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SPIRAEA JAPONICA VAR. FORTUNEI BITKISININ
FITOKIMYASAL OZELLIiKLERININ SPEKTROSKOPIK VE
KROMATOGRAFIK YONTEMLERLE BELIRLENMESI

OZET

Spiraea japonica var. fortunei, Rosaceae familyasma ait bir bitki olup yiize yakin
spiraea bitkisi tr( vardir. Cigeklerinin rengi beyaz, kirmizi, pembe ve sar1 olarak
tirlere gore farklilik gostermektedir ve 1,5 ile 3 m kadar uzayabilmektedir. S.
japonica var. fortunei, agirlikli olarak Asya iilkelerinde yetisen ve alkaloidleri ile
taninan bir ¢ali bitkisidir. Spiraea cinsi fenolik bilesikler agisindan zengin olarak
bilinmektedir. Fenolik bilesik sinifina ait olan flavonoidler ayrica antioksidan
aktiviteye sahiptir.

Bu ¢alismanin amaci, S. japonica var. fortunei’nin toplam fenolik ve flavonoid
icerigi ve FTIR analizi ile fenolikler ve flavonoidler ile iligkili fonksiyonel gruplarini
ortaya ¢ikarmaktadir. Bitkinin yapraklar1 ve cicekleri, etanol veya metanol
kullanilarak ayr1 ayr1 ekstrakte edilmistir. Metanoliin hem yaprak hem de c¢icekler
icin etanole kiyasla ekstraksiyon i¢in daha iyi bir ¢6ziicii oldugu belirlenmis ve
bununla daha ylksek ekstraksiyon verimleri, toplam fenolik ve flavonoid elde
edilmistir. Ote yandan, yapraklarin fenoller ve flavonoidler agisindan daha zengin
oldugu ve ciceklerden daha ylksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir. Yapraklarin etanol ve metanol ekstraktlarinin toplam fenolik igerikleri
srrastyla  18,13+1,61 ve 25,64+0,32 mg GAE/g kuru madde iken ¢igek
ckstraktlarmda 11,08+0,13 ve 19,33+1,24 mg GAE/g kuru madde olarak
belirlenmistir. En diisiik flavonoid igerigi S. japonica var. fortunei cigeklerinin etanol
ekstraksiyolarinda (16,98+3,07 mg QE/g kuru madde), en yiiksek ise yapraklarin
etanol estraktinda (46,46+2,96 mg QE/g kuru madde) iken ciceklerinin ve
yapraklarmnin metanol ekstraktlarmin toplam flavonoid igerikleri sirasiyla 22,68+2,63
ve 28,35+3,54 mg QE/g kuru madde olmustur. Orneklerin antioksidan aktiviteleri de
DPPH radikal siipiirme hiz1 6lgiilerek incelenmis. En diisiik konsantrasyonda (0,156
mg/mL) ciceklerin ve yapraklarin etanol ve metanol ekstraktlarmin antioksidan
aktiviteleri %12,30+0,79, 21,60+1,80, 29,40+4,30 ve 30,00+0,67 olarak belirlenirken
en yiiksek konsantrasyondaki (6,25 mg/mL) antioksidan aktiviteleri sirasiyla
%66,43+£0,11, 69,76+0,34, 65,71+0,90 ve 69,29+2,58 olarak tespit edilmistir.
Yapraklarin antioksidan aktivitesi, 0,156 mg/mL konsantrasyonda cigeklerden
oldukca yiksektir. Ote yandan, tim o6rneklerin antioksidan aktiviteleri 6,25
mg/mL’de hemen hemen aynidir. Bu ¢alismada da S. japonica var. fortunei gicek ve
yapraklarindan elde edilen etanol ve metanol ekstraktlarinin 1Csp degerleri sirasiyla
0,57+0,06, 0,48+0,01, 0,43+0,01, ve 0,45+0,00 olarak hesaplanmistir. Ekstraktlarin
UV-VIS spektrumlari ve FTIR analizleri, fenoliklerin ve flavonoidlerin varligini
dogrulamistir. Bu ¢aligmada ayrica LC-MS analizine dayali S. japonica var. fortunei
bitkilerinin ¢i¢ek ve yapraklarinin metanol ekstraktlarinda 54 flavonoid bilesik ve 14
flavonoid olmayanlar bilesik tanimlanmustir.
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DETERMINATION OF PHOTOCHEMICAL PROPERTIES OF SPIRAEA
JAPONICA VAR. FORTUNEI PLANT BY SPECTROSCOPIC AND
CHROMATOGRAPHIC METHODS

SUMMARY

Oxidation reactions that occur constantly in our body trigger the formation of highly
active free radicals that can damage cell structure and function. However, the
reactivity of these free radicals can be inhibited by the antioxidant system that
complements the immune system. By using antioxidants found in a plant called
Spiraea japonica var. fortunei, oxidative stress can be reduced by increasing the
body's immunity.

Spiraea japonica var. fortunei, also known as Japanese meadowsweet is a woody
shrub of the rose family (Rosaceae), introduced as an ornamental plant which is
spread from Asia to the Northeastern United States around 1870. There are close to a
hundred species of spiraea plants. It can grow up to 1.5 to 3 meter. The color of the
flowers varies according to the species, for example white, red, pink and yellow.
Primary routes of propagation are wind, water and vegetative propagules; these
features may make the Japanese meadowsweet a serious invasive plant in the future.

More than 80 alkaloids, six new flavonoid glycosides, one lignan, one neolignan
glycoside, four monoterpene acylglycosides and one megastigman glycoside that are
characteristic of the S. japonica complex have been found so far. Spiraea genus is
known to be rich in phenolic compounds. Flavonoids, which belong to the class of
phenolic compounds, also have antioxidant activity.

Experiments are made for the total flavonoid content using the colorimetric AICIs
method, the total phenolic content using the Folin-Ciocalteu method, and the
antioxidant content using the DPPH method. Flavonoids and phenolics can be
extracted optimally if appropriate extraction solvent is used.

S. japonica var. fortunei was collected from Sakarya University Engineering Faculty
backyard. The flowers and leaves of the plant were dried separately in the shade at
room temperature. Next, the dried flowers and leaves were ground in a Waring
blender and then sieved to obtain a fine powder. Samples were stored in plastic bags
at room temperature. Chemicals used include methanol, ethanol, sodium carbonate,
gallic acid, aluminum chloride, sodium nitrite, sodium hydroxide and Folin-
Ciocalteu reagent purchased from Merck (Darmstadt, Germany), 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazil (DPPH) Sigma -Obtained from Aldrich (St., Louis, USA).

Then, both methanol and ethanol extracts of leaves and flowers were prepared. For
this, 0.25 g of powder sample was weighed and 10 mL of 80% (v/v) was added.
Samples for extraction were moderately shaken on a magnetic stirrer for 24 h at
room temperature. The solution was then centrifuged at 9000 rpm for 10 minutes and
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the pellet was discarded while the supernatant was collected for further analysis. The
extracts were stored at -30 °C until analysis.

To calculate the extraction yield, the clear filtrate was dried under vacuum at 40 °C
using a rotary evaporator (IKA KS 400, Switzerland). The resulting dry crude extract
was weighed to calculate the extraction yield.

For determining total phenolic contents of S. japonica extracts using the Folin
Ciocalteau method, 75 pL of a suitable solvent (80% methanol or ethanol) was
mixed with 25 pL of extract, 200 puL of Folin-Ciaocalteu reagent and 2 mL of
distilled water. After three minutes, 1 mL of Na,COs solution (20% w/v) was added
and the mixture was left in a dark drawer for one hour. The absorbance of the extract
solution was read with a UV-Vis spectrophotometer (Agilent Model 8453 Diode
Array Spectrophotometer) at a wavelength of 765 nm. A standard curve was created
using gallic acid. Total phenolic content was expressed as mg Gallic Acid Equivalent
(GAE) in g dry matter of the sample. Unless otherwise stated, all analyzes were
performed in triplicate and results are expressed as mean + standard deviation.

To determine the total flavonoid content using aluminum chloride colorimetric assay,
100 pL of the extract was mixed with 300 pL of distilled water and 30 puL of NaNO>
(5%, wiv) and left at room temperature for 5 minutes. Then, 30 pL of AICl; (10%,
w/v) was added to the mixture. After 5 minutes, 200 pL of NaOH (1 mM) was
added. Finally, the volume was made up to 1 mL with distilled water and vortexed.
The intensity of the orange-yellow color produced by the flavonoids was read with a
UV-Vis spectrophotometer at a wavelength of 510 nm. Quercetin standard (10-800
ppm) was prepared under conditions to calculate the number of flavonoids in the
sample. The results are expressed as mg (QE)/g dry matter of the sample.

For determining the antioxidant activity by using DPPH radical scavenging activity,
various amounts of extract (2.5, 5, 10, 50, and 100 pL) were added to the test tube
and the volumes were made up to 200 pL with 70% methanol (v/v). The samples
were reacted with 3 mL of DPPH (0.051 mmol; 70% in methanol) solution for 30
minutes at room temperature. Then, the decrease in absorbance compared to the
control was observed at 517 nm. The control sample contained 200 puL of 70%
methanol instead of the sample. Antioxidant activity was calculated and the results
are given as %DPPH scavenging activity.

Leaf and flower extracts obtained with different solvents were subjected to UV-VIS
scanning analysis. They were diluted 30 times and absorbance spectra were recorded
between 200 and 800 nm wavelengths.

By using Fourier Transform Infrared (FTIR) spectrometry (Shimadzu IR, Prestige
21, Nakagyo-ku, Japan), functional groups associated with phenolic compounds were
identified. The scanning range is between 4000 and 400 cm™.

The goal of this study was to determine the total phenol, and flavonoid contents of S.
japonica var. fortunei and to reveal the functional groups associated with the
phenolics, and flavonoids by FTIR analysis. The leaves and the flowers of the plant
were analyzed separately by using either ethanol or methanol as extraction solvents.
Methanol was determined to be a better solvent for extraction compared to ethanol
for both leaves and flowers with which higher extraction yields, total phenolic, and
flavonoid contents were observed. On the other hand, leaves are richer in phenols

XiX



and flavonoids and have higher antioxidant activity than flowers. The total phenolic
contents of ethanol and methanol extracts of the leaves were 18,13+1,61 and
25,64+0,32 mg GAE/g dry matter, respectively, while they were 11,08+0,13 and
19,33+1,24 mg GAE/g dry matter in the extracts of flower, respectively. In S.
japonica var. fortunei flavonoid determination, the lowest flavonoid content was in
the ethanol extraction of the flowers (16.98+3.07 mg QE/g dry matter) and the
highest was in the ethanol extract of the leaves (46.46+2.96 mg QE/g dry matter)
while the total flavonoid contents of the methanol extracts of the flowers and leaves
were 22.68+2.63 and 28.35+3.54 mg QE/g dry matter, respectively. Antioxidant
activities were also investigated by measuring DPPH radical scavenging rate and
they ranged from 65,71+0,90 to 69,76+0,34 % and 1Cso values were calculated to be
between 0.48+0.01 and 0.57+£0.06 mg/mL. UV-VIS spectra and FTIR analyses of the
extracts confirmed the presence of phenolics, and flavonoids. In this study, the
methanol extracts of flowers and leaves of S. japonica var. fortunei plant based on
LC-MS analysis indetified 54 flavonoid compounds and 14 phenolic compounds.
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1. GIRIS

Vicudumuzda surekli olarak meydana gelen oksidasyon reaksiyonlari, hiicre
yapisina ve islevine zarar verebilecek oldukga aktif serbest radikallerin olusumunu
tetiklemektedir. Ancak bu serbest radikallerin reaktivitesi, bagisiklik sistemini
tamamlayan antioksidan sistem tarafindan engellenebilmektedir (Damayanthi ve ark,
2010). Dogal ve sentetik antioksidanlar olmak Uzere iki tir antioksidan

bulunmaktadir.

Dogal antioksidanlar, daha giivenli kabul edildikleri i¢in sentetik antioksidanlara
gore daha fazla talep gérmektedir. Biitillenmis hidroksitoluen (BHT) ve butillenmis
hidroksianisol (BHA), bozulmus karaciger fonksiyonu, akciger, bagirsak mukozal ve
zehirlenme dahil olmak tizere saglik iizerinde olumsuz etkilere sahip olabilmektedir.
Sentetik antioksidanlar icin izin verilen maksimum sinir, kati veya sivi yag iceriginin
%0,01 ila %0,1'idir (Rahma, 2019). Bu da dogal antioksidanlarin giiniimiiz

toplumunun ihtiyag duydugu bir alternatif haline gelmesine neden olmaktadir.

Oksidasyon reaksiyonu sonucu serbest radikaller olusmaktadir. Serbest radikaller,
cevrelerindeki atomlar veya bilesiklerle hizla reaksiyona girebilen dis
elektronlarmdan birini kaybetmis molekdillerdir (Astuti, 2008). Serbest radikallere
maruz kalmanm neden oldugu oksidatif hasar, yaslanmaya ve ateroskleroz, diyabet,
siroz ve kanser gibi gesitli hastaliklara neden olabilmektedir (Doss ve Thangavel,
2011).

Viicudun kendisi dogal olarak gelen serbest radikalleri notralize edebilen stiperoksit
dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz ve katalaz enzimi gibi endojen antioksidanlar
icermektedir. Bununla birlikte, bu enzimlerin miktarinin sinirli olmasi nedeniyle asiri
miktarda serbest radikallere maruz kalmanin istesinden gelmek igin viicudun

disindan bir antioksidan kaynagina ihtiyaci bulunmaktadir (Depkes, 2000).

Dogal antioksidanlar —meyvelerden, sebzelerden wveya bitkilerden elde
edilebilmektedir. Bitkiler, serbest radikal yakalayicilar olarak yararli olan
flavonoidler ve flavonoid olmayanlar seklinde ikincil metabolitler igcermektedirler
(Nishanthini ve ark, 2012).



Spiraea cinsleri, serbest radikal reaktivitesini 6nlemek i¢in kullanilabilecek ve biiyiik
bir kaynak potansiyeline sahip bitkiler olarak buyuk ilgi gormektedir. Yuksek
biyolojik aktiviteye sahip flavonoller, flavonlar, flavanlar ve fenolik asitler gibi
fenolik bilesikler Spiraea cinsinde bulunmaktadir. Spiraea cinsine ait tiirlerin gesitli
kisimlarinda saponinler, ugucu yaglar ve steroidal glikozitler bulunmaktadir. Cin
tibbinda gesitli Spiraea tlrleri analjezik, ates diisiiriicti ve iltihap 6nleyici 6zelliklere
sahip sifali bitkiler olarak kullanilmaktadir. Fenolik karboksilik asit turevlerinin
varligi, antimikrobiyal, fitotoksik ve a-glukosidaz inhibe edici aktivite ile iliskili
Spiraea cinsine ait tdrlerin biyolojik aktivitesi son vyillarda yogunlukla
arastirilmaktadir (Kostikova ve Shaldaeva, 2017). Cesitli Spiraea tirlerinin oldukca
yuksek fenoller, flavonoidler ve antioksidan aktivite igerdikleri igin serbest
radikalleri giderebildikleri bilinmektedir. Bu tez ¢alismasinda daha 6nce ¢aligiimamis
S. japonica var. fortunei bitkisinin fitokimyasal 6zellikleri arastirilmistir. Bu amagla
S. japonica var. fortunei ekstraktlarinda toplam fenolik, flavonoid igerikleri,

antioksidan ve antibakteriyal aktivite testleri yapilmistir.

1.1. Tezin Kapsam

Bitkilerde bulunan antioksidanlarin viicudun bagisikligini artirarak oksidatif stresi
azalttig1 bilindigi i¢in bu tez kapsaminda dogal antioksidanlarin bir kaynagi olan
Spiraea bitkisinden yararlanilmistir. Bu arastirmada kullanilan S. japonica var.
fortunei Sakarya Universitesi kampiisiinden toplanmistir. Bitkinin ¢icekleri ve
yapraklar1 golgede ayr1 ayr1 oda sicakliginda kurutulmustur. Daha sonra, kurutulmus
cicekler ve yapraklar toz haline getirilerek metanol ve etanol ¢ozucileri ile ekstrakte
edilmistir. Antioksidan aktiviteyi 6lgmek icin DPPH ydntemi, toplam fenolik igerigi
belirlemek igin siklikla tercih edilen Folin-Cioucalteu yontemi kullanilmustir.
Flavonoid AICI; kolorimetrik deneyi ile belirlenmistir. Ayrica tez kapsaminda S.
japonica var. fortunei’nin gicek ve yapraklarmin ekstraktlarmin FTIR ve UV-Vis
spektrumlar1 alinarak yapilarinda bulunan flavonoid olmayanlar ve flavonoidlerin
fonksiyonel gruplarma ait spesifik pikler karsilagtirilmasi saglanmistir. UV-Vis ve
FTIR spektrumlarinin sonug¢larmni giiglendirmek igin, S. japonica var. fortunei gigcek
ve yapraklarinin metanol ekstraktlarinda bulunan flavonoid ve fenolik bilesik

tiplerini belirlemek i¢in LC-MS analizi de yapilmustir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. S. japonica var. fortunei’nin Ozellikleri

Japon cayir tathis1 (Japanese Meadowsweet) olarak da bilinen S. japonica var.
fortunei, 1870 yillarinda Kuzeydogu Amerika Birlesik Devletleri’ne Asya’dan bir
sis bitkisi olarak tanitilan giil ailesinin (Rosaceae) odunsu bir ¢alisidir (Sekil 2.1).
Birincil yayilma yollar1 riizgar, su ve vejetatif propagiillerdir; bu ozellikleri
nedeniyle, Japon cayir tathsmin gelecekte ciddi bir istilac1 bitki olabilecegi
bildirilmistir (Martine ve ark, 2009).

Sekil 2.1. Spiraea japonica var. fortunei.

Choi ve ark (2019) tarafindan yapilan bir ¢calismada Spiraea (Rosaceae) cinsinin
Kuzey yarimkiirenin 1liman ve subtropikal bolgesinde genis bir alana yayildigi ve tlr
sayisinin 80-120 arasinda oldugu belirtilmistir. Ayrica Spiraea’nin en biyiik
cesitliginin  birincil merkez olan Cin ve Tayvan’da iken diger yerlerin ise
Himalayalar, Orta Asya, Rusya’nin Uzak Dogusu, Kore, Japonya ve Gliney Orta
Avrupa oldugu da belirtilmistir. Dogu Asya’da Cin ve Tayvan’da 70, Japonya’da 12
ve Kore yarimadasinda 14 tiir kaydedilmistir. Spiraea cinsindeki infrajenerik
bélinmeler 150 yil boyunca, ¢igek salkimlarmi tagiyan siirgiinlerin veya dallarin
biiyiimesi ve uzunlugu dikkate alinarak, 6zellikle ¢i¢ek salkimlarinin yapilarma ve

bunlarin gelisimine dayandirilmistir.



Spiraea cinsi Rosaceae familyasma ait olup Avrupa’da Spiraea’nin S. cana, S.
chamaedryfolia, S. crenata, S. decumbens, S. hypericifolia, S. media ve S. salicifolia
olmak (izere yedi tiriiniin oldugu belirtilmistir. Spiraea cinsinin temsilcileri, Kuzey
Amerika, Asya ve Avrupa’da ¢ok popiiler olan dekoratif bitkilerdir (Wronska-Pilarek
ve ark, 2022).

Bir bagka caligmada 28 Spiraea taksonunun fitokimyasal icerikleri kapsamli bir
sekilde incelenerek flavonoidler, lignanlar, neolignanlar ve diger fenilpropan
tiirevlerinin yan1 sira mono-, di- ve triterpenler izole edilmistir. Ilginctir ki, incelenen
taksonlardan sadece 9 tanesinde diterpen alkaloitler (S. formosana Hayata, S.
fritschiana var. parvifolia Liou, S. japonica L.f., S. japonica var. acuta Yu, S.
japonica var. fortunei (Planchon) Rehder, S. japonica var. glabra (Regel) Koidz, S.
japonica var. incisa Yu, S. japonica var. ovalifolia Zuo, S. japonica var. stellaris)
bulunmaktadir. Bildirilen 65 diterpen alkaloidinin tumd, hetisin ve atisin tipi Czo
temel iskeletleri tasimaktadir. Kuzey Amerika ve Asya’da Spiraea turlerinin yalnizca
marjinal etnomedikal kullanimi belgelenmis olsa da, farmakolojik aragtirmalar
Spiraea ekstraktlarinin ve izole edilmis bilesiklerin dikkate deger aktivitelerinin
oldugunu bildirmistir (Kiss ve ark, 2017).

Kostikova ve Petrova (2021) tarafindan yapilan bir calismada S. japonica
kompleksinin karakteristik 6zelligi olan seksenden fazla alkaloid, alt1 yeni flavonoid
glikozit, bir lignan, bir neolignan glikozit, dért monoterpen acilglikozit ve bir
megastigman glikozit igerdigi belirtilmistir. Spiraealarin etnomedikal kullanimlar1
Kuzey Amerika, Rusya ve Asya’da belgelenmistir. Spiraea, iltihaplanma ve sitma
icin etkili terapotikler olarak kullanilmaktadir. Geleneksel Cin tibbinda, S. japonica
ve gesitlerinin geng yapraklari, meyveleri ve kokleri idrar soktiriict, detoksifiye
edici ve agri kesici olarak ve ayrica oksiiriik, bas agris1 ve dis agrisini tedavi etmek
icin kullanilmaktadir. S. canescens’in yakilmasindan sonra elde edilen aga¢ yagi cilt
problemlerine karsi kullanilmaktadir. S. betulifolia kaynatilarak, Yerli Amerikalilar
tarafindan bir analjezik olarak ve adet agrisina, agir veya uzun siren adet
kanamasma, bobrek yetmezligine, dokiintiilere, soguk algmligma ve karmn aglarma
karst kullanilmistir. S. salicifolia gastrointestinal hastaliklara, romatoid artrite,
helmintiyazlara, jinekolojik hastaliklara ve diyabete karsi kullanilabilmektedir. Halk
hekimliginde spiraealarmn tibbi kullaniminin gegerligi, modern bilimsel deneylerle

dogrulanmistir. Diger Spiraealarin baska yararli etkileri de vardir. S. alpina



yapraklarinin etanolik ekstraktlar1 antikanser etkiye sahiptir. S. cantoniensis’in
metanolik ekstrakti, yumusak celigi korozyona karsi korumaktadir. Spiraealarin
kentsel kosullar altinda artan Kkirleticileri tolere etme yetenegi S. vanhouttei
kullanilarak gosterilmistir. Spiraecalar yiiksek toprak tuzluluguna dayaniklidir. S.
trilobata yapraklari, bitki kdkenli bir bocek kovucu olarak bildirilmistir. Cin’de
yetisen 11 Spiraea bitkisinin ¢icek, yaprak ve dallarmin kimyasal bilesimleri
incelendikten sonra, gesitli kalite ketegorilerinde tonik igecek olarak kullanimlari ile
ilgili 6nerilerde bulunulmus ve bunlarm hasadina en uygun donemler i¢in zamanlama

netlestirilmistir (Kostikova ve Petrova, 2021).

2.2. Ekstraksiyon Islemleri

Ekstraksiyon, orijinal olarak hiicrede bulunan ve daha sonra ¢6ziicli tarafindan
¢ekilen aktif maddenin kiitle transferi olayidir ve aktif maddenin ¢dzici icinde
¢oziinmesine neden olmaktadir. Genel olarak, numunenin ¢Ozici ile temas eden

yuzeyi ne kadar genisse ekstraksiyon 0 kadar iyi olacaktir (Rahayu, 2010).

Ekstraksiyon verimini etkileyen faktdrler, numunenin ¢6zicu ile temas ettigi siire
(ekstraksiyon suresi), numune miktarinin solvent miktarina (¢6ziicii miktarr) orani ve
ekstraksiyon sicakligidir. Ekstraksiyon siiresi ne kadar uzun olursa, numune ile
solventin temas etme olasilifi o kadar artacagindan ekstraksiyon verimi de
artmaktadir. Coziicti miktarinim madde miktarma orani ekstraksiyon verimini etkiler,
asir1 miktarda ¢oziicii daha fazla ekstraksiyon saglamaz, ancak belirli bir miktarda
¢ozlcu ile optimal olarak ¢alisabilmektedir. Ekstraksiyon, yiiksek sicakliklarda daha
hizlidir, ancak bazi bilesenlerin hasar gormesine neden olabilmektedir (Chairunnisa
ve ark, 2019). Yapilan bir ¢aligmada 50 °C'lik bir sicakligin kullanilmasi, 40 °C ve
60 °C'lik sicakliklara kiyasla optimum bir ekstrakt ile sonuglanmistir (Sitepu, 2010).

Iyi bir ¢oziicii, aktif maddeyi ekstrakttan ¢dzebilen ve ekstrakti diger istenmeyen
bilesiklerden kurtarabilen bir ¢6ziiciidir. Bu amagla kullanilabilen ¢dzuciler su,

etanol, etanol ve su karisimi, metanol, kloroform, eter ve heksandir (Depkes, 2000).

Gozuculer kullanarak havali ve sicak yol olmak iizere iki gesit ekstraksiyon yontemi
bulunmaktadir. Havali yol maserasyon ve perkolasyon olmak tizere iki gesit

olabilmektedir.



Maserasyon yontemi oda sicakliginda birka¢ kez calkalama veya karistirma ile bir
¢oziicii kullanilarak basit bir ekstraksiyon islemidir. Maserasyon ile ekstraksiyonun
avantaji, islemin basit olmasi, dezavantajlari ise uzun slrmesi ve ekstraksiyonun
mikemmel olmamasidir (Sitepu, 2010). Maserasyonda (s1v1 ekstraktlar igin), ¢oziicii
ile temas halindeki tibbi bitkinin ince veya kaba tozu, belirli bir madde eriyene kadar
stirekli karigtirilarak belirli bir siire kapali bir kapta tutulmaktadir. Bu yontem, isiya
dayanikli bilesikler i¢in uygundur (Ningrum, 2018).

Perkolasyon yontemi ise genellikle oda sicakliginda, tam ekstraksiyon olana kadar
her zaman taze bir solvent ile gergeklestirilen ekstraksiyondur. Perkolasyon isleminin
sonunu belirlemek i¢in, son siizme isleminde maddelerin kalitatif incelemesi
yapilabilmektedir (Purwanto, 2009). Perkolasyon, tentlrlerin ve sivi 6zlerin
hazirlanmasinda aktif bilesenlerin ¢ikarilmasi igin en sik kullanilan prosedtrdir

(Pracima, 2015).

Sicak yolda ise soxhlet ekstraksiyonu, geri akis, infiizyon, dekok ve sindirim
yontemleri kullanilmaktadir. Soxhlet ekstraksiyonu, her zaman yeni olan bir ¢dzicu
kullanilarak, soxhlet cihazi ile yapilan 6ziitlemedir. Boylece ters sogutma varliginda
nispeten sabit miktarda ¢ozucu ile surekli bir 6zltleme gerceklesmektedir. Geri akis,
belirli bir siire i¢in kaynama noktasi sicakliginda bir ¢oziicii ve geri sogutma
varliginda nispeten sabit olan smirli miktarda ¢oziicii kullanilarak ekstraksiyondur.
Infiizyon, 15 dk boyunca 90 °C de ¢oziici olarak su ile yapilan ekstrasiyondur.
Infiizyon kaby, belirli bir siire (15-20 dk) kullanilan sicaklik (96-98 °C) kaynayan bir

su 1siticisina daldirilmaktadir.

Dekok, daha uzun sureli (30 dakikadan fazla) ve sicakligi suyun kaynama noktasina
kadar olan bir inflizyondur. Bu yéntem suda ¢6ziiniir ve 1stya dayanikli bilesenlerin

ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir (Depkes, 2000).

Sindirim, oda sicakligindan daha yiiksek bir sicaklikta (genellikle 25-30 °C) surekli
karistirma ile maserasyondur. Ekstraksiyon islemi sirasinda sicakligin kullanildig1 bir

tir maserasyon ekstraksiyonudur (Pracima, 2015).

2.3. Antioksidanlar Hakkinda Genel Bilgi

Antioksidanlar, oksidasyona direnen, oksijen veya peroksitlerin neden oldugu

reaksiyonlar1 engelleyen bir bilesiktir. Bu bilesiklerin ¢ogu (6rnegin tokoferoller)



cesitli iirinlerde (kat1 ve siv1 yaglar) koruyucu olarak (gida tiriinlerinde acilagsmayi ve

istenmeyen degisikleri geciktirmek i¢in) kullanilmaktadir (Huang ve ark, 2005).

Antioksidanlar diistik konsantrasyonlarda oksitlenebilir substratlarla
karsilastiklarinda bu bilesiklerin oksidasyonunu 6nemli 6lglide geciktirebilen veya
inhibe edebilen bilesikler olarak da tanimlanabilmektedir (Kurniawan, 2011).

Genel olarak, serbest radikalleri yakalama mekanizmasi enzimatik ve enzimatik
olmayan olmak Uzere iki tiire ayrilabilmektedir. Antioksidan olan enzimler,
stiperoksit dismutazdir (SOD); glutatyon peroksidaz, katalaz, tioredoksin rediiktaz ve
peroksiredoksindir (Masella ve ark, 2005). Enzimatik olmayan antioksidan bilesikler

ise dort sekilde ¢alismaktadr:

a. Serbest radikal yakalayicilar, 6rnegin C vitamin ve E vitamin
b. Gegis metali selatorleri, 6rnegin EDTA

c. Oksidatif enzim inhibitdrleri, 6rnegin aspirin ve ibuprofen

d. Antioksidan kofaktorleri, drnegin glutatyon peroksidazin bir kofaktorii olarak

selenyum (Huang ve ark, 2005).

Polifenolik bilesiklerin antioksidan aktivitesi asagidaki gibi lic mekanizma

icermektedir.

a. Reaktif oksijen tiirleri (ROS) veya hidrojen atomlar1 yoluyla elektron transferi
islemiyle R, RO, ve ROO- gibi lipid peroksidasyonundan uretilen radikaller gibi

radikal yakalama aktivitesidir.

b. Metal selatlama yoluyla gegis metallerinin katalizledigi reaktif bilesik tiirlerini

onlemektedir.
c. Lokalizasyon ve diger antioksidanlarla birlesme gibi diger antioksidanlarla
etkilesimdir

Antioksidanlar ve biyolojik serbest radikal yakalayicilar hedeflere, ¢alisma
mekanizmasina  ve  fizikokimyasal ~ Ozelliklere — gore  asagidaki  gibi

smiflandirilabilmektedir.

a. Hedeflere gore siniflandirmada koruyucu ve zincir kiran antioksidanlar olmak

tizere iki sekilde olabilmektedir.



- Koruyucu antioksidanlar, yani oksidanlarin olusumunu engelleyebilen ve
oksidanlarin  birikmesini nleyebilen antioksidanlardir. Ornegin: siiperoksit
dismutaz (SOD), katalaz, ¢esitli peroksidaz enzimleri (6rn. glutatyon peroksidaz)
ve sulfhidril gruplar1 (glutatyon, sistein ve kaptopril) iceren bilesiklerdir.

- Zincir kiran antioksidanin mekanizmasi su sekildedir.
L-+AH —->LH+ A

LO- + AH — LOH + A-

LOO- + AH — LOOH + A-

Antioksidanlar (AH), radikallerin lipidler ile reaksiyona girdiginde (L-) baslama
adimi1 ve yayilma siireci (alkoksi (LO-) veya peroksil (LOO-) ile reaksiyona girme
dahil olmak tizere iki adimini 6nleyebilmektedir (Kurniawan, 2011).

b. Calisma mekanizmasina gore enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidanlar

olarak ikiye ayrilmistir (Ratri ve ark, 2021).

C.

- Enzimatik antioksidanlar, 6rnegin: katalaz (CAT), siiperoksit dismutaz (SOD) ve
glutatyon peroksidaz (GSH-Px).

- Enzimatik olmayan antioksidanlar, 6rnegin: E vitamin (a-tokoferol), C vitamini
(askorbik asit) ve B-karoten.

Fizikokimyasal Ozelliklere gore ise hidrofilik ve lipofilik antioksidanlar olmak

tizere iki sekilde incelenmektedir (Kurniawan, 2011).

- Hidrofilik antioksidanlar, sitozol ve hiicre dis1 sivida ¢alisan antioksidanlardir,
ornegin: C vitamini, Urik asit, glutatyon, sistein, kreatinin bu sekilde etki

gostermektedir.

- Lipofilik antioksidanlar ise hiicre zarlar1 Gizerinde etkili olan antioksidanlardir. E
vitamin, B-karoten, ubikinon, bilirubin, metal baglayic1 proteinler (transferrin,

laktoferrin, seruloplazmin, ve albumin) bu gruba 6rnek verilebilmektedir.

Antioksidan aktiviteyi hem kalitatif hem de kantitatif olarak test etmenin birkac

yontemi vardir. Bir bilesigin antioksidan aktiviteye sahip olup olmadigini belirlemek

icin kalitatif testler, ince tabaka kromatografisi veya kagit kromatografisi gibi

kromatografik yontemler kullanilabilmektedir. Bu yontemlerle karmasik antioksidan

karigimlarini bile ayirabilmek mumkandur.



Antioksidan aktivite testlerinin ¢ogu spektrofotometrik olarak yapilabilmektedir. Bir
antioksidanin aktivitesinin Dbelirlenmesinde kullanilan yontemlere ornek olarak
linoleik tiyosiyanat sistemi, tiobarbitirik asit, f-karoten-linoleat ve radikal yakalama
ile yapilan testler verilebilmektedir (Wulandari, 2009).

2.3.1. Radikal yakalama ile antioksidan aktivite testleri

Bu testlerle, oda sicakliginda metanol veya etanol gibi polar organik ¢oziiciilerde
sentetik radikallerin yakalanmasmin dlciimesi gergeklestirilmektedir. Onemli radikal
yakalama ile antioksidan aktivite testleri FRAP (Demir Iyon Indirgeyici Antioksidan
Gug Yontemi), CUPRAC (Oksidan olarak Bakir (IT) Kullanan Toplam Antioksidan
Potansiyel Yontemi) ve DPPH (1,1 difenil-2-pikrilhidrazil)’dir. FRAP, sar1 renkli
Fe*’nm (Potasyum hekzasiyanofat) asidik ortamda, antioksidan bilesiklerin elektron
dondru gorevi gérmesiyle mavimsi yesil bir renge sahip olan kompleks bilesik
Fe?*’ye indirgeme reaksiyonudur (Maesaroh ve ark, 2018). CUPRAC ydnteminin
prensibi, Cu?*’nim, neokuproin ile reaksiyona girerek Cu*’ye indirgenmesiyle olusan
sar1 rengin 450 nm dalga boyunda absorpsiyon 6l¢iimiine dayanir (Safithri ve ark,
2020). Bu tez kapsaminda kullanilan yontem antioksidan aktivite yontemi DPPH
radikalini giderme aktivitesidir. DPPH, 517 nm dalga boyunda mor bir renk
vermektedir. Serbest radikal yakalama eclektronlarin eslesmesine ve bu da alman

elektron sayisiyla orantili bir renk kaybina neden olmaktadir (Sinala ve Dewi, 2019).
DPPH- + AH — DPPH-H + A.-

DPPH- + R — DPPH-R

2.3.1.1. DPPH yontemi

Sekil 2.2°de gosterilen DPPH, antioksidan veya serbest radikal yakalayici
arastirmalarinda yaygin olarak kullanilan bir serbest radikaldir DPPH, ortada
bulunan bir azot atomu ile kararli bir serbest radikaldir ve hidrojen atomlar1 verebilen

bilesiklerle reaksiyona girebilmektedir (Kurniawan, 2011).



O,N

O,N

Sekil 2.2. DPPH 1n agik yapisi.
DPPH yontemi, bitkilerin antioksidan aktivitesini test etmek i¢in en sik Kullanilan
yontemlerden biridir. DPPH yonteminin prensibi, DPPH radikallerinin renk
yogunlugunun mordan sartya donmesine neden olan radikal bilesiklerden serbest
elektronlarin yakalanmasidir (Wijayanti, 2016). Bu yontem, belirli antioksidan trleri
icin spesifik degildir, ancak analiz edilen numunedeki genel antioksidan aktiviteyi

test etmek i¢in kullanilabilmektedir (Marsetya, 2009).

Bir bilesik, DPPH’in kararli hale getirmek igin elektronlarin1 bagislayabiliyorsa,
antioksidan aktiviteye sahip oldugu soylenebilmektedir. Bu olay, DPPH renginin
yogunlugunun mordan sariya diismesine neden olmaktadir. Bu renk degisimi,
DPPH’nin bir serbest radikal olarak azaldigini ve hatta Kkayboldugunu
gostermektedir. Gorlnur spektrofotometre ile yapilan 6l¢iimde okunan absorbans
degeri mor kalan DPPH degeridir. Bu nedenle, DPPH absorbansindaki azalmanin
orani hesaplanarak radikal yakalamanin antioksidan aktivitesi belirlenebilmektedir.
Test bilesigindeki antioksidanlar ne kadar gucliyse, o kadar fazla DPPH’nin renginin

acilmasimna neden olabilmektedir (Molyneux, 2003).

Eslesmemis elektronlarmimn varligi nedeniyle DPPH, 517 nm’de gii¢li absorpsiyon
saglamaktadir. Elektronlar serbest radikal yakalayicilarin varhigi ile eslendiginde,
alinan elektron sayisina gore absorbans stokiyometrik olarak azalmaktadir (Dehpour
ve ark, 2009). Bu reaksiyona bagli olarak absorbanstaki degisiklik, baz1 molekullerin
serbest radikalleri yakalama yetenegini test etmek i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir (Sekil 2.3) (Kurniawan, 2011). DPPH yontemi, belirli bilesiklerin
veya bitki ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini test etmek icin kolay, hizli ve

hassas bir yontemdir (Koleva ve ark, 2002).
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N—N NO, —» N—IP\} NO, + A

DPPH: DPPH-H

Sekil 2.3. DPPH'in antioksidan bilesikler tarafindan indirilgemesi.
Bir bilesigin antioksidan aktivitesini gosteren parametre, etkin konsantrasyonun
(ECs0) degeri veya inhibisyon konsantrasyonunun (ICso) degeridir, yani DPPH'nin
%50'sinin radikal karakterini kaybetmesine veya %50 inhibisyon saglayan bir
antioksidan maddenin konsantrasyonudur (Molyneux, 2003)

ICso degeri ne kadar kiigiikse, serbest radikal aktivitesinin inhibitdr konsantrasyonu
ICso 0 kadar yuksek olmaktadir. ICso degeri ne kadar kiigiikse, antioksidan aktivite o
kadar yiksek olmaktadir. Spesifik olarak Tablo 2.1°de de gosterildigi gibi ICso degeri
50 ppm'den daha kii¢iik (ICso< 50 ppm) ise bir bilesigin ¢ok gii¢lii bir antioksidan
oldugunu ifade ederken 1Csg degeri 50 ppm<ICs0<100 ppm ise gucli, 1Cso degeri 100
ppmM<ICs0<150 ppm ise orta, 1Cso degeri 150 ppm<ICs0<200 ppm ise zayif ve ICso
degeri 200 ppm’den daha biyik ise ¢ok zayif olmaktadir (Tablo 2.1.) (Abdullah ve
ark, 2014).

Tablo 2.1. DPPH ydntemine gore antioksidan gli¢ seviyesi.

Yogunluk  Cok gucli Gugla Orta Zayif

1Cs0 < 50 pg/mL 50-100 pg/mL  101-150 pg/mL >150 pg/mL

Bu c¢alismada DPPH yontemi, basit, kolay, hizli, hassas ve az miktarda numune
gerektirmesi nedeniyle segilmistir, ancak bu testte gereken seyreltici miktart oldukca
fazladir. Kullanilan solvent metanoldiir ¢linkii DPPH kristallerini ¢ozebilir ve ayrica
icindeki polar olmayan bilesenleri ¢6zebilecek 6zelliklere sahiptir (Imrawati ve ark,
2016).
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2.4. Fenolik Bilesikler Hakkinda Genel Bilgi

Fenolik bilesikler, bir veya daha fazla hidroksil (-OH) bulunduran aromatik
bilesiklerden olusan organik maddelerdir. Fenoliklerin ana bileseni fenoldlr ancak
fenolik bilesiklerin ¢ogu polifenollerdir. Fenolik bilesiklerin kaynaklar1 hayvansal
kaynaklarda cok az, bitkisel kaynaklarda ise ¢ok fazladir ve bilinen 8000 bitki
polifenolik bilesik arasinda en biiyiik grup flavonoidlerdir (Mariyah, 2020).

Fenolik bilesikler, kullanim1 giivenli bir dogal antioksidan kaynagi olarak bitkilerden
elde edilen biyoaktif bilesiklerdir. Bu nedenle arastirmacilarin dikkati, giinliik insan
tiketimi icin kullanilabilecek antioksidan aktiviteye sahip bitkilerin belirlenmesine
odaklanmustir (Ebrahimzadeh ve ark, 2007).

Janeiro ve Brett'e gore, fenolik bilesiklerin antioksidanlar olarak mekanizmasi, fenol
gruplarinin elektron transferi yoluyla hidrojen atomlarini vererek serbest radikallerle
eslesme yetenegidir. Bu siire¢ fenolleri fenoksil radikallerine doniistiirmektedir. Bu
fenoksil radikali, bir rezonans stireci yoluyla kendisini stabilize edebilir, boylece bir
radikal olusumunun zincirleme reaksiyonun olusmasi Onlenmektedir (Janeiro ve
Brett, 2004). Bir numunedeki toplam fenolik icerik, Folin-Ciocalteu yontemiyle

kolorimetrik olarak 6lctlebilmektedir.

2.4.1. Folin-Ciocalteu yontemi

Bir numunedeki toplam fenolik icerik, Folin-Cioacalteu yontemiyle kolorimetrik
olarak olgiilebilir ve esdeger gallik asit kiitlesi ile ifade edilebilmektedir (Kate,
2014). Folin-Ciocalteu reaktifi, fosfomolibdik asit ve heteropolifosfotungstik asitten

olusan karmasik bir ¢6zeltidir (Nurhayati ve ark, 2012).

Bu yontemin temel prensibi fenolik-hidroksil gruplarmin oksidasyonudur. Folin-
Ciocalteu reaktifi fenolikleri oksitler ve heteropoli asitleri bir molibden-tungsten
(Mo-W) kompleksine indirger (Ikram, 2017). Reaksiyon sirasinda, fenolik-hidroksil
grubu, Folin-Ciocalteu reaktifi ile reaksiyona girince mavi bir fosfotungstat-
fosfomolibdat kompleksi olusturur (Blainski ve ark, 2013). Test c¢ozeltisindeki
fenolik bilesiklerin konsantrasyonu ne kadar yiiksekse, reaksiyon sonucu olusan

mavi renk o kadar konsantre olacaktir.

Folin-Ciocalteu yontemi basit, hassas ve kapsamli bir yontemdir. Bu yontem alkali

bir ortamda gergeklesir, boylece Folin-Ciocalteu reaktifi ile fenolik igerigin
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belirlenmesinde alkali bir atmosfer olusturmayr amaglayan sodyum karbonat
kullanilmaktadir (Kate, 2014).

Sekil 2.4°de agik yapisi verilen gallik asit, 3,4,5-trihidroksibenzoik asit, bir flavonoid
olmayan fenolik bir bilesiktir (Lopez ve ark, 2003). Gallik asit, basit ve stabil bir
fenolik asit olan hidroksibenzoik asidin bir tirevi oldugu i¢in 6lgiim standardi olarak
kullanilmaktadir (Septiani ve ark, 2018). Bitkilerin toplam fenolik igerigine esdeger
olarak toplam fenolik icerigin belirlenmesi ile ilgili bircok ¢alismada siklikla
kullanilmaktadir (Kate, 2014).

HO OH

OH
Sekil 2.4. Gallik asit yapisi.
2.5. Flavonoidler Hakkinda Genel Bilgi

Acik yapis1 Sekil 2.5 de verilen flavonoidler, dogada bulunan en biiyiikk fenolik
bilesik grubudur. Bitkilerde kirmizi, mor, mavi ve bazen de sar1 renkten sorumlu olan
bilesiklerdir. Flavonoidler, iki benzen halkasnm (C6) bir C6-C3-C6 diizenlemesi
olusturmak tizere bir propan zincirine (C3) baglandig1 15 karbon atomundan olusan
bir karbon iskeletine sahiptir (Lenny, 2006). Yamagata (2018) tarafindan yapilan
caligmada flavonoidlerin genel yapisi, karbon yapisi C6-C3-C6 olarak kisaltilan iki
fenil halkas1 (A ve B) ve bir heterosiklik halka (C) icermektedir.

Sekil 2.5. Flavonoidlerin genel yapist.
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Flavonoidler polar bilesikler olduklarindan genellikle etanol, metanol, bitanol,
aseton, etil asetat, dimetilstlfoksit, dimetilformamid ve su gibi polar ¢oziictilerde
oldukca iyi ¢ozllmektedir. Flavonoidlere bagli sekerin varligi, flavonoidlerin suda
daha ¢oziiniir olmasima neden olmaktadir (Widiyanto, 2007).

Flavonoidler, tiim yesil bitkilerde, hatta daha yiiksek bitki tlrlerinin her tirtiinde olup,
yaprak, kok, odun, aga¢ kabugu, polen, nektar, cicek, meyve ve tohumlar dahil
olmak (izere bitkilerin tim kisimlarinda bulunmaktadir (Rasidah ve ark, 2019).

Flavonoidler viriis, bakteri ve mantarlarin biliyiimesini engellemek igin etkili
Ozelliklere sahiptir. Genel olarak antioksidan 6zellige sahiptirler ve bircogu ilaglar
icin ham maddelerin bileseni olarak kullanilirlar. Flavonoid bilesikleri ve tiirevleri,
cesitli hastaliklar i¢in antibakteriyel ve bitkiler i¢in antiviris olmak Gzere iki spesifik
fizyolojik  fonksiyona sahiptir (Anggraeni, 2016). Yapilan bir c¢alismada
flavonoidlerin bakteri hiicre duvarlarmin gegirgenligine zarar verebildigi ve bakteri

hareketliligini engelleyebildigi rapor edilmistir (Sutriana ve ark, 2022).

Bitkisel orneklerdeki flavonoid icerigi cesitli yontemlerle belirlenebilmektedir.
Kullanilabilecek  yontemlerden  biri, kolorimetri ilkesine dayanan UV
spektrofotometresidir. Hesaplama, absorbans ve analit icerigi arasinda diiz bir iligki

goOsteren Lambert-Beer yasasina dayanmaktadir (Neldawati ve ark, 2013).

Flavonoid iceriklerinin analizi, numunede bulunan toplam flavonoidlerin bir
Olcimaddr. S. japonica var. fortunei bitkisinin flavonoid igeriginin analizi,
aliminyum  kloriir ~ (AICI3)  kullanilarak ~ UV-Vis  spektrofotometresi ile
gerceklestirilmistir. Bu yontemde kullanilan Kuersetin standartinin agik yapist Sekil
2.6”de gosterilmistir. Kuersetini, antioksidan potansiyele sahip bir flavonol sinifindan
olup meyve ve sebzelerde bulunan flavonoiddir (Marsetya, 2009). Kuersetini,
biyolojik olarak cok gucli, cok yuksek antioksidan aktiviteye sahip ve flavonoidlerin
dizeylerinin belirlenmesinde genellikle standart olarak kullanilmaktadir (Neldawati
ve ark, 2013).
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Sekil 2.6. Kuersetinin acik yapisi.

2.6. Antibakteriyel Testler Hakkinda Genel Bilgi

Antibakteriyel aktivite testi, ekstrakttaki bir antibakteriyel bilesik tarafindan
bakteriyel buylmenin inhibisyonuna verilen tepkinin bir gostergesidir. Bu test ayni
zamanda bakterilerin antibakteriyel maddelere duyarlilik diizeyini de belirleyebilir ve
bir bilesigin potansiyelinin veya konsantrasyonunun mikroorganizmalar Uzerinde ne
kadar etkili olabilecegini olgen bir tekniktir. Antibakteriyel aktivite testinde
antimikrobiyal madde varhiginda, bakteriler 37 °C’de 18-24 saat inkiibe edilerek
bakteri tremesi gozlenmektedir (Ginting, 2018). Diflizyon yontemi ve seyreltme
yontemi dahil olmak Uzere antimikrobiyal test yapmak i¢in ¢esitli yontemler vardir.
Diflizyon yénteminin disk diflizyon, E-testi, hendek plakasi, fincan tabag: ve degrade
plaka olmak (zere bes farkli teknigi bulunmaktadir. Bu tez kapsaminda
antibakteriyel aktivitenin arastirilmasinda disk diflizyon teknigi kullanilmistir
(Budianto ve ark, 2015).

2.6.1. Disk diflzyon yontemi

Bu yontem antibakteriyel duyarlilik testlerinde en yaygin kullanilan yontemdir. Bu
testte patojen bakteri ile asilanmig agar ortamma disk yerlestirilmektedir.
Antimikrobiyal bilesik, diskin etrafinda bir konsantrasyon gradyani olusturarak
ortama yayilmaktadir. Bakterilerin gelismesi, bilesik konsantrasyonu ile diskten bir
mesafe olusturarak inhibe edilmektedir. Bakteri Uremesinin inhibisyonu, agar
besiyerinde dairesel bolgeler olarak goriinmektedir. Olusan inhibisyon bdlgesinin
capi, kullanilan bakterilerinin antibakteriyel bilesige duyarliligi ile orantilidir

(Wardhani, 2015).
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2.7. Antibakteriyel Testlerde Kullamlan Bakteriler

Bakteriler, Gram boyamaya verdikleri tepkiye gére Gram pozitif ve Gram negatif
gruplara ayrilmaktadir. Gram pozitif ve Gram negatif arasindaki fark, hicre
duvarindaki farkla gosterilmektedir. Gram pozitif bakterilerin hiicre duvari
cogunlukla ¢ok sayida peptidoglikan tabakasindan olusmaktadir. Gram pozitif
bakteriler, Gram boyama islemi sirasinda metil mor boyay1 tutan bakterilerdir. Bu
bakteri tiirii mikroskop altinda mavi veya mor goriinurken, gram-negatif bakteriler
pembe goriinmektedir. Iki bakteri tiirli arasindaki smiflandirma farki, esas olarak

bakteri hiicre duvarmnin yapisindaki farkliliklara dayanmaktadir (Lestari, 2012).

2.7.1. Escherichia coli

Enterobacteriaceae ailesinden Escherichia coli bakterilerin ¢ekirdegi yoktur. E. coli,
belirli substratlar1 yakalamak i¢in ince filamentler olan pili ve yiizmek igin ince ve
daha uzun filamentler olan flagella adli dis organellere sahiptir. E. coli bakterilerinin
Uremesi aerobik veya fakiiltatif anaerobiktir, optimum biyime 37 °C'de

gerceklesmektedir (Hendrayati, 2012).

Escherichia coli, idrar yolu enfeksiyonlarina, menenjite ve septisemiye neden
olabilen ortak, bagirsak ve bagirsak dis1 bir patojendir. E. coli bakterilerinin ¢ogu,
hayvanlarm ve insanlarin sindirim sisteminde bulunur ve normal floradir, ancak

bazilar1 insanlarda ishale neden olabilen patojeniktir (Bakri ve ark, 2015).

2.7.2. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa, yaklasik 0,6 x 2 um boyutlarinda, diiz veya kavisli gubuklar seklinde
Gram negatif bir bakteridir. Bu bakteriler tek, ¢ift, bazen kisa zincirler halinde

bulunabilen, sporsuz, kilifsiz ve monotrik kame¢ili olduklar1 i¢in siirekli hareket

halindedir.

P. aeruginosa firsatg1 bir patojendir, yani bir enfeksiyon baglatmak i¢in konagin
savunma mekanizmalarindaki kusurlardan yararlanmaktadir. Bu bakteri ozellikle
ciddi yaniklar1 olan hastalarda, bagisiklik sistemi azalmis kanser ve AIDS
hastalarinda idrar yolu enfeksiyonlari, solunum yolu enfeksiyonlari, dermatit,
yumusak doku enfeksiyonlari, bakteriyemi, kemik ve eklem enfeksiyonlari,
gastrointestinal enfeksiyonlar ve cesitli sistemik enfeksiyonlara neden olmaktadir. P.

aeruginosa enfeksiyonu, hastanede yatan kanser, kistik fibroz ve yanik hastalarinda
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ciddi bir sorundur. Bu hastalarda vaka 0liim oran1 %50°dir. Bu bakteri, yogun bakim

tinitelerindeki hastalarda yaygin bir sepsis nedenidir (Mayasari, 2005).

2.7.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes Gram-pozitif bir bakteridir, genellikle su iiriinlerine bulasan
basil seklinde sporlar olusturmamaktadir. L. monocytogenes icin taksonomik
belirteclerden biri, sitoplazmik zardaki amfifilik bir polimer olan lipoteikoik asitteki
hidrofilik ve hidrofobik yapilarin oranidir (Lestari ve ark, 2019).

Son on yilda, L. monocytogenes, gida endiistrisi tizerinde ¢ok gucli bir etkiye sahip
olan, gida zehirlenmelerine neden olan patojenik bir bakteridir. L. monocytogenes
iceren gidalarin tiiketilmesi nedeniyle bir¢ok zehirlenme vakasi ve salgin vakasi
bildirilmesi, bu bakterinin saglik i¢in ciddi bir tehdit olusturan gida zehirlenmelerine
neden olma potansiyeline sahip oldugunu kanitlamaktadir. L. monocytogenes’in gida
zehirlenmesine neden olma potansiyeli, soguk depolama sicakliklarinda (sogutma)
biiyiime ve hatta donmus depolama sicakliklarinda hayatta kalma kabiliyetiyle de
desteklenmektedir (Kusumawati, 2000).

2.7.4. Bacillus cereus

Bu bakteri toprak ve suda cubuk seklinde bulunmaktadir. Bacillus 10-50 °C
sicakliklarda biyuyebilir, 1siya dayanikli endosporlar olusturabilir ve ilging
fizyolojik 6zelliklere sahiptir ciinki her tiirin protein, nisasta, seliiloz gibi organik
bilesikleri pargalayabilme dahil olmak (zere farkli yetenekleri vardir (Sari ve ark,
2015).

Bacillus cereus toprakta, besinlerde, bocek larvalarmmda, hemen hemen tim
ylzeylerde ve insan derisinde bulunan, spor olusturan ve her yerde bulunan bir
bakteridir. B. cereus gida zehirlenmesinin yani sira lokal ve sistemik enfeksiyonlara
neden olmaktadir. Tanimlanan baslica durumlar septisemi, endoftalmi, pnémoni,
endokardit, menenjit ve ensefalittir. Ozellikle yeni doganlar gibi bagisikli:
baskilanmig bireylerde goriilir ve vakalarin yaklasik %10’unda hasta Olimiyle
sonuglanmaktadir. Ek olarak, sarbona benzer ve saglkli kisileri etkileyen birkag

fulminan enfeksiyon vakasi da bildirilmistir (Glasset ve ark, 2018).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanilan Ara¢ Gereg¢ ve Kimyasal Maddeler

Ekstraksiyon islemleri i¢in IKA KS 4000 ¢alkalamali inkiibator kullanilmistir. UV-
Vis spektrofotometre ile Olglimleri Agilent Model 8453 Diode Array
Spektrofotometre kullanilarak, FTIR spektrumlar1 Perkinelmer Spectrum Two cihazi
ile, LCMS analizleri ise Shimadzu marka LCMS-9030 model cihazda Q-TOF
analizor kullanilarak alinmustir. Céziiciilerin uzaklastirilmasinda RUCHI switzerland
v-850 marka evaporator kullanilmistir. Numuneler Liebherr, medline marka
buzdolabinda muhafaza edildi. Ayrica terazi (Precisa gr-200), karistrict (Vortex 2
Genie ve Shaker QI- 861), blendir (Fakir), santriftij (Rotina 420- Hettich, Germani),
otomatik pipet (100-1000 pL smart, 50-200 pL Isolab) ve etiiv (termal) deneysel

calismalarda kullanilmastir.

Kullanilan kimyasallardan metanol, etanol, sodyum karbonat, gallik asit, aliminyum
Klorir, sodyum nitrit, sodyum hidroksit ve Folin-Ciocalteu reaktifi Merck
firmasindan, 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH) ise Sigma-Aldrich‘ten (St. Louis,
ABD) satin alimustir.

3.1.1. Deneysel calismalarda kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi
-1000 ppm’lik gallik asit ¢ozeltisi: 100 mg gallik asit 100 mL’lik balon jojeye
alinarak saf su ile hacme tamamlanmustir.

-%10’luk Na2,COs ¢ozeltisi: 10 g Na2COs 100 mL’lik balon jojeye alinarak saf su ile

hacme tamamlanmustir.

-% 10’luk AICl3 ¢Ozeltisi: 2,5 g Aliminyum kloriir 25 mL’lik balon jojeye alinarak

saf su ile hacme tamamlanmustir.

-%5’lik NaNO: ¢ozeltisi: 1,25g NaNO: 25 mL’lik balon jojeye alinarak saf su ile

hacme tamamlanmustir.

-20 ppm’lik DPPH ¢0zeltisi: 2 mg DPPH tartilarak 100 mL metanol ile ¢0zulmiistiir.
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3.1.2. S. japonica var. fortunei’nin deneysel cahsmalar icin hazirlanmasi

Bu c¢alismada kullanilan S. japonica var. fortunei Agustos 2021°’de Sakarya
Universitesi Miihendislik Fakiltesi arka bahgesinden toplanmustir (Sekil 3.1).
Bitkiler toplandiktan sonra ¢igekleri ve yapraklari ayrilarak oda sicakliginda bir hafta
boyunca kurutuldu. Kuru ¢igek ve yapraklar1 bir Waring karistiricida 6giitiildiikten

sonra ince bir toz elde etmek igin elendi (18 mesh).

Sekil 3.1. S. japonica var. fortunei bitkisinin ¢i¢cek ve yaprak kisimlarinin toz haline
getirilme asamalari.

3.2. Deneysel Cahismalar
3.2.1. S. japonica var. fortunei’nin ekstraksiyonu

Spiraea japonica var. fortunei’nin yaprak ve ciceklerinin tozu, metanol ve etanol
goziculeri kullanilarak maserasyon yontemiyle ekstrakte edildi. Bu yodntem,
numunede antioksidan gorevi goren bilesiklerde ve vitaminlerde meydana gelen
degisikliklerin onlenebilmesi igin 1sitma kullanmadigi i¢in secilmistir. Maserasyon

islemi, dogal bilesiklerin izolasyonu i¢in ¢ok faydalidir (Marsetya, 2009).

S. japonica var. fortunei yaprak ve cicek tozu 0,25 g alinarak 10 mL %80’lik
ekstraksiyon ¢oziiciisiine (metanol ve etanol) ilave edildi ve 24 s oda sicakliginda
calkalamali inkiibatérde 120 rpm’de g¢alkalandi. Daha sonra ¢ozelti 9000 rpm’de 10
dk santrifujlendi ve supernatant kismi alinarak filtre edildi. Diger analizler (toplam
feolik madde miktari, flavonoid miktar1 ve antioksidan aktvite) icin ependorf
tiplerine almman ekstraktlar -22 °C'de saklandi. FTIR ve antibakteriyel analizleri igin

ise baz1 ekstraktlarin evaporator kullanilarak ¢oziiciileri uzaklastirildi.
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Ekstraksiyon verimi Denklem 3.1 kullanilarak hesaplandi.

Ekstraksyon verimi (%) = % *100 (3.2)

Burada, W;, buharlastirdiktan sonra ekstraktin agirligr ve W,, kurutulmus numune

miktaridir.

3.2.2. Toplam fenol igeriginin belirlenmesi

S. japonica var. fortunei yaprak ve ¢igek ekstraktlarinin toplam fenolik igeriklerinin
belirlenmesi fenolik bilesikler igin spesifik bir reaktif olan Folin Ciocalteau yontemi
modifiye edilerek kullanilmigtir (Yamin, 2021). Bunun igin 75 pL ¢6zicli (%80
metanol veya etanol), 25 uL ekstrakt, 200 pL Folin-Ciaocalteu reaktifi ve 2 mL
distile su ilave edilerek karistirildi. Ug dk sonra 1 mL Na,COj3 soltisyonu (%20 w/v)
eklendi ve karisim karanlik bir ortamda 1 s bekletildi. Reaksiyon tamamlandiktan
sonra numunelerin absorbanst 765 nm dalga boyunda bir UV-Vis spektrofotmetre
kullanilarak Olculdi. Analizler biitiin denemelerde {i¢ parelel olacak sekilde

caligilmustir.

Bu ¢aligmada kullanilan standart gallik asit bitkilerde yaygin olarak bulunan dogal
bir hidroksibenzoik asittir (Marsetya, 2009). Gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik
asit), fenolik bilesikler igin tavsiye edilen bir standarttir (Prior ve ark, 2005). Standart
olarak kullanilan gallik asit ¢6zeltisinden farkli konsantrasyonlar (100, 200, 300, 400
ppm) hazirlandi, her ¢ozeltiden 100 uL alindi, 200 pL Folin Ciocaltaeu reaktifi, 2
mL saf su eklendi 3 dk bekledikten sonra 1 mL NaCOs ¢ozeltisi eklendi, deney
tiipleri karigtirilarak 1 saat karanlik ortamda, oda sicaklifinda bekletildi ve UV
spektrofotometrede 765 nm dalga boyunda absorbansi okundu. Absorbans degerleri
y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde gosterilerek bir standart
calisma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart dogru denklemi y=0,0023x olarak
tespit edildi. Standart grafige gore tiim bitki ekstraktlarindaki toplam fenolik madde
mg gallik asit esdegeri GAE/ g kuru madde olarak asagidaki Denklem 3.2

kullanilarak hesaplanda.

CxVxfp

Toplam Fenolik (mgGAE/g km) = (3.2)
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Burada C, mg/mL cinsinden doniistlrilmis fenolik konsantrasyon, V, mL cinsinden

numune hacmi, fp seyreltme faktori ve g, gram cinsinden numune agirlhigidir.

3.2.3. Toplam flavonoid i¢eriginin belirlenmesi

Toplam flavonoid miktarinin belirlenmesinde aliminyum klorur yontemi modifiye
edilerek belirlendi (Azizah ve ark, 2014). Bunun igin S. japonica var. fortunei’nin
cicek ve yaprak ekstraktlarindan 100 pL alindi ve 300 pL distile su ile 30 uL NaNO>
(%5, w/v) karistirilarak oda sicakliginda 5 dk bekletildi. Siire tamamlandiktan sonra
karigima 30 uL AICIlz (%10, w/v) ilave edilerek 5 dakika sonra 200 uL NaOH (1
mM) eklendi. Hacim distile su ile 1 mL’ye tamamlanarak vortekslendi. Flavonoidler
tarafindan olusturulan turuncu-sar1 rengin yogunlugu, bir UV-Vis spektrofotometre
ile 510 nm dalga boyunda okundu. Tiim 6rnekleri {i¢ paralel olacak sekilde analiz
edildi.

Toplam flavonoid madde analizinde standart olarak kullanilan kuarsetinin farkl
konsantrasyonlarda (800, 600, 400, 200, 100, 60, 40, 10 ppm) g¢ozeltileri hazirlandi
ve 510 nm dalga boyunda UV-Vis spektrofotometresi ile 6l¢iildi. Toplam flavonoid
madde igerigi mg kuersetin esdegeri (QE)/gram kuru madde olarak ifade edilmistir.
Absorbans degerleri y-ekseninde ve konsantrasyon degerleri ise x-ekseninde
gosterilerek bir standart ¢alisma grafigi hazirlandi. Elde edilen standart dogru
denklemi y=0,0003x olarak tespit edildi. Standart grafige gore tim bitki
ekstraktlarindaki toplam flavonoid mg kuersetin esdegeri (QE)/gram kuru madde

olarak Denklem 3.3 kullanilarak hesapland:.

CxVxfp

Toplam Flavonoid (mg QE/g km)= (3.3)

Burada C, mg/mL cinsinden doniistiiriilmiis flavonoidlerin konsantrasyonu, V, mL
cinsinden numune hacim, fp seyreltme faktdri ve g, gram cinsinden numune

agirhgdir.

3.2.4. DPPH yontemi ile antioksidan aktivite tayini

S. japonica var. fortunei ekstraktlarinin serbest radikal giderim aktiviteleri DPPH
serbest radikali kullanilarak belirlendi  (Isnaeni, 2020). Deney tiipiine c¢esitli
miktarlarda (2,5, 5, 10, 50, ve 100 pL) ekstrakt alinarak %70 metanol (h/h) ile 200
puLl’ye tamamlandi. 3 mL DPPH ¢ozeltisini ilave edilerek oda sicakliginda karanlik
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ortamda 30 dk inkiibasyondan sonra 517 nm’de absorbanslar1 6l¢iilmiistiir. Kontrol
numunesi, numune yerine 200 pL %70 metanol olacak sekilde hazirlandi. Kontrole
gOre absorbanstaki azalma 517 nm’de izlendi. Serbest radikal giderim aktivitesi
Denklem 3.4 kullanilarak hesaplandi ve sonuglar %DPPH stipiirme aktivitesi olarak

verildi.
DPPH radikal siipirme aktivitesi (%) = <22 * 100 (3.4)
C

Ac, kontroliin absorbansiyken, Ag numunenin absorbansidir.

Her numune konsantrasyonunu 1Cso degeri, 6l¢cim replikasyon serilerinden x ekseni
olarak ifade edilen antioksidan fraksiyonun konsantrasyonu ile y ekseni olarak ifade
edilen % inhibisyon arasindaki iliskiyi belirten dogrusal regresyon denkleminin
formiili kullanilarak hesaplanmistir (Purwanto ve ark, 2017). Tum analizler g

paralel olacak sekilde yapilmistir.
3.2.5. Kuru madde tayini

Kuru madde tayininde S. japonica var. fortunei bitkisinin cicek ve yapraklari etiivde
106 °C sicaklikta 24 saat boyunca kurutulmaya birakildi. Tartimlar 4., 8. ve 24.
saatlerde alind1 ve asagidaki Denklem 3.5 kullanilarak kuru madde ve nem derecesi

belirlendi.

a
Kuru madde miktar1 (%)= b x100 (3.5

Burada a kuru 6rnek agirligi (g) iken, b 6rnek miktar1 (g)’dur.
3.2.6. S. japonica var. fortunei bitkisinin ve ekstraktlarimin UV spektrumlari

Farkl ¢oziiciilerle (%80 etanol, %80 metanol) elde edilen S. japonica var. fortunei
yaprak ve cicek ekstraktlar1t UV-Vis tarama analizine tabi tutuldu. Ekstraktlar 30 kez
seyreltilerek UV-Vis spektrofotometrede 200-600 nm dalga boylar1 arasinda

absorbanslar1 6lculd.
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3.2.7. S. japonica var. fortunei bitkisinin ve ekstraktlarimin FTIR spektrumlari

S. Japonica var. fortunei bitkisinin yaprak ve ¢i¢ceginin 6giitiilmiis tozu ile bitkinin
yaprak ve ¢icek kisimlarindan elde edilen kurutulmus ekstraktlar 4000-400 cm™
araliginda taranarak yapilarindaki fonksyonel gruplara ait spesifik pikler belirlendi.

3.2.8. S. japonica var. fortunei ekstraktlarnmmn LCMS kromotogramlar

S. japonica var. fortunei bitkisinin cicek ve yaprak etanol ekstraktlarindan 200 pL
alinarak 3 mL %80’lik etanol igerisinde seyreltilmistir. Kullanilan mobil faz
asetonitril ve 30 mM formik asitten olusurken akis hiz1 0,5 mL/dk ve analiz siiresi 35
dk’dir. Kolon sicakligi 25 °C’de sabit tutulmustur. Kolon olarak CN kolon (3 pum, 15
cm, 4 mm) kullanilmistir ve numune miktar1 10 pL’dir. Mobil faz olarak gradyan
modunda asetonitril ve 30 mM formik asit ¢Ozeltisi kullanildi. Dogrusal gradyan
profili: 0-8 dk %5 asetonitril, 8-13 dk %15 asetonitril, 13-18 dk %30 asetonitril, 18-
20 dk %35 asetonitril, 20-24 dk %60 asetonitril, 24-27 dk %80 asetonitril, 27-30 dk
%90 asetonitril, 30-32 dk %95 asetonitril, 32-35 dk %5 asetonitril’dir (Gorgu¢ ve
ark, 2020). Kitle spektrumlar1 pozitif ve negatif iyonizasyon modlarinda
elektrosprey iyonizasyon yontemi ve Q-TOF analizérii kullanilarak alinmustir.
Arayiizey voltaji 3,0 kV, sicakligi 300 °C’dir. Nebilizor gaz (helyum) akis1 3,0
L/dk’dur.

3.2.9. Antibakteriyel aktivite tayini

Spiraea japonica var. fortunei ¢icek ve yaprak metanol ve etanol ekstraktlarinin
antibakteriyel  aktivitesinin  test edilmesi, disk difizyon yontemi ile
gerceklestirilmistir. Analizde c¢ozillerinden evaparotdrde uzaklastirilmig ekstraktlar
kullamlmistir.  Bu c¢alismada Bacillus cereus, Escherichia coli 0157:H7,
Pseudomonas aeruginosa ve Listeria monocytogenes bakteri suslar1 kullanilmustr.
Bakteri suslar1 10 mL’lik triptik soya kiiltiiriine asilanarak 37 °C sicaklikta 24 saat
inkiibe edilmistir. S. japonica var. fortunei etanol ve metanol ekstraktlar1 3 mL saf su
ile cozlldikten sonra, seliloz membran filtre (22um) ile filtre edilerek eppendrof
tiiplerine aktarilmistir. Steril edilerek 45-50 °C’ye kadar sogutulan Miiller Hinton
Agar, steril Petri kutularma 15 mL aktarilip besiyerinin homojen bir sekilde
dagilmasi saglanarak 4 °C’de buzdolabinda 1,5-2 saat bekletilmistir. Triptik soya
klltiiriinden bakterilerden 50 pL almarak Miiller Hinton Agara asilanip 30 dk

bekletilmistir. Steril bos diskler (6 mm ¢ap) asilanan agara belirli araliklarla
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dizildikten sonra hazirlanan bitki ekstraktlarindan 20 pL alinarak steril disklerin
tizerine eklenmistir. Petriler 37 °C sicaklikta 24 saat inkiibe edilmistir. Butlin testler
dort parelel olacak sekilde yapilmistir. Slre sonunda besiyeri iizerinde olusan

inhibisyon zonlart mm olarak degerlendirilmistir.
3.2.10. Istatistiksel analiz

Sonuglar, SPSS (stirim 11.5, SPSS Inc., ABD) kullanilarak ANOVA ile istatistiksel
olarak analiz edilmistir. Ekstreler arasindaki farklar1 belirlemek igin, 0.05 anlamlilik

diizeyine sahip Duncan ¢oklu aralik testi kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Ekstraksiyon Verimi ve Kuru Madde Sonuglari

Ekstraksiyon verimi, bitkiden belirli bilesenleri elde etmek icin ¢Ozici ve
ekstraksiyon yonteminin etkinliginin bir 6l¢iisiidiir. Kuru maddesi sirasiyla %76,44
ve %73,37 olan S. japonica var. fortunei’nin kurutulmus ¢igekleri ve yapraklari,
farkli ¢oziiciilerin etkisini belirlemek i¢in hem etanol hem de metanol kullanilarak
ayr1 ayr1 ekstrakte edilmistir (Tablo 4.1). S. japonica var. fortunei yapraklarmnin
ekstraksiyon verimleri, her iki c¢oziicide de c¢iceklerinden oldukca yuksek
bulunmustur. En yiiksek bitki ekstrakt verimi metanol ile ekstrakte edilen S. japonica
var. fortunei yapraklarindan (%32,5), en diisik ise etanol ile ekstrakte edilen
ciceklerden (%13,0) elde edilmistir. Hidayati ve Khaerunisa (2018) tarafindan
yapilan bir ¢aligmada, ekstraksiyon sonuglarmin yiiksekligindeki farkin kullanilan
her c¢ozlcunin, ekstraksiyon isleminde ¢oziinen aktif bilesiklerin miktarmi
etkileyecek farkli bir polariteye sahip olmasindan kaynaklandigi belirtilmistir
(Hidayati ve Khaerunisa, 2018). Bu baglamda, ¢esitli arastirmacilar, ¢alismalarinda
farkli hammaddelerden farkli ekstraksiyon verimleri elde etmislerdir. Cozicl
seciminde diger bir temel, kullanim kolaylhigi, verimlilik, secicililik ve genis
uygulama alanidir (Wijayanti, 2016). Sembiring ve Suhirman (2014) tarafindan
yapilan c¢alismada Philanthus niruri L bitkisinin etanol ile ekstraksiyonunun
ekstraksiyon verimi %20,12-20,92 oldugu bildirilmistir (Sembiring ve Suhirman,
2014). Literatiirde bes farkl1 bitki tiirti (Zea mays ssaccrata Strurt, Piper nigrum L.,
Areca catechu L., Eleiodoxa conferta ve Luvunga sarmentosa (Blume) Kurz.) ile
yapilan ¢alismalarda ekstraksiyon ¢oziiciisii olarak etanol kullanildiginda verimin
%4,2 ile %23,55 arasinda degistigi belirtilmistir (Jannah ve ark, 2017 ; Hikmawanti
ve ark, 2016 ; Febriani ve ark, 2014 ; Surtina ve ark, 2019 ; Trinovita ve ark, 2020).
Diger bir ¢calismada Camellia sinensis Linn’in (yesil ¢ay, siyah cay, oolong cay ve
beyaz g¢ay) dondurarak kurutma yontemi (liyofilizasyon) kullanilarak
ekstraksiyonunun sonuglar1 sirasiyla %6,72, %14,80, %5,64 ve %2,24 olarak

bulunmustur (Lelita ve ark, 2013). Baska ¢alismada Clerodendrom squamatum Vabhl.
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yapragi etanol ekstrakti %6,6, etil asetat ekstrakti %5 ve n-heksan ekstrakti %2

verimleri sahiptir (Huliselan ve ark, 2015).

Tablo 4.1. Etanol ve metanol ile ekstrakte edilen S. japonica var. fortunei’nin farkli
kisimlarmin ekstraksiyon verimi ve kuru madde tayini.

Ekstraksiyon Verimi (%)

Bitki drnegi

Etanol ekstrakt Metanol ekstrakt Kuru Madde (%)
Cicek 13,00 17,12 76,44
Yaprak 25,88 32,52 73,37

4.2. Toplam Fenolik Madde Miktari

Folin Ciocalteu reaktifi kullanilarak yapilan toplam fenolik bilesik tayininde Gallik

asit ile elde edilen standart grafik Sekil 4.1°de gosterilmistir.

y=0.0023x
0.8 1 R2=10.9969

Absorbans

0 100 200 300 400 500

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.1. Gallik asit standart grafigi.

Kalibrasyon denklemi kullanilarak hesaplanan S. japonica var. fortunei bitkisinin
ekstraktlarmin toplam fenolik bilesik icerikleri Sekil 4.2°de gdsterilmistir. Toplam
fenolik icerikleri 11,08+0,13 ile 25,64+0,32 mg GAE/g kuru madde arasinda
degismekte olup, maksimum deger yapraklarn metanol ekstraktlarindan elde
edilmistir. Hem etanol hem de metanol ekstraktlarin toplam fenolik icerikleri yaprak
ekstraktlarda cicek ekstraktlardan daha yiksek degerler elde edildi. Cigek
ekstraktlarinda toplam fenolik madde miktar1 etanol ve metanol ekstraktlarinda
sirastyla 11,08+0,13 ve 19,33+1,24 mg GAE/g kuru madde olarak bulunmustur.
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S. japonica var. fortunei ¢icek metanol ve yaprak etanol ekstraktlarinin toplam
fenolik igerikleri birbirine yakin bulunmus ve sirasiyla 19,33+1,24 ve 18,13+1,61 mg
GAE/g kuru madde olarak bulunmustur (P >0,05). S. japonica var. fortunei gigek
etanoliinde ve yaprak metanoliinde toplam fenolik igeriklerinde Onemli bir artis
(P<0,05) saptanmis ve sirasiyla 11,08+0,13 ve 25,64+0,32 mg GAE/g kuru madde
olarak belirlenmistir.

30.00

C

2 a
20.00 -
15.00

b

10.00
5.00
0.00

Cicek Metanol Cicek Etanol Yaprak Metanol Yaprak Etanol

mg GAE/g kuru madde

Sekil 4.2. S. japonica var. fortunei’nin bitkisinin cicek-yaprak etanol ve metanol
ekstraktlarinin toplam fenolik madde miktarlari.

Ekstrakttaki toplam fenolik igerik, ekstraksiyonda kullanilan ¢6ziclnin polaritesine
baglidir. Fenolik bilesiklerin nispeten polar ¢oziiciilerdeki yiiksek ¢Oziiniirligii
sayesinde ekstraksiyon sirasinda polar ¢oziciilerin kullanilmas: fenolik icerik
acisindan daha konsantre ekstraktlar elde edilmesini saglamaktadir (Indra ve ark,
2019). S. japonica var. fortunei’nin etanol ekstraktlarinda, ekstraksiyon verimleri ile
baglantili olarak c¢iceklerde ve yapraklarda daha disik fenolik icerikle
sonuc¢lanmistir (Tablo 4.2). Bezmaternykh ve ark (2020) tarafindan yapilan
calismada, etanol ekstraksiyonu icin Spiraea media yaprak esktraktlarinda cicekler
ekstraktlarma gore toplam fenolik iceriklerinin daha yulksek oldugu belirtilmistir. Bu
calismaya benzer sekilde, Sirin ve ark (2019) tarafindan yapilan ¢alismada da
metanol ile Spiraea nipponica’nin yaprak ve ¢igek ekstraktlarindan toplam polifenol

icerigi sirastyla 5,45 ve 4,75 mg GAE/g kuru madde olarak rapor edilmistir.
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Tablo 4.2. S. japonica var. fortunei bitkisinin gigek-yaprak etanol ve metanol
ekstraktlarmin toplam fenolik madde miktarlari.

Toplam Fenolik Madde Miktar:

S. japonica var. fortunei (mg GAE/g kuru madde)

Etanol ekstrakt Metanol ekstrakt

Cicek 11,08+0,13 19,331,242

Yaprak 18,13+1,61° 25,64+0,32°

4.3. Toplam Flavonoid Madde Miktari

Spiraea japonica var. fortunei ekstraktlarinin toplam flavonoid madde tayinleri
kuersetin esdegeri olarak AICIz yontemi ile belirlendi. Kuersetin kullanilarak elde

edilen standart calisma egrisi Sekil 4.3’°de goriilmektedir.

0.30 1

y=0.0003x
R2=10.9936

0.25 4

0.20 4

0.15 4

Absorbans

0.10 4

0.05 4

0.00 T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000

Konsantrasyon (ppm)

Sekil 4.3. Kuersetin standart grafigi.
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S. japonica var. fortunei bitkisinin farkli ¢oziiciilerdeki ekstraktlarinin toplam
flavonoid madde igerikleri Sekil 4.4 ve Tablo 4.3’de gosterilmistir. Toplam flavonoid
icerikleri 16,98+3,07 ile 46,46+£2,96 mg QE/g kuru madde arasinda degismekte olup,
maksimum deger yapraklarin etanol ekstraktlarindan elde edilmistir. Yaprak
ekstraktlarinda etanol, gigek ekstraktlarinda de metanol ile daha yiiksek degerler elde
edilmistir. Bir bilesik, ayn1 polariteye sahip ¢oziiciilerde ¢oziilmektedir (Lestari T.
P., 2019).

Flavonoid ekstraksiyonu ile ilgili olarak, S. japonica var. fortunei gigek etanol ve
yaprak etanol ekstraktlarinda dikkate deger artiglar gozlenmistir (P<0,05). S.
japonica var. fortunei gicek etanol ve yaprak etanol ekstraktlarinin toplam flavonoid
icerikleri 16,98+3,07 ve 46,46+2,96 mg QE/g kuru madde olarak bulunmustur.

60.00 -

Lh

o

o

S
1

40.00 ~

30.00

1
8]

20.00

mg kuersetin/ g kuru madde

._.

o

o

S
1

0.00 -

Cicek Metanol Cicek Etanol Yaprak Metanol Yaprak Etanol
Sekil 4.4. S. japonica var. fortunei bitkisinin cicek-yaprak etanol ve metanol
ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlari.

Tablo 4.3. S. japonica var. fortunei bitkisinin cicek-yaprak etanol ve metanol
ekstraktlarinin toplam flavonoid madde miktarlari.

Toplam Flavonoid Madde Miktari

S. japonica var. fortunei (mg kuersetin/g kuru madde)

Etanol ekstrakt Metanol ekstrakt

Cicek 16,98+3,07° 22,68+2,63%

Yaprak 46,46+2,96° 28,35+3,54%
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Antioksidanlar olarak flavonoidler, hidroksil grubundan (-OH) hidrojen iyonlari
vererek serbest radikallerin toksik etkilerini dnleyebilen veya notralize edebilen bir
serbest elektron ciftine sahip olan hidroksil grubundaki oksijen atomundan
kaynaklanmaktadir. Bitkilerde flavonoid seviyeleri ne kadar yiiksekse, antioksidan
iceriginin 0 kadar yiiksek oldugu sonucuna varilabilmektedir. Mazandarani ve ark
(2012) tarafindan yapilan bir ¢alismada Nasturtium officinale bitkisinin cicek ve
yaprak ekstraktlarmin toplam fenolik igerigi ile bunlarin antioksidan aktivitesi

arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir.

Literatiirde yapilan ¢aligmalarda S. salicifolia’nin yapraklarinda flavonoid miktari
46,24-120 mg/g kuru madde arasinda degisirken, S. dahurica’nin 43,63 mg/g kuru
madde olarak rapor edilmistir (Kashchenko ve ark, 2018 ; Kashchenko ve ark,
2014). Baska bir ¢alismada S. media ve S. humilis gibi diger Spiraeas tirlerinde
yapraklarda ve ciceklerinde ylksek dizeyde (57 mg/g’ye kadar) katesinler gibi diger
polifenolik bilesikler oldugu tespit edilmistir (Serebryakova ve Vysochina, 2011).
Kashchenko ve ark (2018) yaptigi c¢alismada ise ekstraktlardaki flavonoid
konsantrasyonu 53,02 mg/g (S. flexuosa c¢icekleri) ve 120,07 mg/g (S. salicifolia
yapraklari), katesinler 16,65 mg/g (S. flexuosa yapraklar1) ve 142,02 mg/g (S.
salicifolia cigekleri), prosiyanidinler 4,47 mg/g (S. flexuosa yapraklari) ve 141,33
mg/g (S. salicifolia cicekleri) olarak bulunmustur (Kashchenko ve ark, 2018).

Kostikova ve Shaldaeva (2017) tarafindan yapilan ¢alismada alti1 adet Spiraea
turlerinde cicek salkimlarinda flavonol ve katesin igerigi daha ylksek bulunurken
tanen igeriginin yapraklarda daha yiksek oldugu belirtilmistir Uzak Dogu
Spiraea’larindaki (S. betulifolia and S. beauverdiana, S. humilis and S. salicifolia, S.
pubescens and S. media var. media) toplam flavonol igerigi ¢icek salkimlarinda
%3,9’a ve yapraklarda ise %2,5’¢ ulasabilmektedir. En yiiksek katesin igerigi S.
media var. media ciceklerinde (%5,7) bulunurken yapraklarda ¢cok daha diisiiktiir
(%1,5). S. salicifolia ve S. humilis’in ¢i¢ek salkimlarinda ve yapraklarinda %3.,4’¢
varan oldukga yiiksek bir katesin icerigi bulunmaktadir. Cogu tiirdeki tanen igerigi
yapraklarda c¢icek salkimma gore daha yiksektir ve %11,6’ya ulagsmaktadir. S.

salicifolia, S. ussuriensis ve S. humilis, ylksek tanen igerigi ile ayirt edilmektedir.

Yapilan bagka bir ¢aligmada katesin iceriginin S. media (75 mg/g) ve S. salicifolia
(59 mg/g) bitkilerinde yliksek oranda, ancak S. media bitkisinde ise (19 mg/g) diisiik

oranda oldugu bulunmustur (Kostikova ve ark, 2022).
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Olennikov ve Kashchenko (2017) tarafindan yapilan c¢alismada S. salicifolia’nin
ciceklerinde 42,40 mg/g, yapraklarinda 23,40 mg/g flavonoid igerdigi rapor
edilmigtir. S. salicifolia gigeklerin igerdigi flavonoidlerden bazilar1 kuersetin (11,70
mg/g), hiperosit (8,01 mg/g) ve isokuersitrin (7,43 mg/g) olarak bulunurken
yapraklarindaki benzer flavonoidler olan isokuersitrin (7,55 mg/g), 3-O-(6”-kafeoil)-
B-D-galaktopiranosit (5,53 mg/g) ve hiperosit (4,56 mg/g) daha diisiik olarak

bulunmustur.

4.4. DPPH Radikalini Giderme Aktivitesi

S. japonica var. fortunei cigeklerinin ve yapraklarinin ekstraktlarmin antioksidan
aktivitesinin test edilmesi, serbest radikal yakalama yontemi DPPH kullanilarak

gergeklestirilmistir.

DPPH radikal yakalama yiizdesi ile belirlenen farkli konsantrasyonlarda ekstraktlarin
antioksidan aktiviteleri Sekil 4.5-Sekil 4.8'de verilmistir. Test edilen tim
konsantrasyonlarda antioksidan aktivite sergilenmistir ve 3,125 mg/mL’ye kadar olan
konsantrasyonlarla neredeyse lineer olarak artarak daha sonra aktivitede hafif bir
artis olmustur (Tablo 4.4). En diisiik konsantrasyonda (0,156 mg/mL) ciceklerin ve
yapraklarin etanol ve metanol estraktlarinin antioksidan aktiviteleri %12,30+0,79,
21,60+1,80, 29,40+4,30 ve 30,00+0,67 olarak belirlenirken en yulksek
konsantrasyondaki (6,25 mg/mL) antioksidan aktiviteleri sirasiyla %66,43+0,11,
69,76+0,34, 65,71+0,90 ve 69,29+2,58’dir. Yapraklarin antioksidan aktivitesi, 0,156
mg/mL konsantrasyonda ¢iceklerden oldukga yiksektir. Ote yandan, tim érneklerin
antioksidan aktiviteleri 6,25 mg/mL’de hemen hemen aynidir. DPPH sonuglar1 ayrica
toplam fenolik ve flavonoid igeriklerinde oldugu gibi ekstraksiyon i¢cin metanol

kullanimimin etanolden daha verimli oldugunu gostermistir.

Elde edilen sonuclara gore S. japonica var. fortunei cicek etanol ekstraktlarmnin
DPPH degerleri arasinda 0,15625, 0,3125 ve 0,625 mg/mL konsantrasyonlarinda
onemli farkliliklar bulunmustur (P<0,05). S. japonica var. fortunei cicek metanol
ekstraklarmin DPPH aktivitesi karsilastirildiginda, tiim konsantrasyonlarin DPPH
aktiviteleri anlamli olarak arttig1 (P <0,05) ve %21,59+1,8 ile %69,76+0,34 arasinda
degerler tespit edilmistir. Bu ¢aligmada S. japonica var. fortunei yapragi metanol
ekstraktlarmin DPPH degerleri 9%30,00+0,67 ile %69,29+2,58 arasinda degiserek

onemli etki gostermistir (P <0,05).
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ICs0, serbest radikalleri (DPPH) %50 oraninda engelleyebilen antioksidan aktiviteye
sahip bilesiklerin veya ekstraktlarm konsantrasyonudur ve %DPPH aktivitesi ile
bilesiklerin veya ekstraktlarin konsantrasyonu arasindaki iliskiyi gosteren lineer bir
regresyon denkleminden tiiretilmistir (Sekil 4.9-Sekil 4.12). ICso degeri ne kadar
kiicik olursa, bilesik veya ekstraktin antioksidan aktivitesinin yiiksek oldugu
anlamina gelmektedir (Theresia, 2021). Bu ¢alismada S. japonica var. fortunei cicek
ve yapraklarindan elde edilen etanol ve metanol ekstraktlarinin  ICso degerleri
sirastyla  0,57+0,06, 0,48+0,01, 0,43+0,01, ve 0,45+0,00 mg/mL olarak
hesaplanmistir.  Yapraklardan elde edilen ekstraktlar, ciceklerden elde edilen
ekstraktlardan daha diisiik 1Cso degerlerine sahiptir. Ayni drneklerin toplam fenolik
ve flavonoid igerikleri ile korelasyonu vardir. Pratiwi ve Susilowati (2021) tarafindan
yapilan calismada bitki ekstraktlariin antioksidan aktivitesine esas olarak
flavonoidler, fenolik asitler ve fenol diterpenler gibi fenolik bilesiklerin katkida
bulundugu belirtilmistir. S. japonica var. fortunei’nin ICso degerleri, Spiraea
prunifolia Sieb. et Zucc. var. simpliciflora Naka’nin 320 pg/mL olarak bildirilen ICso

degeri ile uyumludur (Lee ve ark, 2017).

S. japonica var. fortunei yaprak ve gicek ekstraktlarmin ICso degerleri, S. alpina
(103,63+3,10 ve 97,1943,01 pg/mL), S. aquilegifolia (241,67+8,21 ve 204,25+5,31
pg/mL), S. dahurica (226,1745,42 ve 212,10+5,51 pug/mL), S. flexuosa (109,36+2,84
ve 247,66+6,93 pg/mL) ve S. media (117,98+2,94 ve 152,49+3,96 pg/mL) yaprak ve
cicek ekstraktlarina gore daha yiiksek bulunmustur (Kashchenko ve ark, 2018).

Mediani ve ark tarafindan yapilan ¢alismada ise, Cosmos caudatus bitkisinin
dondurularak kurutulan ve 25 °C havada kurutulan kurutma yontemlerinin ICso
degerleri arasinda sirastyla 0,0223 ve 0,0230 mg/mL degerleri ile dnemsiz bir fark
bulunmustur (Mediani ve ark, 2014).
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Sekil 4.5. S. japonica var. fortunei gicek etanolun DPPH giderimi.
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Sekil 4.6. S. japonica var. fortunei cigcek metanolun DPPH giderimi.
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Sekil 4.7. S. japonica var. fortunei yaprak etanolun DPPH giderimi.
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Sekil 4.8. S. japonica var. fortunei yaprak metanolun DPPH giderimi.
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.9. S. japonica var. fortunei yaprak metanolun 1Cso grafigi.
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Sekil 4.10. S. japonica var. fortunei yaprak etanolun ICso grafigi.
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Sekil 4.12. S. japonica var. fortunei gigek etanolun 1Cso grafigi.

Tablo 4.4. S. japonica var. fortunei bitkisinin ¢igcek-yaprak etanol ve metanol
ekstraktlarmin DPPH giderim aktivite degerleri.

DPPH Aktivitesi, %

Konsantrasyon . . Yaprak etanol Yaprak
mg/mL preek elgel Cicgigetangy ekstrakt metanol
ekstrakt ekstrakt

ekstrakt
0,156 12,30 + 0,79 21,59%+1,80 29,37°+4,27 30,00"° + 0,67
0,312 37,5582+ 0,17 47,4080+ 0,14 48,518°+0,14 47,03%°+0,14
0,625 51,98 + 4,90 57,30 +0,53 59,78 +0,18 58,79 +0,18
3,125 64,60°% + 0,00 63,74°% + 0,53 64,60°P% + 0,35 65,47°° + 0,18
6,250 66,43 + 0,11 69,7652 +0,34 65,71°°+0,90 69,295% + 2,58

- Siitundaki farkli harfler (biiyiik harfler), 0,05'teki 6nemli farkliliklar1 ifade

etmektedir.
- Satirdaki farkli harfler (kiiciik harfler), 0,05'teki Onemli farkhiliklar1 ifade

etmektedir.

38



Tablo 4.5. S. japonica var. fortunei bitkisinin gicek-yaprak etanol ve metanol
ekstraktlarmin 1Cso degerleri.

S. japonica var. 1Cso0

fortunei Etanol ekstrakt Metanol ekstrakt
Cicek 0,57 + 0,06 0,48 + 0,01
Yaprak 0,43+0,01 0,45 = 0,00

4.5.S. japonica var. fortunei Bitkisinin ve Ekstraktlarnimm UV Spektrum
Sonuglar

Ekstratlarin UV-VIS spektrofotometrede, 200-700 nm dalga boyu araliginda
spektrumlar1 elde edilerek fenolik bilesiklerin varligimin dogrulanmasi saglanmistir
(Due ve ark, 2019). Etanol ve metanol c¢oziculerinde S. japonica var. fortunei
bitkisinin ¢icek ve yaprak ekstraktlarmm UV spektrum pikleri Sekil 4.13’de
gosterilmistir. Genel olarak, tim numunelerde t¢ farkli absorpsiyon piki tespit
edilmistir. Ik pik (206-230 nm), kullanilan solvente gore farklilik gosterirken etanol
ekstraktlar1 ile daha kisa dalga boylarinda pikler elde edilmistir. Ikinci ve tiglincii
pikler ise 270-293 nm’de ve 314-320 nm’de tespit edilmistir. 384-422 nm’de
absorbansta hafif bir artis da gézlenmistir. Fenolik-flavonoid bilesiklerin tayininde
kullanilan standartlar olan gallik asit ve kuersetinin etanol ve metanol ile ¢6zulip UV
spektrumlar1 da Sekil 4.14’da gorildigi gibi gallik asit 216-219 nm ve 260-271
nm’de iki tepe noktasi verirken, kuersetin yaklasik 204-219 ve 256-272, 305-322 ve

374-382 nm’de olmak tizere dort tepe sergilemistir.

UV bdlgesinde (210-320 nm) piklerin meydana gelmesi, S. japonica var. fortunei
cicek ve yaprak ekstraktlarinda fenoliklerin ve flavonoidlerin varligini dogrulamustir.
Benzer UV-VIS spektrumlari, yabanmersini yapraklarinin ekstrakti (Song ve ark,
2020), Dillenia pentagyna (Patle ve ark, 2020), Physalis minima (Karpagasundari ve
Kulothungan, 2014) c¢aligmalarinda rapor edilmistir. Daha yiiksek antioksidan
kapasiteye sahip bitki ekstraktlarmin genellikle 280 ve 358 nm’de daha yiiksek
absorbans piklerine sahip oldugu gosterilmistir (Song ve ark, 2020). Bitkilerde
flavonoidler, bitkileri UV’nin zararli etkilerinden koruma gorevi goérmektedir
(Hermawan ve ark, 2017). Tum flavonoidler, bant I igin 300-550 nm araliginda ve
bant 11 igin 240-285 nm araliginda maksimum absorpsiyon dalga boylarnda UV-

gorinar spektrofotometri ile karakterize edilmektedir (Safira ve ark, 2020).
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Sekil 4.13. S. japonica var. fortunei bitkisinin cicek-yaprak etanol ve metanol
ekstraktlarmin UV spektrumlari.

1 —_
——— Gallik asit-etanol

—— Gallik asit-metanol

0.8 -
Kuersetin-etanol
-
< 0.6 Kuersetin-metanol
<]
=
=
2 0.4 -
=]
-

JUN

o

200 250 300 350 400 450 500 550 600
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.14. Etanol ve metanolde gallik asit ve kuersetin standartlarinin UV
spektrumlar1.

4.6. S. japonica var. fortunei Bitkisinin ve Ekstraktlarimin FTIR Sonuglar

Fenolikler ve flavonoidlerle iliskili fonksiyonel gruplar1 belirlemek igin S. japonica
var. fortunei’nin ham ¢icek, ¢icek etanol-metanol ekstraktlar: ve ham yaprak, yaprak
etanol-metanol ekstraktlarma ait 6rneklerin FTIR spektrumlar1 Sekil 4.15 ve Sekil
4.16°de verilmistir. 3650-3300 cm™ bélgesinde bulunan O-H grubundan absorpsiyon

genellikle genis bir absorpsiyona sahiptir ve fenoliin varligi igin bir belirte¢ olarak da
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kullanilabilmektedir (Suarsa, 2016). 2849 ve 2916 cm™’de yogun tepeler, aromatik
olmayan C-H grubunun germe titresimini temsil eden ham yapraklarda tespit
edilmistir. Bununla birlikte, ekstraktlarda ¢ok hafif veya yok olmustur. Karbonil
grubu (C=0) germe pikleri, ham yapraklar, etanol ve metanol 6ziitlerinde sirasiyla
1735 cm™, 1684 cm™, ve 1661 cm™’de ortaya ¢ikmistir. 1602 cm ™’ deki pik, ham
yapraklarda aromatic C=C grubu titresimini gosterirken, titresim pikleri etanol ve
metanol ekstraktlarinda sirasiyla 1602 ve 1587 cm™’de ortaya ¢ikmustir. 1500-800
cm? dalga sayilarinda absorpsiyon, benzersiz ve spesifik bir bilesige 6zgii olan
parmak izini bolgesini ifade etmektedir (Darusman ve ark, 2007). Parmak izi
bolgesindeki yapraklardan etanol ve metanol ekstraktlar1 ile hemen hemen benzer
spektrumlar elde edilirken, ham yaprak 6rneginde biraz farkhidir. Bu bdlgedeki 1019
ve 1241 cm™*’deki pikler, C-O grubunun gerilme titresimini, 1300 cm™ civarindaki
pikler, O-H grubunun egilme titresimini ifade ederken 1200 cm® ve 1000 cm?
civarindaki pikler, C-O-C grubunun germe titresimine aittir (Kumar ve ark, 2015;
Patle ve ark, 2020). Ham gigegin FTIR spetrumlart ve onun etanol ve metanol
ekstraktlari, yaprak ornekleriyle neredeyse aynidir. Dolayisiyla hem yapraklarda hem
de ciceklerde ayni fonksiyonel gruplarin varhigini géstermistir. Bununla birlikte, ham
yapraklarda O-H germe titresiminin (3300-3200 cm™) yogunlugu ham c¢icege gore
daha yiiksektir. Buna karsilik, 2917 ve 2849 cm™’de ham ciceklere iliskin pikler,
ham yapraklara ait ayni piklerden daha yogun olmustur. S. japonica var. fortunei
bitkisinin cicek, yaprak ve tum ekstraktlarinin FTIR spektrumlar1 Tablo 4.6’de
Ozetlenmistir.

Gallik asit ve kuersetinin FTIR spektrumlar1 ise Sekil 4.17°de gosterilmistir. Gallik
asit spektrumunda, 3493, 3345, ve 3267 cm? bolgesindeki pikler gallik asidin
Ozellikleridir ve molekuldeki glcli O-H absorpsiyon bandlar1  vermistir
(Dachriyanus, 2004). Gallik asidin karbonil grubunun gerilme titresim zirvesi 1701
cmi’de gozlenmistir. Ayrica 1608 ve 1540 cm™ alaninda, molekiildeki aromatik
halkalar icin C=C gerilme titresimlerine aitken 1021 cm™, 1028 cm™ ve 1308 cm'*
bélgelerindeki glicli absorpsiyon, yani 1300-1000 cm™ arasinda 3 tepe ile gosterilen
C-O (ester) germe titresimleri ve gallik asidin O-H baglarmin egilme titresimini ifade
etmektedir (Suratmo ve ark, 2013). Kuersetin FTIR spektrumunda O-H grubunun
germe ve egilme titresimleri sirastyla 3272 cm™ ve 1349 cm™ olarak ortaya ¢ikmustr.
1664 cm™deki pik, C=0 grubuna aittir. Aromatik C=C ve C-C grubunun titresim
pikleri srasiyla 1608 cm™ ve 1559 cm™’de gdzlenmistir. 1090-1241 cm? arasindaki
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degerlerde absorpsiyon pikleri C-O grup titresimini ifade etmiektedir (Pradana,
2021).
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Sekil 4.15. S. japonica var. fortunei yaprak (a) ve yaprak ekstraktlarinin (etanol (b),
ve metanol (c)) FTIR spektrumu.
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Sekil 4.16. S. japonica var. fortunei cicek (a) ve cicek ekstraktlarinin (etanol (b) ve
metanol (c)) FTIR spektrumu.
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Sekil 4.17. Gallik asit (a) ve kuersetin (b) FTIR spektrumlar:.

Tablo 4.6. S. japonica var. fortunei bitkisinin gicek, yaprak ve tim ekstraktlarinin
FTIR spektrumlar.

O-H |C-Hgerilmg] C=0 c=C C-Ogerilme | O-H |C-O-C
S. japonica var. gerilme (cm™) gerilme | titresimi (cm™) egilme |gerilme
fortunei (cm™) (cm™) (cm™) (cm™) |(cm™)

Cicek 3305 2914 1731 1596 1239 1370 1023
Yaprak 3295 2918 1735 1602 1241 1363 1019
Cicek-etanol 3277 2924 1734 1590 1252 1377 1036
Cicek-metanol 3262 2924 1659 1580 1262 1387 1039
Yaprak-etanol 3295 2927 1684 1602 1259 1372 1036
Yaprak-metanol | 3280 2927 1659 1587 1259 1389 1036

4.7. S. japonica var. fortunei Ekstraktlarinin LCMS Kromatogramlari

S. japonica var. fortunei cicek ve yaprak metanol ekstraktlarinin LCMS negatif ve
pozitif iyon kromotogramlar1 Sekil 4.18-4.21°de verilmistir. S. japonica var. fortunei
bitkisinin ¢i¢cek ve yapraklarinda sirasiyla toplam 48 ve 50 fitokimyasal bilesik
olabilecegi tespit edildi. Bu muhtemel fitokimyasallarin Tablo 4.7’de goriildiigi gibi
55 bilesik bulunmustir. Bu bilesiklerin hemen hemen hepsinin farmasotik etkileri
oldugu rapor edilmistir. Kastisin (2) , anti-timor, anti-inflamatuar ve astimda hava
yolu yanitlarmni iyilestirme gibi gesitli biyolojik etkilere sahiptir. Ayrica, nikleer
faktor ve oksidatif stres ve inflamasyon hedefleri iizerinde dikkate deger etkileri
vardrr. iskemik inme hastalarinin néroprotektif tedavisi icin yeni bir bakis agist
saglamak amaciyla yapilan bir ¢alisma, son ¢alisma kastisinin ndroprotektif etkilerini

ve sigan beyninin orta serebral arter okliizyonu (zerindeki potansiyel etki
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mekanizmasini arastirilmistir (Huang ve ark, 2021). Kastisin ayrica Rhizoma butensis
ve Vitex rotundifolia’da belirlenmistir (Huang ve ark, 2021; Ye ve ark, 2010). S.
japonica var. fortunei g¢iceklerinde kastisin varligir ilk kez bu galismada tespit
edilmistir. Kuersetin (50), S. japonica var. fortunei yapraklar ve cigeklerinde de
tespit edilen en bol flavonoid tirddur. Bir fenolik hidroksil grubu ve ¢ift baglarin
varlig1 kuersetin’e giiglii bir antioksidan aktivite kazandirmaktadir. Antioksidan ve
antiinflamatuar ozellikleri, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve kanserin Onlemesi ve
tedavisi ile yakindan ilgilidir (Yang ve ark, 2020). Ombuin (35), insan pankreatik o-
amilazmin  iyi  bir  inhibitéridiir,  dolayisiyla  diabetes  melitus’un
yOnetiminde/tedavisinde yararli bir terapotik aday olabilmektedir (Kikiowoa ve ark,
2020). Sentaureidin (10), Rho aktivasyonu ic¢in yeni bir reaktif olup hicre iskeletinin
yeniden duzenlenmesine ve dendrit retraksiyonuna yol agar ve melanositlerden
melanozom transferinin azalmasina neden olmaktadir (Ito ve ark, 2006). Kikorik asit
(5), glikoz ve lipid metabolizmasmin diizenlenmesindeki umut verici farmakolojik
etkileri nedeniyle ilaglarda, besin takviyelerinde ve saglikli gidalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Yang ve ark, 2022). Luteolin-4’-O-rutinosit (51) agisindan zengin
bitkiler, hipertansiyon, enflamatuar hastaliklar ve kanser i¢in geleneksel Cin tibb1
olarak kullanilmistir (Lin ve ark, 2008). Salisilik asit (41), 2000 yil1 askin bir siiredir
cesitli cilt bozuluklarni tedavi etmek i¢in kullanilmaktadir. Salisilik asidin stratum
corneum’u eksfoliye etme yetenegine sahiptir. Ozellikle salisilik asidin komedolitik
Ozelligi, akneli hastalar i¢in yararh bir peeling olmasini saglamaktadir (Arif, 2015).
Sirsimaritinin (48) antimikrobiyal, antiinflamatuar ve antiproliferatif 6zellikler dahil
olmak Uizere ¢ok sayida biyolojik etki goterdigi bildirilmistir. Ayrica bir antidiyabetik
olarak dakullanabilmektedir (Benali ve ark, 2022). Hiperosit (24) kan damarlarmni
korumak, sindirim sistemini diizenlemek, oksidasyona, yaslanmaya ve kansere karsi
koruyucu olmak Uzere gesitli farmakolojik etkiler gostermektedir (Xu ve ark, 2022).
Aromadendrin-4'-metil eterin (51) antibakteriyel, antikandidal, radikal supuruci ve
selatlayic1 aktivitelere sahip oldugu bildirilmektedir ~ (Nwiloh ve ark, 2020).
Isoramnetin (43), kardiyovaskiiler koruma, anti-inflamasyon, anti-timor, anti-
oksidasyon, anti-bakteriyel ve anti-viriis gibi genis bir farmakolojik etki spektrumuna
sahiptir. Caligmalar, izoramnetinin kardiyovaskiler hastaliklar ve gesitli tumorler
tizerinde ¢ok ¢esitli farmakolojik etkilere sahip oldugunu ve Alzheimer hastalig1 gibi
norodejeneratif hastaliklar1 6nleme potansiyeline sahip oldugunu gostermistir (Gong

ve ark, 2020). Amentoflavon (29) ’un, anti-enflamatuar, antibakteriyel, antifungal,
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antiviris, anti-oksidatif, antianjiyogenez, ndroproteksiyon, osteogenez, anti-artrit,
radyokoruma, antidiyabetik ve antidepresan dahil olmak Uzere bircok biyolojik
aktivite sergiledigi gosterilmistir (Xiong ve ark, 2021). S. japonica var. fortunei’de
tespit edilen diger onemli flavonoidler ise antiinflamatuar, anksiyolitik, antikanser,
kardiyoprotektif, antialerjik, noroprotektif etkiler, antidiyabetik, antimutajenik,
antioksidan,  kolesterol  disiiriicti, antiiilser, antiviral, antiaterosklerotik,
antimikrobiyal, antitumor, antiobezite, antimalarial aktiviteler gibi 6nemli
farmakalojik ve terapotik fonksiyonlara sahip isokuersetin (22), apigenin 5,7-dimetil
eter (42), kumatakenin (49), gossipetindir (53) (Belchor ve ark, 2017 ; Lin, 2014 ;
Valentova ve ark, 2014 ; Woo ve ark, 2017).

2526

RT (min)

Sekil 4.18. S. japonica var. fortunei bitkisinin ¢icek metanol ekstraktlarinin negatif
iyon LCMS kromotogramu.

100,00 -

Sekil 4.19. S. japonica var. fortunei bitkisinin ¢icek metanol ekstraktlarinin pozitif
iyon LCMS kromotogramu.
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ATICH) 3.20e6

100,00 -

RT (min)

Sekil 4.20. S. japonica var. fortunei bitkisinin yaprak metanol ekstraktlarinin negatif
iyon LCMS kromotogrami.

ATIC(+) 345€6

100,00 -

RT (min)

Sekil 4.21. S. japonica var. fortunei bitkisinin yaprak metanol ekstraktlarinin pozitif
iyon LCMS kromotogramiu.
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Tablo 4.7. S. japonica var. fortunei bitkisinin gicek ve yapraklarinda bulunan
muhtemel bilesikler.

Kodu Alikkonma Birlesik ESI MA  Yaprak velya
zamam (dk) modu (g/mol) da Cicek

1 4,67 Epigallokatesin - 306,27 Y

2 5,70 Kastisin + 374,00 C

3 5,79 Katesin 7-O-a-L-ramnopiranosit + 436,41 ClY
4 6,87 Katesin-7-a-L-arabinofuranosit - 422,38 ClY
5 6,87 Kikorik asit - 474,37 ClY
6 8,12 Klorojenic asit - 354,31 Y

7 37,63/9,33 Sinnga asit -+ 198,17 ClY
8 9,76 Kuersetin 3,5-O-diglukosit - 626,52 ClY
9 9,76/17,80 3,5,7,3',4'-pentahidroksi-6,8-dimetoksiflavon -[+ 362,00 Y

10 9,80/18,91 Sentaureidin + 360,00 ClY
11 10,22/16,53 Kumaroil-kuinik asit -/[+ 338,31 GlY
12 10,57 Kuinik asit - 192,17 GlY
13 10,57 4-O-kaffeoilkuinik - 354,31 GlY
14 10,60 3'-hidroksi-5,6,7,4'- tetrametoksiflavon + 358,00 GlY
15 11,04 3’ 4' 5,7-tetrahidroksi-3,6,8-trimetoksiflavon + 376,00 GlY
16 11,11 5-O-feruloilkuinik asit - 368,34 GlY
17 11,92 Kaffeik asit - 180,16 GlY
18 12,33 Isoramnetin 3-O-ramnosit - 462,40 GlY
19 12,58 4’ .5.6,7-tetrametoksiflavon - 342,34 GlY
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Tablo 4.7. (Devami) S. japonica var. fortunei

bulunan muhtemel bilesikler.

bitkisinin ¢igek ve yapraklarinda

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

13,67

13,69/29,43

15,06/13,70

14,42/14,80

15,06

15,49

16,68/16,69

16,69

17,80

18,10

20,35

23,56

23,88/25,92

24,19

24,19

25,58/24,70

24,72

24,72

25,23

25,92

25,92

Luteolin-4’-O-rutinosit

Kaempferol-3-O-rutinosit

Isokuersetin

7-hidroksi-3,3',4',5,6,8-heksametoksiflavon

Hiperosit

1,5-dikaffeoilkuinik asit

Kuersetin 3-O- B -D-2-glukosil-rutinosit

Narsissin

5,3',5'-trihidroksi-3,6,7,4'-tetrametoksiflavon

Amentoflavone

Kaempferitrin

Katesin

3',4',5,6,7-pentahidroksi-3-metoksiflavon

Agestrisin D

Nevadensin

Ombuin

Ramnazin

Subskandenin

Avicularin

Marionol

4'-hidroksi-5,6,7,8,3'-pentametoksiflavon

596,53

594,00

464,00

418,00

464,38

516,45

772,66

624,54

390,00

538,00

578,52

290,27

332,00

346,33

344,32

330,00

330,29

316,31

434,35

388,37

388,00

CIY

CIY

Y

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

cIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY
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Tablo 4.7. (Devami) S. japonica var. fortunei bitkisinin ¢igek ve yapraklarinda
bulunan muhtemel bilesikler.

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

25,92

26,42

26,44

30,81/27,35

27,35

27,35

28,49

28,50

28,85

29,40

29,43

29,45

29,93

30,81

32,06

Salisilik asit

Apigenin 5,7-dimetil eter

Isoramnetin

Diosmetin

Padmatin

Homoeriodiktiol

Persikogenin

Sirsimaritin

Kumatakenin

Kuersetin

Aromadendrin-4’-metil eter

Tilirosit

Gossipetin

Ramnositrin

Ramnetin-3-O-B-D-glukopiranosit

+

138,12

298,00

316,00

300,00

318,28

302,28

316,31

314,29

314,00

302,00

302,28

594,52

318,00

300,26

478,40

¢

cIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY

CIY
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4.8. S. japonica var. fortunei’nin Antibakteriyel Aktivitesi

Antibakteriyel aktivitesi testi, disk difuizyon yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Bu
yontemin tercih edilmesi, basit bir ¢caligma prosedlriine sahip olmasi, maliyetinin
nispeten ucuz olmasi ve elden edilen sonuglarin yorumlanmasinin kolay olmasidir.
Test, kullanilan bakterisi ile asilanmig agar ortaminin yiizeyinde yerlestirilmis test
bilesigini i¢eren+6 mm ¢apinda bir kagit disk kullanilarak gergeklestirildi.
Antibakteriyel aktivitenin varligi, disk kagidmin etrafinda temiz bir bélgenin varhigi
ile gosterildi. Antibakteriyel aktivite testinde, inkiibasyon sirasinda, kagit disk
iizerinde test bilesigi, test bakterisi ile asilanmis olan agar ortamina yayilmistir.
Kullanilan besiyeri MHA’dir (Muller Hinton Agar). Bu besiyeri ¢ogu bakteri kultir(
icin iyi besinler igerir ve notr Ozelliklere sahiptir. Bu nedenle bakteri test
prosedirini etkilememektedir (Zahari, 2022).

Calismada kullanilan bakteriler Eschericia coli, Pseudomonas aeruginosa, Listeria
monocytogenes ve Bacillus cereus idi. Gergeklestirilen bakteri testlerinden, S.
japonica var. fortunei ciceklerinin ve yapraklarmin metanol ve etanol ekstraktlarinin
E. coli, P. Aeruginosa, L. monocytogenes veya B. Cereus bakterilerine karsi bir
inhibisyon bolgesi saglamadigi gosterilmistir. Antibakteriyel aktivite, ekstraktin
konsantrasyonu, metabolitlerin igerigi, ekstraktin difiizivitesi ve inhiben edilen
bakteri tipi olmak Uzere dort faktérden etkilenmentedir. Bu sonu¢ muhtemelen, E.
coli, P. Aeruginosa, L. monocytogenes veya B. Cereus’un sahip oldugu dort
bakterinin duvarlarinin yapismin ¢ok karmasik olmasi ve antibakteriyel bilesiklerin
hiicrelere girip ¢alisacak hedef bulmasini zorlastirmadan kaynaklanmaktadir

(Kusuma ve ark, 2021).



5. SONUC VE ONERILER

Pek ¢ok arastirmaci igin bitki ekstraktlarindan yeni farmakolojik olarak aktif
fitobilesenlerin tespiti umut verici ve degerli bir alternatiftir. Bu ¢alismada daha 6nce
Uzerinde arastrrmalar yapilmamis S. japonica var. fortunei bitkisinin potansiyel
olarak sahip oldugu biyoaktif 6zelliklerin tam olarak belirlenebilmesi icin toplam
fenolik madde, flavonoid igerik, antioksidan aktivite ve antibakteriyel Ozellikler

incelenmistir.

Bu ¢aligmasindan, S. japonica var. fortunei yapraklarmin ekstraksiyon verimleri, her
iki ¢Oziicu ile de gigeklerinden oldukga ylksek bulunmustur. En yiiksek bitki ekstrakt
verimi metanol ile ekstrakte edilen S. japonica var. fortunei yapraklarmdan (%32,5),
en diisiik ise etanol ile ekstrakte edilen ci¢eklerden (%13,0) elde edilmistir.

S. japonica var. fortunei yapraklar1 ve ¢iceklerinin metanol ekstraktinda bulunan
toplam fenoliin konsantrasyonun sirasiyla 25,64+0,32 ve 19,33+1,24 mg GAE/g
numune ve S. japonica var. fortunei yapraklar1 ve ¢iceklerinin etanol ekstraktinda
bulunan toplam fenoliin konsantrasyonun sirasiyla 18,13+1,61 ve 11,08+0,13 mg
GAE/g numune oldugu sonucuna varilabilmistir. Bir numunedeki fenolik igerigin,
metal iyonlarina baglanarak ve siklooksijenaz, mono-oksijenaz veya ksantin oksidaz
gibi serbest radikallerin olusumunda rol oynayan enzimatik sistemleri inhibe ederek

serbest radikalleri azaltabilecegini 6ne siiriilmektedir.

S. japonica var. fortunei ¢icek ve yapraklarindaki flavonoid igeriginin analizin
sonuglari, en yliksek flavonoid igerigi S. japonica var. fortunei yapraginin metanol
ekstrakt1 (11,62+0,74 mg/gr QE) ve S. japonica var. fortunei yapraginin etanol
ekstrakt1 (7,09+0,88 mg/gr QE) gosterilmistir. En diisiik flavonoid igerigi S. japonica
var. fortunei ¢iceginin metanol ekstraktinda (5,67+0,66 mg/gr QE) ve S. japonica
var. fortunei ¢iceginin etanol ekstraktinda (4,24+0,77 mg/gr QE) bulunmustur.
Bitkinin ¢esitli kisimlarinda fenollerin ve flavonoidlerin igeriginde farkliliklar vardir.
Genel olarak fenolik bilesikler en ¢ok yapraklarda bulunmaktadir (Ramadhani ve ark,
2022).
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S. japonica var. fortunei cigek ve yapraklarmdaki antioksidan aktivitesinin sonuglari,
en disiikk konsantrasyonda (0,156 mg/mL) c¢iceklerin ve yapraklarin etanol ve
metanol estraktlarinin antioksidan aktiviteleri %12,3+0,79, 21,6+1,80, 29,4+4,30 ve
30,0+0,67 olarak belirlenirken en yuksek konsantrasyondaki (6,25 mg/mL)
antioksidan aktiviteleri sirasiyla %66,43+0,11, 69,76+0,34, 65,71+0,90 ve
69,29+2,58’dir.  Antioksidanlarin flavonoid bilesiklerle iliskisi vardir ¢Unki
flavonoidler dogal antioksidan olma potansiyeline sahip aktif bilesiklerdir.

S. japonica var. fortunei yaprak ve ¢icek metanol ve etanol ekstraktlari, E. coli, P.
Aeruginosa, L. monocytogenes veya B. Cereus bakterilerine karsi bir inhibisyon

bolgesi saglamadi.

Mevcut arastirmada, S. japonica var. fortunei giceklerinden ve yapraklarindan elde
edilen ham ekstrakt ve etanol-metanol ekstraktlarmin analizleri UV-VIS
spektroskopisi ve FTIR teknigi kullanilarak yapilmustir. S. japonica var. fortunei
ciceklerinde ve yapraklarinda flavonoidler, fenoller, flavonol ve flavon gibi
fitokimyasallarin varligimi gosterir. UV bdlgesinde (210-320 nm) piklerin meydana
gelmesi, S. japonica var. fortunei cicek ve yaprak, ekstraktlarinda fenoliklerin ve
flavonoidlerin varligmi dogrulamistir. Bulunan fitokimyasallar da kizilotesi spektral
verileriyle desteklenmektedir. S. japonica var. fortunei bitkisinin cicek-yaprak ve
ekstraktlarinin  FTIR spektrumlar1 yapilarinda benzer fitokimyasal bilesiklerin

oldugunu dogrulamistir.

Bu ¢alismada ayrica LCMS analizine dayali S. japonica var. fortunei bitkilerinin
cicek ve yapraklarininda 54 flavonoid ve 14 fenolik bilesik olabilecegi bulunmustur.
Ayrica LCMS kromotogramlarinda muhtemel fitokimyasal bilesiklerin fonksiyonel

gruplarma ait spesifik pikler FTIR spektrumlarinda gézlenmistir.
Sonug olarak ¢alismamizdan elde edilen 6nemli bulgular su sekilde 6zetlenebilir:

a. Ekstraksiyon igin metanol en iyi ¢oziicii olarak bulunmustur ¢iinkii etanole

gore en yuksek yuzde verimi vermistir.

b. S. japonica var. fortunei ¢icek ve yaprak ekstraktlari, reaktif serbest
radikallerin neden oldugu hasarlar1 azaltma potansiyeline sahiptir.
c. Fenolik ve flavonoid igeriginin miktarinin belirlenmesine iligkin bu ¢aligma,

S. japonica var. fortunei hakkindaki ilk rapordur.
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d. Bugalisma, S. japonica var. fortunei’nin yaprak ve giceklerinde dikkate deger
miktarda toplam fenolik ve flavonoid igeriginin varligini ortaya koymustur.

e. Bitkinin yapraklari, cigeklerle kiyaslandiginda biyoaktif bilesikler agisindan
daha zengindir.

f. Hem vyaprak hem de gicekler antioksidan aktiviteye sahiptir. Cigek ve
yapraklarin etanol ve metanol ekstraktlari, reaktif serbest radikallerin
dallanma zincir reaksiyonunu inhibe ederek giiclii antioksidan o6zelligi
sergilemistir. Bu nedenle, fenolik bilesikler ve flavonoidler gibi daha ylksek
miktarda fito bilesen iceren ve iyi antioksidan aktivitelere sahip olan S.
japonica var. fortunei c¢icegi ve yapraklarinin etanol ve metanol
ekstraktlarmin, uygun maliyetli bir antiinflamatuar ilacin olusumu igin
mikemmel adaylar oldugu sonucuna varilmistir.

g. Muhtemel biyoaktif bilesikler ayrica FTIR, UV-VIS ve LC-MS spektrum
analizleriyle tamamlanmis ve dogrulanmstir.

Bu c¢alismada bulunan fitokimyasallar, antikanser, antioksidan ve antienflamatuar
gibi 6zelliklerden sorumlu katkida bulunan faktorlerden biri olabilmektedir. Bu
fitokimyasallarin ¢esitli saglik yararlari oldugundan, S. japonica var. fortunei
ciceklerinin ve yapraklarinin fitokimyasallarmi belirlemek igin umut verici bir
aragtirma olup terap6tik kullanimlarina bagh olarak farkl tiirde biyolojik aktiviteler

ve hastalik yonetimi i¢in alternatif bir kaynak olarak degerlendirebilmektedir.
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