranina sahip alanlarinin yer

aldigmi belirlemistir.

Battal ve dig. (2003), Anadolu kdkenli ¢ovenlerde ham saponin miktarinin % 10- 25
oraninda oldugunu, Tiirkiye’nin farkli bdlgelerinde yayilis gosteren, G. bicolor
Grosh., G. perfoliata var. anatolica, G. venusta Fenzl., G. eriocalyx Boiss., ve G.
arrostii Guss. var nebulosa tirleri ile yaptiklar1 arastirmalarda, sirasiyla, % 19.58, %
14.44, % 12.65, % 12.39 ve % 11.58 oraninda saponin bulundugunu, protein oraninin
ise sirasityla % 8.01, % 7.80, % 8.38, % 8.15 ve % 6.92 olarak tespit edildigini
bildirmektedirler. Calismalarinda, koklerde o6glitme iriliginin ve ekstraksiyon
siiresinin saponin orani iizerinde etkili oldugunu, ekstraksiyon siiresi uzadikca suya

gecen saponin miktarmda bir artis oldugunu belirmislerdir.

Babaoglu ve dig. (2004), toksik seviyede bor igeren topraklarin bitkisel yolla
temizlenmesinde kullanilabilecek bitki tiirlerini  arastirdiklar1 ¢alismalarinda,
Gypsophila sphaerocephala var. sphaerocephala (koklerde 51+11 mg/kg,
yapraklarda 3345+ 341 mg/kg) ve Gypsophila perfoliata ( kdklerde 57+16 mg/kg ve
yapraklarda 1490+£172 mg/kg) gibi bazi1 Gypsophila tiirlerinin topraktan yiiksek
konsantrasyonlarda bor elementini biinyelerine aldigini, bu konsantrasyonun bitkinin

toprak tistii aksaminda, koklerden daha yiiksek oldugunu belirmislerdir.

Ataslar ve Ocak (2005), bircok Gypsophila tiiriiniin kiiciik alanlarda yayilis
gosterdigini, bu alanlardan bir kisminin merkezinin Tiirkiye, Kafkasya, Kuzey Irak

ve Kuzey Iran oldugunu, diinyadaki 126 Gypsophila tiiriinden, 75°nin bu bdlgede



bulundugunu ve bu 75 tiirden 49’nun endemik oldugunu, Tiirkiye’de 10 seksiyonda
54 Gypsophila tiri bulundugunu, ancak belirledikleri Gypsophila osmangaziensis E.
Ataslar & A. Ocak, sp. nova yeni tirii ile bu saymm 55°e yikseldigini
bildirmislerdir.

Hebestreit ve dig (2006), bazi hiicre tiplerinde, Gysophlia tiirlerinin saponin ve
agrostin karigimlarmin hiicrelerde lektinlerin sitotoksititesini artirdigi ve bazi kanser

tiplerine karsi sitotoksik aktivitesi oldugunu rapor etmislerdir.

Valko ve dig. (2007), reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve reaktif nitrojen tiirlerinin
(RNS: 6rnegin, Nitrik oksit) organizmada DNA, protein, lipid gibi hayati 6nemi olan
molekiillere saldirarak zarar verdiklerini, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar,
diyabet, Norodejenaratif hastaliklar (alzaymir ve parkinson) gibi bir¢ok ciddi
hastaliklara yol agtig1 belirtilmistir. Antioksidanlarin gerek metabolizmanin iirettigi
serbest radikalleri gerekse distan maruz kalman cesitli sebeplerden dolay1 olusan
serbest radikallere kars1 viicutta bir savunma mekanizmas1 baslattigi

vurgulanmaktadir.

Khalaf ve dig. (2008), ¢ok sik kullanilan baz1 tibbi bitkilerin metanolik ham 6ziitleri
ile serbest radikal siiplirme aktiviteleri standart antioksidant olarak askorbik asit
kullanarak incelenmislerdir. Serbest radikal siipiiriicii aktivite i¢in 1,1-difenil-2-
pikril-hidrazil serbest radikali kullanilmistir. Antioksidant aktivitesi en yiiksek, yesil
cayda (Camellia sinensis L.) gdzlenirken, siyah ¢ay (Camellia sinensis L.), Eugenia
caryophyllus (Spreng.) Bullock & Harrison (Karanfil), Piper cubeba L. (Kababe),
Zingiber officinale Roscoe. (Zencefil) ve Piper nigrum L., (Karabiber) onu azalarak
takip ettigini ve DPPH yontemi ile Trigonella foenum graecum L. (Cemen Otu) ve
Elettaria cardamomum L. Maton (Kakule), zayif serbest radikal siipiiriicii aktivite
gosterdigini belirtmislerdir. Bu calisma ile incelenen bitkilerin verimli antioksidant

aktivite 6zelligi gosterdikleri belirtilmistir.

Cevrimli ve dig. (2007) Gypsophila simonii tiriiniin koklerindeden ekstraksiyon
yoluyla elde edilen saponinin kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ¢alisilmiglar ve yeni bir
Gypsogenin ester olarak saponinin yapisal 6zelligini belirlediklerini belirtmislerdir

(C31H5103).

Serteser ve dig. (2009), Afyonkarahisar dolaylarinda yetisen 38 bitkinin antioksidan
aktiviteleri calisilmislardir. Bu bitkiler igersinde Gypsophila cinsine ait Gypsophila



eriocalyx Boiss., Gypsophila parva Barkoudah, Gypsophila pilosa Hudson,
Gypsophila perfoliata L. ve Gypsophila tubulosa (Jaub. & Spach) Boiss.
bulunmaktadir. Bu Gypsophila tirlerinin yaprak ekstraksiyonlarmin yoluyla DPPH
[di(phenyl)-(2,4,6-trinitrophenyl)iminoazanium)]  radikal  siliplirme  etkilerine
bakilmistir. Bu bitkilerin yaprak ekstraksiyonlarmin, ECsy (efficiency coefficinet)
(mg 6rnek/mg DPPH) ve AE (antiradikal aktiviteleri) karsilastirildiginda ¢ok biiytik

bir fark belirlenememistir.

Carlsen ve dig. (2010), antioksidan bilgi deposu i¢in yaptiklar1 calismada, ¢ok fazla
sayida bitkinin total antioksidan igerigini FRAP yOntemini modifiye ederek
belirlemiglerdir. Calismanin sonucunda giinliik hayatta tiikettigimiz diyetlerin toplam
antioksidan i¢eriginin ¢ok degisken oldugunu, en biiyiik antioksidan igerigine bitkisel

kaynakl1 yiyeceklerin sahip oldugu bildirilmektedir.

Daha 6nceden baz1 Gypsophila tiirlerinde cesitli bilesiklerin varligi bakilmistir. Yao
ve dig. (2010) yaptig1 ¢alismada Gypsophila paniculata L.’nin koklerinde ve Chen
ve arkadaslarinin (2010) Gypsophila altissima L. da yaptig1 ¢alismalarda triterponiod

saponinlerinin varlig1 belirlenmistir.

Hamzaoglu (2012), “A new species of Gypsophila and a new name for Silene from
Turkey” bashigi ile yaymladigi makalede Gypsophila turcica Hamzaoglu sp. nova
adli yeni tirii ile Tirkiye’de 55 olan Gypsophila tir sayisinin 56’ya ylkseldigi

belirtilmistir.

1.3 Hipotez

Bitkilerin tedavi amagla kullanilmalar1 ¢ok eski yillara dayanmaktadir. Diinya
iilkelerinin bir¢ogunda bitkiler icerdigi kimyasal maddeler bakimindan, hastaliklarin
tedavi edilmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Ulkemizde de deneme yanilma
yontemiyle bulunmus halk arasinda sifali bitkiler olarak bilinen bir¢ok bitki
hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir. Bu ylizden giliniimiizde bir¢ok bilim
adamu, bitkilerin yapisinda bulunan bitkisel antioksidanlari, sekonder metabolitleri ve
diger kimyasal maddeleri arastirmaktadir. Bitkilerin tedavi edici 6zellikleri yapisinda
bulunan antioksidanlar, sekonder metabolitler gibi fitokimyasal maddelerden

kaynaklanmaktadir.



Oksijenli solunum yapan canlilarda gerek dis faktorlerin etkisiyle olusan gerekse
dogal bir mekanizmanin sonucu olarak olusan serbest radikallerin bircogu canl
sistemlerde rol alan enzimler ve antioksidanlar yoluyla zararsiz hale getirilirler. Fakat
yiiksek dozlarda (oksidatif stres gibi) hiicresel zararlara yol acar (Martin ve Barret,
2002). Oksidan ve mutajen Ozellikte olan bu metabolizma yan {iriinleri DNA,
proteinler ve diger makromolekiillerde tahribata hatta hiicrenin Gliimiine neden
olarak kronik hastaliklar1 baslatir. Cesitli mekanizmalar sonucu ortaya ¢ikan serbest
radikallere karsi viicutta dogal bir savunma mekanizmasi1 vardir. Antioksidanlar

olusan bu serbest radikallere kars1 viicutta savunma mekanizmasini iistlenmislerdir.

Antioksidan hipotezleri, antioksidanlarin oksidatif zararlar1 engelleyebilecegini,
giinlik diyetle alinan antioksidan kaynaklarinin arttirilmasiyla kronik hastalik
olugsma risklerinin azalabilecegi yoniindedir. Bizimde c¢alismamizda kullandigimiz
bitkiler dondurma, helva, sultan lokumu gibi bir¢ok gida ve kozmetik {iriiniin i¢ine

girmektedir.

Genellikle ¢ogu ilacin yiiksek bitki kokenli oldugu bilinmektedir. Bitkilerin
mikroorganizmalar1 6ldiirlici ve insan saghgi i¢in onemli olan Ozellikleri 1926
yilindan bu yana laboratuarlarda arastirilmaktadir (Vonderbank, 1949; Digrak ve
dig., 1999). Diinya Saglik Orgiitii'niin (WHO) arastirmalarina gore tedavi amagli
kullanilan tibbi bitkilerin sayis1 20.000 civarindadir (Kalaycioglu ve Oner, 1994).

Tezin ¢alisma konusunu olusturan taksonlari (Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex
Tchich. var. sphaerocephala, Gypsophila eriocalyx Boiss.) toprak alti kisimlari,

fenolik icerige sahip potansiyel bir antioksidan kaynagidir.
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2. GENEL BIiLGIiLER

Tirk tarithinde de Lokman Hekim ile ilgili yazilar ve hatta mitolojik 6liime g¢are
buldugu inanis1 insanlarm dogada kendiliginden yetisen bitkilere ve bitkilerden
yapilan ilaglara ilgisini arttirmistir. Bir¢ok bitkinin tedaviye yardimci olmasi,
icerdikleri  antioksidanlar ve  fenoller gibi  fitokimyasal = maddelerden
kaynaklanmaktadir. T1bbi bitkilerin yetistirilmesi de ilmin gelismesine paralel olarak
artmustir. 13. yiizyllda Dogu diinyasmin taninmis bilim adami Ibn-i Sina 600°den
fazla bitkiden hazirlanan ilaglarin regetelerini vermistir (Demirhan ve Ozdamar,

2001).

Insanoglu cok eski zamanlarda beslenmesini saglamak amaci ile mevcut besin
maddelerinden faydalanma, daha sonra planli bir sekilde iiretme yolu secerken,
hastalik etmenlerine kars1 da kendini koruma yontemleri aramistir. Bu koruma bilinci
baslangicta iggilidiilerine dayanan bir yontem halinde belirmis aradan gecen ¢cok uzun
yillar i¢inde c¢evresinde bulunan hem ekolojik faktorleri hem de biyotik faktorleri
kendi tedavilerinde kullanma yoluna gitmislerdir. Bu artik iggilidiisel bir yaklasim
degil bilingli bir sekilde yararlanma durumu haline gelmistir (Demirhan ve Ozdamar

2001).

Coven rizomlarindan elde edilen ekstrakt: fabrikasyon olarak sabun ve likdrlerin
imalatinda, halk arasinda Oksiirik ve solunum sistemleri rahatsizliklarinda,
temizleyicilerde yangin sondiiriiclilerin yapisinda ise kopiirtiicii olarak, ayn1 zamanda
icerdigi saponinlerden dolayi, beyazlatic1 6zelliginin yani sira gevreklik kazandirici

olarak helva iiretimlerinde kullanilmaktadir (Ozgelik ve Ozgdkge 1999).

Baylan (1990)’na gore; ililkemizde, “Coven kokii” denildiginde bazi Gypsophila

taksonlarmin toprak alt1 kisimlar1 (rizom ve kok) anlasilmaktadir.

Bitki rizomlarinin dis yiiziiniin beyaz veya sarimsi renkte, kolay kirilgan bir yapida,
kokusuz veya hafif kokulu ve acims1 bir tada sahip oldugunu ve rizomlarin su ile

calkalandig1 zaman kalic1 bir kopiik olusturdugunu bildirmektedir (Sezik, 1982).
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2.1 Antioksidanlar

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
siiptirerek hiicrenin zarar gormesini engelleyen ve yapisinda genellikle fenolik
fonksiyon tagiyan molekiillerdir (Kahkonen ve dig., 1999). Viicutta kalkan gorevi
yapan bu kimyasal bilesiklerin 6zelligi, kendi elektronlarin1 vererek serbest
radikalleri notralize etmeleri ve bu sirada serbest radikal haline gelmemeleridir (Prior

ve Cao, 1999).

Antioksidanlarm insan saghigindaki yerini belirleyen en 6nemli faktorler, onlarin
kimyasal yapilari, ¢oziliniirliikleri, yapvaktivite iligkileri ve dogal kaynaklardan elde
edilebilmeleridir (Kaur ve Kapoor, 2001). Canli sistemlerde gerceklesen biitiin
fizyolojik siirecler; enzim, hormon ve iz elementler gibi farkli ajanlar tarafindan
yonetilen oksidasyon ve indirgenme reaksiyonlarinin kompleks kombinasyonlarini
icerir. Canlilarda redoks dengesinde meydana gelebilecek herhangi bir degisiklik,
hiicrelerin ve doku fonksiyonlarinin bozulmasina sebep olabilir. Antioksidan
maddeler dokularda dogal olarak bulunur ve farkli oksidasyon reaksiyonlarmni
diizenler. Ayrica, antioksidan maddeler veya antioksidan savunma sistemlerinde
bulunan bazi bilesenlerin endojen sentezinde meydana gelebilecek bir yetersizlik,

farkli hastalik tiirlerini meydana getirebilir (Cuttler ve Pryor, 1984).

Diizgiin calisan bir metabolizmada mitokondriyel sitokrom sistemi, sitozoldaki
organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Bu sistemin yetersiz kaldigi
durumlarda dogal enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale getirilemeyen
oksidanlar ilk olarak hiicre zarindaki yaglar1 etkileyerek “lipid peroksidasyonu” nu
baslatir. Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan c¢oklu doymamis yag
asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler, alkoller,
aldehitler gibi ¢esitli iirlinlere yikilmasi reaksiyonudur ve sonugta ortaya ¢ikan biyo-

aktif aldehitler hiicre hasarma neden olur (Benzer ve Ozan, 2003).

Lipid peroksidasyonu sirasinda yeterli diizeyde Vit-E ve Vit-C gibi antioksidan
vitaminlerin bulunmas1 halinde bu tip hiicresel hasarlarin Oniine geg¢ilebilir.
Tokoferoller (E-vitamini), askorbik asit (C-vitamini), karotenoidler, bioflavonoidler
ve retinoidler karasal kaynakli iirlinlerde ve alglerde bulunabilen antioksidan
bilesiklerdir. Tokoferollerden insan viicudunda en ¢ok a-tokoferol, daha sonra da y-

tokoferol bulunur. Tokoferol tiirlerinin antioksidan aktiviteleri arasinda farklar
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bulunmakta ve tekli oksijeni siipiirme kapasitesi alfa>beta>gamma>delta tokoferole

dogru gittikce azalir (Kazang, 1997).

Insan viicudunda tokoferol sentezlenemedigi i¢in disaridan almmak zorundadir.
Viicuda alinan tokoferol incebagirsakta emilir ve lenf yolu ile dolasima katilir. E
vitamininin  antioksidan  Ozelligi, serbest radikallerin  baglattig1  lipid

peroksidasyonunu inhibe etmesinden ileri gelir (Chan ve Decker, 1994).

Suda ¢6ziinen bir vitamin olan C-vitamini viicut sivisinda genellikle askorbat olarak
bulunur. Kolayca elektron vererek dehidro askorbik asite kendiliginden okside olur
ve superoksit, hidroren peroksit, hipoklorit, hidroksil radikali, peroksil radikali ve
tekli oksijent siipiiriicii etki gosterir. C-vitamini lipid peroksidasyonunu baslatmadan,
peroksil radikallerini su fazinda inhibe ederek, biyolojik membranlar1 peroksidatif

hasardan korur.

Diger Onemli antioksidan maddeler arasinda karotenoidler gelmektedir.
Karotenoidler sadece fitoplankton, algler, bitkiler ve smirli sayidaki mantar ve
bakteriler tarafindan iiretilebilen, 700°lin iizerinde yagda c¢oziinebilen tabiatta
pigmente sahip olan bir ailedir. Karotenoidler genel olarak havug, domates, greyfurt,
portakal, 1spanak gibi sebze ve meyvelerin kirmizi, turuncu, sar1 ve yesil

renklerinden sorumludur.

Antioksidanlar dogal antioksidanlar ve ilaglar veya sentetik olmak {izere iki grupta

toplanabilir.

Dogal antioksidanlar arasinda enzimler (superoksit dismutaz-SOD, katalaz-CAT,
glutation peroksidaz-GP, glutation rediiktaz, sitokrom-C-oksidaz,
hidroksiperoksidaz), = makromolekiiller  (seruloplazmin, transferrin, ferritin,
myoglobin, haptoglobilin) ve mikromolekiiller (B-karoten, A-vitamini, C-vitamini,
E-vitamini, tokoferoller, tiyol icerenler, glutation (GSH), N-asetil sistein, metionin,

kaptopril, ubiguinon) sayilabilir (Hilmi, 1994).

Sentetik antioksidanlarin gidalardaki kullanimi 1940'l1 yillarda BHA ve gallik asidin
esterlerinin oksidasyonu onlediklerinin anlagilmasiyla baglamistir. Demir ve bakir
gibi transisyon metallerinin zararl etkileri sitrik asit (CA), etilendiamintetraasetikasit
(EDTA) veya onlarin tiirevlerine metal deaktivatdor veya kelat ajani olarak etki
ettikleri ondan sonra bulunmustur. 1954’te ABD’de BHT’nin gidalarda
kullanilmasina miisaade edilmistir. Tersiyer biitil hidrokinon (TBHQ) 1972’°de ticari
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Olciide kullanilmaya baslamistir. Sentetik antioksidanlarin muhtemel karsinojenik
etkileri biiyliyen bir tepkiye neden olmaktadir. Boylece Japonya ve c¢ok sayidaki
diger tlke biitillenmis hidroksi anisol (BHA)’nin gidalarda kullanilmasina izin
vermemektedir. Ter-biitil hidrokinon (TBHQ)’nun da Kanada, Japonya ve Avrupa
iilkelerinde kullanimina izin verilmemektedir. Bu yiizden sentetik antioksidanlarin
yerine dogal antioksidanlarin kullanimi i¢in genel bir istek mevcuttur. Son yillarda
kanser vakalarmin artmasi ve bunun baslica sorumlusu olarak sentetik triinlerin
kullannminin deneyler sonucu da aci§a ¢ikmasi, insanoglunun dogal iiriinlere

yonelmeye zorlamstir.
Antioksidanlar baglica dort yolla oksidanlar etkisiz hale getirirler;

1. Sipirme etkisi: Oksidanlari daha zayif yeni bir molekiile doniistiirerek

etkisizlestirir. Antioksidan enzimler ve mikromolekiiller bu yolla etki eder. Ornek
olarak, siiperoksit dismutaz (SOD) ve glutasyon peroksidaz (GP) gibi enzimleri ve

metal baglayici bazi proteinleri verebiliriz.

2. Sondiirme etkisi: Oksidanlara bir hidrojen aktararak inaktive etmesine denir.

Vitaminler, flavanoidler, timetazidin ve mannitol bu sekilde etki eder.

3. Zincir reaksiyonlarini kirma etkisi: Zincirleme olarak devam eden tepkimeleri belli

yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Hemoglobin, seriiloplazmin ve agir

mineraller, oksidanlar1 kendilerine baglar ve inaktive eder.

4. Onarma etkisi: Oksidatif hasar gérmiis biyomolekiilii onarirlar. Bu grupta DNA

tamir enzimleri, metionin siilfoksit rediiktaz sayilabilir.

Canlilarda metabolik reaksiyonlar sonucu olusan serbest radikaller, cogu zaman lipid
oksidasyonuna ve buna bagli olarak da hiicre Oliimiine neden olmaktadir.
Antioksidan bir madde bu oksidasyonun cesitli asamalarinda yukarida 6zetlenen
mekanizmalar yoluyla koruyucu oOzellige sahip maddelerdir. Sentetik olarak
iiretilebildigi gibi dogal kaynaklardan da elde edilebilir. Bu tiir maddeler, olusan
serbest radikalleri ya dogrudan temizleyerek yada bu tiirlere elektron veya hidrojen
aktarimi yaparak etkisiz hale getirir. Genel anlamda iki tiir antioksidan madde
tanimlanir. Birincil antioksidan maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya
serbest radikal temizleyen tiirlerdir. ikincil antioksidan maddeler veya koruyucu
antioksidan maddeler ise, metallerin aktivasyonunu azaltic1 lipit hidroperoksitlerin

istenmeyen ugucu tiirlere par¢alanmasini engelleyen, tekli oksijen yakalayan ya da
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birincil  antioksidanlarin  yeniden  {iretimini  saglayan tiirlerdir.  Ayrica

mekanizmalardaki bu c¢esitlilik birgok maddenin arastirilmasina olanak saglamistir.

Gidalardaki bitkisel ve hayvansal yaglarin oksidatif yikimi, sekonder potansiyel
toksik bilesiklerin olusumuyla besin kalitesini ve giivenirligini azaltarak tat ve koku
bozunumundan sorumludur. Antioksidanlarin ilavesi besinlerin lezzetini, rengini
korumak ve vitaminlerin yikimini engellemek icin gereklidir. Gidalarda antioksidan
olarak tokoferoller de kullanilir. Raporlarim BHT ve BHA’ nin toksik oldugunu
gostermesi  ve tiiketicinin gida katki maddelerinin giivenirliligi hakkinda
bilingliliginin artmasi nedeniyle; diisiik etkisi, yliksek maliyeti olmasina ragmen
tokoferol gibi alternatif, dogal ve giivenilir daha fazla gida antioksidanlarinin

tanimlanmas1 gerekmistir (Wanasundra ve dig., 1998; Shahidi ve Alexander 1998).

2.1.1 Diyetsel antioksidanlar

Meyveler, tahillar, ¢esitli bitkisel ¢aylar, sebzeler ve giinliik diyetimiz i¢ine aldigimiz
bircok yiyecek antioksidanlar bakimindan zengindir. Bu besinlerin icerdigi
antioksidanlar kardiyovaskiiler koruma mekanizmalarina onemli bir katki sagladigi
disiiniilmektedir. Bu varsayim olduk¢a mantiklidir, ¢iinkii oksidatif hasarin genelde
vaskiiler bozukluk ve aterokleroz patolojisine neden olmasi ve serbest radikallerin
miyokardiyal iskemi-reperflizyon hasarina katildigi hakkinda giiclii kanitkar vardir
(Halliwel, 2000; Halliwel ve Gutteridge, 1990-1999; Paganga ve dig., 1999; Bolli ve
Marban, 1999; Gey, 1999; Lampe, 1999 Rosenfeld, 1998; Mallat ve dig., 1998;
Steinberg ve Lewis, 1997; Frankel ve dig., 1995). Bitkisel kaynakli dolayisiyla
antioksidan kaynagi olan diyetlerin kardiyovaskiiler ve diger mekanizmalar tizerinde

koruyucu etkileri oldugu bilinmektedir.

Giinliikk diyetimizde almamiz gereken C vitamini, E vitamini, flavonoidler gibi
polifenoller ve karotenoidler gibi dogal antioksidanlarin anti-oksidatif 6zelliklerinin
sagliga yararli olduklar1 kabul edilmektedir. Ayrica antioksidanlarin yaslanma
iizerinde, kanser hastaliklarinda, kardiyovaskiiler rahatsizliklarin olusma riskinin
azalmasinda olumlu etkileri oldugu bilinmektedir ve bu konudaki aragtirmalar devam
etmektedir (Peto ve dig., 1981; Block ve dig., 1992; Ziegler, 1991; Middleton ve
Kandaswami, 1994; Rice-Evans ve dig., 1996; Mayne, 1996; Virtamo, 1996;
Stocker, 1999; Pietta, 2000).
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Saglikli yasamin vazgecilmez bir pargasi olan diyetsel antioksidanlar1 su sekilde

gruplandirabiliriz:
* Vitaminler
C Vitamini (askorbik asit)
E vitamini
 Karotenoidler
* Melatonin
* Glutatyon ve flavonoidler

C vitamini, kapali formiilii C¢HgOg olan ketalaktondur ve suda eriyebilir. Ozellikle
yesil renkli sebze, meyvelerde ve turunggillerde bol miktarda bulunur. C vitamini
organizmalarda bir¢ok hidroksilasyon reaksiyonlarinda indirgeyici ajan olarak gorev
yapar. Cok giiclii bir indirgeyici olan askorbik asit semihidroaskorbat radikal ara
iriinii lizerinden kolaylikla dehidroaskorbik aside okside olur. Gii¢lii indirgeyici
aktivitesinden dolayr ayni zamanda gii¢lii bir ‘‘antioksidandir.’’ Siiperoksit ve

hidroksil radikali ile tepkimeye girerek onlar1 temizler.

Askorbik asit diizeyinin diisiik olmasi tiim kronik enflamatuar hastaliklarda ve lipid
peroksidasyonunun artmis oldugu durumlarda Onemli rol oynar. Kroner arter
hastalig1 olanlarda ve kanserli hastalarda plazma askorbat diizeyinin normalden daha

diisiik oldugu kaydedilmistir (Akkus, 1995).

E vitamini yapisinda fenolik hidroksil grubuna sahip aromatik halka bulundurur, bu
da vitaminin kimyasal aktif kismini olusturur ve antioksidan 6zelligi bu gruptan
kaynaklanir. Yer fistigi, badem, pamuk yagi, keten tohumu gibi bitkisel yaglar ve
tohumlarda bulunur. Cok giiclii bir antioksidan olan E vitamini, hiicre membran
fosfolipidlerinde bulunan coklu doymamis yag asitlerini (PUFA) serbest radikal

etkisinden koruyan ilk savunma hattini olusturur.

E vitamini, siiper oksit ve hidroksil radikallerini, singlet (tekli) oksijeni, lipid
peroksil radikallerini ve diger radikal tiirlerini indirger. Serbest radikallerin kanserin
baslamasinda rol aldig1 ve E vitamini ile diger antioksidanlarin antikanserojen etki
gostererek kanserin yayilmasini ve tiimoriin biliylimesini 6nledigi kaydedilmistir

(Akkus, 1995).
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Dogada bulunan 600’iin iizerindeki karotenoidin yaklasik 40 tanesi tipik insan
diyetinde bulunur. Bu karotenoidlerden sadece 10 tanesi ve baz1 metabolidleri insan
kan ve dokularinda belirlenmistir (Paiva ve Russel, 1999; Graster, 1997). a-karoten,
B-karoten ve likopenlerin antioksidan ve radikal siipiirme yetenekleri iyi bir sekilde
belgelenmistir (Miller ve dig., 1996; Woodall ve dig., 1997; Mortensen ve Skibsted,
1997; Stahl ve dig., 1998). Karotenoidlerin antioksidan aktiviteleri, tekli oksijen
giderme Ozelliklerine ve peroksit radikallerini yakalama yeteneklerine dayanir (Paiva
ve Russell, 1999). Karotenoidler, havug, kayisi, bal kabagi, tatli patates, olgun

greyfurt, domates ve karpuz gibi renkli sebze ve meyvelerde bulunur.

Son zamanlarda, melatonin (N-asetil-Smetaksitriptamin) ve ilgili indolaminler
yiiksek antioksidan ve antikaserojenik aktiviteleri sebebiyle dikkat ¢ekmektedirler.
Kanserogenezin kompleks mekanizmasi ¢ogu kez oksidatif stresi igerir. Oksidatif
hasarin birgok indikatorii, kanserojenin bir etkisi olarak artar. Bazi antioksidanlar
farkl etkileri ile kanserojenlerin neden oldugu oksidatif hasara kars1 viicudu korurlar.
Bilinen antioksidanlar icersinde melatonin, olusmus tiimorlerin biiylimesini inhibe
etme ve kanser baslamasini azaltmada ¢ogu kez arastirilan deneysel bir ajandir.
Kanserojenlerin yol a¢tig1 hiicresel hasara kars1t melatonin ve diger bazi indolamin
antioksidanlarin koruyucu etkileri, kanserin bazi hallerinde tek basina veya birlikte

tedavide potansiyel katki saglar.

Oksidatif hasara kars1 savunmada primer mekanizma, melatoninin serbest radikalleri
siipiirme yetenegi ile ilgilidir. Siiperoksit anyon radikali ile nitrik oksitin bitbirine
kenetlenmesi sonucu olusan ve son derece tokdik bir madde olan peroksinitrit
anyonlar1t (OONOQO") da melatonin tarafindan siipiiriiliir (Karbownik ve dig., 2001;
Blanchard ve dig., 2000). Melatonin oksidartif-ilgili enzimleri etkileyerek oksidatif

stresi dolayli olarak azaltir.

Glutatyon, Karacigerde sentezlenen bir tripeptiddir. Cok 6nemli bir antioksidan olan
glutatyon, serbest radikaller ve peroksitlerle reaksiyona girerek hiicreleri oksidatif
hasara kars1 korur. Glutatyon, eritrositleri ve lokositleri oksidatif strese karsi
korumada hayati 6neme sahiptir. Eritrosit zarinin H,O,’den, 16kositleri fagositozda

kullanilan oksidan maddelerden korur.

Flavonoidler ve diger bitki fenoliklerinin siiperoksit (O-), lipid alkoksil (RO ) ve
peroksil (ROO-), nitrik oksit (NO) radikal temizleme, demir ve bakir selasyonu

fonksiyonlarma ek olarak; vazodilatatdr, immiin-stimiilan, antiallerjik, Ostrojenik,

17



antiviral (HSV, HIV, influenza ve rhinoviriislere) karsi etkileri de s6z konusudur.
Flavonoidler gibi dogal polifenoller ve bunlarin yerini tutan glikozitler, meyveler,
sebzeler, kuruyemisler, tohumlar, bitkisel ¢aylar, zeytinyagi ve kirmizi iizim gibi
besinlerin 6nemli bilesenleridir. Bu bilesiklerin antioksidatif 6zelliklerinin genelde
yaslanmaya, kanserin bazi cesitlerine ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu
etkileri oldugu iddia edilir (Middleton ve Kandaswani, 1994; Rice-Evans ve dig.,
1996).

Flavonoidlerin saglik tzerindeki yararh etkileri antioksidan olma 06zelliginden
kaynaklanmaktadir. LDL oksidasyonunu inhibe etme o6zelliginden dolay:
flavonoidler kalbi koruyucu etki gosteri Flavonoid bakimindan zengin yiyecekler,
siganlarda miyokardiyal post-iskemik hasar1 azalttig1 goézlenmistir (Facino ve dig.,
1999). Orta yashlarda yapilan bir ¢calismada, caydaki baskin flavonoid olan katakinin
tiikketitimi ile 806 kisilik bir erkek grubunda iskemik kalp hastaligindan kaynaklanan

Oliim orani arasinda ters orant1 saplanmistir (Arts ve dig., 2001).

2.2 Serbest Radikal Olusum Mekanizmalar ve Viicuttaki Antioksidan Savunma

Sistemleri

Serbest radikaller, dis atomik orbitallerinde bir veya daha fazla ¢ift olusturmamais
elektron igeren yiiksek enerjili, karali yapiya sahip olmayan bilesiklerdir. Bu
eslesmemis elektron, serbest radikallere biiylik bir reaktiflik kazandirarak protein,
lipid, DNA gibi biyolojik acidan Onemli molekiillere zarar vermelerine neden

olmaktadir.

Oksijen insan yasami i¢in ¢ok elzem olmasima karsin, normal metabolizma sirasinda
iretilen bazi reaktif oksijen tiirleri viicuda yogun bir zarar verme potansiyeline
sahiptir (Diplock, 1998). Bu zararin yaslanmay1 tesvik ettigi ve ayrica kalp-damar
hastaliklari, cesitli kanser tiirleri, katarakt, bagisiklik sisteminde zayiflama, sinir
sistemi dejeneratif hastaliklar1 gibi bir¢ok hastaliga sebep olduguna dair bilgiler
bulunmaktadir (Diplock, 1998). Canli hiicrelerdeki oksijen metabolizmasi, ¢evre
kirleticileri, radyasyon, pestisitler, ¢esitli tibbi tedavi yollar1 ve kontamine sular gibi
bircok etmen ka¢inilmaz bir sekilde oksijen tiirevi serbest radikallerin olusumuna yol
agmaktadir. Bu radikallerin baslicalart; tekli oksijen ('O, ), siiperoksit anyonu (‘O,),

hidroksi (OH), peroksi (ROO) ve alkoksi (RO) radikalleridir (Kaur ve Kapoor,

18



2001). Tablo 2.1’de baslica reaktif oksijen tiirleri/partikiillerinin smiflandirilmasi

verilmistir.

Mitokondrilerdeki oksijenli solunumda oldugu gibi birgok anabolik ve katabolik
islemler sirasindaki reaksiyonlarda molekiiler diizeyde elektron kacislart olur ve bu
sirada reaktif oksijen tiirleri/partikiilleri (ROS) olusur. Tablo 2.2’de ROS' larin in
vivo ortamda kaynaklar1 goriilmektedir. (Carroll, 1987)

Tablo 2.1: Baslica reaktif oksijen tiirlerinin siiflandirilmasi. (Kaur ve Kapoor, 2001)

Stiperoksit radikal (‘O")
Hidroksil radikal ( OH")
Alkoksil radikal ( LO")

Peroksil radikal ( LOO)

1- Radikaller

Hidrojen peroksit ( H>O; )

2- Radikal olmayanlar Lipid hidroperoksit ( LOOH )
Hipoklorik asit ( HOCI)
3- Singlet oksijen ('0y)

19



Tablo 2.2: Reaktif oksijen tiirlerinin kaynaklar1. (Carroll, 1987)

I- Normal Biyolojik

islemler

1- Oksijenli solunum

2- Katabolik ve anabolik islemler

II- Oksidatif stres yapici

durumlar

1- Iskemi - hemoraji - travma -
radyoaktivite - intoksikasyon

2- Ksenobiotik maddelerin etkisi
a) Inhale edilenler
b) Aliskanlik yapan maddeler
¢) ilaglar

3- Oksidan enzimler
a) Ksantin oksidaz b) indolamin
dioksigenaz
¢) Triptofan dioksigenaz  d) Galaktoz
oksidaz
e) Siklooksigenaz f) Lipooksigenaz
g) Monoamino oksidaz

4- Stres ile artan katekolaminlerin

oksidasyonu

5- Fagositik inflamasyon hiicrelerinden
salgilanma

(notrofil, monosit, makrofaj, eosinofil,
endotelyal hiicreler)

6- Uzun sureli metabolik hastaliklar

7- Diger nedenler: Sicak soku, giines 1s1n1,

sigara

III - Yaslanma siireci

1- Organizmanin biyolojik yaslanma

siirecinde meydana gelen olaylar

2.2.1 Serbest radikal olusturan bashca mekanizmalar

2.2.1.1 Otooksidasyon

Otooksidasyon, atmosferik oksijenin katalizledigi tipik bir serbest radikal zincir
reaksiyonudur (Nawar, 1996). Serbest radikallerin oksijenle reaksiyonu oldukca
hizlidir ve bu reaksiyonlarin baslangici i¢in bircok mekanizma tanimlanmstir.
Ozellikle ¢oklu doymamis yag asitleri ve fosfolipidler otooksidasyona egilimlidir.

Otooksidasyonda ilk olusan ana iiriinlerin hidroperoksit (ROOH) iirlinleri oldugu
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diistiniilmektedir (Porter, 1985). Hidroperoksitlerin bir zincir reaksiyonunu

baslatabilmesi i¢in ii¢ temel mekanizma 6nerilmektedir (Foote, 1985).

1. Hidroperoksit, zincir reaksiyonuna katilabilecek bir peroksi radikalini (ROO)
olusturmak tizere bazi kaynaklardan gelen baslatic1 bir radikal (X') ile reaksiyona
girebilir.

ROOH + X— ROO+ XH

2. Hidroperoksit, bir metal iyonu veya farkli bir indirgenle alkoksi (RO’) radikalini

(veya daha az bir ihtimalle hidroksi (OH) radikalini olusturmak {izere indirgenebilir.

[H]
ROOH —RO’ + OH (veya RO"+ ‘OH )

3. Diger mekanizmalara gore daha az 6nemli olmakla birlikte, yiiksek sicakliklardan
daha ziyade oda sicakliklarinda hidroperoksitteki O-O bagi parcalanarak alkoksi ve

hidroksi radikallerine doniisebilmektedir.
ROOH —RO + OH

Lipid oksidasyonu; asagida gosterildigi sekilde, baslangig, ilerleme ve sonug
asamalarindan olusmaktadir. Oksidasyonun baslangic asamasinda, baslatici bir
radikal (X) ile yag asidi (LH) substratinin reaksiyonu sonucu H atomu transferi
yoluyla bir lipid radikali (L") olusmaktadir. Ilerleme asamasinda, olusan L’ radikaline
oksijen eklenmesiyle peroksi radikali (LOO’) meydana gelmekte ve bu peroksi
radikali diger bir yag asidi (L’H) molekiiliinden ayrilan bir hidrojen atomu ile
birleserek tekrar hidroperoksitlere ve yeni lipid radikallerine doniismektedir. Sonug
asamasinda ise olusan radikaller birbiriyle reaksiyona girerek radikal olmayan ester,
eter, aldehit, keton ve alkol gibi stabil bozunma iirlinlerine doniismektedir (Porter

1985).
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X +LH —  XH+L BASLANGIC
L'+0° —  LOO ILERLEME
LOO + L’H — LOOH + L

L'+L —

L' +LOO —  Radikal olmayan stabil tiriinler SONUC

LOO +LOO —

2.2.1.2 Gegis metal iyonlarinin etkisi

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlar1 da canli sistemde serbest radikal olusturan
giiclii birer oksidatif katalist olarak gorev yapmaktadirlar. Fe; oksidatif reaksiyonlar1
tesvik etmede daha etkili bir metal iken, Cu katalizli reaksiyonlar heniiz tam olarak

aydmlatilamamistir (Halliwell ve Gutteridge,1990).

Biyolojik sistemlerde oksijen tagmmmasi, ATP tiretimi, DNA ve klorofil sentezinde
onemli role sahip olan demirin serbest formlar1 canli hiicrelerde toksik etki
yapabilmektedir. Bu toksisite sonucunda olusan aktif oksijen tirleri lipid
oksidasyonunu tesvik edebilmekte veya DNA molekiillerine saldirabilmektedir.
Gergekte tiim canli hiicreler serbest demirin toksik etkisini yok eden ve demirin
fazlasmi toksik olmayan formlarda hiicre i¢inde depolayan mekanizmalara sahiptir

(Miller, 1996).

Bir¢ok metal dogal olarak viicutta kelat olusturmus formda bulunur. Ornegin; Cu
cesitli enzimlerde, Fe ise ferritin gibi proteinlerde veya miyoglobin ve hemoglobinin
porfirin halkasinda bu formda bulunmaktadir (Lindsay, 1996). Kelat olusumu
antioksidan savunma sistemine onemli katkida bulunmakla birlikte, viicutta travma,
toksinler, hastalik gibi cesitli nedenlerle oksidatif reaksiyonlar1 katalizleyebilen
serbest metal iyon formlarmma doniisimler gerceklesebilmektedir. Katarakt,
aterosklerosiz, diyabet gibi patolojik kosullar altinda metal iyonlarinin serbest ve
zararli formlarda bulunduguna dair gii¢lii kanitlar bulunmaktadir (Lavelli ve dig.,

2000).

Siiperoksit anyonu (-O;), Fe™ katalizorligiinde H,O ile reaksiyona girdigi zaman
zararlt hidroksi (-OH) radikallerini olusturan “Haber-Weiss reaksiyonu” meydana

gelmektedir (Duthie ve dig., 1989).
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Fe™
‘0, "+ H,0 —» O, + OH + OH
(Haber-Weiss reaksiyonu)
‘OH + RH — R+ H,0 (Zarar)
Fe iyonlari, hidroperoksitlerin zararli hidroksi radikaline doniistiigii “Fenton-tip
reaksiyonlar1” da katalizlemektedir. Hidroksi radikali ise oldukga reaktif bir tiir olup,
hizli bir sekilde lipid radikallerini olusturarak lipid peroksidasyonu zincir

reaksiyonlarini baglatmaktadir (Miller, 1996).
Fe™ + H,0, —»Fe™+ OH + OH (Fenton Reaksiyonu)

Ozellikle yiiksek oksijen kullanimi nedeniyle oksidatif strese kars1 zayif olan beyin,
ayni zamanda yiiksek diizeylerde Fe ve diger divalent katyonlar1 icermekte ve olusan
Fenton-tip reaksiyonlar reaktif oksijen tiirleri iireterek noronlara zarar vermektedir.
Nispeten diisiik antioksidan savunmasma sahip olan beyin dokusu aymi zamanda
oksidatif zararlara kars1 dokuyu zayiflatan ¢oklu doymamis yag asitlerini de yiiksek
diizeyde icermektedir. Oksidatif strese maruz kalan beyin dokusunda olusan
hasarlarin beyin iskemisi, hafiza bulanikligi, Alzheimer, Parkinson gibi bir¢ok

sinirsel bozuklukta 6nemli bir rol oynadigma inanilmaktadir (Meydani, 2001).

2.2.1.3 Fotooksidasyon

Fotokimyasal iz yollari, oksidasyonlarda baslatic1 olarak rol oynayan peroksitlerin
olusumu i¢in oldukca Onemlidir. Isigm bir molekiil tarafindan direkt olarak
absorbsiyonu, siliperoksit anyonu iiretebilen elektron transfer proseslerine neden
olabilmektedir. Fotosensitize prosesler ise direkt fotokimyasal reaksiyonlardan
muhtemelen daha onemli olup bu tip indirekt oksidasyonlarda sensitizer (Sens)
denilen bir molekiil 15181 absorbe ederek diger bazi tiirlerin oksidasyonuna neden
olmaktadir. Bu reaksiyonlarda genellikle sensitizerin kendisi tiiketilmemekte, 15181

absorbe eden bu molekiil aktif forma (Sens*) doniismektedir (Foote, 1985).

hv

Sens —Sens*
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Klorofil-a, feofitin-a, hematoporfirin, hemoglobin, miyoglobin gibi baz1 pigmentler
ve sentetik bir boya olan eritrosin tekli oksijen iireten fotosensitizerler arasindadir
(Nawar, 1996). Fotooksidasyon reaksiyonlar1 Tip 1ve Tip 2 olmak iizere iki simifa
ayrilmaktadir. Tip 1 reaksiyonda; aktif hale gegen sensitizer, substratla hidrojen
atomu transferi ya da elektron vermek suretiyle reaksiyona girerek radikalleri
iretmektedir. Bu radikaller de oksijenle reaksiyona girerek oksijene iirlinleri

meydana getirmektedir.

0}
Sens* + Subs — Radikaller — Uriinler (Tip 1)

Tip 2 reaksiyonda ise, aktif sensitizer O, ile direkt reaksiyona girerek tekli oksijen
iretmekte ve bu oksijen de oksijene iirlinleri meydana getirmek iizere substratla

reaksiyona girmektedir.
Subs

Sens* + O, — Sens + 'O, — Subs- O, (Tip 2)

Riboflavin gibi flavinler Tip 1 reaksiyonlar i¢in uygun bir sensitizer iken, klorofil
gibi porfirinler de Tip 2 prosese uyan ve Onemli oranda tekli oksijen iireten
sensitizerler arasindadir. Fotoksidasyondan zarar goren baslica biyolojik hedefler
arasinda; histidin, metiyonin, triptofan, tirozin ve sistein i¢eren proteinler ve guanidin
iceren niikleik asitler bulunmaktadir. Ayrica, yag asitleri ve kolesterol gibi doymamis
bilesiklerin oksidasyonunun gerceklestigi lipidler de zarar goren baslica hedefler

arasindadir (Foote, 1985).

2.2.1.4 Enzimatik oksidasyonlar

Reaktif oksijen tiirleri, viicutta lipoksigenaz, siklooksigenaz, ksantin oksidaz,
miyeloperoksidaz ve sitokrom P-450 gibi bircok enzimin aktivitesinin bir sonucu

olarak da iiretilmektedir (Meydani, 2001).

2.2.1.5 Ksantin oksidaz (XOD)

Canli sistemde ROS olusturan baslica enzimatik kaynaklardan biridir. XOD, piirin
katabolizmasinda bir ara bilesik olan hipoksantini 6nce ksantine daha sonra da iirik
aside okside ederken NAD’ye elektron transferini gergeklestiren bir dehidrogenaz

enzimi olmasina karsin, dokuda belli stres kosullar1 altinda tiyol gruplarmi okside
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eden ve proteolizise neden olan bir oksidaz enzimine doniisiir. XOD’in faaliyeti
sonucunda siiperoksit anyonu ve hidroperoksit radikalleri olusmaktadir. Ksantin
oksidazin beyinde 6dem, iskemi, damar gecirgenliginde degiskenlik gibi oksidatif
hasarlara neden oldugu ayrica hepatit ve beyin tiimorii vakalarinda da XOD’1n serum

diizeylerinin arttig1 belirtilmektedir (Lavelli ve dig., 2000).

2.2.1.6 NADPH oksidaz

Serbest radikal olusturan bir diger enzim olan NADPH oksidaz nétrofillerin plazma
zarinda bulunmaktadir. Mitokondri tarafindan alinan oksijenin yaklasik %1-4’1
stiperoksit anyonu liretimi i¢in kullanilir ve tiretilen siiperoksit anyonunun yaklasik
%20’s1 hiicrelere verilir. Makrofajlar ve monositleri iceren fagosit hiicrelerde O,
alimmin artmasi ile aktiflik kazanan NADPH oksidaz, bu oksijeni siiperoksit
anyonuna doniistiirerek ekstraseliiler sivilardaki miktarini artirmaktadir (Duthie ve

dig., 1989).

2.2.1.7 Notrofil miyeloperoksidaz (MPO)

Canli sistemde giiclii oksidan kaynaklarindan birisi de, hidrojen peroksit tarafindan
klorid iyonlarmin oksidasyonu yoluyla hipoklorik asit iiretimini katalizleyen
“Notrofilik miyeloperoksidaz” enzimidir. Bu reaksiyonun toksisitesi savunma
sisteminde bakterilerin 6ldiiriilmesinde katki saglar. Buna karsilik, olusan hipoklorik
asit aynt zamanda al-antiproteinaz’t inaktive etmekte ve saglikli insan dokusunu

zarara ugratarak iltihaplanmalara sebep olmaktadir (Lavelli ve dig., 2000).

2.2.1.8 Halojenlenmis hidrokarbonlar

Serbest radikal meydana getiren diger olaylar ise; kontamine i¢me sularinda bulunan
toksik etkili halojenlenmis hidrokarbonlar ve hava kirleticileri olarak bilinen azot
oksitleridir. Karbontetrakloriir (CCly) ve bromotriklorometan (CBrCl3) gibi
hidrokarbonlarin biyolojik sistemlerdeki oksidatif hasarmm baslamasinda etkili
olduklar1 rapor edilmektedir. Triklorometil, triklorometil peroksil radikalleri gibi
oldukca reaktif tiirler, sitokrom P-450 monooksijenaz enzim sisteminin ¢esitli
aminoasit ve doymamis yaglarla hizli reaksiyonu sonucu CCls’lin metabolizmasi
sirasinda  iiretilmekte ve bunun sonucunda protein denatiirasyonlart ve lipid

peroksidasyonu olusmaktadir (Chen ve Tappel, 1996).
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2.2.2 Enzimatik ve peptit savunma sistemleri

2.2.2.1 Katalaz ve peroksidaz

Katalaz enzimi redoks reaksiyonunu tesvik eden en etkili protein katalistlerinden
birisidir (Larson, 1988). SOD enzimi faaliyeti sonucunda meydana gelen toksik
hidrojen peroksit (H»0;), “katalaz” enzimi etkisiyle su ve oksijene

dontstiiriilmektedir (Duthie ve dig., 1989).

Katalaz
2H,0,—> 2H,0+ 0,

Hidrojen peroksit (H,O,), biyolojik 6nemi olan molekiillerin ¢ogu ile spesifik olarak
reaksiyona girmemekle birlikte, "OH radikali gibi daha reaktif oksidanlarin
olusumunda bir 6n madde olarak rol oynamaktadir. Peroksidazlar da katalaz

enzimiyle ayni 6zelliklere sahiptir (Larson, 1988).

2H'
‘0, + 0 — H,0, + Oy

SOD

Bu reaksiyon, siliperoksit anyonunun pH 11 ve altinda oldukca stabil olmasima
ragmen, enzim katalizi olmasa bile normal fizyolojik pH degerlerinde olduk¢a hizli
yiliriimektedir. Bununla birlikte, gercekte tiim aerobik organizmalarin SOD igerdigi
belirlenmistir. SOD enzimi reaksiyon hizini artrmak ic¢in yeterince giicli bir

katalisttir.

Stiperoksit anyonu (‘02" ) da, H,O, gibi bir oksidan olarak ¢ogu organik bilesikle
direkt olarak reaktif degildir. Ancak muhtemelen daha reaktif ve yliksek toksisiteye
sahip oksijen tilirlerinin olusumuna neden olmaktadr. Tiitiin bitkisinin yaslh
yapraklarinda membran dejenerasyonunun bir isareti olarak SOD ve katalaz enzim
aktiviteleri azalma gostermektedir. Bu iki enzimin aktivitesi ve yapraklardaki lipid
peroksidasyonunun derecesi arasinda ¢ok acik bir korelasyon belirlenmistir. Bu
enzimlerin, yapragi lipid peroksidasyonunun zararh etkilerinden korumada 6nemli

rolleri oldugu iddia edilmektedir (Larson, 1988).
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2.2.2.2. Glutatiyon ve glutatiyon peroksidaz (GSHPx)

Tiyol gruplari, enzimatik reaksiyonlar araciligiyla ve serbest radikalleri yakalamak
suretiyle gorev yapan hiicresel antioksidanlardir. Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid
olan glutatiyon, serbest radikallerin yikic1 etkilerini Onleyen veya azaltan
transferazlar, peroksidazlar gibi bircok enzimin substrati olarak gérev yapmaktadir.
Suda ¢oziinebilen bir tiyol olan ve bir¢cok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan glutatiyon, biyolojik membranlar1 lipid peroksidasyonuna karsi
korumaktadir. Bu koruma, enzimatik olarak gerceklesmektedir (D1 Mascio ve dig.,
1991). Aktivitesi icin Se mineraline ihtiya¢c duyan GSHPx enzimi, glutatiyon’un
indirgenmis formunu (GSH), oksitlenmis hale (GSSG) doniistiirmektedir.

GSHPx
2 GSH + H,0, — GSSG + 2 H,O

Glutatiyon ayn1 zamanda hiicre icinde tekli oksijen (‘O,), siiperoksit anyonu (O,),
hidroksi (OH) radikalleri gibi bir¢ok zararli oksidanla enzim katalizi olmaksizin da

reaksiyona girmektedir (Larson, 1988).

2.3 Fenolik Bilesikler

Biitiin bitki metabolizmalarinda, sekonder metabolit olarak bulunan ve bitkilerin
kendilerini bazi zararlilara karsi korumada rolleri oldugu sanilan ¢ok sayida farkl
nitelik ve miktarlarda cesitli fenolik bilesikler bulunmaktadir (Saldamli, 2007).
Bitkilerin ikincil metabolizma {iriinleri olarak tanimlanan fenolik bilesikler bitkilerde
en yaygin bulunan maddeler grubu olup, giiniimiizde binlerce fenolik bilesigin yapisi
tanimlanmistir (Katkas ve dig., 2006). Bunlara devamli olarak bulunan yeni

tanimlanan fenolikler eklenmektedir (Cemeroglu, 2004)

Fenolik bilesikler bitkilerin meyve, sebze, tohum, ¢icek, yaprak, dal ve gdovdelerinde
bulunabilirler (Bilaloglu ve Harmandar, 1999; Coskun, 2006; Aydin ve Ustiin, 2007).
Fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler olmak iizere iki gruba ayrilirlar.
Flavanoidler, bitkisel ¢aylarin, meyve ve sebzelerin dogal yapilarinda bulunan
polifenolik antioksidanlardir. Fenolik bilesiklerin bir kismi meyve ve sebzelerin
lezzetinin olusmasinda, ozellikle agizda acilik ve burukluk gibi iki onemli tat
unsurunun olusmasinda etkilidirler. Bir kism1 ise meyve ve sebzelerin sari, sari-

esmer, kirmizi-mavi tonlardaki renklerinin olugsmasini saglamaktadirlar. Meyve ve
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sebzelerin islenmelerinde enzimatik esmerlesme gibi degisik sorunlara da neden
olmaktadirlar. Bu 6zellikler meyve ve sebzeler ile bunlardan elde edilen iiriinler i¢in
son derece onemlidir (Cemeroglu, 2004; Zor, 2007; Anonim, 2006). Tablo 2.3* de
insanlar tarafindan en ¢ok tiiketilen onemli bitkisel fenolik antioksidan kaynaklar1

verilmistir.

Meyveler, 6zellikle icerdikleri fenolik bilesiklerin antioksidatif ve antimikrobiyal
etkilerine bagl olarak saglik {izerine olumlu etkilerinden dolay1r fonksiyonel gida
olarak degerlendirilmektedir (Pehluvan ve Giileryiiz, 2004). Fenolik bilesiklere,
beslenme fizyolojisi agisindan olumlu etkileri nedeniyle "biyoflavonoid" adi da
verilmektedir. Baz1 kaynaklarda P faktorii (permeabilite faktorii) veya P vitamini
olarak da adlandirilmaktadirlar (Saldamli, 2007; Cemeroglu, 2004). Ayrica gida
bileseni olarak fenolik bilesikler; enzim inhibisyonuna neden olmalar1 ve degisik
gidalarda kalite kontrol Ol¢iitii olmalar1 gibi nedenlerle de onem tasimaktadirlar

(Saldamli, 2007; Anonim, 2006).

2.4 Fenolik Bilesiklerin Kimyasal Yapilar

Bitkisel materyallerde bulunan fenolik bilesikler, fenolik asitler ve flavonoidler

olarak iki gruba ayrilirlar (Cemeroglu, 2004).

2.4.1 Fenolik asitler

Hidroksi benzoik ve hidroksisinamik asitler olarak 1ki gruba ayrilirlar.
Hidroksibenzoik asitler C6-C1 fenilmetan yapisinda olup, bitkisel gidalarda genelde
iz miktarda bulunurlar. Bunlar salisilik asit, hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik
asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitler ise C6-C3 fenilpropan yapisindadirlar.
Fenilpropan halkasina baglanan OH grubunun konumu ve yapisina gore farkli 6zellik
gosterirler. Cok yaygin bulunanlari; kafeik asit, ferulik asit, p-kumarik asit ve o-
kumarik asitlerdir. Bitkilerde biiyiik bir kismi1 organik asitler ve sekerlerle esterlesmis
halde bulunan, fenolik asitlerin kimyasal yapilar1 Sekil 2.1°de goriilmektedir

(Saldamli, 2007; Balasundram ve dig., 2006).
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R1 R1
Rz—%}—COOH R2@—CH—CH —COOH
R3 (a) R3 (b)

Asit R1 |R2| R3 Asit R1 R2 R3
p-Hidroksibenzoik H OH| H P- Kumarik H COH H
Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H OH OH
Vanilik CH,O |[OH| H | Ferulik CH,O0|OH | H
Siringik CH,0 |OH|CH,O| Sinapik CH,O| OH | CH;0
Gallik OH |OH| OH Shahidi ve Naczk, 1995)

Sekil 2.1: Fenolik asitlerin yapis1 a) benzoik asit tiirevleri b) sinamik asit tiirevleri.
2.4 2 Flavonoidler

Flavonoidlerin karbon iskeleti, iki fenil halkasinin propan zinciri ile birlesmesinden
olusan ve 15 karbon atomu igeren, difenilpropan (C6-C3-C6) yapisindadir (Sekil
2.2). Flavonoidlerin yapisindaki OH gruplari, reaktif ozelliklerinden dolay1
kolaylikla glikozitlenir (Bilaloglu ve Harmandar, 1999). Flavonoidler gidalarda en
yaygin bulunan polifenollerdir. Yaklasik olarak 6500 farkli flavonoid oldugu
bilinmektedir (Saldamli, 2007).

Flavonoidler yapisal olarak bes grupta toplanir;
1- Antosiyanidinler

2- Flavonlar ve flavonollar

3- Flavanonlar

4- Katesinler ve l0ykoantosiyanidinler

5- Proantosiyanidinler
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Sekil 2.2: Flavonoidlerin genel yapisi. (Shahidi ve Naczk., 1995)
2.4.2.1 Antosiyanidinler

Dogada serbest halde bulunmazlar, sekerlerle glikozit bag yapmis olarak bulunurlar
ve antosiyanin adini alirlar. Antosiyaninler meyve ve sebzelerin pembe, kirmizi ve
mor tondaki ¢esitli renklerini veren suda ¢dzilinebilir nitelikteki renk pigmentleridir
(Cemeroglu, 2004). Bilinen pek cok antosiyanidinden meyve ve sebzelerde yaygin
olarak bulunan alt1 antosiyanidinin yapis1 Sekil 2.3’de goriilmektedir (Gogiis ve
Fadiloglu, 2006). Antosiyaninler baglanan sekerlere ve baglanma pozisyonuna gore

adlandirilirlar (Shahidi ve Naczk, 1995).

R, Antosiyanidinler | R Ry
- OH Pelargonidin (Pg)| H H
Siyanidin (Cy) OH H
H

s
HO R O\. //\\Z:;; e ]
- L I Rs Peonidin (Pn) OCH,
T —
- OH Delfinidin (Dp) OH OH
CH Petunidin (Pt) OCH, | OH
Malvinidin (Mv) | OCH, | OCH,

Antostyanidinler : Pg, Cy, Pn, Dp, Pt, Mv

R3 : o-glukozit
BS - o-glukozit

1

Sekil 2.3: Antosiyanidinler ve antosiyanin pigmentlerinin yapisi. (Cemeroglu, 2004;
Gogiis ve Fadiloglu, 2006; Fennema, 1985)
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2.4.2.2 Flavonlar ve flavonollar

Sekil 2.4’te gorildiigii gibi orta halkanin 3. karbon atomuna flavonlarda (H),
flavonollarda (OH) grubu baglanmistir. Antosiyanidinler gibi bunlarda sekerlerle
glikozit halinde baglanmis olarak bulunurlar (Saldamli, 2007).

Flavonollar avonlar
Flavonlar Rl

x=0H) |’ | R [ (x=H) R
Kamferol H H | Apigenn | H H

Kuersetin | 04 | H | Luteolin | OH | H
Mirisetin | O4 | OH |Krisoeriol |OCH, | H
1soramnetin OCH3 H | Trisin OCH3 OCH3

Sekil 2.4: Flavonollar ve flavonlarin kimyasal yapilar1. (Cemeroglu, 2004)
2.4.2.3 Flavanonlar

Flavonlardan farkli olarak Sekil 2.5’te goriildiigii iizere ortadaki halkada ¢ift bag
bulunmaz. Bu glikozitler 06zellikle turunggillerde yaygmn olarak bulunurlar
(Cemeroglu, 2004). En énemlileri naringin, hesperidin ve naringenindir. Ozellikle
elma ve armutlarda bulunan dihirokalkon yapisindaki bilesiklerden floretin ve

floridzin 6nemlidir (Saldamli, 2007).

Sekil 2.5: Flavanon. (Cemeroglu, 2004)
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2.4.2.4 Katesinler ve loykoantosiyanidinler

Katesinler tigiincii karbon atomunda bir OH grubu igerirler. Kimyasal yapilari,
“flavon-3-ol”’ diir. Sekil 2.6’da en yaygin bulunan katesinlerin kimyasal yapilari
goriilmektedir (Shahidi ve Naczk, 1995). Katesinler gidalarda yaygin olarak bulunan
flavonoid grubunu olustururlar. Hem kimyasal hem de enzimatik olarak hava
oksijeni ile kolaylikla kondanse olarak proantosiyanidinleri olustururlar (Saldamli,

2007).

(-)-Epikatesin: (R=H) (+)-Katesin: (R=H)
(-)-Epigallokatesin: (R=0OH) (+)-Gallokatesin: (R= OH)
OH
OH OH
OH
HO
O~
’ R HO
O R
\\\
OH ont OH
OH

Sekil 2.6: Yaygin olarak bulunan katesinlerin kimyasal yapilari. (Shahidi ve Naczk, 1995)
2.4.2.5 Proantosiyanidinler

Katesinlerden veya l0ykoantosiyanidinlerden olusan polimerik  yapilara
proantosiyanidinler denir. Sekil 2.7°de gorildiigii gibi sadece epikatesin/katesin
kondensasyonu ile olusuyorsa prosiyanidin, katesin/gallokatesin kondensasyonu ile
olusuyorsa prodelfinidin denir. Bitkisel gidalarda yaygin olarak bulunan
proantosiyanidinler; (-) epikatesin ve (+) katesin kombinasyonlarindan olusan

dimerlerdir (Saldamli, 2007; Shahidi ve Naczk, 1995).
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Sekil 2.7: Protosiyonidinlerin kimyasal yapisi. (Shahidi ve Naczk, 1995)
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Tablo 2.3: Insanlarm en ¢ok tiikettikleri bitkisel fenolik antioksidan kaynaklari

hidroksibenzoikasitler, antosiyaninler

Bitkiler Antioksidanlar Kaynaklar
Meyveler

Hakkinen ve dig. (1998),
Dut gesitleri | Flavanoller hidroksisinamikasitler, Belitz ve Grosch

(1999),Wang ve Lin
(2000), Yanishlieva-
Maslarova ve Heionen
(2001), Manach ve dig.,
(2004)

Siyah tiziimler

Antosiyaninler, flavonoller

Belitz ve Grosch (1999),
Yanishlieva-Maslarova ve
Heionen

(2001), Manach ve dig.
(2004)

Kirazlar

Hidroksisinamikasitler, antosiyaninler

Belitz ve Grosch (1999),
Yanishlieva-Maslarova ve
Heionen

(2001), Manach ve dig.
(2004)

Narenciye
meyveleri

Flavanoller, Flavonoller, fenolik asitler

Yanishlieva-Maslarova ve
Heionen (2001), Beecher
(2003),

Manach ve dig. (2004)

Erik, elma,
seftali, kivi

Hidroksisinamikasitler, Kteinler

Belitz ve Grosch (1999),
Yanishlieva-Maslarova ve
Heionen

gesitleri (2001), Manach ve dig.
(2004)
Sebzeler o ) o o
Antosiyaninler, hidroksisinamik asitler
Manach ve dig. (2004)
Patlicanlar
Hindiba, Hidroksisinamik asitler Manach ve dig. (2004)
enginar
Maydonoz Flavonlar Manach ve dig. (2004),
Beecher (2003)
Yesil sogan, Manach ve dig. (2004)
kivircik marul | Flavonoller
Fasulyeler Flavanoller Manach ve dig. (2004)
Ispanak Flavonoidler, p-kumarik asit Bergman ve dig. (2001)
Un, bugday, [Kafeik asit ve ferrulik asitler Yanishlieva-Maslarova ve
yulaf, pring Heionen (2001), Manach

ve dig. (2004)
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2.5 Beslenmenin Antioksidan Savanma Sistemi Uzerine Etkisi

Viicudun antioksidan dengesi diyetten biiylik Olgiide etkilenmektedir. Besin
yetersizlikleri nedeniyle viicudun savunma mekanizmalar: tahrip oldugu zaman
patolojik kosullar olusabilmektedir. Reaktif oksijen tiirlerindeki artis ve savunma
sistemlerindeki bir yetersizlik viicuttaki antioksidan dengesinin bozulmasina ve

“oksidatif stres” kosullarinin olusmasima sebep olmaktadir.

Antioksidan savunma sisteminin etkinligi; E vitamini, C vitamini ve karotenoidler
gibi antioksidan vitaminleri ve esansiyel iz mineralleri iceren gidalarin yeterince
almmasma baghdir (Duthie ve dig., 1989). Bu vitaminler birlikte etkin bir sekilde
calisarak hastalik ve hasarlara neden olan zararl reaktif oksijen tiirlerinin etkisini

ortadan kaldirmaktadir.

E vitamini (tokoferoller), yagda ¢oziinebilen baslica antioksidanlardan olup tiim
hiicre membranlarinda bulunmakta ve ¢oklu doymamis yag asitlerini oksidasyona
kars1 korumaktadir (Diplock, 1998). E vitamininin yiiksek dozlarda diyete ilavesinin
LDL (diisiik yogunluklu lipoprotein) diizeylerini 6nemli 6lgiide artirdigi ve oksidatif
strese karsi olduk¢a koruyucu oldugu bildirilmektedir (Reaven ve dig., 1993).
Askorbik asit de viicudun ekstraseliiler sivilarinda bulunan ve suda ¢oziinebilen
onemli bir antioksidandir. Viicutta sentezlenemedigi i¢cin gidalarla disaridan alimmasi
gerekmektedir. Askorbik asidin indirgen bir ajan olmasinin yanisira E vitaminini

rejenere etme 6zelligi vardir (Diplock, 1998).

Karotenoidler ise; antioksidan aktivitelerini serbest radikal reaksiyonlarina katilarak
zararl hidrojen peroksitlerin olusum hizin1 azaltmak suretiyle gosterirler (Di Mascio
ve dig., 1991). Onemli diyet karotenoidlerinden B- karoten; sari, turuncu sebze ve
meyvelerde, yesil sebzelerde, likopen; domateste ve lutein; brokoli ve lifli yesil

sebzelerin yapisinda bulunmaktadir (Diplock, 1998).

Ozellikle bitkisel gidalarda bulunan fenolik bilesikler de indirgen ajan, hidrojen
verici, tekli oksijen yakalayici ve metal kelatdor olmalar1 nedeniyle Onemli

antioksidanlar arasinda sayilmaktadir (Rice-Evans ve dig., 1996).
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2.6 Bitkilerin Antibakteriyel Ajan Olarak Kullanimi

Antibiyotiklerin asir1 kullanimi nedeniyle pek ¢ok mikroorganizma antibiyotiklere
diren¢ kazanmistir. Antibiyotik direnci kiiresel bir sorun haline gelmistir. Bu nedenle
de yeni antibiyotiklere ihtiya¢ duyulmaktadir. Yeni antibiyotiklerin arastirilmasi
farkli kaynaklardan antimikrobiyal maddelerin degisik mikroorganizmalar iizerine
test edilmesiyle gerceklestirilmektedir. Yeni antibiyotikler elde etmenin bir diger
yolu da, tibbi bitkilerle ilgili tecriibelerden yararlanmaktir (Lauterwein ve dig.,
1995). Bitkiler icerdigi ugucu yaglar ve diger fitokimyasal maddeler nedeniyle bir
cok mikroorganizmanin iiremelerinin inhibe etmek amaciyla alternatif tipta ve

gidalarin korunmasinda kullanilmaktadir (Hammer ve dig., 1999).

Kemotorapatiklerin basarisizliga ugramasit ve antibiyotige direngli patojenik
mikroorganizmalarin enfeksiyonlari, antimikrobiyal aktiviteleri agisindan pek cok
bitki sekonder metabolitinin arastirilmasmma neden olmustur (Parekh ve Chanda,
2007). Diinya Saglik Organizasyonu (WHO) tarafindan gergeklestirilmis bir
calismada, diinya {izerinde hastaliklar1 tedavi etmede kullanilan tibbi bitki tiirlerinin

sayisinin yaklasik 20.000 kadar oldugu belirtilmistir (Aslan ve dig., 1999).

Gilintimiizde bir¢ok bikinin ucucu yaglar1 ve diger bilesenlerinden antimikrobiyal
aktivite caligmalar1 6nem kazanmustir. Disk diflizyon yontemi, kuyucuk yontemi gibi
metodlarla bitkisel ekstratlarin antibakteriyel aktivitelerine bakilabilmektedir.
“Salvia”,” Thymus”, “Allium”, “Eucalyptus” gibi daha bir ¢ok cinsin antimikrobiyal

ozellige sahip oldugu bilinmektedir (Hamburger ve dig., 1991; Benli ve Yigit, 2005).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

Calisma materyallerini Caryophyllaceae familyasindan Gypsophila cinsine ait G.
eriocalyx Boiss. ve G. sphaerocephala Fenzl. ex Tchihat. var. sphaerocephala

taksonlar1 olusturmaktadir. Bu taksonlarin toprak alt1 kisimlar1 kullanilmigtir.

3.1.1 Gypsophila L. cinsinin genel 6zellikleri

Thiysliz, salgi tiiysiiz veya daha sik olarak salgi tiiylii tek yillik, iki yillik ve ¢ok yillik
otlar, cogunlukla yar1 ¢alimsilar. Yapraklar: seritsi-mizraks: sekilli, nadiren genistir.
Cigekleri genellikle dikazyum simlerde, panikulalarda veya basgiklarda dizilmis
kiiciik ve ¢ok sayidadir. Brakteleri yesil veya seyrek tiiyliidiir, brakteolleri yoktur.
Kaliks ¢an, konik, nadiren tiip seklindedir, 5 dislidir, cogunlukla kalsiyum oksalat
kristalleri igerir. Petal sayis1 5, beyazdan pembeye doniisen renklerde, ¢ogunlukla
kirmizims1 morumsu damarli, seritsiden baklava dilimine benzeyen sekillerdedir, aya
ve genellikle ayri, korolla pullar1 yok, claw kanatsiz. Erkek organlar (stamenler) 10
tane. Disi organm boyuncugu (stilus) 2 tanedir. Meyve kiireden dikdortgensi sekiller

arasinda 4 bélmeli bir kapsiildiir. Tohumlar ¢ikintili nadiren diizdiir (Davis, 1967).

Calismada kullanilan Gypsophila taksonlarina ait toplama ve lokalite bilgileri Tablo

3.1°de verilmistir.
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Tablo 3.1: Calisilan Gypsophila taksonlarma ait lokalite bilgileri.

Takson adi Lokalite Toplama tarihi

Gypsophila C2 Denizli: Babadag, Evran tepe, | 29.10.2011
1985 m, taslik ve kayalik alanlar,
Acantholimon, Sideritis,

Tchich. var. Astragalus, Verbascum, Dianthus,
Thymus, Pinus nigra, Sedum,

sphaerocephala Fenzl ex

sphaerocephala Festuca, Minuartia, Ziziphora

spp. GPS: N 37°42.976' E 028°

55.229'
Gypsophila eriocalyx A4 Cankirt: Cankirr’nin 30 km 18.09.2011
Boiss kuzeyi, 710 m, 1. Hemzemin

gecidine 1 km kala yolun sagi ve
solunda jipsli alanlar ve gevsek
topraklar. GPS: N 40° 43.267'E
033°34.901"

Toplanan taksonlarin teshisleri Flora of Turkey’e gore yapilmis, morfolojik tanimlar1

asagida verilmistir (Davis 1967).

3.1.2. Gypsophila eriocalyx Boiss.’in morfolojik tanim

Odunsu taban gévdeli ¢cok yillik, ¢cok sayida steril siirgiinleri olan ve ¢ogu dik, tiylii,
papil tiiylii veya ¢iplaklasmis 15-40 cm boyunda govdeli bitkiler. Yapraklar seritsi,
taze, lic koseli veya diiz, akut uglu, 10-30 x 0,5-2,5 mm, tiiysiiz, diiz, skabrid-papilloz
veya kisa tiiylii. Cicek durumu cok sayida ¢icekli ve dalli dikdortgensi panikula.
Brakteler az ¢ok skarioz, mizraksi. Cigek saplar1 0,5-5 mm. Kaliks ¢an seklinde 2-2,5
mm, ovat, obtuz disli. Yogun olarak uzun yayik diiz papilla gibi tiiylerle ortiilii.
Petaller beyaz, 3-4 mm, sertisi-dikdortgensi sekilli, obtuz u¢lu. Tohumlar yassi

cikintili.

Gypsophila eriocalyx Boiss.’in taksonomik hiyerarsisi asagidaki gibidir;

Alem: Plantae

Alt alem: Tracheobionta
Boliim: Magnoliophyta
Smif: Magnoliopsida
Alt smif: Caryophyllidae
Takim: Caryophyllales
Familya: Caryophyllaceae
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Cins: Gypsophila L.

Tiir: Gypsophila eriocalyx Boiss.

3.1.3. Gypsophila sphaerocephala Fenzl. ex Tchihat. var. sphaerocephala’nin

morfolojik tanim

Cok yillik, tamamen tiiysiiz veya sadece brakteleri ve kaliksleri salgi tiiyli bitkiler.
Rizom odunsudur. Govdeler ¢ok sayida, tabanda odunsu, kirillgan yapida, 10-70 cm
boyundadir. Yapraklar seritsi, lic koseli ya da diiz, 10-60 x 0,5-3 mm, dar akiiminat.
Cigek durumu ¢ok sayida sapsiz ¢icegin kiimelenmesiyle olugsmus 4-18 mm ¢apinda
bir kiire. Brakteler dikdortgensi-yumurtamst sekilli, akiiminat ug¢lu. Kaliks ¢an
seklinde, 3-4,5 mm, az ¢ok akiiminat disli. Petaller 4,5-7 mm, beyazdan soluk pembe

renkler aras1 (Sekil 3.1 ve 3.2) seritsi, kiit u¢lu. Tohumlar akut ¢ikintili.

Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala’nin taksonomik

hiyerarsisi asagidaki gibidir;

Alem: Plantae

Alt alem: Tracheobionta

Boliim: Magnoliophyta

Smif: Magnoliopsida

Alt smif: Caryophyllidae

Takim: Caryophyllales

Familya: Caryophyllaceae

Cins: Gypsophila L.

Tiir: Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchich.
Takson: Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var.
sphaerocephala
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3.1.4 Antibakteriyel aktivite cahismasinda kullanilan bakteriler

Tablo 3.2’de belirtilen bakteriler 19 Mayis Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii &gretim gorevlisi Prof.Dr. Nevzat SAHIN tarafindan temin
edilmistir. Bu bakteriler, insanlar i¢in patolojik giiclii etkilere sahip oldugu ic¢in

sec¢ilmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan bakteriler.

Bakterilerin isimleri

E.coliMC.4100

Citrobacter freundi NRRL-B 2643
Providencia stuartii

Proteus vulgaris NRRL-B-123
Pseudomonas aeruginosa NRRL-B-2679
Enterobacter aerogenes NRRL-B- 3567
Bacillus licheniformis NRRL-B- 1001
Bacillus cereus NRRL-B-3711

Bacillus pumilis NRRL-BD-142
Staphylococcus aureus ATCC 33862

3.2 Yontem
3.2.1 Bitkisel materyalin toplanmasi

3.2.1.1 Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala’nin

toplanmasi

G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala Tablo 3.1°de belirtildigi
gibi Evran Tepe bolgesinden toplanmistir. (GPS: N 37° 42.976' E 028° 55.229', 1985
m) G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala’ nin toprak alti
bolgesini ¢calismamizda kullanacagimiz ic¢in bitkinin bulundugu yerden etrafi genis
bir ac1 ile sivri uclu kazma yardimiyla agilarak toprak alt1 kismi goriiniir hale

getirildi. Bitkinin kokiine zarar vermeden dip kisma kadar kazilarak (yaklasik olarak
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30-50 cm) kokii ile birlikte topraktan ¢ikartildi. Sekil 3.3’de goriildiigl iizere farkl
kok biiyiikliigiine sahip ¢cok sayida 6rnek toplandi.

Sekil 3.2: G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala’nin ¢icegi.
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Sekil 3.3: G. sphaerocephala var. sphaerocephala’nin toprak alt1 kisimlar1.

3.2.1.2 Gypsophila eriocalyx Boiss.’in toplanmasi

G. eriocalyx Boiss. bitkisi Cankir1 karayolu Cankiri’ya 30 km kala ya da 1.
hemzemine 1 km kala yolun saginda ve solunda jipsli olan gevsek topraklardan
(GPS: N 40° 43.267' E 033° 34.901' 710 m) toplanmistir. Bitkinin toprak alt1 kisimlar1
kazma yardimiyla dikkatli bir sekilde bitkiye zarar vermeden kazilarak c¢ikartildi
(Sekil 3.4) farkli kok biiyiikliiklerine sahip G. eriocalyx Boiss. bitkisinden ¢ok sayida
ornek homojen bir sekilde toplandi. Bu iki bitkinin de kokii gevrek ve kirilgan
oldugu i¢in toprak alt1 kisimlar1 ¢ikartilirken dikkatli bir sekilde bitkiye zarar
vermeden ¢ikartilmaya 6zen gosterildi. Corum-Yozgat ¢oveni olarak da bilinen G.

eriocalyx Boiss.” in enine kesiti Sekil 3.5°te verilmistir.
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Sekil 3.4: Toplanan G. eriocalyx Boiss. bitkisinin toprak alt1 kisimlari.
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Sekil 3.5: Corum-Yozgat ¢dveninin enine kesitinin semasi. (Sezik, 1982)
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3.2.2 Bitkisel Materyalin ekstraksiyon islemine hazirlanmasi

Toplanan Gypsophila eriocalyx Boiss. ve Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex
Tchich. var. sphaerocephala taksonunun ekstraksiyon islemine hazirlama asamalar1
bir biri ile ayni siirecleri icerir. Her iki takson 6rnegimiz i¢inde sirasiyla ayni islemler

uygulandu.

Her iki bitkinin toplandiktan sonra toprak {istii kisimlar1 (dal, govde, ¢igek, vd.)
temizlenerek sadece toprak alti kisimlar1 elde edildi. Daha sonra bu toprak alti
kisimlar1 su ile yikanarak tlizerinde bulundurdugu topraktan armndirildi. Yikama
islemi miimkiin oldugunca cabuk yapild1 ¢iinkii bu bitkiler icerdigi ‘saponin’’

maddesi nedeniyle su ile bulusunca kopiirme 6zelligine sahiptir.

Bitkilerin suyu kuruyup siizdiikten sonra bag makas1 yardimiyla kokleri sekil 3.6° da
goriindiigii gibi kiiciik parcalara ayrildi. Pargalara ayrilan G. eriocalyx Boiss. ve G.
sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala taksonlarinin toprak alti
kisimlar1 glines gormeyen tozdan ve nemden uzak bir ortamda kurumaya birakildi.
Tamamen kurumus olan bitkinin toprak alt1 kisimlar1 pamuklu bez torbalarda

muhafaza edildi.

Daha sonra elektrikli degirmende 6gilitmek icin yeterince kuruyan bitkiye ait kisimlar
30-40 gram olmak iizere, azar azar elektrikli degirmene (FRITSCH-Pukverisette)
koyularak (Sekil 3.7) 5 ile 8 dakika arasinda ogiitiilerek toz haline getirildi (Sekil
3.8). Toz haline gelen 6rnekler elek ile elendi ve elek {istii kisimlar tekrar dgiitiiciide
toz haline getirildi ve tekrar toz haline gelen numuneler bir kez daha eleme
isleminden gecirilerek elendi. Bunu yapmamizdaki amag substrat yiizeyini arttirmak
ve bu sayede etki yiizeyini de arttirmakti. Boylece ekstraksiyon sirasinda
kullandigimiz kimyasal, bitkiye daha iyi niifuz ederek, icerdigi bilesenleri daha iyi
bir sekilde ¢ozer ve sokslet cihazi ile yaptigimiz ekstraksiyon isleminden daha

verimli sonu¢ almamizi saglar.
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Sekil: 3.7: Kii¢iik parcalara ayrilan kurumus bitki koklerinin toz haline getirilmesi.
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Sekil 3.8: a) Gypsophila eriocalyx Boiss. ve b) Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex
Tchich. var. sphaerocephala’nin 6gitiliilmiis hali.

3.2.3 Bitkisel materyalin ekstraksiyon islemi

Kurutularak toz haline getirilmis Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var.
sphaerocephala ve Gypsophila eriocalyx Boiss.’in toprak alt1 kisimlarinin
ekstraksiyon islemi sokslet cihazi (soxhlet extractor) ile yapilmistir. Cihaz,
ekstraksiyonda kullanilacak olan ¢6ziiciiniin kondugu balon, ekstrakte edilecek olan

maddenin kondugu govde ve geri sogutucudan olugmaktadir.

Ekstraksiyon balonunda 1s1 ile buharlasan ¢oziicli geri sogutucu ile tekrar sivi hale
gelir ve govde de toplanir, stvi miktar1 belli bir seviyeyi astiginda, sivi sifon yapar ve
islem istenildigi kadar tekrarlanir (Erdik, 1997). Antioksidan bilesikleri, bitkiden

ekstrakte etmede ekstra saf kloroform (extra pure chloroform) kullanilmistir.

Kurutulup toz haline getirilen materyal, toplamda her bir bitkiden 1000 g olmak
izere kartus igine konularak sokslet cihazinda 8 saat siireyle kloroform ile (100 g
ornege, 300 ml kloroform) ekstrakte edildi (Sekil 3.9 ve 3.10). Bu sayede
antioksidan bilesikler; flavonoidler, biiyiikk ¢ogunlugu yaglar olan, re¢cinemsi apolar

29

maddeler kloroformda c¢oziilerek °‘ekstra elde edilmis oldu. Bundan sonraki

asamay1 rotar basli evaporator yardimiyla kloroformun ugurulmasi islemi izledi
(Sekil 3.11).
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Sekil 3.9: Sokslet cihazi ile bitkisel materyalin ekstraksiyon islemi.
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Sekil 3.10: Sokslet cihazi ile elde edilen ekstraksiyon sivisi.

Ucgurma islemi kloroformun kaynama derecesine ulasmadan 50 °C de 60 rpm de ve
her bir ekstraksiyon sivisini igeren balon i¢in 1-1,5 saat evaporatorde (Sekil 3.10)
dondiiriilerek yapildi. Bitki ekstratt ayr1 bir balonda, kloroform da sogutucu
hazneden gectikten sonra ayri bir balonda toplandi. Boylece kloroformdan
arindirilmig olan ekstrat, iginde bulundugu balon hazneden alinarak liyofilizator
islemi uygulanmak lizere buzdolabinda +4 °C’de muhafaza edildi.

Liyofilizasyon: Isiya hassas materyallerin kurutulma veya deristirilmesinde
kullanilan en etkili metotlardan biridir. Ayrica, biyolojik materyallerin taginmasi
veya depolanmasi gibi durumlarda da tercih edilmektedir. Liyofilizasyon, donmus bir
materyalden bir ¢Oziicliniin dogrudan vakum altinda buharlastirma ile
uzaklagtirilmasi islemiyle yapilan bir kurutma teknigidir. Boylece iiriinerin i¢inde
bulunan sivinin (su) siiblimasyonla uzaklastirilmasi saglanir. Biz de ekstratta

kloroform ve su kalma ihtimaline kars1 liyafilizasyon yontemini uyguladik.

Bu uygulama sonucunda G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala

ve G. eriocalyx Boiss. taksonlarinin ekstraksiyon islemi tamamlanmis oldu ve
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antioksidan aktivite ve toplam fenolik bilesik tayinleri yapilmak {izere buzdolabinda

kehribar saklama siselerinde muhafaza edildi.

Sekil 3.11: Bitkisel ekstraksiyonlarin evaporatdrde kloroformdan uzaklastirilmasi.

3.2.4 Toplam fenolik bilesik ve antioksidan kapasite tayini

3.2.4.1 Toplam fenolik bilesik

Total fenolik igerik kalorimetrik oksidasyon/ reaksiyon azalmasina dayanan Skerget
ve dig. (2005) metodunun modifiye edilmis sekline gore belirlenmistir. Bu amag ile
orneklerden 0.5g tartilarak lizerine ¢aligma soliisyonu eklendi. 0.5g 6rnege 4.5 ml
%50-%50 metanol su karisimi eklendi. 24 saat ara ara ¢alkalama islemi yapilarak +4

°C’ de buzdolabinda bekletildi. 24 saat sonra 5 dakika 5000rpm de santrifiij edildi.

Boylece c¢oziiciisiinden uzaklagtirilan siipernatandan 2 ml o6rnek alindi ve 10 kat
seyreltilmis 10 ml Folin-Ciocalteu reagent (ayiraci) ile karistirildi. Folin-Ciocalteu
ayiract yontemi, gidalarin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde basit,
tekrarlanabilir ve glivenilir bir yontemdir. 8 ml sodyum bikarbonat soliisyonu (20%
w/w) eklendi, oda sicakliginda 2 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon isleminden
sonra spektrofotometrede 760 nm absorbansta okutuldu. %50-%50 metanol su

soliisyonu bos ornek olarak kullanildi. Standart hazirlamak igin ‘‘Gallik asit’’
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kullanildi. Kalibrasyon i¢in %350-%50 metanol su karisimi ile beraber farkli
konsantrasyonlarda gallik asit hazirlandi. Kalibrasyon igslemi tamamlandiktan sonra
absorbanslar1 6l¢lilen numunelerden alinan sonug¢lar mmol olarak ve gallic acid

equivalent/g (gallik asit esdegerliligi)’ a Skerget ve dig. (2005) gore degerlendirildi.

3.2.4.2 Antioksidan kapasite tayini

Orneklerden 0.5g tartilarak {izerine ¢alisma soliisyonu eklendi. 0.5g drnege 4.5 ml
%50-%350 metanol su karisimi eklendi ve 6rnek hazirlama islemi yukarida belirtildigi

gibi yapild1.

TAC (Total antioksidan kapasitesi) seviyeleri Erel (2004)’ {in yontemine gore ticari
olarak hazir kit (Relassay, Turkey) kullanilarak spektrofotometre ile (734 nm)
Olciildii. Antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde yerlesmis bir metot olan bu
yontem, cok uzun siire asetat buffer soliisyonu i¢inde oldukga stabil kalan ABTS
[2,2"-Azino-bis(3-ethylbenzothiazoline- sulfonic acid)] radikal katyonunun (pozitif

yiiklii 1iyon) oldukga kararl olan karakteristik renginin agartilmasina dayanir.

ABTS olduk¢a yogun konsantrasyonlu, yiiksek pH degerindeki asetat buffer: ile
diliie edilirken renkte kendiliginden ve yavas bir sekilde acilma (agarma) meydana
gelmektedir. Antioksidanlar asetat 6rneginde konsantrasyonlarma uygun/orantili bir
sekilde agarma/acilma orani gosteriler. Bu spektorofotometrik olarak tespit edilebilir
ve agarma/a¢ilma orani numunenin total antioksidan kapasitesi (TAC) ile ters
orantilidir. Reaksiyon orani, standart TAC o6l¢iim yontemi icin geleneksel olan,

yaygin bir sekilde kullanilan ““Trolox’’ ile kalibre edilmistir.

Sonuglar mmol trolox equivalent/g olarak hesaplandi.

3.2.4.3 Troloks esiti antioksidan kapasite (TEAC) yontemi

“TEAC (Troloks esdeger antioksidan kapasite) analizi ilk olarak Miller ve Rice-
Evans tarafindan 1993 te rapor edilmistir’’. Daha sonralar1 ise bu yOntem
gelistirilmistir (Huang ve dig., 2005). Bu yontemde ABTS [2,2’-azonobis (3-
etilbenzothiazoline-6-sulfonatperoksil)] veya diger oksidanlara okside olur ve
ABTS '+ radikal katyonu olusur. Olusan ABTS radikal katyonu oldukca siddetli bir
renge sahiptir. Antioksidan kapasite, test bileseninin ABTS™" radikal katyonu ile
direkt olarak reaksiyona girmesi ile renk siddetindeki azalma oOlgiilerek belirlenir

(Prior ve dig., 2005). 1 mM deneysel 6rnegin absorbansta yaptigi degisim kadar
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degisim yapan Troloks konsantrasyonu TEAC degeri olarak tanimlanmaktadir

(Huang ve dig., 2005).

Bu yontem gida drneklerinin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi i¢in yaygin bir
sekilde kullanilmistir (MacDonald-Wicks ve dig., 2006; Prior ve Cao, 1999; Huang
ve dig., 2005) 660, 734 ve 820 nm’de maksimum olan karakteristik uzun dalga boylu
absorpsiyon spektrumu gosteren ABST radikal katyonun absorbansinin antioksidan
tarafindan inhibisyonuna dayanmaktadir. Bu yontemin se¢ilmesindeki amag ise bu
spektrofotometrik yontem teknik olarak basit bir yontemdir. Yontem DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) yonteminin tersine, genis pH araliginda kullanilabilir ki
antioksidan mekanizmasinda pH’in etkisini ¢aligmay1 saglar. Boylece antioksidan
mekanizmasinda pH’m etkisinin ¢alisilmasi i¢in kullanilabilir. Lipofilik ve hidrofilik
bilesiklerin antioksidan kapasitesini belirlemek i¢cin kullanilabilir (Prior ve dig.,

2005; Lussignoli ve dig., 1999).

Orijinal yontemde hidrojen peroksit ile metmiyoglobinin aktivasyonu sonucu
ferrilmiyoglobin olusur. Bu bilesik daha sonra ABTS’ den [2,2-azinobis (3-
etilbenzothiazollin-6 sulfonik asit)] ABTS™ radikal katyonunun olusmasina neden

olmaktadir (Sekil 3.12).

O3S . o S 80| + antioksidan
T" T S'-._ _ N= A | — -
l.-_h_ ___'___\_ A M .H - - Hjﬁﬂu
- " CaHyg
CaHs
ABTS " [hmax ™ T34 mm)
o " 5= 50y
OS5 T_ 'T-'"S-. Nt Ir P
f"'__- -___:——- M -H.--u-:__'_d__.-
H CaHg
CaHyg

ABTS? (renksiz)

Sekil 3.12: Potasyum persiilfat oksidasyonu ile ABST* ‘den oksidan ABST™ ¢ nin
meydana gelmesi. (Haung ve dig., 2005)

3.2.5 Bitkisel orneklerin antibakteriyel aktiviteleri

Ogiitiilerek toz haline getirilen ve kloroform ile ekstraksiyonlar1 yapilan ve
liyofilizator islemine tabi tutulan her iki bitki 6rneginden elde edilen ekstratlarlarin
antimikrobiyal 6zellikleri, Tablo 3.2’de ad1 gegen bakteriler iizerinde drigalski 6zesi

yardimiyla ¢alisilmistir. Negatif kontrol olarak otoklavda steril edilmis su pozitif
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kontrol olarak da azitromisin (Azm) ile penisilin (P10), bakteriyel 6rnekleri i¢eren

petri kaplarma yerlestirilmistir.

3.2.5.1 Bakterilerin aktiflestirilmesi

Bakterilerin aktiflestirme islemi Nutrient Broth tiiplerinde 37 °C’de ve 24 saatlik

inkiibasyona birakilarak yapilmistir.

3.2.5.2 Besi yerlerinin hazirlanmasi

Besiyeri hazirlamasinda Nurient Broth (Merck), Agar (Fluka) ve dH»0 kullanilmastir.

Kullanilan miktarlar su sekildedir:
Nutrient Broth — 1litre dH,O’ya 8g
Agar (katilastirict ajan) — 1litre dH,O’ya 15g

Besiyeri igerikleri hassas terazide itinayla tartilarak otoklavlanabilir deney siselerine
aktarilmugtir. Otoklavda 121 °C’de 1 atm basingta 15 dakika steril edilmistir.
Otoklavdan ¢ikarillan besi yeri biraz sogumaya birakilip, tek kullanimlik petri

kaplarina steril kabinde aktarilmistir.

3.2.5.3 Bakterilerin besi yerine inokulasyonlar

Bilimsel adlari, Escherichia coli MC.4100, Citrobacter freundi NRRL-B 2643,
Providencia stuartii, Proteus vulgaris NRRL-B-123, Pseudomonas aeruginosa
NRRL-B-2679, Enterobacter aerogenes NRRL-B- 3567, Bacillus licheniformis
NRRL-B- 1001, Bacillus cereus NRRL-B-3711, Bacillus pumilis NRRL-BD-142,
Staphylococcus aureus ATCC 33862 olan 10 farkli bakteri, besi yerlerine drigalski

ozesiyle kullanilarak steril kabinde alev ¢atis1 altinda aktarilmistir.

3.2.5.4 Bitki ektratlarinin petri kaplarina yerlestirilmesi

G. eriocalyx Boiss. ve G. sphaerocephala Fenzl. ex Tchihat. var. sphaerocephala’nin
toprak alt1 kisimlarindan elde edilen ekstratlar, otoklavda 121 °C’de 1 atm basimngta
15 dakika steril edilen distile su ile % 10 ve % 20 olacak sekilde iki farkl
konsantrasyonda ¢ozeltileri hazirlanmistir. Steril kabinde, disk diflizyon yontemi ile
hazirlanan ve ¢ozeltilere emdirilen diskler sekil 3.13’de goriilen bakteri kiiltiirlerini

iceren besi ortamlarma her bir konsantrasyondan esit aralikla birer adet adet disk
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gelecek sekilde yerlestirilmistir. Daha sonra 37 °C’de 24 saat inkiibasyona

brrakilmaistir.

Sekil 3.13: Ekstartlara emdirilen disklerin yerlestirildigi petri kaplart.
3.2.5.5 inhibisyon zonlarimn 6l¢iilmesi

Disk diflizyon yontemiyle hazirlanan, Escherichia coli MC.4100, Citrobacter freundi
NRRL-B 2643, Providencia stuartii, Proteus vulgaris NRRL-B-123, Pseudomonas
aeruginosa NRRL-B-2679, Enterobacter aerogenes NRRL-B- 3567, Bacillus
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licheniformis NRRL-B- 1001, Bacillus cereus NRRL-B-3711, Bacillus pumilis
NRRL-BD-142, Staphylococcus aureus ATCC 33862 bakterilerinin inokulumlarini
iceren petri kaplarmim 37 °C’de 24 saatlik inkiibasyonu sununda olusan inhibisyon
zonlar1, milimetrik cetvel yardimiyla 6lciilerek kaydedilmistir. Bitkisel ekstratlarin
uygulandig1 petri kaplarinin ve antibiyotik disk uygulanan bakteri inokulumlarini

iceren petri kaplarinin inhibisyon zonlariin 6l¢iimleri Tablo 4.4°de verildigi gibidir.
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4. SONUCLAR ve TARTISMA

4.1 Sonuclar

4.1.1 Toplam fenolik bilesik

Skerget ve dig. (2005) metodunun modifiye edilmis sekline gore yapilan, 760 nm
dalga boyunda spektrofotometrede okutulan total fenolik igerik bulgular1 tablo 4.1°de
verildigi gibidir. Islem 10 kat seyreltilerek yapilmistir. Yapilan total fenol igerigi
deneyleri sonucunda mM olarak hesaplanan spektrofotometre dlgtimleri, G. eriocalyx
ve Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala’nin verimli ve dikkate

deger bir feneolik igerigine sahip oldugunu goéstermistir.

Tablo 4.1 : Calisilan Gypsophila taksonlarimin toplam fenol miktarlari.

Bitkisel materyal Toplam fenol (Gallik asit
esdegerliligi [mM])

Gypsophila eriocalyx Boiss. 8.648+0.148

G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. | 11.264+0.289
sphaerocephala

4.1.2 Antioksidan kapasite tayini

Toplam antioksidan kapasite tayini yontem boliimiinde belirtildigi gibi yapilarak,
mmol Trolox equivalent/g (Trolox esdegerliligine) olarak hesaplanmistir ve sonuglar
Tablo 4.2’de belirtildigi gibidir. Bu sonuglar her iki bitki Orneginin verimli
antioksidan 6zelligi oldugunu gostermektedir. Tablo 4.3’de Mantle ve dig. (1998)
yaptig1 calismalardaki mM olarak, trolox esdegerliligine gore ABTS yontemiyle
antioksidan kapasitesi calisilmis bazi bitki yag ekstratlar1 ile bu tezde calisilan
Gypsophila eriocalyx ve G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala

ekstratlarinin antioksidan aktivite sonuglar1 verilmistir.
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Tablo 4.2 : Calisilan Gypsophila taksonlarimin toplam antioksidan kapasitesi.

Bitkisel materyal Antioksidan kapasite (Trolox
esdegerliligi [mM])

G. eriocalyx Boiss. 1.823+0.014

Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex 1.911+0.028
Tchich. var. sphaerocephala

Tablo 4.3 : Bazi bitklerin ABTS metodu ile toplam antioksidan aktivite
(Trolaxesdegerliligi) sonuglar1.

Bitkilerin bilimsel adlan Antioksidan aktivite (Trolox
esdegerliligi [mM])
G. eriocalyx Boiss. (tez materyali) 1.823
Gypsophila sphaerocephala Fenzl ex 1.911 Kaynak
Tchich. var. sphaerocephala (tez metaryali)
Cedrus atlantica <0.1 (Mantle ve dig., 1998)
Melissa officinalis 1.14 (Mantle ve dig., 1998)
Canarga odorata 1.66 (Mantle ve dig., 1998)
Vervena officinalis 0.78 (Mantle ve dig.,1998)
Rosemarinus officinalis 0.16 (Mantle ve dig., 1998)
Cymbopogon nartinii 0.26 (Mantle ve dig., 1998)
Anthemis nobilis 0.81 (Mantle ve dig., 1998)
Citrus medica <0.1 (Mantle ve dig., 1998)
Hyssopus officinalis 0.86 (Mantle ve dig.,1998)
Pelargonium roseum <0.1 (Mantle ve dig., 1998)
Cinnamomum camphora <0.1 (Mantle ve dig., 1998)
Pimpinella anisum <0.1 (Mantle ve dig., 1998)

G. eriocalyx ve G. sphaerocephala Fenzl ex Tchich. var. sphaerocephala’ nin
toplam fenol ve toplam antioksidan kapasitelerinin karsilastirmalar1 Sekil 4.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.1: Calisilan Gypsophila taksonlarinin toplam fenol ve antioksidan kapasite grafigi.
4.1.3 Antibakteriyel aktivite sonuclar

Beklendigi lizere negatif kontrolde herhangi bir bakteri zonu olusmamustir. Pozitif
kontrolde kullandigimiz P.10 antibiyotinde en yiiksek inhibisyon zonunu 14 mm ile
sekil 4.1°de Bacillus cereus NRRL-B-3711 ve Bacillus pumilis NRRL-BD-142
bakterilerinde gostermistir ve E.coli MC.4100, Staphylococcus aureus ATCC 33862,
Citrobacter freundi NRRL-B 2643 bakterilerinde herhangi bir inhibisyon zonu

olusturmamuistir.

P

Bacillus cereus
" '\

Sekil 4.2: Bacillus pumilis ve Bacillus cereus’un antibiyotik inhibisyon zonlar1.
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Sekil 4.3: E. coli ve Staphylococcus aureus’un antibiyotik inhibisyon zonlar1.

Azm ise en yliksek inhibisyon zonunu 13 mm ile Providencia stuartii ve 8 mm ile
Enterobacter aerogenes bakterilerinde gostermistir, Staphylococcus aureus ATCC
33862 bakterisinde inhibisyon zonu olusmazken (Sekil 4.2), Pseudomonas

aeruginosa NRRL-B-2679 bakterisinde 2 mm’lik inhibisyon zonu olusturmustur.

Bitki ekstratlarimiz % 10 ve % 20’lik konsantrasyonlarda ile yaptigimiz ¢aligmalarde
verimli bir antimikrobiyal aktivite gdozlemlenememistir (Sekil 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6).

Bu ornekler ile yapilan bakteri inhibisyon zonlar1 Tablo 4.3’de verildigi gibidir.

%20 kons.
Bacillos | ichen;prmis E

% 10 \, > /

Kons.

Sekil 4.4: G. eriocalyx’in Bacillus licheniformis’e (solda) ve G. sphaerocephala
Fenzl. ex Tchihat. var. sphaerocephala’nin E. coli’ye(sagda) etkisi.
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Sekil 4.5: G. sphaerocephala Fenzl. ex Tchihat. var. sphaerocephala’nin
Enterobacter aerogenes bakterisine etkisi (% 20 konsantrasyon).

Sekil 4.6: G. sphaerocephala Fenzl. ex Tchihat. var. sphaerocephala nin Bacillus
pumilis bakterisine etkisi (solda % 10 ve sagda % 20 konsantrasyon).
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Tablo 4.4 : Bitkisel ekstratlarin bakteri inhibisyon zonlar1.

Bakteriler G. eriocalyx Boiss. G. sphaerocephala Fenzl.

Inhibisyon zonlar1 (mm) ex Tchihat. var.
sphaerocephala
Inhibisyon zonlar1 (mm)

% 10 % 20 % 10 % 20
konsantrasyon | konsantrasyon | konsantrasyon | konsantrasyon

Citrobacter freundi 1 1 1 2

NRRL-B 2643

Providencia stuartii 1 2 3

Proteus  vulgaris 1 2

NRRL-B-123

Pseudomonas - 3 1 2

aeruginosa

NRRL-B-2679

Enterobacter - 2 1 4

aerogenes NRRL-

B- 3567

Bacillus 1 2 2 3

licheniformis

NRRL-B- 1001

Bacillus cereus 1 2 1 2

NRRL-B-3711

Bacillus  pumilis 1 2 1 2

NRRL-BD-142

Staphylococcus 1 2 - 1

aureus ATCC

33862

E.coliMC.4100 - 2 - 3

4.2 Tartisma

Ulkemizde Caryophyllaceae familyasinmn Silene (131 tiir) ve Dianthus’ tan (69 tiir)
sonra 3. biiylik cinsi olan Gypsophila cinsi, Tiirkiye Florasi’'nda 10 seksiyon
icerisinde 56 tiir ile tanimlanmaktadir (Huber-Morath, 1967; Davis ve dig., 1988;
Ataslar ve Ocak, 2005; Hamzaoglu, 2012). Ulkemizde Gypsophila ile ilgili

revizyonal ve diger caligsmalara devam edilmektedir.

2 13 2 13

Halk arasinda “Cogen”, “Coven”, “Cuvan” ve “Coven otu” “Helva koki”, “Tarla
coveni”, “Helva ¢coveni”, “Sabunotu”, “Sark ¢oveni” olarak bilinen Gypsophila’dan
cok degisik sekillerde yararlanilmaktadir (Acebes ve dig., 1998). Gypsophila tiirleri
saponin maddelerini i¢ermesi nedeniyle iyi bilinen bitkilerdir. Gypsophila tiirleri
cicekcilik ve siislemede kullanilmasinin yani sira bu bitkilerin kdkleri gida ve kimya

sanayi gibi alanlarda bu bitkilere ayr1 bir 6nem kazandirir.
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Bu tez ¢alismasinda G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var. sphaerocephala ve G.
eriocalyx Boiss. taksonlarinin toprak alt1 kisimlarini ¢alisma konusu olarak sectik ve
yaptigimiz toplam fenol igerigi ve toplam antioksidan aktiviteleri verimli degerlerde
sonuglar vermistir. Kullandigimiz iki taksonun antioksidan kapasitesi Tablo 4.3’de
gorildiigi gibi bu bitkiler arasindaki antioksidan kapasite degerlerinin (mmol Trolox
eqv.L™") sonuglarina bakildiginda tez materyali olan bitkilerin daha yiiksek degerler

icerdigi goriinmektedir.

Celik ve dig. (2010), toplam antioksidan kapasite (TAC) ve total fenolik miktar
belirlemede bu tez de kullanilan yontem ile endemik bir bitki olan Origanum
hypericifolium tizerinde TAC ve total fenolik icerik calismislardir. Bu calismada
Origanum hypericifolium’ un total antioksidan aktivitesi 1.5358 mmol Trolox eqv.L”
olarak belirtilmistir ve bu sonug¢ iyi bir andioksidan aktivite etkinligi olarak rapor
edilmistir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan G. eriocalyx Boiss.” in total antioksidan
aktivitesi 1.823 mmol Trolox eqv.L" olarak tespit edilmistir. Bu iki sonug
karsilastirildiginda G. eriocalyx Boiss’in iyi bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu
anlasilmaktadir. Diger tez materyali olan G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var.
sphaerocephala’nin total antioksidan aktivitesi 1.911 mmol Trolox eqv.L™" olarak
tespit edilmistir. Bu sonugta bize, G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var.
sphaerocephala’nin 1iyi bir antioksidan aktivitesi oldugunu goéstermektedir. Bu

karsilagtirma sekil 4.5 ve 4.6’da gorildiigii gibidir.

Yine bu calismada toplam fenolik igerigi calisilan Origanum hypericifolium’un
toplam fenolik igerigi 1.2480 mmol GAE L olarak belirtilmistir. Tez ¢alismasinda
kullamilan, G. eriocalyx Boiss.’in toplam fenol igerigi 8.648 mmol GAE L™, ve G.
sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var. sphaerocephala’ nin toplam fenol igerigi
11.264 olarak tespit edilmistir. Bu iki taksonun toprak alti kisimlarinin toplam
fenolik igeriginin ayni yontemle g¢alisilmis diger bitkilerin ve diyetsel iirlinlerin

iceriklerinle karsilastirildiginda yiiksek oldugu séylenebilir.

Oztan (2006), Trolox esiti ABTS ydntemi kullanilarak yapilan ¢alisma bdliimiinde
Nar eksisinin TEAC (trolox esiti antioksidan kapasite) degerlerini 1.41 ile 3 mM
arasinda ve Salgam suyunun TEAC degerlerini 0.65 ile 1.59 mM arasinda oldugu
tespit edilmistir. Iyi bir antioksidan kaynagi olarak bilinen salgam suyu ve nar
eksisinin degerlerine bakildiginda, tez materyalimizi olusturan her iki bitkinin

verimli antioksidan degerlere sahip oldugu soylenebilir.  Fenolik maddelerin
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antioksidan olarak kabul edildigini bilmekteyiz. Sekil 4.1°de goriildiigii gibi fenolik
icerik miktar1 G. eriocalyx Boiss.’den fazla olan G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat

var. sphaerocephala’nin TEAC degerinden fazla oldugu goriinmektedir.

Fenolik bilesikler serbest radikalleri etkisiz hale getirdikleri i¢in antioksidan
maddeler igerside yer almaktadir. Gida sanayide dondurma, helva, lokum yapimi gibi
cesitli gidalarin igersine giren Gypsophila rizomlarma (¢oven kokleri) G.
sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var. sphaerocephala ve G. eriocalyx Boiss
taksonlarmin koklerinin de ilave edilebilecegi ve bu sayede bu bitkilerin iyi bir
antioksidan ozelligi gostermesi ve yiiksek fenol icermesinden dolay1 yiyeceklere

katki saglayacagi aciktir.

Diizgiin calisan bir metabolizmada mitokondriyel sitokrom sistemi, sitozoldaki
organelleri oksidanlarin zararli etkilerinden korur. Fakat sistemin yetersiz kaldigi
durumlarda dogal enzimler devreye girer. Enzimlerce etkisiz hale getirilemeyen
oksidanlar ilk olarak hiicre membranindaki lipidler1 etkileyerek “lipid
peroksidasyonu”nu baglatir. Lipid peroksidasyonu, membranlarda bulunan coklu
doymamis yag asitlerinin (PUFA) serbest oksijen radikalleri tarafindan peroksitler,
alkoller, aldehitler gibi ¢esitli iirlinlere yikilmasi reaksiyonudur ve sonugta ortaya

cikan biyo-aktif aldehitler hiicre hasarina neden olur (Benzer ve Ozan, 2003).

Antioksidanlar, serbest radikallerin olusumunu engelleyerek veya mevcut radikalleri
etkisiz hale getirerek hiicrelerin ve dokularin zarar gdérmesini engelleyen ve
yapisinda genellikle fenolik fonksiyon tasiyan molekiillerdir (Kahkénen ve dig.,
1999). Antioksidanlar viicudumuzda dogal veya dis faktorlerin tetiklemesiyle olusan
bu serbest radikallere karsi savunma mekanizmasini {iistlenmistir. Giliniimiizde
antioksidanlar ile ilgili ¢alismalar ¢ok 6nem gormektedir ve birgok bitki icerdigi
bilesikler sayesinde 6nemli diizeyde antioksidan aktiviteye sahiptir. Cesitli bitkilerle
ilgili antioksidan aktivite caligmalari mevcuttur fakat bu iki taksonun toprak alt1
kisimlar ile ilgili bir antioksidan aktivite caligmasina yapilan litaretiir taramalarinda
rastlanmamistir. Buldugumuz antioksidan aktivite ve fenolik icerik bulgular1 diger
calismalarla da karsilastirildiginda verimli oldugu ve bu bitkilerin kullanildigi
gidalarda gevreklik verme 6zelliginin yaninda bu gidalarin besin degerlerine katki

sagladiklar1 diistiniilmektedir.
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Antimikrobiyal aktivite i¢in sec¢tigimiz bakterilerin patojenitesi yiiksektir, bitkisel
ekstratlarda oldugu gibi Azm ve P10 antibiyotiginde bazi bakterilerde de yiiksek

inhibisyon zonu olusmamastir.

Boussaada ve dig., (2008), Evax pygmaea (Asteraceae) ilizerinde yaptiklari
antimikrobiyal ve antioksidan calismalarinda; metanolik ekstrat ile (TEAC=1.85
mM) etil asetat ekstraksiyonu ile yaptiklar1 antioksidan degerlerini (TEAC=2.27
mM) giicli bir antioksidan aktivite olarak yorumlamislardir ve kloroformik
ekstraksiyon degerini TEAC=1.31 mM olarak tespit etmislerdir. Bu degerler 1s1g81inda
tez calismasinda kullanilan her iki bitkinin antioksidan degerlerinin Tablo 4.3’den
anlasilacagi lizere 1yi bir antioksidan kapasite araliginda oldugu sdylenebilir. Yine bu
bitkinin metanolik ve kloroformik ekstratlariyla yapilan antimikrobiyal aktivite
calismalarinda, G(-) olan bakterilerden; Escherichia coli, ATCC 35218,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Fusarium oxysporum, Aspergillus niger
iizerinde herhangi bir antimikrobiyal inhibisyon zonu go6zlenmemistir. Bizim
calismamizda da yapilan antibakteriyel aktivite sonuclar1 yiiksek verimde zonlar
olusturmamistir. Ozellikle gram negatif bakterileri gii¢lii patojenler olarak

degerlendirebiliriz.

Poslu (2006), G. eriocalyx’in kloroform ve petrol eteri ekstraktlarinda Bacillus
cereus G(+), Micrococus luteus G(+), S. aureus G(+), B.subtilis G(+), Escherichia
coli G(-), P. aeruginasa G(-), Candida albicans, S. cerevisia mikroorganizmalarinda
yaptiklar1 antimikrobiyal aktivite ¢alismasinda bu ekstraktlarda saponin bulunmadigi
icin bu ekstraktlarin antimikrobiyal aktivite gostermedigini, etil alkol ekstraktinin
icinde saponin bulunmasmna ragmen saponin derisiminin bu ekstrakt iginde
antimikrobiyal aktivite gdsterecek miktarda bulunmadigini rapor etmislerdir. Bu tez
calismasinda kullanilan G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var. sphaerocephala ve
G. eriocalyx Boiss’ in kloroform ile elde edilen ekstratlarin1 stdH,O ¢oziiciisii ile
cozdiigimiizde gostermis oldugu antibakteriyel aktivite sonuglar1 Tablo 4.3°de
goriildigil tizere; Poslu (2006), yapmis oldugu ¢alisma ile tutarhilik gdstermistir ve
yiiksek verimde bir antibakteriyel aktivite tespit edilememistir. Bunun sebebinin
ekstratlarm saponin maddesi icermemesinden veya etkin maddelerinin suda

coziinmediginden kaynaklandig1 diistintilmiistiir.

Tez calismasinda kullanilan bitkilerin toprak alt1 kisimlarindan 1 kg kurutulup toz

haline getirilmis iiriin elde etmek i¢cin yaklasik olarak 3-3.5 kg kadar yas kok
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kurutulmas: gerekmektedir. Dekar basina elde edilen kuru iiriin miktar1 4-5
tondur. En az dort yil sonra hasat edilmesi uygundur. Hasat zamani belirlenirken
bitkinin pazar durumu géz Oniine alinir. Pazarlamasi yapilana kadar tarlada bekletilir
(Url-1). Ulkemizde de ¢dven tarmmi yapilmaktadir ve bu iiriinler yurtdis1 ve ic
piyasada kullanilmaktadir. Bu nedenle {ireticilerin yukaridaki bilgiyi bilmesinin

iiretim agisindan faydali olacagi diistiniilmiistiir.

Ayni zamanda G. sphaerocephala Fenzl ex Tchihat var. sphaerocephala ve G.
eriocalyx Boiss taksonlarinin toprak alt1 kisimlariyla ilgili yapilan bu ¢aligsmanin, 1yi
bir literatiir bilgisi saglayacagi ve ileriki caligmalara 151k tutacak nitelikte oldugu

diistiniilmektedir.
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