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OZET
YUKSEK LiSANS TEZIi

Salvia verticillata (subsp. amasiaca ve subsp. verticillata) ve S. euphratica (var.
euphratica ve var. leiocalycina)’dan Elde Edilen Oziitler ve Ucucu Yaglarin

Antioksidan Aktiviyelerinin Karsilastirmah Olarak Degerlendirilmesi

Onder YUMRUTAS
Cumhuriyet Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji

Anabilim Dah

Danisman
Prof. Dr. Atalay SOKMEN

Bu calisma Tirkiye florasi’na endemik Salvia verticillata subsp. verticillata, S.
verticillata subsp. amasiaca, S. euphratica var. euphratica ve S. euphratica var.
leiocalycina’nin hekzan (HE), diklorometan (DCM), metanol (MeOH) 6ziitleri ve ugucu
yaglarinin in vitro antioksidan aktivitelerini ¢aligmak i¢in tasarlandi. Bitkilerin
antioksidan aktiviteleri, DPPH ve f-Karoten/linoleik asit ad1 verilen iki tamamlayic1 test
sistemi kullanilarak degerlendirildi. DPPH test sisteminde en yiiksek aktiviteyi S.
euphratica var. leiocalycina’nin MeOH 0ziitii sergiledi (ICso degeri 11.4 pg/ml). -
karoten/linoleik asit test sisteminde ise en yiiksek aktivite S. verticillata subsp.
amasiaca’nin MeOH 6ziitiinden elde edildi (%58.7). S. euphratica varyetelerinden
ayrica su distilasyonu yolu ile ugucu yag elde edildi. S. euphratica var. leiocalycina
yaginin ana bilesenleri frans-pinocarvil asetat (% 24.9) ve mirtenil asetat (%15.2) olarak
tespit edilirken, Okaliptol (% 18.4) ve nopinon + trans-Pinokarveol (%14.4) var.
euphratica igin ana bilesenler olmustur. S. verticillata’dan ugucu yag elde edilemedi. S.

eupratica’dan elde edilenler ise kayda deger aktivite gostermedi.
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SUMMARY

M.Sc.
A Comparative Evaluation of the Antioxidant Activities of the Extracts and
Essential Oils of Salvia verticillata (subsp. amasiaca and subsp. verticillata)

and S. euphratica (var. euphratica and var. leiocalycina)

Onder YUMRUTAS
Cumbhuriyet University, Graduate School of Natural and

Applied Sciences, Department of Biology

Supervisor
Prof. Dr. Atalay SOKMEN
The study was designed to evaluate the antioxidant activities of the hexane (He),
dichloromethane (DCM) and methanol (MeOH) extracts and essential oils of Salvia
verticillata subsp. verticillata, S. verticillata subsp. amasiaca, S. euphratica var.
euphratica and S. euphratica var. leiocalycina which are endemic for Turkish flora. The
oils and extracts were screened for their possible antioxidant activities by two
complementary test systems namely DPPH free radical scavenging and f-
carotene/linoleic acid systems. In the case of DPPH test system, MeOH extract of S.
euphratica var. leiocalycina exerted the highest antioxidant activity (ICso value is 11.4
png/ml). In the latter case, the highest activity was exhibited by the MeOH extract of S.
verticillata subsp. amasiaca with a percentage of 58.7%. On the other hand, esential oils
were isolated from the varieties of S. euphratica by hydrodistillation. Major oil
components were determined as trans-pinocarvyl acetate (24.9%) and myrtenyl acetate
(15.2%) for var. leiocalycina, while they were eucalyptol (% 18.4) and nopinon + trans-
pinocarveol (%14.4) for var. euphratica. It was essential oil that not obtained from S.
verticillata. Essential oil obtained from S. eupratica did not show remarkable

antioxidant activity.
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1.GIRIS

Temel besin kaynaklar1 haricinde bitkilerden yararlanma bigimleri insanlik
tarihi kadar eskidir. Ornegin Irak bolgesinde 60.000 yil nce yasamis olan
Neandertallerin  “Hollyhock” gibi bitkileri kullandiklarina dair kanitlar
bulunmustur. Bu bitkilerin hala diinya {lizerinde tip alaninda genis bir kullanim
alam vardir. Insanlarin bitkilerden hastaliklarin iyilestirilmesi amaciyla tibbi
olarak yararlanmaya baslamasi ¢ok eskilere dayanir. Eski Cin, Hindistan, Misir,
Iran, Yunanistan ve bazi Avrupa iilkelerinde ¢ok eskilerden beri bitkilerin
hastaliklara karsi iyilestirici etkileri oldugu inanci mevcuttur. Tibbi bitkiler
hakkinda bilinen en eski kitabin, eski Cin hiikiimdar1 olan SHIN NONG
tarafindan M.O. 3700 yillarinda yazildig1 belirtilmektedir. Aslinda bir hekim olan
SHIN NONG bu kitapta 200’den fazla bitkiden s6z etmektedir. Eski mezar
yazilarmdan anlasildign iizere Eski Misirhilar M.O. 3700 yillarinda bitkisel
ilaclardan faydalanmiglardir. Saba melikesinin zenginliginin tibbi bitkilere ve
baharat ticareti yapilan yolun denetimini saglamasina ve bu ticaretten yiiksek
vergiler almasina bor¢lu oldugu sdylenmektedir.

Babiller M.O. 6-7. yiizyillarda ayinlerinde bitkileri kullanirlardi. Misir’ da
Papyrus tarafindan M.O. 1550 yillarinda yazilan rélelerde 875 kayit bulunmakta,
burada hastaliklar ve bitkilerle nasil tedavi edilecekleri anlatilmaktadir.
Yunanistan’da M.O. 500 — 470 yillarinda Hipokrat déneminde tibbi bitkiler
konusunda biiyiik adimlar atilmistir. Hipokrat 300 ile 400 bitkiden s6z etmistir
(Schultes, 1978). ilk genis eser Aristotales tarafindan “Bitkilerin Teorisi” adli
eserle M.O. 4-3. yiizy1l basina rastlar. Eski medeniyetlerin diismesi ve yok
olmasiyla birlikte bitkisel farmasoétiklere ait belgelerin birgogu ya tamamen yok
olmus ya da kaybolmustur (Stockwell, 1988).

Daha sonra Theoprast farmakoloji ile ilgilenmis ve Yunan Dioskorides
M.0.77-78de yazdig1 5 ciltlik “Materia Medica” adli eserinde o déneme ait bir
cok bitkisel ilagtan s6z etmistir. Romal1 Plinius “Historie Naturelle” adl1 37 ciltlik
eserinin 12 cildini tibbi bitkilere ayirmis ve burada 1000°e¢ yakin bitkiden

bahsetmistir.
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Bergama’da dogan Galen’in de preparat hazirlama konusunda 20’ye yakin
eseri bulunmaktadir. Avrupa’da hali hazirda “Galenik Tip” felsefesinin onciistidiir
ve bu nedenle eczaciligin babasi olarak anilir. Avrupa’da tarikatlarin ve papaz
okullarinin bahgelerinde tibbi bitki tarimi1 yapilmistir. Daha sonra aforoz edilen
bir grup bilim insan1 Iran’a giderek tip ilmini oraya tasimislardir. Bu dénemden
sonra Ebu Bekir El Razi bir tibbi bitkiler listesi hazirlamistir. Bu dénemde Ibni
Sina (Batil1 kaynaklardaki ismiyle Avicenna) da 5 ciltlik “Canon Medical” isimli
eserini yazmistir. 1200 yillarinda yasayan Ziyaeddin El Baytar da bu alanda
eserleriyle katkida bulunmustur.

Diinya tizerinde 250.000 ile 500.000 arasinda bitki tiiriniin oldugu tahmin
edilmektedir. Bunlarin oldukga kii¢iik bir ylizdesi (%10 civarinda) hem insanlar
hem de hayvanlar tarafindan yiyecek olarak kullanilmaktadir. Tibbi amaglar i¢in
ise bundan daha fazlasinin kullanilmas1 miimkiindiir (Moerman, 1996). Gida elde
etmek icin tretilen tiir sayist 3000 civarindadir. Buna karsilik gida olarak
kullanilan yabani bitki tiiri 100.000’in iizerindedir. Tedavi amaciyla kullanilan
yabani bitkilerin miktar1 antik ¢agdan beri devaml bir artis gostermektedir. 1979
yilinda Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan yapilan bir arastirmada, kayith
iilkelerde kullanilan ve ticareti yapilan bitkisel ilaglarin miktar1 2.000 olarak tespit
edilmigtir. Ayn1 kurulusun 91 {ilkenin tibbi bitkileri {izerinde yapilmis olan bazi
yayinlarina dayanarak hazirladig bir arastirmaya gore, tedavi amaciyla kullanilan
tibbi bitkilerin toplam miktarinin 20.000 civarinda oldugu saptanmaistir.

Glinlimiizde de yine diinya niifusunun c¢ogunlugu ig¢in bitkiler, ilag
hammaddesi olarak kullanilmaktadir. Ozellikle gelismekte olan iilkelerde niifusun
% 80’1 saghk gereksinimlerini ilk etapta geleneksel tibbi bitkilerden
saglamaktadir. Diinya niifusunun % 80’inin gelismekte olan iilkelerde yasadigi
diisiiniiliirse toplam diinya niifusunun % 64’1 bitkileri tedavi amach
kullanmaktadir (Farnsworth, 1990). Gelismis iilkelerde recete ile satilan ilaglarin
yaklasik % 25’1 bitkisel kokenli kimyasallardir (Principe, 1991). Bu rakam
beklenen degerin ¢ok altindadir.

Son yillarda tibbi bitkiler ve bunlardan elde edilen aktif maddeler tizerinde

yapilan ¢aligmalar ve bunlara karsi olan ilgi ¢ok artmistir. Bunun ana nedeni bazi
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bitkisel ilag maddelerinin sentetik olanlardan daha ucuza ve daha kolaylikla elde
edilmelerinde yatmaktadir.

Bitkilerin bagisiklik sistemleri olmadig1 halde, dogada her zaman bulunan
bakteri, viriis, nematod, bocekler, memeliler ve diger herbivorlarin verdigi
zararlara kars1 direng gostermeleri elbette sasirticidir. Bitkiler bu zararlilardan
dogalar1 geregi uzaklagsma ya da kagma sanslar1 olmadigindan kendilerini baska
yollarla korurlar. Bitkiler fotosentez sirasinda sekonder metabolitler (ikincil
iirinler) adi altinda bir takim maddeler iiretirler. Bu ikincil iiriinler; savunma,
korunma, ortama uyum ve nesillerini siirdiirmeleri bakimindan bitkiler i¢in
olduk¢a onemli maddelerdir. Bitkiler bu maddeleri iiretirken insanoglu bu
bitkileri ilkel caglardan beri baharat ve ilag olarak kullanmustir.

Oksidatif bozulmaya kars1 besinlerin lipidik fraksiyonlarmin korunmasi,
kalite ve uzun 6dmiir bakimindan oldukg¢a 6nemlidir. Lipit oksidasyonundan dolay1
aciga ¢ikan maddeler iiriinlerin kalite ve giivenligini azaltir (Vichi ve ark., 2001).
Agi1ga ¢ikan bu maddeler reaktif oksijen tiirleridir ve bunlar oksijenden tiirevlenen
kimyasallar olarak reaktif molekiillerdir. Pek ¢cok metabolik yol tarafindan agiga
cikarlar. Serbest oksijen radikalleri karbohidratlar, proteinler, lipitler ve DNA
iceren pek cok molekiilii okside edebilirler ve pek ¢ok reaksiyona girebilirler.
Serbest radikallerin olugsmasinda rol alan kaynaklar radyasyon, viruslar, glines
isinlarinin bir kismi olan ultraviole 1sinlari, hava kirliligi yaratan fosil kokenli
yakitlarin yanma sonundaki iriinleri, sigara dumani, enfeksiyon, stres, yag
metabolizmas1 sonunda aciga ¢ikan iirlinler gibi hiicre metabolizmasinin toksik
iirlinleri, baz1 tahrip edici kimyasallar, hagere kontrol ilaglar1 ve bir¢cok baska
etkenlerdir. Bu radikaller son yoriingelerinde ortaklanmamis elektron ¢ifti igeren
molekiillerdir. Bu molekiiller genellikle kararli degildir ve diger baz1 maddelerle
kolayca reaksiyona girerek toksik etkisi yiiksek yeni bilesikler meydana getirirler
(Abe ve Berg, 1998; Busciglio ve Yankner, 1995; Meerson ve ark., 1982). Olusan
bu radikaller;

1- Serbest oksijen radikalleri

a) Siiperoksit radikali

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



b) Hidroksil radikali
c) Alkoksil radikali
d) Hidrojen peroksit radikali
e) Lipit peroksit radikali

2- Serbest nitrojen(Azot) radikalleri
a) Nitrik asit
b) Nitrojendioksit

3- Serbest klor radikalleri olarak siniflandirilabilir.

Tiim radikallerin biyolojik sistemlerde birikmesi oksidatif zararlara neden
olur. Kararsiz dogali bu radikallerin insan viicudunda kalp hastaliklari,
inflamasyon, kanser, yaslanma gibi saglik problemlerine neden oldugu ve ¢esitli
hastaliklarin patojenleri ile iligkili oldugu ileri siiriilmektedir (Abe ve Berg, 1998;
Busciglio, ve Yankner, 1995; Meerson ve ark., 1982).

Antioksidanlarin kesfi ve insan besinlerindeki varligit bu hastaliklart
onlemede O6nemli bir rol oynayabilir (Aruoma 1998; Nees ve Powles 1997,
Steinmetz ve Potter 1996). Antioksidanlar serbest oksijen radikallerini etkisiz
hale getirerek viicudun onlardan etkilenmemesini veya kendini yenilemesini
saglayan maddelerdir.

Bazi vitaminler (C ve E gibi) veya vitamin Onciilleri (A vitamini onciili p-
Karoten gibi) 6nemli antioksidan maddeleridir. Bunlarin yan1 sira bitkisel fenolik
bilesikler olan flavonoitler de giiclii antioksidatif etki gosterirler. Bu kimyasallar
ayni zamanda renk verici pigment gorevi de tistlenirler (flavonlar ve flavonoitler).
Bitki fenolik bilesiklerinin ¢ok fonksiyonlu antioksidanlar oldugu séylenmektedir
(Shahidi ve Wanasundara, 1992).

Bitkisel ilaglar insan sagliginda ve tedavide 6nemli rol oynarlar. Pek c¢ok
iilkede saglik alanlarinda bu ilaglar yaygin olarak kullanilmaktadir. Bitkisel
ilaglarin yapisinda bulunan antioksidanlarin serbest radikal yakalayici olarak
gorev yapmasi fenolik bilesikler sayesinde olmaktadir (Shahidi ve Wanasundara
1992). Oksijen yogunlugunun azaltilmasinda fenolik bilesiklerin aktif olarak
gorev yaptiklari ileri siiriilmiigtiir (Beutner ve ark., 2001; Luiz ve ark., 2002 ).

Antioksidanlarin baslica etki mekanizmalari sunlardir.
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1- Reaktif oksijen tiirlerinin (serbest oksijen radikalleri) enzimatik
reaksiyonlar aracilig1 ile veya dogrudan temizlenmesi,

2- Reaktif oksijen tlirlerinin olusumunun baskilama yoluyla engellenmesi,

3- Metal iyonlarinin baglanmast ve bdylece serbest radikal olusum
reaksiyonlariin engellenmesi,

4- Peroksitlerin ayrigsmasmi saglayarak baslangi¢ radikallerinin yeniden
donilismesinin engellenmesi,

5- Aktif radikaller tarafindan siiregelen hidrojen uzaklastirmayi engellemek
i¢in zincir kirici,

6- Serbest radikallerin bagladig1 organik molekiillerin hasar sonrasi tamiri ve
temizlenmesi (Dorman ve ark., 2003).

Antioksidanlar, pek ¢cok endiistriyel alanda popiiler kullanim alani bulmaya
baglamigtir. Besinlerin uzun siire saklanmasinda ve besinsel deger kaybinin
azaltilmasinda sentetik antioksidanlar kullanilir. Bunlar arasinda en yaygin
kullanilanlar, biitillenmis hidroksi toluen (BHT), biitillenmis hidroksi anisol
(BHA) ve tert-butil hidrokinon (TBHQ) gibi kimyasallardir. Ancak son
zamanlarda bu maddelerin baz1 toksik etkilerinin de oldugu tespit edilmistir
(Kanner ve ark., 1991; Grice, 1986). Sentetik kimyasallarin 6zellikle besin
sanayinde kullanilmasi, gerek akademisyenler ve gerekse halk arasinda ¢ogu kez
“giivenilirlik” temelindeki tartismalarin odagini olusturur. Bu kimyasallarin
kararsiz dogas1 ve bundan dolay1 ortaya cikabilecek istenmeyen yan iiriinlerin
baz1 zararli etkilerinin potansiyel risk olusturdugundan bahsedilmistir. Oysa son
arastirmalar, insanoglunun farkina varmadan sebze, meyve veya baharat olarak
kullandig1 bircok bitkinin dogal antioksidan 0Ozelliklere sahip oldugunu
gostermektedir. Bu bitkilerin yani sira hali hazirda insanoglu tarafindan kiiltiirii
yapilmayan, kendiliginden dogal ortaminda yetisen baz1 bitkiler de dikkat ¢ekici
biyolojik aktivitelere sahiptir ve kapsamli aragtirmalar i¢in nadir kaynaklardir.
Pek ¢ok bitki (meyveler, sebzeler, tibbi bitkiler, vs.) fenolik bilesikler, azotlu
bilesikler, terpenler ve vitaminler gibi antioksidan aktiviteler gosteren cesitli
molekiillere sahiptir (Cai ve ark., 2003; Larson,1988) ve bu arastirmalar i¢in

kullanilabilirler. Bu nedenle dogal antioksidanlara talep artmis ve bu konu
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tizerindeki aragtirmalar da g¢ogalmistir. Giinlimiizde bazi bitki Oziitleri gida
sanayinde kullanilmak iizere piyasalarda goriilmeye baglamistir. Bazi bilesiklerin
antioksidan kapasitesinin, sentetik olanlardan daha yiiksek oldugu ortaya
konulmustur (Cuvelier ve ark., 1990; Pokorny, 1991).

Bitkilerin bu popiilaritesi sentetik ek maddelerin saglik {izerine yan etkileri
ve giivenli gidalarin tretilmesi ile ilgilidir (Reische ve ark., 1998). Salvia L.
(Lamiaceae) cinsi iiyeleri de bu amaca uygun bitkilerdir. Zira Lamiaceae
familyas1 bitkilerinin antioksidan 6zellikleri iyi bilinmektedir. Bunlarin arasinda
biberiye (Rosmarinus officinalis, rosemary), adagay1 (Salvia offcinalis, sage)
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu bitkilerden elde edilen antioksidan bilesiklerin
yapist da tanimlanmistir (Das ve Pereira, 1990; Pokorny, 1991; Schwarz ve
Ternes, 1992).

Salvia cinsi  (Lamiaceae) diinyada yaklasik olarak 900 tiir ile temsil
edilmektedir. Bu cinsin Tiirkiye florasinda 89 tiirii ve toplamda 94 taksonu yayilis
gosterir. Bu bitkilerin 45°1 bu flora i¢in endemiktir ve endemizm orani yaklasik
%45°dir (Davis 1982; Davis ve ark., 1988; Guner ve ark., 2000). Genellikle
adagay1 olarak bilinirler. Genellikle 50-100 cm arasinda boylanirlar. Tek veya ¢ok
yilliktir. En iyi bilinen tiir, Salvia officinalis tibbi adacay1 olarak satilmaktadir.
Kokeni veya yayilis alant Akdeniz g¢evresidir. Salvia cinsine ait bazi bitkilerin
ozellikle antioksidan 6zellikleri aydinlatilmis, ancak tibbi ve ticari kullanimlari
sinirh kalmistir (Weng ve Wang, 2000; Yildirim ve ark., 2000).

Pek cok Salvia tirii ve bu bitkilerden elde edilen maddeler, bir ¢ok test
sisteminde Onemli antioksidan aktivite sergilemistir (Dormen ve ark., 1995;
Hohmann ve ark., 1999; Lu ve Foo, 2001; Malencic ve ark., 2000; Zupko ve ark.,
2001). Ayrica Salvia cinsine ait tiirler halk arasinda tedavi 6zelliginden dolay1
yaygin kullanima sahiptir ve farmakognostik arastirmalar bu bitkilerin biyolojik
aktivitelerinden sorumlu aktif bilesenleri tanimlamay1 amaclamaktadir (Muller-
Riembau ve ark., 1997; Bayrak ve Akgul, 1987). Ayrica baz1 Salvia tiirleri besin
katkis1 ve cay olarak da kullanilir (Chalcat ve ark., 1998).

Literatiirde Salvia tiirlerine ait bir¢ok biyolojik aktivite rapor edilmistir.

Salvia officinallis, antiseptik, astringent, spazm giderici gibi pek c¢ok tibbi
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kullanim alanini igeren uzun bir listeye sahiptir (Newall ve ark., 1996). Ayrica
baz1 Salvia tiirlerinin de antikanser, anti-inflammantuar ve antibakteriyal 6zellige
sahip oldugu rapor edilmistir (Ulubelen ve ark., 2001; Perry ve ark., 2003). Salvia
miltiorrhiza (Danshen) kardiovaskuler hastaliklarin tedavisi i¢in kullanilan iyi
bilinen geleneksel bir Cin tip bitkisidir (Chen, ve ark.,. 2001; Zhou ve ark., 2005).
Baz1 Salvia tirlerinin (S. officinalis, S. lavandulaefolia, S. miltiorrhiza)
depresyon, uykusuzluk ve hafiza diizensizlikleri iizerine yararli etkileri goze
carpmaktadir (Howes ve ark., 2003; Perry ve ark., 2000a,b). Baz1 caligsmalar
Alzheimer hastalifinin tedavisi ile ilgili olarak S. lavandulaefolia kullanimin
bilimsel olarak kanitlamiglardir. Bu tedavilerin merkezinde bu bitkilerin ugucu
yaglarinin aktiviteleri dikkate degerdir (Perry ve ark., 1996, 2000, 2001, 2002;
Savalev ve ark., 2003). Antibiyotiklerin kesfinden 6nce, Salvia tiirleri veremli
hastalara bitkisel ¢aylar olarak veriliyordu ve kronik bronsidin tedavisi i¢in
bitkisel karisimlarda Salvia tiirleri 6nemli bir rol oynuyordu. Salvia tiirleri
zihinsel tedavi, sinir bozukluklari, cinsel zayiflik, romatizma, atesli hastaliklar,
terleme gibi hastaliklarda tedavi edici ajanlar olarak kullanilmistir (Watt ve
Breyer-Brandwijk, 1962; Baricevic ve Bartol, 2000).

Literatiirdeki c¢aligsmalar dogrultusunda Salvia cinsine ait bir¢ok bitki
tiriiniin antioksidan aktivitesi c¢alisilmistir. Ancak Salvia verticillata subsp.
verticillata, S. verticillata subsp. amasiaca, S. euphratica var. euphratica ve S.
euphratica var. leiocalycina‘ ya ait antioksidan ¢aligmalar sinirhdir. Zira sadece
Salvia verticillata alt tiirlerine iliskin bazi caligmalara rastlanmistir (Weng ve
Wang, 2000; Gordon ve Weng, 1992; Chalcat ve ark., 2001; Sefidkon ve
Khajavi, 1999). Bunun yan1 sira S. verticillata subsp. verticillata, S. verticillata
subsp. amasiaca Oziitlerinin giiclii antioksidan aktivite gosterdigini rapor
edilmistir (Tepe ve ark., 2007).

Salvia tirlerinden elde edilen bazi fenolik bilesiklerin, lipit
peroksidasyonunu engelledigi, hidroksil ve siiper oksit anyon radikalleri gibi aktif
oksijen radikallerini yakaladig1 da rapor edilmistir (Hohmann ve ark., 1999). Ayni
zamanda giiclii antimikrobiyal aktiviteye sahiptirler (Masaki ve ark., 1995). Bu
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bitkilerin oziitleri yagl besinlerde ve stabilize yaglarda yaygin olarak kullanilir
(Ternes ve Schwarz, 1995).

Bu ¢alismada, Sivas ili florasinda yaygin bulunan Salvia verticillata’ min iki
alt tiirii (subsp. amasiaca ve subsp. verticillata) ile S. euphratica’ nin iki
varyetesinin (var. euphratica ve var. leiocalycina) antioksidan aktiviteleri ile

ucucu yaglarinin igerikleri arastiritlmast amaglanmistir.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1. Bitkilerin toplanmasi ve adlandirilmasi

Tez kapsamindaki bitkilerin bulunduklar1 lokaliteler saptandiktan sonra
ilgili lokalitelerden bitkisel materyaller toplandi. Bu materyallerin tip ornekleri
adlandirma i¢in ayrildi ve arazide gerekli notlar tutuldu. Adlandirma isleminde
temel kaynak olarak, DAVIS (1965-1988)’in “Flora of Turkey And The Aegean
Islands” adli eserinden yararlanildi. Tiir adlarindan sonra varsa tiir alt1 birimler
(alttiir, varyete), bitkinin toplandig1 yerlere ait habitat, yiikseklik, toplama tarihi,
toplayict adi ve numarast verildi. Teshis edilen tiirlerin 6rnekleri Cumhuriyet
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Herbaryumu’nda
mevcuttur. Calismada yararlanilan bitkilerin adlar1 ve toplandiklar1 lokaliteler

asagida verilmistir.

1. S. verticillata subsp. verticillata: Ulas girisi, cayirlik step alan, Sivas,
Tiirkiye, 15 Temmuz 2006 (AA 4560).

2. 8. verticillata subsp. amasiaca: Cetinkaya- Divrigi yolu, Sivas, Tirkiye,
15 Temmuz 2006 (AA 4561).

3. S. euphratica var. euphratica: Cetinkaya- Divrigi yolu, Kavak mevkii sol
tarafi jipsli alan, Sivas, Tiirkiye, 15 Temmuz 2006 (AA 4562).

4. S. euphratica var. leiocalycina: Glriin, Sivas, Tiirkiye, 15 Temmuz 2006
(AA 4563).

2.2. Bitkilerin kurutulmasi ve éziitleme islemleri

Toplanan bitkilerin toprak {istlii kisimlari, dogrudan giines 15181 almayan ve
hava akiminin bulundugu bir ortamda kurutuldu. Literatiir ¢alismalari
dogrultusunda tiim bitkilerin oziitleme islemleri asagidaki ydntemlere gore

gergeklestirildi.
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i. Su distilasyonu ile u¢ucu yaglarin hazirlanmasi: Clevenger aparatinda
(British Pharmacopeia, BDH, U.K.) 4 saat su distilasyonu sonucunda
bitkilerin ugucu yaglar elde edildi (Moldao-Martins ve Ark., 1999).
Elde edilen ugucu yaglar, susuz sodyum siilfat eklenerek —20°C’de
saklandi.

ii. Artan polariteye gore oziitleme ydntemi: Bu yontemle toz haline
getirilmis bitkisel materyal Oncelikle hekzan ile 16-18 saat soxhlet
aparatinda Oziitlendi. Daha sonra bitkisel materyal diklorometan’da 6
saat Oziitlendi ve boylece non-polar kisimlar, hekzan ve diklorometan
fazlar1 olmak tiizere iki kisimda degerlendirildi. Elde edilen 6ziitlerden
hekzan ve diklorometan vakumlu buharlagtirict (evaporator) yardimiyla
uzaklagtirildi (30°C). Son asamada ise bitkisel materyal metanol ile 6
saat soxhlet aparatinda oziitlendikten sonra metanol tamamen ortamdan
uzaklasincaya kadar buharlastirici aparatinda bekletildi ve oziit +4

derecede saklandi.

2.3.Antioksidan aktivite testleri

2.3.1.DPPH yontemi

Hazirlanan tiim Oziitlerin antioksidan aktiviteleri literatiirde tanimlanan
yontem izlenerek yapilmistir (Cuendet ve ark., 1997; Kirby ve Schmidt 1997,
Burits ve Bucar, 2000; Burits ve ark., 2001).

Bu test yontemi, kararli serbest radikal 2,2-dipheniyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH)’in elektron veya hidrojen atomlar1 veren antioksidan kimyasallarin
varliginda, bu kimyasallar tarafindan siipiiriilmesi (temizlenmesi) ile karakteristik,
mor rengin agilmasinin spektrofotometrik olarak belirlenmesi temeline dayanur.
Bu yontemde test edilecek Oziitlerin, ¢esitli derisimlerde hazirlanan 50°ser pL
metanol ¢ozeltileri, 5 mL %0.004’lik (w/v) DPPH cozeltisi ile karistirildi. 30
dakikalik karanlik ortam inkiibasyonu sonrasinda, orneklerin absorbanst 517
nm’de 6lgiildii. Oziitlerin absorbans degerleri kullanilarak % inhibisyon degerleri
asagida verildigi sekliyle hesaplandi (Bucar ve Burits, 2000).

% Inhibisyon = A yontrol - A smek/ A kontrol X100
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Elde edilen % inhibisyon degerleri, mg/ml olarak belirlenen 6ziit
derisimlerine kars1 grafige gecirilerek, her bir 6ziitiin %50 renk agilimini saglayan
derisimleri, %50 inhibisyon (ICsg) degeri olarak hesaplandi. Pozitif kontrol olarak
BHT ve askorbik asit (AA) kullanildi. Tiim deneyler ii¢ tekrarli yapildi.

2.3.2.p-Karoten/Linoleik Asit Renk A¢ilim Yontemi

0.5 mg p-karoten 1mL kloroformda ¢oziildii. 25uL linoleik asit 200 mg
Tween 40 ile emiilsiyon haline getirilerek f—karoten ¢ozeltisine eklendi. Karigim
iyice calkalandiktan sonra buharlastiricida 50 °C’de kuvvetli vakum uygulanarak
kloroformu uguruldu. Karigim iizerine, linoleik asidin oksidasyonunu saglayacak
olan 6nceden 30 dakika boyunca oksijenle doyurulmus (akis hiz1 100 mL dak™)
distile sudan 100 mL eklendi ve 1 dakika boyunca hizli bir sekilde karistirildi. Bu
islem sonunda berrak, sar1 renkli f—Karoten/linoleik asit test karisimi elde edildi.
Bu karisimdan 250 pL’lik kisimlar, test tiiplerine aktarildi. Her bir 6ziit ve kontrol
icin ii¢ tekrarl seriler hazirlandi. otuzbes pL’lik test ¢cozeltileri, ilgili serilere ilave
edildi. Ayni miktar etanol kontrol serisine de uygulandi. Daha sonra, test
tiiplerinin agz1 kapatilarak oda sicakliginda ve karanlikta 24 saat inkiibasyon
periyodundan sonra 490nm’de spektrofotometrede oOlciildii. Yine BHT nin ve
oOziitlerin absorbans degeri (ayn1 Oziitten ii¢ tekrarin ortalamasi) karsilastirilarak

bagil antioksidan aktivite (BAA) degerleri agsagidaki esitlikten hesaplandi.

BAA = Oziitiin absorbansi/ BHTnin Absorbansi

2.4. GC/MS Analizleri
Ugucu vyaglarin kimyasal kompozisyonlarinin belirlenmesi amaciyla

GC/MS analizleri Yunanistan Atina Ziraat Universitesinde Yunan arastirmacilar
tarafindan yapildi. Ugucu yaglarin analizi HP-5 MS (¢apraz bagh %5 PH ME
silokzan) kapiler kolonlu (30 m, 0.25 mm i¢ ¢ap, 0,25 um film kalinlig1) Hewlett
Packard 5890 II GC ve ayni firmanin 5972 model kiitle spektrometresi
kullanilarak yapildi. GC-MS dedeksiyonu i¢in bir elektron iyonizasyon sistemi
(70 eV) kullanildi. Akis hiz1 I mL/min olacak sekilde helyum tasiyict gaz olarak
kullanilirken, enjektdr ve dedektor sicakliklart sirasiyla 220°C ve 290°C olarak
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ayarlandi. Etkin bir aymrim saglamak amaciyla bir sicaklik programi uygulandi.
Kolon basglangi¢ sicakligt 60°C iken 3°C/dak. hizla 220°C’ye ¢ikarildi. Aseton
icinde 1/100 oraninda seyreltilmis 6rneklerden 1.0 uL splitless (ayrimsiz) olarak
enjekte edildi (Adams, 2001).

Bilesenlerin 6rnek igindeki ylizdeleri alev iyonizasyon dedektorii (FID)

yardimiyla belirlendi. Bilesenler tentatif sekilde teshis edildi.
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3. BULGULAR

Materyal ve metot kisminda ayrintili olarak verilen 6ziitleme yontemleri ile
S. verticillata subsp. verticillata, S. verticillata subsp. amasiaca, S. euphratica
var. euphratica ve S. euphratica var. leiocalycina bitkilerinden ¢esitli oziitler elde
edilmis ve bu Oziitlerin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. S. verticillata alt
tirlerinden ugucu yag elde edilemediginden, sadece S. euphratica’nin iki

varyetesinde elde edilen ugucu yaglarin antioksidatif aktiviteleri degerlendirildi.

3.1. 8. verticillata subsp. verticillata’dan elde edilen oziitlerin

antioksidan aktiviteleri

S. verticillata subsp. verticillata’nin toprak istii kisimlarindan elde edilen
oziitlerin verimleri ve antioksidan aktivite bulgular1 asagidadir.

S. verticillata subsp. verticillata’nin toprak Ustii kisimlarinin kademeli
Oziitleme yontemi ile elde edilen 6ziit verimleri degerlendirildiginde, en yiiksek
verimin metanol Oziitlinde oldugu goriilmektedir (% 20.16, w/w). Metanol
Oziitlinii sirastyla hekzan (% 5.33, w/w) ve diklorometan (% 2.13, w/w) 0ziitleri
izlemektedir.

Kademeli 6ziitleme sonucu elde edilen 6ziitlerin antioksidan aktiviteleri -
Karoten/linoleik asit ve DPPH test sistemleri kullanilarak degerlendirildi. Her iki
test sisteminde de hekzan oOziitlerinin aktivite sergilemedigi goriilmektedir. -
Karoten/linoleik asit aktivite testinde, S. verticillata subsp. verticillata’dan elde
edilen metanol oziitiiniin % 51.3 + 5.38 ve DCM oziitlerin ise % 30.4 + 1.21
inhibisyon ylizdesine sahip oldugu goriildii (Tablo 3.1). Ancak her iki 6ziit de
gerek sentetik antioksidan BHT (% 96.6 + 1.29), ve gerekse askorbik asit (% 94.8
+ 1.86) ve kurkumine (% 89.3 + 2.14) gore linoleik asit oksidasyonunu
engellemede daha zay1f etki gosterdi.

DPPH yonteminde ise ayni bitkinin MeOH ve DCM oziitlerinin gii¢li
serbest radikal stiptiriicii aktiviteye sahip oldugu goriilmektedir. Bu 6ziitlerin ICs
degerleri sirasiyla, 16.0 = 3.01 pg/ml ve ICsy 21.3 + 0.86 pg/ml’dir. Pozitif
kontrol BHT nin ICsy degeri ise (18.0 + 0.40 pg/ml) olarak hesaplanmustir.
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Ancak, askorbik asit (ICso 3.80 £ 0.17pug/ml) ve kurkuminle (ICsy 7.80 + 0.32
png/ml) karsilastirildiginda, bu 6ziitlerin daha diisiik aktivite sergiledigi goriildii.

3.2. 8. verticillata subsp. amasiaca’dan elde edilen o6ziitlerin antioksidan

aktiviteleri

S. verticillata subsp. amasica’nin toprak {istii kisimlarimin kademeli
oziitleme yontemi ile elde edilen 6ziit verimleri degerlendirildiginde, en yiiksek
verimin metanol o6ziitlinde oldugu goriilmektedir (% 19.85 w/w). Bu oziitii
sirastyla, hekzan (% 3.58 w/w) ve diklorometan (% 2.10) oziitleri izlemektedir.

Kademeli 6ziitleme sonucu elde edilen o6ziitler B-karoten/linoleik asit ve
DPPH test sistemlerinde antioksidan  Ozellikleri  degerlendirildi. -
karoten/linoleik asit aktivite testinde, S. verticillata subsp. amasica’dan elde
edilen metanol oziitiiniin % 58.7 + 1.82 ve DCM oziitlerin ise % 33.5 + 0.50
inhibisyon yiizdesine sahip oldugu goriilmektedir (Tablo 3.1). Bu degerler pozitif
kontrol degerlerine gore daha diisiiktiir.

DPPH test sisteminde ise yine MeOH ve DCM &ziitlerinin giiglii aktiviteye
sahip oldugu goriilmektedir. Zira bu oziitlerin 1Csy degerleri sirasiyla, 12.1 &+ 3.82
pg/ml ve ICs 20.3 £ 0.45 nug/ml olarak belirlenmistir. Ozellikle metanol dziitii
icin saptanan deger, bu Oziitiin sentetik antioksidan BHT’den daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugunu gostermektedir.

Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de verilen sonuglara gore, her iki alt tiiriin birbirine
cok yakin aktivite degerlerine sahip oldugu sOylenebilir. Ancak, genel olarak,
subsp. amasica Oziitlerinin gerek DPPH ve gerekse B-karoten/linoleik asit test

sistemlerinde biraz daha etkili oldugu goriilmektedir.

3.3. 8. euphratica var. leiocalycina’dan elde edilen oziitlerin antioksidan

aktiviteleri

3.3.1. Kademeli oziitleme ile elde edilen oziitler ve bu oziitlerin

antioksidan aktiviteleri

S. euphratica var. leiocalycina’nin toprak iistii kisimlarindan kademeli

oziitleme yontemi ile elde edilen 6ziit verimleri degerlendirildiginde, burada da en
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yliksek verimin metanol 6ziitlinde oldugu goriilmektedir (% 12.47, w/w). Metanol
oziitlinii sirastyla hekzan (% 4.05, w/w) ve diklorometan (% 2.91, w/w) oziitleri
izlemektedir.

Kademeli 6ziitleme sonucu elde edilen Oziitler B-karoten/linoleik asit ve
DPPH test sistemlerinde antioksidan Ozellikleri bakimindan test edilmistir. -
Karoten/linoleik asit aktivite testinde var. leiocalycina’dan elde edilen MeOH
oziitih % 52.2 £ 2.85, DCM oziitii ise % 31.4 £ 1.12 inhibisyon gostermistir
(Tablo 3.1).

DPPH testinde ise MeOH ve DCM oziitlerinin olduk¢a giiclii radikal
stipiiriicti aktiviteye sahip olduklar1 saptandi Bu 6ziitlerin ICsy degerleri, sirasiyla
11.40 £ 1.00pug/ml ve I1Cso- 19.50 = 0.75 pg/ml olup, BHT den elde edilen
degerden daha yiiksektir (Tablo 3.2).

Tablo 3.1 ve Tablo 3.2’deki veriler, antioksidatif aktiviteleri arastirilan 4
bitki tiirii icerisinde en yiliksek serbest radikal yakalama aktivitesinin, var.

leiocalycina’ya ait oldugunu gostermektedir.

3.3.2. Ucucu yagin antioksidan aktivitesi

S. euphratica var. leiocalycina’dan su distilasyonu yontemi ile % 0.40
(v/w) ugucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin antioksidan aktiviteleri Tablo 3.3’de
verilmektedir. S. euphratica. var. leiocalycina’ya ait ugucu yag DPPH test
sisteminde aktivite gdstermezken, B-karoten/linoleik asit test sisteminde diisiik

aktivite sergilemistir.

3.3.3. 8. euphratica var. leiocalycina yagimin GC- MS analiz sonuclari
S. euphratica var. leiocalycina’ya ait ugucu yag GC-MS yoluyla analiz

edilmistir ve sonuclar Tablo 3.4’de verilmistir.

Yagin toplam % 92.8° ini temsil eden 45 bilesenin yapisi belirlenmistir.
Analiz sonucunda ugucu yagim biiyiik oranda oksijenlenmis monoterpenlerden
(%36.4) ve monoterpenik esterlerden (%43.4) olustugu goriilmektedir (Tablo 3.6)
trans-pinocarvil asetat (% 24.9) ve mirtenil asetat (%15.2) ucucu yagin ana
bilesenleri olarak belirlenmistir. Bu bilesenleri 6kaliptol (% 7.1) ve Nopinon +

trans-Pinokarveol (% 6.8) izlemektedir (Tablo 3.4).
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3.4. S. euphratica var. euphratica’dan elde edilen oziitlerin antioksidan

aktiviteleri

S. euphratica var. euphratica’nin toprak lstii kisimlarindan elde edilen

oziitlerin verimleri ve antioksidan aktivite bulgular1 asagidadir.

3.4.1. Kademeli oziitleme ile elde edilen o6ziitler ve bu oziitlerin

antioksidan aktiviteleri

S. euphratica var. euphratica’nin toprak tstii kisimlarindan kademeli
oziitleme yontemi ile elde edilen 6ziit verimleri degerlendirildiginde, en yiiksek
verimin burada da metanol Oziitiinde oldugu goriilmektedir (% 15.06, w/w).
Metanol 6ziitiinii sirastyla hekzan (% 3.70 w/w) ve diklorometan (% 3.30, w/w)
oziitleri izlemektedir.

Oziitler DPPH ve pB-Karoten/linoleik asit test sistemlerinde antioksidan
ozellikleri bakimindan test edilmistir. Tablo 3.1’den de goriilebilecegi gibi, S.
euphratica var. euphratica’nin MeOH 0ziitiiniin, B-Karoten/linoleik asit aktivite
testinde, % 57.8 + 1.93 ve DCM 6ziitiiniin ise % 33.7 + 6.30 inhibisyon ylizdesine
sahip oldugu goriilmektedir. DPPH aktivite deneyinde ise bu degerlerin MeOH
oziitl i¢in ICsp 18.2 £ 1.23 pg/ml, DCM igin ise ICsy 22.7 + 0.40 pg/ml oldugu
gorlilmektedir.

Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de sunulan veriler birlikte degerlendirildiginde, bu
bitkiye ait antioksidan aktivite bulgularinin, c¢alisilan diger bitkilere gore daha

diisiik oldugu goriilmektedir.

3.4.2. Ucucu yagin antioksidan aktivitesi

S. euphratica var. euphratica’dan su distilasyonu yontemi ile % 0.16 (v/w)
oraninda ucucu yag elde edilmistir. Ugucu yagin antioksidan aktivitesi Tablo
3.5’de verilmektedir. S6zkonusu bitkiye ait ugucu yag DPPH test sisteminde
aktivite gostermezken, bununla birlikte B-Karoten/linoleik asit test sisteminde

diisiik aktivite sergilemistir.

Please purchase PDF Split-Merge on www.verypdf.com to remove this watermark.



17

3.4.3. 8. euphratica var. euphratica yaginin GC- MS analiz sonuclari
S. euphratica var. euphratica’ya ait ugucu yag GC-MS yoluyla analiz

edilmistir ve sonuglar Tablo 3.5’de verilmistir.

Yagin toplam % 92.5 ini temsil eden 45 bilesenin yapis1 GC-MS analizi ile
belirlenmistir. Analiz sonucunda ugucu yagm biiyiikk oranda oksijenlenmis
monoterpenlerden (%78.1) ve monoterpenik esterlerden (%7.5) olustugu
goriilmektedir (Tablo 3.6). Okaliptol (%18.4) ve Nopinon + frans-Pinokarveol
(%14.4) ucucu yagin ana bilesenleri olarak belirlenmistir. Bu bilesenleri mirtenol

(% 7.0) ve kamfor (% 6.8) izlemektedir (Tablo 3.5).
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Tablo-3.1. Oziitlerin B- Karoten/linoleik asit test sistemindeki antioksidan aktiviteleri

Ornek bitkiler Inhibisyon (%)
ve kontroller MeOH oziitii DCM oziitii HE oziitii
S. verticillata subsp. verticillata 51.3+5.38 304 +£1.21 -
S. verticillata subsp. amasiaca 58.7+1.82 33.5+0.50 -
S. euphratica subsp. leiocalycina 522+2.85 314+ 1.12 -
S. euphratica subsp euphratica 57.8+1.93 33.7+6.30 -
BHT 96.6 + 1.29
Kurkumin 89.3+2.14
Askorbik asit 94.8 +1.86

MeOH: Metanol; DCM: Diklorometan; HE: Hekzan, Sonuglar ii¢ tekrarlt deneylerden elde edilmistir.
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Tablo- 3.2. Oziitlerin DPPH test sistemindeki antioksidan aktiviteleri

Ornek bitkiler ICsy (ng/ml)
ve kontroller MeOH oziitii DCM oziitii HE oziitii
S. verticillata subsp. verticillata 16.0 + 3.01 21.3+0.86 -
S. verticillata subsp. amasiaca 12.1 +£3.82 20.3 £0.45 -
S. euphratica subsp. leiocalycina 11.4+£1.00 19.5+£0.75 -
S. euphratica subsp euphratica 182+ 1.23 22.7+0.40 -
BHT 18.0+0.40
Kurkumin 7.80 +0.32
Askorbik asit 3.80+0.17

MeOH: Metanol; DCM: Diklorometan; HE
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Tablo 3.3. Ucgucu yaglarin antioksidan aktiviteleri

Ucucu yaglar ve kontroller DPPH (pg/ml) B-karoten/linoleik asit (%)
S. euphratica var. leiocalycina - 15.0+1.00
S. euphratica var. euphratica - 16.0 £1.00
BHT 18.0 £0.40 96.6 + 1.29
Kurkumin 7.80+0.32 89.3+2.14
Askorbik asit 3.80+0.17 94.8+£1.86

Sonuglar {i¢ tekrarli deneylerden elde edilmistir
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Tablo 3.4. S. euphratica var. leiocalycina’ya ait ugucu yagin kimyasal

kompozisyonu
Sira Rt (dk) Kompozisyon (%)
No Bilesenler

1. 7.603 B-Pinen 1.0
2. 9.257 p-Simene 0.2
3. 9.526 Okaliptol 7.1
4. 11.172 Linalool oksit A 3.2
5. 11.813 Linalool oksit B 2.5
6. 12.303 Linalool 39
7. 12.944 6-metil-3,5-heptadien-2-on 0.7
8. 14.044 Nopinon + trans-Pinokarveol 6.8
9. 14.250 Kamfor 1.3
10. 15.002 Pinokarvon 0.7
11. 15.199 Borneol 1.1
12. 15.540 Cis-Pinokamfone 2.8
13. 16.078 p-Simen-8-ol 0.5
14. 16.299 a-terpineol 0.8
15. 16.584 Mirtenol 4.3
16. 17.130 Verbenon 0.2
17. 17.557 trans-Karveol 04
18. 18.641 Karvon 0.4
19. 20.002 Perilla aldehit 04
20. 20.524 Bornil asetat 1.4
21. 20.920 Sabinil asetat 1.4
22. 21.371 trans-pinokarvil asetat 24.9
23. 22.471 Mirtenil asetat 15.2
24. 23.341 a-Terpinil asetat 0.5
25. 24.900 (E)-B-Damassenon 0.3
26. 25.992 o-Gurjunen 0.6
27. 29.284 B-Selinen 0.5
28. 29.656 Epi-Kubenol 0.5
20. 30.526 Kubenol 04
30. 30.827 trans-Kalamenen 0.6
31. 31.650 o-Kalakoren 0.2
32. 31911 Elemol 04
33. 32.433 1-nor-Bournonanon 0.3
34, 32.686 Ledol 0.4
35. 33.113 ar-Turmerol 0.5
36. 33.327 Globulol 0.7
37. 34.158 Viridiflorol 1.7
38. 35.107 1-epi-Kubenol 1.0
39. 35.614 Epi-a-Kadinol 0.5
40. 35.994 B-Odesmol 1.4
41. 36.136 a-Kadinol

42, 36.927 Kadalen 0.3
43, 37.220 a-Bisabolol 0.2
44, 37.442 Cis-14-nor-Muurol-5-en-4-on 0.4
45. 43471 Feniletil benzoat 0.2

Toplam 92.8
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Tablo 3.5. S. euphratica var. euphratica’ya ait ugucu yagmn kimyasal

kompozisyonu
Sira Rt (dk) Kompozisyon (%)
No Bilesenler
1. 6.281 o-Pinen 0.4
2. 6.716 Kamfen tr
3. 7.594 B-Pinen 1.8
4. 7.966 B-Mirsen 0.1
5. 9.256 p-Simen 0.4
6. 9.557 Okaliptol 18.4
7. 11.179 Linalool oksit A 4.0
8. 11.828 Linalool oksit B 3.9
9. 12.318 Linalool 33
10. 12.524 Hotrienol 1.7
11. 13.378 o-Kamfolenal 0.7
12. 14.130 Nopinon + trans-Pinokarveol 14.4
13. 14.344 Kamfor 6.8
14. 14.842 Sabina Keton 1.0
15. 15.032 PinoKarvone 1.9
16. 15.230 Borneol 1.7
17. 15.570+15.665 Cis-Pinokamfon + terpinen-4-ol 23
18. 16.108 p-Simen-8-ol 2.6
19. 16.346 a-terpineol 24
20. 16.631 Mirtenol 7.0
21. 17.169 Verbenon 2.1
22. 17.556 trans-Karveol 2.0
23. 18.648 Karvon 0.6
24. 19.123 Linalil asetat 1.4
25. 20.009 Perilla aldehit 0.6
26. 20.500 Bornil asetat 0.2
27. 20.832 p-Simen-7-ol 0.7
28. 21.212 trans-pinokarvil asetat 4.2
29. 22.296 Mirtenil asetat 1.3
30. 23.309 a-Terpinil asetat tr
31. 23.965 Neril asetat 0.2
32. 24.820 Geranil asetat 0.2
33. 24.891 (E)-B-Damassenon 0.1
34, 29.275 B-Selinen 0.3
35. 31.902 Elemol 0.1
36. 32.408 1-nor-Bournonanon 0.2
37. 32.677 Ledol 0.2
38. 33.112 ar-Turmerol 0.3
39. 33.318 Globulol 0.3
40. 34.125 Viridiflorol 0.5
1. 34.560 1,10-di-epi-Kubenol 0.3
41. 35.597 Epi-a-Kadinol 0.4
42. 35.977 B-Odesmol 1.3
43, 36.151 a-Kadinol
44, 37.433 Cis-14-nor-Muurol-5-en-4-on 0.2

Toplam 92.5
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Tablo 3.6. Ucucu yag bilesenlerinin kimyasal siiflara gore dagilimlar

Bilesik

siiflar S. eup. var. leiocalycina (%)  S. eup. var. euphratica (%)
Monoterpen hidrokarbonlar 1.2 2.7
Oksijenlenmis monoterpenler 36.4 78.1
Monoterpenik esterler 43.4 7.5

Seskiterpen hidrokarbonlari 2.2 0.3
Oksijenlenmis seskiterpenler 8.4 3.8

Diger 1.2 0.1

Toplam 92.8 92.5
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4. TARTISMA VE SONUC
Literatiir bilgileri 15181 altinda; Salvia verticillata’nin iki alt tlirii (subsp.

amasiaca ve subsp. verticillata) ile S. euphratica’nin iki varyetesinin (var.
euphratica ve var. leucocalycina) antioksidan aktivitelerin iliskin ¢cok az sayida
calisma oldugu soylenebilir (Chalcat ve ark., 2001; Gordon ve Weng, 1992;
Weng ve Wang, 2000, Tepe ve ark. 2006; Tepe ve ark., 2007). Buna karsilik
Lamiaceae familyasina ait bitkilerden elde edilen Oziitlerin antioksidan
aktivitelerine iligskin literatiirde pek ¢ok calisma bulunmaktadir (Ai-li ve Chang-
hai, 2006; Lima ve ark., 2005; Miliauskas ve ark., 2004; S6kmen ve ark., 2004;
Lu ve Foo, 2001; Gu ve Weng, 2001). Yapilan c¢alismalarda Lamiaceae
familyasina ait bitkilerden elde edilen oziitlerin yliksek derecede antioksidan
aktivite gosterdigi ve bu bitkilerin ¢ok eski zamanlardan beri halk arasinda tedavi
amaciyla kullanildig: bilinmektedir.

Calisma konusu olarak belirlenen bitkilerin antioksidan aktivite bulgulari,
farkl polariteye sahip Oziitlerin antioksidan aktiviteleri ile sinirlidir. Buna benzer
bir calismaya daha Once rastlanmamistir. Bu nedenle, artan polariteye sahip
coziicliler ile Oziitleme yoluna gidilmistir. Hekzan ile 06ziitleme lipofilik
karekterde, apolar bilesiklerin elde edilmesi i¢in ideal bir dziitleme yoludur. Geri
kalan materyal, polaritesi nispeten orta dereceli olan diklorometan ile
Oziitlenmigtir. Bu ¢oziicli, nispeten daha polar bilesiklerin elde edilmesine olanak
vermistir. Metanol suda ¢oziinebilen (polar) bilesiklerin tiiketilmesinde ideal bir
¢Ozlcidiir.

Polar oziitlerin serbest radikal yakalama aktivitelerinin molekiiler
mekanizmasini anlamak ¢ok Onemlidir. Zira bu sekilde radikallerin etki
mekanizmas1 daha kolay anlasilabilir. Serbest radikallerin etkisiz hale
getirilmesinde bitkilerdeki sekonder bilesiklerin rolii olduk¢a biiyiiktiir.
Oksidasyon-baslangi¢c radikallerinin ¢esitli tiplerini yakalayan ve sekonder
metabolit olan fenolik bilesikler hakkinda pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Bors
ve ark., 1990; Rive-Evans ve ark., 1996; Yen ve Duh, 1994). Bitki 6ziitlerinin
antioksidan aktiviteleri (Kahkonen ve ark., 1999; Parejo ve ark., 2003; Pietta ve
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ark., 1998; Rakotoarisan ve ark., 1997) ve bitki polifenol bilesiklerinin farkl
gruplari, flavonoidler (Habtemariam, 1997; Vitor ve ark., 2004), taninler
(Halsam, 1966; Yakozawa ve ark., 1998), proantosiyanidinler (Plumb ve ark.,
1998) ve fenolik asitler (Rice-Evens ve ark., 1977) hakkinda literatiirde pek ¢ok
caligma bulunmaktadir.

BHA gibi sentetik antioksidan bilesiklerin toksik zararlarinin oldugu uzun
siiredir bilinmektedir (Chung ve ark., 2005). Bu acidan bakildiginda bitki
polifenolleri biiyiik énem tasir. Ozellikle dogal polifenoller serbest radikallerin
etkisiz hale getirilmesi i¢in ideal bir yapiya sahiptirler. Bu maddelerin etkileri,
vitamin A ve E gibi bilinen antioksidanlarin etkilerini baskilar (Rice-Evens ve
ark., 1977). Eger bir elektron veren grup varsa, Ozellikle o- konumu iizerine
yerlesmis olan bir hidroksil grubu ya da fenolik bilesiklerin p- pozisyonuna sahip
olan bilesikler antioksidan aktiviteyi artirir (Duan ve ark., 1998; Weng, 1993).

Pek ¢ok Salvia tiriiniin ana bilesenleri fenolik bilesiklerdir ve oldukc¢a
yiksek antioksidan aktiviteye sahiptirler. Zira yapilarinda bulunan fenolik
bilesiklerin, oksidasyon zincir reaksiyonlarimi engellemek i¢in aktif haldeki
serbest radikallere hidrojen atomlar1 vermesi daha kolaydir (Weng ve Wang,
2000). Bu fikir ayrica Gu ve Weng (2001) tarafindan da rapor edilmistir.

Lamiaceae familyasina ait bitkiler yapilarinda bulunan fenolik bilesikler
bakimindan oldukga zengindirler. Adagay1 6ziitlerinde tanimlanan baslica fenolik
bilesiklerin rozmarinik asit, karnosik asit, salvianolik asit ve bunlarin tiirevleri
olan karnosol, rosmanol, epirosmanol, rosmadial ve metil karnosol oldugu tespit
edilmistir (Lu ve Fo, 2001; Madsen ve Bertelsen, 1995; Wu ve ark., 1982).

Buna ek olarak, Salvia tiirlerinden, baska dogal bilesikler de izole edilmistir.
Ornegin, cesitli Salvia tiirlerinden ferruginol, salvipison, mikrostegiol,
kandidissol, 2,3-dehidrosalvipison, 1-oksoaethiopinon, salvinolon, kritojaponol,
asetilsalvipison, S. sclarea’ dan sklareapinone (Ulubelen ve ark., 1997), S.
aethiopis’den aethiopinon (Hernandez-Perez ve ark., 1999), S. caespitosa’dan 6-
bihidroksisopimarik asit ve 3-asetilvergatik asit (Ulubelen ve ark., 2001), S.

candidissima’dan 11-b-hidroksimanoil oksit, 8,13-diepimanoil oksit, spatulenol,
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salvigenin krisoeriol, diosmetin, o-p-dimetoksibenzoik asit (Topcu ve ark.,1995)
izole edilmistir.

Karnosol ve karnosik asit aromatik halka iizerinde ortohidroksil gruplarina
sahiptir ve bundan dolay1 peroksil ve hidroksil radikallerini yakalama aktivitesine
sahiptirler ve gelat metallerinin formasyonunu engellerler. Karnosik asit sadece
H,0, yakalama aktivitesine sahiptir (Aruoma ve ark., 1992). Lu ve Fo (2001)’ ya
gore salvialonik asit siiperoksit radikali ve DPPH yakalama kapasitesine sahiptir.

Antioksidan bilesikler siiperoksit anyon (O,), hidrojen peroksit (H,O,) ve
peroksil radikali gibi c¢esitli reaktif oksijen tiirlerine karsi farkli yakalama
aktivitesine sahiptir. Bu 0Ozellikleri in vivo ve in vitro sartlarda belirlemek i¢in
pek cok metot gelistirilmistir. Kullanilan en yaygmm metot 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil (DPPH) gibi bir radikal kullanilarak yapilan spektrofotometrik bir
yontemdir ( Miller ve ark., 1993; Brand-Willams ve ark., 1995).

Bu calismada, S. verticillata’nin iki alt tiiriine ait gesitli oziitler ile, S.
euphratica’nin iki varyetesine ait 0zilit ve ugucu yaglar, antioksidan aktiviteleri
yoniinden test edilmistir. Elde edilen ugucu yaglarin kimyasal kompozisyonlari da
ayrica GC ve GC-MS analizleri yoluyla aydinlatilmistir.

Boliim 3’de verilen 6ziit verimleri incelenecek olursa, en yiiksek verimin
metanol oziitlerinde oldugu goriilecektir. Bitkisel drneklerde var olan ve hekzan
ve diklorometan gibi polaritesi nispeten daha diisiik ¢oziiciilerde ¢bziinebilecek
bilesen miktar1 sinirlidir. Diger yandan, bitkisel bilesenlerin biiylik bir kismini
olusturan polifenoller ve fenolik asitlerin, yiiksek polariteye sahip bilesenler
olduklar1 diistiniilecek olursa, metanol Oziitlerinde verimin yiiksek olmasinin
nedenleri daha kolay anlagilacaktir.

Tablo 3.1 ve 3.2 g6z Onilinde bulundurulacak olursa, hem DPPH hem de f3-
karoten/linoleik asit aktivite testlerinde diklorometan Oziitlerinin 1limli derecede
antioksidan aktivite sergiledikleri goriilecektir. Guillen ve ark. (1998) tarafindan
yapilan bir ¢alismada diklorometan ile yapilan 6ziitleme sonucunda oksijenlenmis
terpen tiirevleri ve doymus hidrokarbonlar elde edilmistir. Diklorometanin orta

dereceli polariteye sahip bilesikleri elde etme olanagi sagladigi disiiniilecek
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olursa, bu bilesiklerin buradaki aktiviteden sorumlu ana bilesenler olabilecegi
yolunda bir yargida bulunulabilir.

Bolim 3’deki aktivite verileri degerlendirilecek olursa, diklorometan
oziitleri ile yapilan aktivite testleri sonucunda elde edilen verilerin, calisilan
bitkilerin hemen hepsinde birbirine yakin oldugu goriilmektedir. BHT, askorbik
asit ve kurkumin paralel deneylerde pozitif kontrol olarak kullanilmistir. BHT ye
(18.0 £ 0.40 pg/ml) en yakin aktiviteyi gosteren diklorometan oziitiiniin S.
euphratica var. leiocalycina’dan elde edildigi (ICso 19.5 + 0.75 pg/ml)
goriilmektedir (Tablo 3.2). Bu bitkiyi I1Csg 20.3 = 0.45 pg/ml ile S. verticillata
subsp. amasiaca izlemektedir.

B-karoten/linoleik asit test sisteminde ise diklorometan oziitleri birbirine
yakin  degerler sergilemistir.  Ancak, testlerin timii g6z Oniinde
bulunduruldugunda diistik aktivite potansiyeline sahip olduklar1 goriilmektedir.
En disiik aktiviteyi % 30.4 + 1.21 inhibisyon yiizdesi ile S. verticillata subsp.
verticillata sergilerken, en yiiksek aktivite % 33.7 + 6.30 inhibisyon yiizdesi ile S.
euphratica subsp. euphratica 6ziti tarafindan ortaya konulmustur.

Tablo 3.1 ve 3.2’den anlasilacag1 gibi, en yiiksek antioksidan aktiviteyi,
yapisinda polar bilesikler bulunduran metanol 6ziitleri sergilemektedir. Tablo
3.2’ye bakilacak olursa, metanol oOziitlerinin DPPH test sisteminde oldukca
ylksek aktivite sergiledikleri goriinmektedir. S. euphratica var. euphratica
disinda diger tiim bitkiler sentetik antioksidan BHT den daha yiiksek aktiviteye
sahiptirler. En yiiksek aktiviteyi 1Cso11.4 £ 1.00 pg/ml ile S. euphratica var.
leiocalycina gostermektedir. Bu bitkiyi sirasi ile S. verticillata subsp. amasiaca
(ICsp 12.1 £ 3.82 pg/ml) ve S. verticillata subsp. verticillata (ICsy 16.0 £ 3.01
ug/ml) izlemektedir. S. euphratica var. euphratica ise BHT ile benzer aktivite
sergilemistir.

Tepe ve ark., (2006) tarafindan yapilan bir calismada S. euphratica var.
euphratica metanol oziitiiniin 1Csy 20.7 £ 1.22 pg/mlI’lik bir aktivite degerine
sahip oldugu belirtilmistir. Ayn1 arastiricilarin bir diger bir calismasinda ise,
antioksidan aktivite potansiyeli ile rozmarinik asit seviyesi arasinda siki bir iliski

oldugu belirtilmistir (Tepe ve ark., 2007). Bu ¢alismada S. verticillata subsp.
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verticillata MeOH Oziitiinin 28.7 + 0.89 pg/mg, S. verticillata subsp.
amasiaca nin ise 24.1 £ 1.67 ug/mg rozmarinik asit i¢erdigi rapor edilmistir.

Bitkisel oziitler ve fenolik bilesiklerin antioksidan aktiviteleri arasindaki
iligki iyi bilinmektedir (Maillard ve Berset, 1995). Yapilan ilk calismalarda, S.
officinalis ve Rosmarinus officinalis’nin, yapilarinda benzer fenolik bilesikleri
bulundurdugu tespit edilmistir. Bu nedenle, tespit edilen antioksidan aktivite,
rozmarinik asit ve karnosik asitin varligina baglanmistir (Brieskorn ve Domling,
1969; Cuvelier ve ark., 1996). Rosmarinik asit’in farkli bir antioksidatif etkiye
sahip oldugu bilinmektedir. Bu sayede bu bilesik, kozmetik ve gida endiistrileri
icin degerlendirilebilir bir iirlin haline gelmistir (Petersen ve ark., 1994).

Tablo 3.1°den de goriilebilecegi gibi, test edilen bitkiler, B- karoten/linoleik
asit test sisteminde birbirine yakin inhibisyon yiizdeleri sergilemektedirler. S.
verticillata subsp. amasiaca, % 58.7 + 1.82 inhibisyon yiizdesi ile en yliksek
aktiviteyi gostermistir. Bu bitkiyi % 57.8 £ 1.93 ile S. euphratica var. euphratica
izlemektedir. En diisiik aktiviteyi % 51.3 £+ 5.38 inhibisyom yiizdesi ile S.
verticillata subsp. verticillata gostermistir. Ancak elde edilen sonuglar ile
BHT ’nin sergiledigi inhibisyon yiizdeleri karsilagtirilacak olursa (% 96.6 + 1.29)
oziitlerinin daha diisiik aktiviteye sahip olduklar1 goriilmektedir.

Tepe ve ark. (2007) tarafindan yapilan ¢alismaya gore S. verticillata subsp.
verticillata’ nin B-karoten/linoleik asit test sisteminde % 74.4 = 1.29 ve S.
verticillata subsp. amasiaca’ nin % 62.1 £+ 1.14 oraminda bir inhibisyon
kapasitesine sahip oldugu rapor edilmistir.

Literatiirde, Salvia cinsi iiyelerinden elde edilen ucucu yaglarin kimyasal
kompozisyonlarina genis Olgiide yer verilmektedir (Bayrak ve Akgul, 1987;
Sivropoulou ve ark., 1997; Ghannadi ve ark., 1999; Sefidkon ve Khajavi, 1999).

GC-MS analizleri sonucunda, yaglarin biiyiik bir kismimin oksijenlenmis
monoterpenler ve monoterpen esterleri tarafindan olusturuldugu tespit edilmistir.
Bu durum yapilan pek ¢ok galigma ile paralellik arz etmektedir (Dorman ve
Deans, 2000; Tabanca ve ark., 2001; Baser ve ark., 1995a; Baser ve ark., 1995b;
Torres ve ark., 1997; Rustaiyan ve ark., 1997; Tumen ve ark., 1998; Baser ve

ark., 1998; Sefidkon ve Khajavi, 1999; Ahmadi ve Mirza, 1999; Perry ve ark.,
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1999; Couladis ve ark., 2001). Bu c¢aligmalarin pek cogu Salvia tiirleri ugucu
yaglarinin ana bilesenlerinin 1,8- sineol (6kaliptol) ve borneol oldugunu gosterir.
Ucucu yaglarin kompozisyonundaki degisiklikler iklimsel, mevsimsel, cografik
ve jeolojik sebepler gibi birka¢ farkli nedenden dolay1 aciga ¢ikar (Perry ve ark.,
1999). Daha once yapilan caligmalarda, Salvia tiirlerinden elde edilen ugucu
yaglarda a-pinen, okaliptol ve kamfor’un ana bilesenler oldugu tesbit edilmis ve
bu bitkilerin oldukc¢a yiiksek antioksidan aktivitelere sahip olduklar1 rapor
edilmistir (Ruberto ve Barata, 2000).

Calismamizda S. verticillata’ nin alt tiirlerinden ugucu yag elde
edilememistir. Bu sebepten dolay1 yalnizca S. euphratica var. euphratica ve S.
euphratica var.. leiocalycina’dan elde edilen yaglar antioksidan aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in degerlendirilebilmislerdir.

Tablo 3.3’den de goriilebilecegi tiizere, DPPH test sisteminde S.
euphratica’ya ait her iki varyetenin de aktiviteye sahip olmadig1 goriilmektedir.
Bununla birlikte diger test sisteminde, her iki bitkinin diisiik aktivite sergiledikleri
gbze carpmaktadir. Tablo 3.4. ve 3.5°de her iki varyetenin ugucu yag bilesenleri
ayrintili olarak verilmektedir.

Bu calismada, S. verticillata subsp. verticillata, S. verticillata subsp.
amasiaca, S. euphratica var. leiocalycina ve S. euphratica var. euphratica’ ya ait
Oziitlerin ve ugucu yaglarin, antioksidan aktiviteleri in vitro DPPH ve -
Ktaroten/linoleik asit test sistemlerinde degerlendirilmistir. Bu bitkilerin radikal
tutucu Ozellikleri oldukea dikkal ¢ekicidir. S. euphratica var. leiocalycina, serbest
radikalleri etkisiz hale getirmede oldukg¢a yiiksek aktiviteler sergilemistir.
Kullanilan 6ziitler, linoleik asit test sisteminde, linoleik asidin oksidasyonunu
engellenmede 1liml aktivite sergilerken DPPH serbest radikal yakalama
deneyinde yiiksek aktiviteler gostermistir. Bu bilgiler 1s1¢inda farmakoloji,
kozmetik ve gida alanlarindaki fonksiyonlar1 bakimindan, dogal antioksidan
kaynag1 olarak bu bitkilerin 6ziitlerinin degerlendirilebilecegi diisiintilmektedir.

Caligilan bitkilerinden elde edilen Oziitlerin yapisinda bulunan fenolik
kokenli dogal antioksidanlarin kullanilmasi yoluna gidilerek, BHT ve BHA gibi

sentetik antioksidanlarin verebilecegi yan etkileri minimuma indirmek miimkiin
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Ozellikle gida sektdriinde bu bitki 6ziitlerinin
kullanilmasiyla, yag igeren besin maddelerinin daha uzun siire saklanmasi

gerceklestirilebilir.
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