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OZET

Bu tez; Asteraceae familyasina ait Achillea biserrata M. Bieb ve Lamiaceae
familyasina ait Hyssopus officinalis L. ssp. angustifolius bitkilerinden elde edilen hekzan,
kloroform ve su oziitleriyle ugucu yaglarinin in vitro antioksidan aktivitelerini aragtirmak
lizere tasarlanmustir. Bunu takiben aktivite saptanan Oziitlerin toplam fenol, flavonoid,
proantosiyanidin ve antosiyanin miktarlan belirlendi. Tiim bitkilerin kurutulmus c¢icek ve
yaprak kangimlar farkl1 polaritedeki ¢oziiciilerle 6ziitlendi ve 6ziit verimleri belirlendi.

Antioksidant aktivitenin ol¢timiinde iki farkli test metodu kullanildi. Serbest radikal
temizleme aktivitesi DPPH metodu ile, oksidasyonunun inhibisyonu ise f—karoten-linoleik
asit yontemi ile ol¢iildii. Her iki yontemde de sentetik antioksidan butillenmis hidroksi
toluen (BHT) pozitif kontrol olarak kullanildi. DPPH yonteminde tiim su oziitleri yiiksek
oranda radikal temizleyici etki gosterdi. B-Karoten yonteminde hekzan ve kloroform
oziitleri yiiksek aktivite gosterdi. Zayif aktivite sergilemesine ragmen ugucu yaglarin
kimyasal icerikleri GC-MS ve GC-FID analizleri ile belirlendi.

Aktivite gosteren oziitlerin fenolik igerikleri farkli yontemler kullanilarak belirlendi.
Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak oziitlerin gallik asit esdegeri toplam fenolik icerikleri
belirlenmis olup Achillea biserrata’ nin su oziitiinde % 3,39; Hyssopus officinalis‘in su
oziitiinde ise % 4,70 toplam fenol miktart bulunmustur. Achillea biserrata ve Hyssopus
officinalis’ in su oOziitlerinde flavonoid miktarlann swrasiyla % 1,12 ve % 1,30 olarak
bulunmustur. Achillea biserrata’ nin en fazla metanol-su 6ziitiinde (7125 mg/L), Hyssopus
officinalis’ in ise kloroform oziitiinde (10250 mg/L) proantosiyanidin bulundu. Her iki
bitkinin antosiyanin miktarlar1 en fazla kloroform 6ziitlerinde bulunmustur. Achillea
biserrata ve Hyssopus officinalis’in fenolik bilesen tiirleri ve nicel miktarlart HPLC

yontemiyle belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Achillea biserrata M.Bieb, Hyssopus officinalis L. ssp. angustifolius,
DPPH testi, B-karoten testi, GC-MS, toplam fenol, flavonoid,
proantosiyanidin, antosiyanin.



SUMMARY

The Antioxidant Activities and Phenolic Compounds Analyses of Achillea
biserrata and Hyssopus officinalis Species

This thesis is designed to investigate the in vitro antioxidant activities of the hexane,
chloroform, water extracts and essential oils obtained from Achillea biserrata M. Bieb
belong to Asteraceae and Hyssopus officinalis L. ssp. angustifolius belong to Lamiaceae
families. Following this total phenolic, flavonoid, proanthocyanidine and anthosiyanid
constituents of the active extracts were determined. Aerial parts of dried plant materials

were extracted employing solvents with different polarity and extract yields were
determined.

Two different test methods were employed for the measurment of antioxidant
activity. Free radical scavenging activity was measured with DPPH method and inhibition
of the oxidation was measured with B—carotene-linoleic acid method. Synthetic antioxidant
buthylated hydroxy toluene (BHT) was used as positive control in both tests.

In DPPH method, water extracts exhibited high free radical scavenging action.
However, in B-caroten-linoleic acid method hexane and chloroform extracts showed higher
activity. Although essential oils exhibit low activity their chemical compositions were
determined by GC-MS and GC-FID analysis.

Phenolic constituents of the extract which have antioxidant activity were determined
by different methods. Gallic acid equivalent total phenolic constituents were determined by
using Folin-Ciocalteu reagent and it was found that water extracts of Achillea biserrata
(3.39%) and Hyssopus officinalis (4.70%) had higher total phenolics. Flanonoid content of
Achillea biserrata and Hyssopus officinalis were found 1.12% and 1.30%, respectively.
While methanol-water extract of Achillea biserrata had the highest proantocyanidin
content (7125 mg/L), chloroform extract of Hyssopus officinalis was the highest (10250
mg/L). Antosiyanin amounts were high in chlorofom extracts of both plant species.
Composition and the quantification of the phenolic compounds were determined by

HPLC.

Key Words: Achillea biserrata M.Bieb, Hyssopus officinalis L. ssp. angustifolius, DPPH
test, [-caroten test, GC-MS, total phenolic content, flavonoid,
proantocyanidin, anthosiyanin.
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: Bagil Antioksidan Aktivite

: Butillenmis hidroksi toluen

2,2-difenilpikrilhidrazil

: Seyreltme faktorii
: Molekiiler agirhi g1
: Yiizde elli inhibisyon



1. GENEL BiLGILER

1.1. Giris

Canlilarin temel besin gereksinimlerini karsilayan bitkisel kokenli karbohidratlar,
protein ve yaglar birincil kaynaklardir. Bunun yani sira bitkisel kaynaklardan seliiloz,
zamk ve lastik gibi diger yararli maddeler de elde edilebilir. Temel ihtiyaclart karsilamanin
disinda basta ilac sanayi olmak {lizere; kimya, besin, kozmetik ve zirai miicadele
sektorlerinde yine bitkisel kaynaklardan yararlanilir. Bu tiir kimyasallar ‘sekonder (ikincil)
metabolitler’ olarak adlandirilir ve bitkisel iiriinler bu baslik altinda degerlendirilir
(Sokmen ve Giirel, 2001; Philipson, 1990). Bitkiler bu baglamda tam anlamiyla canli
“organik kimya fabrikalandir”.

Bitkiler dogal yasam ortamlarinda ¢ok cesitli diismanlarla kusatilmis durumdadir.
Bitkilerin, diismanlarindan ka¢cmak i¢in yer degistirmeleri s6z konusu olmadigina gore,
birtakim 6zel savunma mekanizmalart gelistirmek zorundadirlar. Bunlardan birisi de
iirettikleri 6zel kimyasallardir. Insanoglu ise, bu ozellikten faydalanarak, tarihin ilk
yillarindan giiniimiize kadar ¢ok sayida bitkiyi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanmistir.
Bu yaklasim etnofarmakoloji adi verilen bir disiplinin olusmasina yol agmustir. Ozellikle
bitkilerin iyilestirici etkilerinin bulundugu inanci insanligin cok eski devirlerine kadar
gitmektedir. Erigilebilen ilk yazili kaynaklardan elde edilen bilgilere gore ilk insanlar,
cesitli hastaliklarin tedavisi icin bitkilerden yararlanmislardir. Kullanim bi¢imleri ise asil
etken madde olan dogal iriinlerden cok, bitkinin kendisine veya degisik yollarla elde
edilen oziitlerine dayanmaktaydi (Tepe, 2002; Ceylan, 1995). Yontma tas (paleolitik)
cagindan (M.O. 50000-7000) giiniimiize kadar Anadolu’da yasamis olan “Anadolu insan1”
cevresindeki bitkilerden yararlanmustir. Bunlar1 gida, yakacak, silah, ilag veya mesken
yapmmu i¢in kullanmistir. Hakkari’nin giineyinde yer alan Sanidar Magarasi’nda ortaya
cikartilan 50000 yillik Neanderthal mezar1 i¢inde bulunan ve halen bu bolgede, tibbi
amacgh kullanilan bitki Ornekleri (Achillea, Alchemilla, Althea, Centaurea, Ephedra,
Muscari ve Senecio tiirlerine ait 6rnekler) bu varsayimin saglam kanitlanndandir (Baytop,
1989; Lietava, 1992; Baytop, 1999). Tim diinyada bitkisel ilaglarla tedavi giderek

artmakta ve simdiye kadar goriilmemis bir popiilarite kazanmaktadir (Teixeira vd., 2003)



Bu uygulama ozellikle gelismis iilkelerde daha yaygindir (Cubukcu vd., 2002). Bitkisel
ilaglara yonelmenin baslica nedenleri:

e Yeterli diizeyde kimya endiistrileri gelismemis, kalkinma yolundaki iilkelerin,
bitkilerden yararlanarak kolay ve ucuz bir tedavi olanagi elde etmeleri,

e Tedavi alanina sokulan yeni sentetik bilesiklerin bazilarinda goriilen tehlikeli yan
etkiler (bitkisel droglar cok uzun zamandan beri kullanildiklar i¢in yan etkileri
cok 1yi bilinmektedir),

e Bazi ila¢ etken maddelerinin, bitkisel droglarin sentetik olanlardan daha ucuz ve
daha kolaylikla elde edilebilmeleri,

e Bitkisel droglarin birka¢ etkiye birden sahip olmalar, buna karsin sentetik
bilesiklerin ise genellikle tek bir etkiye sahip olmalari,

e Bazi sentetik ilaglarin (antibiyotikler gibi) yan etkilerini dnleyebilmek i¢in diger
bazi ilaglarla birlikte kullanilma ihtiyaci gostermeleri (Baytop, 1999).

Gliniimiizde diinya niifusunun cogunlugu i¢in bitkiler, ilac hammaddesi olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde niifusun % 80’i saglik
gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden saglamaktadir. Diinya niifusunun %
80’inin gelismekte olan iilkelerde yasadigi diisiiniiliirse toplam diinya niifusunun % 64’
bitkileri tedavi amacgh kullanmaktadir. Gelismis iilkelerde recete ile satilan ilaglann
yaklasik % 25°1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Farnsworth, 1990).

Onceleri sekonder metabolitler, bitkiler tarafindan olusturulan ve hi¢ bir islevi
olmayan atik maddeler olarak kabul edilmekteydi. Fakat daha sonra sekonder
metabolitlerin; savunma, korunma, ortama uyum, hayatta kalma ve nesillerini siirdiirmek
icin bitkiler tarafindan gelistirilmis karmasik mekanizmalarin kimyasallar oldugu
anlagilmistir (Philipson, 1990). Bitkisel dogal {iiriinler bir¢cok ila¢ hammaddesi gibi saf
iriinlerden besin katki maddeleri ve kozmetikler gibi karisimlara kadar degiskenlik
gostermektedir. Bitkisel iirlinlerin yapilarinin karmasik veya zengin olusu bu metabolitlerin
kimya sanayinde hammadde olarak kullanilmasmi saglamstir.

Ila¢ sanayinde kullanilan bazi 6nemli bitkisel kokenli maddeler sunlardir; digoksin
(kardiatonik), digitoksin (kardiovaskiiler), efedrin (brons acici), kinin, kinidin (sitma
tedavisi), vinkristin, vinblastin, aymalisin (kanser tedavisi) (Fowler, 1982). Thaumatin,
safran, gingeroller, geranial ve neral gibi bilesikler tatlandirici, koku verici ve koruyucu
olarak besin ve gida sanayinde kullanilan bitkisel kokenli maddelerdir. Giil yagi, lavanta

yagl, yasemin yagi, parfiimeride kullanilirken; nikotin, anakardik asit, piretrin, sinerin ve



yasmolin zirai miicadelede kullanilan maddelerdir. Halk arasinda “kocakari ilaclar1” olarak
bilinen bitkilerden yeni ilaglar gelistirilmesinde, etnofarmakoloji biliminin 6nemli katkis1
olmustur. Vinkristin, vinblastin, rezerpin, kinin ve hatta aspirin, ekonomik ve saglik
acisindan bugiinkii 6nemlerini bu arastirmalara borg¢ludurlar (Cox, 1990).

Bitkisel kokenli molekiiller tedavide kullanilirken, her maddenin yararl fizyolojik
etkilerinin yani sira toksik bir etkisinin de bulunabilecegi unutulmamalidir. Basit bir 6rnek
olarak atropini goz Oniine aldigimizda aslinda son derece zehirli bir madde olmasina
karsin, tedavilerde 6nemli bir ila¢ etken maddesi olarak kullanilmaktadir (Yesilada, 2002).
Bu yiizden bitkisel ilaglarin ve uygulamalarini iyi anlayabilmek ic¢in onlarin botaniginin,
kimyasinin, farmakolojisinin, toksikolojisinin ve klinik etkilerinin iyi bilinmesi
gerekmektedir (Cubukcu, 2002).

Anadolu’da tarith boyunca bitkilerin yaygin kullanmmin nedeni siiphesiz ki bu
bolgenin sahip oldugu fitocografik ozelliklerin bir sonucudur. Cesitli iklim tiplerinin
etkisinde bulunmasi ve sahip oldugu cografik konum, Anadolu’daki flora cesitliliginin
olusumunda en 6nemli etkenlerdir (Baser, 2000).

Oziitlerden hazirlanan merhemlerin mikrop oldiiriicii ve yara iyilestirici etkisi,
bitkilerin tedavi edici 6zellikleri bakimindan akla gelen 6nemli ve tarihi iglevleridir. Troya
savasinda yaralanan Asil ve askerlerinin tedavisi i¢in kullanilan Achillea (civanpergemi)
tiirleri icin de gecerlidir (Konemann, 1999 ve Lis-Balchin, 2006).

Yara iyilestirici ve mikrop Oldiriicti aktivite, biiyiik Olciide, kokulu (aromatik)
bitkilere dayanir. Bu 0zellik aromaterapi adi verilen tedavinin onemli bir boliimiinii
olusturur. Aromaterapi ¢ok cesitli bedensel ve ruhsal hastaliklarin tedavisi icin kullanilan
tarihi yontemler biitiiniidiir ve bu amagla ugucu yag iceren bitkilerden yararlanilir.

Ucucu, aromatik ya da eterik yag “oda sicakliginda sivi, bazen donabilen,
buharlastiginda damlatildig1 kagit iizerinde leke birakan ve bitkilerden su buhart veya su
distilasyonu ile elde edilen, kokulu karisim” olarak tanimlanabilir (Tanker vd., 1990).
Acikta birakildiklarinda buharlasabildiklerinden dolay1 “ugucu ya da eterik yag” adi ile
anilirlar. Ayrica genellikle giizel kokulu olduklarindan bunlara “esans” da denilmektedir
Ik kez Isvegli Paracelcius von Hohhenheim tarafindan “Quintia essentia” olarak
adlandirdimistir  (Guenther, 1948). Ancak ucucu yagn elde edilmesinde kullanilan
distilasyon yontemi yaklasik 2000 yil oncesinde, Misirhlar, Persler ve Hintliler tarafindan
kullanilmistir (Bauer, 2001). Avrupa da distilasyon yontemlerinin gelistirilmesi ise

Paracelcius’un ucucu yag tanimiyla baslar (Guenther, 1948).



Bitki kimyasallar1 arasinda yer alan ucucu yaglar uzun yillardan beri tedavide
kullanilan droglar arasinda yer almaktadir. Halk tibbinda kullanilma amagclar1 esas aliarak
bu droglar iizerinde yapilan farmakolojik arastrmalar sonucunda biyolojik etkilerinin
bazilan bilimsel olarak da aciklanmistir (Cubukcu vd., 2002). Ugucu yag farmakoloji de,
eczacilikta, fitopatolojide, tibbi ve klinik mikrobiyolojide, koruyucu madde olarak da
yiyeceklerde kullanmaktadirlar (Magiates, 2002). Bu ozelliklerinden dolay1 birgok tibbi
bitki arasina ucucu yag tasiyan bitkilerde girmigstir. Ugucu yaglarin irritan (uyarici),
rubefiyen (deriyi kizartan), nervinatik (sinir yatistiricl), antiromatizmal, ekspektoran
(balgam soktiiriicii), antitussif (6ksiiriigii kesen), ditiretik (idrar soktiiriicii), karminatif (gaz
giderici), stomasik (midevi), koleretik (safra sokiicii), antihelmentik (solucan diisiiriicii),
antienflamatuar, antiseptik, antibiyotik ve sedatif etkileri tespit edilmistir (Sakar ve Tanker,
1992; Zeybek, 1985;Ceylan,1987). Cicekli bitkilerin bulundugu bazi familyalarda c¢ok
sayida tiiriin ucucu yag icerdigi iyi bilinmektedir. Onemli ugucu yag tasiyan familyalar
Apiaceae, Asteraceae, Coniferae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rosaceae ve
Rutaceae,” dir (Sakar ve Tanker, 1992; Zeybek, 1985; Ceylan, 1987).

Ucucu yaglar parfiim ve kozmetik, gida, mesrubat ve ila¢ sanayinde ham madde
olarak degerlendirilmektedir (Hammer, 1999; Zeybek vd., 2002). Giinlimiizde ugucu
yaglarin ana etken maddelerinin elde edilip degerlendirilmesi hem bilimsel hem de
ekonomik yonden 6nem tasimaktadir. Ucucu yag ve bilesenlerinin farmakolojik 6zellikleri
incelenerek tip, kozmetik ve endiistriyel alanlarda kullanilabilme olanaklar1 giincelligini
korumaktadir (Kirdag ve Bagci, 2000). Aromatik taksonlar icinde yer alan Apiaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Myrtaceae ve Rosaceae, gibi bazi familyalara ait tiirlerde
bulundugu bilinen ugucu yaglar, yaygin olarak calisma konusu olmuslardir (Kirdag ve
Bagci, 2000).

Lamiaceae tiirlerinin irettigi “terpen” smifina giren kimyasallar bu bitkilerden elde
edilen ucucu yaglarin ana bilesenidir. Ancak bu bitkilerin iirettigi ekonomik acidan degerli
bilesikler ugucu terpenlerle smirli degildir. Ucucu olmayan diterpenler; karnosik asit,
karnozol ve tiirevlerinin giiclii antioksidatif aktivite gosterdigi bulunmustur. (Frankel vd,
1996).

Fenolik bilesikler adi verilen kimyasallar da bitkilerin {irettigi ve esasen patojen,
bocek ve herbivor saldirilarina karsi savunma amach {iiretilen iiriinlerdir (Taiz ve Zeiger,
2002). Labiatik asit ve diger fenolik asitler, flavonoidler ve polifenoller, Lamiaceae

tiirlerinde siklikla rastlanan nutrasotik ve biyoaktif kimyasallardir (Exarchou vd., 2002;



Mastelic ve Jerkovic, 2003). Bu grup bilesikler ayr1 basliklar alt basliklar altinda ilerleyen

kisimlarda verilmistir.

1.2. Bitkisel Hammaddeler

Asagida siralanan etkin tiirler sentetik olarak iiretilebildigi gibi cogunlukla da bitkisel
kaynaklardan elde edilmektedir. Droglarda bulunan ve gerek tedavi gerekse katki maddesi
olarak kullamlan etkili kimyasal maddeler soyle siralanabilir (Baytop, 1986):

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

2. Karbohidratlar: Genel yap1 formiilleri C,(H,0O), olan bilesiklerdir. Klorofil tasiyan
bitkilerde giines 15181 etkisiyle CO2 ve H,O’ dan cok karigik bir yolla yapilmaktadir.
Bitkilerde bulunan baslica 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 hidrokarbonlarin kismi oksidasyonu sonucu meydana
geldikleri diisiiniilmektedir.

5. Tanenler: Azotsuz, polifenolik biinyeli ve genellikle amorf bilesiklerdir. Su ve
etanolde ¢Oziiniir, eter ve kloroformda ¢oziinmezler.

6. Alkaloitler: Biinyesinde azot bulunan, bazik karakterli bitkisel maddelerdir. Bir
bitkide tek bir alkaloitin bulunusu nadirdir. Genel olarak bitkide, biinyece birbirine oldukca
yakin, bir grup alkaloit bulunur. Alkaloitler bitkinin 6zel bir kisminda (kok, kabuk, meyve,
yaprak vs.) toplanmustir.

7. Enzimler: Canlilar tarafindan meydana getirilen katalizorler olup, belirli kimyasal
tepkimeleri hizlandirir veya ekzoterm tepkimeleri miimkiin hale getirir.

8. Lipitler: Yiiksek yag asitlerinin tiirevleridir. Genellikle C, H, O’ dan
olugsmuslardir. Nadiren P (fosfolipitler) veya N (fosfoaminolipitler ) tasirlar. Organik

¢oOziiciilerde ¢oziiniirler, suda ise ¢oziinmezler.



9. Recineli Maddeler: Karmagik kimyasal biinyeli, sivi, kat1 ve genellikle amorf
maddelerdir. Suda ¢oziinmezler fakat etanol, eter ve kloroformda kismen ya da tamamen
coziiniirler. Genellikle bitkilerde 6zel salg1 kanallar: ve ceplerinde bulunurlar.

10. Vitaminler: Genellikle insan viicudu tarafindan sentezi yapilamayan fakat normal
metabolizma faaliyetlerinin devamu icin gerekli olan organik maddelerdir. Vitaminler
bitkisel veya hayvansal {riinlerden Oziitleme, sentez veya kismi sentez yoluyla
hazirlanmaktadirlar.

11. Antibiyotikler: Canlilar tarafindan meydana getirilen ve ¢ok seyreltik ¢ozeltilerde
bile baz1 mikroorganizmalan 6ldiiren ve cogalmalarimi onleyen maddelerdir.

12.Ucucu Yaglar: Ucucu yaglar hemen hemen biitiin kokulu bitkilerden distilasyonla
izole edilebilen, genellikle oda sicakliginda sivi (sivi olmayanlar1 da vardir, giil yagi,
anason yag1 gibi) ve yeni distile edildiginde cogunlukla renksiz, yag kivaminda, ugucu
karigimlardir. Petrol eteri, kloroform, benzen, eter, etanol ve sabit yaglar gibi lipofilik
coziiciilerde kolayca coziilir. Sudaki coziiniirligii az (1/200 veya daha az oranda),
kaynama noktalan yiiksektir (150-300 °C). Yogunluklar1 0.84 ile 1.18 g/mL arasinda
degisir, yaglarin cogu sudan hafiftir, bazilan ise (tar¢in yagi, karanfil yagi gibi) sudan
agirdir. Aromatik ve tbbi bitkilerin ugucu terpen hidrokarbonlar1 (alifatik, siklik) ile
onlarin yerini tutan oksijenli izoprenoid tiirevleri ve analoglart genis bir cesitlilik
gostermektedir. Bu maddelerin karisitmlart ucucu yag olarak bilinmektedir (Magiatis,
2002). Cesitli bilesiklerin karigimlari olan ucgucu yaglarin % 90’1 terpenlerdir. Ugucu
yaglar baslica monoterpen, seskiterpen ve diterpenlerden meydana gelmektedir (Baser,
2002). Diger bilesikler ise fenilpropen tiirevleri, basit fenoller ve onlarin eterleri, fenol
karbonik asitler, dallanmamis hidrokarbiirler ve bunlarin tiirevleri, kisa zincirli asitler,
kiikiirt icerikli bilesikler ve azot iceren bilesiklerdir (Sakar ve Tanker, 1991). Ucucu
yaglann drogdaki miktarlar1 ¢cok degisiktir. Tipik ucucu yag iceren droglar en az % 0.01,
genellikle % 1-2, ugucu yag tasirlar.

1.3. Achillea Tiirleri ve Genel Ozellikleri

Asteraceae (Compositae) kozmopolit bir familyadir fakat daha ¢ok 1liman ve
subtropik bolgelerde yaygmdir (Takhtajan, 1997). 1100°den fazla cinsi ve 23000’den fazla
tiirii ile cicekli bitkilerin en biiyiik familyasidir. Ulkemizde 133 cinsi ve 1156 kadar tiirii

bulunur. Cogu seskiterpen icerir. Tiirleri genellikle her dem yesil, ¢ali, yan cali veya ¢cok



yillik otsudur (Heinrich vd., 2002; Se¢men vd., 1995; Baytop 1972). Asteraceae
familyasina ait yedi cins ki bunlardan Achillea’nin yedi, Anthemis’in alt1 tiirii olmak {izere
toplam 20 tiirli, halk ilact olarak kullanilmaktadir (Kinmer, 1999). Achillea 120’ye yakin
tiiriiyle yabani olarak yetisen ve tibbi bitki familyalar1 arasinda yer alan Asteraceae’nin
onemli bir cinsidir (Trifunovic vd., 2003; Palic, 2000; Giiner, 2001). Kuzey yarimkiirede
genis bir dagihim gosterir (Karamenderes ve Apaydin, 2003; Kubelka vd., 1999). Iliman
kusakta da yetisir (Trifunovic vd., 2003), Akdeniz iklim bdlgelerinin tipik bitkisidir
(Magiatis, 2002). Avrupa ve Asya’da yaklasik 85 ve kuzey Amerika’da ise birkag tiir ile
temsil edilir (Konemann, 1999). Tiirkiye florasinda 42 tiirii bulunmaktadir ve bunlarin 23’1
endemiktir. (Huber-Morath 1975; Duman, 2000). Achillea tiirleri tedavi edici 6zelliklerinin
yaninda ¢igeklerinin giizelligi ile de dikkatleri ¢cekmistir. Bu 6zelliklerinden dolay1 kiiltiir
ve siis bitkiciligi konularnda ekonomik agidan oldukca 6nemlidirler (URL-1).

Halk arasinda ‘civanpergemi’ olarak taninir (Baytop, 1999). Cinsin farkl tiirlerinin
toprak {iistii kisimlari, bircok tibbi 6zellikleri nedeniyle kullanilmaktadir. Giiniimiizde de
hala yara iyilestirici Ozelliginden dolayr halk arasinda tedavide kullanilmaktadir
(Konemen, 1999). Yapilan kimyasal calismalar sonucunda Achillea ugucu yaglarmin
monoterpen (Skocibusic vd., 2004), seskiterpen (Palic, 2000; Glasl,1999), alkan (Palic,
2000), germakren ve flavonoidlerden (Palic, 2000; Vieira vd., 1997) meydana geldigi
saptanmistir. Achillea cinsine ait bircok tiirler flavonoidler icerir: flavonollar ve flavonlar
ve onlarm tiirevleri. Achillea (Yarrow) tiirleri, tiim diinyada binlerce yildir etnofarmokoloji
de kullamImistir (Nemeth ve Bernath, 2008) Bu bitkilerin toprak iistiindeki baz1 kisimlari,
ucucu yaglan ve ekstraktlar1 farmakolojide, kozmetikte, solunum, sindirim, {ireme,
bosaltim ve dolasim sistemleri diizensizliklerinde kullanilmaktadir (Magiatis, 2002).
Cesitli Achillea tiirleri; Kronik hazimsizlik, gastrit, gastrik ve duodenal {ilser, anoreksia
(kilo kaybr), gibi sindirim sistemi diizensizliklerinde, sindirim sistemi mukozas1 i¢in genel
bir tonik ve gaz giderici, kan basmcini diisiiriicii olarak, mensurasyon periyodunun
diizenlenmesinde, iriner sistemde meydana gelen tiim enfeksiyonlarda, bobrek ve
mesanede antiseptik olarak ayrica hemoroit tedavisinde, soguk alginligir ve grip gibi iist
solunum yolu enfeksiyonlarinda; Oksiiriik, ates ve fazla mukus salgilanmasinin
giderilmesinde, iltithaph agir yaralarin iyilestirilmesin de ve enfeksiyon veya kasmti gibi
bazi durumlarda g6z gibi organlarin temizlenmesinde cilt yikayic1 olarak kullanilmaktadir
(Glasl vd., 2001; Acartiirk, 1997). Literatiire gore farmakolojik etkileri esasen ugucu yag,

proazulen ve diger seskiterpen laktonlarin dikafeoliquinik asit ve flavonoidler nedeniyledir



(Nemeth ve Bernath, 2008). Irak’daki paleontolojik analizler sirasinda arastirmacilar
Achillea tiirii cigekler buldu ve bunlarin yiizyillar boyunca iyilestirici etkilerinin iyi olarak
bilindigi sonucuna vardilar (Ceylan, 1995). Onlarin kullandig1 yazil1 dokiimanlar orta cagin
eski kitaplarinda goziikmektedir Achillea iiyeleri arasindan en c¢ok bilinen tiir A.
millefolium (civanpercemi)’dur. Gerek ekonomik degeri gerekse iyilestirici 6zelliklerinden
dolayr ucucu yaglarmin kimyasal kompozisyonu ve antimikrobiyal aktivitesi en fazla
calisiimis olan tiirdiir (Baytop, 1999; Candan vd., 2003; Baser vd., 2001)

Achillea ugucu yaglarinin ¢ogu 1,8-sineol, kamfor ve borneol den fazla miktarda
icermektedir (Yesilada, 2002; Cubukcu,2002). Maffiei ve arkadaslar 10 Achillea tiiriiniin
ucucu yag kompozisyonlarint GC/MS analizi ile belirlemislerdir. S6z konusu tiirlerin
ucucu yaglarinin temel bilesen analizleri sonucunda, bu tiirlerin orijinleri ile ilgili bir ayrim
sunmuglardir (Maffei vd, 1994). Achillea biserrata’nin toprak {iistii kissmlarindan % 0,07
verim elde edilmis ve Achillea tiirtiniin ugucu yag kompozisyonlarint GC/MS analizi ile
belirlemiglerdir. Tiirlerin analizi sonucunda Achillea biserrata ugucu yag1 Aspergillus
flavus ve Aspergillus niger’e kars1 A. salicifolia’dan daha yiiksek aktivite gostermistir
(Azaz vd., 2004).

1.4. Hyssopus Tiirleri ve Genel Ozellikleri

Hyssopus officinalis’in ait oldugu Lamiaceae familyas1 6nemli ucucu yag tasiyan
familyalardan biridir (Barbour vd., 2004; Zeybek vd., 1985; Ceylan, 1987). Asya, Avrupa
ve Amerika’nin sicak bolgerinde yetisir. Tiirkiye florasinda bir grup tarafindan bu cins
temsil edilmektedir, Hyssopus officinalis L. (Davis, 1982). Ulkemizde de yetisen ‘zufaotu’,
50-120 cm boylanabilen, ¢ok yillik, kokulu, ¢alims1 bitkidir. Hyssopus officinalis ytizlerce
yildir sifali bitki ve yemeklik olarak bilinmektedir. Bronsit, oksiiriik, bogaz agrisi1 ve
kronik nezlede, yaralarda, iilser ve tumor tedavilerinde kullanilir (Stmon vd., 1984; Bown,
1995). Modern tipda genel soguk alginlhigina eslik eden solunum sisteminin hafif tahrisi
icin uygun etkili tedavi olarak Hyssopus diistiniilmistiir (Tyler, 1993). Ayrica ugucu yag,
cogunlukla gida, farmokoloji ve kozmetik endiistrisinde kullanilir. Bilesiminde %1
oraninda ucucu yag, ayrica flavonid, glizit, diosmin ile tanen bulunan ve uzun yillardan
beri yararlarn bilinen zufaotu, giiniimiizde baz1 yemeklere koku ve c¢esni katmak iizere

kiiciik miktarlarda eklenir (URL-2).



1.5. Oziitleme Teknikleri

Bitkisel materyal toplanip kurutulduktan sonra igerdigi etken maddeyi ayirmak icin
oziitleme ve stabilizasyon islemine tabi tutulur. Ilgilenilen tiire gore 6zel yontemler
bulunmakla beraber yaygin olan yontemler su sekilde 6zetlenebilir:

1. Kaynar alkol metodu: Materyalin %80’lik etanol veya metanolde 1 saat
kaynatilmasindan ibarettir. Bir kisim materyal i¢in bes kistm alkol kullanilir. Bu
sekilde hem stabilizasyon hem de 6ziitleme yapilmaktadir.

2. Alkol buhan metodu: Taze ve kuru materyalin belli bir siire boyunca metanol
buhar1 ile tiiketilmesi islemidir. Ozellikle cabuk bozunan tiirlerin
Oziitlenmesi/stabilizasyonu icin uygulamr. Cogunlukla sokslet ekstraktorlerinde
birkag saat icinde gerceklestirilebilir.

3. Cesitli organik coziiciilerle o6ziitleme: Aseton, hekzan, diklorometan, su,
kloroform gibi cesitli ¢oziiciiler ve ¢oziicii karnigmmlar: kullanilarak soguk veya
sicak sartlarda calkalama yoluyla cogu kimyasal oziitlenebilir.

4. Siiper kritik akiskan oziitlemesi: Bu yontemde siiper kritik akigkan CO» ¢oziicii
olarak kullanilir. Ozel ¢elik kaplara doldurulan bitkisel materyal icinden siiper
kritik CO, gecirilerek etken maddeler hem cok kisa siirede hem de sicaklik

olmaksizin dziitlendiginden bozunmadan ayrilabilir.

1.6. Antioksidan Maddeler ve Oziitlenmesi

Antioksidanlarin, hiicrelerin normal solunumu sirasinda yan {iriinii olarak olusan
reaktif oksijen tiirlerine (ROS) kars1 viicut savunma sisteminde énemli bir rolii olduguna
inanilmaktadir (Gutteridge ve Halliwell, 2000 ). Serbest radikal tiirleri, siiperoksit anyonu
(02", hidroksil radikali (OH"), peroksit radikali (OOH"), azot oksit radikali (NO")’dir.

Yukarda belirtilen serbest radikallerin yani sira alkil peroksi radikali (ROO®),
alkoksil radikali (RO" ), tiyol radikalleri (RS"), karbon merkezli radikaller de mevcuttur.

Serbest radikaller ii¢ yolla meydana gelir.

1. Kovalent bagli normal bir molekiiliin her bir parcasinda ortak elektronlardan

birisinin kalarak homolitik béliinmesi,
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X:Y->X+Y

2. Normal bir molekiilden tek bir elektronun kaybi veya bir molekiiliin heterolitik

boliinmesi.

XX +¢e

3. Normal bir molekiile tek bir elektronun eklenmesi.

A+e > A"

Biyolojik sistemlerde serbest radikaller en fazla elektron transferi sonucu meydana
gelirler. Serbest radikaller pozitif yiiklii, negatif yiiklii veya elektriksel olarak notral
olabilirler. Organik veya inorganik molekiiller seklinde olabilirler. Cu, Fe, Mn ve Mo gecis
metallerinin de ortaklanmamis elektronlan oldugu halde, serbest radikal olarak kabul
edilemezler. Fakat bu iyonlar reaksiyonlan katalizlediklerinden dolayi, serbest radikal

olusumunda 6nemli rol oynarlar.

M"Y+ H,0, — M™ + OH" + OH "(Fenton tepkimesi)

M ™" L ROOH - M ™ + RO + OH (‘organik’ Fenton tepkimesi)

Demir iyonlarmin bulundugu ortamda alkil peroksi radikallerinin olustugu rapor
edilmistir (Akaike vd., 1992). Bu radikal tiiriiniin daha uzun Omiirli oldugu ve DNA
tizerinde yikic1 etkilere sahip oldugu belirtilmektedir.

Bu tiirlerin pek cok degisik mekanizma yoluyla hiicre 6liimiine neden oldugu, cesitli
DNA tiirlerine hasar verdigi ve kansere neden oldugu belirtilmektedir. Serbest radikallerin
proteinlere, niikleik asitlere, DNA’ya, membran lipidlerine (lipid peroksidasyonu) ve
karbohidratlara onemli etkileri vardir. Zira hiicresel metabolik faaliyetler siirekli zararl
serbest radikaller iiretir ve bu radikalleri bertaraf edecek hiicresel mekanizmalar mevcuttur.
Ancak bu savunma mekanizmasinin da bir kapasitesi vardir. Kapasite asildiginda oksidatif
stres agiga cikar. Nihayetinde serbest radikaller reaktif oksijen tiirevleridir ve lipid

peroksidasyonu, DNA hasari, protein ve karbonhidratlarin oksidasyonuna yol acacak
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hiicresel yaslanma, kanser, inflamasyon, romatoid artrit’e yol agmakta ve hatta hiicre
olimii gerceklesmektedir (Mantle vd., 1998; Eryillmaz, 2001). Dolayis1 ile dis kaynakli
antioksidanlarla bu savunma mekanizmasini giiclendirme geregi duyulur.

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

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

b. Sondiiriicii (Quencher) etki gosterenler: Oksidanlarla etkilesip, 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. Zincir kirici1 (Chain breking) etki gosretenler: Zincirleme olarak devam eden
tepkimeleri belli yerlerinden kirarak, oksidan etkiyi durdururlar. Ornek olarak
baz1 vitaminler, iirik asit, bilirubin ve albumin gosterilmektedir.

d. Tamir edici (Repair) etki gosterenler: Bu grupta DNA tamir enzimleri, metionin
stilfoksid rediiktaz sayilabilir.

Antioksidan maddeler serbest radikallerin neden oldugu bu zararli etkilere karsi
oksidasyonun cesitli asamalarinda, yukarida Ozetlenen mekanizmalar yoluyla koruyucu
ozellik gosteren maddelerdir. Giiniimiizde, biitillenmis hidroksianisol (BHA), biitillenmis
hidroksitoluen (BHT), propil gallat (PG) gibi besin endiistrisinde ticari olarak kullanilan
cesitli sentetik antioksidan maddeler mevcuttur. Ancak bu sentetik antioksidanlarin
olumsuz saglik sorunlarmi tetikledigine dair bilgiler bulunmaktadir (Koleva, 2002;
Namiki, 1990; Pokorny, 1991). Ornegin bu kimyasallarin akcigerde hasara, karacigerde
nekroz ve kanamaya bagli oliimlere neden oldugu bildirilmistir (Candan ve Sokmen,
2004). Bu kisitlayici nedenlerden dolayr sentetik antioksidan ajanlarin yerini alabilecek
dogal antioksidan maddeler ile ilgili arastirmalarda bitkiler cok onem kazanmistir. Bitkisel
kokenli antioksidanlar genellikle fenolikler sinifinda toplanir ve bu kimyasallarin
antioksidan etkileri redoks ozelliklerine dayanir. Bu yiizden indirgeyici ajanlar, hidrojen
vericiler, tekli oksijen Onleyiciler ve metal selat yapicilar olarak etki ederler. Bitki
fenolikleri, fenolik asitler, fenil propanoitler, monoterpenik fenoller, flavonoidler, tanenler,

vs. gibi maddelerdir (Baser, 2004).
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Antioksidan 6zellige sahip maddeler dogrudan metabolizmada etkin olabildigi gibi
beslenme yoluyla ahnabildikleri gibi yiyecek endiistrisinde koruyucu katki maddesi olarak
da kullanilmaktadirlar. Beslenme yoluyla antioksidan maddelerin alinmasindaki artis,
viicut i¢in gerekli olan antioksidan miktarin1 korumaya ve bdylece de canli sistemlerin
normal fizyolojik kosullarini korumada yardimeci olabilir (Ou vd., 2002). Baz1 yiyecek ve
sebzeler antioksidan maddelerin en Onemli kaynaklaridir. Bitkisel materyalden uygun
yontemlerle antioksidan bilesenler etkin bir sekilde aynlabilir.

Baz1 yazarlar, farkh c¢oziiciiler ve oziitleme teknikleri kullanildiginda antioksidan
aktivitede farkliliklar oldugunu gostermistir. Literatiir taramasi, biitiin aromatik bilesikler
icin tek bir Oziitleme yonteminin varliginin miimkiin olmadigin1 gostermektedir. Bu ayni
zamanda antioksidan bilesiklerin dogasindaki farkliliklar nedeniyle de beklenen bir
sonuctur. Bu nedenle, dogal bir antioksidan kaynagi olabilecek her bir bitki tiirii icin en

etkin oziitleme yontemini secmek onemlidir.

1.7. Antioksidan Aktivite Belirleme Yontemleri

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

Cesitli materyaller icinde antioksidan bilesenlerin varhgm kalitatif ve kantitatif
olarak gosteren pek cok yontem mevcuttur. Bu tiir testlerin yapilmasinda uygulanmak
tizere yeni yontemler de gelistirilmistir (Halliwell vd., 1987, 1989, 1990; Ou vd., 2002 ).

Son zamanlarda toplam antioksidan aktiviteyi belirlemede Onerilen yontemler,
karsilastirmali bir calismayla rapor edilmistir (Koleva vd., 2002; Ou vd., 2002). Bu
yontemler arasinda toplam antioksidan aktivite i¢in, orneklerin polaritesinden tamamen
bagimsiz olan DPPH yontemi (Koleva vd., 2002; Burits ve Bucar, 2000; Burits vd., 2001)
ve P-karoten renk acgilimi yontemi (Koleva vd., 2002; Dapkevicious vd., 1998) bitki
oziitlerinin anlamli sekilde degerlendirilmesinde onerilmektedir.

Kararl1 organik radikal 2,2 -difenil-1-pikrilhidrazil radikali (DPPH") tekli bilesenler,
bitki Oziitleri ve yiyecek maddeleri antioksidan aktivitelerinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullamlmaktadir (Koleva vd., 2002). Yontem, DPPH”in alkolde hazirlanan
cozeltilerinin bir hidrojen verici antioksidan madde varliginda radikal olmayan DPPH-H’ a

doniistimiiniin spektrofotometrik olarak dl¢iilmesi esasina dayanir. DPPH’nin 517 nm’deki
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sogurum pikinin siddetindeki azalmayla orantili olacak sekilde antioksidan aktivitenin
varli@i nitel ve nicel olarak belirlenir. Tepkime mekanizmast asagidaki sekilde

gosterilebilir:

DPPH' + Antioksidan-H — DPPH-H + A:

Belirli bir inkiibasyon siiresinden sonra kalan DPPH’ derisimi spektrofotometrik
olarak olctlir. DPPH radikalinin rengindeki acilma antioksidan maddenin radikal
temizleme aktivitesi olarak gosterilir. Metot hizlidir, 30 dakikalik analiz siiresi ve insan
giicli agisindan kolay cok ©zel cihaz ve reaktifler gerektirmediginden dolayr da tercih
edilir.

Literatiirde antioksidan aktivitelerin belirlenmesinde birden fazla yontemin
uygulanmast gerekliligi belirtilmektedir (Ou vd., 2002; Ruberto vd., 2000; Mantle vd.,
1998). B-karoten renk a¢ilim1 yontemi, Onerilen diger yontemler arasindadir.

B-karoten renk agihmi yonteminde linoleik asit ve oksijenle doygun sulu ortamda
linoleik asitin oksidasyonu sonucu olusan konjuge dienler ve diger ucgucu bozunma

tiriinlerinin B-karotenin rengini agmasi temeline dayanir.

Linoleik asit + (O2-H>O) — Konjuge dienler ve diger bozunma {iiriinleri

B-karoten — renk acilimi

Antioksidan maddenin varliginda bu tepkimenin olusumu engellendiginden veya
olusan bozunma {riinleri antioksidan tiir tarafindan temizlendiginden P-karotenin alkol

icindeki ¢ozeltisinin sar1 rengi degismeden kalacaktir.

Linoleik asit + (O2-H>O) + B-karoten + antioksidan — rengin korunumu

Pek cok yontem uygulanmakla beraber farkli polaritede orneklerle calisildiginda
cesitli sinirlamalar ortaya ¢ikmaktadir. Ornegin sulu ortamda bitki 6ziitlerinin
coziinmemesi bu smirlamalar i¢cinde en onemlisidir. Bu nedenle hem (-karoten yontemi
hem de DPPH yonteminde, alkollii ¢cozeltilerle ¢alisildigindan ¢oéziinmeyle ilgili sorunlar

ortadan kalkmustir.
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1.8. Fenolik Bilesikler

Fenolik bilesikler fenil alanindan tiiretilen sekonder metabolitlerin biiyiik bir grubunu
olusturur (Mann, 1987; Harborne, 1994). Fenolik bilesikler meyvelere ve yapraklara renk
katma, bocek cekici veya itici olma, antimikrobiyal hareket, antiviral aktive, zararli
ultraviyole radyasyondan koruma ve otgul hayvanlardan korunma gorev yaparlar
(Harborne, 1967; Macheix vd., 1990; Harborne ve Williams, 2000). Insan tiiketimi icin bir
bitkinin potansiyeli degerlendirilirken bu tiir bilesiklerin potansiyel antioksidan aktiviteleri
ve fenolik bilesimlerine bakilir. Bir bitkinin fenolik bilesimi genellikle bitki tiirlerine
Ozgiidiir ve biiyiime iklimiyle degisebilir (Manach vd., 2004). Baz1 fenolik bilesikler
sinerjik etki olarak adlandirilan karsilikli etkilesime girerek toplam antioxidan aktiviteyi
artirr. Kimyasal olarak, fenolik bilesikler aromatik halkada bir veya daha fazla hidroksil
grubuna sahip bilesiklerdir (Harborne, 1967; Macheix vd., 1990; Shahidi ve Naczk, 1995).

Bitkilerde 8.000 'den fazla fenolik bilesik bulunur (Wrolstad, 2005) ve bitkilerdeki
baslica fenolik bilesikler fenolik asitler ve flavonoidlerdir (Macheix vd., 1990; Robbins,
2003). Bitkilerdeki fenolik asitler ¢cogunlukla hidroksinamik ve hidroksibenzoik asitlerin

tiirevlerinin yerini almaktadir.

1.9. Fenolik Bilesiklerin Bitkilerden Oziitlenmesi ve Kromotografisi

Fenolik bilesiklerin pek ¢cogu bitkilerde vakullerde yer alir ve genellikle alkoller veya
diger organik coziiciilerle oziit edilir. Genellikle bir ekstraksiyon sisteminde fenolik
bilesiklerin depolama sirasinda enzimatik bozunma ve polimerazasyona ugrayacagl
olasiligindan dolay1 kurutulmus veya dondurulmus halde ekstre edilir (Price vd., 1997).
Ekstraksiyon ¢oziiciisii materyale dogrudan eklenir, parcalama ve homojenizasyon
yapilarak bulamacg haline getirilir. Bu islemler sirasinda ektraksiyon oranini artirmak i¢in
ultrasonik ortamda yapilabilir. Bunun disinda perkolasyon veya sokslet extraksiyonunda
kullanilabilir (Cimpan ve Gocan, 2002). Fenolik bilesiklerin ¢oziiniirliigii kullanilan
¢oziiclinlin polaritesine baghdir. Genellikle %60-80 (v/v) oraminda sulandirilmis aseton,
etanol, etil asetat veya metanol ¢ozelti kansimlart kullaniir. Uygun bir ekstraksiyon
sistemi ile birlikte kullamildiginda bu cozelti sistemleri hiicre duvarmi pargalar. Sulu
metanol cozeltileri 6zellikle fenolik asitler ve flavonoidlerin meyve ve sebzelerden

ekstraksiyonu i¢in kullanilmaktadir. Ciinkii bu bilesikler metanol ¢ozeltileri i¢inde oldukca
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kararlidir. Ornegin, flavon ve flavonollerin metanol icinde + 4 C’ de ii¢ aydan daha fazla
kararh kalabildigi rapor edilmistir (Hertog vd., 1992b).

Sicak veya kaynayan su da bitkilerden flavonoid ve flavonik asitlerin ekstraksiyonu
icin  kullamlmistir. Ekstraksiyon siiresi bu bilesiklerin geri kazamm oranlarm
etkilemektedir. Bu siire 1 dakikadan 24 saate kadar degisebilir. Antosiyaninler genellikle
asitlendirilmis organik coziicii ile 6ziitlenir ve bunun icin asetik asit veya triflorasetik asit
kullanilir. Asidik ortam daha c¢ok tercih edilen antosyanin kirmizi flavilyum katyon
yapisini saglar ve bu yap1 daha fazla c¢oziiniir, kararlidir (Green, R.C., 2007). Diisiik
derisimlerinden dolayr antosyanin oOziitleri analiz veya saflastirma Oncesinde evapore
yapilmas1 gerekir. Ancak bu islem sirasinda ugucu olan agil ve karbohidrat konjuge
antosiyanin yapilar1 6ziitden kaybedilebilir. Coziicii ekstraksiyonuyla bitkiden ¢oziinebilen
fenolik bilesikler ayrilirken bitkiye karbohidrat ve protein ile lignin gibi yiiksek molekiiler
agirhikla fenolik bilesikler oOziitlenemez. Bunu oOnlemek icin sapofikinasyon olarak
adlandirilan ve bitkiyle ¢oziinmeyen fenolik bilesiklerin ester baglarini kiran bir 6n islem
tiim fenoliklerin 6ziitlenmesini olanak saglar (Robbins, 2003).

Fenolik bilesiklerin ayrilmasi, saflastirilmasi ve belirlenmesi i¢in ¢esitli kromotografi
teknikleri kullamlmaktadir. (Merken ve Beecher, 2000; Robbins, 2003; Shahidi ve Naczk,
2004). Bunlar, gaz kromotografisi (GC) (Dabrowski ve Sosulski, 1984; Liggins, vd., 1998;
Tasioula-Maragari ve Okogeri, 2001), yiiksek basin¢h sivi kromotografisi (HPLC)
(Merken ve Beecher, 2000; Proestos vd., 2005), kolon kromotografisi (Salagoity-Auguste
ve Bertrand, 1984; Fulcrand vd., 1999), PC (Haslam, 1965; Jackmanve vd., 1987) ve ince
tabaka kromotografisi (TLC) (Mabry vd., 1970; Azar vd., 1987).

Fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve izolasyonu i¢in en yaygm kullanilan teknik
HPLC’ dir. (Merken ve Beecher, 2000; Maatta vd., 2003; Robbins, 2003). HPLC cevresel,
endiistriyel, klinik, adli ve tiiketici iirlin orneklerinin kalitatif ve kantitatif analizleri i¢in
genis capta kullanilir. Fenolik bilesikler oziitlenme sirasinda filtre edilerek dogrudan ters
faz HPLC kolonuna uygulanabilir veya jel kromotografik tekniklerle bir 6n fraksiyonlama,
stvi-s1vi ekstraksiyonu veya kati faz ekstraksiyonu uygulanabilir. Tek kullanimlilik C18
kartuslant kullanilabilir. Kati faz ekstraksiyonu fenolik asitler ve flavonoidlerin
fraksiyonlanmasi ve temizlenmesi i¢in tercih edilmektedir. Eliisyon sistemleri genellikle
ikili sulu asitlendirilmis polar ¢oziiciilerdir: Sulu asetik asit, formik asit, perklorik asit veya
fosforik asit iken ikinci ¢oziicii sistemi metanol veya asetonitril gibi daha az polar organik

coOziiciilerdir. Termostatik olarak kolonlar kontrol edilmekte ve sicaklik oda sicakliginin
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biraz iizerinde tutulmalidir. Genellikle 1 ile 100 pl’lik Ornek c¢ozeltileri enjekte
edilmektedir (Robbins, 2003).

Fenolik bilesikler UV 1sinlarini absorblar ve 190-380 nm araliginda tipik absorbsiyon
spektrumlarina sahip olduklar1 icin bir UV dedektoriinde veya fotodiod dedektorlerle
(DAD) kolayca analiz edilebilir. Oysaki antosyaninler 510 ile 525 nm araligindaki goriiniir
bolge 1smlarimi absorblayan pigmentlerdir. Flovanoidlerin yapisal 6zellikleri UV goriiniir
bolge spektrumunda belirlenebilir ve bu bolgedeki Band I ve Band II olarak tanimlanan iki
spesifik dalga boyunda absorbsiyonlan okunabilir. Band IT 240 ile 285 nm araligindaki
maksimuma karsihik gelir ve bu absorbsiyonun flavonoidlerdeki A-halkasindan
kaynaklandigina inanilmaktadir. Diger taraftan Band I 350 ile 550 nm araliginda olup B-
halkasindan kaynaklanir. A ve B halkalar1 arasinda ¢ok az veya hi¢c konjugasyon
olmadigindan flavonlarin ve izoflavonlann UV spektrumlart genellikle siddetli Band I1
piklerini gosterirken kiiciik Band I pikleri olusur. Bu sekilde iki farkli dalga boyunda
calisan bir dedektor sistemi ile yapilan HPLC analizi ¢ok daha giivenli sonuglar verecektir
(Green, R.C., 2007).

1.10. Flavonoidler

Flavonoidler oksijenli heterosiklik piran halka ile bagh iki fenolik halkasini iceren
ortak bir temel yapidadir (Harborne, 1967). Bu bilesikler toplam besinsel fenolik
bilesiklerin % 60’indan sorumludur ( Harborne ve Williams, 2000; Shahidi ve Naczk,
2004; Nichenametla vd., 2006) ve 4000 flavonoid tiiriiniin oldugu tahmin edilmektedir
(Wrolstad, 2005). Flavonoidler ¢cogunlukla glikozit tiirevleri olarak meydana gelmelerine
ragmen bazen bir glikonez gibi bitkilerde goriiliir. Flavonoid iskelet yapisinda benzil,
sinamil, hidroksil, isoprenil ve metoksil gruplar1 bulunabilir. (Harborne ve Williams, 2000)
Flavonoidler, antosiyanin, isoflavon, flavanol, flavanon, flavon, flavonol iceren alti farkli

alt sinifa ayrilabilir.

1.11. Proantosiyanidinler

Fenolik bilesiklerin basit monomerik ¢oziiniir sekillerine ilaveten tanenler gibi

cOziiniirligli degisen polimerize sekilleri de vardir. Gallik asit polimerlerine dayali
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hidrolize tanenleri ve sikistirilmis tanenler veya flavanol polimerlerinden meydana gelen
proantosiyanidinleri iceren iki asil tanenler vardir (Manach vd., 2004). Proantosiyanidinler
polimerizasyondaki zorluklar nedeniyle (iki, ii¢ veya dort monomerden olusan polimerler)
olarak tanimlanir (USDA, 2004a).

Proanosiyanidinler (PA) veya baska bir adi1 kondanse tanenler, polifenollerin biiyiik
bir grubudur ve flavan-3-ol, flavan-3,4 diollerin polimerleri seklinde bitkilerde yaygin
olarak bulunur. Son arastirmalar biyolojik Ozellikleri ile iliskilendirilmis saghk ve
biyokullanimlarina yoneliktir, 6zellikle kronik hastaliklar ve gastrointestinal bozukluklari
engellenmesi ile ilgili calismalardir (Beecher, 2004; Rasmussen, 2005; Saura-Calixto ve
Pérez-Jiménez, 2009). Gida ve giinliik besinlerdeki proantosiyanidin igerigini bilmek insan
sagligindaki onemini agiklamak i¢in gereklidir. Bu bakimdan, ¢ok sayida makale ve
secilmis gidalarda proantosiyanidin icerigini derleyen USDA gibi veritabanlart mevcuttur

(US Department of Agriculture NDL, 2004).

1.12. Antosiyaninler

Antosiyaninler, suda ¢oziinebilen pigmentlerdir ve c¢ogu bitki tiirlerinde kirmizi,
mavi ve mor renkleri saglamaktan sorumludurlar. Antosiyanin temel aglikonu kararsizdir
ve antosiyanidin olarak adlandirilir. Alti1 temel antosiyanidin vardir ve bunlar, siyanidin,
delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin ve petunidindir (Brouillard, 1982). Bu
pigmentlerin temel yapilarindaki modifikasyonlar sonucu bitkilerde 500 den fazla
anthosiyanin bulundugu rapor edilmistir (Mazza ve Miniati, 1993). Antosiyaninler ile bagl
en genel acil gruplari, hidrosinnamik asitleri, 6zellikle kafeik, ferulik ve p-kumarik asitler

ve alifatik dikarboksilat, malonik asittir (Williams ve Grayer, 2004).

1.13. Amag

Achillea biserrata M. Bieb. halk arasinda “Civanpercemi” olarak bilinmekte ve bu
bitkilerin toprak iistiindeki bazi kistmlari, ucucu yaglar1 ve ekstraktlar1 farmakolojide,
kozmetikte, solunum, sindirim, tireme, bosaltim ve dolasim sistemleri diizensizliklerinde
yaygin bicimde kullanilmaktadir. Tiirkiye’de yetistigi yerler Kuzey ve Dogu Anadolu

bolgeleridir. Achillea biserrata M. Bieb’in nin yam sira Hyssopus officinalis L.ssp.



18

angustifolius’ de bu amacla calisilmistir. Hyssopus officinalis iilkemizde “Zufaotu” olarak
bilinir, hafif tiiylli, ince uzun ve ucu sivrilen yapraklar1 serit ya da mizraksi bicimlidir.
Hyssop tiirleri balgam soktiiriicli, soguk alginliginda terletici, sindirimi kolaylastirici,
bronsit, oksiiriik, bogaz agris1 ve kronik nezlede etkili olarak kullanilir.

Bu calismada antioksidan bilesenleri etkin bir sekilde aywrmak amaciyla, farkl
polaritelere sahip ¢oziicii ve Oziitleme yontemleri, antioksidan aktivitileri, ucucu yaglarin
kimyasal icerikleri, aktivitesi olan Oziitlerin fenolik igeriklerinin belirlenmesi

amaclanmistir.



2. YAPILAN CALISMALAR

2.1. Yapilan Calismada Kullanilan Arac-Gerecler

Hewlett Packard 5890 II GC

HP 5972 Kiitle secici

Rotary - Re 100 Evaporator

Chrit Alpha - 4 Ld Liyofilizator

Gerhardt Soxtherm Manager SX PC Sokstherm cihaz1

2.2. Yapilan Calismada Kullanilan Kimyasallar

Merk, Darmstad markasinda ¢oziicii ve kimyasallar kullanilmistur.

2.3. Bitkisel Materyaller

Bu calismada Achillea biserrata M. Bieb. ve Hyssopus officinalis L.ssp.
angustifolius bitkileri arastirilmistir.

o Achillea biserrata M. Bieb.

Asteraceae/Aster, cok yilhk 20-100 cm boyunda yumusak tiiylii otsu bitkilerdir.
Ciceklenme donemi Haziran-Eyliil aylarindadir. Kurak topraklarda, tarlalarda, yol
kenarlarinda yetisir. Deniz seviyesinden 1600 m’ye kadar yetistigi gozlenmistir.
Tirkiye’de ozellikle Kuzey Anadolu, Dogu Anadolu’da yaygindir. Diinyada yaygin olarak
Avrupa, Asya ve Kuzey Amerika’da bulunmustur (Konemann, 1999). Asteraceae
ailesinden Achillea L. cinsinin diinyada yaklasik 137 tiiriinii icermektedir, Tiirkiye’de 22’si
endemik olan 43 tiir bulunmaktadir (Azaz vd., 2009).

e Hyssopus officinalis L. ssp. angustifolius

Lamiaceae/ Labiatae (Ballibabagiller), 50-120 cm boyunda c¢ok yillik, kokulu,
calims1 bitkilerdir. Hyssopus officinalis, Asya, Avrupa ve Amerika’nin sicak bolgelerinde
yetismektedir. Hyssopus, Kuzey Akdeniz kiy1 ve Anadolu ¢evresinde bulunur (Kénemann

1999). Tiirkiye florasinda bir grup tarafindan bu cins temsil edilmektedir, Hyssopus
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officinalis L. ssp. angustifolius (Davis,1982). Deniz seviyesinden 1200-1300 m arasinda

kadar yetistigi gozlenmistir.

2.4. Bitkilerin Toplanmasi ve Tanimlanmasi

Calismada Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis bitkilerinin toprak {istii
kisimlar1 kullanilmistir. Toplanan bitkilerin botanik tanimlama ve adlandirmasi Sivas
Cumhuriyet Universitesi Ogretim Uyesi Yrd. Doc. Dr. H.Askin AKPULAT tarafindan
yapilmis ve adlandirmada P. H. Davis’in (1965-1988) “Flora of Turkey and the Aegean
Islands” adli eserinden yararlanilmistir. Tez kapsaminda calisilan Achillea biserrata ve

Hyssopus officinalis bitkilerinin lokaliteleri, toplanma zamanlar1 ve kisimlar1 Tablo 1°de

verilmistir.

Tablo 1. Bitkilerin lokaliteleri ve toplanma zamanlan

Bitki ad1 Lokalite Toplanma zamani | Toplanan kisim
A8:

Achillea biserrata Trabzon, Tonya, Kadirga yaylasi, | Haziran Toprak iistii kisimlari
1600m, 20.VI1.2009
A8:

Hyssopus officinalis Rize, Ikizdere, Anzer yaylasi yol | Temmuz Toprak iistii kstmlar
iizeri, 1200-1300m 17.VII.2009

Bitkiler toplandiktan sonra toprak {iistii kisimlari, golgede, iyi havalandirilan bir
ortamda, oda sicakliginda kurutuldu. Kurutulan bitkilerin ¢icek ve yapraklart ayrildi ve
karisim halinde ogiitiiciiyle toz haline getirildi. Toz halindeki bitkisel materyaller daha

sonra Oziitlerin hazirlanmasinda kullanild1.

2.5. Oziitlerin Elde Edilmesi

Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis bitkilerinden bes farkli 6ziit hazirlandi.
Ucucu yag dogrudan bitkiden oziitlenirken diger oziitler farkli polaritede coziiciilerin
kullanildig1 birbirini izleyen oziitleme (hekzan, kloroform, su) veya dogrudan Oziitleme

(metanol-su) islemleri ile elde edilmistir. Izlenen yontemlerin detaylar1 asagida verilmistir.
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1. Ucucu Yag Elde Edilisi (UY):

50 g kuru materyallerden, Clevenger aparatinda 4 saat su distilasyonu yontemi
sonucunda bitkilerin ugucu yaglar1 elde edildi. Ugucu yaglara susuz sodyum siilfat eklendi
ve aktivite ¢caligmalan yapilincaya kadar buzdolabinda, karanlikta ve + 4 °C’de saklandi.

2. Hekzan Oziitii (HO):

Hekzan ve giderek artan polaritedeki coziiciilerle 6ziitleme islemi tamamen otomatik
Sokstherm cihazinda (Gerhardt Soxtherm Manager SX PC) yapilmistir. Materyallerden
S’er g tartilarak, toplam 20 g olmak iizere ekstraksiyon kartuslarina konuldu. Hazirlanan
kartuglar, icinde ¢Oziicii olarak 100 mL hekzan bulunan dort ekstraksiyon beherlerine
yerlestirildi. Hekzan ile oOziitleme (ekstraksiyon) i¢in en uygun degerler bilgisayar
yardimiyla programdan secilerek oOziitleme islemi baglatildi. Hekzan oziitlemesinde
kullanilan optimize edilmis parametreler Tablo 2’ de verilmistir.

3.Kloroform Oziitii(KO):

Hekzan oziitlemesi icin kullanilan materyal once metanol ile 5 saat 25 dk. oziitlendi.
130 mL metanol konulan ve bos agirlig1 olciilen beherlere hekzan oziitlemesinden kalan
materyaller yerlestirildi. Farkli denemeler sonucunda belirlenen optimize degerler
programlanarak otomatik sistemde metanol ile Oziitleme islemi baslatildi. Metanol ile
oziitleme islemi icin programa girilen optimize degerler Tablo 2’de verilmistir. Oziitleme
islemi bittikten sonra beherde kalan metanol ugurulup elde edilen 6ziit miktart hesaplandi.

Elde edilen oziitler daha sonra 1:1 oraninda kloroform ve su karisimi ile sivi-sivi
oziitlemesine tabi tutularak suda coziinen kisim ve kloroformda ¢oziinen kistm olmak
tizere iki farkli faz elde edildi. Kloroform ve su fazi aywrma hunisiyle bos agirliklari
Olciilen beherlere almarak birbirinden ayrildi. Oda sicakliginda kloroform tamamen
ucuruldu ve beherlerin agiliklan oOlciilerek 6ziit verimleri hesaplandi.

4 . Su Oziitii(SO):

Kloroformdan ayrilan su faz1 -80°C’de donduruldu ve daha sonra liyofilizatérde suyu

uzaklastirildi. Beherlerin agirliklar: Slgiilerek 6ziit verimleri hesaplandi.
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Parametreler Hekzan Metanol
T- Sinifland1irmasi 200 °C 200 °C
Oziitleme Sicakliklar1 120 °C 140 °C
Indirme Siireci 1 dk. 30 s. 1 dk. 30 s.
Indirme aralig: 3s 4s.
Sicak Oziitleme 0sa.30dk. | 2sa.30dk.
Buharlagtirma A 9xinterval 8xinterval
Oziitleme Siiresi 0Osa.40dk. | 2sa.30dk.
Buharlasgtirma B 3xinterval Sxinterval
Buharlastirma C 10 dk. 10 dk.
Program Siiresi 1sa.43dk. | 5sa.25dk.

5. Metanol-Su Oziitii (MSO): 20 g materyalin 100 mL metanol-su karistnu (1:1)
icinde 24 saatlik siirekli calkalanmasiyla elde edilen kangsim evapore edildi ve —40 °C’ de
liyofilize edilerek metanol-su 6ziit verimleri hesap edildi.

Oziitler agz1 kapah kaplarda karanlikta +4 °C’ de sakland1 ve taze hazirlanmis
cozeltileri testlerde kullanmild1. Tiim ¢alisma boyunca yiiksek kaliteli ¢oziicii ve kimyasallar

(Merk, Darmstad) kullanilmustir.

2.6. Antioksidan Aktivite Testleri

Bitki oziitleri gibi pek c¢ok kompleks icerigin antioksidan aktivitesinin
belirlenebilmesi i¢in ¢ok sayida yontem bulunmaktadir. Bu ¢esitli yontemlerden sadece bir
tanesini uygulayarak oziitiin veya kompleks karisimin olasi antioksidan aktivitesini
belirlemek miimkiin degildir. Bundan dolayr bu ¢alismada iki ayr1 antioksidan etkinligi
Olcme yontemi kullanilmustir:

1-DPPH (2,2-Difenilpikrilhidrazil) Y 6ntemi

2-B-karoten Renk Ag¢ilimi -Spektrofotometrik Yontem
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2.6.1. DPPH Yontemi

Hazirlanan tiim Oziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan yoOntem
izlenerek yapilmistir (Cuendet vd., 1997; Kirby ve Schmidt 1997, Burits ve Bucar, 2000;
Burits vd., 2001). DPPH yontemi i¢in kloroform, su, hekzan ve metanol-su oziitlerinden
icerigi 30 mg/mL veya iizeri olacak sekilde stoklar hazirlanarak ucucu yaglar ise dogrudan
kullanilmistir.

Bu test yontemi, kararh serbest radikal 2,2-difenilpikrilhidrazil (DPPH")’in elektron
veya hidrojen atomlann veren antioksidan kimyasallarmn varhiginda, bu kimyasallar
tarafindan siipiiriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik mor renginin ag¢ilmasinmn
spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayamr. Yani, materyal ne kadar giiclii
antioksidan Ozellige sahipse metanolik DPPH c¢ozeltisinin rengini o kadar ¢ok acgmasi
beklenir. Bu yontemde test edilecek olan oziitlerin, ¢esitli derisimlerde hazirlanan 50
pL’lik metanol i¢inde hazirlanan ¢ozeltisi %0.004’liikk (w/v) DPPH cozeltisinin 5 mL’si ile
kangtirihr. 30 dakikalik karanlikta inkiibasyon sonrasinda, Orneklerin absorbansi 517
nm’de olciildii. Oziitlerin absorbans degeri bos kontrole (50 upL metanol) karst
degerlendirildi. Her bir 6ziitiin ve bos kontrol testlerinin absorbans degerleri kullanilarak

0ziit % inhibisyon degerleri asagida verildigi sekliyle hesaplandi (Bucar ve Burits, 2000).

% Inhibisyon) = Ason = Asmer y 10

kontrol

Elde edilen % inhibisyon degerleri 0ziit derisimlerine kars1 grafige gecirilerek her bir
oziitin %50 renk acilimini saglayan derisimleri %50 inhibisyon (ICso) degeri olarak
hesaplandi. Pozitif kontrol olarak sentetik bir antioksidan olan butillenmis hidroksi toluen

(BHT) kullanild.

2.6.2. B-Karoten Renk A¢ihm Testi-Spektrofotometrik Yontem

Bu yontem icin elde edilen hekzan, kloroform, su, ve metanol-su oziitlerinden ve
ucucu yaglardan derisim 2 mg/mL olacak sekilde etanolde coziilerek test Ornekleri

hazirlandi.
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Pozitif kontrol olarak ayni derisimde BHT cozeltisi kullanildi. B-Karoten-linoleik
asit karigimi su sekilde hazirlandi: 0,5 mg B-karoten 1mL kloroformda ¢oziildi. 25 pL
Linoleik asit 200 mg Tween 20 ile emisyon haline getirilerek -karoten ¢ozeltisine eklendi.
Kansim iyice calkalandiktan sonra evaporatérde 50 °C’de kuvvetli vakum uygulanarak
kloroform tamamen ucuruldu. Burada dikkat edilmesi gereken nokta kloroformun
tamamen uzaklastirilmis olmasidir. Aksi takdirde berrak bir test c¢ozeltisi elde
edilemeyeceginden absorbsiyon ol¢iimlerinde ciddi hatalara yol acmaktadir. Karistm
tizerine, linoleik asitin oksidasyonunu saglayacak olan Onceden 30 dakika boyunca
oksijenle doyurulmus (akis hiz1 100 mL dak™') distile sudan 100 mL eklendi ve 1 dakika
boyunca hizh bir sekilde karistirildi. Bu islem sonunda berrak, sari renkli -karoten-
linoleik asit test karisim1 elde edildi. Bu karisimdan 2500 pL’lik kistmlar 6rnek tiiplerine
alindi. Her bir 6ziit ve kontrol i¢in ii¢ tekrarh seriler hazirlandi. 350 pL’lik test ¢ozeltileri
ilgili serilere ilave edildi. Aym miktar etanol bos kontrol ve BHT c¢ozeltisi ise pozitif
kontrol olarak kullamldi. Daha sonra, tiipler agizlari kapatilarak oda sicakliginda,
karanhkta 24 saat bekletildi ve ¢ozeltilerin 490 nm’ de absorbanslan ol¢iildii. Yine BHT’
nin ve Oziitlerin absorbans degerleri (iic tekrarin ortalamasi) karsilastirilarak bagil

antioksidan aktivite (BAA) degerleri asagidaki esitliklerden hesaplandi.

% BAA = %xloo

BHT

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

Ucucu yag oziitlerinde aktivite belirlenmesi nedeniyle bilesenlerinin belirlenmesi
amaciyla GC/MS analizleri yapildi. Ugucu yaglarm analizi, bir FID detektor ve bir Rtx-
SMS kapiller kolon ile donanimli (30 m x 0.25 mm, film kalinhig 0.25 pm) Hewlett
Packard 5890 II GC kullanild1. Hewlett Packard 5890 II GC’ye bir HP 5972 Kiitle se¢ici
detektorii eklendi. GC/MS saptamast i¢in 70 eV iyonizasyon enerjili bir elektron
iyonizasyonu sistemi ilave edildi. Enjektor ve detektor sicakliklari sirastyla 220 ve 290°C’
ye ayarlandi. Kolon sicakligi kademeli olarak 50°C den 240°C’ ye 3°C/dk’ hk bir hizla
artirildi. Tas1y1c1 gaz olarak helyum kullanildi. Helyumun akis oran1 1 mL/dk’ya ayarland.
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Aseton ile 1/100 oraninda seyreltilen orneklerden 1.0 pL enjekte edildi. Kovats
Endekslerinin saptanmasinda (KI) n-alkanlar referans noktalar1 olarak kullanild.
Bilesenlerin belirlenmesi alikonma siireleri (tg), ilgili Kovats indeksi (KI), GC/MS
sisteminin NIST 98, Wiley 275 kiitiiphanesi ve literatiir verileri (Robert P. Adams, 2007)
ile kiitle spektrumlan karsilastirilmasma dayandirildi. Bilesiklerin bagil yiizdeleri pik

alanlarmin integrasyonundan elde edildi.

2.8. Fenolik Bilesen Analiz

Fenolik bilesen analizinde bes farkli yontem izlenmistir. Bu yontemlerden bazilari
birbirini tamamlar niteliktedir. Ornegin Folin—Ciocalteu reaktifinin kullanildig
spektrofotometrik yontem oOziitlerinin toplam fenol icerigini belirlerken diger yontemler

spesifik fenolik bilesikleri belirlemektedir.

2.8.1. Toplam Fenol Icerigi

Folin—Ciocalteu yontemi tungsten ve molibden elementlerinin bir karistmi olan
reaktifin kimyasal olarak indirgenmesini temel alan spektrofotometrik bir yontemdir.
Singleton bu yoOntemi sarap analizine adapte ederek iki temel derleme yayinlamistir
(Singleton ve Rossi., 1965). Metal oksitin indirgenmesi sonucu 765 nm’de absorbsiyon
gosteren mavi bir renk olusur. Bu rengin siddeti fenollerin derisimiyle dogru orantilidir.
Renk olusumu yavas olup Ornegin hafif isitilmasiyla hizlandirilabilir. Fakat cok fazla
1sitma yapilirsa renk kaybina da neden olur (Monica Guisti, M. ve Wrolstad, R.E, 2001).

Artan derisimlerde gallik asit standartlart kullanilarak kalibrasyon grafig elde edildi.
Bu amacla 10 mg gallik asit 1 mL metanolde ¢oziildii. Bu ¢ozeltiden 1-40 pL’lik kisimlar
alinarak metanol ile 1 mL’ye seyreltildi. Seyreltilmis her bir ¢cozeltiden 50 uL’lik kisimlar
tiiplere alinarak iizerine 750 uL Folin—Ciocalteu’s reaktifi/su (1:14) karnsimi ve % 20’lik
Na,COs’dan 200 pL eklendikten sonra karanlikta 30 dk. bekletildi ve olusan yesil renkli
kompleksin 760 nm’deki absorbsiyonu Olciildii. Gallik asit derisimine karsi Olciilen
absorbsiyon degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Kloroform, su, metanol-su 6ziitlerinin stok ¢ozeltilerinden (5 mg/mL) 50 uL numune

alinip, 750 pL Folin—Ciocalteu’s reaktifi/su (1:14) karisimi ve % 20’lik Na,CO5’dan 200
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uL eklendikten sonra karanlikta 30 dk. bekletildi. Kontrol olarak 50 puL metanol alinip
numuneye uygulanan islemler yapildi Kor olarak metanol kullanilarak orneklerin
absorbanst 760 nm’de 6l¢iildii ve her bir deney ii¢ kez tekrarland1. Oziitlerin toplam fenolik
bilesik miktarlar1 gallik asit kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler kullanilarak

hesaplandi (Singleton ve Rossi, 1965).

2.8.2. Flavonoid Miktarmin Belirlenmesi

Artan derisimlerde kuarsetin standartlar1 kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi.
Bu amagla 0,05 mg kuarsetin 1 mL metanolde ¢o6ziildii. Bu cozeltiden 20-800 pL’lik
kismmlar almarak metanol ile 1 mL’ye seyreltildi. Seyreltilmis her bir ¢ozeltiden 0,5 pL’lik
kisimlar tiiplere alinarak iizerine 1,5 pL. AlC136H,0 eklendikten sonra karanhkta 10 dk.
bekletildi ve 430 nm’deki absorbsiyonu oOlciildii. Kuarsetin asit derigimine karst Olciilen
absorbsiyon degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon grafigi ¢izildi.

Kloroform, su, metanol-su 6ziitlerinin stok ¢ozeltilerinden (4 mg/mL) 0,5 mL 6rnek
alinip, % 2’lik AICL36H,O’tin metanoldeki cozeltisinden 1,5 mL eklendikten sonra
karanhkta 10 dk bekletildi. Kontrol olarak 0,5 mL metanol alinijp numuneye uygulanan
islemler yapildi. Inkiibasyon siiresi sonunda 430 nm’ de absorbanslar1 okundu ve kor
olarak % 2’lik AICL36H,O’iin metanol c¢ozeltisi kullanildi. Kontrol olarak 0,5 pLL metanol
alinip numuneye uygulanan islemler yapildi, 6rneklerin absorbanst 430 nm’ de 6l¢iildi ve
her bir deney ii¢ kez tekrarland1. Oziitlerin flavonoid miktarlari, kuarsetinin kalibrasyon

grafiginden elde edilen veriler kullanilarak hesaplandi (Lamaison ve Carnat, 1991).

2.8.3. Proantosiyanidin Miktarmin Belirlenmesi

Kloroform, su, metanol-su 6ziitlerinin stok ¢ozeltilerinden (4 mg/mL) 0,5 mL 6rnek
alinip, 0,5 mL metanol, 6 mL n-BuOH/ HCI (95:5 v/v) ve 0.1 mL 2 M HCI de hazirlanmis
% 2’lik NH4Fe(SO4),.12H,0 ¢ozeltisi eklendi. Isitilmadan once ve 95 ° C’de 40 dk.
isitildiktan sonra 550 nm de Oziitlerin absorbans degerleri okudu. Her bir deney 3 kez
tekrar edildi. Oziitlerdeki yiizde proantosiyanidin miktar1 asagidaki formiile gore

hesaplandi (Porter vd., 1986).
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Proantosiyanidin miktar = (Assonm 6rnek-Assy kontrol/e.L).MW.DF.1000

Asso 0rnek = 550 nm’de drnek absorbansi

Asso kontrol = 550 nm’de kontrol absorbansi

& = Syanidinin molar absorbans katsayist (17,360 L''M'cm™)
L = Kiivet genisligi (1 cm)

MW = Syanidinin molekiiler agirlig1 (287 g/mol)

DF = Seyreltme faktorii (g/L)

1000 gram dan miligrama doniigsme faktorii

2.8.4. Antosiyanin Miktarmin Belirlenmesi

Toplam antosiyanin miktarinin belirlenmesinde Giusti ve Wrolstad (2001) tarafindan
tantmlanmis olan pH farklihgr yontemi kullanilmistir. Bu metod farkli pH’larda
antosiyanin pigmentlerinin geri doniisiimlerin yapisal doniistimleri iizerine kurulmus bir
metod olup toplam antosiyanin dl¢timlerinin hizli ve dogru bir sekilde yapilmasima olanak
saglamaktadir. Yontem polimerize olarak parcalanmis pigmentlerin ve diger girisimci
bilesiklerin varliginda dahi iyi sonu¢lar vermektedir. Farkli pH’lardaki antosiyaninlerin

yapisal degisimleri Sekil 1’de gosterilmistir (Monica Guisti, M. ve Wrolstad, R.E, 2001).

R
i[DH
HO DOH
=T
OR
OR

Flaviylum katyonu (oksonyum formu) Karbinolyalanci baz (yar1 ketal formu)
Turuncudan mora pH=1 renksiz pH=4,5

Sekil 1. Farkl pH’lardaki antosiyaninlerin yapisal degisimleri

Kloroform, su, metanol-su 6ziitlerinin stok c¢ozeltilerinden (6 mg/mL) 40 uL 6rnek
alinip tizerine pH 1 (25 mL %1.49 KCI1 + 67 mL % 1,7 HCI) ve pH 4.5 (% 1.64 AcONa)

tampon cozeltilerinin 960 puL‘si eklenir. Kor olarak su alinip 700 ve 510’nm de oziitlerin
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absorbans degerleri okunur. Her bir deney 3 defa tekrar edildi. Oziitlerdeki toplam

antosiyanidin miktan asagidaki formiile gore hesaplandi (Giusti ve Wrolstad, 2001).

AA = (Asionm — A7oonm) pH 1.0 — (Asionm - A7oonm) pH 4.5

TACY = (AA x MWx DF x 1000)/) x 0.1

TACY = Toplam antosiyanin miktart (yiizde mg siyanidin 3-glikozid olarak ifade
edilir

MW = Siyanidin 3-glikozidin molekiiler agirligi (449.2 g/L).

DF = Seyreltme faktorii

1000= gram dan miligrama doniisme faktorii

¢ = Siyanidin 3-glikozidin molar absorbans katsayis1 (26,900 M 'em™).

0.1doniisme faktorii

2.8.5. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

HPLC ile fenolik bilesenlerin belirlenmesinde daha 6nce hazirlanan 6ziitler yerine
literatiirde Onerilen yontemle yeni Oziitler hazirlanmistir. Achillea biserrata ve Hyssopus
officinalis kuru orneklerinden 0,5 g aliarak 3 saat boyunca metanolle ultrasonik banyoda
oziitleme yapild1 ve 40°C’de rotary evaporatorde metanol uguruldu. Kalint1 5 mL destile
suda coziilerek etil asetat ve dietileter ile kistmlandirildi ve organik fazlar birlestirilerek
coziiciiler uguruldu. Kalmnti uygun miktarda metanolde c¢oziilerek HPLC analizlerine
gecildi. HPLC analizleri iki dalga boyunda ayni anda cevap alinabilen UV dedektor ile
donanimli Shimadzu LC-UV sisteminde yapildi. Tiim analizler icin bir ters faz C18 kolon
(150 mm x 4.6 mm i¢ ¢ap, 5 um tanecik boyutu; Agilent) kullanild1. Hareketli faz olarak
iki ayr1 c¢ozeltinin karisimi uygulandi; asetik asitin sudaki % 2’lik cozeltisi (A) ve 80:20

asetonitril/su ¢ozeltisi (B). Enjeksiyon hacmi 50 uL. ve kolon sicaklig1 kolon firminda 30

°C’ye ayarlandi. Akis hiz1 1 mL/dk, dedektor 280 ve 315nm olmak {iizere iki farkli dalga
boyunda cahstirildi. Gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksi benzoik asit, katesin,
klorojenik asit, vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferrulik
asit, benzoik asit, rutin, o-kumarik asit, 2,4-cis, trans-absisik ve trans-sinnamik asit ve
kuersetin standart olarak kullanildi. Bilesenlerin nicel degerlendirmesinde her bir bilesenin
bilinen derisimlerinde hazirlanan standart karisimi kullanildi. Aym sartlarda kosturulan
ornek ve standartlarin pik alanlarmin integrasyonuyla miktar analizi yapildi. Nicel

hesaplamalarda propil paraben HPLC’ de i¢ standart olarak kullanildi.



3. BULGULAR

3.1. Oziitler ve Verimleri

Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in Bolim 2.3’de belirtilen sekilde

hazirlanan hekzan, kloroform, su, metanol-su, ucucu yag oziitleri ve verimleri Tablo 3’de

sunulmustur.

Tablo 3. Achillea biserrata, Hyssopus officinalis dziitleri ve verimleri.

Metanol
Hekzan Metanol-su | Ucucu Yag

(% g¢/g) Kloroform faz1 | Su fazi (% glg) (% glg)
(% g/g) (% g/g)

Achillea biserrata 3,01 2,90 12,16 4,55 0,4
Hyssopus officinalis 2,42 4,14 18,33 5,26 1,3

Oziit verimlerindeki degiskenlikler polar ve apolar coziiciiler yoniinden genel bir

egilim sergilemekle beraber ¢cogunlukla bitkinin karakterine baglidir.

3.2. Antioksidan Aktivite Testleri ve Bulgular:

3.2.1. DPPH Yontem Bulgular

Materyal ve yontem boliimiinde ayrintilariyla anlatilan yontem izlenerek; kararli
DPPH radikalinin Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis bitkilerinden elde edilen
hekzan, kloroform, su, metanol-su oziitlerinin ve ucucu yaglarmin varligindaki davranigi
incelendi. Stoklan hazirlanan Orneklerin ardisik seyreltme yoluyla elde edilen farkh
derisimlerinin %0,004’liik DPPH c¢ozeltisinde renk agma kapasiteleri % inhibisyon olarak
belirlendi.

Diisiik derisimlerden yiiksek derisimlere kadar bir seri stok ¢ozeltiyle ¢alisilmasina
ragmen Achillea biserrata tiriniin hekzan Oziitlerinde ve ugucu yaglarinda aktivite

gozlenmedi. Bu nedenle bu tiirlerin serbest radikal temizleme o6zelliginin Olciisii olan
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DPPH testi verileri dahil edilmemistir. Achillea biserrata’nin aktivite gosteren, kloroform,
su, metanol-su Oziitleri derisimlerine karsi % inhibisyon degerleri Sekil 2, 3 ve 4’de

verilmistir.

Achillea biserrata
100 -

o © O
1 1 L

% Inhibisyon

12
o
1

o

0 0,05 0.1 0.15 0,2
Derigsim(mg/mL)

Sekil 2. DPPH yonteminde Achillea biserrata’nin kloroform oziitii derisimine
kars1 % inhibisyon degerleri

Achillea biserrata

100 ~

S0 -
5§ 60
2 40 -
E 20 -
QQ

0 T T T T 1
0 0.01 0,02 0.03 0,04 0.05
Derisim (mg/mL)

Sekil 3. DPPH yonteminde Achillea biserrata’nin su 6ziitii derisimine karst %
inhibisyon degerleri
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Achillea biserrata

100 -
30
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%, Iinhibisyon
=
L
1

0 I I ] ] 1
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0.1
Derisim (mg/mL)

Sekil 4. DPPH yonteminde Achillea biserrata nin metanol- su 6ziitii derisimine
kars1 %1 nhibisyon degerleri

Benzer sekilde ardisik seyreltme yontemiyle test edildi. Hysopus officinalis’ in

aktivite gosteren, kloroform, su, metanol-su her bir oziitiin derisimlerine karsi elde edilen

% inhibisyon degerleri Sekil 5, 6 ve 7° de verilmistir.

Hyssopus officinalis
100 -
80 4
)
";« 60 4
Z
= 40 -
'-: 20
U T T T 1
0 0.1 0.2 0.3 04
Derisim (mg/mmL)

Sekil 5. DPPH yonteminde Hyssopus officinalis’in kloroform 0ziitii derisimine
kars1 % inhibisyon degerleri
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Hyssopus officinalis
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Sekil 6. DPPH yonteminde Hyssopus officinalis’in su 0ziitii derisimine karst %
inhibisyon degerleri
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Sekil 7. DPPH yonteminde Hyssopus officinalis’in metanol- su 0ziitii derisimine
karst % inhibisyon degerleri

Tiim oziitlerin radikal temizleme etkinliginin (DPPH serbest radikaline hidrojen veya
elektron verme kapasitesi) bir Ol¢iitli olarak derisimlere karst % inhibisyon grafikleri
cizildi. Bu grafiklerden yararlanilarak eger aktivite saptanmigsa % 50 inhibisyon saglayan
derisimler mg/mL veya pg/mL olarak bulundu. Ayni calisma sartlarinda pozitif kontrol
BHT i¢in de derisim degerleri bulundu. Her bir tiiriin farkli ¢coziiciilerle elde edilen 6ziitleri

icin elde edilen bulgular karsilastirmal1 olarak Sekil 8 ve Sekil 9’da sunulmustur.
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Sekil 8. DPPH yonteminde Achillea biserrata’ min oziitleri ve BHT’ nin 1Cs
derisimleri

Achillea biserrata’in, DPPH testinde hekzan herhangi bir aktivite ve ucucu yag
oziitinde ise c¢ok zayif bir aktivite gozlenmediginden grafige dahil edilmemistir.
Oziitlerden en yiiksek aktiviteye sahip olanlar en diisiik derisim saglayan oziitlerdir.
Achillea biserrata 6ziitlerinde derisimi en diisiik olan su oziitiinde en yiiksek aktivite,

derigimi en yiiksek olan kloroform Oziitiinde ise en diisiik aktivite gozlenmistir.

300 -
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-
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2‘.
=
2 100 -
z
=
50
V]
Klorofom su Metanol-su BHT

Sekil 9. DPPH yonteminde Hyssopus officinalis’in oziitleri ve BHT’ nin ICsg
derisimleri
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Benzer sekilde Hyssopus officinalis’in, DPPH testinde hekzan ve diisiik derisimdeki
ucucu yag oziitlerinde ise herhangi bir aktivite gozlenmediginden grafige dahil
edilmemistir. Bu tiirde de ICso derisimi en diisiik olan su Oziitiinde en yiiksek aktivite,
derigimi en yiiksek olan kloroform 6ziitiinde ise en diisiik aktivite gozlenmistir.

Giiclu bir serbest radikal temizleme 6zelligi gostermemesine ragmen dogrudan ucucu
yagin kullanildig bir seri calisma yapilmistir. Ugucu yag hacmine karsi gozlenen %
inhibisyon degerleri ve c¢ahsma sartlarindaki ugucu yag derisimleri Tablo 4’de
sunulmugtur. Genel olarak yiiksek hacimlerde (veya yiiksek derisimlerde) ucucu yag ile

elde edilen IC50 degerleri antioksidan aktiviteleri cok zayif aktivite olarak degerlendirilir.

Tablo 4. Hyssopus officinalis’in artan ugucu yag hacimleri i¢cin %
inhibisyon degerleri ve bu hacimlere karsilik gelen derisimler

Miktar(yL) Derisim(mg/mL) %1
50 9,4 32,96
60 11,2 36,08
70 13,1 38,69
80 14,9 41,70
90 16,7 45,22
100 18,6 50.00

3.2.2. Karoten Renk A¢ilim Testi-Spektrofotometrik Yontem ve Bulgular:

Antioksidan aktivitesinde uygulanan diger bir test yontemi de B-karoten renk acilimi-
spektrofotometrik yontemidir. Etanolde ¢oziilerek hazirlanan pozitif kontrol BHT, oziitler
ve kontrol test orneklerinin varhginda B-karoten-linoleik asit sisteminde p-karoten’nin
karakteristik sar1 renginin belli bir periyotta korunumu esas alindi. 24 Saatlik inkiibasyon
stireci sonucunda absorbans degerleri BHT” nin absorbansina kargsi degerlendirildi, % BAA
degerleri hesaplandi. B-Karoten renginin korunmasi pozitif aktivite degeri olarak
degerlendirilmistir. Linoleik asitin ortamdaki ¢dziinmiis oksijen tarafindan oksidasyonunun
engellenmesini Olcen bu yontemde 2 g/L derisimli BHT’ nin oksidasyonu % 100
engelledigi ve oziitlerin bu derisimde engelleme oranlar1 karsilastirilmaktadir. A. biserrata

oziitlerinden elde edilen % BAA degerleri sekil 10’ da ve H .officinalis 6ziitlerinden elde



edilen degerler ise Sekil 11’ de verilmistir. Her iki grafikte kontrol olarak verilen degerler

oziit icermeyen sadece oksidasyon sistemini ve ¢oziiciiyil icermektedir.

Achillea biserrata

UgucuYag .
Methanol-Su ‘—
Su

Kloroform —

tHekzan  I——

BHT —
Kontrol G
0 20 40 60 80 100 120
% BAA

Sekil 10. Achillea biserrata oziitleri ve BHT  nin % BAA degerleri

Achillea biserrata Oziitlerinin % BAA degerleri apolar coziiciilerle hazirlanan
oziitlerin % BAA degerleri kloroform i¢in % 208,73, hekzan i¢in % 67,42 olarak

gbzlenmistir.

Hyssopus officinalis

Ucucu Yag

Methanol-Su

Su
Kloroform
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BHT
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Sekil 11. Hyssopus officinalis’in 6ziitleri ve BHT nin %BAA degerleri

Hyssopus officinalis Oziitlerinde de benzer aktiviteler gozlenmistir. Kloroform

oziitiinde % 165,08 ve hekzan 6ziitiinde % 77,40 inhibisyon elde edilmistir.
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3.3. Ucucu Yaglarin Gaz Kromatografisi/Kiitle Spektrometresi (GC/MS) Analiz
Bulgulan

Tez kapsaminda calistlan Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis ugucu yaglan
toprak iistii kistmlarindan, Boliim 2’ de verilen yontemle elde edildi. Bu iki bitkiye ait
ucucu yaglarin verimleri swrastyla % 0,4 ve % 1,3 olarak hesaplandi (Bkz. Boliim 3, Tablo
3). Her iki yontemde de aktivite gosteren tiim Oziitlerin kalitatif ve kantitatif bilesen
analizlerini yapmak miimkiin olmamakla birlikte ugucu yag oOziitlerinde ayrmtili yapi
analizi yapilabilmistir. Ucucu yag bilesenlerinin belirlenmesi amaciyla Bolim 2’ de
ayrintilariyla tanimlanan GC/MS analizleri yapildi. Uygulanan yontem sonucunda elde

edilen ugucu yaglann kimyasal icerikleri Tablo 5 ve Tablo 6’ da verilmistir.
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Tablo 5. Achillea biserrata’ nin ugucu yag bilesenleri

Pik No K.I* Bilesen %
1. 924 B -Tujen 0,2
2. 932 B -Pinen 1,3
3. 946 Kamfen 4,8
4. 969 Sabinen 0,5
5. 974 B -Pinen 1,2
6. 1014 B -Terpinen 0,3
7. 1020 p-Simen 0,7
8. 1024 Limonen 0,3
9. 1026 Okaliptol 12,8
10. 1054 B -Terpinen 1,1
11. 1065 cis-Sabinen hidrat 0,3
12. 1086 Terpinolen 0,2
13. 1095 Linalool 0,4
14. 1118 cis-Ment- 2 en-1-ol 0,1
15. 1124 Krisantanon 0,1
16. 1136 trans-Ment-2-en-1-ol 0,3
17. 1141 Kamfor 19,4
18. 1165 Borneol 17,1
19. 1174 Terpinen-4-ol 3,7
20. 1186 B -Terpinol 1,8
21. 1194 Mirtenol 0,2
22. 1207 trans-Piperitol iz¢
23. 1215 trans-Karveol iz
24. 1226 cis-Karveol 0,3
25. 1241 Karvakrol metil eter 0,2
26. 1287 Bornil asetat 79
27. 1298 Karvakrol 0,1
28. 1356 Ojenol 0,3
29. 1359 Neril asetat 0,3
30. 1374 B -Kopaen 0,3
31. 1417 B -Karyofillen 0,2
32. 1454 (E)- B-Farnesen 7,6
33. 1462 Kabreuva oksit B, 0,3

1464 B -Akoradien

34, 1484 D-Germakren 1,9
35. 1500 Bisiklogermakren 0,1
36. 1505 B -Bisabolen 0,3
37. 1521 B -seskifellandren 3,0
38. 1544 B -Kalakoren 0,3
39. 1561 (E)-Nerolidol 0,7
40. 1570 Dendrolasin 0,5
41. 1577 Spathulenol 0,6
42. 1582 Karyofillen oksit 0,2
43, 1594 Salvial-4(14)-en-1-one 0,2
44. 1685 B -Bisabolol 0,7
45. 1712 Kurkunem-15-al 0,1

Toplam 92,9

i I_(.I.: Kovats Indeks, referans almarak ve DB-5 non-polar kolon kullamlarak elde edildi.
¢z miktarda: %0.07 den diisiik degerler.
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Achillea biserrata ugucu yag orneginin GC-MS analizleri sonucunda toplam 45 pik
saptandi. Bu piklerin ugucu yagm % 92.9’ unu olusturmaktadir (Tablo 3.3). Ucucu yagn
ana bilesenlerinin sirasiyla kamfor (% 19.4), borneol (% 17.1), bornil asetat (% 7.9), (E)- B-
farnasen (% 7.6), oOkaliptol (% 12.8), kamfen (% 4.8), terpinen-4-ol (% 3.7), B-
seskifellandren (% 3), D-germakren (% 1,9), B-terpinol (% 1,8), B-pinen (% 1,3), B-pinen (%
1,2) ve B-terpinen (% 1,1) oldugu sonucuna varildi. Ana bilesenlerin % oranlar1 Sekil

12°de grafik halinde sunulmustur.

Aclillea biserrara

B Kamtor

m Okaliptol

= Kamten

H Borneol

E Terpinen-+-ol

= Bormil asetat

%o Bilesen

B (E)-[-fernasen

| [-Pmen

® g-Terpineol

B D-Germalkren

Sekil 12. Achillea biserrata ugucu yaginin ana bilesenlerinin % miktarlar

Hyssopus officinalis ugucu yag iceriginin GC-MS analizleri sonucunda toplam 32 pik
saptandi. Bu pikler ucucu yagin % 94,3’tinii olusturmaktadir. Ucucu yagin ana
bilesenlerinin sirasiyla cis-pinokamfon (%28,1), pinokarvon (%?20,3) ve B-pinen (%15,1),
okaliptol (%8.,5), PB-mirsen (%7,3), mirtenol (%1,5), bisiklogermakren (%1,2) yagi

olusturan ana bilesenleri oldugu sonucuna varildi ve Sekil 12 ’de grafik halinde sunuldu.



Tablo 6. Hyssopus officinalis ’in ugucu yag bilesenleri
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Pik No K.IL* Bilesen %
1. 924 B -Tujen 0,1
2. 932 B -Pinen 0,8
3. 946 | Kamfen iz
4. 969 Sabinen 0,6
5. 974 B -Pinen 15,1
6. 988 B -Miyirsen 7,3
7. 1008 B -3-karen 0,1
8. 1020 p-Simen 0,2
9. 1026 Okaliptol 8,5
10. 1032 (Z)- B -Osimen 5,3
11. 1044 (E)- B-Osimen 0,3
12. 1054 B -Terpinen 0,3
13. 1065 cis-Sabinee hidrat 0,1
14. 1086 Terpinolen Iz
15. 1095 Linalool 0,1
16. 1112 trans-Tujon 0,2
17. 1135 Pinokarveol 0,3
18. 1158 trans-Pinakamfon 0,6
19. 1160 Pinokarvon 20,3
20. 1172 cis-Pinokamfon 28,1
21. 1186 B -Terpineol 0,5
22. 1194 Mirtenol 1,5
23. 1241 Karvakrol metil eter 0,1
24, 1289 Timol 0,6
25. 1298 Karvakrol 0,1
26. 1335 B -Elemen 0,1
27. 1417 B -Karyofillen 0,7
28. 1452 B - Karyofillen 0,1
29. 1484 D-Germakren 0,1
30. 1500 Bisiklogermakren 1,2
31. 1577 Spatulenol 0,9
32. 1582 Karyofillen oksit 0.1

Toplam 94,3

" K.I: Kovats Indeks, referans alinarak ve DB-5 non-polar kolon kullanilarak elde edildi.

miktarda: %0.07 den diisiik degerler.

“lz
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Sekil 13. Hyssopus officinalis ugucu yagmnin ana bilesenlerinin % miktarlar

3.4. Fenolik Bilesen Analiz Bulgular

3.4.1. Toplam Fenol Miktar

Bolim 2’nin 2.6.1. kisminda belirtilen yontem izlenerek tim oziitlerde toplam
fenolik icerigi Folin Ciocalteu yontemine gore belirlendi. Bu yontemde fenolik bilesikler
gallik asit esdegeri olarak hesaplanmaktadir. Bu amacla 0- 0,6 mg/mL derisim araliginda
gallik asit standartlartyla bir kalibrasyon grafigi olusturuldu. Her calisma Oncesinde
standart kalibrasyon grafigi hazirlanmistir (Sekil 3.19). Elde edilen verilerin regresyonu ile
dogru denklemi (y= 1,4209x + 0,0198) ve regresyon katsayist (R*= 0,955) heseplanmistur.
Sekil 14°deki grafikten yararlanilarak hesaplamalar yapildi. Elde edilen veriler Sekil 15 ve
Sekil 16’da sunuldu.



41

08
0.7 1
0.6 1

03 - y=1420x+0,019
R*=0,955

Absorbans

0 T T T T T 1
0 0.1 0,2 0.3 04 0,5 0.6

Gallik asit Derigim mg/mL

Sekil 14. Gallik asit derisim absorbans grafigi

Toz halindeki bitkisel materyallerin, kloroform, su ve metanol-su oziitlerinin stok
cozeltileri (Smg/mL) metanol de ¢oziilerek test ¢ozeltileri hazirlandi. Spektrofotometrik bir
yontem olan Folin—Ciocalteu yontemiyle toplam fenol miktarini belirlemek icin artan
derisimlerde gallik asit standartlar1 kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi. Oziitlerin
760 nm Olciilen absorbsiyon verileri kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde
kullanilarak oziitlerin % toplam fenolik icerikleri hesaplandi. A4.biserrata i¢in elde edilen

veriler Sekil 15°de, H.officinalis i¢in elde edilen veriler ise Sekil 16’da verilmistir.

Achillea biserrata

% Toplam Fenol
-

Kloroform Metanol-Su Su

Sekil 15. Achillea biserrata 6ziitlerinin % toplam fenol miktarlar
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Achillea biserrata’ nin su oziitiinde toplam fenol miktar1 % 3,39 iken kloroform

oziitiinde % 2,78 olarak bulunmustur.

Hyssopus officinalis

%o Toplam Fenol
(2%
wl
1

Kloroform Metanol-Su Su

Sekil 16. Hyssopus officinalis oziitlerinin % toplam fenol miktarlan

Hyssopus officinalis 'in su 0ziitiinde toplam fenol miktar1 % 4,70 iken kloroform

oziitiinde % 4,19 olarak bulunmustur.

3.4.2. Flavonoid Miktari

Antioksidan aktivite testlerinde aktif bulunan 6ziitlerde toplam flavonoid miktarlari
belirlenmistir. Yapilan ¢aligmalar boliimii, 2.6.2 kisminda belirtilen yonteme gore once O-
0,025 mg/mL derisim araliginda hazirlanan kuarsetin standart ¢ozeltileri kullanilarak
kalibrasyon grafigi hazirlandi. Sekil’deki verilerden elde edilen kalibrasyon grafiginin

dogru denklemi (y=18,931x + 0,029) ve regresyon katsayisi (R2:O,9389)
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Sekil 17. Kuarsetin derisim absorbans grafigi

Antioksidan testlerinde aktivite gosteren bitkisel materyallerin, kloroform, su ve
metanol-su Oziitleri stok cozeltileri (4mg/mL) hazirland1 ve ayn1 yontemle test edildi. Artan
derisimlerde kuarsetin standartlart kullanilarak kalibrasyon grafigi elde edildi. Her bir
oziitden 250 pL’lik kisimlar tiiplere alinarak iizerine 750 uL. AIC136H,0 eklendikten sonra
karanhkta 10 dk. bekletildi ve 430 nm’ deki absorbsiyonlar1 ol¢iildii. Oziitler icin elde
edilen absorbsiyon verileri kalibrasyon grafiginden elde edilen denklemde kullanilarak
oziitlerin flavonoid miktar1 ve % flavonoid degerleri hesaplandi. Achillea biserrata ve

Hyssopus officinalis icin elde edilen veriler Sekil 18 ve Sekil 19’ da verilmistir.

Achillea biserrata

1,2

08 -

0.6 -

0,4 -

%6 Flavonid mikrari

Kloroform Metanol-Su Su

Sekil 18. Achillea biserrata oziitlerinin % flavonoid miktarlar1
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Achillea biserrata dziitlerinde flavonoid degerleri % 0,93-1,12 aralifinda degismekte

olup en yiiksek flavonoid icerigi su 6ziitiinde bulunmustur.

Hyssopus offinalis

1,2 +

0,8 -

0.6 -

04 -

% Flavonoid miktan

0,2

Kloroform Metanol-Su Su

Sekil 19. Hyssopus officinalis 6ziitlerinin % flavonoid miktarlari

Calisilan oziitlerde flavonoid degerleri % 1,15-1,30 araliginda degismektedir.

Metanol-su 6ziitiiniin icerigi daha yiiksek bulunmustur.

3.4.3. Proantosiyanidin Miktari

Bolim 2, kisim 2.6.3° de detaylar1 verilen ve bu yontem icin tanimlanan denklem
kullanilarak proantosiyanidin miktarlart mg/L olarak belirlenmistir. Achillea biserrata’nin
kloroform, metanol-su, su oziitleri icin elde edilen veriler Sekil 20’de, Hyssopus officinalis

oOziitleri icin elde edilen veriler Sekil 21°de goriilmektedir.
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Achillea biserrata
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Proantosivanin miktar: ing L)

Kloroform Metanol-Su Su

Sekil 20. Achillea biserrata 6ziitlerinin proantosiyanidin miktarlar

Proantosiyanidin igerigi en yiiksek olan kloroform oziitii (7125 mg/L) iken bunu

metanol-su oziitii (2733,33 mg/L ) ve su oziitii (5808,33 mg/L) icermektedir.

Hyssopus officinalis
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Sekil 21. Hyssopus officinalis Oziitlerinin proantosiyanidin miktarlar

Hyssopus officinalis kloroform 0ziitiinde proantosiyanidin olduk¢a yliksek olmasina

karsin (10250 mg/L) diger oziitlerde oldukca diisiik bulunmustur.
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3.4.4. Antosiyanin Miktar1

Antioksidan Ozelliklerle dogrudan baglantil1 bilesenlerden olan antosiyaninlerin
belirlenmesinde Boliim 2’de  belirtilen yontem ve hesaplamalar kullamImistir.
Proantosiyanin analizinde oldugu gibi calisilan 6ziitler icin ilgili hesaplama esitliginden
antosiyanin miktart mg/L olarak hesaplanmistir.

Achillea biserrata igin elde edilen verilerde (Sekil 22) kloroform 6ziitiinde 879,33
mg/L antosiyanin mevcutken metanol-su oziitiinde bu deger 310 mg/L diismektedir. Su
oziitlinde ise antosiyanin belirlenmemistir.

Sekil 23’de Hyssopus officinalis ic¢in elde edilen veriler incelendiginde yine
kloroform 6ziitiiniin en yiiksek antosiyanin igerigine sahip oldugu (1087,06 mg/L)
goriilmektedir. Su fazminda azimsanmayacak oranda (621,20 mg/L) antosiyanin

bulunmasina ragmen metanol-su oziitiinde hic belirlenememistir.

Achillea biserrata

1200 -

L1000

00 4

600 A

400 -

Antosivanin miktar: (mg L)

200

Klorotornm Metanol-Su Su

Sekil 22. Achillea biserrata 6ziitlerinin antosiyanin miktarlart
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Hyssopus officinalis
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Sekil 23. Hyssopus officinalis 6ziitlerinin antosiyanin miktarlar

3.4.5. HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analiz Bulgularn

Bazi1 fenolik bilesikleri 280 nm’de calistirilan dedektorle belirlemek miimkiin
olmadiginda dedektor hem 280 hem de 315 nm’de calistirlarak kromotogramlar elde
edilmistir. Mevcut fenolik tiirlerin standartlar1 ve standart ¢ozeltinin, asetik asitin sudaki %
2’lik c¢ozeltisi (A) ve 80:20 asetonitril/su ¢ozeltisi (B) ¢ozeltilerinin karisinm hareketli faz
ve kolondaki kromotogramlan her iki dalga boyunda da almarak calisilan tiirlerdeki
bilesenlerin nicel ve nitel analizleri yapilmistir. Standart ¢ozelti i¢indeki fenolik bilesenler
ve derisimleri Tablo 7’ de verilmistir. 280 ve 315 nm’de Ol¢iilen standart karisiminin

HPLC kromotogramu Sekil 24 ve Sekil 25’ de goriilmektedir.

mVolts

Detektor A - 1 (280nm)

0.30 1

0.20 1

0.101

0,00 = — > - — ‘ —
25 75 17.5 175 .5 32,5 375

Sekil 24. HPLC 280 nm’ deki fenolik standart pikleri
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mVolts
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Sekil 25. HPLC 315 nm’ deki fenolik standart pikleri

Gallik asit, protokatekuik asit, p-hidroksi benzoik asit, katesin, klorojenik asit,
vanillik asit, kafeik asit, siringik asit, epikatesin, p-kumarik asit, ferrulik asit, benzoik asit,
rutin, o-kumarik asit, 2,4-cis,trans-absisik ve trans-sinnamik asit ve kuersetin standart
olarak ve i¢ standart olarak (IS) propil paraben kullanild1.

Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in detaylann Boliim 2’de verilen HPLC

yontemiyle fenolik bilesen analizi yapilarak asagidaki veriler elde edilmistir.

35
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2,57

2,07

1,54
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Sekil 26. Achillea biserrata’ nin 280 nm’ deki kromatogram1
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Sekil 27. Achillea biserrata’ min 315 nm’ deki kromatogrami, (1) Gallik asit, (2)
protokatekuik asit, (3) klorojenik asit, (4) kafeik asit,(5) p-kumarik asit, (6)
ferrulik asit, (7) kuersetin, (8) propil paraben

Ayn1 yontemle elde edilen H.officinalis Oziitiniin 280 nm’ deki HPLC
kromotogramu ise Sekil 28° de 315 nm’ deki HPLC kromotogrami ise Sekil 29’ de
verilmistir.
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Sekil 28. Hyssopus officinalis’in 280 nm’ deki kromatogrami
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Sekil 29. Hyssopus officinalis’in 315 nm’deki kromatogrami, (1) Protokatekuik asit, (2)
Katesin, (3) Klorojenik asit, (4) Kafeik asit, (5) p-Kumarik asit,(6) Propil

paraben.

Calisilan her iki tiirtin HPLC analizi ile belirlenen fenolik bilesenlerin miktarlar1

Tablo 7° de goriilmektedir.

Tablo 7. Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in fenolik bilesen icerikleri

FENOLIK BILESENLER

Achillea biserrata

Hyssopus officinalis

Gallik asit

34,78

Protokatekuik asit

177,83

5,67

p-OH Benzoik asit

Katesin

2,99

Klorogenik asit

166,21

Vanillik asit

Kaffeik asit

111,09

Sringik asit

Epikatesin

p-Koumarik asit

Ferulik asit

Benzoik asit

Rutin

o-Koumarik asit

Absisik asit

t-Sinnamik asit

Kuersetin

*Sonuclar ug/g kuru bitki olarak verilmistir.
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Achillea biserrata’ da en fazla miktarda protokatekuik asit (177,83 pg/g) en az
miktarda kuarsetin (1,90 ng/g), Hyssopus officinalis’de ise en fazla miktarda klorogenik
asit (166,21 pg/g) , en az miktarda katesin (2,99 ng/g) fenolik bilesenlerinin bulundugu

Tablo 7°de verilmistir.



4. TARTISMA

e Oziit Verimleri

Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’den Bolim 2’de anlatildigi sekilde farkli
coziicliler ve oziitleme yontemi kullanilarak bes farkli oziit elde edildi. Elde edilen
oziitlerin her biri icin antioksidan aktivite kapasiteleri arastinldi ve kromatografik
analizleri yapildi. Elde edilen oziitlerin gerek antioksidan aktivite gerekse icgerik
analizlerinden elde edilen veriler Boliim 3’de nitel ve nicel olarak degerlendirildi.

Oziitlerin her birinden elde edilen verimler Tablo 3’de sunulmustur. Tablodan
goriildiigii gibi calisilan her iki tiirde de en iyi verim ardisik su oziitlemesi ve dogrudan
metanol-su Oziitlemesi ile elde edilmistir. Bu calismada kullanilan otomatik oziitleme
sistemi ile her bir ¢oziiciiniin bitkisel materyalden gecis sicakligl ve siiresi otomatik olarak
kontrol edilmektedir. Bu nedenle klasik sokslet oziitleme sistemlerinde daha zor olan
sicaklik kontrolii daha bagsarili bir sekilde yapilmaktadir. Ayrica tiim sistem kapal1 devre
calistigindan ¢oziicli veya Oziitlenen ugucu bilegenlerin kaybr da minimuma indirgemektir.
Bu sistemin bir bagka avantaji ise Oziitleme sonrasi ¢oziiciiniin sistem tarafindan ayrilarak
tekrar kullanilabilmesi ve ikincil bir ¢oziiciiyii giderme (evaporasyon) islemine gerek
duyulmamasidir. Oziit verimindeki degiskenlikler, ¢oziiciiniin polar veya apolar olmasina
baghdir. Ardisik 6ziitleme islemi Tablo 2°de yazilan siraya gore yapildiginda, kullanilan
¢oziiciilerin polaritesi apolardan polara dogru gitmektedir. Otomatik 6ziitleme sisteminde
hekzandan baglayarak en Once en apolar bilesenler Oziitlenmistir. Daha sonra bitkisel
materyal metanol ile oOziitlenerek elde edilen 0ziit kendi i¢inde kismen apolar olan
kloroform ve ¢ok polar olan su ile kisimlandirilmistir. Bu durumda kullanilan en son
¢oziicli sistemi sudur ve bitkilerden elde edilen verilere bakildiginda her iki bitki tiirii i¢in
en yiksek oziit verimi (%) saglamistir. Yiiksek polaritesi sebebiyle en polar bilesenler ve
organik ¢oziiciilerde aynlamayan tiirler su ziitiinde toplanmistir.

Metanol-su oziitlemesi ise herhangi bir apolar coziicii kullanilmadan geleneksel
oziitleme yontemi olarak kullanilmistir. Dolayisiyla verilerin degerlendirilmesinde ¢aligilan
tiirler i¢in en uygun oziitleme sistemi de tartisilabilir.

Tablo 3’deki % oziit verimleri bu yonden degerlendirildiginde ardisik Oziitleme
sonrasinda elde edilen verimler ¢ok daha yiiksektir. Hekzan gibi apolar bir coziicii

bitkideki apolar bilesenleri ayirirken oziitlenen bitkisel materyali de tahrip etmekte ve
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bilesenler bir sonraki asamada daha kolay bir sekilde ¢oziicii ortamima alinabilmektedir.
Hekzan, kloroform ve su oziitlerinin toplam verimleri aym kiitleli materyalin metanol-su
ile oziitlenmesinde elde edilen verimlerden cok daha yiiksektir. Ucucu yag verimi % 0.01
civannda olanlar zayif, % 0.01 ila 1.0 olanlar orta, % 1.0 den biiyiik olanlar ise zengin
olarak siniflandirilmistir (Yildiz, 2004). Bu kritere gore Achillea biserrata’nin ugucu yag
Oziitii verim bakimindan “orta derecede zengin”, Hyssopus officinalis’in ugucu yag oziitii
zengin olarak tammlanabilir. Achillea tiirlerinde ugucu yag verimi genellikle diisiiktiir.
Oysaki Hyssopus officinalis’ in tibbi kullanimi yiiksek ucucu yag oram1 ve yag
bilesenlerinin iirettigi 6zel aromalardan da kaynaklanmaktadir.

e Antioksidan Aktivite Testleri

- DPPH Testi

Her iki bitki tiirii i¢in de bes farkli oziitiin antioksidan aktivite testleri Bolim 2’de
anlatildig1 sekilde uygulandi. Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in kloroform, su,
metanol-su Oziitlerinin DPPH yontemi uygulanarak serbest radikalini temizleme yoniinden
derisimlere karst % inhibisyon grafiklerinden yararlanilarak % 50 inhibisyon saglayan
derisimler karsilastirmali olarak Sekil 8 ve Sekil 9’da sunulmustur. BHT” nin DPPH
yonteminde, % 50 inhibisyon saglayan derisimleri de ayni sekil icinde verilmistir.
Oziitlerden en yiiksek aktiviteye sahip olanlar en diisiik derisimde % 50 inhibisyon
saglayanlardir. Detayl1 literatiir arastirmast gostermektedir ki pek cok Achillea tiiriiniin
farkli yontemlerle hazirlanan Oziitlerinde antioksidan aktivite testleri yapilmis ve
bazilarinda onemli derecede aktivite belirlenmistir (Giorgi vd., 2009; Bozin vd., 2008;
Alexandru vd., 2007; Nickavar vd., 2006; Conforti vd., 2005; Candan vd., 2003). Ancak bu
calismada kullamlan A. biserrata tiirii icin herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. A.
millefolium bu tiirlerden en fazla arastirilan tiirdiir, Candan vd. tarafindan hazirlanan
calismada 4. millefolium’un ucucu yagmm ICs, degeri 1,56 mg/ml, baska bir ¢aligmada
metanol oziitliniin ICso degeri 49,43 ug/mL olarak rapor edildi (Nickavar vd., 2006).

H. officinalis ise tibbi bir bitki tiirii oldugundan c¢ok farkli aktivite testlerinde
kullanlmistir (Alexandru vd., 2007; Ozer vd., 2006). DPPH yontemi ile serbest radikal
temizleme ozelligi daha 6nce Ozer vd. tarafindan (2006) rapor edilmis ancak bu calismada
dogrudan sokslet yontemiyle hazirlanan metanol oziitleri kullanilmistir. {lgili calismada
metanol oziitiiniin ICsy degeri 117 ug/mL olarak rapor edildi. Bu calismada su 6ziitiiniin
IC50 degeri 18,8 pug/mL bulunmus ve literatiir verisiyle karsilastirildiginda su 6ziitiiniin

antioksidan aktivitesi daha yiiksektir.
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Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in DPPH yontemi ile serbest radikal
stipiiriicii etkileri degerlendirildiginde polar su oziitleri yiiksek aktivite gostermistir. Farkli
Achillea tiirleri ve Hyssopus officinalis ile yapilan onceki calismalar da bu bulguyu
desteklemektedir (Sokmen vd., 2004; Ozer vd., 2006). DPPH yontemi sonucunda her
ikisinin kloroform oziitleri de radikal siipiiriicii aktivite gdstermis olsa da, su ve metanol-su
fazlar1 kadar giiclii degildir. Hekzan oziitlerinde goriilmeyen aktivite ile birlikte
degerlendirildiginde polar olmayan oziitlerin radikal siipiiriicii etkilerinin olmadig1 sonucu
ortaya cikmaktadir.

Sekil 8 ve Sekil 9°dan elde edilen bulgulardan kloroform ve metanol-su oziitlerinde
serbest radikal temizleme aktivitesi pozitif kontrol BHT ile karsilastirildiginda daha diisiik
iken su oOziitleri daha yiiksektir. Ancak her iki tiirde de aktivite degerleri kloroform,
metanol-su ve su Oziitleri sirasinda artig gostermistir.

Bir arastirmada, fenolik icerigin tek basina yeterli olmadig, radikal siipiiriicii etkide
polar (suda ¢oziinen) fenoliklerin cok daha etkili oldugu rapor edilmistir (Tepe vd., 2004).
Polar tabiath fenolik bilesiklerin serbest radikaller tizerinde giiclii siipiiriicli etkileri cesitli
makalelerde vurgulanmistir (Komali vd., 1999; Moller vd., 1999, Vardar-Unli, 2002,
Sokmen vd., 2004). Hyssopus officinalis’in metanol 6ziitiinde polifenollerin, rosmarinik
asit gibi fenolik asitlerin varhgi bu tip oziitlerde giiclii antioksidatif etkinin sorumlusu
oldugu rapor edilmistir (Ozer vd., 2006).

Bir bagka calismada da cesitli bitkisel fenolik bilesiklerin antioksidan aktivite
potansiyelleri, diisiik yogunlukla lipoproteinlerin oksidasyonunu inhibe etmelerine gore
degerlendirildiginde karnosol, karnosik asit ve rosmarinik asitin giiclii aktiviteye sahip
olduklar1 rapor edilmistir (Pearson vd., 1997). Bu nedenle aktivitenin polar fenolik
bilesenlerden kaynaklandigi soylenebilir.

Achillea biserrata’ nin ugucu yag oziitiiniin % 50 inhibisyon degeri 13,5 mg/mL iken
Hyssopus officinalis’ in ugucu yag oziitiiniin % 50 inhibisyon degeri 18,6 mg/mL oldugu
boliim 2’de sunulmustur. 50 pL’ nin tizerindeki miktarlarda ICso degerleri bulundugundan
bitkilerin ugucu yaglarmin antioksidan aktiviteleri ¢ok zayiftir. Hyssopus officinalis igin
daha 6nceden yapilan calismada bu bulguyu desteklemektedir (Ozer vd., 2006). Ozer ve
arkadaglar1 tarafindan (2006) rapor edilen bu calismada Hyssopus officinalis’in metanol
oziitiiniin ICsy degeri 117 pg/mL, ucucu yag oziitiiniin serbest radikal temizleme aktivitesi

ise inaktif olarak belirtildi.
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- B-Karoten Renk Acilim Testi-Spektrofotometrik Yontemi

Antioksidan aktivitesinde uygulanan diger bir test yontemi de -karoten renk acilimi-
spektrofotometrik yontemidir. Bu yontemde [-karoten’ in karakteristik sart renginin
korunumu esas alinmustir.

Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis i¢cin % BAA degerleri sirasiyla Sekil 10 ve
Sekil 11°de sunulmustur. Lipid oksidasyonun 6nlenme derecesini gostermede dnemli bir
gosterge olan B-karoten renk acilim testinde Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in
apolar hekzan ve kloroform Oziitleri, polar oziitler ve ucucu yag Orneklerine gore daha
yiiksek aktivite gostermistir. Achillea biserrata’nin ve Hyssopus officinalis’in Oziitlerinde
en yiiksek aktivite kloroform oziitiinde, en diisiik aktivite ise su Oziitlerinde tespit
edilmistir. Ancak burada hekzan ve kloroform oziitlerinin sari-yesil renklerinin test
ortamindaki -karoten’ in sar1 rengi ile girisim yapma olasiliginin da g6z ardi1 edilmemesi
gerekir. Konjuge dienlerin olusumunu inhibe eden tiirler DPPH serbest radikal temizleyen
tirlerin tersine apolar bilesenlerdir. Literatiirdeki c¢alismalardan birinde Hyssopus
officinalis’in metanol Oziitiiniin B-karoten linoleik asit testi sonucunda % 40 inhibisyon
orta derecede aktivite gosterdigi belirtilmektedir (Ozer vd., 2006).

Sonug¢ olarak, antioksidan bilesenlerin se¢imli olarak oOziitlenmesi icin yukarida
ayrmtili olarak tartisilan Oziitleme yOntemleri genel hatlartyla iki bashk altnda
toplanabilir. Serbest radikal temizlemede daha ¢ok polar coziiciilerle yapilan Oziitleme
yontemi uygun goriilmektedir. Lipit oksidasyonunun veya oksidasyon iiriinlerinin
engellenmesinde ise daha cok apolar ¢oziiciilerin kullanilmas1 uygundur.

Pek ¢ok canli tiirii reaktif oksijen tiirleri tarafindan olusturulan oksidatif tiirlere karst
kendilerini korumak ic¢in savunma sistemi gelistirmistir. Son caligmalar, oksidatif yikima
kars1 savunmada ve kanser, damar tikanmklig gibi farkl insan hastaliklarinda ve yaglanma
siirecinde korunmada bitkilerin antioksidan 0Ozelliklerinin de etkin olacagini
gostermektedir. Dolayisiyla Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in su, metanol-su,
kloroform oziitleri serbest radikal temizlemede gosterdikleri aktivite, bu tiirlerin
kullaniminda ne derece onemli oldugunu gostermektedir. Ayni1 zamanda bu bitkilerde
belirlenen lipit oksidasyonu sonucu olusan konjuge dienlerin engellenmesi yiyecek
endiistrisinde koruyucu olarak kullannmina olanak saglar. Ozellikle dogal kaynakli
antioksidan tiirlerin gelistirilmesi ve kullanilmasi giiniimiizde 6nemli arastirma konular1

arasinda yerini alacaktir.
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Ancak sunu da unutmamak gerekir ki antioksidanlarin yetersizligi gibi fazlalig da
organizmada hasara sebebiyet verebilir. Bu nedenle gerekli olan derisimlerin belirlenmesi
Oonem tasimaktadir. Ayrica aym bitkinin farkli bolgelerinden elde edilen veya farkh
oziitleme yontemleriyle elde edilen aktivite aym olmayabilir. Bu nedenle tiim bitki tiirleri
bir biitiin olarak degil, farkl1 yonleriyle ayr1 ayr1 degerlendirilmelidir.

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

Achillea tiirlerinin ugucu yaglarinin ¢ogu 6nemli miktarda okaliptol, kamfor, borneol
ve B-terpinol icerir (Unlii vd., 2002; Senatore vd., 2005; Rustaiyan vd., 1998; Chalchat vd.,
1999; Simiv vd., 2000). Baz1 tiirlerin ugucu yaglarinda ise ana bilesenler olarak kamfen,
piperiton, B-tujon rapor edilmistir. (Kiismenoglu vd.,1995; Chalchat vd.,2000). Achillea
tiirlerinde ana bilesenler okaliptol, kamfor, ve B-terpinol bulunmustur. Achillea tiirlerine ait
ucucu yaglarin GC, GC-MS analizleri monoterpenlerin zenginligine isaret etmektedir.
Genellikle ugucu yaglarin % 90’1 monoterpenlerden ibarettir. Daha az siklikta
seskiterpenlere de rastlanir.

Herhangi bir antioksidan aktivite sergilememesine ragmen Achillea biserrata ugucu
yagmm GC-MS analizi ile yag iceriginin % 92,9’si belirlenmistir. % 7,1°lik kism1 ¢ok eser
diizeydeki bilesenlere karsilik gelmekte olup (< %0.07) belirlenmesi yapilmamistir. Yag
icerigine bakildiginda ana bilesenleri sirasiyla en biiyiik oranda kamfor (% 19.4), borneol
(% 17.1), okaliptol (% 12.8), bornil asetat (% 7.9), (E)- B -farnesen (% 7.6), kamfen (%
4.8), terpinen-4-ol (% 3,7), B-seskifellanderen (% 3), D-germakren (% 1,9), B-terpineol (%
1,8), B-pinen (% 1,3), B-pinen (% 1,2) ve B-terpinen (% 1,1) bulunmustur. Antioksidan
analizlerine dair herhangi bir calisma olmamasina ragmen Achillea biserrata’ mn ucgucu
yagt GC/MS analizleri literatiirde mevcuttur. Achillea biserrata ile yapilan bir ¢alismada,
Trabzon- Giimiishane arasinda toplanan Orneklerden % 0,07 ugucu yag verimi elde
edilmis, ugucu yag iceriginin ana bileseninin kamfor (%36,80) oldugu, bunu okaliptol (%
19,35) ve kamfen (%16,41) izlemistir. Spathulonol (%3,49), o-pinen (%?2,8), borneol
(%2,46) ve terpinen-4-ol (%2,18) az miktarda bulunmustur (Azaz vd., 2009). Igerik
bakimindan genel anlamda uyum gostermekle beraber, bilesenlerin bagil miktarlarinda
farkliliklar gostermektedir. Literatiirdeki baska bir calismada bir grup Achillea tiiriiniin
ucucu yaglarinin (4. biserrata, A. clypeolata, A. crithmifolia, A. filipendulina, A.
macrophylla, A. pannonica, A. pyrenaica, A. sibirica, A. taygetea ve A. Tenuifolia )

GC/MS analizleri rapor edilmistir. Yag igeriginde karvakrol ile birlikte birgok mono ve
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seskiterpenlerin bulundugu, D-germakren ve bisabolen oksit baslica seskiterpenler iken [3-

pinen, dkaliptol ve kamforun ise ana monoterpen oldugu belirtilmistir (Maffei vd., 1993).
Genel anlamda monoterpen hidrokarbonlar ve oksijenli monoterpenler yagin

icerigini olusturmaktadir. Yag icinde bulunan 6nemli bilesenlerin agik formiilleri Sekil 30’

da gosterilmistir.

H3C
o
H CHs
OH

Kamfor Borneol Okaliptol

Sekil 30. Achillea biserrata ugucu yaginda bulunan ana bilesenler

Hyssopus officinalis’in ucucu yaginda artan yag hacmi (veya derisiminde) serbest
radikal temizleme etkinligi gozlenmis ancak 50 yL ve lizerinde ucucu yag gerektiren bu

etki cok zayif olarak degerlendirilmistir. Hyssop tiiriiniin ucucu yagmnin bilesenleri ile ilgi
bircok rapor yaymlanmistir. Hyssopus officinalis’in ana bilesenleri pinokamfon,
isopinokamhon, -pinen, okaliptol, mirtenol, linalool, pinokarvon, metil 6jenol ve limonen
olarak rapor edilmistir (Ozer vd., 2006). Ayrica bu ¢alismalar farkli 6rnekleme alanlar1
veya genotiplerden elde edilen bitkilerin yaglaninda kimyasal farkliliklarin varhigim
vurgulamistir.

Hyssopus officinalis yag igerigi bakimindan degerlendirildiginde cis-pinokamfon
(%28,1), pinokarvon (%?20,3) ve p-pinen (%15,1) yagin %63,5’hk kismin
olusturmaktadir, okaliptol (%8,5), B-mirsen (%7,3), mirtenol (%1,5), bisiklogermakren
(%1,2) yagi olusturan ana bilesenlerdir. % 5,7’lik kismi ¢ok eser diizeydeki bilesenlere
karsiik gelmekte olup (< %0.07) belirlenmesi yapilmamistir. Bunlarm dismmda miktar:
%1’in aluinda olan diger monoterpen ve oksijenli monoterpenler de bulunmaktadir.
Giimiishane’de toplanan H.officinalis drneklerinden % 1,13 (v/w) ucucu yag verimi elde
edilmis ve ucucu yagmnin ana bilesenleri olarak pinokarvon (%36,3), isopinokamfon
(%19,6), B-pinen (%10,6), dkaliptol (%7,2) ve pinokamfon (%5,3) bulunmustur (Ozer vd.,
2000).
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Literatiirde belirtilen verilerle karsilastirma yapildiginda hemen hemen aym bolgeden
toplanmis olan orneklerle (Ozer vd., 2006) icerik bakimindan cok biiyiik farkliliklar
gbzlenmemistir. Ancak bilesenlerin oranlan arasinda ¢cok onemli farkhliklar gézlenmistir.
Ozellikle cis-pinokamfon miktar1 % 28 ve pinokarvon icerigi % 20 olarak bulunmustur. Bu
farkhiligin ornekleme alani farki veya bitkilerin toplanma zamanlarindan kaynaklandig:
diisiiniilmektedir.

Yag icinde bulunan 6nemli bilesenlerin acik formiilleri Sekil 31°de gosterilmistir.

> \[/O

&

0)

cis-Pinokamfon Pinokarvon B-pinen

Sekil 31. Hyssopus officinalis ugucu yaginda bulunan ana bilesenler

e Toplam Fenol Miktar1

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak oOziitlerin gallik asit esdegeri toplam fenolik
icerikleri belirlenmis olup Achillea biserrata’® nin su oziitinde % 3,39, metanol-su
oziitinde % 3,10, kloroform oziitiinde ise % 2,78 toplam fenolik madde bulunmustur.
DPPH testinde su Oziitiiniin aktivitesi metanol-su ve kloroform 6ziitiinden yiiksek oldugu
goriilmektedir. Literatiirde Achillea tiirlerinin ait bazi calismalarda metanol, etanol ve su
oziitlerinin toplam fenolleri arastirilmis ve antioksidan aktiviteleri yiiksek olan oziitlerin
toplam fenol miktarlarinin da yiiksek oldugu bulunmustur (Giorgi vd., 2009; Alexandru
vd., 2007; Conforti vd., 2005). Elde edilen bulgular bu yoniiyle literatiirdeki caligmalarla
uyum icindedir.

Hyssopus officinalis‘in su oziitiinde toplam fenol miktar1 % 4,70 iken metanol-su
ozutiinde % 4,26, kloroform 6ziitiinde % 4,19’dur. DPPH testindeki antioksidan aktiviteleri
ile kiyasladigimizda toplam fenol miktar1 yiliksek olan su 6ziitiinde antioksidan aktivite de
yilksek bulunmustur. Hekzan ve kloroform ile apolar bilesiklerin ayrilmis olmasi su
oziitiinde daha fazla polar fenolik bilesenin olacagini dolayisiyla da aktivite yiiksek olur.
Literatiirdeki benzer bir calismada H. officinalis ve A. millefolium’un etanol ve su oOziitleri

calisilmis ve her iki bitkinin toplam fenolleri ile DPPH aktiviteleri arasinda dogrusal bir
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orant1 bulundugu rapor edilmistir (Alexandru vd., 2007). Ozer vd. (2006) tarafindan H.
officinalis 'in metanol Oziitiiniin antioksidan aktivitesi ile toplam fenol miktar1 arasinda
dogrusal bir iliski oldugu rapor edilmistir (Ozer vd., 2006).

¢ Flavonoid Miktar1

Kuarsetin esdegeri flavonoid icerikleri belirlenmis olup her iki tiir icin su ve metanol-
su Oziitlerinin flavonoid miktarlar1 Sekil 18 ve Sekil 19°da verilmistir. Calismada Achillea
biserrata’nin flavonoid miktarlar1 sirasiyla su oziitiinde % 1,12 metanol-su oziitiinde %
1,10 ve kloroform oziitiinde % 0,93 bulunmustur. Ardestani vd. (2007) tarafindan yapilan
A.santolina’ nin su/alkol 6ziitiiniin toplam flavonoid icerigi % 4,9, toplam fenol miktan %
10,5 olarak bulunmus ve potansiyel aktif bilesen olabilecegi diisiiniilmektedir (Ardestani
vd., 2007). Baska bir caligmada alt1 Achillea tiiriiniin etanol oziitlerinin toplam flavonoid
miktarlar1 ile serbest radikal aktiviteleri karsilastinlmis fakat aralarinda onemli bir iliski
bulunamamustir (Nickavar vd., 2006). Su Oziitiiniin flavonoid miktarinin yiiksek olmas1
antioksidan aktivitesinin yiiksek olmasin1 desteklemektedir. Hyssopus officinalis’in
flavonoid miktarlar1 swrasiyla su oziitinde % 1,30, metanol-su oziitinde % 1,25 ve
kloroform 6ziitiinde % 1,15 bulundu. Literatiirde Hyssop tiirlerinin flavonoid miktar: ile
ilgili cok az calisma bulunmaktadir. Alexandru ve arkadaslar1 (2007) etanol ile 6ziitlenmis
H.officinalis 6rneklerinde flavonoid derisimini 31,4 mg kuarsetin/g kuru materyal olarak
rapor etmislerdir. Ayni ¢calismada su ile hazirlanan 6ziitlerde flavonoid igerigi daha diisiik
bulunmustur (6,5 mg/g). Tez kapsaminda bulunan sonuglarda H. officinalis’in en aktif
Oziitii olan su 6ziitiinde flavonoid miktar 6ziitiin % 1,12’ sine karsilik gelmektedir (31,25
mg/g kuru agirhk).

e Proantosiyadin Miktarn

Her iki bitkinin kloroform, su ve metanol-su Oziitlerinin metanolde c¢oziilerek
hazirlanan stok cozeltilerinin proantosiyanidin miktarlart 2. boliimiin, 2.6.3. kismimda
belirtilen yonteme gore hesaplanmistir. Proantosiyanidin igerikleri ilgili formiil sonucuyla
dogruda rapor edildi ginden bu ¢aliymada da ayni1 yol izlenmistir.

Achillea biserrata’nmn su oziitiinde 2733,33 mg/L metanol-su 6ziitiinde 7125 mg/L
proantosiyanidin bulunurken kloroform 6ziitiinde proantosiyanidin belirlenememistir.
Hyssopus officinalis’ in su oOziitiinde 3758,33 mg/L, metanol-su oziitiinde 5466,67 mg/L,
kloroform oziitinde ise 10250 mg/L proantosiyanidin bulundu. Bu tiirlere ait
proantosiyanidin miktarlan ilk kez bu caligmada rapor edilmektedir. Bir genelleme yapmak

lizere antioksidan aktivitelerle proantosiyanidin derisimleri karsilastirilabilir. DPPH
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yonteminden A. biserrata i¢in su ve metanol-su oziitleri yiiksek aktivite sergilerken bu
Oziitlerin proantosiyanidin miktarlar1 da yiiksek bulunmustur. Ancak su oziitii daha yiiksek
aktivite gostermesine ragmen proantosiyanidin icerigi metanol-su Oziitiinden daha diisiik
bulunmustur. Bu da dogrusal bir iliski olmadigin1 gostermektedir.

H. officinalis’in su ve metanol oziitleri BHT kadar kuvvetli serbest radikal temizleme
ozelligi sergilemis ve proantosiyanidin igerikleri de yiiksek bulunmustur. Ancak daha zayif
serbest radikal temizleme oOzelligi sergileyen kloroform fazinda c¢ok yiiksek oranda
proantosiyanidin belirlenmesi de yine dogrusal bir iliski olamayacagini gostermektedir.

e Antosiyanin Miktar1

Bitkisel materyallerin, kloroform, su ve metanol-su Oziitlerinin metanolde ¢oziilerek
hazirlanan stok ¢ozeltilerinin antosiyanin miktarlar1 2. boliimiin, 2.6.4. kisminda belirtilen
yonteme gore hesaplamalar yapilarak belirlenmistir.

Achillea biserrata’nin metanol-su 6ziitiinde 310 mg/L, kloroform oziitiinde 879,99
mg/L. antosiyanin bulunurken su Oziitiinden antosiyanin elde edilemedi. Hyssopus
officinalis’ in su oziitiinde 621,19 mg/L, kloroform oziitiinde 1087,06 mg/L antosiyanin
bulundu fakat metanol-su Oziitiinde antosiyanin bulunamadi. Bu tiirlere ait antosiyanin
miktarlarin1 belirten herhangi bir literatiir verisine ulagilamadi. Antosiyanin agisindan
bakildiginda her iki tiirde de kloroform fazinda oldukca yiiksek oranda antosiyanin
bulundugu goriilmektedir. Ardisik oziitleme de hekzan sonrasinda metanol Oziitiiniin
kloroform ve su kistmlandirmasi ile antosiyaninlerin daha cok kloroform fazinda
toplandigin1  gostermektedir. B-Karoten yonteminde aktif bulunan kloroform fazlar
muhtemelen yiiksek oranda antosiyanin icerdiginden dolay: aktivite sergilemektedir.

e HPLC ile Fenolik Bilesenlerin Analizi

Bolim 3’de Achillea biserrata ve Hyssopus officinalis’in HPLC yontemiyle
belirlenen fenolik bilesen tiirleri ve nicel miktarlar1 verilmistir. Tablo 7°deki veriler goz
online ahndiginda A. biserrata’nin gallik asit (34,78 pg/g), protokatekuik asit (177,83
ug/g), klorojenik asit (164,78 ug/g), kafeik asit (12,32 ug/g), p-koumarik asit (86,8 ug/g),
kuarsetin (1,90 pg/g) ve toplam 477,69 ug/g fenolik bilesen bulundu. Literatiirde Achillea
tirlerinin fenolik bilesen icerdigi bulunmustur. A.biserrata’nin fenolik bilesenlerinin
analiziyle ilgili herhangi bir literatiir mevcut degildir. Ancak diger Achillea tiirleri ve
ozellikle A. millefolium icin detayll analiz verileri rapor edilmistir (Benetis vd., 2008). 4
.millefolium’un fenolik bilesen analizi sonucunda klorojenik asit, visenin-2, luteolin-7-O-

glukozit, rutin, apigenin-7-O-glulozit, luteolin, luteolin-37-di-O-glukozit bulunmus ve
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farkh topluluklardaki civanper¢emi ciceklerinde fenolik bilesenlerin toplam miktarlar1 13-
27,8 mg/g arahginda degistigi rapor edilmistir (Benetis vd., 2008). Polifenoller 6zellikle
fenolik asitler her zaman giiclii antioksidanlar oldugu diisiiniilmiistiir (Zgorka ve Glowniak

2001). Belirlenen fenolik bilesenlerin formiilleri Sekil 32’de verildi.
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Sekil 32. A.biserrata fenolik bilesenlerinin kimyasal formiilleri

A.biserrata oziitlerinde 6zellikle protokatekuik ve klorojenik olmak iizere fenolik asit
icerigi oldukca yiiksek bulunmustur. Daha diisiik derisimli kaffeik ve p-koumarik asitler
antioksidan tiirler olarak bilinmektedir.

Literatirde Hyssopus tiirlerinin fenolik bilesen analizi ile ilgili birka¢ caligma
mevcuttur. Hyssopus officinalis’ in metanol Oziitiinde yliksek miktarlarda protokatekuik,
klorojenik, siringik, ferulik ve rosmarinik asit icerdigi (Zgorka ve Glowniak., 2001) ve
rosmarinik asitin, aktiviteden sorumlu antioksidan bilesen oldugu belirtilmektedir (Ozer
vd., 2006). Hyssopus officinalis’ in protokatekuik asit (5,67 pg/g), katesin (2,99 nug/g),
klorojenik asit (166,21 pg/g), kafeik asit (110,09 pg/g), p-kumarik asit (6,95 pg/g) ve
toplam 292,91 pg/g fenolik bilesen mevcuttur. Tablo 7’ deki veriler klorojenik ve kafeik
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asit icerigi oldukca yiiksek olup H. officinalis polar oziitlerinin daha yiiksek antioksidan
aktivite gostermesini desteklemektedir. Belirlenen fenolik bilesenlerin formiilleri Sekil

33’de verildi
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Sekil 33. H.officinalis fenolik bilesenlerinin kimyasal formiilleri



5. SONUCLAR

e Bitkilerin 6ziit ve ugucu yag verimleri;

1. Hekzan oziitleri: Achillea biserrata icin % 3,01; Hyssopus officinalis i¢in %?2,42.

2. Metanol Oziit verimleri;

a) Kloroform fazi: Achillea biserrata i¢in % 2,90; Hyssopus officinalis i¢in % 4,14.
b) Su fazi: Achillea biserrata i¢in % 12,16; Hyssopus officinalis i¢in % 18,33.

3. Metanol-Su 6ziit verimleri:

Achillea biserrata icin % 4,55; Hyssopus officinalis i¢in % 5,26.

4. Ucucu yag: Achillea biserrata i¢in % 0,4; Hyssopus officinalis i¢in % 1,3.

Antioksidan aktivite sonuclari;

1. DPPH yontemiyle calisilan tiim su Oziitleri yliksek oranda serbest radikal
temizleme Ozelligine sahiptir. Achillea biserrata’nin Oziitlerinin  ICsy  degerleri
hesaplandiginda su oziitiinde ICsy: 19,6 pg/ml, metanol-su oziitiinde ICsy: 37,9 pg/ml,
kloroform oziitiinde ICso: 114 pg/ml sahiptir. Hyssopus officinalis’in Oziitlerinin 1Csq
degerleri hesaplandiginda su o6ziitiinde ICsy: 18,8 pg/ml, metanol-su oziitiinde ICs,: 28,8
pg/ml, kloroform oziitiinde 1Csy: 250 pg/ml dir. Bitkilerin ugucu yaglarinda 50 uL’ nin
tizerindeki miktarlarda ICso degerleri bulundugundan antioksidan aktiviteleri ¢cok diisiiktiir.
Bitkilerin kloroform oziitlerinde diisiik aktivite gozlenirken, hekzan oOziitlerinde aktivite
gozlenmedi.

2. B-Karoten renk acilimi-spektrofotometrik yontemi ile cahsilan bitki oziitlerinde
9%BAA degerleri hesapland1 ve pozitif standart BHT ile karsilastirildi. Achillea biserrata
ve Hyssopus officinalis oziitlerinin %BAA degerleri swrasiyla su oziitinde % 20,63, %
15,07, metanol-su o6ziitiinde % 28,65 % 27,09, ugucu yagda % 36,49, % 26,28, hekzan
oziitinde de % 67,42, % 77,40, kloroform oziitinde % 208,73, % 165, 08 bulundu. ki
bitkininde kloroform ve hekzan oziitlerinde yiiksek aktivite gézlendi

Ugucu yaglarin kimyasal icerik sonuglari;

1.  Achillea biserrata ugucu yaginin kimyasal bilesenleri % 92,9 oraninda

tantmlandi. Buna gore bu ugucu yagin ana bilesenleri; % 19,4 kamfor, % 17,1

borneol, % 7,9 bornil asetat, % 7.6 (E)-f -farnasen, % 12,8 oOkaliptol, % 4.8



64

kamfen, % 3,7 terpinen-4-ol, % 3 B-seskifellandren, % 1,9 D-germakren, % 1,8 -
terpineol, % 1,3 B-pinen, % 1,2 B-pinen ve % 1,/ B-terpinen dir.

Hyssopus officinalis ugucu yagmin kimyasal bilesenleri % 94,3 oraninda
tanimlandi. Buna gore ucucu yagin ana bilesenleri; %?28,1 cis-pinokamfon,
%?20,3 pinokarvon ve %15,1 B-pinen, %8,5 okaliptol, %7,3 B-mirsen, %1,5)

mirtenol, %1,2 bisiklogermakren dir.

Toplam fenol miktarlart;

1.

Achillea biserrata’nin su Oziitiinde % 3,39, metanol-su Oziitiinde %3,10,
kloroform oziitiinde %2,78’ dir.
Hyssopus officinalis’in su oOziitinde % 4,70, metanol-su oziitiinde % 4,26, %

kloroform oziitiinde 4,19’dur.

Flavonoid miktarlari;

1.

Achillea biserrata’nin su 0Oziitinde % 1,12, metanol-su 0Oziitinde % 1,10,
kloroform oOziitiinde % 0,93’ diir.
Hyssopus officinalis’in su 0ziitinde %1,30, metanol-su oziitinde %1,25,

kloroform 0Oziitiinde % 1,15.

Proantosiyanidin miktarlar;

I.

Achillea biserrata’nin su oziitiinde 2733,33 mg/L, metanol-su Oziitiinde 7125
mg/L. proantosiyanidin bulunurken kloroform oziitiinden proantosiyanidin elde

edilemedi.

. Hyssopus officinalis’ in su oziitiinde 3758,33 mg/L, metanol-su 6ziitiinde 5466,67

mg/L, kloroform 6ziitiinde ise 10250 mg/L proantosiyanidin bulundu.

Antosiyanin miktarlari;

1.

Achillea biserrata’nin metanol-su oziitinde 310 mg/L, kloroform oziitiinde
879,99 mg/L antosiyanin bulunurken su 6ziitiinden antosiyanin elde edilemedi.
Hyssopus officinalis’in su oziitiinde 621,20 mg/L, kloroform 6ziitiinde 1087,06

mg/L antosiyanin bulundu fakat metanol-su oziitiinde antosiyanin bulunamadi.

HPLC ile fenolik bilesenlerin analiz sonuglart;

I.

Achillea biserrata’da gallik asit 34,78 ug/g, protokatekuik asit 177,83 ug/g,
klorojenik asit 164,78 pg/g, kafeik asit 12,32 ug/g, p-koumarik asit 86,08 ug/g,
kuarsetin (1,90 pg/g) ve toplam 477,69 ng/g fenolik bilesen bulundu.
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2. Hyssopus officinalis’ in fenolik bilesen analizi sonucunda protokatekuik asit 5,67
pg/g, katesin 2,99 ug/g, klorojenik asit 166,21 pg/g, kafeik asit 111,09 ug/g, p-
kumarik asit 6,95 pg/g ve toplam 292,91 nug/g fenolik bilesen bulundu.



6. ONERILER

Halk arasinda cok eski devirlerden beri tedavi amaciyla kullanilan, bugiin yapilan
caligmalarla aydinliga kavusturulmus, tat ve koku endiistrisinde, gida sanayinde, parfiimeri
ve kozmetik sanayi dallarinda ve bunlarla beraber farkli etkilere sahip olduklarindan
tedavide ve ilag¢ endiistrisinde de kullanilmaktadirlar.

Antioksidan aktivite testlerinde DPPH yontemi bitki oziitlerinin serbest radikal
temizleme etkinliginin bir Olciisii iken karoten yontemi oksidasyonu inhibe etme yetenegini
gosterir. Son calismalar, oksidatif yikima karsi savunmada ve kanser, damar tikanikligi
gibi farkli insan hastaliklarinda ve yaslanma siirecinde korunmada bitkilerin antioksidan
ozelliklerinin de etkin olacagini gostermektedir. Aym zamanda bu bitkilerde belirlenen
lipit oksidasyonu sonucu olusan konjuge dienlerin engellenmesi yiyecek endiistrisinde
koruyucu olarak kullanimina olanak saglar. Sunu da unutmamak gerekir ki
antioksidanlarm yetersizligi gibi fazlali§i da organizmada hasara sebebiyet verebilir. Bu
nedenle gerekli olan derisimlerin belirlenmesi onem tagimaktadir. Burada sunulan sonuglar
arastinlan bitki tiirlerinde in-vitro caligmalarin sonuglandir. Biyolojik sistemlerde bu
materyallerin davraniglan farklilik gosterebilir. Bu nedenle pek ¢ok fizyolojik faktorii de

icine alan in-vivo testlerin yapilmasi gerekir.
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