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GIRiS VE GENEL BILGILER

L GIRIS

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach bitkisi, Dogu Akdeniz tilkelerinde ve
yurdumuzda genis yayilim gostermektedir (15). Sarcopoterium cinsi, yurdumuzda
tek tlir ile temsil edilen, gerek yurt disinda, gerek iilkemizde halk tababetinde
kullanilan bir bitkidir (5).

Izmir-Seferihisar mevkiinden 12.04.2004 ve 12.05.2004 tarihlerinde ¢icekli ve
meyveli olmak tizere iki dénem halinde toplanan bitkiden hazirladigimiz Herba
Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglari tizerinde yapilan ve dért ayn
boliime ayirdigimiz ¢aligmalar tezimizin konusunu olugturmaktadr.

Ik olarak Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglar: tizerinde
gesitli makroskobik ve mikroskobik incelemelerin yapilmasi ve drogun karakteristik
Ozelliklerinin belirlenmesi amaglanmagtir.

Ikinci ¢aligmada, 10. Alman Farmakopesi’ndeki (DAB 10) yontemler esas
alinarak, droglar {izerinde gesitli kalite kontrol denemeleri (Nem miktar, total kiil
miktar: ve siilfat kiilti miktar1 tayini) yapilmigtir.

Ugtincti calismada, S. spinosum bitkisinden hazirlanan droglarda standart
madde olarak a-tokoferol ile E vitamininin teghisinin kromatografik (TLC) olarak
yapimasi ve drogdaki E vitamini miktarinin, spektrokolorimetrik, optik
dansitometrik ve yliksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) kullamlarak tespit

edilmesi ve sonuglarin mukayeseli olarak degerlendirilmesi amaglanmustir.



Dérdiincti ¢alismada, droglardan Brine shrimp yontemiyle sitotoksik aktivite
tayini, Disk Diffiizyon ve MIK y6ntemiyle antimikrobiyal aktivite tayini, TEAC
yontemiyle ise antioksidan aktivite tayini gergeklestirilmigtir.

Tezimizde ana amag¢, yurdumuzda genis yayilim gosteren S. spinosum
bitkisinden hazirlanan droglardaki E vitamini miktarin1 tayin etmektir. En 6nemli
dogal antioksidan madde olan E vitamini, ilag endiistrisi i¢in degerli bir
hammaddedir. S. spinosum’un yliksek E vitamini igerdigi saptandifi takdirde, hem
ilag sanayisinde hem de fitoterapide yiiksek E vitamini igerigi nedeniyle yerini
almasimin saglanmasi da hedeflerimizden biridir. Droglarin standardizasyonu igin
kalite kontrol denemeleri, anatomik &zelliklerini belirlemek i¢in makroskobik ve
mikroskobik incelemeler, kimyasal igerikleri hakkinda fikir sahibi olmak igin
fitokimyasal analizler ve bunlarin yaninda droglara ait sitotoksik aktivite,
antimikrobiyal aktivite ve antioksidan aktivite denemeleri de yapilan ¢aligmalar
arasindadir.

Yapilan literatiir incelemelerinde, S. spinosum bitkisi {izerinde E vitamini
miktar tayini ile ilgili herhangi bir ¢aligmaya rastlanmamistir. Bu sebeple, Herba
Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarinin E vitamini igerigi agisindan
degerlendirilmesi, gerek yontem gerekse caligma materyali agisindan orijinal bir
caligmadir.

II. GENEL BILGILER

S. spinosum, Rosaceae familyasina ait, yurdumuzda tek tiir olarak temsil
edilen bir bitkidir. Dogu Akdeniz iilkelerinde, iilkemizde ise Canakkale, Istanbul,
Sinop, Izmir, Aydin, Antalya, Adana gibi kiy1 sehirlerinde, genellikle rakimi 100 m’

ye kadar olan deniz seviyesine yakin bolgelerde, bozulmug makiliklerde, erozyona



uframis kurak yamaglarda, yayilis gdstermektedir. Genel olarak, dogada 75 cm
boylarinda, kiimeler tegkil eden, dikenli galilar halinde bulunmaktadir (15).

Bitkinin bilinen sinonimleri; Pimpinella spinosa Gaertner, Poterium spinosum
(L.), Sanguisorba spinosa (L.) Bertoloni’ dir. Diger dillerde ise ingiiizce’de
“Thornburnet”, Almanca’da “Dorniger Becherstrauch”, Fransizca’da “Pimpinelle
épineuse”, Italyanca’da “Spinoporci”, filkemizde ise “abdestbozanotu”,
“cayirdikeni”, “getirdikeni” gibi isimlerle bilinmektedir (24,55).

Ulkemizde S. spinosum’ un gerek dal ve g6vde kabuklarndan hazirlanan
%5’lik infizyon, gerekse toprak {istli ve toprak alt1 kisimlar: halk arasinda geker
hastalifina kars1 kullamlmaktadir (5).

Yapilan literatiir aragtirmalarina gére, E. Menczel adl1 bilim adami 1963 yilinda
yaptifi c¢aligmada, aralarinda S. spinosum’un da yer aldifi cesitli bitkilerin
ekstrelerinin tavsanlar tizerindeki hipoglisemik etkisini aragtirmigtir (29).

G. O. Schluetz ve J. Venulet, S. spinosum’ un kok ve gévdesinden hazirladig:
dekoksiyonlarda farmakolojik incelemeler yapmiglardir. 1964 yilinda yapilan bu
calisma sonucunda hazirlanan dekoksiyonlarin kan sekeri seviyesini diislirdiigii
bunun yani swra meyvelerinden hazirlanan dekoksiyonun ise kan sekeri
konsantrasyonuna higbir etkisi olmadigi bulunmustur (44).

1966 yilinda J. Mishkinsky ve ¢alisma grubu, S. spinosum’un sulu ekstresinin
subkutan olarak tatbik edildifinde tavsanlarda hipoglisemik etki g&stermezken, 2
g/kg dozunda oral olarak uygulandiinda ise 6nemli hipoglisemik etki g6sterdigini
saptamistir. Aktif maddelerin asit vasatta stabil olmadig1 ve uzun siireli kaynatmanin
da hipoglisemik etkiyi ortadan kaldirdig1 ag¢iklanmigtir. Bazi tavsanlarin, uygulamayi

takip eden ilk saatte kan sekeri seviyesinde hafif bir artis oldugu, bu artisin da



dekoksiyon sirasinda glikozit veya polisakkaritlerin hidrolizinden ileri gelebilecegi
bildirilmistir (31).

T. M. Quisenberry ve G. Gjerstad, diabet olan bir hasta tizerinde yaptiklari
klinik aragtirmalar neticesinde S. spinosum’un k6k kabuklarinin hipoglisemik aktivite
gosterdigini dogrulamiglardir. 1967°de yapilan bu galigmada koéklerde kagit
kromotografisi ile yapilan analiz sonucu ise alkaloit ve heterozitlere rastlanmamig
ancak a-D- glukoz ve 5 adet amino asit tespit edilmigtir (35).

1968 yilinda G. Carraz ve g¢alisma grubu P. spinosum’un koklerinden aseton
ekstraksiyonu, ardindan benzen, kloroform ve eter ekstraksiyonu ile pentasiklik
triterpen yapili bilesikler izole edip, yapilarimi aydinlatriglardir. Obez fareler
tizerinde yapilan biyolojik ¢aliymada, tiim bilesiklerin hipoglisemik etkili oldugu
rapor edilmistir (11).

1971 yilinda yapilan bir ¢alismada P. spinosum’un geng yapraklarn, kékleri ve
kok kabuklarmdan su, alkol ve diger organik ¢oziiclilerde ekstresi hazirlanmis ve
ekstrelerin koroner ve periferal dilatér etkili oldugu, oral, rektal ve parenteral olarak
kullanilabilecegi bildirilmistir (52).

P. Vilain ve arkadaglar1 bitkinin k6k kabuklarinda metanol ekstresi hazirlamis
ve poliflavan heteroziti elde etmislerdir (53).

1973 yilinda A. Pourrat ve g¢alisma grubu, S. spinosum bitkisinin kok
kabuklarindan metanolle yapilan ekstraksiyon ve ardindan dimetil amino metanol
ilavesi sonunda etil asetat ve metilen kloriir ile ¢dktiirme iglemleri sonucunda suda
¢Oziinen ve g¢Ozlinmeyen kondanse tanenleri izole etmigtir. Suda ¢Oziinmeyen
kompleksten tormentozit adl1 bilesik daha yiiksek oranda izole edilmistir. Yine ayni

calismada, bitkinin B-sitosterol igerdigi de rapor edilmistir (34).



J. Durodola 1975 yilinda S. spinosum’un kok kabuklarindan hazirladigi eter
ekstresinden kristal yapili bir bilesik izole etmis ve tlimér inhibitdr etkide oldugunu
gostermistir (20).

1977 yilinda S, spinosum’da klorofil, yag, azot, serbest ve bagli aminoasitler ve
seker miktart N. S. Margaris tarafindan mevsimlere gére saptanmis ve kig ayinda
toplanan yapraklarda daha yiiksek oranda bulundugu tespit edilmistir (28).

1981 yilinda E. Verykokidou ve ¢alisma grubu tarafindan yapilan bir
aragtirmada, S. spinosum bitkisinin alkol ekstresinden kersetin, kersitrin, hiperozit,
ve 12 serbest amino asit; petrol eteri ekstresinin sabunlagmayan kismindan ise B-
sitosterol, B-karoten izole edilmis, yaZ asitleri de metil esterleri seklinde gaz
kromotografisi ile tespit edilmistir (51).

1987 yihinda, Israil’de, Z. Yaniv ve ¢alisma grubu, kapsamli bir etnobotanik
aragtirma yapmus, diabet tedavisinde kullamlan bitkiler arasinda S. spinosum’un da
yer aldigim saptamiglardir (54).

A. Muller ve calisma grubu 1988 yilinda tip II diabet hastalifina karsi
kullanilan tibbi bitkilerin krom igeriklerini tayin etmis ve bu ¢aligma sonucunda S.
spinosum’da krom miktar1 3.5 ppm olarak tespit edilmistir (32).

1990 yilinda, N. S. Christodoulakis ve ¢aligma arkadaglarmin S. spinosum ‘un
yaprak yapisin1 anatomik olarak arastirdifi, yaz aylarinda toplanan yapraklarda
epidermis hiicrelerinden mezofil dokuya kadar olan kisimda yiiksek oranda miisilaj
bulundugu, ancak kig aylarinda toplanan 6rneklerde miisilajli yapiya rastlanmadig:
gorlilmiistiir. Yine aym c¢aligmada epidermiste bulunan tanenlerin graniiler sekilde
toplandifina deginilmistir (14).

Almanya’da 1991°de Reher ve arkadaglarinin yaptifi bir ¢alismalarda S.

spinosum bitkisinin kék kabuklarindan 23-hidroksi tormentik asit, 23-hidroksi



tormentik asit glikoziti, tormentik asit glikoziti ve triterpenoitler elde edilmigtir
(38,39).

1992 yilinda yine Almanya’da, Reher ve Budesinsky, S. spinosum’un
koklerinden hazirlanan metanol ekstresinde triterpenoit yapisinda ursolik asit,
tormentik asit ile sitosterol izole edilmistir (37).

M. Slijepcevic ve L. Kraus, alloksan monohidrat verilerek olusturulan diabetik
siganlarda gesitli bitki ekstrelerinin ve insiilin preparatlarinin kan sekeri seviyesini
azaltic1 etkilerini aragtiran yeni, hizli ve glivenilir bir y6ntemi 1997 yilinda
gelistirmiglerdir. Bu ¢aligmada, S. spinosum’cian elde edilen baz fraksiyonlarin da
kan sekerini diistirticti etkide oldugu gbzlenmistir (46).

Filistin’de 1998 yilinda, yapilan antimikrobiyal aktivite ¢aligmasinda, halk
arasinda haricen antienflamatuvar, analjezik, dis agrilar1 ve hemoroit tedavisinde,
déhilen ise antidiabetik, mide agrilarina kargi, diliretik, bobrek taglarina karst ve
dolagim stimulami olarak kok, meyve ve yapraklari kullanmilan S. spinosum
bitkisinden hazirlanan su ve alkol ekstrelerinin antimikrobiyal aktivite gosterdigi
bildirilmigtir (2).

Al- Kurdi-Rohani ve galisma grubu tarafindan 2000 yilinda, ¢esitli bitkilerin in-
vitro olarak Agrobacterium tumafaciens’in sebep oldugu timér olusumunu
engelleme etkisi tizerine yapilan ¢aligmada S. spinosum’un etkili oldugu bildirilmistir
3).

E vitamini 4 tokoferol (o, B, 7y, 6- tokoferol) ve bunlara karsiik gelen
tokotrienoller i¢in kullanilan genel bir terim olup, bunlardan biyolojik olarak aktif
olan formu a-tokoferol’diir. E vitamini biiylime ve gelisme i¢in insan viicudunun

gereksinim duydugu ve eksikliginde klinik anormalliklere sebep olan bir vitamindir

(26).



Tokoferoller fotosentetik organizmalar tarafindan sentezlenen yagda ¢oziinen
antioksidanlardir (45).

Antioksidan maddelerce zengin meyve ve sebzelerin yer aldig: diyetler koroner
kalp hastaliklar1 ve kanser vakalar1 riskini azaltmaktadir (25).

Sentetik tokoferoller, aktif olmayan stereoizomerleri nedeniyle, dogal olanlari
ile aym biyolojik aktivitéye sahip degildir (9). Bu nedenle bitkisel kaynakli
antioksidanlarin aragtirilmasi ile ilgili ¢aligmalar giderek artmaktadir. Bu calismada
amacimiz, yeni dogal kaynakli antioksidanlarin aragtiriimasi, farkli yontemler ile a-
tokoferol igeriginin saptanmasidir. Tokoferoller ve tokotrienollerin tayini igin
kolorimetrik yo6ntemler, ITK, gaz ve vyiikksek basingli sivi  kromotografisi
kullanilmigtir. Giintimtizde daha basit olmas1 ve spesifik sonuglar vermesi nedeniyle
HPLC yonteminden yararlanilmaktadir. Tiim E vitamini homologlarini ayirabilmesi

ve sonuglarin ¢ok kisa stirede alinmas1 da HPLC’ye iistiinliik saglamaktadir.



GEREC VE YONTEM
I. BOTANIK BOLUM

A. SARCOPOTERIUM SPINOSUM (L.) SPACH UZERINDE
BOTANIK INCELEMELER

1. TEORIK KISIM

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach bitkisi Rosaceae familyasina ait,
tilkemizde tek tiir ile temsil edilen, ¢ok yillik, algak boylu, dikenli ¢ali formunda bir
bitkidir (15,55).

Bitki tanimina y6nelik asagida verilen bilgiler, basta “Flora of Turkey” olmak
lizere ilgili bazi kaynaklardan dilimize c¢evrilmek suretiyle ve hicbir katkida
bulunmaksizin derlenmisgtir.

a. Sarcopoterium genusu

Algak, kiime seklinde dikenli ¢alilar, dal uglari, dallanmis dikenler halinde.
Yapraklar derimsi, imparipinnat, siklikla kisa slirglinler {izerinde. Stipulalar kiigiik,
petioliin kin tegkil eden tabani ile birlesik. Cicek durumu nodusta yapragin karsi
tarafinda veya tepede spika seklinde, tek eseyli, esey dagilimi degisken, siklikla
yukarida disi, agagida erkek. Sepaller 4, stamenler ¢cok sayida, petal yok, karpeller 2
adet. Meyva lizlims{i, hipantiyum zamanla etlilesir, sepaller meyve gelisiminde belli
bir siire igin devam eder. Monotipiktir (15,43).

b. Sarcopoterium spinosum (L.) Spach

S. spinosum (L.) Spach, Ann. Sci. Nat. Ser. 3, 5: 43 (1846). Syn: Poterium

spinosum L., Sp. P1. 994 (1753). Ic. FL. Ital. F. 1089 (1899).



75 cm ya da daha yiiksek boyda, tiimsek teskil eden ¢alilar (Resim 1,2). Dis
kabugu giimiis renginde, boyuna ve dar seritler halinde diisen dis kabuktan
kahverengi renk agiga ¢ikar. Yapraklar oblong-ovat, yaprakgik kenarlan alta dogru
kivrik ve 3-5 digli. Alt yiizeyde, eksende (par¢ali yapragin orta damar bolgesinde)
beyazims: pilozlar. Sepaller yesil, siklikla kenarlar1 beyazimsi, ovat-oblong ve 2 mm
genigliginde. Stigmalar firgams: tiiylii, kirmizimsi. Meyveler 3-5 mm ¢apinda
kiiresel, sarimsi-kahverengi renkte (15).

c. Herba Poterii spinosi

Taze bitkinin toprak istii kisimlari, gozle goriilebilen biitiin  yabanci
maddelerinden ayiklanarak temizlendikten sonra mekanik olarak ufak pargalar
halinde dogrand1 ve agik havada, gélgede, oda isisinda kurutularak Herba Poterii
spinosi 6rnekleri hazirlandi.

d. Radix Poterii spinosi

Radix Poterii spinosi 6rneklerini hazirlamak i¢in 6ncelikle taze bitkinin toprak
iisti kisimlarindan dikkatle ayrilan toprak alti kisimlari, gozle goriilebilen biitiin
yabanci maddelerden ayiklanip temizlenerek, mekanik olarak ufak parcalar haline

getirildi. A¢ik havada, gélgede ve oda 1sisinda kurutuldu.

Resim 1. Sarcopoterium spinosum (L.) Spach
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Resim 2. Sarcopoterium spinosum (L.) Spach

2. PRATIK KISIM

a. MATERYAL VE METOT

Anatomik ¢alismalara konu olan droglar, 12.04.2004 ve 12.05.2004 tarihlerinde
Izmir, Seferihisar mevkiinden g¢igekli ve meyveli halde toplanmis olan
Sarcopoterium spinosum (L.) Spach bitkisinden hazirlanmigtir (Resim 1,2).

Cigekli ve meyveli hallerde toplanan bitkisel materyalden éncelikle bitkinin
kok, govde, yaprak, ¢igek ve meyvelerine ait degisik ornekleri igeren bir alkol
materyali ile herbaryum 6rnekleri hazirlanmigtir.

Bitkiye ait herbaryum &rnekleri Ege Universitesi Eczacilik Fakiiltesi
Farmakognozi Anabilim Dali Herbaryumu’nda 1323 numara ile sakli tutulmaktadir.

Drog tozlarinin mikroskobik olarak incelenmeleri igin yukarida bahsedildigi

sekilde hazirlanan droglardan alinan 6rnekler, bir tung havan yardimiyla mekanik
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olarak toz haline getirilmigtir. Anatomik ¢aligmalarda, 70°lik etanol iginde saklanan,
bitkiye ait yaprak, ¢icek, meyve, govde ve kok ornekleri kullamlmigtir. Alkol
materyalinde bulunan ve bitkinin mubhtelif Srneklerinden alinan enine ve ylizeysel
kesitlerde, sartur reaktifi ve kloralhidrat reaktifi (16) kullamlarak karsilastirmali
olarak incelenmis, saptanan karakteristik yapilarin fotograflari Carl Zeiss Jena marka

mikro-fotografi cihazi yardimiyla ¢ekilmistir.

II. KIMYASAL BOLUM

A.  SARCOPOTERIUM  SPINOSUM  BITKIiSINDEN
HAZIRLANAN DROGLARDA KALITE KONTROL
CALISMALARI
1. TEORIK KISIM

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarimin Tiirk
Farmakopesinde yer almadigi tespit edilmisticr (50). Yaptifimiz literatiir
aragtirmalarina gore, halk arasinda ozellikle diyabet hastalifinda kullamilan ve
lizerinde ¢esitli farmakolojik aragtirmalarin yapildig: bu droglarin, kalite kontrolii ile
ilgili herhangi bir ¢alijmaya da rastlanmamigtir. Tibbi agidan Onemli olan ve
tilkemizde yabani olarak yetisen bu bitkinin ileride yazilacak olan Tirk
Farmakopesi’nde ve diger farmakopelerde yer almasinin uygun olacagi goriigiiyle,
cesitli kalite kontrol denemeleri, 10. Alman Farmakopesi’nde yer alan yontemlere
gore yapilmigtir.

2. PRATIK KISIM

a. MATERYAL VE METOT
Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi botanik boltimde anlatildigi gibi
hazirlandiktan sonra elek ¢apr 1 mm olan Retsch GmbH SK 1 marka degirmende toz

edildi.
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Daha oncede belirtildigi gibi Herba ve Radix Poterii spinosi 6rnekleri
lizerinde yapilan ¢aligsmalarda, 10. Alman Farmakopesi’nin genel kisminda yer alan
ana yOntemler esas olarak alinmig ve bu amagla hazirlanan droglara nem miktar
tayini, total kiil miktar tayini ve stilfat kiilii miktar tayini denemeleri uygulanmisgtir.
19).

(1). Nem Miktar Tayini

Sabit agirlifa getirilen cam tartim kabinda, 1 gram civarinda ve tam olarak
tartilmis olan drog, 105°C’lik etiivde, sabit vezne gelinceye kadar 1’er saatlik
stirelerle 1sitilip, desikatérde sofumasim takiben tartildi. Son iki tartim arasindaki
fark 0.5°den az olacak gekilde sabit vezne getirildi ve yilizde nem miktar hesaplandi.

(2). Total Kiil Miktar Tayini

Sabit agirlifa getirilen porselen krozede 1 gram civarinda ve tam olarak
tartilmis olan drog elektrikli 1sitic1 fizerinde tamamen yanana dek tutuldu ve ardindan
600°C’ de, Heraeus marka yakma firiminda 1 saat yakilip, desikatérde sogutulduktan
sonra tartildi. Son iki tartim arasindaki farkin 0,5 mg’dan az olmasina dikkat edilerek
sabit vezne getirme islemi yapildi. Daha sonra yiizde total kiil hesaplandi.

(3). Siilfat Kiilii Miktar Tayini

Sabit agirlifa getirilmis bir porselen krozeye, 1 gram civarinda ve tam olarak
tartilmis drog koyuldu. Uzerine %10°luk siilfiirik asit ¢ozeltisinden damla damla 2
ml] ilave edildi. Su banyosu iizerinde kuruluga kadar bekletildikten sonra agik alevde
beyazlagincaya kadar yakildi. Kroze, 600°C sicakligindaki Heraeus yakma firminda
1 saat tutulmasinin ardindan desikatérde sogutuldu. Krozeye birka¢ damla %10°luk
stilflirik asit ¢dzeltisinden tekrar ilave edildi ve yine bir saat yakma firininda tutuldu.
Sogutulmasinin ardindan birkag damla % 15,8°lik amonyum karbonat ¢6zeltisi ilave

edildi. Kroze sabit vezne gelinceye kadar 1’er saat siireyle yakma firiminda 1sitihip,
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desikatSrde sogutulmasim takiben tartildi. Hesaplamalar sonucunda yiizde stilfat kiilii

bulundu.

B. SARCOPOTERIUM  SPINOSUM  BITKISINDEN
HAZIRLANAN DROGLARDA E VITAMINI MIKTAR
TAYINI

1. TEORIK KISIM

Yaptifimiz literatiir aragtirmalarina S. spinosum bitkisinde E vitamini icerigi ile
ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamugtir.

Yine yapilan aragtirmalarda, 6zellikle Akdeniz bitkileri basta olmak tizere bazi
bitkilerin E vitamini i¢erdigi goriilmiistiir.

1963 yilinda Ingiltere’de V. H. Booth tarafindan, bazi bitkisel hiicrelerde,
spektrokolorimetrik olarak, o-tokoferol miktar: tayin edilmistir (7). Aym aragtirict
1964 yilinda da, hayvan yemi olarak kullanilan kaba yonca, yonca ve gimendeki a-
tokoferol icerigini ¢ift dimensiyonlu k&git kromatografisi yontemiyle incelemistir
(8).

1979 yilinda A. P. Carpenter adl1 bilim adami, soya fastilyesi, safran, msir,
aycigegi, pamuk cekirdegi, yer fistifi ve zeytinyaglarinda a-tokoferol miktarini
HPLC y6ntemi kullanarak tespit etmigtir (10).

Yine HPLC yo6ntemi ile Malezya’da 1986 yilinda, A. B. Gapor ve galigma
arkadaglari, hurma yapragindan elde edilen yagin igerdigi a-tokoferol miktarim
aragtirmiglardir (21).

1993 yilinda Fransiz bilim adamlarindan S. Chevolleau ve arkadaglari, 16
Akdeniz bitkisinin (Centranthus ruber D. C., Cistus albidus (L.), Conium
maculatum (L.), Coronilla juncea (L.), Eucalyptus globulus labill., Ferula
communis (L.), Globularia alypum (L.), Hedera helix (L.), Lavandula angustifolia

L., Myrtus communis (L.), Phillyrea angustifolia (L.), Pinus halepensis Mill,,
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Quercus ilex (L.), Rhamnus alaternus (L.), Smilax aspera (L.), Staehelina dubia
(L)) yapraklarindaki o-tokoferol igerifini gaz kromatografisi yontemiyle
incelemislerdir (13).

1997 yilinda ise, Brezilya’da L. C. A. Barbosa ve arkadaglar, Gallesia
gorazema yapraklarindaki E vitamini igerigi Gas-Mass kullanilarak incelenmigtir (4).

Anabilim Dalimizda da benzer ¢aligmalar yapilmig olup, o~ tokoferol miktar
Arbutus unedo (L.), Pistacia terebinthus (L.), Pistacia lentiscus (L.), ve Pistacia
lentiscus var. chia yapraklarinda, ayrica Erica arborea bitkisinin toprak iistii
kisimlarinda optik dansitometrik ve kolorimetrik yontemlerle, Globularia alypum
bitkisinde ise HPLC-UV dedektér sistemi vasitasiyla tayin edilmistir (1, 27, 30, 41).

Pahali olmasi nedeniyle dogal E vitamini glintimiizde yerini sentetik E
vitaminine biraksa da, dogal E vitaminine her zaman ihtiya¢g duyulmaktadir.
Kullanimi kozmetik ve farmasttik alanlarla sinirlanan dogal E vitamini, son
zamanlarda insanlarin bitkisel kaynakli maddelere olan ilgisindeki artis nedeniyle
Onem kazanmaktadir (12).

Ulkemizde tek tiir ile temsil edilen Sarcopoterium spinosum (L.) Spach
tizerinde E vitamini igerifi ile ilgili olarak herhangi bir bilimsel ¢alisma mevcut
degildir. Bu sebeple ¢alisgmamizda, bitkiden elde edilen Herba Poterii spinosi ve
Radix Poterii spinosi droglarinin E vitamini igeriklerini ve miktarini tayin etmeyi

amagladik.
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2. PRATIK KISIM

a. MATERYAL VE METOT

S. spinosum bitkisinden, 12.04.2004 ve 12.05.2004 tarihlerinde ¢igekli ve
meyveli olmak iizere iki dénemde toplanan bitkisel materyalden Herba Poterii
spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarnn hazirlandi. Bu gekilde hazirlanan
orneklerden, toprak {istli kisimlarindan, gigekli dénemde toplanip hazirlanana CTU,
meyveli dénemde toplamp hazirlanana MTU, toprak alti kisimlarindan, ¢igekli
dénemde toplanip hazirlanana CTA, meyveli dénemde toplanip hazirlanana MTA
kodlar1 verildi. n-Hegzan ekstreleri iizerinde, E vitamini miktar tayini ¢aligmalari,
yiikksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC), optik dansitometrik (TLC-
dansitometrik) ve spektrokolorimetrik yontemlerle gergeklestirildi. Caligmalar
sirasinda, standart madde olarak a-tokoferol (dl-a-tokoferol Kod No: 0410276004~
Roche) kullanildi.

(1). EKSTRELERIN HAZIRLANMASI

CTU, MTU, CTA ve MTA kodlu 6rneklerden tam olarak 100°er g tartildi. 600
ml n-hegzan ile mekanik karistiricida 5 saat kati-sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. 589"
Black ribbon tipi stizge¢ kdgidindan, nuge yardimiyla siiziillen ekstrelerden arta kalan
kati kisim {izerine, tekrar 600°ar ml n-hegzan ilave edilip, 8 saat daha mekanik
kangtiricida, ekstraksiyon islemine devam edildi. Siiziildiikten sonra, arta kalan
bakiyeler {izerine yine 600’ar ml n-hegzan koyularak, son kez 8 saat mekanik
karigtiricida kati-sivi ekstraksiyonuna birakildi. Birlestirilen n-hegzanli ekstreler,
alcak basing altinda kuruluga kadar uguruldu (12). Bu islem ile Herba Poterii spinosi
ve Radix Poterii spinosi droglarinin n-hegzan ekstreleri hazirlanmig oldu. Herba
Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan elde edilen n-hegzan

ekstrelerinin miktar1 ve verimleri Tablo 4’de verilmisgtir.
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(2). EKSTRELERDE BULUNAN E VITAMINININ TESHIiSI VE

KONTROLU

Silica gel 60 Fas4 5744 hazir plaklarin kloroform:metanol (1:1) mobil fazinda
yiiriitiilerek doymasi saglandi. Kurutulmasim takiben 100°C’ye ayarlanmis etiivde 10
dakika aktive edildi. Plaklar bSylece uygulamaya hazir hale getirildi (40). 10 mg
Herba Poterii spinosi ekstresi, 2 ml kloroformda ¢6ziilerek, plaklara bant seklinde
uygulandi. Yanina a-tokoferoliin kloroformdaki stok ¢ozeltisi (%1°lik), sahit olarak
bant seklinde uygulandi. En wuygun ¢6ziicli sistemi olarak saptadifimiz
siklohegzan:dietil eter (80:20) ¢bziicli sisteminde plaklar develope edildi.
Kurutulmasmin ardindan, ekstrede bulunan a-tokoferol bandinin yeri, 254 nm dalga
boyundaki UV 151k altinda, sahit ile karsilagtirilarak belirlendi ve kazindi (Resim 36).
Kazinan band 40 ml kloroform ile tiiketildi. Kloroform kuruluga kadar algak basing
altinda uguruldu. Bakiye, 5 ml kloroform ile ¢oziindiirtildi ve ¢ozeltinin UV ve IR
spektrumlart ¢ekildi. Ekstrelerden preparatif ince tabaka kromatografisi (TLC)
yontemiyle saflagtirilan a-tokoferol’tin ve standart a-tokoferol’in UV ve IR
spektrumlar1 ayr1 ayr1 karsilagtirildi (Sekil 1, 2, 3, 4). Spektrumlarin incelenmesi
sonucunda eliie edilen maddenin a-tokoferol oldugu saptandi.

(3). SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKISINDEN HAZIRLANAN

DROGLARDAKI E VITAMINININ SPEKTROKOLORIMETRIK

YONTEM ILE MIKTAR TAYINI

(a). E Vitamini ile Standart Seri Hazarlanmasi ve Olgii Egrisi Cizimi

a-Tokoferol’iin kloroform icinde % 0.5°lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu ¢ozeltiden
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ve 100 ul’lik porsiyonlar, Hamilton enjektdrii
yardimiyla, 0.5 mm kalimlhigindaki Kieselgel 60 Fys4 ( Merck 5744 ) hazir plaklara, 10

cm uzunlugundaki bantlar halinde tatbik edildi. Plaklar siklohekzan:dietileter (8:2)
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¢ozlicli sisteminde yiriitilldti. 254 nm dalga boyundaki UV 151k altinda a-tokoferol
bandinin yeri belirlenip kazindi. Kazinan bantlar 40°ar ml kloroform ile eliie edildi.
Organik ¢oziicli kuruluga kadar ugurulduktan sonra bakiyeler kloroform ile
¢oziindiiriilerek 8 ml’ye tamamlandi. Uzerlerine 1’er ml 2,2'-dipiridil reaktifi ve
FeCl; reaktifi eklenerek 10 ml’ye tamamlandi (18). Aym sartlarda bir de bos deneme
¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan serinin absorbsiyonlari, 50 sn iginde, 1 cm
kalinhigindaki ktivetlerde, Shimadzu UV 160 A spektrofotometresinde 521.5 dalga
boyunda bos deneme ¢ozeltisine karsi Olgtildi (Tablo 7). (Yapilan alan
taramalarinda, 2,2'-dipiridil ve FeCl; reaktifleri ile renklendirilerek yapilan
Olgtimlerde gerek standart a-tokoferol’iin, gerekse Herba Poterii spinosi drogunda
bulunan a-tokoferol’iin 521,5 nm’de maksimum absorbsiyon gosterdigi saptanmistir
(Tablo 6).). Absorbans degerlerine kars1 konsantrasyon olacak sekilde a-tokoferol
icin bir 6l¢ti egrisi ¢izildi (Sekil S).
(b). Herba Poterii spinosi Droglarinda Spektrokolorimetrik Yontem ile E
Vitamini Miktar Tayini

Sarcopoterium spinosum bitkisinden elde edilen Herba Poterii spinosi ve
Radix Poterii spinosi droglarinin n-hegzan ekstrelerinden 20’ser mg tartilarak 2 ml
kloroformda ¢oziildii. Bu sekilde 2°ser adet 6rek ¢ozeltisi hazirlandi. Kloroform:
metanol (1:1) ¢6ziicli sisteminde bos olarak yliriitiilen ve sonrasinda kurutularak
100°C’lik etiivde aktive edilen 2°ser adet Kieselgel 60 Fpss (Merck 5744) hazir
plaklarina bant seklinde uygulandi. Yanina sahit olarak, a-tokoferoliin kloroformdaki
stok ¢6zeltisinden (10g/1) bant seklinde uygulandi. Bunun yaninda standart ¢6zeltisi
hazirlayabilmek icin plaga bant seklinde saf kloroform uygulandi. Ardindan plaklar
siklohekzan:dietil eter (8:2) ¢oziici sisteminde develope edildi. Kurutulmasini
takiben, ekstrelerdeki a-tokoferol bandimn yeri, 254 nm dalga boyundaki ultraviyole

151k altinda gahit 6rnegi ile kargilagtirilarak belirlendi ve kazindi. Plaklardan kaznan
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bantlar bir araya getirilerek 40 ml kloroformla tiiketildi. Sahit ¢dzeltisi igin, madde
uygulamasi yapilmadan saf kloroform uygulanan alanin sahit maddenin yiirtidtigii
hizadaki bolgesi kazinarak 40 ml kloroform ile tiiketildi. Kloroform, algak basing
altinda kurulua kadar uguruldu. Arta kalan bakiyeler 8’er ml kloroform ile
coztildiikten sonra, tizerine 1°er ml 2,2'-dipiridil reaktifi ve 6l¢tim yapilmadan hemen
once de 1’er ml FeCl; reaktifi ilave edilerek analiz ¢Gzeltisi ve kor olarak
kullanilacak ¢6zelti hazirlandi. Analiz ¢6zeltisinin, sahit ¢dzeltisine karg1 521,5 nm
dalga boyundaki absorbansi &lgiildii. Ug paralel ¢alisma sonucu &lglilen absorbans
degerleri, 6l¢ii egrisine yerlestirilerek 6rneklerdeki E vitamini miktarlar tespit edildi.
Sonuglar kuru materyal agirlif: tizerinden, yiizde miktarlar olarak hesaplandi (Tablo

8).

*2,2'-dipiridil reaktifi: 0,125 g madde, 25 ml absolii etanolde ¢6ziiliir. Karanlikta ve
4-5° C arasinda saklanir (18).

**FeCl; reaktifi: 0,2 g madde 100 ml absolii etanolde ¢&zliniir. Karanlikta ve 4-8°C
arasinda saklanir (18).
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(4). SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKiSINDEN HAZIRLANAN

DROGLARDAKI E VITAMINININ OPTIK DANSITOMETRIK (TLC)

YONTEM ILE MIKTAR TAYINI

(a). E Vitamini ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Olgii Egrisi Cizimi

a-tokoferol’{in kloroform iginde %1°lik ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden Thin
Layer Scanner (TLS)’de okunabilen degerler bakimindan en uygun miktarlar olarak
saptanan 2, 4, 6 ve 8 ul’lik porsiyonlar, Hamilton enjektérii yardimiyla, 6nceden
kloroform:metanol (1:1) ¢6ziicii sisteminde bog olarak yiir{itiiliip kurutulmug ve 100
°’C’ye ayarlanmig etiivde 10 dakika bekletilerek aktive edilmis (40), Kieselgel 60 Fasq
(Merck 5715) hazir plaklarina nokta geklinde tatbik edildi. Yapilan denemeler
sonucunda en uygun ¢dziicli sistemi oldugunu saptadifimiz siklohegzan:dietil eter
(8:2) ¢oziicli sisteminde yiiriitillerek kurutulan plaklara, *bakirstilfat-fosforik asit
belirteci pliskiirtiildii. Plaklar, 190°C’ye ayarlanmis etiivde 10 dakika bekletildi. a-
tokoferol’tin siyah lekeler halinde belirginlestigi goriildii (40) (Resim 37). Bu
lekelerin alan degerleri, Shimadzu CS 920 Thin Layer Scanner aletinde 350 nm’de
D, lambasi kullanilarak belirlendi ve elde edilen degerlere gore 6lgii egrisi ¢izildi
(Sekil 6).

(b). Herba Poterii spinosi Droglarinda Optik Dansitometrik Yontemi ile E

Vitamini Miktar Tayini

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach bitkisinden hazirlanan Herba Poterii
spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarimin n-hegzan ekstrelerinden, daha &nce
uygun tartimlar oldugu saptanan, 20, 30, 40, 50 ve 60 mg’lik tartimlar alinarak her
biri 2 ml kloroformda ¢6ziindiiriildii. Bu ¢ozeltilerden 20 ul’lik miktarlar Hamilton
enjektdrii yardimiyla alinarak, daha 6nce anlatildig: sekilde hazirlanan plaklara nokta

seklinde uygulandi. Plaklar, siklohegzan:dietil eter (8:2) ¢oziicii sisteminde
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yiritlildti. Kurutulduktan sonra *Bakursiilfat-fosforik asit belirteci plskirtiilerek,
190°C’ye ayarlanmis etiivde 10 dakika bekletildi. Ekstrede bulunan a-tokoferol’{in
olusturdugu lekelerin (Resim 38) alan degerleri, CS 920 Thin Layer Scanner aletinde
350 nm’de D, lambas:1 kullanilarak &lgtildit. Olgii egrisi yardimiyla, sonuglar kuru

materyal agirlif {izerinden yiizde miktarlar olarak hesaplandi (Tablo 10, 11).

* %10 CuSOy4 -%8 H3POy reaktifi: 1 kisim %10°luk Bakir II stilfat ¢ozeltisi +

1 kisim %8°lik Fosforik asit ¢zeltisi (40).
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(5). SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKISINDEN HAZIRLANAN
DROGLARDAKI E VITAMINININ YUKSEK BASINCLI SIVI
KROMATOGRAFISI (HPLC) YONTEMI iLE MIKTAR TAYINi

(a). E Vitamini ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Olgii Egrisi Cizimi
Calismalarimiz  sirasinda  standart madde olarak ve Olgli  egrilerinin

hazirlanmasinda, dl-a-tokoferol (Kod: 0410276004-Roché) kullamlmistir. Oncelikle
dl-a-tokoferoliin, HPLC saflikta metanol iginde 2 g/I’lik stok ¢dzeltisi hazirlandi. Bu
stok ¢6zeltiden 0,5; 1; 2; 4; 5; 10; 15; 20; 25 ug/20 pl konsantrasyonlarinda olacak
sekilde enjeksiyonlar yapildi. Elde edilen degerlere gore ¢izilen 6l¢ii efrisi ve

regresyon denklemi Sekil 7°de verilmigtir.

HPLC sisteminin 6zellikleri:

Hewlet Packard 1100

Kolon: Hickrom 5 C 18 (25x4,6 i.d.)

Kolon sicakhig: 40°C

Mobil Faz: Metanol (HPLC)

Akis hizi: 2ml/dk

Dedektdr: UV (HP 1100)

Dalga boyu:292 nm

Basing:130 bar

a-tokoferol standart ¢ozeltileri uygulama hacmi: 20 pl

Retansiyon zaman: 5,231 dk.
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(b). Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarinda HPLC
Yontemi ile E Vitamini Miktar Tayini

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan hazirlanan n-
hegzan ekstrelerinden 10 mg tartilarak 2.5 ml HPLC metanolde ¢6ziindiiriildii. Bu
sekilde 3’er seri &mek ¢ozeltisi hazirlandi. Ornek ¢ozeltilerinden 10°ar pl Hamilton
enjektorii kullanilarak, HPLC kolonuna enjekte edildi. Sonuglar, 6nceden hazirlanan
standart a-tokoferol §l¢li egrisinde yerine konularak, kuru materyal agirlig tizerinden

yiizde miktarlar olarak hesapland: (Tablo13).

C. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKISINDEN HAZIRLANAN

DROGLAR UZERINDE YAPILAN FITOKIMYASAL ANALIZLER

1. TEORIK KISIM

Yapilan fitokimyasal teshis denemeleri; Herba Poterii spinosi ve Radix
Poterii spinosi droglarindan hazirlanan n-hegzan, etanol, metanol, kloroform, etil
asetat ekstreleri ve inflizyonu i¢in ayr1 ayn gerceklestirilmisgtir.

2. PRATIK KISIM

a. MATERYAL VE METOD

S.spinosum Dbitkisinin toprak istli ve toprak alti kisimlar1 toplanarak agik
havada ve oda sicaklifinda, ara sira karstirmak suretiyle kurutuldu. Toz edilen
droglardan etanol, metanol, kloroform, etil asetat, n-hegzan ekstreleri ve inflizyonu
elde edildi.

(1). Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarindan Etanol
Ekstrelerinin Hazirlanis

Toz edilen Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan 20°ser
g tartilarak fizerlerine 120°ser ml etanol ilave edildi. Mekanik karigtiricida 5 saat

kati-sivi ekstraksiyona tabi tutuldu. Siiziildiikten sonra kalan bakiye lizerine tekrar
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120’ser ml etanol ilave edilip mekanik karigtiricida ekstraksiyon iglemine 8 saat daha
devam edildi. Kalan bakiyeler tizerine 120’ser ml etanol ilave edilip, son kez 8 saat
daha mekanik kargtiricida birakildi. Tekrar siizdilkten sonra, etanollii ekstreler
birlestirildi. Organik solvan algak basing altinda kuruluga kadar uguruldu. Boylece
Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarimin etanol ekstreleri
hazirlandi.

(2). Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarindan Metanol
Ekstresinin Hazirlanis:

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan etanol
ekstresinin hazirlandig sekilde hazirlanmagtir.

(3). Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarindan Kloreform
Ekstresinin Hazirlanigi

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan etanol
ekstresinin hazirlandig1 sekilde hazirlanmistir.

(4). Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarindan Etil Asetat
Ekstresinin Hazirlamis:

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan etanol
ekstresinin hazirlandig1 sekilde hazirlanmigtir.

(5). Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarindan n-Hegzan
Ekstresinin Hazirlanisi

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan E vitamini

miktar tayini kisminda anlatiimigtir.
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(6). Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarmin
Infiizyonunun Hazirlams

10 g toz drog tartildi. Uzerine 100 ml kaynar distile su ilave edilerek kaynar su
banyosu lizerine 5 dakika bekletildi. Oda sicaklifima gelmesinin ardindan siiziilen
kisim, distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve algak basing altinda kuruluga kadar

uguruldu.

b. KULLANILAN YONTEMLER

— Tanen teshisi: 1 g ekstre, 2 ml suda ¢6ziindiiriiliir, lizerine 1-2 damla %
5°1ik FeCl; ¢ozeltisi ilave edilir. Olugan mavi renkli ¢okelti tanen varlifinm gosterir
(42).

— Flavonozit teshisi (Shibata=Siyanidin reaksiyonu): 30 mg ekstre {izerine,
3 ml metanol ve 0,2 mg magnezyum tozu ilave edilir. Ardindan derisik HC] damla
damla eklenir. Flavon glizokozitleri varliginda numunede turuncu-mor arasinda
degisen bir renklenme gézlenir (49).

— Alkaloit teshisi: Ekstrelerin her birinden 20 mg tartilir ve 5 ml IN siilfiirik
asit ile 1 dakika ¢alkalanir. Stiziildiikten sonra iki ayr tiibe 1’er ml alinir. *Mayer ve
**Dragendorf reaktifleri ile muamele edilir. Mayer reaktifi ile beyaz renkte ve
Dragendorf reaktifi ile esmer renkte ¢6kelek olusturmas: alkaloit varlifini gésterir
(42).

— Steroidal sapogenollerin teshisi (Salkowski Deneyi): 20 mg ekstre
%10’luk H,SO; ile hidroliz edilir, stiziiliir ve siiziintiiyle esit hacimde olacak sekilde
kloroform ilave edilerek calkalantr. Kloroformlu tabaka ayrilir ve 1 ml kloroformlu
kistm 1-2 damla derisik H,SO; ile tabakalandirihr. Once sar renkli halka olusur.

Ardindan galkalama veya bekletme ile kloroform tabakasinin kan kirmizi renk almasi
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steroidal saponinlerin varlifin1 g8sterir. Steroidal saponinler i¢in yapilan bir diger
tegshis denemesi Lieberman Burchard Deneyi’dir: Salkowski Deneyi igin
hazirlanan kloroformlu kismin 1 ml’si alinarak su banyosunda kuruluga kadar
ucurulur. Bakiye 1 ml glasiyel asetik asit ilave edilerek ¢6ziiliir ve 1-2 damla derigik
H,SOy ile tabakalandirilir. Iki tabakanin birlesme ylizeyinde 6nce mor sonra mavi
renkli bir halka goriiltir. Daha sonra renk yesile déner ve yayilir. Bu da steroidal
saponinlerin varlifini gosterir (49).

—Triterpenik saponozitler (Anisaldehit-Siilfiirik asit deneyi): Bir kapstile
konan 1-2 mg ekstre lizerine *** Anisaldehit-Siilfiirik asit reaktifi damlatildiginda
pembeden mora kadar renk degisimi gozlenir (49).

—Nisasta: 1 mg ekstre, 1ml su ile 1 dakika boyunca kaynatilir. Sogumasinin
ardindan siiziiliir. Siiziintlinlin {izerine 1 damla %1°lik iyot ¢Gzeltisi ilavesi ile

meydana gelen koyu mavi renk, nisasta varlifini gosterir (17).

*Mayer Reaktifi: 1,35 g HgCl,, 5 g K1, 100 ml H;O (42).

**Dragendorf Reaktifi: 5 g Bi;(CO;);, 10 ml derisik HCI, 25g KI, H;O g.s.p. 100
ml. (17).

*** Anisaldehit-Siilfiirik asit reaktifi: 0,5 ml anisaldehit, 10 ml glasiyel asetik

asit, 85 ml metanol, 5 ml derisik H,SO4, (17).
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III. SARCOPOTERIUM  SPINOSUM  BITKISINDEN
HAZIRLANAN DROGLAR VUZERINDE BiYOLOJIK

AKTIVITE TAYINLERIi

A. SARCOPOTERIUM  SPINOSUM  BITKiSINDEN
HAZIRLANAN DROGLARDA SITOTOKSIK AKTIiVITE

TAYINI

1. TEORIK KISIM

Cesitli Akdeniz tilkelerinde ve {ilkemizde genis bir yayilis gOsteren
Sarcopoterium spinosum tiiriinlin, gerek toprak alti gerek toprak iistii kisimlar1 halk
hekimliginde kullamilmaktadir (5,15). Yapilan aragtirmalarda bu bitkiden hazirlanan
herhangi bir drog tizerinde sitotoksik aktivite ¢alismasi yapilmadigi goriildii. Bunun
{izerine drogtan hazirladifimiz etanol, metanol, kloroform, etil asetat ve n-hegzan
ekstreleri ile inflizyonu {izerinde Brine shrimp (4rtemia salina) metodu uygulanarak
droglarin sitotoksik aktivitesi aragtirildi.

2. PRATIK KISIM

a. MATERYAL VE METOT

S. spinosum bitkisi Nisan ve Mayis aylarinda toplanarak, toprak {istii ve toprak
alt1 kisimlari, gblgede, oda sicakliginda, ara sira karigtirilmak suretiyle kurutuldu ve
toz edildi. Etanol, metanol, etil asetat, kloroform, n-hegzan ekstreleri ve inflizyonu
hazirlandi. Bu ekstrelerin ve inflizyonun sitotoksik aktivitesi Artemia salina (Brine-

shrimp) metodu ile aragtirildi.
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(1). Artemia Salina (Brine shrimp)

Brine shrimp hakkindaki ilk yazili kayitlar 1755 yilina dayanmaktadir. Canlinin
bilinen dier isimleri “brine worn”, “salztierchen”, “sofereg”, ‘“bahar el dud”,
“fezzanwurm” dur. Artemia salina, tuzlu géller bagta olmak lizere tuzlu sularda,
genis populasyonlar halinde yasayan bir canlidir. Bu canlilar, tuzlulugun 300 g tuz/ 1
su’ ya kadar ¢iktif1 zorlu doga sartlarinda bile yasamlarim siirdiirebilmektedirler. Bu
ozellige sahip sular, yalmizca bazi bakteri ve alg populasyonlarinin yasamasina izin
veren kirmizi, mavi veya yesil renkte goriilen sulardir. Brine shrimp (4rtemia), bu
zorlu kogullara uyum saglayabilmis sinirh sayidaki omurgasiz hayvanlardan biridir.

Artemia yumurtalar: ilk bagta g6l kenarlarinda, su ylizeylerinde ylizen kiigiik
partikiiller (200300 pm ¢apinda) halinde tabakalar tegkil edecek sekilde toplanirlar.
Daha sonra riizgérla ve dalgalarla kiyiya atilirlar. Bu dénem, Artemia’larin goriiniigte
hareketsiz (faaliyetsiz), inaktif kuru kistler oldugu dénemdir. Bu kuru kistler zamanla
deniz yiizeyinden dibe batinca islanir ve siserek kiire seklini alir. Bu haldeyken
kabugun i¢inde embriyonun metabolizmas: aktiflesmistir. Birka¢ saat i¢inde kistin
dig membrani patlar ve embriyo goériiniir. Etrafi bir membrania kusatilir. Bunu takip
eden saatlerde embriyo kist kabugunu terk eder. Cizgili membranin iqin-de, yeni
farklilagmis olan antenler ve ¢ene hareket etmeye baglar. Bu hal, Arfemia’mn
deneylerde kullanilan halidir. Brine shrimp (Artemia) gilinlimiizde, laboratuvarda
biyolojik aktivite denemelerinde kullamlan bir canlidir (48). Laboratuvar
caligmalarimizda, 6zel olarak hazirlanmig kiivetlerde steril yapay deniz suyu
hazirlanarak, Artemia i¢in uygun ortam yaratildi. Bdylece yumurtalardan Artemia
larvalar1 gogaltilip, serbestge ylizebilir hale gelmesi saglanarak, deneylerde kullanilir

hale getirildi.
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(2). Artemia Salina Metodu

1. 3,8 g deniz tuzu (Sigma—9883), 100 ml distile suda ¢oziiliir.

2. Tuzlu su kiivete konur ve tizerine Brine-shrimp yumurtalar: eklenir.

3. Devamli 151k altinda birakilan yumurtalardan, 48 saat iginde larvalar ¢ikar.

4. Bitki ekstrelerinden ve infiizyonundan 1000, 100, 10 ppm olacak sekilde 3
ayr1 konsantrasyonda ¢6zeltiler hazirlanir. Kontrol amaciyla ¢éziiciilerden de 0.5 ml
flakona alinip azot gaz1 altinda kuruluga kadar u¢masi saglanir ve 5 ml’ye deniz tuzu
¢Ozeltisi ile tamamlanir.

5. 48 saat sonra Brine shrimp larvalar1 yumurtadan ¢ikip, hazir hale gelince her
flakona bir miktar % 3,8’lik deniz tuzu ¢ozeltisi ve 10 larva sayilarak konur.
Flakonun igerigi deniz tuzu ¢6zeltisi ile 5 ml’ye tamamlanir.

6. 24 saat sonunda, yasayan Brine shrimp larvalan sayilir ve kaydedilir.

7. Veriler bilgisayar yardimiyla degerlendirilerek LCsy degerleri hesaplanir.

(Tablo 20).

B. SARCOPOTERIUM  SPINOSUM  BITKIiSINDEN
HAZIRLANAN DROGLARDA ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITE TAYINI

1. TEORIK KISIM

Sarcopoterium spinosum Ozellikle kan sekeri diistirticii etkisi ile halk arasinda
kullanilmaktadir (5). Yapilan literatiir aragtirmalarinda, antibakteriyel aktivite de
gosterdigi bulunmugtur (2).

2. PRATIK KISIM

a. MATERYAL VE METOT

S. spinosum Dbitkisinin toprak iistli ve toprak alti kisimlari 12.04.2004 ve

12.05.2004 tarihlerinde Izmir-Seferihisar mevkiinden toplanmigtir. Droglar,
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temizlenip oda sicakliinda ara sira karigtirilarak kurutulup, toz edilmistir. Bu drog
tozlarindan hazirlanan n-hegzan, etanol, metanol, etil asetat, kloroform ekstreleri ve
infiizyonu 30 pg/ml olacak sekilde DMSO (dimetil siilfoksit)’de ¢oziindiiriilmiistiir.
Bu sekilde hazirlanan ekstrelere Disk Diffiizyon ve MIK Metodlar1 uygulanmigtir
(33).

(1). Test Mikroorganizmalar

35 adet bakteri, 19 adet kiif ve bir maya tiirti olmak iizere insan, gida ve bitki
kékenli toplam 55 adet mikroorganizma  kullanilmistir,  Kullanilan
mikroorganizmalar Atattirk Universitesi, Ziraat Fakdiltesi, Bitki Koruma Bo&limii,
Bitki Klinik laboratuvarindan temin edilmigtir.

(2). Antimikrobiyal Aktivite Testleri

(2.1). Disk Diffiizyon Metodu
Petri plaklarindaki standart besiyerlerine (nutrient agar, sabouraud dextrose agar ve
patato dextrose agar) test mikroorganizmalar: ekildi ve daha sonra her birinde 300 pg
ekstre igeren 6 mm ¢apindaki standart diskler agar {izerine yerlestirildi. Bakteriler 24,
maya 48 ve mantarlar 72 saat 37°C’de inkiibe edildi. Bu islemin ardindan petri
kaplarinda g6zlemlenen inhibisyon zon gaplar1 (mm) kaydedildi (33).

(2.2). Minimal Inhibitér Konsantrasyonunun (MiK) Saptanmasi

Mikrowell Diliisyon Yontemi:

12 saat siv1 kiiltiirlerde yetistirilen mikroorganizmalar 0.5 McFarland standart
turbiditeye ayarlandi. Ekstreler %10°luk dimetilsiilfoksit (DMSO) igerisinde
konsantrasyonu 500ug/ml olacak sekilde ayarlandi. 96 kuyucuk (well) igeren
plaklarin herbir kuyucufuna 95 pl sivi besiyeri ve turbiditesi ayarlanmig
mikroorganizmalardan 5pl eklendi. Daha sonra ilk kuyucuga konsantrasyonu

500pg/ml olacak sekilde ayarlanan ekstrelerden 100ul eklendi ve pipetleme islemi
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ile kangtirildi. Daha sonra ilk kuyucuktan ikinci kuyucuga 100ul, ikinciden {iglinciiye
ve yedinci kuyucuga kadar islem, 100°er pl alinarak devam ettirildi. Boylece ilk
kuyucuktan itibaren 250ug/ml, 125pg/ml, 62.5pg/ml, 31.25pg/ml, 15.625ug/ml ve
son olarak altinci kuyucukta 7.8125ug/ml olacak sekilde diliisyon kullanilmis oldu.
7. kuyucuga 195ul siv1 besiyeri ve turbiditesi ayarlanmis mikroorganizmalardan 5ul
eklendi. Plagin siitunundaki 8. ve son kuyucuk ise pozitif kontrol olarak kullamldu.
Plak 300 rpm’de 20 saniye kadar karistirildiktan sonra 24 saat uygun sicaklikta
inkiibe edildi (22).

MIK agar diliisyon yontemi:

Antimikrobiyal ¢alismada kullanilan mantarlarin MIK degerlerinin saptanmasi
icin agar dilisyon y6ntemi kullamlmustir. Ekstreler % 0,5 Tween 20 (v/v) igeren
steril patates dekstroz agara aseptik kosullarda, konsantrasyonu 7.8-500 pg/ml
olacak sekilde eklendi. Ekstre eklenen besiyerleri hemen vrteksle c¢alkalandi. Bu
islemlerden sonra katilagan petri plaklarma 5ul (10* spor/ml) mantar ilave edilerek
37°C’de 72 saat inkiibe edildi. Daha sonra gelismenin olmadifi en diisiik

konsantrasyon kaydedildi (23).
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C. SARCOPOTERIUM  SPINOSUM  BITKISINDEN
HAZIRLANAN DROGLARDA ANTIOKSIiDAN AKTIVITE
TAYINi

1. TEORIK KISIM

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan hazirlanan
etanol, metanol, n-hegzan, kloroform, etil asetat ekstreleri ve inflizyonu i¢in total
antioksidan kapasite 6l¢limleri ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir.

2. PRATIK KISIM

a. MATERYAL VE METOT

S.spinosum bitkisinin toprak iistli ve toprak alt1 kisimlar1 daha 6nce anlatiidig:
sekilde toplanip kurutularak toz edildi. Drogun etanol, metanol, n-hegzan,
kloroform, etil asetat ekstreleri ve infiizyonu hazirlandi. Hazirlanan bu ekstrelerin ve
infiizyonun, total antioksidan kapasite lgtimleri TEAC (Trolox esdegeri antioksidan
kapasite) yontemine gore gergeklestirilmistir (36). Bu yontem, test bilesiginin, ABTS
[2,2 -azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt] radikalini
yakalama yetenegine dayanarak, total antioksidan aktivitesini tayin etme esasina
dayanmaktadir. Trolox egdegeri antioksidan kapasite (TEAC) degeri trolox’un
ABTS™ radikalini yakalama yetenegiyle iliskili olarak, test bilesiginin ABTS™
radikalini yakalama yetenegine dayanmaktadir.

Stok ABTS ¢ozeltisinin potasyum persiilfat ile (1:0.5) reaksiyonu sonucu
ABTS radikali hazirlanir. Olugan radikal oda sicaklifinda karanlikta saklandif
takdirde en az iki glinden dayanikhidir. Bu gdzelti, 734 nm’de 0.700 (& 0.02) absorbans
degeri elde edilinceye kadar etanol ile seyreltilir ve kullanmilmadan 6nce 30°C’ deki
su banyosunda inkiibe edilir. Antioksidan standart olarak trolox kullanilir. Deneyin

yapilacag1 giin ekstreler belirli konsantrasyonlarda ve uygun ¢oziiciilerde ¢oziilerek
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hazirlanr. 1.0 ml dilile ABTS™ ¢ozeltisine 10 ul ekstre veya trolox standart
¢Ozeltisinden ilave edilir ve 30°C’ de, 734 nm’deki absorbans degisimi 6 dakika
sliresince izlenir. Tlim Slgtimler en az Ui¢ defa gergeklestirilir ve kor ¢6zelti olarak
etanol kullamilir. Trolox esdegeri antioksidan kapasite (TEAC) degeri trolox standart

egrisinden hesaplanir.
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BULGULAR

I. BOTANIK BOLUM

A. MAKROSKOBIK BULGULAR
Yapraklar ¢ogunlukla kisa slirglinler lizerinde, 3-5 mm boyunda, 3-5 mm

eninde, derimsi, imparipinnat, her bir yaprak¢ik kenarlarindan alta dogru kivrik
sekildedir.

Cicekler tek eseyli, ¢igek durumu, nodusta yapragmn kars: tarafinda veya tepe
kisminda spika seklinde, sepaller 4 adet olup, yesil, siklikla beyaz kenarli,
dikdortgenimsi-ovat sekillidir. Petallerin olmadifi ¢igekte, ¢ok sayida stamen,
penisillat (firga tiylil) kirmizims: stigmalar bulunmaktadir.

Meyveler, kiiresel, {izlimsti, sarims1 kahverengi renkli, 3-5 mm g¢apindadir.
Hipantiyum zamanla etlilesir, sepaller meyve gelisiminde belli bir siire devam eder.

Govdede ve koklerde disg kabuk boyuna ve dar geritler halinde diismektedir.

B. MIKROSKOBIK BULGULAR
1. YAPRAGA AIT INCELEME VE BULGULAR

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach (Rosaceae) bitkisinin yapraklarindan
alinan enine kesitlerde, yapragin bifasial oldugu goriilmektedir. Alt ve {ist epiderma
ince bir kiitikula ile ortiilli olup, fist epidermis hiicreleri dikdortgenimsi ve alt
epidermis hiicrelerine gére daha biiyiiktiir. Ust epidermis hiicrelerinin dorsal ve

lateral ¢eperleri ince, ventral ¢eperi ise i¢ ylizeye dogru kavisli, kalin ve miisilajiktir.
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stoma tagiyan alt epidermis hiicreleri tist epidermise gore kiictik, dis ylizeye dogru
papilimsi sekilde kavisli ve geperleri incedir. Iki epidermis arasinda yer alan bol
kloroplastli mezofil hiicrelerinden palizat parankimasi hficreleri 2 sira, slinger

parankimas: hiicreleri ise 2-3 sira halinde dizilmis olup hiicreler arasi1 bosluklar1 azdir

(Resim 3, 4, 7).

Yaprak orta damari, yapragin alt yiizeyinde daha belirgin olup, dis yiizeye
dogru kavislidir. Orta daman gevreleyen alt epidermis hiicrelerinin geperleri kalin ve
bu hiicrelerinin i¢ kisminda 2 sira kollenkima bulunmaktadir (Resim 5). Nisasta kin
hiicreleri belirgin olan koleteral iletim demetinin gevresindeki damar parankimasi
hiicrelerinin g¢eperleri kalin ve bu hiicrelerin bazilarmmn igerisinde biiylik druz

kristallerine rastlanmaktadir (Resim 6).

Yaprakta bulunan tek hiicreli, kiitikulas: diiz, uzun bazen hafif kivrik olan 6rtl
tiiyleri alt epidermiste yer almaktadir (Resim 8, 9). Cok sap hiicreli (2—-10) ve tek bag
hiicreli salg: tiiyleri her iki epidermiste de goriilmektedir. Tabandaki sap hiicrelerinin

kiitikulas1 ince ve boyuna ¢izgiciklidir (Resim 10, 11, 12, 13).
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Resim 4. Yaprak Enine Kesitinin Genel Gériiniisii

k: kiitikula iie: iist epidermis pp: palizat parankimasi sp: siinger parankimasi

ae: alt epidermis st : stoma
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Resim 5. Yaprak Orta Damarinin Enine Kesitte Genel Goriintisii

d: druzlar k: kollenkima

Resim 6. Yaprak Orta Damar1 Enine Kesiti

d: druzlar nh: nisasta kin hiicreleri
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Resim 7. Yaprak Enine Kesiti ( Cini Miirekkebinde )

m: miisilaj

Resim 8. Yaprak Enine Kesiti

ot: orti iyt
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0.1 mm

Resim 9. Yaprak Enine Kesiti

ot: ortil tityleri

Resim 10. Yaprak Enine Kesiti

st: iki sap hiicreli, tek bas hiicreli salg: tityii
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Resim 11. Yaprak Enine Kesiti

st: ti¢ sap hiicreli, tek bag hiicreli salg: tityii

Resim 12. Yaprak Enine Kesiti

st;: bes sap hiicreli, tek bag hiicreli salg tilyii sty: dort sap hiicreli, tek bag

hiicreli salg: tiiyii
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Resim 13. Yaprak Enine Kesiti

st: on sap hiicreli, tek bag hiicreli salg tiiyii k¢: kiitikula ¢izgicikleri

2. CICEGE AiT INCELEME VE BULGULAR

Petallerin bulunmadig1 ¢igeklerde sepaller ovat-oblong sekilli olup ug¢ kisimda
uzun papiller bulunmaktadir (Resim 14). Yine sepallerin mezofilinde, ozellikle

iletim demetlerine yakin yerlerde kiigiik druzlara rastlanmistir (Resim 15).

Stamenlerin flamentleri uzun ve epidermisleri dis yiizeye dogru hafif kubbemsi
¢ikintili ve kiitikulasi noktaciklidir (Resim 16, 17). Anter epidermisinin geperleri
ince ve dis yiizeye dogru kubbemsi ¢ikintili olup, bunun i¢ kismindaki endotesyum
hiicrelerinin lateral ve dorsal g¢eperleri kalinlasmig ve odunlagmistir. Anterler
icerisinde geligsen polenler kiiremsi sekilli ve trikolpattir. Polenlerin eksin zari diiz

olup, por gevresinde kalinlasmistir (Resim 18).
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Disi ¢igeklerde bulunan kirmizi renkli stigma, piiskiile benzer sekilde dallanmig
ve kuvvetli papilli bir yapiya sahiptir. Bu kuvvetli papillere tutunan polenler burada

¢imlenebilmektedir (Resim 19,20).

Gerek digi, gerekse erkek ¢igeklerin dip kisminda bulunan brakte iiggenimsi
sekilli olup, tek hiicreli, ¢eperleri kalin, kiitikulas1 ince, hafif dalgali bazen kivrik

ortii tiiylerine ozellikle brakte kenarlarinda yogun olarak rastlanmaktadir (Resim 21).

0.02 mm

Resim 14. Sepal Yiizeysel Goriiniigii

p: papiller
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Resim 15. Sepal Yiizeysel Goriiniigii

d: druzlar

—> f 0.1 mm

Resim 16. Stamen

p: polenler t: tekalar f: flament
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Resim 17. Flament Genel Goriiniisii

Resim 18. Anter Yiizeysel Goriiniisii ve Polenler

e: anter epidermis hiicreleri p: polenler eh: endotesyum hiicreleri
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Resim 19. Stigma Genel Goriiniisii

Resim 20. Stigma ve Uzerinde Cimlenen Bir Polen

pa: papiller p: polen
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Resim 21. Brakte Genel Goriiniisii
ot: ortii tiiyleri
3. GOVDEYE AIT INCELEME VE BULGULAR

Govde enine kesiti genel itibariyle 67 koselidir (Resim 22). Cok sap ve tek
bas hiicreli salg tiiyleri bulunan epidermisteki stomalar mezofitik tiptir. Epidermis
hiicrelerinin geperleri kalin, dikdortgenimsi, dis ylizeye dogru kavisli ve ince bir
kiitikula ile ortiiliidiir (Resim 23). Epidermisin i¢ kisminda bir sira ¢eperleri kalin ve
epidermis hiicrelerine gore daha biiyiik hipodermis tabakasi bulunmaktadir.
Koselerde, epidermis ve hipodermisin i¢ kisminda ¢eperleri kalinlasmis ve
odunlagmis kollenkima hiicreleri, 2 kose arasindaki hipodermisin i¢ kisminda ise 2-3
sira kloroplast i¢eren parankimatik hiicreler gézlenmektedir. Floemin dis kisminda
kaspari seridi belli olan nigasta kin hiicreleri (endodermis) dikdértgenimsi sekildedir.
Parankimatik hiicrelerin i¢ kisminda biiyiik, i¢leri bos, kalin geperli kollenkima

hiicreleri bulunmaktadir. Bu kollenkima hiicreleri ile nigasta kin hiicreleri arasindaki
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parankimatik hiicreler ise yana dogru uzamig durumdadir. Nisasta kin hiicrelerinin i¢
kisminda floem, ksilem, ve merkezde 6z bulunmaktadir. Oz, biiyiik, ince ceperli,

parankimatik hiicrelerden olusmustur (Resim 22, 23, 24).

Resim 22. Gévde Enine Kesit Genel Goriiniisii

st: salg tiiyleri 6: 6z
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Resim 23. G6vde Enine Kesiti

k: kiitikula st: mezofitik tip stoma p: parankima hiicreleri

Resim 24. Govde Enine Kesiti

h: hipodermis ed: endodermis e: epidermis ko: kollenkima hiicreleri s: stoma

f: floem k: ksilem
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4. KOKE AiT iINCELEME VE BULGULAR

Kok enine kesitinde en digta fellogen ve mantar olusumu goriilmektedir.
Korteks igerisinde fellogen hiicreleri olusarak, ikinci bir mantar tabakasim tegkil
ettigi, kabugun seritler seklinde atildigi goriilmektedir. Yine korteks igerisinde
sklerankima demetleri, 6z kollann ve parankimatik hiicreler bulunmaktadir.
Korteksteki 6z kollari basit prizmatik billur kristalleri igermektedir. Floem hiicreleri
¢ok az bir yer isgal etmektedir. Ksilem kismindaki 6z kollar1 nisasta igermektedir.
Oz, geperleri kalinlasmis ve odunlagmis parankimatik hiicrelerden olusmaktadir

(Resim 25, 26, 27).

Resim 25: Kok Enine Kesitte Genel Goriintis

m: mantar fe: felloderm kp: kabuk parankimasi f: floem t: trake dk: 6z kolu
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Resim 26: Kok Enine Kesitte Genel Goriiniis

sd: sklerankima demeti n: nigasta p: parankimatik hiicreler k: basit prizmatik
kristaller

Resim 27: Kok Enine Kesitte Genel Goriiniig

0: 0z
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5.MEYVE VE TOHUMA AiT INCELEME VE BULGULAR

Meyve enine kesitlerinde, geperleri olduk¢a kalin, kisa ve kiitikulas: ince ortii
tiiyleri tasiyan ekzokarp hiicreleri dikdortgenimsi, kalin ve odunlagmis geperlidir.
Ekzokarpin i¢ kisminda, ekzokarp hiicrelerine gére daha biiyiik, ¢eperleri kalin ve
odunlagmis hipodermis bulunmaktadir (Resim 28). Genis bir alami kaplayan
mezokarp hiicreleri iki farkli kisimdan olugmaktadir. 1. kisim; hipodermisin ig
kisminda yer alan hiicreler arasi bosluklart g¢ok genis, hiicre ¢eperleri ince,
odunlasmig hiicrelerden olusan kisimdir. 2. kisim ise geperleri kalin ve
odunlagsmamig endodermis ve bunun i¢ altindaki hipodermisin i¢ kisminda yer alan
geperleri odunlagmis ve hiicreler arasi bosluklari az olan tabakadir (Resim 29). Iletim
demetleri bu tabakada yer almaktadir. Hipodermis igerisinde kiigiik basit prizmatik
billur seklinde kristaller bulunmaktadir. fletim demetleri dig yiizeyden ceperleri

kalinlagmis ve odunlasmis hiicrelerle desteklenmektedir (Resim 30, 31).

Meyve igerisinde 2—4 tohum goériilmektedir (Resim 32). Tohumlar, testasi dig
yiizeye dogru kubbemsi ¢ikintilar olusturan testa epidermasi ve bunun altinda i¢
kisminda testa parankimasi, bir sira basit prizmatik billurlar igeren malpighi hiicreleri
ve sklerankimatik yapida (¢eperleri kalinlasmis ve odunlagmis) ezilmis besi dokudan
olugmaktadir. Bunun i¢ kisminda ise endosperma ve embriyo yer almaktadir (Resim

33, 34, 35).
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Resim 28: Meyve Enine Kesiti

ot: ortii tiyleri e: ekzokarp h: hipodermis

Resim 29: Meyve Boyuna Kesiti

e: ekzokarp m: mezokarp
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Resim 30: Meyve Enine Kesiti

i: iletim demeti m: mezokarp

0.02 mm

Resim 31: Meyve Enine Kesiti

iz iletim demeti b: basit prizmatik billur
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Resim 33: Tohum Enine Kesiti

t: testa epidermast tp: testa parankimasi m: malpighi hiicreleri e: ezilmis besi
doku
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Resim 34: Tohum Enine Kesiti

t: testa epidermasi tp: testa parankimas: m: malpighi hiicreleri e: ezilmis besi
doku

Resim 35: Tohum Enine Kesiti

en: endosperma em: embriyo
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1. KIMYASAL BOLUM

A. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKiSINDEN HAZIRLANAN

DROGLAR UZERINDE KALITE KONTROL CALISMALARINA

AIT BULGULAR

Alman Farmakopesi (DAB 10)’un genel kisminda belirtilen kalite kontrol

yontemleri esas alinarak toz drog iizerinde 3 paralel deneme yapilmigtir. Bu

denemelere ait bulgular tablolar halinde asagida verilmistir.

Drog Drog Miktar (g) % Total Nem Miktari
CTU 1.0001 5.4684
CTU 1.0004 5.3988
CTU 1.0008 5.4153
Ortalama % Total Nem Miktari: 5.4275
MTU 0.9990 5.3503
MTU 1.0002 5.3299
MTU 1.0007 5.3362
Ortalama % Total Nem Miktar:: 5.3388
CTA 1.0003 3.0490
CTA 0.9992 3.0394
CTA 1.0007 3.0618
Ortalama % Total Nem Miktari: 3.05
MTA 1.0009 3.0282
MTA 0.9994 3.0368
MTA 1.0002 3.0413
Ortalama % Total Nem Miktari: 3.0354

Tablo 1. Sarcopoterium spinosum Bitkisinden Hazirlanan Droglarda % Nem

Miktar1 Sonuglar1
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Drog Drog Miktar (g) % Total Kiil Miktar:
CTU 1.0003 4.8435
CTU 1.0010 4.9200
CTU 0.9992 5.1230
Ortalama % Total Kiil Miktari: 4.9621
MTU 1.0005 5.1824
MTU 0.9997 5.2215
MTU 1.0008 5.3037
Ortalama % Total Kiil Miktari: 5.2358
CTA 1.0003 9.8740
CTA 1.0014 10.0209
CTA 0.9993 9.9979
Ortalama % Total Kiil Miktari: 9.9642
MTA 1.0001 9.9870
MTA 1.0012 10.0409
MTA 0.9998 10.0340
Ortalama % Total Kiil Miktari: 10.0206

Tablo 2. Sarcopoterium spinosum Bitkisinden Hazirlanan Droglarda % Total

Kiil Miktar1 Sonuglari

Drog Drog Miktari (g) % Total Kiil Miktar:
CTU 1.0000 7.0120
CTU 0.9997 7.2441
CTU 1.0015 7.3999
Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 7.2186
MTU 1.0012 7.5888
MTU 0.9996 7.6010
MTU 1.0005 7.6481
Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 7.6126
CTA 1.0003 13.0100
CTA 0.9992 13.0074
CTA 1.0007 13.0598
Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 13.0257
MTA 1.0006 14.0841
MTA 0.9989 14.0995
MTA 1.0008 14.1087
Ortalama % Siilfat Kiilii Miktari: 14.0974

Tablo 3. Sarcopoterium spinosum Bitkisinden Hazirlanan Droglarda % Stilfat

Kiilii Miktar1 Sonuglari
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B. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BiTKiSINDEN HAZIRLANAN
DROGLARDAKI E VITAMINI MIKTAR TAYINi BULGULARI
1. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKiSINDEN HAZIRLANAN

DROGLARDAN ELDE EDILEN EKSTRE MIiKTARI

Drog Drog Miktar (g) Ekstre miktari (g)
CTU 100 1.249

MTU 100 1:22

CTA 100 113

MTA 100 1121

Tablo 4. Sarcopoterium spinosum Bitkisinden Hazirlanan Droglarimn n-

hegzan Ekstre Miktarlar1
2. EKSTRELERDEKI E VITAMINININ TESHiS VE KONTROLU

Ekstrede bulunan E vitamininin ayrigtirilmasi ve saflastirilmasi amactyla, daha
dnceden anlatildip1 sekilde aktive edilen plaga uygulanan Herba Poterii spinosi ve
Radix Poterii spinosi ekstrelerinin ve saf a-tokoferoliin, starttan itibaren ~16 cm
yiikselmesi saglandi. Ekstredeki E vitamininin ve saf a-tokoferoliin Ry degerleri

Slgiilmiis ve sonuglar Tablo 5°te verilmistir.

Ry (cm)
Saf a-tokoferol 9.5 cm-R;=0.575
Herba Poterii spinosi 9.5 em-R=0.575
Ekstresindeki a-tokoferol

Tablo 5. Standart a-tokoferol ve Herba Poterii spinosi Ekstresinde Bulunan

a-tokoferoliin Ry Degerlerinin Karsilastiriimas:
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Giin 15181nda ve 366 nm’de plak tizerinde higbir leke gériilmemektedir. 254 nm

UV 151k altinda plagin ¢ekilen fotografi ise Resim 36’°de goriilmektedir.

Resim 36. 254 nm UV Isik Altinda Standart a-tokoferol ve Herba Poterii

spinosi Ekstresinde Bulunan a-tokoferol

s: Standart o-tokoferol e: Herba Poterii spinosi n-hegzan ekstresi

Ekstreden, preparatif TLC yontemi ile izole edilen a-tokoferoliin ve saf o-
tokoferoliin UV ve IR spektrumlar gekilip birbiriyle karsilagtirildiginda ayn1 madde

olduklar goriilmiistiir. Cekilen spektrumlar, Sekil 1-2 ve Sekil 3-4°de verilmistir.



59

+2.08A
-
- @.508
cAasDIV.)Y |
+@.808 | — -, ; : -
208 .8 58.8¢(NM-/DIV.> ~ 4688.8

| 488.8HM ~-'B.0BS3A|

Sekil 1. Standart a-tokoferole Ait UV Spektrumu
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Sekil 2. Herba Poterii spinosi n-Hegzan Ekstresinden Izole

Edilen o-tokoferole Ait UV Spektrumu
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3. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKISINDEN HAZIRLANAN

DROGLARDAKI E VITAMINININ SPEKTROKOLOROMETRIK

YONTEM ILE MIKTAR TAYINI

a. E Vitamini ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Ol¢ii Egrisi Cizimi

— Saf E Vitamini ile Yapilan Alan Taramasi -

a~tokoferol’tin kloroform iginde % 0.5°lik ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltiden
20, 30, 40, 50 pl’lik miktarlar alinarak, daha 6nce anlatildig1 gibi 6rnek ¢ozeltiler
hazirlandi. Maddenin maksimum pik verdigi dalga boyunu tespit etmek i¢in 520-524
nm arasinda Olglilen absorbans degerleri Tablo 6°da verilmigtir. Maksimum
absorbsiyonun gergeklestigi dalga boyu 521,5 nm olarak tespit edilmigtir. Bunun
ardindan stok ¢ozeltiden 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 ul’lik miktarlar alinarak,
hazirlanan 6rnek ¢ozeltilerin 521,5 nm dalga boyundaki absorbsiyonlar: &lgiildii
(Tablo 7). Alinan sonuglara gore ¢izilen standart 6l¢ii egrisi ve regresyon denklemi
Sekil 5°de gosterilmistir.

b. Herba Poterii spinosi Droglarinda Spektrokolorimetrik Yéontem il.e E

Vitamini Miktar Tayini
Herba Poterii spinosi droglarinda spektrokolorimetrik yontemle yapilan E

vitamini miktar tayinine ait sonuglar Tablo 8’de verilmistir. Radix Poterii spinosi

droglarinda ise E vitaminine rastlanmamustir.
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Dalga boyu Uygulanan madde miktar: (ug)
100 150 200 250
524 0.337 0503 0.668 0.930
523,5 0.337 0.503 0.668 0.930
523 0.338 0.503 0.669 0.930
522,5 0.338 0.504 0.669 0.930
522 0.338 0.504 0.669 0.931
521,5 0.339 0.504 0.670 0.931
521 0.338 0.504 0.669 0.930
520,5 0.337 0.504 0.668 0.930
520 0.337 0.503 0.667 0.930

Tablo 6. Standart a-tokoferol ile Yapilan Alan Taramasi Sonuglar

a-Tokoferol Miktar: (ug) 521,5 nm Absorbans:

100 0.337

150 0.5

200 0.671

250 0.845

300 1.01

350 1.237

400 1.397

450 1.58

500 1.751

Tablo 7. Spektrokolorimetrik Miktar Tayininde Standart a-tokoferoliin

Absorbans Degerleri
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y = 0,0035x - 0,0219

1,8

R? = 0,9991

1,6

1.4

1,2

0.8

Absorbans

0.6

0.4

0,2

-0,2

a-tokoferol miktan (ug)

Sekil 5. Spektrokolorimetrik Yontem ile Hazirlanan o -tokoferol Standart
Olcii Egrisi ve Regresyon Denklemi

Drog Ekstre Miktar: 521.5 nm % E Vitamini
(mg) Absorbansi
CTU 40 2.244 0.020215
CTU 40 2.163 0.019492
CTU 40 2.195 0.019777
MTU 40 3.569 0.031292
MTU 40 3.605 0.031605
MTU 40 3.524 0.030899

Tablo 8. Herba Poterii spinosi Droglarinin n-Hegzan Ekstresinde Bulunan

E Vitamini’nin Spektrokolorimetrik Miktar Tayini Sonuglar
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4. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKISINDEN HAZIRLANAN
DROGLARDAKI E VITAMINININ OPTIiK DANSITOMETRIK
YONTEM ILE MIKTAR TAYINI

a. E Vitamini ile Standart Seri Hazirlanmasi ve Ol¢ii Egrisi Cizimi

a- tokoferol ile hazirlanan standart seriden 6l¢iilen alan degerleri ile gizilen

dl¢ii egrisi ve regresyon denklemi Tablo 9 ve Sekil 6°da verilmistir.

Tatbik Miktar: (ug) Alan
0.00 0.00
20.00 33244.06
40.00 65661.33
60.00 95310.71
80.00 126260.11

Tablo 9. Optik Dansitometrik Miktar Tayininde Standart a- tokoferoliin

Alan Degerleri
140000 y = 1576,5x + 11779
120000 R? = 0,9995 ~

100000 //
£ 80000 o
< 60000 -
40000 —
20000

0 / . \ 1 1

0 20 40 60 80 100
a-tokoferol miktart (ug)

Sekil 6. Optik Dansitometrik Yontem ile Hazirlanan o -tokoferol Standart
Ol¢ti Egrisi ve Regresyon Denklemi
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Resim 37. Olgii Egrisi Cizimi I¢in Standart a-tokoferolin Uygulandig:
Kromatografi Plagimin % 10 CuSO, - % 8 H3PO, Reaktifi Piiskiirtiildiikten Sonra

Gortintiisti
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Resim 38. Optik Dansitometrik Metodla E Vitamini Miktar Tayini Igin
Uygulanan Herba Poterii spinosi Ekstresinin, % 10 CuSO4 - % 8 H3PO, Reaktifi

Puskiirtiildiikten Sonra Olusturdugu Lekeler

e: 20, 30, 40, 50, 60 mg/2ml konsantrasyonlarindaki Herba Poterii spinosi n-

hegzan ekstresinin olusturdugu lekeler
s: Standart a-tokoferoliin olusturdugu leke

b. Herba Poterii spinosi Droglarinda Optik Dansitometrik Yontemi ile E
Vitamini Miktar Tayini
Herba Poterii spinosi droglarinda optik dansitometrik yontemle yapilan E
vitamini miktar tayinine ait sonuglar Tablo 10 ve Tablo 11°da verilmistir. Radix

Poterii spinosi droglarinda E vitaminine rastlanmamustir.
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Konsantrasyon | Uygulama Hacmi Alan % E Vitamini
5348 0.016519
20mg/2ml 20 ul 5442 0.016891
5529 0.017236
7478 0.016637
30mg/2ml 20 ul 7547 0.016819
7620 0.017012
9715 0.016909
40mg/2ml 20 ul 9766 0.017010
9891 0.017257
12014 0.017170
50mg/2ml 20 ul 12256 0.017553
13058 0.018824
14107 0.017072
60mg/2ml 20 pl 14211 0.017209
14840 0.018039

Tablo 10. (CTU) Oreklerinin n-Hegzan Ekstresinde Bulunan o~tokoferoliin Optik

Dansitometrik Yontemle Yapilan Miktar Tayini Sonuglari
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Konsantrasyon | Uygulama Hacmi Alan % E Vitamini
7107 0.022941
20mg/2ml 20 ul 7191 0.023266
7278 0.023603
10308 0.023551
30mg/2ml 20 pl 10445 0.023904
10661 0.024462
13353 0.023554
40mg/2ml 20 13417 0.023678
13564 0.023962
16684 0.023999
50mg/2ml 20 ul 16715 0.024047
16866 0.024280
19383 0.023480
60mg/2ml 20 pl 19452 0.023569
19680 0.023863

Tablo 11. (MTU) Orneklerinin n-Hegzan Ekstresinde Bulunan a-tokoferolin Optik

Dansitometrik Yéntemle Yapilan Miktar Tayini Sonuglar
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5. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKISINDEN HAZIRLANAN

DROGLARDA BULUNAN E VITAMININ HPLC ILE MIKTAR TAYINI

a. E Vitamini ile Standart Seri Hazirlanmas1 ve Ol¢ii Egrisi Cizimi

a- tokoferol ile hazirlanan standart serinin verdigi alan degerleri Tablo 12°de,
bu alan deerleri ile gizilen 6l¢li egrisi ve regresyon denklemi Sekil 7°de, HPLC

kromatogrami ise Sekil 8°de verilmistir.

a-Tokoferol Miktar: (pg) Alan Degerleri

5 102.59103

10 196.90248

20 420.88898

40 754.93286

50 972.07153

100 1963.73877

150 3088.25635

200 4004.64893

250 4875.74463

Tablo 12. HPLC ile Miktar Tayininde Standart a-tokoferoliin Alan Degerleri
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6000

5000

4000

3000

Alan

2000

1000

y = 198,13x + 3,4285

R? = 0,9992

/

0 <

0

Palinn

5 10

T T

15 20
a-tokoferol miktan (ug)

25 30

Sekil 7. Standart a-tokoferol I¢in Standart Ol¢ti Egrisi ve Regresyon Denklemi

(HPLC Yontemi igin)

b. Herba Poterii spinosi Droglarinda Bulunan E Vitamininin Miktar

Tayini

Herba Poterii spinosi droglarinda bulunan E vitamininin, HPLC y&éntemi ile

tespit edilen % g miktarlar: Tablo 13’de, HPLC spektrumu ise Sekil 9°da verilmigtir.

Radix Poterii spinosi droglarinda ise E vitaminine rastlanmamustir.

Drog Ekstre Miktan (ng) Alan % E vitamini
CTU 40 165.79111 0.0255881
CTU 40 168.60803 0.0260320 -
CTU 40 170.17031 0.0262782
MTU 40 242.25719 0.0367651
MTU 40 245.68521 0.0372928
M TU 40 247.54780 0.0375795

Tablo 13. Herba Poterii spinosi Droglarindan Hazirlanan n-Hegzan

Ekstresindeki a-tokoferoltin Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC) ile

Miktar Tayini Sonuglari
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Sekil 8. Standart a-tokoferoliin 292 nm’de HPLC Kromatogrami
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Sekil 9. Herba Poterii spinosi n-Hegzan Ekstresinin 292 nm’de HPLC

Kromatogram
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6. SONUCLARIN iSTATiSTIKSEL OLARAK DEGERLENDIRILMESI

Drog N Mean Med St.Dev. Min Max Q1 Q3
CTU 3 0.019828 | 0.019777 | 0.00021 | 0.019492 | 0.020215 | 0.019634 | 0.019996
MTU 3 0.031265 | 0.031292 | 0.000204 | 0.030899 | 0.031605 | 0.031096 | 0.031449

Tablo 14. Herba Poterii spinosi Drogundan Hazirlanan n-Hegzan Ekstresindeki E

Vitamininin Spektrokolorimetrik Miktar Tayini Sonuglarimin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi
Drog N Mean St.Dev. Min Max Q1 Q3
C 15 | 0.01721 | 0.017072 | 0.000149 | 0.016519 | 0.018824 0.0169 0.0172465
M 15 | 0.023744 | 0.023678 | 0.0001 | 0.022941 | 0.024462 | 0.0235525 | 0.0239805

Tablo 15. Herba Poterii spinosi Drogundan Hazirlanan n-Hegzan Ekstresindeki E
Vitamininin Optik Dansitometrik Miktar Tayini Sonuglarinin Istatistiksel Olarak

Degerlendirilmesi

Ekstre

Konsantrasyonu 20mg/2ml 30mg/2ml 40mg/2ml 50mg/2ml 60mg/2ml
N 3 3 3 3 3

Ortalama 0.016882 0.016823 0.017059 0.017849 0.01744
St.Dev. 0.000207 0.000108 0.000103 0.0005 0.000302
Min 0.016519 0.016637 0.016909 0.01717 0.017072
Max 0.017236 0.017012 0.017257 0.018824 0.018039

Tablo16. Herba Poterii spinosi (CTU) Drogundan Hazirlanan n-Hegzan
Ekstresindeki E Vitamininin Optik Dansitometrik Miktar Tayini Sonuglarmin
Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi
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Konsfxl::rt:yonu 20mg/2ml 30mg/2ml 40mg/2ml 50mg/2ml 60mg/2ml
N 3 3 3 3 3
Ortalama 0.02327 0.023972 0.023731 0.024109 0.023637
St.Dev. 0.000191 0.000265 0.000121 0.000086 0.000116
Min 0.022941 0.023551 0.023554 0.023999 0.02348
Max 0.023603 0.024462 0.023962 0.02428 0.023863
Tablol7. Herba Poterii spinosi (MTU) Drogundan Hazirlanan n-Hegzan

Ekstresindeki E Vitamininin Optik Dansitometrik Miktar Tayini Sonuglarinin
Istatiksel Olarak Degerlendirilmesi

Drog N Mean Med St.Dev. Min Max Q3
C 3 0.025966 | 0.026032 | 0.000202 | 0.025558 | 0.026278 | 0.025810 | 0.026155
M 3 0.037212 | 0.037293 | 0.000239 | 0.036765 | 0.03758 | 0.037028 | 0.037436

Tablo18. Herba Poterii spinosi Droglarindan Hazirlanan n-Hegzan Ekstresindeki E
Vitamininin HPLC ile
Degerlendirilmesi

Miktar Tayini Sonuglarmin Istatistiksel

Olarak
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C. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKIiSINDEN HAZIRLANAN

DROGLARLA YAPILAN FITOKIMYASAL ANALiZ SONUCLARI

Ekstreler
(%) verim

FlaYonoid
TU/TA

Tgnen
TU/TA

Alkaloid
TU/TA

Steroidal
Sapogenoller
TU/TA

Triterpenik
Sapo.pozitler
TU/TA

Nigasta
TU/TA

n-hegzan

1.249(T0)

1.22(TA)

+

+ | -

- |+

Kloroform

4.0235(TT)
3.6589(TA)

_|_

_|_

Etilasetat

3.0214(TU)
2,5689(TA)

Metanol

5.1254(TU)
3,0125(TA)

Etanol

4,8596(TT)
2,9845(TA)

+ |+ |+

1
+ |4+ |+ |+ |+

Infiizyon

6.1785(TT)

5,6214(TA)

+

Tablo19. Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarindan Hazirlanan
n-Hegzan, Kloroform, Etil asetat, Metanol, Etanol Ekstrelerinin ve Inflizyonunun
Fitokimyasal Analiz Sonuglar1 (TU: Toprak tistii; TA: Toprak altr)

III. BIYOLOJIK AKTIVITE TAYINLERI

A. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BiTKiSINDEN HAZIRLANAN

DROGLARDA SITOTOKSIK AKTIVITE TAYININE AiT BULGULAR

Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi droglarindan hazirladiginuz n-

hegzan, kloroform etil asetat etanol, metanol ekstreleri ile inflizyonunun sitotoksik

aktiviteleri Artemia Salina (Brine shrimp) metodu kullanilarak aragtirilmuis ve

sonuglar Tablo 20°de verilmistir.
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Ekstreler ppm LCso
N-Hegzan (H,R) 1000: 100: 10 > 1000
Kloroform (H,R) 1000: 100: 10 > 1000
Etilasetat (H,R) 1000: 100: 10 > 1000
Etanol (H,R) 1000: 100: 10 > 1000
Metanol (H,R) 1000: 100: 10 > 1000
Inflizyon (H,R) 1000: 100: 10 > 1000

Tablo20. Herba Poterii spinosi ve Radix Poterii spinosi Droglarindan Hazirlanan
Ekstrelerin ve Inflizyonun Sitotoksik Aktivite Tayini Sonuglar
H: Herba, R: Radix

B. HERBA POTERII SPINOSI DROGUNDA ANTIMIKROBIYAL
AKTIVITE TAYININE AiT BULGULAR

Herba Poterii spinosi drogunda antimikrobiyal aktiviteleri belirlemek i¢in
drogdan hazirlanan etanol, metanol, etil asetat, kloroform, n-hegzan ekstreleri ve
infiizyonu kullanilmigtir. Bu amagla referans standart olarak ofloksazin, sulbaktam,
sefoperozan, netilmisin, maksipin, amfoterisin B antibiyotikleri kullanilmigtir.
Calismada kullanilan bakteri, maya, ve mantarlar ile antibiyotiklerin bunlara kars:
olusturdugu aktivite sonuglar1 Tablo 21, 22;de verilmistir. Aktif bulunan ekstrelere

ait veriler ise Tablo 23°de verilmigtir.
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Test Mikroorganizmalarn Antibiyotikler
BAKTERILER DD* MIC*(max)
Acinetobacter baumanii-A8 18 (OFX) 31.25
Acinetobacter lwoffi F1 24 (OFX) 62.50
Bacillus macerans-A199 19 (OFX) 15.62
\Bacillus megaterium — AS59 9 (SCEF) 15.62
Bacillus subtilis-ATCC-6633 28 (OFX) 62.50
Bacillus subtilis-A57 28 (OFX) 125
Brucella abortus A77 12 (SCF) 62.50
\Burkholdria cepacia A225 22 (SCF) 125
Clavibacter michiganense-A227 25 (SCF) 16.62
Cedecea davisae ¥2 14 (OFX) 62.50
\Enterobacter cloacae-A135 20 (NET 31.25
[Enterococcus faecalis-ATCC-29122 18 (SCF) 31.25
Escherichia coli-Al - (OFX) 62.50
Klebsiella pneumoniae F3 12 (OFX) 125
Klebsiella pneumoniae-A137 12 (OFX) 125
Morgonella morganii F4 14 (OFX) 125
Proteus vulgaris-A161 12 (OFX) 125
Proteus vulgaris-KUKEM1329 13 (OFX) 125
\Pseudomonas aeruginosa-ATCC9027 22 (NET) 31.25
Pseudomonas aeruginosaATCC27859 22 (NET) 15.62
\Pseudomonas aeruginosa F5 18 (NET) 125
Pseudomonas pseudoalkaligenes F6 18 (NET) 125
Pseudomonas syringae pv.tomato A35 24 (OFX) 125
Salmonella cholerasuis arizonae F7 14 (NET) 250
Salmonella enteritidis- ATCC-13076 27 (SCF) 62.50
Serratia plymuthica F8 16 (NET) 125
Shigella sonnei F9 24 (NET) 31.25
Staphylococcus aureus- A215 22 (SCF) 31.25
Staphylococcus aureus-ATCC-29213 22 (SCF) 62.50
Staphylococcus epidermis-A233 - (SCF) 15.62
Staphylococcus hominis F10 - (SCF) 15.62
Streptococcus pyogenes-ATCC-176 10 (OFX) 62.50
Streptococcus pyogenes-KUKEM-676 13 (OFX) 31.25
Xanthomonas campestris-A235 20 (SCF) 31.25
Yersinia enterocolitica F11 16 (OFX) 62.50

Tablo 21. Test Mikroorganizmalar1 ve Antibiyotiklerin Olusturdugu Inhibisyon
Zonu Caplar (mm) ile Minimal Inhibitér Derigimler (ug/ml)

DD? : OFX=Ofloksazin (10pg/disc); SCF=sulbaktam (30ug)+sefoperazon (75pg)
(105 pg/disc) and NET=Netilmisin, (30pg/disc) pozitif referans standart
antibiyotik diskleri olarak kullanildi (Oxoid)

MIC? : Maksipin (ug/mL) mikro-kuyucuk dilusyon testinde referans standard

antibiyotigi olarak kullanildi (Sigma)
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Test Mikroorganizmalar Antibiyotik
MAYA MIC* Amp B)
Candida albicans-Al117 31.25
KUFLER

Alternaria alternate 31.25
Alternaria solani 31.25
Aspergillus flavus 15.62
Aspergillus niger 15.62
Aspergillus variecolor 15.62
Fusarium acuminatum 62.50
Fusarium oxysporum 62.50
Fusarium solani 62.50
Fusarium tabacinum 62.50
Microsporum canis 62.50
Moniliania fructicola 15.62
Mortieraula alpine 62.50
Penicillum spp. 31.25
Rhizopus spp. 125

Rhizoctonia solani 31.25
Sclorotinia minor 125

Sclorotinia sclerotiorum 62.50
Trichophyton rubrum 31.25
Trichophyton mentagrophytes 15.62

Tablo 22. Test Mikroorganizmalari ve Antibiyotiklerin Olusturdugu Inhibisyon
Zonu Caplari(mm) ile Minimal inhibitér Derigimler(ug/ml)

MIC? : AmpB = Amfoterisin B (ug/ml) mikro-kuyucuk dilusyon testinde referans
standard antibiyotigi olarak kullanild: (Sigma).

Bakteri tiirleri
Ekstreler Salmonella cholerasuis | Morgonella morganii F4
arizonae F7
DD 14(NET) MIC%250 | DD%14(OFX) MIC*:125
Etil asetat 10 125 10 250
Kloroform 10 250 -
Inflizyon 10 125 -

Tablo 23. Aktif Bulunan Herba Poterii spinosi Ekstrelerinin Antimikrobiyal

Aktiviteleri
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C. SARCOPOTERIUM SPINOSUM BITKISINDEN HAZIRLANAN

DROGLARINDA ANTIOKSIDAN AKTIVITE TAYININE AIT BULGULAR

Zaman Ekstreler (1 mg/ml) TEAC(mM)
(Ort.x£S.8.)(n=3)
CTU n-hegzan 0.13+0.05
CTU Distile su 1.30+0.08
CTU Etanol 1.04:£0.12
CTU Metanol 1.41+0.08
CTU Etil Asetat 0.76+0.02
CTU Kloroform 0.70+0.02
MTU n-hegzan 0.28+0.11
MTU Distile su 1.45+0.05
MTU Etanol 1.56:0.06
MTU Metanol 1.60+0.08
MTU Etil Asetat 0.69+0.08
MTU Kloroform 0.52+0.04
CTA n-hegzan 0.19+0.01
CTA Distile su 1.46+0.02
CTA Etanol 1.36+0.10
CTA Metanol 1.49+0.08
CTA Etil Asetat 0.53+0.10
CTA Kloroform 0.62+0.06
MTA n-hegzan 0.19+0.06
MTA Distile su 1.61+0.02
MTA Etanol 1.96+0.06
MTA Metanol 1.97+0.02
MTA Etil Asetat 0.87+0.12
MTA Kloroform 0.75+0.03

Tablo 24. Sarcopoterium spinosum Bitkisinden Hazirlanan Droglarin Ekstrelerinin
Antioksidan Aktiviteleri TEAC (Trolox esdegeri antioksidan kapasite): Incelenen
ekstrenin 1 mg/ml ¢6zeltisine kargilik gelen antioksidan kapasiteye sahip trolox

¢Ozeltisinin milimolar cinsinden konsantrasyonudur.
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TARTISMA

L. BOTANIK ARASTIRMALAR

Cesitli Akdeniz iilkelerinde ve yurdumuzda yabani olarak yetigen, Izmir
Seferihisar mevkiinden topladigimiz, Sarcopoterium spinosum bitkisinden hazirlamis
oldugumuz bazi Ornekler tizerinde makroskobik ve mikroskobik aragtirmalar
yapilmstir.

Ulkemizde tek tiir ile temsil edilen S. spinosum bitkisinden, ileride Tiirk
Farmakopesinde yer almasinin uygun olacagim diisiinerek yaptifimiz ¢alismalar ve
sonuglar1 asagida yer almaktadur. :

a. S. spinosum bitkisi dogada, 75 cm boylarinda, tiimsek teskil eden galilar
seklinde bulunmaktadir.

b. Yaprak kenarlar1 alt yiizeye dogru kivrik ve ince bir kiitikula tabakasi ile
ortiltidiir.

¢. Yapragin hem {ist hem de alt epidermisinde salg tliyleri bulunmaktadir, 6rtii
tiiylerine ise sadece alt epidermiste rastlanmaktadir. Salg: tliyleri ¢ok sap hiicreli ve
tek bag hiicreli, ortii tiiyleri ise tek hiicrelidir.

d. Yaprakta stomalar sadece alt epidermiste olup, kserofitik tiptedir.

e. Yaprak bifasialdir. Ust epidermis hiicreleri dikddrtgenimsi ve alt epidermis
hiicrelerine gére daha buyukuir Mezofil hiicrelerinden palizat parankimasi hiicreleri
2 sira, siinger parankimasi hiicreleri ise 2—3 sira halinde dizilmis olup hiicreler arasi
bosluklar1 azdir.

f. Petallerin bulunmadig1 ¢iceklerde ovat-oblong sekilli sepaller ug kisimda

uzun papiller tagimaktadir.
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g. Stamenlerin flamentleri uzun ve epidermisleri dig ylizeye dogru hafif
kubbemsi ¢ikintilidir.

h. Anterler igerisinde gelisen polenler kiiremsi ve trikolpat olup, eksin zarlar1
diiz, por ¢evresinde kalmlagmistir.

1. Disi ¢iceklerde bulunan stigma kirmizi renkli, piiskiile benzer sekilde
dallanmug ve kuvvetli papillidir.

i. Gerek disi, gerekse erkek giceklerin dip kisminda bulunan braktede, tek
hiicreli, geperleri kalin, kiitikulas1 ince, hafif dalgali bazen kivrik ortii titylerine
yogun olarak rastlanmaktadir.

jo Govde epidermis hiicreleri de yaprak epidermis hiicreleri gibi ince bir
kiitikula ile Srtiliidiir.

k. Yine yapraga benzer sekilde mezofitik tip stoma tasiyan govde
epidermisinden ¢ok sap ve tek bag hiicreli salg tliyleri koken almaktadur.

I. Koklerde, en dista fellogen ve mantar olusumu goriilmektedir. Korteks
icerisinde fellogen hiicreleri olugarak, ikinci bir mantar tabakasimN teskil ettigi,
kabugun seritler seklinde atildig1 goriilmektedir.

m. Meyvelerde, geperleri oldukg¢a kalin, kisa ve kiitikulas1 ince &rtli tliyleri
tagtyan ekzokarp hiicreleri dikdortgenimsi, kalin ve odunlasmis ¢eperlidir.
Ekzokarpin i¢ kisminda, ekzokarp hiicrelerine gore daha biiyiik, geperleri kalin ve

odunlagmig hipodermis bulunmaktadir. Meyve igerisinde 2—4 tohum gériilmektedir.
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II. KALITE KONTROL VE MiKTAR TAYINI ARASTIRMALARI

Calismalarimzda 12.04.2004 ve 12.05.2004 tarihlerinde ¢igekli ve meyveli
olmak tizere iki farkli dénemde topladifimiz Sarcopoterium spinosum bitkisinden
hazirlanan droglar kullanilmastir.

DAB 10°da yer alan yontemler esas alinarak, gravimetrik nem miktari, total
kil miktar1 ve siilfat kiilii miktar1 olmak iizere kalite kontrol ¢aligmalari
gerceklestirilmistir (19). Ayrica ince tabaka kromotografisi kullamlarak drogun E
vitamini i¢eriginin kontrolii ve teshisi gergeklestirilmistir.

A.NEM, TOTAL KUL VE SULFAT KULU MIKTAR TAYINI

Nem miktar tayini denemeleri sonucunda elde edilen ortalama degerler, CTU
kodlu drnek i¢in % 5.4275, MTU kodlu &rnek igin % 5.3388, CTA kodlu 8rnek igin
% 3.05, MTA kodlu 6rnek igin ise % 3.0354 olarak saptanmustir. Total kiil miktar
tayini denemeleri sonucunda elde edilen ortalama degerler, CTU kodlu &rnek igin %
49621, MTU kodlu 6rnek igin % 5.2358, CTA kodlu 6rnek igin % 9.9642, MTA
kodlu 6rnek i¢in % 10.0206 olarak bulunmustur. Siilfat kiilti miktar tayini denemeleri
sonucunda elde edilen ortalama degerler ise, CTU kodlu &rnek icin % 7.2186, MTU
kodlu &rmek i¢in %7.6126, CTA kodlu 6rnek igin % 13.0257, MTA kodlu 6rnek igin
% 14.0974°diir.

B. I.T.K. iLE E VITAMINI TESHiS VE KONTROLU

Yapilan ©6n aragtirmalar sonucunda en uygun solvan sistemi olarak
siklohekzan:dietil eter (8:2) tespit edilmis, kromotografi igin kullanilacak plaklar bu
solvan sisteminde develope edilmistir. Droglardan hazirlanan n-hegzan ekstrelerinin
ve standart o-tokoferoliin 254 nm dalga boyundaki UV igsik altinda g¢ekilen

fotograflarina tezimizin “Bulgular” bsliimiinde yer verilmistir.
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C. E VITAMINI MIKTAR TAYINi

I.T.K. yontemini kullanarak yaptiimiz 6n aragtirmalarla bitkinin toprak istii
kisimlarinda, E vitamininin varh standart o-tokoferol ile mukayese edilerek
kamitlanmig, UV ve IR spektrumlar: ile de safligi belirlenmistir. Droglarda var olan E
vitamini miktarini tespit etmek i¢in standart a-tokoferolden yararlamilmig ve
Spektrokolorimetri, Optik Dansitometri ve Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi
(HPLC) olmak tizere ii¢ yontem kullamilmistir. Bulgular boliimiinde verilen
sonuglara gore en yiiksek % E vitamini miktar1 HPLC ile elde edilmistir. Bunu
sirastyla Spektrokolorimetrik ve Optik Dansitometrik ySntemler izlemektedir (Tablo
8, 10, 11, 13). Madde kaybinin en aza indirgendigi HPLC yontemi bu 6zelligi ile
diger yontemlere {istlinlitk saglamaktadir.

Yapilan denemeler sonucunda HPLC y6ntemiyle bulunan E vitamini miktarlari
ortalama olarak, CTU kodlu 6rnek igin % 0.025966, MTU kodlu &rnek igin %
0.037212 olarak bulunmustur. Bitkinin toprak alti kisimlarinda E vitaminine
rastlanmamisgtir.

Soya Fasilyesi (Glycine max (L.) Merr.) yagi, tokoferollerin eldesinde
kullamlan ¢ok 6nemli bir kaynaktir. Elde ettifimiz sonuglara gore S. spinosum
bitkisinin toprak fistii kisimlari, soya fasiilyesi yagina oranla (% 0.0051-0.0111) daha
yiiksek miktarda tokoferol igermektedir (47). Yapilan ¢aligmalar ile Herba Poterii
spinosi drogunun potansiyel E vitamini kaynag olarak degerlendirilebilecegi sonucu
ortaya gikmigtir.

III. BIYOLOJIK AKTIVITE TAYINLERI

Sarcopoterium spinosum bitkisinden hazirlanan droglarda biyolojik aktivite
caligmalarini gergeklestirmek tizere droglarin n- hegzan, etanol, metanol, kloroform,

etil asetat ekstreleri ve inflizyonu hazirlanmigtir.
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a. Drogun sitotoksik aktivitesini belirlemek {izere, hazirlanan ekstrelere Brine
Shrimp (Artemia Salina) metodu uygulanmgtir. Ekstrelerin higbirinde sitotoksik
aktivite g6zlenmemistir (Tablo 20).

b. Droglarin antimikrobiyal aktivitesini aragtirmak amaciyla ekstrelere Disk
Difiizyon ve MIK yoéntemi uygulanmustir. S.spinosum bitkisinin toprak {istii
kisimlarindan hazirlanan etil asetat ekstresinde; G (-) 6zellikte ve insanda genel
enfeksiyon veya besin zehirlenmesine sebep olabilen Salmonella chloresuis
arizonae’ e, ayrica yine G (-) 6zellikte olan, insan ve bazi memeli hayvanlarin
bagirsak florasinda yasayan, firsat¢i patojen olarak idrar yollar1 enfeksiyonlarina
neden olabilen Morganella morgani’e (6) kars1 aktivite gézlenmistir. Yine bitkinin
toprak tiistii kisimlarindan hazirlanan kloroform ekstresinde ve su ile hazirlanan
inflizyonunda da Salmonella chloresuis arizonae’e kars1 aktivite bulunmustur.

¢. Drogun antioksidan aktivitesini belirlemek tizere ekstrelere TEAC Yontemi
uygulanmistir. Sonug olarak drogdan hazirlanan etanol, metanol ekstreleri ve
inflizyonun antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Tablo 24).

Bitkisel droglar halk arasinda ¢ofunlukla ¢ay:r hazirlanarak yani inflizyon
seklinde kullanilmaktadir. Bu nedenle drogumuzdan hazirlanan 6zellikle inflizyonda
ve diger ekstrelerde sitotoksik aktivite gdzlenmemesi ve inflizyonun antioksidan

ozellikte olmasi, halk arasindaki kullamminin giivenligi agisindan 6nemlidir.
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SONUC VE ONERILER

Tezimizde ilk olarak, yurdumuzda tek tir ile temsil edilen S.spinosum
bitkisinin tayinine yardimci olacak anatomik &zellikleri, makroskobik ve
mikroskobik olarak belirlenmigtir. Bu g¢aligmalarda, bitkinin % 70°lik etanolde
saklanmig yaprak, ¢igek, meyve, gévde ve kdk 6rnekleri kullanilmigtir,

Ikinci ¢alismamizda ise, 10. Alman Farmakopesi’ndeki (DAB 10) y6ntemler
esas alinarak, droglar iizerinde gesitli kalite kontrol denemeleri (nem miktar, total
kiil miktar1 ve siilfat kiilti miktar1 tayini) yapilmigtir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda,
CTTJ kodlu 6rnek igin % 5.4275, MTU kodlu 6rnek igin % 5.3388, CTA kodlu &rnek
icin % 3.05, MTA kodlu 6rnek igin ise % 3.0354 degerlerinde ortalama nem
miktarlar1; CTU kodlu 8rnek igin % 4.9621, MTU kodlu &mek igin % 5.2358, CTA
kodlu 6rnek igin % 9.9642, MTA kodlu 6rek igin % 10.0206 degerlerinde ortalama
total kiil miktarlari, CTU kodlu 6rek i¢in % 7.2186, MTU kodlu &rnek icin
%7.6126, CTA kodlu 6rnek i¢in % 13.0257, MTA kodlu &6rnek i¢in % 14.0974
degerlerinde ise ortalama siilfat kiilii miktarlar1 saptanmigtir (Tablo 1, 2, 3).

Ucglincti galismamizda ise droglarda bulunan E vitamini miktarini belirlemek
igin, Oncelikle n-hegzan ekstreleri hazirlanmigtir. Ardindan Spektrokolorimetri,
Optik Dansitometri ve Yiiksek Basingli Sivi Kromotografisi (HPLC) yontemleri ile

droglarin E vitamini miktari belirlenmigtir (Tablo 8, 10, 11, 13). Bu i{i¢ yontem
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arasinda en yiksek sonuglar HPLC ile elde edilmistir. HPLC ile tiger farkli 6rnek
caligtlmus ve ortalama E vitamini miktarlann CTU kodlu &rnek igin % 0.025966,
MTU kodlu 8rnek igin % 0.037212 olarak bulunmustur (Tablo 13). Bu miktar,
glinfimiizde ilag sanayinde E vitamini kaynag: olarak kullanilan soya fastilyesine (%
0.0051-0.0111) oranla daha yiiksektir (47).

Sentetik tokoferoller, aktif olmayan stereoizomerleri nedeniyle, dogal olanlar
ile aym biyolojik aktiviteye sahip degildir (11). Bu nedenle bitkisel kaynakli
antioksidanlarin arastirllmasi ile ilgili ¢aligmalar giderek Gnem kazanmaktadir.
Tezimizdeki ana amacimiz, yeni doZal kaynakli antioksidanlarin aragtirilmasi, a-
tokoferol igeriginin saptanmasidir. Soya fasiilyesinden daha fazla E vitamini
icerdigini tespit ettigimiz Herba Poterii spinosi droglan ila¢ endiistrisinde bu
amagla kullamlmaya degerdir.

S. spinosum bitkisinden hazirlanan droglarin sitotoksik aktivitesini belirlenmek
amaciyla, n-hegzan, etanol, metanol, etil asetat ekstreleri ve inflizyonu hazirlanarak
Brine shrimp (4rtemia salina) metodu uygulanmistir. Sonug olarak ekstrelerin ve
inflizyonun sitotoksik dzellikte olmadig: tespit edilmigtir (Tablo 20). Ekstrelerin ve
infiizgonun sitotoksik aktivite gostermemesi drogun halk arasindaki kullamminin
giivenligi agisindan Snemlidir.

H. Poterii spinosi droglannin antimikrobiyal aktivitesi Disk Difiizyon Metodu
ve MIK y6ntemi ile aragtirilmistir. Bu amagla 6ncelikle droglar Dimetil siilfoksit
(DMSO) ile ¢bziindiiriilmiis olup bu madde herhangi bir mikroorganizmanin
gelisimini etkilememektedir. Etil asetat ekstresinde, Salmonella chloresuis arizonae’
e ve Morganella morgani’ e Kkarsi aktivite gbzlenmistir. Yine bitkinin toprak istii
kisimlarindan hazirlanan kloroform ekstresinde ve su ile hazirlanan inflizyonunda da

Salmonella chloresuis arizonae’e kars1 aktivite bulunmugtur.
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S. spinosum Dbitkisinden hazirlanan droglarin antioksidan aktivitesi TEAC
yontemi ile aragtiriimistir. Drogun farkli ekstrelerinde farkli oranda antioksidan etki
saptanmigtir. Elde edilen sonuglara gére drogun etanol, metanol ekstreleri ve
infiizyonu antioksidan aktivite gdstermektedir (Tablo 24). Antioksidan etkideki bu
degiskenlik drogun farkli ekstrelerinde farkli etken maddelerin bulunmasindan
kaynaklanmaktadir. Fitokimyasal analiz sonuglarindaki farkli igerikler de bunu
ispatlamaktadir (Tablo 19).

Ulkemizde ve ¢esitli Akdeniz filkelerinde halk arasinda bagta kan sekeri
diistirlicti 6zelligi ile g¢esitli alanlarda kullanilan Sarcopoterium spinosum bitkisi
{izerinde yapilan bu aragtirmalar ile Tiirk Farmakopesi’nde yer almasi gerektigi
sonucuna varilmugtir. Ayrica igerdigi yiikksek oranda o-tokoferol nedeniyle potansiyel
E vitamini kaynag1 olarak da degerlendilebilecegi goriisti ortaya gikmustir. Bitkiden
hazirladiimiz  gesitli droglar {izerinde yaptifimiz ¢aligmalar ve bunlarin
karsilagtirmali sonuglan bu bitki ile ilgili ileride hazirlanabilecek olan monograflara

kaynak teskil etmesi agisindan da 6nemlidir.



OZET

Bu arastirmada birinci projede, Izmir-Seferihisar’dan toplanan Sarcopoterium
spinosum (L.) Spach bitkisi lizerinde anatomik incelemeler yapilmistir.

Ikinci galismada 10. Alman Farmakopesi’ndeki (DAB 10) yontemler esas
alinarak, droglar {izerinde ¢esitli kalite kontrol denemeleri (Nem miktari, total kil
miktar1 ve stilfat kiilli miktar1 tayini) yapilmistir.

Ukglincti projede S. spinosum bitkisinden elde edilen droglarin, E vitamini (a-
tokoferol) igerikleri, Spektrokolorimetrik, Optik Dansitometrik ve Yiiksek Basingh
Sivi Kromatografisi (HPLC) yontemleriyle tayin edilmisgtir.

Dérdiincii projede ise droglardan hazirlanan ekstrelerin sitotoksik aktivitesi
Brine shrimp metodu ile, antimikrobiyal 6zellikleri Disk Diflizyon ve MIK metodu

ile ve antioksidan aktivitesi TEAC yontemiyle tayin edilmigtir.



XVII

SUMMARY

In this study, as the first project, anatomical investigations are carried out on

Sarcopoterium spinosum (L.) Spach collected from Izmir-Seferihisar.

As the second project, quality control determinations on plant materials
(humidity, total ash and sulphate ash) are conducted according to methods in

DAB 10.

In the third project, vitamin E contents of plant materials prepared from S.
spinosum are determined with spectrocolorimetry, optical densitometry and high

pressure liquid chromatography (HPLC).

For the fourth project, cytotoxicity with Brine shrimp, antimicrobial
properties with disc diffusion and MIC methods and antioxidant activities with

TEAC methods are conducted on extracts prepared from plant materials.
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