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ON SOZ
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tespiti yapilmistir. Bitkilerin antioksidan 6zellikleri, toplam fenol bilesim tayini, toplam
flavonoid tayini, FRAP aktivitesi ve DPPH giderme aktivitesi gibi testlerle belirlenmis
ve sonuglar grafige dokiilmiistiir.
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OZET

YUKSEK LiSANS

Bolgemizde Yayihis1 Bulunan Salvia hasankeyfensis Dirmenci, Celep &
O. Guner, Stachys mardinensis (Post) R.R. Mill, Ferulago
bernardii L. Tomkovich & M.Pimenov ve Hymenocrater
bituminosus Fisch. & C.A.Mey. Bitkilerinin Antioksidan Ozelliklerinin
Belirlenmesi

Melike DORTKARDES

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

Danmisman: Do¢. Dr. Mehmet Emre EREZ
II. Damisman: Prof. Dr. Musa TURKER

2019, 34 Sayfa

Salvia hasankeyfensis, Ferulago bernardii, Stachys mardinensis, Hymeocrater
bituminous bitkilerinin in-vitro ortamda etanol-su ekstralariin antioksidan ve antimikrobiyal
aktiviteleri tayin edilmistir. Dogu ve Giineydogu Bélgesi’nde endemik olarak yetisen bu 4 bitkinin
yaprak kisimlart kullanilmistir. Bitkilerin antioksidan ozellikleri, toplam fenol bilesim tayini,
toplam flavonoid bilesiminin tayini, FRAP aktivitesi, serbest radikal (DPPH) giderme aktivitesi
gibi farkli antioksidan testler kullanilarak belirlendi. Elde edilen sonuglar tablo ve grafikler haline
getirilerek karsilastirildi. Daha sonra bu bitkilerle Agar Disk Difiizyon Metodu ile antibakteriyel
calisma yapildi. Her bir bitki 6ziitinden 0,1mg/ml, 1,2mg/ml, Smg/ml, 10mg/ml, 20mg/ml alinip,
bakteri ile inokiile edilmis petri kaplarina yerlestirilerek, inkiibasyon sonucunda olusan inhibisyon
zonu mm cinsinden 6l¢iilmiistiir.

Sonug olarak antioksidan tayininde, Stachys mardinensis bitkisi ethanol bazinda en iyi
aktiviteyi gosterirken, genel bazda Salvia hasankeyfensis bitkisi oldugu belirlenmistir. En diisiik
antioksidan etkiyi gosteren ise Hymenocrater bituminous bitkisi olmustur. DPPH’in en yiiksek
goriildiigii, alkol ektraklarinin su ektraklarina gore daha iyi aktivite gosterdigi, bu da alkoliin daha
fazla maddeyi biinyesine alabildiginden kaynaklanmis olabilecegini gosteriyor.

Anahtar Kelimeler: Antimikrobiyal, antioksidan, DPPH, Ferulago bernardii,
Hymeocrater bituminous, Salvia hasankeyfensis, Stachys mardinensis.
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Determination Of Antioxidant Capacities Of Salvia hasankeyfensis
Dirmenci, Celep & O. Guner, Stachys mardinensis (Post) R.R. Mill,
Ferulago bernardii L. Tomkovich & M.Pimenov ve Hymenocrater
bituminosus Fisch. & C.A.Mey.
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The Degree of Master of Science Biology
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2019, 34 Pages

Antioxidant and antimicrobial activities of ethanol-water extracts of Salvia hasankeyfensis,
Ferulago bernardii, Stachys mardinensis, Hymeocrater bituminous plants were determined in vitro. Leaf
sections of these 4 plants, which are endemic in the East and Southeast Region, have been used.
Antioxidant properties of bikes; The total phenol composition was determined using different antioxidant
assays such as determination of total flavonoid composition, FRAP activity, free radical (DPPH) removal
activity. The obtained results were compared with tables and graphs. Antibacterial study was performed
with Agar Disk Diffusion Method. 0.1mg/ml of each plant extract, 1.2mg/ml, 5mg/ml, 10mg/ml,
20mg/ml were taken and placed in the inoculated petri dishes with bacteria.

As a result, in the determination of antioxidant, Stachys mardinensis plant showed the best
activity on ethanol basis and it was determined that Salvia hasankeyfensis plant was on general basis.
Hymenocrater bituminous has the lowest antioxidant effect. DPPH shows the highest activity, alcohol
extracts show better activity than water extracts, which may be due to the fact that alcohol can contain
more substances.

Keywords: Antimikrobiyal, antioxidant, DPPH, Ferulago bernardii, Hymeocrater bituminous,
Salvia hasankeyfensis, Stachys mardinensis.



1. GIRIS

Bitkiler, bizlere doganin sundugu, fizik, kimya, biyoloji, tip gibi bir¢cok bilim
dalimin istifade ettigi mucizevi canlilardir. Canlilar i¢in gerekli besinin, oksijenin
saglandigi, sagligimizi koruyan gerekli bilesimleri barindiran varliklardir. Bitkiler
yasamimizda 6nemli bir role sahiptir. Soludugumuz havanin temizlenmesinin yaninda,
hastaliklarla da miicadelede biiyilkk rol oynar. Bitkiler ge¢misten giliniimiize
farmakolojide ham madde olarak kullanilan en biiylik etken maddeler olmustur.
Ozellikle son yillarda insan niifusunun biiyiik sehirlere akisi ile beslenme ve yasam
seklinin degigmesi, insan sagliginda ciddi oranda bozulmalar meydana getirmistir.
Bunun yaninda yogun calisma temposu, stres, hareketsiz yasam ve islenmis gida
tiketimindeki artis, sagligl etkileyen diger hususlar olmustur. Biitliin bu olumsuz
etmenlerin insan sagligi iizerindeki etkilerini yok etmek adina, 6zellikle dogal tibba
yonelis artis gostermistir. Aslinda her rahatsizligin sifas1 dogada, bitkilerde mevcuttur.
Giliniimiizde farmakoloji de kullanilan ham maddelerin dortte biri bitkilerden elde
edilmektedir. Ozellikle allerjik rahatsizliklarin artigindan dolayi, sentetik ham madde
kullanimi yerini dogal bitki 6zlii ilaglara birakmastir.

Bitkiler, 6zellikle son yillarda yoneliminde artig goriilen geleneksel tibbin, en
onemli ham maddesini olusturur. Bu popiiler kullanimdaki en biiyiik etken, bitkilerdeki
fitokimyasal bilesenlerin farmakolojik aktivitesinin daha yiiksek olusudur. Dogal ve
sifali bitkilerden elde edilen antioksidanlarin, serbest radikallerin toksik etkisinden
korudugu son yillarda elde edilen bir bulgudur. Bu sayede dogal antioksidanlarin,
antimikrobiyal, antimutagenik gibi farmakolojik etkilere sahip oldugu gozlemlenmistir.
Ayrica tibbi ve gida olarak tiiketilen bitkilerden elde edilen antioksidanlarin, oksidatif
stres kaynakl1 hastaliklarin da tedavisinde yardimci oldugu goriilmiistiir. Antioksidanlar,
oksitlemesi kolay olan maddelerin oksidasyonunu engelleyen ya da oksitlenme siiresini
geciktiren maddelerdir. Diger molekiillere zarar vermeden, oksitleyici enzimlerin
caligmasin1 durduran bilesenlerdir. Bu sayede antioksidanlar, insan viicudunda
hastaliklara sebep olan, serbest radikallerin, diger reaktif oksijen tiirlerinin iiretiminin
durdurmaktadirlar. Antioksidanlar viicut hiicreleri tarafindan {iretilebildigi gibi, gida
yolu ile de disardan takviye alinabilen kimyasallardir.

Fenolik bilesikler bitkilerdeki renk, tat ve aromadan sorumlu sekonder
metabolitlerdir. Insan saghg iizerinde énemli faydalar1 olan bu bilesikler antioksidan

bilesenlerininde temelini olusturur. Fenolik bilesikler bitkilerde fiziksel 6zellik ve tat



belirlemenin yaninda, bitkinin antimikrobiyal etkiye sahip olmasmi sagladigindan,
bitkiyi kiif, mantar, bakteri gibi zararlilara kars1 da giivende tutar. Fenolik maddelerin
antimikrobiyal 6zelliklerinden dolayr farmakolojide de kullanimi oldukg¢a yogundur.
Ornegin gallik asit, p-hidroksibenzoik asit gibi baz1 fenoliklerin uygun sartlarda kiiflere
kars1 antimikrobiyal etki gostermektedir. Fenolik maddeler hiicre enzimlerini inaktive
ederek etkisini gergeklestirir (Yildiz ve ark., 1998).

Farmakolojide, etnobotanik bitkilerin, dogadan rastgele toplanilan bitkilere gore
etkinliginin ¢ok daha fazla oldugu tespit edilmistir. Yapilan calismalarda diinya
tizerinde yaklasik olarak 250 bin tiir bitki tlirii tespit edilmis olup, bunlarin yalnizca
%6’smin biyolojik aktiviteleri, %15’inin ise fitokimyasal ozellikleri belirlenmistir
(Phillipson, 2008). Giiniimiizde tedavi amaciyla kullanilan ilaglar, aslinda geleneksel
tibbin ilham alinmasiyla, farkli kiiltiir ve cografyalarin bilgi ve tecriibelerinin ortak
sonucunu olusturmaktadir. Geleneksel tibbi ilaglar, modern ilag endiistrisine gore
maliyet agisindan ¢ok daha ucuzdur. Sentetik ilaglarin geleneksel ilaglara gore
popiilerliginin artmasindaki sebepler, sentetik ilaglarin pahali olmasi, yan etkilerinin
fazla olmasi, dogaya ve insan sagligina sonrasinda ciddi tahribatlar vermesi ve dogal
bitkilerin sentetik ilaglara gore tedavide daha fazla etkili olmasidir (Baytop, 1999).

Etnobotanik yontem, farkli kiiltiir ve etnik yapilarin kendi cografyasindaki
bitkileri inceleyen, bitkiler ve halk arasindaki karsilikli iliskiyi arastiran, insanlarin bu
bitkileri nasil ve ne amagla kullandigini belirleyen, bu bitkiler lizerindeki kiiltiir ve
deneyimlerini agiklayan bir alandir. Farkli kiiltiir ve cografyadaki dogal kaynaklarin,
halk hekimliginde nasil ve hangi amagla kullandigini inceleyen bir yontemdir. Ayrica
bu bitkilerin formiiliinii, ila¢ yapiminda kullanilabilecek doz miktarini, uygun
ekstraksiyon seklini, hangi yolla viicuda alinmas1 gerektigi konularinda bilgi veren bir
uygulamadir. Etnobotanik yontem sayesinde yapilan ilaclar konusunda dikkat edilmesi
gereken husus, fakli cografyalarda yetisen aymi tiir bitkilerin, farkli fitokimyasal
iceriklere sahip olabilme ihtimalleri bulunmaktadir. Ornegin, Sirbistan’da
antimikrobiyal, balgam soktiiriicii ve kanama durdurucu olarak kullanilan Plantago
lanceolata bitkisi, Tirkiye’de Dogu Anadolu Bolgesi’'nde diyabet ve karin agrisi
tedavilerinde kullanilmaktadir. Sirbistan’daki kullaniminda klorojenik asit gibi ¢esitli
fenolik asitler baskin etken madde olurken, tlkemizdeki etken maddenin luteolin
hekzosid oldugu ve klorojenik asite yalnizca iz seklinde rastlandigi tespit edilmistir.

Tibbi bitkilerin igerisindeki etken maddeler bilinmemesine ragmen, eski

donemlerden beri tedavi amacghi kullanilmaktaydi. Giliniimiizde yapilan arastirmalar



sonucu igerik olarak da bu bitkilerin etnobotanik kullanima uygun oldugu tespit
edilmistir.  Yapilan etnobotanik calismalar, bitkiler {iizerindeki farmakolojik
arastirmalarinda oniinii agmistir (Tang ve Halliwell, 2010). insanlar tarafindan binlerce
yildir tedavi amacli kullanilan bitkilerin, farmakolojik a¢idan ne kadar 6nemli bir ham
madde oldugunu gostermektedir (Fabricant ve Farnsworth, 2001).

Davis tarafindan yapilan Tiirkiye Florasi adli arastirma sonucu, iilkemizin
zengin bitki Ortlistiniin derlenip toparlandig1 dokuz ciltlik bir ansiklopedi hazirlanmistir.
Bu c¢alisma sonucunda binden fazla bitki tiirli, yerli ve yabanci arastirmacilarin
calismalarina konu olmustur. Buna ilaveten 2016 Aralik ayinda eklenen tiirlerle beraber,
1196 yeni tiir kesfedilmistir (Ozhatay ve ark., 2009). Dogu ve Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nde yayilis gosteren, Salvia hasankeyfensis, Stachys mardinensis, Ferulago
bernardii, Hymenocrater bituminous adli bitkilerin, ¢esitli metotlar ile etken madde
tespidi, mineral madde miktar1 ve antioksidan kapasiteleri belirlenerek, farmakolojideki

Onemi tespit edilmeye calisilmigtir.

1.1. Bitkilerin Genel Ozellikleri

1.1.1. Salvia hasankeyfensis Dirmenci, Celep & O. Guner

Salvia linnaeus, yaklasik olarak 1000 tiirden olusan ve diinyada bes bolgede
yaygin goriilen Lamiacea’nin en biiyiik cinsidir. Orta ve Giiney Amerika, Bati1 Asya,
[ran, Rusya, Afganistan, Dogu Asya ve Tiirkiye’de yogun olarak bulunur. Ayrica az da
olsa Afrika, Avrupa Cin ve Japonya’da da goriilmektedir. Ulkemiz endemik olan 100
Salvia tiiriine ev sahipligi yapmaktadir (Celep ve ark., 2015). 2014 yilinda Batman ilinin
Hasankeyf antik kentinde, arastirmacilar calisma yaparken yeni bir Salvia tiiriine
rastlamislardir. Tiirkiye’nin Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde Hasankeyf antik kentinde
yeni kesfedilen bu tiirden toplanan numuneler, daha once belirlenen Salvia tiirleri ile
eslesmedigi goriilmiistiir. Bundan dolay1 bilim diinyasinda, Salvia hasankeyfensis olarak
adlandirilmaya karar verilmistir (Celep ve ark., 2015).

Tirkiye, Salvia linnaeus igin biiyiik bir ¢esitlilik merkezidir (Celep ve ark.,
2015). Son yapilan aragtirmalara gore iilkemizde yarisi endemik olan 99 Salvia tiiriine
rastlanmaktadir. Ulkemizde genis yayilm gosteren ve endemik olan Lamiaceae
ailesinin en biiyiik cinsi Salvia linnaeus cinsidir. Halk arasinda ‘adagayi’ olarak
bilinmektedir. Bu tiiriin yapraklar1 ve cayr eski caglardan beri ¢esitli hastaliklarin

tedavisinde kullanilir. Tiirkiye’de tibbi agidan en ¢ok kullanilan tiir Salvia offiicinalis



‘dir. Bu tiir harici olarak agiz i¢i yaralarin tedavisinde, mide agrisi, mide kramp1 soguk
algimhigr gibi dahili rahatsizliklarin tedavisinde kullanilir. Bu tiiriin ekstreleri gida
endiistrisinde bozunmay1 Onleyici antioksidan olarak, ugucu yaglar1 ise kozmetik
sanayisinde kullanilir. Salvia tiirlerindeki tiim fenolik asitler, antioksidan etkisine
sahiptir (Poyraz ve ark., 2018).

Tiirkiye, Salvia tiirlerinin kullanimi ve diger iilkelere pazarlamasi agisindan
onemli bir potansiyele sahiptir (Ipek ve ark., 2010). Bu tiiriin en ¢ok tedavi amagh
kullanildigr sekli, sicak su ile demleme olarak bilinir. Ayrica suyu ile gargara yapmak
da agiz igerisindeki enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilir. Bunun yaninda ¢ay seklinde
tiiketilerek, mide kramplarina, mide rahatsizliklarinda, dispepsi, antihidrotik ve grip,
nezle tiirii soguk algmliklarinin tedavisinde etkili bir yontem oldugu goézlemlenmistir
(Eréz ve Koca, 2001). Salvia tiirleri igerik olarak da ugucu yaglar, fenolik bilesikler ve
terpenoidler bakimindan zengin bitkilerdir. Bu sayede bir¢ok iilkede farmakolojide
yaygin olarak kullanilir (Tepe, 2008).

Lamiaceae familyasina ait tiirlerin ¢ogunlugu, ugucu yaglar, aromatik yaglar ve
sekonder metabolitler bakimindan zengin olmasi ile bilinir. Bu 6zellikleri sayesinde tip,
gida, eczacilik, kozmetik ve parfimeri alanlarinda yaygin olarak kullanilir (Baser ve
ark., 2002). Bu tiirlerin iilkemizde etnobotanik olarak kullanimi olduk¢a popiilerdir
(Baytop, 1999).

Salvia kendine 6zgii kokusu ve yumusak aromasi ile, iilkemizde ¢ay olarak
siklikla tiiketilen bitkiler sinifindadir. Ayrica cesitli yemeklerde de hos kokusu ile
aroma verici olarak kullanilmaktadir. Salvia cinsi bitkiler, ¢ay, yag, macun, sampuan ve
sabunu yapilarak da tiiketilir. Antik donemlerde ates diisiiriicii ilag, yaralarin
iyilesmesinde, kanamalarin durdurulmasinda, kadinlarda adet sancisinda ve cesitli
bobrek rahatsizliklarinda tedavi edici olarak kullanmilirdi. Giiniimiizde ise yapilan
aragtirmalar ile faydalarinin daha da fazla oldugu goriilmektedir. Enerji verici, gaz
soktiiriicti, stres ve gerginligi giderici, hafiza giiclendirici oldugu belirlenmistir. Ayrica
karacigeri temizler, soguk alginligina ve oksiirtige iyi geldigi bilinir. Bunun yaninda dis

ve dis eti hastaliklarinin tedavisinde kullanilir.

1.1.2. Stachys mardinensis (Post) R.R. Mill

Stachys L., Lamiaceae familyasinin en biiyiikk cinslerinden biridir. Diinya

genelinde yaklasik olarak 370 tiir Stachys L. bulunmaktadir. Kiigiik ¢ali seklindeki bu



bitkiler, tek yillik ve ¢ok yillik otsu bitkiler olarak adlandirilmaktadir. Habitatlar1 Kuzey
ve Giliney Amerika, Giiney Afrika, Akdeniz ve Gilineybati Asya bolgeleri olarak
bilinmektedir (Bhattacharjee, 1974, 1982). Ulkemizde 91 tiir (117 takson) Stachys
bulunmakta olup, bunlarin 56 taksonu Tiirkiye i¢in endemiktir. Bu tiirler genellikle
Akdeniz Bolgesi’nde yayilis gosterir (Giiner ve ark., 2012).

Stachys mardinensis, Tiirkiye’nin Mardin sehrinin Kurs Koyii’'nde yayilis
gosteren endemik bir taksondur (Rechinger ve ark., 1987). Bu tiirlerin ana 6zelligi
kayalikli bolgelerde yetismesidir (Bhattacharjee, 1982). Stachys mardinensis, Mardin ve
Malatya illerinde ugurum yariklart iizerinde ve egimli kiregtasi kayaliklarinda yetisen
bir bitki tiiriidiir. Bu bolgelerde 450 m—1200 m arasindaki yiikseltilerde goriilmektedir.
Mayis ve temmuz aylar1 arasinda ¢igek agan Stachys mardinensis, yore halki arasinda
‘kaya pungu’ ve ‘punge tehta’ olarak adlandirilir (Giiner ve ark., 2012; Akan ve ark.,
2008)

Stachys cinsi bitkiler, halk arasinda 6ksiiriikk tedavisinde, iltihabi hastaliklarda,
iilser, enfekte olmus yaralarda, genital tiimorlerin tedavisinde yillardir kullanilan
bitkilerdir (Hartwell, 1982). Bunun yaninda bu cins {izerinde yapilan arastirmalar
sonucu, Stachys tiirlerinin ekstraktlarinin, antitoksik, antihepatit, antienflamatuar,
antibakteriyel, antioksidan ve sitotoksik aktivitelerinin oldugu ispatlanmistir (Haznagy-
Radnai ve ark., 2008). Igerisinde bulunan antioksidanlar ve antimikrobiyal aktiviteler,
bu tiirleri dogal bir koruyucu madde haline getirmektedir. Stachys tiirleri, bitkisel ¢ay
olarak tiiketildigi gibi, yogurt ve j6le tarzinda olan yiyeceklerin hazirlanmasinda, kivam
artirict ve aroma katmast igin kullanilir. Tirkiye’de bulunan bazi Stachys taksonlarinin,
anksiyete bozukluklarina iyi geldigi de yapilan farmakolojik arastirmalar sonucu
belirlenmistir. Ornegin, Iran’ da bulunan Stachys lavandulifolia, anksiyolitik ve

yatistirici olarak kullanilir (Tundis ve Peruzzi, 2014).

1.1.3. Ferulago bernardii L. Tomkovich & M.Pimenov

Ferulago cinsi bitkilerin, diinya iizerinde kuzey yarimkiirede 48 tiirii
bulunmaktadir. Bu tiirlerden 33 tanesi Tiirkiye’ de endemik olmasindan dolayi,
Ferulago cinsinin gen merkezi Tiirkiye oldugu 6ngoriilmektedir.

Tiirkiye’ de yetisen Ferulago bitkilerinin {izerinde yapilan iki tane kapsamli
calismalarda, Dogu Anadolu ve Giineydogu Anadolu Bolgeleri’nde yayilis gosteren
yeni bir tiir olan Ferulago antiochia adli tiir kesfedilmistir. Bir diger c¢alisma da



Tiirkiye” nin batisinda bulunan 13 tiir Ferulago’nun morfolojik, karyolojik ve
palinolojik &zelliklerinden yola ¢ikarak, bitkinin anatomik yapisi matematiksel olarak
incelenmistir. Elde edilen sayisal verilerle, tiirlin filogenetik siniflandirilmasi
yapilmustir. Ayrica mevceut tiirlerin yayilis alanlar1 takip edilerek, yeni bir tiir Ferulago
idea kesfedilmistir (Ozhatay ve ark., 2009).

Ferulago bernardii, Tiirkiye nin giineydogusu ve Iran’in kuzeybatisinda yetisen
bir bitki tiirtidiir. Bu tiiriin meyve ve pediinkiil 6zellikleri iizerinde ¢aligmalar yapilmis
olup, toprak iistii kisimlar1 anatomik a¢idan gézlemlenmistir.

Ferulago bernardii, Tiirkiye ve Iran’mn batisinda endemik olarak yasayan, tiiysiiz
bir bitki tiiridiir (Rechinger ve ark., 1987). Ferulago tiirii bitkiler, gegmisten giiniimiize
kadar bircok rahatsizligin tedavisinde kullanilmistir. Bunlardan bazilar iilser tedavisine
iyi gelirken, bazilar1 da bas agrisi, yilan 1sirig1, dalaktaki problemlere ve bagirsak
problemlerine kars1 tadavi edici 6zellikleri vardir (Demetzos ve ark., 2000). Ferulago
tiirleri lizerinde yapilan ¢alismalarda, esansiyel yag bilesimlerine ve antimikrobiyal
aktivitelerine bakilmistir (Baser ve ark., 2002; Hadjiakhoondi ve ark., 2002). Yapilan
arastirmalarda, Ferulago tiirlerinin ugucu yaglarinin sulandirma seyreltme yontemi ile,
Gentamisin ve Flukonazol ile kiyaslandiginda antimikrobiyal aktivitelerinin oldugu

tespit edilmistir.

1.1.4 Hymenocrater bituminous Fisch. & C.A.Mey.

Hymenocrater, Lamiaceae familyasinin Nepetoideae alt familyasina ait, 11
tiirden olusan bitkilerdir. Ana vatan1 Iran olarak bilinir. Morfolojik olarak, ¢ok yillik
veya kisa cali bitkiler, meyveleri renkli 15 damarli olarak tanimlanmistir. Hymenocrater
bitkilerinin tibbi yonden kullanim alanlar1 tam olarak incelenmemis olsa da, halk
arasinda, yaralari, bas agrisini, atesi ve cilt allerjilerini iyilestirdigi bilinir. Bunun
beraber, kalp hastaliklar1 tedavisinde, anti-enflamatuar, oda spreyi seklinde hazirlanarak
sivrisinek savar olarak da kullanilir (Zaidi ve Crow, 2005). Hymenocrater bituminous
bitkisinin diyabet rahatsizliklarinda, kanser tedavisinde ve antioksidan olarak
kullanilmaktadir (Al-Anee ve ark., 2015).

Hymenocrater cinsi bitkilerin ¢ogu aromatiktir ve ugucu yag Tretirler.
Tiirkmenistan’dan Tirkiye’ye dogru yayilis gosteren Hymenocrater bituminous,
genellikle daglik alanlarda yetisen aromatik bir cali bitkisidir (Satil ve ark., 2007). Halk

arasinda gida ve ilag olarak kullanilir olup, limon kokusuna benzer kokuya sahip



aromatik bir bitkidir. Orta Dogu iilkelerinde sakinlestirici etkisinden dolay1 bitkisel ¢ay
olarak da tiiketilir. Ayrica seker hastaligi, Alzheimer, obezite ve gesitli cilt hastaliklar:
tedavisinde de kullanildig1 yapilan arastirmalarda goriilmiistiir.

Giliniimlizde obezite, seker hastaligi ve Alzheimer ciddi kiiresel saglik
problemlerinden oldugu kabul edilmektedir. Bu hastaliklara yakalanan kisi sayis1 da giin
gectikee artis gostermektedir. Bununla beraber bir¢ok tedavi yontemi tizerinde de
calismalar her gegen giin artmaktadir. Ozelllikle terapdtik yontemler ile sorumlu
enzimlerin inhibisyonuyla tedavi gelistirilmeye calisilmaktadir. Bunun igin iizerinde ¢ok
fazla calisilmayan ama halk arasinda iyi geldigine inanilan, Lamiaceae bitkilerine
yogunlagilmistir (Movahhedin ve ark., 2016). Bu bitkilerin biyolojik 6zellikleri
incelenerek, farmakolojideki yerleri belirlenmeye calisilmistir. Bitki 6zlerinin ve ugucu
yaglarinin antioksidan etkileri, terapotik hedef enzim inhibe edici etkileri, ucucu
yaglarinin kimyasal bilesimi gibi Ozellikleri {izerinde durulmaktadir. Boylece
Hymenocrater bituminous bitkisininde biyolojik yeri agiklanmig olacaktir.

Dogu Anadolu Bolgesi’'nde yetisen ve halk tarafindan cesitli tedavilerde
kullanilan etnobotanik bitkileri {izerinde yapilan bilimsel c¢aligma sayis1 oldukca
smirhidir. Bu bitkilerle yapilan fitoterapik ve fitokimyasal caligmalar, Tiirkiye’nin
biyolojik miras1 adina olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢calismada 6zellikle lilkemiz cografyasinda
endemik  yetisen, Stachys mardinensis, Hymenocrater bituminous, Salvia
hasankeyfensis, Ferulago bernardii bitki tiirlerinin fitokimyasal ozellikleri gesitli
teknikler uygulanarak tespit edilmistir. Bu endemik bitkilerin analiz sonuglari, ileri ki

donemlerde saglik alaninda yapilacak ¢alismalarda 6ncii olacagi dngoriilmektedir.

1.1.5. Serbest radikaller ve antioksidanlar

Bitkiler, ¢esitli olumsuz c¢evresel kosullarin etkilerine maruz kalmalariin
yaninda, bakteri, virus, nematod, protozoa ve mantar gibi patojenler tarafindan da tehdit
altindadirlar. Bu patojen saldirilarindan kendilerini korumak i¢in ¢esitli savunma
mekanizmalar1 gelistirmislerdir. Bitkilerin disardan gelecek saldirilara karsi kendilerini
korumak adma yaptiklart fiziksel bariyerin yanisira, kimyasal bilesiklerle savunma
peptitleri, antioksidanlar, antimikrobiyal ve sekonder metabolitler gibi ¢ok sayida
maddeler iiretebilmektedirler. Antioksidanlar, patojenlerin neden oldugu zarar1 en aza

indirmek, hiicresel hasari engellemek icin iiretilen bilesikleridir (Karabulut ve ark.,
2016).



Serbest radikaller bagska molekiillerle kolaylikla elektron alis verisi yapabilen,
tek veya birden fazla elektron tagiyan molekiillerdir (Fridovich, 1995). Tek ya da birden
fazla elektorona sahip bu kararsiz yapidaki radikaller, organizma igerisindeki diger
kararli molekiillerin yapisini bozar, onlarin kararsiz bir yapiya sahip olmasina neden
olurlar. Antioksidanlar serbest radikallere uygun elektron vererek, onlarin kararli bir
yaptya sahip olmasini saglarlar (Aydemir ve Karadag, 2009). Bitki hiicrelerinin maruz
kaldig1 c¢evresel =zararlar, serbest radikallerin hiicrelere saldirarak kontrolsiiz
boliinmesini saglamaktadir. Serbest radikaller tarafindan olusturulan bu oksidatif stresle
miicadele eden en Onemli bilesikler antioksidanlardir. Antioksidanlar, serbest
radikallerin ¢alismasini inhibe eden, hasari onaran, hasar veren ajanlardan hiicreleri
temizleyen bilesiklerdir. Antioksidanlar canli metabolizmasinda (iiretilebildigi gibi
disardan da hazir olarak alinir. Savunma sisteminin kuvvetlenmesini saglayan
yapilardir. Antioksidanlar canli hiicrelerde koruyucu bariyer olusturarak, zarar gormiis
hiicre metabolizmasinin toksik yan iiriinii olan serbest radikalleri etkisiz hale getirirler
(Sener ve Yegen, 2009).

Serbest radikaller canli viicudunda oksidatif fosforilasyon sonucu olusan,
hiicrelerde oksidatif hasarlara neden olan yapilardir. Serbest radikaller elektron
transferi, enerji liretimi gibi bircok metabolik olaylarda faaliyet gdsteren yasamsal
bilesiklerdir. Reaksiyon sirasinda meydana gelebilecek konrolsiiz bir faaliyet, hiicrede
hasara neden olmaktadir. Bitki hiicresi icerisinde meydana gelen serbest radikallerin
yapim-yikim reaksiyonlari, kimi zaman ¢evresel strese (radyasyon, patojenler, tuzluluk,
hava ve su kirliligi, kuraklik gibi) maruz kalabilmektedir. Bunun sonucunda serbest
radikallerle antioksidanlar arasindaki uyum bozulur ve bitki hiicrelerinde, protein
denaturasyonu, DNA mutasyonlari, lipid peroksidasyonu gibi oksidatif hasarlar

meydana gelmektedir (Nordberg ve Arner, 2001).



2. LITERATUR ARASTIRMASI

Bitkilerden ilag elde etme islemi, ilacin hangi tedavide kullanilacak olmasi ile
farklilik gosterir. Bitkisel ilag igerigi, igerik elde edilirken kullanilan yontemlerin
cesitliligine gore de degisiklik gosterir. Farmakolojik calismalarda kaynak olarak
secilen bitki, olduk¢a Onemli bir asamadir. Bitkisel kaynak secerken, yore halkinin
kullanim amaci, tecriibesi ve Onerileri dikkate alinarak aragtirma yapilir. Ayrica
secilecek olan bitkilerin, tat koku ve salgilari, habitat durumu, bolgenin arazi sartlar1 ve
toprak igerigi gibi farkli konularda da bilgi toplamak, bitkinin icerigi ve faydalari
bakimindan bilgi verebilir. Bitki iizerinde yapilan farmakolojik caligmalarin sinirh
sayida olmasi, bitkinin iceriginde bulunan ve ¢aligmalara yarar saglayacak bilesiklerin
aciga ¢ikmasi adina yapilan en biiyiikk engellerdendir. Mesela, Catharanthus roseus
bitkisi bulundugu habitat itibariyle yore halki tarafindan antidiyabetik olarak bilinir. Bu
yiizden de bu bitki {lizerindeki c¢alismalar, uzun yillar boyunca sadece antidiyabetik
olarak yapilmistir. Sonraki donemlerde Catharanthus roseus bitkisinin, antikanser
bilesikleri daha baskin olarak biinyesinde barindirdigi goriilmiistiir. Bitkiler iizerinde
yapilan hatali calismalardan bir digeri de, biyoaktiviteye kaynaklik ettigi goriilen
bilesiklerin, aslinda tahmin edilen bilesikler olmadigidir. Ornegin, uzun yillar boyunca
asttm ve soguk alginligina faydali oldugu bilinen Ginkgo biloba bitkisinin, aktif
bilesiklerinin fenolik bilesik olmadigi, bitkiden izole edilen bilesikler arasinda bulunan
ve inaktif olarak sanilan ginkgolidlerin, aktif bilesik olarak rol aldigi bulunmustur
(Rates, 2001).

Tibbi bitkiler lizerinde c¢alisma yapilirken genel olarak kompleks bir kimyasal
yaptya sahip olduklari diigiinilmektedir. Ancak bazen karmasik goriilen bir bitki,
onlarca ya da ylizlerce fitokimyasal bilesik barindirabilir. Farmakolojik éneme sahip
oldugu bilinen bitkilerle yapilan ¢aligmalarda, tek bir madde izolasyonu yapmak,
fitokimyasal bilesiklerin birlikte uyumlu hareketleri ya da birbirlerine zit etki yapma
ozelliklerinden dolay1r dogru bir yontem olarak goriilmemektedir (Phillipson, 2008).
Bitkilerden ayristirilan morfin, digoksin gibi bilesikler, bitkiler icerisinde tek bir etken
madde oldugu kanisina varmamizi saglamaktadir. Mesela, Croton cinsi bitkilerin kabuk
kismimin kimyasal yapisi, polimerik antosiyaninlerden meydana gelmekte olup, yara
tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica bu cins bitkilerde, az miktarda diterpenler ve basit
fenolik bilesikler bulunur. Bu bitkilerle yapilan tedavilerde, bitki igerisinde bulunan tiim

fitokimyasal bilesiklerin aktif olarak calistig1 tahmin edilmektedir.



Farkl1 bolgelerde yetisen ayni tiir bitkiler, etnobotanik kullanim yoniinden farkli
islevlere sahip olabilmektedir. Ornegin, Afrika’ da yetisen Caesalpina bonduc bitkisi,
kolinerjik madde icerdiginden dolayi, bolge halki tarafindan rahim uyaricit olarak
kullanilmaktadir. Bununla beraber, Asya kitasinda yetisen aym tiir bitki, yore halki
tarafindan antispazmodik olarak kullanildigr goriilerek, bunu saglayan bilesiklerin
kalsiyum kanal blokajin1 saglayan maddeler oldugu bilinmektedir. Buna ilaveten Asya
kitasinda yetisen Caesalpina bonduc bitkisinde kolinerjik madde miktarinin gok diisiik
oldugu belirlenmistir. Buna benzer bir bagska 6rnek, Plantago lanceolata bitkisinde
gozlemlenmistir. Bitki Sirbistan’da balgam sokiicli, kanama durdurucu ve
antimikrobiyal olarak kullanilmaktadir. Bunu saglayan maddelerin, fenolik asitler ve
klorojenik asit oldugu tespit edilmistir. Ayni tiir bitki Tiirkiye’nin Dogu Anadolu
Bolgesi’nde yore halki tarafindan diyabet ve karin agrisi tedavisinde kullanildig:
gozlenmigtir. Bu tedavide yarar saglayan etken madde luteolin hekzosid oldugu
belirlenmis olup, klorojenik asite ise eser miktarda rastlanmustir.

Halk tarafindan bilinen bitkisel tedavilerde akla ilk gelen sey, bitkilerden yapilan
ilaglarin dogal kaynakli olmasidir. Ancak arastirmalar gosteriyor ki, tibbi bitkiler dogal
kaynaklardan tiretilmesinin yaninda, giivenilirligi kesin degildir. Her bitkinin kullanim
yontemi farklidir. Yanlis miktarda ya da yontem ile olusturulan ilaglar, geri doniisii
olmayan ¢ok ciddi rahatsizliklara sebebiyet verebilmektedir. Bitkilerle yapilan ilaglarda,
kullanilan doz miktari, yetistigi ortamin, arazinin toksik madde icermemesi, ticari kaygi,
bitkinin islenme siireci ve sekli, saklama kosullar1 gibi hususlar g6z Oniinde
bulundurulmalidir. Ayrica bitkinin yasi, yetistigi ¢cevrenin mevsimsel durumu, toprak
kalitesi, icerikleri, hasat mevsimi gibi etmenlerde bitkinin etken madde durumunda
degisiklige neden olabilmektedir (Robinson ve Zhang, 2011).

Her tiirlii toksik uyaricidan arinmis dogal ortamda yetisen bitkilerin, kozmopolit
olarak yetisen bitkilere gore daha etkin a-glukozidaz enzimini inhibe ettigi goriilmuistiir.
Bir diger arastirmada ise tibbi bitkilerin, diger bitkilere gore daha aktif anti-a-
glukozidaz etkisi gosterdigi tespit edilmistir (Kaisoon ve ark., 2011).

Serbest radikaller yiiksek oranda stabil olmayan, insan metabolizmasinin dogal
bir {irliniidiir. Viicut icerisinde kendiliginden olusabilmelerinin yaninda, kirlilik,
pestisidler, radyasyon, sigara gibi dis faktorler tarafindan da aciga ¢ikmaktadir. Serbest
radikaller paylasilmamig elektron tasiyan kararsiz yapili molekiillerdir. Kararli hale
gelmek i¢in, viicudun temel bilesenleri olan DNA, protein ve lipidlerle etkilesime geger,

onlardan elektron koparir ve o molekiiliin kimyasal yapisim1 bozarlar. Boylece viicut
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icin temel molekiiller olan bu yapilar, birer serbest radikal haline gelir, hiicrenin
Olimiine neden olacak reaksiyonu baglatmis olurlar. Bu kisimdaki tahribati onarma
islemi antioksidanlara diismektedir. Antioksidanlar, serbest radikallerin calismasini
etkisiz hale getirerek, hiicresel yikimi1 durduran molekiillerdir.

Antioksidanlar ve fenolik bilesiklerden faydalanma derecesi, bulundugu cevresel
kosullar, kimyasal etkilesimleri, islenme kosullari, yogunluklari, boyutlari,
¢Oziiniirliikler ve polaritesine gore degisiklik gosterir.

Avustralya’da tibbi ve gida amaciyla tiiketilen bazi meyveler lizerinde yapilan
calismalarda, analiz edilen fenolik ekstrelerin hiicresel diizeyde antioksidan etki
gosterdikleri, hiicreleri hidrojen peroksit kaynakli apoptozisten koruduklari, DNA
hasarlarin1 6nledikleri, kanser hiicrelerinin artigin1 engelledikleri goriilmiistiir (Tang ve
Halliwell, 2010). Bir diger ¢alismada yore halki tarafindan tiiketilen bitkilerin, mide ve
kolon kanseri hiicrelerinin iiremelerini durdurdugu sonucuna varilmistir (Kaisoon ve
ark., 2011).

Bitki ugucu yaglar, yillardir bilimsel ¢alismalarda ve ticari sektorde, bunun gibi
bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Kozmetik, ilag, fitoterapi, aromaterapi, gida da yogun
olarak kullanilir. Kimyasal yapisi incelenen ugucu yaglarin lizerinde yapilacak bir diger
calisma, biyolojik aktivitelerinin nasil ¢alistigidir.

Tibbi bitkilerin 6miirlerinin tehdit altinda oldugu bir gergektir. Bu durumun en
biiyiik sebebi, endiistrilesme ile artan kimyasal atiklar, kent hayatina gegiste ekolojik
cevreye verilen zarar, laboratuarda iiretilen yapay bilesiklerle hazirlanan ilaclardan
dolay1 tibbi bitkilere olan ragbetin azalmasi gibi etmenler, tibbi bitkilerin varligini tehdit
etmektir. Buna ilaveten etnobotanik bilgilerin kayit altina alinmamasi ve unutulmaya
mahkum edilmesi de tibbi bitkilerin devamliligim tehdit etmektedir. Iklim degisikligi,
kiiresel 1sinma da tibbi bitkiler {izerinde ciddi tehdit olusturan bir diger etmenlerdir.
Etnobotanik calismalar yapilirken, bitkinin dmriintin devamlilig1 hakkinda herhangi bir
tehdit unsuru olup olamadig1 da gozlemlenmelidir.

Yapilan literatiir ¢alismalarinda, Ferulago bernardii bitkisinin esansiyel yag
igeriginde, a-pinene (35.03%), z-p-ocimene (14.24%) and bornyl acetate (11.64%)
oranlarinda bulunmustur. Bu yag ekstrelerinin, Salmonella typhimurium ve Bacillus
cereus bakterilerine karsi etkili oldugu gozlemlenmistir.

Stachys L. taksonu iizerinde yapilan arastirmalarda elde edilen esansiyel yag
bilesenleri; Linanil asetat, p-terpineol, P-karyofillen, germacren D, [-myrcene,

spathulenol, a-pinene, linalol, karyofillen oksit. Arastirmalara gore genelde tiim Stachys
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taksonlari, palmitik, oleik, linolik ve linoleik diye adlandirilan ayni yag asidi
modellerine sahiptir.

Hymenocrater bituminous bitkisi ile yapilan arastirmalarda ise, yiiksek oranda o-
glukozidaz (40 mmol ACEs / g yag), a-amilaz (9 mmol ACEs / g vyag),
asetilkolinesteraz (3.8 mg GEs / g yag), biitirilkolinesteraz (4.7 mg GES / g yag) tespit
edilmistir.

Gaz kromatografisi / kiitle spektrometrisi analizinde, major bilesenler olarak -
pinen (% 18.2), p-pinen (% 11.3), trans-fitol (% 11.0) ve spathulenol (% 8,5)
bulundugunu gosterilmistir. Sonug olarak bitkinin farmasétik ve gida endiistrisinde fito-
olusturucular1 ve biyolojik aktivitelerinden dolayr istenilen sonuglar alinacak tiirler

oldugu tespit edilmistir.
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3. MATERYAL VE METOT
3.1. Arazi Calismasi ve Bitki Ekstraksiyonlar:

Siirt bolgesinde yayilis gosteren Salvia hasankeyfensis, Stachys mardinensis,
Ferulago bernardii ve Hymenocrater bituminosus bitkileri araziye ¢ikilarak resimlerde
belirtilen lokasyonlarda toplanmistir. Orneklerin teshisi yapilarak Siirt Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Herbaryumu’nda (SIUFAF) muhafaza edildi.

Stachys mardinensis (Post) R. Mill
Celep & O. Guner; Batman- Siirt; delikli tag mevkii kayalik

\ Has

alanlar

ankeyf Arasi kayalik alan
VeV L o 0

Hymenocrater bituminosus Fisch. - Ferulago bernardii L.Tomkovch &
C.A.Mey. Van Zernek Baraj M.Pimenov
Yamaglik Van catak bilgi koyii kayalik alan

Sekil 3.1. Projede kullanilan bitki 6rnekleri ve lokaliteleri
3.2. Bitki Orneklerinin Hazirlanmasi

Toplanilan bitkiler kurutma islemine gegmeden 6nce, morfolojik ozellikleri ve

etnobotanik kullanimlar1 gbz oniinde bulundurularak gerekli kisimlar1 ayrildi. Ayrilan
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yapraklar golgede kurutularak blender yardimi ile 6giitiildii. Pargalar elekten gecirilerek
(0,5 mm) esit biliyliklige gelmeleri saglandi. Uygun kaplara konulan bitki pargalari,
ekstraksiyon islemine kadar buzdolabinda muhafaza edildi. Bu arada bitkilerin bir kism1

canl1 ornek olarak incelenmek iizere derin dondurucuya konuldu.

Sekii 3.2. Ogiitiilen bitki kisimlarinin etiketlenerek stoklanmasi

3.3. Bitki Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Ogiitiilen bitkiler icin iki ayr1 yontem ile ekstraksiyon islemi hazirlanmistir.
Bunlardan ilki, dnceden kurutulmus ve 6gitiilmiis bitki parcalarindan 3’er gr alinip ve
tizerlerine 30 ml %80°lik methanol ve kaynatilip sogutulmus su eklenerek ayri ayri
ekstrakte edildi. Hazirlanan karisgimlar 1 dakika boyunca laboratuar Ogiitiiclisiinde
fiziksel olarak, 1 dakika sonikatdrde mekanik olarak homojenize edildi. Daha sonra
etrafi folyo ile kaplanarak, 3 saat boyunca oda sicakliginda ¢alkalayicida ¢alkalanmaya
birakildi. Ardindan ekstrak, filtre kagidindan gegirilerek, darasi alinan tiiplerle
liyofilizasyon islemi yapildi. Elde edilen saf ekstraktlar kendi ¢ozegenleri ile 10mg/ml
olacak sekilde hazirlanip +4 °C’de muhafaza edildi.

14



Sekil 3.3. Ekstraksiyon agamalari

3.4. Analiz Yontemleri

Elde edilen ekstraksiyonlar, DPPH, demir selatlama, total fenolik, total
flavonoid, FRAP aktiviteleri ile birlikte, enzimatik ve non enzimatik antioksidant tespiti
analiz edildi. Analiz calismasi literatiire ve ¢aligilan bitkilere goére uyarlanarak

uygulanmigtir.

3.4.1. DPPH serbest radikal giderme aktivitesi

517 nm’de maksimum absorbans degerini gostererek, koyu mor rengine doniisen
DPPH ¢ozeltisi igerisine, antioksidan igeren maddeler yiiklendiginde, rengini zamanla
kaybetmeye baglar. Bu renk degisiminin sebebi, antioksidan maddelerin DPPH
¢Ozeltisini baskilamasidir.

Her biri ayr1 ayn tiiplere konulan konsantrasyon igerisine, 1’ er ml bitki
ekstraklarindan eklendi. Uzerlerine 4 ml DPPH (saf metanolde ¢oziinmiis 0.001 M
DPPH) eklenerek homojen bir karisim elde edildi. Ardindan 30 dakika inkiibasyona
konularak, spektrofotometrede 517 nm dalga boyunda absorbanslari dl¢iilmiistiir.

Kor i¢in 1 mL metanol 4 mL DPPH ¢6zeltisine konuldu, kontrol olarak da 5 mL
DPPH kullanilmustir.

DPPH aktivitesi (% inhibisyon) = ( Ak— A1)/ Ak x 100

(Ak : KontrolAbsorbansi, A1 : Numune Absorbansi) (Blois, 2002).

3.4.2. Total fenolik icerigi
Bitki ekstraklarmim FCR reaktifi ve Na2COs ile reaksiyonu sonucu olusan yesil

renk, fenolik madde igerigini belirlemektedir.
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Her biri ayr1 ayn tiiplere konulan konsantrasyon igerisine, 1’ er ml bitki
ekstraklarindan eklendi. Uzerine 1' er ml FCR (Folin-Ciocalteu) reaktifi eklendi. Oda
sicakliginda 3 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Ardindan 1 ml doygun (% 7
Na>CO3) ilave edilerek kopiirmesi ve yesil renge donlismesi beklendi.

(Cozeltinin tizerine 10 ml distile su ilave edildi. Ardindan oda sicakliginda ve
karanlik bir ortamda 90 dakika boyunca inkiibasyona birakildiktan sonra, 725 nm’de
absorbans degeri ol¢iildii.

Kor igin 1 ml ¢oziicii+ 1 ml FCR +1 ml % 7’lik Na,COsve 7 ml'ye distile su
kullanilmaistir.

Standart i¢in ise gallik asitin farkli konsantrasyonlar ile (0.05-0.1-0.25-0.5 ve 1
mg/ml) ¢6zeltiler hazirlanmustir (Slinkard ve Singleton, 1977), (Su ve ark., 2007).

1.4
y =0,0292x + 0,0211

1,2
R?=0,99889
1
0.8
0.6 /
04 /
02 /
0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Absorbans

Konsantrasyon

Sekil 3.4. Gallik asid standart regresyon egrisi

3.4.3.Total flavonoid icerigi

NaNO2’l1 bitki ekstraktlarinin ALCI3 ile olusturdugu reaksiyon sonucunda,
olusan triinlerin 510 nm dalga boyunda okunmasi ile gézlemlenen sonug, flavonoid
icerigini belirler.

Ayr1 ayr1 konsantrasyon i¢in 1 ml bitki eksrakti tiiplerin igerisine, 400 pl % 80
metanol eklendi. Ardindan 30 ul % 5 NaNO; ilave edilerek 6 dakika bekletildi. Uzerine
30 ul % 10 AICl3.6H20 eklenerek homojenize edildi ve yine 6 dakika beklemeye
birakildi. Siire sonunda 400 pl NaOH (1M) ilave edildi ve 15 dakika beklenerek pembe

renk olusumu gozlendi. Olusan pembemsi renk 510 nm’de absorbans degeri dlgiildii.
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Kor: % 80 metanol
Regresyon: Rutin’in farkli konsantrasyonlarina (0,1-1 mg/ml) gére yapildi (Park
ve ark. 2008).

0,6

0.5 y=0,047x + 0,027
’ R?*=0,9973

0.4

Absorbans

0,3 /
0,2

0.,1 ’/

0 2 4 6 8 10 12

Konsantrasyon

Sekil 3.5. Rutin standart regresyon egrisi

3.4.4. FRAP analizi
Antioksidan aktivitesini ger¢eklestirmek icin FRAP yontemi yapildi. Bunun i¢in

2011 yilinda Miiller ve arkadaslar1 tarafindan uyarlanan FRAP yontemi kullanilmistir.

Hazirlanan FRAP ¢ozeltisi igerisine, Sodyum asetat (300 mM, PH 3.6), 40 mM
HCL ile hazirlandi 10 mM TPTZ ( 2,4,6- Tris (2-pyridyl)-s- triazin) ve 20 mM ferric
klorid ¢ozeltisi, 10:1:1 oraninda karistirildi. Yogunlugu belirgin 6rnekten 100 pl
alinarak 3 mL FRAP ¢ozeltisine eklendi. 1’er dakika araliklarla karistirilarak, 37 © C’de
4 dakika inkiibe edildi. Ardindan 593 nm dalga boyunda absorbans degeri 6l¢iildii.

Kor ferrosiilfat ile hazirlandi. Sonuglar kurutulmus agirhigin her bir gramina

denk gelen mM FeS04~2 olarak belirtildi.
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Sekil 3.6. FeSO, standart regresyon egrisi

3.4.5. Mineral madde tayini

0,012

Toplanan bitkiler, gdlgede oda sicakliginda kurutularak, laboratuvar ortaminda

mikserle toz haline getirildi. Toz halindeki bitki 6rnekleri, oda sicakliginda cam

kavanozlarda muhafaza edildi.

Speed dalgast MWS-3 modeli mikrodalga yakma sistemi ile numunelerin asitle

muamelesi gerceklestirildi. Bunun i¢in; 1 gr kurutulmus bitki 6rneklerinden tartildi ve

basinca dayanikli politetrafloroetilen (PTFE) kabma (100 ml hacimde) ve asit
karisimlarina (7.5 ml HNO3 + H202, pH: 2,5) aktarildi. Boylece mikrodalga ile yakma

metodu gerceklestirildi. Uygulanan giic 1450 W olarak belirlendi. Ardindan reaksiyon

karigtmi buharlagtirma modiliine tabi tutularak, asitlerin uzaklastirilmasi islemi

yapilmustir. Kalan tortu sabit bir hacme seyreltilmek i¢in, Milli-Q su iginde ¢6ziildii ve

stuzuldii.
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4. BULGULAR

4.1. Total Fenolik Madde Icerikleri

Yapilan ¢alismalar sonucunda, etanol ekstraktlarinin su ekstraklarina gére daha

fazla fenolik madde igerdigi analiz edildi. Solvent tiirii bu degisim, beklenilen sonug

olarak rapor edildi. Kuru ekstraktlarla yapilan ¢alismalarin fenolik madde yogunlugu

daha fazla oldugu goriildii (Tablo 4.1).

Tablo 4.1. Calisma bitkilerinden elde edilen fenolik madde igerik sonuglari

Kuru Su Etanol (mg/g)
(mg/g)
1. Stachys mardinensis 41,83+4,57 117,39+4,62
2. Hymenocrater bituminous 89,16+4,03 179,95+28,13
3. Salvia hasankeyfensis 42,51+£2,93 128,10+8,20
4. Ferulago bernardii 30,67+1,44 43,55+5,30
Taze Su (mg/g) Etanol (mg/g)
1. Stachys mardinensis 23,36+1,23 63,01+9,17
2. Hymenocrater bituminous 26,20+9,79 40,70+1,46
3. Salvia hasankeyfensis 35,14+1,15 49,51+7,40
4. Ferulago bernardii 24,85+1,69 20,96+0,72

Fenolik madde igerigi bakimindan en yiiksek deger 179.95 mg/g ile

Hymenocrater bituminous bitkisinin kuru/etanol ekstresinde oldugu, en diisiik fenolik

iceriginin ise 20.96 mg/g degeri ile Ferulago bernardii bitkisinin taze/etanol ekstresinde

oldugu goriildi. Bitkinin kuru ya da taze olarak kullanilmasi, kullanilan ¢dzgen tiiri,

fenolik madde igerigini etkiledigi sonucuna varildi.
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Sekil 4.1. Bitki 6rneklerine ait fenolik madde miktarlari

Taze bitki kullanimi ile yapilan analizler sonucunda elde edilen degerlerin
birbirine yakin olduklari, kuru bitki ornekleri ile yapilan calismalar da ise farkli bitki
tiirlerinin degisken fenolik igerigine sahip olduklar1 sonucuna varildi. Tiim 6rneklerde
etanol ¢Oziicliniin suya kars1 daha yiiksek fenolik madde elde edilmesini sagladigi
gozlemlenmistir. Ancak Ferulago bernardii bitkisinin su ekstresi, etanole gore daha
yiiksek deger elde edilmesini saglamistir.

Fenolik madde icerik siralamasi H. Bituminous > S. Hasankeyfensis > S.

Mardinensis > F. Bernardii olarak belirlendi (Tablo 4.1).
4.2. Total Flavonoid Icerikleri

Elde edilen veriler sonucunda en yiiksek flavonoid degeri, 1062,3 pg/g deger ile
Hymenocrater bituminous bitkisinin taze/etanol ekstresinde oldugu, en diisiik flavonoid

degerinin ise 80,4 ug/g ile Ferulago bernardii bitkisi kuru/su ekstresinde oldugu tespit
edildi (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Caligma bitkilerinden elde edilen flavonoid madde icerik sonuglari

Kuru Su (ng/g) Etanol
(ng/g)
Stachys mardinensis 157,5¢11,2 603,2+23 .4
Hymenocrater 229,2+50,1 1062,3+30,
bituminous
Salvia hasankeyfensis 105,9+£7,8 523,6£17,2
Ferulago bernardii
80,4+£12,6 122,5+13,7
Taze Su (ng/g) Etanol
(ng/g)
Stachys mardinensis 132,6+15,0 447,6+29,7
Hymenocrater 124,4+2.75 278,2+15,6
bituminous
Salvia hasankeyfensis 236,0+6,32 410,1+£25.4
Ferulago bernardii 190,3+39,6 147,4+9.47

Flavonoid sonuglarina goére, Hymenocrater bituminous bitkisinin etanol
ekstresinde yiiksek deger gozlemlendi. Kuru bitki Orneklerinin flavonoid madde
miktarina bakilacak olursa, Hymenocrater bituminous bitkisindeki flavonoid miktari,
Ferulago bernardii bitkisinden 5 kat, Salvia hasankeyfensis bitkisinden ise 2 kat fazla

oldugu tespit edildi. Bu degerler taze bitki drnekleri icin farklilik gostermektedir.

Kuru Taze
- 600
4
B 500
T 400
5200 ; 300 -
000 =
800 ; 200
600 2 100 4
400 J 0
200 - Stachys  Hymenocrater Salvia Ferulago
0 e N il el mardinensis  bituminous  hasankeyfense  bernardii

Stachys HymengjRijlersalvia Ferulago
mardinensis  bituminous hasankeyfense  bernardii
Bitkiler mg,; ®Eanol
®mSu ™ Etanol

Sekil 4.2. Bitkilere ait flavonoid degerleri
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Taze bitki 6rneklerinde en yiiksek degeri, Stachys mardinensis bitkisinin etanol
ekstresininde tespit edildi. Bununla beraber, taze bitki 6rneginin su ekstresinde en

yiiksek degeri alan bitki, S. Hasankeyfensis bitkisi oldugu tespit edilmistir.

4.3. DPPH Analiz Sonuclar

DPPH analiz sonuglarina gore, kuru ve taze materyaller arasinda 1 ve 0.5 mg/ml
konsantrasyonlarda ciddi bir fark goriilmemistir. Ancak 0.1 ve 0.5 mg/ml
konsantrasyonlarda DPPH yiizdelik degerlerinin degistigi gozlemlenmistir (Tablo 4.3).
Kuru materyallerle yapilan DPPH analizi sonuglarina gore, en iyi sonug Stachys
mardinensis ve Hymenocrater bituminous bitkilerinden elde edilmis olup, taze

bitkilerde ise en iyi inhibasyon yiizdesi Ferulago bernardii bitkisinde goriilmiistiir.

Tablo 4.3. Bitkilere ait DPPH sonuglari

KURU Numune I mg/ml 0,5mg/ml 0,25 mg/ml 0,1 mg/ml IC50
mg/ml

Stachys mardinensis 72,06186 77,9381443 61,9587629 47,9381443 0,112
Hymenocrater bituminous  72,47423 69,4845361 61,5463918 49,5876289 0,107

Salvia hasankeyfensis 70,30928 72,9896907 45,8762887 31,2371134 0,283
Ferulago bernardii 70,51546 77,0103093 34,0206186 27,1134021 0,313

TAZE Numune 1 mg/ml 0,5mg/ml 0,25 mg/ml 0,1 mg/ml IC50
mg/ml

Stachys mardinensis 77,23077 76,6153846 44,9230769 21,5384615 0,386
Hymenocrater bituminous 66,92308 46,9230769 21,2307692 11,0769231 0,721

Salvia hasankeyfensis 60,76923 59,3846154 53,6923077 30,4615385 0,462
Ferulago bernardii 78,38462 72,9230769 47,2307692 26,3076923 0,296

DPPH sonuglarin1 yorumlarken yiizde inhibasyonlarina bakmak yerine, IC 50
degerlerine bakmak daha dogru bilgiye ulastirmaktadir. Buna gore en diisiik IC 50
degeri, en iyi aktiviteye sahip bitki ekstresini gostermektedir. Ayrica taze ve kuru bitki
materyalleri arasinda farkliliklar oldugu goriilmiistir. Hymenocrater bituminous
bitkisinin kuru ekstresi 0.107 mg/ml ile en diisiik IC 50 degerine sahip olarak

belirlenmistir.
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4.4. FRAP Sonugclar

Demir selatlama ve Fe*® iyonunun indirgenme sonuglarini FRAP degerleri

belirlemektedir. Analizlere gore kuru materyallerin FRAP degerleri taze materyallere

gore daha yiiksek goriilmiistiir. Hymenocrater bituminous bitkisinde en yiiksek FRAP

degeri varken, Salvia hasankeyfensis bitkisinde en diisiik deger tespit edilmistir (Tablo

4.4).

Tablo 4.4. Bitkilerin FRAP degerleri

Kuru Su Etanol
1. Stachys mardinensis 1,009+0,022 1,411+0,008
2. Hymenocrater bituminous 1,335+0,023 1,145+0,156
3. Salvia hasankeyfensis 0,910£0,062 0,403£0,152
4. Ferulago bernardii 0,495+0,015 1,009+0,022
Taze Su Etanol
1. Stachys mardinensis 0,826+0,092 0,954+0,012
2. Hymenocrater bituminous 0,926+0,081 0,782+0,085
3. Salvia hasankeyfensis 0,451+0,052 0,102+0,09
4. Ferulago bernardii 0,136+0,014 0,652+0,075

4.5. Mineral Madde Analizi
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Tablo 4.5. Mineral madde analiz

Li B Na Mg Al P K Ca Cr Mn Fe Co Ni
[ppm] [ppm]\ [ppm]  [ppm] \ [ppm] \ [ppm] [ppm] [ppm] [ppm]\ [ppm]  [ppm] [ppm]\ [ppm]
S. mardinensis 1,074 | 7,905 | 216,917 | 8660,268 | 683,318 | 680,073 | 4421,919 | 8125,090 | 3,972 |34,876 [1199,361| 1,100 | 6,397
H. bituminoides 0,704 |24,178 | 482,080 | 3041,514 | 387,605 | 1054,406 |16191,956 | 9385,650 | 4,297 | 45,758 |1030,783 | 1,084 | 7,217
S. hasankeyfensis | 3,468 | 17,601 | 94,185 |5577,873|1490,617 | 399,970 | 2295,738 |13019,319 | 7,166 | 55,450 | 2047,372 | 1,617 | 8,985
F. bernardii 0,880 | 41,569 | 64,093 | 1887,577 | 592,976 | 718,510 |12880,344 | 6409,445 | 2,775 |82,011|1030,597 | 0,859 | 4,475
Cu Zn Ga As Se Sr Mo Ag Cd Ba La Ce Pb

S. mardinensis 5,884 | 15,594 | 4,298 0,856 109,418 | 38,383 5,273 0,644 1,997 | 16,175 0,479 0,995 | 1,686
H. bituminoides 11,123 | 15,527 | 4,026 0,678 108,203 | 64,458 6,049 0,633 1,869 39,834 | 0,265 0,507 | 0,490
S. hasankeyfensis 4,899 |20,238| 4,466 1,010 109,608 | 60,088 5,227 0,606 2,077 161,076 | 1,104 2,219 | 1,725
F. bernardii 5,405 [ 14,544 | 3,605 0,627 99,880 16,610 4,549 0,511 1,678 | 5908 0,603 1,356 | 0,611
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4.6. Antimikrobiyal Aktivite Sonuc¢lar

Antimikrobiyal aktivite sonuglarma gore, bitki ekstreklerinde yiiksek
antioksidan aktivite goriilmiistiir. Bunun yaninda antimikrobiyal aktivitelerde olumlu
sonuglar elde edilemedi.

Antimikrobiyal tespiti i¢in Escherichia coli., Streptococcus agalactiae,
Klebsiella pneumoniae bakterileri kullanilmistir. Deney sonucunda calisilan bitkilerin

bu bakterilerin gelisimini inhibe edecek potansiyellerinin olmadig: tespit edilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Gegmiste yore halki tarafindan ¢esitli tedavilerde kullanilan bitkiler, o bdlgede
yasayan insanlarin tecriibelerine ya da sifa dagitici olarak anilan insanlarin tavsiyesi
tizerine secilmekteydi. Bu tavsiyelere gore bitkilerin en faydali organlari, kisimlari
toplanir, en ¢ok fayda verecek sekilde ¢ayi, tiitsiisii, ilact ya da merhemi hazirlanirdi.
Yore halki, bitkinin fitokimyasal yapisini bilmemekle beraber, yillarin tecriibesine
dayanarak en etkili tiilketme yontemini uygulamaktadirlar.

Yapilan deneyler sonucunda Hymenocrater bituminous ve Stachys mardinensis
bitkilerinin yiiksek antioksidan, flavonoid ve fenolik igerigine sahip olduklari goriildii.
Ulkemiz i¢in endemik olan bu bitkiler iizerinde daha fazla calisilabilecegi durumu
gbzlemlenmistir. Bitki ornekleri ile yapilan ¢alismalar sirasinda bitkilerin yapisi geregi,
su kullanilarak hazirlanan inflizyonlarda, hidrofilik bilesikleri ekstre etmektedir.
Hidrofilik bilesiklerin ¢ogu fenolik bilesiklerden meydana geldiginden dolayr ve halk
tarafindan kullanim sekline bakilacak olursa, fenolik bilesiklerin infiizyon igerisinde en
baskin fitokimyasal bilesik oldugu goriilmektedir. Fenolik bilesiklerin in-vivo ve in-
vitro ortamlarda antioksidan, antidiyabetik, antienflamatuar, antiobezitik, prooksidan ve
antikanser etkilerinin oldugu sonucu tespit edildiginden, bu bitkilerin yillardir yore halki
tarafindan kullaniminin hakliligini ve 6zellikle kanser tedavisinde etkili oldugu inancin
dogrulamaktadir. Yapilan ¢aligma sunu gosteriyor ki endemik tiirlerin bdlge halki
tarafindan kullanim amaci, bilimsel ¢aligmalar sirasinda yol gosterici olabilmektedir.

Laboratuvar calismalar1 gosteriyor ki, etanol ekstraktlarinin su ekstraktlarina,
golgede kurutulmus ekstraktlarin taze ekstraktlara gore daha fazla fenolik madde
icerdigi gozlemlenmistir. Bu beklenen sonuca goére, Hymenocrater bituminous kuru
ekstraktlarinin 179,95 mg/g ile etanol ¢oziiciide en fazla fenolik igerdigi tespit
edilmistir. Kuru/etanol ekstraktlarin fenolik madde yogunlugu sirasi ile Salvia
hasankeyfensis, Stachys mardinensis, Ferulago bernardii takip etmistir.

En yiiksek flavonoid degeri 1062,3 png/g ile Hymenocrater bituminous bitkisinin
taze/etanol ekstresinde oldugu, en diisiik degerin ise 80,4 png/g ile Ferulago bernardii
bitkisinin kuru/su ekstresinde oldugu goriilmiistiir. Taze bitki 6rneklerinde en yiiksek
flavonoid degeri Stachys mardinensis etanol ekstraktlarinda oldugu, taze/su
ekstraktlarinda en yliksek degerin Salvia hasankeyfese bitkisi oldugu gozlemlenmistir.

Kuru ekstraktlarla yapilan analizlerde en iyi DPPH analiz sonucu Stachys

mardinensis ve Hymenocrater bituminous bitkilerinde goriilmiistiir. Taze bitki
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orneklerinde ise DPPH’1n en iyi analiz sonucu Ferulago bernardii’de goriilmiistiir. 1C
50 degeri en diisiikk gozlemlenen sonuglar, en iyi DPPH aktiviteye sahip bitkileri
gosterir. Buna gére Hymenocrater bituminous bitkisinin kuru ekstraklar: 0.107 mg/ml
degeri ile en diisiik IC 50 degerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Kuru ekstraktlarin FRAP degeri taze materyallere gore daha yiiksek oldugu
goriiliir. FRAP degeri en yiiksek bitki Hymenocrater bituminous, en diisiik degerin ise
Salvia hasankeyfensis almistir.

Mineral madde analizi sonuglarina gére Stachys mardinensis bitkisinde en fazla
goriilen mineraller siras1 ile Mg, Ca, K, Fe, Al, P, Hymenocrater bituminous bitkisinde
en yogun bulunan mineraller K, Ca, Mg, P, Fe mineralleridir. Dort bitki tiirii i¢erisinde
en fazla Ca ve Fe minerali Salvia hasankeyfense bitkisinde goriilmiistiir.

Sonug olarak, yapilan ¢aligmalar gosteriyor ki Dogu Anadolu Boélgesi’nde yore
halki tarafindan tedavi amacgli kullanilan Hymenocrater bituminous ve Stachys
mardinensis bitkilerinin yaprak kisminda 6nemli oranda fenolik bilesik icerdigi ve
yiiksek oranda antioksidan degerine sahip oldugu goriilmiistiir. Dogadan toplanan
bitkilerin her zaman masum oldugu ne yazik ki sdylenemez. Mesela kimi bitkiler
solunum yolu hastaliklarina iyi gelirken, iyilesmek adina bunu diisiinerek asir1 miktarda
tilketimi bobreklere ya da diger organlara zarar verebilmektedir. Tibbi bitkilerin uygun
olmayan yontemlerle ve asir1 miktar ile tliketimi tehlikeli sonuglara neden
olabilmektedir (Tang ve Hallliwell, 2010). Yaptigimiz bu ¢alismanin verileri, ileri ki
zamanlarda yapilacak diger in vivo c¢alismalar sonunda elde edilecek sonuglarla,
farmakolojik ve endiistriyel alanlarda yeni gelismelere 151k tutacagi ongoriilmektedir.
Yiizyillardir bitkisel ¢ay olarak kullanilan bu bitkilerin, bdlge halki adina ekonomik

kalkinmada yarar saglayacagi da diigiiniilmektedir.
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