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YUKSEK LISANS TEZI
FARKL! ISLEMLERLE iZOLE EDRILEN BIiTKi OzZUTLERININ
ANTIOKSIDAN OZELLIGI VE KROMATOGRAFIK ANALIZLERI

Nuket KARTAL
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Fen Bilimleri Enstitiisii Kimya Anabilim Dah
Danigman: Yrd. Dog. Dr. Miinevver SOKMEN

Bu ¢ahsmada farkh izolasyon y6ntemleriyle elde edilen Ferula orientalis L.

ve Satureja hortensis L. oziitlerinin serbest radikal temizleme ve antioksidan
aktiviteleri aragtirildi. Apolar ve polar Sziitler elde etmek igin alti farkh Sziitleme
yontemi kullamidi. Coziicii sistemi olarak hekzan, aseton, metanol-su kullamldz
ve ilgili bitki materyallerinin ugucu yaglar1 clevenger tipi su bubari damitma
cihazi ile ayrildi. Serbest radikal temizleme aktivitesini belirlemek igin kararh
serbest radikal 2,2-dipikrilhidrazil (DPPH)’m metanolik ¢bzeltisi kullamildy.
Antioksidan aktivite P-karoten- linoleik asit test sisteminde agar difiizyon ve
spektrofotometrik yontemlere gére belirlendi.
- Ferula orientalis L. ve Satureja hortensis L’nin polar ¢dziiciiler kullamlarak
hazirlanan oziitlerinin giichi serbest radikal temizleme aktivitesi gosterdigi
bulundu. Linoleik asit sisteminde ise ¢ogunlukla apolar ¢oziiciiler ile daha aktif
Oziitler saglandi. Aktiviteden sorumlu olabilecek bilegikleri belirlemek igin
Oziitlerin ince tabaka kromatografisi analizleri yapildl Ugucu yaglarm GC/MS
analizi g6stermektedir ki, fenolik bilegikler apolar oziitlerin ana bilegenlerini
olugturmakta ve aktivite, bu bilesenlerden kaynaklanmaktadar.

ANAHTAR KELIMELER: Antioksidan Aktivite, Serbest radikaller, Oziitleme
Yé6ntemleri, Ferula orientalis L., Satureja hortensis L.
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SUMMARY
MSc Thesis

ANTIOXIDANT PROPERTIES OF EXTRACTS OBTAINED BY DIFFERENT
ISOLATION PROCEDURES AND CHROMATOGRAFIC ANALYSES

Nuket KARTAL
Cumhuriyet University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Dr. Miinevver SOKMEN

Free radical scavenching activity and antioxidant activity of the extracts of Ferula
orientalis L. and Satureja hortensis L. obtained by different isolation procedures have been
investigated. '

Six different extraction procedure was employed to obtain nonpolar and polar extracts.
Hexan, aceton, methanol-water were used as solvent systems and essential oils of the
corresponding plant material were isolated by a clevenger type hydrodistilation apparatus.

Methanolic solution of the stable free radical 2,2’-dipicrylhydrazyl (DPPH‘) were used
to determine the free radical scavenching activity. The antioxidant activity was determined
according to P-caroten-linoleic acid test system employing agar diffusion and
spectrophotometric methods.

F. orientalis and S. hortensis exhibited strong free radical scavenching activity with the
extracts prepared using polar solvents in DPPH assay. In the case of linoleic acid system,
mainly nonpolar solvents were provided more active extracts.

Thin layer chromatographic analyses of the extracts were cartied to determine the
components that might be responsible from the activity. GC/MS analysis of the essential oils
reveal that phenolic components were the main constituents of the nonpolar extracts and
responsible from the activity.

KEY WORDS: Antioksidant Activity, Free Radicals, Extraction Methods, F.orientalis L.,
S.hortensis L.
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1. GIRIS

Canllarm temel besin gereksinimlerini karsilayan bitkisel kokenli
karbohidratlar, protein ve yaglar birincil kaynaklardir. Bunun yan: sira bitkisel
kaynaklardan selilloz, zamk ve lastik gibi diger yararh maddeler de elde edilebilir.
Temel ihtiyaclar1 kargilamanin diginda basta ilag sanayi olmak iizere; kimya,
besin, kozmetik ve zirai miicadele sektorlerinde yine bitkisel kaynaklardan
yararlamlr. Bu tiir kimyasallar ‘sekonder (ikincil) metabolitler’ olarak adlandirilir
ve bitkisel iirlinler bu baghk altnda degerlendirilir (S6kmen ve Giirel, 2001,
Philipson, 1990).

Sekonder metabolitler, dzellikle bitkilerin savunma veya iireme sistemleri
icin tretilmis kimyasallardw. Bu sekilde bitki tarafindan firetilen kimyasallar
¢ofunlukla yukarida bahsedilen alanlarda yararh olur. Bitkisel dogal {riinier
birgok ila¢ hammaddesi gibi saf {irtinlerden besin katki maddeleri ve kozmetikler
gibi karigimlara kadar degiskenlik gostermektedir. Bitkisel liriinlerin yapilarmin
karmasik veya zengin olusu bu metabolitlerin kimya sanayiinde hammadde olarak
kullamlmasint saglamigtir.

Ilag sanayiinde kullamlan bazi dnemli bitkisel kokenli maddeler sunlardir;
digoksin (kardiatonik), digitoksin (kardiovaskiiler), efedrin (brons agici), kinin,
kinidin (stima tedavisi), vinkristin, vinblastin, aymalisin (kanser tedavisi) (Fowler,
1982). Thaumatin, safran, gingeroller, geranial ve neral gibi bilegikler tatlandiricy,
koku verici ve koruyucu olarak besin ve gida sanayiinde kullanilan bitkisel
kokenli maddelerdir. Giil yagi, lavanta yafi, yasemin yagi parfiimeride
kullaniirken; nikotin, anakardik asit, piretrin, sinerin ve yasmolin zirai
miicadelede kullamlan maddelerdir.



1.1. Bitkisel Hammaddeler

Ilag haline getirilebilen biyolojik, anorganik veya sentetik kokenli biitiin
ilkel maddeler drog olarak bilinmektedir. Bunlarm yam swa droglar 6zellikle
yiyecek endiistrisinde koruyucu katki maddesi veya tatlandimici olarak da
kullamlmaktadir.

Asagida siralanan etkin tlirler sentetik olarak {iretilebildigi gibi gogunlukla
da bitkisel kaynaklardan elde edilmektedir. Son birkag yil iginde endiistrideki
glicli gelisme ve Avrupa Toplulugu’nun gereksinimlerini karsilayacak yeni
teknolojilerle beraber, dogal katk: maddelerine olan talep artmust. Bu nedenle,
yeni yerel kaynaklarin aragtiwilmasina ve bunlarin yiyecek endiistrisine girigini
saglayici yollarn bulunmasina ihtiyag vardir.

Droglarda bulunan ve gerek tedavi gerekse katki maddesi olarak
kullamlan etkili kimyasal maddeler sdyle siralanabilir (Baytop, 1986):

1. Anorganik Maddeler. Droglardaki anorganik madde olarak genellikle
sodyum, potasyum, kalsiyum, magnezyum, demir, fosfor, silisyum ve klor
bulunmaktadr. Baz1 bitkilerde lityum, selenyum, bor ve iyot bilesiklerine
de rastlanmaktadir.

2. Karbohidrathidratlar. Genel yap: formiilleri C,(H,O), olan bilesiklerdir.
Klorofil tagiyan bitkilerde gilines 15181 etkisiyle CO, ve H,O’ dan ¢ok

—kangik bir yolla yapilmaktadir. Bitkilerde bulunan baglica karbohidratlar;
monosakkaritler (ozlar), oligosakkaritler (oligoholozitler ), polisakkaritler
(poliholozitler )’dir.

3. Glikozitler. Enzim veya seyreltik asit etkisiyle yapilan hidroliz sonunda
seker ve seker olmayan bir kisma ayrilan bilesiklerdir.

4. Organik Asitler. Bitkilerin ekserisinde serbest, tuz veya ester halinde
organik asit bulunur. Organik asitlerin, bitkilerde hidrokarbonlarm kismi
oksidasyonu sonucu meydana geldikleri diigtiniilmektedir.



5. Tanenler. Azotsuz, polifenolik biinyeli ve genellikle amorf bilesiklerdir. Su
ve etanolde ¢6ziinir, eter ve kloroformda ¢6ziinmezler.

6. Alkaloitler. Blinyesinde azot bulunan, bazik karakterli bitkisel
maddelerdir. Bir bitkide tek bir alkaloitin bulunusu nadirdir. Genel olarak
bitkide, yapilar1 birbirine olduk¢a yakm, aym halkadan tiireyen bir grup
alkaloit bulunur. Alkaloitler bitkinin 6zel bir kismmnda (kok, kabuk,
meyve, yaprak vs.) toplanmgtir.

7. Enzimler. Canllar tarafindan meydana getirilen katalizérler olup, belirli
kimyasal tepkimeleri hizlandirir veya ekzoterm tepkimeleri miimkiin hale
getirir.

8. Lipitler. Yiiksek yag asitlerinin tiirevleridir. Genellikle C, H, O’ dan
olusmuglardir. Nadiren P (fosfolipitler) veya N (fosfoaminolipitler )
tagirlar. Organik ¢oziiclilerde ¢oziiniirler, suda ise ¢6ztinmezler.

9. Ugucu Yaglar. Bitkilerde bulunan $zel kokulu ve ugucu maddelerdir.
Genelde sv1 ve taze iken hemen hemen renksizdir. Suda pek az, etanol,
gehellikle organik ¢dziicliler ve yaglarda kolaylkla ¢oziniirler. Ugucu
yaglar esas itibariyle terpenik hidrokarbonlar ve bunlarm oksijenli tiirevleri
(alkol, aldehit, keton vs.)’nin bir karigimindan ibarettir. Bu bilesikler
yaninda organik asitler, alkoller, ketonlar, fenoller vs. gibi maddeler de
bulunmaktadr.

10. Regineli ‘Maddeler. Karmagik kimyasal yapih, sivi, kat1 ve genellikle
amorf maddelerdir. Suda ¢dziinmezler fakat etanol, eter ve kloroformda
kismen ya da tamamen ¢Oziiniirler. Genellikle bitkilerde 6zel salgi
kanallarinda ve ceplerinde bulunurlar.

11. Vitaminler. Genellikle insan viicudu tarafindan sentezi yapilamayan fakat
normal metabolizma faaliyetlerinin devarm i¢in gerekli olan organik
maddelerdir. Vitaminler bitkisel veya hayvansal Uriinlerden Oziitleme,
sentez veya kismi sentez yoluyla hazirlanmaktadirlar.

12. Antibiyotikler. Canlilar tarafindan meydana getirilen ve ¢ok seyreltik
¢ozeltilerde bile bazt  mikroorganizmalar: ¢6ldiiren ve g¢ogalmalarim

Onleyen maddelerdir.
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1.2. Oziitleme Teknikleri

Bitkisel materyal toplamp kurutulduktan sonra igerdigi etken maddeyi
ayrmak i¢in Oziitleme ve stabilizasyon iglemine tabi tutulur ( Baytop, 1986).
Hgilenilen tiire gore dzel yontemler bulunmakla beraber yaygmn olan yontemler su
sekilde dzetlenebilir:

1. Kaynar alkol yontemi: Materyalin %80°lik etanol veya metanolde 1 saat
kaynatlmasmdan ibarettir. Bir kisim materyal igin bes kisim alkol
kullamilir. Bu sekilde hem stabilizasyon hem de dziitleme yapilmaktadir.

2. Alkol buhari yontemi: Taze ve kuru materyalin belli bir siire boyunca
metanol buhari ile Sziitlenmesi iglemidir. Ozellikle ¢abuk bozunan titrlerin
Gzitlenmesi/stabilizasyonu  igin  uygulanr.  Coguniukla  sokslet
ekstraktorlerinde birkag saat icinde gergeklestirilebilir.

3. Cesitli organik ¢dziictilerle dziitleme : Aseton, hekzan, diklorometan, su,
Kloroform gibi ¢esitli ¢dzlictler ve ¢dziicl kangmlar kullamlarak soguk
veya sicak sartlarda galkalama yoluyla gogu kimyasal 6ziitlenebilir.

4. Stper kritik akiskan 6ziitlemesi: Bu yontemde stiper kritik akigkan CO,
¢oziict olarak kullanthr, Ozel gelik kaplara doldurulan bitkisel materyal
icinden stiper kritikk CO, gegirilerek etken maddeler hem ¢ok kisa siirede
hem de sicaklik olmaksizm §zittlendiginden bozunmadan ayrilabilir.

1.3. Antioksidan Maddeler ve @zﬁt!enmesi

Antioksidanlarm, hficrelerin normal solunumu sirasnda yan triinii olarak
olugan reaktif oksijen tiirlerine (ROT) kars1 viicut savunma sisteminde 6nemli bir
roli olduguna inamimaktadir (Gutteridge ve Halliwell, 2000 ). Serbest radikal
tirleri, siiperoksit anyonu (Q,"), hidroksil radikali (OH"), peroksit radikali
(OOH"), azot oksit radikali (NO”)’dir.




Yukarda belirtilen serbest radikallerin yami swra alkil peroksi radikali
(ROQ"), alkoksil radikali (RO"), tiyol radikalleri (RS®), karbon merkezli radikaller
de mevcuttur (Candan, 2001).

Serbest radikaller {i¢ yolla meydana gelir.
1. Kovalent bagh normal bir molekiilin her bir parcasinda ortek
elektronlardan birisinin kalarak homolitik bsliinmesi,
X:Y>X+Y
2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin
heterolitik bolinmesi.
X oX +¢
3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.
A+e ™ > A°7
Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu
meydana gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel
olarak nétral olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller gseklinde olabilirler.
Cu, Fe, Mn ve Mo gecis metallerinin de ortaklanmamig elektronlari oldugu halde,
serbest radikal olarak kabul edilemezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlan
katalizlediklerinden dolayy, serbest radikal olusumunda 6nemli rol oynarlar.

MO + 1,0, - M™ + *OH + OH (Fenton tepkimesi)

ME®D* +ROOH -+ M™ + RO® + OH (‘organik’ Fenton tepkimesi)

Demit iyonlarmm bulundugu ortamda alkil peroksi radikallerinin olustugu
rapor edilmistir (Akaike ve ark., 1992). Bu radikal tiirliniin daha uzun Smiirli
oldugu ve DNA iizerinde yikici etkilere sahip oldugu belirtilmektedir.

Bu tiirlerin pek ¢ok degisik mekanizma yoluyla hiicre Sliimiine neden
oldugu, ¢esiti DNA tiirlerine hasar verdigi ve kansere neden oldugu

belirtilmektedir. Serbest radikallerin proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya,



membran lipidlerine (lipid peroksidasyonu) ve karbohidratlara etkileri ayrmtih
sekilde arastirilmmgtir (Candan, 2001).

Antioksidan ajanlar oksidan molekiillere karsi etkilerini dort yolla
gosterirler. Bunlar,

a. Scavenging (slipiiriiciVtemizleyici) etki gOsterenler: Yeni radikal
olusumunu engellerler ve olugmus olan radikalleri daha az zararh hale
getirirler. Omek olarak, stiperoksit dismutaz (SOD) ve glutatyon
peroksidaz (GPx ) gibi enzimleri ve metal baglayici bazi proteinleri
verebiliriz,

b. Quencher (giderici) etki goOsterenler: Oksidanlarla etkilegip, onlara bir
hidrojen aktararak aktivitelerini sOndiiren ve inaktif hale getiren
bilesiklerdir. Ornek olarak, vitaminler (Vit A-beta karoten, Vit C-askorbat,
Vit E-alfa tokoferol) flavonoidler, mannitol ve antosiyuanidinler
verilebilir.

c. Chain breking (zincir kirict) etki gdsretenler: Zincirleme olarak devam
eden tepkimeleri belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar.
Omek olarak baz vitaminler, iirik asit, bilirubin ve albumin
gosterilmektedir. |

d. Repair (tamir edici) etki gosterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri,
metionin siilfoksid reditktaz sayilabilir.

Canli mekanizmalarda olusan serbest radikaller, ¢ofu zaman lipit
oksidasyonuna ve buna bagh olarak da hiicre Oliimlerine neden olmaktadur.
Antioksidan bir madde bu oksidasyonun ¢esitli asamalarinda yukarida 6zetlenen
mekanizmalar yoluyla koruyucu ozelliklere sahip olan maddelerdir. Sentetik
olarak Uretilebildigi gibi dogal kaynaklardan da elde edilebilirler. Bu tiir
maddeler, olusan serbest radikalleri (reaktif oksijen tiirlerini, ROT) ya dogrudan
temizleyerek ya da bu tiirlere elektron veya hidrojen aktarmm yaparak etkisiz hale
getirir. Genel anlamda iki tiir antioksidan madde tammlanir. Birincil antioksidan
maddeler, zincir kirma tepkimeleri olusturan veya serbest radikal temizleyen



tiirlerdir. ikincil antioksidan maddeler veya koruyucu antioksidan maddeler ise,
metallerin aktivasyonunu azaltic1 lipit hidroperoksitlerin istenmeyen ugucu tiirlere
parcalanmasim engelleyen, tekli oksijen yakalayan ya da birincil antioksidanlarm
yeniden liretimini saglayan tiirlerdir. Mekanizmalardaki bu ¢ok ¢esiililik pek ¢ok
maddenin aragtiriimasina olanak saglanmstir.

Ancak, son yillarda sentetik antioksidanlarm kendilerinin veya bulunduklan
ortamda olugturduklar1 yan {irlinlerinin kanserojen oldufu veya negatif saghk
etkilerine neden oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan rapor edilmektedir
(Namiki, 1990; Pokorny, 1991). Anticksidan 6zellife sahip maddeler dogrudan
metabolizmada etkin olabildigi gibi beslenme yoluyla almabildikieri gibi yiyecek
endiistrisinde koruyucu katki maddesi olarak da kullamilmaktadirlar. Beslenme
yoluyla antioksidan maddelerin almnmasmdaki artig, viicut i¢in gerekli olan
antioksidan miktarm korumaya ve bdylece de canh sistemlerin normal fizyolojik
kosullarmi korumada yardimei olabilir (Ou ve ark. 2002). Baz yiyecek ve
sebzeler antioksidan maddelerin en 6nemli kaynaklaridw. Bitkisel materyalden
uygun yontemlerle antioksidan bilesenler etkin bir gekilde ayrilabilir.

Bazi aragtwmacilar, farkh ¢6zicliler ve 6zitleme teknikleri kullanildiginda
antioksidan aktivitede farklihklar oldufunu gostermigtir. Chen ve arkadaglan
(1992) biberiyeden elde edilen hekzan &ziitlintin, metanol ve asetonla hazirlanan
Oziite gore daha yiiksek oranda karnosik asit ve karnesol igerdigini bulmuglardir.
Fakat buna ragmen hekzan &ziitliniin diisiik verimle elde edilmesi nedeniyle
biberiyeden antioksidan bilesenlerin ayrilmasi i¢in asetonun daha uygun bir
¢oziicli oldugu belirtilmigtir. Kramer (1985), karanfilden antioksidan bilegenleri
petrol eteri ve etanol kullanarak Oziitlemigtir. Etanol &ziitli, buharlastiricida
yogunlastinildiktan sonra etil asetatla ve daha sonra dietileterle tekrar
kismlandirilmugtir.  Etil asetat oziitli fenolik bilegikleri igerdiginden yitksek
antioksidan aktivite sergilemigtir. Chevolleau ve arkadaglari (1992) bazr Akdeniz
bitkilerinin, metanol ve n-hekzan oleoresin &ziitlerini incelemigtir. Aragtirlan
bitkilerin metanol 6ziitlerine gore, hekzan 6ziitlerinin daha yiiksek antioksidan
aktivite sergiledifi bulunmustur. Biberiyenin kaba ve rafine edilmis oziitlerini
elde etmek icin iki ardigik asamall iglem uygulanmaktadir. Bunlar, ucucu



bilegenlerin distilasyonu ve farkh ¢oziiciilerle aktif antioksidan bilegiklerin
Sziitlenmesidir.

‘Literatlir taramasi, biitiin aromatik bilesikler i¢in tek bir Oziitleme
yonteminin varhfmn miimkiin olmadifm gdstermektedir. Bu aym zamanda
antioksidan bilegiklerin dogasindaki farkliliklar nedeniyle de beklenen bir
sonuctur. Bu nedenle, dogal bir antioksidan kaynag: olabilecek her bir bitki tiirii

icin en etkin dziitleme yOntemini se¢mek 6nemlidir.
1.4. In Vitro Anticksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

In vitro antioksidan aktivitenin belirlenmesinde genellikle ilgili tepkimelerle
serbest radikaller olugturulur. Antioksidan &zellife sahip bilesenlerin bu
radikalleri temizleme veya inhibisyon (engelleme) kapasitesi belirlenir.

Cesitli materyaller icinde antioksidan bilesenlerin varhm: nitel ve nicel
olarak gosteren pek ¢ok ydntem mevcuttur. Bu tir testlerin yapilmasinda
uygulanmak {izere yeni ydntemler de gelistirilmigtic (Halliwell ve ark., 1987,
1989, 1990; Ou ve ark., 2002).

Son zamanlarda toplam antioksidan aktiviteyi belirlemede Onerilen
yontemler, kargilagtirmali bir gahsmayla rapor edilmistir (Koleva ve ark., 2002;
Ou ve ark., 2002). Bu yontemler arasmda toplam antioksidan aktivite igin,
orneklerin polaritesinden tamamen bagmmsiz olan DPPH yontemi (Koleva ve ark.,
2002; Burits ve Bucar, 2000; Burits ve ark., 2001) ve P-karoten renk agihm
yontemi (Koleva ve ark., 2002; Dapkevicious ve ark., 1998) bitki 6ziitlerinin
anlamh sekilde degerlendirilmesinde Snerilmektedir.

Karath organik radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil radikali (DPPH’) tekli
bilesenler, bitki ozitleri ve yiyecek maddeleri antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesinde yaygmm olarak kullamlmaktadir (Koleva ve ark., 2002 ve
referanslar iginde). Yontem, DPPH”m alkolde hazilanan gbzeltilerinin bir
.hidrojen verici antioksidan madde varhgmdat radikal olmayan DPPH-H’ a

déniistimiiniin spektrofotometrik olarak dlgiilmesi esasina dayanir. DPPH *nin 517



nm’deki sofurum pikinin giddetindeki azalmayla orantih olacak sekilde
antioksidan aktivitenin varhif: nitel ve nicel olarak belirlenir,  Tepkime
mekanizmasi agagidaki sekilde g6sterilebilir:

DPPH’ + Antioksidan-H - DPPH-H + A’

Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH® derigimi
spektrofotometrik olarak &lgiiliir. DPPH radikalinin rengindeki agilma antioksidan
maddenin radikal temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Yontem hizhdir, 30
dakikalik analiz siiresi ve insan giicii agismdan kolay ¢ok 6zel cihaz ve reaktifler
gerektirmediginden dolay: da tercih edilir.

Literatiirde antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde birden fazla y6ntemin
uygulanmasi gerekliligi belirtiimektedir (Ou ve ark., 2002; Ruberto ve ark., 2000;
Mantle ve ark., 1998). B-karoten renk agilim yOntemi, Onerilen difer yontemler
arasmdadir. Bu nedenle, kargilastirma olarak bu yontem segilmistir.

B-karoten renk agilim yontemi iki sekilde uygulanabilir: Agar difiizyon
yontemi ve spektroskopik yontem. Her iki ydntem de linoleik asit ve oksijenle
doygun sulu ortamda linoleik asitin oksidasyonu sonucu olugan konjuge dienler ve
diger ugucu bozunma diiriinlerinin B-karotenin rengini agmas: temeline dayamnr.
Antioksidan maddenin varliginda bu tepkimenin olusumu engellendiginden veya
olusan bozunma {iriinleri (olusgan ROT) antioksidan tiir tarafindan

temizlendiginden [B-karotenin alkol i¢indeki ¢Ozeltisinin sar1 rengi degismeden
kalacaktir.

Linoleik asit + (02-H20) — Konjuge dienler ve difer bozunma tiriinleri
$
B-karoten - renk agilim
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Linoleik asit + (O,-H20) + B-karoten + antioksidan —» rengin korunumu

Pek ¢ok yontem uygulanmakla beraber farklh polaritede 6rneklerle
galgildigmda ¢esitli smwrlamalar ortaya ¢ikmaktadw. Ornegin sulu ortamda
¢Ozlinmeme bu sinwlamalar iginde en Onemlisidir. Bu nedenle hem B-karoten
yontemi hem de DPPH yOnteminde, alkollii ¢&zeltilerle ¢aligildigindan
¢oziinmeyle ilgili sorunlar ortadan kalkmmstir,

1.5. Amag

Satureja hortensis L.’in metanol veya etanolde hazirlanan $ziitlerinin giiglii
antioksidan aktivite gosterdii daha Onceden belirtilmistir (Bertelsen ve ark.,
1995, Madsen ve ark.,1998). S. hortensis L. halk arasinda “sater, zater, anik,
¢ipriska, gupriza, geyik otu” olarak bilinmekte ve hem tedavi amagh hem de besin
katki maddesi olarak yaygin bigimde kullanimaktadir. Yapraklan ve igekleri
hem taze hem de kurutulmug olarak yiyecek endiistrisinde kullanibir. Ugucu yag
icecek sanayiinde ve parfiimeride kullamlir, Ulkemizde ¢ok fazla ticari amacgh
degerlendirilmemekle beraber, Balkan iilkeleri, Fransa, Ispanya, Cek Cumhuriyeti
en Onemli satict kaynaklardir (Svoboda ve ark., 1990). Bu g¢aligmanin amaci
antioksidan bilegenlerin etkin bir gekilde ayrilmasim saflayan, farkli polaritelere
sahip ¢dziicii ve §ziitleme yOntemlerini aragtirmaktir. Uygun 6ziitleme sistemleri
Onerilebiliyorsa, 6ziit verimlerine bagh olarak 6ziitlemenin degerlendirmesini de
yapmaktir. Aym zamanda aktivite belirlenen ziitlerin kromatografik analizlerinin
yapilarak aktiviteden sorumlu bilesen veya bilegen gruplarim belirlemektir.

-S. hortensis’in yam sira daha dnce aktivitesi konusunda literatiirde herhangi
bir veri rapor edilmemis olan Ferula orientalis L. de ilk kez bu amagla
calisiinmg. F. orientalis iilkemizde “at kasmst” olarak bilinir, genig yaprakh ve san
cigekleri vardir. Bam. Ferula tiirleri eczacibkta uyarici, kasilma Onleyici ve
balgam soktiiriici olarak kullanthir (Duke, 2002). Ozellikle i¢ Anadolu
Bolgesi’nde kabugu soyulup ¢ig olarak yenir (Baytop, 1997).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1, Bitkisel Materyal

Bu c¢alhsmada Saturefa hortensis L.ve Ferula orientalis L.bitkileri
aragtirlmugtir,
Satureja hortensis L.:
Lamiaceae/Labiatac (Ballibabagiller ), tek yillik 10-35 cm boyunda tliylii otsu
bitkilerdir. Cigeklenme donemi 6.ve 9. aylar arasidir. Kayahk agmmug yamaglar,
taghklar, bos araziler ve yol kenarlarmda yetigir. Deniz seviyesinden 1920 m’ye
kadar yetigtigi gozlenmigtir. Tiirkiye’de &zellikle Kuzey Anadolu, Orta Anadolu
ve Gilney Anadolu’da yaygindir. Diinyada 6zellikle Giiney Avrupa’da yaygmdir.
Satureja cinsinin filkemizde 14 tiirli yetismektedir (Davis, 1982).

Ferula orientalis 1..:

Apiaceae/Umbelliferae (Maydanozgiller), gok yillik 100-150 c¢m boyunda otsu
bitkilerdir. Ciceklenme donemi 5.ve 6. aylar arasidir. Genellikle kayahk
yamaglarda yetigir. 1600-2900 m arasinda yetigir. Tiirkiye’de Dogu Anadolu
Bélgesi’nde yaygmdr. Dtinyada Iran ve Kuzey Irak’da yaygmdir. Ferula cinsinin
Glkemizde 17 tiirti bulunmaktadir (Davis, 1972).

2.2. Bitkilerin Toplanmas: ve Qziitlerin Hazzrlanmas

S. hortensis Haziran 2001 doneminde Malatya’dan (800 m), F. crientalis ise
yine Haziran 2001 d6neminde Zara-Susehri yolu 10. km, Geminbeli’nden (1000-
1100 m) topland: ve Prof. Dr. Semsettin Civelek tarafindan botanik tammlama ve
adlandirmas; yapild1.

Bitkiler toplandiktan sonra igik almayan, havadar bir ortamda, oda
sicakligmda kurutuldu. Daha sonra bitkilerin yapraklari, gigekleri veya tiim toprak
tistil kismm Sziitleme igin kullamlds,
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2.3. Oziitleme Teknikleri

Her bir bitkiden alt1 farkh 6ziit hazirland:

1. Hekzan Oziti (HO): 50g kuru materyalin bir sokslet cibazi iginde 250 mL
hekzan ile 3 saat boyunca 6ziitlenmesi sonucu elde edilen 6ziit.

2. Hekzan Sonrasi Aseton Oziitii (HSAO): Hekzan sonras: kalan materyalin 250
mL aseton ile 24 saatlik siirekli calkalamasindan sonra elde edilen §ziit.

3. Hekzan Aseton Sonrasi Metanol-Su Oziitiit (MSO): Hekzan ve aseton sonrasi
kalan materyalin 250 mL metanol-su karigmm (1:1) iginde 24 saatlik stirekli
calkalanmasiyla elde edilen kangmm —40 °C’ de liyofilize edilmesiyle elde
edilen 6ziit.

4. Ugucu Yag (UY): 50g kuru materyalden clevenger tipi cihazla su buban
damitmasi yontemiyle elde edilen ugucu yag. UY-C: Cigekten elde edilen
ucucu yag, UY-Y: Yapraktan elde edilen ugucu yag.

5. Ugucu Yag Sonrasi Aseton (UYSA ): Ugucu yag: ahnmis materyalin 250 mL
aseton ile 24 saat boyunca siirekli ¢alkalanmasmdan elde edilen &ziit.

6. Ugucu Yag Sonrast Su Ozitii (UYSS ): Clevenger cihazinda ugucu yagm
ayrilmasinda kullamlan suyun ayrilarak —40 °C’ de liyofilize edilmesiyle elde
edilen 6ziit.

Hazrlanan oziitler, ¢oziiciileri buharlagtiricida ayrildiktan sonra kiitleleri ve
verimleri g/kg olarak belirlendi. Daha sonra agz1 kapali kaplarda karanlikta +4 °C’
de saklandi ve taze hazirlanmuig ¢Ozeltileri testlerde kullamildi. Tiim ¢ahsma
boyunca analitik saflikta ¢6ziicii ve kimyasallar (Merck, Darmstad) kullamimgtar.

2.4. Antioksidan Aktivite Testleri

Bu ¢alismada ii¢ ayn antioksidan aktivite belirleme y6ntemi kullamlmugtur:
1) DPPH Yontemi
2) P-karoten Renk Ag¢ilimn Yontemi-Agar Diflizyon Yontemi
3) B-karoten Renk A¢ilimi Ydntemi-Spektrofotometrik Yontem

L. YUKSEKOGRETIM KURDLY
BOKUMANTASYON MERKEZ]
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2.4.1. DPPH Yontemi

Hazrlanan tiim Oziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tamimlanan
yontem izlenerek yapimugtir (Cuendet ve ark. 1997; Kirby ve Schmidt 1997,
Burits ve Bucar, 2000; Burits ve ark. 2001).

Bu test ydntemi, kararh serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH')’in

elektron veya hidrojen atomlari veren antioksidan kimyasallarin varhgmda, bu
kimyasallar tarafindan stipiiriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin
agimasmm spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanwr. Yani,
materyal ne kadar giiglii antioksidan 6zellige sahipse metanolik DPPH ¢ozeltisinin
rengini o kadar ¢ok agmasi beklenir. Bu yontemde test edilecek olan &ziitlerin,
cesitli derigimlerde metanol iginde hazirlanan ¢dzeltisinin 50 pL’lik kisimlarmm
%0.004’lik (w/v) DPPH ¢Ozeltisinin 5 mL’si ile karistmld. 30 dakikabk
karanhkta inkiibasyon sonrasinda, Orneklerin absorbansi 517 nm’de Olgildi.
Oziitlerin absorbans degeri bos kontrole (50 pL metanol) karst degerlendirildi. :
Her bir 6ziitlin ve bog kontrol testlerinin absorbans degerleri kullanilarak 6ziit %
inhibisyon degerleri agagida verildigi sekliyle hesaplandi (Bucar ve Burits, 2000).

Akontrol _ A()mek
% inhibisyon= —————— x100

Axontrot

Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/mL olarak hazirlanan oziit
derisimlerine kars: grafige gegirilerek her bir 6ziitiin %50 renk agilmmm saglayan
derisimleri, %50 inhibisyon (ICso) degeri olarak hesaplandi. Pozitif kontrol olarak
Butillenmis Hidroksi Toluen (BHT) ve Askorbik asit (AA) kullanildi. Aktivite
belirlenen 6ziitlerin igeriklerine uygun saf maddelerle aym testler tekrarlanarak
aktiviteden sorumlu bilegenler belirlenmeye ¢ahisildi.
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uygulamr. Tim Oziitler ve pozitif kontrolller 1g/L derigiminde olacak sekilde
etanolde ¢oziildli ve analiz i¢in saklandi. 200 ml kaynatilmug distile suya, 3g
bakteriyolojik agar ilave edildi ve ¢Oziinmenin tamamlanmas: i¢in yarmm saat
otoklavlandi. Otoklav sonrasi elde edilen agar ¢dzeltisi 50 °C’ye kadar sogutuldu.
Uzerine derisimi 5 g/ olacak sekilde etanolde hazirlanan linoleik asit
¢6zeltisinden 4 mL ve derisimi 1 g/L olan B-karotenin asetondaki ¢ozeltisinden 20
mL eklenerek iyice karistirildi. Bu karnigimin 35 mL’lik kisimlar1 8,5 cm ¢apmdaki
petri tabaklarma dokiildii ve katilasmasi beklendi. Kati hale gelen agar {izerinde
50 upL Kkapasiteli kuyucuklar agildi ve homojen bir dagilmm saglamak icin 25
puL’lik sivi agardan her bir kuyucuga ilave edildi. Daha 6nce hazirlanan test
¢ozeltilerinden 25 pL’lik kistimlar her bir kuyucuga uygulandi ve buharlagma
kaymplarmi engellemek i¢in tiim kuyucuklar mikroskop camuyla kapatildi. Petri
tabaklarn agizlan kapah olarak oda sicakhiinda, karanhkta bekletildi. Kontrol
tabagindaki kuyucuklara aym hacimde etanol -eklendi. Kontrol tabagmda -
karoten-linoleik asit sistemini engelleyici herhangi bir bilesen olmadigmdan
yaklagik 28 saat sonra kuyucuklarm gevresi ve tim agarm sari olan B-karoten
rengi tamamen beyazlagir. Antioksidan ozellife sahip olan oziitler ve pozitif
kontrol BHT ’nin bulundugu kuyucuklar ve gevresi ise sar1 rengi korudu. BHT ’nin
bulundugu kuyucuklar 0-5 arabgmda  ‘5°, bos kontrol ise ‘0’ olarak
degerlendirildi ve 48 saat sonrasinda Oziitler bu aralikta rengi koruma
kapasitelerine gore gorsel olarak kargilastirldi Oziitlerin verimleri ve koruma
dereceleri degerlendirilerek BHT’ye egsdeger antioksidan etkinlii (EApmt)

hesaplandi.
Oziitiin koruma derecesi

EAgur= Oziitiin verimi x
BHT’ nin koruma derecesi (5)

2.4.3. B-Karoten Renk A¢ilim Testi-Spektrofotometrik Yontem

. Gorsel olarak degerlendirilen oziitler daha anlamh olmas: yoniinden
spektrofotometrik olarak da ¢abgsildi Biitiin ozitler ve pozitif kontrol BHT
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2.4.3. B-Karoten Renk Acitlim Testi-Spektrofotometrik Yontem

Gorsel olarak degerlendirilen Oziitler daha anlamh olmas: ydniinden
spektrofotometrik olarak da ¢algildi Biitiin oziitler ve pozitif kontrol BHT
¢ozeltileri 2g/L. olacak sekilde etanolde ¢oziilerek test Ormekleri hazmland:.
Spektrofotometrede kullanilacak olan B-karoten-linoleik asit karisim su sekilde
hazirlandr: 0.5mg P-karoten 1 mL kloroformda ¢oziildii. 25 pL linoleik asit 200
mg Tween 80 ile emisyon haline getirilerek B-karoten ¢ozeltisine eklendi. Karigim
iyice galkalandiktan sonra buharlagtinicida 50 °C’de kuvvetli vakum uygulanarak
kloroformu uguruldu. Karigmm {izerine, linoleik asitin oksidasyonunu saglayacak
olan 6nceden 30 dakika boyunca oksijenle doyurulmug (akis hizi 100 mL dak™)
destile sudan 100 mL eklendi ve 1 dakika boyunca hizh bir sekilde karistirilds. Bu
islem sonunda berrak, sar renkli B-karoten-linoleik asit test kangmm elde edildi.
Bu kangmdan 250 pL’lik kisimlar, ¢oklu otomatik okuyucu tabaklarina
(mikrotiter plate) alindi. Her bir &ziit ve kontrol igin tig tekrarh seriler hazirlandi.
35 uL’lik test gozeltileri, ilgili serilere ilave edildi. Aym miktar etanol kontrol ~
serisine uyguland.. Daha sonra, g¢oklu tabaklar agizlari kapatilarak oda
sicakligmda, karanlkta bekletildi ve belli zaman araliklarinda hazirlanan serilerin
absorbans1 mikrotiter okuyucuda (Bio-Kinetics EL312) 490 nm’de &l¢tildii. Yine
BHT’nin ve oziitlerin absorbans degeri (aym ozitten ii¢ tekrarm ortalamasi)
karsilastirilarak bagil antioksidan aktivite (BAA) degerleri agagidaki esitliklerden
hesapland:.

Oxziitiin Absorbansi
BAA =

BHT’ nin Absorbansi
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2.5, Kromatografik Analizler
2.5.1. Oziitlerin Ince Tabaka Kromatografisi ({TK) Ile Analizi

Ince tabaka kromatografisi, karignnlarm analizi i¢in kromatografik analizler
icinde en basit ve en yaygm olarak uygulanan ydntemdir. Cok basit, hizh ve
gorsel olarak degerlendirme yapilabilmesi gibi nedenlerden dolayr drog igeren
karigmmlar veya bitki Oziitlerinin analizinde en ideal amalitik yontem haline
gelmigtir (Wagner ve ark., 1984).

Igerigi bilinmeyen bir Gziitiin ayrimast ve tammlanmas: igin bir seri ardigik
ITK uygulamasi yapimasi gerekir. Ugucu yaBlar igin toluen-etil asetat (93:7)
kangnm; flavonoidler ve fenolik asitlerin ITK analizinde ise etil asetat-formik
asit-buzlu asetik asit-su (100:11:11:27) en uygun yiiritiicii sistemi olarak
belirlenmigtir (Wagner ve ark., 1984).

Cahsmada kullanilan bitkiler ve Gziitleme ydntemi gbz Sniine alwarak ITK
analizlerinde yukarda belirtilen yiiriitiicii sistemleri hazirlanmgtir.

2.5.1.1. Ugucu Yaglarm ITK Analizi

Ugucu yag 8ziitiinden ahnan 5 pL lik tnek 50 pL toluen iginde ¢6zlildd ve
5 pL’lik kisim hazir silika jel tabakalara uygulandi (60F254, Merck). Toluen-etil
asetat (93:7) ylirlitiictistinde ytratildikten sonra UV 11 altinda aynlan bilesen
veya bilesen gruplan belirlendi. Tabaka iizerinde belirlenen noktalar lizerine Snce
etanolik silfiirik asit ¢dzeltisi (% 5 v/v) daha sonra etanolik vanilin ¢ozeltisi (% 1
wiv) piiskiirtilerek boyandi. Aym iglemler standartlarla tekrarlandi. Tabaka 110
°C* de 5-10 dakika bekletildi ve olusan renkli noktalara gére nitel degerlendirme
yapildi

Her bir tiriin ITK analizi ve elde edilen kromatogramlar ilgili boliimlerde
ayrintih olarak sunulacaktir.
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2.5.1.2. Diger Oziitlerin ITK Analizi

Ugucu yag disinda kalan &ziitler ITK ile kabaca degerlendirildi ve ayrmntik
bilesen analizi mevcut imkanlar dogrultusunda gergeklegtirilemedi. Hekzan,
hekzan sonrasi aseton, hekzan aseton sonrasi metanol-su, ugucu yag sonrasi
aseton ve ugucu yag sonrast su Oziitlerinde O&zellikle flavanoid ve fenolik
bilesiklerin kaba nitel (fenolik asitler) analizleri yapildi. Bu amagla 5 mg 6ziit 50
uL etanolde ¢oziildii ve 5 pL’ lik kisimlar ITK tabakalarma uyguland:. Etil asetat-
formik asit-buzlu asetik asit-su (100:11:11:27) ¢oziicii sisteminde yiiriitiilen
Oziitlere ait kromatogramlar 254 nm dalga boylu UV lambasi altinda
degerlendirildi.

2.5.2. Ugucu Yaglarm Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS)
Analizleri

Ugucu yag oziitlerinde aktivite belirlenmesi nedeniyle bilesenlerinin
belirlenmesi amaciyla GC/MS analizleri yapild Ugucu yaglarin analizi HP-5 MS
(capraz bagh 5% PH ME Silokzan) kapiler kolunlu (30 m, 0.25 mm i¢ ¢ap, 0.25
pm film kalinh@) Hewlett Packard 5890 II GC, ve aym firmanm 5972 model
kiitle spektrometresi kullamlarak yapildi. GC-MS dedeksiyonu igin bir elektron
iyonizasyon sistemi (70 eV) kullamidi. Akig hizi 1 mL/min olan helyum tastyici
gaz olarak kullamlirken, enjektor ve dedektor sicakhklar sirasiyla 220 °C ve 290
°C olarak ayarlandi. Etkin bir ayrim saflamak amaciyla bir sicaklik proéra_m
uygulandi. Kolon baglangig sicakhgn 50 °C iken 3 °C/dak. hizla 150 °C’ye
cikarld. Bu sicaklikta 10 dakika tutulduktan sonra 10 °C/dak. hizla 250 °C’ye
¢ikarildi. Aseton iginde 1/100 oraninda seyreltilmis Srneklerden 1.0 pL splitless
(ayrimsiz) olarak enjekte edildi.

Bilegenlerin belirlenmesi aym kolon ve sicaklik programm kullamlarak elde
edilen saf maddelerin kromatogramlarvkiitle spektrumlar karsilagtirilarak veya
GC-MS sisteminin NBS75K kiitiiphane verileri kullamlarak yapildi.

YOXSEXOGRETIM KURULY
tncéxﬁumnsvon MeRkezd
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2.5.3. Ince Tabaka Yontemi (ITK ) Ile Antioksidan Bilegenlerin Belirlenmesi

Oziitlerden hazirlanan Sroeklerin  tabaka {izerinde uygun yiriitiicii
sistemlerinde yiiriitiilmesiyle elde edilen kromatogramlarina, uygun islemler
uygulanmasiyla 6ziitlerde hem aktivite olup olmadid1 hem de aktiviteden sorumlu
muhteme] bilesen veya bilesen gruplart belirlenebilir. Bu gekilde daha ¢abuk ve
nitel olarak aktivite belirlenmesi yapilabilir. Uygun yiiriitlicli sistemlerinde
yiirtitiilen tabakalardaki ayrilan bilesenler UV altinda belirlendikten sonra
tabakalar tizerine % 0.2 (w/v) lik metanolde hazirlanan DPPH' ¢ozeltisi
pliskiirtiildii ve 30 dakika sonra mordan sariya doniisen noktalar antioksidan
aktivite gosteren bilesen veya bilesen grubu olarak degerlendirildi. Ilgili
kromatogramlar sonuglar kisminda ayrmtili olarak sunulacaktir.
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3. BULGULAR
3.1. Oziitler ve Verimleri

Boliim 2.3° de belirtilen sekilde hazirlanan 6ziitler ve verimleri Cizelge 3.1°
de sunulmugtur.

Cizelge 3.1. F. orientalis ve S. hortensis 6ziitleri ve verimleri.

Verim, g’kg

Oziit F. orientalis S. hortensis
Hekzan 27.99+2 21.9313
Hekzan Sonrasi Aseton 8.75+5 9.83+4
Hekzan Aseton  Sonrasi| 94,5243 42.93+5
Metanol-Su
Ugucu Yag (Toprak Ustii)  |4.3932 15.6743
Ugucu Yag (gigek) 14.4613 -
Ugucu Yag (yaprak) 7.18%2 -
Ugucu Yag Sonras: Aseton |28.11+5 38.84+4
Ugucu Yag Sonras1 Su 212.10+5 156.65+5

Oziit verimlerindeki degiskenlikler polar ve apolar ¢bziiciiler ySniinden
genel bir egilim sergilemekle beraber ¢oguniukla bitkinin karakterine baghdir.

3.2. DPPH Yointemi

Boliim 2.4.1°de ayrmtilan1 verilen deneysel yontem izlenerek DPPH kararh
radikalinin antioksidan maddeler varhgmdaki davramgi incelenmistir, Biitiin
oziitlerin stok ¢Ozeltileri hazirlanarak ardigtk  seyreltme yoluyla farkh
derigsimlerdeki 6rneklerinin % 0.004°likk DPPH ¢ozeltisinin renk acma kapasiteleri
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% inhibisyon olarak belirlendi. Oziit derisimine karst % inhibisyon grafikleri F.
orientalis i¢in Sekil 3.1 ve S. hortensis igin ise Sekil 3.2°de gésterilmistir.

100 -
90 -
80 -
70 4
60 -
50 -
40 -
30 |
20 -

—&— Ugucu Yag Sonrast Aseton
—O— Hekzan Sonrast Aseton

% Inhibisyon

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7
Derisim, mg/mL

Sekil 3.1. DPPH yonteminde F. orientalis’in 6ziit derigimine kars1 % inhibisyon

degerleri.

-3
@

~~&—Ugucu Yaj
—O—Ugucu Yag Sonras: Su

% inhibisyon

—H 0
T T T —=

0 02 04 0,6 0,8 1 12 14 1,6
Derigim, mg/mL

Sekil 3.2. DPPH yOnteminde S. hortensis’in 6ziit derisimine kargt % inhibisyon

degerleri.



Tim 6ziitlerin radikal temizleme etkinliginin (DPPH serbest radikaline
hidrojen veya elektron verme kapasitesi) bir Slgiitii olarak derisimlere karsi %
inhibisyon grafikleri ¢izildi. Bu grafiklerden  yararlanilarak eger akiivite
saptanmigsa % 50 inhibisyon saglayan derigimler mg/ml. olarak bulundu. Aym
cahsma sartlarinda pozitif kontrol BHT ve askorbik asit i¢in de derisim degerleri
bulundu. Elde edilen bulgular karsilastirmal olarak Sekil 3.3 ve Sekil 3.4°de
sunulmugtur.

mg/mL

HSAO MSO UY UYSA BHT AA

HSAQ: Hekzan Sonras1 Aseton Oziltli; MSO: Hekzan Aseton Sonrast Metanol-Su; UY: Ugucu Ya3;
UYSA: Ugucu Yaj Sonrasi Aseton; BHT: Butillenmis Hidroksi Toluen; AA: Askorbik Asit
Sekil 3.3. F. orientalis 6ziitleri, BHT ve askorbik asitin DPPH testinde %50
inhibisyon saglayan derigimleri.

DPPH testinde hekzan ve ugucu yad sonrasi su Oziitlinde herhangi bir
aktivite g6zlenmemigtir.

F. orientalis’in toprak {isti kisimlarindan elde edilen ugucu yagmn
antioksidan aktivitesi, aktivite g&steren difer Oziitlere g6re daha diisiiktiir. Bu
nedenle bu tiiriin sadece yapraklari ve gigeklerinden elde edilen ugucu yaglar: da
incelenmigtir. DPPH testinde F. orientalis’in yaprak ve gigekten elde edilen ugucu
yaglar1 ve bulgulan Cizelge 3.2°de sunulmugtur.
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Cizelge 3.2. F. orientalis’in yaprak ve ¢iceklerinden elde edilen ugucu yaglarmn

DPPH sebest radikalini inhibisyonu.
Ucacu Yag DPPH Aktivitesi ICs9, mg/mL
Toprak Ustii Aktivite var 0.42
Cicek Aktivite var 0.13
Yaprak Zayif aktivite >10

mg/mL

HO HSAO MSO 10)'4 UYSA BHT AA

HO: Hekzan Oziitii; HSAQ: Hekzan Sonrasi Aseton Oziitli; MSO: Hekzan Aseton Sonrast Metanol-Su;
gt Ugucu Yag; UYSA: Ugucu Yag Sonrast Aseton; BHT: Butillenmis Hidroksi Toluen; AA: Askorbik
Sekil 3.4 S. hortensis 6ziitleri, BHT ve askorbik asitin DPPH testinde %50
inhibisyon saglayan derisimleri. .
DPPH testinde ugucu ya§ sonrasi su Oziitinde bu derisim aralifmda
herhangi bir aktivite gézlenmemistir.

3.3. B-Karoten Renk Acilim Testi-Agar Difiizyon Yontemi

On tarama testi olarak degerlendirilen bu yontemde nicel degerlerden ziyade
gbrsel olarak elde edilen degerler mevcuttur. Bolim 2.4.2°de belirtildigi gibi
pozitif kontrol BHT nin P—karoten-linoleik asit sisteminde B—karotenin rengini
koruma faktéri ‘5’ve bog kontroliin ‘0’ olarak alindi ve ozitlerin koruma
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faktorleri bu aralikta degerlendirildi. Sekil 3.5°de BHT ve bos kontrole ait agar
tabaklari gosterilmigtir.

BHT Bos kontrol
Sekil 3.5. BHT ve bos kontrole ait agar tabaklarinin 48 saat sonrasi goriiniimii

Aym sekilde hazirlanan F. orientalis ve S. hortensise ait agar tabaklar1 Sekil
3.6 ve Sekil 3.7°de gosterilmistir.

UYSA HSAO
Sekil 3.6. F. orientalis’in UYSA ve HSAQ’de 48 saat sonrasi agar tabaklarinin
goriiniimil.
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BHT HSAO

HO UYSA
Sekil 3.7. BHT ve S. hortensis’in HSAO, HO ve UYSA &ziitiiniin 48 saat sonrast
agar tabaklarnin gériiniimii.

Tabaklarda aktivite gézlenmesi ve B—karotenin renginin korunma dereceleri
Cizelge 3.3’de sunulmustur.
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Cizelge 3.3. Agar yonteminde &ziitler ve kontrollerin f—karotenin rengini koruma

dereceleri.
Oziit F. orientalis S. hortensis
Hekzan 1 3
Hekzan Sonrasi Aseton 3 3
Hekzan Aseton Sonrasi Metanol-Su 1 2
Ugucu Yag (Toprak Ustii) 1 3
Ugucu Yag (gicek) 0 -
Ugucu Yag (yaprak) 1 -
Ugucu Yag Sonrasi Aseton 2 3
Ugucu Yag Sonrasi Su 1 2
BHT 5 5
Bog Kontrol 0 0

Yukardaki verilerden ve Cizelge 3.1°de ki 6ziit verimlerinden yararlamilarak
BHT’ye esdeger antioksidan (EApur) etkinlikleri her iki tir icin de Cizelge
3.4’de sunulmugtur.

Cizelge 3.4. Oziitlerin BHT ye esdeger antioksidan (EAgur) etkinlikleri

Oziit F. orientalis S. hortensis

Hekzan 5.60 13.16
Hekzan Sonrasi Aseton 5.28 5.90
Hekzan Aseton Sonrasi Metanol-Su 18.90 17.17
Ugucu Yag (Toprak Ustii) 0.88 9.40
Ugucu Yag (gigek) 0.00 -

Ugucu Yag (yaprak) 1.44 -

Ugucu Yag Sonrasi Aseton 16.86 23.30
Ugucu Yag Sonrasi Su 84.84 62.66
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3.4. B-Karoten Renk A¢ihim Testi-Spektrofotometrik Yontem

Etanolde ¢oziilerek hazirlanan pozitif kontrol BHT, 6ziitler ve bos kontrol
test oOrnekleri P-—karoten-linoleik asit sisteminde spektrofotometrik olarak
degerlendirilmistir. Yontemde belirtildigi iizere 2 g/L olacak sekilde hazirlanan
test ornekleri f—karoten-linoleik asit sistemine ilave edilerek absorbans degerleri
belirli zaman araliklarinda spektrofotometrik olarak izlendi. B—karotenin renginin
korunmas: pozitif aktivite degeri olarak degerlendirildi.

F. orientalis ve S. hortensise ait zamana bagh p-karotenin renk
korunumunun  spektrofotometrik  olarak degerlendirilmesinde  kullamlan
mikrotiter tabaklarmn goriiniimii Sekil 3.8°de goriilmektedir.

St AR
PR BN A8 £ E D

Bos kontrol - BHT

A B
A: Antioksidan aktivite gdsteren ziitler ve pozitif kontrol BHT
B: Antioksidan aktivite gdstermeyen ziitler (sag iist kdge), pozitif kontrol BHT ve
bos kontrol (sol alt kdge).
Sekil 3.8 p—karoten-linoleik asit sisteminde mikrotiter tabaklarinmn goriiniimii

Zamana bagh olarak B-karotene ait 490 nm’deki absorbans degerindeki degisim
sirastyla Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da gosterilmigtir.
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—&— fekzan
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Sekil 3.9. F. orientalis oziitleri igin zamana bagh olarak B-karoten’e ait 490
nm’deki absorbans degerindeki degisimi.
DPPH testinin tersine F. orientalis’in gigek ve yapraklarmdan elde edilen
ugucu yaglar toprak isti kisimlarindan elde edilen yagla aym davramglar
sergilediginden sekil iginde gdsterilmemistir.



H
2
= 04
-2: —&— Hekzan |
4 —2— Hekzan Sonras: Aseton [
03 v ——O— Hekzan Sonras: Metanol-Su
) - - 4 - -Ugucu Yag
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Sekil 3.10. S. Hortensis oziitleri igin zamana bagh olarak B-karotene ait 490
nm’deki absorbans degerindeki degisim

3.5. Kromatografik Analizler
3.5.1. Oziitlerin ince Tabaka Kromatografisi (ITK) ile Analizi

Calimada kullanilan bitkiler ve 6ziitleme y&ntemi gz &niine almarak ITK
analizlerinde Boliim 2.5.1.’de belirtilen yiiriitiicti sistemleri hazirlanmgtir.

3.5.1.1. Ugucu Yaglarm ITK Analizi
Ugucu yaglar i¢in toluen-etil asetat (93:7) karigim yiiriitiicii sistemi olarak

kullanildi. Boyama sonrasi F. orientalis ve S. hortensis ugucu yaglarmmn ITK

tabakalan Sekil 3.11°de gosterilmistir.
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b a b o

b- UY HO  HSAO MSO UYSA  UYSS
Sekil 3.11. a- F. orientalis b- S. hortensis ugucu yaglarmmn ince tabaka

kromatogramlari
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3.5.1.2. Diger Oziitlerin ITK Analizi

Ugucu yag diginda kalan &ziitler ITK ile kabaca degerlendirildi ancak
ayrmtih  bilesen analizi mevcut imkanlar dogrultusunda gerceklestirilemedi.
Hekzan, hekzan sonrasi aseton, hekzan aseton sonrasi metanol-su, ugucu yag
sonrasi aseton ve ugucu yag sonrasi su Oziitlerinde dzellikle flavanoid ve fenolik
bilesiklerin kaba kalitatif analizleri yapidi Etil asetat-formik asit-buzlu asetik
asit-su  (100:11:11:27) ¢bziicli sisteminde (93:7 toluen-etilasetat) yriitiilen
ozitlere ait kromatogramlar 254 nm dalga boylu UV lambasi altinda
degerlendirildi.

F. orientalis’de hekzan sonrasi aseton ve ugucu yag sonrasi aseton
dziitlerinde benzer kromatogromlar elde edildi. Bu oziitler &zellikle apolar
bilesenler igerdiginden fenolik bilesenlere 6zgii bilesen veya bilesen gruplari
gozlendi. Bu bilesen veya bilesen gruplarnmn belirlenmesi igin ayrntih GC/MS,
HPLC analizleri gerekmektedir. Ugucu yagm B-karoten-linoleik asit sisteminde
aktivite gostermedigi dikkate alimmnca bu bilesenlerin su buhari damitmasiyla
ayrilamayan fenolik bilesenler oldugu diisiiniilebilir. Cogunlukla bitkiye dogal
renklerini veren klorofil gibi bilesenlerin zenginligine bagh yesil noktalar da
gozlendi. Hekzan &zitll, ugucu yag oziitiine benzerlik sergilerken ugucu yag
sonrasi su Oziitii tamamen fakl bir davramg sergiledi. Diger 6ziitlerde gézlenen
noktalar bu &ziitte gozlenmedi. Muhtemelen bitkinin sahip oldugu en polar
bilesenler bu §ziitte toplanmus olmahdir.

3.5.2. Ucucu Yaglarin Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS)
Analizleri

Her ii¢ yontemde de aktivite gdsteren tiim &ziitlerin nitel ve nicel bilesen
analizlerini yapmak miimkiin olmamakla birlikte ugucu yag oziitlerinde ayrmntil
yap1 analizi yapilabilmigtir. DPPH yonteminde her iki tiirin ugucu yaglarinda
aktivite belirlenmesine ragmen B—karoten-linoleik asit yonteminde S.hortensis’de
kuvvetli aktivite saptanmustir. Her iki tiirin de bilesenlerinin belirlenmesi
amaciyla Bolim 2.5.2°de ayrmtilariyla tammlanan GC/MS analizleri yapildi

Uygulanan sicakhk programu  sonucunda elde edilen kromatogramm
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degerlendirilmesi sonucunda elde edilen yag igerikleri Cizelge 3.5 ve 3.6’da

verilmigtir.
Cizelge 3.5. F. orientalis’in ugucu yag i(;crigi'

tR @) Bilesenler % Bilesim
8.222  2-Nonen 0.2
9.730  a-Pinen 20.5
10.315 Kamfen 34
11.563 p-Pinen 1.0
12.356 B-Mirsen PR
13.011 o-Fallendren 13.0
14.289 S-Fallendren 19.1
14.676  p-Osimen (Z) 3.7
15.340 B-Osimen (E) 14.7
15.657 yTerpinen 0.1
16.658 m-Krezol 0.7
16.975 Belirlenmedi + Terpinolen 1.7
19.176  3,4-Dimetil-2,4,6-octatrien 0.5
21.297  2-Asetil-5-metilthiophen 2.3
21.584 Terpinen-4-ol 0.1
22,010 Krypton 0.2
22.823  2,3,6-Trimetil-fenol 0.3
26.401 4-Hidroksi-2-metilasetofenon 0.6
26.867 Bormnil asetat 2.9
36.204 Zingiberen 0.1
36.759 p-Bisabolen 0.1
47.374 -Bisabolol 1.4
Toplam 89.2

Steaklik programi: 50 °C iken 3 °C/dak. hizla 150 °C'ye, bu sicaklikta 10 dakika tutulduktan
sonra 10 °C/dak. hizla 250 °C’ye.
e GC/MS analizleri Atina Tarm Universitesi Laboratuvarlarinda ProfDr.
Moshos Polissiou tarafindan yapilmstir.
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Cizelge 3.6. S. hortensis’in ugucu yag igerigi

tr @) Bilegenler % Bilesim
9.444  Tujen 0.8
9.722  @-Pinen 3.0
11.654  B-Pinen 25
12.418 p-Mirsen 1.4
12.983  @-Fallendren 0.3
13.607 @-Terpinen 227
14.073 p-Simen 10.0
15.262 p-Osimen 0.1
15.956 yTerpinen 21.5
17.175 Terpinolen 0.1
21.041 Borneol 0.3
21.626 Terpinen-4-ol 0.3
25.769 Pulegon 0.1
26.908 Anethol 0.5
27.721 Timol 28.9
28.266 Karvakrol 26.1
30.179  Timol asetat 0.3
30.992 Karvakrol asetat 0.1
33.074 Karyofillen 0.4
33.906 Dekahidro-1,1,7-trimetil-4-metilen-1H- 0.1
cycloprop[e]azulen
35.394 Germacren B 0.2
36.890 ABisabolen 0.1
Total 99.8

Sicaklik programi: 50 °C iken 3 °C/dak. hizla 150 °C’ye, bu sicaklikta 10 dakika tutulduktan
sonra 10 °C/dak. hizla 250 °C’ye.
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3.5.3. ince Tabaka Yéntemi ile Antioksidan Bilesenlerin Belirlenmesi

Antioksidan aktiviteden sorumlu muhtemel bilesen veya bilesen gruplar
dogrudan ITK tabakalari iizerinde belirlendi. Uygun yiiriitiicii sistemlerinde
yiiriitiilen tabakalardaki ayrilan bilesenler UV altinda belirlendi ve tabakalar
iizerine % 0.2 (w/v) lik metanolde hazirlanan DPPH" ¢dzeltisi piiskiirtiildii. 30
dakika sonra DPPH’in karakteristik mor rengini mordan sariya doniistiiren
noktalar antioksidan aktivite gosteren bilesen veya bilesen grubu olarak
degerlendirildi. F. orientalis ve S. hortensis’e ait DPPH ¢ozeltisi piiskiirtiilmiis
tabakalar Sekil 3.12°de gosterilmistir.

a- UY UY-C UY-Y HO HSAO MSO UYSA UYSS

S

b- UY HO HSAO  MSO UYSA UYSS

i1 3.12. a- F. orientalis b- S. hortensis'e ait DPPH gozeltisi piiskirtilmis tabakalar.
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4. TARTISMA VE SONUC
4.1, Oziit Verimleri

Her iki bitkiden, BGlim 2.3°de anlatildifi sekilde farkli ¢oziiciiler ve
Oziitleme yOntemi kullanilarak alti farkh 6ziit elde edildi. Elde edilen 6ziitlerin her
biri i¢in antioksidan aktivite kapasiteleri aragtirildi ve kromatografik analizleri
yapildi. Elde edilen §ziitler arasinda gerek antioksidan aktivitesi gerekse yapt
analizi bakmmindan elde edilen farkliliklar Boliim 3’de nitel ve nicel olarak
degerlendirildi.

Oziitlerden elde edilen verimler Cizelge 3.1°de sunulmustur. Cizelgeden
goriildiigii gibi hem F. orientalis hem de S. hortensis’de en iyi verimi g/kg olarak
UYSS oziiti ve MSO aym Ozitlerde saglamustr. Oziit verimindeki bu
degiskenlikler, ¢bziiciiniin polar veya apolar olmasma baghdir. Oziitleme iglemi
Cizelge3.1’de yazilan swaya gore yapildifinda, kullamlan ¢dziiciilerin polaritesi
apolardan polara dogru gitmektedir. Bu durumda kullanilan en son ¢dziicii sistemi
sudur ve bitkilerden elde edilen verime bakidifinda iki bitki tiirli i¢in de en
yiiksek verimi g/kg olarak UYSS §ziitii saglamugtir. Suyun polar olmas: sebebiyle
en polar bilesenler ve diger ¢ziiciilerde ayrilamayan seliiloz, lignin gibi tiirler
UYSS bziitiinde toplanmugtir,

4.2. DPPH Testi

Tiim Gziitlerin antioksidan aktivite testleri B6liim 2.4.1°de anlatildig: sekilde
uygulandi. DPPH yintemi uygulanarak bazi Oziitlerden edilen bulgular F.
orientalis (UYSA ve HSAO ) ve S. hortensis (UY ve UYSS) icin Sekil 3.1 ve
Sekil 3.2°de sunulmugtur. Sekil 3.1°¢ bakildigmda F. orientalis’in serbest radikal
temizleme aktivitesi (% inhibisyon olarak tanimlanan) derigime bagimbdr ve
artan 6ziit derigimleriyle artmaktadir, Ornegin F. orientalis’in UYSA &ziitiinde
0.02-0.4 mg/mL derigim aralignda % inhibisyon de@eri diizenli bir sekilde
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arttiktan sonra 0.4 mg/mlL’nin lizerindeki derigimlerde % 100 inhibisyon
saglanmaktadr.

S. hortensis’de ise UY oziitinde derisim yaklagtk 1 mg/ml’ye kadar
artrddiginda % inhibisyon da derisimle dogru orantili olarak artmms, derisim 1
mg/mL’den sonra ise % 100 inhibisyon saglanmstir. UYSS 6ziitiinde ise 0.05-1.5
mg/mL derisim arah@inda herhangi bir inhibisyon goézlenmemistir ancak ¢ok
yiiksek derisimlerde (>10 mg/mlL) aktivite saptanmustir.

F. orientalis’in tim o6zitlerinin DPPH serbest radikalini temizleme
yoniinden derisimlere karsi % inhibisyon grafiklerinden yararlanilarak % 50
inhibisyon saglayan derisimler kargilagtirmah olarak Sekil 3.3.’de goriilmektedir.
Boylece 6ziitlerden en yiiksek aktiviteye sahip olanlar en diigiik derisimde % 50
inhibisyon saglayan &ziitlerdi. BHT ve AA’in DPPH yénteminde, % 50
inhibisyon saglayan derisimleri de aym sekil iginde verilmistir. F. orientalis
oziitlerinde serbest radikal temizleme aktivitesi pozitif kontroller BHT ve AA ile
karsilastmldiginda daha digiik olmasma kargin aktivite degerleri sirayla MSO,
UYSA, HSAO ve UY o&ziitleri yoniinde azalmistir. S. hortensis igin ise Sekil
3.4’de elde edilen bulgulardan, 6ziitlerin aktivite gosterme sirast MSO, UYSA,
HSAQ, HO ve UY seklindedir.

Elde edilen veriler dogrultusunda oziitlerin kararh serbest radikal DPPH’1
temizlemesi yontinden degerlendirildiginde en yliksek aktivitenin her iki bitki
tirlinde de MSO’de saglandig1 goriilmiistiir. Bu bulguya gore daha ¢ok polar
¢oziiciilerle yapilan 6ziitleme yontemi uygun goriilmektedir. Bu 6ziitleme igin
metanol-su kangimmm kullamimasi pek ¢ok polar fenolik bilesifin 6ziit igine
almmasma olanak sagladip diistiniilmektedir. Literatiirde fenolik bilegiklerin
antioksidan 6zellik gosterdigi pek ¢ok kez rapor edilmigtir (Giilgin ve ark., 2002;
Kochan ve ark., 1999; Pearson ve ark., 1997; Moller ve afk., 1999; Bertelsen ve
ark., 1995, Sawa ve ark., 1999). Origanium’dan elde edilen su &ziitlerinin
hidroksil radikalini temizleme &zellifinin yiiksek oldugu ve bunun da fenolik
bilegiklerden kaynaklandii belirtilmektedir (Moller ve ark., 1999). Antioksidan
aktivitenin diisiik oldugu diger 6ziiileme ySntemlerinde toplam fenolik igeriginin
daha diigik oldugu da belirtilmektedir. Yine S. horfensis’in  antioksidan
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aktivitesiyle ilgili olarak Bertelsen ve ark. (1995), Madsen ve ark. (1998)’nin
¢ahgmalarinda antioksidan bilesen olarak bir fenolik asit olan rosmarinik asit
gOstermistir. Her iki cahigmada da etanol dziitleri kullamlmustir,

Bitkisel kokenli fenolik bilesiklerin insan sagh$: ve besin lipitlerinin
korunmas: gibi alanlarda kullamlabilecegi daha Onceden belirtilmigtir. Cesitli
bitkisel fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite potansiyelleri, diigiik yogunlukla
lipoproteinlerin  oksidasyonunu inhibe etmelerine goére degerlendirilmis ve
karnosol, karnosik asit ve rosmarinik asitin gii¢lii aktiviteye sahip oldugu
gosterilmistir (Pearson ve ark., 1997).

Calismada uygulanan Oziitleme yontemi ele alindifinda, apolar ¢oziiciilerle
yapilan Oziitlerde gozlenen aktiviteden yine fenolik bilesiklerin etkin oldugu
sGylenebilir. ITK {izerine yapilan DPPH testlerinde de bu 6zellik gézlenmektedir.

F. orientalis’in ITK tabakasmda apolar ziitler UY,HO, HSAO ve UYSA
icerikleri benzerlik gostermektedir, Sekil 3.12.a incelendiinde bu Oziitlere
kargihk gelen noktalar birbiriyle uyum ig¢indedir. Dolaysiyla bu 6ziitlerin
icerikleri Ozellikle apolar fenolik bilesenler yOniinden aymt olmast beklenir. F.
orientalis’in  ugucu yagimm GC/MS analizi sonucunda yag igeriginin toplam
%89.2’si belirlenmistir. %10.8°’lik kismu gok eser diizeydeki bilegenlere karsihk
gelmekte olup (< %0.1) belirlenmesi yapilmamgtir. Yag igerigine bakildifinda en
biiylik oranda a ve B fellandrenler (toplam %32.1), a-pinen (% 20.5), B-pinen (%
1.0), E ve Z formunda B-osimen (% 18.4), B-myrsen (% 2.8), kamfen (%3.4),
bornil asetat (% 2.7) ve a-B-bisabolen (toplam % 1.5) bulunmaktadir.

Genel anlamda monoterpen hidrokarbonlar ve oksijenli monoterpenler
yagm icerigini olugturmaktadir. Yag icinde bulunan &nemli bilegenlerin agik
formiilleri Sekil 4.1°de g6sterilmistir.
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a—pinen B-pinen a—fallendren B—osimen(Z\E)
Bornilasetat O] Kamfen Myrsen

Sekil 4.1. F. orientalis ugucu yagmmda bulunan ana bilesenler

Bu bilegenlerden a-pinen, B- pinen ve terpinen-4-ol’iin saf maddeleriyle
yapilan DPPH testinde herhangi bir aktivite gbzlenmemistir. Bununla beraber ana
bilesenler olan o ve P-fallendrenlerin antioksidan aktivitesiyle ilgili literatiirde
herhangi bir veriye de rastlanmamgtwr. Oysa P-osimenin (Z/E), cisf/trans
izomerlerinin bir karigimi ve mirsen ile yapilan antioksidan aktivite calismasmnda
orta derecede aktiviteye sahip olduklan daha Onceden Ruberto ve Baratta
tarafindan (2000) rapor edilmigtir. Aym ¢aligmada y-terpinen oldukega yiiksek
aktivite sergilerken bornil asetat, terpinen-4-ol ve kamfenin ¢ok zayif aktivite
gosterdigi belirtilmektedir. Bu g¢ahsmada UY, HSAO ve UYSA &ziitlerinde
benzer aktivitelerin gbzlenmesi yukarida bahsedilen fenolik bilesiklerden
kaynaklanmalktadir.
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Timol, karvakrol ve fy-terpinenin giicli anticksidanlar olduklan
bilinmektedir (Burits ve Bucar, 2000; Fadel ve ark., 1999; Dorman ve ark., 2000;
Ruberto ve Baratta, 2000). Bunlarin yan: sira p-simen ve a-terpinin de oldukga iyi
aktivite sergiledigi belirtilmektedir (Ruberto ve Baratta, 2000). Dolayisiyla ugucu
yag ve ugucu yaga benzer oOzellikler sergileyen Oziitlerdeki aktivitenin bu
tirlerden kaynaklandif: diigiintilmektedir. Bu ¢aligmada terpinen-4-ol, p-simen, o~
ve P-pinenler, timol ve karvakroliin saf maddeleriyle DPPH testi yapildi.Timol
(% 50 inhibisyon 161 pg/ml) ve karvakrol ((% 50 inhibisyon 245 pg/ml) giigli
radikal temizleme aktivitesi sergilerken difer ugucu yag bilesenlerinde hig yada
cok zayif aktivite gozlendi.

UY ile kargilagtinldigm da HO, HSAO ve UYSA éziitleri ugucu yagdan
daha iyi aktivite gostermektedir (Sekil 3.4). Muhtemelen su buhari damitmasiyla
ayrilamayan daha yliksek yapili polifenoller ve flavonoidler gibi diger tlirler ancak
asetonla ayrilmakta ve ugucu yag bilegenleriyle birlikte aktiviteye katkida
bulunmaktadir. Ancak bu bilesenler gahyma kapsaminda incelenememistir.
Ozellikle 6ziitlerin toplam fenol igeriginin ve polifenollerin belirlenmesinin daha
ileri diizeyde aragtiriimasi gerekmektedir.

4.3. B-Karoten Renk A¢ihmn Testi-Agar Difiizyon Yontemi

Antioksidan aktivite testi igin uygulanan difer bir yontem Béliim 3.3’de
ayrmtilant sunulan B-karoten renk agihmm-agar diflizyon ySntemidir. DPPH
yonteminde DPPH’m karakteristik mor renginin agilmasi beklenirken bu
yontemde DPPH’m tersine, karoten’in karakteristik sari renginin korunmasi
amaclanmistir. F. orientalis ve S. hortensis’in taze hazirlanmig her bir 6ziit
¢ozeltisinin Boliim 2.4.2°de anlatildipt sekilde tabaklara uygulanmas: sonucu elde
edilen veriler gorsel olarak Sekil 3.5, Sekil 3.6 ve Sekil 3.7°de fotograflarla
sergilenmistir. Pozitif kontrol olarak yine BHT segildi ve beklenildigi gibi BHT,
linoleik asitin oksidasyonu sonucu olusan konjuge dienler ve diger bozunma

Urlinlerini inhibe ederek B-karotenin renginin agimmni engellemistir. Kontrol
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tabafinda ise oksidasyonu Onleyici herhangi bir bilesen bulunmadifindan olugan
konjuge dienler B-karotenin sari rengini 28 saat sonra tamamen beyazlastirmgtir,
Tiim Oziitlerin renkleri hem BHT hem de bog kontrolle ayn ayn karsilagtirilarak
renk koruma kapasitelerine gére 0-5 araliginda degerlendirilip, veriler Cizelge
3.4°de sunulmustur, Buradan elde edilen sonuglar kendi aralarinda
degerlendirildiginde ise F. orientalis igin en iyi aktiviteyi HSAO ve UYSA ziitii
saglamustir. En diigiik aktivite ise ugucu yagm ¢icek kisminda gdzlenmistir.

F. orientalis i¢in farkl ¢6ziiciilerin kullamm: anlamli sonuglar sergilemistir.
En iyi aktivite aseton kullanlarak elde edilen &ziitlemede saptanmugtir, Aym
bitkinin yaprak ve tiim toprak iistii kistmlarindan elde edilen sonuglar birbiriyle
uyusmaktadir. Aym bilegen gruplart hem ugucu yagda hem de hekzan ve aseton
Oziitlerinde vardir. Aktivitenin hem ugucu yag i¢inde belirlenen bilegenlerden hem
de bu Oziitlerde yukarda bahsedildigi gibi polifenollerden kaynaklandig:
distintilmektedir.

S. hortensis’de tiim Oziitlerde benzer degerler elde edilmigtir (Cizelge 3.3).
Yine de apolar ¢oziiciiler kullanilarak 6zellikle de aseton kullanilarak yapilan
Oziitlemenin daha uygun oldugu sdylenebilir. Buradan su sonucu g¢ikarabiliriz ki,
konjuge dienlerin olusumunu inhibe eden tiirler DPPH serbest radikal temizleyen
tiirlerin tersine apolar bilegenlerdir.

Cizelge 3.4’de 6ziitlerin BHT ye egdeger antioksidan etkinlikleri verilmigtir.
Bu g¢izelgeden F. orientalis igin 84.84 degeri ile BHT’ye egdefer etkinlik
yOntinden en yiiksek degeri UYSS 6ziitli vermistir. Buradan elde edilen sonug ile
Cizelge 3.3’deki sonuglar uyusmaz gibi gOriinmesiyle beraber EAggr’nin
hesaplanmasinda Cizelge 3.1°deki Oziit verimleri hesaba katilmaktadir. Bu
nedenle aktivite y8niinden diisiik olmasma ragmen verimi yiiksek Oziitler de
degerlendirilebilir. S. hortensis’de de F. orientalis’de oldugu gibi UYSS Oziitii
62.66 EAppr degeri ile en iyi egdeger antioksidan degerine sahip olan Oziittiir.
Ancak yapilan islemlerin bir ardigik Oziitleme teknidi olmasi nedeniyle, aym
materyalden elde edilen apolar 6ziitlerin toplam EApyr etkinliklerini de hesaba
katmak gerekir. Ornegin S. hortensis’”da UY ve UYSA 6ziitlerinin toplam EAgy
degeri 32.70’e ulagmaktadir. Kisacasi antioksidan aktivitesi daha yiiksek olan bir
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Oziitiin verimi diistik ise, EApyr degeri yiiksek olabilir. Ancak segilecek 6ziitleme
islemi tamamen tercihe baghdwr. Ya aktivitesi yiiksek az verimli 6ziit ya da
aktivitesi diigiik verimi yiiksek 6ziitleme tercih edilebilir.

4.4, B-Karoten Renk Agihim Testi-Spektrofotometrik Yontemi

Antioksidan aktivitesinde uygulanan diger bir test yontemi de B-karoten
renk agilim testi-spektrofotometrik yontemidir. Bu yontemde de diger B-karoten
yonteminde oldugu gibi B-karoten’in karakteristik san renginin korunumu esas
almmugtir. Bu ySntemde zaman bir 6lgiit olarak alnnmstir. Belli siirelerde Slgiilen
absorbans degerleri zamana karg1 grafige alindi ve sonuglar F. orientalis ve S.
hortensis igin sirasiyla Sekil 3.9 ve Sekil 3.10°da sunulmugtur.

F. orientalis i¢in Sekil 3.9’a bakildigin da tiim &ziitler ve kontroller igin
belirli zaman araliklarmda absorbans degerlerinde diislis gSzlenmigtir, Oziitlerin
ve kontrollerin tepkime kangimmna ilavesi sonrasi tiim Omeklerin absorbans
degerléri aymdir, Zamana bagh olarak aktivite olan &ziitlerin absorbans1 nemli
diiglis g6stermezken, aktivite olmayan &ziitte ve bos kontrolde belirgin bir diigiig
gbzlenmistir, UYSA, HSAO ve MSO oziitleri yakin absorbans degerleri
gosterirken, HO ve UYSS &ziitlerinde benzer diislisler gzlenmistir. Buna gore,
agar yOnteminde elde edilen sonuglarla uyumlu veriler elde edilmigtir. Yine
antioksidan aktivite yniinden en uygun &ziitlemenin apolar ¢oziiciilerle dzellikle
de aseton ile saglandig: sSylenebilir, Oziitlerin muhtemel igerikleri daha &nce
Bolim 4.2°de ayrmtih olarak tartigilmugtir, Ancak gerek aktivite y&niinden
gerekse yiiksek 6ziit verimi ySniinden hekzan aseton sonrast metanol su &ziitiinii
de dikkate almak gerekir. 48 saat siire sonunda elde edilen verilerden anlamhlik
testleri yapilarak UYSA, HSAO ve MSO arasinda ve tiim &zitler ve BHT
arasmda anlamh fark olup olmadif: belirlenebilir. Yapilan anlamhlik testlerinde
F. orientalis’in UYSA, HSAO ve MSO arasinda anlamh bir fark gozlenmezken
[tdeneyset(0.367)<tirii(2.78)] bu  Ozitlerle BHT arasinda anlamh farklar

gozlenmistir [tacneysel (17.59) > tirink (2.78)].
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S. hortensis igin Sekil 3.10°a bakildifinda F. orientalis’in tersine, Oziitler
arasinda ¢ok anlamh farklar olmadig: goriilmektedir. Biitlin 6zitler pozitif kontrol
BHT’ye gore yakin ve daba diigiik degerler sergilemektedir. S.hortensis’in yapilan
anlamlilik testlerinde UYSA 0ziiti ile diger Oziitler arasinda anlamli farklar
gbzlenmezken sadece UYSS 0Oziitli arasinda anlamh fark gézlenmigtir. [ taeneysel
(4.34) > tiaitk (2.78)]. Ayrica UYSA 6ziitii BHT’den de anlamh sekilde farklidir, |
tdemeyset (16.97) > ticinix (2.78)]. Oxziitler kendi aralarnda degerlendirildiginde en iyi
aktivite sergileyenin UYSA olduu agiktir. En zayif aktivite ise UYSS’da
gbzlenmistir. Hekzan ve aseton kullamlarak hazirlanan Oziitlerdeki ana
bilegenlerin ugucu ya§ igerigine benzerlik gosterdigi ITK calgmalanyla da
gosterilmigtir (Sekil 3.11.b). Bu bilesenlerin yam swa yine flavonoid ve
polifenolik bilegenlerin de olabilecegi diisiiniilmektedir. B6lim 3.5.1.2°de
ayrmtilartyla agiklanan ITK analizi ile kabaca flavonoid ve fenolik bilesiklerin
varlig1 gozlenmistir. Ancak ayrintih analizler yapilamarmugtir.

Agar ve spektrofotometrik yontemler arasindaki kiigiik farkhiliklar Sziitlerin
uygulanan derisimden kaynaklanmaktadir. Agarda 1 g/L, spektrofotometride ise
2g/L’lik stoklar kullanildi. Antioksidan aktivitenin derisime bagmmhhg1 ve gdrsel
degerlendirme yapilmasi gbzlenen farkhliklarin kaynag: olabilir.

Antioksidanlarm bagil etkinlikleri, antioksidanlarm stki tipine, test sistemine
ve oksidasyon zamanma baghdir, Bu ¢alijmada da kullanilan test sistemlerinin
etki tipine bagh olarak her iki bitki tiirii i¢inde oldukca Snemli aktivite sonuclan
elde edilmistir.

S. hortensis’in aktivitesi onceden biliniyor olmasma kargin F. orientalis igin
elde edilen sonuglar ilk kez bu ¢alismada rapor edilmektedir,

Sonu¢ olarak, antioksidan bilesenlerin segimli olarak O6ziitlenmesi icin
yukarida ayrmtih olarak tartigilan 6ziitleme yOntemleri genel hatlariyla iki baglik
altinda toplanabilir. Serbest radikal temizlemede daha ¢ok polar ¢6ziiciilerle
yaptlan Ozitleme ydntemi uygun goOriilmektedir. Lipit oksidasyonunun veya
oksidasyon {iriinlerinin engellenmesinde ise daha ¢ok apolar ¢dziiciilerin
kullanilmas1 uygundur. EAppr deferi yoniinde deZerlendirildiginde Oziitleme

islemi tamamen tercihe baghdwr. Ya aktivitesi yiiksek az verimli 6ziit ya da
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aktivitesi diigiik verimi yiiksek Oziitleme tercih edilebilir. Ancak burada yapilan
genelleme sadece caligilan bitki tiirleri igin gecerlidir, diger tiirler i¢in farkh
yontemleri uygulamak gerekebilir.

Pek ¢ok canh tiirli reaktif oksijen tiirleri tarafindan olugturulan oksidatif
tirlere kargt kendilerini korumak igin savunma sistemi geligtirmigtir. Son
calsmalar, oksidatif yikima karst savunmada ve kanser, damar tikamkligi gibi
farkhh insan hastaliklarmda  ve yaglanma siirecinde korunmada bitkilerin
antioksidan 8zelliklerinin de etkin olacagim gdstermektedir. Dolayistyla hem S.
hortensis’in hem de F. orientalis’in serbest radikal temizlemede gosterdikleri
yilksek kapasite, bu tiirlerin kullammmda ne derece Onemli oldugunu
gOstermektedir. Aymt zamanda bu bitkilerde belirlenen lipit oksidasyonu sonucu
olusan konjuge dienlerin engellenmesi yiyecek endiistrisinde koruyucu olarak
kullammma olanak saglar. Aromatik bir bitki olan S. horfensis’in yapraklar1 ve
¢icekleri hem taze hem de kurutulmus olarak yiyecek endiistrisinde kultanilirken
ugucu yagy, icecek sanayiinde ve parfiimeride kullanilmaktadir, Baz1 F. orientalis
tirleri eczacilikta uyarici, kasitma &nleyici ve balgam s6ktiiriici olarak kullanihr
(Duke, 2002). Ozellikle dogal kaynakl antioksidan tiirlerin gelistirilmesi ve
kullamlmas: giiniimiizde 6nemli aragtirma konular1 arasinda yerini alacaktir.

Ancak sunu da unutmamak gerekir ki antioksidanlarm yetersizligi gibi
fazlah@ da organizmada hasara sebebiyet verebilir. Bu nedenle gerekli olan
derigimlerin belirlenmesi 6nem tagimaktadir. Ayrica aym bitkinin farkh
bolgelerinden elde edilen veya farkh Oziitleme yOntemleriyle elde edilen aktivite
aym olmayabilir. Bu nedenle tiim bitki tlirleri bir biitlin olarak degil, farkh
yOnleriyle ayn ayr1 degerlendirilmelidir,
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