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Hypericum origanifolium Willd., Hypericum montbretii Spach. ve H. perforatum 1..”un kurutulmug
cicek ve yapraklarindan farkli polaritede ¢éziiciiler kullanilarak hazirlanan ekstrelerinde cesitli kimyasal ve
spektroskopik yontemlerle fenolik madde igerigi ile serbest radikal siipiiriicii ve antioksidan potansiyalleri
degerlendirilmigtir. Ekstrelerin toplam fenol konsantrasyonu Folin-Ciocalteu yontemi ile standart olarak
gallik asit, flavonoid ve flavonol miktarlari ise AICl; ve AICI;+Na-asetat ile standart olarak rutin kullanilarak
degerlendirilmistir. Ekstrelerin antioksidan potansiyali B-karoten-linoleik asit sistemi ve Ransimat yontemi ile
tayin edilmistir. Serbest radikal siiptiriicti etkileri ise 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH") iizerinden
belirlenmistir. Sonuglar sentetik antioksidan BHT nin sonuglari ile kargilastirllmigtir. Sonug olarak her 3 tiir
iginde en yiiksek aktivite degerleri etilasetat ekstrelerinde tayin edilmistir. Yapilan deneysel ¢alismalarda
tiirlerin yapraklarinin cigeklere oranla daha fazla fenolik madde igerdigi ve dolayisiyle antioksidan
potansiyallerinin daha fazla oldugu tesbit edilmistir. H. origanifolium’un gi¢ek ve yapraklarinin daha fazla
fenolik madde icerdigi ve Ransimat yontemi ile tayin edilen lipid peroksidasyonunu diger tiirlere ve sentetik
antioksidan BHT ye oranla daha fazla inhibe ettigi tesbit edilmistir. H. montbretii ve H. origanifolium’un
cicek ekstreleri B-karoten-linoleik asit sisteminde sentetik antioksidan BHT ve H. perforatum ekstrelerinden
daha aktif bulunmustur. Ayrica, H. montbretii ve H. perforatum yapraklarinin antiradikal potansiyallerinin

BHT den belirgin oranda fazla oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Hypericum origanifolium, Hypericum montbretii, Hypericum perforatum, Antioksidan

Aktivite, Radikal Siipiiriicti Etki
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The total phenolic content, antioxidant and free radical scavenging potentials of extracts of dried
flowers and leaves of H. montbretii, H. origanifolium and H. perforatum and their fractions were evaluated
by different chemical and spectrophotometric methods. The total phenolic concentration was analyzed by the
Folin-Ciocalteu method using gallic acid as a standart; also flavonoid and flavonol content was investigated
by AICl; and AlCl;+Na-acetate using rutin as a standart.The antioxidant potential of extracts was evaluated
by B-carotene-linoleic acid system and Rancimat method. For the free radical scavenging capacity 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH") method was used. The results were compared to the results of the
synthetic antioxidant BHT. The highest activity was determined with all ethyl acetate extracts and it was
observed that leaves of the studied species contain more phenolic compounds than the flowers, as well as the
antioxidant capacity. It was determined that the flowers and leaves of H.origanifolium contain high amount of
phenolic compounds, consequently show the most lipid peroxidation activity on Rancimat method than the
synthetic antioxidant BHT. The flower extracts of H. montbretii and H. origanifolium exhibit higher activity
on B-carotene-linoleic acid system than synthetic BHT. Also, the leaves of H. montbretii and H. perforatum

demonstrated better anti-radical activity than BHT.

Keywords: Hypericum origanifolium, Hypericum montbretii, Hypericum perforatum, Antioxidant activity,

Radical Scavenging Activity
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1. GIRIS

Son yillarda insanlar saglikli yasam ve saglikli yaglanma konularina biiylik
ilgi gostermektedirler. Buna paralel olarak da aliman gidalarin kalitesi ve gidalara
ilave edilen katki maddeleri 6nem kazanmaya baslamistir (Packer ve ark., 1999).
Ozellikle son yillarda gergeklestirilen biyomedikal arastirmalar, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROT) doku iizerindeki hasarlari, etki mekanizmasi ve viicut savunma
sistemleri iizerinde yogunlagmistir. Bu tiirler ilaglar, ultraviole 1sin1, radyasyon ve
cevre kirliligi gibi ekzojen kaynaklara maruz kalarak (Pryor, 1994), canlilarda kanser,
seker hastaligi, karaciger yetmezligi, otoimmiin hastaliklar, multiple skleroz, artrit ve
yaslanma gibi fizyopatolojik durumlarin olusmasina neden olmaktadirlar (Tsao ve
Deng, 2004; Halliwell, 2002). Hiicresel onarim sistemleri ve savunma mekanizmalari
her zaman i¢in oksidatif yikim hedefidir (Beckman ve Ames, 1998). Bu nedenlerden
dolay1 glintimiizde antioksidanlar 6nem kazanmaya baglamistir.

Besin faktorlerinde bulunan antioksidanlar insan sagligina faydali oldugu
gibi (Tsao ve Deng, 2004) gida maddelerinin de raf dmriinii uzatarak ve oksidasyonu
geciktirerek veya inhibe ederek besin degerlerindeki kaybi1 azaltmaktadirlar (Nishino,
1999; Frankel, 1999). Antioksidan madde iceren gida tiiketimi sonucu katarakt
(Jacquez ve ark., 1994), kanser, kalp-damar ve serebrovaskiiler rahatsizliklar gibi
kronik hastaliklarin oraninda biiyiik dl¢lide azalma goriildiigii saptanmigtir (Halliwell,
2002).

Besin maddelerinde en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlar biitillenmis
hidroksianizol (BHA), biitillenmis hidroksitoluol (BHT), propil gallat (PG) ve
tersiyer-biitilhidrokinon’dur (TBHQ) (Shahidi, 2000; Pinho ve ark., 2000;
Wettasinghe ve Shahidi, 1999). Bu maddeler, serbest radikalleri notralize ederek
organizmayl hastaliklara karsti ve besin maddelerini ise bozulmaya karsi
korumaktadirlar (Chung ve ark., 2005). Bu sentetik bilesikler toksik ve/veya
mutajenik etkiler gosterdikleri i¢in (Koleva ve ark., 2002) dogal antioksidanlarla
kombine olarak kullanimlar1 gittikce daha c¢ok yaygmlagsmaya baglamistir
(Wettasinghe ve Shahidi, 1999; Koleva ve ark., 2002). Bu nedenle giiniimiizde



bitkisel kaynakli dogal antioksidanlar iizerindeki arastirmalar daha da Onem
kazanmustir.

Bir¢ok tayin yontemi ile pekcok bitki ve dogal bilesigin antioksidan aktivite
gosterdikleri saptanmistir. Ozellikle bitkisel fenollerin primer antioksidan aktiviteye
sahip olduklar1 goriilmiistiir (Rice-Evans ve ark., 1997; Shahidi, 2000).

Serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip bitki ekstreleri hiicre ve organlari
oksidatif hasara karsi koruduklari icin ¢ok calisilan konulardan biri olmustur.
Diinyada 400 tiirli bulunan Guttiferae (Hypericaceae) familyasinin Tiirkiye’de 80 tiirii
bulunmaktadir ve iilkemizde yetisen tiirler lizerinde ¢ok az biyomedikal arastirma
yapilabilmistir. Buna karsin cinsin ofisinal tiiri olan Hypericum perforatum’un (St.
John’s wort) belirgin oranda antioksidan etkiye sahip oldugu tesbit edilmis ve bu
nedenle bir¢ok ¢aligmaya konu olmustur (Mazza ve Oomah, 1998).

Bu caligmada Eskisehir ¢evresinden toplanan iki Hypericum tiiriiniin (H.
montbretii Spach., H. origanifolium Willd.) ¢icek ve yapraklarinin antioksidan ve
serbest radikal siipiiriicii potansiyeli incelenerek ekstrelerin fenolik icerikleri
spektroskopik yontemler ile tayin edilmistir. Elde edilen sonuglar cinsin ofisinal tiirii
Hypericum perforatum ve sentetik antioksidan BHT’nin sonuglar1 ile

karsilastirilmstir.



1.1. Antioksidanlar

Lipid oksidasyonu, besin kalitesi bozulmasinin baslica nedenidir. Besinlerin
kalitesi, rengi, tad1 ve 6zelliklerini olumsuz etkileyen baz1 degisimleri baglatmaktadir
(Wettasinghe ve Shahidi, 1999; Sanchez-Moreno ve ark., 1998). Antioksidanlar,
lipidlerin oksidatif bozulmasini 6nleyerek yada geciktirerek (Cao ve Prior, 2002)
besin kalitesini koruyan veya oksidasyon boyunca besin maddesinin bozulmasini,
kiiflenmesini ve renginin solmasint 6dnleyen maddelerdir (Sanchez-Moreno ve ark.,
1998).

Besinler i¢in ideal bir antioksidan, renksiz, kokusuz ve tatsiz olup, diisiik
konsantrasyonlarda etkili olmalidir. Ayrica iiriine eklenmesi kolay olup, islem
boyunca bozulmadan kalabilmeli ve ucuz olmalidir (Antolovich ve ark., 2002).

Besinlerin oksidasyonu, genellikle yaglarin 1s18a, 1siya, radyasyona, metal
iyonlar1 yada metal-protein katalizorlerine maruz kalma sonucu baslayan serbest
radikal zincir reaksiyonlari sonucu olugmaktadir. Enzim lipojenaz da oksidasyonu
baglatabilir (Shahidi ve Naczk, 1995). Oksidasyonun klasik yolu; baslangi¢c (lipid
serbest radikallerinin iiretimi), yayilma (¢ogalma) ve sonlanma (non-radikal
tiriinlerinin prodiiksiyonu) reaksiyonlarini icermektedir [reaksiyon (1)-(4)] (Bondet ve

ark., 1997).

Baslama RH — Re +H- (D
Yayilma Re + 0, — ROO- )
ROO* + RH — Re + ROOH (3)
Sonlanma Re +Re
Re + ROOe — non-radikal iiriinler “4)
ROQOe + ROO-

Prosesin baslamasina 1s1, 151k, radyasyon ve metaller gibi dis faktorler sebep
olmaktadir. Bu nedenle 6zellikle in vivo antioksidan aktivite Ol¢iimlerinde serbest

radikal olusumu sekli g6z 6niinde bulundurulmaktadir (Antolovich ve ark., 2002).



1.1.1. Antioksidan tipleri ve etki mekanizmalari:

Antioksidanlar etki sekillerine gore asagidaki gibi siiflandirilmaktadirlar
(Moure ve ark., 2001; Sanchez-Moreno ve ark., 1998):
- serbest radikal terminatorleri,
- metal iyonu selatlari
- kapal1 sistemlerde oksijenle etkilesen oksijen siipiiriiciileri.
Bdylece, birinci grup antioksidanlar, yiiksek enerjili lipid radikalleri ile etkileserek
onlar1 daha stabil termodinamik iiriinlere cevirmeye calismaktadir. Onleyici
antioksidanlar olarak da bilinen ikinci grup antioksidanlar, hiperoksidleri yikarak
zincir olusumu hizini geciktirmektedir (Antolovich ve ark., 2002).

Antioksidanlar (AH), lipid radikallerine hizla hidrojen atomu vererek lipid
oksidasyona etki etmektedirler [reaksiyon (5) ve (6)]. Sonraki reaksiyonlar ise zincir

olusumu (3) ve (9) reaksiyonlar ile yarigsmaktadir.

ROO- + AH — ROOH + Ae (5)
ROe + AH — ROH + A~ (6)
ROO- + A — ROOA (7)
RO« + A — ROA (8)
RO+ + RH — ROOH + Re 9)

Biitiin bu reaksiyonlar dogada ekzotermik olarak ger¢ceklesmektedir.
Antioksidanlarin (AH) etkileri A-H bag1 kuvvetinin azalmasiyla artmaktadir. Olusan
fenoksi radikal yeni serbest radikal reaksiyonunu baslatamamakta yada zincir
reaksiyonu ile hizli oksidasyona sebep olamamaktadir. Bu sartlar géz Oniine
alindiginda, antioksidan aktivite i¢in yap1 olarak miikemmel hidrojen veya elektron
donorii olan ve radikallerinin de rezonans delokalizasyonu boyunca nispeten daha
sabit olup, molekiiler oksijen saldirisina uygun bolgelere sahip olmayan en uygun
kimyasal madde grubunun fenolik bilesikler oldugu goriilmiistiir (Antolovich ve ark.,

2002).



Fenolik antioksidanlar serbest radikal terminatorleri kategorisine girmekte ve
serbest radikal siipliriicli veya metal selatorii gibi etki etmektedirler (Sanchez-Moreno
ve ark., 1998).

Fenollerin lipid radikalleri ile reaksiyonu sonucu olusan fenoksi radikalleri,
aromatik halka etrafindaki tek elektronun delokalizasyonu ile stabilize edilmistir

[reaksiyon (10)].

§bmdds

Fenoliin kendisi antioksidan olarak inaktiftir. o- ve p- konumlarinda hidrojen

(10)

atomlarinin  alkil gruplar1 ile siibstitiie olmasi hidroksil grubunun elektron
yogunlugunu arttirmakta ve bdylece lipid radikaller iizerinde etkisi de artmaktadir.
Metil grubu ile siibstitiisyonuna oranla fenolik antioksidanlarin aktivitesi p-
konumunda etil yada n-biitil grubu ile siibstitiie olmas1 ile daha ¢ok artmaktadir
(Shahidi ve Naczk, 1995).

Biitillenmis hidroksitoluol (BHT) yada biitillenmis hidroksianisol (BHA)
orneklerinde oldugu gibi fenoksi radikallerinin stabilitesi, o- konumundaki biiyiik
gruplarin baglanmasiyla artmaktadir. Bu siibstitiientler radikallerin bdlgesindeki
sterik engeli arttirmakla beraber antioksidan serbest radikalleri iceren yayilma

reaksiyonlarinin [reaksiyon (11), (12) ve (13)] hizlarin1 da azaltmaktadir.

Ae + O, — AOO- (11)
AOO* + RH — AOOH + Re (12)
A + RH — AH+Re- (13)



Fenol yapisindaki hidroksil grubunun o- veya p- konumuna ikinci bir hidroksil
grubunun baglanmasi ile antioksidan aktivite artmaktadir (Chen ve Ho, 1997).
Antioksidan madde konstantrasyonunun oksidasyon hizina etkisi, antioksidanin
yapisi, oksidasyon kosullari gibi birgok faktoére baghdir (Moure ve ark., 2001).
Ornegin, yiiksek konsantrasyonlardaki fenolik antioksidanlarin (11), (12) ve (13)
reaksiyonlar1 gibi baslama reaksiyonlarina eklenmesiyle etkilerini kaybedip pro-
oksidanlar olarak davrandiklar1 saptanmistir (Hollman ve Katan, 1998).

Ayrica, fenolik antioksidanlar bozulmamis yaga eklendiginde indiiksiyon
siiresinde uzama goriilmektedir. Ama bozulmaya baslamis lipidlere eklendiklerinde
etkisiz kalmaktadir. Bu nedenle, oksidasyona karsi maksimum koruma elde etmek
icin antioksidanlarin besin maddelerine miimkiin oldugu kadar erken ilave edilmesi

gerekmektedir (Shahidi ve Naczk, 1995).

1.1.2. Sentetik fenolik antioksidanlar

Gida maddelerine antioksidan ilavesi g¢esitli yOnetmelikler tarafindan
siirlandirilmistir. Ornegin; ABD’de yiiriirlilkte olan FDA yonetmeligi, besinlerde
antioksidan varligmin iriinlerin  etiketlerinde bildirilmesini ve ne amagcla
kullanildiginin  agiklanmasin1  istemektedir (Shahidi ve Naczk, 1995). Gida
iriinlerinde kullanima uygun sentetik antioksidanlar: biitillenmis hidroksitoluol
(BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA), gallatlar (propil gallat (PG), dodesil gallat
(DQG)) ve ter-biitilhidrokinon (TBHQ) dur (Wettasinghe ve Shahidi, 1999; Pinho ve
ark., 2000).



OH

C(CH,), QH
C(CH,), C(CHy),
OCH,
CH,
BHA BHT
(3-tersiyer-butil-4-hidroksianisol) (3,5-tesiyer-butil-4-hidroksitoluol)
(2-tersiyer-butil-4-metoksifenol) (2,6-tersiyer-butil-4-metilfenol)

BHA ve BHT monohidrik fenolik antioksidanlardir. Her iki madde de yagda
¢ok ¢Oziiniir, suda ¢oziinmez. Gida endiistrisinde kullanilmadan once ilk defa petrolii
oksidatif bozulmaya karst korumak i¢in kullanilmiglardir. Kimyasal olarak BHA, 3-
tert-biitil-4-hidroksianisol’iin  (%90) ve 2-tert-biitil-4-hidroksianisol’iin (%10)
karistmidir. Ticari amacli kullanimda, BHA beyaz mumsu tabakalar halinde, BHT ise
beyaz kristal bilesik olarak bulunmaktadir. Ayrica, BHT hayvansal yaglarda
oksidasyonu Onleyici ajan olarak bitkisel yaglardan daha etkilidir (Khan ve Shahidi,
2001).

Genis uygulama alanina gore, BHA 0Ozellikle esansiyel yaglarin tat ve
rengini korumada kullanilmakta ve her ¢esit gidaya katilabilen antioksidan olarak da
ilgi gormektedir. BHA, ozellikle tahil ve sekerleme fiiriinlerinde kullanilan hindistan
cevizi ve palmiye 6zii yaglar1 gibi kisa zincirli yag asitlerinin oksidasyonunun
kontroliinde etkilidir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Ugucu yaptiya sahip olduklarindan dolayr hem BHA hem de BHT besin igine
gecebilmektedir ve bu sebeple paketleme sirasinda da kullanilabilen énemli katki
maddeleridir. BHA ve BHT kombine olarak kullanildiklarinda sinerjik etki
gostermektedir. Ornegin, bu iki antioksidanin kombine kullanimi findik ve
iriinlerinin oksidatif reaksiyonlarini dnlemeleri agisindan ¢ok uygundur (Shahidi ve

Naczk, 1995).



OH
C(CH,),

OH

TBHQ
(ter-butilhidroksikinon)

ter-biitilhidrokinon (TBHQ) yanan yaglar1 oksidasyona karsi korumak ig¢in
onerilen BHA ve BHT benzeri etki gosteren en iyi antioksidan madde olup oksidatif
stabiliteyi arttirmak i¢in hidrojenasyona alternatif olarak gosterilmektedir. Bej renkli
bir toz olan TBHQ, yaglarda yeterli miktarda ¢oziinmekte, demir ve bakir gibi
metallerle kompleks olusturmamaktadir. Bundan dolay1, eklendigi iirlinlerin rengini
degistirmemektedir. Maksimum dozu %0.02 yada 200 ppm olmak iizere BHA ve
BHT ile kombine olarak yada tek bagina kullanilabilmektedir. TBHQ propil gallat’la
kombine edilememektedir. Ham yaglarin stabilizasyonu i¢in iyi performans
gosterdigi kaydedilmistir. Sitrik asit ve monogliserid sitrat gibi selat yapici ajanlar
TBHQ’un lipid stabilize edici 6zelligini arttirmaktadir. Bu kombinasyon esasen
bitkisel ve kati1 yaglarda kullanilmakta olup, hayvansal yaglarda yaygin degildir
(Shahidi ve Naczk, 1995).

OH
HO OH

COOC,H,
PG
(3,4,5-trihidroksipropilbenzoat)

Propil gallat (PG), gallik asitin propil alkol ile esterifikasyonu sonucu alkol

fazlasiin distile edilmesi ile elde edilen bilesiktir. Beyaz kristal tozdur ve suda ¢ok



az ¢oziinmektedir. Ozellikle hayvansal ve bitkisel yaglarin stabilizasyonunda
kullanilmaktadir. Erime noktas1 148°C olup, 1sindikca etkisini kaybetmekte ve bu
nedenle 190°C’yi asan 1sida kullanim1 uygun bulunmamaktadir. PG demir iyonlart ile
birleserek mavi-siyah kompleks olusturdugundan, demir ve bakir katalizorleri elimine
etmek icin her zaman sitrik asit gibi selatlarla kullanilmaktadir. BHA ve BHT ile
sinerjik etkisi tesbit edilmistir, fakat TBHQ ile kombinasyonu uygun
goriilmemektedir. PG, bitkisel ve hayvansal yaglarin, taze ve donmus et iiriinlerinin
ve cerezlerin oksidasyonunu inhibe etmek i¢in kullanilmaktadir. Bundan baska, PG
amfifilik yapisindan dolayr kuru (susuz) bitkisel yaglarda c¢ok etkili bir
antioksidandir. Gallatlarin ugucu 6zelligi BHA ve BHT den daha diisiik oldugundan,
bu monohidrik fenollere oranla daha az fenolik kokuya sahiptir (Shahidi ve Naczk,

1995).

1.1.3. Dogal antioksidanlar

Besinlerdeki dogal antioksidanlar, bitkinin biitiin kisimlarinda bulunabilen
polifenolik yapili bilesiklerdir. Bitkisel fenoller ¢ok fonksiyonlu olup indirgeyici
ajan, metal gelatorleri ve oksidasyon Onleyici etkileri vardir. Genel olarak, bitkisel
fenolik antioksidanlara Ornek olarak flavonoid bilesikleri, fenolik asit tiirevleri,
naftokinonlar, kumarinler ve tokoferoller gdosterilmektedir. Dogal antioksidanlar
organizmadan absorbe edildikten sonra fizyolojik fonksiyonlar1 agisindan onemli
duruma gelirler (Triantaphyllou ve ark., 2001).

Besinlere ilave edilen sentetik antioksidanlarin ortaya g¢ikan cesitli yan
etkileri tireticileri dogal kaynakli antioksidanlar1 kullanmaya yoneltmistir. Bu sentetik
antioksidanlarin fenolik yapida olmasi bu konuda yapilan arastirmalarin da dogal
yapili antioksidanlarda ayni yapiya sahip molekiillerin, 6zellikle de flavonoidler ve
fenolik asitlerin incelenmesi lizerinde yogunlasmasini saglamistir (Balasundram ve
ark., 2006). Fenolik bilesiklerin serbest radikallerin engellenmesinde 6nemli rolleri
bulunmaktadir. Boylelikle LDL oksidasyonuna kars1 dayanikliligi arttirir ve lipid

peroksidasyonunu engellerler. Fenolik bilesiklerin ayni zamanda iltihap kurutucu



etkileri de vardir. Sagliga yararli olan fenolik bitkilerin pek¢ok kisimlarinda, ayrica
cay, sarap gibi iceceklerde de bulunmaktadir. Ortalama flavonoid tiiketiminin koroner
kalp hastaliklar1 6liimleri ile ters orantili oldugu goriilmiistiir (Samman ve ark.,1998).

Epidemiyolojik ve klinik caligmalar meyve ve sebzelerdeki fenolik
antioksidanlarin kardiyovaskiiler hastaliklar ve ¢esitli kanser tipleri gibi kronik ve
dejeneratif hastaliklara karsi koruyucu etkileri oldugunu gostermistir (Sanchez-
Moreno ve ark., 1998). Ayrica, bu besin maddelerindeki antioksidanlarin ekstre edilip
diger gida maddelerine katilmas1 gidalarin oksidasyona kars1 stabilizasyonu ve insan

sagligina faydalar1 agisindan ¢ok dnemlidir (Shahidi, 2000).

1.1.3.1. Flavonoidler

Flavonoidler bitkilerde yaygin olarak bulunan fenolik maddelerdir. En ¢ok
meyve, sebze, findik, tohumlar ve ¢iceklerde bulunurlar (Frankel, 1999; Rice-Evans,
1999).

Yapilar1 aromatik A halkasina birlesmis heterosiklik C halkasindan ve buna

da ikinci aromatik B halkasinin birlesmesinden olusmaktadir.

Bu yapinin aromatik halkalarina hidroksil gruplarmin baglanmasiyla flavonoidler
antioksidan aktivite gosterirler (Fuhrman ve Aviram, 2002).

Flavonoidler, 6nemli antioksidanlar olarak serbest radikal alict ve zincir
kiricr etki gostermektedirler. A-halkast 5. konumda hidroksillendigi zaman

flavonoller 3-hidroksi-4-keto grubu ve/veya 5-hidroksi-4-keto grubunda metal
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iyonlarimi selatlamaktadir. B halkasindaki o-kinol grubu da metal selatlama aktivitesi
gostermektedir. Bunun yaninda flavonoidler reaktif oksijen tiirleri (ROT) olusumunu
azaltmaktadirlar. Yiksek oksitlenmis ROT flavonoidler aracilifiyla daha az etkili
aroksil radikallerine indirgenmektedir (Rice-Evans, 1999).

Flavonoidlerin biyolojik aktiviteleri son yillarda daha iyi anlasilmistir.
Antioksidan, serbest radikal siipiiriicii ve antienflamatuvar etkilerinin yani sira, farkl
enzimlerin aktivitelerini modiile ederek ve spesifik reseptorlerle etkileserek de insan
sagligina faydalar1 gosterilmistir. Bunu yaninda vazodilator etki gosterirler, bakir ve
demir gibi metal iyonlarini selatlama 6zelligine sahiptirler.

Flavonoidler antosiyanidinler ve antoksantinler olarak ikiye ayrilirlar.
Antosiyanidinler antosiyanidin glikozitleri olup meyve ve ¢igeklerin kirmizi, mavi ve
mor rengini veren suda c¢oziinen pigmentlerdir. Antoksantinler ise renksiz yada
sarimsi-beyaz renktedirler ve flavon, flavonol, flavan, flavanol, ve izoflavonlar olarak

ayrilirlar (Fuhrman ve Aviram, 2002).

Flavon [zoflavon

OH

Flavanol Flavonol
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CC

Flavanon

Besinlerdeki flavonoidler oksidatif strese karsi onemli ekzojen savunma
mekanizmalaridir. Siklooksijenaz ve lipooksijenaz’t inhibe etmektedirler. Bu
enzimler, platelet agregasyonu ile makrofaj olusumu, prostoglandin ve lokotrien
olusumlarinda anahtar rol oynamaktadirlar. Epidemiyolojik ¢alismalar, flavonoidlerin
ateroskleroz, tromboz ve karsinojenez olaylarinda onemli etkisi oldugu diisliniilen
LDL peroksidasyonunu o©nledigini ortaya koymaktadir. Ayrica koroner kalp
hastaliklarin1 6nleyici ve antikanser 06zellikleri de vardir (Samman ve ark., 1998;

Coskun, 2005).
1.1.3.2. Fenolik asitler

Fenolik asitler bitkilerde yaygin olarak bulunan genellikle suda ¢6ziinen
fenolik bilesiklerdir (Miller ve ark., 2000). Fenolik olmayan benzoik ve sinnamik
asitlerden tiireyen hidroksibenzoik ve hidroksisinnamik asit tiirevleri olarak iki grupta
incelenmektedir. Fenolik asitler ¢ogu zaman bitki hiicrelerinde serbest olarak
bulunmamaktadir, kompleks seklinde ya vakuollerde ¢6ziinmiis yada hiicre duvari
bilesenlerine baglanmis durumdadir (Macheix and Fleuriet, 1998).

Hidroksibenzoik asit tiirevleri genellikle C¢-C; yapisina sahip gallik asit, p-
hidroksibenzoik asit, protokatesik asit, vanilik ve sirinjik asitleri igermektedirler

(Balasundram ve ark., 2006). Bunlardan dordii (p-hidroksibenzoik, protokatesik,
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vanilik ve sirinjik asitler) angiospermlerde yaygin olarak bulunmakta, digerleri ise
(6rn., gallik ve salisilik asit) daha ¢ok seker molekiilleri yada organik asitlerle
kombine olarak kompleks yapilar veya basit tiirevler seklinde bitkilerde yer

almaktadir (Macheix and Fleuriet, 1998).

Ri=R=R4=H R3=0OH  p-hidroksibenzoik asit
R;=R4=H R,=R3;=0H protokatesik asit

R2 R1 R=R4s=H R,=0OCH; vanilik asit

R;=0OH

Ri=H R»=R3;=R4=0H gallik asit

R;=H R,=R4=0OCHj3; sirinjik asit

R;=0OH

Ri;=OH R»=R;=R4=H salisilik asit

Ri=R4=OH R,=R;3;=H genistik asit

R3 COOH
R4

Hidroksisinnamik asitler ise ii¢ karbonlu yan zinciri igeren aromatik halkali
yapilardir, orn., kafeik, p-kumarik, ferulik ve sinapik asitler gibi (Balasundram ve
ark., 2006). Sinnamik asitten tiiremis ve genellikle kumarik, kafeik, ferulik ve sinapik
asitlerin kombinasyonlar1 seklindedirler (Macheix and Fleuriet, 1998). Cogunlukla
organik asit veya glikozitlerin esterleri seklinde yada proteinlere veya diger hiicre

duvari polimerlerine bagli olarak bulunmaktadirlar (Chen ve Ho, 1997).

R1 \ COOH R;=R,=H p-kumarik asit
R,=OH R,=H kafeik asit
OH R;=OCH; R,=H ferulik asit
R2 R,=R,=OCHj sinapik asit
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Fenolik asit ve esterlerinin antioksidan aktivitesi molekiildeki hidroksil
gruplarinin sayis1 ile orantili olarak artmaktadir (Balasundram ve ark., 2006).
Antioksidan aktivitelerini, hidrojen atomlarmni vererek, hidroksil, singlet oksijen,
peroksil, peroksinitrit radikallerini siipiirerek veya gecis metalleriyle selat olusturarak
gostermektedirler (Halliwell, 2002). Yapilan ¢esitli antioksidan aktivite
calismalarinda, hidroksisinnamik asit tiirevlerinin hidroksibenzoik asit tiirevlerine
gore daha etkili oldugu gosterilmistir (Chen ve Ho, 1997).

Fenolik asitlerin lipid peroksidasyonunu onledigi de saptanmugtir. Direkt
olarak LDL oksidasyonunu ve agregasyonunu inhibe etmektedirler. Ayrica arteriyel
duvarda birikerek arteriyal makrofajlarda NADPH oksidazin aktivasyonunu inhibe

edip makrofaj lipid peroksidasyonunun da 6niine gecmektedirler (Halliwell, 2002).

1.2. Antioksidan Aktivitenin Degerlendirilmesi

Antioksidan aktivite, lipid oksidasyonunun primer ve sekonder iiriinlerinin
kantitatif olarak belirlenmesi ve reaksiyonlardaki diger degisikliklerin tesbit edilmesi
seklinde degerlendirilmektedir. Genellikle, hidroperoksit olusumunu geciktirme
yontemi ya da oksidasyon boyunca olusan sekonder {iriinleri kimyasal ve duyumsal
olarak tesbit yontemi kullanilmaktadir (Shahidi ve Naczk, 1995).

Antioksidanlar, oksidatif siirecin asagida belirtilen farkli asamalarinda
etkilidirler (Moure ve ark., 2001):

-baslangi¢ radikallerini siipiiriicii ;

-metal iyonlarini baglayici;

-peroksil radikallerini siipiiriicii;

-oksidatif hasar gormiis biyomolekiilleri uzaklastirici.

Antioksidanlarin  in  vivo olarak  biyoyararlanimi, absorpsiyonu,
metabolizmasi, farmakokinetigi ve besin maddelerinde kullanimi agisindan bu

mekanizmalar 6nem kazanmistir (Moure ve ark., 2001).
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1.2.1. Tayin yontemleri

1.2.1.1. Lipid peroksidasyonunun inhibisyonuna dayali yontemler

i) Peroksit sayisi

Peroksit sayisini tayin etmek icin en ¢ok bagvurulan yontem iyodometrik
titrasyon yontemidir. Potasyum iyodiirden serbest hale gecen iyodun tiyosiilfat ile

titrasyonu sonucu peroksit i¢erigi degerlendirilmektedir (Antolovich ve ark., 2002).

ii) Schaal firin testi

Bu testte 1s1ya karsi oksidatif kararlilik 6l¢tilmektedir. Kisisel koku ve tat

duyusuna gore karar verilmektedir (Frankel ve Meyer, 2000).

iii) Tiyobarbitiirik asit testi (TBARS)

En ¢ok kullanilan lipid peroksidasyonu tayin yontemidir. TBARS yontemi;
doymamis yag asitlerinin oksidasyonu ile olusan monoaldehitlerin (MDA), glasiyel
asetik asit ve 2-tiyobarbitiirik asitle 1sitilmasi sonucu verdikleri kirmizi rengin
siddetinin spektrofotometrik yontemle ol¢lilmesi esasina dayanmaktadir (Rice-Evans
ve ark., 1991).

MDA i¢in YBSK analizleri de mevcuttur. Bu teknik daha fazla zaman alici,
fakat daha spesifiktir. C;g kolon ve asetonitril veya metanol gibi mobil fazlar analiz

icin uygundur (Antolovich ve ark., 2002).

15



iv) p-karoten-linoleik asit sistemi

Bu yontemde, antioksidan aktivite linoleik asit sisteminde [-karotenin
oksidasyonu olciilerek tayin edilmektedir (Koleva ve ark., 2002). Reaksiyon sonunda
cozeltide B-karotenin kaybolan karakteristik sar1 renginin absorbansi 470 nm’de UV-
Spektrofotometre’de kaydedilerek, sonuglar standart olarak kullanilan sentetik
antioksidanlar ile karsilastirilarak verilmektedir (Wettasinghe ve Shahidi, 1999).
Reaksiyon genellikle 50°C civarinda baslar, basit, duyarli ve hizli bir yontemdir

(Koleva ve ark., 2002).

v) Ransimat yontemi

Cesitli antioksidanlarin antioksidatif potansiyellerini degerlendirmek igin
kullanilan bir yontemdir. Kullanilan sabit yagin acilagsmasi sonucu olusan lipid
oksidasyon {riinii kii¢iik molekiillerin elektrik gegirgenligindeki artis1 dlgmeye
dayanan Ransimat cihazi ile gerceklestirilmektedir. Bu yontemde otooksidasyon ile
olusan ucgucu organik asitler su igine yiiksek diizeyde absorbe edilmekte ve
indiiksiyon zamanini gostermek i¢in kullanilmaktadir (Shahidi ve Naczk, 1995; Chen

ve Ho, 1997; Kowalski ve ark., 2004).

1.2.1.2. Serbest radikal siipiiriicii etkiye dayal yontemler

i) Toplam Antioksidan Kapasite ol¢iimii (TEAC)

Troloks esdeger antioksidan kapasite (TEAC) denilen bu yontemle toplam
antioksidan kapasite olciilebilmektedir. Bu amagla, vitamin E, [-karoten,
flavonoidler, GSH, iirat, biliriibin, transferrin, seruloplazmin, albiimin, Se, SOD,
katalaz seviyeleri degerlendirilmektedir. Yontemin temeli, radikallerin ABTS (2,2°-

azinobis-(3-etilbenzotiyazolin)-6-sulfonik asit) ile reaksiyon vermesine dayanir.
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Oksijen radikali absorblama yetenegi de ayn1t TEAC’nin tesbiti i¢in kullanilir, fakat
burada floresans dedektor ile 6l¢iim yapilmaktadir (Frankel ve Meyer, 2000).

ii) DPPH’ radikal siipiiriicii etki

Kararli bir radikal olan DPPH bir elektron veya hidrojen kabul eder.
Antioksidanlarin, DPPH radikaline bir hidrojen atomu verme yetenekleri lizerinden
siipiiriicti etki gosterdikleri diistiniilmektedir. Bu yontem ile antioksidanlarin stabil
DPPH’ radikalini, indirgenmis DPPH (DPPH-H) formuna getirme yetenekleri

degerlendirilir.

DPPH + AH _, DPPH-H + A

Diger yontemlerle karsilastirildiginda kisa zamanda sonug¢ veren bir yontemdir
(Molynex, 2004; Sanchez-Moreno ve ark., 1998; Sanchez-Moreno ve ark., 1999;
Cakir ve ark., 2003).

iii) Toplam radikal-trapping parametre (TRAP)

Plazma ve serum’un toplam antioksidan kapasitesini Olgmek icin
gelistirilmistir. 2,2-azobis-(2-amidinopropan)-hidrokloriir (ABAP), antioksidanlari
oksitlemek icin peroksil radikallerini {iretmektedir. Indiiksiyon siiresi standart olarak
kullanilan Troloks’unki ile karsilastirilmaktadir. Oksidasyon olayr oksijen

absorbsiyonu ile gozlenebilmektedir (Frankel ve Meyer, 2000).
iv) ABTS"- radikal katyon renksizlestirme yontemi
ABTS, 2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) diammonyum tuzu

radikal katyon renksizlestirme deneyi, maddelerin antioksidan aktivitesini

degerlendirmede kullanilan spektrofotometrik bir yontemdir (Milauskas ve ark.,
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2004). H,0O;’in metmiyoglobini aktive etmesi sirasinda olusan ferrimiyoglobin
radikallerinin ABTS ile reaksiyonu sonucu ABTS™ radikalinin meydana gelmesi

esasina dayanmaktadir (Tsao ve Deng, 2004).

v) Oksijen Radikali Absorpsiyonu Yetenegi yontemi (ORAC)

Bu yontem suda ¢Oziinen fitokimyasallarin antioksidan aktivitelerini
degerlendirmek i¢in uygulanmaktadir. Yontemde floresan proteini R-fikoeritrin
(kirmiz1 fotoreseptdr pigmenti igeren fikobilirubin) ve peroksil radikali olugsmasina
neden olan AAPH (2,2’-azobis(2-amidinopropan)dihidroklorid) kullanilmaktadir
(Tsao ve Deng, 2004; Frankel ve Meyer, 2000).

vi) Siiperoksit anyon siipiiriicii aktivite testi (FRAP)

Antioksidanlarin elektron yakalama kapasitesi ile dogru orantili olarak
demirin indirgeme giiclinii dogrudan antioksidanin demir tripidil-triazine kompleksini
(Fe™-TPTZ), mavi renkli demir kompleksine (Fe*>-TPTZ) indirgeyebilme
yetenegiyle dlgmektedir (Antolovich ve ark., 2002).

vii) Elektron Spin Rezonans Spektroskopisi (ESR)

Bu yontem en ¢ok kullanilan dogrudan radikal oOl¢iim yoOntemidir.
Radikallerin biinyesinde bulunan magnetik enerji seviyesinin disaridan uygulanan bir
magnetik alanla iki farkli enerji seviyesine ayrilma olay1 {izerine kurulmustur.
Yontemin dezavantaji, birkag saniye gibi kisa Omiirlii radikallerin dl¢iim isleminin
zor olmasidir. Bu yilizden sadece uzun Omiirlii radikaller dogrudan analiz
edilebilmektedir. Bu dezavantaji yenmek i¢in kisa omdiirlii radikaller spin tuzagi
denilen nitrozo veya nitron igceren bilesiklerle reaksiyona sokularak uzun omiirlii
tirevler haline getirilir ve analiz ancak bu sekilde miimkiin olabilmektedir (Rice-

Evans ve ark., 1991; Antolovich ve ark., 2002).
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1.3. Tez kapsaminda kullamlan Hypericum tiirleri

Hypericum L., Guttiferae (Hypericaceae) familyasina dahil olan ve
Tiirkiye'de genis yayilis gosteren bir cinstir. Bu familya, diinyada 46 cins ve 1000
kadar tiir ile temsil edilmektedir. Bu giine kadar Tiirkiye'de bu familyaya ait bulunan
tek cins Hypericum’dur ve iilkemizde 80 kadar tiirii oldugu bilinmektedir (Potoglu-
Erkara ve Tokur, 2004).

Hypericum cinsi, yeryiiziinde tropik ve subtropik bolgelerde, Afrika, Kuzey
Amerika, Asya ve Avrupa'da yayilis gostermektedir.

Yurdumuz Hypericum tiirleri yoniinden Onemli bir gen merkezidir.
Hypericum tiirleri, igerdikleri naftodiantronlar, tanen, ucucu yag, alkoloidler,
flavonoidler ve vitaminlerden dolayr tibbi bakimdan biiyiikk 6neme sahiptirler.
Tirlerin igerdigi bu maddelerin bazilar1 hayvanlara zarar vermelerine ragmen bitkinin
cigcekli dal ve yapraklar1 halk arasinda tedavi edici olarak kullanilmaktadir. Bitkiden
elde edilen ekstreler insanlarda antidepresif ve 6fori verici olarak ¢esitli preparatlarin
hazirlanmasinda kullanilmaktadir (Mazza ve Oomah, 1998). Bu bitkilerin, toprak iistii
kisimlari, 6zellikle cigekleri kurutulup c¢ay olarak igilmektedir. Bitki zeytinyaginda
bekletilerek hazirlanan hiilasa, sinir yatistirici, iilser, astim gibi hastaliklarda, bobrek
taslarimi diisiirmekte, seker hastalifina kars1 ve antibiyotik etkisinden dolay1 da yara
ve yanik tedavisinde kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Aymi zamanda, ¢icek ve
yapraklardan elde edilen boya maddesi sayesinde, sinai yonden de olduk¢a 6nemli bir

cins oldugu belirtilmistir (Sakar ve ark., 1988).

1.3.1. Hypericum perforatum (St. John’s wort)

Cinsin tibbi olarak en ¢ok bilinen tiirii Hypericum perforatum (St. John’s
wort) {lilkemizde sar1 kantaron, binbirdelik otu, kanotu, kiligcotu, koyunkiran,
kuzukiran, mayasil otu, yaraotu (Baytop, 1984) isimleri ile bilinmektedir. Halk
arasinda sedatif, antienflamatuvar, anksiolitik, yara iyilestrici, yanik tedavisi,

uykusuzluk, soklar, beyin sarsintisi, histeri, gastrit, hemoroit, bobrek hastaliklari i¢in
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kulanimlar1 yaygindir (Mazza ve Oomah, 1998). Halk arasinda bu kadar yogun olarak
kullanim1 olan tiir {izerinde yapilmis pek ¢ok bilimsel ¢alisma mevcuttur. Ozellikle
son yillarda yapilan klinik ¢alismalar Hypericum perforatum ekstrelerinin hafif ve
orta siddetli depresyon tedavilerinde etkin olarak kullanildigini ortaya ¢ikarmistir
(Oztiirk, 1997), kisaca bitki depresyon tedavisinde umut vericidir. Ayrica, son
yillarda yapilan c¢alismalarda H. perforatum’un antioksidan potansiyeli farkli
metodlar kullanilarak incelenmis, Ornegin, bitkinin hiperisin ve hiperforince
standardize edilmis ekstresi serbest radikal olusumu ve lipid peroksidasyonunu
onleyerek kuvvetli siiperoksit radikali siiptiriicii etkisi oldugu goriilmiisiir (Benedi ve
ark., 2004); buna karsilik yapilan bagka bir calismada H. perforatum’un etanol
ekstresinin flavonoid ve fenolik asit fraksiyonlarinin serbest radikal olusumunu ve
lipid peroksidasyonunu Onemli derecede indirgedigi ifade edilerek, hiperisin ve
hiperforinin ise antioksidan aktiviteye katkisi olmadigi belirtilmistir (Silva ve ark.,
2005). Ayrica, H. perforatum’un hem in vitro olarak hem de canli organizmada
belirgin radikal siipiiriicii etkisi oldugu saptanmistir (Hunt ve ark., 2001).

Bunlarin disinda cinsin diger tiirleri de antioksidan aktivite acisindan
taranmis ve c¢arpici sonuglara ulasilmistir.

H. hyssopifolium’un etil asetatli fraksiyonlarinda yliksek toplam fenol
miktar1 ve DPPH radikal siipiiriicii etki tesbit edilmistir (Cakir ve ark., 2003).
H. triguetrifolium toprak istii kisimlarinin metanol ekstrelerinin TBAR ve radikal
siipiiriicii  aktivite tayinlerinde ©Onemli derecede antioksidan etki gosterdikleri
belirlenmis, bu bulgular flavonoid ve kismen de I3,II8-biapigenin varlig1 ile
aciklanmistir (Couladis ve ark., 2002). H. adrosaemum’dan hazirlanan infiizyonun ise
stiperoksit ve hidroksil radikallerine karsi kuvvetli antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir (Valentao ve ark., 2002).

1.3.2. Hypericum montbretii Spach.

Sin.: H. cassium Boiss., H. nordmannii Boiss.
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H. montbretii, Drosocarpium (Spach.) seksiyonuna dahil, ¢ok yillik, tiiysiiz
bitkidir. Govdesi 15-60 cm, dik veya yatay olarak uzanmistir. Gévdede genellikle ug
stirgiinlere sahip degildir. Yaprak, anterler, sepaller ve petaller lizerinde kenar ve
yiizeysel siyah glandlart mevcuttur. Yapraklar: 15-55 mm biiyiikliigiinde ovat-oblong
veya triangular-lanseolata kadar degisiklik gostermistir ve agsi damarlanma soz
konusudur. Petaller ve stamenler devamlhidir. Petaller 8-14 mm biiytikliiglinde uca
dogru siyah glandlhidir. Stamenler {i¢lii demetler halinde ve stilusu ii¢ pargalidir
Sepaller lensoolat-oblong, akut-akiiminant seklindedir. Kapsiil 7-10 mm
bliyiikliiglinde dar ovoid piramidaldir ve valfli, turuncu vezikiillii ve kisa dorsal
cizgilidir. Tohumlar boyuna damarli ve yiizeysel ¢izgilidir (Robson, 1988).

Ciceklenme zamani Nisan-Temmuz aylaridir. Yetisme ortami: Taglik tepeler
ve caliliklar. Yiikseklik: 200-1750 m. Yeryiiziindeki yayilisi: Balkanlar, Bati Suriye,
Gircistan. Tiirkiye'deki yayilisi: Al, A2, A3, A4, AS, A8, B1, B2, B3, BS, C1, C2,
C3, C5. Eskisehir’de ise Kalabak koyii ve cevresi, 1300 m., orman altinda
yetismektedir (Davis, 1967).

1.3.3. Hypericum origanifolium Willd.

Sin: H. pulverulentum Fenzl, H. gheiwense Boiss.

H. origanifolium, Origanifolia (Stef.) seksiyonuna dahil ¢ok yillik ¢alimsi
bitkidir. Govdesi 15-30 (37) cm., yar1 dik yiikselici, dallanmis fakat genellikle
tabanda koklii olmayan kisa beyazimsi pubescent tiiylere sahiptir. Govdede ug
siirglinleri yoktur. Yapraklar 5-30 mm. biyiikliiglinde, ovat-obavat eliptik-oblong
sekillidir. Yaprak i¢ kenarlarinda yiizeysel siyah glandli, pubescent tiiylere sahiptir.
Sepaller dar oblong-oblong spatulata, akut obtus seklindedir. Genellikle yiizeysel
siyah glandlara sahip, puberulos veya glabrosdur. Petaller ve stamenler devamlidir.
Petaller 9-15 mm. biytkliigiinde siyah yiizeysel glandli ve bazen kenarlar1 siyah
glandlidir. Stamenleri {iglii demetler halindedir ve stilusu {i¢ parcalidir. Kapsiil 7-12
mm. biiyiikliiglinde dorsal vittali ve yanal vezikiilliidiir ve valfli, boyuna kesik

cizgilidir. Tohumlar burusuk ve kabarik ¢izgilidir.
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Ciceklenme zamani Mayis-Agustos aylaridir. Yetisme ortami: Kuru otlu
veya kayali yokuslar veya stepler. Yiikseklik: 50-2400 m. Yeryliziindeki yayilist:
Giircistan, Zonguldak. Tirkiye'deki yayilist: A2, A3, A4, A5, A6, B2, B3, B4, BS,
B6, C3, C5, C6. Eskisehir ¢evresinde ise Sivrihisar, 1100 m., Hub.-Mor., Tekoren
Koyt yol iizeri ve Yoriikkirka koyti, 1000 m., kirsal alanda yetismektedir (Robson,
1988).

H. montbretii ve H. origanifolium bitkileri ile yapilan tek anatomik ¢alisma
olmasina ragmen (Potoglu-Erkara ve Tokur, 2004) iceriklerini belirleyen bir¢ok
fitokimyasal calisma rapor edilmisitr. Bu ¢alismalardan elde edilen sonuglara gore H.
origanifolium toprak istii kisimlarinin naftodiantronlar (hiperisin, psddohiperisin,
proto-psddohiperisin, emodin ve frangulin), flavonoidler (rutin, kersetin, mirsetin,
hiperosit), ksantonlar (mangiferin ve izomangiferin); H. montbretii’nin ise
naftodiantronlar (hiperisin, psodohiperisin, proto-psddohiperisin, emodin ve
frangulin), flavonoidler (rutin, kersetin, mirsetin, mirsitrin, kersitrin, izo-kersitrin,
hiperosit, katesin (+)), ksantonlar (mangiferin ve izo-mangiferin), biflavonoidler
(13,118-biapigenin), fenolik asitler (klorojenik asit) ve ugucu bilesikler (o.-,0-,y-
kadinen, o-kadinol, D-germakren, tr-nerolidol ve valesen) icerdikleri saptanmistir
(Mathis ve Ourisson, 1964; Kitanov ve ark., 1998; Sakar ve ark., 1991; Erken ve ark.,
2001).

H. montbretii ve H. origanifolium ile ilgili yapilan biyo-aktivite ¢aligsmalari
ise antimikrobiyal, antibakteriyal ve antiyeast ozelliklerinin belirlenmesi ile sinirlidir
(Sakar ve ark., 1988; Sakar ve Tamer, 1990). Antioksidan aktivite ile ilgili daha 6nce

yapilmis higbir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu c¢alismanin amaci; H. origanifolium ve H. montbretii'nin farkli
polaritedeki ekstrelerinin antioksidan ve serbest radikal stipiiriicii etkileri arastirilarak
sonuclarin referans bitki olarak degerlendirilen H. perforatum ve sentetik antioksidan
BHT’nin sonuglari ile karsilastirilmas1 ve ekstrelerin toplam fenolik madde, flavonoid

ve flavonol miktarlarinin belirlenmesidir.
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2. MATERYAL ve YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Bitkisel materyal

H. origanifolium Willd., Sivrihisar, Tekoren koyii, 1100 m. Haziran 2002
(OUFE 10334).

H. montbretii Spach., Kalabak koyii, 1300 m. Haziran 2002, (OUFE 10332).

Hypericum perforatum Linn., Tirkmen Daglar, Kalabagin {ist taraflari,
1300 m. Haziran 2003 (OUFE 10337).

Hazirlanan herbaryum 6rnekleri basta "Tiirkiye Florasi" olmak {izere cesitli
eserlerden yararlanilarak teshis ve tayin edilmislerdir (Davis, 1967). Hazirlanan
herbaryum orneklerinin Ege Unversitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryum

Merkezi'ndeki (EGE) 6rnekler ile kontrol ve karsilagtirmalar1 yapilmistir.

2.1.2. Kimyasal madde ve ¢ozeltiler

Gallik asit, B-karoten, BHT (butillenmis hidroksitoluol), DPPH (2.2-difenil-
1-pikrilhidrazil) Folin-Ciocalteu reaktifi (Sigma-Aldrich), linoleik asit (Fluka),
Tween 80, metanol, etilasetat, kloroform, etanol, sodyum kabonat, sodyum asetat,
aliiminyum kloriir (Merck). Ham zeytin yag1 Ustiin Zeytincilik, Balikesir firmasindan

alinmustir.
2.1.3. Kullanilan cihazlar

UV-visible Spektrofotometre (Shimadzu 160A), Ransimat Cihaz1 (743
Metrohm AG, isvi(;re), ELISA mikroplaka okuyucu (Bio.Tek. EL(808;y), Ultrasonik

banyo (1 L, J.P. Selecta), Etiiv (Venticell-55), Hassas Terazi (Shimadzu-AEX 200G),
Rotavapor (Buchi-R114), Vortex karistirict (Nuvemix-NM 110 vibrator).
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2.1.4. Kullanilan malzemeler

6 mL borosilikat vial (Cole Parmer), Spektrofotometre kiiveti (S-10SM 1 mL
Quartz), 96 kuyucuklu mikroplaka (Corning), Otomatik Pipetor (100pL, 1000 pL,
5000 pL, Eppendorf), Steril otomatik mikropipet ucu (100 pL, 1000 puL, 5000 pL,
Eppendorf), beher (250 mL, {ldam), armudi balon (50 mL, ildam), Pyrex-cam tiip (10
mL, 16x100 mm, {ldam), Kapakli cam tiip (10 mL, Ildam), balon joje (10 mL, 25 mL,
100 mL, 250 mL, ildam).

2.2. Yontem

2.2.1. Ekstrelerin hazirlanmasi

Calismada kullanilan Hypericum tiirlerinin ¢igek ve yapraklar golgede
kurutularak toz edilmistir. Her 3 drog icin de aymi ekstraksiyon yontemi
kullanilmastir.

Yaklasik 30 g toz drog Soxhlet apareyinde once yaglarindan kurtarilmak
lizere petrol eteri (40-60°C) ile 8 saat ekstre edilmis, geride kalan drog, petrol eteri
uzaklastiridiktan sonra 2 kisma ayrilmustir. Ik kisim %70°lik MeOH ile 40°C’deki su
banyosunda 30 dakika (4 kez) ekstre edilmis, siiziintiiler 40°C’de al¢ak basing altinda
metanolden kurtarildikdan sonra sulu kisim liyofilize edilmistir (ME). ikinci kisim da
ayn sekilde %70’lik MeOH ile 40°C’deki su banyosunda 30 dakika (4 kez) ekstre
edildikten ve siiziintiller 40°C’de algak basing altinda metanolden kurtarildikdan
sonra sulu kistm EtOAc ile sivi-sivi ektraksiyona tabi tutulmus (4 kez) ve ayrilan her
iki faz ayr1 ayr1 yogunlastirilmistir (EA ve SU). Her ekstre i¢in kuru baz {izerinden %
verim hesaplanmistir. Bu sekilde her 3 bitki icin elde edilen ekstreler aktivite

tayinlerinde kullanilmistir.
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2.2.2. Toplam fenolik madde miktar tayini

Ekstreler i¢indeki toplam fenol miktarlar1 Folin-Ciocaltaeu Metodu
kullanilarak kolorimetrik olarak tayin edilmistir (Folin ve Ciocaltaeu, 1928). Biitiin
ornekler ve standart olarak kullanilan gallik asit %50°lik metanolde ¢oziilmiistiir. 0.5
mL 6rnek, 2.5 mL Folin-Ciocaltaeu reaktifi (%10’luk, h/h, suda) ve 7.5 mL sodyum
karbonat c¢ozeltisi (%20’lik, a/h, suda) deney tiipiinde karistirilarak 2 saat oda
sicakliginda  bekletilmistir.  Cozeltilerin ~ absorbans  degerleri 750 nm’de
spektrofotometrede okunmus, toplam fenol miktar1 gram ekstrede mg gallik asite

esdeger olacak sekilde hesaplanmustir.

2.2.3. Flavonoid miktar tayini

Flavonoid igerigi standart olarak rutin kullanilarak belirlenmistir. Sar1 rengin
absorbansi oda sicakliginda 60 dakika bekletildiken sonra 415 nm’de OSlgiilmiistiir
(Miliauskas ve ark., 2004).

1 mL bitki ekstresi (10g/L metanolde) ile 1 mL aliiminyum trikloriir (AICl3)
(20 g/L) ile kanstirihirak distile su ile 25 mL’ye tamamlanmistir. Cozeltinin
absorbans1 60 dakika sonra UV-spektrofotometrede 415 nm’de Ol¢iilmiistiir. Kor
olarak; 1 mL ekstre + 1 damla asetik asit karistirilarak 25 mL’ye tamamlanan ¢ozelti
kullanilmigtir. Ayni kosullar altinda rutin ¢dzeltisinin absorbansi da 6l¢iilmiistiir.
Tim tayinler iki kez tekrarlanmistir. Bitki ekstrelerindeki rutine esdeger flavonoid

miktar1 asagidaki formiille hesaplanmisgtir:

Axmo
X: XlO
onm

X: bitki ekstresinin rutine esdeger mg/g flavonoid icerigi
A: bitki ekstresinin absorbansi

A, : standart rutin ¢ozeltisinin absorbansi
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m: bitki ekstresinin agirligi (g)

m, : ¢ozeltideki rutinin agirhig (g)

2.2.4. Flavonol miktar tayini

Flavonol igerigi asagida verilen yonteme gore belirlenmistir. 2.5 saat oda
sicakliginda bekletildikten sonra olusan renk 440 nm’de 6l¢iilmiistiir. Bitki ekstreleri
ve rutin ¢dzeltisi de ayn1 islemden gecirilmistir (Milauskas ve ark., 2004).

0.02-0.09 mg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan etanolik rutin
cozeltisinden 2mL, aliiminyum trikloriir ¢ozeltisinden (20 g/LL) 2 mL ve sodium
asetat ¢ozeltisi (50 g/L) nden 6 mL alinarak karigtirilmigtir. Karigimin 20°C’de 2.5
saat bekletildikten sonra 440 nm’de UV-spektrofotometrede absorbansi dl¢iilmiis ve
rutinin kalibrasyon egrisi ve denklemi hesaplanmistir. Ayni prosediir rutin ¢ozeltisi
yerine 10 g/L konsantrasyonda hazirlanan bitki ekstrelerine uygulanmistir. Herbir
deney 2 kez tekrarlanmistir. Ekstrelerin rutine esdeger flavonol miktarlar1 asagidaki

formiille hesaplanmstir:

X: bitki ekstresinin rutine esdeger mg/g flavonol igerigi
C: kalibrasyon egrisinden elde edilen rutin ¢ozeltisinin konsantrasyonu (mg/mL)

V,m: bitki ekstrelerinin hacmi (mL) ve agirhigi (g).

2.2.5. DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki

Test edilen Hypericum tlrlerinden elde edilen ekstrelerden hazirlanan
cozeltilerin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH") iizerindeki serbest radikal siipiiriicii
etkileri Sanchez-Moreno ve arkadaslar1 (1998) tarafindan modifiye edilmis yontem

kullanilarak tayin edilmistir.
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Metanol igerisinde hazirlanmis 0.1, 0.2 ve 0.4 mL Ornek c¢ozeltileri
(reaksiyon ortamindaki 6rnek konsantrasyonlari 9.6x10*-3.6x10™ mg/mL) {izerine
metanolde hazirlanmis 3 mL DPPH (2x107 g/L) ¢ozeltisi ilave edilerek vortekste 30
saniye kanistirilmis ve karanlikta, oda sicakliginda 30 dakika bekletilen ¢ozeltilerin
517 nm’de absorbans degerleri kaydedilmis, serbest radikal siipiiriici etki

(Antioksidan Indeks) asagidaki esitlige gdre hesaplanmistir:

kontrol absorbans1 — 6rnegin absorbansi
% Inhibisyon = x 100
kontrol absorbansi

Radikal siipiiriicii etki konsantrasyona karst korele edilmis ve DPPH
konsantrasyonunu %350 inhibe eden ekstre konsantrasyonlart (ICsy degerleri)
belirlenmistir (Cizelge 3.2). Her test 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmis, referans

madde olarak BHT kullanilmastir.

2.2.6. p-karoten-linoleik asit sisteminde antioksidan aktivite tayini

Bu yontem, B-karoten ve linoleik asit sulu emdiilsiyon sisteminde 1s1
yardimiyla oksidasyonunun indiiklenmesi esasina dayanmaktadir (Koleva ve ark.,
2002).

Kuru bir kaba tartilan 40 mg linoleik asit ve 400 mg Tween 80 ile B-karoten
cOzeltisinin tamami (3mg/mL kloroformda) vortekste iyice karistirilmis, kloroform
al¢ak basing altinda 40°C’de rotavaporda ortamdan uzaklastirilmistir. Bakiye su ile
emiilsifiye edilerek 100 mL’ye tamamlanmistir. Portakal renkli bu stok cozelti
deneyler sirasinda karanlikta saklanmigtir. 3 mL B-karoten ¢ozeltisi igerisine 0.2 mL
numune ¢ozeltisi (0.6 mg/mL konsantrasyonda) ilave edilerek vortekste iyice
karistirilmig, herbir numune ¢6zeltisi (0.2 mL) mikroplakalara yerlestirilerek islem
sirasinda 40°C’de etiivde tutulmus ve 15 dakika araliklarla 490 nm’de ELISA
mikroplaka okuyucuda absorbanslar1 dl¢lilmiistiir. Herbir deney 3 kez tekrarlanmas,

sonuglar zamana (dakika) kars1 okunan absorbans degerleri olarak grafige gecirilip,
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antioksidan aktivite fenolik asit ilave edilmeksizin kontrole karsi oksidasyonun
inhibisyon ylizdesi olarak asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmis ve sentetik
antioksidanlar BHT’nin sonuglar1 ile karsilastirilarak degerlendirilmistir. Kontrol

olarak metanol kullanilmistir.

% Antioksidan aktivite = 100 x [1-( AL-A**) 7 ( AL-A0 )]

A’ = 6rnegin baglangigtaki absorbansi (490 nm)
AP = ornegin 180 dakika sonraki absorbansi (490 nm)
A’ = kontroliin baslangigtaki absorbansi (490 nm)

A'* = kontroliin 180 dakika sonraki absorbansi (490 nm)
2.2.7. Ransimat yontemi ile lipid peroksidasyonunu inhibe edici etki

Ransimat yontemi ¢esitli antioksidanlarin antioksidatif potansiyelini
degerlendirmek i¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.

Calisilan Hypericum tiirlerine ait ekstrelerin antioksidan aktiviteleri yaglarda
bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan bozunma
iirlinlerinin su i¢ine absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismesi prensibine gore
calisan Ransimat cihazi ile test edilmistir (Chen ve Ho, 1997; Kowalski ve ark.,
2004).

Bu testte linoleik asit¢e zengin (%60-65) ham zeytin yagi kullanilmistir. 3 g
yag i¢ine % 0.1 olacak sekilde numune veya standart madde (BHT) ilave edilerek yag
icerisinde dagilmasi saglanmistir. 100°C’de, 20 L/saat hava akisina maruz birakilan
numunelerin bozunma zamanlar1 6l¢iilmiis ve antioksidan aktiviteleri, (Bozunma

Indisleri ) hesaplanmistir. Her test 3 kez tekrarlanarak ortalamalar1 alinmustir.

BOZUHma IndiSi (I.I.: Inumune/Ikontrol)
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Formiile gore; drneklerin Bozunma Indisleri kontrol ile karsilastirilarak antioksidan

aktiviteleri tayin edilmistir.
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3. BULGULAR

Antioksidan aktivitenin degerlendirilmesi i¢in bir¢cok in vitro ve in vivo
yontem gelistirilmistir. Bunun yaninda, tek bir antioksidanin veya fitokimyasal
antioksidanlarin antioksidan kapasitesini tam olarak belirleyici bir sistem
bulunmamaktadir. Dogal antioksidanlarin ¢ogu bitkilerden elde edilmekte olup,
yiiksek bitkilerin biitiin kisimlarinda ve genellikle fenolik ve polifenolik bilesikler
olarak bulunmaktadirlar (Shahidi, 2000). Dogal antioksidanlar; indirgeyici ajanlar,
serbest radikal siipiiriiciiler, prooksidan metallerin komlpeks olusumunu
engelleyiciler ve singlet oksijen olusumunu oOnleyiciler olarak etki etmektedirler

(Pratt, 1992).

Tez kapsaminda, son yillarda 6zellikle gida endiistrisinde dogal kaynakli
antioksidan maddelerin 6nem kazandigini ve insan saglig1 agisindan daha kullanigh
ve zararsiz oldugu goz oniine alinarak, iki Hypericum tiiriiniin (H. montbretii Spach.
ve H. origanifolium Willd.) yaprak ve ¢iceklerinden elde edilen farkli polaritedeki
ekstrelerin fenolik madde bilesimi, flavonoid ve flavonol miktarlar1 belirlenerek ve
DPPH iizerinden anti-radikal aktiviteleri, B-karoten linoleik asit sistemi ve Ransimat
yontemi ile antioksidan kapasiteleri degerlendirilmis ve sonuglar H. perforatum ve

sentetik antioksidan BHT ’nin sonuglari ile karsilagtiriimistir.

3.1. Ekstrelerin Fenolik Madde Icerigi

Hypericum ekstrelerinin toplam fenolik madde miktarlar1 Folin-Ciocalteu
metodu kullanilarak gallik asit iizerinden; flavonoid ve flavonol miktarlar ise AlCls
ve AlCl;+Na-asetat metodlar1 ile rutin lizerinden degerlendirilmis, sonuglar ve

ekstrelerin kuru baz iizerinden % verimleri Cizelge 3.1’de verilmistir.
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Cizelge 3.1. Hypericum tiirlerinden elde edilen ekstrelerin kuru drog verimleri,

toplam fenolik madde, flavonoid ve flavonol miktarlari

Extraksiyon | Toplam fenolik Toplam Toplam

Ekstreler verimi madde Flavonoid Flavonol

(%) miktart" miktar" miktar”
HOC-ME 29.43 278.63 £ 1.25 16.30 £ 0.37 2.58 £0.05
HOC-EA 7.7 302.67 £ 1.25 50.04 £ 0.81 6.92 £0.83
HOC-SU 21.45 154.52 £ 1.49 2.13£0.36 0.19£0.01
HOY-ME 34.93 172.09 £0.72 12.01 £0.60 2.02£0.17
HOY-EA 7.49 451.33 +4.81 54.77+0.63 7.15%£0.03
HOY-SU 23.47 104.91 £5.78 1.16 £0.45 0.14£0.02
HMC-ME 24.75 199.19 + 1.86 19.30 £ 0.31 3.31£0.18
HMC-EA 15.51 442.41 £6.16 55.30 £ 0.65 7.32%£0.11
HMC-SU 28.23 192.22 + 1.63 1.87 £0.30 0.41£0.04
HMY-ME 25.81 336.91 £0.59 10.48 £0.23 0.96 £0.07
HMY-EA 7.29 394.30 £ 0.53 16.00 £ 0.55 1.90 £0.01
HMY-SU 23.03 216.03 £0.82 2.86 £0.21 0.24 £0.01
HPC-ME 39.63 319.34 £2.46 10.33 £0.00 2.51£0.03
HPC-EA 12.19 385.98 +£1.23 25.37+£0.60 5.75%£0.04
HPC-SU 27.85 257.78 £ 1.82 4.59+0.15 0.78 £0.15
HPY-ME 35.66 328.70 £ 0.99 12.72 £0.09 2.82+0.31
HPY-EA 7.82 443.43 £2.32 38.48 £ 0.54 7.49+0.23
HPY-SU 25.94 27191 £3.13 6.67 £0.41 1.51 £0.02

' mg/gram + standart sapma, * gallik asite esdeger, ' rutine esdeger
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Cizelge 3.1°de de goriildiigii gibi her ii¢ bitkiden %70 metanol ile hazirlanan ham

ekstrelerde toplam fenol miktarlarinda oldukcga belirgin bir artis gdzlenmistir.

Tez kapsaminda c¢alisilan Hypericum tiirlerinden hazirlanan farkli
polaritedeki ekstrelerin ¢6ziinen madde miktarlart kuru baz {izerinden % olarak
hesaplanmistir. Ekstraksiyon verimleri %7.27 (HOC-EA) ile %39.63 (HPC-ME)
arasinda degismektedir. Her ¢ tiiriin ¢icek ve yapraklarima ait  metanolik
ekstrelerinin diger ekstrelere oranla daha yiiksek ekstre verimine sahip oldugu
goriilmektedir (Cizelge 3.1). Bu durum metanol ekstrelerindeki polar bilesiklerin
varlhigi ile iliskilidir.

Hypericum tiirlerinin toplam fenol miktar1 degisik polaritedeki ekstrelerde
tayin edilmis ve toplam fenol igerigi gallik asit esdegeri olarak ifade edilmistir (mg
gallik asit/g ekstre). En yliksek miktarda fenolik madde tasiyan ekstreler, etil asetath
ekstreler olarak tesbit edilmistir. Ekstrelerin toplam fenolik madde igerikleri sirasiyla,
HOC-EA < HPC-EA < HMY-EA < HMC-EA < HPY-EA < HOY-EA olarak
artmaktadir. Sulu ekstrelerin toplam fenol igerigi ise en diigiik olarak bulunmustur.
Cizelge 3.1’e gore H. origanifolium yapraklarimin EA ekstresi 451.33 mg/g, H.
perforatum yapraklarimin EA ekstresi 443.43 mg/g ve H. montbretti yapraklarinin
EA ekstresinin 394.30 mg/g toplam fenolik madde tasidig: tesbit edilmistir. Buradan
anlasilacagi tlizere, tiirlerin yapraklar c¢igeklerinden daha fazla oranda toplam fenolik
madde icermektedir.

Ekstrelerin rutine esdeger flavonoid igerigi (mg/g), 1.16-55.33 mg/g arasinda
degismektedir. Flavonoidler i¢in en yiiksek degerler yine etil asetatl ekstrelerde tesbit
edilmistir. Ekstrelerin flavonoid miktarlar1 sirasiyla HMY-EA < HPC-EA < HPY-
EA < HOC-EA < HOY-EA < HMC-EA olarak artmaktadir. Sulu ekstrelerde toplam
fenolik madde igerigi gibi flavonoid icerigi de ¢ok azdir.

Calisilan Hypericum tiirlerine ait ekstrelerdeki flavonol konsantrasyonlari
mg/g rutin esdegeri olarak ifade edilmistir ve 0.14-7.49 mg/g arasinda degismektedir.
En fazla flavonol iceren ekstreler yine etilasetat ekstreleri olarak tesbit edilmistir.

Ekstrelerdeki flavonol miktarlar;; HMY-EA < HPC-EA < HOC-EA < HOY-EA <
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HMC-EA < HPY-EA olarak artmaktadir. Bu sonuglar ¢oziicii polaritesine bagl
olarak beklenildigi gibi elde edilmistir.

3.2. DPPH Uzerinden Serbest Radikal Siipiiriicii Etki Tayini

Genel olarak, kimyasal maddelerin elektron verme yetenekleri lipid
oksidasyona kars1 gosterdikleri antioksidan aktivitelerinin sonucudur. DPPH serbest
radikal siipiiriicti etki tayini; hidrojen verme potansiyelinin arastirilmasi i¢in en kisa,
en ucuz yontemlerden birisidir (Kikuzaki ve ark., 2002).

Dogadaki bir¢cok radikal iyonu degisik kimyasal reaksiyonlarla cesitli
bilesikler tarafindan etkisiz hale getirilmektedir. Kararli bir organik radikal olan
DPPH bitki ekstreleri gibi maddelerin antioksidan aktivitesini belirlemede
kullanilmaktadir. Son zamanlarda DPPH yontemi sonuglarin1 yorumlamak i¢in etkin
konsantrasyon veya ECsy ifadesi (diger deyimle inhibisyon konsantrasyonu, ICsg
degeri) kullanilmaktadir. Bu, DPPH aktivitesinin %50 kaybina neden olan substrat
konsantrasyonu olarak tanimlanmistir (Brand-Williams ve ark., 1995). Dolayisiyla;
en diisiik ICso degeri en yliksek antioksidan aktivitenin gostergesidir.

Bu yontemle H. origanifolium ve H. montbretti’nin cicek ve yapraklarmin
metanollii, etil asetatli ve sulu ekstrelerinin anti-radikal aktiviteleri DPPH" (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) serbest radikali {izerinden Sanchez-Moreno ve arkadaslari
(1998) tarafindan modifiye edilmis yontem kullanilarak tayin edilmistir. Sonuglar test
edilen konsantrasyonlarda % inhibisyon olarak degerlendirilmis, H. perforatum ve
sentetik antioksidan BHT’nin degerleriyle karsilastirilmistir. Orneklerin serbest
radikal siipiiriicli etkileri Cizelge 3.2 de verilmistir.

DPPH iizerinden serbest radikal siipiiriicii etki tayininde; test edilen madde

konsantrasyonu ile antioksidan aktivitenin dogru orantili oldugu goriilmektedir.
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Cizelge 3.2. Hypericum tiirleriden elde edilen ekstrelerin DPPH iizerinden serbest

radikal siipiiriicii etki tayininde % Inhibisyon ve ICso degerleri

% Inhibisyon
Ekstreler 1G5
9.6x 10" 1.8 x 107 3.6x107

HOC-ME 1558020  27.29+0.81  3585+0.72  4.72+0.47
HOC-EA 7.33+0.94 18.34+0.55  32.19+0.85  5.22+0.84
HOC-SU 7.74 +0.41 15.88+0.56  19.81+0.27  9.24£0.90
HOY-ME 7.26 +0.47 13.65+0.56 2276041  6.68+0.49
HOY-EA 2.58 +0.62 1564096  38.60%0.59  3.37%0.26
HOY-SU 2.51+0.96 3.27+0.25 7.15+0.89  13.7%0.88
HMC-ME 10.59£0.94  1452+0.79  28.05+0.99  5.49+0.22
HMC-EA 10.50£0.28  19.20%£0.56  39.39+0.53  3.82+0.02
HMC-SU 6.51 +0.70 11.21£023  2048+044  7.50%0.36
HMY-ME 1497+0.96  23.56+0.54  45.05+0.47  3.53+0.07
HMY-EA 16.09+0.85  28.89+0.54  58.14+0.76  2.84+0.07
HMY-SU 7.43+0.54 11.31£023  23.63+£0.32  6.54%0.07
HPC-ME 11.80£0.97  19.98+0.92  40.97+0.63  3.63+0.01
HPC-EA 1320+0.81  2524+0.63  55.15+0.12  2.63+0.01
HPC-SU 9.94 +0.28 1579+0.68  29.73+£0.56  4.71 £0.04
HPY-ME 11.62+0.11  2047+041 42544032  3.73+0.07
HPY-EA 15.15+0.65  3129+0.56  60.82+0.74 2.87+0.12
HPY-SU 9.94 + (.85 16.08+0.49  35.19+0.53  5.11%£0.22
BHT 11.41£0.58  2825+045 37974033  439+043

Sonuglar ortalama degertstandart sapma (n=3) olarak verilmistir.

* ilave edilen ekstre/BHT miktar1 (mg/mL)
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Sekil 3.1. Hypericum tiirleriden elde edilen ekstrelerin 3 farkli konsantrasyonda

serbest radikal siiptiriicii etkileri

3.3. B-karoten-linoleik Asit Sisteminde Antioksidan Aktivite Tayini

Bu yontem, emiilsiyondaki linoleik asit oksidasyonu sonucu olusan
radikallerin B-karoten’le reaksiyonundan olusan sar1 rengin zaman igerisinde
kaybolmasina dayanmaktadir. Antioksidan madde varligi rengin agilmasini
onlemektedir (Kulisic ve ark., 2004). B-karoten-linoleik asit sisteminde test siiresi
olan 3 saat boyunca -karotenin solmasinin 6nlenmesi yliksek potansiyel antioksidan
aktivitenin varligin1 géstermektedir.

Bu yontemle H. origanifolium ve H. montbretti’nin ¢icek ve yapraklarmin
metanolli, etil asetatli ve sulu ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri 6l¢lilmiis ve
sonuglar H. perforatum ve sentetik antioksidan olan BHT’nin sonuclarn ile
karsilastirilmigtir.

Hypericum ekstreleri p-karoten-linoleik asit sisteminde test edilmis ve

cOziiciiye bagl olarak farkli sonuglar elde edilmistir. En yiiksek % antioksidan
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aktivite degerleri etil asetatli ekstrelerde tesbit edilmistir. Etil asetatli ekstrelerde
saptanmis % antioksidan aktivite degerleri HMY < HOY < HPY < BHT < HPC <
HOC < HMC olarak artmaktadir. Metanollii ekstrelerde goriilen antioksidan aktivite
sulu ekstrelere gore daha ¢ok fakat etil asetatl olanlara gore ise daha azdir, HMY <
HOY < HPC < HPY < BHT < HMC < HOC. Sulu ekstrelerde antioksidan aktivite
HMY < HPC < HPY < HOY < HMC < HOC < BHT seklinde artmaktadir.

Cizelge 3.3’de gosterildigi gibi, genel olarak bu li¢ Hypericum tiiriinde de
ciceklerde goriilen antioksidan aktivite yapraklara gore daha fazladir. Ayrica, bu ii¢
tirtin de cigeklerinin etil asetatli ekstrelerinin antioksidan aktivitesi sentetik

antioksidan BHT’den daha fazla oldugu tesbit edilmistir.
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Sekil 3.2. PB-karoten-linoleik asit sisteminde Hypericum tiirlerine ait ekstrelerin

antioksidan aktiviteleri
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Cizelge 3.3. Hypericum ekstrelerinin B-karoten-linoleik asit sisteminde % antioksidan

aktivite degerleri

Ekstreler AA (%)1
HOC-ME 54.86 £ 0.88
HOC-EA 56.17 £ 0.64
HOC-SU 42.67 £0.78
HOY-ME 30.48 £ 0.56
HOY-EA 36.30 £ 0.50
HOY-SU 31.62+£0.92
HMC-ME 53.56+0.34
HMC-EA 63.58 £0.35
HMC-SU 41.80 = 0.46
HMY-ME 29.39£0.22
HMY-EA 31.35£0.32
HMY-SU 327%£0.41
HPC-ME 35.20+0.29
HPC-EA 4522 £0.12
HPC-SU 13.26 £ 0.34
HPY-ME 38.18 £0.38
HPY-EA 42.51£0.35
HPY-SU 24.64 £ 0.28
BHT 44.40 £0.56
kontrol 1.84 £ 0.05

1% Inhibisyon = 100 x [1-( AL’-A™) 7 ( AS-A)]

*Sonuglar ortalama deger + standart sapma (n=3) olarak verilmistir.
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3.4. Ransimat Yontemi ile Lipid Peroksidasyonunu Inhibe Edici Etki

Ransimat yontemi genellikle ¢esitli antioksidanlarin  antioksidan
aktivitelerini degerlendirmede kullanilan ve lipid peroksidasyonu boyunca olusan
kiiciik molekiillerin elektrik iletkenligi artisina dayanan bir yontemdir (Chen ve Ho,
1997).

BHT ve bu calismada elde edilen ekstrelerin lipid peroksidasyonuna karsi
etkileri yaglarda bulunan doymamis yag asitlerinin peroksidasyonu sonucu olusan
bozunma irilinlerinin su igine absorbe edilerek suyun iletkenliginin degismesi

presibine gore calisan Ransimat cihazi ile test edilmistir.

8,00 1 % 0,1

% inhibisyon

BHT
HOY-ME
HOY-EA
HOY-SU
HOC-ME
HOC-EA
HOC-SU
HMY-ME
HMY-EA
HMY-SU
HMC-ME
HMC-EA
HMC-SU
HPY-ME
HPY-EA
HPY-SU
HPC-ME
HPC-EA
HPC-SU

ekstreler

Sekil 3.3. Ransimat yontemi ile zeytin yagiin peroksidasyonu iizerine Hypericum

turlerinden elde edilen ekstrelerin etkisi
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Cizelge 3.4. %0.1 konsantrasyonda zeytin yagina ilave edilen Hypericum tiirlerine ait

ekstrelerin Ransimat yontemi ile dl¢iilen bozunma indisleri

Uygulama

.12
Bozunma Indisi

% 0.1

Zeytin yagi + HOY-ME
Zeytin yagi + HOY-EA
Zeytin yagi + HOY-SU
Zeytin yagi + HOC-ME
Zeytin yagi + HOC-EA
Zeytin yagi + HOC-SU
Zeytin yagi + HMY-ME
Zeytin yagi + HMY-EA
Zeytin yagi + HMY-SU
Zeytin yagi + HMC-ME
Zeytin yagi + HMC-EA
Zeytin yagi + HMC-SU
Zeytin yagi + HPY-ME
Zeytin yagi + HPY-EA
Zeytin yagi + HPY-SU
Zeytin yag1 + HPC-ME
Zeytin yagi + HPC-EA

Zeytin yag1 + HPC-SU

Zeytin yagi + BHT

1.50 £ 0.04

7.10 £ 0.60

0.96 £ 0.09

1.15+ 0.03

3.14+ 0.95

0.96 £ 0.01

1.27+ 0.01

2.16 £ 0.11

1.05 = 0.07

1.24 £ 0.03

1.60 £ 0.00

0.96 £ 0.05

0.87 £ 0.05

1.72 £ 0.03

1.07 = 0.04

1.05 £ 0.12

2.62 £ 0.03

0.92 £ 0.07

2774+ 0.15

T T 1 . . - o . <
Bozunma indisi: zeytin yagi + drnek bozulma zamani/zeytin yagi bozunma zamani

39




*Sonuglar ortalama deger + standart sapma (n=3) olarak verilmistir.

H. origanifolium’un yapraklarinin ve c¢iceklerinin etilasetat ekstrelerinin
Ransimat metoduna gore lipid peroksidasyonunu sentetik antioksidan BHT den ve
calisilan diger tiirlerden daha fazla inhibe ettigi tesbit edilmistir (Cizelge 3.4). Diger

tiirlere ait ekstrelerin ise BHT den daha az inhibisyon gosterdikleri goriilmiistiir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Bitkiler, yiiksek oranda igerdikleri ¢ok cesitli kimyasal maddeler nedeniyle
giiniimiizde hala ilag, parfiimeri-kozmetik ve gida endiistrileri i¢in primer bir kaynak
durumundadir. Cok boyutlulugu nedeniyle antioksidan aktivite, bitkiler agisindan bu
tic biiyiik endiistri kolu ¢ok merkezi bir konum olusturmaktadir. Canli
organizmalarda c¢esitli oksidatif silireclerin kanser, seker hastaligi, karaciger
yetmezligi, kalp-damar hastaliklari, otoimmiin hastaliklar, hematolojik bozukluklar,
multiple skleroz, artrit, katarakt, norodejeneratif hastaliklar, yaslanma gibi cesitli
fizyopatolojik olaylarda rol oynadiginin anlasilmasindan sonra (Murphy ve Kehrer,
1986; Bast ve Goris, 1989; Jenner, 1991; Tsao ve Deng, 2004; Halliwell, 2002),
antioksidan bilesiklere ve oOzellikle de dogal olanlarina karsi ilgi artmis
bulunmaktadir. Bu fizyopatolojik olaylardan yaslanma parfiimeri-kozmetik
endiistrisini de yakindan ilgilendirmektedir, ¢iinkii canli viicutta fazla olusan serbest
radikaller ve oksidatif {irlinler yaslanma siirecini hizlandirmaktadir (Giacomoni ve
Rein, 2004). Bu olay1 yavaglatmak iizere kullanilan “anti-aging” etkili preparatlar
aslinda antioksidan ve/veya antiradikal etkilidir.

Antioksidan etkili maddeler oksidatif bozulmay1 6nlediginden ilag, parfiimeri-
kozmetik ve gida endistrilerinde prezervatif madde olarak yaygin bi¢imde
kullanilmaktadir. Bu alanda da tercihler hizla dogal antioksidanlar tarafina
kaymaktadir, ¢linkii katki maddesi olarak adi gecen bu endiistri iiriinleri ile viicuda
giren sentetik antioksidan maddelerin ¢ok cesitli toksik etkileri oldugu anlasilmistir
(Smith, 1984; Ito ve ark., 1985; Sun ve Fukuhara, 1997). Prezervatif bir katki
maddesi olarak antioksidan Ozellikler tasiyan bitkilerin kullanimi toksik etkilerin
ortaya ¢ikmamasina, hatta ilag, parflimeri-kozmetik ve gida {irlinlerini kullanan
tilketicilerin viicudunda ¢esitli yararlar saglanmasima yol agabilecek olumlu bir
uygulama olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Yukarida belirtilen nedenlerden 6tiirii, antioksidan ve antiradikal etkili bitkiler
son yillarda yogun bicimde arastirilmaktadir. Arastirilan ¢ok sayida bitki arasinda

ozellikle Hypericum perforatum dikkat ¢cekmektedir (Zheng ve Wang, 2001; Hunt ve
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ark., 2001; Singh ve ark., 2002; Benedi ve ark., 2004; Silva ve ark., 2005).
Ulkemizde yetismekte olan diger Hypericum tiirleri hem atioksidan/antiradikal etkiler
hem de diger biyolojik etkileri agisindan ¢ok az sayida arastirmaya konu
olabilmislerdir.

Bu calismada iki Hypericum tiiriiniin (H. montbretii ve H. origanifolium)
kurutulmus ¢icek ve yapraklarmin farkli polaritedeki ekstrelerinin antioksidan ve
serbest radikal siipiiriicli etkileri, toplam fenol miktari, flavonoid ve flavonol igerigi
ve lipid peroksidasyonu inhibe edici etkileri arastirilmistir. Bu testler icin DPPH
yontemi, Ransimat ve B-karoten-linoleik asit tayinleri yapilmistir. Elde edilen
sonucglar bu tiiriin ¢ok caligilan 6rnegi olan H. perforatum ve sentetik antioksidan
BHT sonuglari ile karsilagtiriimistir.

Gozlemler sirasinda en ¢ok toplam fenolik madde miktar1 H. origanifolium
yapraklarinin etil asetatli ekstrelerinde ve H. montbretii gigeklerinin de etil asetath
ekstrelerinde tesbit edilmistir. Buna paralel olarak bu 6rneklerin flavonoid ve flavonol
miktarlar1 da yiiksek tesbit edilmistir. Bu degerler H. perforatum’un degerlerinden
yiiksektir.

Serbest radikal siipiiriicli kapasite tayininde en yiiksek aktivite her ii¢
konsantrasyonda da H. perforatum yapraklarinin etil asetatli ekstrelerinde
goriilmiistiir. Daha sonra H. monbretii yapraklarinin etil asetath ekstreleri, H.
perforatum c¢igeklerinin etil asetatlt ekstreleri ve H. montbretii yapraklarinin
metanollii ekstreleri ve H. perforatum yapraklarinin metanollii ekstrelerinde
goriilmstiir. Biitiin bu degerler BHT nin farkli polaritede hazirlanan ekstrelerinde
goriilen degerlerden Onemli derecede yiiksektir. En az etki bitkilerin sulu
ekstrelerinde tesbit edilmistir.

B-karoten-linoleik asit sisteminde degerler toplam fenolik madde igerigine
paralel olarak elde edilmistir. En yliksek fenolik madde iceren HMC-EA ve HOC-EA
ekstrelerinde yliksek aktivite goriilmiistiir ve bu degerler BHT nin degerlerinden
yiiksektir. Ayrica, HOC-ME ve HMC-ME degerleri deney sirasinda BHT den daha
ylksek bulunmus ve bu da etkinin daha yiiksek oldugunu gostermistir.

42



Ransimat metodu ile lipid peroksidasyonu inhibe edici etki sisteme HOY-EA
katildiginda BHT den en az 3 kez, HOC-EA’da ise 1.5 kez daha kuvvetli olmus ve
yaglarin bozulmasini daha uzun siire i¢in geciktirmistir. Ayrica, bu deneyde HPC-EA
ve HMY-EA da BHT ye yakin derecede etki gostermistir.

Tim bu sonuclar ozellikle H. origanifolium ve H. montbretii tiirlerinin
belirgin antioksidan aktivitelerinin oldugunu ve yukarida belirtilen kullanim alanlar1
acisindan bir kaynak olusturabilecegini agikca ortaya koymaktadir. Ancak, bu konuda

daha kesin bir yargiya varmak i¢in daha baska ¢aligmalara da gereksinim vardir.
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