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Ozet: Bu calismanin amaci Hyoscyamus reticulatus’dan elde edilen hekzan ve su oziitlerinin antioksidan
kapasitelerini ve antimikrobiyal etkilerini belirlemektir. Antioksidan kapasite radikal siipiirme (DPPH testi),
toplam antioksidan kapasite, demir ve bakir indirgeme testlerini igeren dort farkli test sistemi ile arastirildi.
Antimikrobiyal etki sivi mikro diliisyon metodu ile degerlendirildi. Fosfomolibdat testi (total antioksidan
kapasite) disinda, su 6ziitiiniin hekzan 6ziitiinden daha yiiksek antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Toplam fenolik miktar1 hekzan ve su oOziitinde sirasiyla 15.86 mg GAE/g ve 24.25 mg GAE/g olarak
bulunmustur. Ek olarak, hekzan 6ziitii su 6ziitiine kiyasla 6nemli bir antimikrobiyal etki gdstermistir. Bu galisma
ile elde edilen sonuglar agikca Hyoscyamus reticulatus’un oksidatif ve enfeksiyoz siireclerde, dogal ajanlarin bir
kaynagi olarak 6nemli bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Hyoscyamus, Antioksidan, Antimikrobiyal, Fenolik, Tiirkiye.

A STUDY ON ANTIOXIDANT AND ANTIMICROBIAL PROPERTIES OF HEXANE
AND WATER EXTRACTS FROM HYOSCYAMUS RETICULATUS

Abstract: The aim of this work was to determine antioxidant capacities and antimicrobial
effects of hexane and water extracts from Hyoscyamus reticulatus. The antioxidant capacity was screened by
four different test systems including radical scavenging (DPPH assay), total antioxidant capacity, ferric and
cupric reducing powers. Antimicrobial effects were evaluated with broth micro dilution method. It was
determined that water extract had higher antioxidant activity than hexane extract, except for
phosphomolybdenum assay (total antioxidant capacity). Amount of total phenolics in hexane and water extracts
were found as 15.86 mgGAE/g and 24.25 mgGAE/g, respectively. Moreover, hexan extract has exhibited
significant an antimicrobial effect as compared to water extract. Results obtained in this work clearly indicate
that Hyoscyamus reticulatus has significant potential as a source of natural agents for the management of

oxidative and infectious process.

Keywords: Hyoscyamus, Antioxidant, Antimicrobial, Phenolic, Turkey.
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1. Giris

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) biyomolekiiller {izerinde oksidatif hasara sebep olan serbest
radikallerdir. Radikal tiirlerinin asir1 Giretimi “oksidatif stres” olarak isimlendirilir. Oksidatif stres ise
kanser, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet, tiimorler, romatoid artrit ve epilepsi gibi gesitli
hastaliklara sebep olmaktadir (Hof ve ark., 1999; Guler, 2012). Bu hastaliklarin énlenmesi bakimidan
viicutta antioksidanlarin varligi ve miktar1 6nemlidir. Antioksidanlar okside olabilen bilesiklerin
oksidasyonunu Onleyerek viicutta oksidatif stres ile iliskili hastaliklarin riskini azaltic1 rol
oynamaktadirlar. (Meral ve Dogan, 2006 ).

Antioksidanlar sentetik ve dogal olmak iizere iki temel kategoriye ayrilirlar (Hall ve Cuppett,
1997). Biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve Biitilenmis hidroksitoluen (BHT) gibi sentetik
antioksidanlar bu ylizyilin bagindan beri gidalarda antioksidan olarak kullanilmaktadirlar. Ancak bu
bilesikler birgok toksik etkiye sahip olduklari i¢in kullanimlar1 kisitlanmistir. Bu sebepten dolayr dogal
antioksidanlara olan ilgi oldukc¢a artmustir (Ito ve ark., 1983). Tibbi bitkilerden elde edilen ekstraktlar;
ham veya islenmemis gidalarin muhafazasi, farmasotik, alternatif tip ve dogal tedavilerde kullanimi
dahil pek ¢ok uygulamanin temelini olusturmaktadir (Dulger ve Gonuz, 2004). Son yillarda
mikroorganizmalarin antibiyotiklere kars1 direng kazanmalar1 ve yeni patojen mikroorganizmalarin
kesfinden dolay1 giiniimiizde arastirmacilar, tibbi bitkilerin antimikrobiyal 6zelliklerini arastirmaya
yonelmislerdir (Naz ve ark. 2007).

Solanaceae familyasina ait olan Hyoscyamus cinsi Tirkiye’de 6 tiir ile temsil edilmektedir. Bu
tirler Hyoscyamus albus L., Hyoscyamus aureus L., Hyoscyamus leptocalyx Stapf., Hyoscyamus niger
L., Hyoscyamus pusillus L. ve Hyoscyamus reticulatus L. tirleridir (Davis, 1978). Hyoscyamus tiirleri
hyosiyamin ve skopolamin gibi tropan alkoloidlerin &nemli bir kaynagidir ve bu alkoloidler,
midriyatik, antispazmodik, antikolinerjik, analjezik ve sedatif ozelliklerinden dolay1r yaygin olarak
kullamlmaktadirlar. (Supria 1998; Bahmanzadegan ve ark. 2009). Yukarida bahsedildigi gibi
Hyoscyamus tiirlerinin 6nemli farmakolojik 6zelliklere sahip olmasi arastiricilarin dikkatini ¢ekmis ve
bu tiirlerle ilgili antioksidan ve antimikrobiyal ¢aligmalar rapor edilmistir (Guler, 2011; Singh ve
Pandey, 2009; Dulger ve ark., 2010; Ebrahimzadeh ve ark., 2009; Bahmanzadegan ve ark., 2009). Bu
calismada, Hyoscyamus reticulatus’un su ve hekzan oOziitlerinin antioksidan ve antimikrobiyal
ozelliklerinin aragtirilarak bu tiirlerin farmakolojik ve saglik agisindan énemlerinin ortaya konmasi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot

Calisma kapsaminda kullamilan H. reticulatus L. Selguk Universitesi Alaeddin Keykubat
Kampiisii civarindan ¢iceklenme doneminde toplanmis olup Selguk Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Boliimii Ogretim Elemanlarindan Dr. Evren Yildiztugay tarafindan taksonomik olarak teshis
edilmistir. Ornekler toplanip gdlgede kurutulduktan sonra degirmende iyice toz haline getirildi. Toz
haline gelen orneklerden yaklasik 15 gr tartilip sokslet diizeneginde 6 saat siireyle hekzan
ekstraksiyonuna tabii tutuldu. Oziitleme sonunda &ziit filtre kagidindan (Whatman mavi band)
stiziildii. Daha sonra ¢oziicii rotary evaporatorde 40°C’de tamamen buharlastirildi. Su 6ziitii i¢in ise 5
g bitki 200 ml kaynar su ile 15 dk karistirild1 ve su liyofilize edildi. Ele gegen ham 6ziitler antioksidan
kapasite testleri uygulanincaya kadar -20°C’de saklandi.

2.1. Toplam fenolik madde tayini (Folin yontemi)

Bitki dziitlerinin konsantrasyonu 2 mg/ml olacak sekilde hazirlandi. Bunun i¢in 20 mg bitki
tartilip 10 ml metanolde ¢oziildii. Bitkisel droglardan 200 pl ayr1 deney tiiplerine alindi. Daha sonra
her bir tiipe 1.5 ml su ve 0.5 ml %2’°lik Na,CO; ¢ozeltisinden eklendi. 3 dakika beklendikten sonra 0.1
ml Folin-Ciocalteu reaktifi ilave edildi. Karigim oda sicakliginda karanlikta 2 saat bekletildikten sonra
760 nm’de absorbanslari dl¢iildii. Toplam fenolik madde icerigi gallik asit es degeri olarak verildi (mg
GAE/g) (Singleton ve Rossi, 1965).
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2.2.Total Flavonoid Tayini

2 mg/ml konsantrasyonda hazirlanan bitki oziitleri (1 ml) ayn1 miktarda %2’lik AICl; ile
karistirildi ve daha sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Orneklerin absorbanslar1 415
nm’de okundu. Toplam flavonoid igerik rutine esdeger olarak hesaplandi (mg RE/g) (Arvouet-Grand
ve ark., 1994).

2.3. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi (Fosfomolibdat Testi)

Metodun esast Mo (VI)’nin Mo (V)’e indirgenmesi ve asidik ortamda yesil renkli fosfat/Mo
(V) kompleksinin olusumuna dayanir. Metotta Oncelikle bitki Oziitlerinin farkli konsantrasyonda
¢ozeltileri hazirlandi. Bitkisel ¢ozeltilerden 0.3 ml bir tlipe alindi ve bunun iizerine reaktif
cozeltisinden (0.6 M H,SO4, 28 mM Na,HPO4 ve 4 mM Amonyum molibdat) 3 ml eklendi. Tiipler
kuvvetlice karistirilip 95°C°de 90 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda ¢dzeltilerin absorbansi
695 nm’de okundu (Prieto ve ark., 1999).

2.4. DPPH siipiirme etkinligi

Farkli konsantrasyonlardaki bu bitkisel ¢ozeltilerden 1 ml alinip bunun iizerine 1 ml
konsantrasyondaki DPPH ¢ozeltisinden (final konsantrasyonu 0.2 mM) ilave edildi. Tipler agizlar
kapatilip kuvvetlice karistirildiktan sonra oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildi. Bu siire
sonunda absorbanslar 517 nm’de okundu. Bitkisel ¢ozeltilerin inhibisyonu asagidaki denklemden
hesaplandi (Sarikurkcu ve ark., 2009). Kontrol ¢6zeltisi olarak 6ziit yerine metanol eklendi.

inhibisyon(%)=((Akomml-Aémek)/ Akomml)x 100

2.5. Bakwr indirgeme giicii (CUPRAC testi)

Bitki dziitlerinin 0.5 mg/ml ile 2 mg/ml arasindaki farkli konsantrasyonlar1 kullanildi. Metotta
oncelikle her bir deney tiipiine 1 ml CuCl,.2H,O (10° M), 1 ml amonyum asetat (1M), 1 ml
neokuproin (7.5x10° M) ¢ozeltileri ile 0.6 ml saf su eklendi. Daha sonra her bir tiipe bitkisel
cozeltilerden 0.5 ml eklenip iyice karistirildi. Tiipler agizlar1 kapali bir bicimde oda sicakliginda
karanlikta 30 dakika beklendi. Bu siire sonunda ¢ozeltilerin absorbanslar1 450 nm’de okundu (Apak ve
ark., 2006).

2.6. FRAP/TPTZ testi

FRAP metodu bitkisel oziitlerin Fe (III)/TPTZ kompleksini Fe(II))TPTZ kompleksine
indirgemesi prensibine dayanir. Bitkisel 6ziitlerden (0.5, 1 ve 2 mg/ml) 0,1 ml alinip {izerine 2 ml
FRAP reaktif karisimi eklendi. Reaktif karigimi 10:1:1 oraninda asetat tamponu (0.3 M, pH:3.6), 40
mM HCI iginde 10 mM TPTZ ve 20 mM FeCl; igerir. Bu sekilde hazirlanan tiipler 30 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi ve absorbanslar1 593 nm‘de okundu. (Aktumsek ve ark., 2013).

2.7. Antimikrobiyal Degerlendirme

H. reticulatus 'un su ve hekzan oziitlerinin antimikrobiyal aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Klebsiella pneumoniae
ATCC 70603, metisilin direngli Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA), Salmonella enteritidis
ATCC 13076, Streptococcus pneumoniae ATCC 10015, Sarcina lutea ATCC 9341 ve Candida
albicans suslar1 kullanildi. Kullanilan bu standart mikroorganizma suslar1 Selguk Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji boliimii Mikrobiyoloji Aragtirma Laboratuvari’ndan temin edildi.

Antimikrobiyal aktiviteyi belirlemek i¢in sivi mikrodiliisyon metodu kullanilmistir. Bunun
icin kullanilacak standart mikroorganizmalar Brain-Heart Infusion Broth (Merck) besiyerine ekilerek
37°C’de bir gece inkiibasyona birakilmigtir. Deneyde steril U seklinde kuyucuklar1 olan
mikropleytlerin her kuyucuguna 100 ul Mueller-Hinton Broth besiyeri ilave edildi. Kuyucuklardaki
inokulumun son konsantrasyonu 5 x 10° koloni olusturan birim (kob)/ml ve Hyoscyamus Oziitlerinin
konsantrasyonu ise 5- 0.0024 mg/ml olacak sekilde ayarlandi. Pozitif kontrol olarak Gentamisin
antibiyotigi kullamild1. Pleytler 37 °C’de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda kuyucuklara
20 ul 2,3,5-trifenil tetrazolium chloride (% 0.5) soliisyonu eklenerek 37 °C’de 30 dakika tekrar
inkiibasyona birakildi. Bu siire sonunda gozle goriilebilir bir tiremenin olmadigi, yani pembe- kirmizi
renk vermeyen son kuyucuk MiK (Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu) olarak degerlendirildi (Kog
ve ark, 2013).
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3. Arastirma Sonuglar ve Tartisma

Bitkisel fenolik bilesikler olduke¢a giiglii antioksidan 6zellige sahiptirler. Bu durum o6zellikle
yapisindaki hidroksil gruplarinin varligindan, giiclii metal selatlama kapasitelerine sahip olmalarindan
ve kararli kimyasal yapisindan kaynaklanmaktadir. Bu durumla baglantili olarak basta fenolik
maddeler olmak iizere dogal antioksidan kaynaklari biinyelerinde fazla miktarda iceren bitkilerin
tiketiminin artirilmasi ile koroner kalp hastaliklari, kanser gibi hastaliklara yakalanma riskinin
azalmasi arasinda pozitif bir korelasyon vardir (Halliwell, 2007; Rios ve ark., 2009). Fenolik
bilesiklerin igerisinde en 6nemli grubu flavonoidler olusturmaktadir ve fenolik bilesiklerin sorumlu
oldugu etkiler 6zellikle flavonoidlerden kaynaklanmaktadir (Kessler ve ark., 2003; Yu ve ark., 2005).
Flavonoidler halka yapilarindaki farkliliklara gore isoflavonlar, flavonlar, flavanonlar, flavanollar,
flavonollar ve antosiyaninler olarak alt1 sinifta ayrilmaktadir (Feredioon ve ark., 1992). Caligilan
oziitlerin toplam fenolik igerigi gallik aside esdeger olarak hesaplanmistir. Toplam fenolik igerik su ve
hekzan oziitlerinde sirasiyla 24.25 mgGAE/g ve 15.86 mg GAE/g olarak belirlenmistir. Flavonoid
icerik ise rutine esdeger verilmis ve su Oziitiinde 26.85 mg RE/g, hekzan oziitiinde ise 5.47 mg RE/g
olarak tespit edilmistir (Sekil 1). Guler (2012) H. reticulatus’un aseton, etanol ve metanol 6ziitlerinin
antioksidan ozelliklerini arastirmis ve fenolik igerigi sirasiyla 6.72 mg GAE/g, 130.06 mg GAE/g ve
22.27 mg GAE/g olarak belirlemistir. Bu sonuglara gére ayni bitkinin su Oziitii aseton ve metanole
kiyasla daha yiiksek fenolik icerige sahiptir.

30 -
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M Toplam Fenolik (mgGAE/g
15 - oziit)
10 - Toplam Flavonoid (mgRE/g
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5 i T
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Hekzan Su

Sekil 1. H. reticulatus’un hekzan ve su 6ziitlerinin toplam fenolik ve flavonoid igerikleri

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) azot kopriisiinde eslesmemis bir elektron tasiyan stabil bir
serbest radikaldir (Eklund ve ark., 2005). Yontemde antioksidan kapasitesi tayin edilecek ekstrakta
DPPH ¢ozeltisi ilave edilir. DPPH serbest radikali bir hidrojen aldigi zaman sari1 renkli difenil
pikrilhidrazine doniisiir. DPPH ¢6zeltisine antioksidan ilave edildiginde absorbansda bir diisiis
meydana gelir ve renk sartya doner. DPPH™ ile antioksidan bilesik arasinda gergeklesen reaksiyon
Sekil 2’de gosterilmistir.

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan hekzan ve su 6ziitiiniin DPPH radikali {izerine etkisi
Sekil 3’de gosterilmistir. Konsantrasyona bagli olarak bitkisel ekstraktin konsantrasyonu arttikca
radikal siiplirme aktivitesi de artmistir. Tiim konsantrasyonlarda su &ziitii, hekzan 6ziitliine kiyasla daha
yiiksek etkinlik sergilemistir. Su 6ziitii 2 mg/ml konsantasyonda hekzan &ziitiine kiyasla yaklasik 2.5
kat daha gii¢lii radikal giderici etki sergilemistir. Bu durum su 6ziitiindeki fenoliklerin yliksek seviyesi
ile agiklanabilir.
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Sekil 2. DPPH radikali ve antioksidanlar arasindaki reaksiyon
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Sekil 3. Farkli konsantrasyonlarda hekzan ve su oziitlerinin DPPH radikali siiplirme aktivitesi

Bitkilerin indirgeme giicii antioksidan potansiyellerinin degerlendirilmesinde oldukca
onemlidir. Ozellikle indirgeme giicii testleri antioksidan bilesiklerin elektron verme yeteneklerinin bir
gostergesidir. Bu amagla kapsaminda H. reticulatus’un hekzan ve su Oziitlerinin bakir ve demir
indirgeme giicii arastirildi. FRAP testi, bitkisel ekstraktin Fe”/TPTZ’yi Fe"/TPTZ’ye indirgenmesine
ve bu durumun 595 nm spektrofotometrik olarak incelenmesine dayanir. Bu test sisteminde yiiksek
absorbans yiiksek demir indirgeme potansiyelini gostermektedir. Calisilan konsantrasyonlarda H.
reticulatus™un su Oziitli hekzana kiyasla daha giiclii demir indirgeme potansiyeline sahiptir (Sekil 4).
Yapilan ¢ok sayida ¢alismada bu metot ile diger kapasite tayin testleri arasinda gii¢lii bir korelasyon
bulundugu rapor edilmistir (Ozturk, ve ark., 2007; Celep ve ark., 2012). CUPRAC ozellikle son
zamanlarda bitkisel ekstraklarin antioksidan kapasitelerin belirlenmesinde siklikla kullanilmaktadir.
Metot Ozellikle basit, kolay yorumlanabilmesi ve 6zel bir ekipmana ihtiyag gdstermemesi ile son
yillarda olduk¢a popiilerdir. Metodun esasii fenolik bilesiklerin bakir(Il)-neokuproin kompleksini
bakir (I)-neukuproin kompleksine indirgemesi ve kompleksin 450 nm’de maksimum absorbans
gostermesine dayanir. Metotta yliksek absorbans yiiksek antioksidan kapasiteyi gostermektedir (Sekil
5). Demir indirgeme metodunda oldugu gibi su 6ziitii ¢alisilan konstrasyonlarda hekzan oziitiine
kiyasla daha gii¢lii bakir indirgeme potansiyeline sahiptir.
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Sekil 4. Farkli konsantrasyonlarda hekzan ve su 6ziitlerinin FRAP testinde demir indirgeme giicli
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Sekil 5. Farkli konsantrasyonlarda hekzan ve su oziitlerinin CUPRAC testinde bakir indirgeme giicii

Fosfomolibdat testi son zamanlarda 6zelikle kolay olmasi1 ve kullanilan reaktiflerinin ucuzlugu
nedeniyle olduk¢a sik uygulanmaktadir. Metodun temel o&zelligi asidik ortamda antioksidan
bilesiklerin Mo (VI)’y1 Mo(V)’e indirgemesi ve sonugta yesil renkli fosfat/Mo (V) olusmasina
dayanmaktadir. Olusan bu bilesik 695 nm’de absorbsiyon gostermektedir. Absorbansin yiiksek olmasi
ile aktivite dogru orantilidir. Bu sekilde hekzan &ziitii ¢alisilan konsantrasyonlarda su dziitiine kiyasla
daha yiiksek aktivite gostermistir (Sekil 6). Bu testin sonuglari diger antioksidan testler ile
kiyasladiginda farklilik gostermektedir. Bunun sebebi bu testte fenolik bilesikler digindaki diger
bilesiklerinde indirgeyici ajan olarak gorev yapmasidir. Bir¢ok calismada da bu test ile basta fenolik
icerik olmak tizere diger testler arasinda zayif veya negatif bir iliski bulundugu rapor edilmistir
(Albayrak ve ark., 2010; Kubola ve Siriamornpun, 2008).
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Sekil 6. Farkli konsantrasyonlarda hekzan ve su oziitlerinin fosfomolibdat testi aktiviteleri

H. reticulatus’un su ve hekzan oOziitlerinin antimikrobiyal etkisi Ko¢ ve ark. (2013)’nin
metoduna gore sivi mikro diliisyon yontemiyle belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 1’de
gosterilmistir. Elde edilen bulgulara gore Hyoscyamus’un su Oziitiiniin Streptococcus pneumoniae
standart bakterisine karsi 5 mg/ml konsantrasyonda antimikrobiyal etki gosterdigi, fakat kullanilan
diger standart mikroorganizmalara karsi antimikrobiyal etki gostermedigi belirlenmistir.
Hyoscyamus’un hekzan 6ziitiintin Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa , Klebsiella pneumoniae,
metisilin direngli Staphylococcus (MRSA), Salmonella enteritidis bakterilerine kars: belirlenen MiK
degeri 5 mg/ml , Streptococcus pneumoniae bakterisine karsi ise 2.5 mg/ml olarak tespit edilmistir.
Ayrica hekzan 6ziitiiniin Candida albicans susuna karsi da 2.5 mg/ml konsantrasyonda antifungal bir
etki gosterdigi saptanmustir. Calismada yiiksek oranda bir antimikrobiyal aktivite gdzlenmemesine
karsin, H. reticulatus’un hekzan ekstraktinin su 06ziitiine gore daha yiiksek antimikrobiyal aktiviteye
sahip oldugu goriilmiistiir.

Tablo 1: Hyoscyamus 6ziitlerinin kullanilan mikroorganizmalara kars1 belirlenen MIK degerleri

Hyoscyamus Ekstraktlarimin Gentamisin

Mikroorganizmalar MiK Degerleri (mg/ml) MiK Degerleri

Su Hekzan (mg/ ml)
Escherichia coli ATCC 25922 - 5 0.00006
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 - 5 0.00024
Klebsiella pneumoniae ATCC 70603 - 5 0.00195
Staphylococcus aureus ATCC 43300
(MRSA) - 5 0.00012
Salmonella enteritidisATCC 13076 - 5 0.00024
Streptococcus pneumoniae ATCC 10015 5 2.5 0.00006
Sarcina lutea ATCC 9341 - 5 0.00012
Candida albicans - 2.5 0.00097

Bu calisma, H. reticulatus ¢oziicii dziitlerinin kolay elde edilebilir bir dogal biyolojik ajanlarin
bir kaynagi oldugunu, bu baglamda farmasotik, eczacilik ve gida endiistrisinde katki maddesi olarak
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kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak Oziitlerdeki aktiviteden sorumlu etken bilesenler belli
degildir. Bu sebeple daha sonraki ¢alismalarda bu bilesenlerin belirlenmesi ve aktivite ¢alismalarinin
in vivo sartlarda da yapilarak sonuglarin in vitro sonuglarla bir kez daha paralel degerlendirilmesi
Onerilmektedir.
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