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OZET

DOKTORA TEZi

SARI KANTARON OTUNUN (Hypericum perforatum L.) BATARYA TiPi BIR
EKSTRAKTORDE EKSTRAKSIYONU ve HIPERISIN’IN SAFLASTIRILMASININ
INCELENMESI

Emre YILMAZOGLU
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Lisansiistii Egitim Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dal

Temel islemler ve Termodinamik Programi

Damsman: Dr. Ogr. Uyesi ibrahim Metin HASDEMIR

Ulkemizin bir¢ok bolgesinde yetisebilen sar1 kantaron otu (Hypericum perforatum L.) Haziran-
Temmuz aylarinda ¢igeklenmeye baslayan ¢ok yillik bir bitkidir. 1 Ocak 2010 tarihinden beri
T.C. Saglik Bakanlig1’nin tibbi bitkiler listesinde yer almaktadir. Calisma konusu olarak segilen
bitki Tirkiye’de kolaylikla yetisebilir ve halk arasinda cesitli rahatsizliklarin tedavisinde
kullanilir. Bitki 6zellikle diisiik ve orta dereceli depresyona kars1 antidepresan etkisi, yanik, cilt
lekesi, varis, {ilser, iltihap gibi i¢ ve dig yaralara karsi antienflamatuvar, antimikrobiyal,
antibakteriyel etkisi, icerigindeki fenolik maddeler sayesinde antioksidan etkisi nedeniyle
kullanilir. Geleneksel olarak bitkinin iginde bekletildigi zeytinyaginin cilde siiriilerek, suyla
seyreltilip igilerek, demlenerek kullanimi goriilmektedir. Aromaterapide masaj yagi olarak

stirilerek ve solunum yollarini rahatlatmak i¢in koklanarak kullanimi da mevcuttur.



Piyasada geleneksel veya stiperkritik akigskan ekstraksiyonu gibi modern yontemlerle iiretilmis
yaglar bulunmaktadir. Bu yaglarin igeriklerinin birbirinden farkli oldugu, hatta bazilarinin
tyilestirici higbir bilesen icermedigi kayitlara gegmistir. Bu nedenle standartlara uygun, kaliteli
bir iirlinlin diisiik maliyetle iiretimi 6nemlidir. Tibbi amagh standartlarda hiperisin oran1 %0,3
olarak belirlenmistir. Antidepresan etki gdsteren hiperisinin oraninin yiiksek olmasi {iriiniin
katma degerinin daha yiiksek oldugunu gosterir. Yapay olarak da iiretilebilen bu bilesenin dogal
yollardan tiretimi, bu konudaki disa bagimlilig1 azaltacaktir. Bitkinin yerli, teknolojik bir iirtin

i¢cin degerlendirilebilmesi ekimi arttiracak, kirsal kalkinmay1 destekleyecektir.

Bu tezde, iilkemizin bitkisel kaynaklarindan sari kantaron bitkisinden, kaliteli yaglarin
tiretilmesi ve basta hiperisin olmak iizere katma degeri yiiksek bilesenlerin saf halde elde
edilmesi amaglanmaktadir. Bu amagla, piyasada kendine yer bulabilecek bilesime ve maliyete
sahip iiriin elde edilmeye calisilmistir. Uzerinde calisilacak bitki 6rnekleri istanbul’un Sile
ilgesindeki kirsal alanlardan Haziran-Temmuz aylarinda toplanmistir. Toplanan bitkiler
laboratuvar kosullarinda kurutulduktan sonra yaprak ve ¢igekler ayri ayr1 Soxhlet aparati,
1sitmali ¢alkalamali su banyosu ve Clevenger aparati ile calisilamistir. Her calismada gesitli
parametreler (¢ziicli, ¢oziicii orani, sicaklik, siire) incelenecek ve en uygun calisma kosullar
bulunmustur. Laboratuvarda yapilan denemelerle belirlenen kosullarda ¢alisacak batarya tipi

bir ekstraktdrde pilot 6lcekli liretim yapilmastir.

Bilesenlerin cogu benzer lipofilik 6zellikte oldugundan hiperisin bakimindan saf yaglar elde
edilmesi 6zel galismalar gerektirmektedir. Uretilen yaglar icerik, maliyet, uygulama kolaylig
gibi acilardan degerlendirilerek uygun numuneler sivi-sivi ekstraksiyonu, ince tabaka
kromatografisi ve kolon kromatografisi gibi analitik yontemlerle hiperisin bakimindan

saflagtirilmaya ¢alisilmigtir. Ayrica {iriinlerin antioksidan aktiviteleri de incelenmistir.

Caligmanin 6zgiin degeri batarya tipi bir ekstraktorde ilk kez sar1 kantaron otunun ekstrakte
edilmesi ve saflastirma isleminin yeni bir bakis agisiyla gerceklestirilecek olmasidir. Calisma
sonunda piyasadaki triinlere rakip olabilecek kalitede yliksek oranda hiperisin iceren yaglar

tiretilmesi hedeflenmistir.

Haziran 2022 , 152 sayfa.

Anahtar kelimeler: Sari kantaron otu, Hypericum perforatum L., Ekstraksiyon, Hiperisin
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St. John's Wort (Hypericum perforatum L.), which can grow in many regions of our country, is
a perennial plant that begins to bloom in June-July. Since January 1, 2010, it has been on the
list of medicinal plants of the Ministry of Health of the Republic of Turkey. Plant selected as
study subject can be easily grown in Turkey and is used in the treatment of various ailments of
the people. The plant is used especially for its antidepressant effect against low and moderate
depression, for its anti-inflammatory, antimicrobial, antibacterial effects against internal and
external wounds such as burns, skin spots, varicosis, stomach ulcers, skin inflammation, for its
antioxidant effect from its phenolic components. Traditionally, olive oil, in which the plant is
kept, is applied to the skin, diluted with water and drunk or brewed. In aromatherapy, it is also

used as a massage oil and smelling to relieve the airways.



There are oils on the market produced by traditional or modern methods such as supercritical
fluid extraction. It was recorded that the contents of these oils differ from each other, and some
of them even contain no healing ingredients. For this reason, it is important to produce a
qualified product in compliance with the standards at low cost. The rate of hypericin in medical
standards has been determined as 0.3%. The high rate of hypericin with antidepressant effect
indicates that the higher value of the product. The natural production of this component, which
can also be produced artificially, will reduce foreign dependence on this matter. Evaluation of
the plant for a domestic, technological product will increases cultivation and supports rural

development.

In this thesis, it is aimed to produce high qualified oils and to purify high valuable components
like hypericin from St. John's Wort, is one of our country's vegetable sources. For this purpose,
it was tried to obtain a product with a composition and cost that can find itself in the market.
Plant samples to be studied were collected from rural areas in Sile district of Istanbul in the
June-July months. Collected plants were dried in laboratory conditions. Leaves and flowers
were studied separately with Soxhlet apparatus, heated shaking water bath, and Clevenger
apparatus system. In each study, various parameters (solvent, solvent ratio, temperature,
duration, etc.) were examined and the most suitable working conditions were found. Pilot scale
production was done in a battery-type extractor that will operate under conditions determined
with laboratory studies.

Since most of the components have similar lipophilic properties, obtaining pure oils with
regards to hypericin requires special studies. The produced oils were evaluated in terms of
content, cost, ease of application. Appropriate samples were purified in terms of hypericin by
analytical methods such as liquid-liquid extraction, thin layer chromatography and column

chromatography. In addition, antioxidant activities of products were examined.

The original value of the study is that for the first time St. John's Wort was extracted in a battery-
type extractor and purified with a new perspective. At the end of the study, it was aimed to
produce oils with high hypericin ratio which can compete with the products in the market.

June 2022, 152 pages.

Keywords: St. John’s wort, Hypericum perforatum L., Hypericin, Extraction



1. GIRIS

Yurdumuzda bir¢ok bolgede yetisen sar1 kantaron otu, tarihsel ve yoresel olarak farkli adlarla
taninmaktadir. Yapraklarinda ve ciceklerinde bulunan delikler nedeniyle binbirdelik otu,
kirmizi renkli yagi nedeniyle kan otu, yaralarin iyilesmesini sagladigi i¢in kilig otu veya mayasil
otu adlar1 bitkinin en yaygin kullanilan adlaridir. Hem Anadolu cografyasinda hem de Avrupa
ve Amerika kitalarinda, ¢esitli rahatsizliklarin iyilestirilmesinde bir alternatif tip yontemi olarak
bitkiden yararlanilmasinin tarihi eskidir. Ornegin, gecmis tarihlere dair kitaplarda, Osmanl
ordularinin savaslarda aldiklar1 yaralarin tedavisinde kullanmak iizere sefere ¢ikarken yanlarina
sar1 kantaron otu yagi tasidiklarina deginilmistir. Bitki Aziz John adli ermisin anildig1 24
Haziran civarinda ¢gigek agtig1 i¢in Ingilizce ad olarak St. John’s wort (Aziz John Otu) adiyla

anilir. Diger Avrupa dillerinde de yine Aziz John’a atif yapilarak adlandirilmistir.

Bitkinin 6ne ¢ikan kullanim amaglarina bakildiginda, en basindan itibaren antimikrobiyal ve
iltihap kurutucu o6zelliklerinden yararlanildigr goriilmektedir. Yagi cilde siirlilerek bu
Ozelliginden yararlanilir. Sindirim sistemi yaralarmin iyilestirilmesinde yaginin suyla
seyreltilip i¢ildigine ve caymnin demlendigine de rastlanmaktadir. Ugucu yaginin aromaterapide
ve solunum yollar1 rahatsizliklarinda kullanimi miimkiindiir. Onde gelen diger bir tibbi etkisi
ise dogal bir antidepresan olarak kullanilabilmesidir. Kurutulmug ekstresi tiiketilerek hafif ve
orta siddetli depresyon ile c¢esitli norolojik rahatsizliklarin  semptomlarinin  ortadan

kaldirilabildigine dair ¢alismalar mevcuttur.

Bir¢ok sehrimizdeki aktar diikkanlarinda sar1 kantaron otu ekstresi bulmak miimkiindiir. Ayrica
hem bu diikkanlarda hem de internet ortaminda gesitli bilesimlere sahip ekstreler de
satilmaktadir. Bitkisel iirlinlerin yararlar1 bu {iriinlerin iiretim siireglerine ve kalitelerine
baghdir. Ulkemizde ekstrelerin denetimi T.C. Tarim ve Orman Bakanligi tarafindan
yapilmasina ragmen bazi kayitsiz isletmelerde uygun olmayan kosullarda iiretilen maddeler de
piyasaya siirlilebilmektedir. Cesitli sehirlerdeki aktarlardan alinan 23 adet iiriiniin incelendigi
bir ¢calismada hem igerik agisindan hem de ruhsat, kullanim talimati gibi 6zellikler bakimindan
iiriinlerin yetersiz oldugu tespit edilmistir [1]. Ozellikle bazi ilaclarla birlikte alindiginda yan
etkiler goriilebileceginden piyasadaki liriinlerin belli standartlarda olmasi gerekmektedir. Diger
yandan geligmis yontemlerle iiretilmis, saf iiriinlerin fiyatlar:1 ytliksektir. Bu yiizden, yliksek
kalitede sar1 kantaron otu iirlinlerinin diisiik maliyetle {iretilip uygun bir fiyatla satisa sunulmasi

onemlidir.



Tez konusunun sar1 kantaron otuyla ilgili olmasinin en 6nemli nedeni bitkinin tilkemizde kolay
yetismesi dolayisiyla birgok bolgemizde goriilmesi ve halk tarafindan ¢esitli tedavi amaglariyla
kullanilmasidir. Farkli yontemlerle iiretilip piyasaya sunulan sar1 kantaron tiriinlerinin igerikleri
birbirlerinden farklidir. Ozellikle uygun olmayan kosullarda iiretilmis ekstre ve yaglarin
kullanilmast saglik acisindan risk yaratabilmektedir. Ayrica belli bilesenleri icermeyen
tiriinlerin de tedavi edici bir Ozellik gostermeyecegi bilinmektedir. Bu bilesenlerin en
Oonemlilerinden biri antidepresan 6zelligiyle one ¢ikan hiperisindir. Bitkiden elde edilmis %95
safliktaki hiperisinin 04.07.2022 tarihindeki giincel fiyat1 438 EURO/mg’dir [2]. Tez ¢alismasi,
tilkemizin bitkisel kaynaklarindan biri kullanilarak piyasadaki triinlere alternatif, kaliteli bir

tiriin ve bu iirliniin degerli bir etken maddesinin iiretimini igerdigi i¢in 6nem arz etmektedir.



2. KAVRAMSAL CERCEVE

2.1. SARI KANTARON OTU

Diinya Saglik Orgiitii’niin raporuna gore diinyada yetismekte olan 20 bin kadar bitki tiiriiniin
4000 tanesi ticari degere sahiptir. Tiim Avrupa’da 12 bin bitki tiirii varken iilkemizde 3 bin
kadar1 aromatik 6zellikte olan 10 binin iizerinde bitki yetismektedir. Bunlardan biri de sar1

kantaron otudur.

Hypericum perforatum L., Plantae (Bitkiler) alemi, Magnoliophyta (kapali tohumlular) bolimii,
Magnoliopsida (iki ¢enekliler) sinifi, Malpighiales takimi, Hypericaceae (sar1 kantarongiller)
familyasina ait Tiirkiye’deki 70-80, diinyadaki 350-400 adet Hypericum tiirlinden biridir.
Anadolu, Avrupa, Kuzey Afrika, Bat1 Asya ve Amerika’da dogal olarak yetisirken baz1 Avrupa
tilkelerinde, Avustralya’da, Cin’de, Kuzey ve Giliney Amerika’da kiiltiirel olarak ekilmektedir.

Ulkemizin neredeyse tiim kesimlerinde goriilmektedir (Sekil 2.1).

Sekil 2.1: Sar1 kantaron otunun tilkemizde yayiligt [3].

Calimsi, ¢ok dalli ve ¢ok yillik bir bitkidir. Yol ve ¢it kenarlarinda, ¢ayirlarda, yazin kurak,
kisin nemli ve daha ¢ok hafif asidik-n6tr topraklarda yetisir. Genellikle 30-60 cm boyundadir
fakat Amerika’nin Pasifik kiyilarinda 1,5 m’ye kadar uzayabilir. Yapraklar tek, karsilikli veya
spiral seklinde siralanabilir. Cicegin tomurcugunda beser adet canak ve ta¢ yaprak bulunur.
Yapraklar1 oval sekilde ve cicekleri parlak sar1 renklidir. Giines goren tepelerde bolca

goriilebilen bitki yaz aylarinda altin renkli tag yapraklariyla kolaylikla fark edilir [1], [4]-[8].



Tescilli olarak gelistirilen tiplerden en bilinenleri Almanya’da Authos, Hyperimed,
Hyperixtrale ve Motiv, Polonya’da Topaz, Slovakya’da Uperikon, Hypera ve Gold adiyla

iretilenlerdir. Diinyada en ¢ok ekimi yapilan tiir yliksek hiperisin i¢eriginden dolay1 Topaz’dir.

Ekonomik getirisi yiiksek bir bitkidir. Tohumdan yetistirilmek istenirse kaliteli bir toprak
hazirlanip dekar bagina 50-200 g kadar tohumun sonbaharda ekimi onerilir. Fide ile {iretimde,
Ekim-Aralik aylar1 arasinda yastiklara tohum ekilip fideler elde edildikten sonra tarlaya
aktarilma zamani Mart-Nisan aylar1 arasindadir. Vejetatif iiretim ic¢in ilkbaharda yetiskin
bitkinin siirgiinlerinden beser cm govde celikleri alinir. Mart-Nisan aylar1 arasinda koklenmis

celikler tarlaya dikilebilir.

Ulkemizde Ege bolgesinde 65 metre ile 1600 metre arasinda bitki goriilmiistiir. Fakir
topraklarda da yetisebilir fakat humuslu ve nétr topraklari daha ¢ok sever. Fosforlu giibreler
etken madde oranini arttirirken azotlu giibreler hiperisin oranini azaltir. Azotlu giibrelerin diger
zararlartysa mantara bagl bitki hastaliklarini arttirmasi, ¢igeklenmeyi geciktirmesi ve verimi
azaltmasidir. Organik giibre kullaniminda giibrelemenin hasattan en az 3 ay Once yapilmasi
veya sar1 kantaron otundan dnce ekilen bitkiye verilmesi dnerilir. On bitki olarak en iyi segim
hasattan sonra tarlada kalan kisim hastalik etkeni igermediginden tahillardir. Onceden sari
kantaron otu ekilen bir yere tekrar sar1 kantaron ekilebilmesi i¢in aradan 4-5 y1l gegmesi dnerilir

¢linkii hastalik bakimindan dayaniksizdir.

Tam ¢igeklenme déneminde toplanmasi uygundur. Ik ekim y1linda bir kez, ikinci ekim yilinda
iki kez hasat yapilabilir. Kaliteli bir iirtin tistteki 1/3’°liik kistmdan alinir. Hasattan sonra y1gin
halinde en fazla 4 saat tutulup kurutma islemine baglanmalidir. Kurutma sicakliginin da saglikli

bir sekilde yiiriitiilebilmesi i¢in 40°C’nin altinda olmas1 gerekir [3].

Orta ¢agdan beri Hipokrat ve Plinius’tan baslayarak bir¢ok botanik¢i tarafindan bitkinin tibbi
ozellikleri kayit altina alinmustir. Ik basta dne cikan ozellikleri yaralari iyilestirici, idrar
soktliricii ve sirt agrisim1 gecirici olmasidir. John Gerard’in 1633°te yazdigi The Herball
kitabinda bitkinin merhem olarak yaniklarda kullanildigindan bahsedilmistir. Yaygin kullanilan
antidepresanlar kadar etkilidir ve dogru kullaniminda bunlardan daha az yan etki gosterir.
Bitkinin yaz aylarinda toplanan toprak istii kismi1 golgede kurutulur. Dahilen kullanilmak
istenirse su ile kaynatilir. Haricen kullanilacaksa taze veya kuru bitki zeytinyagina yatirilarak
birka¢ hafta gdlgede bekletilir. igerdigi kati pargalar siiziildiikten sonra yag1 serin ve giines

gormeyen bir yerde bekletilebilir. Yag, viicuda siiriilebilir veya birka¢ damla kadar igilebilir.
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Cay olarak icilmek istenirse bir miktar taze veya kuru otun lizerine kaynar su dokiilerek

demlenmesi beklenir [9].

Ulkemizde sar1 kantaron otunun 1slahina yonelik tarimsal ¢calisma yapilmamaktadir fakat ekimi
desteklenmektedir. T.C. Firat Kalkinma Ajansi’nin Eyliil 2012 raporunda bitkinin yerel halk
tarafindan kullanildigina ve bu konuda siirdiiriilebilir duyarlilik yaratilmasi gerektigine dikkat
¢ekilmistir [10]. T.C. Tarim ve Orman Bakanligi’na bagli Tarim ve Kirsal Kalkinmay1
Destekleme Kurumu Aydin il Koordinatérliigii aralarinda sar1 kantaron otunun da bulundugu
tibbi ve aromatik bitkilerin yetistirilmesi konusunda yetistiricilere en az %50’si hibe olmak

tizere maddi destek ve baslica vergilerden muafiyet verilecegini ilan etmistir [11].

T. C. Tarim ve Orman Bakanligi’nin hazirladig: raporda 2020 yili Ciftgi Kayit Sistemi’nden
aktardigina gore sar1 kantaron otu iiretici sayisi son yillarda siirekli artmistir. 2019 yilinda

tiretime baglayan tireticilerle birlikte sar1 kantaron ekim alani1 534 dekara ulagmistir (Tablo 2.1):

Tablo 2.1: Sar1 kantaron otu tiretici sayilariyla bu tireticilerin ektigi alan biyiikliikleri [3].

Yil Ekim alam (dekar) Uretici sayisi
2012 6,45 3

2013 - 5

2014 10,9 6

2015 9,00 10

2016 15,3 12

2017 18,6 14

2018 22,1 16

2019 534 25

Tiirk Gida Kodeksi Aroma Vericiler ve Aroma Verme Ozelligi Tasiyan Gida Bilesenleri
Yonetmeligi Ek-4 Boliim-B’de sar1 kantaron otuyla ilgili “Bu kaynak materyalden elde edilen
aroma vericiler ve aroma verme 0Ozelligi tasiyan gida bilesenleri, sadece alkollii ickilerin
uretiminde kullamilir” ibaresi vardir. Farmakope olarak kullanilan referans ise Tiirk

Farmakopesi-11 Avrupa Farmakopesi Adaptasyonu-2016’dir [3].

2.1.1. Kimyasal Bilesimi

1830’da Buchner, Hypericum perforatum L.’den elde ettigi kirmizi renkli pigmente
hypericumrot (Hypericum kirmizisi) adin1 vermistir. Hiperisin adi ise 1911°de Cerny tarafindan
ortaya atilmistir. Cerny, 1 kg kurutulmus ¢igekten 1,2 g izole ettigi bilesigin CisH100s
formiiliine sahip oldugunu belirtmistir. 1927°de antosiyanidin sinifina ait oldugu sanilan
hiperisinin  10-11-dimethyl-1,3,4,6,8,12,-hekzahidroksinaftodiantron (C3001608) molekiilii

oldugu 1953’te Brockmann ve Sanne tarafindan anlasilmistir. Hiperisinin bitkinin yagina
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kirmizi rengi veren madde oldugu ve pigmentlerin mor 6tesi-goriintir bolge spektrumunda 590
nm’de belirlendigi diisiintiliirken sonrasinda bu renkten |3,||8-biapigenin ve 1,3,6,7-

tetrahidroksiksanton’un da sorumlu olabilecegi diistiniilmiistiir [12].

Ulkemizde yaygim goriilen, Asya ve Avrupa’da en c¢ok kullanilan tiir olan Hypericum
perforatum L.’nin igerdigi ikincil metabolit gesitleri diger Hypericum tiirlerinkinden daha

fazladir. Bitkide bulunan baglica bilesen gruplart naftodiantronlar, floroglusinoller,

fenilpropanlar, flavonoidler, flavonol glikozidler, biflavonlar, taninler, proantosiyanidinler,

ksantonlar, ugucu yag bilesenleri, aminoasitler ve fenolik asitlerdir. Naftodiantronlarin yara

iyilestirici, flavonoidlerin antienflamatuvar etki gosterdigi bildirilmistir [7], [13].

Bitkiden iiretilen yagin bilesimi Tablo 2.2’de verilmistir:

Tablo 2.2: Sar1 kantaron otu yaginin bilesimi [14].

Bilesenin simifi  Taze bitkideki toplam oran Aktif bilesen Taze bitkideki oran
(% 9/9) (% 9/9)
Naftodiantronlar  0,03-3 (Cigekler/tomurcuklar) — Hiperisin 0,09
Psodohiperisin 0,23
Floroglusinoller  2-5 (Cigekler/tomurcuklar) Hiperforin 2,0-4,5
Adbhiperforin 0,2-1,8
Flavanoidler 12 (Yapraklar) Kuersetin 2,0
7 (Sap) Hiperozit 0,7
2-4 (Tomurcuk) Kuersitrin 0,5
[zokuersitrin 0,3
Rutin 0,3
Kamferol [z miktarda
Mirisetin [z miktarda
Amentoflavon 0,01-0,05
|3,]|8-Biapigenin 0,1-0,5
Prosiyanidinler 12 (Vejetatif kisimlar) Prosiyanidin Iz miktarda
8 (Cigekler/tomurcuklar) Katesin iz miktarda

Epikatesin polimerleri

[z miktarda

Taninler 6-15 Tannik asit Iz miktarda
Ugucu yag 0,06-1,0 (Cigekler/yapraklar) Terpenler, alkoller Iz miktarda
Aminoasitler 0,01 GABA 0,0007
Sistein [z miktarda
Glutamin [z miktarda
Losin [z miktarda
Lisin [z miktarda
Ornitin [z miktarda
Prolin [z miktarda
Treonin [z miktarda
Fenilpropanlar 0,1 Kafeik asit 0,1
Klorojenik asit <0,1

Ksantonlar 0,01 (Kokler) Kielsorin, Noratiriol [z miktarda
0,0004 (YYaprak/sap)

Diger suda 0,5 Organik asitler, iz miktarda

¢ozilinebilirler peptitler, polisakkaritler
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Yagin icerdigi bilesikler genel olarak hiperisin, psddohiperisin, protohiperisin,
protopsddohiperisin, izohiperisin, siklopsddohiperisin, hiperforin, adhiperforin, hiperozit,
rutin, Kkuersitrin, izokuersitrin, kuersetin, biapigenin, amentoflavon, kamferol, luteolin,
mirisetin, katesinler, protosiyanidinler, klorojenik asit, kafeik asit, ferulik asit, izoferulik asit,
p-kumarik asit, p-hidroksibenzoik asit, vanilik asit, izovalerianik asit, nikotinik asit, miristik
asit, palmitik asit, stearik asit, karotenoidler, nikotinamid, pektin, B-sitosterol, A vitamini, C

vitamini, diiz zincirli hidrokarbon ve alkoller ile ugucu yag bilesikleridir [1], [4], [7], [8], [15].

Bitkinin kendine has 6zelliklerinin olusmasinda tiim bilesenleri etkilidir. Fakat yine de endiistri
acisindan en ¢ok naftodiantronlar (hiperisin ve tiirevleri) ile floroglusinoller (hiperforin ve
tiirevleri) 6ne ¢ikar. Bunlar disinda antioksidan bilesenlerin de kullanim nedenine bagl olarak
Onemi vardir. Sar1 kantaron yagmnin bilesiminde bulunan baglica bilesenlerin yapilar1 Tablo

2.3’teki gibidir:

Tablo 2.3: Sar1 kantaron yagiin baslica bilesenleri.

OH O  OH Hiperisin R =CHs

Psodohiperisin R =CH,OH

Protohiperisin R =CH;

Protopsddohiperisin R = CH.OH

Hiperforin R=H

Adhiperforin R =CHs

Rutin R = Glikoz-Ramnoz
Hiperozit R = Galaktoz
Kuersetin R=H

Kuersitrin R = Ramnoz
Izokuersitrin R = Glikoz

Pentoz R = Kuersetin-3-O-pentozit
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2.1.2. Tibbi Etkileri

Bitkinin tibbi etkileri ¢ok ¢esitlidir. Daha ¢ok antidepresan ve yara iyilestirici etkileri nedeniyle
kullanilir fakat dolayli olarak da birgok rahatsizliga iyi gelen yanlar1 vardir. Ozellikle ndrolojik
ve onkolojik rahatsizliklarin tedavisinde farkli acilardan faydalar goriiliir. Medikal agidan
recetesiz bir ilag olsa da son yillarda hem bir alternatif tedavi yontemi hem de destekleyici bir

tedavi olarak kullanim1 oldukca artmistir.

Stresi, anksiyeteyi ve depresyonu azaltici, sindirimi rahatlatici, idrar soktiiriicli, agrilari
hafifletici, damarlar1 daraltarak kanamay1 azaltici, iltihap olusmasini 6nleyici, mantar, mikrop

ve bakteri 6ldiiriicii etkileri belirlenmistir.

Bitki, tibbi amagla kullanilacaksa en uygun hasat zamani1 Temmuz ayidir. Ulkemizde Haziran
ile Eyliill aylari arasinda toplanmaktadir. Ulkemizin birgok bdlgesinde sar1 kantaron otu
toplanmakta ve igeriginin bozulmamasi i¢in en kisa zamanda kurutulmaktadir. Yagi
yapraklarda, ¢igeklerde ve disilik organinda bulunabilen salgi kanallarinda veya salgi
bezlerinde iiretilebilir. Yagin miktar1 ve bilesimi bitkinin genetik 6zellikleri, gelismislik
durumu, hangi boliimiiniin islendigi (yaprak, ¢icek, govde...), yetistigi cevresel kosullar, yagin

c¢ikarilmasinda kullanilan yontem gibi etkenlere bagli olarak degisebilir.

Sicakligin etkisiyle ¢iceklenme durur, depo ettigi besini tilkketmeye baslayan bitkide biyolojik
kiitle azalir ve hiperisin orani artar [16]. Ayn1 sekilde COz artis1 da bu oran arttirirken bitkinin
susuz kalmasiyla hiperisin oram azalir [17]. Ote yandan fotosentez sonucu olusan asetat ve
malonat, emodin ve protohiperisin yoluyla hiperisin biyosentezinin kaynagini olusturdugundan,
fotosentez hizini azaltan faktorler hiperisin ve tiirevlerinin olusumunu da azaltir [18]. Toplam
hiperisin igerigine sicakligin etkisinin incelendigi bir ¢calismada fotosentez hizinin en yiiksek
oldugu 25°C sicaklikta toplam hiperisin orani bitkide 30 mg’a kadar artarak en yiiksek

seviyesine ulagmigtir [19].

FDA’nin besin takviyesi olarak siniflandirdig: bitkisel iirtinlerin iiretiminde igerik ve kalite
onceden tahmin edilemez. Ekstrelerin igerigi sicaklikla, 1sikla, 151k yogunluguyla, topragin
besleyici bilesenlerinin miktariyla veya iiretim yontemiyle degisebilir. O yiizden sar1 kantaron
ekstrelerinin ve yaglarinin bilesimi de birbirinden farkli olabilir. Genel olarak sar1 kantaron otu
tibbi preparatlarinin igeriginde %3-5 hiperforin veya %0,3 hiperisin bulunur. Kisa siireli
tedavilerde ve devamli terapilerde y1l boyunca giinde {i¢ doz olarak 600-1200 mg’lik ekstreler

kullanilir [8]. H. perforatum L. {izerinde yapilan ¢alismalarin sonuglari, bitkinin standardize
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ekstresini igeren preparatlarinin giinliik 500-1000 mg arasinda degisen dozlarda alinmasinin
hafif ve orta siddetli depresyon tedavisinde faydali olabilecegi yoniindedir. Standart doz giinde
3 kez %0,3 hiperisin igeren 300 mg ekstre alinmasidir. Bazi tiriinler ise hiperisine gore degil

%?2-3 oranlarinda hiperforine gore standardize edilmistir [20].

Regetesiz psikotropik bitkisel ilaglardan biri olan bitki 6zellikle depresyon, anksiyete ve
insomnianin tedavisinde kullanilir. Bipolar bozukluga etkisinin incelendigi ¢alismalar da vardir
[21]. Beyinde oksidatif hasara sebep olan faktorlerin 6nde gelenlerinden olan kisitlanma
stresine kars1 antioksidan ve antidepresan etkilerinin fark yarattigi goriilmiistiir [22]. N6rolojik

koruyucu etkisinin daha iyi anlagilabilmesi i¢in etkiledigi genler belirlenmeye ¢alisilmistir [23].

Halk sagligi acisindan sar1 kantaron bitkisinin en 6nemli kullanilma nedenlerinden biri
antidepresan etkisidir. 1997'de Almanya'da satilan antidepresan maddelerin dortte birini bu
bitki olusturmustur [20]. Hem antidepresan kullanimi hem de sari kantaron otu gibi
antidepresan etki gosteren bitki iiretimi ve tiiketimi yi1ldan yila artmaktadir. Avrupa tilkelerinde
depresyon hastalarinin en az %40' bu bitkiyi tilketmektedir. Sar1 kantaron otunun ekstresi
plasebo ve yaygin olarak kullanilan antidepresanlara gore daha verimlidir. Orta siddetli
depresyon tedavisinde tedaviyi yarida birakma oranmnin ilag¢ kullananlara gére daha diisiik
oldugu belirlenmistir. Giiniimiizde insanlarin biiyiik cogunlugu ila¢ kullanmak yerine bitkisel
kaynaklardan yararlanma egilimindedir [24]. Linde ve dig. (2008) caligmasina gore sari
kantaron otu plasebo tedavisinden ¢ok daha verimlidir ve geleneksel olarak kullanilan
antidepresanlarla ayni etkiyi daha az yan etkiyle verir [25]. Farelerin merkezi sinir sistemine

etkisinin incelendigi bir ¢aligmada, bitki desipramin ve trimipramin kadar etkili olmustur [26].

Alzheimer hastaligi gibi norolojik sorunlara iyi gelen etkileri, anti-MAO-A, anti-a-glukosidaz
aktivitesi, antihiperglisemik bilesenleri calisilmistir [27]. (+)-Katesin ve (-)-epikatesin gibi
maddeler sayesinde, Alzheimer hastaliginin tedavisinden 6nce kullaniminin tedavinin etkisini
arttirdig belirtilmistir [28]. Noronal asetilkolin esteraz aktivitesini inhibe etmesi hastaligin
ortaya ¢ikardigi semptomlarin iyilestirilmesinde en ¢ok ise yarayan ozelligidir [29]. Bu

hastaliga kars1 en faydali bileseninin ise hiperforin oldugu anlasilmistir [30].

Miringoskleroza kars1 koruyuculugu Egilmez ve dig. (2015) [31], bobrek iskemi-reperfiizyon
hasarmi 1iyilestiriciligi Abolfathi ve dig. (2011) [32], birinci derece yaniklar, miyalji, akut
yaralanmalar ve ¢iiriiklerin iyilestirilmesinde etkisi Poppenga (2002) [33], merkezi sinir
sistemini koruyuculugu Altun ve dig. (2013), Oliveira ve dig. (2016) ve Paulke ve dig. (2006)
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[34]-[36], bagisikligi giiclendirici etkisi Sultan ve dig. (2014) [37] tarafindan detaylica
incelenmistir. Metanollii ekstrelerin asetil ve biitiril kolinesteraz enzimleriyle DPPH, DMPD

ve NO gibi serbest radikallerin giderilmesi yoluyla nérokoruyucu etkisi bulunmaktadir [34].

Hiperisinin fotodinamik terapilerde kullanimiyla ilgili de bir¢ok ¢alisma vardir. Fotodinamik
terapi sirasinda bitkinin ekstresinin veya direkt olarak hiperisinin kullanimi saglikli hiicrelerin
korunup hastaliklt hiicrelerin ortadan kaldirilmasimni saglar. Hiperisin, C vitaminiyle
desteklendiginde notrofil solunum patlamasi oksidaz enzimini inhibe eder [38] Diger yandan
bitkinin 1518a kars1 saf hiperisinden daha diisiik hassasiyete sahip olmasinin muhtemel sebebi
metabolizmada bulunan antioksidanlarin hiicreleri zararli etkilere karsi korumasidir [39].
Hiperisinin fotodinamik etkisinin olusumuyla bazi proteinler arasindaki etkilesim ¢esitli
acilardan incelenmistir [40]. Bitki UV 1smlarina bagl lipid peroksidasyonundan korunmada
etkilidir [41]. Hiperisin alim1 goz epitel hiicrelerini glines 1s181na duyarli hale getirir. 0,1-10 uM
hiperisin alimi1 UV-A ve goriiniir 1s1kta hiicrelerin kopup ayrilmasina veya oliimiine neden olur.
Bitki tiiketildikten sonra giines 1s18ina maruz kalinmasi gozde kataraktogeneze neden olabilir
[42]. Maya genleri kullanilarak yiiriitiilen ¢alismada bitkinin, hem hiicre i¢i ve hiicrelerarasi

tasinimda hem de sinyal iletiminde is goren 52 farkli geni etkiledigi anlasilmigtir [43].

Hiperisin, 16semiye ve kanserli hiicrelerin mitokondrisini bozmasi sayesinde kati tiimorlere
karst etkilidir. Antineoplastik, antiproliferatif, apoptotik etki gdsterir. 0,5 pM hiperisin dozu
1/10000 seyreltilmis ekstre ile ayn1 sitotoksik etkiyi géstermistir. Buna gore, bitkinin baslica
sitotoksik bileseni hiperisin olup h-TERT mRNA baskilamasini etkileyerek HL-60 hiicrelerinin
programatik Olimiinii baslatmistir [44]. Timoér olusumunda etkili olan epidermal biiyiime
faktorii reseptorleri ile proteinlerin tirozin kalintilar: izerinden fosforilasyonu, hiicre dongiisii
ve doniisiimiiniin kontrolii gibi siirecler lizerinde etkili protein tirozin kinaz aktivitesini
dogrudan inhibe etmektedir [45]. Bununla birlikte normal hiicrelere yiiksek miktarda
uygulanmasi da herhangi bir toksik etki yaratmamaktadir [4]. Hiperisinin kanser hiicrelerine
yonelik etkileri Agostinis ve dig. (2002) tarafindan bir derleme ¢aligmasinda konu alinirken

Theodossiou ve dig. (2009) de hiicre i¢i etkilerini detaylica incelemistir [46], [47].

Hiperisinin obezite, karaciger yaglanmasi, tip 2 diyabet gibi durumlarda goriilen lipid
diizensizliginin olumsuz sonuglarini énlemesi ve hiperforinin pankreas 8 hiicreleri tizerindeki

uzun siireli koruyucu etkisi sar1 kantaron otunun 6ne ¢ikan diger 6zellikleridir [48], [49].
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Bitki hem tedavi edici hem de koruyucu &zellikler gosterir. Ornegin, kemoterapotik
siklofosfamidin zararli etkilerine karsi antimutajenik koruma saglar [50]. Oksitleyici diisiik
yogunluklu lipoprotein viicutta aterojenik etki gosterir ve kolesterole baglh oliimlere neden
olabilir. Hiperisin, psddohiperisin ve hiperforin gibi bitkinin lipofilik etken maddeleri
sayesinde, sar1 kantaron otunun antidepresan ve antioksidan etkileriyle birlikte bu proteini
inhibe ederek antiaterojenik fayda da sagladigi tespit edilmistir [51]. Ugiincii molar dis
ameliyatindan sonra gargara yerine kullanilabilir [52]. Yaslanma Kkarsiti etkisinin
anlasilabilmesi ig¢in d-galaktoz’a karst kullanimi incelenmistir [53]. Antidepresan etki
mekanizmasinin, plazmadaki kortikosteron ve proenflamatuar sitokin konsantrasyonlarinin
azalmasini icerdigi belirlenmistir [54]. Apoptoza neden olan ve bitkinin Ca*? giris etkilerini
diizenleyen antioksidan aktivitesi, Behget hastaligina kars1 notrofil hiicrelerinde oksidatif stres
tedavisinde kullanilabilir [55]. Bitkinin yara iyilestirici etkisinin hiperisin igerigi ile degil,
kinoitler, ksantonlar ve flavonoidlerle ilgili oldugu bildirilmistir [56]. Metanolik sar1 kantaron
tohumu ekstresinde ¢ok miktarda ksanton oldugu gozlenmistir. Bu bilesikler ayrica antioksidan

aktivite ve antimikrobiyal etki ile de iliskilidir [57].

Yanik ve yara tedavisinde sar1 kantaron yagmin yararlar1 bir¢ok calismaya konu olmustur.
Stintar ve dig. (2010) ¢alismasinda bu yagin kopma direncini gelistirdigi, dokuda enflamatuvar
hiicrelerin inhibe oldugu, bag doku olusumunun pekistigi goriilmistir [58]. 2013 yilinda
yapilan bir ¢calismada ise %1°lik glimiis siilfodiazin (Silverdin) ile karsilastirildiginda subkutan
0dem, nekroz, hiperemi varliginin azaldigi, kolajen olusumu ve PMNL infiltrasyonunun

oldukga arttig1 ortaya konmustur [7].

Yapilan arastirmalara gore bitkinin intraperitonal adezyon olusumuna [59] ve sigarayi
birakmaya [60] etkisinin olmadigi, ancak antidepresan etkisi sayesinde alkol bagimliligin

azalttig@1 anlagilmigtir [61].

Bitkinin basta depresyon olmak iizere farkli hastaliklarin tedavisinde kullanimi ve ilag
etkilesimleri hakkinda bir¢ok derleme calismasi1 bulunmaktadir. Bu konu oldukc¢a 6nemlidir
¢linkli bircok tibbi ve aromatik bitkinin olumlu etkilerinin yani sira metabolizma iizerinde
zararl etkileri de olabilir. Sar1 kantaron otu ekstresi gibi regetesiz satilan ilaglar eczacilara
danisilmadan kullanilmamali ve regeteli ilaclarla etkilesimlerine azami dikkat gosterilmelidir
[62]-[69]. Birgok antidepresan ilagla etkilesiminin yiiksek olmasina ve farkli bitkilerle sinerjik

etkileri olmasina ragmen c¢esitli bitki ¢aylarina eklenerek kullanilabilir [70].
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Sar1 kantaron otunun halk arasinda kullanimi bir¢ok incelemede yer almistir. Baz1 yayinlarda
kullanim &nerileri de yer almaktadir [14], [71]-[77]. Avrupa ilag Ajansi tarafindan hazirlanan
rapor ise bitkinin c¢esitli tibbi amagclarla kullanimina iliskin dikkate alinmasi gereken bir
calismadir [78]. Seyreltilmemis hiperisin ve hiperforin prooksidan etki gosterirken
sulandirildik¢a giiclii bir antioksidan etki gostermeye baslarlar. Elbette viicuda alindiginda
seyrelmeden kalmas1 miimkiin olmadigindan prooksidan etki ile karsilagilmaz ancak asirt alimi
bu agidan zararl olabilir. Bir¢ok yayinda kullanilmasi 6nerilen doz giinde ti¢ kez 300 mg ekstre

tiiketimidir. Bu durumda 1:10-1:20 oraninda seyreltilerek yeterli antioksidan etki saglanir [79].

Bitki s1g1r yemi olarak tek basina veya bagka bitkilerle karistirilarak kullanilabilir. Yem katk1
maddesi olarak kullanildiginda, yerel faydali mikroorganizmalara zarar vermeden ruminal
nitrojen dongiisiinii ve ugucu yag asidi olusumunu iyilestirir [80]. Atlantik somonu (Salmo
salar) yemine cklendiginde bagisiklik sistemini giliglendirir ve kalabalik stresine karsi

antioksidan etki gosterir [81].

Bitkinin sulu ekstresinin giimiis nitrat ile hazirlanan ¢ozeltisinden elde edilen antioksidan ve
antikanser etkili nano pargaciklarin tiretimi, farkli alanlarda kullanilabilecek yeni bir trend
olarak ortaya ¢ikmistir. Tibbi cihaz kaplamalarinda, antibakteriyel iiriinlerde, kozmetikte, gida
ve eczacilikta kullanilabilen bu nano parcaciklar, benzersiz fiziksel ve kimyasal 6zellikleri
sayesinde hem ila¢ hem de ilag tasiyici olarak kullanilabilir [82]. Lipid tastyici nano sistemlerin

arastirilmasi da bir diger ¢alisma konusudur [83], [84].

Bitkinin zararlarinin anlasilmasina yonelik ¢aligmalar da devam etmektedir. Uzun siireli veya
yiiksek doz kullanimin ciltte 151k hassasiyeti, 6dem ve sa¢ dokiilmesine neden oldugu
bilinmektedir. Antidepresan etkileriyle birlikte kullanan kisiye gore kasinti, bas dénmesi,
kabizlik, yorgunluk [85], anksiyete, uykusuzluk, huzursuzluk, ishal [86], gastrointestinal
rahatsizlik ve agiz kurulugu [87] gibi yan etkiler de goriilebilir. Besin takviyesi olarak
kullanilmasinin, niikleik asit ve protein olmayan siilthidrilde azalmaya ve malondialdehitte

artisa neden olarak karaciger ve testis hiicrelerinde anomaliler olusturdugu belirlenmistir [88] .

Diger antidepresanlar, MAO inhibitorleri, sitokrom P-450 karisik islevli oksidazlar (MFO),
reserpin, narkotikler veya 1s18a duyarliligi artiran maddeler ile alinmasi, bitkinin normal
dozlarindan daha ytiksek dozlarda tiiketimi gibi bir durum yaratir ve rahatsizliklara neden olur
[33], [89], [90]. Etil alkol veya dimetil siilfoksit ile hazirlanan gesitli sar1 kantaron otu ekstreleri
CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP3A4 sitokrom P-450 enzimlerini 6nemli
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6lciide inhibe etmistir. Bu enzim grubu, baz1 ilaglarin etkili olmadan viicuttan atilmasini ve bazi
ilaglarin aktif hale getirilmesini sagladigindan, ila¢ kullaniminda bu bitkinin tiiketimine daha
cok Ozen gosterilmelidir [66], [87], [91], [92]. Ayrica bu enzim grubunun 2.4,6-
trinitrobenzensiilfonik asit (TNBS) koliti, enflamatuvar bagirsak hastalig1 ve intestinal serulein

kaynakli pankreas iltihabi iizerinde iyilestirici etkisi vardir [93]-[95].

Aktarlarda satilan {iriinlerin incelendigi ¢calismalarda birgok agir metale rastlanmistir. Al, B, Ba,
Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb ve Zn gibi kimyasal elementlerin yiiksek
seviyede goriilmesi kontrol edilmeyen iireticilerin halk sagligiyla oynadigini géstermistir [96]—
[101]. Bitkinin 6zellikle tist kisimlarinda kadmiyum elementi biriktiginden kadmiyumca fakir
topraklara ekilmesi veya buralardan toplanmasi tercih edilmelidir. Bitkinin 0,5 mg/kg’dan
yiiksek kadmiyum igermemesi insan sagligi agisindan 6nemlidir [3]. Tiirkiye’den toplanan 23
farkli ev yapimi ve ticari zeytin yagi maseratina bakildiginda bunlarin bazilarinin tagsise

ugradig1 belirlenmistir [102].

2.1.3. Antioksidan Etki

Oksijenli solunum yapan metabolizmalarda hem solunum sisteminin hem de diger metabolik
stireglerin bir sonucu olarak serbest radikaller olusur. Metabolizma tarafindan iiretilen veya
disaridan alinan serbest radikaller, diger molekiillerle kimyasal reaksiyonlara giren, eslesmemis
elektrona sahip kararsiz/aktif atom veya molekiillerdir. Metabolizmada reaktif oksijen, azot ve
kiikiirt tiirlerinin pargalari serbest radikal olarak bulunur. Siiperoksit (O27), hidroperoksil (OOH"
), hidroksil (HO"), alkoksil (RO"), peroksil (RO2’), hidrojen peroksit (H202), singlet oksijen
(102), ozon (0Os3), hipoklorit (ClO"), hipokloréz asit (HOCI), hipobroméz asit (HOBr) gibi
molekiiller reaktif oksijen tiirlerine Ornektir. Nitrat (HNOgz), nitrozil (NO™), nitrokzil (NO"),
diazot tetroksit (N204), diazot trioksit (N20s), peroksinitrit (ONOO), alkil peroksinitritler
(ROONO), peroksi nitrat (ONOOH), nitronyum (NO2), nitrik oksit (NO"), azot dioksit (NO2)
gibi molekiiller serbest azot tiirleridir. Serbest oksijen tiirleriyle tepkimeye giren tiyollerden

olusan serbest radikaller reaktif kiikiirt tiirlerini olusturur.
Serbest radikallerin olusumu 3 yolla gergeklesebilir:

e Kovalent bag iceren bir molekiiliin homolitik par¢alanmasi sonrast olusan her

parcada ortak elektronlardan biri kalir.

X:Y D> Xe+Ye (2.1)
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e Bir molekiilden bir elektronun kaybi veya heterolitik pargalanma sonucu olusur.

X:Y > Xe + Y (2.2)

e Bir molekiile bir elektron katilimiyla olusur.

A+e > Al (2.3)

Serbest radikal olusumunu hizlandiran nedenlere bakildiginda gliniimiizde en ¢ok stres, katki
maddesi iceren gidalar, ilaglar, UV 1sinlari, radyasyon, alkol ve sigara gibi dis etkenlerle yag
oksidasyon reaksiyonlari, bagisiklik sistemi reaksiyonlari, biyokimyasal reaksiyonlar gibi i¢
etkenler karsimiza g¢ikar. Saglikli bir viicut agisindan serbest radikallerin metabolizmada
olusum ve viicut i¢i antioksidan mekanizmalari sayesinde kaybolma hizinin egit olma durumuna
oksidatif denge denir. Bu denge icerisinde serbest radikaller viicuda zarar vermez ve yerine
gore onemli roller oynayabilir. Ornegin, reaktif oksijen tiirleri hiicre i¢i ve hiicreler arasi
iletisimler, gen ekspresyonu, iyon tasinmasi gibi siireglerde gorev alir. i¢ ve dis nedenlere bagl
olarak metabolizmada serbest radikal birikimi veya antioksidatif reaksiyonlardaki yetersizlik
sonucu denge bozuldugunda olusan oksidatif gerilime maruz kalan viicutta iltthaba baglh
rahatsizliklar, kalp yetmezligi ve damar sertligi gibi dolagim sistemi hastaliklari, bobrek
yetmezligi, bronsit ve amfizem gibi solunum sistemi hastaliklari, karaciger hastaliklari, kanser,
diyabet, Alzheimer hastalig1 gibi nérodejeneratif rahatsizliklar, katarakt, otizm ve yaslanma
gibi durumlarin gelisimi artar. Bunun 6niine gegmek i¢in antioksidan ad1 verilen molekiillerin

elektron alarak veya vererek radikallerin eslesmemis yapisini tamamlamasi gerekir.

Antioksidanlar yap1 ve islev bakimindan cok cesitlidir. Hizli etki gosteren antioksidanlar
serbest radikallerin yaratacagi hasarlari derisimlerine bagl olarak bir siire geciktirebilir ve var
olduklart siire boyunca hasar olusumunu 6nler. Geciktirici etkili olanlar ise bu hasarlarin daha
yavas ger¢eklesmesini saglar. Kendileri yiikseltgenip viicuda zararli reaksiyonlarin kirilmasini
saglayarak da metabolizmay1 koruyan antioksidanlarin bu etkisi derisimleri kadardir.
Ortamdaki antioksidan madde yiikseltgendikten sonra oksidatif siire¢ kendi dogal akigini
stirdiiriir. Bu ylizden antioksidanlarin giligleri hem birim sayidaki molekiilleri bagina
indirgeyebildikleri serbest radikal sayisiyla hem de girdikleri reaksiyonlarin hizlariyla
iligkilidir. Dolayisiyla herhangi bir antioksidanin ne kadar aktif oldugunu belirlemek i¢in onun
radikal siipiirme yetenegi, redoks reaktivitesi, metal selatlama yetenegi ve ayni ortamda

bulunduklar diger antioksidan maddelerle aralarindaki etkilesimin incelenmesi gerekir [103].
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Endojen antioksidanlar metabolizma tarafindan iiretilen maddelerdir. Cogunlukla kompleks
yapili olan bu maddelerin bir kismi ¢esitli enzimlerdir. Ornegin, siiperoksit dismutaz (SOD)
enziminin bakir ve ¢inko i¢eren formu (Cu/Sn SOD) sitozolde, mangan igeren formu (Mn SOD)
mitokondride ve ekstraselliiler formu (EC SOD) hiicre dis1 sivilarda siiperoksit radikalinin

asagidaki reaksiyon sayesinde hidrojen peroksit ve molekiiler oksijene doniigiimiinii saglar:

SOD
20,+2H" — H,0,+ 0, (2.4)

Burada agiga ¢ikan hidrojen peroksit daha ¢ok peroksizom organelinde ve biraz da katalaz

(CAT) enzimi tarafindan mitokondride parcalanir:

CAT
2H202 — H20+02 (25)

Sitoplazmada bulunarak hidrojen peroksidin hidroksil iyonuna doniisiimiinii engelleyen enzim
glutatyon peroksidaz (GPx) enziminin Ozellikle selenyum bagimli (Se-GPx) formudur.
Selenyum bagimli olmayan formu (GST) ise daha ¢ok organik peroksitlerin (ROOH)
metabolize edilmesinde is goriir. GPx reaksiyonu sirasinda elektron kaynagi olarak glutatyon

kullan1ldigindan reaksiyon sonucu glutatyon distilfit (GSSR) olusur:

GPx
H,0,+2GSH — GSSG+2H,0 (2.6)

Olusan GSSR, glutatyon rediiktaz (GR) enziminin etkisiyle indirgenerek glutatyon haline geri

doner:

2GSSR+2NADPH+H" = 2GSH+NADP* @2.7)

Enzimatik olmayan endojen antioksidanlardan metabolizmada en ¢ok bulunani glutatyon olup
bunun da tamamina yakini sitoplazmada bulunur. Glutamin, sistein ve glisin molekiillerinin
enzimatik doniisiimiiyle olusan glutatyon, hidrojen peroksit, hidroksil ve singlet oksijen
radikallerinin gideriminin yani sira hiicre duvarindan aminoasit gecisi yoluyla C ve E

vitaminlerinin olusumunu saglar.

Epifiz bezinden salgilanan melatonin, metabolizmada bir¢ok serbest radikalin parcalanmasini
saglar. Hidroksil, hidrojen peroksit, singlet oksijen, nitrat, peroksinitrit, peroksinitrat gibi
radikaller ve reaktif tiirlerin gideriminde gorev alirken bir yandan da yukarida adi gegen
enzimlerin uyarilmasini ve yeterli seviyede tutulmasini saglar. Hiicre duvarini hasarlara karsi

saglamlagtirir, elektron tagima sistemini giiclendirerek serbest radikal olusumunu azaltir.
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Metabolizmanin olusturdugu atiklardan biri olan irik asit varligit kanin antioksidan
kapasitesinin yaklasik yarisini saglar. Siiperoksit, hidroksil, singlet oksijen, peroksinitrit ve
peroksinitratin giderimiyle birlikte Fe ve Cu gibi ge¢is metallerinin iyonlarini selatlastirir ve

bunlarin serbest radikal olusumuna katilimini dnler.

Bilirubin molekiilii metabolizma geregi yikima ugrayan eritrositlerde bulunan demirli-porfirin
proteinlerinin pargalanmasiyla meydana gelir. Dolagim sistemine katildiktan sonra karaciger
tarafindan tutulup parcalanan bilirubin, peroksil radikallerinin olusumunu o6nleyici etkinlik

gosterir.

Plazmada bulunan albiimin molekiiliiniin en énemli gorevi ozmotik basincin ayarlanmasidir.
Antioksidan etkisi ise beyaz kan hiicrelerinin metabolizma geregi salgiladigi miyeloperoksidaz
enziminin etkisiyle olusan hipokloratin giderilmesi seklindedir. Boylece hipokloratin, zarar
almast durumunda Ozellikle akciger ve karaciger dokularinda hasar olusumu goriilen -

antiproteaz enzimine olumsuz etkisi 6nlenmis olur.

Koenzim Q10, solunum sistemi i¢in enerji tiretiminde gorev alan bir molekiil olup hem kendisi
hem de indirgenmis formu olan ubikinol antioksidan etki gosterir. Kendisi serbest radikal
gideriminde, lipid ve protein peroksidasyonunun baskilanmasinda, ubikinol ise elektron tasima

sisteminin giliglendirilmesinde ve oksidan molekiillerinin nétralizasyonunda aktiftir.

a-Lipoik asit hidroksil, singlet oksijen, nitrik oksit, hipoklorat, hidrojen peroksit ve
peroksinitriti, bunun indirgenmis formu olan dihidro lipoik asit ise singlet oksijen disinda

bunlari, siiperoksit ve peroksil molekiillerini siipiiren giiclii antioksidan maddelerdir.

Seruloprotein metabolizmada Cu taginim1 ve kullaniminda gorev almakla birlikte ferroksidaz

ve SOD antioksidan enzimleri gibi bir yolla eritrosit yapilarini serbest radikallerden korur.

Transferin Fe*? iyonunun metabolizmada serbest dolasan derisimini baskilar ve bu iyonun
katkisiyla gerceklesip hidrojen peroksidi daha zararl bir reaktif yap1 olan hidroksile doniistiiren

Fenton reaksiyonunu dnler.

Viicutta liretilemeyen eksojen antioksidanlar vitamin veya ila¢g olarak disaridan alinir. E
vitamininin a, B, y, 6 tokoferol, a, 3, y ve 8 tokotrienol izomerlerinden insanlarda en ¢ok bulunan
ve en gliglii antioksidan etkiye sahip olan1 a-tokoferol formudur. Baslica etkisi dokularda lipid

peroksidasyonu kaynakli hasarlar1 6nlemektir. Serbest radikallerin siipiiriilmesi, daha zararl
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yapilara doniislimiiniin 6nlenmesi, doku hasarlarinin iyilestirilmesi gibi ¢esitli alanlarda

calisarak metabolizmanin antioksidan kapasitesine dnemli oranda katkida bulunur.

C vitamini, siiperoksit, singlet oksijen, ozon, hidroperoksil, peroksinitrit, azot dioksit ve
hipoklordz asit molekiillerinin siipiiriilmesi ve a-tokoferoksilden a-tokoferoliin yeniden iiretimi

+39.

gibi antioksidan etkilerinin yan1 sira Fe*®’iin Fe*?’

ye doniisiimiinii saglayarak oksidan bir etki

de gosterir.

Karotenoidler, dogada daha ¢ok bitkilerin klorofillerle birlikte renk verici bilesenleri olarak
bilinirler. Bitkilerin disinda fotosentez yapmayan bazi organizmalarda da iiretilebilirler ve
karotenoidlerin toplam sayis1 yiizlercedir. Bunlarin B-karoten gibi bazisi 6zellikle A vitamininin
oncilii olarak gorev alirken lutein ve likopen gibi bol bulunan bazi karotenoidler provitamin
olarak gorev almazlar. Karotenoidler singlet oksijen basta olmak iizere serbest radikallerin

stipiiriilmesinde etkilidirler.

B9 vitamini (folik asit), metabolizmada kan hiicrelerinin tiretimi ve dogurganlik bakimindan
O6neminin yaninda hem C ve E vitaminlerine yardimci olmasi hem de serbest radikallere karsi

etkisiyle gii¢lii bir antioksidandir [104].

Polifenoller serbest radikallerin olusumunun 6nlenmesi ve siipiiriilmesi, lipid oksidasyonunun
kirilmasi, basta Fe*? olmak iizere metal iyonlarmin selatlanmasi gibi etkilerde bulunan gok
genis bir bilesik sinifidir. Fenolik asitler, flavonoidler, stilbenler ve lignanlar igerir fakat

antioksidan 6zellikleri bakimindan literatiirde ilk ikisiyle karsilagilir.

Fenolik asitler dogada daha ¢ok amidler, esterler ve glikozitlerle bagli bulunur ve fenil
propanoid adiyla da bilinir. Hidroksi benzoik ve ¢ogunlukla hidroksi sinamik asit seklinde iki
gruba ayrilirlar. Yapisal farkliliklar1 dikkate alinarak p-kumarik, ferulik, kafeik, sinapik,
klorojenik, gallik, vanilik, siringik, protokatesuik asit gibi adlarla tanimlanan bilesikler
mevcuttur. Hidroksi sinamik asitlerin H verebilme kapasitesi daha yiiksek olup hidroksi
benzoik asitlerden daha kararli yapidadirlar. Hidroksi benzoik asitler ise OH almaya egilimli,

giiclii hidroksil siiptiriictilerdir.

Flavonoidler arasinda en bilinen ve en ¢ok bulunan yapilar katesin, hesperidin, siyanidin,
proantosiyanidin, kuersetin ve bunlarin tiirevleridir. Dogada bulunan 4000’den fazla flavonoid

molekiilii iki aromatik ve bir hetero halkasina sahiptir ve bu halkalarin gosterdigi farkliliklarla
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cesitli gruplara ayrilirlar: Flavonlar, flavonoller, flavanoller, flavanonlar, izoflavonlar,

antosiyanidinler.

Yapisal olarak flavonoidler sinifinda yer alan katesinlerin basta gelen molekiilleri katesin,
epikatesin ve gallat epikatesindir. Serbest radikallerin siipiiriilmesinde, metal iyonlarmin
selatlanmasinda, lipid oksidasyon zincirinin kirilmasinda, antioksidan enzimlerin olusumu ve

prooksidan enzimlerin baskilanmasinda etkileri vardir [105].

Selenyum, glutatyon peroksidaz enzimi, selenoprotein P ve W proteinlerinin yapisinda yer
alarak antioksidasyon siireclerine katki saglar [106]. Cinko, enzimlerin ¢alismasinda ve genetik
yapinin biitiinligiiniin korunmasinda gérev alan bir diger elementtir. Singlet oksijen, hidrojen
peroksit ve hidroksil reaktiflerinin verecegi zararlara karsi koruma saglar [107]. Mangan, ¢esitli
enzim, protein ve vitaminlerin olusum ve calisma stirecleriyle SOD enziminin yapisinda yer
alarak antioksidan mekanizmasina katkida bulunur [108]. Bakir hem ¢inkoyla birlikte SOD gibi
enzimlerin yapisina katilarak hem de metabolizmada aldig1 diger gorevlerle serbest radikallere

kars1 direng saglayan elementlerden biridir [109].

Bir antioksidan maddenin aktivitesi onun serbest radikal tutuculuk/gidericilik potansiyeli
demektir. Bu da radikal siipiiriiciiliik, hidrojen atomu veya elektron aligverisine gosterdigi ilgi,
metal selatlama potansiyeli ve diger antioksidanlarla olan etkilesimine bakilarak Olciliir.
Yapisal olarak aktivite hidroksil gruplarinin sayisina ve konumuna, seker yapisinin ve metoksi

gruplariin varligina bagh olarak degisir.

Bir maddenin antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde kullanilan ydntemlerin temelinde
Ornegin igerdigi tiim antioksidanlarin tiikenmesi i¢in gerekli siirenin dlgiilmesi, belirli bir
antioksidanin serbest radikal i¢eren ortama eklenmesi ve tiikenen serbest radikal miktarinin
Olgiilmesi ya da belirli bir serbest radikalin reaksiyon hizinin tespit edilmesi ve antioksidan

eklenen ortamda hiz diisiisiiniin 6l¢lilmesi gibi prensipler yatar.

Antioksidan igeriginin belirlenmesinde kullanilan yontemler ya elektron aktarimima ya da
hidrojen atomu aktarimina dayalidir. Elektron aktarimi temelli yontemlerde antioksidanla
serbest radikal arasindaki etkilesim renk degisimi Olgililerek belirlenir. Bunlardan en g¢ok
bilinenleri Folin-Ciocalteu reaktifi ile toplam fenolik madde tayini, troloks esdegeri antioksidan
kapasitesi, demir iyonu indirgeyici antioksidan giicii, oksidan olarak bakir (IT) kullanan toplam

antioksidan potansiyeli ve 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil yontemleridir. Hidrojen aktarimi temelli
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yontemlerin ¢ogu ise azo bilesiklerinin bozulma iiriinlerinden peroksil radikallerine karsi
antioksidan ve substrat reaktivitesinin karsilastirilmasini kullanir. Bu yontemlerin en bilinenleri
oksijen radikal yakalayic1 antioksidan parametre, toplam radikal yakalayici antioksidan

parametre ve krosin beyazlatma yontemleridir.

Hidrojen aktarimima dayanan yontemlerde yapay bir serbest radikal iiretici, yiikseltgenebilir
molekiiler prob ve antioksidan bilesik kullanilir. Baslaticidan elde edilen peroksil radikali igin
antioksidan ve ortamdaki substrat yarisir. Radikalin antioksidandan aldig1 hidrojen atomlari

sayesinde radikalle substrat arasindaki reaksiyon geciktirilir.

2.1.3.1. Oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi
Oksijen radikal absorbsiyon kapasitesi yontemi (ORAC) ile hedef molekiiliin peroksil radikali

tarafindan oksitlenmesi silirecinde ortamdaki antioksidan tarafindan ne derecede korundugu
olgiliir. Radikal tiretici olarak 2,2-azobis-(2-amidinopropan) dihidroklorid (AAPH) kullanilir.
Floresans veya absorbans oOl¢iimii yapilarak bozunma kinetigi egrisinin altindaki alanin
degisimi olgiilerek antioksidan aktivitesi hesaplanir. Ik zamanlarda hedef molekiil olarak f-
fikoeritrin kullanilirken sonrasinda floressein kullanimi tercih edilmeye baslanmistir.
Antioksidan aktivitesinin yiiksekligi karsisinda spektrofotometrik Slgtimlerin dogrulugunun
diisiik olmasi nedeniyle pirogalol kirmizist kullanimi 6nerilmistir. Bu bilesik kullanilarak
yapilan c¢aligmalarda Olglimlerin, bilesiklerin reaktivitesini daha iyi yansittig1 ve floresans
yerine gorliniir bolge spektrofotometresi uygulamasinin daha kolay gerceklestirildigi
anlagilmistir. I¢inde antioksidan bilesik olmayan &rnegin spektrofotometrik egrisinin altinda
kalan alan ile i¢inde antioksidan bilesik bulunan 6rnegin egrisinin altindaki alan arasindaki fark

antioksidan kapasitesini verir [110].

2.1.3.2. Toplam radikal yakalayict parametre
Toplam Radikal Yakalayici Parametre (TRAP) yonteminde, bir azo bilesik sicaklikla

bozunurken saglanan lipit peroksidasyonu sirasinda gergeklesen oksijen tiiketimi Olciliir.
ORAC’ta oldugu gibi AAPH eklenen ortamdaki oksidasyon siireci antioksidanlarca
yavaglatilir. Floresan prob olarak R-fikoeritrin kullanilan yontem ile suda ¢oziinebilen peroksil
radikalleri ve lipit peroksidasyonu ile ilgili antioksidanlarin aktivitesi 565 nm’de olg¢iilebilir.
Ote yandan, oksijen elektrotunun stabilite zorlugu, uzun ve emek gerektiren bir siire¢ olmasi

gibi dezavantajlar1 vardir [111].
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2.1.3.3. Krosin beyazlatma yontemi
Benzer sekilde Krosin Beyazlatma Yontemi’nde de azo yapili AAPH molekiiliiniin sicaklikla

bozunmasi sonucu olusan peroksil radikalleri kullanilir. Bu radikaller, bir karotenoid olan ve
ortama fosfat tamponu i¢inde eklenen krosini oksidasyona ugratirken ortamin rengi beyazlagir.
Ortamdaki antioksidanlar beyazlagmayi engeller. 443 nm’de yapilan 6lgiim antioksidan
derisimine duyarli degildir. Yontemin bir diger dezavantaji ise krosinin safrandan elde edilen

dogal pigmentlerin bir karisimi olmasi ve bilesiminin degisiklik gostermesidir [111].

2.1.3.4. Troloks esdegeri antioksidan kapasitesi
Troloks Esdegeri Antioksidan Kapasitesi (TEAC) yonteminde kisa adi troloks olan ve E

vitamininin suda ¢oziinen bir analogu olan (%)-6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-
karboksilik asit molekiilii standart olarak kullanilir. Bu yontemde radikal iiretici olarak ABTS
(2,2’-azinobis(3-etilbenzotiyazolin 6-siilfonat)) kullanildigindan ABTS yo6ntemi olarak diye de
bilinir. Radikalin farkli ¢oziiciilerde ¢o6ziinlir olmasi1 sayesinde hidrofilik ve hidrofobik
antioksidanlar 6lgiilebilir. Orijinal yontemde ABTS-" radikalinin olusabilmesi i¢in ortama
metilmiyoglobin katilmas1 gerekir ve bu madde de antioksidanlar tarafindan indirgenebilir. Bu
yilizden yontemin gelismis versiyonunda, ortama antioksidan katilmadan dnce ABTS potasyum
persiilfat ile tepkimeye sokularak radikalin olusumu saglanir ve yontem 743 nm’de 6l¢iilebilen
bir renk giderimi seklinde uygulanabilir hale getirilmis olur. Yontemin bunun disinda da

versiyonlart bulunmaktadir.

2.1.3.5. Bakir iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi
CuCl: ile neokuproin molekiillerinin olusturdugu selatin indirgenerek kromojenik bir yapiya

doniisimii ile antioksidan kapasitesinin olgtilebilmesinin kesfi ile birlikte en ¢ok kullanilan
yontemlerden biri haline gelen Bakir Iyonu Indirgeme Antioksidan Kapasitesi (CUPRAC)
yontemi kolay uygulanabilir, hidrofilik ve hidrofobik antioksidanlara uygun ve diisiik maliyetli

olusu ile dne ¢ikar. Olgiim 450 nm’de gergeklestirilir.

2.1.3.6. DPPH radikal siipiiriicii antioksidan kapasitesi
DPPH Radikal Siipiiriicii Antioksidan Kapasitesi yonteminde radikal {iretici olarak DPPH (1,1-

difenil-2-pikril hidrazil) kullanilir. Baslangigta menekse rengine sahip olan ¢dzelti, antioksidan
maddelerin H* vermesiyle indirgenir ve rengini kaybeder. Rengin agilmasinin ardindan yapilan
517 nm’deki 6lgtim ile antioksidan kapasitesi hesaplanir. DPPH yonteminde ¢ogu zaman
antioksidan etkinligi, DPPH radikalinin derisimini yariya diisiirecek antioksidan derigimini
bulmakla hesaplanir. Organizmada lipit peroksidasyonuna yol agan peroksil radikallerini hizl1

bir sekilde gideren bir¢ok antioksidan madde DPPH ile yavas tepkimeye girer. Bu nedenle



26

antioksidan kapasitesinin bu yontemle 6l¢limii bazi siiphelere neden olabilir. DPPH radikali ile
antioksidanlar arasinda gergeklesen tepkimelerin kinetiginin DPPH derisimiyle dogrusal bir

sekilde degismemesi de bu yontemi dezavantajli kilan bir diger noktadir [110].

2.1.3.7. Demir (111) indirgeme antioksidan giicii
Demir (I1T) indirgeme Antioksidan Giicii (FRAP) yénteminde demir(I11)-tripridiltriazin (Fe*3-

TPTZ) selati pH=3,6 iken bir antioksidanla tepkimeye girerse gii¢lii bir mavi renge sahip olan
Fe*2-TPTZ yapisina indirgenir. 593 nm’de 6l¢iim yapilarak belirlenen antioksidan kapasitesi
ile ilgili baz1 ¢eligkili durumlar dikkat ¢eker. 1 mol demir(Ill)’iin demir(Il)’ye indirgenmesi
tizerinden demir(Il) esdeger indirgen kapasite Ol¢iimii yapilir. Fakat bu esdegerlik benzer
elektron vericiligine sahip standart antioksidanlar i¢in farklilik gdsterebilir. Orijinal yontemin
sonlandirildig: siireden sonra da yavas bir sekilde tepkimelerin gergeklesmesi ve yontemin

uygulandigi pH’ta redoksa ugramayan antioksidanlarin bulunmasi da soru isareti yaratir [112].

2.1.3.8. Toplam fenolik madde icerigi
Folin-Ciocalteu yontemi olarak da bilinen bu yontemde reaktif olarak kullanilan fosfomolibdat-

fosfotungstat karisiminin fenolik maddelerce oksidasyona ugramasini 6nleyici aktivite gosteren
antioksidanlarin kapasitesi 6l¢iiliir. Yontem, ¢esitli alanlarda farkli sekillerde uygulanabilmekle
birlikte reaktifin sadece fenolik maddelerce indirgenmeyecegi, bu yiizden sadece fenolik madde

icerigini degil toplam indirgeme kapasitesini 6l¢tiigii ile ilgili tartismalar mevcuttur [110].

Sar1 kantaron otunun naftodiantron ve floroglusinol sinifindan olanlar gibi bilesenleri tibbi
acidan direkt etkilere sahiptir. Diger bilesenleri ise sagliga farkli agilardan ve dolayli olarak
katkida bulunur. Antioksidan bilesenleri bunlara 6rnek verilebilir. Antioksidan maddeler
viicutta olusan reaktif oksijen tiirleri gibi serbest radikallere kars1 metabolizmay1 korurlar. Bu

sayede kanser gibi bir¢cok hastaligin olusumu onlenir ve bagisiklik giiclii tutulur.

Bitkinin antioksidan etkileri ile ilgili yapilmis ¢aligmalar oldukga fazladir. Balkanlar’da yetisen
sart kantaron otunun metanollii ekstrelerine ait toplam antioksidan kapasitesi tiim bitkide
1560495, saplarda 3630+83, yapraklarda 5430+55 ve ¢igeklerde 73100+49 umol/g a-tokoferol
asetat/ekstre olarak Olgiilmiistiir. Yapraklardaki (%7,4) ve ¢igeklerdeki (%11,7) flavonoid
igerigi ile antioksidan etki arasinda bir korelasyon oldugu bulunmustur [113]. Bulgaristan’da
halk arasinda kullanilan ¢esitli bitkilerin sulu ekstrelerinin antioksidan aktivitelerinin
incelendigi bir ¢aligmada da sar1 kantaronun antioksidan kapasitesi degeri troloks esdegeri

cinsinden 3,74+0,14 mM, toplam fenolik madde miktar1 ise kuersetin esdegeri olarak



27

881,93+6,68 uM olarak bulunmus ve ¢alismadaki en yiiksek antioksidan kapasitesine sahip
bitkilerden biri oldugu belirtilmistir [1].

Ikincil metabolitler bitkilerin biyotik ve abiyotik stres faktorlerine cevap olarak iirettikleri
kimyasallardir. Su, 151k, sicaklik, CO-, azot varlig1, topraktaki besleyici maddeler, cografi ¢evre,
genetik ozellikler, hasat zamani, kirleticiler, elisitorler, zararli mikroorganizmalar, otoburlar bu
faktorlerden bazilaridir [58]. Bitkinin yetistirildigi kosullarin diizenlenmesiyle kimyasal
bilesenlerinin ¢esitliligi ve oranlar1 da degistirilebilir [114]. Bu da tarimsal tiretimin belli
amaglara yonelik yapilabilmesine olanak tanir. Ornegin, Mir ve dig. (2019) giiclii bir radikal
siipiiriicii iiretmek iizere ¢alisma kosullarmi diizenlemistir [115]. Ozel amagl bitki tasarimia
bir 6rnek calisma da Pan ve dig. (2005) tarafindan yapilmigtir. Bu ¢aligmada bitkinin hipokotil
kisimlarindan alinan kalluslardan izole edilen protoplast, bitkinin rejenerasyonunda
kullanilmigtir [116]. Ciccarelli ve dig (2001) sar1 kantaronun salgi kanallariyla saydam yag
bezelerindeki sivilart inceleyerek farkli kisimlardaki kanal ve bezelerin salgilarindaki

bilesenleri siniflandirmistir [117].

Sicak ve 1s1ikli ortamlarda biyoaktif bilesenlerin orani artar. Vejetasyon ve ¢iceklenme
asamalarinda fenolik ve flavonoid maddeler artar. Hiperisin orani da sicakligin ve 15181n arttig1
durumda artar fakat ¢iceklenme asamasina girildiginde azalmaya baslar [118]. Rutin
tomurcuklanma, kuersitrin, kuersetin ve |3, ||8-biapigenin ise tam ¢i¢ceklenme asamasinda en
yiiksek degerdedir. Bu siiregte hiperozit orani degismez [119]. Yaz sonunda dogadan toplanan
taze bitkiler, diger 6rneklere gore daha yiiksek flavanol igerir. Kurutmanin ve ekstraksiyonun
1s1kta yiirtitiilmesi aktif bilesenlerin oranlarii disiiriir [120]. Bitki hidroksil radikalinden g¢ok

hidrojen peroksite karsi etkilidir [121].

H. perforatum L. subsp. perforatum alttiiriiniin flavonoid, tanen, fenolik madde igerigi
angustifolium alttiiriine gore daha yiiksektir. Ayrica rutin igeren tek alttiir olarak tespit
edilmistir [122]. Farkli alttiirlerin karsilastirildig1 bir baska ¢alismada veronense alttiiriinde,
perforatum alttiirtinden daha yiiksek hiperisin, hiperforin ve fenolik madde bulunmustur [123].
Radulovic ve dig. (2007), 9 Hypericum tiiriinii incelediginde 73100 pumol a-tokoferol asetat/g
ekstre ile en yiiksek antioksidan kapasitesini perforatum tiiriinde bulmustur. Cigeklerde, yaprak
ve govde kisimlarindan daha yiiksek kapasite goriilmesinin nedeni olarak flavonoid igeriginin
yiiksekligini 6ne siirmiislerdir [113]. Maltas Cagil ve dig. (2013) ise bu ¢alismada yer almayan

iki (salsugineum ve aviculariifolium) tiirtin antioksidan kapasitesi, toplam fenolik madde icerigi
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ve demir selatlama giiciinii H. perforatum L.’den daha yiiksek bulmus, bakir selatlama giicii ve
toplam flavonoid igerigini ise benzer seviyede tespit etmistir [124]. Kladar ve dig (2015) de

cesitli Hypericum tiirlerinin kimyasal igeriklerini ve biyolojik aktivitelerini derlemistir [125].

Bitkinin antioksidan etkisinden yararlanilmak istendiginde 80-100°C’de 5-10 dk demlemenin
en iyi yontem oldugu belirtilmistir. Cayin kirmizi renk aldig1 3 dakikalik siire naftodiantronlarin
goriilebilmesi icin yetersiz kalmistir. 3 dakikadan sonra fenolik ve klorojenik asitler de 6nemli
derecede artmaktadir [126]. 20 dakikaya kadar siiren kaynatma sirasinda biyoaktif maddelerin
miktar1 artarken demleme siiresinin daha da artmasi kaliteyi azaltir. Kaynatmak demlemekten
daha iyi bir yontem olup antioksidan igerigi bakimindan iki kata kadar daha aktif iriin
vermektedir [127].

Bu maseratlarin raf 6émrii ve kalitesi incelendiginde ise palm yag1 maserati renk, koku, rolatif
yogunluk ve asit sayisi agisindan kalitesiz bir tiriin olmustur. Maseratlara BHA ve a-tokoferol
katkisinin raf Oomriinii 6 aydan 12 aya kadar g¢ikardigi gorilmistir [128]. Zeytin yagi
maseratinin toplam flavonoid igerigi ve raf omrii agisindan kalitesi Sahin ve dig. (2020)
tarafindan da tespit edilmistir [8]. Metanolle elde edilen iiriinler hiperisin ve hiperforin
acisindan zenginken sulu ¢ozeltilerin antioksidan etkisi daha giigliidir [129]. Katesin,
epikatesin, protokatesik asit, gallik asit, kuersetin ve kamferolce zengin liriinler kolon kanseri
hiicrelerine kars1 en etkili tirtinlerdir [95], [130], [131]. Bitkinin biyolojik aktivitesini olusturan
antioksidan igerigi [132]-[135], toplam klorofil, toplam karotenoid ve fenolik bilesikleri [70],
[136], polisakkaritleri [137], ksanton igerigi [138] caligilmistir.

2.1.4. Antimikrobiyal Etki

Sar1 kantaron otunun 6ne ¢ikan 6zelliklerinden biri de antibakteriyel ve antimikrobiyal etkili
olmasidir [139]. Bu etkileri, dzellikle yara iyilestirici ve iltihap kurutucu etkileriyle birlikte daha
da deger kazanir. In vivo ve in vitro yapilan ¢ok sayida ¢aligmayla bitkinin mikroorganizmalar1

inhibisyon oranlart incelenmistir [113], [122].

En bilinen mikroorganizmalara karsi davranisi disiiniildiigiinde Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enteritidis, Escherichia. coli,
Candida albicans igin ¢igekler, Aspergillus niger i¢in yapraklar daha etkilidir. Gram-pozitif
bakterileri, gram-negatif bakterilere gére daha iyi durdurmaktadir [124]. Poliiiretan kopiikle
birlikte kullanimindan iiretilen biyofilmin Staphylococcus aureus bakterisine karsi etkisi

Candida albicans ve Escherichia coli bakterilerine kars1 gosterdigi etkiden daha yiiksek
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olmustur [140], [141]. Yine Staphylococcus aureus’a karsi etkisinin incelendigi bir calismada
metanolle ve kaynar suyla hazirlanan ekstreler, sivi1 ticari etanolik ekstreye, ticari tablet tirliniin
metanolik ¢ozeltisine, aygicegi yagi, zeytin yagi ve iki igerigi bilinmeyen bitkisel yaga gore
daha yararli olmustur [142]. Kitosan ve jelatinden yapilan biyofilm ise Salmonella typhi’ye

karsi, Staphylococcus aureus’tan daha etkili olmustur [143].

Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Streptococcus pyogenes, Streptococcus viridans, Micrococcus luteus ATCC9341, Moraxella
catarrhalis, Lactobacillus ve Helicobakter pilori bakterilerine kars1 etkili oldugunu gosteren
calismalar vardir [1], [4], [6], [7], [144], [145].

Sar1 kantaron yag1 katkistyla tretilen biyofilmlerin fiziksel 6zellikleri (pH, su gecirgenligi
[143]], mekanik testler, sisme davranisi, yiizey hidrofobikligi [141], su aktivitesi testi, LF-
NMR analizi, doku analizi ve L*-a*-b* renk testi [146] gibi) ¢esitli ¢alismalarda incelenmis ve
literatiire eklenmistir. Buhar gegirgenligi, gerilme orani ve ¢ekme gerilimi yag katilan filmlerde

daha fazla olsa da yag miktari arttiginda bu 6zellikler azalmistir [141].

2.1.5. Ugucu Yag Icerigi

Esansiyel yag, esans, eterik yag, aromatik yag gibi adlarla da bilinen ugucu yaglar bitkilerin
ozellikle gida, kozmetik, eczacilik gibi sanayilerde kullanilan iirlinlerinden biridir. Sabit
yaglardan farkli olmakla birlikte su ile karigmadiklari i¢in yag adiyla amilirlar. Ozetle
bilesenlerinin gliseritlerin esterleri olmamasi, kaynama sicakliklarinin ¢ok daha diisiik olmasi

ve liretim yontemlerinin farkliliklar nedeniyle diger bitkisel yaglardan ayrilirlar.

Terpenler, terpenoidler, fenolik ve alifatik terpen tiirevlerinden olusan ucucu yaglar bitkilerin
yaprak (nane, defne), cicek (giil, yasemin), meyve (turuncgiller, ¢ilek), kok (zencefil), tohum
(biber, anason), kabuk veya gévde (tarcin) gibi kisimlarindan veya tiimiinden (lavanta, kekik)

elde edilebilir [147].

Dogu ve batida neredeyse tiim uygarliklarda ucucu yaglar kullanilmistir. Ucucu yaglar
kullanilarak elde edilen aroma, tiitsii ve merhem gibi tiriinler 6zellikle antimikrobiyal ve iltihap
kurutucu 6zellikleri ile koku, tat gibi fiziksel 6zelliklerinden dolay1 kullanilmistir. 20. yiizyilin
baslarindan itibaren gelistirilen aromaterapi alaninda ugucu yaglarin elde edilmesi ve
kullanilmasi konularinda ¢alisilir. Basta gida, parfiimeri, kozmetik, temizlik ve eczacilik olmak

izere ¢ok cesitli alanlarda kullanilan ugucu yaglarin giiniimiizde tekstil ve boya gibi alanlardaki



30

nanoteknolojik ¢aligmalarda veya hayvancilik gibi alanlardaki verim arttirici ¢alismalarda da

yer buldugu goriilmektedir [148].

Zararlhh kimyasallar kullanmadan bocekleri uzak tutmanin yollarindan biri ugucu yaglardan
yararlanilmasidir. Bir¢cok boceksavar sprey ve losyon gibi iiriin terpenik bilesikler igerir. Bu
bilesenler ya dogal ya da dogala 6zdes olarak FDA tarafindan GRAS (Generally Regards As
Safe, genel olarak giivenilir kabul edilir) olarak belirlenen maddelerdir. Limonen, geraniyol,
Ojenol, mirisen gibi terpenlerin bu amagla kullanimi bulunmaktadir. Limon otundan elde edilen
bir terpen aldehit olan sitral de bocek, bakteri ve mantarlara karsi etkili diger bir ugucu yag

bilesenidir.

Ugucu yaglarin geleneksel ve modern kullanim amaglarindan biri de antimikrobiyal etkisinden
yararlanilmasidir. Camgiller, adacay1, biberiye, kimyon, karanfil, kekik, altin otu gibi bir¢ok
bitkinin ugucu yag1 bu amagla kullanilabilir. Cam tiirlerinin kabuk yaralanmalarindan sonra
dokularindan sizan regineler ve arilarin peteklerinde kullandiklar1 propolis de boyle biiyiik

terpenik bilesikleri igerir.

Ucgucu yaglarin ozelliklerinden en ¢ok yararlanilan kullanim yontemi solunum yoluyla
alinmasidir. Fototoksik olmayan {irlinler cilde siiriilerek kullanilabilir. Az da olsa suya

damlatilarak i¢ilmesi seklinde kullanim1 da goriilmektedir.

Bitki tiirli, mevsim, cografi 6zellikler, kullanilan kisim, kullanilan yontem gibi etkenler ugucu
yagin verimini ve bilesimini degistirir. Bu nedenle her bir bitki 6rneginin kendine 6zgii oldugu
sOylenebilir. Bununla birlikte bitki tiirlerinin yaklagik olarak verimi ve bilesen sayist bellidir.
Kimi bitkinin bilesen sayisi onlarca iken kimininki yiizlercedir. Bu durum ugucu yaglar
karmasik yapili gibi gosterse de belli bilesen siniflarini igerdigi igin basit yapili olduklar1 da
distintilebilir [149]-[152]. Cok sayida izomerik molekiil vardir. Bunlarin bazisi birbirine
benzer oldugu i¢in Yunan harfleriyle veya cis-trans seklinde adlandirilirken ¢ok kullanilan

bazis1 da dzel isimlerle anilir. Ornegin cis-sitral geraniyal, trans-sitral neral olarak bilinir.

Cogu saydam ile sar1 aras1 agik renklidir. Suya yakin 6zgiil agirliklara sahip olduklarindan su
buhariyla kolayca siiriiklenebilirler. Is1 ve nem gibi etkenlerle kolayca kristallesebilir ve
bozulurlar. Kirilma indisleri ve buhar basinglar1 yiiksek, polariteleri ve molekiil agirliklar:
distiktiir [149], [150]. Coziiniirlik agisindan en Onemli Ozelliklerden biri olan polarite,

molekiillerin dielektrik sabitleriyle iligkili olup molekiiliin fonksiyonel gruplara sahip olmasi
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bu 6zelligi arttirir [153]. Terpenoidler terpenlere gore aromatik ve terapdtik agilardan daha

giiclidiir. Antioksidan 6zellik ise terpenlerde ve fenolik molekiillerde 6ne ¢ikar [154].

Ucgucu yaglarin kalitelerinin belirlenmesi 6nemli bir konudur. Kalite belirlenirken iki 6nemli
nokta vardir: Uriiniin bir ugucu yaga 6zgii temel 6zelliklere sahip olmasi ve bilesenlerinin adi
ve miktar1. Bilesimin ve bilesen oranlarinin belirlenmesinde en sik kullanilan analiz yontemleri
GCile UV-Vis, IR ve NMR spektroskopileridir. GC analiz kosullarinda buharlagsmayacak kadar
ylksek kaynama noktasina sahip bilesenlerin tespitinde HPLC kullanilir. Ayrica 6zgiil agirlik,
kirilma indisi, erime ve kaynama noktasi, optik ¢evirme, renk, koku, ¢oziniirliik, viskozite,
toplam asit sayisi, iyodin sayisi, sabunlagsma indisi, alkol, ester, aldehit ve keton igerigi

Olgtimleri yapilarak fizikokimyasal 6zellikler belirlenir [155].

Vakslar, pigmentler, kumarinler, psoralenler farkli 6zelliklerde ve farkli kullanim alanlarina
yonelik bilesikler oldugundan ugucu yagin c¢ogu alanda kullaniminda bulanik goériinim ve
fototoksisite gibi olumsuz durumlar yaratan bu bilesenlerin bulunmasi istenmez [156]. Normal
kosullarda ugucu olmayan bilesenler olarak uzun zincirli hidrokarbonlar, heterosiklik

molekiiller, yag asitleri, steroller ve karotenoidler daha ¢ok goriinen maddelerdir.

Ulkemizde iiretimi ve ithalat1 yapilan ugucu yaglarin basinda gelen iiriinler giil, kekik, defne,
ardi¢, biberiye, mersin, nane, lavanta, adagayi, hayit, rezene, kimyon, karabas otu ve
zencefilden elde edilen {irtinlerdir. Gegmisten giiniimiize hem diinyada hem de Tiirkiye’de

ucucu yaglarin kullanimi azalmadan devam etmektedir.

Ucgucu yag bilesenlerine bakildiginda 2000°den fazla bilesenin %90’1n1n terpen sinifina dahil
oldugu ifade edilmektedir. Ayrica bunlarin oksijenli tiirevleri olan terpenoidler,
fenilpropanoidler ile azot veya kiikiirt i¢eren hidrokarbonlar ugucu yaglarin kalan kismin
olusturur. Terpenler ve tiirevlerinin temelinde izopren adi verilen 2-metil-1,3-biitadien
molekiili vardir. 1, 2, 3, 4, 5, 6 ve 8 izopren molekiiliinden olusan bilesikler sirastyla hemi-,
mono-, seski-, di-, sester-, tri- ve tetraterpen olarak adlandirilirken 8+ izopren igeren bilesikler
politerpen, 100+ izopren igeren bilesikler de kauguk olarak tanimlanir. Bir ugucu yagda biiyiik
oranda mono-, seski- ve diterpen yapilar bulunur. 4 izoprene kadar olan yapilar izopropil-etil
seklinde baglanirken daha fazla sayida izoprenden olusan yapilar etil-etil seklinde baglanir.
Terpenler halkali veya halkasiz olabilir. Halkasiz yapidakiler asiklik, tek halkali olanlar
monosiklik, iki halkali olanlar bisiklik ve ti¢ halkali olanlar trisiklik sifatiyla anilir [157].
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Dogada bulunan terpen tiirevlerinin yaklasik sayilart hemiterpenler i¢in 50, monoterpenler i¢in
1500, seskiterpenler i¢in 10 bin, diterpenler i¢in 5000, sesterterpenler i¢in 150, triterpenler igin
5000, tetraterpenler i¢cin 200 kadardir. En ¢ok goriilen yararlar1 analjezik, antibakteriyel, balgam
sOktiiriicli, uyarici, antiseptik, ates distiriicii, antialerjik, antifungal, yatistirici, hormon

diizenleyici olmalaridir.

Alkoller (-OH) ugucu yaglarda tekil, terpen veya ester bagl sekilde bulunabilir ve daha ¢ok
antimikrobiyal etki gosterir. Aldehitler (-C(=0)-H) antimikrobiyal etkisinin yaninda ates
diistiriicii ve yatistirici etkiye de sahiptir. Az miktarda organik asit (-C(=0)-OH) igerigi ates
distiriicii, alkol ve asidin birlesmesiyle olusan esterler (-(=0)-O-) antifungal, antimikrobiyal ve
yatistirict etkilidir. Ketonlar (-(=0)-) solunum yollarini rahatlatici, iltihap kurutucu, hiicre
olusumunu destekleyici etkiler gosterir fakat bircok ugucu yagda tujon, pulegon, pinokafur gibi
zehirli ketonlar da bulunur. Fengon, karvon ve menton ise zararsiz ketonlardir. Laktonlar
hidroksikarboksilik asitlerin halkali esterleridir ve ates distiriicii, iltihap kurutucu, solunum

rahatlatic1 6zellige sahiptir.

Monoterpenlerin bitkilerde birincil gérevi sagladiklari kokuyla polen tasiyicilari cagirmak veya
otcullart uzak tutmaktir. Bir¢ok ugucu yag biiyiik oranda monoterpenik bilesiklerden olusur.
Cogunlukla 150-185°C arasinda kaynama noktasina sahip olduklarindan elde etme yontemi
olarak buhar destilasyonu tercih edilir. Saflastirilmalar1 vakum altinda fraksiyonlu destilasyon
veya kristallendirme ile miimkiindiir. Monoterpenlere gore daha kararli yapida olan
seskiterpenlerin ortalama kaynama noktalar1 230-300°C’dir. Daha zayif ama daha kalici
aromalar1 vardir [158]. Elde edilmeleri destilasyonun yanmi sira ekstraksiyonla da
gerceklestirilebilir ve saflastirilmalari icin vakum altinda fraksiyonlu destilasyon veya gaz
kromatografileri kullanilabilir. Bitkilerde biiytime, gelisme ve hiicreler arasi iletisime katki gibi
gorevlerle birlikte otcullardan, mikroorganizmalardan ve mor Gtesi 1sinlardan korunma
konularinda da organizmaya fayda saglar. Seskiterpen ve tiirevlerinin insan saglig1 acisindan
ise kanser, sitma, lilser, migren, enfeksiyon gibi rahatsizliklara kars1 etkileri tespit edilmistir.
Diterpenler bitkilerde biiylime, ¢igeklenme, iremede gorev alirken insan sagligi agisindan 6ne
cikan etkileri tiimor ve iltihap giderici, kanser hiicrelerini Oldiiriicii sitotoksik ozellikte
olmalaridir. Kahve ¢ekirdeklerinden elde edilen diterpen alkollerden olan kafestol ve kahveoliin
felg, diyabet, kadinlarda depresyon ve erkeklerde prostat kanseri riskini azalttig1 belirlenmistir.
Bitkiler, hayvanlar ve mantarlarda tiretilen triterpenler mevalonik asidin tiirevleridir. Bitkisel

dokulardan elde edilen saponinler sabun benzeri kopiik olusturur ve sindirim sisteminde
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temizleyici etkisi vardir. Sinirlt olmakla birlikte triterpenler hakkindaki bilgi kanser, damar
sertligi ve viriis sebepli rahatsizliklara iyi geldigi seklindedir. Karotenoidler izopren temelli
olduklarindan tetraterpen olarak da adlandirihirlar. Cogu biiylikk oranda doymamis

olduklarindan elde etmek ve saflastirmak oldukga zordur. En bilinen tetraterpen -karotendir.

Ugucu yaglarin ilk elde edilme sekli anfloraj olarak da bilinen yagda bekletme yontemidir. Su
ve buhar destilasyonu, ¢oziicli ekstraksiyonu, presleme, siiperkritik akigkan ekstraksiyonu,
mikrodalga ekstraksiyonu, kat1 faz mikroekstraksiyonu gibi yontemler ucucu yaglarin
iretiminde siklikla kullanilan yontemlerdir. Yontem seciminde bilesenlerin ¢oziintirliikleri,

kaynama noktalar1 ve bilesimin istenen 6zellikleri onemlidir.

Istdan dolay1 bozulmanin Oniine gegmek igin kullanilan ydntemlerden biri bez torbalara
konulan bitkilerin soguk preslenmesidir. Buradan elde edilen {iriin dekantasyon, filtrasyon veya
santrifiijlemeyle ayrilabilir. Fakat bu {iriin dokularin igerdigi suyla birlikte alindigindan suda

¢ozilinen bilesenlerin kaybedilme olasilig1 vardir.

Destilasyon, 1sitmanin yaratacagi bozulma, suda ¢6ziinen bilesenlerin kaybi ve siirecin uzun
stirmesi gibi dezavantajlar1 olmakla birlikte ugucu yag liretiminde en ¢ok kullanilan yontemdir.
Clevenger aparatlartyla veya imbiklerle gerceklestirilen su destilasyonunda, kaynatma kabina
su ve bitki konularak 1sitilir. Buhar destilasyonunda doygun veya kizgin buhar tist kisimda bir

1zgara lizerinde bulunan bitkiden gegirilir.

Mikrodalga ekstraksiyonunda organik bir ¢oziicli olmaksizin bir miktar su i¢inde mikrodalga
enerjisiyle 1sitilan bitkinin buhari elde edilir. Enerji verimliligi, organik ¢oziicii kullanilmamasi
ve islemin kisa siirede gerceklesmesi One ¢ikan yanlandir. 2,5-75 GHz arasindaki
frekanslardaki elektromanyetik dalgalar kullanilarak direkt olarak ¢dziiciiniin 1sitnmas1 ve bu
sayede daha az ¢Gziiciiniin daha az enerjiyle 1sitilarak yeterli verimin elde edilmesi saglanir.
Coziicii tiirti ve miktari, sicaklik, siire, bitkinin igerdigi su miktari, 1sitma giicii gibi etkenler

mikrodalga ekstraksiyonunun baglica etkenleridir.

Bitkinin sahip oldugu ugucu bilesenlerin soguk yaga emdirilmesi anfloraj, sicak yaga
emdirilmesi ise maserasyon olarak adlandirilir. Bu geleneksel yontemler uzun siirer ve sonucta
ya alkol gibi bir ¢oziiciiyle ugucu yagin ayrilmasi gerekir ya da cilde siiriilerek uygulanacak

kivamda bir tiriin tiretilmis olur.
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Coziicti ekstraksiyonunda genellikle hidrokarbon yapili bir organik ¢oziicti kullanilir. Alinan
iiriin filtrasyon veya destilasyon yoluyla ¢oziiciiden arindirilir ve kalan vaks tiirii maddeler alkol
gibi bir ¢oziiciiyle ayrilir. Alkoliin de buharlastirilmasindan sonra ugucu yag elde edilmis olur.
Coziicli ekstraksiyonunda c¢ogu zaman Soxhlet aparati kullanilir. Coziiciiniin tamamen
uzaklastirilmasi, yiiksek uguculuga sahip bilesenlerin buharlagsmasi gibi olumsuzluklarinin yant
sira 1sidan dolay1r bozulmanin onlenebilmesi ve dogala yakin bir bilesimin saglanmasi gibi
olumlu yanlar1 da vardir. Coziiciiniin, bilesenlerin yapisini bozmayan, ¢oziiniirliigii ve segiciligi
yuksek, ucuz, diisilk kaynama noktali, suyla karismayan ve saf halde bulunabilir olmasi

gereklidir [159].

Su i¢inde kaynatilan bitkinin buhariyla ¢dziiciiniin buharinin temas ettirilmesi, su iginde
bulunan bitkiden ¢oziicii buharmin gegirilmesi, yiiksek sicaklik ve basingtaki ¢oziicii
kullanilarak ekstraksiyonun gerceklestirilmesi ve ¢oziiciiniin siiperkritik fazda kullanilmasi gibi
uygulamalar da vardir [149]. Stiperkritik akiskan kullanilarak yapilan ekstraksiyonda verim ve
secicilik basing ve sicaklik yoluyla ayarlanabilir. Organik c¢oziiciilerin kullanilmamasi,
¢oziiclinilin tekrar kullanilabilmesi, siirecin kisa slirmesi, sivi ¢oziiciilerinki kadar yiiksek ¢cozme
giicliniin gaz ¢dziiciilerinki kadar yiiksek difiiziviteyle birlikte saglanabilmesi, 1s1l ve oksidatif
bozulmayr oOnleyecek ortamlarda ekstraksiyonun yiiriitiilebilmesi siiperkritik akiskan

ekstraksiyonunun olumlu yanlaridir.

Ucucu yaglarin igerikleri ve baslica bilesenleri ile ilgili ¢ok fazla ¢alisma vardir. Genetik
ozellikler, kullanilan bitki kismi, iklim, toprak, mevsim, bitkinin toplanma zamani ve yontemi,
kurutma yontemi, analiz yontemi gibi ¢ok cesitli faktorlere bagli olarak degisik igeriklerle

karsilagilabilir [160], [161].

Biiylime asamasinda ugucu yag verimi en diisiik seviyedeyken tomurcuklanmanin baglamasiyla
en yiiksek seviyeye ulasir. Bu siirecte ana bilesenler ayni kalir fakat bilesenlerin toplam sayisi
degisir. Bliylime basladik¢a alifatik hidrokarbonlarin oran1 azalir. Bu sirada seskiterpenoidlerin
orant tomurcuklanma sirasinda, seskiterpenlerin oram1 da ¢iceklenme sirasinda en yiiksek
seviyelerine ulasir. Monoterpen orani siirekli olarak artar ve %10’u bulur [162]. Smelcerovic
ve dig. (2007) tarafindan yapilan ¢alismada yapraklarda %74 ile seskiterpenler, ¢iceklerde %44
ve govdede %50 ile terpenik olmayan bilesenler 6ne ¢ikmigtir [163].

Iklimsel ve jeolojik kosullara gore degismekle birlikte farkli kesimlerde yetisen bitkilerden elde

edilen ugucu yaglarda daha ¢ok monoterpenler ve seskiterpenler bulundugu anlagilmistir [1].
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Radusiene ve dig. (2005) Litvanya’da [164], Schwob ve dig. (2004) Fransa’da [162], Yiice
(2016) Tirkiye’de [161] yetisen sar1 kantaronlardan ugucu yag elde etmistir. Tiirkiye’de yetisen
orneklerin aksine diger iki calismada da B-karyofilen ve karyofilen oksit bilesikleri one
cikarken Gaziantep ve Tunceli ¢evresinden toplanan 6rneklerde baslica ugucu yag bilesenleri

olarak B-selinen, bisiklogermakren ve 2-tetradekan tespit edilmistir.

Fransa’dan toplanan 5 farkli 6rnegin ugucu yaglarinda B-karyofilen, karyofilen oksit, ar-
kurkumen, germakren D, spatulenol baslica bilesenler olmustur [165]. Tiirkiye’de yapilan bir
calismada ise B-selinen, bisiklogermakren, 2-tetradeken ve a-amorfen en yiiksek orana sahip
bilesenler olarak belirlenmistir [161]. Yunanistan ve Sirbistan’dan toplanan &rneklerin
karsilastirildigr bir calismada elde edilen sonuglar igeriklerin tamamen farkli oldugunu
gostermistir. Buna gore Sirbistan’dan toplanan 6rneklerin ugucu yaginda %22 oraninda f-
karyofilen bulunurken bu madde Yunanistan’dan toplanan orneklerin ugucu yaginda %]1’°in
altinda goriilmistiir. Bu triinde en yliksek orana sahip bilesenler ise a- ve B-pinen olmustur.
Yunan ugucu yagi agirlikli olarak monoterpenlerden olusurken Sirp ugucu yagi seskiterpenler
ve alifatik hidrokarbonlar agisindan zengin bulunmustur [166]. Iran’da yapilan bir ¢alismada
kiitlece %0,1-1 aras1 ugucu yag elde edilmistir. Orneklerde seskiterpenler, alkanlar ve
monoterpenler 6ne ¢ikmistir. Tiim 6rneklerin igerigi karsilastirildiginda yalniz 2,6-dimetil-
heptan, 1,3-dimetil-benzen, n-nonan, a-pinen, 3-metil-nonan, p-simen, allil hekzanoat, o-
humulen, y-himagalen, (E)-nerolidol ve dihidro-eudesmol bilesiklerinin ortak varligina
rastlanmustir [167]. Fitosol ekstraksiyonuyla elde edilen iiriiniin 6ne ¢ikan ugucu bilesenleri 2,6-

dimetilheptan, a-pinen, B-karyofilen ve 2-metil-3-biiten-2-ol seklinde olmustur [168].

Crockett, 2010 yilinda bitkinin ugucu yaginin igerigi hakkinda bir derleme hazirlamistir
[169][169]. Hatami ve dig. (2012) SK CO:z ile ekstraksiyona ¢aligirken bazi varsayimlar1 gerekli
gormiistiir. Buna gore sicaklik ve basincin reaktdr igerisinde diizgiin dagildigi, kati
parcaciklarin tiimiiniin tek bir maddeye ait esit biiytikliikteki yuvarlak sekillerde oldugu,
derisimin radyal olarak degismedigi, akiskan ve kat1 ara yiizeylerinde yerel ve dogrusal denge
durumlarinin olustugu, kati miktarinin ve dolayisiyla reaktdr hacminin siire¢ boyunca
degismedigi, ¢oziiclinlin fiziksel 6zelliklerinin sabit kaldigi ve reaktdr iginde piston akis
modeline uygun sekilde aktig1 varsayimlarina bagli olarak modelleme ¢alismasin

gerceklestirmistir [170].
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Hekzan ile yapilan Soxhlet ekstraksiyonuyla karsilastirildiginda COz> ile yapilan ekstraksiyonun
yar1 sicaklik (40°C) ve yari siirede (1,5 saat) hemen hemen ayn1 verimi sagladigi goriilmiistiir
[171]. Stperkritik CO2 yerine sivi CO2 kullanildiginda verimin diisiikk kaldigina yer verilen
calismada basingla birlikte verimin bir noktaya kadar arttigi fakat sonrasinda sabit kaldigi
goriilmiistiir. Sivi fazda ana bilesenler n-tricontan, (%16,33), n-heneikosan (%14,41), n-
tetrakosan (%13,83), n-nonakosan (%13,26) ve siiperkritik fazda n-tetratriakontan (%25,95),
1,2-benzendikarboksilik asit (%13,44), fitol (%7,13) olmustur [172].

H. perforatum L. ugucu yaginin ¢alisildigi ¢alismalar Tablo 2.4°te verilmistir.

Tablo 2.4: Sar1 kantaron otu ugucu yaginin ana bilesenleri.

Kaynak  Ana bilesenler Hasat yeri
[168]* 2,6-Dimetilheptan Izmir, Tirkiye
a-Pinen
B-Karyofilen
2-Metil-3-biiten-2-ol
[161]* B-Selinen Gaziantep ve Tunceli, Tiirkiye

Bisiklogermakren
2-Tetradeken

a-Amorfen
[165] B-Karyofilen (%14,8) Val-d’Arc, Provence—Alpler—Fransiz
(E)-B-Farnesen (%7,1) Rivierast, Fransa

ar-Kurkumen (%13,0)
Germakren D (%17,8)

B-Karyofilen (%28,4) Pertuis, Provence—Alpler—Fransiz Rivierasi,
Germakren D (%37,3) Fransa

B-Karyofilen (%26,1) Saint-Cyr, Provence—Alpler—Fransiz
Dodekanol (%7,5) Rivierasi, Fransa

a-Selinen (%15,5)
Germakren D (%6,3)
B-Karyofilen (%24,1) Mérindol, Provence—Alpler—Fransiz
B-Selinen (%6) Rivierasi, Fransa
Bisiklogermakren (%5,8)
Germakren D (%29,1)
Spatulenol (%21,1) Bandol, Provence—Alpler—Fransiz Rivierasi,
y-Muurolen (%7,7) Fransa
Nerolidol (%6,5)
Dallanmig Tetradekanol (%9,1)
B-Karyofilen (%13,3) Méailles, Provence—Alpler—Fransiz
v-Muurolen (%6,9) Rivierasi, Fransa
(E,E)-a-Farnesen (%8,4)
Spatulenol (%21,5)
Karyofilen oksit (%18,4)
[173] n-Triakontan (%16,3) Sobina, Sirbistan
n-Heneikosan (%14,4)
n-Tetrakosan (%13,8)
n-Nonakosan (%13,3)
[173] n-Tetratriakontan (%25,96) Sobina, Sirbistan
1,2-Benzendikarboksilik asit (%13,4)
Fitol (%7,1)
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[174] a-Pinen (%61,8) Gaziantep, Tiirkiye
3-Karen (%7,5)
B-Karyofilen (%5,5)
[163] 2-Metil-oktan (%20,5) Giineydogu Sirbistan’in gesitli kesimleri
a-Pinen (%13,7)
Spatulenol (%9,8)
n-Hekzadekanoik asit (%4,0)
[175] a-Pinen (%21,0) Yanya, Yunanistan
2-Metil-oktan (%12,6)
v-Muurolen (%6,9)
Spatulenol (%6,4)
[176] B-Karyofilen (%14,2) Rujan dagi, Sirbistan
2-Metil-oktan (%13,1)
2-Metil-dekan (%7,9)
[162] Karyofilen oksit (%15,3) Bilylime zamani,
B-Karyofilen (%7,3) Provence—Alpler—Fransiz Rivierasi, Fransa
1-Tetradekanol (%7,0)
Karyofilen oksit (%17,0) Tomurcuklanma zamant,
B-Karyofilen (%16,8) Provence—Alpler—Fransiz Rivierasi, Fransa
Spatulenol (%12,7)
B-Karyofilen (%18,3) Ciceklenme zamani,
Karyofilen oksit (%15,9) Provence—Alpler—Fransiz Rivierasi, Fransa
Karyofilen oksit (%18,5) Meyvelenme zamant,
B-Karyofilen (%9,1) Provence—Alpler—Fransiz Rivierasi, Fransa
[166] B-Karyofilen (%22,3) Panéevo, Sirbistan
2-Metil oktan (%17,3)
2-Metil dodekan (%6,0)
[166] a-Pinen (%35,0) Sedes, Yunanistan
B-Pinen (%23,4)
2-Metil oktan (%13,5)
[177] B-Karyofilen (%11,7) Taskent, Ozbekistan
Karyofilen oksit (%6,3)
Spatulenol (%6,0)
a-Pinen (%5,0)
[178] Longifolen (%18,7) Cigeklenme Oncesi,
v-Eudesmol (%10,7) Meshed, iran
Spatulenol (%6,9)
Bisiklogermakren (%5,5)
a-Kadinen (%27,17) Cigeklenme zamani,
Bisiklogermakren (%16,93) Meshed, iran
Spatulenol (%6,95)
y-Eudesmol (%6,52)
Longifolen (%22) Meyvelenme zamant,
B-Bisabolen (%9) Meshed, Iran
Spatulenol (%8,45)
Glubulol (%5,15)
[167] §-Kadinen (%11,6) Gelugah, iran

2,6-Dimetil-heptan (%10,9)
(E)-Karyofilen (%9,9)
a-Humulen (%7,1)

d-Kadinen (%22,6)
(E)-Karyofilen (%12,2)
a-Humulen (%11,3)
a-Pinen (%9,0)
2,6-Dimetil-heptan (%7,4)

Nur, fran
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2,6-Dimetil-heptan (%15,0)
n-Nonan (%11,1)
8-Kadinen (%11,0)

a-Pinen (%8,7)

B-Funebren (%6,7)

Ramser, fran

a-Pinen (%14,4)
d-Kadinen (%10,6)
2,6-Dimetil-heptan (%9,8)
3-Metil-nonan (%8,1)

Dorud, fran

a-Pinen (%21,9)

n-Nonan (%9,8)
2,6-Dimetil-heptan (%9,1)
n-Dodekanol (%6,8)
y-Himasalen (%6,0)

Tonekabun, Iran

a-Pinen (%23,6)
2,6-Dimetil-heptan (%13,5)
y-Kadinen (%8,7)
3-Metil-nonan (%5,7)

Toskestan kdyii, Giirgan, iran

a-Pinen (%26,0)
2,6-Dimetil-heptan (%15,2)
B-Pinen (%11,6)
d-Kadinen (%10,2)

Kharv kéyii, Giiney Horasan, iran

a-Pinen (%25,7)
2,6-Dimetil-heptan (%15,1)
B-Funebren (%12,4)
y-Kadinen (%9,6)

Lahican, Iran

y-Kadinen (%16,9)
2,6-Dimetil-heptan (%6,3)
n-Tetradekanol (%6,3)
a-Pinen (%6,2)

Meshed, Iran

2,6-Dimetil-heptan (%36,1)
a-Pinen (%23,6)
3-Metil-nonan (%10,1)

Azadsehr, ran

[179]

Leden oksit Il (%8,91)
Humulen epoksit 11 (%7,90)
cis-Fitol (%7,89)

10 farkl1 6rnek,
Vilnius, Litvanya

Dokosan (%610,80)
Spatulenol (%9,10)
Karyofilen oksit (%7,76)

Spatulenol (%10,01)
Eikosan (%9,01)
Karyofilen oksit (%6,92)

Dodekanoik asit (%9,63)
Karyofilen oksit (%9,27)
Hekzadekanoik asit (%7,61)

Hekzadekanoik asit (%12,87)
Spatulenol (%12,16)
Karyofilen oksit (%7,99)
Tetradekanol (%6,94)

Hekzadekanoik asit (%10,05)
Karyofilen oksit (%9,28)
Spatulenol (%8,17)

Ledol (%9,31)
Karyofilen oksit (%8,41)
Spatulenol (%6,71)



Karyofilen oksit (%18,73)
Karyofilen oksit (%11,31)

Spatulenol (%8,51)

39

Tablo 2.4 (devam)

Salvial-4(14)-en-1-on (%8,44)
Hekzadekanoik asit (%8,13)

Tetradekanol (%7,88)

[180]

Germakren D (%29,5)

Varéna, Litvanya

B-Eudesma-4(15),7-dien-1-ol (%9,1)

a-Kadinol (%6,2)
Karyofilen oksit (%6,1)

Germakren D (%14,8)

Svencioniai, Litvanya

B-Eudesma-4(15),7-dien-1-ol (%11,7)

Funebrol (%6,7)

Germakren D (%23,2)
Funebrol (%6,1)
Karyofilen oksit (%6,0)
a-Kadinol (%5,8)

Ukmerge, Litvanya

Germakren D (%12,7)
Karyofilen oksit (%11,9)
B-Karyofilen (%9,6)

Zarasai, Litvanya

Germakren D (%15,7)
B-Karyofilen (%8,8)
Karyofilen oksit (%7,0)

Marijampole, Litvanya

Germakren D (%14,0)
B-Karyofilen (%7,8)

Vilnius, Litvanya

B-Eudesma-4(15),7-dien-1-ol (%6,5)

Germakren D (%12,0)
B-Karyofilen (%10,5)

Marijampole Litvanya

Germakren D (%16,1)
Karyofilen oksit (%13,1)
(2)-B-Farnesen (%8,2)

Vilnius, Litvanya

Germakren D (%12,7)
(2)-B-Farnesen (%9,0)
B-Karyofilen (%8,2)
Dodekanol (%6,1)

Vilnius, Litvanya

Germakren D (%13,6)
Tetradekanal (%9,4)
Tetradekanol (%9,4)
Karyofilen oksit (%7,2)
B-Karyofilen (%6,8)

Moletai, Litvanya

[181]

Karyofilen oksit (%35,8)
B-Karyofilen (%11,1)
Spatulenol (%8,0)
Dimetilheptan (%6,6)

Varena, Litvanya

Karyofilen oksit (%17,5)
Germakren D (%9,8)
Spatulenol (%7,5)
a-Kadinol (%5,3)
B-Karyofilen (%5,2)

Varena, Litvanya

Karyofilen oksit (%14,2)
B-Karyofilen (%11,4)
Germakren D (%10,1)
B-Farnesen (%8,0)
Spatulenol (%7,1)

Alytus, Litvanya



Karyofilen oksit (%13,4)
B-Karyofilen (%12,0)
Germakren D (%7,8)
a-Pinen (%6,9)
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Vilnius, Litvanya

B-Karyofilen (%18,3)
Karyofilen oksit (%15,7)
Germakren D (%10,1)
Spatulenol (%7,1)

Elektrenai, Litvanya

B-Karyofilen (%19,1)
Karyofilen oxide (%12,5)
Spatulenol (%8,5)
Germakren D (%6,8)

Vilnius, Litvanya

B-Karyofilen (%13,2)
Karyofilen oksit (%11,8)
Germakren D (%5,9)
Spatulenol (%5,6)

Vilnius, Litvanya

B-Karyofilen (%10,5)
Karyofilen oksit (%7,0)
Spatulenol (%6,9)
d-Kadinen (%6,7)
B-Farnesen (%6,1)

Rokiskis, Litvanya

Germakren D (%16,1)
Karyofilen oksit (%13,1)
B-Farnesen (%8,2)
Spatulenol (%5,6)

Vilnius, Litvanya

Germakren D (%31,5)

Lazdijai, Litvanya

a-Muurolen-14-hidroksi (%9,1)

a-Kadinol (%6,2)
Karyofilen oksit (%6,1)

[166] Germakren D (%22,8) Yabani ornekler,
2-Metil oktan (%10,8) Vermio daglari, Yunanistan
a-Pinen (%10,1)
B-Karyofilen (%6,6)
Germakren D (%18,9) Kiltiir 6rnekleri,
2-Metiloktan (%17,8) Vermio daglari, Yunanistan
B-Karyofilen (%10,3)
T-Muurolol (%5,6)

[182] Karyofilen (%30,0) Kiilleme hastaligina tutulmus 6rnekler,
Germakren D (%19,64) Bolonya, italya
B-Kopaen (%7,09)
y-Amorfen (%6,28)
Karyofilen (%25,41) Saglikli 6rnekler,
Germakren D (%17,24) Bolonya, italya
B-Kopaen (%5,97)

[183] a-Pinen (%30,92) Arad, Romanya
B-Pinen (%18,32)
Karyofilen (%15,26)
Germakren D (%9,23)
B-cis-Osimen (%7,85)

[184] Germakren D (%23) Kirklareli, Tirkiye
B-Karyofilen (%14)

[99] a-Pinen (%8,1) Giiney Estonya

n-Nonan (%7,0)
Globulol (%5,5)
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(E)-B-Karyofilen (%19,2) Central Estonia
v-Muuorulen (%8,7)

y-Amorfen (%6,5)

a-Pinen (%14,3) Kuzey Estonya
Germakren D (%13,7)

2-Metil oktan (%11,3)

B-Pinen (%6,8)

*[saretli ¢alismalarda bilesenlerin yiizdesi verilmemistir.

2.1.6. Hiperisinle Ilgili Cahsmalar

Hiperisinin hangi kimyasal ve biyolojik yollarla sentezlenebilecegi konusunda genis ¢apl bir
calisma 2004 yilinda yapilmistir [185]. Bilesik, 36 Hypericum tiirliniin 27’°sinde
sentezlenmektedir. H. boissieri Petr. tiiriiniin %0,512 ve H. barbatum Jacqg. tiiriiniin %0,306
hiperisin igerdigi calismada H. perforatum’da yalmzca %0,125 toplam hiperisin tespit
edilmistir [186]. Ayan ve Cirak Tiirkiye’de yetisen 9 Hypericum tiiriinde hiperisin bulmustur.
Bunlardan en fazla hiperisine sahip olan tiirler H. triquetrifolium (3,092 mg/g kuru madde), H.
montbretii (2,959 mg/g kuru madde) ve H. perforatum (2,91 mg/g kuru madde) olmustur.
Psodohiperisin igerikleri ise sirastyla 4,166, 4,288 ve 1,8 mg/g kuru madde olarak belirlenmistir

[187].

Kurutma, 151k ve ekstraksiyonun c¢iceklenme doneminde mi meyve verme doneminde mi
yapildig1 naftodiantron verimini degistirmez. Dogadan toplanan taze bitkilerin gdlgede
maserasyonu, bitkinin gelisme agamasina bakilmaksizin yiiksek oranda hiperforin verir [120].
Avustralya'da yapilan bir ¢alismada, dar yaprakli orneklerin yi1l boyunca genis yaprakli
orneklere gore daha yliksek hiperisine sahip oldugu belirlenmistir. Genis yaprakli biyotipte
hiperisin oraninin daha hizli arttig1 ve azaldigi, dar yaprakl bitkilerde ise hiperisin oraninin
ilkbaharda 6nemli 6l¢iide daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir [188]-[190]. Farkli morfolojik
ozelliklere sahip ornekler incelendiginde, hiperisin oraniin yapraklar tizerindeki koyu renkli
bezlerin yogunlugu ile dogru, yapraklarin alani ile ters orantili olarak degistigi goriilmiistiir.

Yapraklarin uzunluk/genislik orani, bitkinin boyu ve icerdigi biyoaktif bilesenler gibi

faktorlerin hiperisin orani ile arasinda istatistiksel bir iligki belirlenememistir [191].

HPLC ile yapilan analizde Tirkiye’nin kuzeyinden toplanan orneklerde 0,44-2,82 mg/g
hiperisin, 0,0-1,86 mg/g klorojenik asit, 0,0-8,77 mg/g rutin, 5,41-22,28 mg/g hiperozit, 1,64-
3,98 mg/g kuersitrin ve 1,01-1,76 mg/g kuersetin tayin edilmistir [191]. Hindistan kékenli 8
adet ornegin LC-MS/MS analizinde ise 1,68-4,62 mg/g psodohiperisin, 1,19-2,68 mg/g
hiperisin, 3,84-24,58 mg/g hiperforin, 6,54-23,77 mg/g rutin, 13,74-41,64 mg/g hiperozit, 1,33-
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12,85 mg/g kuersitrin ve 0,19-1,54 mg/g kuersetin arasinda bulunmustur. Bu ikincil metabolit
miktarlart arasindaki cesitliligin nedeni yine genetik, ¢evresel ve iklimsel faktorler olarak
belirlenmistir [192]. Bitkinin ekstreleri genellikle etanol/su veya metanol/su ile hazirlanir.
%0,1-0,3 hiperisin ve %0,6-11 hiperforin igeren bu ekstreler genellikle %4-16 flavonoid, %19-
25 seker, %10 civari tanen bilesigi, %2-3 sitrik ve malik asit igerir [193].

Ekren ve dig. (2010) c¢alismasinda Bornova ckolojik kosullarinda sar1 kantaron klonlari
tiiretilmis ve en yiiksek oran Topaz ticari tiirlinde olmak {izere ortalama 90,208 oraninda
hiperisin miktar1 elde edilmistir [5]. Ps6dohiperisin ise hiperisine gore 2-3 kez daha bol bulunur
[144].

Lipofilik bilesiklerin ayrilmasi ters elektro-osmoz akigli susuz ortam kapiler elektroforez
sistemiyle gergeklestirilebilir. Elektroforez ortami1 50 mM amonyum asetat ve 150 mM sodyum
asetat elektrolitler katilmis hacimce 3:2:1 oranindaki metanol/dimetilsiilfoksit/N-
metilformamid karisimidir. Akis polikatyon hekzadimetrin bromid (%0,001-0,05) eklenerek
ters ¢evrilmistir. Diyot dizinli dedektorde okumalar hiperforin igin 300 nm’de, hiperisin i¢in
590 nm’de, flavonoidler i¢in 350 nm’de yapilmis ve hiperisin 26,5 pg/ml, psédohiperisin 51,0
pg/ml ve hiperforinler 1715,0 pg/ml bulunmustur [194].

Hiperisin, bis-(2,4,6-triklorofenil) oksalat, H.O> ve imidazol katalizériinden gelen enerji ile bir
kemiliiminesans sisteminde dogal bir florofor olarak kullanilabilir. Bu sistem ayrica kuersetin

ve B-karotenin antioksidan aktivitesini belirlemek i¢in de uygulanmigtir [195].

HPLC’de 284 nm’de yapilan analize gore, ultrasonik ekstraksiyon sonucu yag bilesiminde
birgok bilesen bulunurken siiperkritik ekstraksiyonun ¢ok yiiksek seviyede secici bir islem

olmasi sayesinde yag sadece hiperforin ve adhiperforinden olusmustur [196].

Ayni kosullarda ¢alisildiginda n-hekzan, etil asetat, 2-propanol ve SK-CO; ekstraksiyonlarinin
iiriinlerinde hiperisin neredeyse hi¢ goriilmezken etanollii ekstrede goriilmiistiir. Etanolle
gerceklestirilen uygulamalarda, Temmuz ayinda toplanan bitkilerin (Soxhlet ekstraksiyonu ile
35 mg/kg ve pilot 6lgekli ekstraksiyon ile 60 mg/kg), Eyliil'de toplanan bitkilerden daha fazla
hiperisin i¢erdigi anlagilmistir (Soxhlet ekstraksiyonu ile 17 mg/kg ve pilot 6l¢ekli ekstraksiyon
ile 38 mg/kg). Toplam hiperisin miktarina bakildiginda, 2-propanol (0,57 g/kg) ve etil asetat
(0,41 g/kg) verimlerinin etanol veriminin ardinda kaldig1 gortilmiistiir (Soxhlet ekstraksiyonu
ile 1,15 g/kg ve pilot dlgekli ekstraksiyon ile 0,85 g/kg) [196].
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Etanol, kloroform ve yine etanol ile Soxhlet ekstraksiyon islemleri gerceklestirilmis ve
tiriinlerin 8.2-8.8 uM toplam hiperisin ve 124-135 uM toplam flavonoid igerdigi gézlenmistir.
Ancak kloroform ile ekstraksiyon asamasinda bu maddelere rastlanmamistir. Caligmanin
amaci, 151k etkisi altinda hiperisinin neden oldugu toksisite ve oksidatif stres oldugundan, 10
pg/ml kloroform ekstraktinin hiperisinin sitotoksisitesini ortadan kaldirma etkisine sahip

oldugu belirlenmistir [39].

S1vi1 ve SK fazlarda CO> ekstraksiyonunda etanol yardimci ¢oziiciisii de kullanilsa hiperisin ve
flavonoid bulunmamustir. Stvi CO> ile sadece oleoresin, SK-CO; ile oleoresin ve ugucu yag
fazlar1 ayrilmistir. Oncesinde sabitken SK faza gegince ekstraksiyon orani hizla diismiistiir.
Etanoliin katkisiyla verim artarken (kuru madde olarak %6,69’dan %10,72’ye) hiperforin
icerigi azalmistir (kuru madde olarak %2,56’dan %2,29’a) [197].

Maserasyon bitkilerden aktif bilesenlerin 6ziitlenmesinde ¢ok uzun zamandan beri kullanilan
yontemlerden biridir. Cozilicii olarak cogu zaman bitkisel yaglar kullanilir. Kullanilan
¢Oziiclinilin 6zelligine gore, diger yontemlerle elde edilen tirtinlerden daha yararli tiriinlerin elde
edilebilmesi de miimkiindiir. Bitkisel maddenin ¢oziicli icerisinde bekletilmesi seklinde

yiiriitiilen bu yontemin en biiyiik dezavantaj1 ise uzun zaman almasidir.

Giinesin altinda 40 giinde hazirlanan maseratlarin fotodegredasyon nedeniyle hiperisin veya
tirevlerini icermedigi gozlenmistir [142]. Bu ii¢ yagin maserasyonda kullanilmasiyla elde
edilen iirlinlerin hiperisin igerigi aygigegi, zeytin ve palm yagi maserat: sirasiyla olmustur.
Bitkinin i¢erdigi 6nemli antioksidan maddelerden biri olan kuersetin incelendiginde ise palm
yagiin bu agidan daha verimli bir iiriin verdigi goriilmiistiir. Beklenenin aksine zeytin yag1

maserati antioksidan igerigi en diisiik iiriin olmustur [198].

2007°de Italya’da yapilan bir calismada 50°C’lik ortamda zeytinyag1 icinde bekletilen bitkiyle
elde edilen yaglarin hiperforin ve adhiperforin oranlarinin diisiik oldugu ve en yiiksek oranlarin
ise taze meyvelerin (90 g) zeytinyagi (512 ml) iginde 28 giinliik maserasyonu sonucu (36,90
ug/100 mg hiperforin ve 17,58 pg/100 mg adhiperforin) elde edildigi belirlenmistir. Ayrica
zeytinyagl maserasyonuyla iiretilen tiim yaglarda hiperisin ve tiirevleri eser miktarda

bulunmustur [1].

Yurt i¢cinden temin edilen ev yapimi ve ticari maseratlarin (oleum hyperici) yag kalitesine

bakilan bir calismada yag asitlerinin, dolayisiyla maserasyonda kullanilan zeytinyaginin
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kalitesinin merhemin tedavi edici 6zelligini gelistirdigi soylenmistir [102]. Heinrich ve dig.
(2017) maserasyonda kullanilan yag asitlerinin iiriin i¢erigine etkisini incelemistir. Zeytin yagi,
yer fistig1 yagi, soya fasulyesi yagi, badem yagi, aycicek yagi, misir tohumu yagi, makademya
find1g1 yagi, jojoba yag1 ve orta zincirli gliseritler karsilastirildiginda hiperisin igerigi en yiiksek

maserat 5,5 = 0,21 mg/100 g ile badem yagi ile iiretilen olmustur [57].

Organik c¢oziiciilerin kullanildig1 ¢6ziicii ekstraksiyonu istenen iirline gore ¢oziicli segimi
yapilabildigi i¢in daha kisa siirede daha yiiksek verim saglar. Baz1 molekiiller polar yapida
olduklarindan polar ¢oziiciilerde, bazilariysa apolar olduklarindan apolar ¢oziiclilerde daha iyi
¢oziniir. Coziicti ekstraksiyonunun sik kullanilan bir metodu Soxhlet ekstraksiyonu seklinde
uygulanmasidir. Bu yontemde 6zel Soxhlet aparati kullanilarak ¢oziiciiniin bitkisel maddeyle

tekrar tekrar temas etmesi ve ¢oziiciiniin bu sirada etken maddelere doyurulmasi saglanir.

Soxhlet ekstraksiyonunda gesitli ¢oziiciilerin karsilastirildigi bir ¢alismada ekstraksiyon verimi
¢dziiciiniin zincir uzunlugu arttik¢a azalmistir. Ornegin Cossuta ve dig. (2012) ¢alismasinda
etanoliin (1,15 g/kg) toplam hiperisin verimi agisindan 2-propanol, etil asetat ve n-hekzana karsi
Ustlinliigii goriilmustir [196]. Bir diger ¢alismadaysa etanol-su karigiminin sadece etanol

kullanimina gére daha iyi sonug verdigi goriilmiistiir [17].

Yanit yiizey metodu ile hiperisince zengin iirlin iiretiminin deneysel tasarimin calisan Liu ve
dig. (2000) etanol, aseton, su, kloroform ve hekzan ile elde edilen en iyi ¢6ziicii karisimini %44-
69 etanol-aseton karigimi olarak belirlemistir. Calisma 5,3-5,9 saat siirede 55°C’lik su

banyosunda en iyi sonucu vermistir [199].

Metanolle yapilan bir ekstraksiyon ¢aligmasinda %3,814 g rutozit esdegeri flavonoid, %0,163
g toplam hiperisin igerigi tespit edilmistir [200].

Sar1 kantaron otunun 80:20 etanol/su karisimiyla ekstrakte edilmesiyle iiretilen tiriin etanolik
ekstre olarak adlandirildiktan sonra bunun bir kismi s1vi-sivi ekstraksiyonuna tabi tutulmustur.
Hekzanla, biitanolle, etil asetat/formik asit/glasiyal asetik asit/su (100:11:11:27),
toliien/kloroform/aseton/formik asit (40:25:35:1) ve toliien/etil asetat/formik asit (6:4:1)
karigimlart ile ayr1 ayri elde edilen fazlarin igerikleri incelenmistir. Bu iiriinler farkli 6ne ¢ikan
bilesenlere sahip olup bunlarin disinda etil asetatla hazirlanip metanolde ¢dziilen ve metanolle
Sephadex LH-20 kolondan gegirilen iiriin hiperisin ve benzer bilesenler gibi biantrakinonlar

acisindan zengin bulunmustur [201].
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Soxhlet ve stiperkritik akiskan ekstraksiyonlarinin karsilagtirilmasinda elde edilen iiriin miktar1
bakimindan tiriinler etanol (255,78-358,25 g/kg), 2-propanol, etil asetat ve n-hekzan iiriinleri
seklinde siralanmis olup pilot 6lgekli sistemde etanolle yapilan islem sonucu alinan {iriin
miktar1 (158,60-250,00 g/kg) daha disiik bulunmustur. SK-CO; ile 38,43-31,73 g/kg iiriin
alimmustir. Elde edilen hiperisin miktar1 bakimindan ise verimler etanolle Soxhlet ekstraksiyonu
icin 1,15 g/kg, etanolle pilot 6lgekli iiretim i¢in 38-60 mg/kg olmustur [196]. 100-450 bar ve
40-60°C kosullarinda SK-CO. ekstraksiyonuyla yapilan deneme sonucunda etanolle yapilan
Soxhlet ekstraksiyonuna gore 6 kat daha az iiriin elde edilmistir [202].

Sar1 kantaron bitkisinin SK-CO ile ekstraksiyonunun en saf yagi verdigi belirtilmistir [203].
CO: diisiik polaritesiyle ugucu ve bitkisel yaglar ile yagda ¢oziinen vitaminler gibi lipofilik
bilesiklere yiiksek secicilik gosterir. Dolayistyla SK-CO2’in yiiksek derecede lipofilik olan
floroglusinollerle lipofilik olan naftodiantronlara, ugucu yaglara ve biflavonlara seciciligi
yiiksektir [204]. Bitkilerdeki bir¢ok biyoaktif bilesik ise gorece yiiksek polarliktadir ve bu
yiizden saf SK-CO; yerine etanol veya metanol gibi polar bir yardimci ¢oziiciiyle daha
hidrofilik bitkisel maddeler (flavonoidler, prosiyanidinler ve tanenler gibi) ekstrakte edilebilir.
Hiperforin bilesiginin SK-CO: ile kolaylikla ekstrakte oldugu, hiperisin ve flavonoidlerin
etanol yardimci ¢oziiciisiiyle bile pek kazanilamadigi, sivi CO2’in de SK-CO» kadar etkili
oldugu bilgilerine yer verilen ¢alismada 300 bar ve 50°C’de 5 kg CO2/kg bitki ile 60 g ekstre
elde edilmistir [197]. Bir baska ¢alismada da yine sivi ve SK-CO2’in benzer igerikli ve hemen
hemen ayni miktarda ekstre verdigi, ayrica bitkisel hammaddeyi daha kiigiik boyutlara
oglitmenin daha yiiksek verim sagladigi belirtilmistir [172]. Cui ve Ang (2002), aktardan
aldiklar1 kuru sar1 kantaron yapraklar1 ve ¢igekleri ile yaptiklari ¢alismada saf SK-CO; ile
floroglusinollerin ekstraksiyonu i¢in 380 bar basing ve 50°C sicakligi en uygun kosul olarak

belirlemistir [205].

90 bar basing altinda 3 saatlik ve 120 bar basing altinda 1 saatlik islem sonucu ekstrenin %32-
33’1 hiperforine doniismiistiir. Basing ve siire arttik¢a ekstraksiyon verimi artmis, ekstredeki
hiperforin icerigi azalmistir. Siire ve sicakligin etkisiyle hiperforinin ortoforine doniistimii
artmistir [193]. Devaminda yapilan ¢aligmada ekstreden SK-CO: ile yag cikarilip analiz
edilmistir [206]. Yag hiperforin (%36,5) ve adhiperforin (%4,6) gibi floroglusinollerin yani sira
alkanlar, yag asitleri ve vaks esterleri icerirken apolar bilesenler hiperforince zengin fazin
tizerinde kalan vaks fazinda toplanmistir. Naftodiantronlar gibi yiiksek polariteye sahip

bilesikler goriilmemistir. Bir diger SK-CO: ile ekstraksiyon ¢aligmasinda ise 10-20 MPa
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araliginda 40 ve 50°C’de calisilmistir [203]. Olusan ekstrenin her graminda 526 mg’a kadar
floroglusinol elde edilebilmis ve bu oran olusan ekstrenin miktarina gére pek degismemistir. 1
gram kuru sar1 kantaron igin 7-8,5 gram CO; harcanarak 313 K ve 10 MPa’da en yiiksek
hiperforin ve adhiperforin verimi elde edilmistir. Bununla birlikte toplam ekstre miktari
sicaklikla azalmis, basingla artmistir. Yiiksek CO2 yogunlugunda ekstraksiyon giicii de yliksek
oldugundan en iyi hiperforin ve adhiperforin igerigine 600-700 kg/m® CO, yogunlugunun
saglandig1 kosullarda ulasilmistir. Ayrica 50°C ve 10 MPa’da CO2 beslenmeksizin 2 saat
boyunca yapilan 6n islemin ardindan metanolle ultrasonik ekstraksiyon yapilmis ve hiperforin
ile hiperisin miktarlarinin 6n islemsiz ultrasonik ekstraksiyona gore arttigi goriilmiistiir.
Mannila ve dig. (2002) c¢alismasinda da en uygun kosul 0,64 g/ml CO2 yogunlugunun
saglandig1 30°C ve 60 atm olup bu noktada kuru sar1 kantaronun gramindan 12 mg hiperforin

elde edilmistir [207].

Sicaklik veya basingtan birinin disiiriilmesi durumunda digerinin yiikseltilmesi gerekir.
Stiperkritik  akiskanlarla yapilan ekstraksiyonlarda ¢oziicliniin yogunlugu en O&nemli
parametrelerden biri oldugundan SK-COz i¢in en iyi ¢alisma kosulu 313 K ve 20 MPa olarak
belirlenmistir [170].

Son yillarda dikkat c¢eken bir diger ekstraksiyon yoOntemi ise ¢oziiciisiz mikrodalga
ekstraksiyonudur. Nem igerigi, mikrodalga giicii ve siire Abdelhadi ve dig. (2015) tarafindan
incelenmigstir. Her li¢ parametre de ekstraksiyon verimini arttirir. Siire disindaki parametreler
ekstre igerigi iizerinde de etkilidir. 468 W giligte 33 dakikalik bir islem géren %43 nem igerigine
sahip maddeden alinan verim 0,365 g/100 g kuru madde olarak Sl¢iilmistiir. Bu yontemle
tiretilen trtinlerin verimi yiiksek olmakla birlikte C vitaminiyle karsilastirildiginda antioksidan
etkileri diisiik bulunmustur. Uriiniin 6ne ¢ikan bilesen smifi ise fenolik maddeler olmustur.
Ayni ¢alismada hidrodestilasyonla yapilan karsilastirma denemelerine gore hidrodestilasyon
iriinii seskiterpenler, ¢oziiciisiiz mikrodalga ekstraksiyonu iriinii ise terpenoidler agisindan
zengin olmustur. Bunun nedeni de daha polar yapida olan terpenoidlerin radyasyonu daha fazla
absorblamasi olarak agiklanmistir [208], [209].

Punegov ve dig. (2015) %6 neme sahip 500 mg numuneyi 25 ml’lik kaplara alip {lizerlerine 15
ml kloroform eklemis, 30 s ultrasonik banyoya koymus ve 30 dk oda sicakliginda bekletmistir.
Klorofil ve lipidlerin kloroform ekstresi 3 kez ipek ve kagit filtrelerle vakum altinda alindiktan

sonra yagi alinmis hammadde silindirik polipropilen manifold ig¢inde hava akimiyla
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kurutulmustur. Hacimce %20-90 arasi etanol igeren 15 ml ¢oziicii ile karistirilmis ve 1 litrelik
kapta ev tipi mikrodalga firin kullanilarak 0,0205 W/cm® giic yogunluguyla, 2450 MHz
frekansta 60 saniyede ekstrakte edilmistir. 60 saniye i¢in 65°C’ye 1sitilip ilk ekstre alinmis, 25
ml’lik kap icinde etanolle seyreltilmistir. Islem iki kez daha tekrarlanip alinan iiriindeki
hiperisin ve psddohiperisin 590 nm’de tespit edilmistir. Etanolle yapilan denemelerde izopropil
alkolle yapilanlara gore daha yiiksek oranda (%0,09) naftodiantron elde edilmistir. En iyi sonug
%355 etanolle yapilan denemeden elde edilmistir [210].

Ekstraksiyonun yiiriitiildiigi kosullar sonucu dogrudan etkiler. Bitkisel iirtinlerle ilgili
calismalarda igerigin bozulma olasiligina karst miimkiin oldugunca diisiik sicaklikta ¢aligmak
gereklidir. Ekstraksiyon oncesi hiicre duvarlarinin parcalanmasini saglamak verimi arttirir.
Ornegin ultrasonik ekstraksiyon dncesi uygulanan yiiksek basing, diger bilesenlerin miktarmi
arttirdi@1 gibi hiperisin ve hiperforin verimini de arttirmistir [203]. Benzer sekilde maserasyon
Oncesi ultrasonik banyo kullanilarak hiicre duvarlarinin par¢alanmasi da siireci 5 saatten 20

dakikaya kadar indirmistir [211].

Yapilan bir calismada ultrasonik banyo ve 55°C’deki sicak su banyosu karsilastirilmistir.
Bilesenlerin oranlar1 degismekle birlikte sicak su banyosunun aktif bilesen miktarini genel

olarak arttirdig1 belirlenmistir [212].

Direkt sonikasyonun ultrasonik banyo uygulamasina gore daha etkili olup gii¢ arttik¢ca verim
de artar. Sonikasyon, Soxhlet ekstraksiyonu, maserasyon, hizlandirilmis ¢oziicii ekstraksiyonu
denemeleriyle baslica bilesenler arasinda bir secicilik saglanmazken bunlarin miktarlari toplam
iirtin verimine bagli olarak degisir. Yontemler arasinda en diisiik verime sahip olan maserasyon

olmustur [213].

600 W giicte calisan mikrodalga firinla yapilan ¢alismada %55-70 aras1 derisime sahip etanol
¢ozeltisiyle en iyi Uirlin alinarak yaklagik %0,09 toplam hiperisine ulagilmistir. Hemen hemen

ayn1 verimi saglayan izopropil alkol ¢ozeltisi ise %45-60 derisimde dl¢iilmistiir [210].

Silika, poliamid ve Sephadex LH-20 kolonlariyla saflastirma siirecleri maliyetli ve zahmetlidir.
Karioti ve dig. (2009) naftodiantronlarin ve diger polar bilesenlerin vakum sivi
kromatografisiyle ayrildigini bulmustur. Sephadex LH-20 ve LH-60 kolonlariyla yapilan boyut
dislama kromatografisinde proantosiyaninler de naftodiantronlarla kolondan geger. Bu

calismaya gore dietil eter-etil asetat-metanol ile olusturulan sivi-sivi ekstraksiyon ¢aligmalari
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ve Sephadex LH-20 ve LH-60 kolonlariyla %98 saflikta hiperisin-psddohiperisin karigimi elde
edilmistir. En iyi sonucu veren denemede %90’lik metanol/su karisimiyla ekstrakte edilip
kurutulmus ekstrenin 880 mg’1 30 ml %80°’lik metanol ile seyreltilmistir. Oda sicakliginda ti¢
kez 30 ml n-hekzan ile muamele edilip yag1 giderilmistir. Sulu faza 10 ml daha su ilave edilip
polariteleri artacak sekilde 40’ar ml’lik ii¢ farkli organik ¢dziiciiyle (dietil eter, etil asetat ve
biitanol) iicer kez ekstrakte edilmistir. Tiim ¢oziictliler suyla 6nceden doyurulmustur. Tiim fazlar
tam olarak kuruyana dek doner buharlastiricida kalmistir. HPLC-DAD ile yapilan analize gore

en yiiksek naftodiantron igerigi dietil eter ve etil asetat ekstrelerinde bulunmustur [214].

Ramezani ve Zamani (2017) yaptiklar1 ¢aligmada hiperisini kolon kromatografisiyle ayirmak
tizere cesitli adsorban ve yikama ¢oziiciisii karigimlarini denemislerdir. H. perforatum L.
yapraklarinin klorofil benzeri bilesenlerini gidermek icin diklorometan, hekzan, dietileter ve
petrol eterinden diklorometan daha iyi bir giderim saglamistir. Bu asamadan sonra bitkisel
madde, etanol:aseton (2:1) ile ekstrakte edilmistir. Ekstraktin toplam hiperisin igeriginin
kazanilmasinda kullanilan XAD-7, CG-400 ve CG-50 amberlitleri ile aktif karbon ve silika jel
arasindan en 1iyi sonucu veren silika jel olmustur. Kloroform, kloroform:metanol (8:1),
asetonitril, etanol:asetonitril (1:1), kloroform:asetonitril (1:2), etanol,
diklorometan:aseton:metanol (15:10:75) yikama ¢oziiciileri denenmis ve son karisimin en iyi
ayrimi verecek sekilde uzun bir 1z biraktig1r goriilmiistiir. Dar ve uzun kolonun genis ve kisa

kolona gore daha iyi is gordiigii de belirtilmistir [215].

2.1.7. Kurutma

T1ibbi ve aromatik bitkiler s6z konusu oldugunda kurutma siirecleri 6zel bir dneme sahiptir.
Igerigindeki belli bilesenler nedeniyle kullanilmak istenen bu bitkilerin kurutulmas: diizgiin
yapilmazsa bozulmalar goriilebilir. Yeterli nem kaybi saglanamadan paketlenen {iirlinlerde kiif
ve aflatoksin olusabilecegi gibi koku ve renk gibi duyusal 6zelliklerin bozulmasi da tiiketicinin
istemeyecegi durumlardir. Nem giderimi sirasinda uygulanan yonteme, sicakliga ve siireye
bagli olarak bilesenlerin yan {iriinlere doniisiimii de miimkiindiir. Molekiillerin yiiksek sicakliga

uzun silire maruz kalmamast i¢in siire¢ iyi tasarlanmalidir.

Yiiksek sicaklik kurutmay1 daha kisa siirede gerceklestirir. Hava hizi (riizgar) buhar basincini
azaltir ve nem daha hizli buharlasir. Enerji tiikketimi ve hiperisin orani ise sicaklikla azalirken
hava hiziyla artar. Tiim bunlar degerlendirildiginde, Minaei ve dig. (2014) yaptiklar1 ¢alismada

en verimli kurutmanm 0,7 m/s hizla gonderilen 50-60°C sicakliktaki havayla saglandigini
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gostermistir. Kurutucuya koyulan bitkinin yatak yiiksekligi ile enerji tiikketimi artmasina
ragmen, birim kiitle basina enerji maliyetinin yatak yiiksekligi ile ters orantili oldugunu tespit

etmislerdir [216].

50°C’ye kadar sicaklik uygulanmasi hiperisin i¢erigini bozmamaktadir. Dondurarak saklanan
tirlinlerde ise hiperisin oran1 azalmaktadir [217]. Isiya maruziyeti ortadan kaldirmak igin
yapilan bir diger calismada ise elde edilen ekstreler dondurarak kurutma yontemiyle beta

siklodekstrin i¢ine enkapsiile edilmistir [218].

120 kg’lik bir bitkisel maddenin kurutulmasi igin tiretilen tepsi tipi kurutucuda 8 saat 0,290 kg
LPG/kg bitki kullanilan uygulamada %63 kurutma verimi saglanmigtir. Kurulumun maliyeti de
yilda ii¢ kez yapilan hasat ve 90 giinliik calisma hesabiyla 10 giinliik bir ¢calismaya denk
hesaplanmustir [219].

Bitkinin ince tabaka kurutulmasinda firin sicakligi, sicak hava hizi ve yatak yiiksekligi
lizerinden kurutma isleminin modellenmesi ile ilgili bir calismada Verma, Yagcioglu, Iki
terimli kurutma modelleri diisiik R, Henderson ve Habis, modifiye edilmis Page kurutma
modelleri yiiksek X? ve Lewis kurutma modeli yiiksek ortalama karekok hatasi verirken bu

slirece en iyi uyan modelin Page kurutma modeli oldugu belirlenmistir [220].

Mikrodalga cihaziyla yapilan kurutma uygulamalarinda 90-1000 W aras1 hi¢bir deneme dogal
kurutma (25-30°C, 5 giin) kadar yiiksek hiperisin orani saglayamamistir. En yakin sonuglar
750-850 W arasinda yapilan denemeyle alinmistir. 850 W giicte calisan cihaz kullanilarak

yapilan 150 saniyelik deneme en yiiksek verimi saglamistir [221].

Akiskan yatakli kurutucu kullanilan bir ¢alismada sicaklikla (40°C) birlikte hava akis hizinin
(0,3 m/s) diisiik, yatak kalinliginin ise yiiksek (3 cm) olmasinin en iyi sar1 kantaron otu {iriintinii

verecegi belirtilmistir [222].

2.2. BITKISEL URUNLERIN ELDE EDIiLME YONTEMLERI

Bitkisel triinlerin giinliik hayatta kullanim alanlar1 oldukca ¢esitlidir. Bu iiriinler kimi zaman
aromalar gibi gida ya da kozmetik iiriinlerine katilirken kimi zaman da bu {irtinlerin bazi 6zel
bilesenleri ayrilarak baska kimyasallarin elde edilmesinde kullanilir. Gida ve kozmetik disinda
eczacilik, parfiimeri, temizlik, tekstil, bocek veya diger zararlilar1 uzaklagtirmak veya oldiirmek

gibi farkli alanlarda bitkilerin ¢igekleri, yapraklari, kokleri, tomurcuklar, lifleri, recgineleri,
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yaglari, ugucu yaglar1 veya bunlarin icerdigi kimi biyoaktif maddeler genellikle kullanilan

bitkisel iirtinleri olusturur.

Bitkisel tiriinlerin direkt olarak yiyecek-i¢cecek, dokuma, tiitsii vb. amaglar disinda kullanilmasi
onlarin islenmesini gerektirir. Bu amagla, tarihin ¢ok eski zamanlarindan itibaren gelistirilen ve
kullanilmaya devam eden yontemler olmakla birlikte glinlimiizde yeni gelistirilen teknolojiler
sayesinde daha saf iirlinlerin daha verimli bir sekilde elde edilebilmesi de miimkiin hale

gelmistir.

Bitkisel iirtinlerin elde edilme yontemlerinin uygulama sekillerini, olumlu ve olumsuz yanlarini
bilmek, bir iirlinilin tiretiminde en yiiksek verimli, en uygun maliyetli yontemin segilebilmesine

olanak tanir. Bu nedenle, bu boliimde bitkisel tirtinlerin iiretim sekilleri ele alinacaktir.

2.2.1. Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri

Bitkisel maddelerden ugucu yaglarin elde edilmesinde tarihsel olarak ¢ok uzun zamandir
kullanilan ve oncelikle tercih edilen yontem hidrodestilasyondur. Bu yontem bazi kaynaklarda
su destilasyonu anlaminda da gecer. Yine de her durumda su veya su buhar1 kullanildigindan
hidrodestilasyon genel bir yontem olarak kabul edilebilir. Bu yontem direkt olarak su i¢inde
kaynatma, su buharmin veya kizgin buharin bitki pargasi ig¢inden gegirilmesi seklinde
uygulanabilir. Bu uygulamanin oturdugu temelin yarattigir bazi sonuglar vardir: Ugucu yagin
bulundugu hiicrelerin parcalanmasi ve su molekiillerinin hiicre i¢ine difiizyonu ilk sonugtur.
Buhar kullanilarak gerceklestirilen uygulamalarda saglanamayan etki, su ic¢inde 1slanan
hiicrelerin suyun diflizyonuyla artan i¢ basinglarinin etkisiyle pargalanmasi ve ugucu yaglarin
hiicre disina hareketidir. Boylece normal sartlarda ugucu yagi gecirmeyen dokularin deforme
olmast sayesinde ucucu yag bilesenlerinin suya ge¢isi saglanir. Bu durumda ucucu yag
bilesenlerinin suda ¢oziiniirliigi, bilesenlerin uguculugunun 6niine gecer ve yiiksek kaynama
noktasina sahip fakat suda iyi ¢oziinebilen bilesenler diisiik kaynama noktasina sahip fakat suda
1yi ¢ozlinemeyen bilesenlerden daha 6nce kazanilmis olur. Ugucu yag bilesenlerinden bazilarini
olusturabilen esterlerin suyla reaksiyona girerek asit ve alkolleri olusturmasi ikinci sonugtur.
Su miktarimin fazla olmasi bu doniisiimii arttirarak ugucu yag verimini etkileyebilir.
Hidrodestilasyonun uygulandig: siirede ugucu yag ve su ne kadar uzun siire temasa girerse bu
doniisim o kadar artar. Ugiincii sonug sicakliga maruziyettir. Cogu ugucu yag bileseninin
sicaklikla bozuldugu ve daha kararsiz bilesenlere doniistiigli bilinen bir gercektir. Bu yiizden

uygulamanin miimkiin oldugunca diisikk sicaklikta gerceklestirilmesi Onerilir. Buhar



51

destilasyonunda sicaklik etkisi basincin ylikseltilmesiyle azaltilabilir fakat su destilasyonu
genellikle atmosferik basingta gerceklestirilir. Sicaklikla difiizyon artarken hidroliz ve bozulma
da artar. Yukarida sayilan li¢ durum dikkate alindiginda islem oncesi fiziksel yontemlerle
parcalanan ve su igine diizgiin bir sekilde dagitilan bitkinin diisiik sicaklikta ve diisiik su

orantyla destilasyonu en yiiksek verim ve kaliteyi verir.

2.2.1.1. Su destilasyonu
Bu yontemde bitkisel madde suyla ayni1 kapta bulunur. Kap bir 1s1 kaynagiyla 1sitilir. Diger

yontemlerden farki, burada bitkisel dokularin kaynayan suyla direkt temasidir. Diisiik maliyeti,
buhara gore suyun verimi arttirmast, biiyiik boyutlu uygulamalara uygun olmasi ve uygulama
kolaylig1 baslica olumlu yanlaridir. Isitma yontemine bagl olarak bitkisel madde yanip zarar
gorebilir. Bu nedenle miimkiinse bir karistirict ile katt maddenin kabin dibine birikmesi
onlenmelidir. Maddenin kii¢cliik boyutlara pargalanmasi su i¢ine dagilimin1 daha iyi saglar.
Ancak kopiik olusumu ve bitkisel tozun yukart dogru siiriiklenmesi tehlikesi de olusabilir.
Kaptaki suyun kaynayip bitmesi de dikkat edilmesi gereken bir diger durumdur. Bunun 6niine
gecilebilmesi i¢in laboratuvar uygulamalarinda Clevenger aparati kullanilir. Bu aparat
sayesinde su buhar1 ve birlikte siiriikklenen ugucu yag iist kisma yerlestirilmis bir geri
sogutucunun etkisiyle yogusur ve aparatin birikme borusunda birikir. Alt fazda su, {ist fazda
ucucu yag bulunur ve aparatin bu boruya bagli bir yan borusu araciligtyla suyun fazlasi balona
geri doner. Bazi bilesenlerin suya gecisinin ve ugucu yag veriminin diismesinin 6nlenmesi i¢in
fazlarin daha giiclii bir sekilde ayrilmasi gerekebilir ve bunun i¢in hekzan veya ksilen gibi bir
¢oziicii kullanilarak ucucu yag bilesenlerinin su yerine iist fazdaki ¢ozliciiye karsimasi saglanir.
Yukarida verildigi gibi suyun ve sicakligin etkisiyle hidroliz ve polimerizasyon reaksiyonlari

da son olarak g6z onilinde bulundurulmalidir.

2.2.1.2. Su-buhar destilasyonu
Su destilasyonuna benzer ekipmanlarla birlikte bu yontemde bir de izgara gibi bir parca

kullanilir. Bitkisel madde suya degil suyun tistiine yerlestirilen 1zgaraya yerlestirilir. Bu sayede
suyun ve 1sinin etkisiyle gergeklesmesi muhtemel olumsuzluklar 6nlenmis, daha saf ve kararl
bir iiriin elde edilmis olur. Ancak kaynayan suyun hiicre pargalayici etkisi de kullanilamamisg
olur. Islemde kullanilan suyun tiikkenmemesi igin yogusan su ugucu yagdan ayrildiktan sonra
kaba geri eklenebilir. Buna kohobasyon denir. Kohobasyon, destilasyondan alinan suyun
yeniden sisteme beslenmesidir. Suyun devamliligiyla birlikte suyun kendisinde ¢oziinen

bilesenlere doymasi da saglanir ve bu bilesenlerin, bir zamandan sonra bitkisel maddeden gecen
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buhara artik karismayacagi diisiiniiliir. Diger yandan, bu bilesenler su veya ismin etkisiyle
reaksiyona girebilir. Bu yiizden ¢6ziinebilen bilesenlerin 100°C’nin altindaki sicakliklarda
bozulmasi miimkiinse bu yontemin kullanilmasi 6nerilmez. Uygulamada goriilen bir sorun da
bitkisel maddenin su buharmin etkisiyle 1slanmasiyla destilasyonun olumsuz etkilenmesidir.
Ciinkii bitki iizerinde yogusup asagi akan su yukari ¢ikan buhari da yogusturur. Bunun 6niine
gecilmesi i¢in de bitkinin biraz daha yukari yerlestirilmesi veya suyun hafif siddetli bir sekilde
kaynamasinin saglanmasidir. Sonug olarak daha kararli iirtinler, polar bilesenlerin daha diisiik
seviyede kaybi, hidroliz ve polimerizasyonun Onlenmesinin yaninda daha yliksek enerji
maliyeti, daha yliksek kaynama noktasina sahip bilesenlerin elde edilememesi veya bunlar1 elde
edebilmek i¢in daha uzun siire uygulama, bitkinin 1slanmasinin veya bitki iizerinde yogusan
suyun geri akmasini Onleyecek bir parca ve kohobasyon iinitesi gibi ekstra ekipmanlarin

gerekliligi ile karsilasilabilir.

2.2.1.3. Buhar destilasyonu
Bu uygulamada bitkisel madde bir buhar jeneratoriinden alinan buharin gectigi sisteme

yerlestirilir. Bu sistemde, su-buhar destilasyonunda yapilamayan kontrollii buhar gecisi
saglanmig olur. Basincin ayarlanmasiyla diisiik sicakliklarda yiiksek kalitede tiriin elde
edilebilir. Biiyiik boyutlarda iiretime uygun, kirlenmenin ve 1s1l bozulmanin goriilmedigi bir
yontemdir. Sicakliga karsi hassas bitkilerin islenmesinde kullanimi tercih edilen sistemin
kurulum ve igletme maliyetinin yiiksekligi nedeniyle bu yontemle iiretilen ugucu yaglarin fiyati

da yiiksektir.

2.2.2. Yag Elde Etme Yontemleri

Bitkilerin sabit yaglarmin elde edilmesinde tarihin eski zamanlarindan itibaren kullanilagelen
yontemler oldukga ¢esitlidir. Bu yontemler uygulanarak alinan iiriinlerde ugucu yag bilesenleri
de bulunabilir. Ancak prensip olarak iiriinde ugucu yag bilesenleri disinda sabit yag, pigment,
vaks veya diger ucucu olmayan bilesenler de bulunuyorsa buna bitkisel yag adi verilir.
Kullanilan bitkiye, bitkinin hangi bdliimiiniin islendigine, uygulanan yénteme ve ydntemin
ozelliklerine bagl olarak yag icerigi cok cesitli olabilir. Bu yiizden bir bitkiden elde edilmek

istenen lriine gore uygulanacak yontem iyi se¢ilmelidir.

2.2.2.1. Soguk sitkim
Baskilama veya soguk sikim turunggil kabuklarindan yag elde edilmesinde kullanilir.

Uygulamalar gesitlidir. Etli kism1 alindiktan kabuk parcalar hélinde veya kiyilmis sekilde

islenebilir. Bez torbalara yerlestirilerek {istten uygulanan basingla yagin disar1 akmasi
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saglanabilir. Geleneksel veya modernize edilmis bazi uygulamalarda meyveler donen silindirler
arasinda ovalanarak veya iizerlerine cizikler atilarak yag iiretilebilir. Ornegin italya’da yapilan
geleneksel iiretim yontemine pelatrice veya sfumatrice adi verilir. Bu yontemde meyveler
donen silindirler {izerinde hirpalanirken havaya fiskiran yag {istten piiskiirtiilen suyla yakalanir
ve karisimdaki ugucu yag santrifiij gibi bir ayirma islemiyle sudan ayrilir. Tiim bu uygulamalar

bilesenlerin sicakliktan etkilenmesini 6nler ve dogala yakin, kaliteli fakat pahali irlinler verir.

2.2.2.2. Anfloraj
Bitkilerin 6zellikle koku bilesenlerinin kazanilmasi i¢in uygulanan en eski yontemlerden biri

hayvansal yaglarin absorban olarak kullanilmasidir. Taze ¢igekler bir siire 1sidan uzakta tutulan
hayvansal yaga yatirilir. Bitkinin kokusu yaga gectiginde ayn1 yaga yeni bitki yatirilir. Sonunda
doygunluga erisildiginde ugucu yag alkolle yikanarak alimir. Kullanilan hayvansal yagin
kokusuz ve uygun kivamli olmast gerekir. Sert yag iyi bir absorban olarak davranmaz ve
yumusak yagdan ciceklerin ayrilmasi zorluk yaratir. I¢ yagi ve domuz yaginm kullanimi
yaygindir. Bu yontemi kullanan parfiim iireticileri, yaga istedikleri ¢esitli bitkileri yatirarak
farkli koku notalarinin 6ne ¢ikmasini saglamaktadir. Koku bilesenleri genellikle bitkilerin
ucucu yagina ait olsa da bu yontemle elde edilen {iriinlerde igerik kesin olarak

belirlenemeyeceginden anfloraj ugucu yag degil yag iiretim yontemi olarak kabul edilir.

2.2.2.3. Maserasyon
Bazi bitkilerin sicak suda bekletilmesi glikozidik baglarin ¢dziinmesini saglayarak yag

bilesenlerinin kazanilmasi kolaylastirir. Keklik lizimiiniin primeveroz, sarimsagin alliin,
kahverengi hardalin sinigrin ve acibademin amigdalin bilesenlerini elde edebilmek i¢in bu
bilesenlerin iiretimini saglayan enzimlerin sicak suyla etkinlestirilmesi gerekir. Diger bir
maserasyon uygulamasi ise sicak hayvansal yaglarin veya organik ¢oziiciilerin kullanilmasidir.
Anflorajin 1-2 giin yerine 1-2 saat gibi daha kisa siirede gerceklesebilmesi igin 45-60°C
sicaklikta uygulanmasi seklinde diisiiniilebilir. Fakat literatiire bakildiginda, 20-25°C’deki

uygulamalarin da anfloraj yerine maserasyon olarak adlandirildigi gortilmektedir.

2.2.2.4. Soxhlet ekstraksiyonu
Soxhlet ekstraksiyonu bitkisel kaynaklardan yag ftretimi i¢in kullanilan geleneksel

yontemlerden biridir ve cogu zaman ¢oziicli ekstraksiyonu anlaminda kullanilir. Alman kimyaci
Franz Ritter von Soxhlet’in 1879°da icadindan sonra bir¢ok yeni teknoloji gelistirilse de
Soxhlet ekstraksiyonu en ¢ok kullanilan ve en verimli yontemlerden biridir. Bir 1siticiyla isitilan

kaynatma balonu, Soxhlet aparati ve bir geri sogutucudan olusur. Madde seliilozik bir kartus
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icinde aparata yerlestirilir ve bunun altindaki balon kisminda sitilip buharlagsmasi saglanan
¢oziicii en lstte yer alan geri sogutucu kisminda yogusarak bitkisel maddenin tizerine damlar.
Madde yeterli miktarda ¢6ziiciiyle 1slandiginda, burada biriken ¢6ziicii aparatin sifon boynunu
astiginda balona geri akar. Etanol, metanol, aseton, petrol eteri, kloroform, n-hekzan ve etil
asetat siklikla kullanilan ¢oziicliler olmakla birlikte uygun ¢oziicli segicilik, ¢oziiciiliik,
kaynama noktasi, buhar basinci, maliyet, geri kazanilabilirlik ve gilivenlik faktorleri dikkate
alinarak seg¢ilir [223]. Coziicliniin kaynama sicaklig bilesenlerden ¢ok daha diisiik oldugundan
biyoaktif maddeler balonda birikirken ¢oziicii ayni siireci tekrar gergeklestirir. Siirecin
uzunlugu ¢oziiciiniin miktarina ve kaynama sicakligina, maddenin Ozelligine, aparatin
alabilecegi hacme ve istenen sifon sayisina gore belirlenir. Cogu zaman aparata dolan
¢oziiclinlin artik renk almadig1 zamana kadar siirdiiriiliirken bazen de siire sifon sayisina baglh

olarak belirlenir.

Soxhlet aparati kullanilmasa da siire¢ benzer sekilde ilerler. Seri bagli ekstraktorler
kullanildiginda, bir kademede biyoaktif bilesenler yiiklenen ¢oziicli bir sonraki kademedeki
taze bitkiye gonderilir ve sonunda zenginlesmis ¢oziicii tek kademeli bir islemde oldugu gibi
coziicli giderme asamasina gecer. Bitki yagi ile zenginlesen ¢ozilicii vakumlu doéner
buharlastirict gibi bir sisteme alinir ve yagin ayrilmasi saglanir. Yontemin dezavantajlari
siirecin saatler siirmesi, bu siirecte etken maddelerin sicaklikla bozulma ihtimali, ¢ogu
uygulamada karistirict kullanilamamasi ve ¢oziicii maliyetidir. Balon igerisine kaynama tasi
atilmasi veya 1sitict olarak karistirmali bir sistemin kullanilmasi durumunda 1sitma islemi daha
iyl gerceklestirilebilir. Organik ¢06ziicii kullanildiginda, ¢oziicii giderme ve saflastirma
stirecinin daha dikkatli yiiriitiilmesi ¢ok onemlidir. Bu da siirenin uzamasina ve maliyetin
artmasina yol acar. Calisilan sicakliga ve diger ¢6ziiniirliik etkenlerine bagli olarak {iriinde hem

ucucu hem de ugucu olmayan bilesenler bulunabilir.

2.2.2.5. Mikrodalga destekli ekstraksiyon
Percy Spencer’in radyo dalgalariyla calisirken kesfettigi mikrodalga kullanarak 1sitma

yonteminin patenti 1947°de alinmistir. Boyu 1 metre ile 1 milimetre arasindaki elektromanyetik
dalgalar 300 MHz ile 300 GHz arasindaki frekanslarda yayilir. Laboratuvarda bitkisel {iriin
maddeler iizerinde c¢alisilirken ise daha c¢ok 2,5-75 GHz frekansi kullanilir. Bu frekanslarda,
magnetron adli parganin ortama yaydigi iyonlar iyonik molekiiler yapilarda gitme-gelme,
dipolar yapilarda ise donme hareketine neden olur. Bu hareketler de molekiillerin 1sinmalarini

saglar. Yapilan caligmalarda, molekiillerin mikrodalga etkisiyle isinmalarmin dielektrik



55

sabitleriyle, kay1p acilartyla, kayip faktorleriyle, magnetrona olan uzakliklariyla iligkili oldugu,
polar molekiillerin bulundugu ortamlarin 1sitilmasinda tercih edilebilecegi belirtilmistir [224].
Organik ¢oziiciiler de kullanilabilir olmasina ragmen, bitkilerin ekstraksiyonunda daha ¢ok su
kullanilir ve ekstraktore gonderilen mikrodalgalar sayesinde hem bitkinin i¢indeki siv1 bilesim
hem de ¢oziicii molekiilleri molekiiler olarak 1sinir. Bdylece 1s1l bozunma yaratmayan, daha
hizli ve daha homojen bir 1sitma ile kontrollii bir sekilde ve daha diisiik miktarda ¢oziicii
kullanilarak gergeklestirilebilir. Islemler genellikle dakikalar iginde tamamlanir. Atmosfer
basincinda ¢alisildig1 gibi basing kontrollii sistemler de mevcuttur. Yontem ¢oziicliyle yaglarin
elde edilmesinde veya ¢oziiciisiiz ugucu yag elde edilmesinde kullanilabilir. Bu anlamda bir
destilasyon sistemi olarak da tanimlanabilir. Su kullanildiginda mikrodalga destekli
hidrodestilasyon, ¢6ziicli kullanilmadiginda ise ¢oziiciisiiz mikrodalga ekstraksiyonu olarak
adlandirilan yontemler giiniimiizde kullanim alani genisleyen bitkisel iiriin iiretim yontemleri

arasinda yer almaktadir [225].

2.2.2.6. Siiperkritik akigkan ekstraksiyonu
Maddelerin sicaklik-basing faz diyagramlarinda ti¢lii noktalarinin disinda sahip olduklari bir

nokta da kritik noktalaridir. Bu noktanin iizerindeki sicaklik ve basing kosullarinda maddeler
stvi ile gaz arasi1 Ozelliklere sahiptir. Coziiciililk bakimindan sivi ¢dziiciilere, difiizyon hizi
bakimindan gazlara yakin davranis gosteren siiperkritik ¢oziiciiler ayrica ekstraksiyon sonrasi
kolay bir sekilde c¢ozeltiden ayrilip yiiksek saflikta geri kazanilabilir. Bitkisel maddelerin
ekstraksiyonunda en sik kullanilan akiskan CO2’dir fakat su da kullamilabilir. Sicaklik ve
basincin ayarlanmasiyla seciciligi de degistirilebilen siiperkritik ¢oziicii oksidatif bozunmay1
ortadan kaldirir. CO2 kullanildiginda ortam sicakligi kadar diisiik bir sicaklikta, 1s11 bozunma
olmaksizin, hizli ve verimli bir islem gerceklestirilebilir ve iiriinde hi¢bir safsizlik bulunmaz.
Gerekliliklere gore birden fazla madde de ¢oziicii karigimi olarak sisteme beslenebilir. Olumsuz
yanlar1 olarak ise maliyetinin yiiksek olmas1 ve bazen bir avantaj olsa da ¢oziicli 6zelliklerinin
sicaklik ve basingtaki kiiclik degisikliklerle biiyiik oranda degisebilmesi nedeniyle kararsiz

durumlar yaratabilmesidir [226].

2.2.2.7. Basin¢landiridmis sivi ekstraksiyonu
Sikistirilmis veya hizlandirilmig sivi ekstraksiyonu olarak da adlandirilan yontemin temel

prensibi, yiiksek sicaklikta calisilarak ¢Oziicii maddenin ¢dzme giiclinlin ve seciciliginin
arttirtlmasidir. Isinin etkisiyle bitkisel yapidaki molekiiler baglarin ¢oziilmesi, verimin

ylkselmesi ve islem siiresinin kisalmasi amaglanir. Coziicliniin sivi halde kalabilmesi i¢in bu
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islem yiiksek basingta gerceklestirilir. Isinin bozucu etkisi kargilasilmas: muhtemel sorunlardan
biridir. Ayrica calisilacak maddenin kuru olmasi onemlidir. Parga biiyiikliigli de verimi
etkileyen bir diger noktadir. Dinamik uygulamada basinglandirilan ¢oziicii bitkisel maddenin
bulundugu kabin i¢inden gegirilirken statik uygulama kapali bir kap icinde kesikli olarak
gerceklestirilir [227].

2.2.2.8. Ultrasonik destekli ekstraksiyon
20 kHz’in iizerinde frekansa sahip dalgalar insan tarafindan duyulamadigindan ultrasonik

dalgalar olarak adlandirilir. Bu dalgalar kati maddelere g¢arptiklarinda geri yansirken sivi
maddelerin i¢inden gegtiklerinde kavitasyon denen hava kabarciklari yaratir. Coziicii igerisinde
olusup kaybolan c¢ok sayida kabarcik siddetli bir titresime, ortam i¢inde hidrostatik basincin
artmasina ve bitkisel dokularin pargalanmasina yol acar. Bu yolla ¢oziicli maddenin difiizyonu,
¢Ozme giicli ve elde edilen verim arttirilir. Uygulanmasi iki sekilde olabilir. Dolayli uygulamada
ultrasonik banyo uygulamasinda bir su banyosu icerisine yerlestirilmis bir veya daha fazla kabin
icine ¢oziicli ve bitki konulur. Dogrudan uygulamada ise bir kaptaki bitki ve ¢oziicii igerisine
prob adi verilen bir parga daldirilir ve cihazin iirettigi titresimler ortama bu probla iletilir. Tk
uygulamada bir kerede birden fazla 6rnek islenebilirken ikinci uygulamada islenemez. Fakat
genellikle dogrudan uygulama daha etkili sonu¢ verir. Ultrasonik dalgalardan, ¢oziicii
ekstraksiyonunu gelistirmez icin de yararlanilabilir. Sonug¢ olarak daha hizli1 ve daha diisiik
¢ozlicii gerektiren bir siire¢ saglanabilir. Dikkat edilmesi gereken en oOnemli nokta ise
sonikasyon genligi adi verilen ve olusan titresimlerin siddetini belirleyen etmendir. Bunun
disinda ¢oziiciinlin 6zelligi, islenen bitkisel maddenin boyutu ve prob kullaniliyorsa bunun

fiziksel yapisi da siireci etkileyen diger etmenlerdir [227], [228].

2.2.2.9. Fitosol ekstraksiyonu
R-134a kisa adiyla da bilinen 1,1,1,2-tetrafloroetan gazi sogutma sistemlerinde kullanim

gecmisine sahip bir hidroflorokarbon bilesigidir. Klorlu florokarbonlarin ozon tabakasina
zararl etkileri tespit edildikten sonra sogutucu akiskan amaciyla kullanimi1 6nem kazanmugtir.
Bununla birlikte ekstraksiyon ortamlarinda ilk kez COz ile veya tek basina siiperkritik akiskan
olarak kullanilmistir. Kaynama sicakligi -26°C olan bu gaz yiiksek saflikta bulunabilmesi,
ozona zarar vermemesinin yani sira bir organik ¢oziicii islevi gérmektedir. Diisiik viskozitesi
ve yiizey gerilimine sahip olmasi islenecek maddelere daha iyi niifuz edebilmesine olanak tanir.

Islem, ¢dziiciiniin s1v1 halde oldugu herhangi bir sicaklikta yiiriitiilebilir fakat daha ¢ok ortam
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sicakligimin biraz altinda calisilir. Uriinden ayrilmasi diisiik sicaklikta saglanabildiginden

bitkiden 6zellikle koku bilesenlerinin elde edilmesinde ¢ok kaliteli {iriinler verir [229].

2.2.2.10. Kan-faz mikroekstraksiyonu
Bitkisel iiriin iiretimine yonelik olmasa da bilesenlerin analizinde kullanilan yeni yontemlerden

biri de kati faz mikroekstraksiyonudur. Kaynaklarda sivi-kati1 ekstraksiyonu veya sorbent
ekstraksiyonu olarak da geger. Gida sanayii i¢in 6nemli bitkisel girdilerden olan koku ve tat
bilesenlerinin analizinin yapilmasi i¢in 7011 yillardan itibaren gelistirilen bir tekniktir. Baglica
yarari, ¢oziicii kirliligi yaratabilen, zaman ve maliyet gerektiren bitkiden ilgili bilesenlerin
ayrilmasi, saflastirilmast ve analiz i¢in Ornek hazirlanmasi asamalarinin basitlestirilerek
kisaltilmasidir. Ustelik bu bilesenlerin analizi igin gerekli kromatografi ydntemlerinin de
kolaylastirilmasini saglar. Dogrudan bitkiden alinan 50-100 pl gibi kii¢iik hacimler, bu teknikle
¢ok az miktarda ¢oziicli kullanilarak yiiksek saflikta analiz edilebilir. Temel prensibi ortamda
bulunan bilesenlerin 6zel bir kat1 adsorban madde tarafindan emiliminin saglanmasi ve sonra
bu maddeden yikanarak alinip analizine dayanir. Bitkisel orneklerle ilgili calismalarda
uygulanan teknikte ise fiber yapili bir adsorban kullanilir ve bu teknigin gelistirilmesi 90l
yillarda olmustur. Adsorban olarak sik kullanilan polimer yapilar polidimetilsiloksan (PDMS),
divinilbenzen (DVB), poliakrilat (PA), karboksen (CAR), karbovaks (CW) veya bunlarin
karisimlarmin silika {izerine kaplanmasi ile elde edilirler. Ozel bir siringaya yerlestirilen
adsorban fiber yap1 dogrudan daldirma uygulamasinda islenecek maddeye daldirilir, tepe
bosluklu uygulamada ise maddenin buhariyla temas eder ve ekstraksiyon bu sekilde
gerceklestirilmis olur. Daha sonra siringa sivi kromatografinde bir ¢oziicli mobil faz veya gaz
kromatografisinde 1s1 kullanilarak desorbe edilir. Olumsuz yanlar1 gaz kromatografisinde 150-
280°C gibi diisiik sicakliklarda caligma gerekliligi, sivi kromatografisinde organik ¢oziiciilerle
yapilarinin bozulabilme ihtimali, fiber yapilarin fiziksel olarak kolay zarar gorebilmesi,
alternatifi az ve pahali, islemin tekrarlanabilirlik ve secicilik 6zelliklerinin diisiik olusudur.
Mikroekstraksiyon yonteminde manyetik karistirmadan da yararlanilmasi miimkiindiir. Cam
tizerine | mm’ye kadar PDMS kaplanmig manyetik balik ¢6zelti igerisine atilarak yiiriitiilen
yontemin Ozellikle karmagik yapili maddelerin analizinde siringa kullanilarak yapilana gore

daha iyi sonug verdigi diisiiniiliir. Desorpsiyon islemi yine benzer sekilde yapilir [230]-[232].

2.2.2.11. Svi faz mikroekstraksiyonu
Kat1 faz mikroekstraksiyonuna benzer sekilde, iiriin iiretimi i¢in olmasa da bilesen analizi igin

kullanilan, mikrolitreler seviyesindeki hacimlerde yiiriitiildiigiinden diisiik kirlilik ve ytiiksek
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saflik saglayan bir yontem de siv1 faz mikroekstraksiyonudur. Bu islem icin bitkisel maddenin
biyoaktif bilesenlerinin sulu faz i¢ginde bulunmas1 gerekir ve alic1 faz suyla karigmayan organik
bir ¢oziiclidiir. Asili damla ekstraksiyonunda 6rnek igerisinde ¢oziinmeyecek 10 ul kadar bir
¢Oziicii siringa ucunda asilidir. Olumsuz yanlar1 damla yiizeyinin sinirli olmasi, damlanin
siringa ucunda kararsizligi ve ekstraksiyon kinetiginin uzun siirmesidir. Analiz edilecek
bilesenlerin polariteleriyle buhar basinglarina ve ekipman gerekliliklerine gore farkli sekillerde
uygulanabilir. Dagitici s1vi-s1vi mikroekstraksiyonunda ¢ozelti igerisine bir dagitici akiskan ve
¢Oziicii puskiirtiiliir. Hidrofobik bilesenler kiigiik damlaciklar seklinde ortama dagilan organik
¢oziicliye geger ve santrifllj sonrast ortamdan aliir. Coziicii olarak sudan biiyiik yogunluga
sahip klorobenzen, karbon tetrakloriir veya tetrakloroetilen, dagitici olarak suyla karisabilen
aseton, etanol, metanol veya asetonitril gibi maddeler kullanilir. Yiizen kat1 organik damla
mikroekstraksiyonu, ¢ozelti igerisine gonderilen organik ¢oziicli damlasinin mikrosiringayla
tam olarak alinmasinin miimkiin olmamasi nedeniyle gelistirilmistir. Bu teknikte 10-30°C gibi
oda sicaklig1 dolaylarinda erime noktasina sahip organik ¢oziiciiler kullanilir. Cézelti manyetik
olarak bir siire karigtirildiktan sonra sogutulup biyoaktif maddeleri kazanmis organik
¢oziliciiniin donmasi saglanir. Ortamdan ayrilan kat1 faz eritilerek analize gonderilir. Oyuk fiber
stv1 faz mikroekstraksiyonunda boru seklindeki fiber yapinin i¢i kapiler olarak organik ¢6ziicli
ile doyurulduktan sonra siringa sulu ¢ozeltiye daldirilir. Fiber yap1 siringa ucu gibi davranarak
karistirmali ortamlarda organik ¢oziicliniin kaybolmasini, biiyiik boyutlu bilesenlerin organik
faza gecisini onler. Diger yandan bu gozenekli yap1 ekstraksiyon kinetigini yavaslatir ve gercek

ortamlardaki biiyiik boyutlu molekiiller nedeniyle tikanabilir [232].
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3. YONTEM

3.1. MALZEME

3.1.1. Sar1 Kantaron Otu (Hypericum perforatum L.)

Bitki, her yilin Haziran-Agustos aylar1 arasinda Istanbul’un Sile ilgesi Sofular K&yii
Mevkii’nden toplanmistir. Sabah-6gle saatleri arasinda bitkinin toprak iistli kisimlar1 toplanip
hemen ¢icek, yaprak ve govde kisimlarina ayrilmis ve oda sicakliginda bir hafta boyunca
kurutulmustur. Mutfak robotuyla 1 mm’lik elekten gegecek sekilde ogiitiilen malzeme kurutma
kagidina sarilarak 1giktan, 1sidan ve nemden uzak bir dolapta saklanmistir. Literatlirde yer alan
caligmalarda bitkinin govdesinde ve toprak alt1 kisimlarinda yag bulunmadigi bilindiginden
toplanan bitkilerin sadece c¢iceklerinden ve yapraklarindan yararlanilmistir. Yapilan boyut
analizinde, ¢alisilmak tizere kurutulup 6giitiilen yaprak ve ¢iceklerin tane bityiiklikleri Tablo

3.1teki gibi ¢ikmustir:

Tablo 3.1: H. perforatum L. ¢igek ve yapraklarinin boyut analizi.

Tane biiyiikligii Yaprak Cicek
...>2 mm %1,21 %2,92
2 mm>...>1 mm 231,72 0052,94
I mm>...>710 pm 021,77 0029,98
710 pm>...>500 pm %27,55 %8,49
500 um>...>355 pm %10,45 %3,02
355 um>...>250 um %5,01 %1,77
250 um>. .. %2,29 %0,88

3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerden metil alkol, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, bakir (IT)
kloriir dihidrat, amonyum asetat, amonyum asetat, neokuproin, Folin-Ciocalteu reaktifi,
sodyum karbonat, C vitamini, biitil hidroksi anisol, biitil hidroksi toliien, piridin ve silika jel 60
Merck/Sigma Aldrich iiriinii olup analitik safliktadir. Teknik kalitedeki etil alkol, aseton,

diklorometan, kloroform ve asetonitril destillendikten sonra kullanilmstir.
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3.2. EKIPMANLAR

3.2.1. Soxhlet Aparati

Soxhlet ekstraksiyonu sistemi bir 1siticiya yerlestirilmis ve iginde ¢6ziicli bulunan bir balon,
icine bir kartusa konulmus bitkisel madde bulunan Soxhlet aparati ve bir geri sogutucudan
olusur (Sekil 3.1). Seliilozik kartuslar bulunmakla birlikte bunun yerine siizge¢ kagidi gibi bir
kagit da kullanilabilir. Onemli olan ¢dziiciiniin etkisiyle parcalanmayacak ve islenen madde
pargalarinin gecisine izin vermeyecek olmasidir. Eger uygun bir kagit kullanilmazsa veya
kartusa fazla madde konulursa bitki parcalari aparatin sifon kismini tikayabilir. Hiicrede ¢oziicii
birikirse hem ekstraksiyon siireci bozulur hem de balonda siv1 titkkenmesi gibi bir durumda can

ve mal giivenligi tehlikeye diisebilir.

Coziiciiniin kaynama sicaklig1 bilesenlerden ¢ok daha diisiik oldugundan biyoaktif maddeler
balonda birikirken ¢oziicli aymi siireci tekrar gerceklestirir. Siirecin uzunlugu c¢oziicliniin
miktara ve kaynama sicakligina, maddenin 6zelligine, aparatin alabilecegi hacme ve istenen
sifon sayisina gore belirlenir. Cogu zaman aparata dolan ¢dziiciiniin artik renk almadigi zamana
kadar siirdiiriiliirken bazen de stire sifon sayisina bagl olarak belirlenir. Sonunda, bitki yagi ile
zenginlesen ¢oziicii vakumlu doner buharlastirict gibi bir sisteme alinir ve yagin ayrilmasi
saglanir. Yontemin dezavantajlari siirecin saatler siirmesi, bu siiregte etken maddelerin
sicaklikla bozulma ihtimali, ¢ogu uygulamada karistirici kullanilamamast ve ¢oziicii
maliyetidir. Balon igerisine kaynama tas1 atilmasi veya 1sitict olarak karistirmali bir sistemin

kullanilmast durumunda 1sitma islemi daha iyi gerceklestirilebilir.

Geri sogutucu

Ekstraktor
- Ornek

Coziici

Isitic

Sekil 3.1: Soxhlet aparati.
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3.2.2. Clevenger Aparati

Genel olarak bitkilerden ugucu yagin destilasyonunda farkl ¢oziiciilerin kullanimi miimkiindjir.
Fakat ¢Oziintirliik, ugucu yag-¢oziicii karisiminin ayrilmasi, maliyet ve giivenlik gibi agilardan
suyun kullanimi 6ne ¢ikmaktadir. Bu yiizden ugucu yag iiretimi konusunda ¢ok uzun zamandir
kullanilan yontemlerden biri hidrodestilasyondur. Bu yontemde Clevenger aparat1 kullanilarak
ucucu yag kazanilmaktadir (Sekil 3.2). Bir balon igerisine yeterli miktarda suyla birlikte
yerlestirilen bitkisel madde yavas yavas 1sitilir. Su 1sindik¢a buharlasma hizi artar. Bu sirada
sicakligin etkisiyle ucucu yagin bitki dokularindan disartya sizmasi da arttigindan zaman
gectikce buharlasan sivida daha fazla ugucu yag bileseni goriiliir. Aparatin geri sogutucu
kisminda yeniden sivi hdle donen karisim aparatta birikir. Aparatin birikme borusunda su alt
faz1 olustururken, ugucu yag faz1 bunun {istiindedir. Farkli tasarimlarda aparatlar
bulunmaktadir. Toplama kismindaki su miktarinin seviyesi arttik¢a bir yan boru vasitasiyla
balona geri beslenir. Boylece iirlindeki ugucu yag orani artar. Siirecin ne kadar siirecegi islenen
bitkisel yapiya baglidir. Kok, gévde, dal gibi sert pargalar daha uzun, yaprak, ¢igek, tomurcuk
gibi kisimlar ise daha kisa iglemler goriir. Uygulamalar genellikle yarim saat ile birkag¢ saat
arasinda siirer. Siiregte dikkat edilmesi gereken noktalar, balonda tagsma olmamasi, bitkisel
maddenin yanmamasi ve balona yapigsmamasidir. Ugucu yagin daha iyi ayrilabilmesi igin
toplama kismindaki suyun {izerinde faz ayrimi saglayacak ksilen veya hekzan gibi bir madde

koyulabilmektedir.

Geri
sogutucu

Clavenger aparati

Bitkisel madde
ve su

Isitici <=

Sekil 3.2: Hidrodestilasyon i¢in kullanilan bir Clevenger aparati.
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3.2.3. Calkalamah Su Banyosu

Isitmal1 bir sisteme sahip olan su banyosu ayni1 zamanda mekanik bir diizenekle hareket ettirilen
yuvalara sahiptir (Sekil 3.3). Yuvalara yerlestirilen erlenler i¢indeki ¢6ziicii-bitki karisimlart bu
mekanik hareket sayesinde calkalanarak daha hizli bir sekilde etkilesime geger. Yuvalarin
boyutu nedeniyle en fazla 100 mI’lik erlenler kullanilabiliyor olsa da cihazin biiytikliigline gore
ayni anda 12-15 ekstre hazirlanabilir. Soxhlet ekstraksiyonuna gore avantaji ¢6ziicii sicakliginin
sabit tutulabilmesi, ¢esitli sicakliklarin ve ayni anda birden fazla ¢oziicliniin denenebilmesidir.
Sicakligin ¢oziiniirliigli ve ekstraksiyon verimini arttirmasinin yani sira 1sil bozulmaya da sebep

olabileceginden ekstraksiyon sicakliginin belirlenmesi olduk¢a dnemlidir.

Sekil 3.3: Calkalamali su banyosu.

3.2.4. Batarya Tipi Ekstraktor
Batarya tipi ekstraktorler ¢cok sayida ekstraksiyon {initesinden olusur ve kademe sayisi istege
bagli olarak belirlenebilir. Caligmada kullanilan sistem piring alasimdan yapilmis kolonlara

sahiptir. Sekil 3.4’te batarya tipi ekstraksiyon sisteminin semasi goriilmektedir.

Coziicii

---(O--- sicak su girisi
—@— ekstrakt numune vanasi

I - Isiticih sirkiilator
P - Pompa

Sekil 3.4: Batarya tipi ekstraksiyon sistemi.

Ceketten (i¢ kolon ile dis kolon arasindan) ¢alisma sicakligini saglayan su gegirilmistir. Suyun

dolasimin1 saglayan isiticili sirkiilator ve cam yiinii ile kapli kolonlar sayesinde calisma
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sicaklig1 ayarlanan sicakliktan sapmamaktadir. Kolonlarin yapildigi malzeme ¢aligma
kosullarina uygundur. Her bir kolonun altinda bulunan vana sayesinde her kademeden numune

alinabilir ve kolon sayisiyla ekstraksiyon verimi arasindaki iligki belirlenebilir (Sekil 3.5).

;‘: 3

Sekil 3.5: Batarya tipi ekstraktor.
[k kolona beslenen taze ¢oziicii bitkinin icerdigi etken maddelerle yiiklenerek belirlenen sayida
kolondan geger ve disar1 alinir. Bu asamada ¢6ziiciiniin geri kazanilmasi hem iriiniin safligi
hem maliyet hem de g¢evrenin korunmasi agisindan onemlidir. Sekil 3.6’da goriildiigi gibi

vakumlu doner buharlastiricida ¢oziicii yagdan ayrilir ve destillenip tekrar kullanilabilir.

Sekil 3.6: Vakumlu déner buharlastirici.
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3.2.5. UV-Vis Spektrofotometresi
Toplam hiperisin oraninin belirlenebilmesi i¢cin UV-Vis spektrofotometresi cihazi
kullanilmustir (Sekil 3.7). Kuartz kiivetlere alinan numunelerin absorbansi kendi ¢oziiciilerinin

sahitliginde 590 nm’de 6l¢tilmiistiir.

Sekil 3.7: UV-Vis spektrofotometresi.

3.2.6. Gaz Kromatografisi-Kiitle Spektrometresi

GC-MS analizinin yapildigi cihaz Thermo Finnigan LSQ modelidir (Sekil 3.8). Kullanilan kolon
ZB-5MS 0,25 um film kalinhigiyla %5 fenil arilen-%95 dimetil polisiloksan sabit faza sahip ve
30 mx0,25 mm, boyutundadir. Tastyic1 gaz olarak 1 ml/dk helyum kullanilmistir. Enjektor
sicakligi 250°C, split akis hiz1 10 ml/dk, elektron iyonizasyon kaynagi 70 eV, m/z orani 35-
425°tir. Firin sicakligi 2 dk 70°C’de bekleme, 10°C/dk ile 150°C’ye ¢ikis, 150°C’de 15 dk
bekleme, 5°C/dk ile 240 °C’ye ¢ikis seklinde programlanmustir.

Sekil 3.8: GC-MS cihazi.
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3.2.7. Ince Tabaka Kromatografisi

Hiperisin saflastirma isleminde kullanilan kolon kromatografisinde kullanilacak c¢oziicii
karisiminin segilmesi i¢in 6nce ince tabaka kromatografisi islemi uygulanarak karisimlarin
etkinligi incelenmistir. Bunun icin kullanilan tabakalar Merck marka 200 pm kalinliga sahip
aliminyum destekli silika jel 60 kapli TLC Silica Gel 60 F2s4 tiriiniidiir. Tabakada olusan izler

mor Otesi 151k altinda incelenmistir.

3.2.8. Kolon Kromatografisi

Hiperisin saflagtirma isleminde kullanilan kromatografi kolonu Borucam marka 3 c¢m i¢ ¢apa
ve 40 cm uzunluga sahip teflon musluklu iirtindiir. Muslugun kolon maddesiyle tikanmamasi
icin en alta pamuk, bunun {izerine akvaryum kumu ve silika jel 60 kolon dolgu malzemesi

yerlestirilmistir.

3.3. YONTEMLER

3.3.1. Ucucu Yag Eldesi

Bitkinin ugucu yaginin elde edilmesinde hidrodestilasyon yontemi kullanilmigtir. Su buhari
veya buhar destilasyonu yontemlerine gore daha yiiksek verim elde edilebilen bu yontem,
calismalarda, cicekleri oldukca hassas olan bitkinin taze hali yerine daha dayanikli ve aktarlarda
satilan triinlere daha benzer oldugundan kuru hélinin kullanimima da uygundur. Clevenger
aparati kullanilan yontemde, 1 litrelik cam balona 500 ml saf su, 20 g kuru ve 6giitiilmiis bitkisel

madde konmustur (Sekil 3.9).

Sekil 3.9: Hidrodestilasyon islemi (sagda) ve ugucu yag (solda).
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Isidan dolay1 olusabilecek zarari en aza indirmek i¢in balon 1sitici diisiik kademede ¢alistirilmis
ve 1sinin daha homojen dagilimi i¢in balona birkag adet porselen kaynama tasi eklenmis ve cam
balonun tizeri aliiminyum folyoyla kapatilmistir. Geri sogutucuya bagh sirkiilatoriin sicakligi
10°C’ye ayarlanmistir. Ayn1 sekilde gerceklestirilen birka¢ denemede ¢ok az ugucu yag elde
edilebilmis, bunlar da ya suyla karigmis ya da alinirken Clevenger aparatinin i¢ cidarinda
kaybolmustur. Bu yiizden son deneme, aparatin iiriin toplama borusundaki suya 1 ml n-hekzan
damlatilarak calisilmistir. Suyun iizerinde kalan n-hekzan fazi, ugucu yagin suda dagilmasini
engellemistir. 3 saatlik islem sonunda, {iriiniin buharlagip ugmamasi i¢in yarim saat kadar
bekledikten sonra sogumus borudan bir miktar suyla birlikte bir tiipe alinan iiriin 4500 rpm’de
10 dk santrifiijlenmis ve iist faz siringayla alinip cam bir 6rnek kabina aktarilmistir. Kaba birkag
mg kadar NaSOs eklenip GC-MS analizine gonderilene kadar stre¢ filme sarili halde
buzdolabinda bekletilmistir.

3.3.2. Toplam Hiperisin Ol¢iimii

Bitkinin  toplam  hiperisin  igeriginin  Olglimiinde UV-Vis spektrofotometresinden
yararlanilmistir. Alman Ilag Kodeksi’nin 1986°da yayimlanan versiyonunda H. perforatum L.
bitkisinin toplam hiperisin igeriginin 590 nm’de yapilan spektrofotometrik Olglimle
belirlenebilecegi belirtilmistir [186]. Bu dalga boyunda hiperisinin spesifik absorbans degeri
olarak 780 degeri belirlendiginden hiperisin icerigi formiilii su sekilde verilmistir:

Abs*100
780*m

%g Hiperisin= (3.2)

Burada Abs 6rnegin 590 nm’de dlgiilen absorbansi, m ise 100 ml ekstredeki bitki miktaridir.

Bazi galigmalarda ise ayni formiil i¢in absorbans 6lglimii 587 nm’de yapilmistir [198], [200].

Nait-Si ve Fourneron (2004) ise UV-Vis spektrometresinde 220-740 nm arasindaki dalga
boylarinda 6l¢tim yaparak sar1 kantaron otunun hiperisin ve psddohiperisin i¢eriginin en iyi pik
verdigi nokta olarak 588 nm'yi belirlemistir [233]. Tatsis ve dig. (2008) de benzer sekilde 588
nm’deki absorbans iizerinden ¢alismistir [234]. Smelcerovic ve dig. (2002) [211], Cossuta ve
dig. (2012) [196] ve Heinrich ve dig. (2017) [57] hesaplamada farkli formiiller kullanmasina
ragmen 590 nm’deki dalga boyunda ¢alismislardir.

Calismamizda iirtinlerin absorbansi 590 nm’de 6lgiilmiis ve listte verilen formiil kullanilmstir.
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3.3.3. Calkalamalh Su Banyosunda Ekstraksiyon

Bu yontemde calkalamali su banyosu kullanilarak hem sicakligin ekstraksiyon siireci lizerine
etkisi incelenmis hem de coziiciilerle bitkisel maddenin daha yiiksek oranda temas etmesi
saglanarak verimin arttirtlmasi saglanmistir. 25 ml’lik erlenlerde 20 ml ¢oziicii ile 1 g kurutulup
ogitiilmiis bitkisel madde kullanilmistir. Etanol, metanol, aseton ile su karigimlari kullanilarak
elde edilen iiriinler toplam hiperisin igerikleri bakimindan karsilastirllmistir. Karsilastirma,
ekstrelerin siizlintiisiinden alinan 6rneklerin toplam hiperisin 6l¢iimii yapilmustir. Sekil 3.10°da

bazi ekstreler goriilmektedir.

Sekil 3.10: Calkalamali su banyosunda ekstraksiyon tiriinleri.

3.3.4. Soxhlet Ekstraksiyonu

Calkalamali su banyosunda yapilan denemelerde kiigiik miktarda calisildigindan, antioksidan
Olctimleri i¢in gerekli iirlinli saglamak igin Soxhlet ekstraksiyonu yapilmistir. 250 ml’lik
Soxhlet aparatinin altina yerlestirilen 1 litrelik balona 500 ml ¢6ziicii konmus, aparata kartus

icinde 5 g kuru ve 6giitilmiis madde yerlestirilmistir (Sekil 3.11).

Sekil 3.11: Soxhlet ekstraksiyon iglemi.
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Coziicii olarak antioksidan Ol¢limlerine uygun olacak sekilde su, etanol ve su-etanol karigimi
(hac. %50) kullanilmistir. Ortalama 4 saat kadar siiren islem, aparatta biriken ¢oziiciiniin rengi
acilana kadar devam ettirilmistir. Alinan ekstrelerin ¢oziiciisii vakum altinda buharlastirildiktan
sonra iirlinler vakum etiiviinde kurutulmustur. Kuru maddelerin kendi ¢6ziiciilerinde 1 g/ml

derisime seyreltilmesiyle elde edilen ¢ozeltilerin toplam hiperisin dl¢limii yapilmustir.

3.3.5. Batarya Tipi Ekstraktorde Ekstraksiyon

Calkalamali sistemden elde edilen verilere ve literatiire bakilarak maliyet de gbéz Oniine
alindiginda hacimce %50’lik etil alkol-su karigiminin ¢oziicii olarak kullanilmasina karar
verilmigtir. Sistemin kolonlar1, sirkiilasyon cihazi yardimiyla ceketlerinden 55°C’de su
gecirilmesiyle ¢alisma sicakligina 1sitilmistir. Is1 kaybini 6nlemek amaciyla, ¢oziicii karigimi
da sisteme beslenmeden 6nce bu cihazin su banyosundan gegirilmistir. Coziicii akis hizinin,
calisma sicakligmin ve kolon sayisinin hiperisin verimine etkisi ayri ayri incelenmistir.
Sistemin dinamiginin anlagilmasi icin her kolondan periyodik olarak alinan orneklerin

absorbans1 UV-Vis spektrofotometresinde Ol¢lilmiistiir.

3.3.6. DPPH Radikali Siipiirme Kapasitesi

Kurutulmusg Soxhlet ekstraksiyonu tiriinleri 50 ml hacimde ve 1 mg/ml derisime sahip olacak
sekilde kendi ¢oziiciilerinde ¢oziilerek stok ¢ozeltiler elde edilmistir. 1 mM derisimdeki DPPH
¢ozeltisi, metanol iginde 0,03942 g DPPH’1n ¢6ziinmesi ve hacmin 100 ml’ye tamamlanmasiyla
hazirlanmistir. Standart olarak kullanilan BHA, BHT ve C vitamini stok ¢ozeltileri de 1 mg/ml
olacak sekilde etanolle 100 ml hacimde hazirlanmistir. Ornek ve standart ¢ozeltileri 20, 40, 60,
80 ve 100 pg/ml derisimlerine seyreltilmistir. Cam tiiplere 3’er ml DPPH c¢o6zeltisi alinip
izerlerine her bir ¢ozeltiden 1,5 ml eklenmistir. Oda sicakliginda ve karanlik ortamda 30 dk
beklendikten sonra 517 nm’de 6lgiilen absorbanslar metanole karsilik okunmustur. Bu sirada

¢ozeltinin mor rengi agilmistir (Sekil 3.12).

¥
HT Ry
. )

Sekil 3.12: DPPH radikalinin reaksiyonu [221].
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3 ml DPPH ¢6zeltisi+1,5 ml metanol ile hazirlanan ¢6zelti ise antioksidansiz baz ¢dzelti olarak
kullanilmis ve agagidaki formiile gére % DPPH siiplirme giicii hesaplanmustir:

Abspa; 'Absémek
AbSpy,

%DPPH stiplirme giicii= (3.2)

3.3.7. CUPRAC Antioksidan Kapasitesi

DPPH inhibisyon Ol¢iimiinde kullanilan seyreltik ornek ve standart madde c¢ozeltileri
kullanilmistir. Bu yontemde standart madde olarak BHT kullanilmamistir. Reaktanlarin
hazirlanist su sekildedir: 10 mM CuClz ¢6zeltisi 0,17048 g CuCl2°2H20 suyla 100 ml’ye, 1M
amonyum asetat ¢ozeltisi 7,708 g amonyum asetat suyla 100 ml’ye, 7,5 mM neokuproin
¢ozeltisi 0,156 g neokuproin %96’lik etanolle 100 ml’ye tamamlanmistir. Sirastyla 1’er ml
CuCly, neokuproin, NHsAc ve 6rnek/standart madde cam tiiplere eklendikten sonra hacimler
saf su ile 4,1 ml’ye tamamlanmistir. Karisgimlar ¢alkalandiktan sonra 30 dk boyunca oda
sicakliginda karanlik ortamda bekletilmis ve 450 nm’de absorbanslar saf suya karsi

Olclilmiistiir.

3.3.8. Toplam Fenolik Madde Icerigi

Hidroksil gruplar1 sayesinde antioksidan etki goOsteren fenoller hayvansal dokularda
tiretilemedikleri i¢in bitkisel destek iiriinlerinin vazgecilmez bilesenlerindendir. Birgok bitkinin
antioksidan aktivitesinin baslica saglayicis1 da fenolik maddelerdir. Antienflamatuvar ve
antikarsinojenik Ozellikleri sayesinde de metabolizmaya yararlidirlar. Antosiyaninler,
flavonoidler, fenolik asitler gibi farkli bilesik tiirleri ayr1 ayr1 degil tiimii birlikte 6l¢iiliir ve
farkli standart maddelerin esdegeri olarak verilir. Bu standart maddelerden en ¢ok kullanilanlar1
kuersetin, kuersitrin, siyanidin, klorojenik asit, p-kumarik asit, gallik asit, pirokatesol gibi
maddelerdir. Bir polifenol maddenin Folin-Ciocalteu reaktifiyle girdigi reaksiyon soyledir:

H¢P, W 3Mo30q, PHIO
612 W13M03U62

Polifenol+
HePoW14Mo30g,

Okside polifenol+Tungsten/molibden oksitleri (3.3)

Soxhlet tiriinlerinin toplam fenolik madde igerikleri Folin-Ciocalteu yontemiyle hesaplanmustir.
Standart madde olarak kullanilan pirokatesoliin ¢6zeltileri saf suyla 20, 40, 60, 80 ve 100 pg/ml
derisimlerde, ornekler ise 200, 400, 600, 800 ve 1000 pg/ml derisimlerde hazirlanmistir.
Kiitlece %2’lik Na,CO3 ¢ozeltisi 0,1 N NaOH ¢ozeltisi iginde 100 ml hacimde hazirlanmistir.
Folin reaktifi saf suyla 3 kati1 hacme seyreltilmis ve 4,5 ml ¢ozelti elde edilmistir. Cam tiiplere
alman 0,1 ml 6rnekler/pirokatesol lizerine 4,5 ml saf su ve 0,1 ml seyreltik Folin reaktifi

eklenmistir. 3 dk beklendikten sonra tiiplere 0,3 ml Na>COs3 de eklenerek ¢alkalanmig ve 2 saat



70

oda sicakligindaki karanlik ortamda bekletilmistir. Absorbanslar 760 nm’de saf suya karsi
okunmustur. Orneklerin toplam fenolik madde igerigi pirokatesol esdegeri olarak tespit

edilmistir.

3.3.9. ince Tabaka Kromatografisi

Literatiirde goriilen farkli ¢oziicli karigimlari Soxhlet ekstraksiyonuyla elde edilen etanol-su
ekstresinin  kuru maddesinden hiperisinin saflagtirilmasinda denenmistir. Karisimlarin
etkinligini gozlemlemek i¢in 200 um kalinliga sahip aliiminyum destekli silika jel 60 tabakalar
kullanilmistir. Kloroform-metanol (8:1), kloroform-asetonitril (1:1), etanol-asetonitril (1:1) ve
metanol-aseton-diklorometan ~ (75:10:15)  ¢6ziicii  karigimlart  kullanilarak ~ Soxhlet
ekstraksiyonuyla elde edilen etanol-su ekstresinin kuru maddesi ince tabaka iizerinde

yiiriitiilmiistiir. Tabaka {izerinde olusan izler mor 6tesi 151k altinda incelenmistir.

3.3.10. Kolon Kromatografisi

Kolon kromatografisinde mobil faz olarak, ince tabaka kromatografisinde kullanilan ¢oziicti
karisimlar1 arasindan hiperisin ayriminda gosterdigi etkinlik nedeniyle metanol-aseton-
diklorometan (75:10:15) secilmistir. Sabit faz olarak silika jel 60 kullanilmistir. Soxhlet
ekstraksiyonuyla elde edilen etanol-su ekstresinin kuru maddesi kolonda yiiriitiilerek hiperisin
igeren faz toplanmis ve ¢oziiclisii buharlastirilmistir. Elde edilen son {iriin tartilarak verim, bu
iriin etanol-su iginde ¢oziiliip spektrofotometrik olarak Olgiilerek saflagtirma etkinligi

hesaplanmuistir.

3.3.11. Kristallendirme

Hiperisinin saflagtirllmasinda kullanilan diger yontem piridinle kristalizasyon yontemidir.
Soxhlet ekstraksiyonuyla elde edilen etanol-su ekstresinin kuru maddesi metanol iginde
¢oziildiikten sonra metanol-HCI karigimiyla hacmen %5 oraninda asitlendirilmistir. Bir giin
boyunca buzdolabinda kristallerin olusmasi i¢in bekletilen karisgim siiziildiikten sonra elde
edilen kat1 madde kurutulmustur. Kurutulan iirlin piridinle yikanip olusan kristallerin saf olarak
elde edilebilmesi i¢in piridin buharlastirilmistir. Elde edilen son iiriin tartilarak verim, bu iiriin
etanol-su i¢inde ¢oziiliip spektrofotometrik olarak Olgiilerek saflastirma  etkinligi

hesaplanmustir.
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4. BULGULAR

4.1. UCUCU YAG

Hidrodestilasyonla elde edilen yaprak ugucu yagi %0,58 (g/g) cicek ugucu yag1 %0,27 (g/g)
verimle elde edilmistir. Yapraklarin ugucu yaginin %92’sinde 52 bilesen (Tablo 4.1)

bulunurken ¢igeklerin ugucu yaginda ayn1 oran 54 bilesen (Tablo 4.2) i¢ermistir.

Tablo 4.1: H. perforatum L. yaprak ugucu yaginin bilesenleri.

No Bilesik [%%6] No  Bilesik [%6]
1 2-Metil-oktan 34,93 27 y-Muurolen 0,26
2 Nonan 3,00 28 B-Selinen 0,95
3 a-Pinen 5,55 29 a-Selinen 0,42
4 I3-Heptadesin-1-ol 0,39 30 trans-Muurola-4(14),5-dien 0,34
5 3-Metil-nonan 5,58 31 y-Kadinen 0,39
6 B-Pinen 0,25 32 d-Kadinen 0,20
7 2,6-Dimetil-2-heptanol 0,48 33 a-Kalakoren 0,26
8 p-Simen 0,21 34 Isopagulen 0,82
9 Limonen 7,24 35 (E)-Veltonal 0,40
10  2-Metil-dekan 3,03 36 Laurik asit 0,48
11 cis-Linalool oksit 0,15 37 Spatulenol 2,07
12 1-Oktanol 0,19 38 Karyofilen oksit 1,12
13  trans-Linalool oksit 0,27 39 Dodekanoik asit etil ester 0,34
14 Undekan 1,36 40 a-Sedrol 1,64
15  2,4,6-Trimetil dekan 0,24 41 B-Eudesmol 0,29
16  Isopulegol 0,11 42 Siklotetradekan 9,12
17  2-Isononenal 0,10 43 1-Tetradekanol 3,15
18  a-Terpineol 0,13 44 Guaiazulen 0,66
19  D-Verbenon 0,15 45 Tetradekanoik asit etil ester 0,40
20  B-Siklositral 0,15 46 Hekzahidrofarnesil aseton 0,64
21 L-Mentilasetat 0,19 47 (5E,9E)-Farnesil aseton 0,13
22 - Burbonen 0,13 48 Hekzadekanoik asit metil ester 0,32
23 Longifolen 0,18 49 n-Hekzadekanoic asit 0,75
24 trans-B-Karyofilen 0,26 50 Fitol 0,65
25  (+)-a-Himasalen 0,15 51 Linoleik asit etil ester 0,70
26  1-Dodekanol 0,61 52 1-Eikosanol 0,47
Toplam 92,00

Yaprak ugucu yaginin baglica bilesenleri 2-metil oktan (%34,93), siklotetradekan (%9,12),
limonen (%7,24), 3-metil nonan (%5,58), a-pinen (%5,55), 1-tetradekanol (%3,15), 2-metil
dekan (%3,03), nonan (%3,0) ve spatulenol (%2,07) olmustur. H. perforatum L. yapraklarinda
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goriilen bilesenlerin 20’si non-terpen (%65,64), 13’ monoterpen (%15,45) ve 19’u seskiterpen
(%10,71) olmustur. Terpenik olmayan hacimde agirlikli olarak bulunan bilesik simiflart
izoalkanlar (%0,10), alkanlar (%48,14), sikloalkanlar (%9,12), alkoller (%5,29) ve yag
asitleriyle bunlarin esterleridir (%2,99). Cigek ugucu yaginda 6ne ¢ikan bilesenler ise sunlardir:
2-Metil oktan (%52,81), a-pinen (%4,65), 1-hekzadekanol (%4,47), miristil alkol (%2,99),
verbenon (%2,28), 2,6-dimetil heptanol (%2,17). Terpenik bilesenlerin 4’ii monoterpen
(%7,36), 11’1 seskiterpen (%4,25) ve 9’u terpenoid (%3,88) iken non-terpen bilesenler alkanlar
(%58,37), alkoller (%4,25), yag asitleri (%5,22) ve aldehitlerdir (%1,61).

Tablo 4.2: H. perforatum L. ¢igek ugucu yaginin bilesenleri.

No  Bilesik [%%6] No  Bilesik [%0]
1 2-Metil-oktan 52,81 28 y-Kadinen 0,21
2 Nonan 1,85 29 1-Dodekanol 1,12
3 a-Pinen 4,65 30 B-Selinen 1,14
4 3-Metil-nonan 1,89 31 a-Selinen 0,42
5 B-Pinen 0,12 32 5-Kadinen 0,28
6 Limonen 0,11 33 Etil dekanoat 0,41
7 2,6-Dimetil-2-heptanol 2,17 34 Isopagulen 0,30
8 2,2-Dimetil-3-heptanol 0,13 35 v-Himasalen 0,32
9 4-Nonanol 0,17 36 Farnesil bromid 0,41
10 2-Metil-dekan 0,99 37 Miristil alkol 2,99
11 2-Nonanol 0,15 38 a-Sedrol 1,12
12 Undekan 0,30 39 Guayazulen 0,84
13 Kemferol 0,2 40 1-Hekzadekanol 4,04
14 1-Nonanol 0,13 41 Khusinol 0,33
15 Verbenol 0,64 42 Etil miristat 0,30
16 2-Isononenal 0,25 43 Isokurkumenol 0,13
17 p-Mentha-1,5-dien-8-ol 0,49 44 Oktadekanal 1,36
18 Verbenon 2,28 45 1-Tetradekanol 0,43
19 3-Dodekanol 0,29 46 2-Metil-1-hekzadekanol 0,17
20 2-Metil dodekan 0,35 47 Metil palmitat 0,39
21 Isotimol 0,12 48 Hekzadekanoik asit 0,20
22 Timol 0,24 49 Etil palmitat 1,63
23 Isolongifolene 0,11 50 7,10-Oktadekadienoik 0,16
asit metil ester
24 Sedren 0,18 51 Dokosan 0,18
25 Trans-Karyofilen 0,43 52 Fitol 0,51
26 Zingiberen 0,16 53 Oleik asit 0,12
27 1-Undekanol 0,14 54 Etil linoleat 1,57
28 B-Karyofilen 0,16

Toplam 92,29
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4.2. TOPLAM FENOLIK MADDE iCERIiGi

Folin-Ciocalteu yontemiyle yapilan toplam fenolik madde igerigi tayininde standart madde
olarak pirokatesol kullanilip ¢izilen kalibrasyon egrisine gore bu madde esdegerliginde toplam
fenolik madde icerigi tespit edilmistir. Bitkinin fenolik madde igerigi pirokatesole gore oldukca
diisiiktiir. Bu yilizden 200-1000 pg/ml derisim araligindaki ekstrelerin pirokatesol esdegerligi,
standart maddenin 20-100 ug/ml derisim araligi i¢in kurulmustur. Kalibrasyon egrisi Sekil

4.1°de verilmistir.

0,160 -
0,140 - y =0,0015% - 0,0069..*
’ 2= 10,9990

0,120 e

0,100 -
0,080 -
0,060 -
0,040 -
0,020 - o

0,000 L] L] L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100 120

Derisim (pg/ml)

Absorbans

Sekil 4.1: Toplam fenolik madde igerigi i¢in ¢izilen pirokatesol kalibrasyon egrisi.

Yapraklarin Soxhlet ekstrelerinin toplam fenolik madde igerigi Tablo 4.3‘te ve Sekil 4.2°de

goriilmektedir.

Tablo 4.3: H. perforatum L. yapraklarinin toplam fenolik madde igerigi

Derisim Toplam Fenolik Madde ig:erigi (ng pirokatesol/mg ekstre)*

(ng/mL) EtOH/Su (1:1) EtOH Su
1000 58,83 82,96 55,78
800 48,99 60,94 42,43
600 38,45 49,22 35,87
400 25,80 35,17 23,69

200 15,49 18,77 14,56
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Sekil 4.2: H. perforatum L. yapraklarinin pirokatesol esdegeri toplam fenolik madde igerigi.

Bitkinin ¢igeklerinin Soxhlet ekstrelerinin toplam fenolik igerikleri Tablo 4.4°te ve Sekil 4.3‘te

verilmistir.

Tablo 4.4: H. perforatum L. ¢gigeklerinin toplam fenolik madde igerigi.

Derisim  Toplam Fenolik Madde icerigi (ug pirokatesol/mg ekstre)*
(ng/mL)  EtOH/Su (1:1) EtOH Su

1000 44,52 30,93 39,24

800 35,29 29,02 31,00

600 28,04 27,71 24,41

400 19,13 23,75 17,49

200 11,88 8,58 13,20
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Sekil 4.3: H. perforatum L. ¢igeklerinin pirokatesol esdegeri toplam fenolik madde icerigi.



75

4.3. ANTIOKSIDAN KAPASITESI

4.3.1. CUPRAC Antioksidan Kapasitesi

CUPRAC yontemiyle 6l¢iilen antioksidan kapasitelerine bakildiginda sar1 kantaron otunun
yapraklari igin etanolle ekstraksiyon, ¢igekleri igin ise etanol-su ile ekstraksiyon verimli
olmustur. Yapraklarin antioksidan aktivitesi BHA’dan oldukga diisiik olmustur. C vitamini ise
diisiik derisimlerde 6niinde oldugu ekstrelerin derisimi yiikseldikge geride kalmistir (Tablo
4.5).

Tablo 4.5: CUPRAC yontemine gore H. perforatum L. yaprak ekstreleriyle standart maddelerin
absorbanslari.

Derisim 450 nm’de 6l¢iilen absorbanslar

(ng/ml) EtOH EtOH-Su Su BHA C Vitamini
100 0,486 0,227 0,248 1,220 0,829
80 0,398 0,158 0,241 1,113 0,618
60 0,317 0,135 0,217 0,919 0,168
40 0,219 0,101 0,121 0,716 0,095
20 0,124 0,044 0,046 0,400 0,035

Sekil 4.4’te goriildiigh gibi, yaprak ekstreleri BHA’ya gore 3-5 kat, C vitamini gore yaklasik 1-
3 kat daha diisiik aktivite gdstermistir. Ozellikle etanollii ekstre C vitamini gére %83 (100
ug/ml) ile %105 (20 pug/ml) oraninda bir aktiviteye sahiptir.

90 -

80 A
= 70
B
=60 - e Alkol / BHA
a 50 -~ Alkol-su / BHA
B 40 - Su/BHA
E 30 A Alkol / C vit
= Alkol-su/ C vit
o 20 4 _

Su/C vit
10 = -_—
0 L] L] L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100 120

Ornek derisimi (ug/ml)

Sekil 4.4: H. perforatum L. yapraklarinin CUPRAC ydntemiyle 6lgiilen antioksidan kapasiteleri.
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H. perforatum L. gigeklerinin etanol-su karisimiyla hazirlanan ekstreleri diger ekstrelere gore

daha yiiksek absorbans gostermistir (Tablo 4.6).

Tablo 4.6: CUPRAC yontemine gore H. perforatum L. c¢igek ekstreleriyle standart maddelerin
absorbanslari.

Derisim 450 nm’de olciilen absorbanslar

(pg/ml)  EtOH  EtOH-Su Su BHA C Vitamini
100 0,406 0,615 0,397 1,888 1,759
80 0,404 0,553 0,340 1,835 1,451
60 0,304 0,421 0,284 1,634 1,330
40 0,206 0,280 0,189 1,239 0,872
20 0,171 0,219 0,181 0,776 0,541

Yapraklara gore daha diisiik aktivite gosteren gigekler diisiik derisimlerde standart maddelere

daha yakin aktiviteye sahipken en yiiksek derisimde standartlarin %16-30 oraninda etkinlik

gostermistir (Sekil 4.5).
35 -
Z 30 -
&
=25 A
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g5 207 Alkol-SwBHA
B 15 - 8 SwBHA
E . Alkol/C vit
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0 L) T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
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Sekil 4.5: H. perforatum L. ¢igeklerinin CUPRAC yo6ntemiyle 6lgiilen antioksidan kapasiteleri.

En yiiksek kapasitelere bakildiginda, yapraklarin etanollii ekstresinin 4605 pmol BHA/g ekstre
ve 1893,6 umol C vitamini/g ekstre esdegeri kapasiteye sahip oldugu tespit edilirken ¢igeklerin
etanol-su ile elde edilen ekstresinde 1664 pumol BHA/g ekstre ve 1164 pmol C vitamini/g ekstre

esdegeri kadar kapasite gosterdigi belirlenmistir.

4.3.2. DPPH Radikali Siipiirme Kapasitesi
DPPH radikalini siipiirme giicli en yiiksek standart madde C vitamini olup bu bilesige ve

ardindan gelen BHA’ya gore tiim ekstreler daha diisiik etkinlik gostermistir. BHT ye gore ise
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ozellikle yaprak ekstreleri oldukca yakin bir aktiviteye sahip bulunmustur. Hem yapraklar hem

de cigekler i¢in diistik derisimlerde etanol-su karisimi ile DPPH siipiirme giicii yiiksek olurken

sadece 100 pg/ml derisimde su ile elde edilen ekstreler daha giiglii olmustur (Tablo 4.7).

Tablo 4.7: Standart antioksidanlar, H. perforatum L. yapraklari ve ¢gi¢eklerinin DPPH radikali stipiirme

kapasiteleri.

% DPPH radikali Derisim (ug/ml)

siipiiriicii etki 20 40 60 80 100
BHA 87,322 94,967 95,442 96,201 96,581
BHT 48,718 81,481 92,114 92,688 92,972
C vitamini 98,481 98,196 98,575 98,765 98,575
EtOH (Yaprak) 57,977 91,548 93,447 92,972 91,738
EtOH-Su (Yaprak) 44,160 86,895 91,833 91,168 90,503
Su (Yaprak) 41,738 68,851 91,643 91,643 92,593
EtOH (Cigek) 26,025 40,221 50,473 69,874 80,442
EtOH-Su (Cigek) 52,681 74,448 85,647 86,435 85,174
Su (Cigek) 41,483 45,268 78,549 88,486 88,644

Sekil 4.6’de H. perforatum L. yapraklarinin DPPH siipiirme kapasiteleri standart maddelerle

karsilastirilmistir. 60 pg/ml’den itibaren yeterli etkinlige sahip oldugu goriilen ekstreler

arasindan one ¢ikan az farkla da olsa etanolle iiretilen olmustur.
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Sekil 4.6: H. perforatum L. yapraklarinin ve standart antioksidanlarin DPPH siipiirme kapasiteleri.
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Sekil 4.7: H. perforatum L. ¢i¢eklerinin ve standart antioksidanlarin DPPH siipiirme kapasiteleri.

Bitkinin ¢icekleri yapraklara gore daha diisiik aktivite gostermistir. Etanolle elde edilen ekstre
disinda 80 pg/ml derisimden itibaren yeterli siipiiriiciiliige sahip olan ekstrelerden etanol-su

tirtinii diigiik derisimlerde, su tiriinii yiiksek derisimlerde 6ne ¢ikmustir (Sekil 4.7).

4.4, CALKALAMALI SISTEMDE EKSTRAKSiYON

H. perforatum L. yapraklar ve ¢igekleri kullanilarak elde edilen ekstrelerdeki toplam hiperisin
igeriginin ¢oziicl, sicaklik ve siireyle degisimi incelenmistir. Calkalamali su banyosunda
yiiriitiilen ¢aligmalarda siirenin etkisi 15, 30, 60 ve 120 dk siiren denemelerde izlenmistir.
Sicaklik olarak oda sicakligindan baglanip ¢oziiciiye gore 45°C, 55°C veya 80°C’ye kadar
cikilmistir. Ekstraksiyon sicakligi belirlenirken sadece hiperisinin degil diger fonksiyonel

bilesiklerin de bozulmamasina dikkat edilmelidir.

4.4.1. Suyla Ekstraksiyon
Sar1 kantaron ¢igeklerinin suyla yapilan ekstraksiyon siirecinde sicaklik ve siirenin toplam

hiperisin verimi lizerindeki etkisi Tablo 4.8°de verilmistir.

Tablo 4.8: H. perforatum L. ¢i¢eklerinin sulu ekstrelerinde toplam hiperisin (%g/g) icerigi.

Ekstraksiyon Ekstraksiyon sicakhg (°C)
siiresi (dk) 25 35 45 55 80
15 0,0027 0,0055 0,0059 0,0103 0,0224
30 0,0031 0,0031 0,0078 0,0117 0,0236
60 0,0039 0,0031 0,0084 0,0109 0,0217

120 0,0037 0,0035 0,0090 0,0137 0,0341
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Alman sonuglara gore suyla yapilan ekstraksiyonu siirecinde siirenin diigiik sicakliklarda
onemli bir degisim yaratmadigi goriilmiistiir. Sicaklik arttik¢a siirenin 60 dk’dan 120 dk’ya
¢ikmasi ekstredeki toplam hiperisin igerigini 1,5 katina c¢ikarmustir (Sekil 4.8). Fakat bu
derecede yiiksek sicaklikta bu kadar uzun siire siiren bir ekstraksiyon sonunda o6zellikle
antioksidan etkili bilesenlerin bozulmas1 muhtemeldir. Ayrica elde edilen en yiiksek hiperisin
icerigi literatiirle karsilagtirildiginda, hiperisinin tibbi etkisinden yararlanabilmek i¢in diisiik

kalmaktadir.

g 15 dk
30 dk
60 dk
0,010 120 dk

20 40 60 80 100
Sicaklik (°C)

Sekil 4.8: Suyla yapilan ekstraksiyonda siire ve sicaklikla toplam hiperisin degisimi.

4.4.2. Metanol-Su Karisimiyla Ekstraksiyon
Hiperisinin kazanilmasinda kullanilan ¢6ziiclilerden biri olan metanoliin suyla farkl
oranlardaki karisimlariyla elde edilen sar1 kantaron ¢igegi ekstrelerinde toplam hiperisin orant

%0,1’¢ kadar ¢ikmustir (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: H. perforatum L. ¢igeklerinin metanol-su ekstrelerinde toplam hiperisin (%g/g) icerigi.

Ekstraksiyon Metanol/su bilesimi (hacmen %)
siiresi (dk) 0 40 60 100
35°C 15 0,0055 0,0384 0,0310 0,0490
30 0,0031 0,0133 0,0357 0,0697
60 0,0031 0,0191 0,0373 0,0849
120 0,0035 0,0156 0,0386 0,0810
45°C 15 0,0059 0,0347 0,0671 0,0611
30 0,0078 0,0273 0,0546  0,0968
60 0,0084 0,0302 0,0529 0,1056

120 0,0090 0,0256  0,0683  0,0999
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Metanoliin tek basina kullanimi suyla karigimina gére 6nemli derecede daha verimli bir siire¢
saglamistir. Suyla yapilan ekstraksiyonlarin veriminin 55°C’nin tizerindeki sicakliklarda arttigi
bilinmekle birlikte metanoliin 64,7°C’deki kaynama noktasina yaklasmamak adina ytiksek
sicakliklara cikilmamistir. Yine de sicakligin 35°C’den 45°C’ye c¢ikmasiyla bile diisiik

oranlardaki metanol varlig1 hiperisin verimini arttirmistir (Sekil 4.9).
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0,00
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Sekil 4.9: Metanol-suyla yapilan ekstraksiyonda siire ve sicaklikla toplam hiperisin degisimi.

4.4.3. Aseton-Su Karisimiyla Ekstraksiyon

Asetonun suyla karigimi, toplam hiperisin veriminin en yiiksek oldugu ekstraksiyon siireclarini
saglamistir. Tek bagina metanolden daha yiiksek verim saglayan aseton 6zellikle suyla %40-80
oranlarindaki karigimlarinda toplam hiperisin oranimi ekstrenin %0,3-0,4 kadarina kadar

cikarmistir (Tablo 4.10).

Sicakligin artmasi, genel olarak toplam hiperisin veriminin bir miktar diismesine sebep
olmustur. Sicakligin diisiik olmasi, 1s1l bozunmalar1 nleyerek toplam igerigin dogala daha
yakin olmasini saglar. En yiiksek verimin goriildiigii 25°C’de hacmen %60’lik aseton-su
karisimi diisiik enerji ve kimyasal maliyetiyle tiim tez ¢alismasindaki en iyi ¢alisma kosulu
olarak belirlenmistir. Ayni sicaklik ve karisim oraninda siirenin 120 dk olmasi 60 dk olmasina

gore verimi %0,05 arttirmistir (Sekil 4.10).
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Tablo 4.10: H. perforatum L. ¢igeklerinin aseton-su ekstrelerinde toplam hiperisin (%g/g) icerigi.

Ekstraksiyon Aseton/su bilesimi (hacmen %)
siiresi (dk) 0 20 40 60 80 100
25°C 15 0,003 0,109 0,338 0,309 0,375 0,030
30 0,003 0,144 0,308 0,286 0,358 0,028
60 0,004 0,169 0,276 0,427 0,367 0,037
120 0,004 0,170 0,337 0,477 0,443 0,044
35°C 15 0,006 0,058 0,343 0,316 0,232 0,034
30 0,003 0,083 0,320 0,375 0,409 0,044
60 0,003 0,073 0,287 0,394 0,382 0,043
120 0,003 0,106 0,304 0,382 0,462 0,047
45°C 15 0,006 0,036 0,157 0,342 0,318 0,032
30 0,008 0,038 0,233 0,304 0,421 0,043
60 0,008 0,102 0,386 0,381 0,331 0,054
120 0,009 0,098 0,417 0,331 0,374 0,095

0.50
0.45
040
035
.5 0,30
0.25
= 020
[1}
=.0.15
(=]
= 0.10
0.05
0.00
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hiperis
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Sekil 4.10: Aseton-suyla yapilan ekstraksiyonda siire ve sicaklikla toplam hiperisin degisimi.

4.4.4. Etanol-Aseton Karisimiyla Ekstraksiyon

Toplam hiperisin acisindan en yiiksek verimi suyla karigtirilarak kullanildiginda saglayan
aseton, etanolle karistirildiginda ayni etkiyi gostermemistir. Yaklasik yar1 yariya karigimlarinda
verim daha yiiksek bulunup siirenin olumlu etkisinin en iyi gozlendigi sonuclarla da etanol-

aseton karigimi kullanildiginda karsilagilmistir (Tablo 4.11).

Toplam hiperisin iceriginin en az %0,2 (g/g) olmasi istendiginde siirenin arttirilmas gerektigi

goriilmiistiir. Bununla birlikte sicaklik 45°C’ye ¢iktiginda siire siire 60 dk’ya indirilebilirken
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55°C’ye ¢ikan sicaklik uzun siirelerde verimi distirmistir (Sekil 4.11). Etanol-aseton
kullanildiginda en iyi toplam hiperisin igerigi hacmen %60’lik karisimla 45°C’de 120 dk’da
elde edilebilmistir.

Tablo 4.11: H. perforatum L. ¢igeklerinin etanol-aseton ekstrelerinde toplam hiperisin (%g/g) igerigi.

Ekstraksiyon Etanol/aseton bilesimi (hacmen %)

siiresi (dk) 0 20 40 60 80 100
25°C 15 0,030 0,059 0,048 0,062 0,032 0,024

30 0,028 0,056 0,076 0,064 0,049 0,028

60 0,037 0,079 0,101 0,078 0,061 0,035

120 0,044 0,113 0,126 0,105 0,076 0,047
35°C 15 0,034 0,051 0,065 0,059 0,047 0,027

30 0,044 0,076 0,080 0,079 0,052 0,037

60 0,043 0,109 0,120 0,131 0,108 0,041

120 0,047 0,203 0,173 0,260 0,093 0,050
45°C 15 0,032 0,059 0,083 0,074 0,039 0,033

30 0,043 0,125 0,132 0,129 0,108 0,048

60 0,054 0,267 0,220 0,244 0,195 0,066

120 0,095 0,256 0,287 0,280 0,173 0,092
55°C 15 0,111 0,110 0,097 0,086

30 0,125 0,185 0,211 0,108

60 0,169 0,228 0,143 0,144

120 0,202 0,226 0,220 0,207

0.30

0.25

0.20

Toplam hiperisin (%g/g)
(=]
”

15 30 60 120

0.10
0.05
0.00
15 30 60 120]15 30 60 120 15 30 60 120
25°C 35°C 15°C 55°C
Siire (dk)

m0 m0.2 m04 206 w08 m1

Sekil 4.11: Etanol-asetonla yapilan ekstraksiyonda siire ve sicaklikla toplam hiperisin degisimi.
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4.4.5. Etanol-Su Karisimiyla Ekstraksiyon
H. perforatum L. bitkisinin literatiirde en ¢ok karsilasilan ekstreleri etanol kullanilarak
tiretilenleridir. Antioksidan denemeleri ve maliyet de dikkate alindiginda toplam hiperisin

veriminin yiiksek oldugu etanol-su derisimi, siire ve sicaklik kosullarinin tespiti nem arz eder.

Bitkinin ¢igekleri ve yapraklarinin 25-55°C sicaklik ve 15-120 dk siire araliklarinda farkli
oranlarda etanol-su karigimlar1 kullanilarak yiiriitiilen ekstraksiyon denemelerinin sonuglari

Tablo 4.12’de ve Tablo 4.13’te verilmistir.

Tablo 4.12: H. perforatum L. ¢igeklerinin etanol-su ekstrelerinde % hiperisin (g/g) igerigi.

Ekstraksiyon Etanol/su bilesimi (hacmen %)

siiresi (dk) 0 20 40 60 80 100
25°C 15 0,003 0,021 0,092 0,144 0,078 0,024

30 0,003 0,012 0,096 0,158 0,127 0,028

60 0,004 0,026 0,095 0,194 0,186 0,035

120 0,004 0,018 0,141 0,238 0,214 0,047
35°C 15 0,006 0,025 0,065 0,144 0,120 0,027

30 0,003 0,027 0,079 0,172 0,138 0,037

60 0,003 0,021 0,085 0,198 0,181 0,041

120 0,004 0,034 0,093 0,205 0,255 0,050
45°C 15 0,006 0,035 0,099 0,190 0,166 0,033

30 0,017 0,055 0,113 0,242 0,224 0,048

60 0,008 0,031 0,107 0,194 0,211 0,066

120 0,009 0,057 0,140 0,211 0,316 0,092
55°C 15 0,010 0,047 0,144 0,228 0,171

30 0,012 0,030 0,151 0,211 0,197

60 0,011 0,020 0,129 0,298 0,328

120 0,014 0,032 0,137 0,291 0,360

Tablo 4.13: H. perforatum L. yapraklarinin etanol-su ekstrelerinde % hiperisin (g/g) icerigi.

Ekstraksiyon Etanol/su bilesimi (hacmen %)
siiresi (dk) 0 20 40 60 80 100
25°C 15 0,001 0,009 0,013 0,027 0,020 0,003
30 0,002 0,015 0,009 0,009 0,014 0,004
60 0,002 0,008 0,027 0,025 0,023 0,007
120 0,003 0,018 0,030 0,033 0,022 0,012
35°C 15 0,001 0,008 0,009 0,018 0,010 0,003
30 0,001 0,015 0,009 0,019 0,024 0,005
60 0,001 0,012 0,013 0,033 0,022 0,007
120 0,004 0,011 0,023 0,025 0,029 0,012
45°C 15 0,003 0,008 0,019 0,021 0,033 0,012
30 0,005 0,010 0,014 0,020 0,035 0,008
60 0,005 0,011 0,019 0,027 0,036 0,019
120 0,005 0,023 0,018 0,033 0,038 0,013
55°C 15 0,003 0,011 0,033 0,033 0,040 0,007
30 0,006 0,014 0,026 0,049 0,047 0,014
60 0,007 0,022 0,030 0,092 0,095 0,041

120 0,010 0,039 0,045 0,122 0,081 0,008
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Sekil 4.12: H. perforatum L. ¢igeklerinin etanol-suyla yapilan ekstraksiyonunda siire ve sicaklikla
toplam hiperisin degigimi.
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Sekil 4.13: H. perforatum L. yapraklarinin etanol-suyla yapilan ekstraksiyonunda siire ve sicaklikla
toplam hiperisin degigimi.
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Sekil 4.12°de bitkinin ¢iceklerinin etanol-su ile yapilan ekstraksiyonunun sonuglari
goriilmektedir. Genel olarak hacmen %60°lik etanol-su kullanildiginda en yiiksek toplam
hiperisin igerigi elde edilebilirken sicaklik ve siire arttikca %80’lik etanol-su karigiminin
etkinligi 6ne ¢ikmustir. %80°lik karisimla 40°C’de 120 dk’da goriilen hiperisin veriminin biraz
daha fazlasi sicakligin 50°C’ye ¢ikmasiyla 60 dk’da saglanabilmistir. 120 dk’da ise en yiiksek
toplam hiperisin igerigi olarak %0,360 g/g degeri tespit edilmistir.

H. perforatum L. yapraklarindan alinan verilerle olusturulan Sekil 4.13 incelendiginde hacmen
%6011k ve %80’lik etanol-su karigimlarinin yiiksek verim sagladigi goriilmektedir. Ekstrelerde
toplam hiperisin oraninin %0,04’lin {lizerine ¢ikabilmesi i¢in ise sicakligin 50°C’ye kadar
arttirllmasi gerekmistir. Yalniz bu da yeterli olmamis, ancak ekstraksiyon isleminin 30 dk’nin
tizerinde siirdiiriilmesiyle bu verim saglanabilmistir. %0,12 g/g ile en yiiksek toplam hiperisin

icerigi 50°C’de %60’lik etanol-su karisimiyla 120 dk siiren bir islemle elde edilebilmistir.

4.5. HIPERISIN iCERIGi TAHMINi

Calkalamali sistemden alinan verilerden yararlanilarak, ekstraksiyon kosullarina bagli toplam
hiperisin i¢eriginin tahmin edilmesine yonelik bir program Python dilinde yazilmistir (EK-1).
Programda Scikit-Learn makine Ogrenmesi yoOntemlerinden Lineer Regresyon metodu
uygulanmis ve tizerinde Random Forest Regresyon (Rastgele Karar Ormanlar1 Siiflandirmasi)

ile diizeltme yapilmistir.

Son durumda tahmin edilen degerler arasinda yapilan istatistik hesabinda ortalama hata karesi
(MSE) 0,0005, ortalama hata karelerinin kokii (RMSE) 0,0222, regresyon katsayis1 (R?) ise
0,92 olarak hesaplanmistir. MSE ve RMSE degerlerinin 0’a yakin olmasi hata payinin diisiik

oldugunu gosterirken R? degerinin 100’e yakin olmasi da veri setinin tutarliligini ifade eder.

Deneysel veriler ile programla hesaplanan veriler ve bunlarin hata yiizdeleri EK-2’de
verilmistir. Veri setleri arasinda ¢izilen korelasyon grafigi Sekil 4.14’te verilmistir. Buna gore

regresyon katsayis1 (R?) 0,993 olmustur.
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Sekil 4.14: Toplam hiperisin igerigi tahmin programmin sonuglariyla deneysel verilerin
karsilastiriimasi.

4.6. BATARYA TiPi EKSTRAKTORDE EKSTRAKSiYON

Calkalamali sistemden alinan verilere gore, batarya tipi sistemde H. perforatum L. ¢igeklerinin
ekstraksiyonunda hacmen %50’lik etanol-su karisimi kullanilmistir. Coziicti debisi, kolon
sayist ve sicaklik parametrelerine bagli olarak hiperisin verimi incelenmistir. Pompa
frekansinin ¢oziicli debisini nasil degistirdigi Sekil 4.15te goriilmektedir.

160

140 | y=-0,02x%+3,50x - 53,07 o
R2= 1,00
120 :

100 .

=)
IS
[

Coziicii debisi (ml/dk)
+= co
< <
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<

=

0 20 40 60 80 100 120
Frekans

Sekil 4.15: Batarya tipi sistemde ¢6ziicii debisinin pompa frekansiyla degisimi.
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35°C’de tek kolonda calisilarak ¢oziicti debisinin {iriin hacmindeki toplam hiperisin icerigine
etkisi incelenmistir. Debi arttik¢a kolondan hizli bir sekilde akan ¢6ziicii bitkisel madde yiikli
kolonda daha kisa siire kalarak doygunluga ulasamadan tiiriin olarak alinir. Tablo 4.14%¢
bakildiginda debinin 62,5 ml’ye ayarlanmasinin iiriindeki toplam hiperisin igerigini 6nemli
derecede arttirdigi goriilmektedir. Pompa frekansinin 20 gibi daha diisiik bir degere
ayarlanmasiyla 10,33 ml/dk akis hizina sahip ¢oziiciiyle {iriin alinmas1 uzun siirdiigiinden en

uygun ¢6ziicii debisi i¢in pompa frekansi 40 olarak belirlenmistir.

Tablo 4.14: Farkli ¢oziicii debileri ile tek kolondan alinan iiriinlerin toplam hiperisin igerigi (%g/g).

Coziicii debisi (ml/dk)

Siire (dk) 62,5 100 140,7
6,4 0,0193 0,0152 0,0064
11,2 0,0292 0,0259 0,0038
16 0,0290 0,0160 0,0063
20,8 0,0520 0,0180 0,0113
25,6 0,0695 0,0277 0,0170
30,4 0,0755 0,0443 0,0209

Sekil 4.16°te iirlin hacmindeki toplam hiperisin miktarinin ¢oziicli besleme debisiyle degisimi

goriilmektedir.
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Sekil 4.16: Tek kolondan alman tiriinlerdeki toplam hiperisin igeriginin ¢oziicii debisiyle degisimi.

En uygun ¢oziicii debisi 62,5 mol/dk secildikten sonra 3 kolonlu sistemden alinan {irtinlerin
toplam hiperisin igeriginin zamana gore degisimi izlenmistir. Kolon sayis1 arttirildiginda

sicakligin diigiiriilmesinin verim iizerindeki etkisi incelenmistir. 25°C’de 90. dakikada ilk
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kolondan alinan verimin yiikselmesiyle sonraki kolonlarda da hizli bir artig goriilmistiir. 113.

dakikaya gelindiginde 3. kolondan alinan toplam hiperisin igerigi %0,40 g/g’a ulassa da ilk iki

kolonda héla 6nemli miktarda hiperisin igerigi oldugu anlasilmistir (Tablo 4.15).

Tablo 4.15: 3 kolonlu sistemde toplam hiperisin igeriginin zamanla degisimi (%g/g).

Kolon sayisi

Siire (dk) 1 2 3
22 0,0324
43 0,0438 0,0555
67 0,0564 0,0698 0,0854
90 0,1377 0,2185 0,3425
113 0,3269 0,3749 0,4020
0,50
0,45
_0.40
@
g 0,35
g 0,30
5 0.25 1 Kolon
N=Th
f 0.20 2 Kolon
g 3 Kolon
% 0,15
= 0.10
0,05
0,00
0 25 50 75 100 125
Siire (dk)

Sekil 4.17: 3 kolonlu sistemde toplam hiperisin igeriginin zamanla degisimi.

Pilot 6lcekli ekstraksiyon calismasinda son olarak kolon sayisi dorde ve sicaklik 55°C’ye

cikarilarak her kolondan alinan iiriinlin toplam hiperisin igerigi daha uzun bir siire boyunca

izlenmistir (Tablo 4.16).

Buna gore, 1., 2. ve 3. kolondan alinan tiriinlerdeki toplam hiperisin igerigi sirastyla 45., 75. ve

120. dakika civarlarinda en yiiksek seviyesine ulastiktan sonra diismekte, bununla birlikte 4.

kolondan alinan tirtindeki miktar giderek artmaktadir. 165. dakikaya gelindiginde son kolondan

alinan tiriindeki toplam hiperisin igerigi %2,34 g/g’a ulagmistir. Bu sirada 3. kolondan alinan

tirtiniin hiperisin igerigi %0,5 g/g’a kadar diismiistiir (Sekil 4.18). Yeterli siire boyunca sisteme
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¢oziicii beslenmeye devam edilirse 4 kolonlu bu sistemden alinabilecek en yiiksek toplam

hiperisin igeriginin %3,37 g/g oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.16: 4 kolonlu sistemde toplam hiperisin i¢eriginin zamanla degisimi (%g/g).

Kolon sayisi

Siire (dk) 1 2 3 4
15 0,0453
30 0,1452 0,1627
45 0,3087 0,3505 0,4190
60 0,1851 0,5063 0,5591 0,5870
75 0,1617 0,6989 0,7302 0,7518
90 0,1745 0,5863 0,8885 0,9325
105 0,1952 0,3290 1,1089 1,1123
120 0,1894 0,3385 1,1221 1,3221
135 0,1796 0,3148 1,1218 1,5069
150 0,1827 0,3425 0,5072 1,8918
165 0,1811 0,3332 0,5117 2,3401
2.50
2.25
2.00
of)
3 1.75
2
~ 1,50
E 1 Kolon
‘qéq 1.25 2 Kolon
% 1.00 3 Kolon
=
4 Kolon
S 0.75
0.50
0.25
0.00

0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
Siire (dk)

Sekil 4.18: 4 kolonlu sistemde toplam hiperisin igeriginin zamanla degigimi.

4.7. SAFLASTIRMA

4.7.1. Kolon Kromatografisi
Oncelikle ince tabaka kromatografisi yonteminde gesitli ¢oziicii karisimlar denenmistir.
Kloroform-metanol (8:1), kloroform-asetonitril (1:1), etanol-asetonitril (1:1) ve metanol-

aseton-diklorometan (75:10:15) karigimlari kullanilarak etanol-su ile Soxhlet ekstraksiyonunda



91

elde edilen ekstrenin kuru maddesi ince tabaka lizerinde yiiriitiilmistir. Sekil 4.19°da
goriildiigi gibi ilk ii¢ ¢oziicli karisimi farkli bilesenleri ¢ozerek tabaka boyunca iz olusmasini

saglamistir. Son karigimla ise hizli ilerleyen bir faz ile yavas ilerleyen bir faz ayrilmistir.

Sekil 4.19: Ince tabaka kromatografisi: Soldan saga kloroform:metanol (8:1); kloroform:asetonitril
(1:1); etanol:asetonitril (1:1); metanol:aseton:diklorometan (75:10:15).

Ince tabaka kromatografisinde elde edilen goriintiilere bakilarak kolon kromatografisinde
metanol-aseton-diklorometan  (75:10:15) karisimi kullanilmasina  karar  verilmistir.
Kromatografi kolonu, silika jel 60 ile doldurulmustur. Hiperisin i¢eren faz hizli bir sekilde

ilerlemis ve ardindan gelen kahverengi fazdan ayrilmistir (Sekil 4.20).

Sekil 4.20: Metanol:aseton:diklorometan (75:10:15) ile yapilan kolon kromatografisi.

Kolondan alinan iriiniin ¢6ziiciisii buharlastirllmis ve Sekil 4.21°deki kuru madde elde
edilmistir. 5 g bitkinin etanol-su (1:1) karisimi kullanilarak Soxhlet ekstraksiyonuna tabi
tutulmasiyla elde edilen kuru maddenin saflastirilmasi sonras1 0,2127 g iiriin elde edilerek %4,2
verim alimmistir. UV-Vis spektrofotometresinde yapilan 6lglime gore, %0,0657 g/g toplam

hiperisin igerigi kolon kromatografisiyle %0,0683 (g/g)’a ¢cikmustir.
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Sekil 4.21: Kolon kromatografisinden alinip kurutulan tiriin.

4.7.2. Piridinle Kristallendirme

Piridin ile hiperisin kristalizasyonu yonteminde oncelikle hac. %5’lik HCI-metanol karigimi
hazirlanmistir. Etanol-su (1:1) karisimi kullanilarak gergeklestirilen Soxhlet ekstraksiyonu
iriiniiniin kuru maddesi metanolde ¢6ziilmiis ve ayn1 hacimdeki HCIl-metanol karigimiyla
kanistirnlmistir. 24 saat buzdolabinda bekletilen karisimda olusan g¢okeltiler Sekil 4.22°de

goriilmektedir.

Sekil 4.22: HCl ile asitlendirilmis metanolle bekletilen iirlinde ¢okelti olusumu.

Asidik-metanolik karisim siiziilerek olusan kati {irtin ayrilmistir. Kurutulan triin piridinle
yikanarak ¢oziilmistiir. Piridinin buharlastirilmasina kadar gecen siire¢ Sekil 4.23‘de
verilmistir. 5 g bitkinin etanol-su (1:1) karisimi kullanilarak Soxhlet ekstraksiyonuna tabi
tutulmasiyla elde edilen kuru maddenin saflastirilmasiyla 0,1148 g iiriin elde edilmis, verim
%2,3 olmustur. UV-Vis spektrofotometresinde yapilan olgiime gore, %0,0657 g/g toplam
hiperisin igerigi kristallendirme yontemiyle %0,1481 (g/g)’a ¢ikmustir.
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Sekil 4.23: a) HCl-metanol karisiminin siiziilmesiyle elde edilen ¢okelti; b) Cokeltinin ¢Oziictisii
buharlastirilmis hali; ¢) Coziiciisii buharlastirilan maddenin piridinle yikanmasiyla elde edilen iiriin; d)
Piridinin buharlastirilmasiyla elde edilen tirtin.
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5. TARTISMA

5.1. UCUCU YAG

Clevenger aparatiyla elde edilen ucucu yag verimi yapraklarda %0,58 (g/g), ciceklerde ise
%0,27 (g/g) bulunmustur. Elde edilen ugucu yaglardaki bilesen sayis1 yapraklarda 52,
ciceklerde ise 54°tiir. Cigeklerden ve yapraklardan elde edilen ugucu yaglardaki bilesik sayisi
ayni olmakla birlikte, ciceklerden elde edilen ugucu yagdaki terpenik bilesik yiizdesinin

yapraklardan elde edilen ugucu yagdakine kiyasla daha diisiik oldugu gorilmiistiir.

Bitkilerden elde edilen ugucu yag miktar1 ve bilesimi; jeolojik ve meteorolojik kosullar, bitkinin
toplama kosullari, bitkinin kok, sap, yaprak ve ¢igek kisminin kullanilmasi ve ekstraksiyon
yontemine gore degisiklikler gostermektedir. Ornegin giineydogu Sirbistan’dan toplanan iki
farkli 6rnekten birinde germakren D (%18,6) 6ne ¢ikarken digerinde B-karyofilen (%14,2) 6ne
cikmustir [30], [32][30], [33]. Bir diger 6rnek de Litvanya’dan toplanan bitkilerde seskiterpenler
agirliktayken [32] Yunanistan’dan toplanan bitkilerde monoterpenlerin dikkat ¢cekmesidir [42].

Diinyanin ¢esitli yerlerinden toplanan H. perforatum L. 6rneklerinde oldugu gibi iilkemizde
yapilan ¢alismalarda da monoterpenler ve seskiterpenler ugucu yagda en yiiksek orana sahip
bilesen siniflaridir. Usak yoresinden toplanan Orneklerde a-pinen oram1 %51,2 olarak tespit
edilmistir. Ardindan gelen bilesenlerin orani ise %10’un altinda olup ¢alisilan 6rnek oldukca
Ozgiin bir bilesime sahiptir [43]. Giineydogu Anadolu’dan toplanan 6rneklerin ugucu yagi f3-
selinen (%19,4) ve bisiklogermakren (%15,3) bakimindan zenginlik gésterirken [37], kuzeyde
kalan kesimlerden toplanan 6rneklerin ugucu yaginin B-selinen (%19,6)’in yaninda karyofilen

oksit (%12,2) ve a-selinen (%10,4) de igerdigi goriilmiistiir [44].

Calismamizda elde edilen ugucu yaglardaki 2-metil oktan bilesimi yapraklarda %34,93,

ciceklerde %52,81 olarak bulunmustur. Literatiire gore en yiiksek 2-metil oktan orani %20,5’tir.

fran’dan %0,7 [167], Fransa’dan %0,1 [165], Arnavutluk’tan %0,4 [171], Yunanistan’dan
%0,23 [166], Antep’ten %0,17 ugucu yag verim elde edilirken ¢alismamizda yapraklar ve

cigekler icin sirastyla %0,58 ve %0,27 verim alimmaistir.

Calismada elde edilen H. perforatum L. ugucu yaglarinin Tiirkiye ve komsu iilkelerden bazi

orneklerle karsilastirildigi Tablo 5.1 asagidadir.
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Tablo 5.1. Elde edilen ugucu yaglarin baslica bilesenlerinin bazi 6rneklerle karsilagtiriimasi.

Cakir Alan . . .. Gudzic
Bu calisma vedig. ve dig. Baser ve  Yiice Radusiene ve dig. ve dig.

1235 a4 W 1177 [161] [164] 11761

Bashca

bilzsenler (%) (©) (Y) (C+tY) (C+Y) (C+Y) (C+Y) () (Y)  (C+Y)
2-Metil oktan 52,81 34,93 2,3 2,3 13,1
Limonen 0,11 7,24

Siklotetradekan 9,12

a-Pinen 4,65 5,55 61,7 4 50 0,4 2,6 1,5
a-Selinen 0,42

B-Selinen 1,14 0,95 19,4

3-Metilnonan 1,89 5,58

Longifolen 0,18

B-Karyofilen 0,16 0,26 55 14,4 11,7 1,6-14,2 14,2
1-Tetradekanol 0,43 3,15 0,5-24,5
1-Dodekanol 1,12 0,61

Nonan 185 3,00

Spathulenol 2,07 3,9 6,0 3,9 4,5-11 4,5
Karyofilen oksit 1,12 6,3 7,7-34 9,3-25,9
Undekan 1,36

2,6-Dimetil-2-

heptanol 2,17 0,48

Miristil alkol 2,99

a-Sedrol 1,12 1,64

1-Hekzadekanol 4,04 0,7 0,4
Oktadekanal 1,36

Verbenon 2,28 0,15

Etil linoleat 1,57

Etil palmitat 1,63

3-Karen 7,5

Mirisen 3,6

Germakren D 22,9 18,9-22,8 0,1-3,1

2-Tetradeken 8,2

Bisiklogerakren 15,3

Manool 0-13,8

C: Cigek, Y: Yaprak

5.2. TOPLAM FENOLIK MADDE iCERIiGi

Calismamizda kullanilan yapraklarin en yiiksek toplam fenolik madde igerigi 1000 pg/ml
derisimindeki etanol ekstrelerinde 82,96 pg pirokatesol/g kuru madde esdegeri olurken
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ciceklerde en yiiksek deger hacimce %50°lik etanol-su ekstrelerinde 44,52 ug pirokatesol/g

kuru madde esdegeri olmustur.

Literatiire bakildiginda bu konuda daha ¢ok gallik asit esdegeri kullanildig1 goriilmektedir.
Bunun nedeni olarak da karsilagtirmalarin daha iyi yapilabilmesi, gallik asidin suda iyi ¢oziinen
ve ucuz bir madde olmasi yatar. Bunun diginda rutin ile de sik kullanilan bir standart madde
olarak karsilasilir. Metanolle elde ettikleri ekstrelerin Skerget ve dig. (2005) 191 mg [135],
Spiridon ve dig (2011) 50 mg [76], Maltas Cagil ve dig. (2013) 10,01 mg gallik asit esdegeri/g
[124], Necip ve Isik (2019) 16-21 mg [236] toplam fenolik madde i¢erdigini tespit etmistir.

Abdelhadi ve dig. (2015) ¢oziiclisliz mikrodalga ekstraksiyonuyla 21,32 mg gallik asit/g ekstre
ve hidrodestilasyonla 4,44 mg gallik asit/g ekstre fenolik icerik tespit ederek ekstrelerin ugucu

yagdan daha kaliteli tirlin verdigini ifade etmistir [208].

Chimshirova ve dig. (2019) Bulgaristan’da hacimce %50’lik etil alkol-su ¢oziiciisiiyle yaptigi
calismasinin sonucunda buzdolabinda 9 ay boyunca bekleyen ekstrelerin fenolik madde
igeriginin arttigini gérmiistiir. Taze {irliniin fenolik madde icerigi 50,98 mg gallik asit/g kuru
madde iken saklama siiresi sonunda bu deger 56,69 mg gallik asit/g kuru maddeye ulagsmistir.
Ayrica dogadan toplanan bitkilerin igeriginin ticari iirlinden daha yiiksek oldugu anlasilmstir.
Bunun nedeni olarak da ticari iiriinde yag bezesi bulunmayan gdévde kisimlariin oraninin

yiiksek olmas1 gosterilmistir [136].

Parzhanova ve dig. (2018) su, %50 etil alkol-su ve %70 etil alkol-su ile yapilan ti¢ farkli
ekstraksiyon isleminin tiriinlerini degerlendirdigi caligmasinda 210-220 mg gallik asit/g ekstre

araliginda olmak iizere birbirine yakin fenolik igerik degerleri belirlemistir [70].

Sterbova ve dig. (2004) H. perforatum L’nin igerdigi fenolik asitlerin analizini yapmistir. Kuru
maddenin graminda 83,12 pg protokatesik asit, 41,39 pg vanilik asit, 18,09 pg benzoik asit,
15,18 pg p-hidroksibenzoik asit, 13,35 pg ferulik asit,12,09 pg gallik asit ve 10 pg’dan az
miktarda 3,4-dihidroksibenzaldehit, klorojenik asit, p-hidroksibenzaldehit, kafeik asit, sirinjik

asit, vanillin ve p-kumarik asit bulunmustur [237].

Sicak ve 15181 bol alan ortamlarda biyoaktif bilesenlerin oran1 yiiksektir. Fenolik bilesenlerin ve

flavonoidlerin oraninin biiyliime ve ¢igeklenme asamalarinda arttig1 ve en yiiksek degerlerine
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tam ci¢eklenme doneminde ulastigi bilinmektedir [118], [119]. Caligmada kullanilan bitkilerin

toplama zamani da bu doneme denk gelmistir.

Standart maddenin farkli olmasi nedeniyle karsilastirmak gii¢ olsa da elde edilen ekstrelerin
fenolik madde iceriginin yeterli seviyede oldugu sdylenebilir. Metanole gore daha giivenli bir
ekstraksiyon siireci saglayan etanol ve su ile yaptigimiz ¢alismalarda yapraklarin ve gigeklerin
en iyi sonuglar1 farkli ¢oziiciilerle elde edilmistir. Bu da literatiire katki acisindan Snemli

bulunmustur.

5.3. ANTIOKSIDAN KAPASITESI

5.3.1. CUPRAC Antioksidan Kapasitesi
Calismada yiiriitilen CUPRAC tayininde, fenolik madde icerigi dl¢iimiine benzer sekilde
yapraklar igin etanol, ¢icekler igin etanol-su {irlinliniin antioksidan kapasitesi yliksek

bulunmustur.

En yiiksek antioksidan kapasiteleri incelendiginde, yapraklarin 4605 pmol BHA/g kuru madde
ve 1893,6 umol C vitamini/g kuru madde esdegeri kapasiteye sahip oldugu tespit edilirken
cigeklerin 1664 umol BHA/g kuru madde ve 1164 umol C vitamini/g kuru madde esdegeri

kadar kapasite gosterdigi belirlenmistir.

Balkanlardan toplanan H. perforatum L. 6rneklerinin testlerinde antioksidan kapasitesi 73100
umol o-tokoferol/ g kuru ekstre olmustur [113]. Maltas Cagil ve dig. (2013) ise ¢alismasinda
troloks esdegeri olarak 19,67 mg/g ekstre antioksidan kapasitesi tespit etmistir [124].

Adiyaman’dan hasat edilen 6rneklerin ~1,5 mM troloks esdegeri kapasitesi belirlenmistir [238].

Sentkowska ve dig (2016) demledikleri ve kaynattiklar1 H. perforatum L. bitkilerinin
antioksidan kapasitelerini  karsilastirdiklarinda  kaynatilarak alinan {iriiniin  biyoaktif
bilesenlerce daha zengin oldugunu gormiistiir. Bu {iriiniin CUPRAC tayininde ~3 mM troloks
esdegeri kapasite belirlenirken demleme {riiniinde ~1,25 mM troloks esdegerligi tespit

edilmistir.

Sonug olarak 4,6 mM BHA ve 1,89 mM C vitamini esdegeri kapasitesi goriilen yapraklarin

etanollii ekstrelerinin oldukga iyi bir antioksidan etkiye sahip oldugu anlasilmigtir.
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5.3.2. DPPH Radikali Siipiirme Kapasitesi
DPPH siiplirme giiciinii ifade etmede en ¢ok kullanilan yontem radikalin derisiminin yariya

diismesini saglayan (ICso) ekstre derisimini vermektir.

Makedonya ve Sirbistan’dan, Bulgaristan’dan, Cezayir’den, Yunanistan’dan, Fransa’dan,
Slovakya’dan toplanan 6rneklerin ICso degerleri sirasiyla 3,48-5,68 pg/ml [29], 242 pg/ml
[136], 462,36 pg/ml [208], 180-230 pg/ml [239], 430 pug/ml [240], 12,51 ug/ml [241] olarak
bulunmustur. Orcic ve dig. (2011) metanolik ekstrenin Sephadex LH-20 kromatografi
kolonuyla ayirdig1 fazlarini analiz ettigi ¢alismasinda flavonoid glikozitlerin yiiksek ve
biflavonoidlerin diigiik seviyelerde oldugu faz en yiiksek DPPH siipiiriicii etkiyi gostermistir.
ICs0 degerleri 8 ayr1 faz i¢in 0,520-32,8 pg/ml araliginda degisirken BHT ve BHA i¢in 8,28 ve
12,4 pg/ml olmustur [134].

Altun ve dig. (2013) Izmir’den hasat ettikleri bitkilerin etil asetat, metanol ve suyla ardisik
ekstraksiyonu ile aldigi tiriniin 500 pg/ml derisiminde %65,22 siipiiriicti etki 6lgerken [34]
Konya’dan toplanan bitkilerin metanollii ekstrelerde 200 pg/ml derisimden itibaren DPPH
radikalinin %80 kadar1 [124], Sanlurfa 6rneklerinin 200 pg/ml derigimi ile %25-48’1 [236],
Adiyaman orneklerinin 20 pg/ml derisimindeki ekstresi ile %20 kadar1 giderilmistir [238].
Italyan bitkisinde 12 pg/ml derisimde %33’liik bir siipiiriicii etki gdzlenmistir [123].

Calismamizda kullanilan yapraklarin en yiiksek DPPH siipiiriiciiligii etanolik ekstresinin 20
pg/ml derisiminde (%58), ¢igeklerin etanol-su ekstresinin 20 pg/ml derisiminde (%52,7)
goriilmiistiir. Buradan yola ¢ikilarak verilen ¢oziiciiler kullanildiginda ICso degerinin 20
pg/ml’nin altinda olacagi anlasilmaktadir. En etkili DPPH siipiiriicii ekstre olarak yapraklarin
etanollii ¢ozeltisi bulunmus, 40 pg/ml derisimde ortamdaki radikalin %90’indan fazlasin

uzaklastirdig1 hesaplanmistir.

Parzhanova ve dig. (2018) sulu H. perforatum L. ekstresinde etil alkol oraninin %0’dan %50’ye
ve %70’e ¢ikmasiyla DPPH siipiiriicii etkisinin az da olsa diistiigiinii belirtmistir [70]. Bizim

calismamizda da her iki bitki kismi1 i¢in de etanoliin antioksidan etkiyi arttirdigi belirlenmistir.

Elde edilen firiinlerin iyi birer DPPH siipiiriicli etki gosterdigi, dolayisiyla hidroksil grubuna
sahip serbest radikallerin notralize edilmesinde faydali olabilecegi gorilmistir. Etki
degerlerinin birbirinden farkli olmasi, diger konularda oldugu gibi bitkinin yetigsme yeri, hasat

zamani, ekstraksiyon yontemi ve ¢oziiciisii gibi nedenlere baglidir.



99

5.4. CALKALAMALI SISTEMDE EKSTRAKSIYON

Literatiirde H. perforatum L. bitkisinin hiperisin i¢erigi %0,03-0,3 olarak verilmektedir [125],
[139], [214]. Nait-Si ve dig. (2004) ise ham ekstrenin genellikle yaklasik %1 toplam hiperisin
icerdigini fakat yapilan caligsmalarin ¢ok biiylik bir kisminda bu degerin %0,5’in altinda
kaldigii belirtmistir [233]. Kurutma, 151k, bitkinin hasat donemi gibi etmenlerin toplam
hiperisin verimini degistirmedigi ile ilgili ifadeler bulunsa da [120] bitkinin maserasyonunun
gilineste bekletilerek saglandigi calismalarda hiperisin igeriginin azaldigina dair ¢alismalar
vardir [142]. Biyotip ve mevsim [188], [189], yetistigi ylikseklik, jeolojik 6zellikler [242] ile
ekstraksiyon yontemi ve ¢oziicli se¢imi hiperisin verimi lizerine etkilidir. Cossuta ve dig (2012)

hiperisin bakimindan ¢6ziiciiniin polaritesi arttik¢a verimin de arttigini ifade etmistir [196].

Litvanya’dan toplanan bitkilerin kloroform+metanol ekstraksiyonu triinlerinde goriilen en
yiiksek toplam hiperisin igerigi tomurcuklanma zamaninda %0,7, ¢igeklenme zamaninda %1
olmustur [243]. Literatiirde bunun disinda yer alan basit ekstraksiyon ¢alismalarinda ise H.

perforatum L. deki hiperisin igerigi %0,3 civarinda goriilmektedir.

Simdiye kadarki en yiiksek hiperisin igerigine Wang ve dig. (2014) yanit yiizey yOntemiyle
gerceklestirdikleri deneysel tasarim ¢aligsmasinda karsilasilmistir. Hesaplamalar sonucu en iyi
ekstraksiyon kosullar1 2 saatlik siirecin 90°C’de hacimce %77’lik etanol-su ile siirdiiriilmesi
olarak belirlenmistir. Bu kosullarda yiiriitiilen denemelerde ortalama %6,76 hiperisin igeren

tirtinler alinmustir [244].

Caligmamizda, en yiiksek toplam hiperisin igerigini saglayan ekstraksiyon kosullar1 25°C’de
%6011k aseton-su ile 120 dk’lik siirecte %0,477 olarak olgiilmiistiir. Suyla 80°C’de 120 dk’da
9%0,034 toplam hiperisin saglanirken metanolle 45°C’de 60 dk’da 90,106, %60°lik etanol-
aseton karisimiyla 45°C’de 120 dk’da %0,280, %80’lik etanol-su karigimiyla 55°C’de 120

dk’da %0,360 toplam hiperisin i¢eren iiriin elde edilmistir.

Bu degerlerin tiimiine bakildiginda asetonun ve etanoliin hiperisin kazaniminda islevsel olmasi
fakat birlikte kullanildiklarinda etkilerinin  diismesi, suyun karisimlardaki etkisini
gostermektedir. Farkli sicakliklarda farkli ¢oziicii bilesimleri 6ne ¢ikmistir. Fakat her durumda

gegcerli olan, siirenin 60 dk’dan uzun olmasi gerektigidir.

Metanoliin tek basina kullannominin suyla karisimlarindan daha etkili oldugu, metanoliin

digerlerine gbre hizli bir siire¢ saglamakla birlikte ekstraksiyon verimliliginin daha diisiik
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oldugu anlagilmistir. 60 dk’nin ardindan 120 dk’daki dl¢iimlerde toplam hiperisin oraninda
kiictik bir diisiis olmas1 metanoliin daha fazla hiperisin kazanamayacagini géstermistir. Coziicii

miktarmin arttirilmasi hiperisin igerigini arttirabilir.

5.5. BATARYA TiPi EKSTRAKTORDE EKSTRAKSiYON

Bu calismada, calkalamali sistemde yaptigimiz 6n denemeler ve literatiir bilgileri 15181nda
uygun ¢oziicli olarak hacimce %50’lik etanol-su karisimi kullanilmistir. Coziicii akis hiz1 62,5
ml/dk olarak se¢ilmistir. Yar1 siirekli sistemde, debinin yiliksek olmasi durumunda ¢oziicii
doygunluga ulasamazken ¢ok diisiik oldugunda ise {irtin alimi zorlagsmis ve uzun bir siireye

ihtiya¢ duyulmustur.

3 kolonlu sistemde 113 dk’da %0,40 toplam hiperisin i¢eren {iriin alinmistir. Kolon sayis1 4’e
cikarilip islem siiresi 165 dk’ya uzatildiginda bu oran %2,34’e ulasmistir. Sicakligin verimi
arttirict etkisi izlenmis olup bu parametrenin kolon sayisina gore daha etkili oldugu
anlagilmistir. Cok kolonlu calismalarda siire¢ sonlandirildiginda 6nceki kolonlardan alinan
orneklerde hiperisin varligi tespit edilmistir. Bu da siirecin daha uzun tutulmasi veya kolonlarin

yer degistirmesi halinde daha verimli bir iirlin alinacagin1 gostermektedir.

Karsilastirma yapilabilecek bir pilot 6lgekli ¢alismayr Koul ve Koul (2007) yapmustir. Bu
calismada, kesikli ve karistirmali bir sistemde etanol kullanarak %2,5 hiperisin igeren ekstreyi
%22,15 verimle elde edilmistir. Bu verime 15 kg bitkinin 100 litre etanolle her biri 1 saat siiren
3 kez ekstraksiyonuyla 75-80°C sicaklikta ulasiimistir [245].

Cossuta ve dig. (2012) 1 kg bitkinin 3 litre etanolle pilot Olgekli ekstraksiyonunu
gerceklestirmistir. 5 saat siiren islem sonunda Eyliil ayinda toplanan 6rneklerden 38 mg/kg,
Temmuz ayinda toplanan Orneklerden ise 60 mg/kg hiperisin elde edilmistir. Temmuz ay1
orneklerinin UV-Vis spektrofotometresiyle analizinde ise %0,085 toplam hiperisin l¢iilmiistiir
[196].

Bu iki caligmayla karsilastirildiginda ¢calismamizda kullanilan 4 kolonlu batarya tipi ekstraktor

sistemi 1yi bir etkinlik gostermistir.



101

5.6. SAFLASTIRMA

Ramezani ve Zamani (2017) bitkinin diklorometan ve sonra metanol:aseton (2:1) ile
ekstraksiyonu  sonrasi elde edilen riiniin  silika jel doldurulmus kolonda
metanol:aseton:diklorometan (75:10:15) ile saflastirilmasina ¢aligilmistir. Saf olarak elde

edilen hiperisin icerigi 5,105 mg/g olarak tespit edilmistir [215].

Smelcerovic ve dig. (2002) farkli saflastirma yontemlerini incelemistir. Uriinlerin hiperisin
icerikleri flas kolon kromatografisiyle %3,6, yiiksek hizli karsit akis kromatografisiyle %0,61,
XAD kat1 faz ekstraksiyonuyla %0,84, Sephadex kolon kromatografisiyle %73,5 oranlarina
yiikseltilmistir [246].

Karioti ve dig. (2009) 880 mg maddenin dietil eter ve etil asetat ile ardisik ekstraksiyonlari
sonrast metanolle Sephadex LH-20 ayristirmasi sonucunda %98 toplam hiperisin i¢eren 5,2 mg

tirtin elde edilmistir [214].

Hiperisin piridin-metanolik HCI karisiminda erime noktasi 300°C’nin iizerinde koyu kirmizi

ignecikler seklinde kristallenir [247].

Calismamizda incelenen kolon kromatografisi ve kristallendirme yontemleri literatiir
verileriyle karsilastirilmistir. Yiiriitilen kolon kromatografisi denemesinde toplam hiperisin
icerigi %0,0683 olan 0,2127 g/g kuru madde iiriin elde edilirken piridinle kristallendirme

denemesinde %0,1481 toplam hiperisine sahip 0,1148 g/g kuru madde {iriin saglanmistir.
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6. SONUC VE ONERILER

Hidrodestilasyon yontemi, ugucu yag iiretiminde sik kullanilan yontemlerden biridir. Bu tez
calismasinda Clevenger aparati ile gergeklestirilen bu yontem ile elde edilen ugucu yaglarin
verimleri ¢icekler i¢in 54 bilesenden olusan 9%0,27 (g/g) ugucu yag ve yapraklar i¢in 52
bilesenden olusan %0,68 (g/g) olarak bulunmustur. Bilesenlere bakildiginda, terpenik
bilesiklerin oraninin diisilk oldugu, alifatik hidrokarbonlar ve tiirevlerinin baskin oldugu
goriilmiistiir. One ¢ikan terpenik bilesenler monoterpen simifina dahil olup seskiterpen varligi
da dikkate deger orandadir. Ozellikle H. perforatum L. gigeklerinin yapisinin yapraklara gore
1stya karsi daha hassas olmasi nedeniyle hem kurutma asamasinda hem de hidrodestilasyon
sirasinda bazi bilesenlerini kaybettigi diistintilebilir. Bu nedenle, H. perforatum L. ugucu yag
caligmalarinda kurutmanin serin bir ortamda veya liyofilizasyon gibi bilesenlerin kaybini
onleyecek bir yontemle gergeklestirilmesi, hidrodestilasyon yerine buhar destilasyonu

kullanilmasi 6nerilmektedir.

Buhar destilasyonu ve hidrodestilasyonun yani sira anfloraj ve fermantasyon da ugucu yag
tiretiminde kullanilir. Polar ¢oziiciilerle iretilen H. perforatum L. ekstrelerinin ugucu
yaglarindan daha yiiksek antioksidan aktivitesine sahip olmasi [248] ve ugucu yag verimlerinin
diisiik olmasi nedeniyle piyasada daha ¢ok ekstreleri tiiketime sunulmaktadir [125]. H.
perforatum L., aromatik 6zelliklerinden ¢ok tibbi etkileri nedeniyle kullanilan bir bitkidir.
Geleneksel kullaniminda daha ¢ok antidepresif ve antimikrobiyal etkilerinden yararlanilmasi
amaglanirken, bitkinin azimsanmayacak bir antioksidan kapasitesine sahip oldugu da
bilinmektedir. Antioksidan kapasitesinin 6l¢iimiinde CUPRAC ve DPPH siipiirme yontemleri
kullanilmistir. CUPRAC antioksidan kapasitesi tayini, kullanilan en basit, en diisiik maliyetli
ve en yaygin kullanim alanina sahip yontemlerden biridir. DPPH radikalinin ortamdan
stiptiriilmesinin 6l¢iildiigii yontem de basit ve sik kullanilan yontemlerdendir. Etil alkol, su ve
etil alkol-su (1:1) ile elde edilen ekstrelerin antioksidan kapasiteleri, standart antioksidan olarak
kullanilan BHA, BHT ve C vitamini ile karsilastirildiginda BHT ve BHA’ya daha yakin
bulunmustur. 100 pg/ml ekstrelerin CUPRAC sonuglarina gore, yapraklarin etanol ile (33,35
ug/ml BHA ve 83,63 png/ml C vitamini) ve giceklerin etanol-su karisimiyla (21,78 pg/ml BHA

ve 30,99 pg/ml C vitamini) ekstraksiyon iiriinleri en yliksek kapasiteli tiriinler olmustur. DPPH
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siiptirme giicli sonuglar1 da genel olarak benzer sekildedir. Fakat daha diisiik derisimlerde
ortamdaki DPPH’1 gidermekte gorece yetersiz kalan sulu ekstrenin 80 pg/ml derigimin tizerinde
diger ekstrelerin Oniine gectigi goriilmistiir. Bununla birlikte, yapraklarin etanol igindeki 40
ug/ml, cigeklerin ise etanol-su i¢indeki 60 pg/ml derisime sahip ekstreleri optimum DPPH
stiplirme giiciine sahip bulunmustur. Bitkinin toplam fenolik madde igeriginin incelendigi
Folin-Ciocalteu yonteminin uygulanmasinda standart olarak pirokatesol kullanilmistir. 20-100
ug/ml pirokatesol esdegerlik araliginda toplam fenolik madde igerigi 200-1000 pg/ml
derisimdeki ekstrelerde goriilmiistiir. Buna gore, yapraklarin fenolik igerigi etanol, etanol-su ve
su ile elde edilen ekstrelerde 1000 pg/ml derisim igin sirastyla 82,96 pg/ml, 58,83 pg/ml ve
55,78 ng/ml olurken c¢icekler i¢in bu degerler 30,93 pg/ml, 44,52 pg/ml ve 39,24 ng/ml
olmustur. Fenolik igeriginden yararlanmak istendiginde H. perforatum L. yapraklarinin
etanollii ekstresinin tercih edilmesi, c¢igekler kullanilacak olursa etanol-su karisiminin

kullanilmasimin daha iyi olacagi anlasilmistir.

Bitkinin yagina rengini veren hiperisinin ekstredeki varligmin spektrofotometrik olarak
Olciilebilmesi ekstrelerin kalitesinin belirlenebilmesinde 6nemli bir avantajdir. Baslica 6zelligi
antidepresan etkili olan hiperisin psddo-, proto-, protopsddo- gibi tiirevleriyle birlikte toplam
hiperisin olarak adlandirilir ve bu bilesimin ekstre i¢indeki oran1 UV-Vis spektrofotometresinde
590 nm’de Olgiilen absorbans ile hesaplanir. Ekstraksiyon ¢6ziiciisii olarak etanol, metanol,
aseton ve bunlarin sulu karisimi kullanildiginda en yiiksek toplam hiperisin igerigi %60’lik
aseton-su karigimi ile 25°C’de 120 dk’lik siiregle elde edilmistir. 100 g kurutulmus ¢igekte
0,477 g toplam hiperisin tespit edilmistir.

Batarya tipi ekstraktorle yapilan calismada sicakligin, alkol-su karisiminin ve ¢oziicii debisinin
en verimli kosullart belirlendikten sonra 1, 3 ve 4 kolonlu sistemler i¢in toplam hiperisin verimi
incelenmistir. Zamanla alinan iiriin miktar1 aritmetik olarak artarken kazanilan hiperisin
iceriginin azalmasi nedeniyle {irlindeki hiperisin miktarinin arttig1 bilinmesine ragmen
absorbans azalmistir. Bu ylizden kesikli sistem i¢in gecerli olan formiil her bir kolon icin
uygulanmis ve her kolonda goriilen hiperisin kazanimi son iirlin i¢in toplanarak bulunmustur.
Yar kesikli bir sistem olan batarya tipi ekstraktorde silire¢ tamamlandiginda tiim kolonlarda
hala hiperisin igerigi bulundugu goriilmiistiir. Denemeler sona erdirilse de ger¢ekte daha uzun

siiren ve/veya kolonlar1 yer degistirilen bir sistemde verim daha yiiksek olacaktir.
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Hiperisin ve tlirevlerinin bitkide diisiik miktarda bulunmasi nedeniyle saflastirilmast
zahmetlidir. Farkli uygulamalar bulunsa da sistematize edilmis bir yontem heniiz literatiire
sunulmamistir. Hiperisin kazanimina uygunlugu anlasilan silika jel dolgu maddesi kullanilarak
gerceklestirilen kolon kromatografisinde elde edilen {irtin miktar1 kristallendirilen {iriin
miktarindan daha fazla olsa da UV-Vis spektrofotometresiyle dlciilen toplam hiperisin igerigi
daha diisiik olmustur. Daha biiyiikk miktarda bitki kiitlesiyle iglemlere baslamak, farkli
yontemleri ardisik olarak kullanmak, kolon kromatografisi igin literatiirde yer alanlarin

disindaki ¢6ziicii karisimlarini denemek Onerilebilir.
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EK-1

Python dilinde yazilan toplam hiperisin i¢erigi tahmin programi asagidaki gibidir:

from sklearn.linear model import LinearRegression
from sklearn.model selection import cross val score
from sklearn.ensemble import RandomForestRegressor
from sklearn.model selection import GridSearchCV
from sklearn.metrics import mean squared error

from sklearn.model selection import train test split
import numpy as np

import pandas as pd

import warnings

warnings.filterwarnings ('ignore')

'wget -

q https://gist.githubusercontent.com/Bhasfe/536e1503£83d038
047b2501654aff7ee/raw/cb205d91b91c0£f£f1£81210ee8al78ea00a80c
caa/hiperisin.csv

$matplotlib inline

%config IPCompleter.greedy=True

data = pd.read csv('hiperisin.csv', sep=';")

data['etanol over su'] = data['etanol over su'].str.replace
(","',".").astype (float)
data['hiperisin'] = data['hiperisin'].str.replace(',"',"'.").

astype (float)

data[['zaman', 'sicaklik', 'etanol over su']].values

y = data[['hiperisin']].values

X train, X test, y train, y test = train test split(X, y, t
est size=0.2, random state=44, shuffle=True)

lr = LinearRegression ()
lr.fit (X train, y train)
y _pred = lr.predict (X test)

print ("\nLinear Regression Test Errors:")

print ("MSE:",mean squared error(y test, y pred))

print ("RMSE:",np.sqgrt (mean_ squared error(y test, y pred)))
(

print ("R*2:",lr.score (X test, y test))
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parameters = {'n estimators':[100,200,300,500,700], 'criteri
on':['absolute error']}

search = GridSearchCV (estimator=RandomForestRegressor (), pa
ram grid=parameters, cv=5)

search.fit (X train, y train)

rf best = search.best estimator

rf = RandomForestRegressor (search.best params_ ['n estimator
s'1)

y pred = rf best.predict (X test)

print ("\nRandom Forest Test Errors:")

(
print ("MSE:",mean squared error(y test, y pred))
print ("RMSE:",np.sqrt (mean squared error(y test, y pred)))
(

print ("R*2:",rf best.score(X test, y test))

rf. fit (X, y)

Linear Regression Test Errors:
MSE: 0.006363667960818946
RMSE: 0.07977260156732352
R72:-0.07926496040635844

Random Forest Test Errors:

MSE: 0.0004918270659030696

RMSE: 0.022177174434608878
R”2:0.9165871440689779
RandomForestRegressor(n_estimators=200)

zaman = 60

sicaklik = 45

etanol over su = 0.6

precition = rf.predict(np.array([zaman, sicaklik, etanol ov
er sul) .reshape(l, -1))

print ("Prediction:", precition[0])



EK-2

EK-1’de verilen program kullanilarak hesaplanan hiperisin igerikleriyle deneysel olarak elde
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edilen hiperisin icerikleri ve bu degerler arasindaki hata ylizdesi asagida verilmistir.

ey S Sk Ewaisy DO e
miktar1 (%g/g) miktar1 (%g/g)
1 15 25 0 0,0027 0,0035 -29,385
2 30 25 0 0,0031 0,0031 -1,333
3 60 25 0 0,0039 0,0037 6,105
4 120 25 0 0,0037 0,0037 0,667
5 15 35 0 0,0055 0,0045 18,815
6 30 35 0 0,0031 0,0034 -9,333
7 60 35 0 0,0031 0,0034 -11,267
8 120 35 0 0,0035 0,0036 -2,059
9 15 45 0 0,0059 0,0066 -11,310
10 30 45 0 0,0078 0,0074 5,368
11 60 45 0 0,0084 0,0080 4,488
12 120 45 0 0,0090 0,0086 4,250
13 15 25 0,2 0,0205 0,0249 -21,610
14 30 25 0,2 0,0363 0,0321 11,661
15 60 25 0,2 0,0263 0,0262 0,359
16 120 25 0,2 0,0181 0,0255 -41,114
17 15 35 0,2 0,0246 0,0249 -1,250
18 30 35 0,2 0,0267 0,0288 -7,946
19 60 35 0,2 0,0213 0,0232 -8,812
20 120 35 0,2 0,0339 0,0307 9,529
21 15 45 0,2 0,0347 0,0387 -11,757
22 30 45 0,2 0,0548 0,0465 15,120
23 60 45 0,2 0,0310 0,0339 -9,563
24 120 45 0,2 0,0566 0,0480 15,277
25 15 55 0,2 0,0468 0,0410 12,298
26 30 55 0,2 0,0299 0,0363 -21,164
27 60 55 0,2 0,0201 0,0244 -21,194
28 120 55 0,2 0,0318 0,0335 -5,435
29 15 25 0,4 0,0921 0,0891 3,226
30 30 25 0,4 0,0956 0,0929 2,829
31 60 25 0,4 0,0948 0,0966 -1,981
32 120 25 0,4 0,1407 0,1263 10,269
33 15 35 0,4 0,0648 0,0702 -8,331
34 30 35 0,4 0,0791 0,0788 0,301
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35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
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120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120
15

35
35
45
45
45
45
55
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55
25
25
25
25
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35
35
35
45
45
45
45
55
55
55
55
25
25
25
25
35
35
35
35
45
45
45
45
55
55
55
55
25

04
04
04
04
04
04
04
04
04
04
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,6
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8
0,8

0,0846
0,0925
0,0993
0,1128
0,1065
0,1395
0,1442
0,1508
0,1288
0,1372
0,1442
0,1584
0,1938
0,2382
0,1441
0,1723
0,1979
0,2045
0,1895
0,2421
0,1943
0,2105
0,2279
0,2107
0,2981
0,2913
0,0779
0,1268
0,1856
0,2142
0,1201
0,1376
0,1809
0,2548
0,1659
0,2236
0,2107
0,3163
0,1707
0,1967
0,3282
0,3600
0,0244

0,0862
0,1026
0,1012
0,1077
0,1078
0,1303
0,1400
0,1442
0,1343
0,1396
0,1372
0,1581
0,1940
0,2278
0,1459
0,1656
0,1960
0,2186
0,1901
0,2254
0,2067
0,2313
0,2131
0,2129
0,2824
0,2930
0,0921
0,1249
0,1864
0,2262
0,1168
0,1384
0,1876
0,2445
0,1724
0,2127
0,2198
0,2910
0,1843
0,2025
0,3064
0,3458
0,0257

-1,842
-10,957
-1,940
4,505
-1,237
6,593
2,922
4,365
-4,285
-1,691
4,831
0,188
-0,062
4,352
-1,251
3,874
1,005
-6,904
-0,304
6,865
-6,385
-9,891
6,510
-1,054
5,265
-0,582
-18,112
1,511
-0,393
-5,609
2,719
-0,527
-3,666
4,023
-3,868
4,858
-4,320
8,010
-7,995
-2,918
6,630
3,944
-5,202
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78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88

30
60
120
15
30
60
120
15
30
60
120

25
25
25
35
35
35
35
45
45
45
45

= T = T = T T S e T S =

0,0279
0,0353
0,0472
0,0267
0,0373
0,0414
0,0498
0,0332
0,0480
0,0656
0,0917

0,0303
0,0371
0,0486
0,0280
0,0352
0,0410
0,0502
0,0391
0,0469
0,0598
0,0785

-8,434
-5,215
-2,952
-5,031
5,747
1,094
-0,798
-17,772
2,222
8,894
14,418




