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ABSTRACT

BIOLOGICAL ACTIVITY RESEARCHES OF Rosmarinus Officinalis

OZBAY, Zeynep
M.Sc. in Biology

Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
September 2017

65 pages

Rosemary (Rosmarinus officinalis L.), a medicinal and aromatic plant, is an
antioxidant plant of the Lamiaceae. In this study, rosemary were collected from
Gaziantep province (Southeastern of Turkey) and dried in the shade under
appropriate conditions. The extracts of hexane, dichloromethane, methanol and
extract were obtained from rosemary under appropriate conditions. Extracts from
different solvents were evaluated for their oxidative status, DNA protective activity,
antimicrobial properties, total flavonoid (TAS, TOS) and antipyretic activity (DPPH)
were used to determine the oxidant status of rosemary. PBR322 plasmid DNA and
UV-C method were used for DNA-protecting activity. In order to measure
antimicrobial activity, microdilution method was preferred according to the CLS
guideline

As a result of this research, it was obvious that the herb extract had a maximal free
radical scavenger effect at a concentration of 0.02 pg / ml and it was found to be
around 75%. This has a protective effect against hydrogen peroxide and UV_C. The
antimicrobial effect was not detected in our extracts obtained from rosemary. High
phenolic and flavonoid components are found to be in the extract of rosemary. As a
result of this study, rosemary plant has active compounds in antioxidant, phenolic,
flavonoid contents and DNA protecting properties.

Key words: Rosmarinus officinalis, antimicrobial activity, biological activity,
DPPH, pBR322, H,O,, UV-C, DNA



OZET

Rosmarinus Officinalis’in BITYOLOJIK AKTIVITESININ ARASTIRILMASI

OZBAY, Zeynep
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Tez Yoneticileri: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Ekim 2017

65 sayfa

Tibbi ve aromatik bitkilerden biri olan biberiye, Lamiaceae familyasindaki
antioksidan 06zellige sahip bir bitkidir. Bu ¢alismada, biberiye (Rosmarinus
officinalisL.) bitkisi Gaziantep ilinde yetisen tiirlerinden toplanip uygun kosullarda
gblgede kurutulmustur. Biberiye bitkisinin uygun kosullarda hekzan, diklorometan,
metanol ve su Oziitleri elde edilmistir. Farkli ¢oziiciilerden elde edilen ekstraklarda
oksidan durumlari, DNA koruyucu aktivite, antimikrobiyal 0zelligi, toplam
flavonoid miktarlari, toplam fenolik madde miktarlar1 gibi baz1 biyolojik aktiviteleri
degerlendirilmistir. Biberiye bitkisinin oksidan durumlarini belirlemek amaci ile Rel
Assay Diagnostics kitleri (TAS, TOS) ve antiradikalik aktivite tayini icin de DPPH
yontemi kullanilmistir. DNA koruyucu aktivite i¢in pBR322 plazmid DNA’s1 ve
UV-C yontemi kullanilmistir. Antimikrobiyal aktivitesinin 0Olgiilmesi icin CLS
klavuzuna uygun olarak mikrodiliisyon yontemi tercih edilmistir.

Bu arastirma sonucunda; Hekzan oziitiiniin 0.02 pg/ml konsantrasyonda serbest
radikal siipiiriicii etkisini maksimuma c¢ikardigi ve bu etkinin % 75 civarlarinda
oldugu agikca goriilmiistiir. Biberiye bitkisi DNA’y1 Hidrojen peroksit ve UV _C’ye
kars1 koruyucu etki gdstermistir. Biberiye bitkisinden elde edilen 6ziitlerimizde
antimikrobiyal etki saptanmamustir. Ayrica en yiiksek fenolik ve flavonoid
bilesenlerinin biberiye bitkisinin su Oziitiinde oldugu goriilmektedir. Bu ¢alisma
sonucunda biberiye bitkisinin antioksidan, fenolik, flavonoid igerikleri ve DNA ‘ya
kars1 koruyucu 6zellikte aktif bilesiklere sahip oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Rosmarinus officinalis, antimikrobiyal aktivite, biyolojik
aktivite, DPPH,pBR322, H>O,, UV-C, DNA
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1. BOLUM

1.1.  Giris

Bitkiler senelerdir insan sagligi ve yasam kalitesini artrmak i¢in kullanilmaktadir.
Tirkiye sahip oldugu bitki ¢esitliligi agisindan diinyanin en zengin iilkelerinden
birisidir. Ulkemizde ¢ok sayida kiiltiir bitkisinin yetismesine uygun iklim kosulu ve
toprak yapist bulunmaktadir. Ulkemizde yaklasik 174 familyaya ait 1251 cins ve
12000 tiir ve alttiir bitki, kayitlarda olmakla birlikte bundan daha genis bir bitki
ortlisti dagilimi gostermektedir. Yaklasik 500 kadari tibbi olarak kullanilabilen bu
bitkilerin 200 tanesi hem tibbi hem de aromatik amacli kullanilmakta ve ihrag

edilmektedir (Erik ve Tarikahya, 2004).

Lamiaceae familyasinda 6nemli aromatik ve tibbi bitkisi olan biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) Tiikkcede akpiiren, kusdili ve hasalbal farkli isimlerle de
ifade edilmektedir (Begum ve ark., 2013). Biberiye ¢ali goriiniiste, soluk mavi renkli
ve her dem yesil kalmasini bagaran, 50-100 cm yiiksekligindeki bir bitkidir (Baytop,
1984). Biberiye’ nin yetisme sahas1t Akdeniz ikliminin hakim oldugu yabani yerlerdir
(Ceylan, 1987). Diinya’da genis kullanim alanina sahip olan biberiye siis bitkisi,
aromatik ve tibbi bir bitki olarak bilinmektedir. Cok biiylik bir miktar1 dogadan
toplanan biberiyenin iilkemizde ve Ispanya ile Fransa’ da biiyiik bir yetisme sahasi
bulunmaktadir. Odun dis1 orman {riinleri kategorisinde yer alan biberiye,
Tiirkiye’nin bat1 kiy1 seridi ve giiney kesiminde yetismektedir. 2013 yili {iretim
miktar1 172 ton iken 2014 yilinda, bu oran 758 tona yiikselmistir. (Kirici,
2015).Amerika ve Avrupa’da antioksidan olarak kullanima sunulan biberiye (Bozin
ve ark., 2007) iilkemizde tek ticari bitki olmasindan 6tiirii yetistiriciligi yapilagelen

bir bitkidir.

Biberiyenin sekonder metabolitlerinin etkilerinin 6l¢iimii {izerine bir¢ok calisma
yapilmistir.  Yapilan ¢alismalarda; antimikrobiyal,insektisit(Jordan ve ark.,
2013),antioksidan (Hussain ve ark. 2010) ve antikanser (Bai ve ark., 2010), etkileri

oldugu belirtilmistir.



Biberiye tizerine yapilan bir¢ok ¢aligmada bilesenleri ve ugucu yag miktarlarinin ¢ok
biiylik farkliliklar gosterdigi goriilmektedir (Giilbaba ve ark., 2002). Bilesenlerinin
ve ucucu yag miktarinin gostermis oldugu bu farkliliklar; depo siiresi, agronomik
kosullar, bitkinin bulundugu gelisim donemi ve bitkinin yas1 ile hasat edilen organ

gibi bir¢ok faktorden etkilendigi bilinmektedir (Gurbuz ve ark., 2015).

Insan saghgn agisindan sentetik antioksidanlarm toksik etkileri olabilecegi
gerceginden sonra bitkisel antioksidanlara olan talep artmistir (Malayoglu, 2010).
Kalite faktorlerinin arastirilmasi bakimindan bilinen antioksidan igerigi ile yeni
antioksidan bitkilerin igerigi hakkinda yapilan c¢alismalarm sayis1 artmistir.
Antioksidan igeriginin belirlenmesi i¢in biberiye bitkisi iizerine bircok calisma
yapilmistir (Gurbuz, 2015). Fakat yeterli kosullar saglanamadigi i¢in bitkiden

standart bir antioksidan elde edilmemistir.

Bu tez calismasinda, biberiye bitkisinin su, diklormetan, hekzan, metanol oziitleri
hazirlanarak DPPH yontemi ile serbest radikal giderici aktivileri, Rel Assay kitleri
kullanilarak total antioksidan kapasiteleri, total oksidan kapasiteleri, pbr322 Plazmid
DNA’s1 kullanarak DNA koruyucu etkileri, fenolik ve flavanoid bilesenleri, CLS
klavuzuna uygun olarak mikrodiliisyon yontemi ile Antimikrobiyal aktivitesi

caligilmustir.

Elde edilen bilgiler ile biberiyenin biyolojik aktivitesi belirlenmis ve biberiyenin
DNA iizerinde koruyucu etkisinin bulundugu tespit edilmistir. Yine biberiye
bitkisinin UV 1smma ve H>O2’nin DNA {izerine hasar verici etkilerine karsi
koruyucu oldugu saptanmustir. Sonug olarak biberiye bitkisinin yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip oldugu ortaya konulmus, ayni zamanda antimikrobiyal etkisi

saptanmamuistir.
1.2. Tibbi Bitkiler Tarihi

Tarihin en eski c¢aglarindan bu yana, diinyanin neredeyse her yerinde
insanlar bitkiler hakkindaki bu ilginin, hangi bitkilerin tibbi ve zehirli, hangi
agaclarin insaat ya da silahlar i¢in uygun oldugunu ya da besin degeri tasiyan
bitkileri smiflandirarak kullanimlarini kolaylastirmistir. Erken caglarda insanlar
zihinlerini kullanmaktan c¢ok i¢giidiisel davranmaktaydilar. Nasilki bir hayvan

giinlimiizde kendisi i¢in kullanish otlar se¢iyorsa, insanlar ilk etapta bitkileri zararlh-

2



zararsiz, zehirli-zehirsiz diye gruplandirmistir. Diin oldugu gibi bugiin de bu saha
caligmalarina dayali olarak daha modern ve daha sistematik bulgulara ulasilarak bitki
smiflandirilmast yapilarak bitkilerden azami derecede fayda saglama amaci

giidiilmektedir.

Eski devirlerde tedavide glinahlardan temizlenme hastalik ise ilahi bir ceza
olara kabul edilmekteydi. Miimkiin oldugu kadar tedavide sifali ild¢ bulmaya
calisilirdi. Misir, Roma, Cin, Hindistan ve Yunan gibi eski kiiltiir merkezlerinde
yazilmig Tibbi bitkiler iizerine Orta Avrupa'da eserler bulunmaktadir. Arpa ve
bugday kiiltiirii iizerine M.O. V. asirda arastirmalar yapildig1 goriilmektedir. Mezar
duvarlar1 ve mabetlerdeki resimlerden M.O. IV. asirda Misir'da tibbi ve faydali
bitkilerin kiiltiirii yapildig1 goriilmektedir. Bugiin eski bir medeniyeti olan
Stimerlerin de sogan, susam ve arpa ile hurma yetistirdikleri bilinmektedir. Cin
kiiltiiriinde yine ayn1 sekilde buna benzer gelismenin oldugu goriilmektedir. M.O.
2700 yilinda Cin imparatoru Chen-Nung'un bugday, sogan ve piring ekiminde her y1l

merasim yaptig1 bilinmektedir (Karamanoglu, 1973: 3).

Insanlar uygarlik ilerledikce bitkilerle faydalanma dismnda manevi yoniiyle
de ilgilenmiglerdir. Bir kisim bitkiler bazi kavimler tarafindan mukaddes olarak
kabul edilmis ve Allah’ a tapar gibi tapmislardir. Yavas yavas yesil bitki ve ¢icek
sevgisinin de arttig1 goriilmektedir. Ornegin, siis amaci olarak Misir abidelerinin
stitunlarinda ¢icek veya ¢icek demeti drneklerine rastlanmaktadir. Bitkilerin sayisi
cogalinca insanlar bitkileri adlandirarak birbirinden aymrmuslardir. Ornek olarak, tibbi
bitkiler kullanildig1 hastalik, faydalanma sekli yoniinden siiflandirilmistir. Tarimsal
amaglar icin kullanilan bitkiler ise faydalanma sekli ve adina gore sistematikte yerini

almistir. (Karamanoglu, 1973: 3-4).

Tibbi bitkiler konusunda en eski ve en dnemli belge M.O. 1550°1i yillarda
yazilmis Papyrus Ebers'dir. Giizelce yazilmis ve iyi muhafaza edilmis Papyrus
ruleleri 20m den daha az olmayip, iizerinde mineral bitki ve hayvanlar aleminden
elde edilen 700 Drog ile 811 recete bulunmaktadir. Burada hastaligin cesidi,
gerekli olan ilag miktari, hazirlanmasi, tipkr giintimiizdeki gibi agik ve dogru bir
sekilde yazilmistir. Eser, Misir tibb1 hakkinda genis bilgi veren 6nemli bir belgedir
(Karamanoglu, 1973: 5).



Saf Botanik iizerine yazilmis en eski eser, Aristonun Ogrencisi
Theophrastus (M.O. 372-285) tarafindan yazilmistir. Botanigin babasi olarak
tanman bu iinlii Yunanh filozofun, bu alanda en 6nemli eseri: 5 ciltlik "Historia
plantarum" (Bitkiler tarihi)dir. Theophrastus 500 kadar bitkiyi incelemis ve onlar1

cicek yapilarina hayat formlarma gore:
1. Agac
2. Agaccik
3. Yarim agaggik

4. Otlar, yillik, iki yillik, ¢ok yillik olarak gruplara ayirmustir.
(Karamanoglu, 1973: 6).

Eserinde, tedavi maddeleri lizerinde kendi bilgisine ek olarak, seyyah ve
saticillardan 6grendiklerini de toplu olarak yazmustir. ilk botanik kitabi olarak
tanman bu eser, sonraki yazarlar tarafindan da daima bagvurulan bir kaynak
olmustur. Fakat hastaliklarin bitkilerle olan tedavi kismi, kitabin diger boliimleri

arasinda, en az yer almaktadir.
1.3. Tibbi Aromatik Bitkiler

T1bbi aromatik bitkiler insan hayatinda 6nemli rol oynamaktadir ve sayisiz ¢esitleri
bulunmaktadir. Tibbi bitkiler diinyanin her yerinde resmi tip sistemlerinde ve
cesitli geleneksel tip sistemlerinde kullanilan bitkilerdir. Diger bir deyisle tibbi
bitkiler insanlarm hastaliklarini1 6nlemek, saglig1 diizenlemek ve tedavi araci olarak
kullandiklar1 bitkilerdir. Tibbi bitkilerin tam bir tanimi yapmak miimkiin degildir
clinkii tibbi bitkiler insan sagliginin yani sira bununla baglantili olan beslenme,
viicut bakimy, tiitsii ve ruhsal iyilesme gibi alanlarla da kullanilmaktadir. Aromatik
bitkiler ise, aromasi, kokusu ve tadi i¢cin kullanilan bitkilerdir. Bu bitkilerin
bir¢cogu aromaterapide oldugu gibi diger cesitli tip alanlarinda da 6zel olarak tibbi

amaclar i¢in kullanilmaktadir.

Bunun disinda parfiim yapimi i¢in kullanilan Petroselinum sativum, Anethum

graveolens gibi tiirleri de bulunmaktadir (Maiti ve Geetha, 2005).



Bu bilgiler dogrultusunda tibbi ve aromatik bitkilerin tanimi yapilirsa, tibbi ve

aromatik bitkiler (Heywood, 1997):

e Hasta insan veya memelilerin fizyolojilerine etki eden bilesen ya da

bilesenler ve aromatik esansiyel yaglar igeren bitkilerdir.

e Hastaliklarin ve belirtilerinin 6nlenmesinde ve tedavisinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.
e Genel olarak insan saglig1 iizerinde yararh etkilere sahiptir.

e Icerdigi ucucu ve esansiyel yaglar parfiim yapiminda, kozmetikte, tatlandirma

ve insan kullaniminin baska alanlarinda da kullanilmaktadir.

Tibbi ve aromatik bitkilerin sayis1 tam olarak bilinememektedir. Yapilan
calismalarda yaklagik 13.000 tiir oldugunu savunanlar da, 70.000 tiir olduigunu
savunanlar da bulunmaktadir. Ancak 70.000 tibbi bitkinin igerisine algler, fungiler
ve mikroorganizmalar da katilmis durumdadir ve bunlar bitkiler alemi tiiyeleri
degillerdir. Yapilan ¢alismalar mantik ¢ercevesi ve biyoloji konsepti ¢ergevesinde
incelendiginde ortalama 20.000 bitkinin tibbi o6zellikli ve 1500 bitkinin de

aromatik 6zellikli oldugu diisiiniilmektedir (Timiryazevo, 2014)
1.4. Rosmarinus officinalis tiiriiniin Botanik Bilgileri
1.4.1. Lamiaceae familyasi

Lamiaceae familyas1 diinyada birka¢ bolge hari¢ diinyanin her yerinde bulunan
kozmopolit bir familyadwr. Kutuplardan Himayalar’a, Asya’nin giineyinden
Hawai’ye kadar her tiir habitat ve yiikseklikte bulunmaktadir. Dikotiledonlar
icerisinde evrimsel olarak en gelismis familyalarindan biridir. Yaklasik 250 cins ve

6500 adet tiir icermektedir (Donmez vd., 2011; Bagdat vd., 2014).

Ulkemizde en ¢ok bulunan Lamiaceae familyasi mensubu Poaceae, Astericeae,
Apiaceae, Brassiceae ve Fabaceae’dir. Bu familyanin i¢erdigi 245 tiir iilkemiz i¢in
endemiktir. Familya uzun boylu kereste yapilan agaglardan, adacay1 gibi tibbi ve
aromatik bitkilere kadar ¢ok cesitli bitkileri igermektedir (Donmez vd., 2011;
Bagdat vd., 2014).



Bu familya bitkileri otsu veya ¢ali formunda olup daha ¢cok Akdeniz havzasinda
yayilis gostermektedir. Govde 4 koselidir. Yapraklar ¢ogunlukla basit, bazen
parcali, dekusat dizilislidir. Cigekler her nodusta verticillaster durumunda,
zigomorf ve bilabialdir. Ugucu yag tasiyan Labiatae tipi (sap1 tek, basi 8 hiicreli ve
pul seklinde) salg1 tiiyleri vardir. Cigekler hermafrodit, kaliks 5 loblu, kalici, bazen
bilabiattir. Korolla bilabiat, iist dudak bazen eksiktir. Stamen 4 tane, ¢ogu zaman
didinamdir, bazen 2 stamen bulunur. Ovaryum 2 Kkarpelli, 4 gozli ve iist
durumludur, her gozde 1 oviil bulunur, stilus ginobaziktir. Meyva 4 nukstan
meydana gelen bir sizokarptir. Eczacilik ve parfiimeride yararlanilan bitkileri

icermesi nedeniyle 6nemli bir familyadir (Isik, 2010: 45).

Lamiaceae familyasinda nane, adacayi, ogulotu, kekik, feslegen, lavanta gibi
ekonomik 6nemi yiiksek bir¢ok tiir bulunmaktadir. Bunun gibi familya mensubu
bircok tiirden tarim ve sanayi alanlarinda yararlanilmaktadir. Tip ve eczacilikta,
bitkisel boyacilikta, kozmetik sanayide, organik tarimda, gida sanayide kullanilan

bircok tiiri de bulunmaktadir (Bagdat vd., 2014).

Lamiaceae familyasmin vejetatif karakterleri ve ¢icek ozellikleri asagida Tablo

1,1'de verilmistir (Raja, 2012).



Tablo 1.1: Lamiaceae familyasinin vejetatif ve ¢icek ozellikleri

Vejetatif Karakterler

Habitat Genellikle aromatik baharatlar ve galilar, birkag agac

Kok Kazik kok

Govde Otsu, genellikle erekt (dik), karemsi ve tiiylii

Yaprak Basit, karsilikli ve dekussat, stipulat, birkag tiirde spiral
sekilli, ucucu yag salgilayan bezler var.

Cicek Karakterleri

Infloresans Vertisillaster

Cicek Biseksiiel, diizensiz, zigomorfik, hipnogous

Kaliks Bes adet, gamosepalli, bilabilat

Androecium Dort adet, Epipetalus, genellikle iki set halinde, konat ags1

Gynoecium Bilokular, aksil plansentasyon, her lokulus da bir ovil,
ginobazik, iki loblu stigma

Meyve Sizokarpik karkerulus

Tohumlar Non-endospermik

1.4.2. Rosmarinus L. Cinsi

Rosmarinus L. Cinsi bilimsel siniflandirilmasi su sekildedir (plant.usda.gov,

2002):
Alem: Plantae

Altalem: Tracheobionta




Sube: Magnoliophyta
Smif: Magnoliopsida
Altsinif: Asteridae
Takim: Lamiaceae | Labitae

Cins: Rosmarinus L.

Giiclii aromatik 6zellige sahip her daim yesil ¢alilardan olusan cinste yapraklar
linear ve dar bir sekilde oblong, sapsiz, deriye benzer ve doner kenarhidir.
Vertisillaster olan infloresens durumu birka¢ cigege sahiptir ve rasem benzeridir.
Brakte bulunmz. Kaliks kampanulat, bilabilat, iist dudak diiz alt dudak iki
lobludur. Korolla disa dogru (exserted), iist dudak bifid (iki esit pargali), oldukca
konkav ve ¢ok uzun olmayacak sekilde 3 fidli. Stamenler 2 adet, uzun eke sahip,
paralel, filamentler kenarda kiiciik dis seklinde ve anterler monotesik
(monothecous). Olaganiistii bir sekle sahip olan stamenler dallanmamis ve yukar1

dogru kivrik. Meyve nutlet, diiz ve oval sekilli olabilir (Davis, 1982:75).

1.4.3. Rosmarinus officinalis L

Rosmarinus officinalis tiiriiniin bilimsel smiflandirilmasi su sekildedir (plant. usda.

gov, 2002):
Alem: Plantae
Altalem: Tracheobionta
Sube: Magnoliophyta
Smif: Magnoliopsida
Altsinif: Asteridae

Takim: Lamiaceae | Labitae



Cins: Rosmarinus L.
Tiir: Rosmarinus officinalis L.

Rosmarinus officinalis, biberiye, Lamiaceae familyasina aittir ve Akdeniz
bolgesine kokenlidir. Latince “ros” ve “marinus”, Ingilizce “dew of the sea”
anlamma gelen Rosmarinus deniz damlacigi, ¢iyi anlamma gelmektedir. 2001
yilinda Uluslaras1 Baharat Birligi tarafindan yilin baharati secilen biberiye, i¢erdigi
sekonder metabolitler, yaglar ve besin degerleri ile oldukc¢a 6nemli bir bitkidir

(Begum vd., 2013).

Rosmarinus officinalis odunsu ¢ok yillik baharattir. Her daim yesildir ve igne
benzeri yapraklar1 ile beyaz, pembe, mor ve mavi ¢icekleri bulunur. Biberiyenin
diger teshis edici Ozellikleri asagida Tablo 1.2.’de verilmistir (Davis vd., 2013;
Begum, 1982) .

Yurdumuzda dogal olarak yetisen biberiye (kusdili, hasalban, akpiiren)
(Rosmarinus officinalis L.) onemli tibbi ve aromatik bitki tiirtimiizdiir. Baytop
(1984), biberiyeyi 50-100 cm yiikseklikte, cali goriiniisiinde, kisin yapragini
dokmeyen, ¢icekleri soluk mavi renkli, ¢ok yillik bitki olarak tarif etmistir.
Genellikle maki florasi igerisinde bulunan bu tiiriimiiz, Giiney ve Kuzey-Bati
Anadolu ve adalarda genel yayilisini yapmaktadir (Anonim, 1987). Mersin ve
Adana yoresinde maki florasi igerisinde, orman i¢i bosluklarda, tarla ve iliziim
baglar1 kenarlarinda, Ozellikle de koruma altindaki agaglandirma sahalari

icerisinde yayilis gostermektedir.

Eski Yunan ve Romalilar tarafindan ¢ok iyi bilinen biberiye, hem mutfakta hem de
tibbi tedavi amagli olarak kullanilmistir. Hafizayi artirict etkisi olduguna inanilarak
“baghlik” sembolii olarak kabul edilmis ve diigiin torenlerinde gelin tacina
takilmistir. Terapi etkisi antik caglardan beri bilinmekte ve hasta odalarinda
yakilmak suretiyle havanm armdirilmasinda kullanilmistir (Isik, 2010: 47). Baytop
(1984), biberiyenin, kabiza karsi, hazim sistemi uyaricisi, safra arttirict ve idrar
soktlirticii olarak, haricen cerahatli yaralarin tedavisinde, ucgucu yagmin ise
romatizma agrilarmi dindirici olarak kullanildigini belirtmistir. Biberiye yapragi
tim veya ufalanmis halde ¢orbalarda, giiveglerde, sosis, et, balik ve tavuk

yemeklerinde tat verici olarak, ugucu yagi gida maddelerinde, parfimeride ve
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kozmetikte (sabun, krem, deodorant, sa¢ tonikleri, sampuanlar vs.)
kullanilmaktadir. Bitki ve ekstraktlar1 antibakteriyel ve antioksidan etkiye sahip
olup et ve yaglarin kalitesinin bozulmadan saklanmasini saglamaktadir (Selin,

2010: 47).

Tablo 1.2: Rosmarinus officinalis teshis edici karakterleri

Dallar Yiikselen ya da erect (dik), 50 cm

Yapraklar 10-25x1-2(-4) mm, koyu yesil, alt kismi tiiyli ve

iist kismi1 beyaz tomentoz

Pediinkiil ve Pedisel Beyaz stellat ve tomentoz
Kaliks 3,5-4 mm, beyaz tomentoz
Korolla Acik mavi, 8-12 mm
Meyve Nutler, kahverengi

Sekil 1.1: Rosmarinus officinalis (Anonim, 2016)

Biberiye antioksidan 6zelligi ¢ok yiiksek bitkilerden biri olarak kabul edilmektedir.
Igerdikleri esansiyel yaglar ¢ok aktiftir. Flavonlar, diterpenler, steroidler ve
triterpenler dahil bir¢ok bilesenin izole edildigi biberiyenin antioksidan aktivitesi
dogrudan igerdigi iki fenolik diterpen olan karnosik asit ve karnosolden

gelmektedir (Genena vd., 2008).
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Icerdigi aktif yaglar, borneol, bornil asetat, kamfen, sineol, pinene ve kamfor olan
biberiye ayni zamanda antioksidan Ozellikleri ile merkezi sinir sistemi, kardiyo
vaskiiler sistem ve genitouriner sistemin de dahil oldugu bir¢ok sorunun
onlenmesinde olduk¢a onemli rol oynamaktadir. Biberiyenin ayrica 20’ye yakin
varyetesi bulunmaktadir. Dik biberiye, siiriinen biberiye, cam kokulu biberiye, arp
biberiye, madaline tepesi biberiye, pembe biberiye, beyaz biberiye, altin yagmur

biberiye bunlardan bazilaridir (Begum vd., 2013).

Ulkemizde biberiye, Giineydogu Anadolu bdlgesinde Gaziantep yoresinde, Mersin
Ciftlik kdyii ve civarmda, Adana’nin Tarsus ilgesi ve gevresinde, Iskenderun’da
Camlitepe’de 8850 hektarlik bir alanda yayilis gostermektedir. Genelde maki
florasinin i¢inde, ormanlarm i¢ bosluklarinda, daglarm kuru ve giinesli sirtlarinda
yabani olarak yetismektedir. Ancak park ve bahgeler icin siis ve kiiltiir olarak da

yetistirilmektedir (Haksel, 2007).
1.5.Bitkisel Sekonder metabolitler

Bitki kimyasallar1 genel olarak primer ve sekonder metabolitler olarak ikiye
ayrilmaktadir. Primer metabolitler (karbonhidrat, yaglar ve proteinler gibi) dogada
oldukca yaygindir ve yiiksek bitkilerin tohum ve vejetatif dokularinda fazlaca
bulunmaktadir. Ayrica hiicre metabolizmasindaki temel gorevlerinden dolayi,

bitkinin fizyolojik gelisimi i¢in gereklidirler (Oskay ve Oskay, 2008).

Sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan iiretilmektedir. Giiniimiizde bir¢ok
sektorde hammadde olarak kullanilan bu sekonder metabolitler, bitkinin yasamsal
faaliyetleri ile dogrudan iliskisi olmayan, buna karsilik en az bitkinin yasamsal
faaliyetleri ile dogrudan iligkili olan primer metabolitler kadar Onemli olan
kimyasal maddelerdir. Bitkilerden sentezlenen sekonder metabolitlerin bitki
yasaminda bazi rolleri vardwr. Bunlar, hastaliklara karsi direng saglama,
herbivorlardan korunma, kendileriyle rekabette olan diger bitki tiirlerinden
allelokimyasal iliskiler seklinde kagmmma ve UV 15181 gibi abiyotik stresten

korunma olarak 6zetlenebilir (Aydin ve Mammadov, 2017).

Ayrica bitkilerdeki sekonder metabolitler, hiicre diizeyinde bitki biiylime

diizenleyicileri, gen ekspresyon diizenleyicileri ve trandiiksiyon mekanizmalarinda
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gorevlidirler ve tozlanma igin bdcek gibi organizmalar1 g¢ekerek simbiyotik

iligkilerde gorev alirlar (Oskay ve Oskay, 2008).

Pek cok yiiksek bitki, ekonomik ag¢idan 6nem tasiyan alkoloid, terpen, fenolik
bilesikler, nadir amino grup asitler, bitki aminleri ve glikosidler gibi organik
kimyasallar1 biinyesinde biriktirir ve ticari uygulamalara ham madde olusturur.
Dogal bitki tirtinleri yani fitokimyasallar ¢ok sayida endiistride dogrudan veya
dolayl olarak kullanilir. Bu triinler 6zellikle yaglar, resinler, taninler, saponinler,
dogal plastikler, yapiskanlar, balmumu ve boyalar, ilaglarin kaynagi seklindedir
(Oskay ve Oskay, 2008).

Sekonder metabolitlerin ¢ogu olumsuz ¢evre kosullarinda ve stres kosullarinda
ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum olumsuz gibi goriinse de sekonder metabolit
iretimini tesvik ettiginden bilim insanlar1 ve insanlik i¢cin pozitif etki olarak

algilanmaktadir (Oluk, 2006).

Tibbi ve aromatik bitkiler kokulu, ugucu, hidrofobik, hidrofilik ve yiiksek
konsantrasyonlu esansiyel yaglar igerirler. Bunlar, bitkilerin yapraklarindan,
dallarindan, tohumlarindan, ¢igeklerinden, kabuklarindan, odunlarindan veya
meyve koklerinden elde edilebilmektedir. Esansiyel yaglar, diisilk kaynama
sicakligina sahip fenilpropenler ve terpenlerden olusan karmasik ikincil
metabolitlerdir. Esansiyel yag igeren en onemli bitki familyalar1 Asretaceae,
Lamiaceae, Labiateae ve Apiaceae’dir. Tibbi ve aromatik bitkilerden elde edilen
bu esansiyel yag ve ekstraktlarmn aktiviteleri ve kullanim amaglar1 asagida

verilmistir (Solomou vd., 2016):
e Aktiviteleri
o Antioksidan aktivitesi
o Antimikrobiyal aktivitesi
o Antikoksidiyal aktivitesi
e Kullanimlar1

o Beslenme takviyesi: antioksidanlar ve biiyiime faktorleri gibi
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o Besin endiistrisi: Tatlar, lezzetler ve katki maddeleri gibi
o Kozmetik endiistrisi: Parflimler ve cilt iriinleri gibi
o Farmasotik endiistri: ilaglar gibi

Lamiaceae familyasinda yapilan calismalarda simdiye kadar terpenler, fenolik
bilesikler, alkaloidler, iridoidler ve ursolik asit bulunmustur (Agostini 2009).
Calismamizda kullanilan sekonder metabolitlerden olan fenolik bilesikler,

flavanoidler ve fenolik asitler olmak tizere ikiye ayrilmaktadir.
1.5.1. Fenolik ve Flavonoid Bilesikler

Bitki fenolikleri ya da polifenolleri dogrudan fenilpropanoidler saglayan shikimate
ya da fenilpropanoid olarak adlandirilan metabolik yoldan veya basit fenoller
iiretebilen poliketit asetat/malonat yolundan biyolojik olarak sentezlenen dogal
sekonder bilesiklerdir. Bu sekillerde ortaya c¢ikan sekonder monomerik ve
polimerik fenolik bilesenler bitkilerde ¢ok genis fizyolojik rollere sahiptir. Yiiksek
bitkilerin birkag¢ bin kadar bilinen fenolik bilesikleri vardir. Bitki fenolik bilesikleri
bitkilerin kendisi i¢in g¢evre stresi, besin yetersizligi, diisiik sicaklik, patojen
enfeksiyonu, yiiksek 151k ve herbivorlar gibi etkenler i¢in savunma mekanizmasidir

(Lattanzio, 2013).

Bitki fenolleri basit fenoller ve polifenoller olarak siniflandirilabilmektedir.

Bunlarm smiflandirilmasi asagida Sekil 1.1°de verilmistir (Goleniowski vd., 2013).
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Fenolik bilesikler

Polifenoller Basit fenoller
| |
1 1 1 1
Taninler Flavonoidler Fenolik asitler Kumarinler
Hidrolize Hidroksisinnami
- olabilen taninler - k asitler
Hidrolize Hidroksibenzoik
- olamayan - asitler
taninler

Sekil 1.2:Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

Son yillarda yapilan caligmalar ile bilim insanlar1 fenolik bilesenlerin insan sagligi
iizerindeki etkilerini arastirmaya baslamistir. Yaptiklar1t caligmalarda fenolik
bilesenlerin antioksidan etkilere sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Antioksidan
bilesikler kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar ve norodejeneratif bozukluklar dahil
bir¢cok hastaligin onlenmesinde ¢ok onemlidir. Fenolik bilesikler dogrudan insan
viicudunda {iretilemedigi i¢in bu bilesenleri igeren besinlerin tiiketimi ile viicuda

almmaktadir (Materska ve Perucka, 2005).

Fenolik bilesenler fenolik asitler ve flavanoidler olarak ele alinmaktadir.
Flavanoidler fenolik bilesenlerin en énemli grubudur ve C6-C3-C6 omurgasindan
olusmaktadirlar Kendi i¢lerinde flavonoidler, isoflavanoidler ve neoflavanoidler

olmak iizere 3’e ayrilmaktadirlar (Sekil 1.2) (Vihakas, 2014).

C O
, B
8]
'

Sekil 1.3: Flavanoidler, A: flavanoidler, B: isoflavanoidler, C: neoflavanoidler

Diger 6nemli grup olan genolik asitler ise C6-C1 omurgasindan olusurlar ve

yaygin olarak gallik asit, p-hidroksibenzoik asit, protokatekuik asit, vanilik asit ve
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sprinjik asit ile temsil edilirler. Fenolik asitler, sekerler veya organik asitlerle
konjlige edilmis ve lignin, tanen gibi kompleks yapilarin birlesiminden olusan
¢oziinebilir bilesenlerdir (Lattanzio, 2013). Fenolik asitler, molekiiler yapilarina
gore benzoik ve sinnamik asit tiirevleri olmak tizere ikiye ayrilirlar (Sekil 1.3)

(Castellana vd., 2012).

Clﬂ- R .'k'"'CD- R
. ) i b
R4 B2 Ra = E Rz
B3 Ra

Sekil 1.4: Benzoik ve Sinnamik asit tiirevlerinin molekiiler yapis1

Bitkilerin yaprak, kok, dal, ¢icek gibi kisimlarindan elde fenolik bilesikler ¢ok
cesitlidir ve bu bilesiklere sahip olan bitkilerin neredeyse her birinin kendine 6zgii
fenolik bileseni bulunmaktadir. Calismamizda kullandigimiz  Rosmarinus
officinalis tiirii iizerinde daha once yapilan arastirmalara gore, bitkiden elde edilen

fenolik bilesiklerin bir kismini su sekilde siralamak miimkiindiir (Bai vd., 2010):

e 67-O-(E)-feruloilhomoplantajinin

e 6°-O-(E)- feruloilnepitrin

e 6°-O-(E)-p-kumaroilnepitrin

e O-metoksiluteolin

e 7-glukopiranozid

e Luteolin 3’-O-beta-D-glukoronid

e Luteolin 3'-O-(3"-O-asetil)-beta-D-glukoronid

e Kamferol

e Liiteolin

e Genkwanin
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e Ladanein

e 1-O-(4-hidrobenzoil)-beta-D-glukopiranoz
e Rosmarinik asit

e Karnosik asit

e Karnosol

1.6. Reaktif Oksijen Tiirleri, Serbest Radikaller ve Oksidatif Stres

Reaktif oksijen tiirleri, normal hiicresel metabolizmanin bir sonucu olarak
molekiiler oksijenden {tiretilmektedir. Reaktif oksijen tiirleri ikiye ayrilmaktadir:
Serbest radikaller ve radikal olmayanlar (non-radikal). Bir ya da daha fazla
eslenmemis molekiil iceren ve molekiile reaktivite veren molekiiller serbest
radikaller olarak adlandmilir. Iki serbest radikalin eslenmemis elektronlarmi
paylasmasi ile de non-radikal formlar olusturulur. Diisiik konsantrasyonlardaki
reaktif oksijen tiirleri fizyolojik hiicre proseslerinde kullanilir ancak yiiksek
konsantrasyonlarda oldugu zaman yaglar, proteinler ve DNA gibi hiicre
bilesenlerinde modifikasyonlara neden olurlar (Birben vd., 2012). Viicut normal
fonksiyonlarmi gerceklestirirken oksijenin yaklasik ylizde ikisi reaktif oksijene
cevrilirken, enfeksiyon, egzersiz, kirleticilere maruz kalma, iyonize radyasyon gibi
durumlara maruz kalindiginda reaktif oksijen tiirleri artmaktadwr (Kunwar ve

Priyadarsini, 2011).

Oksijen bi-radikal dogasindan dolayi, kismen indirgenmis olan reaktif tiirlerinden
kolayca eslenmemis elektron kabul etmektedir. Ve bdylece Reaktif oksijen tiirleri
olugsmaktadir. En bilinen reaktif oksjen tiirleri siiperoksit (O2), hidrojen peroksit
(H202), hidroksil (HO), peroksil (ROO), alkoksi (RO) ve nitrik oksittir (NO)
(Singh vd., 2004).

Oksidatif stres, vucutta bulunan antioksidan ve oksidasyon dengesinin bozuldugu,
oksidasyonun antioksidan miktarmni astigi durum olarak tanimlanmaktadir.

Oksidatif stres lipid peroksosidayonu ve oksidatif DNA hasarina yol agmasinin
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yaninda hiicre i¢i sinyal iletiminin diizenlenmesinde ve fizyolojik adaptasyon

fenomeninde rol oynamaktadir (Yoshikawa ve Naito, 2002).
1.6.1. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Endojenik Kaynaklari

En 6nemli ii¢ reaktif oksijen tiirii siiperoksit anyonu, hidroksil radikali ve hidrojen
peroksittir. Endojen kaynakli oksidanlar, formiilleri ve reaksiyon denklemleri

asagida Tablo 1.3’de 6zetlenmistir (Birben vd., 2012)

Tablo 1.3: Oksidanlar ve formiilleri

Oksidan Formiilii Reaksiyon denklemi
Siiperoksit anyonu 02~ NADPH + 20,<-> NADP* + 20— + H*
Hidrojen peroksit H>O» 20; + H"> 02~ + H20»

Hipoksantin + H,O + O,4-> ksantin +
H>O»

Ksantin + H O + O,€ = iirik asit +

H>O»
Hidroksil radikali *OH Fe’* + H0,~> Fe** + OH- + *OH
Hipoklorik asit HOCI H,0, + CI--> HOCI + H,O
Peroksil radikali ROO* R* + CI--> ROO*
Hidroperoksil HOO* 02+ H,O - HOO* + OH"

radikali

Stiperoksit anyonu, molekiiler oksijene ekstradan bir elektron eklenmesi ile olusur.
Bu siireg NADPH oksidaz veya ksantin oksidaz tarafindan ya da mitokondriyal
elektron transport sistemi aracilifiyla gerceklestirilir. Superoksit anyonu

olusturmanin en Onemli kismi mitokondride adenozin trifosfat olusumudur.
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Normalde elektronlar suyun oksijenini indirgemek i¢in mitokondriyal elektron
transport sistemini kullanirlar ancak bu elektronlar yaklagik yiizde 1 ila 3’i
sistemden sizar ve siiperoksit iiretir. Superoksit anyonu siiperoksit dismutaz ile
hidrojen peroksidaza doniistiiriiiir. Hidrojen peroksit plazma membranindan
kolayca difiize olabilmektedir. Hidrojen peroksit bunun yani sira ksantin oksidaz,
NADPH oksidaz ve aminoasit oksidaz ile de metabolik reaksiyonlardaki molekiiler
oksijenin peroksizomlarda tiiketimi sirasinda da olusabilmektedir. Haber Weiss ve
Fenton reaksiyonlar1 olarak adlandirilan iki reaksyon ortamda Fe?* ya da Cu* gibi
gecis metalleri varhiginda H»O2’yi OH™ a ¢evrilmektedir. Bu reaksiyonlar su

sekildedir (Birben vd., 2012):

Fe’* + .02 = Fe?" + O Haber-Weiss reaksiyonu

Fe?* + H,0,~> Fe** + OH Fenton reaksiyonu

Stiperoksit radikalinin kendisi hidrojen peroksitle de etkilesime girebilmektedir.
Bunun iizerine Tablo 1.3’de de goriilen reaksiyon gerceklesmekte ve hidroksil
radikali meydana gelmektedir. Hidroksil radikali, DNA, karbonhidrat, protein, yag
gibi cok Onemli molekiillere zarar verebilmekte ve lipit peroksidasyonunu
baslatmaktadir. Hipoklorik asit ise, solunum yollar1 patojenleri 61diiren ve DNA ile
etkilesime girerek DNA hasarina neden olabilen bir radikaldir. Ayni sekilde
hidroperoksil ve peroksil radikalleri de ¢ok zararli oksidanlardir (Birben vd.,

2012).
1.6.2. Reaktif Oksijen Tiirlerinin Ekzojen Kaynaklarn
Bu kaynaklari sdyle siralayabiliriz (Birben vd., 2012):

e Sigara dumani

e (Ozona maruz kalma

e Hiperoksi
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e Iyonize Radyasyon
e Agir metal iyonlari
1.7. Antioksidanlar

Hiicrelerimizde zarara neden olan ve yaslanma siireci ile hastalik gelgisiminde
merkezi bir rol oynadigma inanilan serbest radikallere karsi en dnemli savunma
mekanizmamiz antioksidanlardir. Antioksidanlar hem serbest radikal hasarindan
korunmaya neden olacak hem de saglikli ve iyl olmanmn temelinde rol
oynayacaktir. Vucudun organ sistemlerini ve hiicrelerini reaktif oksijen tiirlerinden
korumak icin insanlar yiiksek derecede sofistike ve kompleks olan antioksidan

savunma sistemleri igcerirler. Bu savunma sistemleri su sekildedir (Percival, 1998):

e Antioksidan enzimler

o Siiperoksit dismutaz

o Katalaz

o Glutatyon rediiktaz

o Glutatyon peroksidaz

o Glutatyon transferaz
e Besin kokenli antioksidanlar

o Askorbik asit (Vitamin C)

o Tokoferoller ve Tokotrienoller (Vitamin E)

o Karotenoidler

o Glutatyon ve lipoik asit gibi diger kiiciik molekiiler agirlikli bilesenler
e Metal baglayan proteinler

o Ferritin

o Laktoferrin
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o Albumin
o Serruloplazmin
o Metallotionein
o Miyoglobin
o Transferrin
e Ve daha cok sayidaki antioksidan maddeler
o NADPH ve NADH
o Koenzim Q10
o Urik asit
o Polifennoller
o Bilirubin
o Tiyoller gibi.

Bunlarm yami swra bircok gida ve farmasotik {iriin sentetik antioksidan
icermektedir. Bu antioksidanlar raf dmriinii uzatmak i¢in yag asitlerinin doymamis
c¢ift baglarmin oksidasyonunun engellenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bunun
yaninda farmasdétik iriinlerde kullanim sebebi ise oksidasyona ugrayabilecek
kimyasal bilesenlerin ve terapatik ajanlarin stabilitesini artirmaktir. Bu sentetik

antioksidanlardan en ¢ok kullanilanlar su sekildedir ( Shebis vd., 2013):

e Biitillenmis hidroksianizol (BHA)

¢ Biitillenmis hidroksitoluen (BHT)

e Propil gallate

e Tert-Butil-Drokinon (TBHQ)
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1.7.1. Biyolojik Sistemlerdeki Antioksidan Enzimler

Stiperoksit dismutaz, fagositik hiicreler ve mitokondri kloroplastinda gergeklesen
elektron transport zincirindeki areobik hiicrelerde iiretilen siiperoksit radikallerinin
yikimmin katalize edilmesinde gorevli enzimdir. Superoksit reduksiyon ajani ya da
zaylf oksidasyon ajani olarak davranabilir. Superoksit askobik asidi oksitler ve
Sitokrom ¢ de bulunan FE** iyonunu Fe?* iyonuna indirger. Superoksitin
zararlarmdan korunmak ig¢in hiicreler siiperoksit dismutaz enzimi araciligiyla

superoksiti katalaz enzimi ile ortadan kaldirilabilen hidrojen peroksite doniistiirtir.

20, + 2H = H,0, + 02 (SOD enzimi ile katalizlendi)

Bu reaksiyon sonunda olusan hidrojen peroksit ise katalaz enziminin kullanilmasi1

ile Su ve oksijene doniistiiriilerek zararh radikaller ortadan kaldirilir.
2 H,02~> 2 H,0 + O, (Katalaz enzimi ile katalizlendi)

Bu iki enzimin yanisira Glutatyon peroksidaz enzimi in vivo lipid
peroksidasyonuna kars1 6nemli bir koruyucu mekanizma saglamaktadir. Bu enzim
hidrojen verici olarak GSH yani gutatyon, glutamik asidin bir tripeptid tiirevi,
sistein ya da glisin kullanarak hidrojen peroksid enzimi ile raeaksiyona
girmektedir. Reaksiyonda bulunann 2 adet GSH okside GSGG ve su olusumu

meydana getirmektedir.
H>0: + 2 GSH -2 GSGG + H>0 (Glutatyon peroksidaz tarafindan katalizlendi)

Glutatyon rediiktaz normal hiicrelerde GSH/GSGG orani1 10’un lizerinde tutmak
icin GSGG’yi GSH’a geri dondiirebilmektedir. Ayrica glutatyon peroksidaz
enzimi, alkoksil radikalleri ve hiicreye zararli aldehitleri olusturucak bi¢imde
ayrigmayan kararl hidroksi lipitlerin olugsmasmi engellemek icin lipit ve steorid

hidroperoksitleri indirgemektedir.

Miyoloperoksidaz enzimi ise aktive haldeki fagositik hiicreler iktihaplanma

bolgelerinde iiretilen giiglii bir oksidan olan Hipoklor6z asit (HOCI)’i elde etmek
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icin hidrojen peroksit varliginda kloriir iyonlar1 okside etmektedir. Ve bu oksidan

ile bakterileri 6ldiirmektedir (Frankel, 2007:38).
1.7.2. Enzimatik Olmayan Oksijen Indirgeyici Ajanlar

Plazmadaki suda c¢oziinebilen en etkili antioksidan askorbik asittir. Singlet oksijen,
sliperoksit, hidrojen peroksit, hidroksi radikali, hidroperoksi radikali ve hipokloriik
asidin indirgenmesinde kullanilan askorbik asit ayn1 zamanda demir ve bakir gibi
metallerin esligini gerektiren antioksidan durumlarinda da prooksidan olarak gorev
yapmaktadir. Urik asit de lipit peroksidasyonunu engelleyen 6nemli indirgeyici
ajanlardan birisidir. Hidroksil radikali, peroksil radikalini, singlet oksijen ve
hipokloriik asidin indirgenmesini gerceklestirmektedir. Koenzim Q ve vitamin E
gibi enzimatik olmayan antioksidanlarda bulunmaktadir (Frankel, 2007:39).
Bunlar Tablo 1.4’de 6zetlenmistir (Zampelas ve Micha, 2014).

Tablo 1.4: Enzimatik olmayan antioksidanlar ve etkiledikleri oksidan madde

Vitaminler gibi enzimatik olmayan onemli ajanlar ve etki ettikleri oksidan
Tokoferdller Lipid peroksidasyonunda baslangi¢ zincirleri

Beta karontenler Singlet oksijen

Likopen Singlet oksijen

Koenzim Q Serbest radikaller

Glutatyon Indirgeyici

Urat Serbest radikaller

Bilirubin Serbest radikaller

1.8. DNA Koruyucu Aktivite

Hiicre iginde olusan reaktif oksijen tiirleri, hiicre yapisina zarar vererek 30’dan
farkli hastaliga sebebiyet vermektedir. DNA, lipid ve protein gibi zarar verdigi bu
yapilarin korunmasi i¢in insan vucudundaki reaktif oksijen tiirlerinin dengesi
saglanmalidir. Bunun i¢in de antioksidanlarin rolii oldukca biiyiiktiir. Serbest

radikallerin DNA gibi molekiillere zarar vererek, kanser, diyabet, kardiyovaskiiler
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hastaliklar, otoimmun hastaliklar, ndrodejeneratif hastaliklar ve diger hastaliklar
ile yaslanmada rol oynadigi bilinmektedir. Besinlerdeki antioksidan etkiler

arastirilarak bunlarm oniine gegilmeye ¢alisilmaktadir (Jiang vd., 2012).

Son yillarda bir¢ok calisma yapilmis ve bu calismalarla tibbi ve aromatik
bitkilerden elde edilen iiriinlerin DNA Koruyucu Aktiviteleri ortaya koyulmaya
baslamistir. Bu sebepten gilinlimiizde hala bir¢ok tibbi ve aromatik bitki {izerinde
antioksidan, antimikrobiyal, antikanserojen, antifungal 6zelliklerinin arastirilmasi

icin caligsmalar da yapilmaktadir (Golla ve Bhimathai, 2014).
1.9. Antimikrobiyal Aktivite

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonla savasmakta kullanilan en 6nemli silahlardir
ve kesiflerinden beri insan saglik kalitesinin artirilmasinda ve tedavilerde ¢ok iyi
katkilarda bulunmustur. Ancak son zamanlarda, saghga faydalar1 olan bu
antibiyotikler toksik reaksiyonlar iirettikleri i¢in hastaliklara kars1 daha az etki
gostermektedirler. Hastaliklar yillardir kullanilan ilaglara kars1 direng gelistirmistir
ve yaygin olarak kullanilan bir¢ok antibiyotik artik eski etkilerini
gosterememektedir (Bhaloida ve Shukla, 2011).

Eldeki antimikrobiyal ve antibakteriyelin basarisizliklar1 sonucu, bir¢ok
arastirmact yeni bioaktif molekiillerin kaynagi olarak kullanilmak tizere dogal
iirlinleri aragtirmaya baslamistir. Bu amag i¢in bircok metod bulunmaktadir. Hepsi
ayni prensibe sahiptir ancak mikroorganizmaya gore test cesidi degisiklik
gosterebilmektedir. Test sistemleri basit, hizli, tekrarlanabilir ve maliyeti diisiik
olmalidir ki etkili olsun. Bunun i¢in genellikle bu caligmada da kullanilan disk
difiizyonu yontemi ve well difizyon yOntemi ve broth ya da agar dilusyon
yontemleri kulllanilmaktadwr (Balouri vd., 2016). Antibakteriyel aktivite

diizeylerinin belirlenmesi i¢in kullanilan testlerden bazilar1 sdyledir:
1) Disk difiizyon testleri
2) Diliisyon testleri:
a. Agar diliisyon testleri

b. Broth diliisyon testleri
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1. Makrodiliisyon (tiip diliisyon) yontemi

2. Mikrodiliisyon testleri

3) Gradient strip testleri (E-test, MICE)

4) Otomatize yontemler

5) Molekiiler yontemlerdir.

24



BOLUM 2
LITERATUR OZETLERI

Inatani ve ark. (1983), Rosmarinus officinalis L. tiirlinden elde ettigi ozitlerdeki
antioksidan etkiyi 6l¢miislerdir. Rosmanol olarak adlandirilan renksiz ve kokusuz
antioksidan maddenin sentetik BHT ve BHA gibi antioksidanlara gore 4 kez daha
etkili oldugunu ortaya koyduklari bu caligmada rosmanolun yanisira karnosol gibi

bilesenler de tespit edilmistir.

Collins ve Charles (1987), Rosmarinus officinalis L. tiirtine ait iki antioksidan
bilesen olan karnosol ve ursolik asidin antimikrobiyal aktivitesini aragtirmak i¢in
BHT, BHA’y1 da kontrol olarak kullanmis ve ursolik asidin ikisinden de yiiksek
antimiktobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir. Karnosol ise BHT
ve BHA ile benzer olarak ve ursolik asitten daha az bir antimikrobiyal etkiye sahip

oldugu rapor edilmistir.

Schwarz ve Ternes (1992), Rosmarinus officinalis ve Salvia officinalis tiirlerinin
antioksidatif bilesenlerini ve antioksidatif aktivite ile fenolik diterpenlerini
belirlemek i¢in HPLC yontemini kullanmiglardir. Yaptiklar1 ¢alisma sonucunda,
her iki tiirde de galdozol, rosmaridifenol, isokornosol, alfa ve beta tokoferoller

saptamislardir.

Frankel ve ark. (1996), Yag su emiilsiyonu ve dokme yag igerisindeki karnosol,
rosmarinik asit gibi biberiye Oziitlerinin antioksidan aktivitesini arastirdiklar
calismada karnosolun diger bilesenlerden daha fazla antioksidan aktiviteye sahip
oldugunu ortaya koymuslardir. Ayrica hazirladiklar1 emiilsiyonlarda pH faktorii
kullanan arastirmacilar, biberiye antioksidanlarmin stabilitesi lizerinde pH’1n etkili
oldugunu ortaya koymuslardir. pHS5 de daha az aktiviteye sahip olan karnosol, pH

7°de en fazla aktivite gostermistir.
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Mangena ve Muyima (1999), Artemisia afra, Pteronia incana ve Rosmarinus
tiirlerine ait esansiyel yaglarin secilen bakteri ve mayalar {izerindeki
antimiktobiyal aktivitelerinin karsilastirmali degerlendirmesini yapmislardir.
Toplam 41 bakteri ve maya kullanarak gerceklestirdikleri calismada Artemisia afra
ve Rosmarinus officinalis’in benzer ve P. incana tiirline gore daha yiiksek

antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Celiktas ve ark. (2007), farkli bolge ve farkli mevsimsel varyasyonlarda bulunan
Rosmarinus officinalis turiiniin esansiyel yaglarmin ve metanol 0ziitlerinin
antimikrobiyal akvititesini arastrmiglardir. Calisma sonucunda metanol
ekstraktlarinin esansiyel yaglara gore cok diisiik antioksidan ozellik igerdigini
ortaya koymuslardir. Ayrica sicak iklim olarak Mersin, Daha az sicakliga sahip
olarak izmir ve daha serin olarak Canakkale sehirlerden toplanan orneklerin

icerdigi antioksidan 6zellik arasinda kayda deger bir fark bulamamislardir.

Gachkar ve ark. (2007), Cunimum cyminum ve Rosmarinus officinalis tiirlerinin
icerdigi esansiyel yaglarin kimyasal ve biyolojik aktivilerini arastrmiglardir.
Yaptiklar1 ¢alismada bu iki tiiriinde alfa-pinen (%29.1, %14.9), 1.8-sineol (%17.9,
%7.43) ve linalool (%10.4, %14.9) bilesenlerine ana bilesenler olarak
rastlanmistir. Antibakteriyel aktivitenin Ol¢iilmesi icin E. coli, S. aureus ve L.
monocytogenes bakterilerinin kullanildigi bu calismada C. cymium esansiyel
yaglarinin R. officinalis’ gore daha giiglii anbakteriyel aktivite gosterdigi ortaya
koyulmustur. DPPH y6ntemini de kullanan bu c¢alisma sonunda, hem C. cyminum
hem de R. officinalis tiirlerinin gidalarda hatr1 sayilir derecede antioksidan 6zellige

sahip oldugu da belirlenmistir.

Erkan ve ark. (2008), Rosmarinus officinalis ve Nigella sativa tiirlerinde bulunan
esansiyel yaglar, karnosik asit, rosmarinik asit ve sesamoliin antioksidan
aktivitesini DPPH ve ABTS yontemi kulllanarak yapmiglardir. Yaptiklar: ¢aligma
sonucunda, biberiye Oziitiiniin N. sativa’dan daha yiiksek antioksidan aktiviteye ve

daha yiiksek oranda fenolik bilesene sahip oldugunu ortaya koymuslardir.

Gade ve ark. (2010), Opuntia ficus-indica kullanarak giimiis nanopartikiil elde
ederek, in vitro antibakteriyal aktivitesini ve bu aktivitenin gergeklesmesinde rol

oynayan mekanizmalar1 ¢alistilar. Bu calisma sonucunda, Amphicilin ve
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Streptomicilin maddesinin en yiiksek antibakteriyal aktiviteyi olusturdugunu
gozlemlediler. Ayrica bu aktivitenin gerceklesmesinde temelde bioliretim ve
baslikli nanopartikiil tiretimine yol acan ara kompleksler seklinde iki basamaktan

olustugunu ortaya koydular.

Zaouali ve ark. (2010), Tunus’ta endemik olan Rosmarinus officinalis L. var.
typicus ve var. troglodytorum varyetelerinin esasnsiyel yag kompoziyonunu
belirleyerek, antimiktobiyal ve antioksidant aktivitelerini 6l¢miislerdir. DPPH ve
FRAP yontemini kullandiklar1 bu ¢aligmanin sonucunda bu iki tiirden en fazla 1.8-
sineol ve kamfor elde etmisler ve 8 farkli bakteride deneyerek antibakteriyel etkisi

oldugunu ortaya koymuslardir.

Kp ve Savithramma (2013), Hindistan’in Andra Pradesh sehrinin Kurnool
bolgesinde Vitiligo hastaliginin tedavisi i¢in yogun olarak kullanilan, Cabada
fruticosa’nin antimikrobiyal aktivitesini 6lgmek i¢cin 6ziit kullanmislardir. Ve
sonuglar bu bitkinin icerdigi sekonder metabolit ve diger bilesenlerin ¢esidine gore
antimikrobiyal aktivitesinin degistigini ancak her durumda bu hastaligin

tedavisinde basarili oldugunu gostermistir.

Abdel-Aziz ve ark (2014) Chenopodium murale yaprak Ozitii kullanilarak
sentezlenen bilesenlerdeki antioksidan ve antimikrobiyal aktivitelerini belirlemek
icin bir calisma yapmislardir. Yapilan c¢alismada yaprak oOziitii igeren Ag
nanopartikiillerin, bitki 0Oziiti ve glimiis nitrat c¢ozeltisinden daha yiiksek

antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
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BOLUM 3
3. MATERYAL VE METOD
3.1. Rosmarinus officinalis’in Toplanmasi ve Teshisi

Gaziantep Ili ve civarindan toplanan Rosmarinus officinalis tiirleri, herbaryum
tekniklerine uygun olarak preslenip kurutulmustur (Se¢men vd., 1998). ve ¢alisma
materyali olarak kullanima hazirlanmistir. Gaziantep Universitesi, Fen Edebiyat
Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii 6gretim elemanlarindan Fatih YAYLA tarafindan
teshis edilen 6rneklerin taze ve saglikli goriinen kisimlar1 ¢aligma i¢in segilmistir.
Bu kisimlar kullanilmadan 6nce distile suyla yikanmis ve golgede, oda sartlarinda

kurutulmustur.
3.2. Rosmarinus officinalis Oziitlerinin Eldesi

3.2.1. Materyal

Rosmarinus officinalis tliriiniin 6ziit eldesi i¢in kullanilan materyaller su

sekildedir:
e Diklorometan (CH2CL>) (Sigma Aldrich marka)
e Metanol (CH30H) (Sigma Aldrich marka)
e Hekzan (CsHi4) (Sigma Aldrich marka)
e Distile su (dH20)
e Soxhlet (Gerhardt EV 14)

e Evaporator (Heildolph Heizbad HB Digit)
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3.2.2. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Oziitlerin hazirlanisi ise su sekilde yapilmistir (Topgu vd., 2007):

l.

Biberiyeler giinesin etkisinin az oldugu golge yerlerde asilmis ve

kurumasi saglanmistir.

Gerhardt EV 14 marka Soxhlet cihazinda biberiyeler 6ziit iglemine

uygun hale gelmesi i¢in toz haline getirilmistir.

Toz haline getirilen biberiyelerden diklorometan, hekzan ve su

Oziitleri Soxhlet yontemi ile ¢ikarilmastir.

Cikarimi yapilan Oziitlerden diklorometan, metanol, hekzan ve suyun
uzaklastirilmasi i¢in Rotary evaporator cihazinda evoparasyon islemi

uygulanmistir.

Diklormetan, hekzan, metanol ve su uzaklastirilan oziitler ¢alisma

yapilana kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.3. Rosmarinus officinalis Oziitlerinin Antioksidan Aktivitesinin Belirlenmesi

Icin Kullanilan Parametreler ve Metotlar

3.3.1.DPPH Serbest Radikal Giderim Kapasitesi Yontemi Kullamlarak

Antioksidan Aktivite Belirlenmesi

3.3.1.1. Materyal

Bu asamada kullanilan materyaller su sekildedir:

DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)

Metanol (Sigma Aldrich marka)

Distile su (dH20)

Thermo Scientific Multiskan Go (Vantaa marka)

Spektrofotometre

Eliza plate
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e Vorteks

3.3.1.2. DPPH Cozeltisi Hazirlama

DPPH ¢ozeltisi, 4 mg DPPH {iizerine 100 ml metanol eklenmesi ve son derigim 0.2

Mm olacak sekilde seyreltilmesi seklinde hazirlanmistir.

3.3.1.3. Protokol

Oziitlerin serbest radikal giderim kapasiteleri DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)
kullanilarak tespit edildi (Ariduru ve Arabaci, 2013). Protokol su sekilde

uygulanmistir.
e FEliza plate icerisine 1 mL’lik 6rnekler koyulmustur.

e 1 mL Ornek iceren numunelere daha 6nce hazirlanan 4mg/100ml’lik DPPH

cozeltisinden 4 mL eklenmistir.
e Kontrol olarak 1 mL distile su kullanilmustir.
e Ornekler oda sicakliginda 30 dk inkiibasyona birakilmustir.

e Inkiibasyona birakilan drnekler daha sonra 517 nm’de absorbans dl¢iimiine
tabi tutuldu ve Orneklerin absorbans degerleri kontrole karsi

degerlendirilmistir.

e Serbest radikal giderim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in su esitlik

kullanilmstir:

Inhibisyon % = [ ( kontroliin absorbansi — 6rnegin absorbansi) / kontroliin

absorbans1 ] x100

3.3.1.4. Prensibi

DPPH yontemi, kararli serbest radikal DPPH’in, elektron ve hidrojen atomlar:
veren antioksidan kimyasallar1 tarafindan temizlenmesi ile karakteristik mor rengin
acilmas1 ve spektrofotmetrik olarak belirlenmesine prensibine dayanmaktadir

(Erciyes, 2014).
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3.3.2. Total Antioksidan Aktivitesinin ABTS Yontemi ile Belirlenmesi

3.3.2.1. Materyal

e Rel Assay Diagnostic, Tas Assay Kit

o Reagent 1 (Assay tampon)

o Reagent 2 (Renkli ABTS Radikal Soliisyonu)

o Standart 1 (0.0 mmol Troleks Equiv/L) Soliisyonu

o Standart 2 (1.0 mmol Troleks Equiv/L) Soliisyonu

e Distile su (dH20) H>O

e Biberiye 0ziitleri

e Thermo Scientific Multiskan Go (Vantaa marka) Spektrofotometre

e Eliza plate

3.3.2.2. Protokol

TAS assay kit kullanilan protokol su sekildedir:

Eliza plate kuyucuklarma 200 il Reagent 1 koyulmustur.

e Reagent 1 iizerlerine 0.1 mg/1000 pl lik stok ¢ozeltiden 12 ul bitki

Oziitleri eklenmistir.
e Baslangic absorbanslar1 660 nm’de spektrofotometrik olarak ol¢itilmiistiir.

e Olgiim sonras! iizerlerine 30 ul Reagent 2 eklendi ve 5 dakika 37 °C’ de

inkiibe edilmistir.

e Inkiibe sonras1 660 nm’de yeniden absorbans dl¢iimii yapilmistir.

Olgiim yapilirken su formiil kullanilmustir:

Sonug = [ ([ (AAbs Std1) - (AAbs Sample) ]
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[ (AAbs Std1) - (AAbs Std2) ]

A Standardl absorbansi= (Std1’in ikinci absorbansi - Stdl’in birinci

absorbansi)

A Standard2 absorbansi= (Std2’nin ikinci absorbansi - Std2’nin birinci

absorbansi)

A Ornek absorbanst1 = (Ornegin ikinci absorbanst — Ornegin birinci

absorbansi)

3.3.2.3. Prensibi

Bu yontemde, ornekteki antioksidan maddeler Reagent 2 igerisinde bulunan koyu
mavi-yesil renkli ABTS radikalini indirgenmis ABTS formuna doniistiiriir.
Yontemde serbest radikal olarak 2.2 AzinoBis 3-Etil Benzo Tiazolin-6-Sulfonik
Asit (ABTS), pozitif kontrol olarak ise sentetik antioksidan ve Trolox

kullanilmistir. Trolox, vitamin E analogudur.
3.3.3. Total Oksidan Seviye (TOS) ile Antioksidan Aktivite

3.3.3.1. Materyal

e Rel Assay Diagnostic, Tas Assay Kit
o Reagent 1 (Assay tamponu)
o Reagent 2 (Prokromojen soliisyon)
o Standard 1 (Blank soliisyon)
o Standard 2 Soliisyon (800 mM H20: Equiv/L)

Deiyonize su (dH20)

o

e Spektrofotometre

e FEliza plate

e Biberiye oziitleri

32



3.3.3.2. Standart calisma soliisyonunun hazirlanmasi (Standard 1)

Stok Stabilize Standart Soliisyon (SSSS), deiyonize su ile 40 kez seyreltildi.
Seyreltilmis 5 pl SSSS iizerine 1 pl distile su ilave edildi ve vortekslendi. Tekrar
bu ¢ozeltiden 5 pl alind1 ve yine 1 pl distile su ilave edilip vorteklendi. Bu sekilde
20uM H20: hazirlanmis oldu.

3.3.3.3. Protokolii

e FEliza plate kuyucuklarina 200 pl Reagent 1 koyulmustur.
e Reagent 1 iizerine hazirlanan stok soliisyondan (SSSS), 30 ul eklenmistir.
e Baslangc absorbansi spektrofotometrik olarak 530 nm’de okunmustur.

e Olgiimden sonra iizerine 10 ul Reagent 2 eklendi ve 10 dakika oda

sicakliginda inkiibe edilmistir.
e Inkiibe sonrasi ikinci kez 530 nm’de absorbans 6l¢iilmiistiir.
e Ayni islemler standart 2 i¢inde tekrarlanmistir.
e Olciim i¢in su formiil kullanilmistir:

Sonug: (A Ornegin absorbansi / A Standart2’nin absorbansi) X 20 (Standard2
Degeri)

A Standard2 absorbansi= (Std2’nin ikinci absorbansi - Std2’nin birinci

absorbansi)

A Ornek absorbansi = (Ornegin ikinci absorbansi — Orne§in birinci

absorbansi)

Standart 2 Degeri = 20 umol H>0O2 Equiv/L
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3.3.3.4. Prensibi

Oksijen varliginda ferr6z iyon-selator kompleksini ferrik iyona oksitler. Reaksiyon
ortaminda oksidanlarin bulunmasina bagl olarak oksidasyon reaksiyon yogunlugu
artig gosterir. Ferrik iyon asidik ortamda renkli bir kompleks olusturur. Renk
yogunlugu spektrofotometrik olarak 6lgiiliir ve absorbans degeri 6rnekteki oksidan

degerini gostermektedir (Cetinkaya, 2013).

3.4. Rosmarinus officinalis Bitki Oziitlerinin Antimikrobiyal Aktivitesinin

Belirlenmesi
3.4.1. Antimikrobiyal Test Organizmalan
Calismada kullanilan bakteriler ve kodlar1 asagidaki Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Bakteriler ve kodlar1

Bakteri Kodu
Klebsiella ATCC 700603
Essherichia coli ATCC 25322

Staphylococcus aereus ATCC 29213

Pseudomonas aerugiona ATCC 27853

3.4.2.Kullanilan Bakteri Suslari
Tablo 3.1°de verilen ve bu tezde kullanilan bakteri suslar1 su sekildedir:

Escherichia coli: Escherichia coli, ortalama 2-6 um boyunda, 1-1,5 pm eninde
Gram negatif bir basil peritris kirpikleri sayesinde hareketlidir. Hareketsiz suglar1
da vardirr. Bazi suslarda kapsiil veya mikrokapsiil bulunmaktadir. Spor
olusturmazlar ve fakiiltatif anaerobturlar. insan ve hayvanlarm bagirsaklarinda
yaygm olarak bulunur ve bagirsaktaki en baskin fakiiltatif anaerob tiirdiir.
Escherichia coli giniimiizde toplum ve hastane kaynakli enfeksiyonlarn en
onemli etkenleri arasinda yer almaktadir. Klinik mikrobiyoloji laboratuarinda en

sik izole edilen ve hemen her organ ve dokuda enfeksiyon olusturabilen patojen
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E. coli’lerin enfeksiyonlar1 mukozal yiizeylerde sinirli kalabildikleri gibi tiim

viicuda da yayilabilir (Ocak, 2014).

Pseudomonas aeruginosa: Gram negatif, nonfermantatif olan bakteri, spor
iretmez. Diliz ve hafif kivrimlidir. Cubuk sekilli bu bakteriler tek veya c¢oklu
kamgilar1 ile genellikle hareketlidir ve dogada yaygin bulunurlar. Klinik ve
cevresel agidan 6nemli bir tiirdiir. Optimum sicaklik istekleri 4-36 °C arasinda
degismektedir. Yiiksek ila¢ direncine sahiptirler bu sebeple genellikle agir ve
tedavisi zor enfeksiyonlar olustururlar. Firsat¢1 bir patojen olan bu bakteri deride,
akcigerde ve korneada nekrozlara neden olur. Saglikl kisilerde nadiren hastaliga
neden olur. Nekrozlarin olustugu kisiler genellikle saglikli kisiler degildirler

(Pasa, 2013).

Staphylococcus aureus: Micrococcaceae familyasina ait olan Staphylococcus
aureus bakterisi gram pozitif, fakiiltatif anaerob, spor olusturmayan, hareketsiz
ve katalaz pozitif olan bir bakteridir. Basta 1s1l islem olmak {izere
mikroorganizma sayismin azaltilmasina yonelik tiim uygulamalar1 kars1 yiiksek
duyarhlik gostermekte ve buna karsilik insanlarda zehirlenmeye neden olan
enterotoksinler iiretebilmektedir. Dogal olarak insanlarm tist solunum yollar1 ve
derilerinde bulunmaktadir. Saglikli insanm yaklasik %30-40‘nin  burun

mukozasinda bu bakteri oldugu belirlenmistir (Kiigiikgetin ve Milci, 2008).

Klebsiella pneumonia: Bircok hastaliga eden olabilen gram negatif bakteridir.
Pnomoni, kan enfeksiyonlari, yara ya da ameliyat bolgesi enfeksiyonlar1 ve
menenjit bu hastaliklardan bazilaridir. Klebsiella 6zellikle karbapenem olarak
bilinen antibiyotiklere kars1 antimikrobiyal diren¢ gelistirmistir. Bakteri normal
olarak insan bagwrsaklarinda ve insan diskisinda bulunmaktadir ve hastalik
olusturmamaktadir. Hastalik olusturmasi1 hasta insanlar arasindaki tedavi
islemleri sirasmda olusabilmektedir. Saglikli insanlar genellikle Klebsiella

enfeksiyonlarina maruz kalmazlar (CDC, 2012).
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3.4.3. Antimikrobiyal Aktivite Belirlenmesi Protokolii ve Materyaller

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi i¢in eliza plate, mikropipetler, biberiye

Oziirleri, broth besiyeler, test organizmalari ve DMSO kullanilmistir.

Rosmarinus officinalis’in - antimikrobiyal aktivitesinin belirlenebilmesi igin CLS
klavuzuna uygun olarak mikrodiliisyon yontemi kullanilmistir ve yontem 3 tekrarlt

calisilmistir (Jorgensen ve Ferraro, 2009).

e Test mikroorganizmalarindan Enterik bakterilerden olan E. coli ve K.
pneumoniea Eozin metilen blue (EMB) agarda, diger bakteriler Mueller

hinton agar (MHA) agarda bir gece 37 °C’de inkiibasyona birakilmistir.

e Antibakteriyel aktivite testi icin 0.1 mg oziir tartildi ve 1000 pl DMSO iginde
cOzdiriilmiistiir. Bu sekilde elde edilen biberiye oOziitlerinin antiakteriyel

aktiviteleri mikrodiliisyon metoduna gore tespit edilmistir.

e Standart bakteri suslarmin bulundugu EMB ve MHA besiyerlerinden 0.5 Mc
Farland degerine esit olacak sekilde 0.0009 NaCl icerisinde hazirlanmistir.

e Her kuyucuga bitki 6ziitlerinin her birinden 0.1 mg eklenmistir.

e Her bir kuyucugun iizerine 100 ul MHB besiyeri ve 100 pl test
mikroorganizmasi konularak oziitlerin sulandirma isleminde 0.5 mg/ ul’den
baslanarak son derisim 0.015625 mg/ml olacak sekilde 5 kez seri sulandirma

gergeklestirilmistir.

e Tiim kuyucuklarda son hacim 200 pl olacak sekilde tiim oziitler i¢cin islem

tamamlanmuistir.
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3.5. Rosmarinus officinalis Toplam Fenolik ve Flavonoid Madde Tayini
3.5.1. Toplam Fenolik Madde Tayini

3.5.1.1. Materyal

e Biberiye oziitii

e Metanol

e Santrifiij

e Folin Ciocalteu ¢ozeltisi

e NaCOs ¢ozeltisi

e Safsu

e Qallik asit

3.5.1.2. Protokol

Fenolik madde tayini taze, kurutulmus biberiye 6rneklerine uygulanmaistir.
e 100mg kurutulmus biberiye 2 ml metanol ile homojenize edilmistir.
e Homojenat filtre edilip 25 ml %80 metanol ile tekrar ekstrakte edilmistir.
e Ekstraktlar siiziildiikten sonra filtratlar birlestirilip 30 dakika 2500xg’de
santriftij edilmistir.

e Metanol ekstraktinin berrak kismi alinip toplam fenolik madde 6lgiimii igin
kiivetlere 50 uL 6rnek 250 pL Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi, 750 pL %20’1ik
Na>COs ¢ozeltisi ve 3 ml saf su konulup 2 saat karanlikta bekletilerek 765

nm’de okuma yapilmistur.

Fenolik maddeler Folin-Ciocalteu ¢ozeltisi kullanilarak Zhang ve Hamauzu (2004)
belirttigi sekilde gallik asit standard1 kullanarak sonuglar mg gallik asit/100 g taze
agirhik ilizerinden ifade edilmistir. Elde edilen grafik ve absorbans degerleri EK

1’de verilmistir.
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3.5.2. Toplam Flavonoid Madde Tayini
3.5.2.1. Materyal

e Biberiye 0ziitleri

e Distile su (dH20)

e AICIl3.6H20 ¢ozeltisi

e NaOH

e UV-VIS spektrofotometresi
e NaNO; cozeltisi

3.5.2.2. Protokol

Biberiye 6ziitlerinde flavonoid miktar1 i¢in:

e 1 ml filtrat iizerine 5 ml distile su ve 0.3 ml %5’lik NaNO, cozeltisi ilave

edilip karistiricida karistirildi ve 5 dk beklenmistir.

e Siire sonunda 0.6 ml %10’luk Siire sonunda 0.6 mL %10’lukAlCl3.6H.O
cozeltisi ilave edilip karistirildi ve 5 dk beklenmistir.

e Daha sonra 2 mL1M NaOH eklenip saf suyla 10 mL’ye tamamlanmustir.
e UV-VIS spektrofotometrede510 nm dalga boyunda absorbansi belirlenmistir.

Sonuglar, katesin mg/L olarak ifade edilmistir. Elde edilen grafik ve absorbans
degerleri EK 2’de verilmistir.
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3.6. Oksidatif Stres Indeksi Hesaplanmasi

TOS diizeylerinin TAS diizeylerine oraninin yilizde derecesi olarak ifade edilen
OSI hesaplanirken, TAS testinin birimindeki mmol TOS testindeki gibi mikromol

birimine ¢evrildi. Hesaplanirken su formiil kullanilmistir.
OSI = TOS mikromol H202 Equiv/L / TAS, mmol Trolox Equiv/L x 10

3.7. Rosmarinus officinalis bitki Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktivitesinin
Belirlenmesi

3.7.1. Materyal

e pBR322 DNA (vivantis)

e HO:

o  %1.25’1ik agaroz jel

e Distile su (dH20)

e UV transliiminator (DNR-IS)

e Jel dokiimantasyon sistemi (DNR-IS, MiniBIS Pro)
e DMSO

3.7.2. Protokol

Oziitlerin, DNA’y1 UV ve oksidatif kaynakli hasarlardan koruma etkinliklerinin
tespiti i¢in pBR322 plazmid DNA’s1 kullanilmistir. Plazmid DNA’s1 Oziitlerin
varliginda H2O: ve UV uygulanarak hasara ugratilmis ve % 1,25’lik agaroz jel
iizerinde goriintiileme gergeklestirilmistir. DNA koruyucu aktivite testi icin
Rosmarinus officinalis 6ziitlerinden %0.1 lik stok derisimi hazirlamak i¢in 0.1 mg
tartilmis ve iizerine 100 pl DMSO eklenerek ¢oziilmiistiir. Oziitlerin, tamamen
coziinmesi saglandiktan sonra % 0.1'lik  Rosmarinus officinali ~ 6ziiti
soliisyonundan 1/5 oraninda seyreltilmistir. Bunun i¢in 10 pl 6ziit tizerine 40 pl

dH>O eklenmistir ve ¢alismada bu oran kullanilmistir ( Tepe vd., 2011).
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3.8 Rosmarinus officinalis ve Kontrol 6ziitlerinin hazirlanmasi

K1. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl)

K2. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH2O (6 ul)+ UV

K3. Kontrol: Plazmit DNA (3 pl) + dH20 (6 pl)+ H202 (1 ul)

K4. Kontrol: Plazmit DNA (3 ul) + dH20 (6 pl)+ UV+ H20: (1 pl)

Bla. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye su 6ziitii (5 pul)+ UV+ H20; (50 pl)

B2a Plazmit DNA (3 pl) + biberiye metanol 6ziitii (5 pl)+ UV+ H20 (50 ul)
B3a. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye diklorometan &ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (50 pl)
B4a Plazmit DNA (3 pl) + biberiye hekzan oziitii (5 pl)+ UV+ H20; (50 pl)
B1b. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye su oziitli (5 ul)+ UV+ H20; (25 pl)

B2b. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye metanol 6ziitii (5 pl)+ UV+ H203 (25 pl)
B3b. Plazmit DNA (3 ul) + biberiye diklorometan 6ziitii (5 pul)+ UV+ H,0, (25 ul)
B4b. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye hekzan 6ziitii (5 pl)+ UV+ H20, (25 pl)
Blc. Plazmit DNA (3 ul) + biberiye su 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (25 pl)

B2c. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye metanol 6ziitii (5 pl)+ UV+ H2Ox (10 pl)
B3c. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye diklorometan 6ziitii (5 ul)+ UV+ H2O» (10 pl)
B4c. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye hekzan 6ziitii (5 pl)+ UV+ H202 (10 pl)
B1d. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye su 6ziitii (5 pl)+ UV+ H20: (7,5 pl)

B2d Plazmit DNA (3 pl) + biberiye metanol 6ziitii (5 pl)+ UV+ H20: (7,5 pl)
B3d. Plazmit DNA (3 pl) + biberiye diklorometan 6ziitii (5 pl)+ UV+ H20» (7,5 pl)

B4d Plazmit DNA (3 pl) + biberiye hekzan 6ziitii (5 pl)+ UV+ H203 (7,5 pl)
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Yukarida acgiklanan kontroller haricinde tliplere Rosmarinus officinalis, degisik
konsantrasyonlarda hazirlanmis 6ziitlerden 5 pl, plazmid DNA’sindan 3 pl ve
%30’luk H>0>’den 1 ul koyulmustur. Oziitlerin bulundugu tiipler ile ikinci ve
dordiincii tiipler birlikte bes dakika UV 1sinlar1 maruz birakildiktan sonra 4 pl
yiikleme tamponu eklenmistir ve %1.25’lik agaroz jele yliklenmistir. Isik kaynagi
olarak oda sicakliginda 302 nm dalga boyunda ve 8000 pW/cm yogunlukta 151k
ireten UV transliiminatér (DNR-IS) cihazi kullanilmistir. 100 dakika 100 Voltluk
% 1,25’1lik agaroz jel elektroforezi uygulamasindan sonra jel dokiimantasyon
sisteminde (DNR-IS, MiniBIS Pro) goriintiilenerek fotograflar1 elde edilmistir. Bu
test sisteminde kontrol olarak, UV ve H>O. uygulamasi yapilmamig pBR322
plazmid DNA’s1 kullanilmagtir.
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BOLUM 4
4. BULGULAR
4.1. Rosmarinus officinalis DPPH, TAS VE TOS Aktivite Bulgular

Biberiyenin taze ve saglikli goriinen kisimlar1 ¢alisma i¢in secilmistir. Bu kisimlar
kullanilmadan once distile suyla yikanmis ve golgede, oda sartlarinda
kurutulmustur. Asagidaki bulgular laboratuvarda yapilan islemler sonucunda elde

edilmistir.
4.1.1. DPPH Grafikleri

DPPH yontemi, kararli serbest radikal DPPH'in, elektron ve hidrojen atomlar1
veren antioksidan kimyasallar1 tarafindan temizlenmesi ile karakteristik mor rengin

acilmasi olarak belirlenmesi prensibine dayanmaktadir (Erciyes,2014).

Calismamizda DPPH c¢o6zeltisi, 4 mg DPPH {izerine 100 ml metanol eklenmesi ve

son derisim 0,2 Mn olacak sekilde seyreltilmesi seklinde hazirlanmistir.
Serbest radikal giderim aktivitesinin hesaplanmasi i¢in ise su esitlik kullanildi.

Inhibisyon % = [ ( kontroliin absorbansi — 6rnegin absorbansi) / kontroliin

absorbans1 ] x100

Ortaya ¢ikan sonuglar asagidaki grafiklerle ifade edilmistir.
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Sekil 4.1: Rosmarinus officinalis 6ziitii- hekzan DPPH grafigi

Yukarida verilen Sekil 4.1°¢ bakildiginda, Rosmarinus officinalis Oziitiiniin,
hekzan ile olan DPPH grafigi goriilmektedir. Bu grafige gore, ICso yani hekzanin
en etkili oldugu konsantrasyonun yaris1 0.001018°dir. Bu ICs¢ degeri ile ¢alisilan
grafikte Y ekseni % inhibisyon oranini ve X ekseni konsantrasyonu (pg/ml) temsil
etmektedir ve grafikte hekzan Oziitiiniin 0.02 pg/ml konsantrasyonda serbest
radikal siipiiriicii etkisini maksimuma c¢ikardigi ve bu etkinin % 75 civarlarinda
oldugu acik bir sekilde goriilmektedir. Bunun yanisira grafige bakildiginda hekzan
0.005 pg/ml konsantrasyondan daha az konsantrasyonlarda serbest radikal
stipliriici etkisinin bulunmadigi, 0.005 pg/ml konsantrasyondaki hekzanin ise
yalnizca %50 oranlarinda serbest radikal siipliriicii  etki  gdsterdigi

sOylenebilmektedir.
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Sekil 4.2: Rosmarinus officinalis 6ziitli - diklormetan DPPH grafigi

Yukarida verilen Sekil 4.2°ye bakildiginda, Rosmarinus officinalis Oziitiiniin,

diklormetan ile olan DPPH grafigi goriilmektedir. Bu grafige gore, ICso yani

diklormetanin en etkili oldugu konsantrasyonun yaris1 0.002471’dir. Bu ICso

degeri ile calisilan grafikte Y ekseni % inhibisyon oranmi ve X ekseni

konsantrasyonu temsil etmektedir ve grafikte diklormetan Oziitiiniin 0.004 pg/ml

konsantrasyon civarinda serbest radikal siipiiriicli etkisini maksimuma ¢ikardigi ve

bu etkinin % 70 civarlarinda oldugu agik bir sekilde goriilmektedir. Bunun yanisira

grafige bakildiginda diklormetan 0.001

pg/ml konsantrasyondan daha az

konsantrasyonlarda serbest radikal siipiiriicii etkisinin bulunmadigi, 0.001 pg/ml

konsantrasyondaki diklormetanin ise yalnizca %?20 oranlarinda serbest radikal

stiptirticii etki gosterdigi soylenebilmektedir
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Sekil 4.3: Rosmarinus officinalis 6ziitii — metanol DPPH grafigi

Yukarida verilen Sekil 4.3’¢ bakildiginda, Rosmarinus officinalis Oziitiiniin,
metanol ile olan DPPH grafigi goriilmektedir. Bu grafige gore, ICso yani
metanolun en etkili oldugu konsantrasyonun yaris1 0.001202°dir. Bu ICso degeri ile
calisilan grafikte Y ekseni % inhibisyon oranmi ve X ekseni konsantrasyonu
temsil etmektedir ve grafikte metanol Oziitiiniin 0.002 pg/ml konsantrasyon
civarida serbest radikal siipiiriicii etkisini maksimuma ¢ikardig1 ve bu etkinin %
71 civarlarinda oldugu acik bir sekilde goriilmektedir. Bunun yanisira grafige
bakildiginda metanol 0.0005 pg/ml konsantrasyondan daha az konsantrasyonlarda
serbest radikal siipiiriicli etkisinin bulunmadigi, 0.0005 pg/ml konsantrasyondaki
metanolun ise yalnizca %30 oranlarinda serbest radikal siipiiriicii etki gosterdigi

sOylenebilmektedir
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Sekil 4.4: Rosmarinus officinalis 6ziitii — su DPPH grafigi

Yukarida verilen Sekil 4.4’e bakildiginda, Rosmarinus officinalis 6ziitliniin, su ile
olan DPPH grafigi goriilmektedir. Bu grafige gore, ICso yani suyun en etkili
oldugu konsantrasyonun yaris1 0.001202°dir. Bu ICso degeri ile ¢alisilan grafikte Y
ekseni % inhibisyon oranmi ve X ekseni konsantrasyonu temsil etmektedir ve
grafikte su Oziitiinlin 0.008 pg/ml konsantrasyon civarinda serbest radikal
stiptiriicii etkisini maksimuma ¢ikardigi ve bu etkinin %70 civarlarinda oldugu acik
bir sekilde goriilmektedir. Bunun yanisira grafige bakildiginda su 0.002 pg/ml
konsantrasyondan daha az konsantrasyonlarda serbest radikal siipiiriicii etkisinin
bulunmadigi, 0.002 pg/ml konsantrasyondaki su ise yalnizca %50 oranlarinda

serbest radikal stipiiriicii etki gosterdigi soylenebilmektedir.

Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’e bakildiginda en etkin serbest radikal
stipliriicli etkiye sahip olanin biberiye-hekzan oziitii (%75) oldugu, ancak diger
oziitlerinden bu orandan ¢okda farkli olmadig1 goriilmektedir (%70, 71). Bunun
yaninda diklormetan digerlerinin yaninda daha az konsantrasyonlarda bile serbest

radikal siiptiriicii etkisi gdsterebilmektedir.
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4.2. Rosmarinus officinalis TOS ve TAS degerleri
4.2.1. TOS degerleri

Oksijen varliginda ferrdz iyon-selator kompleksini ferrik iyona oksitler. Reaksiyon
ortaminda oksidanlarin bulunmasina bagl olarak oksidasyon reaksiyon yogunlugu
artig gosterir. Ferrik iyon asidik ortamda renkli bir kompleks olusturur. Renk
yogunlugu spektrofotometrik olarak olgiiliir ve absorbans degeri 6rnekteki oksidan

degerini gostermektedir (Cetinkaya, 2013).
Olgiim islemi su asamalardan olusmus ve asagidaki grafikle ifade edilmistir.

Sonug: (A Ornegin absorbans1 / A Standart2’nin absorbansi) X 20 (Standard2
Degeri)

A Standard2 absorbansi= (Std2’nin ikinci absorbansi - Std2’nin birinci

absorbansi)
A Ornek absorbans1 = (Ornegin ikinci absorbansi — Ornegin birinci absorbansi)
Standart 2 Degeri = 20 umol H>O> Equiv/L

Tablo 4.1: Rosmarinus officinalis oziitlerine ait TOS degerleri

R.OFFiCINAL HEKZA DIKLORMETA SU METANO

iS N N L

TOS1 02117 0,5422 0,7048 0,2232

TOS2 1,2793 1,3197 2.1074 1,5786

TOS 105,8602 77,0947 139,077 134,3976
8
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Tablo 4.2: TOS Referans Degerleri

TOS REFERANS DEGERLER (umol H,0,Equiv/L)

<5.0 Cok Iyi

8.0 5.0 Normal

12.0 8.0 Yiiksek Oksidan Seviyesi
>12.0 Cok Yiiksek Oksidan Seviyesi

Yukarida Tablo 4.1°de Rosmarinus officinalis oziitlerine uygulanan TOS1, TOS2 ve
TOS degerleri goriilmektedir. Tabloya gore, biberiye-hekzan 6ziitii, TOS1 degeri
acisindan biberiye-metanol 6ziitii ile yakmlik gosterirken, diklormetan-biberiye ve
su-biberiye Oziiriinden oldukga diisiiktiir. Su en yiiksek TOS1 degerine sahipken
diklormetan su-biberiye Oziitiinii takip etmektedir. TOS2 degeri en yiiksek olan
biberiye-su 0ziitiinii, birbirleriyle yakin TOS2 degerleri gosteren sirasiyla biberiye-
metanol, biberiye-diklormetan ve biberiye-hekzan oziitleri takip etmektedir. TOS
degerine bakildiginda ise, en yiiksek total oksidan kapasitenin biberiye-su Oziitiine ait
oldugu ve ona yakin olan metanol 6ziitliniinde su 6ziitlinii takip ettigi goriilmektedir.

En diisiik TOS degerini ise diklormetan gostermektedir.

Tablo 4.1. degerleri birbiriyle karsilastirilip ve bu degerler Tablo 4.2°de verilen TOS
referans degerleri ile degerlendirmeye alindiginda her bir oziitiin ¢ok yiiksek

antioksidan kapasitesine sahip oldugu goriilmektedir.
4.2.2. TAS degerleri

Bu yontemde, ornekteki antioksidan maddeler Reagent 2 icerisinde bulunan koyu
mavi-yesil renkli ABTS radikalini indirgenmis ABTS formuna doniistiiriir.
Yontemde serbest radikal olarak 2.2 AzinoBis 3-Etil Benzo Tiazolin-6-Sulfonik
Asit  (ABTS), pozitif kontrol olarak ise sentetik antioksidan ve Trolox

kullanilmistir. Trolox, vitamin E analogudur.
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Olgiim islemi su asamalardan olusmus ve asagidaki grafikle ifade edilmistir.

Sonug = [ ([ (AAbs Stdl) - (AAbs Sample) |

[ (AADs Std1) - (AAbs Std2) ]
A Standard1 absorbansi= (Std1’in ikinci absorbansi - Std1’in birinci absorbansi)
A Standard2 absorbansi= (Std2’nin ikinci absorbansi - Std2’nin birinci absorbansi)
A Ornek absorbansi = (Ornegin ikinci absorbansi — Ornegin birinci absorbansi)

Tablo 4.3: Rosmarinus officinalis 6ziitlerine ait TAS degerleri

R.OFFICINAL HEKZA DIKLORMETA SU METANO
iS N N L
TAS1 0,0705 0,1188 0,0791 0,0564
TAS2 0,8343 0,1289 0,0881 0,0665
TAS 1,457678 4280524 4,28464 4,280524
4
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Tablo 4.4: TAS referans degerleri

TAS REFERANS DEGERLER (umol Trolox Equiv/L)
>2.0 Cok lyi
1.45 2.0 Normal
1.2 1.45 Normal Kabul Edilebilir
1.0 1.1 Diistik Antioksidan Seviyesi
<1.20 Cok  Disiik  Antioksidan
Seviyesi

Tablo 4.3’e bakildiginda biberiye hekzan, diklormetan, su ve metanol 6ziitlerinin
toplam antioksidan kapasite degerleri goriilmektedir. Bu degerlere gore TASI
degeri diklormetanda en yiiksek iken hekzan ve su 0ziitii bu orandan sonra
gelmekte, metanol ise en diisik TAS 1 degerini gostermektedir. Diklormetan
TAS2 degerinde de en yiiksek degerini korumaktadir. Hekzan ve su oziitlerinin
TAS2 degerleri birbirine ¢cok yakiken, metanol 6ziiti TAS2 degeri bunlardan
digiiktiir. Ayrica tabloya bakildiginda asil total antioksidan kapasitesini temsil
eden TAS degeri diklormetan, su ve metanol-biberiye Oziitleri icin birbirine ¢ok

yakin ve hekzana gore yliksektir.

Tablo 4.3’den elde edilen sonuglar, Tablo 4.4°de verilen TAS referans degerleri ile
degerlendirilmeye tabi tutuldugunda, biberiye-metanol, biberiye-diklormetan,
biberiye-su oOziitleri cok 1yi derecede antioksidan 6zellik gosterirken, biberiye-

hekzan normal derecede antioksidan 6zellik gostermektedir
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Tablo 4.5: TAS-TOS-OSI- ICso degerleri

o TAS TOS osiv ICso.
OZUTLER DEGERI DEGERI DEGERI DEGERI
B 4,280524
Diklormetan ’ 77,0947 1,801057534 0,002471
B Hekzan 1,457678 105,8602 7,262248589 |  0,001018
B Metanol 4,280524 134,3976 3,139746442 |  0,001202
B Su 4,284644 139,0778 3,245959290 |  0,002379
140
120
100
80 W TAS DEGvERi
® TOS DEGERI
60 m OSi DEGERI
% ™ IC50 DEGERI
20
o - o I b -
B Diklermetan B Hekzan B Metanol B Su

Sekil 4. 5: TAS-TOS-OSI- ICso degerleri grafigi

4.3. Rosmarinus officinalis Antimikrobiyal Aktivite Degerleri

Rosmarinus officinalis Oziitlerinin hicbir bakteri tizerinde antimikrobiyal etkisi

bulunmamaktadir. Bakterilerin her biri biberiye ekstraktlarinin varligina ragmen

iremeye baslamis ve koloni olusturmuslardir. Bdylelikle biberiye bitkisinin

antimikrobiyal 6zelliginin olmadig1 saptanmustir.

4.4. Rosmarinus officinalis Fenolik ve Flavonoid Degerleri

Fenolik madde tayini taze, kurutulmus biberiye drneklerine uygulanmistir. Fenolik

maddeler Folin-Ciocalteu ¢dozeltisi kullanilarak Zhang ve Hamauzu (2004)
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belirttigi sekilde gallik asit standardi kullanarak sonuglar mg gallik asit/100 g taze

agirlik iizerinden ifade edilmistir.

Taze, kurutulmus biberiye Orneklerine uygulanan flavonoid madde tayininde

sonuglar, mg katesin/L olarak ifade edilmistir.

4.4.1. Flavonoid Degerleri ve Grafigi

Rosmarinus officinalis bitkisinin hekzan, diklorometan, su ve metanol 6ziitlerinde
flavonoid oOl¢timleri yapilmis ve elde edilen absorbans degerleri Tablo 4.5°de

verilmistir.

Tablo 4.6: 50 mg bitki 6ziitlerinin flavanoid absorbans degerleri

50MG ORNEK ABSORBANS
HEKZAN 0,0545
DIKLOROMETAN 0,1137
SU 0,2041
METANOL 0,1707

Tablo 4.6’de verilen absorbans degerleri ile Flavanoid grafigi ¢izilmis ve Sekil
4.6°da verilen grafik elde edilmistir. Bu grafikte x ekseni absorbansi, y ekseni ise
katesin/mg Ornegi temsil etmektedir. Grafikten y = 0.0013x + 0.0382 denklemi
elde edilmistir. R*> degerinin 0.9847 olmasi, grafigin dogrulugunu kanitlar

niteligindedir (R* degeri bire ne kadar yakm olursa grafik o kadar dogrudur).
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Sekil 4.7°daki grafikten elde edilen denklemde x degerleri yerine Tablo 4.5’de
verilmis olan absorbans degerleri koyularak oziitlerin flavanoid degerleri
katesin/mg cinsinden bulunmustur. Buna gore, en yiiksek flavanoid icerigi 127,61
katesin/mg degerinde olan biberiyenin su oOziitiinde goriilmektedir. 101.92
katesin/mg degeri ile metanol oziitlindeki flavanoid degerinin takip ettigi verilerde
en diisiik deger hekzan 6ziitline (12.54 katesin/mg) aittir. Diklormetan 6ziitiindeki
flavanoid degeri ise, su ve metanol oziitlerine gore diisiik olup, 58,075 katesin/mg

degeri ile hekzan 6ziitiinden daha yiiksek bir degere sahiptir.
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4.5. Rosmarinus officinalis Fenolik Grafigi ve Degerleri

Rosmarinus officinalis 6ziitlerinde yapilan fenolik ¢caligmasi sonucunda Tablo

4.7°da verilen absorbans degerleri elde edilmistir.

Tablo 4.7: 50 mg bitki 6ziitlerinin fenolik absorbans degerleri

50MG ORNEK ABSORBANS
HEKZAN 0,0471
DIKLOROMETAN 0,0924
SU 0,1851
METANOL 0,1022

Tablo 4.7°da verilen absorbans degerleri ile elde edilen flavanoid grafigi Sekil
4.6’da verilmistir. Bu tabloda x ekseni gallik asit/ppm degerlerini gosterirken, y
ekseni absorbans degerlerini gostermektedir. Grafigin yapilmasi ile y = 0.0021x +
0.0592 denklemi edilmistir. R?> degeri ise 0,9702°dir ve bire ¢ok yakin olmasi

grafigin dogrulugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.7°da verilen grafigin denkleminde y degeri yerine Tablo 4.6’da verilen
absorbans degerleri koyularak gallik asit/ppm niteligindeki fenolik degerleri elde
edilmistir. Bu degerlere gore, en yiiksek fenolik bilesen 59,95 gallik asit/ppm
degeriyle su Oziitiinde bulunmaktadir. 20.47 galllik asit/ppm ile metanol 6ziitii ve
15.8 gallik asit/ppm degeri ile diklorometan su oziitiinde sonra yiiksek fenolik
bilesen igeren Oziitler olarak degerlendirilebilmektedir. En diislik fenolik bilesik

ise, 5.76 gallik asit/ppm degeri ile hekzan 6ziitiindedir.
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4.6. Biberiye Oziitlerinin DNA Koruyucu Aktivite Bulgulari

Rosmarinus officinalis bitkisinin Oziitlerinin DNA koruyucu aktivitesi, pBR322
plazmit DNA’s1 kullanilarak test edildi. Bu yonteme gore, DNA hasarma engel
olma yetenegi degerlendirilmistir. Bitkiden elde edilen 6ziitlerin DNA’y1 UV ve
H>O2’nin DNA f{izerine hasar verici etkilerine karsi degisik koruyucu etkisi
saptanmistir. Biberiye 0Oziitlerinin DNA koruyucu aktiviteye sahip oldugu

sonucuna varilmistir. Elde edilen bulgular Sekil 4.8’de verilmistir.

Sekil 4.8: DNA koruyucu aktivite

Sekil 4.8’e bakildiginda R.officinalis DNA koruyucu aktivite agisindan en fazla
koruyucu aktivite gosteren metanol oziitlerin oldugu belirlenmistir. Diklormetan
oziitlinde konsatrasyonu yiiksek olan 6ziit en iyi koruyucu aktivite gostermistir.
Hekzan 6ziitiinde ise 20 mg lik konsantrasyonda en iyi koruyucu etki gériilmiistiir.
Sonug olarak biberiye bitkisinin DNA’y1 Hidrojen peroksit ve UV_C’ye kars1
koruyucu etki gosterdigi tespit edilmistir.
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5. BOLUM
TARTISMA VE SONUC

Lamiaceae familyasindan onemli aromatik ve tibbi bitkisi olan biberiye
(Rosmarinus officinalis L.) Tiikkcede akpiiren, kusdili ve hasalbal farkl isimlerle de
ifade edilmektedir (Begum ve ark., 2013). Biberiye cali goriiniiste, soluk mavi
renkli ve her dem yesil kalmay1 basaran, 50-100 cm yiiksekligindeki bir bitkidir
(Baytop, 1984). Biberiye’ nin yetisme sahasi Akdeniz ikliminin hakim yabani
yerlerdir(Ceylan, 1987). Diinya’da genis kullanim alanina sahip olan biberiye siis
bitkisi, aromatik ve tibbi, bir bitki olarak bilinmektedir. Cok biiyiikk bir miktar1
dogadan toplanan biberiyenin iilkemizde ve Ispanya ile Fransa’ da biiyiik bir
yetisme sahasi bulunmaktadir. Odun dis1 orman iirlinleri kategorisinde yer alan
biberiye, Tiirkiye’nin bat1 kiy1 seridi ve giiney kesiminde yetismektedir. 2013 yil1
iiretim miktar1 172 ton iken 2014 yilinda, bu oran 758 tona yiikselmistir. (Kirici,
2015).Amerika ve Avrupa’da antioksidan olarak kullanima sunulan biberiye
(Bozin ve ark., 2007) iilkemizde tek ticari bitki olmasindan Gtiirli yetistiriciligi

yapilmas1 gereken bir bitki tiirtidiir.

Literatiirde biberiyenin antioksidan etkisinin sentetik antioksidanlar ve a-tokoferol
asetat yaninda diger bitkisel iirlinlerle karsilastirildigi caligmalara da rastlamak
miimkiindiir. Nitekim Rababah ve ark. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada ¢emen
otu, zencefil, yesil ve siyah ¢ay, liziim c¢ekirdegi, gotu kola (Hindistan ve
Endenozyaya ait tropik bir bitki), ginkgo (Japon erigi) ekstraktlari ile Vitamin E,
tertButilhidroksiquinon (TBHQ)’nin toplam fenol igerigi ile antioksidan
aktiviteleri karsilagtirilmistir. Elde edilen bulgulara gore; toplam fenol icerigi en
yiiksek biberiye ekstresinde saptanmasina karsilik en yiiksek antioksidan aktivitesi

iizim ¢ekirdegi ile yesil ¢ay ekstrelerinde elde edilmistir.

Insan saglhig1 agisindan sentetik antioksidanlarin toksik etkileri olabilecegi
gerceginden sonra bitkisel antioksidanlara olan talep artmistir (Malayoglu, 2010).

Kalite faktorlerinin arastirilmasi bakimindan bilinen antioksidan icerigi ile yeni
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antioksidan bitkilerin igerigi hakkinda yapilan c¢aligmalarin sayis1 artmustir.
Antioksidan igeriginin belirlenmesi i¢in biberiye bitkisi iizerine bircok caligma
yapilmistir (Gurbuz, 2015). Fakat ortaya uygun genotipler ve yeterli kosullar

konmadig1 i¢in bitkiden standart bir antioksidan elde edilmemistir.

Yaptigimiz ¢aligmamizda biberiye Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi ¢alisilmis
olup, antimikrobiyal etki saptanmamistir. Genena ve ark., (2008) Rosmarinus
officinalis bitkisinin antioksidan ve antimikrobiyal bilesenleri {izerinde bir ¢alisma
yapmuglardir. Yaptiklar1 ¢calismada DPPH yontemi kullanmis ve antimikrobiyal
etkinin arastirilmasi i¢in Staphylococcus aureus ATCC 25923 ve Bacillus
cereus ATCC 11778 ile gram-negatif olan Escherichia coli ATCC 25922
ile Pseudomonas aeruginosa organizmalarmi kullanmislardir. Yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda antimikrobiyal aktivitesi diisik de olsa gdstermistir. Bizim
calismamizda elde ettigimiz veriler sonucunda antimikrobiyal etki saptanmayip bu

calismayla paralellik gostermemistir.

Yaptigimiz calismamizda TAS ve TOS degerleri elde edilmistir. TOS ve TAS
degerleri bakimindan su Oziitleri en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir.
Ayni zamanda en yiiksek fenolik bilesen biberiye-su 6ziitiinde saptanmistir. Perez
ve ark., (2006), Rosmarinus officinalis oziitlerindeki antioksidan aktiviteyi ortaya
koymak i¢in bir ¢alisma yapmis ve bu calismada metanol, etanol ve su Oziitlerini
kullanarak DPPH yontemini uygulamistir. Calismanin sonucunda fenolik
bilesenlerin en yiiksek su 6ziitiinde oldugunu ve antioksidan aktivite ile fenolik
bilesenlerin  korelasyonlarmin  iyi oldugunu ortaya koymuslardir.Bizim
calismamizda bu calismadan farkli olarak diklormetan oziitii de kullanilmasina
ragmen, sonu¢ bu ¢alisma ile paralellik gostermis ve en yiiksek fenolik bilesen

orani biberiye-su Oziitiinde saptanmistir.

Yatigimiz ¢caligmada biberiye bitkisinin DNA koruyucu aktivitesi ¢alisilmistir ve
iyi derecede DNA koruyucu etkiye sahip oldugu ortaya konmustur. Horvathova ve
ark. (2014), biberiye bitkisinden elde ettikleri esansiyel yag, fenolik ve flavanoid
bilesenlerin antioksidatif ve DNA koruyucu etkilerini arastirdiklar1 caligmada,
plazmid DNA kullanmiglardir. Bu c¢alismada bizim c¢alismamizda oldugu gibi

hidrojen peroksit ile indiiklenen DNA hasarlar1 tizerinde ¢alisilmis ve sonuglarda
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korelasyon gostermistir. Biberiye bitkisi iyi derecede DNA koruyucu etkiye sahip

oldugu i¢in ¢calismamiz bu ¢aligsma ile drtiismektedir.

Yaptigimiz ¢aligmamizda biberiye Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi galigilmis
olup, antimikrobiyal etki saptanmamuistir. Oliwatuyi ve ark. (2004) yilinda biberiye
bitkisininden elde ettikleri Oziitlerin antimikrobiyal etkileri iizerine yaptiklari
calismada Staphylococcus aureus kullanmiglar ve metilen direncli tiirler tizerinde
antimikrobiyal etkiye sahip olmadigini ortaya koymuslardir. Bizim ¢alismamizda
da 6ziitlerin antimikrobiyal etkileri bulunmamistir. Bu sebeple bu ¢aligsma ile bizim

sonuglarimiz ortiismektedir.

Calismamizda biberiye bitkisinin fenolik, flavonoid bilesenlerine ve antioksidan
aktivitesi ¢alisilmistir. Sonug olarak yiiksek fenolik, flavonoid bilesenleri oldugu
ve aantioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Del bano ve ark. (2003),
Rosmarinus officinalis’in yaprak, cicek, kok ve meyveleri iizerinde yaptiklari
calismada fenolik, flavanoid ve antioksidan aktivite Ol¢limii yapmuislardir.
Calismanin sonunda bizim ¢aliymamiza paralel olarak yiiksek fenolik, flavanoid
bilesenler ve antioksidan aktivite oldugu sonucuna varmislardir. Ayrica yaptiklari
calismada kullandiklar1 bitki kismma gore, yapraklarin en yiiksek degerleri

gosterdigini de belirtmislerdir.

Bizim calismamizda biberiye bitkisinin antioksidan aktivitesi calisilmis ve
antioksidan aktivitesi tespit edilmistir. Celiktas ve ark., (2007), Rosmarinus
officinalis 0ziitlerinin antioksidan aktivitesini 6l¢miis ve siiperkritik karbon dioksiti
siipiiriicii etkisini ortaya koymuslardir. Izmir, Canakkale ve Mersinden Aralik,
Mart, Haziran ve Kasim aylarindaki farkli hasat aylarinda elde ettikleri biberiyeler
ile Oziit elde etmis ve DPPH ile TEAC yontemini kullanarak Siiperkritik
karbondioksit iistiindeki etkisini 0lgmiislerdir. Bizim calismamizla benzer olarak
DPPH yonteminin kullanildigi bu ¢alisma sonucunda bizim ¢alismamizdan farkli
olarak hidrojen peroksit degil siiperkritik karbondioksit kullanilmasma ragmen,
calismamiza paralel sekilde yiiksek oranda antioksidan aktivite oOl¢iilmiis ve

yiiksek siipiiriicii etki elde edilmistir.

Yaptigimiz ¢aligmamizda biberiye Oziitlerinin antimikrobiyal aktivitesi ¢aligilmis

olup, antimikrobiyal etki saptanmamigtir. Mangena ve Muyima (1999), Artemisia
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afra, Pteronia incana ve Rosmarinus tiirlerine ait esansiyel yaglarin se¢ilen bakteri
ve mayalar izerindeki  antimiktobiyal  aktivitelerinin  karsilastirmali
degerlendirmesini yapmislardir. Toplam 41 bakteri ve maya kullanarak
gerceklestirdikleri galismada Artemisia afra ve Rosmarinus officinalis’in benzer ve
P. incana tiiriine gore daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugunu ortaya

koymuslardir. Bizim ¢aligmamizda ise antimikrobiyal aktivite saptanmamugtir.

Biberiye bitkisi ilizerinde ¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Yapilan
arastirmalarin hepsinde biberiye bitkisinin, antioksidan, antimikrobiyal, antifungal
etkileri, serbest radikal siipiiriicii aktiviteleri, DNA iizerindeki koruyucu etkileri,
fenolik ve flavanoid bilesen agisindan zenginlikleri ve bunlarin faydali biyolojik
aktivileri dogrulanmakta ve her gecen giin bunlarin iizerine yeni bilgiler

eklenmektedir.

Bu tez calismasinda da Rosmarinus officinalis bitkisinin su, metanol, diklormetan
ve hekzan Oziitleri hazirlanarak TOS, TAS, DPPH grafikleri , fenolik ve flavanoid
degerleri ile DNA koruyucu etkisi gosterilmistir. Hekzan 6ziitiiniin 0.02 pg/ml
konsantrasyonda serbest radikal siipiiriicli etkisini maksimuma ¢ikardigi ve bu
etkinin % 75 civarlarinda oldugu acik bir sekilde goriilmektedir. TOS referans
degerleri ile her bir 6ziitliin ¢ok yiliksek antioksidan kapasitesine sahip oldugu
goriilmektedir. TAS referans degerleri; biberiye-metanol, biberiye-diklormetan,
biberiye-su oOziitleri cok iyi derecede antioksidan Ozellik gosterirken, biberiye-

hekzan normal derecede antioksidan 6zellik gostermektedir.

Bu caligmaya gore, en yiiksek flavanoid icerigi 127,61 katesin/mg degerinde olan
biberiyenin su Oziitiinde goriilmektedir. 101.92 katesin/mg degeri ile metanol
Oziitiindeki flavanoid degerinin takip ettigi verilerde en diisiik deger hekzan
Oziitiine (12.54 katesin/mg) aittir. Diklormetan Oziitiindeki flavanoid degeri ise, su
ve metanol Oziitlerine gore diisiik olup, 58,075 katesin/mg degeri ile hekzan
Oziitinden daha yiiksek bir degere sahiptir. Calismamizda, en yiiksek fenolik
bilesen 59,95 gallik asit/ppm degeriyle su Oziitiinde bulunmaktadir. 20.47 galllik
asit/ppm ile metanol Oziitii ve 15.8 gallik asit/ppm degeri ile diklorometan su
Oziitinde  sonra  yliksek  fenolik  bilesen iceren  Oziitler  olarak
degerlendirilebilmektedir. En diisiik fenolik bilesik ise, 5.76 gallik asit/ppm degeri

ile hekzan oziitiindedir.
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R. officinalis DNA koruyucu aktivite acisindan en fazla koruyucu aktivite
gosteren metanol Oziitlerin  oldugu belirlenmistir. Diklormetan ziitiinde
konsatrasyonu yliksek olan 6ziit en iyi koruyucu aktivite gostermistir. Hekzan
oziitiinde ise 20 mg lik konsantrasyonda en iyi koruyucu etki goriilmiistiir. Sonug
olarak biberiye bitkisinin DNA’y1 Hidrojen peroksit ve UV_C’ye karsi koruyucu
etki gosterdigi tespit edilmistir.

Bizim c¢alismamizda diger c¢aligmalarin aksine antimikrobiyal etkisine
rastlanmamistir. Bu da antimikrobiyal etki gdstermesi i¢in Oziitlerin oranlarmin 1yi
ayarlanmasi gerektigine, her miktardaki biberiye bilesenlerinin antimikrobiyal
etkiye sahip olmadigini literatiire katmamizi saglamistir. Bu sebeple yaptigimiz
calisma R.Officinalis’in biyolojik aktivitesinin ortaya konulmasinda literatiire

katkida bulunmaktadir.

Son yillarda, tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen bitkisel ilag hammaddeleri
iizerinde yapilan ¢aligmalara ilgi giderek artmaktadir. Bunun baslica nedenleri;
bitkilerin, yan etkilerinin bulunmamasi ya da sentetik ilaclara gore yan etkilerinin
az olmasi ve uzun zamandir kullanildiklarindan bu yan etkilerinin iyi bilinmesi,
sentetik ilaglarm pahali olmasi seklinde siralanabilir (Kaya 2010). Geleneksel tip
bilhassa Uzak Dogu iilkelerinde yaygindir. Diinya Saglik Orgiitiine gore, diinya
niifusunun %65-80'1 gelismekte olan {ilkelerde yasamakta ve tedavilerinde
geleneksel tiptan yararlanmaktadir (Sener 2010). Ancak geleneksel ilag kesfi
stirecinde bitkilerin 6nemi azalmistir ve kapsamli bilimsel arastirmalari eksikligi
nedeniyle cok az bitki klinik olarak onerilmektedir (Raskin ve ark. 2002). Diinya
Saglhk Orgiitii'niin raporuna gore, diinya iizerinde tibbi amaglarla kullanilan
yaklagik 70 000 bitkinin 21 000 kadari ila¢ sanayinde kullanilmaktadir (Kaya
2010).

Her gecen giin biberiye ve diger tibbi aromatik bitkiler lizerindeki ¢aligmalar
artmaktadir. Dogal ve sagliga yararli bitki arayisinin ve elde var olan bilesenlere
bagisiklik kazanan hastalik yapicilarin  varhigini engelleyecek bilesenlerin

bulunmasinin devam edecegi ve gelecekte yararlarin artacag: diisiiniilmektedir.
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