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Ozet

Dilinyanin birgok yerinde bulunan Hypericum perforatum Ulkemizde “kili¢ otu” ya da “sari kantaron”
olarak bilinmektedir. Turkiye’nin iklimi kili¢ otu i¢in oldukg¢a uygundur. Astim, mide ulseri, midede asit fazlaligi,
akciger hastaliklari, damar sertligi ve sinir iltihaplarinda da faydali oldugu bilinmektedir. Bu galismada Ardahan
yoresinden toplanan ve Hypericaceae familyasina ait olan kilic otunun antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri
incelenmistir. Kurutulmus bitki numunesi ethanol ve metanol ile ekstrakte edilmistir. Kilic otu ethanol ve
metanol ekstraktlarinin antimikrobiyal aktivitesi Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538), Bacillus megaterium, Escherichia coli, Yarrovia lipolytica, Candida albicans ve Saccharomyces
cerevisiae’ya karsi test edilmistir. Bitkilerin hayati mekanizmalarina katilan glutatyon (GSH) duzeyi
spektrofotometrik olarak, toplam antioksidan kapasiteleri (TAK) ise ELISA yontemi ile dlgllmistir. Analizler
sonucunda kilig otu metanol ekstraktinda etanol ekstraktina oranla daha yliksek antibakteriyel aktiviteye
rastlanirken, her iki ekstraktta da antifungal etki g6zlenmemistir. Ornekler GSH diizeyi bakimindan ¢éziiciilere
gore farklilik géstermistir. Toplam antioksidan kapasite 6lglimlerinde ise anlamli sonuglar elde edilmistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal, antioksidan, kili¢ otu, Hypericum perforatum, glutatyon.

Investigation of Antimicrobial and Antioxidant Effects of Kili¢ Otu Plant (Hypericum
perforatum) in Ardahan Region

Abstract

Hypericum perforatum, which is found in many parts of the world, is known as "kilic otu" or "sari
kantaron" in our country. The climate of Turkey is the most suitable climate for kili¢ otu. It is known to be
beneficial in asthma, stomach ulcer, excess acid, lung diseases, and arteriosclerosis and nerve inflammation. In
this study the antimicrobial activities and antioxidant capacity of kilic otu samples which belongs to
Hypericaceae family was investigated. The dried plant samples were extracted with ethanol and methanol.
Methanol and ethanol extracts of kilig otu was tested for antimicrobial activity against Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), Staphylococcus aureus (ATCC 6538), Bacillus megaterium, Escherichia coli, Yarrovia
lipolytica, Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae. The measurements of glutathione (GSH) levels
which participate in vital mechanism of plants were done spectrophometrically and total antioxidant capacity
(TAC) was done by ELISA method. The methanolic extract of kili¢ otu exhibited higher antibacterial activity than
ethanolic extract, but both extracts did not display antifungal effect. GSH levels are various in different
solvents. The results showed that the all the studied species have significant results of total antioxidant
capacity.

Key words: Antimicrobial, antioxidant, kili¢ otu, Hypericum perforatum, glutathione.

Giris ilgi olduk¢a artmistir. Bunun baslica nedenleri
Son vyillarda tibbi bitkilerde bulunan dogal arasinda patojen mikroorganizmalarin
antioksidanlara ve bitki antimikrobiyallerine olan antibiyotiklere karsi direng gelistirmesi,
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antibiyotiklerin istenmeyen vyan etkilere sahip
olabilmesi ve oksidatif stresin kanser ve diyabet
gibi bircok hastaligin epidemiyolojisinde rol
aldiginin tespit edilmesidir.

Hypericum perforatum L. (St. John's Wort,
SJW), uzun bir farmasétik uygulama gegmisi olan,
diinyada yaklasik 450 tir ile dagilim gosteren
geleneksel, ¢ok yillik bir tibbi bitkidir (Altun ve ark.,
2013). Hypericum cinsi Turkiye florasinda 89 tirle
temsil edilmektedir (Davis ve Cullen, 1984).
Anadolu'da sari kantaron, binbirdelik otu, kili¢ otu,
kanotu, mayasil otu gibi bircok yerel isimle
bilinmektedir (Altun ve ark., 2013). John's Wort'un
cicekli bolimlerinin zeytinyag 6zUti depresyon,
peptik Ulserler, kesikler, yaniklar, dispepsi, karin
agrilari, bakteriyel enfeksiyonlar, migren bas
agrilari ve siyatik agrisina karsi kullanilan popiler
bir halk ilacidir (Stintar ve ark., 2010). Kili¢ otunun
antidepresan,  antienflamatuar, antiepileptik,
analjezik ve vyara iyilesmesi etkileri oldugu
bildirilmistir (Dost ve ark., 2009). GUnimuzde,
hidro-alkolik ekstrelere dayanan formiilasyonlarin
yani sira lipofilik SIW preparatlari, cilt ve deri alti
doku bozukluklarinin  kiicik inflamasyonlarinin
semptomatik tedavisinde de kullaniimaktadir
(Heinrich ve ark., 2017).

Reaktif oksijen tirleri (ROS) normalde
aerobik hiicrelerin metabolizmasinda meydana
gelen birgcok redoks islemi ile Uretilir. Bu turler
oldukga reaktif ve hicrelere zararhdir. Yok
edilmezlerse proteinler, DNA ve lipidler gibi 6nemli
molekillere zarar verebilirler. Hicreler, ROS'un
zarar verici etkilerini 6nlemeye yardimci olan
antioksidan enzimler ve nonenzimatik bilesikler de
dahil olmak (izere birgok savunma mekanizmasini
barindirmaktadir (Silva ve ark., 2005). Oksidatif
stres, Alzheimer hastaligi (Behl ve Mosmann, 2002)

gibi norodegradatif bozukluklarin gelisiminde
onemli bir rol oynayabildigi gibi; kanser,
arteriyoskleroz ve romatizma gibi  kronik

hastaliklarin gelisiminde de etkilidir (Halliwell,
1999). Yapilan galismalar Hypericum perforatum
bitkisinin zengin flavonois igerige sahip oldugunu
ve antioksidan etkinliginin serbest radikalleri
temizleme, metal selati ve serbest radikalleri
baskilama seklinde olabilecegini bildirmislerdir (El -
Sherbiny ve ark., 2003; Zou ve ark., 2004).

Oksidatif  hasari  6nlemeye  yardimci
olabilecek tibbi ve diyet bitkilerinde bulunan
fenoller, yani dogal antioksidanlara ilgi artmaktadir
(zheng ve Wang, 2001). Artan serbest radikal
olusum durumlarinda, diyet antioksidanlarinin
alimi yoluyla endojen antioksidanlarin takviyesi,
oksidatif olarak hasar goérmis molekillerin
kiimalatif etkilerinin azaltiimasinda 6zel 6nem
taslyabilir (Rahiman ve ark., 2013).
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Bu bilgiler 1siginda c¢alismada Ardahan
yoresinde yetisen ve halk arasinda siklkla
kullanilan kilig otu bitkisinin antimikrobiyal ve
antioksidan etkinliginin belirlenmesi amaglanmistir.

Materyal ve Yontem

Kilig otu 6rnekleri, Haziran 2017’de Ardahan
ili Posof ilgesi Turkgdzi kdylinun Gurcistan sinirina
yakin bolgesinden (Rakim: 1218 m) toplanmustir.
Toz ve toprak kalntilarindan arindirilan bitki
ornekleri oda sicakhiginda golgede kurutulmus ve
mutfak tipi o6guatict yardimiyla toz haline
getirilmistir.

Ekstraktlarin hazirlanmasi

Toz halinde getirilmis olan bitki 6érneginden
10’ar g tartilmis ve Uzerlerine ayri ayri 300 ml
metanol (pi: 6.6) ve 300 ml etanol (pi: 5.2)
eklenerek 8 saat boyunca Soxhlet sistemi
aracihgiyla ekstrakte edilmistir. Elde edilen
ekstrakt, rotary evaporator (SciLogex RE100-Pro)
ile konsantre edilmistir. Elde edilen ekstraktlar
steril mikrofiltre (0.2 pum goézenek capli, Sartorius
Minisart® Syringe Filter) ile sterilize edilmis ve
kullanima kadar -20 °C’'de muhafaza edilmistir.

Antimikrobiyal aktivitenin belirlenmesi
Antimikrobiyal aktivite analizlerinde kilig
otuna ait etanol ekstrakti igin disk diflizyon metodu
kullanilirken, metanol ekstrakti igin agar kuyu
diftizyon yontemi kullanilmistir (Collins ve ark.,
1989). Test mikroorganizmasi olarak Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027, Escherichia coli, Bacillus
megaterium, Staphylococcus aureus ATCC 6538,

Yarrovia  lipolytica,  Candida  albicans ve
Saccharomyces cerevisiae  kullanilmistir.  Test
maddesi olarak herbir ekstrakttan 100’er pl

kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak ise Ampicillin
disk kullanilmistir. Petriler 37 °C’de 48 saat inkiibe
edilmis ve olusan inhibisyon zonlari dijital kumpas
ile ve mm olarak 6l¢tilmistir. Analizler Gg tekrarli
olarak gergeklestirilmis ve ortalama degerleri
kullanilmistir.

Biyokimyasal analizler

Glutatyon (GSH) dizeyleri
spektrofotometrik yontemle olcilmustir (Sedlak
ve Lindsay, 1968). 5,5-dithiobis-2-nitrobenzoic asit
ile 6rneklerdeki GSH’In reaksiyonu ile olusan son
Urlin 410 nm’de spektrofotometrik olarak okunmus
ve sonuglar mmol/l olarak ifade edilmistir.

Toplam antioksidan kapasite (TAC) ticari
ELISA kiti ile belirlenmistir. Analiz, ABTS"'ye (2,2'-
Azino-di-  [3-etilbenztiazolin  silfonat]),  bir
peroksidaz (metmyoglobin) ve H,0, ile radikal
katyon ABTS™*'yi Uiretmek lizere inkiibe edilir. Bu,
600 nm'de olglilen nispeten sabit mavi-yesil bir



Tark Tarim ve Doga Bilimleri Dergisi 7(1): 27-31, 2020

renge sahiptir. Eklenen numunedeki antioksidanlar, absorbansi spektrofotometrik olarak 765 nm'de

bu renk Uretiminin konsantrasyonlari ile orantih bir Olcllmustir. Kuantifikasyon, standart gallik asit

dereceye kadar bastirilmasina neden olur. egrisine gore yapilmistir. Bltln tespitler (g tekrar

Ekstraktlarin toplam oksidan kapasitesini (TOC) halinde gergeklestirilmistir (n = 3).

olgmek igin ticari ELISA kiti kullanilmistir.

Numunede bulunan oksidantlar demir iyonu- Istatistik

kenetleme kompleksini ferrik iyona okside eder. istatistiksel analizler SPSS (versiyon 25)

Oksidasyon reaksiyonu, reaksiyon ortaminda bol programinda yapilmistir. Sonuglar “ortalama+SD”

miktarda bulunan  giglendirici molekiller olarak sunulmus olup, p<0.05 degeri anlamli kabul

tarafindan uzatilir. Demir iyonu asidik bir ortamda edilmistir.

kromojen ile renkli bir kompleks yapar. Renk

dansitesi, orneklerde bulunan toplam oksidan Bulgular ve Tartisma

molekil miktari ile ilgilidir. Kilig otundan elde edilen etanol ve metanol
Numunelerin fenolik igerigi, Lister ve Wilson ekstraklarinda belirlenen toplam antioksidan ve

(2001) tarafindan onerilen yéntem kullanilarak oksidan  kapasite  dlzeyleri  Cizelge 1'de

Folin-Ciocalteu reaktifi ile tespit edilmistir. Bitki gosterilmistir.  Metanol ekstraktinda belirlenen

ekstrakti (100 ul) 0.2 ml Folin-Ciocalteu reaktifi ve toplam antioksidan kapasite etanol ekstraktina

2 ml H,0 ile kanstinlmis ve 3 dakika oda gore daha yiksek belirlenirken, bu durumun tam

sicakhiginda inkiibe edilmistir. Karisima 1 ml %20 tersi olarak daha dusik bir toplam oksidan kapasite

sodyum karbonat eklendikten sonra, oda degeri tespit edilmistir. Bu nedenle kilig otu

sicakhginda 1 saat inkiibasyondan sonra toplam metanol ekstraktinin oksidatif stres indeksi daha

polifenoller belirlenmistir. Elde edilen mavi rengin distk gikmigtir.

Cizelge 1. Kilic Otunun Toplam Oksidan ve Antioksidan Kapasite Degerleri.

Etanol Ekstrakti Metanol Ekstrakti

Toplam Antioksidan Kapasite(umol/L) 4330 +£0.0021 5460 + 0.0016
Toplam Oksidan Kapasite (umol/L) 15.56 + 0.07 14.46 £ 0.05
Oksidatif Stres indeksi (umol/L) 0.359 +0.003 0.264 + 0.009

Cizelge 2'de goruldiglu Uzere, metanol metanol ekstratinin toplam fenolik igeriginin
ekstraktinda etanol ekstraktlarina gore daha (1639.66 * 22.73) etanol ekstraktina oranla (470.33
yiksek oranda GSH igerigi saptanmistir (sirasiyla, + 24.83) vyaklasik 4 kat daha fazla oldugu
470.97 mmol/l, 417.41 mmol/l, p<0.05). Ayrica; gorulmektedir (p<0.001).

Cizelge 2. Kilig Otunun GSH ve Toplam Fenolik icerik Diizeyleri.

Etanol Ekstrakti Metanol Ekstrakti
GSH (mmol/L) 417.41+1.78 470.97 £9.91
Toplam Fenolik icerik (MGAE/ g dw) 470.33 + 24.83 1639.66 + 22.73
Calismadan elde edilen antimikrobiyal geruginosa ATCC 9027’ya karsi antibakteriyel
aktivite sonuglar incelendiginde (Tablo 3) ise kilig aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Ote yandan,
otu metanol ekstraktinin tim test bakterileri metanol ve etanol ekstraktlarinin her ikisinin de
lizerinde degisen oranlarda etki gosterdigi tespit test mikroorganizmalari  lzerinde antifungal
edilirken, etanol ekstraktinin kullanilan test aktivite sergilemedigi belirlenmistir.
mikroorganizmalarindan sadece Pseudomonas
Cizelge 3. Kiligc Otunun Antimikrobiyal Aktivitesi.
. Etanol Estrakti Metanol Estrakti Ampicillin
Bakteri
(mm) (mm) (mm)
Staphylococcus aureus ATCC 6538 - 23.31+0.51 10.10+0.61
Bacillus megaterium - 18.07+0.11 9.58+0.41
Escherichia coli - 20.4610.78 9.30+0.48
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027 13.28+2.69 19.77+£1.07 11.71+£0.97

Yarrovia lipolytica - - -
Candida albicans - - -
Saccharomyces cerevisiae - - -
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Calismamiz Ardahan yoresinde yetisen kilic
otu bitkisinin antimikrobiyal ve antioksidatif etkileri
lizerine odaklanmaktadir. Alt tlrler, habitat ve
blyime kosullar gibi c¢esitli faktoérler kimyasal
bilesim lizerinde ©6nemli bir etkiye sahip
olabilmektedir. Nitekim, bazi ¢alismalar morfolojik
karakterlerin degiskenligini, c¢esitli alt tdrlerin
ortaya ¢ikmasina neden oldugunu ve ayni zamanda
sinirl alanlarda  bulunan  popiilasyonlardaki
kompozisyondaki degisiklikleri bildirmistir (Marelli
ve ark., 2014). H. perforatum 06zitlerinin fenolik
iceriginin yiksek olmasindan dolayl antioksidan
aktivitesinin fazla oldugu dusinilmektedir. Ancak
bu antioksidan aktivitesinden hangi fenolik igerik

sinifinin sorumlu oldugu tam olarak
saptanamamistir (Orsic ve ark., 2011).
Calismamizda metanolik ve etanolik

ekstraktlarda ylksek diizeyde antioksidan kapasite
ve toplam fenolik icerik tespit edilmistir. Ancak
italya’da Hypericum spp. turlerinde
antioksidan/antiradikal  aktivite i¢cin  yapilan
taramalarda, test edilen tiim metanol-aseton
ekstraktlarinin, hafif ile orta dereceli bir
antioksidan aktivite sergileyen farmakolojik olarak
onemli bilesikler icerdigi saptanmistir (Sagratini ve

ark., 2008).
Hypericum  perforatum'un  antioksidan
aktivitesini degerlendiren bir c¢alismada, SJW

ozutlerinin, feokromositoma hiicre hattinda H,0;
kaynakli  oksidatif = hasari  inhibe  ettigini
gostermistir. Ayrica, Fe?/askorbat kaynakli sican
beyin korteksi mitokondrisindeki lipid
peroksidasyonunu da engelledigi saptanmstir
(Benedi ve ark., 2004). Rotenon ile tedavi edilen
sigan beyni homojenatlari Uzerinde
standartlastinlmis SJW (4 mg/kg, i.p.) uygulanan
baska bir c¢alisma, oksidatif stres kaynakl
norodejenerasyon  yasayan yash  hastalarin
tedavisinde kullanilmasini  6nermistir (Sanchez-
Reus ve ark., 2007).

Karsilastirmali  bir ¢alismada SJW, sentetik
antioksidanlardan daha iyi antioksidan etki
gosterdigini ortaya koymustur. Etanolik SJW'nin
analizi, antioksidan aktivitenin genellikle
flavonoidler ve fenolik asitlere atfedilmesine
karsin, hiperisin ve hiperforinin de ayni sekilde
etkiye sahip oldugunu ortaya koymaktadir (Orcic ve
ark., 2011; Silva ve ark., 2005).

Hypericum tirlerinin, E vitamini benzeri bir
antioksidan aktivitesi gosterdigi ve
standartlastiriimis Hypericum perforatum
ekstresinin, serbest radikal ve lipit
peroksidasyonunu inhibe ettigi bildirilmektedir
(Dost ve ark., 2009).

Calismamizda kilig otu etanol ekstraktinin
test mikroorganizmalarindan sadece Pseudomonas
ageruginosa ATCC 9027'ya karsi antibakteriyal

30

aktivite  sergiledigi, buna karsin metanol
ekstraktinin  tim  test  bakterilerine  karsi
aktibakteriyel etki gosterdigi gozlenmistir. Ancak;
her iki ekstraktta da antifungal aktivite tespit
edilememistir. Orhan ve ark. (2013) tarafindan
yapilan c¢alisma da kiligc otunun antibakteriyel
aktiviteye sahip oldugunu ortaya koymaktadir.
Ayrica; farkl calismalar da kili¢ otunun lipofilik SJIW
ekstrelerinin yara iyilestirme etkilerini (Lavagna ve
ark., 2001; Orhan ve ark., 2006; Sintar ve ark.,
2010) ortaya koymustur.

Sonug ve Oneriler

Sonug olarak kilig otu ekstraktlarinda test
bakterilerine degisen oranlarda antibakteriyel
aktivite tespit edilirken, iyi seviyede antioksidan
etki belirlenmistir. Bu durum ise kili¢ otunun halk
arasinda tibbi amach kullanimi distntldiginde,
saglk destekleyici olarak degerlendirilebilmektedir.
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