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Saponaria kotschyi ve Saponaria pumilio’nun
BAZI BiYOLOJIK AKTIiVITE OZELLIKLERI
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BiYOLOJi ANABILIM DALI
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DENIZLi, TEMMUZ - 2019

Tiirkiye, dogal bitki zenginligi agisindan, Diinyada 1liman iklim kusagindaki iilkelerin
ilk siralarinda yer almaktadir. Iklim farkliliklari, topografik, jeolojik ve jeomorfolojik
cesitlilikler, degisen yiikseklik farkliliklari, ekolojik ¢esitlilik gibi bir ¢ok faktoriin, floristik
cesitlilige yansimasi bu zenginligin sebepleridir. Calisma, bir¢ok cins ve tiire sahip olan
Caryophyllaceae familyasinin Saponaria L. Cinsine ait Saponoria kotschyi ve Saponoria
pumilio tirlerinden e¢lde edilmis ekstraktlar tizerinde yapilmistir. Yapilan literatiir
calismalar1 sonucunda c¢alisma materyalimizi olusturan bu tiirler {izerinde yapilan
caligmalara ait her hangi bir arastirmaya rastlanilmamistir. Buna dayanarak her iki tiiriin
biyolojik aktivite potansiyelleri tespit edilmistir. Bu baglamda; S. kotschyi ve S. pumilio’dan
elde edilmis olan metanol ve su ekstraktlarinin; 6 farkli yontemle (DPPH ve ABTS serbest
radikal giderim kapasitesinin belirlenmesi, fosfomolibdenyum yontemi, metal selatlama
kapasitesinin belirlenmesi, beta karoten-linoleik asit yontemi, FRAP) antioksidan
kapasitesinin belirlenmesi, toplam fenolik, flavonoid, tanen ve saponin miktarlarinin tayini,
Brine Shrimp (Artemia salina L.) 1 testiyle potansiyel sitotoksik etkilerinin belirlenmesi,
HPLC ile fenolik bilesenlerinin tespiti amaglanmistir. Yapilmis testler sonucu S. kotschyi ve
S. pumilio’dan elde edilmis metanol ve su ekstraktlarinin total antioksidan aktiviteye (en
yiiksek S. kotschyi su ekstraktlarinda %91,95 +6,56), yiiksek saponin miktarina (en yiiksek
S. kotschyi su ekstraktlarinda 147 ug/g,), zengin fenolik bilesen (15 bilesen) yapisina ve
kismen sitotoksik 6zelliklere sahip oldugu belirlenmistir. S6z konusu 6zellikler her iki tiiriin
farmokoljide ve gida sanayinde kullanilabilecegine imkan yaratmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Saponaria L., Caryophyllaceae, Antioksidan aktivite, HPLC,,
Sitotoksik etki



ABSTRACT

SOME BIOLOGICAL ACTIVITY PROPERTIES OF Saponaria kotschyi AND
Saponaria pumilio
MSC THESIS
NURAY SARAC
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF.DR. RAMAZAN MAMMADOV)
DENIZLI,

Turkey, in terms of the richness of native plants, located in the temperate climate of
the country in the first row in the world. Reflection of many factors such as climate
differences, topographic, geological and geomorphological variations, changing altitude
differences and ecological diversity to floristic diversity are the reasons for this richness.
The study was carried out on extracts of Saponoria kotschyi and Saponoria pumilio species
belonging to Saponaria L. genus of Caryophyllaceae family which have many genera and
species. Based on this, biological activity potentials of both species were determined. In this
context; Methanol and water extracts obtained from S. kotschyi and S. pumilio;
Determination of free radical removal capacity by 6 different methods (DPPH and ABTS,
phosphomolybdenum method, metal chelating capacity, beta carotene-linoleic acid method,
FRAP) determination of antioxidant capacity, determination of total phenolic, flavonoid,
tannin and saponin amounts, Brine Shrimp (Artemia salina) L.) 1 test was used to determine
the potential cytotoxic effects and HPLC to determine phenolic compounds. The total
antioxidant activity of methanol and water extracts obtained from S. kotschyi and S. pumilio
(91.95 + 6.56% in the highest S. kotschyi water extracts), high saponin content (in the
highest S. kotschyi water extracts). 147 gg / g,), rich phenolic component (15 components)
and partially cytotoxic properties. These properties allow both species to be used in the
pharmaceutical and food industries.

KEYWORDS: Saponaria L., Caryophyllaceae, Antioxidant activity, HPLC,,
Cytotoxic effects
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1. GIRIS

Tiirkiye, dogal bitki zenginligi a¢isindan, Diinyada iliman iklim kusagindaki
iilkelerin ilk siralarinda yer almaktadir. iklim farkliliklari, topografik cesitlilikler,
jeolojik ve jeomorfolojik cesitlilikler, deniz, gol, akarsu gibi degisik su ortami
cesitlilikleri, 0-5000 m’ler arasinda degisen yiikseklik farkliliklari, ii¢ degisik bitki
cografya bolgesinin birlestigi bir yerde olusu gibi bircok ekolojik ¢esitliligin, floristik
cesitlilige yansimasi bu zenginligin sebepleridir (Ekim 2005). Tiirkiye 1liman iklim
kusaginda ve Bat1 Palearktik {ilkeleri arasinda % 34 endemizm ile en zengin floraya

sahip tllkedir (Davis ve dig. 1984).

Davis (1967) ve Giiner ve ark.(2000) yaptig1 ¢alismaya gore Caryophyllaceae
familyasinin 32 cins ve 500 tiir igerdigi kaydedilmistir. Calisma materyallerimizin de ait
oldugu Saponaria L. cinsinin ise Tiirkiye’ de 18 tiiriin 20 taksonuna sahip oldugu ve 10
taksonun ise Tiirkiye’ de endemik oldugu bildirilmistir (Huber Morath, 1967).
Caryophyllaceae familyasinin ve Saponaria cinsinin bazi anatomik 6zellikleri Metcalfe
ve Chalk (1950) tarafindan rapor edilmistir. Ayrica Tirkiye’deki bazi Saponaria
taksonlarinin polen morfolojisi Arkan ve Inceoglu (1992) tarafindan belirlenmistir.

Saponaria tiirleri saponinleri de kapsayan triterpenoid dogal bilesenlerini
icermektedir. Ornegin, Saponaria officinalis L. saponince zengin ve sabun olarak
kullanilan rizom ve yapraklara sahiptir (Baytop, 1999). Yerel isim olarak kullanilan
“sabunotu” sabun benzeri olmalarindan ve deterjan 6zelligi gdstermelerinden dolayi
saponinlerin anlamin1 da yansitmaktadir. Bu tiirler Tiirkiye’ de siis bitkisi olarak yaygin
bir sekilde yetistirilmektedir. S. kotschyi’ nin saponinleri ve kimyasal icerikleri Sezik ve
Tiirkoz (1987) tarafindan belirlenmistir. Ek olarak, Saponaria tiirlerinin farmakolojik
amaclarla kullanildig1 kaydedilmistir (Metcalfe ve Chalk, 1950). “coven” olarak bilinen
S. officinalis 30100 cm uzunlugunda ¢ok yillik bir bitkidir. Bu bitkiler yol kenarlar
boyunca nemli hendeklerde, cayirlarda yetismektedir ve eski evlerin yakininda siis
bitkisi olarak ekilmektedir. S. officinallis biiyiik miktarda saponin igermektedir ve
alternatif tipta Dioscorides zamanindan beri terletici, hafif idrar soktiiriicii, balgam

soktiiriicii, temizleyici ve tonik olarak kullanilmaktadir (Baytop 1984).



Calismamizda Saponaria kotschyi ve Saponaria pumilio’nun bazi biyolojik
aktivite ozelliklerinin metanol ve su ekstraktlar1 alinarak, 6 farkli yontemle (DPPH ve
ABTS serbest radikal giderim kapasitesinin belirlenmesi, Fosfomolibdenyum yontemi,
Metal selatlama kapasitesinin belirlenmesi, Beta karoten-linoleik asit yontemi,
Indirgeme giicii kapasitesinin belirlenmesi) antioksidan kapasitesinin belirlenmesi,
Toplam fenolik, flavonoid, tanen ve saponin miktarlarinin belirlenmesi, Brine Shrimp

(Artemia salina L.) testiyle potansiyel sitotoksik etkileri belirlenmistir.

1.1 Calismanin Amaci ve Onemi

Teknolojideki gelismelerle etken maddelerin elde edilmesi ve zaman zaman
sentetik tilirevlerinin yapilmasinin hiz kazanmasina ragmen, halen bitkisel ilaclar
tedavide kullanilmaktadir. Artik bilim adamlar1 da doganin bize vermis oldugu bazi
hastaliklarin tedavisinde doga da bulunan ¢ok sayidaki gesitli bitki tiirlerinden
faydalanmaktadir. Bitkisel icerikli bilesiklerin, antioksidatif etkileri nedeniyle

arastirmalar tiim diinyada stirekli artmaktadir.

Yapilan literatiir ¢alismalar1 sonucunda c¢alisma materyalimizi olusturan
Saponaria  kotschyi ve Saponaria pumilio tiirleri lizerinde planlanan ¢aligmalara ait
her hangi bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Aragtirmaya konu olan bitki tiirlerinin

biyolojik aktivite potansiyellerinin tespit edilmesi planlanmustir.

1.2 Sapanoria kostchyi ve Saponoria pumilio’nun Turleri

a.Saponaria kotschyi. Boiss., Diagn. ser. 1(1): 16 (1843). Syn: S. intricata Freyn in
Bull. Herb. Boiss. 3: 77 (1895). (Endemik bir tiirdiir.)




Tablo 1. 1:S.kotschyi morfolojik 6zellikleri

S. kotschyi | Flora of Turkey and Monographie Der Erdir Erten
the East Aegean Gattung Saponaria | (2009)

Islands (Davis, 1967) (Simmler, 1910)

Govde Tek ya da iki yillik Iki yillik bitkiler, Tek ya da iki yillik
bitkiler, tabandan dikey- | hirsut yapiskan tiiy bitkiler, tabandan
yayik olarak dallanmig, | Ortiisiine sahip, dikey- yayik
tiim bitki glandular ve govdeler yaprak olarak dallanmus,
eglandular tiiy ortiisii ile | lizerine yatikveya tiim bitki
kapli; govdeler toprak tabanda meyilli olup, | glandular ve
izerine yatikveya sonra dikleserek eglandular tiiy
tabanda meyilli olup, yiikselmekte , uzun ortiisti ile kaply;
sonra internodlu govdeler toprak
dikleserekytikselmekte, lizerine yatik veya
20-30 cm tabanda meyilli

olup, sonra
dikleserek
yiikselmekte, 65
cm’e kadar,
yapiskan

Cigek Korimbus ¢ok ¢icekli ve | Korimbus ¢ok ¢igekli | Korimbus ¢ok

durumu seyrek. Pediseller2-4 ve seyrek cicekli ve seyrek.
mm, dik-yayik Pediseller 1-5 mm,

dik-yayik

Yaprak Taban yapraklar1 genis, | Taban yapraklari Taban yapraklar1
obovat, spahulat, oblong-spathulat, genis obovat-
petiollii; gévde akut, 1 damarl; spathulat, petiollii,
yapraklar1 oblong- govde yapraklari 1 damarli; gévde
lanseolat, hemen hemen | oblong-lanseolat yapraklar1 oblong-
sapsiz lanseolat, hemen

hemen sapsiz

Brakte

Kaliks Kaliks darca silindirik, Kaliks darca Kaliks darca
cizgili, 9-12 mm, silindirik, ¢izgili, silindirik, ¢izgili,
glandular ve eglandular | ¢iceklenme yaklasik olarak 13
titylerle kapl doneminde yaklagik mm meyvede iken

olarak 12 mm, hafifce siskin,

meyvede iken sigskin | glandular ve

degil eglandular tiiylerle
kaph

Kaliks disi | Cok kisa akut disli Oblong, akut Kisa akut disli, 1-2

mm

Petal 13-15 mm, pembe, Kaliksten disar1 Yaklasik olarak 15
lamina obovat ve tam, cikmakta, agik mm pembe-
laminanin tabaninda iki | pembe, ovat-kuneat, kirmizimsi pembe,
parcali tag pulu laminanin tabaninda | lamina obovat ve
bulunmakta ve dar bir uzun iki pargali tag tam, laminanin




Tablo 1. 2:S.kotschyi morfolojik 6zellikleri (devami)

tirnak kismi1 yer almakta | pulu bulunmakta tabaninda iki
pargali tag pulu
bulunmakta ve dar
bir tirnak kismi
yer almakta
Stamen 10

(say1)
Ovaryum 4-8 ovullii 2 stiluslu

Kapsiil Darca oblong, yaklasik | Oblong, bir Oblong yaklagik
7 mm ve ugta karpoforun iizerinde, | olarak 9 mm, bir
daralmakta, 12 tohumlu | 1-2 tohumlu karpoforun
tizerinde, 1-2
tohumlu

Tohum tiiberkiilli Yaklasik olarak 2
mm, mat, koyu
kahverengi,
tiiberkiilli,
globular-reniform

Sekil 1.1: S. kostchyi toplandig1 yerden bir resim

Sekil 1. 1: S.kotschyi Tiirkiye'deki yayilis alani



b.Saponaria pumilio Boiss .., Diagn. Ser. 1 (1): 18 (1843) non (L.) Fenzl. ex Braun
inFlora 26: 801 (1843).

Tablo 1.1: S. pumilio morfolojik 6zellikleri

S. pumilio Flora of Turkey and | Monographie Der | Erdir Erten
the East Aegean Gattung (2009)
Islands (Davis, 1967) | Saponaria
(Simmler, 1910)
Govde Cok yogun kdkten Cok yogun kokten | Cok yogun kokten
itibaren ¢ok govdeli itibaren ¢ok itibaren ¢ok
veya yastik seklinde, | govdeli, yastik govdeli veya

cok yillik, ¢icekli
govdeler 1-4 cm

seklinde, ¢ok yillik

yastik seklinde,
cok yillik, ¢icekli
govdeler 4-10 cm

Cigek durumu

Cigek durumunun
dallar1 3-10 ¢igekli ,
uzun, kapitat,
glandular tiliy Ortiisii
ile kaph

Dallar 3-7 ¢igekli
pediseller hemen
hemen kaliks boyu
kadar, hirsut-hispid

Cicek durumunun
dallar1 3-10
cigekli, kisa ve
uzun glandular tily
ortiisiine sahip

Yaprak Taban yapraklar1 5-7 | Taban yapraklari Taban yapraklari
x 1 mm, linear, tliysiiz | linear, tiiysiiz ya da | 5-7 x Imm, linear,
ya da laminanin iizeri | kenarlar sili; tilysiiz ya da
kisa eglandular tiiy govde yapraklari kenarlar sili ya da
ortiisiine sahiptir. hirsut, akut laminanin tizeri
Govde yapraklari az kisa eglandular
sayida, sapsiz ya da tily ortiisiine
bulunmayabilir. sahip, govde ve

yapraklar1 az
sayida, linear 6-10
x 1 mm
Brakte Kiiciik, govde Linear, 2-3 mm
yapraklar1 ile ayni
yapida

Kaliks Glandular, oblong- Glandular-hispid, | 6-9 mm, oblung-
silindirik sekilli, silindirik silindirik,
yaklasik 8 mm glandular tiiylerle

kapli, yesil renkli

Kaliks disi Uggen disli, aksat | Uggen disli aksat

Petal Koyu kirmizi ya da Morumsu kirmizi, | Kizil ya da
morumsu kirmizi, lamina kordat , 2 morumsu kirmizi-
lamina dar obovat, u¢ | linear kiiciik tag koyu pembe,

kismu girik, iki kisa
linear tag pulu
bulunmakta ve tirnak
kism1 linear-oblong

pulu bulunmakta

obovat olan
laminanin ug
kismi retus,
tabaninda 2 tag
pulu bulunmakta,




Tablo 1.2: S. pumilio morfolojik 6zellikleri (devami)

Stamen (say1) Stamenler yaklagik Stamenler kisa Stamenler
olarak petal yaklagik olarak
uzunlugunun yarist petallerin 1/3’1
kadar kadar
Ovaryum Stilus yaklasik 1 mm | Kisa stiluslu, 2 yada 3 kisa,
kapitar stigmali yaklagik olarak 1
mm kadar stiluslu:
kapitat stigmali;
cok sayida ovullii
Kapsiil Kapsiil oblong, Oblong hemen Oblong hemen
hemen hemen sapsiz | hemen sapsiz sapsiz, 7-12
ve kaliksle esit tohumlu
boydadir
Tohum Kiiciik, tiiberkiillii | Yaklagik Imm,

hemen hemen
globular-reniform
koyu kahverengi

Sekil 1. 2: S. pumilio (fotograf M. Erdir Erten)




Sekil 1. 3: S. pumilio Tirkiye'deki yayilis alani

1.3 Bitkisel Sekonder Metabolitler

Diinyada sekonder metabolitler dogada bitkinin ¢evresel ortama adapte
olmasinda, kendini zararlilara kars1 korumada, neslini devam ettirebilmesi gibi 6nemli
durumlarda bitkiler tarafindan gelistirilmis mekanizmalarin tiriintidiir. Bitkisel sekonder

metabolitlerin 6nemli gorevleri soyledir:

a) Kuraklik, tuzluluk, UV 1sinlara vs. gibi farkli ¢evre sartlarinin meydana

getirdigi stres ortamina karsi koyma,
b) Herbiyorlara (bocek, siiriingen vb.) karsi koruma,
c¢) Mikroorganizmalara (bakteri, mantar vb.) karsi1 savunma,

d) Baz1 metabolik ve daha gelismis ekolojik islevler (6rnegin; tohum dagilimini

saglamak i¢in hayvanlar1 ve diger tasiyicilar1 cezbettirme gibi).



Sekonder metabolitler giinliik yagantimizda kimyasallar {irtinler ilk sirada olmak
tizere kullandigimiz ilaglarin hammaddesi olup kozmetik, yiyeceklerde zirai de

kullanilan ilaglarin igerisinde pek ¢ok kimya sektoriinde kullanilmaktadir

Sekonder metabolitler 3 boliime ayrilmaktadir. Bunlar; terpenler, fenoller ve

azot ve/veya kiikiirt iceren bilesikler olarak ayrilmaktadir.(Agostini- Costa ve dig. 2012)

Tablo 1.3: Baz1 sekonder metabolitlerin siniflandirilmasi

Tip Ornek
Hemuterpenler Prencl
Monoterpenler Mentol
Sesiiterpenlar Limonan
TERPENLER Ditarpenler Taksol
Triterpenler Digitanin
Tetraterpenler Karoten
Meroterpenler Elorofil
Politerpenler Dolikol
Hidroisibenzodk Asitler (rallik 3zt
Hidroksisinamik Asitler Fenulik asit
Fenilpropanoidler Kumarin
Naftokinomlar Juglon
FENOLIK BILESIELER Antrasenler Antranol
Flavonlar Apigenin
Flavonoller Kuersetm
Izoflavonlar Genistein
Antosiyaninlar Petunidin
AZOT ve/veva KUKURT Heterosiklik Alkoleidler Nikotm
ICEREN BILESIKLIR Noo-heterosixlik Alkoloidler E fedrim
Pzodo Allcoloddler aolanidin
Siyanojenik Glikozitler Hidrojen siyanid
Glukozinolatlar Sinigrin
Non-protein Aming asitler Aimozin




1.4 Serbest Radikaller

Serbest radikaller tek veya pek c¢ok ortaklasmamis elektron barindiran atom veya

molekiillerden olugmaktadir . Bu radikaller ti¢ farkli yolla meydana gelmektedir. Bunlar:

a.Kovalent sekilde dizilen normal tek molekiiliin ayr1 ayr1 parcasindaki ortak

elektronlarindan her hangi bir tekinin kalarak homolitik boliinmesi ile meydana

gelmektedir.

b. Herhangi molekiiliin bir elektronunun kaybolmasi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi sonucu. Heterolitik bdliinme kovalent bag meydana getiren her iki elektron
meydana getiren atomlardan birisinde kalarak bdylece serbest radikaller yerine iyonlari

olustururlar.

c. Her hangi molekiile yalniz tek elektronun baglanmasi ile

Harman ve ark., metabolik reaksiyonlarin ¢ogalmasiyla serbest radikallerin

olusumunun giderek arttigin1 rapor etmistir.

Biyolojik mekanizmalarda serbest radikaller genellikle elektron alisverisi
neticesinde olugmaktadirlar. Serbest radikaller art1 yiiklii, eksi yiiklii ya da elektriksel olarak

notral bulunabilirler.

Serbest radikaller ¢evre kirliligi, sigara dumani, hiperoksi, asir1 egzersiz sirasinda,
bircok enfeksiyon neden oldugu reaksiyonlarda, fagositler tarafindan hiicre i¢ine alinan
bakteri ve diger canlilarin 6ldiiriilmesi ve normal hiicre metabolizmas: esnasindaki oksijen

iceren biyokimyasal reaksiyonlarin etkisi sonucu serbest radikalleri olusturmaktadir.

Bu radikaller hiicrelerin biitiin yapisina etki etmektedirler.Bunlar proteinler lipidler,
niikleik asitler, karbonidratlar, enzimler ve DNA {izerinde 6nemli islevlere sahiptir.
Mitokondrideki oksijenli solunumun bozulmasina neden olurlar. Hiicrenin yapisindaki K"

yok olmasini ve trombosit 21 durumunu ¢ogaltmaktadirlar.



15 Antioksidanlar

Antioksidan aktivite mekanizmasi serbest radikalleri yok ederek viicudun
serbest radikallerden zarar gérmemesini ve kendini gelistirmesine yardimci olan
maddelerdir. Genellikle canli organizmalarda meydana gelen serbest radikaller, lipit
oksidasyonunun olusmasina ve devaminda hiicre 6liimlerini meydana getirmektedir.
Antioksidanlarin 6nemli bir kismin1 mikroorganizmalar (bakteri, mantar vb.), bitkiler
ve organizmani olusturan canlt mekanizmalar aracilifiyla dogal olarak iiretilmektedir.
Dogal antioksidanlar olarak bilinmektedir ve genellikle tercih edilen antioksidan

kaynaklar1 olarak ongoriilmektedir. (Pokorny 2007).

Antioksidanlar bilindigi lizere bir¢ok vitaminde bulunmaktadir.Bunlar arasinda
vitamin C, vitamin E ve A vitamini olarak bilinmektedir. Ayrica bir¢ok kisi tarafindan
betakarotenin Oncii maddesi olarak bilinmektedir. Bitkisel tiriinlerde genellikle renkli
maddelerini olusturan flavonoidler ve bunlar arasinda elektron aligverisi yapan ¢inko
(Zn) ve selenyum ( Se) gibi maddeler bulunmaktadir. (Mammadov 2014).
Antioksidanlarin etki mekanizmanizlar: soyledir:

a. Metal iyonlarinin baglanmasi ile radikal olusum reaksiyonlarinin engellenmesi

b. Organik molekiillere baglanan serbest radikallerin olusturdugu hasar sonrasi onarimi

ve temizlenmesi
c. Enzimatik reaksiyonlar aracilifi ile reaktif oksijen tiirlerinin armdirilmas1 ya da
temizlenmesi

d. Herhangi bir uyar1 sonucu reaktif oksijen tiirlerinin engellenmesi

Ulkemizde bitkiler dogal antioksidanlar acisindan oldukga zengin bir gesitlilige

sahiptir..Antioksidanlar arasinda en ¢ok 6n plana ¢ikan fenolik bilesiklerdir.(Shadidi ve

Naczk 1995)
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Antioksidanlar
Endojenler Eksojenler

T
Siilfir fperen
Eimyaszallar

Redoks P
Thioredox

| Karotenler | | Esantofiller |
; | Orzanosulfitler
. Yag Etkileyicileri - karoten Lutsin
o T B- karoten Zeaksmﬂ:un ) Mineraller
Lipoik asit E :
Permilyl alkol P . - Cinko
B | ] e
Selenyum
Magnezyum
POLIFENOLLER - ——
Klorojentk Asit Soly
Ferulik Asit Stilbenler,
Eafeik Asit - Steroidler ve
Tanenler | Anirakinon p
H ‘ane) Ubikinon Saponinler

I
[ 1
Flavan-3 4-dioller
I I
Flavan-3-ol

Brassinestreoid
Eateginler _—
Kategin-galatlar Dikidrakalkoml Vitaminler
Euersetin
Aspalatin Vitamin C Vitamin 4
Piloretm
Antosiyanidinler
[ Vitamin E
Siyanadin | Lignan | | Isoflavonlar | | Eomestan |
Antostyaninler

Hidroksibenzoik Asitler

Gallik Asit

Sekil 1. 4: Antioksidanlarin siniflandirilmasi (Wootton 2011)

1.5.1 Fenolik bilesikler

Fenolik bilesikler; bitkiler sayesinde liretilen ve antioksidan 6zelligi gosteren
sekonder metabolitlerdir. Cogunlukla su igerisinde ¢oziilebilen ve aromatik zincir
halkasinda en az bir veya birden fazla hidroksil grubu (OH- ) igeren, basit fenolik
bilesiklerden, yiiksek oranda polimerize olmus ¢ok sayida fenolik maddeleri igeren
gruptur (Caniyilmaz, 2015). Gidalarin igerisinde fenolik bilesikler karsimiza ¢ogunlukla
meyvelerin yapisinda bulunmanin yani sira meyvenin ¢esitlerine gore farkliliklar s6z

konusudur.

Diinyada bulunan bitkilerin hemen hepsinin metabolizmasinda, sekonder
metabolit olarak yapisinda mevcut olan ve bitkilerin kendilerini savunmada rol

oynadig1 bilinen farkli 6zelliklerde ve gesitli degerlerde fenolik bilesiklerin bulundugu
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kabul edilmektedir. (Saldamli 2007). Fenolik bilesikler fenolik asitler ve flavonoidler
olarak ayrilmaktadir(Mammadov 2014).

Diinyada her gegen yeni fenolik bilesikler bulunup mevcut olana yenileride
aktarilarak bir¢cok fenolik bilesigin yapist ve igeri8i tespit edilmistir (Kafkas ve dig.
2006, Cemeroglu 2004). Birgok bitkinin meyve kisminda , sebzelerde, tohumlarda,
cicek ve ciceklerin kisimlarinda fenolik bilesikler bulunabilmektedir. (Coskun 2006,
Aydin ve Stiin 2007). Sebze ve meyvelerin bir ¢ogunun lezzetinin olusmasinda
olusmasinda rol oynamaktadir. Ayrica agizda tuzlu, aci, eksi ve burukluk gibi tat
unsurlarinin olugmasini etkilemektedirler. Fenolik bilesiklerin ¢ogu meyve ve sebzelerin
renginin olusmasina katki saglamaktadir. Ornegin; sari-esmer, sari, kirmizi-mavi renk
tonlarmin olusmasinda (Zor 2007, Giingdr 2007). Genellikle meyvelerin yapisinda
bulunan fenolik bilesiklerin anti-oksidatif ve anti-mikrobiyal 6zelliklerine sahip olmasi
nedeniyle saglik lizerinde olumlu etkilerinden dolay1 islevsel gida olarak
degerlendirilmektedir (Pehluvan ve Giileryliz 2004). Beslenme fizyolojisi agisindan
fenolik bilesiklere dnemli etkileri sebebiyle "biyoflavonoid" olarak adlandirilmaktadir.
Bazi bulgularda permeabilite faktorii (P faktorii) veya P vitamini olarak

isimlendirilmektedir. (Saldamli1 2007, Cemeroglu 2004).

1.5.2 Fenolik Asitler

Bitkilerin igeriginde bulunan fenolik asitler, sinnamik ve benzoik asitlerin
hidroksillenmesi ile meydana gelen yapilardir. Izoflavinler, flavinler, flavaninler,
flavanoller, antosiyaninler ve flavinoller gibi altt gruptan meydana gelen yapilar ise

flavonoidler olarak isimlendirilmektedir(Modanlioglu, 2012).

Fenolik asitler bilindigi iizere 2 gruba ayrilmaktadir. Bunlar ; Hidroksi benzoik
ve hidroksisinamik asitlerdir. Hidroksibenzoik asitlerin yapis1t C6-C1 (fenilmetan)
yapisinda bitkisel gidalarda ¢ok az miktarda bulunmaktadir. Bunlar salisilik asit, m-
hidroksibenzoik asit, gallik asit, vanilik asitler gibi asitlerdir. Hidroksisinamik asitin
yapist  C6-C3  (fenilpropan) seklindedir. OH grubunun fenilpropan halkasina

baglandig1 yeri ve yapisina gore farkli 6zellikler gosterirler. Genellikle ¢ok fazla
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bulunanlar1 kafeik asit, ferulik asit, pkumarik asit ve o-kumarik asitlerdir. Bitkilerde

biiytik bir kismi organik asitler ve sekerlerle esterlesmis halde bulunan, fenolik asitlerin

(Saldamli 2007, Balasundram ve dig. 2006) kimyasal yapilar1 Sekil 1.

goriilmektedir.

6’da

R1 RA1
RQ%}_CDDH R24%;\>7¢H=CH —COO0OH
R3 (a) R3 (b)

Asit Rl [R2]| R3 Asit R1 | R2 | R3
p-Hidroksibenzoik H OH H P-Kumarik H OH H
Pirokate suik H OH| OH | Kafeik H |OH | oH
Vanilik CH,O |OoH| H | Ferulik CH,0| OH H
Siringik CH,O | OH |CH,O| Sinapik CH,O| oH | CH,O
Gallik OH OH| OH

Sekil 1. 5: Fenolik asitin yapisi
(Shahidi ve Naczk 1995)

1.5.3 Flavonoidler

a)Benzoik asitin yapisi

b)Sinnamik asitin yapisi

Flavonoidler, biitlin damarl bitkilerin yapisinda dogal olarak mevcut olan ve

4000’e yakin grubu bulunan bilesiklerdir. Flavonoidlerin {izerinde yapilan ilk aragtirma

1936 yilinda Rusznyak ve Szent-Gyorgyi tarafindan yayinlanmistir ve flavonoidlerin

biyolojik aktiviteleri rapor edilmistir.

Bitkiler aleminde sekonder metabolitler icerisinde dnemli bir yere sahip olan

flavonoidlerin giiniimiizde 6000°in iizerinde ¢esidi oldugu bilinmektedir. Flavonoidlerin

fazla sayida cesidinin bulunmasinin sebebi ana iskelet iizerine farkli sekillerde dizilen

yan gruplarin pozisyonu ve baglanma seklinin

cesitliliginden ve bu gruplarin

sayilarinin fazla olusundan kaynaklanmaktadir. Flavonoidlerin kimyasal yapisim

olusturan ana iskelet 15 karbon atomundan olusan hetero bir iskelete sahiptir.
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Bitkilerin yapisinda bulunan flavanoidler bilesiklerin 6nemli kismini
olusturmaktadir. Sar1 renkte bulunmalar1 sebebiyle Latince’de “’sar1™ anlamina gelen
“flavus’ s6z Sbeginden tiiretilmesi sonucu flavanoid adi verilmistir. Ilk defa flavanoid
tipinde bir madde Sevrole tarafindan mese agacinin bir tiiriiniin kok kismindan izole
edilerek bulunmustur. Sonradan bu madde kuersetin olarak isimlendirilerek sar1 renkli
boya olarak kullanilmaya baslanilmistir.(Mammadov 2014). Flavonoidlerin genel yapisi
C6-C3-C6 difenilpropan iskelet yapisindan olugmaktadir. Ortasinda bulunan piran
halkasindaki degisiklige bagl olarak % alt grupta incelenmektedirler (S6ylemezoglu
2003).

Bitkilerin sekonder metabolitleri igerisinde 6nemli bir sinif olan flavonoidlerin
giinlimiizde 6000’in iizerinde ¢esidi bilinmektedir. Flavonoidlerin ¢ok sayida ¢esidinin
bulunmasi, ana iskelet iizerine baglanan yan gruplarin pozisyonu ve baglanma
durumunun  ¢esitliliginden ve bu gruplarin sayillarinin  fazla  olusundan
kaynaklanmaktadir. Flavonoidlerin ana iskeletini olusturan kimyasal yapt 15 karbon
atomundan olusan hetero bir iskelettir.

Flavonoidler bitkiler aleminde ¢ok yaygin olarak bulunan sari pigmentlerdir.
Bunlar en ¢ok sekerlerle birlesmis durumda yani heterozit olarak bulunur (Tanker ve
Tanker, 2003). Bunlara Flavonozitler denir. Flavonoidler, bitkiler aleminde ¢ogunlukla
bulunan ve giinliik diyetlerde ¢ogunlukla tercih edilen dogal iiriinlerdir. Cigeklerin renk
olusumunda ve sonbaharda ¢igeklerin agmasindan sorumlu pigmentleri olusturur. Uzun

yillardir bitkiler i¢in renk pigmentleri olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 1. 6: Flavonoidlarin yapisi ve ¢esitleri

1.5.4 Saponinler

Saponinler tek ¢ekirdekli bir veya daha c¢ok yan zincirlere sahip suda
¢Oziinebilen karbonhidratlardan meydana gelen organik bilesiklerdir (Cheeke, 2001).
Saponin ismi  Latince sabun anlamina gelen “sapo” kelimesinden tiiretilerek
olusturulmustur.. Saponinler iki kistmdan olugmaktadir. Bunlar; glikan ve aglikandir.
Saponinlerin glikan kismi diiz veya dallanmis oligosakkaritler olustururken, aglikan
kismini ise steroidal veya triterpenoidal yapiya sahip saponinler ile -OH, -COOH ve —
CH3 gibi fonksiyonel gruplar meydana getirmektedir(Olezsek, 2002). Aglikan
boliimiine tek seker grubu baglanmigsa monodezmodize, iki seker grubu baglanirsa
bidezmozide, lic seker grubu baglanirsa tridezmozide olarak adlandirilmaktadir..
Saponinlerin icerisinde genellikle D-glikoz, Dgalaktoz, D-glikiironik asit, D-riboz, D-
ksiloz, Larabinoz, L-fruktoz ve L-ramnoz ve 3-metil glikoz, quinovoze ve apioz gibi
cesitli karbonhidratlarin bulundugu sdylenmektedir. (Francis ve ark., 2002; Oleszek,
2002).
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Saponinler bitkiler aleminde ¢ok genis yayilim gosterirler. Giiniimiizde 100°den
fazla familyada saponin igeren bitkinin varligi ispatlanmistir. Bitkilerin ihtiva ettigi
saponinlerin miktar1 ve ¢esidi, bitkinin kiiltiirel ve yabani olusuna, fizyolojik durumuna,
bitkinin yetistigi bolgenin cografik lokalizasyonuna, biiyiime peryoduna, bitki kismina
ve mevsime bagli olarak degisebilir. Genelde saponinler koklerde ve tohumlarda

lokalize olurlar (Kolodziejski ve Stecka, 1965).

Saponinler beyaz amorf kristal toz seklinde goriiniirler ve tatlar1 ac1 ya da aciya
yakindir. Ornegin kinoa (Chenopodium quinoa, Chenopodiaceae) bitkisinin tohum
kabuklar1 yenmeden 6nce uzaklastirilmalidir (Mizui ve dig. 1988). Alfalfa (Medicago
sativa, Leguminosae) bitkisinin yapraklarindan izole edilen ve bir tridesmozik olan 16a-
hydroxymedicagenic acid (zahnic acid) simdiye degin tespit edilen en ac1 bilesiklerden
birisidir. Fakat diger taraftan bazi istisnai durumlar da mevcuttur. Ornegin, glisirrizin‘in

stikrozdan 50 kat daha tatli oldugu tespit edilmistir (Oleszek ve dig. 1992).

Bitkiler icerisinde asir1 derecede saponin i¢eren acimsi ve eksimsi tat vermeleri
sebebiyle ¢ok az miktarda canlilar tarafindan tiiketilebilen bazi bitkiler Tablo 1.4¢ de

verilmigtir.
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Tablo 1.4: Bazi bitkiler ve saponin igerikleri

Bitki Saponin (g/Kg)
Nohut (Cicer arietinum L.) 2,3-60
Soya Fasulyesi (Glycine Max L Merrill) 43
Yonca (Medicago sativa L.) 56
Yonca Filizleri 87
Yesil Fasulye (P. Vulgaris) 13
Mas Fasulyesi (P. Mungo) 0,5-5,7
Fistik (Arachis hypogaena L.) 6,3
Ispanak (Spinacea oleracea L.) 47
Mercimek (Lens culinaris) 3,7-4,6
Susam Tohumu (Sesamun indicum L.) 3
Yesil Bezelye (Pisum sativum ssp.) 11
Kuskonmaz (Asparagus officinalis L.) 15
Sarimsak (Allium sativum L.) 2,9
Yulaf (Avena sativa L.) 1
Pancar (Beta vulgaris) 58
Bakla (Vicia faba) 3,5
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1.6 Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Giliniimiizde bircok bitki yapisinda antioksidan kapasitesinin  ortaya
cikarilmasma yoOnelik farkli metotlar uygulanmaktadir. Antioksidan kapasiteni
belirlemek {izere ¢ok sayida metot bulunmasina ragmen heniiz biitliniiyle antioksidan
kapasitesini gosteren bir metot bulunamamistir. Her bitki iizerinde antioksidan
kapasitesi, kullanilan metot sisteminin sartlar1 ve ekstraktlarin farkli yapilarda olmasi
gibi birden fazla sebebe bagli olarak degisiklik gostermektedir. Antioksidan {izerine
arastirma yapan bir¢ok kisi bitkiler iizerinde antioksidan degerlerinin belirlenmesinde
sadece bir yontemin ya da caligmanin  antioksidan kapasiteni net bir sekilde
yansitmadigint ve cok fazla sayida farkli antioksidan kapasite tayin yOntemi
uygulayarak net bir sonucun ortaya ¢ikmasi gerektigini ongormektedirler. (Wong ve
dig. 2006). Yapilan c¢alismalarda antioksidan kapasite tayin yontemleri ¢ogunlukla
serbest radikalleri belirtmektedir. Genellikle serbest radikallerin niteliklerine ve
yapisina gore farkli sonuglar ortaya cikmaktadir.(Prakash 2001).Bu tayin ydntemi
elektron aligverisine gore testler ile hidrojen atomu aligverisine gore testler seklinde
ayrilmaktadir.. Elektron alisverisine gore testler antioksidan ile oksidanin reaksiyonunda
oksidanin indirgenmesi olaymna goére meydana gelen renk degistirmesi yoOntemine
dayanmaktadir. DPPH ve Folin-Ciocalteu yontemi elektron transferine dayali testlere

misal olarak gosterilebilir ve bu testin 6zeti asagida aciklanmistir:

Hidrojen aligverisine bagli  yontemlerde yapilan islem sonucunda
antioksidanlarin hidrojen atomu gondererek serbest radikalleri yakalama aktivitesine
baglidir. Bu yontemin savundugu mekanizma ise peroksit radikallerinin antioksidan ve
substrat arasinda kompetitif bir reaksiyon gostermesi seklindedir ve su sekilde

aciklanabilir:

ROO + ArOH (fenolik bilesik) ——m ROOH + ArO

B-karoten/linoleik asit emiilsiyon yontemi, hidrojen transferine dayali testlere

ornektir (Apak ve dig. 2007).
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1.6.1 DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) Yoéntemi

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) azot halkasinda eslesmemis bir elektron
bulunduran sabit bir serbest radikal olarak bilinmektedir.(Eklund ve dig. 2005). Bu
yontemde morumsu bir renge sahip olan DPPH antioksidan veya indirgeyici bir bilesik
tarafindan indirgenerek sarimsi bir renkte olan difenilpikrilhidrazine cevrilmektedir
(Sekil 12). Antioksidanlarin indirgeme kapasiteleri 515-528 nm araliindaki
absorbanslardaki azalmayla gozlenir (Brand-Williams ve dig. 1995). Bu metotun
genellikle kolay olmasi, cabuk olmasi ve spektrofotometre disinda baska herhangi bir
araca ihtiya¢ duymadan antioksidan kapasite sonuglarinin bulunmasinda kullanilan
yontenlerdendir (Fukumoto ve Mazza 2000). Ayn1 zamanda bu yontemin bazi yetersiz
Ozelliklerinin oldugu hakkinda bildirilmistir.. Bunlar arasinda bilinen DPPH’in dogal
coziiciilerde genellikle alkolik soliisyonlarda ¢6zlinmesine ragmen sulu c¢oziiciilerde
coziinmemesidir (Huang ve dig. 2005). Bu mevcut o6zellik nedeniyle hidrofilik
antioksidanlarin yorumlanmasinda belirli 6zellikler getirilmistir. Sistemde uygulanan
radikalin biyolojik bir radikal olmamasi nedeniyle oksijen ve azot radikallerinin
siipiirme yetenegini birebir yansitmamaktadir. Yontemin sonuglar1 6zellikle ICsy olarak
nitelendirilen serbest radikalin yarisim1  siipiiren konsantrasyon belirlenerek
yorumlanmaktadir. ICsy) miktar1 ne kadar diisiik olursa o kadar radikal siiplirme

etkinliginin yiiksek oldugunu belirtir (Brand-Williams ve dig. 1995).

NO, NO;

H
MO
NO, Q | ?
N _N
N—" + AH — M

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin
(DPPH.) (DPPH-H)

Sekil 1. 3: DPPH'in antioksidan madde ile reaksiyonu
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1.6.2 Toplam Fenolik Madde Tayini

Bitkilerin igerisinde ¢ok sayida yer alan fenolik bilesikler, antioksidan kapasitesinin
meydana gelmesinde 6nemli katki saglayan bilesikler arasinda bulunmaktadir.(Apak ve dig.
2007). Bitki ekstraktlarin fenolik madde igeriginn belirlenmesinde siklikla bagvurulan
yontemlerden biri Folin-Ciocalteu yontemidir. Metodun igerigini su ve organik c¢oziiciiler
sayesinde ¢oziinmiis olan fenolik bilesiklerin folin reaktifi ile alkali ortamda renkli yapilar
meydana getirmesiyle olusur (Singleton ve Rossi 1965). Metotun basit bir sekilde
uygulanabilmesi sebebiyle ve tekrar yapilabilmesi sebebiyle ve diger yontemlerle reaksiyon
olusturmasi gibi ozelliklerinden tercih edilmektedir. Ancak folin reaktifi, sadece fenolik
maddeler tarafindan degil ayn1 zamanda fenolik olmayan bazi bilesikler tarafindan da
indirgenebilmektedir. Bu yiizden bu metot spesifik bir metot olarak kabul edilmemektedir.
Ayni zamanda uygun olarak metotun total fenolik igerigi biitlinliyle gostermedigi
sOylenmistir. Sonuglar ¢ogunlukla standart fenolik maddeler olan gallik asit veya katesine

es deger sekilde belirtilmektedir.

1.6.3 Toplam Flavonoid Madde Tayini

Flavonoidler, serbest radikal iireten enzimlerin yapmis oldugu reaksiyon sonucu
serbest radikallerin siipiiriilmesi demir ve bakir iyonlarini selatmasi gibi birden fazla
degisik aktivitesinden dolayr antioksidan oOzelligi gostermektedirler (Benavente ve
Garcia 1997). Genellikle flavonoidler, antioksidan aktivitelerini farklt metotlarla
gostermektedir . Bazilarini zincir kiricr etkileri sebebiyle bazi radikal tiirlerini dogrudan
yakalama Ozellikleri bulunmaktadir. Ayni zamanda o-tokoferol gibi; diger
antioksidanlara hidrojen atamu gondererek onlar1 tekrar aktif hale getirmekte ve
dolayisiyla lipit peroksidasyonunu 6nleyebilmektedir. Demir, bakir gibi bazi prooksidan
metal iyonlariyla kelat olusturarak serbest radikal olusumunu engellemektedir.

Flavonoidlerin kanserin Onlemesi ve antioksidan Ozellikleri disinda farkli
durumlarda da ozellik gostermektedir. Bunlar igerisinde DNA’nin yapisinin
korunmasi, mutajen genlerin olusumunun engellenmesi, kanserin meydana gelmesi i¢in
yonlendiren enzimlerin ve karsinojenlerin  aktivitesinin engellenmesi  6rnek

verilebilir(Kris-Etherton ve dig. 2002).
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Toplam flavonoid madde miktari, flavon ve flavonollerin C-4 keto grubu ve C-3 veya
C-5 hidroksil gruplart ile aliiminyum klorliriin asit i¢inde kararli kompleksler
olusturmasi esasmna dayanan, Aliiminyum kloriir (AICI3) kolorimetrik metodu
kullanilarak tayin edilmektedir. Bu yontemde esdeger olarak genellikle kuersetin

standart1 kullanilmaktadir (Chang ve dig. 2002).

1.6.4 p-karoten/Linoleik Asit Emulsiyon Sistemi

Bu yontem asin sicaklikta linoleik asitin oksidasyonu durumunda ortaya ¢ikan
peroksit radikallerinin B-karoten molekiiliinde renk degisimi mey  dana getirmesine
dayanmaktadir(Taga ve dig. 1984). Ol¢iimler sonucunda linoleik asidin oksidayonunu
inhibe etme oraninin yiiksek ¢ikmasi bu numunenin gii ~ ¢lii bir antioksidan ka pasiteye
sahip oldugunu belirtir. Hidrojen transferine dayanan antioksidan kapasite yontemine
sahip olan [-karoten/ linoleik asit yontemi ¢oziicii ve pH’dan etkilenmeden  kisa

zamanda ger¢eklesmektedir (Apak ve dig. 2007).

1.6.5 Folin-Ciocalteu Ayiraci (FCR) ile Toplam Fenolik Yontemi

Bu yontem; Singleton ve arkadaslar1 tarafindan antioksidanlarin toplam fenol
miktarini 6l¢mek i¢in gelistirilmistir (Lussignoli ve ark., 1999). Yontemin temeli kisaca
fenolik bilesikler ve diger indirgeyici bilesiklerden molibdenyum’a elektron transfer
edilmesine dayanmaktadir. Mavi renkli kompleks olusumu 750-765 nm’de
spektrofotometrik olarak belirlenir (Albayrak, 2010). Standart bilesik olarak genellikle
gallik asit kullanilsa ve sonuclar gallik asit esiti olarak verilse de son zamanlarda
yapilan caligmalarda gallik asit yerine tannik asit, klorojenik asit, kaffeik asit,
protokatesik asit vanilik asit ve ferrulik asit de kullanilmaktadir (Prior ve ark., 2005).
FCR yontemi, gidalarin ve bitkisel ekstraktlarin antioksidan kapasitesinin
belirlenmesinde basit, tekrarlanabilir ve gilivenilir bir yontemdir. FCR ayiraci ticari
olarak satilmaktadir. Yontemin olumsuz yonleri; uzun zaman almasiin rutin
uygulamalarda zorluklar ¢ikarmasi, sulu fazda gerceklestigi icin lipofilik bilesikler i¢in
uygulanamamasi ve fenolik bilesenlerin sadece bazik ortamda reaksiyon vermesi
seklinde siralanabilir (Prior ve ark., 2005; Yildiz, 2007; Magalhaes ve ark., 2008;
Albayrak ve ark., 2010).
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1.6.6 Toplam Antioksidan Kapasite Testi (Fosfomolibdat Yéntemi)

Bu yontem fosfomolibdat yontemi olarak da adlandirilmaktadir. Bu metotun
yontemi fenolik bilesiklerin asidik ortamda Molibden 6’y1 Molibden 5’e indirgenerek
yesil renkli fosfat/Mo(5) kompleksinin olusmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yontemde
695 nm’de maksimum absorbans gosterilmektedir. Testten c¢ikan analiz degerleri
antioksidan etkinligi olarak bilinen maddelere esdeger olarak (mg/g) verilmektedir. Bu
yontemle genellikle iki farkli kimyasal sivi olan askorbik asit ve a-tokoferol
kullanilmaktadir. Genellikle bu yontem kolay ve kullanilan malzemelerin ucuz
olusundan dolay1 total antioksidan kapasitenin tayininde alternatif bir yol olmasiyla

tercih edilmektedir (Prieto ve dig. 1999).

1.6.7 Metal Selatlama Giicii

Demir ve bakir gibi gecis metal iyonlarinin serbest radikal olusturan canli
organizmalarda oksidatif katalizor olarak islev yapmaktadir. ATP iiretimi, DNA ve
klorofil sentezinde ve biyolojik mekanizmalarda oksijen tasinmasi gibi 6nemli gorevlere
sahip olan demirin serbest formlari canli organizmalarda toksik etkiyi meydana
getirmektedir(Miller 1996). Meydana gelen toksik etki sonucu olusan aktif oksijen
tirleri lipid oksidasyonunu tesvik edebilmekte veya DNA  molekiillerine
saldirabilmektedir. Selat olusumu sirasinda antioksidan savunma sistemine Snemli
katkida bulunmaktadir. Ayrica viicutta travma, toksinler, hastalik gibi cesitli nedenlerle
oksidatif  reaksiyonlar1  katalizleyebilen  serbest metal iyon  formlarina
doniistiirmektedir(Lindsay 1996). Metal selatlama 6zelligi olan antioksidan maddeler
serbest demiri baglamak suretiyle onu etkisizlestirler ve boylece fenton reaksiyonlari
sonucu olusan hidroksil ve peroksit gibi radikal olusumunu inhibe ederler. Bu nedenle
metal selatlama Ozelligi antioksidan aktiviteyi belirlemede onemli rol oynamaktadir
(Arora ve dig., 1998). Metal iyonu selatlama aktivitesi; bitki ekstraktlarinin ¢ozeltideki
Fe** iyonlarini baglayabilmek i¢in gii¢lii bir demir selatlayici olan ferrozin reaktifi ile
yarismasmna dayanmir. Selatlama giicii yiiksek ise kirmizi renkli Fe/ferrozin
kompleksinin olusumu engellenir. Fe'/ferrozin kompleksinin inhibisyon vyiizdesi
hesaplanarak, bitki ekstraktlarinin Fe*” iyonlarim selatlama kapasitesi tespit edilir (Dinis

ve dig. 1994).
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1.6.8 ABTS Antioksidan Kapasite Yontemi

Troloks esiti olan antioksidan kapasite yontemi ilk kez Miller ve arkadaglari
tarafindan Onerilerek (Miller ve dig. 1993) sonrasinda Re ve arkadaslar tarafindan da
gelistirilmistir (Re ve dig. 1999). TEAC analizi 2,2 -azinobis (3-etilbezotiazolin 6
sulfonat) (ABTS) radikal katyonunun antioksidanlar tarafindan absorbansinin
engellenmesi temeline dayanir. TEAC* 1n karakteristik dalga boyu 660, 734 ve 820
nm“de maksimum absorbasyon yapar (Prior ve dig. 1999). Radikal katyon formunda
iiretilen ABTS, temel spektrofotometrik olarak gesitli maddelerin toplam antioksidan
aktivitesini 6lgmede uygulanir. Deneyler renksiz sivi potasyum persiilfit ile ABTS’ nin
oksidasyonu tesvikiyle ABTS’deki renk {iiretimini igermekte olup hem lipofilik
bilesenlere hem de hidrofilik bilesenlere uygulanabilirABTS ¢o6zeltisi seyreltilir ve
yaklasik 10 dakika iginde absorbansi Olgiildiikten sonra 1 ml ¢ozeltiler ile farkli
konsantrasyonlardaki ekstraktlarin ilk karigimi 6lgiiliir. Trolox, vitamin E’nin suda
¢cOziinen analogu olup referans standart olarak kullanilir. Analiz genis bir sekilde

bitkilerin antioksidan 6zelliklerini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir (Ali ve dig. 2008).

Potasyum persdilfat

1e-
ABTS ~ .
s R G I T Serbest Radikal Katyonu
408 : 1e- -
™ T [y
o L Troloks \C:z_ =
(Antioksidan)

Sekil 1.4: ABTS'nin kimyasal reaksiyonu (Panala ve dig. 2001)
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1.6.9 Demir Iyonu indirgeyici Antioksidan Giicii (FRAP) Yéntemi

Antioksidan kapasite tayininde kullanilan diger bir metot olan indirgeme
giiclinde yliksek absorbans yiiksek indirgeme potansiyelini gdstermektedir . Metot,
asidik ortamda antioksidan fenolik bilesiklerin [K3Fe(CN)s] i¢indeki Fe (III)“iin
Fe(I)“ye indirgenmesine dayanmaktadir. Indirgeme reaksiyonu sonucu olusan Prusya
mavisi renkli kompleks 700 nm’de maksimum absorbans degerini gostermektedir.
Antioksidan maddelerin faaliyetlerine bagli olarak Prusya mavisi renk yesil ile mavi
arasinda renk degistirmektedir. Absorbans degerinin  artmasi indirgeme giiciiniin

yiiksekligini arttigini ifade eder(Mathew ve Abraham 2006).

1.6.10 Brine Shrimp (Artemia salina L.) Letalite Testi

Artemia salina L. Crustacea alt subesinin Branchiopoda simifinin Anostraca
takimima bagl primitif kabuklular arasinda bulunan tuzlu gol sularinda yasayan, tuz
karidesi olarak da bilinen bir eklembacakli tiiridiir. Diinyanin ¢esitli cografik
bolgelerinde dagilim gdsteren kozmopolit bir zooplanktondur Biyolojik aktivite tayin
yontemlerini belirlemede tercih edilen bir organizmadir. Brine Shrimp (Artemia salina)
letalite testi, bitki ekstraktlarinin biyoaktivitesinin belirlenmesinde basit, giivenilir ve
uygun bir metottur. Genellikle en ¢ok tiretimi ABD'deki “Biiyiik Tuz Goli” (Great Salt
Lake) ve San Franscisco Korfezi’nde goriilmektedir (Treece 2000). Baliklar i¢in yem

olarak ve baliklar i¢in kiiltiir ¢aligmalarinda tercih edilmektedir.

Sekil 1. 5: A) Artemia salina L. B) Artemia salina L.'nin yagam semasi

24



Bir maddenin igerisindeki toksisite derecesini ifade etmek icin, akut toksisite
letalite birimi olan LDsy (Letal Doz) ifadesi kullanilmaktadir. LDsy degerini etkileyen
bir¢ok faktor bulunmaktadir. Kesin sonuglar elde etmek i¢in cok miktarda denek (deney
hayvani) kullanilmaktadir.Buna ragmen, doz-cevap iliskisi ve semptomolojinin
arasgtirtlmas1 bugiin de toksikoloji ve farmakolojinin temelini olusturmaktadir. LDsy;
solunum yolu disinda diger tiim yollarla viicuda girerek etki gosteren kati veya sivi
haldeki kimyasal maddelerin belirli kosullarda bir kez verildiginde bir gruptaki deney
hayvanlariin %350’sini 6ldiiren dozunu ifade eder ve bu deger mg/kg olarak belirtilir.
LCs (Letal Konsantrasyon) ise havadaki ya da sudaki bir kimyasalin viicuda girerek
deney hayvanlarinin %50’sini 6ldiiren konsantrasyondur ve birim olarak ppm veya

mg/mm’ olarak ifade edilir (D6kmeci 2001, Lu ve Kacew 2002).

Brine Shrimp Letalite Testi (BSLT), LCsy ve LDsy dozunun belirleneblmesi i¢in
kullanilan toksisite testleri arasinda yer almaktadir. Larvalar, gliniimiizde biyolojik
aktiviteleri arastirilan drneklerin ve bitkisel igeriklerin sitotoksisitesinin belirlenmesinde
etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir. Ayrica fungal toksinlerin, agir metallerin,
cyanobacteria toksinlerinin ve pestisitlerin sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda tercih

edilmektedir (Sharififar ve dig. 2009).

1.6.11 Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Fenolik

Bilesiklerin Analizi

Bu yontem ugucu 6zelligi olmayan ya da belirli sicakliklarda cabuk bozulabilen

bilesiklerin analizde tercih edilmektedir.

Kromatografi metotlarinin yani sira bitkinin igeriginin ayiriminda ve
saflastirilmasinda “kapiler elektroforezis” de kullanilan metotlardan birisidir.(Harborne
1998). Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) giinlimiizde en ¢ok tercih
edilen yontemlerden bir tanesidir. HPLC, karisimda bulunan bilesenlerin birbirinden
ayrilmasinda sivi hareketli faz1 kullanir. ilk olarak ¢6zgende ¢oziintirlestirilir ve daha
sonra yiiksek basing altinda kromatografi kolonundan ge¢meye zorlanirlar. Polifenolik

maddelerin

25



belirlenmesinde kolonda alikonulma sii resi temel almir. Fenolik bilesiklerin
ayrilmasinda en ¢ok tercih edilen HPLC metotudur. Fenolik bilesiklerin HPLC
analizinde Caponio ve dig.(1999) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek
kullanilmistir. Numune hazirlama isleminde ekstraktlardan 0.2 g alinip 2 mL metanolde
coziilmiistiir. Gallik asit, protokatesuik asit, 4-hidroksibenzoik asit, klorojenik asit,
vanilik asit, kafeik asit,p-kumarik asit, ferulik asit, sinnamik asit, rutin, kuersetin ve

kamferol standart olarak kullanilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1  Bitkilerin Toplanmasi ve Teshisi

Tez konusu Saponaria kotschyi ve Saponaria pumilio tiirlerinin yetistigi
lokaliteleri ilgili bilgilere ilgili kaynaklar (Davis, 1967; Giiner, 2012 ) taranarak tespit
edilmistir.Bitkileri Mayis-Haziran aylarinda c¢iceklenme doneminde toplanmistir.
Saponaria kotschyi Burdur Salda golii civarinda toplanmigtir. Saponaria pumilio ise
Antalya Akseki civarindan toplanmigstir. Bitkiler araziden toplandiktan sonra morfolojik
ozelliklerini ve kimyasal 6zelliklerini ¢cok fazla kaybetmeden Pamukkale Universitesi,

Bitki Sistematigi laboratuarinda teshis edilmistir.

2.2. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Bitkiler ¢icek agma mevsiminde toplanarak laboratuvarda bitki numuneleri
teshisi yapildiktan sonra 1s1tk almayan serin golge olan bir alanda kurutulmustur.
Kuruyan bitkiler kii¢lik parcalara ayirarak blender yardimi ile parcalanip, her bir erlene
15 gr hassas terazide tartildiktan sonra erlenlere aktarilmistir ve lizerlerine 250 ml
¢oziicli (metanol, su) eklenerek calkalamali su banyosuna yerlestirilmistir (6 saat, 55
°C). Siire sonunda su banyosundan ¢ikarilan 6rneklerimiz  Whatman no.1 filtre kagidi
kullanilarak amber siselere siiziilmiistiir. Bu islem tekrar ayn1 prosediir tekrarlanarak 2

kez tekrar edilmistir.

Filtre kagidi ile siiziilen ¢ozeltilerden ¢oziiciiyli (metanol) uzaklastirabilmek icin
rotary evaporator (48°C, 70 rpm) kullanilmistir. Farkli ¢oziiciilerle (metanol, su)
hazirlanan ekstraktlarin igerisinde kalan su ise liyofilizator cihazi yardimi ile
ekstraktlarin icerisinden uzaklastirilmistir. Elde edilen ekstraktlar -20°C’ de muhafaza

edilmistir (Mammadov et al 2011).
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Sekil 2.1: Ekstratlarin su banyosuna koyulmadan 6nceki hali

Sekil 2.2: Su banyosu
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Sekil 2.3: Rotary evaporatdr (Doner bir buharlastirici, kimyasal laboratuarlarda
¢Oziiciilerin numunelerden buharlastirma yoluyla etkili ve yumusak bir sekilde

c¢ikarilmasi i¢in kullanilan bir cihazdir.)

Sekil 2.4: Liyifilizator cihazi (Cozelti veya siispansiyon halindeki tirliniin

dondurulmasi ve sonrasinda siiblimasyon ile olusan gaz fazinin uzaklastirilmasi

sonucu maddenin kurutulmasini saglayan bir siirectir)
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Sekil 2.5: S. kotschyi ve S. pumilio liyifilizartordeki reaksiyonu

2.2  Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

2.2.1 p-Karoten/ Linoleik Asit Yontemi

Bu yontem linoleik asidin 1s1 ve hava oksidasyonunun birlesmesi ile serbest
radikal zincir reaksiyonu sonucu olusan alkil peroksitler tarafindan B-karotenin renk
aciliminin izlenmesi temeline dayanir . Reaksiyon mekanizmasi1 ; [-karoten stok
cozeltisi, 2 mg B-karotenin 1 mL kloroformda ¢6ziilmesiyle hazirlanmistir . 1 mL (-
karoten stok ¢ozeltisine, linoleik asit (20 pL) ve Tween 20 (200 pL) ilave edilmistir.
Kloroform rotary evoparotorde buharlastirildiktan sonra 100 mL dH20 ile
karigtirilmistir. 1 mg/mL hazirlanan ekstrakt ¢ozeltilerine 24 mL B-karoten emiilsiyonu
eklenmistir. Emiilsiyon test tliplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre  (Shimadzu
UV-1601, Japon) kullanilarak baglangi¢ absorbanslar1 470 nm' de dl¢iilmiistiir. Tiipler
50°C’ de inkiibasyona (120 dakika) birakilmistir. Inkiibasyon sonras1 drneklerin 120.
dakikadaki absorbansi 470 nm’ de Slgiilmiistiir. Bu test sisteminde BHT pozitif kontrol
olarak kullanilmistir (Amin et al 2002). Hesaplamalar asagidaki formiil kullanilarak
yapilmistir:

[1-A0-At/A0°-At°]x 100

A0 ve A0°: 6rnegin; At ve At°: kontroliin 0. ve 120. dakikadaki absorbanslarini

ifade etmektedir.
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2.2.2 DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesi

Ekstraktlarin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)
serbest radikali kullanilarak belirlenmistir (Wu et al 2006). Farkli konsantrasyonlarda
(0,006 gr) hazirlanan ekstrakt ¢cozeltilerinin iizerine 4 mL DPPH ¢dzeltisi (%0.004 w/v)
eklenmistir. Oda sicakliginda, karanlik ortamda inkiibasyona (30 dk ) birakilmistir. Bu
siire sonunda orneklerin absorbansi 517 nm’ de 6l¢iilmiistiir. Bu test sisteminde BHT

standart olarak kullanilmistir. Hesaplamalar agsagidaki formiil kullanilarak yapilmistir:

[Akontrol-Ao6rnek/Akontrol] x 100

2.2.3 Selatlama Kapasitesi

Orneklerin  Fe*™ iyonlarim selatlama kapasiteleri Dinis ve dig. (1994) t
yonteminde birkac degisiklik yapilarak tespit edilmistir. Icerisinde 2 mL 6ziit ¢ozeltisi
(1 mg/mL) bulunan test tiiplerine 2 mM 0,05 mL FeCl, c¢ozeltisi ilave edilmistir.
Tepkime 0,2 mL 5 mM ferrozin ilavesiyle baslatilmistir. Cozelti karigtirildiktan sonra
oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyona birakilmis ve daha sonra 562 nm’de absorbans
dl¢iimii yapilmistir. Orneklerin selatlama kapasiteleri standart EDTA grafiginden elde
edilen esitlik kullanilarak belirlenmis ve EDTA (mgEDTA/g) esdegeri olarak

hesaplanmustir.

2.2.4 Fosfomolibdenyum Ydéntemi

Bu yontem, ekstrakt varliginda Mo (VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesi sonucunda
asidik pH’larda olusan yesil renkli fosfat-Mo (V) kompleksinin spektrofotometrik
olarak takip edilmesi temeline dayanmaktadir. igerisinde 0,3 mL (1 mg/mL) ekstrakt
bulunan test tiiplerine 3 mL reaktif ¢6zeltisi (0,6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat
ve 4 mM amonyum molibdat) ilave edilmistir. Tiipler kuvvetlice karistirilip 95°C’de 90
dk. inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar sogutulmus ve kore karst (3 mL
reaktif ¢ozeltisi ve 0,3 mL metanol) 695 nm’de absorbans degerleri tespit edilmistir.

Ekstraktlarin toplam antioksidan kapasiteleri standart askorbik asit grafiginden elde
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edilen esitlik kullanilarak belirlenmis ve askorbik asit esdegeri (mgAE/g) olarak
hesaplanmistir (Prieto ve dig. 1999).

2.2.5 Demir indirgeme Giicii Deneyi (FRAP)

FRAP metodu (Fe(Ill)-TPTZ-2,4,6-tris (2-pyridly)-S-triazin) kompleksinin
antioksidanlar varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks Fe(I)-TPTZ olugmasi ve
bu kompleksin 593 nm’de maksimum absorbans vermesi esasina dayanmaktadir.
Indirgeme aktivitesi Oyaizu (1986) metoduna gore yapilmistir.] mL bitki ekstrakti, 1
mL fosfat tampon ¢ozeltisi (0.2 M pH=6.6 ) ve 2.5 mL %] lik potasyum ferrisiyanat
(K3Fe(CN)6) cozeltisi bir deney tiipiine ilave edilmistir. Kuvvetlice ¢alkalip, 50 °C’de
30 dakika inkiibe edilmistir. Siire sonunda iizerine 2.5 mL tri-kloro asetik asit ¢dzeltisi
(%10 luk suda) ilave edildikten sonra santrifiijlenmistir. C6zeltinin {izerinden 2.5 mL 33
almarak 0.5 mL 9%0.1 lik FeCl3 ilave edildikten sonra 700 nm de absorbansi
okunmustur. Tiim islemler BHA i¢in de uygulanmistir. Konsantrasyon arttik¢a artan

absorbans degeri indirgeme yetenegini géstermistir.

2.2.6 ABTS Radikal Giderim Aktivitesi

ABTSe+ radikali, 7mM ABTS ¢ozeltisi ve 2.45 mM potasyum persiilfat ¢ozeltisi
arasindaki reaksiyonla olusturulmustur. 12 saat oda sicakliginda karanlikta
bekletilmistir. Kullanmadan once fosfat tamponuyla (0.1M, pH=7.4), absorbans 734
nm’de 0.7 £ 0.025 olacak sekilde seyreltilmistir. 1 mL ABTS ¢ozeltisi, 3mL standart
cozeltilerine ve ekstraklara (25-125 pg/mL a-tokoferol) eklenmistir. 30 dk sonra 734
nm’de absorbans okunmustur. Asagidaki denkleme gore, % inhibisyon degerleri

hesaplanmustir.
ABTS radikal giderme aktivitesi (%) =[ (A0 — A1)/ A0 ]x 100
A0 = Kontrol absorbans degeri

Al = Ornek veya standardin absorbans degeri
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2.3  Toplam Sekonder Metabolit Miktarlarinin Belirlenmesi

2.3.1 Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Ekstreler icerisindeki toplam fenol miktar1 Folin-Ciocaltaeu yontemine (Tekeli, 2008)
gore yapilmistir. Standart olarak kullanilan gallik asit ve calisilan biitiin 6rnekler,
%70’lik metanol i¢cinde 1 mg/ml olacak sekilde hazirlanmistir. 1 ml 6rnek, 1000 ml
Folin Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, suda) ve 3 ml sodyum karbonat ¢ozeltisi (%20’lik,
suda) deney tiiplinde karistirilarak 2 saat oda sicaklifinda karanlikta bekletilmistir. Siire
sonunda ¢ozeltilerin absorbanslart UV Spektrofotometresi’nde 760 nm’de okunarak
toplam fenol miktarlari; gallik asitle ¢izilen kalibrasyon egrisinden, mg olarak gallik

asite esdeger olacak sekilde hesaplanmistir.

2.3.2 Toplam Flavonoid Madde Miktarlarim1 Belirlenmesi

Oziitlerin toplam flavonoid bilesik miktarlar1 Arvouet-Grand ve ark. (1994)
tarafindan belirlenen yontem kullanilarak quercetin’e esdeger olarak belirlendi.
Icerisinde 1.0 mL &ziit ¢ozeltisi (1.0 mg/mL) bulunan test tiiplerine % 2.0’lik 1.0 mL
metanolde hazirlanmis AICI3 ¢ozeltisi ilave edilip oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyona birakilmistir. Kor 6rnek 1.0 mL 06ziit ¢ozeltisi (1.0 mg/mL) ve 1.0 mL
metanol icermektedir. Absorbans &lgiimleri 415 nm’de gergeklestirilmistir. Oziitlerin
toplam flavonoid bilesik miktarlar1 standart quercetin grafiginden elde edilen asagidaki

esitlik kullanilarak belirlenmistir:

Absorbans = 0.0322 quercetin (ug) - 0.005 (R2 : 0,997)

2.3.3 Toplam Tanen Madde Miktarlarim Belirlenmesi

Toplam tanen miktari, Bekir ve dig. (2013)’nin uyguladigi metotta bazi
modifikasyonlar yapilarak belirlenmistir. Ekstraktlar (0.5 mL) bir buz banyosu
icerisindeki test tiiplerinde vanilin ayiract (1%’lik 7M H,SO4 icinde) ile
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karistirildiktan sonra, elde edilen ¢ozeltinin absorbansi, oda sicakliginda 15 dk.

inkiibasyonun ardindan 500 nm’de 6lgiilecektir.

2.3.4 Toplam Saponin Madde Miktarlarini Belirlenmesi

Bitki ekstraktlarinin toplam saponin igerigi vanilin-siilfirik asit metodu kullanilarak
belirlenmistir. 0.25 mL bitki 6ziitii, 0.25 mL % 8° lik vanilin ve 2 mL % 72’ lik
stilfirik asit ile karigtirilacaktir. Karisimlar 60 °C’de 10 dakika inkiibe edilecek,
tipler 15 dakika oda sicakliginda sogutulduktan sonra 538 nm’de absorbanslari
Olciilecektir. Ayni islemler standart olarak kullanilan Quillaja i¢in de yapilarak
kalibrasyon egrisi ¢izilecek ve bitkilerin toplam saponin igerikleri Quillaja esdeger

olarak verilecektir (Aktiimsek ve ark., 2013).

2.4  HPLC metodu ile Fenolik Bilesenlerin Tayini

Fenolik bilesenler, yiiksek performans sivi kromotografisi (HPLC) kullanilarak,
Caponio et al (1999) metodunda bazi degisiklikler yapilarak analiz edilmistir. Analiz
SP-M20A detektorii, LC-20AT pompasi, CTO-10ASVp kolon firmni, SIL-20ACHT
otomatik numune cihazi kullanilarak yapilmistir. Analiz i¢in kolon sicakligi 30°C, dalga
boyu 280 nm olarak belirlenmistir. Gradiyent, 1 mL/dk akis oraninda; 95%A/5%B 5
dakika, 80%A/20%B 15 dakika, 60%A/40%B 10 dakika, 50%A/50%B 10 dakika,
40%A/70%B 10 dakika, 100%B 10 dakika olarak uygulanmistir. Ornekleri ¢dzmek igin
metanol kullanilmistir ve injeksiyon hacmi 20 pL olarak belirlenmistir. Farklilik ve
miktar analizleri gallik asit, 3,4-hidroksibenzoik asit, 4-hidroksibenzoik asit, klorojenik
asit, vanilik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinamik asit, 2,5-dihidroksi
benzoik asit, epikatesin, rutin, elajik asit, narinjin, kuersetin standartlar ile kiyaslanarak

yapilmistir. Fenolik bilesenlerin miktar1 pg/gr olarak ifade edilmistir.
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2.5  Brine Shrimp Sitotoksisite Deneyi

Artemia salina tuzlu su gollerinde yasayan, tuz karidesi olarak bilinen bir
eklembacakli tiiriidiir. Ayrica, biyolojik aktivite yontemlerinde sikg¢a tercih edilen bir
organizmadir. Brine Shrimp (Artemia salina) letalite testi, bitki ekstraktlarinin
biyoaktivitesinin belirlenmesinde kolay, giivenilir ve uygun bir metottur. Deney,
ekstraktlarin dort farkli konsantrasyonda (100 ppm, 250 ppm, 500 ppm ve 1000 ppm) ve
tic tekrarli olarak yapilmistir. Artemia salina yumurtalar (kistleri), igerisinde 2 litre
yapay deniz suyu bulunan 5 litre hacmindeki plastik, seffaf, agzi agik bir tank icerisine 2
g tartilarak serpilmistir. Tank igerisindeki yapay deniz suyu, ¢ift ¢ikisl bir hava motoru
ile ¢ift hortum kullanilarak siirekli havalandirilmistir. Ayrica, tank igerisindeki su
sicakligr 28 °C sabit olacak sekilde termostat ile 1sitilmistir. Tank, masa iistii bir 151k
kaynagimin yaninda yaklasik 48 saat siire ile aydinlikta birakilarak Artemia salina
larvalarmin yumurtalardan ¢ikmasi beklenmistir. Artemia salina larvalari, yumurtadan
ciktiktan sonra 15181 yogun oldugu bdlgeye dogru su igerisinde go¢ etmektedir. Artemia
salina larvalari, yumurtadan ¢iktiktan sonra pastor pipet yardimiyla on adet secilmis ve
4.5 mL deniz suyu iceren deney tiiplerine alinmistir. Her bir tiipe 0.5 mL bitki ekstrati
da eklendikten sonra larvalar 1s1k altinda ve oda sicakliginda 24 saat bekletilmistir. Isik
altinda gecen 24 saat sonunda bir biiyiite¢ yardimiyla canli ve 6lii (hareketsiz olmalarina
gore Olii olarak tanimlanmistir) larvalarin adedi sayilmistir. Bitki ekstrakti olmayan
(kontrol grubu) diizenekteki yasayan larvalar ile deney grubu karsilastirilmistir. Bu
Olimlere bakilarak, STATPLUS Pro 5.9.8 programinda LC50 (min), LC50 (max),
LC50, LCI0 ve ki-kare (x2 ) degerleri hesaplanmustir.
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3. BULGULAR

3.1 Antioksidan Aktivite Yontemlerine Ait Sonuclar

3.1.1 p-karoten/Linoleik Asit Testi

Ekstraktlarin B-karoten/Linoleik asit metodu ile tespit edilen linoleik asit
oksidasyonunu inhibe etme oranlar1 Tablo 3.1 ve Sekil 3.1°de gosterilmistir. Buna gore
linoleik asidin oksidasyonunu %91,95 oraninda inhibe eden S. kotschyi DH,O (D —
distille suyu) en yiiksek inhibisyon oranina sahipken, S. pumilio DH,0O %18,06 ile en
diisiik inhibisyon oranina sahiptir. Ekstraktlar arasinda istatistiki bakimdan énemli bir

fark bulunmamistir (p>0,05).

Tablo 3.1: S. kotschyi ve S. pumilio ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri

Saponaria kotschyi ve Saponaria | Saponaria kotschyi | Saponaria pumilio
pumilio AA (%) AA (%)

Bitki Ekstraktlari
SU 91,95 +6,565089 18,06 +£5,796663

METANOL 55,274 +£6,889335 88,754 +1,90164
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ekil 3.1: S. kotschyi ve S. pumilio ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri (%
S yi p (%)

3.1.2 Fosfomolibdenyum Testi

Fosfomolibdenyum yontemine gore antioksidan kapasiteleri degerlendirilmis ve

sonuglar askorbik aside esdeger (mgAE/g) olacak sekilde Tablo 3.2 ve Sekil 3.2; 3.3’de

deney sonuclart verilmistir. En yliksek antioksidan kapasiteye sahip olan bitki S.

kotschyi metanol (89,17 mgAE/g), en diisiik antioksidan kapasiteye sahip bitki ise S.

kotschyi su (13,254 mgAE/g) olarak bulunmustur.

Tablo 3.2: S. kotschyi ve S.pumilio bitkilerinin askorbik aside esdeger (mgAE/g)

antioksidan kapasiteleri

KONSANTRASYONLAR
S.kotschyi
Bitki
Eksraktlar1 | 50 mgAE/g 100mgAE/g | 150mgAE/g | 200 mgAE/g | 250 mgAE/g
Su
13,254 20,421 22,837 26,087 31,172
Metanol 36,254 55,087 67,586 75,004 89,174
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Tablo 3.2: S. kotschyi ve S.pumilio bitkilerinin askorbik aside esdeger (mgAE/g)

antioksidan kapasiteleri (devami)

KONSANTRASYONLAR

S. pumilio
Bitki
Eksraktlart | 5o 1 oAR/e | 100mgAF/e | 150mgAF/g | 200 mgAE/g | 250 mgAE/g
Su

17,087 24,422 26,087 30,504 31,837
Metanol | 33 921 42,504 50,08667 | 53,254 67,004

S.kotschyi
Bitki Ekstraktlar
100

osfomolibdenyum Testi
mgAE/g

J a1 -LE

mSu

m Metanol

50 mgAE/g 100mgAE/g 150mgAE/g 200 mgAE/g 250 mgAE/g

Bitki Konsantrasyonlar:

Fosfomolibdenyum Testi
mgAE/g

100

S. pumilio
Bitki Ekstraktlar

80
60
40
20

0 -

50 mgAE/g

Bitki Konsantrasyonlari

B Su

H Metanol

100mgAE/g 150mgAE/g 200 mgAE/g 250 mgAE/g

Sekil 3.2:S.

antioksidan kapasiteleri
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Sekil 3.3: Askorbik asitin géranimu

3.1.3 ABTS Serbest Radikal Giderim Aktivitesi Sonuclar

Metanol ve su ile hazirlanan 2 farkli bitki ekstraktlarimizin 5 farkli konsantrasyondaki
ABTS serbest radikal giderim aktiviteleri incelenmistir. Tablo
3.3‘de ve Sekil 3.4’de ekstraktlarin ylizde ABTS serbest radikal giderim aktivite

sonuclar1 gosterilmistir.
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Tablo 3.3: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin ABTS serbest radikali giderim

aktiviteleri
Konsantrasyonlar
S.kotschyi
Bitki
Eksraktlar1 | 25 pg/ml | 50 ug/ml | 75 pg/ml | 100 pg/ml 150 ug/ml
Su
16,80285+ | 20,6207+ | 23,10099+ | 31,29949133+ | 79,34875033+
5,84346 5,360495 | 5,7786 5,65177525 13,81149039
Metanol 12,70275 | 21,96563 | 27,56641 | 35,21831 75,95976
+ + + + +
2,424278 | 7,693267 | 10,73232 | 9,764139 7,191840287
Konsantrasyonlar
S. pumilio
Bitki
Eksraktlar | 25 pg/ml | 50 pg/ml | 75 pg/ml | 100 pg/ml 150 pg/ml
Su 23,41756 | 28,71845 | 34,19136 | 41,253525 91,454362
+2,291653 | £2,849201 | £2,378591 | £2,118278823 | £3,633501485
Metanol 12,27992 | 18,62976 | 27,32588 | 30,20741 61,26631867
+2,594084 | £5,767171 | £5,582744 | +6,887357 +8,923636869

Iki farkli konsantrasyondaki bitki ekstraktlarinin yiizde ABTS radikal giderim
aktivitelerinin verildigi Tablo 3.3’de, bitki ekstraktinin konsantrasyonun artmasiyla
serbest radikal giderim aktivitesinin de arttif1 goriilmektedir. En yiiksek ABTS radikal
giderim aktivitesi S. kotschyi ve S. pumilio metanol ekstraktlariinin 150 pg/ml
derisiminde saptanmistir. Metanol ekstraktlarini takiben, S. kotschyi ve S. pumilio su

ekstraktinda 150 pg/ml derisimindeki serbest radikal giderim aktivitesi hesaplanmistir.
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B Metanol | 12,27991833 | 18,62975633 | 27,32587967 30,20741 61,26631867
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0
25 pg/ml 50 pg/ml 75 pg/ml 100 pg/ml 150 pg/ml
Hsu 16,80285 20,6207 23,10099 31,29949133 79,34875033
B metanol 12,70275 21,96563 27,56641 35,21831 75,95976

Sekil 3.4:S. kotschyi ve S. pumilidbitki ekstraktlarinin ABTS serbest radikal giderim
aktiviteleri
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3.1.4 FRAP indirgeme Giicii Kapasitesine Ait Sonuglar

Farkli ¢oziiciilerle hazirlanan iki farkhi
giicli kapasitesi belirlenmistir. Tablo 3.4 ve Sekil 3.5; 3.6’ da bitki ekstraktlarinin ve
BHTstandardinin 700 nm* deki absorbans degerleri gosterilmistir. Absorbans degerinin

artmasi indirgeme giiciiniin yiiksekligini gostermektedir. Her iki bitkide en yiiksek

degere 1000 mg/ml derisiminde ulagilmistir.

bitki ekstraklarinin demir indirgeme

Tablo 3.4. S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin konsantrasyonlarina gore
absorbans degerleri (FRAP).

ABSORBANS DEGERLERI

S.kotschyi
Bitki
Eksraktlar1 | 50 mg/ml 250 mg/ml 500 mg/ml | 750 mg/ml | 1000 mg/ml
Su

0,037 0,047 0,112 0,181 0,2304
Metanol

0,0417 0,2387 0,323 0,424 0,6924

ABSORBANS DEGERLERI

S. pumilio
Bitki
Eksraktlar

50 mg/ml 250 mg/ml 500 mg/ml | 750 mg/ml | 1000 mg/ml
Su

0,228 0,3404 0,5147 0,701 1,0104
Metanol 1 0817 0,0924 01514 02047 |0,292
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Sekil 3.5: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin 700 nm'deki absorbans degerleri

Sekil 3.6: FRAP reaksiyonu goriiniimii
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3.1.5 DPPH Serbest Radikal Giderim Aktivitesine Ait Sonuglar

S. kotschyi ve S. pumilio ekstraktlarinin DPPH serbest radikal giderim
aktiviteleri, bes farkli konsantrasyonlarda incelenmistir. Ekstraktlarin konsantrasyonlara

gore inhibisyon degerleri (+std sapma) Tablo 3.5 ve Sekil 3.7°de gosterilmistir.

Tablo 3.5: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraklarinin DPPH serbest radikal giderim

aktivitesi

KONSANTRASYONLAR

S. pumilio
Bitki
Eksraktlar1 | 50 mg/ml 100 mg/ml 250 mg/ml | 500 mg/ml | 1000 mg/ml

S 5,17£2,390 | 12,847+ 15,40667+ | 28,797+2,5 | 42,177+5,023
“ 522955 2,547762 4,162166 | 07592914 122092
4,437+1,35 | 20,407+2,228 | 36,98+0,9 | 66,25+0,63 | 89,704+2,313
Metanol 2388833 622 76661 3456128 616697
KONSANTRASYONLAR
S. kotschyi
Bitki

Eksraktlar1 | 50 mg/ml 100 mg/ml 250 mg/ml | 500 mg/ml | 1000 mg/ml

5,86+ 28,137+4,536 | 52,93667+ | 80,69+ 89,937+
Su 2,20621848 | 741366 4,132798 | 1,840887 | 1,307423

7,144+2,53 | 36,087+ 50,02+ 73,63+ 88,857+
Metanol 829777 10,20437923 | 7,283754 | 10,27469 | 4,054104
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Sekil 3.7: S. pumilio ve S. kotschyi ekstraktlarinin DPHH serbest radikali

giderim aktivitesi grafikleri

Tablo 3.5 ve Sekil 3.7; 3.8 incelendiginde, konsantrasyonun artmasiyla DPPH
radikali giderim aktivitesinin arttif1 gozlemlenmistir. En yliksek serbest radikal giderim
aktivitesi S. Kotschyi metanol ekstraktlarinin 1000 mg/ml (%89,93+1,30) derisiminde
gozlenmistir. En az aktivite ise S. pumilio su ekstrati 50 mg/ml (%5,17+2,39)
derisiminde tespit edilmistir.
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Sekil 3.8: DPHH radikali giderim aktivitesi goriniimii

3.1.6 Selatlama Kapasitesi

Ekstraktlarin Fe*" iyonlarini selatlama kapasiteleri EDTA esdegeri (mgEDTA/g)
olarak hesaplanmis ve sonuglar Tablo 3.6 ve Sekil 3.9; 3.10°de gosterilmistir. En yiiksek
selatlama kapasitesine sahip olan bitki S. Kotschyi metanol (17,08+3,54 mgEDTA/g), en
diisiik kapasiteye sahip bitki ise S. pumilio su (9,06+7,40 mgEDTA/g ) olmustur.

Tablo 3.6: S. kotschyi ve S. pumilio ekstraktlarinin selatlama kapasitesi degerleri

Saponaria kotschyi ve Saponaria

Saponaria kotschyi

Saponaria  pumilio

17,08+3,544094

pumilio (Bitki Ekstraktlart) mgEDTA/g mgEDTA/g
SU
11,30 £6,76961 9,06+7,407078
METANOL

15,27+6,127383
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Saponaria kotschyi ve Saponaria pumilio
Selatlama Kapasitesi

160
140
120
100
80
60
40
20

S.Psu S.P metanol S.K metanol S.K metanol

Sekil 3.9: S. kotschyi ve S. pumilio ekstraktlarinin selatlama kapasitesi
grafikleri

Sekil 3.10: S. kotschyi ve S. pumilio metal selatlama renginin goriiniimii

3.2  Sekonder Metabolit Miktar Tayini Sonuglari

Iki farkli bitki ekstraktlarimizin sekonder metabolit tayininde toplam fenolik

bilesen ve toplam flavonoid madde miktarlarina bakilmistir.
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3.2.1 Folin- ciocalteu Ayrraci (FCR) ile Toplam Fenolik Madde Miktar

Sonuglar

Iki Farkli ¢dziiciide (metanol, su) hazirlanan bitki ekstraktlarinin toplam
fenolik madde miktarlar1 gallik asite esdeger olarak hesaplanmistir. Elde edilen Tablo

3.7’ da ve Sekil 3.11°de gosterildigi gibidir.

Tablo3.7: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari

S.kotschyi Toplam Fenolik Bilesen
Bitki Eksraktlari (mgGAE/g)
5,604167+4,399732
Su
Metanol 44,5625+10,35817
S. pumilio Toplam Fenolik Bilesen
Bitki Eksraktlar (mgGAE/g)
6,02084+3,397814
Su
+
Metanol 12,89583+3,118048

Tablo 3.7°de gosterildigi gibi gallik asite esdeger olarak hesaplanan toplam
fenolik bilesen igerikleri en fazla S.kotschyi metanol ekstraklarinda44,5625+10,35817,
en az ise S.kotschyi su ekstraktlarinda 5,604167 olarak tespit tespit edilmistir. Sekil 3.7’
de toplam fenolik madde miktarlarinin metanol ve su ekstraktlarina gore artisi

gosterilmistir.
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Sekil 3.11: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin toplam fenolik bilesen
miktar1 grafikleri

3.2.2 Total Flavonoid Miktar: Sonuclari

Farkl1 ¢oziiciilerde (metanol, su) hazirlanan bitki ekstraktlarinin toplam
flavonoid madde miktarlar1 kuersetine esdeger olarak hesaplanmistir. Elde edilen veriler

ve standart sapmalar1 Tablo 3.8’de ve Sekil 3.13” de belirtilmistir.

Tablo3.8: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin toplam flavonoid madde
miktarlar

S.kotschyi Toplam Flavanoid Miktarlar
Bitki Eksraktlar (mgQE/g)
14+0,002944
Su
Metanol 24+0,593192
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Tablo3.8: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin toplam flavonoid madde
miktarlar1 (devami)

S. pumilio Toplam Flavanoid Miktarlar

Bitki Eksraktlari (mgQE/g)
0,2677+0,067123435

Su

2,0094+0,097687711

Metanol
2,5
g
8
v 2
° p—
=
E —~
e 15
= LW
S o
= i oumil
s 2 1 B S.pumilio
g M S.kotschyi
_g'_' 0,5 -
[
O .
su metanol
Bitki Ekstraktlari

Sekil 3.12: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin total flavonoid

miktarlar1 grafigi

3.2.3 Toplam Tanen Madde Miktarlar1 Sonuclar

Farkli iki ¢oziiciide (metanol, su) hazirlanan bitki ekstraktlarinin toplam tanen
madde miktar1 belirlenmistir. Toplam tanen madde miktarina sahip olan en yiiksek bitki
Saponaria kotschyi metanol(% 21,32), en diisiik toplam tanen madde miktarina sahip
bitki ise Saponaria pumilio su (% 1,12) olarak bulunmustur.Elde edilen veriler Tablo
3.9 ve Sekil 3.10°da gosterilmistir.
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Tablo 3.9: S. kotschyi ve S. pumilio ekstraktlarindatoplam tanen madde miktarlari

S. kotschyi ve S. pumilio
S. kotschyi S. pumilio
CE/ CE/
Bitki Ekstraktlari me 8 me 8
Su 4,597 1,124
Metanol 21,327 2,407

Toplam Tanen Miktari
25

20

15

10

S.psu S.p metanol S.k su S.k metanol

Sekil 3.13: S. kotschyi ve S. pumilio toplam tanen madde miktarlar1 grafigi

3.3  Toplam Saponin Madde Miktarlar1 Sonuclari

Bitki ekstraktlarinin toplam saponin igerigi vanilin-siilfirik asit metodu
kullanilarak belirlenmistir.Yapilan deney sonucunda elde edilen degerlerimiz ve
standart olarak kullanilan Quillaja i¢in de yapilarak kalibrasyon egrisi ¢izilerek sekil 3.5
ve Tablo 3.5 ‘de gosterilmistir.
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Tablo 3.10: S. kotschyi ve S. pumilio bitki ekstraktlarinin toplam saponin miktarlar

S. kotschyi ve S. pumilio
S. kotschyi S. pumilio
Bitki Ekstraktlari
Su 147 105,63
Metanol 91 145,62

Sekil 3.14:S. kotschyive S. pumiliotoplam saponin miktarinin Quillaja kalibrasyon
egrisi

Toplam Saponin Madde Miktari

160 -
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100 -
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60 -
40 -
20 A

S.Psu S.P metanol S.K metanol S.K metanol

Bitki Ekstratlari

Sekil 3.15: S. kotschyi ve S. pumilio toplam saponin miktarlar1 grafigi
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3.4  Brine Shrimp Sitotoksisite Aktivite Yontemi

Bitkinin bes farkli konsantrasyonda hazirlanan metanol ve su ekstraktlarinin
sitotoksik aktivitesi, Artemia salina larvalariin kullanildigi Brine Shrimp Letalite
(BSLT) ile belirlenmistir. Deney sonucunda elde edilen % 6liim oranlar1 Tablo 3.11 ve
Tablo 3.12 *de belirtildigi gibidir.

Tablo 3.11: S. pumilio bitkisinin A. salina’ya kars1 ortalama 6liim oranlari (%)

Su Metanol
10 ppm 75 77.5
50 ppm 83.33 80.5
100 ppm 80.5 88.83
500 ppm 100 100
1000 ppm 100 100
Kontrol (dH,0) 27.75 27.75
LCs (min) (ppm) 0.12 0.02
LCso (ppm) 2.54 1.55
LCso (max) (ppm) 8.02 6.34
LCg (ppm) 96.97 86.33

Tablo 3.11 incelendiginde konsantrasyonun artmastyla % Oliim oranlarinin arttigi
gozlemlenmigstir. Metanol ve su ile hazirlanan bitki ekstraktlarimizin sitotoksisite
sonuglarinda en az LCso degeri dolayisiyla en yiiksek sitotoksik etki metanol

ekstraktinda (LCso = 1.55 ppm) tespit edilmistir.

Tablo 3.12: S. kotschyi bitkisinin A. salina’ya kars1 ortalama 6liim oranlari (%)

Su Metanol

10 ppm 75 66.66

50 ppm 80.5 72.16

100 ppm 86.08 86.08
500 ppm 100 100
1000 ppm 100 100
Kontrol (dH,0) 27.75 27.75
LCso (Min) (ppm) 0.17 1.42
LCso (ppm) 2.80 6.49
LCso (max) (ppm) 8.27 13.79

LCo (ppm) 83.80 122.91

Tablo 3.12 incelendiginde konsantrasyonun artmasiyla % Olim oranlarinin
arttig1 gozlemlenmistir. Metanol ve su ile hazirlanan bitki ekstraktlarimizin sitotoksisite
sonuclarinda en az LCso degeri dolayisiyla en yliksek sitotoksik etki su ekstraktinda

(LCso = 2.80 ppm) tespit edilmistir.
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3.5  Yiiksek Performansh Sivi Kromotografisi (HPLC) ile Fenolik

Bilesiklerin Analizi

S. kotschyi  ve S. pumilio  bitkilerimizin Yiiksek Performansli Sivi
Kromotografisi (HPLC) ile Fenolik Bilesikleri Analizleri Burdur Mehmet Akif Ersoy
Universitesi, Bilimsel ve Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi Miidiirliigii
Laboratuvarlari igerisinde yapilmistir. S. kotschyi ve S. pumilio bitkilerinin metanollii
ekstraktlarinin HPLC’de fenolik bilesik tayini verilen yonteme gore belirlenmistir.
Numuneden 0.2 g tartilip mobil fazda ¢6ziilmiis ve 0.45 pum filtreden gegirilip HPLC
sistemine enjekte edilmistir (Gomes ve dig. 1999)

Fenolik bilesik tayini i¢in gallik asit, 3,4-dihidroksi, 4-dihidroksi, klorojenik
asit, kafeik asit, vanilik asit, p-coumarik asit, ferulik asit, sinnamik asit standartlari
kullanilmuastir.

HPLC Metodu: Kullanilan Sistem: Shimadzu Prominence Marka HPLC
CBM: 20ACBM

Dedektor: DAD (SPD-M20A)

Kolon Firin1: CTO-10ASVp

Pompa: LC20 AT

Autosampler: SIL 20ACHT

Bilgisayar Programi: LC Solution

Kolon: Zorbax C18 (250*4,6 mm, 5 mikron)

Mobil Faz: A: %3 Formik asit B: Metanol

S. kotschyi ve S. pumilio bitkilerimizin metanollii ekstraktlarinin bazi fenolik
bilesen igeriklerini belirlemek amaciyla YPSK yontemi kullanilmigtir. Bitkilerimizdeki
fenolik bilesen igeriklerinin belirlenmesinde gallik asit, 3,4 hidroksibenzoik asit,
klorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit ve sinnamik asit
olmak iizere 15 farkli standart madde kullanilmistir. Fenolik bilesen igeriklerine ait elde

edilen veriler Tablo 3.13*de gosterilmistir
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Tablo 3.13: S. kotschyi ve S. pumilio bitkilerinin metanol ekstraktlarinin igerisindeki

baz1 fenolik bilesenlerin icerikleri ve miktarlari

No o e S. pumilio S. kotschyi
Fenolik Bilesikler (ng/g ekstrakt) (ng/g ekstrakt)

1 Gallik asit 61,192 08,878

2 3,4-dihidroksibenzoik asit 20,218 05,374

3 4-hidroksibenzoik asit 22,729 38,327

4 2,5- dihidroksibenzoik asit 5213,873 4192,725
5 Klorojenik asit 71,716 379,852

6 Vanilik asit 398,877 648,078

7 Epikategin 3063,793 2917,869
8 Kafeik asit 10564,699 3377,459
9 p-kumarik asit 12,836 15,796
10 | Ferulik asit 05,042 97,956
11 | Rutin 448,644 391,664
12 | Ellagic asit 697,491 411,025
13 | Naringin 20,019 33,195
14 | Sinnamik asit 169,722 52,738
15 | Kuersetin 1101,959 230,376

Yukaridaki tabloya gozattifimizda metanol ekstraktlarinda en yliksek fenolik

bilesen igeren numunemiz Saponaria pumilio  Caffeic asit (10564,699 png/g),
Saponaria pumilio 2,5 dihidroksi (5213,873), Saponaria kotschyi 2,5 dihidroksi
(4192,725),Saponaria kotschyi Caffeic asit (3377,459 ug/g), Saponaria pumilio
epicatechin (3063,793), Saponaria kotschyi epicatechin (2917,869), Saponaria pumilio
quercetin (1101,959), Saponaria pumilio ellagic (697,491), Saponaria kotschyi
Vanilic (648,078), Saponaria pumilio rutin (448,644), Saponaria kotschyi ellagic
(411,025), Saponaria pumilio Vanilic (398,877), Saponaria kotschyi rutin (391,664),
Saponaria kotschyi Chloro (379,852), Saponaria kotschyi quercetin (230,376),
Saponaria pumilio Cinnamic (169,722), Saponaria kotschyi Ferulic

(97,956), Saponaria pumilio Chloro (71,716), Saponaria pumilio Gallik (61,192),
Saponaria kotschyi Cinnamic (52,738), Saponaria kotschyi 4-hidroksi (38,327),
Saponaria kotschyi naringin (33,195), Saponaria pumilio 4-hidroksi (22,729),
Saponaria pumilio 3.,4dihidroksi (20,218), Saponaria pumilio naringin (20,019),
Saponaria kotschyi p-Coumaric (15,796), Saponaria pumilio p-Coumaric (12,836),
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Saponaria kotschyi Gallik (8,878), Saponaria kotschyi 3,4dihidroksi (5,374) ve
Saponaria pumilio Ferulic (5,042) gozlenmistir.

Sekil 3.16 ‘da standartlarin kromatografisi ve Sekil 3.17de bitkilerimizin
metanol ekstraktinin kromatogramlar1 gosterilmistir. Bu kromotogramlarda standart
madde ve metanol ekstraktlarinin dalga boylar1 ve alikonma siireleri belirtilmistir. Sekil
3.18’ de gallik asitin, Sekil 3.19°da 3,4-hidroksibenzoik asitin, Sekil 3.20°’de 4-
hidroksibenzoik asitin, Sekil 3.21°de klorojenik asitin, Sekil 3.22“de vanilik asitin, Sekil
3.23°de kafeik asitin, Sekil 3.24’de p-kumarik asitin, Sekil 3.25’de ferulik asitin ve
Sekil 3.26’da sinnamik asitin, 3.27°de 2,5-dihidroksiin 3.28” de epicatechinin, 3.29°de

rutin, 3.30°da ellegicin, 3.31°de ise guercetinin kalibrasyon egrileri verilmistir.

AL 11000
Faren, m [TT0]

307

0 10 il & 4 6 & T & 8 mi

Sekil 3.16: S. pumilio bitkisinin YPSK'daki metanol ekstraktlari igin kullanilan standart

kromatogrami
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Sekil 3.17: S. kotschyi bitkisinin YPSK'daki metanol ekstraktlari i¢in kullanilan standart

kromatogrami

Asagida ise kullanilan standartlar sekil 15-28 arasinda HPLC c¢ikan degerler

grafikleri verilmistir.
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Sekil 3.18: Gallik asit Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3.19: 3,4 - dihidroksi kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.20: 4-hidroksi Kalibrasyon Grafigi
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Sekil 3.21: Chlorojenik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.22: Vanilik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.23: Vanilik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.24: p-Coumaric asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.25: Ferulik asit kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.26: Cinnamic asit kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.27: 2,5-dihidroksi kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.28: Epicatechin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.29: Rutin kalibrasyon grafigi
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Sekil 3.30: Ellegic kalibrasyon grafigi
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4. SONUC VE ONERILER

Serbest radikaller, yapilarinda eslesmemis elektron olan, acik elektron kabugu
konfigiirasyonuna sahip atom veya molekiillerdir. Bagka bir deyimle bunlar ¢evrede ve
canlt organizmalarda endojen ve eksojen kaynaklar tarafindan siirekli iiretilen, enerjisi
yiiksek ve hizla reaksiyona girebilen atom ve molekiil par¢aciklaridir. Bu tiir atom veya
molekiillerin canli organizmalarda farkli liretim mekanizmalar1 vardir.  Serbest
radikaller, temizleyici bilesiklerin etkisi ile ya kismen veya tamamen ortadan
kaldirilabilirler. Bu tiir temizleyici bilesenler antioksidanlar olarak adlandirilmistir.

Bu ¢alismada iilkemizde yayilis gbsteren Saponoria cinsinin iki tiirdi, S. kotschyi
ve S. pumilio bitkilerinin su ve metanol ekstraktlar1 biyolojik aktivite kapasitesinin
belirlenmesi amaciyla incelenmistir.

Saponaria officinalis tiiriiniin antioksidan aktivitesi, toplam fenolik madde miktari
ve antimikrobiyal aktivitesinin incelendigi bir calismada, toprakiistii kisminin metanol
ekstrakti beta karoten-linoleik asit test yontemiyle arastirilmis ve antioksidan aktivite
%70 olarak, toplam fenolik madde miktar1 ise 6.57 pug GAE/mg olarak belirlenmistir
(Sengul ve dig., 2011). Ayrica diger bir ¢aligmada S. officinalis tiiriiniin gévde ve
ciceklerinden elde edilen ugucu yag GC ve GC/MS’te analiz edilmistir (Petrovi¢ ve dig.,
2018).

Antioksidan aktivite degerlerini ortaya c¢ikarmak igin literatiirde yer alan cesitli
metodlar kullanilarak farkli sonuglar elde edilmistir. Her bitkinin kendine 6zgii
ekstreleri farkli fonksiyonel gruplara sahip onlarca bilesigin karigimi halinde olmasi
sebebiyle, icerdigi bilesiklerin polaritesine ve kimyasal davranislarina bagli olarak,
ekstrelere uygulanan testler sistemde farkli sonuglar vermektedir. Bu nedenle ekstrelerin
antioksidan aktivitesinin degerlendirilmesinde farkli metotlar kullanarak test sonucuna
gore degerlendirme yapilmasi gereklidir. Bu calismada S. kotschyi ve S. pumilio
bitkisinin metanol ve su ekstraktlarinin toplam antioksidan aktiviteleri; B-karoten
linoleik asit, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, ABTS (katyon giderim aktivitesi)
Selatlama kapasitesi, Fosfomolibdenyum ve FRAP gibi birbirinden farkli 6 degisik

yontemle ve 3 defa tekrarlanarak belirlenmistir.
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S. kotschyi ve S. pumilio bitkilerinin metanol ve su ekstratinda toplam
antioksidan aktivite degerleri linoleik asitin inkiibasyonu sirasinda olugan peroksitli
tirtinlerin PB-karoten ile reaksiyona girip ¢ikmasiyla karakteristik olarak olusan sari
rengin agilmasi olayina dayanarak B-karoten linoleik asit metotuna gore gozlenmistir. S.
kotschyi ve S. pumilio bitkilerinin su ve metanol ekstratinda Tablo 3.1 ve Sekil 3.1
incelendiginde en yiiksek antioksidan aktivite S. kotschyi su ekstraktlarinda %91,95
+6,56 olarak tespit edilmistir. En diisiik antioksidan aktivite degeri ise S. pumilio su

ekstraktlarinda %18,06 £5,79 olarak tespit edilmistir.

DPPH ve ABTS her iki serbest radikal giderim aktivitesi sulu karisimlarin,
iceceklerin, ekstrelerin veya saf maddelerin radikal giderim aktivite caligmalarinda
stirekli kullanilmaktadir (Miller ve dig. 1996, Giil¢in ve dig. 2007). DPPH serbest
radikal giderim kapasitesi metodunda serbest radikalin yarisinin siipiirildigiini
gosteren ICsy degerinin diisiik olmasi antioksidan kapasitenin yiiksekligini gdosterir.
DPPH radikali uzun 6miirlii bir azot radikali olup olduk¢a koyu mor bir renge sahiptir.
Yontemin esast; antioksidanlarin kararlt bir organik azot radikali olan DPPH radikalini
stiptiriici etkilerini 6lgmeye dayanir. Bu radikal hidrojen dondrlerle etkilestiginde
hidrazine indirgenir. Mor renkli DPPH radikali 517 nm’de maksimum absorbsiyon
verir. DPPH ¢o0zeltisine antioksidanin eklenmesi sonucu absorbansta bir diisis
olusmaktadir ve antioksidanlarin varligiyla radikalin rengi mordan sariya doner . DPPH
deneyinde ekstraktlarin serbest radikal giderim aktivitesi ekstrakt icerisindeki
antioksidan bilesiklerin hidrojenlerini verebilmelerine ve bilesigin yapisal
konformasyonuna baglhidir (Huang ve dig. 2005). Bu metoda gore en yiiksek
stiptirticiilik degeri S. kotschyi su (%89,93+1,30), en diisiik deger ise S. pumilio su
(%5,174£2,39) ekstraktlarinda tespit edilmistir.

Ekstrelerin katyon radikali giderim aktivitesi ABTS metotu kullanilarak
belirlenmistir. Bu metoda gore katyon radikal giderim aktivitesi en yiiksek S. pumilio su
ekstraktinda (91,45+3,633 pg/ml) iken, en diisiik katyon radikal giderim aktivitesi S.
pumilio metanol (12,27+2,594 pg/ml) ekstraktinda elde edilmistir.

Fosfomolibdenyum metotunun temeli, fenolik bilesiklerin asidik ¢evrede Mo
(VI)’y1i Mo (V)’e indirgemesi nedeniyle yesil renkli fosfat/Mo(V) kompleksinin
meydana getirmesine dayanmaktadir. Olusan bu kompleks 695 nm’de maksimum
absorbans degerlerini vermektedir. Sonuglar, antioksidan aktivitesi bilinen bir maddeye

(askorbik asite) esdeger olarak verilmistir. Her iki tiir ekstraktlarinin 695 nm’deki
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absorbanslar1 degerlendirildiginde en yiiksek antioksidan kapasiteye sahip S. kotschyi
metanol (89,17 mgAE/g) bulunurken, en diisiik antioksidan kapasitesine sahip ekstrakt
ise S. kotschyi su (13,254 mgAE/g) ekstrat1 belirlenmistir..

Metal selatlamada yonteminde kulanilan demir daha ¢ok flavonoidlerle bilesik
olusturmaktadirlar. Bilindigi tizere fenolik ve flavonoid maddeler bitkilerin antioksidan
ozellikleriyle dogrudan bir iliski icerisinde yer almaktadir. Arastirmacilar Isbilir ve
dig., (2008) baz1 bitkilerin selatlama kapasitelerini EDTA (% 90,66) ile karsilastirilarak,
terenin su ekstraktt (% 54,49) ve rokanin etanol ekstraktinin (% 60,86) selatlama

degerlerini tespit edilmislerdir.

S.kotschyi ve S.pumilio bitki ekstraktlarinin Fe*" iyonlarini selatlama kapasitesi
standart selatlayict madde olan EDTA’ya esdeger olacak sekilde tespit edilmistir. En
yiiksek selatlama kapasitesine sahip olan S. kotschyi metanol (17,08+3,54 mgEDTA/g)
iken en diisiik ise S.pumilio su (9,06+7,40 mgEDTA/g) tespit edilmistir. Metal selatlama

aktivitesi bitkilerin sahip olduklar1 flavonoid miktari ile dogru orantilidir.

Bir grup bilim adami Hindistanin cesitli yerlerinde yetismekte olan 4 tibbi

(Trichosanthes dioica, Moringa oleifera, Emblica officinalis ve Ficus bengalensis)
bitkinin antioksidan 6zelliklerini incelemislerdir. Bitki ekstreleri FRAP deneyine tabi
tutularak, indirgeme giicii kapasitesi belirlenmistir. Emblica officinalis ekstraktinda en
yiiksek antioksidan (85 A + 5.0 M Fe 2y gm) etki elde edilmistir (Sharma, 2009).
Tez konusu ile ilgili her iki bitkinin metanol ve su ekstraklarinin demir indirgeme giicii
(FRAP) incelenmistir (Tablo 3.4 ve Sekil 3.5) . Sonuglar bitki ekstraktlarinin ve BHT
standardinin 700 nm’ deki absorbans degerleri Olgiilmiistiir. S6z konusu deneyde
absorbans degerinin artmasi indirgeme giiciiniin yiiksekligi anlamina gelmektedir. Her
iki bitkide en yiiksek degere 1000 mg/ml derisiminde ulasilmistir.

Calismalarda pozitif kontrol noktasi1 olarak BHA ve BHT kullanilmistir. BHA
ve BHT gibi sentetik antioksidanlarin c¢ok etkili olmalar1 ve gidalarin islenmesi
sirasinda yaygin olarak kullanilmasina ragmen bunlarin insan sagligi i¢in toksik ve bazi
yan etkilerinin oldugu bilinmektedir (Ito,1986).

Fitokimyasallarin 6nemli bir grubunu olusturan fenolik bilesiklerin serbest
radikal temizleme ve antioksidan aktivitesi genellikle fenolik molekiillerin aromatik
halkasinda bulunan hidrojen verici —OH gruplarinin sayisina ve pozisyonuna baglidir ve

aglikonlarin glikolizasyonu ve diger H verici gruplar (-NH, -SH) gibi ¢esitli
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faktorlerden etkilenmektedir. Bu 6zellik serbest radikallerin absorbe edilmesinde ve
notralize edilmesinde, tekil ve ti¢lii oksijenin yakalanmasinda veya peroksitlerin
ayristirilmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Panovska et al., 2005). Fenolik bilesikler
antioksidan, anti-kanser (Lee et al., 2004), antiviral (Betancur-Galvis et al., 2002) ve
antimikrobiyal (Oskay ve ark., 2007) aktiviteye de sahiptir. Calismalar sonucunda her
iki bitki ekstraklarindaki toplam fenoliklerin miktar1 FCR ydntemi ile hesaplanmistir.
En yiiksek toplam fenolik madde miktarina S. kotschyi metanolde (44,5625 mg/ml)
rastlanmistir. En diisiik toplam fenolik madde miktarina ise S. kotschyi su ekstraktinda

(5,604167 mg/ml) rastlanmigtir.

Bitki ekstraktlar1 flavonoid madde miktar1 agisindan degerlendirildiginde en
yiiksek flavonoid madde miktarina S. pumilio metanol (2,00) ekstraktinda, en diisiik

flavonoid madde miktar1 ise S.pumilio su (0,26) ekstraktinda elde edilmistir.

Inan ve ark (2006) yapt1g1 ¢alisma sonucunda Gypsophila taksonlarindan elde
edilmis saponin miktarin G. paniculata ekstraktlarinda %8.89 ve G. pallida
ekstraktlarinda ise %12.34 olarak bulmustur. Saponin miktar1 S. kotschyi su
ekstraktlarinda 147 pg/g, S. kotschyi metanol ekstraktinda ise 91 pg/g olarak tespit
edilmistir. S. pumilio su ekstraktinda 105,63 pg/g ve S. pumilio metanol ekstraktlarinda
ise 145,62 ng/g tespit edilmistir. Bu degerler sonucunda en yiiksek saponin miktar1 S.

kotchyi metanolde belirlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada Crocus speciosus ve C. antalyensis’in ¢igek
ekstraktlarindan yeni bir kaempferol elde edildigi rapor etmislerdir (Norbaek ve Kondo,
1999). Diger bir calismada ise; arastirmacilar Crocus’a ait 70 tiir ve alt tiirden elde
edilen ¢icek pigmentleri HPLC ile analizi ederek tespit edilen 9 farkli antosiyanin
icerisinde sadece Crocus cinsine 0zgli bazi antosiyaninlerin oldugu belirlenmistir.
Arastirmacilar bu maddelerin kemotaksonomi c¢alismalarinda cinsi tanimlayicit bir
karakter olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir (Norbaek ve dig. 2002). Bagka bir
caligmada siiperkritik karbondioksit ekstraksiyon metodu ile safra bezi igerisindeki
bilesenleri analiz edilmis ve analiz sonucunda biyolojik olarak aktif temel metabolitlerin

krosinler oldugu belirlenmistir (Lozano vd 2000).
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S.kotschyi ve S.pumilio bitki ekstraktlarinda fenolik bilesik dagilimina ait
kromotogramlardaki piklerin tanimlanmasi i¢in bir seri fenolik asit standardi (gallik
asit, 3,4 dihidroksi benzoik asit, 4-hidroksi benzoik asit, klorojenik asit, vanilik asit,
kafeik asit, p-kumarik asit, ferulik asit, sinnamik asit) HPLC cihazina enjekte edilmistir.
Tiirlere ait kromotogramlardaki piklerin gelis zamanlar1 ve spektrumlar1 bu standartlarla
karsilastirilarak tiirlerin icerdigi fenolik asitler tanimlanmaya calisilmistir. Standart
maddelere ait kalibrasyon egrileri ve denklemleri kullanilarak
tamimlanan fenolik bilesiklerin miktarlar1 hesaplanmistir. S. kotschyi ve S. pumilio
metanol ekstraktlarinin YPSK*da fenolik igerik tayinini belirlemek i¢in 15 adet standart
madde baz alinarak (Caponio ve dig. 1999) fenolik bilesikler tespit edilmistir. Ayrica
2,5 dihidroksi, epicatechin, rutin, ellagic, naringin ve quercetin baz alinarak fenolik
bilesikler de tespit edilmistir. S. pumilio i¢in YPSK yontemi ile elde edilen fenolik
bilesiklerden en yiiksek (10564,699 ng/g) deger gaffeic asitte gdzlenirken, en diisiik
deger S. pumilio (5,042 pg/g) ile ferulic asitte gozlenmistir. S. kotschyi igin YPSK
yontemi ile elde edilen fenolik bilesiklerden en yiiksek (4192,725 pg/g) degeriyle 2,5
dihidroksi asitte, en diisiik deger ise (5,374 ng/g) ise 3,4 dihidroksi asitte gdzlenmistir.

Brine Shrimp (Artemia salina L.) Letalite testi, bitki ekstraktlarinin
biyoaktivitesinin belirlenmesinde basit, glivenilir ve uygun bir metottur (Meyer et al.,
1982). Artemia salina, tuzlu g6l sularinda, yasayan bir tiir eklembacaklidir. Tuz
karidesi olarak da bilinir. Yapilan birgok calismada bitki ekstraktlarinin potansiyel
sitotoksik aktivitesinin bu yolla belirlendigi tespit edilmistir (Oturgan, 2007;
Pourfraidon ve Sharma, 2009; S6kmen, 2001). Brine Shrimp testi bitkilerin biyolojik
aktivitelerinin ~ belirlenmesi  ve  sonrasinda  geleneksel  tipta  kullanilip
kullanilamayacaklarinin belirlenmesi ¢alismalarinda baslangigta kullanilmasi uygun

olan, 6n degerlendirme i¢in ¢ok giizel veriler sunan bir yontemdir.

S. pumilio metanol ve su ile hazirlanan bitki ekstraktlarinin sitotoksisite
sonuglarinda en az LCso degeri, dolayisiyla en yiiksek sitotoksik etki metanol
ekstraktinda (LCsy = 1.55 ppm) tespit edilmistir. S. kotschyi metanol ve su
ekstraktlarinin sitotoksisite sonuglarinda en az LCso degeri, dolayisiyla en yliksek

sitotoksik etki su ekstraktinda (LCso = 2.80 ppm) tespit edilmistir.
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Saponaria tiirlerinin 6zellikle kokleri ve hatta yapraklari saponin
icermektedir. Bitkinin kokleri suda kopiirme 6zelligi gosterdigi icin deterjan olarak
kullanilmakta ve bu nedenle halk arasinda ‘sabun otu’ olarak bilinmektedir
(Baytop, 1999). Baz1 Saponaria tiirlerinin kimyasal yapilar1 ve saponinler Sezik ve
Turkoz (1987) tarafindan g¢alisilmistir. Ayrica Saponaria tiirleri farmokolojik
amaglar i¢in de kullanilmaktadir (Metcalfe ve Chalk, 1950). Whitehead ve ark.
(1981) da saponinlerin karaciger lipid ve plazma trigliserit konsantrasyonunu
degerlerini dislirdiigiinii ama karaciger kolesterol ve plazma yiiksek
dansiteli lipoprotein (HDL) diizeyini ise hi¢ etkilemedigini sabit kaldigini

saptamislardir.

Whitehead ve ark. (1981) 1lg/kg saponinin yumurtlayan tavuklarin
performansina hicbir sekilde etki etmedigini, 4-5 g/kg de ise canlinin yem
tiiketimini ve yumurta agirhgini azalttigini belirtmistir. Diger taraftan Ishaaya
ve ark. (1969) Soyada bulunan saponinlerin, yiiksek konsantrasyonlarda bile
tavuklarda Dbiiylimeyi tetikleyici etkisinin bulunmadigini ama yoncadaki
saponinlerin zararli etkilerinin rasyondaki saponin konsantrasyonu ile dogru
orantili oldugunu belirtmislerdir. Yucca schottii yumurta tavuklarinda
saponinlerin yumurta sarisinin kolesteroliinii etki etmedigini savunmasina
ragmen yonca veya Yucca schidigera saponinlerinin yumurta kolesteroliinii

azalttig1 belirlenmistir (Sim, 1984)

Saponin igerikli bitkilerin az alindiginda sindirim kanal1 {izerinde lipit ve glikoz
miktaralarinin  emilimini  diisiirdiikleri ve bu yolla etkili oldugu ¢alismalari
bulunmaktadir (Mahato 1988). Saponin igerikli bitkilerin 6zellikle antiinflamatuar,
antiprotozoal, hipoglisemik ve hipokolesterolemik etkilerine iliskin ¢aligmalar siklikla
bulunmaktadir (Cheeke 1999). Hayvanlar saponin igceren bitkilerin yedirildigi ya da
insanlara saponin ekstraktt verilen caligmalarda yag metabolizmasinin ve serum

kolesterol miktarini1 degistirdigi belirtilmistir. (Morehouse, 1999).

Yucca schidigera ekstrati ile beslenen tavsanlardaki y-radyasyonunun
antioksidan sistemi ve lipit peroksidasyonu lizerine etkisi lizerine arastirilma yapilmis
yapilan c¢alisma sonucunda caligmada diisiik radyasyonun dahi viicutta lipit
peroksidasyonuna sebep oldugu, saponinlerin lipit peroksidasyonunu engelledigi

gosterilmistir (Enginar vd. 2006).
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Yukarida anlatilanlar1 dikkata alarak, S.kotschyi ve S.pumilio bitkilerinin
metanol ve su ekstraktlarinin bir¢ok biyoljik 6zellige sahip oldugunu sdylemek
miimkiindiir. Oncelikle, yapilmis olan antioksidan ve miktar calismalar1 bu bitki
ekstraktlarinin antioksidan Ozellige sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Her iki
bitkinin metanol ve su ekstraktlarinin; metal selatlama, demir indirgeme, radikal

stiptiriictiliik vd. bu gibi deneylerle antioksidan giicii belirlenmistir.

Antioksidan kapasite ile direkt olmasa da, dolay1 yoldan baglantili olan madde
miktar belirlenmesi ¢alismalarinda fenolik bilesenler, flavonoidler, tanen ve
saponinlerin S.kotschyi ve S.pumilio ekstraktlarinda miktarlar1 belirlenmistir. Bulunan
madde miktar sonuclar1 her iki bitkinin saponin igeren bitki oldugu bir daha
kanitlanmistir. Her iki tiirtin ekstraktlar1 tizerinde Brine Shrimp (Artemia salina L.)
Letalite testi yapilmis ve bunlarin diisiik degerlerde de olsa sitotoksik etkilerinin

oldugu belirlenmistir.

Antioksidan, igerik tanima ve sitotoksisite 6zelligi S.kotschyi ve S.pumilio
ekstraktlarinin farmokolojik 6zelliklere sahip oldugunu ortaya koymaktadir. Her iki
tirtin ekstraktlarindan saglik ve gida sanayinde yararlanmak miimkiindiir. Bu
konularda bir takim ¢alismalar yapilmis ve Saponaria L. cinsinin diger tiirleri iizerinde
bu konnularda bazi galismalar bulunmaktadir. S.kotschyi ve S.pumilio bitki tiirleri

bilimsel ¢aligsmalar agisindan gelecegi olabilecek tiirlerdir.
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