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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. BITKISININ ANTIOKSIDAN
AKTIVITESININ DEGISiK in vitro METOTLAR iLE BELIRLENMESI

Muhammed Nuri BINGOL

Tez Damisman: Dog¢. Dr. Ercan BURSAL

2016, 42 Sayfa

Dogal bitki kaynaklarmin antioksidan, antiradikal, antimikrobiyal aktivitelerinin in vivo
ve in vitro olarak belirlenmesi biyokimyacilar i¢in popiiler bir ¢alisma alani olmustur.
Antioksidan bilesikler meyve, tohum, yaprak ve dogal bitkilerin yapraklarinda bolca bulunur.
Yapilmis olan bir¢ok calisma gosteriyor ki antioksidan igerikli dogal bitki kaynaklarinin
tilketimi doku hasari, hiicre 6liimii, yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, sinirsel

diizensizlikler, deri iltihab1 ve tahrigini azaltmaktadir.

Bu calismanin temel amaci Tirkiye’de yetisen Stachys lavandulifolia Vahl. var.
brachydon Boiss. tiiriiniin yapraklarindan elde edilen su ve etanol ekstrelerinin antioksidan
aktivitelerini belirlemektir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri ABTS, DPPH, CUPRAC, FRAP
ve FTC in vitro metodlarina gore yapildi ve sonuglar BHA, BHT ve askorbik asit gibi standart

antioksidanlarla karsilagtirildi.

Ayrica, Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinin fenolik
bilesiklerin analizi UHPLC-MS yo6ntemi ile belirlendi. Calisma sonuglarina gore klorojenik asit,
kuinik asit, hiperosit ve protokatesik asit gibi ¢ok sayida fenolik bilesikler oldugu tespit
edilmistir. Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinin antioksidan kapasitesi,
oksidasyon proseslerinde olusan radikallerle reaksiyon veren bitkinin fenolik bilesikleriyle
iligkilidir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, fenolik bilesikler, lavandulifolia, serbest

radikaller, Stachys



ABSTRACT

Master’s Thesis

DETERMINATION OF ANTIOXIDANT ACTIVITY of Stachys lavandulifolia VVahl.
var. brachydon Boiss. by DIFFERENT in vitro METHODS

Muhammed Nuri BINGOL

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ercan BURSAL

2016, Page: 42

Determinations of in vivo and in vitro antioxidant, antiradical, and antimicrobial
activities of natural plant sources is one of the common area for biochemists. Antioxidant
compounds are abundantly present in the fruits, seeds, leaves, and flowers of natural plants.
Many of the previous studies have been shown that the consumption of plant sources that
contain antioxidants reduce the risk of tissue damage, cell death, aging, cancer, cardiovascular

diseases, neural disorders, skin irritations and inflammations.

The main purpose of this study is determining antioxidant activities of water and
ethanol extracts that obtained from the leaves of Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon
Boiss. species grown in Turkey. Antioxidant activities of extracts were determined according to
the ABTS, DPPH, FRAP, CUPRAC and FTC in vitro methods and the results were compared

with BHA, BHT and ascorbic acide which are used as standard antioxidants.

Also, phenolic composition of Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss.
determined by UHPLC-MS methods. According to the result, many polyphenolic compounds
such as chlorogenic acid, quinic acid, hyperoside and protocatechuic acid were mainly detected.
The antioxidant capacity of Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. is associated
with the presence of phenolic compounds, which react with the free radicals formed during the

oxidation process

Keywords: Antioxidants, free radicals, lavandulifolia, phenolic compounds, Stachys
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1. GIRIS

Cok eski zamanlardan beri insanlarin ¢esitli hastaliklarin tedavisinde bitkileri
kullandig1 bilinmektedir. Gliniimiizde ise bitkilerin gida, parfiimeri ve siis esyas1 olarak
kullanildig1 bilinmektedir. Bitkilerin besleyici ve ekonomik o6zelliklerinin yaninda
alternatif tipta kullanimi eski zamanlardan beri yaygin bir sekilde artarak devam
etmektedir. Bitkisel gidalar; ¢esitli kimyasal bilesiklerden olusan ve insan sagligi i¢in
onemli fonksiyonlara sahip maddelerdir. Bitkiler besleyici o6zelliklerinin yaninda
icerisinde bulunan antioksidan maddeler gibi insan saglig1 i¢cin 6nemli olan bilesenleri

de bulundurmaktadir (Yeloglu, 2012).

Gilinlimiizde ise sentetik ilaclarin yan etkilerinin fazla olmasi bilim adamlarini
farkli bir arayis igerisine yoneltmistir. Bilim adamlari, yapilan arastirmalar sonucunda
bitkilerdeki karotenoit, flavonoit ve fenolik bilesiklerin insan sagligi icin iyilestirici
rollerini kanitlamislardir. Bu konuda yapilan aragtirmalar arttik¢a insanligin bitki tiirliine

ve bilesenlerine olan ilgisi de artmaya baslamistir (Bastiirk vd., 2015).

Bu caligmada dogal antioksidan kaynagi olarak diisliniilen ve hakkinda daha
once yapilmis ¢ok fazla galismaya literatiirde rastlanilmamig Stachys lavandulifolia
Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinin antioksidan aktivitesinin tespiti ve fenolik

iceriginin tespiti amaclanmaktadir.

1.1. Stachys Bitki Cinsi

Lamiaceae iiyelerinin ¢ogunlugu tedavi amacgh olarak kullanilmakta ve sahip
olduklar1 ugucu yaglar ve aromatik bilesenlerinden dolay1 da ekonomik olarak énemli
bir familyadir. Kozmetik, parflimeri ve ¢esitli gida sanayide de kullanimi yaygindir
(Iscan vd., 2015). Lamiaceae familya iiyelerinin birgogu baharat ve siis bitkisi olarak da
kullanilmaktadir. Lamiaceae iiyelerinin bazilarinin giizel goriinlisii ve hos kokulu
olmasindan dolayr kiiltiirii yapilmakta ve kullanilmakta olan bitkiler ise genellikle
ucucu yaglar, tanen ve act maddeyi igerisinde bulundurmaktadirlar. Agn kesici, ates

diisiiriicti, istah acici, gaz ve idrar soktiiriicli gibi 6zelliklere de sahiptir (Baytop, 1999).

Lamiaceae tiiyelerinin ¢ogunlugu tropik ve subtropik bolgelerde yaygin olarak
yetisen ve bol miktarda farkli kimyasal bilesenleri (fenolik, flavonoid, ugucu yaglar vb.)

iceren diinya genelinde genis yayilis gosteren aromatik bitkileri barindiran bir

1



familyadir. Lamiaceae familyas: ¢ift ¢enekliler icinde en gelismis familyalardan biri
olarak kabul edilmektedir. Stachys cinsi tiir sayist bakimindan diinyada 300-450
civarinda tiir icermekte olup, Lamiaceae familyasinin en biiyilk ve en Onemli

cinslerinden biri olarak kabul edilmektedir.

Stachys otsu-kiiciik cali formunda ve genellikle tek veya cok yillik bir bitki
taksonlarimi igeren bir cinstir (Radulovic vd., 2007; Piozzi vd., 2011; Ugur vd., 2013
;Diindar vd., 2013). Stachys cinsi lilkemizde 91 tiir ve toplamda 116 takson ile temsil
edilmektedir (Akgigek vd., 2012). Morfolojik olarak 15 seksiyona ve 2 alt cinse ayrilan
cinste, 55 endemik tiir bulunmaktadir. Geleneksel tipta Stachys cinsinin tiirleri insanlar
tarafindan ¢esitli hastaliklarda (deri, solunum, iilser, toksik, kanser vb.) tedavi amaclh
olarak kullanilmaktadir. Stachys cinsinin tiirleri {izerinde yapilan bilimsel ¢alismalar
cinse ait bitki tiirlerinin ates diisiirlicii, agr1 kesici, antitoksik, antioksidan ve ozellikle
ucucu yaglarinin bazi kanserli hiicrelerin ¢ogalmasini engelleyen inhibitdr etkisi

oldugunu gostermistir (Altinigik, 2000; Serbetci vd., 2012; Erdogan vd., 2013).

1.1.1. Stachys lavandulifolia VVahl. var. brachyodon Boiss. bitki tiirii

Stachys lavandulifolia var. brachyodon Boiss. tiirii Lamiaceae familyasina ait
tibbi ve aromatik bir bitkidir (Morteza, 2006). Stachys lavandulifolia var. brachyodon
Boiss. tiirli genellikle yiiksek daglarin kaya yamaglarinda yayilis gosteren tek veya ¢ok
yillik kiiciik ¢ali formunda ot denilebilecek bir bitki tiiriidiir. Genellikle yaz aylarinda
cigek verir. Iran alternatif halk tibbinda, bu bitkinin toprak iistii kisimlar1 analjezik ve
anti-inflamatuar olarak kullanilmigtir (Hajhashemi, 2007). Stachys cinsinin farkli
tiirlerine ait ekstrelerin antibakteriyel, antitoksik, antihepatit, hipotansif ve antianksiyete
Ozellikleri onceden farmakolojik ¢alismalar dogrultusunda rapor edilmistir (Haznagy,

2006).

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. mide, bagirsak ve solunum
bozukluklarinin tedavisinde kullanildigi, istah agici, gaz giderici, uyarici, sindirim, idrar
arttirict ve agr1 kesici olarak da gorev yaptigi belirtilmistir (Serbetci, 2010). Stachys
lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. ile ilgili bilimsel ¢alismalarda bu bitkinin
flavonoidler, kinonlar, iridoidler, fenolik asitler ve diterpenler gibi sekonder
metabolitlerce zengin oldugu belirtilmistir (Altun vd., 2010). Stachys lavandulifolia
Vahl. var. brachydon Boiss. igerigindeki kimyasal bilesenlerden dolay1r énemli olup,

alternatif tip ilac1 olarak yillardan beri kullanilmaktadir. Halk arasinda “dag cayr’’
2



olarak cayi tiiketilmekte ve alternatif tipta tedavi edici olarak deri hastaliklari, sindirim
rahatsizliklari, sinirsel hastaliklar ile astim, tiimor ve epilepsi gibi pek ¢ok hastaliklarin

tedavisinde de kullanimi yaygindir (Johnson, 1999).

Sekil 1.1. Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisi (Foto: O.Kilig)



Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinin sistematigi asagida

gosterilmistir.

Alem :  Plantae

Alt alem :  Tracheobionta

Sube : Magnoliophyta

Sinif : Magnoliopsida

Alt simif :  Asteridae

Takim : Lamiales

Aile :  Lamiaceae

Cins :  Stachys

Tiir . Stachys lavandulifolia
Varyete . Stachys lavandulifolia VVahl. var. brachydon Boiss.

1.2. Serbest Radikaller

Canli viicudu yasamsal olaylar igin enerji tretirken, siirekli serbest radikal
olugmasina neden olur. Cevrenin kirletici etkisi, kimyasal iirlinler, endiistriyel atiklar,
toksik ilaglar, giinesin zararl 1sinlari, bagimlilik yapan maddeler ve stres gibi pek ¢ok

etken viicudumuzdaki serbest radikallerin sayisint siirekli olarak artirirlar (Sies, 1991).

Seker ve yag orani yiiksek olan gidalar, asir1 yapilan spor aktiviteleri de oksijen
miktarinda artisa sebep olacagi i¢in buna bagli olarak serbest radikallerinde artmasina
neden olmaktadir. Radikallerin artmasi sonucu viicuttaki hiicreler hasara ugrar,
bagisiklik sistemimiz zayiflar ve bunun sonucunda da gesitli hastaliklar meydana gelir

(Sayan, 2000).

Reaktif oksijen tiirleri insan viicudunda normal metabolik olaylar sonucunda
stirekli olarak tretilmektedirler (Langseth, 1995). Serbest radikaller viicuttaki bir¢ok
metabolik olayda énemli rol oynamakta, viicuttaki biyokimyasal reaksiyonlarin baslica
yan tirlinii oldugu, biyolojik molekiillere etki ederek hastaliklara neden oldugu ve hiicre
ya da doku hasarma yol agtigi bilinmektedir (Uysal, 1998). Oksijen oksidatif
metabolizma sirasinda enerji elde etmek i¢in Oz2’in kismi indirgenmesi sonucu az bir
kismi1 da ortaklanmamis elektronu bulunan serbest radikallere doniistir (Altop ve Erener,
2009).



Yiiksek indirgeme potansiyeline sahip elektronlar, mitokondri i¢ membraninda
elektron transport sistemi ile molekiiler oksijene (O2) transfer edilir. Mitokondriyal
elektron transport sisteminde, elektronlarin O’e transferi sirasinda oksijenin kismi
indirgenmis iriinleri olusur. Bu iirlinler ¢ok reaktif yapidadir ve biyomolekiillerin
yapilaria girerek geri doniisiimsiiz hasarlara sebep olabilirler (Keha ve Kiifrevioglu,
2000). Bu reaktif oksijen tiirlerinden olan O™, H202, OH" olusum reaksiyonlar1 asagida

verilmistir.

0, —4——>0,” —4>»H,0, > 0H'——H,0

Molekiiler oksijenin (O,) mitokondrial elektron transport sisteminde bir elektron

almasi sonucu siiperoksit radikali (O2*") olusur. Siiperoksit dismutaz enzimi siiperoksit

radikallerini inhibe eder.

0, 4+ e —————>0,

202 - + 2H" Siip eroksit dEnmitaz HZOZ —+ 02

Hidrojen peroksit (H202) eslesmemis elektrona sahip olmadigi i¢in radikal
olmayan fakat kimyasal olarak reaktif olan bir oksijen tirtidiir. Hidrojen peroksit,
Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari ile ¢ok giiglii bir reaktif olan hidroksil radikalini
(OH’) olusturur. Ayni zamanda hidrojen peroksitin UV 1gmlarmin etkisiyle OH’

doniistiigii de bilinmektedir.
H,0, —%— 20H"

Ayrica hidrojen peroksit reaktif bir iirlin olan hipoklordz asiti (HOCI)
olusturmaktadir (Bursal, 2013; Asad vd., 2004).

H* +Cl~ +H,0, —> HOCI + H,0

Hidroksil radikali; lipitler, proteinler ve niikleik asitler gibi biyomolekiillere ¢ok
giiclii bir sekilde saldirarak oksitleyip yapilarinda kalici hasarlar birakan ve yari 6mrii
107 saniye gibi cok kisa olan bir reaktif oksijen tiiriidiir. Hidroksil radikali, hidrojen
peroksitin indirgenmesi sonucunda agiga ¢ikar. Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari

olarak adlandirilan bu tepkimeler asagida gosterilmistir (Nordberg ve Arner, 2001).



Fenton Reaksiyonlari:
H,0, + Fe?’ — > OH® +OH™ + Fe*
H,0, +Cu" ——> OH* +OH™ +Cu®
Haber-Weiss reaksiyonu:
H,0, +0,” — 5 OH* + 0, + H,0

Gerek i¢ gerekse dis etmenler (pestisidler, aromatik hidrokarbonlar, toksinler,
¢oziicliler, stres, radyasyon vb.) organizmada serbest radikallerin olusmasimna neden
olmaktadir. Radikaller son elektron ydriingesinde ortaklanmamis elektronu bulunun
hareketli, diger molekiillerle etkilesim egilimde olan kimyasal olarak ¢ok reaktif olan
molekiillerdir (Akyiiz, 2007). Stiperoksit (O2*°), hidroksil (*OH), singlet oksijen radikali
(*O2) ve radikal olmayan hidrojen peroksit (H202) ve peroksinitrit (ONOO") reaktif
oksijen tiirlerinin bir kacina Ornektir. Serbest radikaller ortaklanmamis elektronu
bulundurmasindan dolay1 lipitler, niikleik asitler, proteinler ve karbonhidratlar gibi
molekiillerle etkilesimde bulunarak onlarin yapilarini hasara ugratir ve bdoylece
yaslanma, kanser, kardiyovaskiiler rahatsizliklar, sinirsel hastaliklar, katarakt ve kalitsal

pek cok hastaligin meydana gelmesine sebebiyet verirler (Arinduru ve Arabaci, 2013).

Oksidanlar tek elektron eksiklikleri nedeniyle baska molekiiller ile kolayca
elektron alisverisi yapabilenler ve elektron eksikligi olmadigi halde baska molekiillerle,
radikallerden daha zayif olarak birlesenler (non-radikal) olmak iizere iki gruba
ayrilabilir (Erbas, 1993). Bu oksidan maddelerden, siiperoksit radikali, hidroksil
radikali, alkoksil radikali, peroksil radikali ve hiperoksi radikali, radikal 6zellikte iken;
hidrojen peroksit, nitrik oksit ve hipoklorit ise radikal olmayan o6zelliktedirler (Basta
vd., 1991). Dogal oksijen molekiiliiniin ¢evresindeki herhangi bir molekiilden bir
elektron almas: ile siiperoksit radikali olusur (Ozdemir, 1993). En 6nemli serbest
radikaller biyolojik sistemlerdeki oksijen kaynakli radikallerdir. Reaktif oksijen

tirlerinin radikal ve radikal olmayan formlar1 Cizelge 1.1” de gosterilmistir.



Cizelge 1.1. Radikal ve radikal olmayan oksijen tiirleri

Radikal tiirler Radikal olmayan tiirler
Siiperoksit, Ox* Hipokloroz asit, HOCI
Hidroksil, *OH Hidrojen peroksit, H,0O-
Peroksil, RO>* Singlet oksijen

Alkoksil, RO* Peroksinitrit, ONOO"
Hidroksiperoksil, HO,* Molekiiler oksijen, O

1.2.1. Serbest radikal olusum kaynaklari

Serbest radikallerin meydana gelmesi organizma canliligim1 devam ettirdigi
sirece, normal biyolojik islemler sirasinda olusmasinin yani sira, yabanct maddelerin
viicuda girmesi durumunda da az ¢ok olusur. Sigara dumaninin etkisi, kirli hava,
kimyasal gazlar, nitrojen dioksit, benzen, kiikiirt dioksit gibi inhale edilebilen

ksenobiyotikler de oksidan madde miktarin arttirir.

Bagimlilik yapict maddeler de homeostazisi bozmalar1 nedeniyle oksidan
olusumunu arttirmaktadirlar (Ozdemir, 1993). Ayrica organizmada serbest Fe ve Cu

gibi minerallerin viicutta fazla olmas1 da oksidan madde olusumunu arttirir.

Normal biyolojik islemlerden mitokondrideki O2’li solunum sirasinda Elektron
Transfer Sistemi (ETS)’nde, katabolik ve anabolik reaksiyonlar, endoplazmik
retikulumda sitokrom P450 sisteminde meydana gelen elektron kayiplari sonucunda

oksidanlarin olugmasi kacinilmazdir (Cochrone, 1991).

Iskemi, hemoraji, travma, entoksikasyonlar, radyoaktivite veya alerjik
durumlarda mitokondrilerdeki aerobik solunum reaksiyon dengesi etkilenecegi igin,
ETS sisteminden elektron kagaklar1 daha fazla olacak ve oksidan maddelerin miktar1 da
artacaktir. Ayrica hiicre ig¢inde oksidanlarin artmasi lipitlerin peroksidasyonunu ve

proteinin dekarboksilasyonunu da tetikler (Steinberg, 1991).



1.2.2. Serbest radikallerin etkileri

Baglica glikoz oksidasyonu olmak iizere biitlin metabolizma olaylarinda agiga
cikan oksidan maddeler, belirli bir diizeyde kaldig1 siirece canliya zarar vermemekte,
hatta canliy1 ksenobiyotiklere kars1 korumada énemli bir savunma molekiilii olmaktadir.
Ancak i¢ ve dis etkenlerin etkisi ile oksidan maddelerin normalin {izerine g¢ikmasi
organizmanin zarar gérmesine neden olmaktadir (Steinbeg, 1991; Jacopson vd., 1993).
Herhangi bir nedenden otiirli asir1 artis gosteren oksidan maddeler; niikleik asitlere,
lipitlere, proteinlere, enzimlere ve karbonhidratlara etki ederek hiicre hasar1 ve oliimii

ile sonu¢lanan etkilere neden olmaktadirlar (Altan vd., 2006).

1.2.2.1. Lipitler iizerine etkileri

Oksidanlarin lipitler lizerindeki etkileri lipit peroksidasyonu olarak adlandirilir.
Lipitler doymamis yag asidi ve birden fazla ¢ift bag igermelerinden dolayr serbest
radikallerin agik hedefi halindedirler (Silinsin, 2016). Radikallerin lipitlerle reaksiyonu
sonucu, lipit peroksitler, lipit alkoller ve aldehit yapisinda yan iriinler olusur. Bunun
sonucunda aterosklerotik plaklar olusmakta, plak olusumundan dolayr ise
kardiyovaskiiler hastaliklar meydana gelmektedir (Nordberg ve Arner, 2001). Bu
sebeplerden dolayi, lipit peroksidasyonunun engellenmesi veya azaltilmasi insan saglhigi
i¢cin dnemlidir.

Serbest radikallerin metilen grubundan bir hidrojen ¢ikarmas1 ile lipit
peroksidasyonu baglayabilir. Oksijen radikal olusturmak i¢in karbon radikaline baglanir.
Sonug olarak diger lipit molekiiliinden bir atom ¢ikarilarak lipit hidroksili radikali
meydana gelir. Bu diizenleme ile endoperoksitler ileri diizeyde oksidasyon sonucunda
melandialdehit (MDA) meydana getirir (Erenel vd., 1992). Melandialdehit hiicre
membranlarinda iyon gecislerine etki ederek bilesiklerin ¢apraz baglanmasini saglar,
iyon gecirgenligini azaltir ve enzim aktivitelerini diistirerek olumsuz sonuglar meydana

getirirler.

1.2.2.2. Proteinler iizerine etkisi
Serbest radikal tiirleri, baz1 aminoasit kalintilar ile reaksiyona girerek modifiye
edilmis fonksiyonel olmayan proteinleri olusturmaktadir (Netto vd., 2002). Serbest

radikallerden en kolay etkilenen aminoasitler, siilfiir veya selenyum igeren kalintilardir.

Serbest radikaller aminoasit yan zincirlerinin degisimine sebebiyet verebilir.

Protein yapisinda bulunan karbonil gruplarin artmasi, onlart serbest radikallerin kolayca
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etkileyebilecegi hedef haline getirir. Peptit baglarin1 kirabilir. Hiicre membranindaki
proteinlere zarar vererek hiicre Olimlerine neden olabilir. Enzimler de yapica
proteinlerden meydana geldigi igin, serbest radikaller enzimlerin de c¢alismasini
engelleyebilir (Shacter, 2000).

Serbest radikallerin proteinlerin yapisinda meydana getirdigi olumsuz etkileri su

sekilde siralayabiliriz (Erenel vd., 1992);
* Aminoasitlerin modifikasyonu,
* Proteinlerin fragmantasyonu,
* Proteinlerin agregasyonu ve ¢apraz baglanmalar.

1.2.2.3. Karbonhidrat yapisina olan etkileri

Serbest radikallerin etkisi ile monosakkaritlerin otooksidasyonu sonucu
(hidrojen peroksit, peroksit ve okzoaldehid) yapisinda serbest radikaller olusmaktadir.
Okzoaldehidler gibi radikaller, DNA, RNA ve proteinlere baglanabilme ve aralarinda
capraz bag olusturabilme oOzelliklerinden dolay1 enzimatik etki gostermektedirler. Bu
yiizden kanser ve yaslanma gibi insan yasamini1 olumsuz etkileyen olusumlar iizerinde

etkili olduklar1 tahmin edilmektedir (isbilir, 2008).

1.2.2.4. DNA yapisina olan etkileri

Iyonize edici radyasyonlar sonucunda olusan serbest radikaller mutasyonlara
neden olduklari ve DNA’y1 6nemli derecede hasara ugrattiklart bilinmektedir. DNA’nin
yarilmasi, DNA-protein capraz baglari, piirinlerin otooksidasyonu gibi bazi durumlar
serbest radikallerin 6zellikle de hidroksil radikalinin sebep oldugu hasarlardir (Cooke
vd., 2003). Ayrica aktive olmus notrofillerden kaynaklanan hidrojen peroksit,
membrandan gegerek hiicre ¢ekirdeginde hasarlara neden olmaktadir (Ames vd., 1993).
Eger hidroksil radikali DNA’nin yakinlarinda meydana gelirse purin ve pirimidin
bazlarmi etkileyerek mutasyonlara neden olur. Singlet oksijen radikalinin niikleik
asitlerle tepkimeye girme yetenegi daha kisithdir. Siiperoksit anyonu giiclii bir
oksitleyici oldugundan guanin gibi yiiksek elektron yogunluklu bdlgeler iceren

molekiillerle daha kolay tepkime verirler.



1.2.3. Serbest radikal diizeylerini degistiren faktorler

Radikaller hiicrelerde endojen ve ekzojen kaynakli olarak meydana
gelmektedirler. Ekzojen kaynakli durumlar arasinda; kimyasallara maruz kalma,
ilaglarin zararl etkileri, UV 1sinlar, radyasyon, sigara, alkol ve gevre kirliligi gibi pek
cok etken ornek gosterilebilir (Giilgin vd., 2003). Endojen etkilerin neden oldugu
durumlar; stres, yaslanma, doku hasari ve gesitli kronik hastaliklar 6rnek verilebilir,
bunun disinda hava kirliligi, kimyasal atiklar, zirai ilaglar, madde bagimliligi gibi

etmenler de serbest radikal olusumuna neden olmaktadirlar (Yavuzer vd., 1991).

Genellikle asir1 derecede yapilan spor aktiviteleri organizmada serbest radikal
olusumunu arttirmaktadir. Buna karsin diizenli yapilan egzersizlere organizma adapte
oldugu i¢in, antioksidan, enzim aktivitesinin artmasi, inflamasyon egiliminin ve serbest
demir diizeylerinin diismesi, DNA tamir mekanizmalarinin engellendigi ve LDL'nin

oksidasyona olan duyarliligini azalttig1 tespit edilmistir (Aslan, 1999).

Serbest radikallerin olusumunun engellenmesinde ilk asama stres olusumunu
engellemektir. Ayrica doku hasari ile oksidan olusumuna neden olan biyokimyasal
reaksiyonlarin inhibe edilmesi ve oksidan madde salgilayan hiicrelerin inaktive edilmesi
de etkili bir yontemdir. Oksidan iretimi kaginilmaz oldugu igin, lretilen oksidan
maddelere bagli olarak gelisecek hasar1 dnlemek icin onlari etkisizlestirecek antioksidan
maddelerin kullanilmas1 gerekir. Antioksidanlar c¢esitli mekanizmalar ile oksidan
olusumunu engeller ve onlarla etkilesime girerek (bir hidrojen aktarmak suretiyle)
oksidanlar1 inaktif hale getirirler. Ornegin; vitaminler, flavanoidler ve mannitol
antioksidan etkiye sahiptirler. Hemoglobin, seruloplazmin ve agir mineraller de oksidan
maddeleri kendilerine baglayarak, oksidan zincirleri kirabilirler (Steinberg, 1991; Basta
vd., 1993).

1.3. Antioksidanlar

Son yillarda gida endiistrisinde yaygin olarak kullanilan sentetik antioksidanlarin
(BHT, BHA,) zararli etkileri ve kanserojen etkisi tamamen kabul edilmektedir (Giilgin
vd., 2011). Dolayisiyla tim diinyada gida ve tip alaninda dogal antioksidanlara olan
egilim giderek artmaktadir (Madhavi vd., 1996). Yapilan bilimsel calismalar dogal
antioksidanlarin sentetik antioksidanlara kiyasla daha gilivenilir olmas1 ve yan etkilerinin

olmamasi nedeni ile sentetik antioksidanlara gore daha fazla tercih edilmesi giderek

10



yaygin hale gelmistir (Pellegrini vd., 2009; Tozoglu, 2011). Organizmada serbest
radikallere karsi siiperoksit dismutaz, katalaz gibi enzim yapisindaki antioksidanlar
stirekli tretilmekte olup ve serbest radikallere karsi organizmayi savunmaktadirlar.
Disaridan aldigimiz gidalarin antioksidan 6zellikleri, antioksidan savunma sistemimizin
giiclenmesine katki saglamaktadir (Pellegrini vd., 2009; Yilmaz, 2010; Akkus, 1995).

Dogal antioksidanlar, bitkisel ve hayvansal dokularda bulunan ve ekstrakte
olabilen veya gidalarin islenmesi asamasinda agiga c¢ikan yararh bilesenlerdir. Baslica
bilinen dogal antioksidanlara; tokoferoller, flavonoidler, fenolik asitler, vitamin C,

karotenoidler, polifenoller ve selenyum 6rnek verilebilir (Dogmus ve Durucasu, 2013).

Bunlara ek olarak, diyetle alinan gidalarin antioksidan 6zelliklerinin belirlenmesi
lizerine yapilan calismalar artarak devam etmekte ve antioksidanlarin insan sagligina
olumlu etkisi konusuna toplumun da ilgisi artarak devam etmektedir. Antioksidanlar
gidalarin igeriginde yiiksek miktarda bulunmaktadir. Maillard tepkimesindeki gibi
gidalardaki kimyasal prosesler sonucunda da antioksidanlar olugmakta ve bu dogal
antioksidanlardan ekstre elde edilerek gidalara katilabilir. Gidalardin igerisinde bulunan
baslica antioksidan bilesikler fenoliklerdir. Ozellikle tiikettigimiz meyve ve sebzelerin
igerisinde bol miktarlarda fenolik bilesikler bulunmakta ve giiglii antioksidan aktiviteye
sahip Ozellik gostermektedir. Yapilan bazi laboratuvar ¢alismalari, meyve ve sebzelerin
bol miktarda tiiketimi ile ¢esitli kalp-damar hastaliklari, kanser ve diger bazi kronik
hastaliklarin olusumunun azaldigin1 gostermektedir. Meyve ve sebzelerde bulunan bazi
antioksidanlar, bazi vitaminler (C ve E) ve karotenoidler, antioksidan savunma
mekanizmasini giiclendirmekte ve organizmayi hastaliklardan korumada etkili oldugunu

gostermektedir (Davies, 2000; Hasler, 2000).

1.3.1. Antioksidan savunma sistemi

Organizmanin normal metabolik faaliyetleri sonucunda serbest radikaller ortaya
ctkmaktadir. Bunun sonucunda tiim aerobik organizmalar serbest radikallere karsi doku
hasarmi korumak i¢in antioksidan savunma mekanizmasi gelistirmistir. Antioksidanlar
daha kiiciik konsantrasyonlarda bile, substratin oksidasyonuna engelleyen ve azaltan
maddelerdir. Normal sartlarda oksidan etkenler ve antioksidanlar denge halindedir,

fakat oksidan miktar1 arttig1 zaman doku hasarlarina neden olmaktadir (Aslan, 1999).
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Antioksidanlarin, oksidatif siirecin degisik asamalarinda bes degisik

mekanizmada gorev aldiklar1 savunulmaktadir. Bu mekanizmalar;
1. Lokal oksijenin konsantrasyonunu diisiirme

2. 02*, HO® gibi anahtar reaktif oksijen tiirlerini ortadan kaldirma yoluyla zincir

reaksiyonlarinin baglamasini engelleme

3. Peroksitleri pargalayarak onlarin zincir reaksiyonu olusturan radikallere

doniisiimiinii engelleme

4. Katalitik metal iyonlarmi baglayarak, radikal olusumunun baslamasini

engelleme
5. Baslamis olan bir radikal zincir reaksiyonunu kirma

Bu mekanizmalardan ilk ikisi ile islev goren antioksidanlar, birincil savunma
hattin1  olusturmaktadir. Enzim olmalari nedeniyle, normal kosullarda antioksidan
gorevleri bitince degismeden ortamdan kalkarlar. Son ii¢ mekanizma ile iglev goren

antioksidanlar ise ikincil savunma hattin1 olusturmaktadir.

Organizmada oksijen liretimi sirasinda siirekli olugan radikallerin olusumunun
engellenmesi ve bunun yaninda doku hasarlarinin 6niine gec¢ilmesinde cesitli

antioksidan savunma sistemleri mevcuttur.
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Cizelge 1.2. Hiicre i¢i antioksidan savunma mekanizmalar1 (Kanbak, 1994)

1. Enzimatik Savunma
Siiperoksit Dismutaz (SOD)

Glutatyon Peroksidaz
Katalaz
Glutatyon Rediiktaz
NADPH-Kinonoksidorediiktaz (DT-diaforaz)
Epoksit Hidrolaz
UDP-Gluktonil Transferaz
Siilfonil Transferaz
GSH-S- Transferaz
Glukoz-6-Fosfat Dehidrojenaz
[zositrat Dehidrojenaz
Malik Enzim

2. Enzimatik Olmayan Savunma
Rediikte Glutatyon (GSH)
a-Tokoferol
Askorbik Asit
[B-Karoten
Urat

Plazma Proteinleri (Seriiloplazmin)

Genel olarak enzimatik antioksidanlar hiicre iginde, enzimatik olmayan
antioksidanlar ise hiicre disinda daha fazla etkilidirler. Antioksidanlar; serbest radikal

olusumunu 6nleyerek veya olusan serbest radikallerin etkisini gidererek etki gosterirler.
Antioksidanlarin serbest radikal olusumunu 6nleme etkileri ti¢ sekilde olur:

e Baglatici reaktif tiirevleri uzaklastirict etki,
e Oksijeni uzaklastirici veya konsantrasyonunu azaltici etki,

o Katalitik metal iyonlarini uzaklastiric etki.
Antioksidanlarin olusan serbest radikalleri giderme etkisi ise dort sekilde olur.

e Toplayic1 (scavenging) etki: Serbest radikal tiirlerine etki ederek onlar1 tutma

veya ¢ok daha etkisiz bagka bir molekiile gevirme
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e Bastiric1 (quencher) etki: Serbest radikaller ile etkileserek onlara bir proton
transfer ederek aktivite kaybina neden olma

e Onarici (repair) etki: Hedef molekiilleri hasar sonrasi tamir veya temizleme.

e Zincir kiric1 (chain breaking) etki: Serbest radikaller ve zincirleme reaksiyonlari
baglatacak diger maddeleri kendilerine baglaylp zincirlerini  kirarak

fonksiyonlarii 6nleme (Kanbak, 1994; Bigim, 2013).
1.3.2. Antioksidan molekiil tiirleri

1.3.2.1. Askorbik asit (C vitamini )

Askorbik asit, meyvelerde bol miktarda bulunan C vitaminidir. Ozellikle biber,
maydanoz, turunggiller ve 1spanakta bol miktarda bulunmaktadir. Hayvansal ve bitkisel
dokularda yiiksek konsantrasyonda mevcuttur. Insan kan plazmas1 100 ml’ de 1 mg
kadar askorbik asit igerir. Cogu yiiksek hayvanlar ve bitkiler askorbik asidi glukoz ve
diger basit onciil maddelerden sentezlerler. Askorbik asidin kuvvetli indirgen 6zelligi
stiperoksit ve hidroksil radikalleri ile kolayca ve etkin bir sekilde reaksiyona girerek iyi
bir antioksidan olarak gorev yapma kapasitesini saglar. Askorbik asit fotooksidasyona
kars1 retina ve lens dokularini korur ve katarakt olusumunu geciktirebilir (Zulueta vd.,

2007).

1.3.2.2. Tokoferoller (E vitamini)

E vitamini en yaygin olarak kullanilan ve en iyi bilinen antioksidandir. Eser
miktarda da olsa gidalarin ¢ogunda bulunmaktadir. Tokoferoller, E vitamininin en aktif
formudur. Lipitlerde hidroksil grubundan bir hidrojen alarak peroksil radikalini etkisiz
hale getirerek aktivite gosterirler. Tokoferolin ayni1 zamanda hidroperoksitlerin
dekompozisyonunu Yyavaslattiklar1 bilinmektedir. Tokoferoller 1siya karsi oldukca
direnglidirler. Tokoferoliin oksidatif stabiliteyi arttirict ve sicaklik arttikca oksidasyon
hizin1 azaltict etkisi oldugu belirlenmistir. E vitamininin kalp ve damar hastaliklar
tizerinde olumlu etkileri ve 6zellikle hastalik riskini azaltici etkisi bulunmaktadir (Kog

ve Ustiin, 2008).

1.3.2.3. p-Karoten (A vitamini)

Yapilan bilimsel caligmalar A vitaminin yagda c¢oziinen ilk vitaminlerden

oldugunu bildirmektedir. A vitamininin metabolik formu olan B-karoten giiclii bir
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singlet oksijen radikali temizleyicisidir. Hidroksil, peroksil ve alkoksil serbest
radikalleriyle reaksiyona girerek lipit peroksidasyonunu engeller. B-karoten oksijen ile
kolayca oksitlenir. Gérme, iireme, biiyiime ve epitel hiicre saglamliginda 6énemli rol

oynamaktadir (Caylak, 2011).

1.3.2.4. Melatonin

Melatonin hormonu uyku, iireme gibi biyolojik fonksiyonlar1 diizenleyen gii¢lii
bir antioksidandir. Hidroksil radikaline etki etmektedir. Ilk kez 1991°de antioksidan
olarak 6ngoriilmiis ve daha sonra yapilan laboratuar ¢alismalar ile de kabul edilmistir.
Hidroksil, peroksit ve singlet oksijen gibi radikalleri etkisizlestirdigi bilinmektedir.
Suda ve yagda ¢oziinebildiginden dolay1 diger antioksidanlara gore daha genis alanda
antioksidan aktivite gostermektedir (Aydemir vd., 2009). Melatoninin yaslanma ile
azaldig1 ve yaglanmadan dolay1 olusan hastaliklarda 6nemli bir etken oldugu teyit
edilmektedir. Klinik agidan iyi bir antioksidan oldugunu ve antikanserojen oldugu
distiniilmektedir. Melatoninin diger antioksidanlara oranla ¢ok giiglii bir antioksidan

etki gostermesinin nedenlerini su sekilde siralanabilir;

e lyi bir ¢dziinen (lipofilik) olmas1 nedeniyle hiicrenin hiicreler arasi tiim
ve organellerine, bir¢ok dokuya kolayca girerek genis bir alanda aktivite
gostermektedir.

e Lipofilik olmasi nedeniyle hiicre g¢ekirdegine girebilir ve DNA’y1
oksidatif hasara kars1 korur.

e Cok yiiksek miktarlarda ve uzun siireli kullanimmlar da bile toksik bir
etkisi yoktur.

e Prooksidan aktiviteye sahip degildir.

1.3.2.5. Folik asit (B1o-11 Vitamini)

Folik asit, hiicre yap1 taglarinin, kan hiicrelerinin ve 6zellikle de sinir sistemi
dokularinin olusum ve gelisimde O6nemli bir role sahip olan B vitamini tirevidir.
Ozellikle genetik sifremizin yapitaglari olan DNA yapiminda gorev alir. Sinir sistemi
i¢cin gerekli olan bir vitamindir. Dopamin, serotonin, néroepinefrin gibi ndrotransmiter

maddelerin sentezinde rol oynar.
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1.3.2.6. Fenolik bilesikler

Bitkilerin ¢ogunda bulunan fenolik bilesikler, fitokimyasallarin en genis
siniflarindan birini temsil etmekte ve insan saghigi icin Onemli olan bilesiklerdir
(Silinsin, 2016). Fenolik bilesikler onemli antioksidan aktivite gOsteren kimyasal
yapilara sahiptirler. Polifenoller, aromatik yapilarinda birden fazla hidroksil grubu
tasiyan yapilardir. Bitki polifenollerinin antioksidan karakterleri, indirgeyici ve hidrojen
atomu verici olmalariyla saglanir (Nichenametla, 2006). Bazi polifenoller ise metal
iyonlarini selatlama 6zelliklerine sahip antioksidanlar olarak etkilidirler. Bir polifenoliin

antioksidan olarak tarif edilebilmesi icin iki temel sart1 saglamasi1 gerekir:

e Okside olabilen substratlara oranla diisik derisimler de bulunduklarindan,
otoksidasyonu veya serbest radikal merkezli oksidasyonlari erteleme, geciktirme
ya da dnleme ozelliklerine sahip olmalidir.

e Siipiirme (scavenging) sonunda olusan serbest radikal, oksidasyonun zincir
reaksiyonunu kirmada kararli yapiya sahip olmalidir (Karaman, 2008; Silinsin,
2016).

Polifenolik bilesikler, onciill maddeleri fenol olan, giines 15181 yardimiyla
bitkilerin yaprak, dal, meyve ve ¢igeklerinde olusan organik bilesiklerdir. Suda orta
derecede organik ¢oziiciilerde ise iyi ¢oziiniirler. Flavonoidler, bitkileri UV 1ginlarina ve
mikroorganizmalara kars1t korurlar. Bitkilerin giines 1s18ma ragmen gelismeleri bu
pigmentlerin ¢ok fazla miktarda sentezlemesiyle miimkiin olabilmektedir. Insanlarda
flavonoidler, bagisiklik sistemini gii¢lendirir ve kalp krizi riskini azaltir (Jung vd., 2005;
Bursal, 2009).

Polifenolik bilesikler, lipit peroksidasyonu gibi serbest radikallerin zararl
etkilerini giderirler, metal iyonlar1 selatlarlar ve oksidasyonu azaltarak antioksidan

ozellik gosterirler (Stevenson ve Hurst, 2007).
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2. MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan bitki materyali

Calismada kullanilan bitki materyali olan Stachys lavandulifolia Vahl. var.
brachydon Boiss. bitki tiirii, 21.06.2014 tarihinde Bingdl ilinde bulunan Dikme
yaylasmin kuzeyindeki taglik alandan toplanmustir. Bitkinin tiiriiniin teshisi Flora of
Turkey, 7.cilte gdre (Davis, 1982), Bingdl Universitesi Teknik Bil. MYO. Ogretim
iyesi Dog¢. Dr. Omer KILIC tarafindan yapilmistir. Bitki numuneleri Bingdl

Universitesi, Park ve Bahgeler Boliimii herbaryumunda saklanmaktadir.

2.1.2. Kullamilan kimyasal maddeler

Antioksidan kapasite belirleme i¢in yapilan metotlarda kullanilmak {izere; 1,1-
difenil-2-pikril-hidrazil (DPPHe) radikali, ABTS (2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-
stilfonik asit), Linoleik asit ve Tween-20 Sigma-Aldrich’ten satin alindi. FeCly,
NH4SCN, potasyum persiilfat (K20sS2), Na2HPO4, KsFe(CN)s, TCA (triklor asetik asit),
FeCls, etanol ve saf su Mus Alparslan Universitesi Kimya Boliimii laboratuvarindan

temin edildi.

2.1.3. Yararlanilan alet ve cihazlar

UV-VIS Spektrofotometre Shimadzu, UV-1800
Derin dondurucu Argelik

pH-metre Thermoscientific
Hassas terazi RADWAG AS220/C/2
Otomatik pipetler A.D.R. Group

Vorteks Fisons, Whirlimixer
Evaporator IKA-Labotechnik

Saf su cihazi Niive NS103
Magnetik karistirict MK 350
UV-Spektrofotometre kiiveti 3 cm®'liik quartz kiivet
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2.2. Metot

2.2.1. Numunenin su ekstresinin hazirlanmasi

Calismamizda kullandigimiz bitkinin yaprak kisimlar1 toplandi ve giineste
kurutulduktan sonra blendir (pargalayici) cihazi ile pargalandi. Bitkinin su ekstresini
hazirlamak i¢in pargalanan numuneden 50 gram alinarak iizerine 100 ml saf su ilave
edildi. Oda sicakliginda 12 saat manyetik karistirici tizerinde karistirildi. Karigim
siizge¢ kagidindan siiziilerek siiziintiiler alind1 ve geriye kalan bitki posasi tekrar 100 ml
saf su ile 12 saat manyetik karistirict iizerinde tekrar ekstrakte edildi ve siiziildii.
Stiziintii ekstreler birlestirildikten sonra cam balonlara alindi ve derin dondurucuya
konuldu. Dondurulmus ekstreler 50 mm Hg basing altinda liyofilizator cihazinda kuru
olana kadar liyofilize edildi. Liyofilize edilmis numuneden 20 mg alinarak 20 ml saf

suda ¢oziildii ve stok ¢ozelti hazirlandi.

2.2.2. Numunenin etanol ekstresinin hazirlanmasi

Bitkinin etanol ekstresinin hazirlanmasi i¢in pargalanarak ufaltilmis 50 gr bitki
numunesi lizerine 100 ml etanol ilave edildi. Oda sicakliginda 12 saat manyetik
karistiric1 lizerinde karistirildi. Karisim siizge¢ kagidindan siiziilerek siiziintiiler alindi
ve geriye kalan bitki posas1 tekrar 100 ml etanol ile 12 saat manyetik karigtirici iizerinde
tekrar ekstrakte edildi ve siiziildii. Siiziintii ekstreler birlestirildikten sonra cam
balonlara alindi ve rotary evaporator cihazinda etanol tamamen uzaklastirildi. Bu

numuneden 20 mg alinarak 20 ml etanol de ¢6ziildii ve stok ¢ozelti hazirlandi.

2.2.3. ABTS* Radikali giderme aktivitesi

Ekstrelerinin - ABTS™  (2,2-azino-bis-3-etilbenzo-tiyazolin-6-siilfonik  asit)
radikali giderme aktivitesi (Re vd., 1999) yapti§1 calismaya gore belirlendi. Oncelikle 2
mM’lik ABTS ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiye 2.45 mM’lik persiilfat ¢ozeltisi
eklenerek ABTS™ radikalleri tiretildi. ABTS* radikal ¢ozeltisi kullanilmadan once
kontrol ¢ozeltisinin 734 nm’de absorbansi 0.1 M ve pH’s1 7.4 olan fosfat tamponu ile
0.750+0.025 nm’ye ayarlandi. ABTS™ radikal giderme aktivitesine bakilan ekstrelerinin
farkli konsantrasyonlarina birer ml ABTS™ radikal ¢ozeltisi ilave edilerek ve 30 dakika

inkiibe edildi. Tampondan olusan kore karst 734 nm’de absorbanslar kaydedildi.
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2.2.4. DPPH*® Giderme aktivitesi

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinden elde edilen
ekstrelerin serbest radikali giderme aktivitesi DPPH" (1,1-difenil 2-pikril hidrazil) i¢in
Blois metodunun (1958) gelistirilmis bir formuna gore gergeklestirildi (Bursal ve
Gilgin, 2011). Bu islem ic¢in oncelikle serbest radikal ¢ozeltisi hazirlandi. DPPH*
serbest radikalinden 39 mg alindi ve 100 ml etanol de ¢oziilereck 1 MM DPPH" serbest
radikali ¢ozeltisi hazirlandi. Stok ¢ozelti olarak hazirlanan numunelerden deney
tiplerine sirasiyla degisik konsantrasyonlarda (10-30 ug/ml) numuneler aktarildi ve
toplam hacimleri etanol ile 3 mI” ye tamamlandi. Daha sonra her bir numuneye etanolik
DPPH" ¢ozeltisinden birer ml ilave edildi. 30 dakika oda sicakliinda karanlik bir
ortamda inkiibe edildi. Daha sonra spektrofotometre cihazinda 517 nm’de absorbanslar
Olciildii. Kor olarak sadece etanol den olusan absorbans kaydedildi. Kontrol olarak 3 ml
etanol ve 1 ml DPPH" ¢6zeltisinden olusan numune kullanildi. Absorbansta meydana
gelen diislis giderilmis olan DPPH" ¢ozeltisi miktarii yani serbest radikal giderme

aktivitesini gostermektedir.

2.2.5. FRAP Metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. su ve etanol ekstrelerinin
ferrik iyonlarin1 (Fe®") indirgeme kuvveti Oyaizu (1986) metodunun gelistirilmis bir
formuna gore gerceklestirildi (Bursal, 2009). Bu amacla daha 6nceden hazirlanan olan
stok ¢ozeltiler kullanildi. Stok c¢ozeltilerin degisik konsantrasyonlarini igeren
numunelerden alinarak deney tiiplerine aktarildi ve saf suyla hacim 1 ml’ye tamamlandi.
Her bir tipe 2.5 mL fosfat tamponundan (0.2 M; pH 6.6) ve 2.5 ml potasyum
ferrisiyaniir  (%1°lik) eklendikten sonra 50°C’de 20 dakika inkiibe edildi.
Inkiibasyondan sonra reaksiyon karisimma 2.5 ml %10’luk triklorasetik asit (TCA)
ilave edildi. Bu ¢ozeltiden 2.5 ml alind1 ve bunun tizerine 2.5 ml saf su ve 0.5 ml FeCl3

(% 0.1°1ik) ilave edildikten sonra 700 nm’de absorbanslar 6l¢iildi.

2.2.6. CUPRAC Metoduna gore indirgeme kuvveti tayini

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. su ve etanol ekstrelerinin
kuprik iyonu (Cu?") indirgeme kapasitesi Apak ve arkadaslarmin kullandig1 Cuprac
metodunun (2006) hafif bir modifikasyonuna gore yapildi. Bunu i¢in deney tiiplerine

0.01 M’lik 0.25 ml CuCl; ¢ozeltisi ilave edildi. Bunun iizerine 0.25 ml 7.5x10~3 M’lik
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etanolik neokuprin ¢ozeltisi ve 1 M’lik amonyum asetat tamponu aktarildi. Cozelti
karistirildiktan sonra farkli konsantrasyonlarda (10-30 pg/ml) ekstreler ve standartlar
ilave edildi. Yarim saatlik bir inkiibasyondan sonra 450 nm’de absorbanslar1 kaydedildi.
Reaksiyon karisiminin artan absorbansi artan kuprik iyon (Cu?*) indirgeme kapasitesini

gostermektedir.

2.2.7. Ferrik tiyosiyanat metoduna gore toplam antioksidan aktivite tayini

Toplam antioksidan aktivite tayini ferrik tiyosiyanat metoduna gore belirlendi.
Oncelikle stok ¢dzeltiler hazirlandi. Bu amagla 20 mg su ekstresi 20 ml saf suda ve yine
aym sekilde 20 mg etanol ekstresi ise 20 ml etanol de ¢dziinerek hazirlandi. Istenilen
miktarlara karsilik gelen konsantrasyonlarda stok cozelti, vezin kaplarina otomatik
pipetlerle pipetlendi ve hacim tampon ¢ozeltiyle 2.5 ml’ye tamamlandi. Daha sonra her
bir vezin kabma 2.5 ml linoleik asit emiilsiyonu ilave edildi. Kontrol olarak 2.5 ml
tampon ¢ozelti ve 2.5 ml linoleik asit emiilsiyonu kullamildi. Inkiibasyon 37°C’de
gerceklestirildi. Her on saatte bir vezin kaplarindan 100°er pl alindi 4.7 ml etanol
bulunan deney tiiplerine konuldu 100 ul Fe?* ¢bzeltisi daha sonra da 100 pl SCN
cozeltisi ilave edildi. Kor olarak 4.8 ml etanol bulunan deney tiipiine 100 ul Fe?* ve 100
pl SCN- c¢ozeltilerinin ilavesiyle hazirlandi. Numunelerin 500 nm’deki absorbanslari

kore karst okundu (Wang vd., 2006).
2.2.8. LC-MS/MS ile fenolik icerik analizi

2.2.8.1. Test ¢ozeltisi olan bitki ekstresinin hazirlanmasi

Kurutulmus ve toz haline getirilmis 100 g numune oda sicakliginda 3 defa 300
ml metanol ile 24 saat boyunca ekstrakte edildi. Coziicii rotary evaporator ile 30°C'de,
kuru metanol ekstreleri (% 15.6 verim) elde edilene kadar uzaklastirildi. Kuru filtreler
1000 mg/L'ye seyreltildi ve LC-MS/MS analizi i¢in 0.2 pm mikrofiber filtre ile filtre
edildi.

2.2.8.2. Cihazlar ve LC-MS/MS i¢in kromatografik kosullar

LC-MS/MS ile fenolik bilesiklerin analizi, ikili MS cihazi baglanmis bir Nexera
modeli Shimadzu HPLC kullanilarak yapildi. Sivi kromatografisi LC-30AD ikili
pompa, DGU-20A3R degazor, KTO-10AS vp kolon firin1 ve SIL-30AC otomatik
ornekleyici ile donatilmistir. Kromatografik ayirma, bir C18 ters-faz analitik kolonu
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Inertsil ODS-4 (150 mm x 4.6 mm, 3 pum) ile gerceklestirildi. Kolon sicakligi 40°C de
sabit tutuldu. Eliisyon gradienti mobil faz A (su, 5 mM amonyum format ve % 0.1
formik asit) ve mobil faz B (metanol, 5 mM amonyum format ve % 0.1 formik asit) ile
olusturuldu. Gradyant programi B ¢oziiciisiiniin asagidaki degerlerine gore t (dK)
uygulanmistir. B%: (0, 40), (20, 90), (23.99, 90), (24, 40), (29, 40). Coziicii akis hiz1 0.5

ml/dk olarak uygulandi ve enjeksiyon hacmi 4 pl olarak ayarlandi.

2.2.8.3. MS cihazlandirilmasi

MS tespiti Shimadzu LCMS 8040 modeli ti¢lii, dort kutuplu ve hem pozitif hem
negatif iyonizasyon modlarinda ESI kaynak igletimi ile donatilmis kiitle spektrometresi
kullanilarak yapildi. LC-MS/MS verileri Lab Solutions yazilimi (Shimadzu, Kyoto,
Japonya) ile elde edilerek hesaplamalar yapildi. Coklu reaksiyon takip islemi (MRM)
modu analizi 6l¢gmek i¢in kullanildi. Deneyde her bir bilesik analizi i¢in iki veya ii¢ kez
uygulama yapildi. Birinci kantitatif sonuglar i¢in ikinci ve tiglincii analizler ise teyit igin
yapildi. Optimum ESI parametreleri; 350°C ara yiiz sicakligi, 250°C DL sicakligi,
400°C 1s1 blogu sicakligi, 3 L/dk. nebullizer gaz akist (azot) ve 15 L/dk. kurutucu gaz
akisi (azot) olarak belirlendi (Ertas vd., 2015).
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3. BULGULAR

Antioksidan ozelliklere sahip yeni molekiillerin sentezi ve dogal antioksidan
iceren bitkilerin tespiti ¢caligmalar1 son yillarda ¢ok sayida bilimsel ¢alismanin konusu
olmus ve sonuglar itibari ile yliksek yaygin etkiye sahip olmustur. Gida ve tibbi amacl
olarak kullanilan bitkilerin fenolik bilesiklerin igerik analizleri de antioksidan aktivite
ile iligkili olmasi ag¢isindan yaygin bir sekilde arastirilmaya baslanmistir. Bu tez
calismasinda DPPH" ve ABTS'" radikal giderme aktiviteleri, FRAP metoduna gore
ferrik iyonlar1 indirgeme kapasite tayini, CUPRAC metoduna gore kuprik iyonlari
indirgeme kapasite tayini ve ferrik tiyosiyanat metoduna linoleik asit peroksidasyonu
tayini metotlar1 yapilmistir. Bulgular BHA, BHT ve askorbik asit gibi standart olarak
kabul edilen antioksidan maddeler ile karsilagtirtlmigtir. Ayrica LC/MS-MS yontemi ile

bitki numunemizin fenolik icerik analizi yapilmistir.

3.1. ABTS** Giderme Aktivitesi Calisma Bulgulari

ABTS"" giderme aktivitesi de sulu karisimlarin, igeceklerin, ekstrelerin veya saf
maddelerin radikal giderme aktivitelerinde siklikla kullanilmaktadir (Bursal vd., 2013).
Ekstreler ile calismada kullanilan askorbik asit, BHA ve BHT gibi standart antioksidan
bilesiklerin ABTS"" giderme aktiviteleri ¢esitli konsantrasyonlarda (10 ug/ml, 20 pg/ml
ve 30 ng/ml) galisildi.
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Sekil 3.1. Ekstrelerin farkli konsantrasyonlardaki (10-30 pg/ml) ABTS™ giderme aktivitesinin birer
standart antioksidan olan BHA, BHT ve askorbik asit ile kargilagtirmasi

22



Ekstrelerin ve standart antioksidanlarin ABTS™ gidermeleri ile ilgili hesaplamalar:

asagidaki esitlige gore yapildi.

ANun‘une J % 100

Kontrol

ABTS" giderme aktivitesi (%) = (1—

Ekstrelerin ABTS™" giderme aktiviteleri standart birer antioksidan olan BHA,
BHT ve askorbik asit ile karsilastirilmistir. Ekstreler ile standart antioksidanlar 30 pg/ml
konsantrasyonunda sirasiyla BHA = BHT > askorbik asit > etanol ekstresi > su ekstresi
seklinde ABTS™" radikali giderme aktivitesi sergiledigi belirlenmistir. Bu degerler yine
strasiyla %94.8 = %94.7 > %73 > %32 >%]15 olarak hesaplanmistir. Bu sonuglara gore
etanol ekstresi 6nemli miktarda ABTS' radikali giderdigi ve su ekstresinin yaklagik iki
kat1 seviyesinde giderdigi bulunmustur. Bu sonuglara gore c¢alisma bitkimizin dogal

antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur (Sekil 3.1).

3.2. DPPH" Serbest Radikali Giderme Aktivitesi ile lgili Calisma Bulgular:

DPPH®* radikali 517 nm’de 15181 maximum absorblama 6zelligine sahiptir. Bu
amagla yapilan c¢alismalarda 517 nm’de azalan absorbans giderilen DPPH" radikali
miktarmi yani serbest radikal giderme aktivitesini vermektedir. Calismada kullanilan
Stachys lavandulifolia VVahl. var. brachydon Boiss. su ve etanol ekstrelerinin de standart
antioksidanlar olan BHA, BHT ve askorbik asit gibi etkili DPPH" serbest radikali
giderme aktivitesinin oldugu Sekil 3.2°deki azalan absorbans egiminden anlasilmaktadir

(Bursal, 2013).

== BHA BHT === Askorbik asit ==@==Etanol ekstresi ==#=Su ekstresi
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Sekil 3.2. Ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli
konsantrasyonlarindaki (10-30 pg/ml) DPPH' radikali giderme aktivitelerin karsilastirmasi
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DPPH" radikali ile ilgili hesaplamalar asagidaki esitlige gore yapildi. Burada
Anumune DPPH®™  radikal ¢ozeltisine numune ilavesinden sonra spektrofotometrede
Olgiilen absorbans degerini, Akontrol iSe Sadece DPPH® radikal ¢ozeltisi igeren kontrol
degerinin absorbans degerini ifade eder. Pozitif kontrol olarak BHA, BHT ve askorbik

asit kullanmildi.

ANumunej X 100

ontrol

DPPH" giderme aktivitesi (%)= (1—

Ekstreler ile standart antioksidanlarmm 30 pg/ml konsantrasyonlarinda DPPH®
radikali giderme aktiviteleri sirasiyla BHA > askorbik asit > BHT > etanol ekstresi > su
ekstresi seklinde sergiledigi belirlenmistir. Bu degerler yine sirasiyla %89.9 > %74.0 >
%54.1 > %50.1 > %14.6 olarak hesaplanmistir. Bu sonuclara gore etanol ekstresi, su
ekstresinin yaklasik {i¢ kat1 seviyesinde DPPH" radikali giderdigi bulunmustur. Calisma
verilerine gore etanol ekstresi 6onemli miktarda %50’ye yakin oranda serbest radikal

gideren dogal antioksidan kapasiteye sahip oldugu bulunmustur (Sekil 3.2).

3.3. FRAP Metodu ile Tlgili Calisma Bulgular

Antioksidan ¢aligmalarda kullanilan bu yontemde, test ¢ozeltisinin sar1 rengi
ortamda bulunan antioksidan maddelerin indirgeme aktivitelerinden dolay1 yesilin farkli
tonlarma doniismektedir (Bursal, 2009). Renk koyulagmasinin 6Slgiilmesi ile artan

absorbans antioksidan aktivitenin yiiksek oldugunu gésterir.

Calismada kullanilan su ve etanol ekstrelerinin indirgeme kapasitelerinin
standart antioksidanlar gibi artan ekstre konsantrasyonu ile dogru orantili olarak
artmaktadir. Fakat bu artmanin standart antioksidanlar kadar belirgin ve anlamh
olmadigi Sekil 3.3’ten anlasilmaktadir. Ekstrelerin indirgeme potansiyeli farkli
konsantrasyonlardaki (10 pg/ml, 20 ug/ml ve 30 pg/ml) c¢ozeltilerinin 700 nm’deki

absorbanslari 6l¢tilerek belirlenmistir.
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Sekil 3.3. Ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin (BHA, BHT ve askorbik asit) farkli

konsantrasyonlarindaki (10-30 pug/ml) FRAP metodu ile indirgeme kuvvetlerinin karsilagtirmasi

3.4. CUPRAC Metodu ile Tlgili Calisma Bulgular

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. liyofilize su ekstresinin

kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme kapasitesi, farkli konsantrasyonlarda (10 pg/ml, 20

pg/ml ve 30 ug/ml) ekstre ihtiva eden numunelerin 450 nm’de absorbanslart 6l¢iilerek

hesaplandi. Bitki ekstresinin kuprik iyonlarmi (Cu?*) indirgeme kapasitesi kontrollerde

kullandigimiz standart antioksidan olan BHA, BHT ve askorbik asit ile karsilagtirmasi
Sekil 3.4’te gosterildi.
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Sekil 3.4. Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. ekstrelerinin farkli konsantrasyonlardaki

(10-30 pg/ml) kuprik iyonlarimi (Cu?*), kuprdz iyonlarina (Cu*) indirgeme kuvvetinin birer standart

antioksidanlar ile karsilastirilmasi
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Bulgulardan da anlasildign gibi su ekstresi, etanol ekstresi ve askorbit asit
birbirlerine yakin seviyelerde indirgeme kapasitesi sergilemistir. 30 pg/ml
konsantrasyonunda kuprik iyonlarim1 (Cu?"), kupréz iyonlarma (Cu*) indirgeme
kapasitelerinin siralamasi BHA > BHT > askorbik asit > etanol ekstresi > su ekstresi
seklindedir.

3.5. Ferrik Tiyosiyanat Metoduna Goére Toplam Antioksidan Aktivite Bulgulari

Calismada kullandigimiz Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss.
bitkisinden temin edilen su ve etanol ekstrelerinin antioksidan aktivitesi ferrik
tiyosiyanat aktivite tayin metoduna gore belirlendi. Stachys lavandulifolia Vahl. var.
brachydon Boiss. elde edilen su ve etanol ekstrelerinin toplam antioksidan aktivite
tayini i¢in sirasiyla 20 pg/ml konsantrasyonlari kullanildi. Sekil 3.5’te Stachys
lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinden elde edilen su ve etanol

ekstrelerinin toplam antioksidan aktivitesi grafigi verilmistir.
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Sekil 3.5. Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. ekstrelerinin 20 pg/ml farkliF
konsantrasyonlardaki ferrik tiyosiyanat aktivite tayin metoduna gére toplam antioksidan aktivite standart
antioksidanlar ile karsilastiriimasi

3.6. LC-MS/MS ile Fenolik i¢erik Analizi

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinin fenolik bilesik
igeriginin belirlenmesi LC-MS/MS analiz metoduna gore yapildi. Standart olarak alinan
27 farkli fenolik bilesigin LC-MS/MS parametreleri ile ilgili bilgiler Cizelge 3.1°de
verilmistir.
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Cizelge 3.1. Standart olarak alinan fenolik bilesiklerin LC-MS/MS parametreleri

No | amayes | RT | ion | don | Re | R | Ramge | LODLO | Recowry |
(m/iz)> | Mode (ng/L) ng/l) (%)
1 | Quinic acid 332 | 19095 | Neg | 09927 | 0.0388 | 250-10000 | 22.3/745 | 1033 48
2 | Malic acid 354 | 13305 | Neg | 09975 | 0.1214 | 250-10000 | 19.2/64.1 | 101.4 53
3 | t-Aconiticacid | 413 | 17285 | Neg | 09933 | 0.3908 | 250-10000 | 15.6/51.9 | 102.8 49
4 | Gallic acid 429 | 169.05 | Neg | 09901 | 0.4734 | 251000 | 4.8/159 102.3 51
5 g}g’mge”ic 5.43 353 Neg | 09932 | 0.1882 | 250-10000 | 7.3/24.3 99.7 49
6 Zg?;ocat“h”ic 563 | 15295 | Neg | 09991 | 05958 | 100-4000 | 25.8/859 | 100.2 5.1
7 | Tannic acid 6.46 | 18295 | Neg | 09955 | 0.9075 | 100-4000 | 10.2/34.2 97.8 51
8 tr- caffeic acid 7.37 178.95 Neg 0.9942 | 1.0080 25-1000 441147 98.6 5.2
9 | Vanillin 877 | 15105 | Neg | 09995 | 0.4094 | 250-10000 | 10.1/33.7 99.2 49
10 | p-Coumaricacid | 953 | 16295 | Neg | 0.9909 | 1.1358 | 100-4000 | 15.2/50.8 98.4 51
11 | Rosmarinic acid 9.57 358.9 Neg 0.9992 | 0.5220 | 250-10000 | 10.4/34.8 101.7 49
12 | Rutin 1018 | 6091 | Neg | 09971 | 0.8146 | 250-10000 | 17.0/56.6 | 1022 5.0
13 | Hesperidin 969 | 6111 | Poz | 09973 | 0.1363 | 250-10000 | 21.6/71.9 | 1002 49
14 | Hyperoside 1043 | 4631 | Neg | 09549 | 02135 | 100-4000 | 12.4/41.4 98.5 49
15 :&%H Benzoic | 1475 | 13695 | Neg | 09925 | 14013 | 251000 | 30/100 | 1062 5.2
16 | Salicylic acid 1172 | 13695 | Neg | 09904 | 0.6619 | 25-1000 4/133 106.2 5.0
17 | Myricetin 1194 | 317 Neg | 09991 | 2.8247 | 100-4000 | 9.9/32.9 106.0 5.9
18 | Fisetin 1261 | 28495 | Neg | 09988 | 2.4262 | 100-4000 | 10.7/35.6 96.9 55
19 | Coumarin 1252 | 14695 | Poz | 09924 | 0.4203 | 100-4000 | 9.1/30.4 104.4 49
20 | Quercetin 1448 | 3009 | Neg | 09995 | 43149 | 251000 | 2.0/6.8 98.9 71
21 | Naringenin 1466 | 27095 | Neg | 09956 | 2.0200 | 25-1000 | 2.6/8.8 97.0 55
22 | Hesperetin 1529 | 30095 | Neg | 09961 | 1.0164 | 251000 | 3.3/11.0 102.4 53
23 | Luteolin 1543 | 28495 | Neg | 09992 | 3.9487 | 25-1000 | 5.8/19.4 105.4 6.9
24 | Kaempferol 15.43 284.95 Neg 0.9917 | 0.5885 25-1000 2.0/6.6 99.1 5.2
25 | Apigenin 1731 | 26895 | Neg | 09954 | 06782 | 25-1000 | 0.1/0.3 98.9 53
26 | Rhamnetin 1894 | 31495 | Neg | 09994 | 25678 | 251000 | 0.2/0.7 100.8 6.1
27 | Chrysin 2118 | 253 Neg | 09965 | 15530 | 25-1000 | 0.05/017 | 1022 53

®RT: Tutma siiresi

®Parent ion (M/z): Molekiiler iyonlarin standart bilesikleri

°R2: Determinasyon katsayisi

9RSD: Bagil standart sapma

fLOD/LOQ (ng/L): Nicelik algilama/ sinir sinir1

U (%): % 95 giiven diizeyinde (k = 2) de yiizde bagl belirsizlik.
9 Bitki metanol 6zt pg/g degerleri (w/w)

"N.D: Algilanmadh.

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisine ait etanol

ekstrelerin fenolik iceriklerinin analizi i¢in kullanilan bilesiklere ait kromatogramlar
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Sekil 3.6° da verilmektedir. Ayni yontem kullanilarak numunemizden hazirlanan bitki

ekstresi cihaza verilmis ve Sekil 3.7°deki kromatogramlar elde edilmistir.
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Sekil 3.6. UHPLC-ESI-MS/MS ile standart fenolik bilesiklerin kalibrasyon kromatogramlari
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Sekil 3.7. UHPLC-ESI-MS/MS ile Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. ekstresinin

kromatogramlari
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UHPLC-ESI-MS/MS ile yapilan caligmanin kantitatif olarak verileri de

kullanilan standartlardan faydalanarak hesaplanmis ve Cizelge 3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2. Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisi fenolik bilesiklerinin kantitatif

sonuglari
Konsantrasyon (ppb)

No Bilesik Miktar: (ppb)
1 Quinic acid (Kuinik asit) 2534+122
2 Chlorogenic acid (klorojenik asit) 1882492
3 Hyperoside (Hiperosit) 170+£8
4 Protocatechuic acid (Protokatesik asit) 117+6
5 p-Coumaric acid (p-kumarik asit) 11246
6 Kaempferol 49+3
7 Apigenin 3612
8 tr-caffeic acid (kafeik asit) 3242
9 Rutin 23+1
10 Naringenin 2241
11 4-OH-benzoic acid (4-OH-benzoik asit) 17+1
12 Salicylic acid (Salisilik asit) 161

Cizelge 3.2° den anlasildig1 gibi bitki yapisinda standart olarak kullandigimiz
27 fenolik bilesik igerisinde en fazla kuinik asit (quinic acid), Kklorojenik asit
(chlorogenic acid), hiperosit (hyperoside) ve protokatesik asit (protocatechuic acid)

fenolik bilesikleri tespit edilmistir.
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4. TARTISMA ve SONUC

Son yillarda gelisen teknoloji ile birlikte, ¢evre kirliligi, sigara, alkol, sentetik
ilaglarin kullanim siklig1, ultraviyole (UV) 1sinlar vb. bir¢ok faktor insanlarin, gesitli
zararli durumlarla karsilasmasina neden olmaktadir. Bunun yami sira g¢evresel ve
psikolojik durumlardan dolay1 olusan stres serbest radikallerin olusmasina olanak
saglamaktadir. Serbest radikallerin olusumu c¢esitli zararli hastaliklarin olugsmasini da
beraberinde getirmekte bu durum insan sagligini olumsuz yonde etki etmektedir. Olusan
hastaliklara 6nlemede Oncelikli ama¢ koruyucu hekimlik olarak isimlendirilen bu
hastaliklarin olugmasina engel olmakla saglanabilir. Hastaligin engellenmesinde bitkisel
gidalar, sentetik maddelere gore daha giivenilir hale gelmektedir. Dogal antioksidanlar
bu amacla giderek 6nem kazanmakta ve insan sagligina olumlu etkileri arastirilmaktadir

(Benzie, 2003; Ogiit, 2014).

Dogal bir antioksidan kaynagi olan bitkilerin antioksidan 6zelliklerinin
belirlenmesi ile ilgili yapilan bilimsel ¢alismalar son zamanlarda yaygin bir sekilde artig
gostermektedir. Ozellikle alternatif tipta kullamlan bitki tiirleri ile gida alaminda
kullanilan bazi bitki tiirleri antioksidan ¢alismalarin odak noktasim teskil etmektedir.
Insan saghgma yararli bitkiler, icerdikleri fenolik bilesikler sayesinde hastalik

tedavisinde kullanilmaktadir (Zaidan, 2005).

Stachys lavandulifolia tiirii ilkemizde yaprak ve ¢igekli dallar1 “dag ¢ay1” adi ile
bilinmekte halk arasinda cay ve halk ilaci olarak kullanilmaktadir. Stachys
lavandulifolia tiirii ¢ok yillik yar1 ¢alimsi ve tabaninda rozet steril kokleri i¢eren, ¢igekli
govdeleri ¢ok sayida, 10-30 cm boyunda, korollas1 genelde pembe renkli, 5-8. Ayalarda
ciceklenebilen ve genellikle kalkerli kayalik-taglik alanlarda ve caliliklarda yayilis
gosterir. Stachys lavandulifolia tiiriiniin tilkemizde 3 varyetesi olup, (var. brachyodon,
var. glabrescens, var. lavandulifolia), bu ¢calismada var. brachyodon ile ¢alisilmis ve bu
varyete digerlerinden kaliks uzunlugu ve yapraklarinin yapisiyla ayrilmaktadir (Davis,

1982).

Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. ile ilgili antioksidan etkileri
degerlendirmek amaciyla yapilan ¢aligmalar ¢ok az miktardadir. Stachys lavandulifolia
Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinin kurutulmus yaprak ve cicekleri antioksidan

aktivite yoniinden incelenmistir. Bitkilerin etkili bilesiklerinin aktivitesi, bitkinin
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toplanma zamani, kurutulmasi ve depolanmasi sirasinda uygulanan islemlere gore

degiskenlik gosterebilmektedir (Baytop, 1999).

Calismamizda Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisi etanol
ve su ekstreleri hazirlanmistir. Bu ¢alismada, ekstre hazirlanirken kurutma ve depolama
kurallarma uyuldugu i¢in ekstrenin biyolojik aktivitesinin korundugu diistiniilmiistiir.
Yapilan literatiir taramalarinda Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss.

kimyasal igerigi ve biyolojik etkinliginin arastirildig1 ¢ok az calismaya rastlanmistir.

Bitkilerin antioksidan o6zelliklerinin belirlenmesinde dogru yontemi se¢mek
onemlidir. Antioksidanin su veya yagda ¢oziinebilme 6zelliginin olmasindan dolay1
dogru yontemi segmek onemlidir. Antioksidandaki ¢oziinebilme ozelliginden dolayi

hidrofilik ve lipofilik olarak siniflandirilmaktadir.

Dogal bir antioksidan kaynaginin her bir bileseninin saflastirilarak ve tek basina
tayin edilmesi hem pahali hem de uzun siiren analizlerdir. Bir karigimdaki antioksidan
bilesiklerin birbirleri arasindaki iligkiler de dikkate alindiginda total antioksidan

kapasiteyi 6l¢en yontemler onem kazanmaktadir.

Tip, gida ve eczacilikta serbest radikallerinin insan sagligina olan zararh
etkilerini gidermek ac¢isindan dogal antioksidan kaynaklar1 tespiti c¢ok Onem
kazanmaktadir. Serbest radikallerin etkilerinin giderek artmasi eczacilik ve gida
sektoriinde lipit peroksidasyonunu arttirmakta ve iirlin kalitesi giderek azalmaktadir.
Farmasotik degerinin 6n plana ¢ikarilmasi, antioksidan aktivitesinin belirlenerek terapik
potansiyelinin tespit edilerek dogal antioksidan kaynagi olarak kullanilabilirliginin

arastirilmasi amaglanmaktadir.

Bitkilerin antioksidan &zelliklerinin tespiti bilyiik dneme sahiptir. Ozellikle gida,
farmakoloji ve tibbi amaclh kullanilan bitkilerin aktif bilesenlerinin kapasitelerinin
belirlenmesinde yapilan ¢aligmalar giderek yaygin hale gelmistir. Yapilan ¢aligmalarda
antioksidanlar ve serbest radikallerin giderilmesiyle ilgili ¢alismalar giderek artmakta ve
buna bagli olarak yeni metotlar gelistirilmektedir. Bu metotlardan en sik kullanilanlarin
basinda total indirgenme kapasitesi, DPPH radikal giderme aktivitesi, ABTS™" giderme
aktivitesi, DMPD™ giderme aktivitesi, PMS-NADH-NBT sistemi, ksantin-
ksantinoksidaz sistemi ve riboflavin-metiyonin-isik sistemi gibi sistemlerde olusturulan
siiperoksit anyon radikalleri giderme aktivitesi gibi radikal giderme metotlar

kullanilmaktadir (Giilgin, 2006). Bu antioksidan tayin yontemleri kolay kullanimi,
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hassaslik, analizlerin kisa siirede uygulanabilirligi ve ekonomik avantajlarindan dolay1

stirekli kullanilmaktadir (Bursal, 2009).

DPPH serbest radikali mavi renk tonunda olan 517 nm’de absorbans veren
organik yapida olan bir maddedir. Bu radikal madde antioksidan maddeler ile kimyasal
tepkimeye girerek, radikal olmayan DPPH-H molekiiline doniismektedir. DPPH-H
molekiili 517 nm’de absorbans vermedigi icin azalan absorbans miktarindan
antioksidan aktivite hesaplanabilir. Ekstreler ile standart antioksidanlar DPPH" radikali
giderme yiizdeleri belirlenmistir. Bu sonuglara gore etanol ekstresi (%50.1) ve su
ekstresi (%14.6) serbest radikal gideren dogal antioksidan kapasiteye sahip oldugu

bulunmustur.

ABTS metodu bitki ekstrelerinin, etanol ekstresi ve su ekstresi standart birer
antioksidan olan BHA, BHT ve Askorbik asit ile karsilastirilmas: sonucu; 30 pg/ml
konsantrasyonunda BHA > BHT > askorbik asit > etanol ekstresi > su ekstresi seklinde
ABTS™" giderme aktivitesi gosterdikleri goriilmiistiir. Etanol ekstresi ve su ekstresi

sirasiyla %32 ve %15 diizeylerinde ABTS radikali giderdigi hesaplanmigtir.

Calisma verilerine gore hem DPPH, hem de ABTS metotlarinda benzer oranlar
ve siralamalar gozlemlenmistir. Etanol ekstresi, su ekstresine gore ¢ok daha yiiksek
miktarlarda her iki radikali de giderdigi bulunmus olup bu durum ¢éziicii farkina gore

etanol de daha iyi aktivite elde edilmesini saglamistir.

Total indirgenme kapasitesi metodu (FRAP Metodu), indirgeme kapasitesi
tayininde Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss. bitkisinin ekstrelerinin
ferik iyonlar1 (Fe*®) ferroz iyonlarma (Fe*?) déniistiirebilmesine incelenmistir. Bir
bilesigin indirgeme kapasitesi onun elektron transfer edebilmesiyle iligkilidir ve
antioksidan aktivite potansiyelini belirleyen onemli bir gosterge olarak kabul edilir.
Oksidan maddeleri indirgeyerek bunlarin zararli etkilerini inhibe ederler. Calismada
kullanilan su ve etanol ekstrelerinin indirgeme kapasitelerinin standart antioksidanlar
olan BHA, BHT ve askorbik asit kadar belirgin ve anlamli olmadig1 ancak orta diizeyde

oldugu anlasilmaktadir.

CUPRAC metoduna gore Stachys lavandulifolia Vahl. var. brachydon Boiss.
yapraklar1 etanol ekstrelerinin kuprik iyonlarin1 (Cu?*) indirgeme kapasitesi ekstrelerin
artan konsantrasyonu ile artmistir. Etanol ekstrelerinin indirgeme giicli standart

antioksidan bilesiklerden az olmakla birlikte, su ve etanol ekstresinin indirgeme
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giiciiniin askorbik asite yakin oldugu ve dolayisiyla antioksidan 6zelliginin yiiksek

diizeyde oldugu belirlenmistir.

Linoleik asit peroksidasyonu metodu; bitki ekstraktlarinin linoleik asit
peroksidasyonu tizerindeki inhibisyon etkisi ¢alisildi ve standart antioksidanlar (BHT,
BHA ve C vitamini) ile karsilagtirildi. Ekstrelerin 20 pg/ml konsantrasyonunda lipit
peroksidasyon inhibisyonunda da artis gozlendi. Genel olarak ekstrerin standart
antioksidanlara benzer linoleik asit peroksidasyonunun inhibisyonunda 6nemli derecede

antioksidan aktiviteler gosterdigi tespit edildi.

LC/MS-MS analiz sonuglarina gore fenolik igerik analizi yapilmistir. En fazla
kuinik asit (quinic acid), klorojenik asit (chlorogenic acid), hiperosit (hyperoside) ve

protokatesik asit (protocatechuic acid) bilesikleri tespit edilmistir.

1. Kuinik asit
o)
HO, OH
0
- & OH
HO' ; 0
OH
OH

2. Klorojenik asit
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3. Hiperosit

@) OH

OH
OH

4. Protokatesik asit

Bu bilesiklerin kimyasal yapilar1 polifenolik yapidadir. Bu kimyasal yapilarinda
bulunan aromatik halkalardaki fenol gruplarindan dolay1 elektron vererek radikalleri
gidermesinden dolay1 antioksidan dzellikler gostermistir. Bu bilesiklerin ortak 6zelligi
olan ¢ok sayida hidroksil OH igermeleri bitkinin toplam antioksidan diizeyini artiran

onemli bir etkendir.
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