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Onsoz

Doganin bize sundugu olanaklar karsisinda duydugum merak, beni bu konu iizerinde
daha derin bir aragtirma yapmaya yonlendirmistir. Bitki ¢esitliligi acisindan oldukga
zengin olan bolgemiz, bizi yiizyillardir sifayr bitkilerde bulmaya yonlendirmistir.
Gliniimiiz teknolojisinde dahi bitkisel kaynakli ilag hammaddelerinin kullanimi her

zaman ilgimi ¢ekmektedir.

Gerek yol kenarlarinda narin ¢igekleri ve yapraklar ile dikkatimizi ¢ekmesi, gerekse
hos kokusu ile tohumlarini ceplerimize doldurup gezdigimiz zamanlar goz Oniine
alindiginda, yasadigimiz bolge bakimindan hayit bitkisi ile siirekli etkilesim
halindeyiz. Yiizyillar 6nce ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan hayit (Vitex
agnus-castus L.), glinimiizde hala kadin hastaliklarinin tedavisinde olduk¢a yaygin
olarak kullanilmaktadir. Ayrica, bu bitkinin benim igin 6zel bir anlami ise, lise

dénemimde katildigim ilk bilim projesinin hayit bitkisi ile ger¢eklesmesidir.

Bu nedenle, Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali’nda
yaptigim yiiksek lisansta, 6zellikle hayit bitkisi ile ¢alismak istedim. “Vitex Agnus
Castus L. (Hayit) Meyve ve Yapraklarinda HPLC-DAD Yontemi ile Fenolik
Bilesiklerin Tayini ve Antioksidan Potansiyelinin Degerlendirilmesi” baslikli tez
calismamda, Urla Igmeler mevkiinden toplanan hayit meyve ve yapraklarindan farkli
yontemler ile droglar hazirlayip, flavonoit ve fenolik bilesiklerinin tayini ile
antioksidan aktivite c¢alismalarin1 gergeklestirdim. Umuyorum ki, bu ¢alisma
kapsaminda elde edilen bulgular, yeni preparatlarin gelistirilmesine katki

saglayacaktir.

[zmir, 23.08.2019 Ceren KIMNA



Ozet

Vitex agnus-castus L. (Hayit) Meyve ve Yapraklarinda HPLC-DAD Yoéntemi ile
Fenolik Bilesiklerin Tayini ve Antioksidan Potansiyelinin Degerlendirilmesi

Vitex agnus-castus L. (Hayit), Akdeniz ikliminde genis bir yayilim gosteren,
ozellikle kadin tirogenital sistem rahatsizliklar: tedavisinde yararlanilan bir bitkidir.
Bu tez calismasinda, hayit bitkisinin meyve ve yapraklarinda fenolik bilesiklerinin
tayini yapilmis ve antioksidan potansiyeli degerlendirilmistir. Urla, Icmeler
bolgesinden toplanan droglar iizerinde yapilan miktar tayini arastirmalari, piyasada
bulunan hayit meyve ekstresi iceren preparat ile karsilastirilmistir. Elde edilen
ekstrelerin toplam fenolik bilesik ve flavonoit miktar: spektroskopik yontemlerle
belirlenmis, HPLC-DAD yontemi ile antioksidan aktivitelerinden sorumlu
bilesenlerden oldugu diisiiniilen klorojenik asit ve rutin adli bilesiklerin kantitatif
analizi yapilmistir. Ekstrelerin antioksidan aktiviteleri DPPH radikali yakalama
yontemi tizerinden belirlenmistir.  Miktar tayini ve antioksidan aktivite
calismalarinda, ekstraksiyon yontemi ve meyve ile yaprak droglarinin etkisi
karsilastirmali olarak incelenmistir. Calismaya gore, yaprak ekstreleri flavonoitlerce

daha zengin bulunmus, orantili olarak daha yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

Anahtar Kelimeler; Verbenaceae, Vitex agnus-castus, hayit, antioksidan, fenolik
bilesikler, HPLC-DAD



Abstract
Determination of Phenolic Compounds and Antioxidant Potential of the Leaves

and Fruits of Vitex agnus-castus L. (Chaste tree)

Vitex agnus-castus L. (Chaste tree), is a plant which is native of Meditteranean
region and widely used in treatments for woman urogenital system diseases. In this
thesis study, the phenolic compounds and antioxidant potential of fruit and leaves of
the Vitex agnus-castus L. (Chaste tree) were determined. Plant samples collected
from Urla, Icmeler region were used for quantitative studies. Additionally, results
obtained from leave and fruit extracts were compared with a commercial preparate
containing the fruit extract of Chaste tree. Total phenolic compounds and flavonoids
of the extracts were determined spectroscopically. Furthermore, chlorogenic acid and
rutin, which are thought to be responsible for its antioxidant activity were determined
by HPLC-DAD method. Antioxidant activity of the extracts was determined by
DPPH radical scavenging method. In all analysis, the effect of the extraction method
and the herbal drugs prepared either from leaves and fruits were examined
comparatively. According to the results, extracts of the leaves were found to be rich

in flavonoids, and accordingly showing higher antioxidant activity than fruit extracts.

Keywords; Verbenaceae, Vitex agnus-castus, chaste tree, antioxidant, phenolic
compounds, HPLC-DAD
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Giris
Vitex agnus-castus bitkisi, Orta Asya, Akdeniz bolgesi ve Giiney Avrupa’da genis
yayilim gosteren Verbenaceae familyasia ait ¢ali seklinde bir bitkidir (Ono ve
digerleri, 2011; Rani ve Sharma, 2013). Hayit bitkisinin meyveleri Avrupa
Farmakopesi ve 2017 Tiirk Farmakopesi dahil bircok farmakopede monograf halinde
yer almaktadir. Hayit meyveleri (Agni casti fructus), menstriiasyon bozukluklari,
premenstriiel donem ile menopoz donemindeki sikayetlerde yararlanilan olan bir
drogtur (Girman ve digerleri, 2003; Mari ve digerleri, 2015). Fakat, hayit bitkisinin
genis alanda iilkemizde yayilis gostermesi ve bu bitkinin giivenilir bir fitoterapotik
ajan olma potansiyeli géz oniinde bulunduruldugunda hayuit ile ilgili iilkemizde ¢ok
kapsamli ve standardize iiriin gelistirmeye yonelik calismaya rastlanilmamistir. Gida
takviyesi adi altinda piyasada bulunan {riinler arasinda hem igerik hem de
standardizasyon agisindan Onemli farkliliklar bulunmaktadir. Bazi preparatlarin

icinde drog tozlari, bazilarinda ise ekstreler yer almaktadir.

Bu tez calismasinda Urla, igmeler mevkiinden toplanmis hayit meyve ve yapraklari
bitkisel materyal olarak kullanilmistir. Sadece Urla/igmeler mevkiinden drneklerin
temin edilmesi ve bir vejetasyon doneminde toplanmasi, ayrica siirli sayida fenolik

bilesiklerin kantitatif olarak tayin edilmesi ¢alismanin sinirliliklarini olusturmaktadir.

Bu ¢alismanin amaci, iilkemizin bitki florasinda genis alanda yetisen hayit bitkisinin
meyve ve yapraklarindaki fenolik bilesiklerin tayini ve antioksidan potansiyelinin
aragtirilmasidir. Bu nedenle, Avrupa Ilag Ajansmin (EMA) Bitki Monograflarinda
yer alan hazirlanis sekillerine gore hayit meyve ve yaprak ekstrelerinin hazirlanip
toplam fenolik madde, toplam flavonoit miktar1 yaninda yiiksek basingli sivi
kromatografisi (High Pressure Liquid Chromatography-HPLC) yontemi ile
Klorojenik asit ve rutin isimli etken maddelerin kantitatif analizi hedeflenmistir. Tez
calismasi, miktar tayini ve antioksidan aktivite ¢alismalar1 olmak {izere iki boliimden

olusmaktadir.

[k boliimde, ¢esitli yontemlerle elde edilen meyve ve yaprak ekstrelerinin farkli
konsantrasyonlardaki toplam fenolik madde, toplam flavonoit miktar1 ve yiiksek

basingli s1vi kromatografisi ¢aligmalari gosterilmektedir. HPLC g¢alismalarinda, rutin,



ve klorojenik asidin kantitatif tayini yapilmistir. Ayrica, elde edilen bulgular, hayit

meyve ekstresi igeren Agnucaston” tableti ile kiyaslanmustir.

Calismanin ikinci basamaginda, yaprak ve meyve ekstrelerinin DPPH yontemi ile
antioksidan aktivite ¢alismalari sunulmustur. Bu boliimde, yaprak ve meyvelerin
antioksidan aktiviteleri, ekstrelerin hazirlanis yontemleri dikkate alinarak

karsilagtirmali olarak sunulmustur.

EMA Bitki Monograflarinda hayit meyveleri igin belirtilen ekstre hazirlanig
sekillerine gore hem meyvelerden hem de yapraklardan ekstrelerin hazirlanip miktar
tayini ve antioksidan aktivite c¢aligmalarinin yapilmaims olmasi bu tezin 6zgiin
degerini ortaya koymaktadir. Yapraklar ve meyvelerden EMA bitki monograflarina
gore hazirlanan ekstrelerde karsilastirmali olarak yapilan bu g¢alismalar, Saglik
Bakanlig1 Geleneksel Bitkisel Tibbi Uriinler (GBTU) onayli hayit preparatlarmin

gelistirilmesine katki saglayacaktir.



Genel Bilgiler

Verbenaceae familyasina ait Vitex agnus-castus L., 1 — 6 metre uzunlugunda, yogun
aromatik bir kokuya sahip, ¢ok yillik, ¢ali ya da kiiciik aga¢ formunda, Akdeniz ve
Ege kiyilarinda genel yayilis gosteren, tipik bir Akdeniz-maki vejetasyonu bitkisidir
(Giiner, Ozhatay, Ekim ve Baser, 2000). Kiyilardan i¢ kesimlere dogru 250 km’ye,
deniz seviyesinden 750 m’ye kadar rakimda goriilmektedir (Dogan ve Mert, 1998).
Yapraklar1 ¢ok pargali, yaprakciklari ise tek parcalidir. Meyveleri yaklagik 3 mm
capinda olup, 4 ¢ekirdeklidir (Giiner ve digerleri, 2000). Cigekleri mor veya beyaz
renkli, kiiresel, sapsiz veya kisa saplidir (Sekil 1) (Blamey ve Grey-Wilson, 2004;
Kayacik, 1966). Dogan ve Mert (1998) tarafindan yapilan ¢alismada, hayitin nétr ve
hafif alkali, azot ve fosfor bakimindan zengin, kire¢ ve potasyum bakimindan fakir

topraklar tercih ettigi tespit edilmistir.

Verbenaceae genusunda 250’den fazla Vitex tiirii bulunmasina ragmen Tiirkiye’de
sadece Vitex agnus-castus ve Vitex pseudo-negundo olmak iizere iki tir
bulunmaktadir (Dutta ve Dutta, 1964). Vitex agnus-castus, Tiirkiye’de genel olarak
Ege ve Akdeniz bolgelerinde, ayrica Samsun, Giresun, ve Zonguldak civarinda
yayilig gostermektedir (Sekil 2) (Davis, 1965).

V. agnus castus L. “iffetli agag, kesis biberi, hayit, ayit, ayid, besparmak otu” olarak
adlandirilmaktadir. Halk arasinda hayit bitkisinin kokleri iplik boyamada, dallar1 Bati
Anadolu’da sepet O6rmede, Ogiitilmils yaprak ve meyveleri ise yilinlii kumaslar
giivelere kars1 korumada kullanilmaktadir (Baytop, 1984). Urfa ili Siverek il¢esinde
ise tohumlar1 ile hazirlanan inflizyonun erken dogumlar1 6nleyici etkisi oldugu

distiniilmektedir.

Hayit bitkisinin tedavi amagclarla kullanisi ise antik c¢aglara dayanmaktadir. Antik
Roma’da cinsel istegi azaltma etkisi ile ozellikle rahipler tarafindan, jinekolojik
rahatsizliklar1 tedavi etmek amaciyla da kadnlar tarafindan kullanilmigtir. Pakistan
ve Hindistan’da ise emenagog, sedatif, anafrodizyak ve galaktagog ozellikleri
nedeniyle geleneksel kullanimi bilinmektedir (Makhmoor ve Choudhary, 2010).
Ulkemizde de halk arasinda meyvelerinin infiizyonu, idrar arttirici, gaz soktiiriicii ve
yatistirict  amagclarla  kullanilmaktadir. 17. yiizyildan itibaren, menstriiel

bozukluklarda ve emzirme doneminde siit salgilanmasinda takviye olarak yaygin
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olarak kullanilmistir (Hobbs, 1991; Meyer, 1993). Giiniimiizde V.agnus-castus,
menstrilasyon bozukluklari, premenstrual sendrom (PMS), mastodini ve menopozda
goriilen sikayetlerin giderilmesinde, drog ya da standardize ekstreler halinde
kullanilmaktadir (Blumenthal, Goldberg ve Brinckmann, 2000; Brickell, 1989).

Sekil 1. Vitex agnus castus L. bitkisinin tohum ve yapraklari. “Karahayit’ta (Denizli)
Hayit Agacimin (Vitex agnus-castus L.) Geleneksel Kullanimi“ Bilge Yilmaz

Kolanci, 2017, Phaselis 111, 49-60 makalesinden aynen alinmistir.

Ty

— el :
Sekil 2. Vitex agnus castus bitkisinin Tiirkiye’de yayilis alanlari (Tubives, 2015)

Glniimiizde hayitin etki mekanizmasi ve aktivitelerinden sorumlu etkin maddeler
kesin olarak bilinememektedir. Fakat giincel ¢aligmalar, hayitin plazmada prolaktin
seviyesini diigiirerek menstriiel bozukluk, premensriiel sendrom (PMS) ve mastalji
rahatsizliklarinin 6nlenmesinde etkili oldugunu gostermektedir. Vitex agnus-castus
L. Ekstresinin PMS, mastalji ve menstriiasyon diizensizligi tedavisinde kullanimi
Komisyon E tarafindan onaylanmistir (Blumenthal ve digerleri, 2000). Bitkinin diger

etkileri arasinda kemopreventif, immiinomodulatér, antiosteoporotik aktiviteler yer



almaktadir. Ayrica, igerdigi bazi bilesenlerin antienflamatuvar, sedatif ve analjezik

ozelliklerden sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir (Azarnia ve digerleri, 2007).

Mergner ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, menstriiel bozukluklar1 olan
137 hasta incelenmis, V. Agnus castus preparatlarinin hormonal tedavi yerine

kullanilabilecegi rapor edilmistir (Mergner, 1992).

Roeder ve digerleri tarafindan, prolaktin diizeyi ve menstriiel bozukluklar: olan 13
kadinda yapilan ¢alismada 3 ay i¢inde tiim bireylerin siklus bozukluklarinin

giderildigi, tedavinin hicbir yan etkiye neden olmadigi saptanmistir (Roeder, 1994).

Frish ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada V. Agnus castus’un premenstrual
sendrom (PMS) sikayetlerini gidermede etkisi arastirilmistir.  Degerlendirmelere
gore, hayit ekstresi kullanimi, PMS tedavisinde %97 basarili bulunmustur (Frisch,
1968).

2000 yilinda Loch ve digerleri, Vitex agnus-castus meyve ekstresinden hazirlanan
preparatin (Femicur® kapsiil, Schaper & Brummer GmbH & Co. KG, Salzgitter,
Almanya) 1634 PMS semptomlar1 gdsteren hasta iizerinde etkilerini incelemistir. Ug
aylik tedavi sonrasinda hastalarin %93’tinde semptom sayisinda belirgin bir azalma

gozlemlenmistir (Loch ve digerleri, 2000).

Yapilan 3 aylik randomize, plasebo kontrollii caligmada, V. Agnus castus
meyvelerinin %60 etanolli ekstresinin 170 PMS sikayeti olan hastada 20 mg/giin
dozda kullaniminin prolaktin seviyelerini baskilayarak PMS semptomlarini etkili bir

sekilde giderdigi sonucuna varilmistir (Schellenberg, 2001).

Yapilan bir diger calismada ise, V. Agnus castus ekstresinin mastodini iizerinde etkisi
arastirilmistir. Mastodini sikayeti olan hastalarda 3 siklus boyunca V. Agnus castus
ekstresi ile tedavi sonucunda agrida Onemli derecede azalma goézlemlenmistir
(Wuttke ve digerleri, 1997).

Hayit meyvesinden hazirlanan preparatlarin kullaniminin, menstriiel mastaljinin
onlenmesinde basarili oldugu bilinmektedir. Menstriiel mastaljinin stres artisina bagh
olarak latent hiperprolaktinemiden kaynaklandigi, hayitin ise prolaktin seviyesini

kontrol ederek terapotik etki gosterdigi diisiiniilmektedir. Yapilan bir calismada,
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hayit meyvelerinden hazirlanan ekstrenin periyodik mastalji iizerinde etkisi, 104
premenopozal hasta lizerinde cift korlii olarak incelenmis, etkisinin 200 mg/giin

flurbiprofen dozu ile esdeger oldugu bulunmustur (Ding ve Coskun, 2014).

43 hasta ile 3 menstriiel siklus boyunca gergeklestirilen bir ¢calismada hastalara her
giin Vitex agnus castus preparatt verilmistir. Calismanin sonunda, dongiisel
mastaljinin belirgin sekilde azaldigi ve tedavinin kesilmesinden 3 ay sonra bile
iyilesmenin (%20) devam ettigi rapor edilmistir (Berger ve digerleri, 2000).

Hayit ekstrelerinin antibakteriyel etkileri ¢esitli calismalarla ispatlanmistir. Ornegin
bir ¢caligmada, Mugla (Yerkesik Ovasi) bolgesinden toplanan Vitex agnus castus ile
hazirlanan ekstrelerin Gram(+) bakterilere karsi etkili seviyede anti bakteriyel
aktivite gosterdigi gozlemlenmistir (Diilger ve digerleri, 2002). Arokiyaraj ve
arkadaslar1 (2009), Hindistan’dan toplanan hayit yapraklarinin etil asetat ve hekzan
ekstreleri ile yaptig1 calismada etil asetat ekstresinin antimikrobiyal etkisini basarili
bulmustur. Gosterdigi  yiiksek etkinin, igerdigi flavonoitler, terpenoidler ve
steroidlerden kaynaklandig diisiiniilmektedir. Yapilan bir baska bir antimikrobiyal
aktivite ¢alismasinda taze hayit yapraklarindan elde edilen ugucu yagin Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis ve Staphylococcus aureus
bakterilerine karsi antibakteriyel aktivite gosterdigi belirlenmistir (Ghannadi ve
digerleri, 2012).

Yeni Zelanda beyaz tavsanlari ile yapilan bir caligmada ise, hayit meyvelerinin
etanol ekstresinin erken dénemde kirik iyilesmesinde faydali oldugu gosterilmistir.
Bitkinin  flavonoitlerce zengin igeriginin bu etkiden sorumlu olabilecegi

diigiintilmiistiir (Yalginkaya ve digerleri, 2008).

V. agnus castus gosterdigi dopaminerjik etki nedeniyle birgok preparatta
kullanilmaktadir. ilk olarak, hayit bitkisi iceren ilag, Gerhard Madaus (1890-1942)
tarafindan, Agnolyt ad1 ile piyasaya siiriilmistiir. Preparat, 9 gram V. Agnus castus
meyvelerinden hazirlanan tentiir (1:5) igermekte ve menstruel ritim bozukluklar: ve
premenstrual semptomlarda sikayetlerin giderilmesinde kullanilmaktadir. Ulkemizde
de saglik bakanligi onayli premenstrual sendromda kullanilan Agnucaston® tableti,

hayit meyvelerinden hazirlanan 6zel BNO 1095 (7-11:1) ekstresini igermektedir.



2.1. Miktar tayini ve antioksidan aktivite calismalari

Yapilan ¢aligmalarda, Vitex agnus castus meyve, ¢igek ve yapraklarimin tanenler,
iridoitler, driterpenler ve flavonoitlerce zengin oldugu rapor edilmistir (Wollenweber
ve Mann, 1983). Fakir ve digerleri tarafindan yapilan ¢alismada (2011), Siitgiiler-
Candir (Isparta) yoresinden toplanan hayitin ugucu yag oranlar1 ve bilesenleri GC-
MS analizi ile belirlenmistir. 1,8-sineol ve a-pinen ana bilesenler olarak bulunmus,
ucucu yag bilesenlerinin farkli cografyalarda da benzer dagilim gosterdigi tespit

edilmistir.

Saglam ve calisma arkadaslar: tarafindan, hayit meyve ve yapraklarinin etanol, n-
hekzan ve su ekstrelerinde yapilan antioksidan aktivite ¢alismasina gore ekstrelerin
ABTS" katyonu serbest radikalini yakalama yetenegi 0.097-2.5 mM Trolox
esdegeri/g olarak belirlenip, igerdigi flavonoit ve taninlerin aktiviteden sorumlu
olabilecegi rapor edilmistir (Saglam, Pabugcuoglu ve Kivgak, 2007). Calismada su
ve etanol ekstrelerinin, n-hekzan ekstresinden daha giiglii antioksidan aktivite

gosterdigi bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada ise, Vitex agnus castus meyvelerinin etil asetat, metanol ve n-
hekzan ekstreleri ile antioksidan aktivite arastirmasi yapilmistir (Hajda ve digerleri,
2007). Sonuglara gore, etil asetat ekstresi metanol ekstresinden daha yiiksek
antioksidan aktivite gostermektedir. Sarikiirk¢ii ve arkadaslari (2009), Vitex agnus
castus ugucu yagi ve su, hekzan, diklorometan, etil asetat ve metanol ekstreleri ile
yaptigi ¢aligmaya gore su ekstresi diger solventlere ve ugucu yaga gore daha yiiksek
antioksidan aktivite (%64-82) ve toplam fenolik bilesen igerigi (112.46 + 1.22 pg
gallik asit esdegeri/mg ekstre) gostermistir. Diklorometan ekstresi, digerleri ile
kiyaslandiginda en yiiksek toplam flavonoit madde miktar: géstermistir.

Makhmoor ve Choudhary tarafindan yapilan ¢alismada (2010) ise hayit bitkisinin,
icerdigi fenolik bilesiklerden kaynakli antioksidan aktivitesine bagl olarak canh

hiicrelerde oksidasyonu 6nleme ve inhibe etme 6zelligi bulunmustur.



Gerec ve Yontem
3.1. Miktar Tayini Arastirmalari

3.1.1. Gerec

Yapilan literatiir calismasinda, V. Agnus-castus L. Meyvesinin (Agni Casti fructus)
Tirk Farmakopesi 2017, Amerikan Bitkisel Drog Farmakopesi (AHP)
Monograflarinda, WHO Monograflarinda, HMPC Bitkisel Drog Monograflarinda,
Avrupa Farmakopesinde, Ingiliz Bitkisel Drog Farmakopesinde ve ESCOP
Monograflarinda yer aldigi tespit edilmistir.

Calismada materyal olarak kullanilan droglar Urla Igmeler mevkiinden yapraklar,
bitki ¢icekliyken 2019 Mayis’ta, meyveleri ise 2019 Temmuz’da toplanmis olan
Vitex agnus-castus L. Bitkisinden hazirlanmistir. Bitkiye ait herbaryum ornekleri,
Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumu’nda
(1262/2) bulunmaktadir.

Calismada kullanilmak iizere toplanan yaprak ve meyveler oda sicakliginda, 1s1k
almayacak sekilde kurutulmustur (Sekil 3). Kurutulan droglar, ekstre hazirlamadan

once elektrikli degirmende (Retsch GmbH SK-1, elek ¢api: 1 mm) toz edilmistir.

Farkli yontemlerle hazirlanan ekstrelerde aliiminyum klorit yontemi ile toplam
flavonoit miktari, Folin-Ciolcalteu yontemi ile toplam fenolik madde miktar: tespit
edilmigtir. Tim absorbans olgiimleri Optima SP 3000 Nano UV-Vis
spektrofotometresi ile yapilmustir.

Klorojenik asit ve rutin miktar tayinleri icin Agilent 1100 HPLC-DAD yiiksek

basingli s1vi kromatografisi sistemi kullanilmistir.



Sekil 3. Kurutulmus hayit meyve (a) ve yapraklar (b)

3.1.2. Yontemler

3.1.2.1. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanisi

Droglardan 5’er gram tartilarak 100 ml sulu etanol ¢ozeltisi (%50 ve %60°1ik) ile 4
saat boyunca Soxhlet diizeneginde kati-sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. Daha sonra,
daras1 alinmis balondaki ekstreyi iceren etanol rotavaporda algak basing altinda
kuruluga kadar uguruldu. Yapraklar ile hazirlanan ekstreye HYS, tohum ile
hazirlanan ekstreye HTS kodlar1 verildi. Calismada kullanilan Soxhlet ekstraksiyon

sistemi Sekil 4’ te gosterilmistir.



Sekil 4. Soxhlet ekstraktorii ile tohum ve yapraklardan ekstre hazirlanis

Ekstre hazirlamada ikinci yontem olarak calkalama maserasyonu teknigi kullanildi.
Oncelikle, 5 g olarak tartilan droglar 1 gece 100 ml %50 ve %60 sulu etanolde
masere edildi. Daha sonra, 4 saat boyunca su banyosu iginde, sicakliklari oda
sicakliginda sabit tutularak, 151k almayacak sekilde ultrasonik karistiricida (Bandelin
Sonorex) ekstraksiyona tabi tutuldu. Tiim ekstreler siizge¢ kagidindan darasi alinmis
silifli balona stiziiliip ¢6ziiciileri rotavaporda (Biichi Rotavapor R-114) algak basingta
kuruluga kadar uguruldu. Calkalama maserasyonuna ait akis semasi Sekil 5°de

gosterilmistir.
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Sekil 5. Calkalama maserasyonuna ait akis semasi: Ekstrelerin sulu etanolde

maserasyonu (a); ultrasonik karistiricida ekstraksiyonu (b); stizgec kagidi ile

balona siiziilmesi (c) ve ¢oziiciilerinin ugurulmasi (d).
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Soxhlet ekstraksiyonu ve ultrasonik karigtiricida ekstraksiyon verimi (% verim) ve
drogta bulunan ekstre miktari (a/a drog), ¢oziiciiler ugurulduktan sonra balonlarin ilk

ve son agirliklilart arasindaki farka gore hesaplandi.

Tentiir eldesinde 5 g drog 100 ml %70 etanol ile 5 giin siireyle ara sira ¢alkalanarak
karanlikta bekletilip siiziildii. Yaprak ve tohumlar icin siras1 ile HY70 ve HT70

kodlar1 verildi.

Yaprak ve tohumlardan elde edilen Vitex agnus-castus L. ekstreleri, drog ve

ekstraksiyon yontemine gore kodlanarak Tablo 1 ‘de gosterilmistir.

Tablo 1. Vitex agnus castus droglarindan elde edilen ekstrelerin isimlendirilmesi ve
hazirlanis yontemleri

Drog Ekstre Ekstraksiyon yontemi
HY 50 %50 Etanol
HY 60 %60 Etanol
Yaprak %96 Etanol ile Soxhlet
HY S _
ekstraksiyonu
HY 70 %70 Etanol ile tentiir
HT 50 %50 Etanol
HT 60 %60 Etanol
Tohum %96 Etanol ile Soxhlet
HT S )
ekstraksiyonu
HT 70 %70 Etanol ile tentlir
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3.1.2.2. Toplam Fenolik Madde Analizi

Toplam fenolik madde tayininde, Folin-Ciocalteu yontemi kullanildi (Singleton ve
Rossi, 1965). Bu yontem, kisaca fenolik bilesiklerin molibdenyuma elektron transfer
etmesine baglh olarak mavi kompleks olusmasi ve fenolik ve polifenolik maddelerin
spektrokolorimetrik yontemle kantitatif olarak tayin edilebilmesine dayanmaktadir
(Sekil 6) (Albayrak, Sagdic ve Aksoy, 2010).

10 mg/ml konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 0.1 ml alinarak iizerine sirasi
ile 2.8 ml deiyonize su ve 2 ml Na,COs3 (%2 a/h) sulu ¢ozeltisi ilave edildi. Daha
sonra, hazirlanan karisima 0.1 ml %50’lik fosfomolibdat ve fosfotungstat karisimi
olan Folin-Ciocalteu reaktif ¢ozeltisi eklendi. Cozelti 30 dk boyunca 151k almayacak
sekilde agz1 kapali bekletilip ara sira g¢alkalandi. Daha sonra, Ornekler madde
icermeyen ¢Ozelti karisimi referans alinarak 750 nm dalga boyunda 6lgiildii. Gallik
asitin (G7384, Sigma) ¢esitli konsantrasyonlarda seyreltilmesi ile hazirlanan 6l¢i
egrisi kullanilarak orneklerin toplam fenolik madde analizi gallik aside esdeger
miktar olarak hesaplandi. Sonuglar, {i¢ 6l¢iim degerinin ortalamasi ve standart sapma

degerleri ile verildi.

Sekil 6. Folin-Ciocalteu reaktifinde fenolik bilesiklerin molibdenyuma elektron
transferi nedeni ile gbzlemlenen renk degisiminin Kimyasal yap: ile
gosterimi
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3.1.2.3. Toplam Flavonoit Analizi

Vitex agnus-castus meyve ve yapraklarindan hazirlanan ekstrelerde toplam flavonoit
miktar tayini aliminyum Kklorit yontemi ile yapildi (Zhishen, Mengcheng, ve
Jianming, 1999). 10 mg/ml konsantrasyonlardaki ekstrelerden 0.5 ml alinip {izerine
1.5 ml %96’lik etanol ve 0.1 ml aliiminyum klorit etanol c¢ozeltisi eklendi.
Hazirlanan karisima 2.8 ml deiyonize su ilave edilerek 40 dakika boyunca 1sik
almayacak sekilde, agz1 kapali ve ara sira calkalanarak bekletildi. Karisimin
absorbansi 415 nm dalga boyunda etanol referans alinarak 6l¢tildii. Miktar tayini igin
kersetinin (>%98 (HPLC), Q4951, Sigma) cesitli konsantrasyonlarda seyreltilmesi
ile hazirlanan standart 6l¢ii egrisinden elde edilen regresyon denklemi kullanildi.
Ekstrelerin toplam flavonoit miktari, kersetine esdeger flavonoit miktari olarak
belirtildi (Tomczyk ve Gudej, 2003). Sonuglar, {i¢ 6l¢iim degerinin ortalamasi ve

standart sapma degerleri ile verildi.

3.1.2.4. Yiiksek Basin¢h Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini

Cahismalan

V. agnus castus meyve ve yapraklarinda klorojenik asit ve rutin miktar tayini igin
yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) kullanilmistir. Ayrica, elde edilen
bulgular 4 mg hayit meyve ekstresi igeren Agnucaston® (Bionorica) tableti ile
kiyaslanmigtir. Calismalarda kullanilan HPLC Sisteminin o6zellikleri Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2. Miktar tayini ¢alismalarinda kullanilan HPLC sistemi ve ¢alisma kosullari

HPLC Sistemi Agilent 1100 HPLC-DAD

Detektor Diode Array Dedector (DAD)

Kolon Inertsil® ODS-3 (25 cm x 4.6 mm X 5 um)
Kolon sicaklig (°C) 30
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Akis hizi (ml/dk) 1

Asetonitril:Su (%0.1 fosforik asit igeren)
(15:85)

Mobil faz

Uygulama hacmi (ul) 20

Rutin tayininde kullanilmak tizere 8.2 mg Rutin hidrat (Sigma, R5143) 2 ml
metanolde ¢6ziildii. Cozeltiden alinan 20 ul, metanol ile 1000 pl’ye tamamland: ve
345-580 nm araliginda UV spektrumu alindi. Maksimum absorbansin 355 nm dalga

oldugu boyunda saptandi.

Klorojenik asit tayini i¢in oOncelikle, klorojenik asit (Sigma, C3878) 1 mi/ml
konsantrasyonda metanolde hazirlanarak 200-400 nm dalga boyunda, metanol
referans alinarak spektrofotometrik olarak tarandi. Klorojenik asitin maksimum

absorbans gosterdigi dalga boyu 330 nm olarak tespit edildi.

Farkli konsantrasyonlara sahip standart ¢ozeltiler, HPLC kolonuna enjekte edilip,
kromatogramlarda saptanan alan degerlerine gore kalibrasyon egrisi ¢izildi ve
regresyon denklemi hesaplandi. Standart o6l¢ii egrilerinde iki paralel ¢alisma

sonucunda okunan alan degerlerinin ortalamas1 kullanildi.

Hazirlanan ekstreler 100 mg/ml konsantrasyonda kendi ¢oziiciilerinde ¢6ziildii. 1 ml
ekstre ¢ozeltisi 10 ml olacak sekilde metanol ile seyreltildi. 5000 rpm ile 20 dk
boyunca santrifiije tabi tutulan ekstreler, 0.45 um membran filtreden (Macherey-
Nagel, Chromafil CA-45/25-S) siiziilerek, 20 pl loop hacmi olan enjektdr blogundan
ucu kiit enjektor (Hamilton) ile, ti¢ tekrarla kolona enjekte edildi. Analizler izokratik
olarak yiiriitiildii. Orneklerde bulunan klorojenik asit ve rutinin teshisi, standartlara
ait retansiyon zamani ve internal standart yontemi kullanilarak yapildi. Klorojenik
asit miktar1 ve rutin miktar1 regresyon denklemine gore hesaplandi. Calismada
kullanilan HPLC sistem semasi1 ve cihazi Sekil 7 ve Sekil 8’de gosterilmistir. Ayni
sekilde, Agnucaston® tableti 4 mg/4ml konsantrasyonda metanolde ¢oziiliip,
santrifiij edildi ve filtre edilip 20 ul hacimde HPLC-DAD sistemine enjekte edildi.

Standartlara karsilik gelen alikonulma zamanlari ve tespit edilen dalga boylarindaki
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Olgiilen alanlart (MAU) tespit edildi. Tiim ¢aligmalar ikiser tekrarl olarak yapildi ve

sonuglar ortalama degerler olarak hesaplandi.

Ornek

it

|

7
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==
Mobil faz Pompa HPLC Kolonu Veri toplama

Atik
(Elue olan komponentler)

Sekil 7. HPLC-DAD cihazinin sematik gosterimi

Sekil 8. Agilent HP 1100 HPLC Cihazi
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3.2 Antioksidan Aktivite Tayini
3.2.1. Gereg

Hayit meyve ve yapraklarindan hazirlanan ekstrelerinin antioksidan aktivite tayini
DPPH yéntemi ile spektrofotometrik olarak yapilmustir. Olgiimlerde Optima SP 3000

Nano UV-Vis spetrofotometresinden yararlanilmistir.

3.2.2. Yontem

V. agnus castus meyve ve yapraklarindan hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktivite
Olgtimii Esmaeili ve arkadagslar tarafindan 1,1-diphenil-2-picrylhydrazyl (DPPH)
radikali yakalama aktivitesi yontemine gore yapilmistir (Esmaeili ve Sonboli, 2010).

Bu yontemde, temel olarak hidrojen atomu vermeye egilimli molekiil (antioksidan)
tarafindan DPPH serbest radikaline protein transferi sonucu, absorbans degerinde
azalma gozlenmektedir. Bu siireg, DPPH radikalinin indirgenerek mor renginin
azalmasma bagli olarak UV-Vis spektrofotometre ile takip edilebilmektedir
(Albayrak ve digerleri, 2010).

Oncelikle, 0.5-10 pg/ml konsantrasyon araliginda metanolde hazirlanan o-tokoferol
(dl-o-tokoferol, Roche) ¢ozeltilerinin 517 nm’de metanole karsi absorbans degerleri
Optima SP 3000 Nano UV-Vis Spektrofotometresinde olgiildii. Saptanan absorbans
degerleri ile DPPH yiizde inhibisyonu hesaplanarak standart kalibrasyon egrisi
cizildi. Hesaplanan regresyon denkleminden ekstrelerin alfa tokoferole esdeger

antioksidan aktivitesi saptandi.

Cesitli konsantrasyonlarda hazirlanan ekstrelerden 1 ml alinip 4 ml DPPH stok
¢ozeltisi (0.04 mg DPPH/mI metanol) ile seyreltildi ve 30 dakika boyunca i1sik
almayacak sekilde bekletildi. Ayrica, sadece metanol ve DPPH stok ¢ozeltisinden
olusan, ekstre icermeyen karisim da karanlikta inkiibe edildi. Daha sonra, tiim
orneklerin absorbans degerleri metanole karsit oOlgiilerek % DPPH inhibisyon

degerleri ( % I) asagidaki gibi hesaplandi:

Apos = 1 ml metanol + 4 ml DPPH stok ¢ozeltisinin absorbansi

Asmer = 1 ml 6rnek + 4 ml DPPH stok ¢ozeltisi karisiminin absorbansi

% I =T (Avos = Asmer) | Apos ] X 100

17



Hesaplanan % DPPH inhibisyon degerleri, a-tokoferol ile hazirlanan regresyon
denklemi kullanilarak a-tokoferole ekivalen degerler olarak hesaplandi. Ayrica, %50

DPPH inhibisyonuna denk gelen ekstre miktari, 1Csq degeri olarak hesaplandi.
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Bulgular

4.1. Vitex agnus-castus meyve ve yapraklar: iizerinde yapilan miktar tayini

arastirmalarina ait bulgular

4.1.1. Ekstraksiyon Verimi

Vitex agnus-castus yaprak ve meyvelerinden c¢alkalama maserasyonu ve soxhlet
ekstraksiyonu ile hazirlanan HY50, HY60, HYS, HT50, HT60 ve HTS kodlu

ekstrelerin ekstraksiyon verimleri Tablo 3 ile gosterilmistir.

Tablo 3. Farkli kosullarda hazirlanan ekstrelerin ekstraksiyon verimi

Gruplar g/g drog % Verim
HY50 0.334 33.386
HY60 0.360 36.000
HYS 0.381 38.100
HT50 0.148 14.818
HT60 0.132 13.226
HT S 0.105 10.546

4.1.2. Toplam Fenolik Madde Analizine Ait Bulgular

Toplam fenolik madde miktar1 igin hazirlanan gallik asit standart 6l¢ii egrisi Sekil 9
ile gosterilmistir. HY50, HY60, HY70, HYS, HT50, HT60, HT70 ve HTS kodlu
ekstrelerin Folin-Ciocalteu yontemi ile hesaplanan toplam fenolik madde miktarlar
gallik asite ekivalen degeri olarak Tablo 4’de verilmistir. Ekstraksiyon verimi bilinen
ekstrelerin hazirlandigi 1 mg drogdaki toplam fenolik madde miktari ise, Tablo 5’de
gosterilmistir. Farkli yontemlerle hazirlanan meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam

fenolik madde miktar: ise Sekil 10°da karsilastirmali1 olarak sunulmustur.
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Sekil 9. Toplam fenolik madde analizine ait gallik asit standart 6l¢ii egrisi

Tablo 4. Ekstrelerde bulunan toplam fenolik madde miktar1

Gruplar Miktar (ng GAE/mg ekstre)

HY50 85.634 £ 0.141
HY60 79.155 +0.141
HY70 186.479 +0.141

HYS 91.362 £0.215

HT50 51.878 £0.215

HT60 72.770 £ 0.163

HT70 79.577 £0.373

HTS 80.469 £ 0.215




Tablo 5. Ekstrelerin hazirlandig1 droglarda bulunan toplam fenolik madde miktari

Gruplar Miktar (ng GAE/g drog)
HY50 28.590 £0.047
HY60 28.496 £ 0.051
HYS 34.908 £ 0.082
HT50 7.687 £0.032
HT60 9.625 +£0.022

HTS 8.846 +£0.023
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o

Sekil 10. Farkli yontemlerle hazirlanan meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam fenolik
madde miktar: karsilastirmalari

4.1.3. Toplam Flavonoit Analizine Ait Bulgular

Toplam flavonoit miktar1 i¢in hazirlanan kersetin standart 6l¢ii egrisi Sekil 11 ile
gosterilmistir. HY50, HY60, HY70, HYS, HT50, HT60, HT70 ve HTS kodlu
ekstrelerin aliminyum klorit yontemi ile hesaplanan toplam flavonoit miktarlari
kersetine ekivalen degeri olarak Tablo 6’da verilmistir. Ekstraksiyon verimi bilinen

ekstrelerin hazirlandigi 1 mg drogdaki toplam flavonoit miktar1 ise, Tablo 7°de
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gosterilmistir. Farkli yontemlerle hazirlanan meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam

flavonoit miktar: karsilastirmalar1 Sekil 12°de gosterilmektedir.

Absorbans (415 nm)
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200

Sekil 11. Toplam flavonoit analizine ait kersetin standart 6l¢ii egrisi

Tablo 6. Ekstreledeki toplam flavonoit miktari

Gruplar Miktar (ng QE/mg
ekstre)
HY50 110.637 + 0.064
HY60 188.854 + 1.011
HY70 147.749 + 0.160
HYS 86.030 + 0.097
HT50 52.505 £0.097
HT60 47.070 = 0.064
HT70 38.726 £ 0.221
HTS 62.696 = 0.074

250
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Tablo 7. Ekstrelerin hazirlandig1 droglardaki toplam flavonoit miktari

Gruplar Miktar (ug QE/g drog)
HY50 36.937 +0.021
HY60 67.987 + 0.364
HYS 32.777 £0.037
HT50 7.780 £0.014
HT60 6.225+0.008
HTS 6.612 +0.008
200
160
o 120
o
'
o
= 80
) I I I I
0
HT50 HT70 HT60 HY50 HY/0 HY60

Sekil 12. Farkli yontemlerle hazirlanan meyve ve yaprak ekstrelerinin toplam
flavonoit miktar: karsilastirmalari

4.1.4. Yiiksek Basinch Sivi Kromatografisi (HPLC) ile Miktar Tayini

Calhismalarina Ait Bulgular

Ekstrelerde rutin ve klorojenik asit tayininde kullanilan rutin standart 6l¢t egrileri
siras1 ile Sekil 13 ve Sekil 14’te gosterilmistir. Rutin ve klorojenik asit tayininde
kullanilan dalga boyu ve kalibrasyon denklemi, retansiyon zamanlar ile birlikte

Tablo 8’de gosterilmistir. Orneklere ait kromatogramlar Sekil 15°de bulunmaktadir.
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HY60 ve HT60 kodlu &rnekler ve Agnucaston preparatindan hazirlanan ¢dzeltide

HPLC ile yapilan miktar tayinine ait bulgular, Tablo 9 ve Tablo 10°da belirtilmistir.
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Sekil 13. Rutin miktar tayini analizine ait standart 6lgii egrisi
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Sekil 14. Klorojenik asit miktar tayini analizine ait standart 6l¢ii egrisi
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Tablo 8. Miktar tayini analizi 6n g¢alismalarinda belirlenen retansiyon zamani,

maksimum dalga boyu, standart 6l¢ii denklemi ve regresyon katsayisi

Madde Retansiyon Maksimum St?irlldﬁart R?
zaman (dk) | dalga boyu (nm) denlflemi

Rutin 34.9 355 y=1395.3x |~0.93

Klorojenik asit 8.3 330 y =609.47x |>0.99

Sekil 15. HY60 (a), HT60 (b) ve Agnucaston (c)’a ait HPLC kromatogramlari

Tablo 9. HY60, HT60 ve Agnucaston orneklerinde yapilan rutin miktar tayini
analizine ait bulgular

Madde Rutin miktar1 (mg/mg Rutin miktar1 (mg/g
ekstre) drog)
HY60 0.330 x 107 131.48 x 10
HT60 0.068 x 10 8.81 x 107
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Agnucaston )

Tablo 10. HY60, HT60 ve Agnucaston 6rneklerinde yapilan klorojenik asit miktar
tayini analizine ait bulgular

Madde Klorojenik asit miktar1 | Klorojenik asit miktar
(mg/mg ekstre) (mg/g drog)
HY60 0.45 x 10 160.117 x 10
HT60 0.17 x 10 22.910 x 107
Agnucaston 0.025 x 10

4.2. Vitex agnus-castus Meyve ve Yapraklar1 Uzerinde Yapilan Antioksidan

Aktivite Tayinlerine Ait Bulgular

DPPH radikalinin indirgenmesine bagl olarak 6rneklerde gézlemlenen renk degisimi
Sekil 16’da gosterilmektedir. DPPH yontemi ile antioksidan aktivite tayini igin,
oncelikle a-tokoferol standart ol¢ii egrisi hazirlanmistir (Sekil 17). HY50, HY®60,
HY70, HYS, HT50, HT60, HT70 ve HTS kodlu ekstrelerin % DPPH inhibisyon ve

a-tokoferole ekivalen degerleri Tablo 11-18’de verilmistir.

200, 400, 800 ve 1500 upg/ml konsantrasyonda yaprak ve tohumlardan farkli
ekstraksiyon metotlari ile hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktivite karsilastirmalari,
Sekil 18-28’de yer almaktadir. Yaprak ve tohum ekstrelerinin 1Csy degerleri Tablo
19°da gosterilmektedir.
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Sekil 16. DPPH radikalinin antioksidan bilesikle reaksiyonu
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Sekil 17. DPPH yakalama aktivitesine ait a-tokoferol standart 6l¢ii egrisi
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Tablo 11. HY50 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve o-

tokoferol ekivalen degerleri

Konsantrasyon % DPPH inhibisyon u-Tokvofe.roI ekivalen
(ng/ml) degeri (ng/mg)
200 29.174+0.128 5.641 £ 0.025
400 62.903 £ 0.111 12.163 £ 0.021
800 90.707 £ 0.128 17.539 £ 0.025
100
R
80
-y =0,0978x + 15,272
= R? =0,9409
£ 60 *
C .
o
@
2
= 40 .
£
[
20
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Sekil 18. HY50 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi

Tablo 12. HY60 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve o-

tokoferol ekivalen degerleri

a-Tokoferol ekivalen

Konsantrasyon o f o
(ng/ml) %o DPPH Inhibisyon degeri (ug/mg)
200 29.622 +0.230 5.728 +0.045

400 57.765+0.176 11.170 +0.034

800 88.981 + 0.067 17.206 + 0.013
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Sekil 19. HY60 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi

Tablo 13. HY70 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerleri

a-Tokoferol ekivalen

Konsantrasyon .
% DPPH Inhibisyon oo
(ng/ml) degeri (ng/mg)
200 79.951 + 0.130 15.460 + 0.025
300 80.513 + 0.234 15.568 + 0.045
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Sekil 20. HY70 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi

Tablo 14. HYS kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerleri

Konsantrasyon . ) a-Tokoferol ekivalen
% DPPH Inhibisyon
(ng/ml) degeri (ng/mg)
200 28.742 +£0.228 5.558 + 0.044
400 55.151 +0.114 10.664 + 0.022
800 85.581 + 0.237 16.548 + 0.046
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Sekil 21. HYS kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi

Tablo 15. HT50 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerleri

Konsantrasyon . ) a-Tokoferol ekivalen
% DPPH Inhibisyon
(ng/ml) degeri (ng/mg)
200 12.728 + 0.065 2.461 + 0.013
400 31.265 +0.130 6.046 + 0.025
800 56.270 + 0.284 10.881 + 0.055
1500 84.020 £ 0.396 16.246 + 0.077
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Sekil 22. HT50 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi

Tablo 16. HT60 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerleri

Konsantrasyon . a-Tokoferol ekivalen
% DPPH Inhibisyon
(ng/ml) degeri (ng/mg)
200 21.229 £ 0.227 4.104 + 0.044
400 39.331 +0.227 7.605 + 0.044
800 68.266 + 0.000 13.200 + 0.000
1500 92.366 +0.109 17.860 + 0.021
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Sekil 23. HT60 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi

Tablo 17. HT70 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerleri

Konsantrasyon S a-Tokoferol ekivalen
% DPPH Inhibisyon
(ng/ml) degeri (ng/mg)
200 8.840+0.110 1.709 £ 0.021
400 37.459 +0.110 7.243 £ 0.021
800 63.425 + 0.292 12.264 + 0.057
1500 92.192 +0.128 17.827 £0.025
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Sekil 24. HT60 kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi

Tablo 18. HTS kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerleri

Konsantrasyon . a-Tokoferol ekivalen
% DPPH Inhibisyon
(ng/ml) degeri (ng/mg)
200 14.100 + 0.170 2.276 + 0.033
400 35.454 £ 0.232 6.855 + 0.045
800 60.751 +0.232 11.747 +0.045
1500 87.872 +£0.232 16.991 + 0.045
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Sekil 25. HTS kodlu 6rnegin farkli konsantrasyonlarda % DPPH inhibisyon ve a-

tokoferol ekivalen degerlerine ait regresyon egrisi
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Sekil 26. 200 pg/ml konsantrasyonda farkli yontemlerle hazirlanan yaprak ve tohum

ekstrelerinin antioksidan aktivite karsilastirmasi
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Sekil 27. 400 pg/ml konsantrasyonda farkli yontemlerle hazirlanan yaprak ve tohum

ekstrelerinin antioksidan aktivite karsilastirmasi
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Sekil 28. 800 pg/ml konsantrasyonda farkli yontemlerle hazirlanan yaprak ve tohum

ekstrelerinin antioksidan aktivite karsilastirmasi
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Tablo 19. Yaprak ve tohum ekstrelerinin ICsq degerleri

Gruplar 1Cs0 (ng/ml)
HY50 355.092
HY60 375.245
HY70 161.917

HYS 396.015
HT50 798.265
HT60 626.386
HT70 717.542
HTS 733.548
a-tokoferol 9.668
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Tartisma

Bu calismada kullamilan hayit yapraklari, Urla igmeler mevkiinden, bitki ¢igekliyken
2019 Mayis ayinda, meyveleri ise 2019 Temmuz ayinda toplanmistir. Oda
sicakliginda ve golgede kurutulan droglar, degirmende toz edilmistir. Droglardan, %
50-60’lik sulu etanol cozeltileri ve etanol ile hazirlanan ekstrelerde ve % 70’lik
etanol ile hazirlanan tentiirlerinde Folin-Ciocalteu yontemi ile toplam fenolik madde,
Aliiminyum klorit yontemi ile toplam flavonoit miktar, HPLC-DAD yontemi ile
rutin ve klorojenik asit miktar tayini yapilmistir. Elde edilen bulgular, Agnucaston
adli hayit meyve eckstresi igeren preparatla karsilastirilmistir. Miktar tayini
calismalarinin yani sira, hazirlanan tiim ekstrelerin DPPH yontemi ile farkli

konsantrasyonlarda antioksidan aktivite ¢alismalari yiiriitiilmistir.

Bitkinin etken madde bakimindan en verimli olabilecegi ekstraksiyon sartlarinin
tespit edilmesi hem etken madde verimi hem de uygun preparat formiilasyonlarinin
gelistirilmesi agisindan olduk¢a 6nemlidir. Bu nedenle, calismada her iki drogdan
ekstre eldesinde kullanilan yontemlerin, etken madde miktarina etkisi kiyaslanmistir.
Yapilan miktar tayini ve aktivite calismalarinda, Avrupa Ilag Ajansmin tibbi bitki

Monograflarinda yer alan yontemler ve konsantrasyon degerleri temel alinmustir.

Calismalarda kullanilan meyve ve yaprak ekstreleri, galkalama maserasyonu (%50 ve
%60 sulu etanolde), tentiir (%70’lik etanolde) ve Soxhlet ekstraksiyonu (%96’lik
etanolde) yontemleri ile hazirlanmigtir. Yaprak ekstrelerinin verimi %33.39-38.10,
tohumlardan hazirlanan ekstrelerin verimi ise %10.55-14.89 araliginda bulunmustur.
Sonuglar degerlendirildiginde, yapraklardan hazirlanan tiim ekstrelerde, tohumlar ile
hazirlanilan ekstrelere kiyasla daha yiiksek verim elde edilmistir. Calkalamali
maserasyon ve Soxhlet ekstraksiyonu yontemleri kiyaslandiginda, yapraklardan
hazirlanan ekstrelerde en yiiksek verim Soxhlet ekstraksiyonundan (%38.10),
tohumlardan hazirlanan ekstrelerde ise %50’lik etanol ile ¢alkalama maserasyonu

teknigi ile en yiiksek verim %14.82 olarak elde edilmistir.

Literatiirde yer alan calismalar incelendiginde, kullanilan ¢6ziicliniin ekstraksiyon

verimi iizerinde oldukgca etkili oldugu goriilmektedir. Ornegin, Vitex agnus-castus
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yapraklarinin su, etanol ve n-hekzan ile hazirlanan ekstreleri ile yapilan bir ¢alismada
ekstraksiyon verimi sirasi ile %38.06, 13.06 ve 3.42 olarak bulunmustur (Saglam ve
digerleri, 2007).

Fenolik bilesiklerin insan saglig1 iizerinde olduk¢a onemli oldugu bilinmektedir.
Yapilan in vitro calismalar, fenolik bilesiklerin serbest radikal siipiiriicii, enzimatik
aktivite diizenleyici, antialerjik ve antienflamatuvar etkilerini gostermektedir (Bravo,
1998). Bu nedenle, potansiyel ilag hammaddesi arastirmalarinda, istenen aktiviteden
sorumlu fenolik bilesiklerinin miktar tayini ve standardizasyonu olduk¢a biiyiik

Onem tasimaktadir.

Tez kapsaminda V. agnus-castus meyve ve yapraklarinda toplam fenolik madde
miktar tayini, Folin-Ciocalteu yontemi ile, gallik asit ile hazirlanan standart 6l¢ii
egrisinden  yararlanilarak  spektrokolorimetrik  olarak  gerceklestirilmistir.
Calismalarimiz sonucunda en yiiksek toplam fenolik madde miktari, diger tiim ekstre
ornekleri ile kiyaslandiginda oldukga yiiksek olarak, yapraklar ile hazirlanan tentiir
ekstresinde, 186.48 pg GAE/mg ekstre olarak gozlemlenmistir (Tablo 4, Sekil 10).
Tohumlarda ise toplam fenolik madde miktar1 51.88 — 80.47 pg GAE/mg ekstre
araliginda bulunmustur. Yaprak ekstreleri ile elde edilen sonuglar, yapilan literatiir
caligmalari ile kiyaslandiginda genel olarak hayit ugucu yaginda daha yiiksek toplam

flavonoit miktar: bildirilmistir.

Ornegin, hayit ucucu yag ile yapilan bir calismada toplam fenolik bilesen 82.26 +
5.94 mg GAE/g ugucu yag olarak hesaplanmistir (Katiraee, Mahmoudi, Tahapour,
Hamidian ve Emami, 2015).

2010 yilinda Antalya’dan toplanan hayit ile yapilan bir diger calismada ise,
hazirlanan ugucu yagin fenolik bilesen miktar: 48.05 + 1.02 mg GAE/g ekstre) olarak
rapor edilmistir. Toplam flavonoit miktari ise, aliminyum klorit yontemi ile 27.45 +
1.36 mg KE/g ekstre olarak bulunmustur. Calismaya gore, toplam fenolik bilesik
miktar1 ve antioksidan aktivite arasinda dogru orant1 bulunmaktadir (Maltas, Uysal,
Yildiz ve Durak, 2010).

Calismalarda toplam flavonoit miktar tayini, aliminyum Klorit yontemi ile, kersetin

standart alinarak spektrofotometrik olarak gergeklestirilmistir. Ekstrelerin toplam

39



flavonoit miktarlar1 kiyaslandiginda, yaprak orneklerinin meyve ekstrelerine kiyasla
daha yiiksek flavonoit icerdigi rapor edilmistir (Tablo 6). Sonuglara goére, ayn
drogdan farkli yontemlerle hazirlanan ekstrelerin flavonoit miktarlari birbirine
yakinlik gostermektedir. Meyve ekstrelerinde en yiiksek flavonoit igerigi HTS kodlu
ornekte 62.97 pg KE/g kuru ekstre, yaprakta ise HY60 kodlu 6rnekte 185.85 pg KE/
g ekstre olarak bulunmustur. Bulgular, flavonoit miktarinin yalnizca drog ile degil,

ayn zamanda ekstraksiyon yontemine gore de farklilik gosterdigini isaret etmektedir.

Maltas ve arkadaslar1 tarafindan, hayit yapraklarinin metanollii ekstresi ile yapilan
calismada toplam flavonoit miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile 27.45 + 1.36 mg
KE/g drog olarak bulunmustur. Toplam fenolik bilesik miktar1 ise 45.05 + 1.02 mg
GAE/g drog olarak hesaplanmistir. Ayni ¢alismada, Vitex agnus castus ekstresinin
Candida albicans tiiriine karsi1 antifungal aktivitesi ispatlanmistir (Maltas ve
digerleri, 2010).

Omegin bir calismada, hayit yaprak ve meyvelerinden hazirlanan metanol
ekstrelerinde RP-HPLC yontemi ile bazi fenolik bilesikler analiz edilmistir. Fakat
rutin her iki drogda da rastlanmamistir. Ayni ¢alismada, ekstre verimi meyve ve
yapraklarda sirasi ile %30 ve 29.5 olarak hesaplanmigtir. Toplam fenolik icerik ise
meyve ekstresi i¢in 114.5 + 2.7, yaprak ekstresi i¢in 123.9 + 2.28 mg GAE/g ekstre
olarak hesaplanmistir. Calismada, DPPH yontemi ile yapilan antioksidan aktivite
caligmalarinda standart 6l¢ii egrisi kafeik asit ile hazirlanmis, 1Cso degerleri meyve
icin 0.612, yaprak igin 0.449 mg/ml olarak bulunmustur (Gékbulut, Ozhan,
Karacaoglu ve Sarer, 2010).

Ince tabaka kromatografisi ya da kolon kromatografisi gibi diger kromatografi
yontemleri ile kiyaslandiginda, yiiksek basingli sivi kromatografisi (HPLC), daha az
miktarda ornekle ¢alismasina ragmen daha hizli ve hassas sonug vermektedir. Bu
nedenle, Ozellikle ekstrelerde fenolik bilesiklerin izolasyonunda ve Kkantitatif

analizinde en ¢ok tercih edilen yontemdir (Lee, 2000).

Bu nedenle, ¢aligma kapsaminda, %60 sulu etanolde calkalama maserasyonu ile
hazirlanan hayit yaprak ve meyve ekstrelerinde (HY60 ve HT60), HPLC yontemi ile
Klorojenik asit ve rutin miktarlar: tespit edildi. Deteksiyonda diode array detector
(DAD), sabit faz olarak ise Interstil ODS-3 (4.6x250 mm) kolonu kullanildi. Analiz
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boyunca, aynt mobil faz bilesiminin kullanilmasinin, ¢alismanin tekrarlanilabilirligi

acisindan oldukg¢a 6nemli oldugu gézlemlenmistir.

HPLC ile rutin miktar tayini ¢alismalar1 Tablo 9’da gésterilmistir. Yaptigimiz rutin
tayini ¢alismalarinda, en yiiksek rutin miktar1 HY60 kodlu ekstrede 0.33 mg/100 mg
ekstre olarak bulunmustur. Yapilan analizlerde, Agnucaston tabletinde rutine
rastlanmamistir.  Calismamiz, literatiirde  belirtilen  bazi  ¢alismalarla
karsilastirildiginda, bazi ¢alismalarla uyumlu bulundugu gibi bazilar1 ile ise

birbirinden ¢ok farkli sonuglar elde edilmistir.

Fenolik bilesikler arasinda kafein ve Kinik asit esteri olan klorojenik asit, yiiksek
antioksidan aktivitesi ile bilinmektedir (Chen ve Ho, 1997). Ozellikle klorojenik asit
acisindan zengin bitkilerle beslenen hayvanlarda dejeneratif, yasa bagl hastaliklarda

azalma gozlemlenmektedir (Niggeweg, Michael ve Martin, 2004).

Tirkiye’de yetisen hayit bitkisinde klorojenik asit miktar tayini ile bilinen ilk
caligma, Marmaris ve Antalya’dan toplanan hayit meyve ve yapraklarinin ters fazli
HPLC (RP-HPLC) ile incelenmesidir. Calismaya gére, meyve ekstreleri klorojenik
asit bakimindan yaprak ekstrelerinden daha zengin olarak bulunmustur. Meyve
ekstrelerinin klorojenik asit igerigi %0.303-343 (a/a) olarak tayin edilmistir (Sarer ve
Gokbulut, 2008).

HPLC Klorojenik asit miktar tayini ¢aligmalar1 Tablo 10°da gosterilmistir. Klorojenik
asit miktar1 Oncelikle drog cesidine bagl olarak degismektedir. Yaptigimiz
klorojenik asit miktar tayini calismalarinda, HY60 kodlu ekstre klorojenik asit
acisindan daha zengin bulunmustur (0.45 mg/100 mg ekstre). Ayrica hem yaprak
hem meyve ekstrelerinin Agnucaston preparatindan daha yiiksek klorojenik asit

igerdigi rapor edilmistir.

Yapilan HPLC ¢alismalarinda goriilen farkliliklar, bitkilerin yetisme sarti, toplanma
zamani, kurutulma ve toz hale getirilme yontemleri gibi ekstre hazirlanma oOncesi
faktorlerle iliskili olabilecegi gibi, ayn1 zamanda ekstraksiyon yontemi, ¢oziicii ve

¢alisma kosullari ile iliskilidir.

Serbest radikaller, organizmalardaki dogal oksidiyon siireglerinde veya dis kaynakli
etkilerle olusmaktadirlar (Ogiit, 2014). Antioksidanlar, serbest radikallerin ve reaktif
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oksijen tiirevlerinin (ROS) hiicrelerde yol actigi oksidatif hasari Onlemesi veya
azaltmasi ile giinliik diyetimizde epeyce onemlidir (Gross ve Snowdon, 1996).
Boylece oksidatif strese bagli olarak gelisen yasa bagh gelisen hastaliklar ve kanser,
kalp rahatsizliklar1 gibi bir¢ok hastaliga karsi antioksidan takviyesi alimi gittikce
onem kazanmaktadir. Literatiirdeki bazi ¢alismalar, fenolik bilesenlerin antioksidan
aktiviteden sorumlu oldugunu desteklemektedir (Andarwulan, Fardiaz, Wattimena ve
Shetty, 1999; Tsaliki, Lagouri ve Doxastakis, 1999) .

Hayit iizerine yapilan bazi ¢alismalarda, hayitin yiiksek antioksidan aktivitesinin
icerdigi toplam fenolik bilesik miktar1 ile dogru orantili oldugu rapor edilmistir
(Sarikiirk¢ii ve digerleri., 2009). Bu nedenle, farkli yontemlerde hazirlanan yaprak ve
meyve ekstrelerinin miktar tayini ve biyolojik aktivite ¢alismalarinin paralel olarak

yapilmasi olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Tez kapsaminda yapilan antioksidan aktivite ¢alismalarinda, % DPPH inhibisyon
degerleri ve a-tokoferole ekivalen antioksidan degerleri hesaplanmistir. Bu sonuglar
Tablo 11-18’te gosterilmistir. Ayrica, antioksidan aktivite degerleri, baslangigtaki
DPPH konsantrasyonunun %50 azalmasi i¢in harcanmasi gereken antioksidan
miktarini ifade eden ICs (etkin konsantrasyon) degerleri hesaplanip Tablo 19°da
gosterilmistir (Brand-Williams ve digerleri, 1995). Bulgular incelendiginde, yapilan
tim ekstraksiyon yontemlerinde yaprak ekstrelerinin antioksidan aktiviteleri,
meyveden daha yiiksek bulunmustur. En kiigiik 1Cso degeri, hayit yapraklarindan
hazirlanan %70 etanolde tentiirde (131.92 pg/ml) goézlemlenmistir. Buna bagh
olarak, en yiiksek antioksidan aktivite, ayn1 zamanda en yiiksek toplam fenolik
madde igeren HY70 kodlu ornekte saptanmistir. Yaprak ve meyve aktiviteleri
kiyaslandiginda, literatiirdeki bazi bulgular ile uyumlu bulunurken, bazilari ile

farkliliklar gozlemlenmektedir.

Ornegin, Gokbulut ve digerleri (2010) tarafindan Antalya’dan toplanan hayit meyve
ve yapraklarinin metanollii ekstreleri ile yapilan ¢alismada, DPPH yontemine gore
yapilan antioksidan aktivite tayinine gore meyve ekstrelerinin daha yiiksek aktivite
gosterdigi gozlemlenmistir. Fakat ayni ¢alismada, tez kapsaminda yapilan fenolik
madde miktar1 analizinde oldugu gibi, yaprak ekstreleri (123.9 + 2.8 mg GAE/g
ekstre), meyve ekstrelerinden (114.5 + 2.7 mg GAE/g ekstre) daha yiiksek toplam

fenolik bilesen miktar1 gostermektedir. Calismada analiz edilen toplam fenolik
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madde miktar1, elde ettigimiz degerlerle benzerlik gostermektedir. Fakat, ayni

¢alismada sunulan HPLC c¢aligmalarinda rutin fenolik bilesigine rastlanmamastir.

Canakkale Gelibolu mevkiinden toplanan hayit ile yapilan bir ¢alismada, ¢i¢eklerin
yapraktan daha yiiksek toplam fenolik bilesik miktar1 i¢erdigi, ve orantili olarak daha
diisiik ICso degeri gosterdigi rapor edilmistir. Cigek ve yapraklar i¢in toplam fenolik
bilesik miktari sirasi ile 47.3 + 1.3 ve 38.6 + 0.6 mg GAE/g drog olarak bulunmustur.
I1Cso degerleri ise ¢icek ve yapraklar i¢in 0.57 ve 0.61 mg drog olarak bildirilmistir
(Kirca ve Arslan, 2008).

Asdadi ve ¢aligma arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, Fas’ta toplanan hayit
tohumlarindan elde edilen ugucu yagi, DPPH yoOntemi ile incelenmistir. Sonuglara

gore, ICsp degeri 1.072 mg/ml olarak bulunmustur (Asdadi ve digerleri, 2015).

Yapilan bir ¢alismada, Mugla Fethiye mevkiinden toplanan hayitin c¢icekli dal
uclarmin metanol ekstresi tizerinde izolasyon c¢alismalari yapilmis, elde edilen
glikozitler DPPH yéntemi ile antioksidan aktiviteleri bakimidan incelenmistir. izole
edilen flavonoit glikozitlerinin ICsy degerlerinin, referans olarak alinan askorbik asit
degerinden yiiksek oldugu belirtilmistir (Kuruiiziim-Uz, Giivenalp, Stroch,
Demirezer ve Zeeck, 2008).

Farkli bir ¢alismada ise, hayit yapraklarinin metanol, kloroform ve su ekstreleri
incelendigine, 1Csy degerleri siras1 ile 126.79, 178.5 ve 223.6 ng/ml olarak
bulunmustur. Calismada pozitif kontrol olarak kersetin kullanilmistir (IC50=1.30
pg/ml). Sonuglara gore, metanol ekstresi en yiiksek antioksidan aktivite
gostermektedir (Sahib, Al-Zubaidy, Hussain ve Jassim, 2014). Calismada hesaplanan

IC50 degerleri, bu ¢alismanin bulgular ile benzerlik gostermektedir.

Antioksidan aktiviteden sorumlu bilesenin tayini, ¢esitli ilag formasyonlarinda
standardizasyon acgisindan olduk¢a Onemlidir. Bu nedenle, HPLC ile yapilan

izolasyon galismalari, ilag hammaddesi arastirmalarinda 6nemini korumaktadir.

Makhmoor ve Choudhary tarafindan yapilan calismada (2010), hayit metanol
ekstresinden izole edilen benzoik asit ve flavonoit tiirevlerinin antioksidan
aktiviteleri DPPH ydntemi ile propil gallata esdeger olarak bulunmustur. izole edilen
flavonoitlerin orta derecede antioksidan aktivite gosterdigi gozlemlenmistir.
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Calismaya gore, benzoik asit tiirevleri yiiksek antioksidan aktivite (%89.34 ve
%94.73 inhibisyon) gostermektedir.

Drog, ekstraksiyon yontemi ve solvan kosullarinin yani sira, droglarin kurutulma
kosullar1 da ekstrelerin antioksidan aktivitesini etkilemektedir. Ornegin, hayit
yapraklarinin ¢esitli yontemleri ile kurutularak hazirlanan ekstreleri ile yapilan bir
calismada, liyofilize edilen hayit yapraklarinin (~%50 DPPH Inhibisyon) 30°C’de
etiivde kurutulan yapraklara gore (~%35 DPPH Inhibisyon) daha yiiksek antioksidan
aktivite gosterdigi rapor edilmistir (Vuong ve digerleri, 2015).
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Sonug¢ ve Oneriler

Tez calismasinin  birinci basamaginda, Avrupa Ilag Ajansmin tibbi bitki
Monograflarinda yer alan hazirlanis yontemleri esas alinarak, lilkemizde yaygin
olarak yetisen, flavonoitler, fenolik asit ve tiirevleri bakimindan zengin oldugu
bilinen Vitex agnus-castus (Hayit) bitkisinin yaprak ve meyvelerinden ekstrelerin
toplam fenolik bilesik ve flavonoit miktarlari belirlenmis ve rutin ve klorojenik asit
bilesenlerinin diod-array deteksiyon sistemi olan yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC-DAD) ile kantitatif olarak tayini kapsamli olarak, ayrica hayit

meyve ekstresi igeren ticari preparatla karsilastirmali olarak sunulmustur.

%70 sulu etanol ile hayit yapraklarindan hazirlanan tentiir toplam fenolik bilesik
igerik agisindan en zengin, %60 sulu etanol ile hayit yapraklarindan g¢alkalama
maserasyonu ile hazirlanan ekstre ise flavonoit miktar1 agisindan en zengin
bulunmustur. Tim sonuglar degerlendirildiginde yapraklarda, meyvelerden daha
yiikksek sonuglar elde edilmistir. HPLC sonuglart degerlendirildiginde ise, elde
ettigimiz yaprak ve meyve ekstrelerinde, Agnucaston preparatindan daha yiiksek
kolorojenik asit miktar1 gézlemlenmistir. Ekstrelerde rutin tayin edilmesine ragmen,

Agnucaston’da rutin saptanamamustir.

Arastirmamizin ikinci basamaginda ise, V. agnus-castus yaprak ve meyve
ekstrelerinin antioksidan aktivite tayini yapilmistir. DPPH radikali yakalama metodu
ile yapilan antioksidan aktivite tayininde, en yiiksek aktivite, toplam fenolik bilesik
miktar tayini caligmasinda da go6zlendigi gibi hayit yapraklar ile hazirlanan tentiirde
tespit edilmistir.

Yapilan caligmada, farkli yontem ve ¢oziicli konsantrasyonlariyla hazirlanan hayit
meyve ve yaprak ekstrelerinin farkli oranlarda flavonoit ve fenolik bilesen miktarlar
icerdigi, ve buna bagl olarak farkli antioksidan aktivite gosterdikleri belirlenmistir.
Farkli yontemlerle hazirlanan ekstrelerde yapilan miktar tayini ve aktivite
calismalari, standardize iriin hazirlanmasinda verimlilik agisindan olduk¢a 6nem
teskil etmektedir. Bu ¢alismanin 1s1g¢inda elde edilen sonuglar, bitkinin tibbi olarak

degerlendirilmesine olanak saglayarak iilkemiz ekonomisine de katki saglayacaktir.

Avrupa Farmakopesi ve 2017 yilinda basilmis olan Tiirk Farmakopesinde sadece

hayit meyvesinin monografina yer verilmistir. Elde edilen meyve ve yaprak
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ekstrelerinin karsilagtirmali miktar tayini ve aktivite caligsmalari, genisletilmesi
planlanan Tiirk Farmakopesi i¢in 6nemli referans kaynak teskil etmektedir. Yapilan
karsilastirmal1 antioksidan aktivite ¢alismalari, Saghk Bakanligit GBTU onayl1 hayit
preparatlarinin  gelistirilmesine katki saglayacaktir. Sonuglar, hayit yaprak ve
meyvelerinden hazirlanan ekstrelerin fenolik asit ve flavonoitlerce zengin oldugunu,
ticari olarak antioksidan hammadde olarak degerlendirebilecegini gostermektedir.
Ilerleyen asamalarda, Tiirkiye genelinde farkli bolgelerden ve farkli vejetasyon
donemlerinde toplanacak hayit meyve ve yapraklari ile bu ¢alismanin genisletilmesi

planlanmaktadir.
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