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OZET

BAZI SALVIA (ADACAYT) TURLERININ BIYOLOJIK VE KIMYASAL YONDEN
INCELENMESI

YUKSEK LISANS TEZI
Hava BATIBAY

DICLE UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

2017

Salvia tiirleri diinya tizerinde 220’ ye yakin cins ve 4000’ e yakin tiir ile temsil edilen
Lamiaceae familyasinin iiyeleridirler. Diinyada en ¢ok Tiirkiye ve Akdeniz bolgesinde dogal
yayilis gostermesine ragmen, hemen hemen tiim habitat tiirlerinde ve yiiksekliklerde yetisebilen
Lamiaceae familyasinin diinyada yayilis gostermedigi ¢cok az bolge bulunmaktadir. Tiirkiye’de
46 cins ve bunlara ait 586 tiir ile temsil edilmekte ve bu tiirlerin de yaklagik 239 tanesi
endemiktir. Salvia cinsi Tiirkiye’de 45’1 endemik olmak iizere 89 tiir ile temsil edilmektedir.
Eski zamanlardan beri sifali bitki olarak diinyanin bircok yerinde kullanilmaktadir. Salvia
tiirleri, agridan epilepsiye kadar ozellikle soguk algmligi, bronsit, tiberkiilloz, kanama,
menstrual bozukluklar karin agrisi, bas agrisi, hazimsizlik ve kalp rahatsizliklar1 gibi atmistan
fazla hastaligin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica Salvia tiirlerinin kozmetik, gida, boya ve
ilag sanayisinde de genis kullanim alan1 bulunmaktadir. Bu ¢alismada 8 farkli Salvia tiiriiniin
(Salvia staminea, Salvia macrochlamys, Salvia kronenburgii, Salvia pachystachys, Salvia
spinosa, Salvia blepharochlaena, Salvia suffruticosa, Salvia sclarea) cicek, yaprak, dal ve kok
kisimlar1 ve bu kisimlardan karisimlari olusturulmus ve daha sonra bu 8 tiiriin 5 kisminin etanol
ekstreleri hazirlanmistir. Bu ekstrelerin toplam fenolik-flavonoit miktarlarinin tespiti, f-karoten
renk acilimi, DPPH serbest radikali giderimi, ABTS katyon radikali giderimi ve Cuprac
yontemleri ile antioksidan aktiviteleri ve Ellman yontemi ile antikolinesteraz aktivitelerinin
tayini yapilmistir. Ayrica hazirlanan ekstrelerin, LC-MS/MS ile bazi fenolik ve flavonoid
bilesiklerin miktarsal tayinleri ve sonuglarin kemometrik degerlendirilmesi yapilmstir.

Antioksidan yontemlerde en aktif ekstrelere baktigimizda DPPH yonteminde SP-F
ekstresi (ICso: 22.52+0.11), ABTS yonteminde SB-R (ICso: 5.40+0.67), B-karoten-linoleik asit
yonteminde SSt-R (ICsy: 20.49+0.37) ve CUPRAC yoOnteminde ise SB-M ekstresi (3.291+0.31)
oldugu belirlenmistir. Caligilan tiirler arasinda toplam fenolik igerik bakimindan SSp-R
ekstresinin (283.43+18.83ug pirokatekole esdeger/mg ekstre) en zengin oldugu, flavonoid igerik
bakimindan ise SSf-M ekstresinin (53.81+0.39ug kersetine esdeger/mg ekstre) en zengin oldugu
tespit edilmistir. Tiirlerin antikolinesteraz aktivite sonuglarina baktigimizda BChE’ ye karsi en
iyi aktiviteyi SSp-L ekstresinin (81.22+ 1.67) gosterdigi belirlenmistir. Ekstrelerin LC-MS/MS
sonuclarina baktigimizda ise tiim ekstrelerin fenolik bilesiklerce zengin oldugu belirlenmis ve
ozellikle yiiksek miktarda rozmarinik asit igerdikleri belirlenmistir. Caligilan tiirlerin zengin
fenolik igerigine ve yliksek antioksidan potansiyellerine bakildiginda tiim tiirlerin gida koruyucu
katki maddesi olma potansiyellerinin oldugu sdylenebilir.

\
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ABSTRACT

BIOLOGICAL AND CHEMICAL ANALYSE OF SOME SALIVIA (SAGE) SPECIES

POST GRADUATE THESIS

Hava BATIBAY

DICLE UNIVERSITY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

2017

Salvia L. genus is member of Lamiaceae family which exists approximately 220 genus
and 4000 species on the World. Althought it shows mpst natural distribution in Turkey and
mediterranean region on the world, almost it can be grown in all habitat types and heights.
Lamiaceae family is represented 46 genus and 586 species in Turkey and about 239 species of
them are endemic. Salvia L. genus is represented about 89 species in Turkey and 45 species of
them are endemic. Since ancient times, Salvia species have been used in folk medicine in many
parts of world. Salvia species are used for treatment of more than sixty diseases such as, colds,
bronchitis, tuberculosis, bleedingi menstrual disorders, stomachache, headache, indigestion and
heart disorders. Salvia species are also widely used in the cosmetics, food, dye and
pharmaceutical industries. in this study different part of (flowers, leaves, branches, root ant mix
of these parts) 8 different Salvia species (Salvia staminea, Salvia macrochlamys, Salvia
kronenburgii, Salvia pachystachys, Salvia spinosa, Salvia blepharochlaena, Salvia
suffruticosa, Salvia sclarea) were prepared and then ethanol extracts of these 5 parts of each
species were prepared. The phenolic and flavonoid contents (determined as pyrocatechol and
quercetin equivalents, respectively), antioxidant activity (DPPH free radical scavenging, B-
carotene bleaching assay, CUPRAC methods, ABTS cation radical scavenging) and
anticholinesterase activities by Ellman method of these extracts were determined. in addition
quantitative determination of some phenolic and flavonoid compounds by LC-MS/MS and
chemometric evaluation of the result were performed.

When we look at the most active extracts in antioxidant methods, for DPPH SP-F
(IC50:22.52+0.11), for ABTS methods SB-R (ICsy: 5.40+0.67), for B-carotene method SSt-R
(ICsp: 20.49+0.37) and CUPRAC method SB-M (3.291+0.31) extracts were the most active
ectracts in the studied methods. it was found that in total phenolic content SSp-R (283.43+18.83
ug pyrocatechol eqivalent/mg extract) and in total flavonoid content SSf-M extract (53.81+£0.39
ug quercetin eqivalent /mg extract) was richest extracts in studied species. When we looked at
the anticholinesterase activity results of the species, it was determined that SSp-L extract

Vil



(81.22+1.67) showed the best activity against BChE. When we look at the LC-MS/MS results of
the extracts, it was determined that all the extracts were rich in phenolic compounds and it was
determined that they contain especially high amount of rosmarinic acid. When we look at the
rich phenolic contents and high antioxidant potantials of the species have the potantial to be
food additives.

Keywords : Salvia, Antioxidan, Anticholinesterase, LC-MS/MS, Chemometri
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Hava BATIBAY

1.GIRIS

Gilinlimiizde giincelligini koruyan bitkilerle tedavi (fitoterapi) eski ¢aglardan beri
halk arasinda uygulanmaktadir. Insanlar, bitkilerin tedavi edici giiciinii tanimis ve
saglikli yasayabilmek i¢in onlardan yararlanmaktadir. Modern tipta kullanilan pek ¢ok
ilagta bitkilerden elde edilmektedir. 90 farkli bitkiden tiiretilen 119 ilag, geleneksel tipta
kullanilan bitkilerden izole edilen aktif bilesikler {izerine siirdiiriilen kimyasal
calismalar sonucu kesfedilmistir (Cragg ve Newman 2005). Bitkilerin tedavi edici
etkilerinin hangi maddelerden ileri geldigini belirlemek amaciyla yapilan arastirmalar
hizla devam etmektedir. Tedavi amaciyla kullanilan bir¢ok bitkinin i¢erdigi sekonder
metabolitlerin saflagtirilarak yapilarinin  aydinlatilmasi, bunlarin farmakolojik ve
biyolojik aktivitelerinin belirlenmesi sonucunda g¢esitli hastaliklarin  tedavisinde
kullanilan dogal kaynakli ila¢ etken maddeleri bulunmustur. Sentetik ilag¢ etken
maddelerine gére hem daha az yan etkiye sahip oldugu hem de maliyetinin daha az
oldugu bilinen dogal kaynakli maddeler daha ¢ok tercih edilmektedir. Yasam siiresinin
uzamasi, halkin bilinglenmesiyle saglikli beslenme gibi nedenler insanlar1 bir dost gibi
gordiikleri dogaya yani bitkilere ya da bitkisel {riinlere her gegen giin biraz daha
yoneltmektedir. Yapilan bir arastirma bunu acik¢a gostermektedir. Cin’de geleneksel
tibbin, tiim saglik hizmetlerinin yaklasik %40’ 1 olusturdugu, Sili’de niifusun %71’
inin ve Kolombiya’ da niifusun %40’ min benzer hekimlik yontemlerini kullandig
bildirilmistir. Hindistan’ da kirsal alandaki niifusun %65’ 1, temel saglik hizmetleri
ithtiyaclarmi karsilamak i¢in geleneksel tip yontemlerini kullanmaktadir (Faydaoglu
2011). Anadolu’ da da eskiden beri halk arasinda 6zellikle lokman hekim ve aktar denen

kisiler aracilig1 ile tedavi amaciyla bitkilere bagvurdugu bilinmektedir.

Yapilan aragtirmalarin sonucu iilkemizin sahip oldugu bitki ¢esitliligini ve
zenginligini ortaya koymaktadir. Diinyada asag1 yukar1 20 000 ¢esit bitki tibbi amagla
kullanilmaktadir. Bunlarin da % 20’ sinin bitkisel droglar halinde genis bir kullanimi
oldugu ortaya konmustur. Avrupa’da ortalama 2 000 cesit bitkisel drog ticareti
yapilirken Tiirkiye’de bu sayi alt tiirler de dahil olmak iizere 350 civar1 olup bunlarinda
ortalama %42-43’ iiniin dis satim1 yapilabilmektedir. Ticareti yapilan tiirler genellikle
floradan toplanmaktayken son yillarda bu bitkilerin tarimina ilgi artmistir (Yilmaz ve

ark. 2010).



1. GIRIS

Flora of Turkey and The East Aegean Islands’ a gore, Tiirkiye 174 familyaya ait
1251 cins ve 12 000’ den fazla tiir ve tiiralt1 taksonuna sahiptir (Davis 1965-1985;
Giliner ve ark. 2000). Avrupanin 12 000 civar1 bitki taksonuna sahip oldugu
digtintldiigiinde yurdumuzun bitki Ortlisi bakimindan nedenli zengin oldugu
goriilmektedir ( Ekim ve ark. 2000). Bu taksonlarin 234’ i yabanci kaynakli ve kiiltiir
bitkisidir. Geriye kalan diger tiirler ise yurdumuzda dogal yayilis gosteren bitkilerdir
(Ekim ve ark. 1989; Erik ve Tarikahya 2004).

Endemizm bakimindan da yurdumuz oldukg¢a zengindir. Avrupada toplam
endemik takson sayis1 yaklasik 2750 iken tilkemizdeki endemik tiir sayis1 2891° dir. Bu
saylya endemik olan 497 alt tiirii ve 390 varyeteyi dahil ettigimizde toplam endemik
takson sayis1 3750° den fazladir (Giiner ve ark. 2000). Ayrica yurdumuz endemik tiir
oran1 ve ¢esitliligi agisindan Orta Dogu’ nun da en zengin florasina sahiptir. Yunanistan
yaklagik 1000 ¢esit endemik bitki tliriiyle endemizm bakimindan Avrupa’ daki en
zengin lilkedir. Bu farkliliklar goz oniine alindiginda iilkemizin bitki tiirleri agisindan ne
kadar zengin ve ilging bir iilke oldugu anlagilmaktadir (Davis 1965-1985; Ekim ve ark.
2000).

Ulkemizde bitkisel zenginlik; {i¢c fito-cografik bdlgenin kesistigi bolgede
bulunmasi, Giiney Avrupa ile Giineybat1 Asya floralar1 arasinda koprii olmasi, pek ¢ok
cins ve seksiyonun orijin ve farklilasim merkezi olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna
ragmen bu bitki zenginliginden yeterince faydalanilamamaktadir. Bitkilerin
mikroorganizmalari 6ldiiriicii ve insan saglig i¢in 6nemli olan 6zellikleri 1926 yilindan

bu yana laboratuvarlarda arastirilmaktadir (Faydaoglu 2011).

WHO, modern tibba destek olacak sekilde, gelismekte olan iilkelerin geleneksel
tedavi yontemlerinin kullaniminin arttirtlip  gelistirilmesi i¢in  “2001-2005 yili

Geleneksel Tip Stratejileri” programi baglatmistir (WHO 1998).

Insan émriiniin uzamasiyla birlikte kronik hastaliklarin artmas: (kanser, kalp-
damar hastaliklari, Alzheimer, vb.) giinlimiizde antioksidanlara olan ilgiyi arttirmistir.
Bunun nedeni, antioksidan bakimindan zengin gidalarin tiiketilmesinin ve/veya dogal
antioksidanlarin beslenme takviyesinde kullanilmalarinin hiicresel yaslanmayi ve bir¢ok
kronik hastaligin olusumunu geciktirdiginin veya Onlediginin bilimsel olarak

kanitlanmig olmasidir.
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20. yiizyilin ortalarinda, gidalarin émriinii uzatmak icin ¢alisan bilim insanlari,
antioksidanlar besinlere eklediklerinde doymamis yaglarin par¢alanmasi sonucu ortaya
cikan kotii koku ve tadin yani bozulmanin olmadigini gordiiler. Bu gelismeler olurken
devam eden arastirmalarin sonucunda, insanlarin giinliik besinlerle aldiklar
vitaminlerin bazilarmin antioksidan olarak siniflandirilabilecegi anlasildi. Ve goriildii ki
insanlar neredeyse 1000 yildir tiikettikleri bazi besinlerle antioksidan aliyorlar. Daha
sonra antioksidanlarin insan sagligima olan yararlari, yasam siliresini uzatmasi ve
yaslanmay1 yavaslatmasi gibi etkileri arastirllmaya ve tartisilmaya baslandi

(Antioksidan 2010).

Ne gariptir ki oksijen bir yandan enerji metabolizmasi yani solunum ig¢in
olmazsa olmaz bir elementken diger taraftan bir¢cok hastalik ve dejeneratif kosulun
sebebi olarak goriilmektedir. Viicutta protein, yag ve karbonhidratlarin oksijen ile
tepkimeye girerek parcalanmasi ve ATP’nin {iretilme islemi sirasinda; siiperoksit;
siiperoksit (O72), hidroksil (HO ), peroksil (ROO ), alkoksil (RO ), semiquinon (Q),
nitrik oksit (NO ) kokleri ile hidrojen peroksit (H,0,), peroksinitrit (ONOO ) ve singlet
oksijen (102) gibi serbest radikal olusmaktadir. Oksijen temelli molekiiller olan serbest
radikallerin tek kaynagi oksijen kullanilarak ger¢eklesen metabolik tepkimeler degildir.
Sigara, radyasyon, alkol, agir metaller, ¢ok yagli besin tiikketimi, herbisitler, pestisitler,
cok fazla glines 1s181ina maruz kalma, hava kirliligi, endiistriyel kimyasallar, tedavi
amactyla kullanilaan bir¢ok ila¢ viicutla etkileserek serbest radikal olusumuna neden
olabilmektedir. Tasidiklar1 tek elektron nedeniyle asir1 reaktif olan serbest radikaller
viicudumuzda zincir reaksiyonlar baslatirlar ve baslattiklar1 zincir tepkimelerle de
hiicrelerin zarar géormesine neden olurlar. Yaslanmanin dogal isleyisinde de serbest
radikallerin verdigi hasar onemli rol oynamaktadir. Hatta kalp-damar hastaliklari,
akciger ve karaciger rahatsizliklar1 ve kanser gibi, yaklasik 50 farkli hastaligin
olusmasinda serbest radikallerin meydana getirdikleri zararin etkisi oldugu

distiniilmektedir.

Aerobik yani oksijenli solunum yapan organizmalar gelismis antioksidan
savunma sistemlerine sahiptirler. Bu sistem sayesinde yapilarinda eslesmemis bir
elektron iceren serbest radikallerin olusumunu kontrol altinda tutuyor ve bu
molekiillerin zararli etkilerine engel olup hiicreyi hasarlardan ve hastaliklardan korumus

olur. Ancak bazen mevcut antioksidan savunma sisteminin serbest radikallerin etkisini
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tamamen Onleyemedigi durumlar da olabiliyor ve o zaman serbest radikallerin artigi
nedeniyle oksidatif stres ortaya c¢ikiyor. Oksidatif stres, normal metabolik faaliyetlerin
devam ettirilmesi i¢in gerekli olan aktif oksijen -antioksidan dengesini aktif oksijen
lehine bozarak; DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde hasara yol agmakta ve
ardindan erken yaslanma, kanser, kalp ve damar hastaliklar1 gibi sorunlarla tanigiyoruz
(Young ve Woodside 2001). Iste tam da bu noktada antioksidanlar imdadimiza
yetigsiyor. Antioksidanlar, otookside olabilir materyallerin oksidasyon baslangicini

geciktiren veya oksidasyon hizini azaltan maddelerdir (Nawar 1985).

Beynin oksidatif strese kars1 savunmasiz olmasi nedeniyle meydana gelen beyin
hasarlarini tedavi etmek i¢in antioksidanlar yaygin olarak kullanilmaktadir. Tedavilerde
kullanilabilecek antioksidan bilesimlerinin sinir hiicrelerindeki oksidatif stresi 6nleyerek
hiicre Oliimiiniin ve norolojik hasarin oOniine gegctikleri biliniyor. Antioksidanlarin
Alzheimer, Parkinson, motor noron hastalig1 olarak bilinen ALS (Amiyotrofik Lateral
Skleroz) ve giriiltiiye bagl isitme kaybmin tedavisi i¢in kullanilmasina yonelik

arastirmalar ise siirmektedir.

Dogal ya da sentetik bir¢ok bilesigin antioksidan o6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Giiniimiizde endiistride gida maddelerinin depolama siiresini artirmak
icin ¢cogunlukla BHA, BHT ve PG gibi sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak
antioksidan olarak kullanilan kimyasallarin olasi toksisiteleri nedeniyle, son yillarda ilgi
dogal antioksidanlar lizerinde yogunlasmistir (Vareltzis ve ark. 1997). Ciinkii dogal
antioksidanlar, insanlarin yiizlerce yildir tiikettikleri veya gidalara karistirdiklar:
katkilardir. Bu nedenle tiiketiciler tarafindan giivenilir olarak goriilmektedirler (Bera ve

ark. 2006 ).

Son ¢aligmalar bitkisel kaynakli bircok maddeyi gidalarda antioksidan olarak
kullanilabilirlik agisindan test etmektedir. Literatiirde bdyle dogal maddelerin 6nemli
antioksidan etki gosterdikleri ve bazen sentetik antioksidanlardan daha etkin olduklarina
iliskin ¢ok sayida rapor bulunmaktadir. Bitkiler (yagli tohumlar, tahillar, sebzeler,
meyveler, baharatlarve ¢ay), hayvansal {rlinler (peptitler, amino asitler ve
karotenoidler), enzimler (glutatyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz) ve bazi
mikroorganizmalar en 6nemli dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda yer almaktadir

(Hall 2001 ).
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Alzheimer hastaligi ilk olarak 1907 yilinda Alman hekim Alois Alzheimer
tarafindan klinik ve néropatolojik 6zellikleri ile tanimlanmistir (Alzheimer 1907-1911).
Alzheimer merkezi sinir sisteminin bazi1 kisimlarinda néron ve sinaps kaybiyla ortaya
cikan; biligsel islevlerde azalma, 6zbakim yetersizlikleri, noropsikiyatrik ve davranigsal
bozukluklar gibi belirtiler gosteren progresif norodejeneratif bir hastaliktir (Gilman
1997, Lle6 ve ark. 2006). leri evre Alzheimer hastalig1 i¢in kotii bir ifade olan bunama

kelimesi kullanilmaktadir.

Alzheimer demansi (Demans unutkanlikla kendini gosteren bircok hastaligin
genel adidir.) gelismis iilkelerde en sik 6liime neden olan hastaliklar arasinda dordiincii
sirada yer alir. Baslangi¢ yast genellikle 40-60 arasindadir. Kadinlar erkeklere oranla 2-
3 misli daha fazla bu hastaliga yakalanirlar. Hastalik baslangictan itibaren 2-5 yil i¢inde

belirtilerde dalgalanma gostermeksizin belirgin sekilde ilerler.

Alzheimer hastalig1 sinsice baslar ve ilerler. Hastanin yakinlari ve siirekli hekimi

hastaligin kesin baglangicini ortaya koyamazlar.

Tiim diinyada yilda 4.6 milyon yeni Alzheimer hastalig1 olgusu gelistigi tahmin
edilmektedir (Ferri ve ark. 2005). Hastaligin goriilme siklig1 yasa bagl olarak
logaritmik bi¢imde artar (Katzman ve ark. 1991, Taneli ve ark. 1999). 60-65 yas
araliginda goriilme siklig1 yaklasik olarak %0.1 iken 85 ve {izeri yaslarda bu say1 %47’
ye kadar ¢ikabilmektedir (Evans ve ark. 1989). 2050 yilinda diinya niifusunun dorte
birinden fazlasinin 65 yasin iizerinde olacagi tahmin edilmektedir (Olhansky ve ark.

1993).

Tiim diinyada 6lim hiz1 giderek azalmakta ve yasli niifusun tiim niifus i¢indeki
payida artmaktadir. Buda bize Alzheimer hastalarinin sayisinin artacagini ve tedavisinin
sadece Tirkiye i¢in degil tim diinya i¢in dnem kazanacagimi gosterir. Tiirkiye’de
Alzheimer hastaligindan 6len yasl niifus oraninin 6liim nedeni istatistiklerine gore 2010
yilinda % 2.7 iken bu oran 2014 yilinda % 4’ e yiikselmistir. Alzheimer hastaligindan
Olen yaghlarin orani cinsiyet bazinda incelendiginde, her iki cinsiyette de artis oldugu
goriilmektedir. Alzheimer hastaliindan 6len yashilarin orant 2010 yilinda erkeklerde
%?2.2 ve kadinlarda %3.3 iken bu oranlar 2014 yilinda erkeklerde %3.2 ve kadinlarda
%4.7" ye yiikselmistir (TUIK). 1999 yilinda iilkemizde yapilan bir calismada Tiirkiye’

deki Alzheimer hastas1 sayisinin 200000’ in {izerinde oldugu tahmin edilmektedir
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(Taneli ve ark. 1999). Verilen bu rakamlar gelecekte diinyada ve Tirkiye’ de yash
niifusun ne kadar artacagini gostermekle beraber ayni zamanda buna paralel olarak
Alzheimer hastalarinin sayisinin da 6nemli miktarda artacagini gosterir. Bu da gelecekte

Alzheimer hastaliginin 6nemli saglik sorunlarinin basinda gelecegini géstermektedir

Alzheimer hastalifinda kolinesteraz inhibitorleri, noroprotektif yontemler,
farmakolojik olmayan tedaviler, psikofarmakolojik ajanlar, genel sagligi korumaya
yonelik aktiviteler gibi tedavi yontemleri var olmasina ragmen alzheimer hastaliginin
nedeni ve olusumu net olarak agiklanamadigindan kesin tedavisi yoktur (Cankurtaran
2002, Ulger 2005 ve Yavuz 2005). Asetilkolin (Ach) beyinin bellek ile ilgili
bolgelerinde 6nemli bir ndrotransmiterdir. Alzheimer hastaliginda Ach azalmasi bellek
bozuklugu ile koreledir. Alzheimer hastalifinda temel sorun kolinerjik sistemdeki
azalma ve glutamat toksisite artis1 sonucunda noéron kaybi olugmasidir. Alzheimer
hastaliginda meydana gelen kolinerjik kaybin, depresyon, ajitasyon, anksiyete, psikoz
gibi ¢esitli davranigsal ve psikiyatrik belirtilerin hastalarda gozlenmesine neden oldugu
belirtilmistir (Grossberg GT. 2002). Kolinesteraz inhibitorleri ilekolinerjik sinapslardaki
asetil kolin miktarlar1 yiikseltilerek kolinerjik etkinlik arttirilabilir. Kolinesteraz
inhibitorleri, asetilkolinin intrasinaptik yikilimin1  geciktirmekte ve = etkisini
uzatmaktadir. Kolinesteraz inhibitorlerinin etkinligi saglam kolinerjik noronlarin
varligmma baghdir. Ancak bu ndron kaybmi geri getirmez sadece hastanin yasam
kalitesinde ve hastaligin ilerlemesinde diizelme saglayabilir (Jones 2003, Cummings

2004).

Kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanarak kimyasal
verilerin iglenmesi bir bagka deyisle yazilim, matematik ve istatistigin kimyaya
uygulanmasidir. Analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin ektraksiyonunu veya
gizli bilgilerin elde edilmesini saglayan gii¢lii bir aractir (Ding 2009). Kemometrik
yontemlerin gelismesiyle birlikte ¢ok sayida etken madde igeren iiriinlerin miktarsal
tayini hi¢gbir kimyasal 6n ayirma islemine ve grafik islemine ihtiya¢ duyulmadan hizli,
dogru ve hassas olarak yapilabilmektedir. Bu kemometrinin diger yontemlerden daha

avantajli olmasini ve kullanim alaninin genislemesini saglamistir (Ding 2009).

Kemometrik uygulamalar elle veya basit hesap makineleriyle yapilamayacak

kadar karmasik hesaplamalar igerir. Bu hesaplamalar1 yapabilmek i¢in genellikle
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EXCEL, MATLAB, PANORAMA, MINITAB, XLSTAT, SOLO ve diger paket
programlar gibi bilgisayar programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Ding 2009).

Kemometrik yontemlerin bu kadar ilgi gérmesinin nedeni kimyada o6zellikle
analitik kimyada karmasik oOrneklerin analizini hizli, dogru, kesin ve giivenilir

sonuclarla vermesine, esnek ve ¢ok yonlii ¢dzlimler sunmasina baglanabilir.

Farkli analitik sonuclar1 tek bir veri seti iizerinde hesaplar. Boylece birden ¢ok
analitin aym1 anda Ol¢iimiine olanak saglar. Ayni zamanda karmasik veri setlerini

yorumlayabilme kapasitesiyle cogu disiplinde uygulama alani bulmustur (Wold 1998).

Kiitle spektrometresi (MS) teknigi yiiksek segicilige sahip olmasina ragmen tek
basina analizi yapilacak maddeyi ayni numune matriksi i¢indeki diger maddelerden
ayirmada yetersiz kalmaktadir. Bu noktada maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore
ayirmak ilizere MS sistemine ayirmaya yardimeir olan sivi kromatografisi (LC) sistemi
kombine edilip her iki sistemin ayirt edici 6zellikleri birlestirilerek Sivi kromatografi/
Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi tasarlanmig ve kullanilmaya
baslanmistir (LGC 2015). LC-MS/MS (high-performance liquid chromatography
coupled with tandem massspectrometry) tekniginde molekiiller dnce yliksek basincl
stvi  kromatografisinde fizikokimyasal ozelliklerine gore ayrilir. Sonra ayrilan
molekiiller kiitle detektorii ile analiz edilir. lyonlasma odasinda iyonlastirilan ve birincil
parcalanmaya ugratilan molekuller, birinci kuadrupol filtrede m/z (kiitle/yiik) oranina
gore ayrilir. Filtreden sadece tayini yapilacak iyon geger. Filtreden gecen iyon
molekiiller collision gas (¢arpisma gazi) adi verilen yliksek saflikta, inert argon gazi ile
parcalanmaya ugratilir. Ikinci kuadrupol filtrede pargalanma sonucu olusan iyonlar
(daughter veya production) arasindan segilen ikincil iyon detektore ulasir ve bu iyon

tizerinden teshis ve miktar tayini yapilir.

Ayni kiitle/ylik (m/z) oranina sahip ¢ok sayida molekiil olmasina ragmen dogada
ayni par¢alanma iyonlarina sahip molekiillerin bulunma olasilig1 ancak 1/10000 dir.
Bundan dolay1 LC/MS/MS teknigi babalik testi kadar spesifik bir testtir. Ayn1 zamanda
bu teknik ile ¢ok kiiglik derisimlerde nicel analiz hem yiliksek duyarlilikta hem de
yiiksek kesinlikte yapilabilir ve elde edilen sonuglarin dogrulanmasina da gerek yoktur.
LC-MS/MS teknigi numunede bulunan bilesenlerin yapisini, miktarin1 ve molekiil

agirhigini ¢ok kisa bir siirede tayin edebilir. Kiigiik farmosdtik bilesikler, proteinlerin
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tayini, polar iyonik, termal kararsiz ve ugucu olmayan bilesiklerin analizleri gibi ¢ok

yaygin bir alanda kullanilabilmektedir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Cahsilan Tiirler Hakkinda Genel Bilgiler

2.1.1. Lamiaceae (Labiatae) Familyasinin Genel Ozellikleri

Lamiaceae familyasinin diinya iizerinde 220’ ye yakin cinsi ve 4000’ e yakin
tiiri mevcuttur (Hedge 1992). Diinyada en ¢ok Tiirkiye ve Akdeniz bolgesinde dogal
yayilis gostermesine ragmen, hemen hemen tiim habitat tiirlerinde ve yiiksekliklerde
yetisebilen Lamiaceae familyasinin diinyada yayilis gostermedigi c¢ok az bolge

bulunmaktadir (Watson ve Dallwitz 1978, Heywood 1996).

Tiirkiye’de 46 cins ve bunlara ait 586 tiir ile temsil edilmekte ve bu tiirlerin de
yaklasik 239 tanesi endemiktir. Lamiaceae familyas: Tiirkiye’nin {igiincli en zengin
familyast olup llkemizdeki endemizm orant % 45-47’dir (Gliner ve ark. 2012).
Familyadaki tiirlerin bir¢ogunun o6zellikle tibbi 6zelliklerinden dolayr kiiltiirii

yapilmaktadir.

Lamiaceae familyas: Ballibabagiller olarakta bilinirler. Otsu, ¢alimsi ya da yar1
calims1 olabilirler. Cogunlukla glandular ve aromatik bitkilerdir. Genellikle gévde 4
koselidir.  Yapraklar stipulasi, tam, bazen pargali, daima karsilikli bulunurlar.
Cigeklenme ilk olarak braktelerin veya iistteki yapraklarin koltugundan ¢ikan kimozlar
halindedir. Genelde yalanci ¢evrel ¢icek durumu olan vertisillastrum seklinde biiziiliir.
Sonradan spika, kapitulum, rasemoz (salkim), basak veya kimoz seklindedir. Cigekler
genellikle hermafrodittir. Brakteler yapraklardan tamamen farkli ya da “floral yaprak”
olarak ifade edilecegi zaman onlarin benzeridir. Genellikle brakteoller bulunur. Kaliks
siklikla iistte 3 dis, altta 2 dis olmak {izere toplam 5 lobludur. Nadiren loblar veya disler
1”e 1, 1’ e 4 pargali ya da kaliks aktinomorftur. Kaliks 5-20 damarli olup, tiirlerin
ayiriminda damarlarin sayist ve baglantilart kullanilabilir. Korolla gamopetal, zigomorf
ve 2 dudakli, iist dudak genellikle belirgin olmayan 2 loplu, loplar diiz veya konkav
sekilde, alt dudak 3 loplu; nadiren iist dudak indirgenmis ve alt dudak 5 loplu olabilir
veya listte 1 ve altta 4 lob olabilir ya da korolla aktinomorftur. Ovaryum tist durumlu, 2
karpelli, 4 loplu, 4 ovullidiir. Stilus genellikle ginobazik, bazen hafifce iistten ikiye
yarilmistir. Meyve 4 (nadiren daha az) kuru nutlet seklindedir. Cok nadiren meyveler
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etli de olabilir. Islatildiginda miisilajli yapiya sahip olabilirler. Miisilajli nutlet yapisina

sahip cinslerden biri de Salvia L. dir.

Bu familya, Tiirkiye ve Akdeniz cografyasinda dogal olarak yetismekle birlikte,
diinyanin bir¢ok yerinde kiiltiirli yapilmaktadir (Flora of Turkey, Davis 1982 ).

2.1.2. Salvia L. Cinsi Hakkinda Botanik Bilgiler

Salvia kelime olarak ‘‘korumak’’ anlamina gelen latince “salvere” kelimesinden
gelmektedir (Grieve 1984). Salvia cinsi Tiirkiye’de 45’1 endemik olmak tizere 89 tiir ile
temsil edilmektedir (Demirci ve ark. 2002). Eski zamanlardan beri sifali bitki olarak
diinyanin bir¢ok yerinde kullanilmaktadir. Otsu, siiriiniicii ya da c¢alimsi, ¢ok yillik,
nadiren iki yillik veya tek yillik, giiclii aromatik bitkilerdir. Govde dik veya siirliniicii,
genellikle salgi tliyleriyle kapli veya tiiysiizdiir. Yapraklar tam, lirat veya pinnatisekttir
(tiiysii derin parcali). Ciceklenme c¢esitli sekilde diizenlenmis kimozlardir.
Vertisillatrum (1-) 2-10 (-40) cicekli, ¢ok sik veya gevsek aralikli. Kaliks c¢ansi, huni ya
da boru seklinde ¢ift dudakli (iist dudak ti¢ disli, alt dudak cift digli)’dir. Korollalar
beyaz, sari, pembe, mavi veya menekse renkli, ¢ift dudaklidir. Ust dudak diizden
oraksiya; alt dudak orta lobu genis konkav ve 2 kii¢iik yan lob olmak iizere ii¢ lobludur.
Tiip diiz veya kivrik, ice dogru biikiilmiis ya da gobekli, halkali. Stame 2 adet. Stamen
tip A; fertil tekanin iist ucunda kisa bir ipg¢ik ve biraz daha uzamis konnektif yatak, alt
ucunda ya daha kiigiik fertile veya subfertil teka ya da ¢esitli sekillerde verimsiz
dokudur. Stamen tip B; stamenler cogunlukla konnektif ve ipg¢igin kesismesiyle
eklemlidir. Stamen tip C; Staminodlar (arka stamen ¢ifti, verimsiz stamenler) bulunur
ve kiigiiktlirler. Stilus 2 loblu. Nutletler tiiysiiz, yumurtamsi, iiggensi veya hafif
orbikular, 1slatildiginda miisilajlidir. Cinsin ana merkezi Anadolu Asya; 86 tiiriin %50’
si endemiktir. Hibritler yakin olmayan tiirler arasinda siklikla goriiliir ve genelde

verimli tohumlar tiretirler (Flora of Turkey, Davis 1982).

10
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Sekil 2.1. Salvia Cinsinin Yaprak, Cigek Ve Stamen Tipleri: la, b grup A’ nin tipik yaprak sekli. 2 f Grup
B’nin yaprak sekli. 3 of Grup C’ nin huni bigimli kaliksi. 4a, b huni bi¢imli olmayan kaliksler. 5
Grup D’ nin goébekli korolla (s = squamula). 6a, b diiz corolla. 7a, b tip A’nin stamenleri. 8a, b
tip B’ nin stamenleri. Tip C’ nin 9 stamenleri (f = .filament; ¢ = baglayici; db = dolabriform
steril doku.) (Ayn1 6lgege gore ¢izilmemistir.) (Flora of Turkey, Davis 1982)

11
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2.1.2.1. Salvia macrochlamys (Boiss. & Kotschy)

Sekil 2.2. Salvia macrochlamys (Boiss. & Kotschy) (Firat 2013)

Sekil 2.3. Yayildig1 iller HAKKARI, MARDIN, SIiRT, BITLIS, BINGOL, MUS, TUNCELI, VAN
(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8040)

Ariotu olarakta bilinir. Cok yillik otsu bitkilerdir. Gévde ¢ogunlukla 30-50 cm,
yatay, Ust kisimlarda dallanmig, yaprakli, yogun viloz salg: tliyliidiir. Yapraklar basit,
yumurtamsidan eliptige kadar 4-7x2-4 cm boyutlarinda, kordat veya yuvarlak, yaprak
kenarlar1 krenat (kiit) ile serrate (tirtikli), yaprak yiizeyi piloz salg: tliyli ve birkag
sapsiz salgit tiyli; yaprak sapt 2-4 cm’ dir. Cigek durumu genellikle kisa
panikula.Vertisilatrum iki c¢icekli sik. Brakteler yesilimsi beyaz, ¢i¢eklerin tabaninda,
ovattan oblonga kadar, 30-40x15-20 mm, zarimsi, belirgin damarli. Kaliks tiipsii-ovat,
yaklasik 20 mm, viloz salgi tiiylii; iist dudak 3 disli, akuminat. Korolla pembe veya
beyaz renkli, alt dudak benekli veya tamamen mor, ortalama 35 mm; tiip, lstte

genisleyen sekilde halkali; tist dudak genellikle diiz trunkat.
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Sekil 2.4. Salvia macrochlamys Korolla Yapisi (Flora of Turkey, Davis 1982)

Stamen tipi A. Nutletler yuvarlatilmis ii¢ koseli, ortalama 5x4 mm. Cigeklenme
Haziran-Agustos, yetisme ortami kayalik kirectasi yamaglar, acik yamaglardaki Quarcus
calilarinda, 900-2300m. Endemik bir tiir degildir. Tirkiye’ de Giineydogu Anadolu
bolgesinde yayilis gostermistir (Hakkari, Mardin, Siirt, Bitlis, Bingdl, Mus, Tunceli,
Van.) (Flora of Turkey, Davis 1982).

2.1.2.2. Salvia suffruticosa (Montbret & Aucher ex Bentham)

sl AT

Sekil 2.6. Yayildizi iller BATMAN, CANKIRI, ANKARA, ELAZIG, KAYSERI, KONYA,
MALATYA, KAHRAMANMARAS, MUS, NIGDE, SANLIURFA, VAN
(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8063)
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2. KAYNAK OZETLERI

Cayotu olarak bilinir. Cok yillik otsu bitkiler, tabanda biraz suffruticose.
Govdeler ¢cogunlukla yiikselen, 30-60 cm, iist kisimlarda dallanmis, genellikle sarimsi-
yesil, cogu zaman tiiysiiz. Yapraklar pinnatisekt, parcali, ovat, u¢ kismi mizraksi; 2.5-
5.5x0.5-2 cm, 2-3(-4) ¢ift daha kiiclik yan segmentler tasir, yaprak damarlarmin {istii
piloz tiiylli, 2-3(-4) ¢ift daha kii¢iik yan segmentlidir. Baz1 pil6z damarlar, sapsiz, salgi
tilyliidiir. Yaprak kenarlari, serrulattan serrate; yaprak sapt 1-3 cm. Vertisilatrum genis
aralikli, 2-8(-10) cicekli. Brakteler 8-17x4-8 mm, birlesik ovat; brakteoller mevcuttur.
Cigek sap1 3-8 mm. Kaliks c¢an seklinde, 10-12 mm, meyvede asagi yukar1 1 mm’ye
genisler, Korolla sulfur sarist veya lila renginde, 22-25(-28) mm; tlip ortalama 15 mm,
halkali; iist dudak diiz. Stamenenler A. Nutletler yuvarlagimsi ii¢ koseli, oval, 4.5x3.5
mm. 300-2000 m yiiksekliklerde bozkir kiyilarinda, nadas alanlarinda, baglarda,
ucurumlarda yigilmislardir. Cigeklenme zamani Nisan-Haziran aylandir, endemik

degildir (Flora of Turkey, Davis 1982).

2.1.2.3. Salvia blepharochlaena (Hedge & Hub.-Mor)

s <8

Sekil 2.8. Yayilldizn Iller KAYSERI, KIRSEHIR, NEVSEHIR, SiVAS, KARAMAN
(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8068)
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Cok yilik bitki, tabanda odunsu. Govde, yiikselen-dik, 10-30 cm, yogun viléz
salgi tliylii, tabanda sap kalintilariyla ortiilii. Yapraklar ¢ogunlukla tabanda, 3-5 ¢ift yan
pargali, pinnatisekt, oblong (dikdortgenimsi), viloz salg: tiiylii. Lateral segment oblong-
eliptik, serrattan serrulata, 10-12x4-5 mm sapsiz, yaprak sapi 25 mm.Vertisilatrum
aralikli (-2)4-6 c¢igekli. Orta kisimdaki vertisalstrumlarin brakteleri genisge oval,
yaklagik 3x2 cm, kordat. Cicek saplar1 0-1 cm’ dir. Kaliks genis huni bigimli, 20-24
mm, yesil veya morumsu renkli, meyvede yaklasik 26x25 mm, farkli dudakli yogun
viloz salg tiiylii; tist dudak tam ya da belirsiz 3 disli. Korolla, beyaz, tist dudak agik
sar1 ve labelyum mor damarli, 40-50 mm, tiip 30 mm, genis, halkalidir. Stamen A.
Nutletler yuvarlatilmis ii¢ koseli, genisce obovat, yaklasik 4.5 x 3.5 mm. Kalker ve
egimli yamaclarda 1000-1620 metrelerde yetisirler. Cigeklenme zamanmi Haziran-

Temmuz aylaridir. Endemik bir tiirdiir (Flora of Turkey, Davis 1982).

Ly

Sekil 2.9. Salvia blepharochleana’nin Genel Goriiniimii ve Cigek Kisimlart: a.Bitkinin Genel Goriiniimi,
b. Korolla, c. Kaliks (a¢ik), d. Kaliks(kapal1), e. Stamenler, f. Pistil, g. Yaprak
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2.1.2.4. Salvia kronenburgii (Rech. fil.)

Sekil 2.10. Salvia kronenburgii (Rech. fil.) (Firat 2013)

—

Sekil 2.11. Yayildig: iller VAN (http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8073)

Kiimelenmis, odunsu bir tlirdiir. Gévde yiikselici-dik, 30-45 cm, alt kisimlar1
seyrek lanat (yiinsii), iist kistmlart sarkik ve tllysiiz. Yapraklar tam, ovat-oblong ile
oblong, 4-8 x 2-3 cm, nadiren bir ¢ift bazal lateral loblu, kordat veya yuvarlagimsi, altta
ve lstte pildz tiyli, ruguloz, yaprak kenarlari krenulat; yaprak sapi 1.5-3.5 cm’dir.
Versitilatrum aralikli, 4-9 ¢igeklidir. Ust kisimdaki vertisilatrumlarin brakteleri genis
ovat, 15-25 x 17-18 mm, soluk yesil, en alttaki yaprak benzeri. Yaprak saplar1 4-10 mm,
dik-yatik duruslu. Kaliks soluk yesil, genisce can seklinde, meyvede zarimsi ve
genisleyen, asagi yukari 20 mm, tiiysliz, alt dudak neredeyse boliinmemis durumdadir.
Korolla beyaz, 30-50 mm; tiip altta diiz, iistte yukar1 dogru kivrik ve genisleyen, halkali;
iist dudak genellikle diiz, genis. Stamen A. Nutletler yuvarlatilmis li¢ koseli, yaklasik
4.5x3.5 mm. 1850-2500 metre yiiksekliklerde, sist tepeler, volkanik kayaglarin kuzey
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yamaglarinda yetisir. Tiirkiye’ de genelde Van ve ¢evresinde bulunur (Hosap, Ahcanaz,
Ercek). Ciceklenme zamani Haziran-Temmuz aylaridir. Endemik bir tiirdiir (Flora of

Turkey, Davis 1982).

2.1.2.5. Salvia spinosa (L.)

Ty
Sekil 2.13. Yayildigiller GAZIANTEP, MARDIN, SIRNAK, SANLIURFA
(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8082)

Cok illik bir tiirdiir. Govde tek, dik, dortgen (quadrangular), 30-50 cm, yukari
kisimlarda dallanmus, alt kismi piloz ve viloz salgi tiiyld, tist kismi yogun salgi tiiylidiir.
Yapraklar tam, ince dokulu, genis, ovattan ovat-oblonga, yaklasik 8-12x4.5-8 cm
yiinlli, kordat ve yuvarlak, biitiin ve piiriizlii; yaprak sap1 3-11 cm’dir. Cigcek durumu
panikulat; vertisilatrum aralikli, 2-6 ¢igekli. Brakteler genis ovat, akuminat, ortalama
20x16 mm. Yaprak sap1 yaklasik 3 mm, dik-yatik duruslu. Kaliks tiip seklinde, yaklasik

20 mm, yesilimsi-sari, meyvede ortalama 22 mm’ ye hafifce sertlesip genisler, salgi
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tilylii; iist dudak esit 3 disli, meyvede ignelidir. Korolla beyaz, ortalama 24 mm; tiip
diiz, yaklasik 17 mm, iistte hafif¢e genisleyen, ici tiiysiiz; iist dudak oraksi. Stamen B.
Nutletler genellikle kiiresel, yuvarlak ii¢ koseli, yaklasik 3x2.7 mm . Bozuk bozkir
alanlarinda, nadas alanlarinda, baglarda 300-900 m yiiksekliklerde yetisir. Ciceklenmesi
Mayis-Haziran aylaridir. Tiirkiye’de 6zellikle Dogu ve Gilineydogu Anadolu’da yetisir
(Gaziantep Nizip, Birecik; Sanliurfa Akg¢akale, Mardin Kiziltepe, Cizre). Endemik bir
tiir degildir (Flora of Turkey, Davis 1982).

2.1.2.6. Salvia sclarea (L.)

= ;

Sekil 2.15. Yayildigi iller BOLU, GAZIANTEP, iSTANBUL, HAKKARI, ANKARA, ANTALYA,
ESKISEHIR, GUMUSHANE, ICEL, KAYSERI, KOCAELI, KUTAHYA,
KAHRAMANMARAS, MUGLA, NiGDE, SAMSUN, TRABZON, TUNCELI, VAN
(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8086)
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Salvia sclarea dag cayi, misk adacayi, ayikulagi ve tiiylii adagay1 olarakta
bilinir. iki y1llik veya kisa émiirlii ¢ok yillik bir tiirdiir. Govdenin iist kismi salg tiiyli,
alt kismi baticr tiiylii, cogunlukla tist kisimlarda 1 metrelik oldukg¢a kalin dortgen koseli.
Yapraklar tam, genis, ovattan ovat-oblonga, yaklasik 8-14x5-10 cm, kordat, tiiyli,
yaprak kenarlar1 krenat-pliriizlii; yaprak sap1 3-9 cm’dir. Cigek durumu panikulat, ¢ok
cigekli; vertisilatrum aralikli, 2-6 ¢igekli. Brakteler genellikle ciceklerle ortiilii, pembe
ile leylak renginde, zarimsi, ovat, akuminat, 15-35x10-25 mm. Yaprak sap1 2-3 mm,
dik-yatik duruslu. Kaliks ovat-¢ansi, yaklasik 10 mm, meyvede 13 mm’ye uzamus,
scabrid, sapsiz salgi tiiylii; list dudak 3 disli, mukronat. Korolla 20-30 mm, krem rengi
alt dudakli ve lila rengi iist dudakls; tiipler belirgin gobekli; {ist dudak oraksi. Stamen B.
Nutletler yuvarlak, li¢ kdseli, 3x2 mm. Cigeklenme zamani1 Mayis-Agustos aylaridir.
Kayalik volkanik tepelerde, karisik, yaprak doken ve igne yaprakli ormanlik alanlarda,
otlak, tarla ve yol kenarlarinda, deniz seviyesi-2000 m yiiksekliklerde yetisir. Bati
Anadolu hari¢ Anadolunun hemen heryerinde dogal olarak yetisir (istanbul: Catalca,
Kocaeli: Gebze ve Izmit, Bolu: Tataava ve Abant, Ankara: Kizilcahamam ve Gerede,
Trabzon: Kalanema ve Akgaabat, Giimiishane, Erzurum, Bayburt, Kiitahya, Hakkari,
Gaziantep...) Endemik bir tiir degildir (Flora of Turkey, Davis 1982).

2.1.2.7. Salvia staminea (Montbret & Aucher ex Bentham)

Sekil 2.16. Salvia staminea (Montbret & Aucher ex Bentham) (Firat 2013)

Cok wyillik bir tirdiir. Govde dik, 30-50 cm, iist kisitmda dallanmis, yukari
kisimda pilozden viloze kadar degisen salg: tliyleriyle ortiiliidiir. Yapraklar gévdenin

iizerine dagilmis veya tabanda rozet seklinde, lineer, oblong-ovat, 4-13x2.5-6 c¢m, kisa
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yiinlii, yapraklar tam ve piiriizlii; yaprak sap1 2-9 cm’dir. Vertisilatrum {ist kisimda daha
dik, 2-6 (-8) cigeklidir. Brakteler genisce ovat, yaklasik 4-12x5-8 mm. Yaprak saplari
ortalama 2 mm’ dir. Kaliks tlipsii-¢cansi yaklasik 6-7 mm, meyvede yaklagik 10 mm’ ye
kadar uzamis, sarimsi yesil veya mavimsi mor ¢izgili, yogun salgi tiiylli, bazen uzun
diizlesmis salgisiz tiiylerle kapli; iist dudak alttakine gore esit ya da daha kisa, ii¢
dislidir. Korolla beyaz ile soluk sar1 renkte, 12-14 mm; tiipler belirgin gobekli, birbirine
bagli; st dudak genellikle diiz ve dardir. Stamenler disar1 ¢ikmis, (5-)12(-18) mm tip B.
Nutletler oval, yaklasik 2x18 mm. Ciceklenme Mayis-Agustos aylaridir. Kiregtast ve
volkanik kayacli yamaglarda, alpin g¢ayirlarda, mese caliliklarinda, ugurumlarda ve
1700-3150 metre yiiksekliklerde yetisirler. Tiirkiye’de Dogu  Anadolu’da
rastlanmaktadir (Erzurum: Tortum, Pasinler ve Horosan, Giimiishane: Tempede, Kars:

Akcay ve Cumacay, Coruh: Savsat ve Ziyaret, Erzincan: Refahiye, Hakkari:Cilo, Bitlis:

Nemrut, Mus, Bingdl, Van, Agr1 ). Endemik bir tiir degildir (Flora of Turkey, Davis
1982).

Ty

—

Sekil 2.17. Yayildigi iller KARS, HAKKARI, BATMAN, BITLIiS, AGRI, ARTVIN, ERZINCAN, VAN

ERZURUM, GUMUSHANE, MUS, TUNCELI
(http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8112)
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2.1.2.8. Salvia pachystachys (Trautv)

—

Sekil 2.19. Yayildig: iller IGDIR, KARS, AGRI, ARTVIN, ERZINCAN, ERZURUM, GUMUSHANE,
VAN, BAYBURT (http://www.tubives.com/index.php?sayfa=1&tax_id=8061)

Yari ¢alimsi veya odunsu ¢ok yillik bir tiirdiir. Gévde yaklasik 40 cm, nutletler
ortalama 3x3 mm, korolla genis beyaz 30-35 mm, vertisilatlar genis aralikli.
Cigeklenme Mayis-Temmuz aylarindadir. Volkanik kayaglarda, subalpin cayirliklarda,
kayalik kire¢ taslarda, kabuklarda 1200-3200 metre yliksekliklerde yetisir. Tiirkiyede
Dogu Anadolu’da yetigir (Giimiishane, Bayburt, Artvin, Erzurum, Kars, Van...).
Endemik bir tiir degildir (Flora of Turkey, Davis 1982).
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2.1.3. Salvia Tiirlerinin Halk Arasinda Kullanisi

Salvia tirleri, agridan epilepsiye kadar oOzellikle soguk algmligi, bronsit,
tiiberkiiloz, kanama ve menstruel bozukluklar gibi atmistan fazla hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir (Topcu 2006). Salvia tiirleri (Adagay1) geleneksel olarak terleme ve
menopozal sicak basmalarini tedavi etmek ve buna bagli olarak menopoz semptomlarini
hafifletmek i¢in (Bommer ve ark. 2011); S. libanotica geleneksel tipta kullanilan, karin
agrisi, bas agrisi, hazimsizlik ve kalp rahatsizliklar1 gibi hastaliklar1 iyilestirmek icin
uzun yillardir kullanilan adagay tiirlerinden biridir (Gali-Muhtasib 2000); S. triloba gaz
soktiiriicii, midevi, ter kesici ve idrar arttirict etkileri vardir. Haricen yara iyi edici ve
antiseptik olarak kullanilmaktadir. (Baytop 1984); S. officinalis tirii gaz soktiiriici,
antiseptik (bogaz ve burun hastaliklarinda), kuvvet verici ve uyarici etkilerinden dolay1
dahilen ve haricen kullanilir (Baytop 1984). Ayrica sindirim bozukluklari, dolasim
rahatsizliklari, bronsit, 6kstirtik, astim ve angina tedavisinde ve asir1 terlemeyi azaltmak,
gingivitis ve farenjit gibi agiz ve bogaz mukozasindaki iltihaplarin tedavisinde (Saad ve
Said 2011; Hamidpour ve digerleri, 2013); S. fruticosa, Adagay: adiyla gargara halinde
iltihapl1 bogaz ve diseti rahatsizliklarinda, haricen romatizma tedavisinde (Baytop
1999); S. spinosa, geleneksel olarak ishal, iiriner rahatsizliklar ve hemoroid, gogiis ve
karin agris1 i¢in (Flamini ve ark. 2007); S. Sclarea’nin ¢igekli dallar1 ve yapraklari mide
rahatsizliklari, kabizlik, terlemeyi azaltici, yatistirici olarak (Baytop 1999); S. aethiopis’
in yapraklart ve cicek durumlari mide rahatsizliklarinda ve uyaric1 olarak (Baytop
1999); S. virgata haricen yaralar iyi edici olarak (Baytop 1999); S. verbenaca da S.
sclarea ile ayni sekilde kullanilir ancak kokusu ve etkisi daha azdir. Tohumlar1 bol
miktarda miisilaj tasir bu tohumlar Dogu tlkelerinde gz hastaliklarina karst kullanilir
(Baytop 1984). S. dichroanthastapf yapraklarindan hazirlanan infusyon, Nigde
bolgesinde haricen yara ve g¢ibanlarin tedavisinde kullanilir (Baytop 1984). S.
sclarea’nin ugucu yagi, gida endiistrisinde, icki endiistrisinde, parflimeride tiitlin tipi
kokularda, sabun, deterjan, krem, losyon imalatinda yaygin olarak kullanilan bir ugucu
yagdir (Demirci ve ark. 2002). Ayrica bitkinin analjezik, antienflamatuvar,
antimikrobiyal, antioksidan etkileri saptanmistir S. multicaulis yapraklart Dogu

Anadolu’ da haricen yara edici olarak kullanilmaktadir (Baytop 1984).
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Salvia tirlerinde yiiksek miktarlarda bulunan rosmarinik asit antioksidatif,
antiinflamatuvar, antimutajenik, antibakteriyel ve antiviral etkiler gosterir (Petersen ve

Simmonds 2003 ).
2.1.4. Salvia Tiirleriyle ilgili Yapilan Kimyasal Cahsmalar ve Biyolojik

Aktiviteler

Eski zamanlarda Salvia tiirleri sifali bitki cay1 olarak, atesli gece terlemelerinde
ve tiiberkiiloz da kullaniliyordu. Giliniimiizde de yemeklere tat vermesi i¢in ve ¢ikolata
gibi tathilarda esans olarak kullanilmasinin yani sira antioksidan, antibakteriyel,
antiviriitik gibi aktiviteleri i¢cinde kullanilmaktadir (Anonyms 1994). Popiilerligi her
gecen giin artan bitkilerle tedavide cesitli hastaliklar i¢in halk arasinda siklikla
Adagaymna bagvurulmaktadir. Hayvan deneyleri Salvia ekstrelerinin merkezi sinir
sistemi hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecegini ortaya koymustur (Newall ve ark.
1996). Salvia tiirleri 6nemli biyolojik aktiviteler gosterirler. S. haematodes Wall tiirii
antidepresant 6zelligi (Akbar ve ark. 1985), S. desoleana Atzei&Picci geleneksel tipta
kadin hastaliklari, sindirim ve sinir sistemi hastaliklarinda (Peana ve Satta 1992)

kullaniliyordu.

Salvia tiirlerinin yiikek miktarda ugucu yag igerdikleri yapilan caligmalarla
ortaya konmustur. Ozellikle S. officinalis, S. lavandulifolia, S. furuticosa tiirleriyle
yapilan caligmalar bunlarin ucucu yag bakimindan zengin oldugunu gostermistir

(Biondi ve ark. 1993).

Gram pozitif bakterilere karsi antibakteriyel aktivitesi olan sugiol bilesigi S.
albocaerulea tiriinden izole edilirken forskalinon bilesigi S. forskahlei tiirtinden izole

edilmistir (Uluben ve ark. 1996).

S. barelicii tiirliyle yapilan bir ¢aligma bitkinin toprak alt1 kismindan elde edilen
diterpenlerin aktiviteleri DPPH serbest radikal giderimi, ABTS katyon radikal giderim,
siiperoksit anyon radikal giderim aktivitesi ve CUPRAC metodlar1 kullanilarak
incelenmis ve yliksek antioksidan aktiviteye sahip olduklar1 ortaya konmustur (Kolak ve

ark. 2009).

Bir¢ok Salvia tiirtinde bolca bulunan rozmarinik asitin aktivitesi DPPH serbest

radikal giderim yontemiyle incelendiginde aktivitesinin yiiksek antioksidan o6zellik
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gosteren askorbik asitle yarigir diizeyde oldugu goriilmiistiir (ICso=-2.7 pg/ml) (Lee ve
ark. 1987).

Forousin ve ark. gaz kromatografisi-kiitle spektrumu (GC-MS) teknigini
kullanarak iki Salvia tiirtiniin (S. suffruticosa ve S. verticillata) esansiyel yag icerigini
ve yiiksek performanslt sivi kromatografi (HPLC) yontemiyle de fenolik icerigini
belirlemiglerdir. Esansiyel yaglarin invitro antioksidant aktiviteleri 1,1-difenil-2
pikrilhidrazil (DPPH) radikal giderim teknigi ile belirlemislerdir. Calismanin sonucunda
S. verticillata i¢in 7 tiirev belirlenirken S. suffruticosa igin 4 tiirev belirlenmis ve her iki
tiir igin ayn1 olan ana bilesenlerden 1,8-sineol’ii S. suffruticosa %31.21 igerirken diger
tiir %38.26 ve diger ana bilesen olan kamfor (camphor)’ u S. suffruticosa %27.11 diger
tir ise %22.98 igerdigini tespit etmislerdir. Fenolik bilesen analizinin sonucunda
askorbik asit igerigi S. suffruticosa icin  %23.98 ve S. verticillata i¢in %33.53, p-
hidroksibenzoik asiti ¢erigi S. suffruticosa i¢in %11.50 ve S. verticillata i¢in %3.83,
vanilik asit icerigi S. suffruticosa ig¢in %5.86 ve S. verticillata igin %6.55, sirincik asit
icerigi S. suffruticosa i¢in %6.29, ferrulik asit igerigi S. suffruticosa i¢in %6.35 ve S.
verticillata i¢gin % 6.04, sinapik asit icerigi S. suffruticosa i¢in %6.26 ve S. verticillata
icin % 4.93 olarak belirlenmistir. DPPH serbest radikal giderim yetenegi S. suffruticasa
icin % 0.558 diger Salvia tiirii i¢in %0.558 olarak belirlenmistir (Forouzin ve ark.

2015).

S. spinosa tiirlinlin esansiyel yag1 ve metanol ekstresi ile yapilan bir ¢alismanin
sonucunda bitkinin yiiksek DPPH radikal giderim aktivitesi ve a-glukosidaz inhibitor
aktivitesi gosterdigi goriilmistiir. GC-MS/FID kullanilarak yapilan esansiyel yag analizi
sonucunda tespit edilen 19 bilesenin yagin %98.5° ini temsil ettigi belirlenmistir.
Esansiyel yagin ana bilesenleri Karyofilen oksit (63.0), Spathulenol (%23.0), Linalol
(%3.9) ve trans-karyofilen (%3.0) olarak tespit edilmistir. Total fenolik ve flavonoid
icerikleri sirasiyla 36-377 GEA/g ve QE/g olarak tespit edilmistir. Metanol ekstraktinin
yiiksek miktarda fenolik ve flavonoit igerdigi belirlenmistir. Calisma S. spinosa’ nin
yiyecek ve farmasotik endiistride birgok kullanim alani i¢in yliksek potansiyele sahip

oldugunu gostermistir (Bahadori ve ark. 2015).

S. officinalis tiirtiniin toprak iistii kisminin metanol ekstraktindan izole edilen

fenolik diterpenlerin hem asetilkolin esteraz enzimini (AChE) hem de B16 melanoma
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hiicrelerinde melanin biyosentezini inhibe etme yeteneklerinin arastirilmasi amaciyla
yapilan bir ¢alismada izole edilen 7 diterpen (karnosol, 12-metilkarnosol, 7b-metoksi
rosmanol, rosmanol, 7a-metoksi rosmanol, izorosmanol ve epirosmanol) elde edilmistir.
Ellman metodu kullanilarak izole diterpenlerin AChE inhibisyon yetenekleri test
edilmistir. AChE’nin aktif kisminda amino asit kalintilarina izole fenolik diterpenlerin
baglanma afinitesini incelemek i¢in molekiiler kenetlenme deneyi yapilmistir. Sonug
olarak izole diterpenlerden isorosmanoliin arbutin kadar etkili (potent) melanin
inhibisyonu gdsterdigi tespit edilmistir. izorosmanol ve 7a-metoksirosmanol bilesikleri
500 pM konsantrasyonda AChE aktivitesini sirasiyla %50 ve %65 oraninda inhibe
ettikleri belirlendi (Sallam ve ark. 2016).

Salvia tiirlerinin 6nemli biyolojik aktiviteye sahip olduklari ve ilag, kozmetik,
gida ve parfiim sanayisinde biiyiilk 6neme sahip olduklar1 biliniyor. S. cadmica Boiss
bitkisinin su, metanol ve etil asetat ekstrelerinin kullanilarak enzim inhibitér ve
antioksidant aktivitesinin incelendigi bir ¢alismanin sonucunda metanol ekstraktinin
DPPH radikal giderimi, CUPRAC ve fosfomolibden deneylerinde giiclii aktivite
gosterdigi belirlenmistir (sirastyla 54.71, 59.89 umol ve 311.96 TEs/g kuru bitki). Su
ektraktinin ise giigliit ABTS radikal giderim aktivitesi gosterdigi belirlenmistir (102.23
umol). Yapilan inhibitdr aktivite analizlerinin sonucuna gore ekstraktlarin AChE,
BChE ve tirozin lzerine aktivite gostermedigi belirlenmistir. Biyolojik aktivite
testlerine paralel olarak ekstraktlarin fitokimyasal kompozisyonlarida calisilmistir.
Metanol ekstraktinin fenolik ve flavonoit igerik bakimindan zengin oldugu
belirlenmistir (sirastyla 64.98 pumol GAEs/g kuru bitki ve 12.96 pumol RE s/g kuru
bitki). Kalitatif analizin yani sira ekstraktlarin 23 ayr1 bilesikle kantitatif analizide
yapilmis. Sonuglar metanol ekstraktinin 6nemli miktarda apigenin, kaffeik asit,
klorojenik asit, ferrulik asit, hesperidin, kaemferol, luteolin, p-kumarik asit, protokatesik

asit ve rozmarinik asit igerdigini gostermistir ( Kocak ve ark. 2016).

S. sclarea bitkisiyle yapilan bir ¢alismada bitkinin yaprak ve ¢icek kisimlarinin
metanol ekstraktlarinin total fenolik icerikleri gallik aside esdeger olarak sirasiyla
116.22 ve 106.72 pg/mg olarak belirlenmistir. Ekstraktlarin 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) testinde iyi antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir (sirasiyla IC50=73 ve
81.33 pg/mg). B-karoten/linoleik asit testinde de iyi antioksidant aktivite gosterdikleri
tespit edilmistir (Inhibisyon yiizdeleri sirasiyla %40.25 ve %47.58). Diger taraftan
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bitkinin esansiyel yag1 ve ekstraktlar1 test edilen mikroorganizmalarin ¢oguna karsi
tlmli ve iyi antimikrobiyal aktivite gosterdigi belirlenmistir (Safaei-Ghomi ve ark.

2016).

Diger bir calismada S. urmiensis Bunge ve S. hydrangea DC. Ex Benth tiirlerinin
ekstraktlarinin DPPH ve ABTS (2,2-azino-bis (3-etil benzotiyazolin-6-siilfonik asit))
radikal giderim aktiviteleri ile total fenolik ve flavonoid igerikleri degerlendirilmistir.
Calismanin sonucunda S. urmiensi’ nin etil asetat ekstraktinin 10.0£0.2 pg/ml 1Csg
degeri ile 6nemli antioksidan 6zelligi oldugu bulunmustur. Test edilen tiim ekstraktlarin

yiiksek fenolik- flavonoid icerik gosterdigi belirlenmistir (Bahadori ve ark. 2015).

Giliney Bat1 Anadolu’nun endemik tiirlerinden S. crysophylla’nin toprak iistiiniin
diklorometan ekstraktinin ucucu olmayan ikincil metabolitlerinin ilk kez ¢alisildig1 bir
calismada bitkiden izole edilen bilesiklerin yapilar1 aydinlatilmistir (Salvigenin,
sitosterol, oleanoik asit ve ursolik asit). Saf izole bilesiklerin antioksidant aktiviteleri
DPPH serbest radikal giderimi yontemiyle belirlenmistir. Elman yontemiyle incelenen
kolinesteraz aktiviteleri (AChE ve BChE) sonucunda triterpenoit olan ursolik asit ve
oleanolik asidin AChE’ye kars1 segici aktivite gosterdigi ve sclareol’iin ise her iki

enzimede oldukea iyi aktivite gosterdigi ortaya konmustur (Culhaoglu ve ark. 2016).

S. vertisillata turiniin metanol ekstraktinin DPPH ve [-karoten/linoleik asit
testlerinin  sonucunda giiclii  antioksidant aktivite gdsterdigi  belirlenmistir.
Kromatografik yontemler kullanilarak yiiksek antioksidant kapasiteli chrysoeriol aktif
bilesigi izole edilmis ve DPPH serbest radikal giderim yonteminde 93.32 (80.23-
108.57) mM ICs, degeri ile doza bagh serbest radikal giderim aktivitesi gosterdigi
belirlenmistir (Nickavar 2016).

Misk adacaymin (S. sclarea) antioksidan ve antimikrobiyal aktivitesinin
incelendigi bir ¢alismada kurutulmus bitkinin kloroform ve aseton ekstraktlari total
antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, antimikrobiyal aktivitesi
ve total fenolik icerik bakimindan incelenmistir. Standart olarak BHT ve BHA’ nin
kullanildig1 linoleik asit emiilsiyonunun peroksidasyonunu kloroform ekstresi %93
inhibe ederken aseton ekstresinin ise %68 inhibe ettigi belirlenmistir. Kloroform
ekstraktinin daha aktif oldugu goézlenmis ve ekstrelerin az da olsa antifungal ve

antimikrobiyal 6zellik gdsterdigi belirlenmistir (Giilgin ve ark. 2004).
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Iran’dan toplanan S. mirzayanii, S. santolinifolia ve S. choloroleuca tiirlerinin
metanolik ekstreleri olasi antioksidan aktiviteleri icin DPPH, B-karoten renk giderimi
gibi birka¢ biyokimyasal test ile taranmis ve ayrica HPLC analizi ile katesin ve
rozmarinik asit gibi bilesenlerin miktar tayinleri yapilmistir. Yapilan ¢alismanin sonucu
S. choloroleuca en etkilisi olmak iizere ¢aligilan bitkilerin yiiksek antioksidan aktiviteye

sahip oldugunu gostermistir (Asadi ve ark. 2011).

S. microphylla bitkisinin esansiyel yaginin antioksidan aktivitesi f-karoten renk
giderim testi ve DPPH serbest radikal giderim yontemiyle belirlenmis ve B-karoten

testinde ICs5p=770 pg/ml olarak belirlenmistir (Lima ve ark. 2012).

Tiirkiye’nin endemik tiirlerinden S. poculatan’m toprak istii kismindan 2
triterpenoid, 4 flavonoid, 1 diterpenoit ve 1 tane de steroid izole edilmistir. Izole edilen
bilesiklerden ursolik asit ve B-sitosterol ile ham ekstrenin antioksidan aktiviteleri -
karotenrenk giderimi, siiperoksit anyon radikali giderimi ve ABTS katyon radikali
giderimi ( >100 pg/ml) yontemleri ile belirlenmistir. Ekstrenin total fenolik ve
flavonoid igerikleri sirasiyla pirokatekol ve quercetine esdeger olarak belirlenmis. S.
poculatan’in ekstresi biitrilkolin esteraz inhibitér aktivitesi kadar 6nemli miktarda
antioksidant aktivitesi de sergiledigi belirlenmistir. izole edilen ursolik asit ve
cirsimaritinin yiiksek Dbiitrilkolin esteraz inhibisyon aktivitesine sahip oldugu

belirlenmistir (Kolak ve ark. 2009).

16 Salvia L. tiiriiniin metanol ve su ekstrelerinin kullanildigi bir ¢aligmada
ekstrelerin zayif kolin esteraz aktivitesi gosterirken DPPH serbest radikal giderim
yonteminde yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi goriilmiis. Ekstrelerin toplam fenolik
icerigi  AlCl; reaktifiyle belirlenirken fenolik asitlerin analizi ise HPLC teknigi
kullanilarak belirlenmistir. Ekstreler gallic asit, protokatesik asit, p-hidroksi benzoik
asit, vanilik asit, kaffeik asit, klorojenik asit, sirincik asit, o- ve p-kumarik asit, ferrulik
asit, rozmarinik asit ve tr-sinamik asit acisindan analiz edilmistir. Kullanilan tiirlerden
S. ekimiana tiirliniin metanol ekstresi rozmarinik asit (153.50 mg /100g) bakimindan en

zengin oldugu ortaya konmustur (Orhan ve ark. 2012).

Cesitli habitatlarda yetisen 4 Salvia tiiriiniin metanolik ekstrelerinin antioksidan
aktiviteleri ile fenolik icerik ve bilesimlerinin incelendigi bir c¢alismada

spektrofotometrik olarak hesaplanan total fenolik igerik S. argenta ekstresi i¢in 67.67-
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72.02 mg GAE/g kuru agirlik araliginda ve S. officinalis ekstreleri i¢in 112.93-161.37
02 mg GAE/g kuru agirlik araliginda degistigi belirlenmigtir. HPLC analizi ekstrelerde
ozellikle kaffeik asit tiirevleriyle beraber fenolik ve flavonoid diterpenler gibi birgok
fenolik asitin varligini ortaya koymustur. Rozmarinik asitin analiz edilen ekstrelerde en
bol bulunan bilesik oldugu goriilmiis ve S. officinalis 6rneklerinde en yiiksek degeri
gostermistir (13680.22-18378.00 pg/g kuru agirlik). S. officinalisin metanol ekstreleri
DPPH (10.08-3.37 pg/ml) ve ABTS (644.85-766.30 pg/ml) analizleri ile
degerlendirildiginde en gii¢lii antioksidan kapasiteye sahip oldugu goriilmektedir (Ben

Farhat 2013).

S. nemorosa tiriniin kimyasal kompozisyonu, enzim inhibisyonu, toksisitesi,
antimikrobiyal ve antioksidan aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismanin
sonucunda bitkinin metanol ekstraktinin yiiksek fenolik ve flavonoid icerige sahip
oldugu (sirastyla 294 mg GAE/g ve 117 mg QE/g ekstrakt) ayrica giiclii DPPH radikal
giderim aktivitesi gosterdigi gorilmiistir (IC50=82 pg/ml). HPLC-DAD ile fenolik
bilesenler karakterize edilmis ve 11 bilesen belirlenmistir. Ana bilesen rozmarinik asit
olarak belirlenmis (7584 pg/g ekstrakt) ve bitkinin orta derecede asetilkolin esteraz
inhibisyon aktivitesi sergiledigi belirlenmistir (Bahadori ve ark. 2015).

14 Salvia tiiriiyle yapilan baska bir ¢alismada Ellman metodu kullanilarak
tirlerin kolin esteraz inhibisyonu belirlenmis ve kullanilan tlirler arasindan S.
cryptantha’ nin toprak iistli kisminin etanol ve diklorometan ekstrelerinin AChE’ ye ( %
56.22 £ 4.18) ve BChE’ ye (% 33.80 + 4.18) kars1 en aktif oldugu gézlenmistir (Orhan
ve ark. 2013).

S. bicolor Desf’nin toprak iistli metanol ve petrol eteri ekstreleri kullanilarak
bitkinin kimyasal kompozisyonu, antioksidan, antiinflamatuar, analjezik ve
antimikrobiyal aktiviteleri belirlenmistir. Ayrica HPLC/MS sonucu 14 fenolik asidin
varligi ortaya konmus ve bunlardan protokatesik asidin baskin oldugu goriilmiistiir
(75.22 mg/g kuru 6rnek). Onu p-kumarik (70.27 mg/g kuru 6rnek), gallik (68.26 mg/g
kuru 6rnek ) ve synergic (54.38 mg/g kuru Ornek) asidin takip ettigi belirlenmistir.
HPLC/MS ile ayrica flavonoid igerikte analiz edilmis ve 5 c¢esit flavonoidin varlig
ortaya konmustur. i¢erdigi flavonoidlerden 7-O-glukosid (120.25 mg/100g kuru &rnek)
ve apigenin (88.48 mg/100g kuru 6rnek) major bilesik olarak belirlenmistir. Her iki
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ekstrenin antioksidan kapasitesi gallik aside es deger (GAE) olarak DPPH ve total
antioksidan kapasitesi yontemleriyle belirlenmistir. Her ikiside Onemli miktarda

antioksidan aktivite gostermistir (Ibrahim 2012).
2.2. Cahismada Kullanilan Teknikler

2.2.1. LC-MS/MS (S1v1 kromatografisi tandem Kkiitle spektrometresi)

Kiitle spektrometresi (MS) teknigi yiiksek segicilige sahip olmasina ragmen tek
basina analizi yapilacak maddeyi ayn1 numune matriksi i¢indeki diger maddelerden
ayirmada yetersiz kalmaktadir. Bu noktada maddeleri m/z (kiitle/yiik) oranlarina gore
ayirmak iizere MS sistemine ayirmaya yardimeci olan sivi kromatografisi (LC) sistemi
kombine edilip her iki sistemin ayirt edici 6zellikleri birlestirilerek Sivi kromatografi/
Tandem Kiitle Spektrometrisi (LC-MS/MS) sistemi tasarlanmis ve kullanilmaya

baslanmistir.

LC-MS (tekli kuadrupol) ve 6zellikle de LC-MS/MS (tiglii kuadrupol) cihazlar
bitkilerin sekonder metabolitlerinin nitel ve nicel analizlerinde ¢ok sik tercih
edilmektedir. LC-MS cihaz1 ile HPLC kolonunda belli bir ayrimdan gecen analitlerin
ana iyon (parent ion) da denilen molekiiler iyonlarim1 belirleyerek bilesenlerin nicel
veya nitel analizleri yapilir. Ayni kiitle/yiik (m/z) oranina sahip ¢ok sayida molekiil
olmasma ragmen dogada aymi parcalanma iyonlarina sahip molekiillerin bulunma
olasiligi ancak 1/10000 dir. Bundan dolay1 LC/MS/MS teknigi babalik testi kadar
spesifik bir testtir. Ayn1 zamanda bu teknik ile ¢ok kiiclik derigsimlerde nicel analiz hem
yiksek duyarlilikta hem de yiiksek kesinlikte yapilabilir Elde edilen sonuglarin
dogrulanmasina da gerek yoktur. LC-MS/MS teknigi numunede bulunan bilesenlerin
yapisini, miktarint ve molekiil agirligini ¢ok kisa bir siirede tayin edebilir. Kiigiik
farmosoétik bilesikler, proteinlerin tayini, polar iyonik, termal kararsiz ve ugucu olmayan

bilesiklerin analizleri gibi ¢ok yaygin bir alanda kullanilabilmektedir.

Tek kuadrupol (Bir kuadropol, bir kare diizlem boyunca siralanmis 4 paralel
cubuktan olusur) filtresine sahip sistemler tekli kuadrupol, ii¢ kuadrupol filtresine sahip
sistemler de ti¢lii kuadrupol olarak adalandirilirlar. LC-MS/MS hibrit cihaz sisteminde
QI ve Q3 kuadrupolleri kiitle filtresi, Q2 kuadropolii ise ¢arpisma hiicresi olarak gorev

yapar. Kuadrupoller taramali veya filtreli modda kullanilabilirler. Tam taramali kiitle

29



2. KAYNAK OZETLERI

spektrumlar1 tarama esnasinda DC ve RF voltajlar1 uygulanarak elde edilebilir. Bu
spektrumlar tipik nitel veri analizleri i¢in kullanilirlar. Kuadrupol taramasinin hizi

diisiik, hassasiyeti azdir. Bundan dolay1 kuadrupoller nicel analizde filtreli modda

calistirilir.
HPLC
Qu: Kuadrupol
a) i“{’ i | .
yon yon N
kaynag > Optikler Dedektér
L—
HPLC
b) ¥ Qu: Kuadrupol Q3: Kuadrupol
- - [ h [ -
iyon N iyon Lﬁ -
kaynagi Optikler | Dedektér

Q2: Garpisma
) HUcresi
Sekil 2.20. a) Tekli Kuadrupol (LC-MS) b) Uglii Kuadrupol (LC-MS/MS) Cihaz Semalar1

Tekli kuadrupol MS cihaz sistemlerinde kuadrupole sabit DC ve RF voltajlart
uygulanarak farkli m/z oranina sahip iyonlarin atilip sadece tek iyonun gecmesi
saglanan ¢ok secici mod olan Segilmis Iyon Gériintiileme (Selected Ion Monitoring
(SIM)) modu kullanilir. Uglii kuadrupol — (MS/MS) cihazinin Coklu Reaksiyon
Goriintilleme (Multiple Reaction Monitoring (MRM)) modunda ¢alisabiliyor olmasi
onun tekli kuadrupol cihazlarina en 6nemli Ustlinltigiidiir. MRM modu nicel analizlerde
sinyal/giiriiltii oranin1 ¢ok biiyiik oranda diisiirerek {iglii kuadrupol sistemlerine yliksek
hassasiyet ve segicilik kazandirmaktadir. MRM isleminin duyarligi, olusan ikincil
tyonun miktarmi belirler. MRM modunda iyonlagsma odasinda iyonlastirilan ve birincil
parcalanmaya ugratilan molekiiller, ilk kuadrupol fitrede (Q1) m/z (kiitle/yilik) oranina
gore ayrilir ve tayini yapilacak iyon (parent ion) filtrelenir. Farklt m/z oranina sahip
iyonlar Q1’1 gegemezler. Argon gaziyla dolu radyo frekansli bir ¢arpigma hiicresi olan
ikinci kuadrupol (Q2) de Q1’den gelen molekiiler iyon collision gas (carpisma gazi) adi
verilen yiiksek saflikta, inert argon (Ar) gazi ile carpistirilarak karakteristik parcalanma
iriinii iyonlar olusturmasi i¢in optimize edilir. Bu isleme c¢arpismaya bagli ayrisma
anlamina gelen Collision Induced Dissociation (CID) denir. Olusturulan {irlin iyonlar
(product ions), sadece belirlenen iyonlarin ge¢mesine izin verildigi {igiincii kuadrupole
(Q3) aktarilirlar. Q2’de olusan diger biitiin parcalanma {iriinii iyonlar dedektore

ulagsmadan filtrelenip disar1 atilirlar. Boylelikle, LC-MS/MS cihazinda MRM modu gifte
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kiitle filtresi gibi ¢alisarak giiriiltiiyii miikemmel derecede azaltir segicilik ve hassasiyeti
artirtr. LC-MS/MS tekniginde standart HPLC teknigindeki alikonma siiresine (tR)ek
olarak “1.cil ve 2.cil” iyonlarla (molekiiler iyon ve iiriin iyon) da degerlendirilmektedir.

Bu da LC-MS/MS teknigin spesifikligini artttiran bir 6zelliktir.

Analizi yapilacak maddenin Ozelliklerinin, maddelerin cihaz iizerinde
optimizasyonunun, maddeye 0zgli fragmentlerin, maddenin yapisina uygun analitik
kolonun ve kolon iizerindeki akis ve sicaklik parametrelerin belirlenmesi LC-MS/MS

sistemindeki metodun gelistirilmesindeki en temel basamaklardir.

Piklerin birbirinden ayrilmasi i¢in ayrimi yapilacak maddenin 6zelliklerine en
uygun hareketli faz karisimi segilir. Polarite, molekiiliin yapisi ve ortam pH’ si
maddenin kolonla etkilesiminde ve madde bilesenlerinin birbirinden etkin bir sekilde
ayrilmasinda en onemli faktorler arasindadir. Ortam pH’s1 ve molekiiliin pKa degeri
maddenin hangi oranda non-iyonize formda bulunacagini belirlediginden hareketli fazda
ucucu Ozellikte tampon ¢ozeltiler kullanilabilmektedir. Ciinkii maddenin alikonma
zamani maddenin hangi formda bulunduguna da baglidir. Kolona hava girmesi mobil

faz degaze edilerek engellenir.

Iyon kaynaklart maddelerin vakum altinda c¢oziiciiden uzaklastirildigi ve
yapisina gore yik kazandirildigi boliimdiir. Maddenin polaritesine gore elektrosprey
(ES]) ya da atmosferik basing kimyasal iyonizasyon (APCI) kaynaklar1 kullanilmaktadir
(LGC 2015). Analizi yapilacak madde ¢o6zeltisi kolondan ayrilirken yiiksek elektriksel
potansiyelli yiiklii bir igneden piiskiirtiiliirken iyonlasir. Boylelikle analit ¢ozeltisi yiiklii
mikrodamlaciklar halini alarak ayrismis olur. Damlaciklarin igindeki yiiklii tanelerin
aciga cikmasit icin onlar ¢evreleyen hareketli faz sicak, kurutucu gaz damlaciklar ile
hizla kurutulur. Damlaciklar kiiciildiikge, tizerilerindeki yiikk yogunlugu da artmis
olacaktir. Diger taraftan, iyonlar arasindaki itme kuvvetleri kohezyon kuvvetlerini
asinca, olusan ¢ok sayida yiiklii molekiil iyonlar1 da zarar gormeden gaz faza ge¢mis
olur. Bu teknige Elektrosprey Iyonizasyon (ESI) denir (Nelson ve Cox 2005). Yiiklii
iyonlar agiga ¢ikar ve voltaj agisindan farkli bir levhaya dogru hizlandirilir. Bu levhanin

ortasindaki kapiller borudan gecerek MS detektore yonlendirilir (Griffiths 2001).

EIS pozitif veya negatif modda calisabilir. Pozitif modda [M+H]" temel

iyonunun yanisira, [M+nH]"" ve mobil faz kompozisyonuna bagl olarak [M+Na+]" gibi
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iyonlar da olusabilir. Negatif mod, en ¢ok, kararli negatif iyonlar olusturabilen asidik
maddelere ve negatif yiiklii fonksiyonel gruplar tasiyan molekiillere uygundur. Orn: [M-

H], [M-nH]" ve [M+1-]
2.2.2. HPLC Teknikleri

Yiiksek performans, yiiksek hiz, yiiksek ayiricilik veya yliksek basinglt sivi
kromatografisi gibi farkli isimlendirmeler yapilabilir. Stvi kromatografisi, numune
bilesenlerinin bir sivi hareketli faz ve bir kati veya kati destek maddesi iizerine
tutturulmus sivi durgun faz arasinda dagildigi bir ayrim teknigidir. Basta yiiksek
duyarlilig1, kesinligi ve se¢iciliginden dolayr sonrasinda ise nicel analizlerde kolaylikla
kullanilabilmesi, ugucu olmayan ya da sicaklikla kolaylikla bozunabilen tiirlerin
ayrilmasina uygun olmasi ve ilag, gida gibi sanayi dallarinda uygulanabilirliginden

dolay1 ¢ok yaygin kullanilan bir tekniktir.

Sivi kromatografisinde, hareketli (mobil) faz pompa yardimiyla enjeksiyon
birimine oradan da kromatografik kolona gonderilir. Numunenin kolona girmesiyle,
analitler durgun fazda farkli oranlarda zaman geg¢irir ve iki faz arasinda farkli oranlarda
dagilim gosterirler. Kolonun sonundan ayrisan her bir analit dedektore ulasir ve
olgtilebilir bir sinyale doniisiir ve sinyaller kaydedici tarafindan kaydedilir. Elde edilen
sinyalin yogunluk ve siiresi analizi yapilan maddenin yapist ve miktar ile ilgilidir.

Sinyalller yiikseltilip entegrator yardimiyla kaydedilir.

Genelde, HPLC sistemlerinde caligma prensipleri birbirinin tersi olan iki tiir
ayirma tekniginden bahsedilir. Bunlardan ilki durgun fazin oldukga polar (silika v.b.) ve
hareketli fazin apolar (hegzan v.b.) oldugu normal faz kromatografisi (NP-HPLC), bir
digeri ise mobil fazin durgun fazdan daha polar oldugu ters faz kromatografi (RP-HPLC
veya RPC)’ dir.

Normal faz kromatografisinde (NP-HPLC), analitler polaritelerine gore ayrilir.
Polar maddeler sabit faz tarafindan tutulur. Ayrimi yapilacak maddelerin polariteleri
arttikca adsorpsiyon (ylizeyde tutunma) kuvvetleri de artacaktir. Bu da analitlerin
kolondan ayrilma siiresini yani alikonma siiresini arttiracaktir. Mobil faz olarak,
polaritesi diisiik ve susuz hekzan, toluen, etil asetat ve metanol gibi organik ¢oziiciiler
kullanilirken durgun faz olarak ise siyano, amino ve diol gibi polarlik saglayan

fonksiyonel gruplar silikaya bagli olarak kullanilir. Eger mobil fazin polaritesi artirilirsa
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alikonma zamani azalir. Bu teknik, daha c¢ok apolar veya az polar flavonoid

aglikonlarmin ayrimi i¢in uygulanabilir.

Giliniimiizde daha ¢ok analitik ve preperatif ayrimlari i¢in tercih edilen teknik ise
nispeten polar olmayan analit ve apolar sabit faz arasindaki itici hidrofobik etkilesimler
prensibine gore calisan ters faz kromatografisidir. Ayrimi1 yapilacak maddenin durgun
faza baglanmasi, analitin yapisindaki apolar kisim ile durgun faz arasindaki temas
yilizeyinin alaniyla orantilidir (Bansal ve ark. 2010). Hareketli fazin daha polar olmasi
analitlerin ayrilma sirasini belirler. En polar analit kolonu ilk olarak terk eder. Suyla
karigabilen asetonitril, metanol ve etanol gibi analitlerin i¢inde ¢Oziinebilecegi polar
¢oOziiciiler hareketli faz olarak kullanilabilir. Sabit faz olarak ise aliimina (Al,03.xH,0)
ve Ozellikle diisiik maliyet ve performansindan dolay: silika (Si0,.xH,0) tercih edilir.
Hidrofobik molekiiller i¢cin daha uzun olan alikonma zamani, hareketli faza daha apolar
cozgenler ekledik¢e azalir. Numune molekiillerinin hidrofobikligi pH’a bagli oldugu
icin, formik asit, asetik asit ve trifloroasetik asit gibi maddeler hareketli faza eklenebilir.
Asit eklemenin etkisi uygulamaya gore degisir ancak genellikle ayrimi olumlu yonde

etkiler (Perrin and Dempsey 1974; Snyder and Kirkland 1997).

Normal faz kromatografisinde, hareketli fazin bilesiminde meydana gelecek
kiiciik degisikliklerin kromatogramda biiyiik farkliliklara yol agmasindan dolay1 sivi
fazin kontroliiniin zor olmasi, dengeye ulagma siiresinin ¢ok yavas olmasi, polar
maddeleri ayirmada ¢ok yavas olmasiyla beraber yayvan piklere neden olmasi ve apolar
coziiciilerin maliyetinin fazla olmasi ayn1 zamanda nemden de uzak tutmanin zorlugu

gibi nedenler ters faz kromatografisinin daha ¢ok tercih edilmesini saglamistir.

Bitkilerin biyoaktif sekonder metabolitlerinin bir¢ogu polar karakterli oldugu
i¢in, Cg (n-oktil) veya daha ¢ok C;s (n-oktadesil) gibi hidrokarbonlarla modifiye edilmis
kolonlarin kullanildig: ters faz kromatografisi ile ayrilirlar. Eliisyon ise asetonitril veya
metanol gibi polar organik ¢oziiclilerin su ile beraber oldugu mobil fazlar ile

gergeklestirilir.

2 um veya daha kii¢lik partikiil boyutu ve ¢ok yiiksek basinglarda (1300 bara kadar)
calisan pompa sistemleri ile daha kisa analiz siiresi, yliksek pik etkinligi ve yliksek
ayrim gibi avantajlart beraberinde getiren UHPLC (ultra yiiksek performansli sivi

kromatografisi) son zamanlarda siklikla bagvurulan bir teknik olmustur (Zotou 2012).
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HPLC sistemleri pompa, enjektor, kromatografik kolon, termostatli kolon firini,
dedektor veri toplama sistemi ve atik deposu gibi marka ve modelden bagimsiz 6nemli

kisimlart igerir.

2.2.2.1. Bazi Onemli HPLC Kisimlari ve Gorevleri

Pompa: HPLC sisteminde mobil fazin enjektdr, kolon ve detektdrden sabit veya
degisken bir hizda, belirli bir basingta gegmesini saglayan donanimidir. HPLC’ de
kullanilan pompalar sabit hacim pompalar1 ve sabit basing pompalar1 olarak ikiye
ayrilir. Calisma farkliligina gore de pistonlu, siringa ve pndmatik pompalar olarak tige

ayrilir.

Enjektor: Gorevi analizi yapilacak 6rnegi kolona gondermeden 6nce onu mobil
faza enjekte etmektir. HPLC tekniginde numunenin kolon dolgu maddesine
gonderilmesinin tekrarlanabilirligi yapilan analizlerin kesinligini belirler. Kolona ¢ok
fazla miktarda Ornek gonderildiginde bant genislemesi goriilir. Bu da kesinligi
etkiledigi i¢in kullanilacak hacim ¢ok kiiciik miktarda olmali ve sistem basincini
diisiirmeden 6rnegin girisi saglanmalidir. Manuel ve otomatik (autosampler) olarak iki
cesit enjektor vardir. Otomatik enjeksiyon sistemlerinde kiiciik miktarlarda ve g¢ok
sayida numune enjeksiyonlar1 yapilabilir ve ayni zamanda numune kayiplari da

minimum seviyede olur.

Kolon: HPLC sisteminin en Onemli pargasidir. Analit bilesenlerinin 1yi
coziiniirliikle birbirlerinden ayrilmasini saglayan durgun fazdir. Genellikle yiliksek
basinct korumak i¢in paslanmaz celikten iiretilen kolonlar cam, teflon ya da PEEK
(polietereterketon) gibi maddelerden de iiretilebilir. HPLC’de genelde cok az miktarda
coziicii ile hizli ayirma yapabilen mikro kolonlar kullanilir. HPLC’de kullanilan
coziiciiler yliksek saflikta oldugundan maliyetleri yliksektir. Bu nedenle mikro kolonlar
kullanilarak daha az miktarda ¢oziiciiniin atilmasi saglanir. Kolonun ayrim giicii ve
performansi yapildigi materyalden ¢ok, kolon dolgu maddesinin kimyasal ve fiziksel
ozelliklerine baghdir. HPLC kolonlarinda, dolgu materyalinin kiicik ve aym
boyutlardaki partikiillerden olusmasi kolona iyi se¢icilik ve yliksek basingli akis, yiiksek
ayirma gilicli ve hizli analiz gibi 6zellikleri kazandirmistir. Kolon dolgu maddeleri,
yilizeylerine gbdzenekli yapida silika, aliimina veya iyon degistirici rec¢ineden ince

gbzenekli bir film ile kaplanmis gozeneksiz cam veya polimer taneciklerden olusan film

34



Hava BATIBAY

dolgular ve silika, aliimina ya da iyon degistirici regineden yapilan gézenekli dolgular
olarak iki c¢esittir. HPLC tekniginde yaygin olarak kullanilan kolon dolgu materyali
silisyum dioksit (silika)’ tir. Kolon se¢iminde kolonun i¢ ¢ap1 ve uzunlugu da énemlidir.
I¢ capin artmasi akis hiz1 ve i¢ doldurma hacmini arttirsada piklerin ¢oziiniirliigii
dolayistyla duyarliligi azalmaktadir. Kolon uzunlugunun artmasi daha iyi bir ayrim
gerceklestirmekle beraber analiz siiresini  uzattigit icin daha fazla mobil faz

harcanmasina neden olur.

2.2.2.2. HPLC ile Beraber Kullanilan Dedektorler

Dedektor; kolonda ayrimi1 yapilan maddenin varliginin tespit edildigi ve ona ait
bilesenlerin alikonma zamanlarmma (Rf degerlerine gore) gore sirayla icerisinden
gecerken nicel analizinin yapildigi ve bilgisayar ekranina elde edilen verilerle ilgili
sinyal gonderen HPLC donanimmidir. Bilgisayar ekraninda kromatogrami olusturan
pikleri olusturur. Cihazin en Onemli kisimlarindan biridir. Genis konsantrasyon
araliginda yiiksek duyarlilik, diistik giiriiltii seviyesi, yliksek secicilik ve kromatografik
¢cOziiniirliige olumsuz etki etmeksizin kolondan gecen bilesiklere kars1 yiiksek
duyarliliga sahip olma gibi 6zellikler HPLC icin ideal bir dedektorte olmasi gereken
ozelliklerdir. Bununla birlikte dedektorlerin, sicaklik ve basingtaki degisimlere karsi
duyarli olmamasi, analizi yapilacak analitin fiziksel ve kimyasal 6zelligine elverigli

olmasi gerekir.

HPLC cihazina amaca uygun olarak buharlastirmali 151k sa¢ilimli dedektor
(ELSD),Diod-array dedektor (DAD), elektirik iletkenlik dedektdrii, elektrokimyasal
dedektor, floresan dedektor, kiitle spektrometre (MS) dedektorii, refraktif indeks
dedektorii (RID) ve UV dedektor gibi farkh tipte dedektorler kullanilabilir (Skoog ve
ark. 1998). Bunlardan floresans, kirma indisi, elektrokimyasal, kiitle spektrometrisi ve
UV absorbans dedektorleri aragtirmalarda en ¢ok kullanilanlardir. Ayrica UV-visible ve
MS dedektorleri son zamanlarda 6zellikle fitokimyasallarin nitel ve nicel analizlerinde

HPLC ile birlikte en ¢cok kullanilan dedektor tiirleridir.

Diyot Dizinli Dedektdrler (Diode Array Detector-DAD), degisken dalga boylu
UV-GB dedektorleri olup sabit veya taramali dalga boylarinda analiz yapilabilir.
Numune bilegenleri akis hiicresinden gecerken UV-goriiniir spektrumlar1 alinir ve bu

spektrumlar, standartla karsilastirilarak hem pik teshisi yapilabilir hem de pik safligi
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hakkinda bilgi elde edilebilir. Ayn1 zamanda bilesiklerin pik teshisi i¢in ek bilgiler
sunan fliloresans Ozellikleri de Olgiilebilir. RI detektorleri, numunedeki molekiillerin
15181 yansitma oraninidlciilerek maddenin refraktif indeksi elde edilebilir. FD
detektorleri, bilesigin farkli dalga boylarinda 15181 emme ve tekrar yayma oranini dlger.
MS detektorlerinde ise, molekiiller iyonize edilir ve kiitle analizatoriinden gecerek

bulunan iyonlar saptanir.
UYV-visible Temelli Dedektorler (Ultraviolet/Visible Dedector-UV/VIS)

Calisma prensipleri, ultraviyole veya goriinlir bolge 15181 absorblama esasina
dayanir. Bu dedektorlerin siklikla tercih edilmesi sahip oldugu yiiksek duyarlilik, genis
ve dogrusal bir aralikta calisabilme, kiigiik sicaklik degisimlerinden kismen
etkilenmeme ve gradient eliisyon i¢in uygun olma gibi 6zelliklerine baglanabilir. Mobil
faz kolondan sonra kiiciik bir sivi akis hiicresine gelip burdan akarken i¢cinden UV 151k
gecer ve UV foto-dedektore carpar. Bu dedektorler drnegi bozmadan 151k kaynaginin
dalga boyundaki radyasyonu absorbe edip maddelere karsi cevap verir. Tek veya daha
fazla dalgaboyunda Lambert-Beer yasasina dayanarak dl¢iim yapabilen iki tiirii vardir.
Bunlardan ilki basit olup 1s1n dalgaboyunun degistirilmesine izin vermeyen ve genelde
UV kaynagi olarak civa lambalarinin kullanildig: sabit dalgaboylu detektorlerdir. Digeri
ise 151n kaynagi olarak c¢ogunlukla doteryum veya tungsten lambalarin kullanildigi,
istenilen dalgaboyunun secilebilecegi kisa bir dalgaboyu araliginda g¢alisabilen c¢oklu
veya degisken dalgaboyu detektorlerdir. Cozeltide bulunan bircok bilesik
elektromanyetik spektrumun UV-visible bolgesindeki 15181 absorplayabildiginden
evrensel dedektorler olduklar1 sdylenebilir. UV-goriiniir bolge spektroskopisi molekiil
yapist ile ilgili bilgi vermez ayrica belli bir desen olmayinca tam bir aydinlatma
saglayamaz sadece bilesiklerin ait oldugu siniflar hakkinda bilgi verebilir. Ciinkii her
simif kendine 6zel absorpsiyon bantlarina sahiptir. Bundan dolayr MS gibi tekniklere

gereksinim duyulur.
2.2.2.3. HPLC Tekniginin Avantaj ve Dezavantajlari

Kolon, rejenerasyona ihtiya¢ duyulmadan uzun siire kullanilabilir. Yiksek
duyarliliga sahip, nicel analizlere uygundur. Durgun faz degistirilmeden farkli mobil
faz sistemleriyle aym1 anda ¢ok fazla sayida maddenin duyarli olarak nicel analizi

kisasiirede yapilabilir. Tekrarlanabilirligi yiiksektir. Kisinin becerilerine daha az
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baghdir. Cok kiiciik miktarda bile maddelerin analizine olanak saglar. Biyolojik
stvilardan gerek ilag etken maddelerinin, gerekse metabolitlerinin analizi i¢in genis bir
kullanim alanina sahiptir. Tiim bu avantajlarinin yaninda pahali durgun ve mobil faza
ihtiya¢c duyulmasi, tiim cihazla ¢alisan sistemler gibi yiliksek maliyete sahip olmasi,
¢oziicii icinde bulunabilecek toz ve partikiillerin pompaya ve enjeksiyon sistemine zarar
vermemesi yada kolonu tikamamasi i¢in bunlar siizecek pahali membran sistemlerine

thtiya¢ duyulmasi gibi dezavantajlara da sahiptir.
2.2.3. Kemometri

Kemometri, istatistik ve matematik ile birlikte bilgisayar kullanilarak kimyasal
verilerin iglenmesi ve degerlendirilmesi bir baska deyisle yazilim, matematik ve
istatistigin kimyaya uygulanmasidir. Analizlerde, kimyasal verilerden gercek bilginin
ektraksiyonunu veya gizli bilgilerin elde edilmesini saglayan giiclii bir aragtir (Ding

2009).

1972 yilinda Isvecli Svante Wold ve Amerikali Bruce R. Kowalski’ nin ortaya
att1g1 kemometri daha sonralar1 ve 6zellikle glinlimiizde analitik, gida ve ¢evre kimyasi,
adli tip, biyoloji, arkeoloji, sinyal isleme ve c¢ok degiskenli verilerin analizi i¢in
fizikokimyacilar ve madde bilimciler, yap1 aktivite tayini i¢in organik ve farmasdtik
kimyacilar tarafindan sik¢a kullanldigi goriilmektedir. Kemometrik yontemlerin bu
kadar ilgi gérmesinin nedeni kimyada 6zellikle analitik kimyada karmasik 6rneklerin
analizini hizli, dogru, kesin ve giivenilir sonuglarla vermesine, esnek ve c¢ok yonlii
coziimler sunmasina, farkli analitik sonuclari tek bir veri seti lizerinde hesaplayarak
birden ¢ok analitin ayn1 anda 6l¢limiine olanak saglamasina baglanabilir. Ayn1 zamanda
karmasik veri setlerini yorumlayabilme kapasitesiyle ¢cogu disiplinde uygulama alani

bulmustur (Wold 1998).

Kemometri; tanimlayici ve aciklayic istatistik, sinyal liretme, deneysel tasarim,
modelleme, kalibrasyon, optimizasyon, yapi teshisi, siniflandirma, yapay akil metodlari,
resim Uretme, bilgi ve sistem teorisi gibi kavram ve uygulamalar1 igeriginde

barindirmaktadir.

Kemometrik yontemlerin gelismesiyle birlikte ¢ok sayida etken madde iceren
tiriinlerin miktarsal tayini hi¢cbir kimyasal 6n ayirma islemine ve grafik islemine ihtiyag

duyulmadan hizli, dogru ve hassas olarak yapilabilmektedir. Bu kemometrinin diger
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yontemlerden daha avantajli olmasmi ve kullanim alaninin geniglemesini saglamistir

(Ding 2009).

Organik Kimya Fizikokimya

\ /v TIP
Matematik ILAC

Istatistik

—_

Bilgisayar BiYOLOJi

Programlama

GIDA

Miihendislik SANAYI
Sekil 2.21. Kemometrinin iliskili Oldugu Disiplinler ve ilgi Alanlari

Kemometrik uygulamalar elle veya basit hesap makineleriyle yapilamayacak
kadar karmasik hesaplamalar igerdiginden genellikle EXCEL, MATLAB,
PANORAMA, MINITAB, XLSTAT, SOLO ve diger paket programlar gibi bilgisayar
programlarina ihtiya¢ duyulmaktadir (Ding 2009).

Kemometrik teknikler siniflama ve kiimeleme teknikleri (Temel Bilesenler
Analizi (PCA) ve Hiyerarsik Kiimeleme Analizi (HCA)) ile ¢cok degiskenli kalibrasyon
metodlar1 (Klasik En Kiiciik Kareler Metodu (CLS) ve Kismi En Kiigiikk Kareler
Yontemi (PLS)) olarak belirtilebilir. En yaygin kemometrik teknikler Temel Bilesenler
(Principal Component Analysis-PCA) ve Asamali Kiimeleme (Hierarchical Cluster)
analizleridir (HCA). PCA bilesenler arasindaki korelasyon seklini ve degiskenler
arasindaki etkilesim konularina cevap ararken aralarinda iliskinin bulunmadig: hallerde
verilerin miktarini1 azaltmak amaciyla kullanilir. Temeli Ornekleri tanimlayan esas
degiskenlerin (X1, X2... Xn,) liner kombinasyonlar1 (PC1, PC2... PCn) seklindeki
temel bilesenleri, T ile gosterilen bir score matrixi ve E ile gosterilen bir hata matrixi

bulmaya dayanir (Uyanik 2008).

Kiimeleme (CA) yonteminde bilesenler arasindaki siniflandirma konusunda bilgi
elde edilebilmektedir. Bu teknikler, daha O©nceden belirlenmemis korelasyonlari

belirleme ve basit sonuglar olarak tanimlanamayacak tahminler yapmaya izin veren
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tekniklerdir. Kiimeleme ve smiflandirma amacl tekniklerin timii, ¢ok degiskenli veri
analiz teknigi olan temel bilesenler analizine dayalidir. PCA, incelenen ¢ok sayidaki
degiskeni  degiskenler arast1  korelasyonu engelleyerek; onlarin  dogrusal
kombinasyonlarindan olusan daha az sayida bilesenlere indirgeyen bir metoddur. PCA
temelli metodlar, verilen bir 6rnek sistemi iizerinde ¢ok sayida degisken degerinden

yola ¢ikarak s6z konusu Ornekleri ¢esitli guruplara kiimeleyerek siniflandirabilir.

Hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA), verilen bir 6rnek setindeki 6rnekleri ve o
ornekleri tanimlayan degiskenleri benzerliklere gore siniflandiran bir tekniktir. HCA
dogrudan orijinal degiskenlere uygulanabildigi gibi, degisken sayisinin ¢ok fazla olmasi
durumunda PCA analizinden gelen temel bilesenlere de uygulanabilmektedir. HCA

analizinde dlgiimler Oklit uzakligina dayanmaktadir.

2.4. Antioksidanlar

Canliligin temeli oksijen bir yandan enerji metabolizmasi yani solunum igin
olmazsa olmaz bir elementken diger taraftan bir¢ok hastalik ve dejeneratif kosulun
sebebi olarak goriilmektedir. Viicutta protein, yag ve karbonhidratlarin oksijen ile
tepkimeye girerek parcalanmasi ve ATP’nin iiretilme islemi sirasinda; stiperoksit (O2),
hidroksil (HO"), peroksil (ROO"), alkoksil (RO"), semiquinon (Q"), nitrik oksit (NO")
kokleri ile hidrojen peroksit (H,0O,), peroksinitrit (ONOQO™) ve singlet oksijen (10,) gibi
genellikle iizerlerinde eslesmemis elektron tasiyan serbest radikaller olusmaktadir.
Oksijen temelli molekiiller olan serbest radikallerin tek kaynagi oksijen kullanilarak
gerceklesen metabolik tepkimeler degil. Sigara, radyasyon, alkol, agir metaller, ¢cok
yagl besin tiiketimi, herbisitler, pestisitler, cok fazla giines 15181ina maruz kalma, hava
kirliligi, endiistriyel kimyasallar, tedavi amaciyla kullanilan bir¢cok ilag viicutla

etkileserek serbest radikal olusumuna neden olabilmektedir.

Radikaller tasidiklar1 eslesmemis elektronlarini eslestirme yoniinde istekli
oldugundan o6zellikle zayif baglh elektronlar1 koparirlar. Tepkimeye girme istekleri
yiiksek olan serbest radikaller viicudumuzda zincir reaksiyonlar baglatirlar ve
baslattiklar1 zincir tepkimelerle de hiicrelerin zarar gormesine neden olurlar.
Yaslanmanin dogal isleyisinde de serbest radikallerin verdigi hasar 6énemli rol oynuyor.

Hatta kalp-damar hastaliklari, akciger ve karaciger rahatsizliklar1 ve kanser gibi,
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yaklagik 50 farkli hastaligin olusmasinda serbest radikallerin meydana getirdikleri

zararin etkisi oldugu diisiiniiliiyor.

Aerobik yani oksijenli solunum yapan organizmalar gelismis antioksidan
savunma sistemlerine sahiptirler. Bu sistem sayesinde yapilarinda eslesmemis bir
elektron iceren serbest radikallerin olusumunu kontrol altinda tutuyor ve bu
molekiillerin zararl etkilerine engel olup hiicreyi hasarlardan ve hastaliklardan korumus
olur. Ancak bazen mevcut antioksidan savunma sisteminin serbest radikallerin etkisini
tamamen Onleyemedigi durumlar da olabiliyor ve o zaman serbest radikallerin artisi
nedeniyle oksidatif stres ortaya c¢ikiyor. Oksidatif stres, normal metabolik faaliyetlerin
devam ettirilmesi icin gerekli olan aktif oksijen -antioksidan dengesini aktif oksijen
lehine bozarak; DNA, protein, karbonhidrat ve lipidlerde hasara yol a¢makta ve
ardindan erken yaslanma, kanser, kalp ve damar hastaliklar1 gibi sorunlarla tanisiyoruz.
( Young ve Woodside 2001) Oksidatif strese sadece oksijenin degil ayn1 zamanda Azot
Oksit (NO®), Azot dioksit NO,"), Nitroksi Anyonu (NO"), Diazot tetraoksit (N,Oy),
Peroksinitrit anyonu (ONOO), Nitronyum Katyonu (NO,") gibi azot elementinin
reaktif tirevleri de neden olabilmektedir. Iste tam da bu noktada antioksidanlar
imdadimiza yetisiyor. Antioksidanlar, otookside olabilir materyallerin oksidasyon
baslangicin1 6nleyen veya geciktiren ya da oksidasyon hizini azaltan maddelerdir
(Nawar 1985). Viicudumuzda hiicre tarafindan {iretilen Glutatyon, nikotinamid,
karnozin, metabolik faaliyetler sonucu yan {riin olarak ortaya ¢ikan iirik asit ve
bilirubin gibi antioksidant aktiviteye sahip maddeler mevcuttur. Insanlarda veya diger
canlilarda antioksidan bilesiklerin ve antioksidan savunma sisteminin var olmus olmasi

yasam i¢in ¢ok dnemlidir.
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Sekil 2.22. Hiicredeki Antioksidan Savunma Sistemleri-Altinisik 2001°den

Beynin oksidatif strese karsi savunmasiz olmasi nedeniyle meydana gelen beyin
hasarlarin1 tedavi etmek i¢in antioksidanlar yaygin olarak kullaniliyor. Tedavilerde
kullanilabilecek antioksidan bilesimlerinin sinir hiicrelerindeki oksidatif stresi 6nleyerek
hiicre oliimiiniin ve norolojik hasarin Oniine gectikleri biliniyor. Antioksidanlarin
Alzheimer, Parkinson, motor ndron hastaligi olarak bilinen ALS (Amiyotrofik Lateral
Skleroz) ve giiriiltiiye bagl isitme kaybmin tedavisi i¢in kullanilmasina yonelik

arastirmalar siiriiyor.

Dogal ya da sentetik bircok bilesigin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
bilinmektedir. Endiistride gida maddelerinin depolama siiresini artirmak i¢in ¢ogunlukla
BHA (biitillenmis hidroksi-anisol), BHT (biitillenmis hidroksitoluen), PG (propil gallat)
gibi sentetik antioksidanlar kullanilmaktadir. Ancak, antioksidan olarak kullanilan
kimyasallarin olas: toksisiteleri nedeniyle, son yillarda sentetik antioksidanlarin yerini
tutabilecek yeni antioksidan maddelerin bulunmasi amaciyla ilgi dogal antioksidanlar
tizerinde yogunlagsmistir (Vareltzis ve ark. 1997). Ciinkii dogal antioksidanlar, insanlarin
yiizlerce yildir tiikettikleri veya gidalara karistirdiklar: katkilardir. Bu nedenle

tiiketiciler tarafindan giivenilir olarak goriilmektedirler (Bera, Lahiri ve Nag 2006).

Son ¢aligmalar gidalarda bulunan bitkisel kaynakli bircok maddeyi antioksidan
olarak kullanilabilirlik acisindan test etmektedir. Ornegin yesil ¢ay yapraklari (-)-
epikatesin, (-)-epikatesin gallat, (-)-epigallokatesin ve (-)-epigallokatesin gallat gibi
antioksidan aktivite gosteren maddeleri igerir (Amarowicz ve Shahidi 1996, Ho ve ark.

1997). Literatiirde bdyle dogal maddelerin 6nemli antioksidan etki gosterdikleri ve
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bazen sentetik antioksidanlardan daha etkin olduklarina iliskin ¢ok sayida rapor
bulunmaktadir. Bitkiler (yaglh tohumlar, tahillar, sebzeler, meyveler, baharatlar,caylar)
ve bitkilerde bulunan bulunan fenolik bilesikler (tokoferoller, flavonoidler, fenolik
asitler), hayvansal iriinler (peptitler, amino asitler ve karotenoidler), enzimler
(glutatiyon peroksidaz, siiperoksit dismutaz ve katalaz), baz1 mikroorganizmalar (Hall
2001) ve sistein, metiyonin, histidin, triptofan ve lizin (Taylor ve Richardson 1980) gibi
aminoasitler ile siilfiirlerce zengin olan tiyoredoksin (Buchanan ve ark. 1994) proteini

en 6nemli dogal antioksidan kaynaklar1 arasinda yer almaktadir.

2.4.1. Antioksidanlarin Kullanim Alanlar:

Antioksidanlar saglik alaninda, bir¢ok endiistriyel alanda, kozmetik {iriinlerinde
koruyucu katki maddesi olarak, yakitlarda, kaugukta ve petrole bozunumlarini ve
polimerizasyonlarint 6nlemek icin dengeleyici olarak kullaniliyor. Yaglarin oksidatif
bozulmalarin1 diger bir deyisle renk, koku, tat, goriiniis ve besin degeri gibi dnemli
ozelliklerinin kaybolmasini onleyerek besinlerin kalitesini koruyor. Ayni zamanda
bakteri ve kiiflerin neden oldugu gida bozulmalarina kars1 da iyi bir koruyucudurlar.
Askorbik asit (AA, E300) ve E vitamini (E306) dogal antioksidanlar arasinda
sayilabilirken tersiyer butilhidrokinon (TBHQ, E319), biitillenmis hidroksi anizol
(BHA, E320) ve biitillenmis hidroksi tolien (BHT, E321) petrol kokenli yapay

antioksidanlar arasindadir.
Antioksidanlar dort farkl1 mekanizmayla etki gosterebilirler:

1- Temizleyici ( Scavenging effect): Serbest radikalleri etkileyip tutan veya daha zayif

bir molekiile ¢eviren baska bir deyisle “toplayici” etki gosteren antioksidanlardir.

2- Bastirict etki (Quencher effect): Serbest radikallerle etkilesip onlara bir hidrojen

aktararak aktivitelerini azaltma yani bastirma seklinde etki gosterirler.

3-Onarict etki (Repair effect): Serbest radikallerin neden oldugu hasari onararak etki

gosterirler.

4- Zincir kiric1 etki (Chain breaking effect): Serbest radikalleri kendilerine baglayarak

zincir tepkimelerini kirip fonksiyonlarin1 engelleme seklinde etki gosterirler.
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2.4.2. Antioksidanlarin Siiflandirilmasi

Temelde gergeklestirdikleri reaksiyon mekanizmalart baz alinarak birincil ve
ikincil antioksidanlar diye iki genel sinifa ayrilsa da bunlarin yan1 sira ¢ok fonksiyonlu
antioksidanlar olarak adlandirilan ve birden ¢cok mekanizma gosterebilen antioksidanlar

da vardir (Reische ve ark. 2002).
2.4.2.1. Birincil Antioksidanlar

Zincir kirma reaksiyonlar1 meydana getiren veya serbest radikal siipliren
tiirlerdir (Ugar, 2004). Birincil antioksidanlar (tip—1 veya zincir kirici antioksidanlar)
otooksidasyonun baslamasini geciktiren veya Onleyen ya da otooksidasyonun ileri
asamasini yarida kesen serbest radikal alicilaridir. Bunlara 6rnek olarak BHT ve BHA
birincil sentetik antioksidanlar1 gosterilebilir (Antolovich ve dig., 2002). Bir lipit (alkil)
radikali (R") olusturmak i¢in, doymamis yagdan a-metilenik hidrojen ayrildiginda
otooksidasyon baslar (Reische ve ark. 2002). Reaksiyon baglangi¢ (initiation), cogalma
(propagation), ilerleme (branching) ve sonug (termination) agsamalarindan meydana gelir

(Antolovich ve ark. 2002).
Baslama:

RH ——> R + H

RH lipidi ve R’ zincir tepkimeyi baslatacak lipit radikali temsil etmektedir. Oksidasyon
sonucu olusan R™ ¢ok reaktif oldugundan ¢ok hizli bir sekilde O: (oksijen) ile peroksi
radikali (ROQ") olusturmak {iizere tepkimeye girer (yayilma basamagi) (Reische ve ark.

2002).
Yayilma:
R + Ohb, —> ROO" + H°

Zincir tagtyicis1 gorevi goren peroksi radikalleri lipitle reaksiyona girerek hidroperoksit

ve yeni bir kararsiz lipit radikali olustururlar (Reische ve ark. 2002).

ROO° + RH —> ROOH + R’
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Olusan bu yeni radikal bagka bir peroksi radikali olusturmak {izere oksijen ile
reaksiyona girecektir. Kendiliginden katalizlenip yiiriiyen bu mekanizma bu sekilde

devam edip otooksidasyonu siirdiiriir (Reische ve ark. 2002).
R + O —> ROO" 4+ H’

Kararsiz hidroperoksit (ROOH) molekiilleri hemen bozunarak baska radikaller

olustururlar. Bu da reaksiyonun hizlanmasina yol acar (Reische ve ark. 2002).

flerleme:

ROOH — RO’ + HO’
RO° + RH ——> ROH + R’

Iki radikalin tepkimeye girmesiyle (RO" + RO’, ROO" + ROO',RO" + ROO®) sonlanma

basamagi olusur

Birincil antioksidanlar (AH) lipit radikali (R") ve peroksi radikalleriyle (ROQ")
tepkimeye girip onlar1 kararli ve radikal olmayan tiirlere doniistiiriirler. Birincil
antioksidanlar lipit tiirevleri ve antioksidan radikaller (A") meydana getirecek sekilde
lipit radikallerine hidrojen atomlar1 verirler. Hidrojen verici olarak birincil
antioksidanlar peroksi radikallerine lipitlerden daha ¢ok ilgi gosterirler. Bundan dolay1
birincil antioksidanlar otooksidasyon sonucunda olusan peroksi (ROO") ve oksi (RO")
serbest radikallerini giderir. Antioksidanlar lipit radikalleriyle dogrudan da

etkilesebilirler (Reische ve ark. 2002).

ROO" + AH —— > ROOH + A
RO' + AH —— > ROH + A
R + AH ——> RH + A

Meydana gelen antioksidan radikali lipitlerle veya oksijenle ¢ok az reaksiyona
girdiginden tepkime cok yavastir. Bundan dolayr tepkime hizi azalir. Antioksidan
radikalinin  sahip oldugu fenol halkasin1 ¢evreleyen serbest elektronlarin
delokalizasyonun antioksidan radikalini kararli hale getirmesi sonucu kararli rezonans
melezler olusur. Antioksidan radikaller peroksi, oksi ve diger antioksidan radikaller ile

sonlandirma reaksiyonlarina katilabilme yetenegine sahiptirler (Reische ve ark. 2002).
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ROO® + A —— ROOA
RO+ A° —» ROA
AT+ AN —— > AA

Yaglarda antioksidan dimerlerin meydana gelmesi fenolik antioksidan
radikallerin sonlandirildiginin gostergesidir. Dimerler, bu hallerini ne kadar uzun siire
koruyabilirlerse otokatalitik serbest radikal zincir mekanizmasini o kadar etkili sekilde

durdururlar (Reische ve ark. 2002).

Birincil antioksidanlarin temel antioksidatif mekanizmasi radikal giderme olsa
da bunun yaninda hidroperoksitleri hidroksi bilesiklerine indirgeyebilirler.(Reische ve

ark. 2002).

Mono veya polihidroksi fenol seklinde olan birincil antioksidanlarin antioksidan
aktiviteleri yapilarindaki fenol halkasina bagli hidrosil gruplarina gére orto veya para
konumuna elektron salict gruplarin baglanmasiyla artar. Ciinkii elektron salic1 gruplar
halkay1 aktive eder. Fenolik antioksidanlar, hidroksil grubunun elektron yogunlugunu
arttirarak onun reaktifligini azaltir. Hidroksil grubuna gore para konumunda etil veya
biitil gruplarin baglanmasi, antioksidan aktiviteyi arttirir. Para konumuna uzun zincir
veya dallanmis alkil gruplarimin bagli olmasi antioksidan etkiyi azaltabilir. Orto
konumuna dallanmis alkil gruplariin baglanmas: kararli rezonans yapilar olusturarak
fenolik antioksidanin etkisini arttirirken antioksidan radikalinin reaksiyonlara katilma

yetenegini azaltirlar (Reische ve ark. 2002).

Asagida birincil antioksidanlara Ornek olarak biitillenmis hidroksianisol,
biitillenmis hidroksitoluen, propil gallat, #-biitil hidrokinon gibi sentetikantioksidanlar
ile a-tokoferol dogal birincil antioksidanlar1 gosterilmistir (Tokoferoller ve karotenoitler

dogal kaynakli birincil antioksidanlardir) (Reische ve ark. 2002).
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OH
OH
OH HO OH
C
OCH; oF > O/v
Biitillenmis hidroksianisol Biitillenmis hidroksitoluen Propil gallat
OH
OH CH;
¢-Biitil hidrokinon a-Tokoferol (Vitamin E)

Sekil 2.23. Yaygin Birincil Antioksidanlar

2.4.2.2. ikincil Antioksidanlar

Tip—2 veya koruyucu antioksidanlar olarakta adlandirilabilen ikincil
antioksidanlar cesitli mekanizmalarla aktivite gosterebilirler. Singlet oksijeni deaktive
edebilir, prooksidan metallerle selat yapabilir, oksidasyonun hizini azaltip onlari
deaktive edebilir, hidroksiperoksitlerin radikal olmayan maddelere parcalanmasini
saglayabilir ve ultraviyole radyasyonu absorbe edebilirlerken serbest radikalleri daha
kararl liriinlere dontistiiremezler. Genellikle birincil antioksidanlarin aktivitesini arttirir
yeniden iretimini saglarlar. Askorbik asit, EDTA ve f-karoten ikincil antioksidan
ornekleri olarak gosterilebilirler (Reische ve ark. 2002). Bu tiir antioksidanlar etki
mekanizmalarinin 6nemi baz alinarak selat yapicilar (EDTA gibi), oksijen gidericiler
(askorbik asit gibi) ve singlet oksijen gidericiler (f-Karoten, gibi) olarak ii¢ gruba
ayrilabilirler (Reische ve ark. 2002)
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Sekil 2.24. ikincil Antioksidanlar

Bagka bir smiflandirmaya gore antioksidanlar; enzimler (Katalaz, Glutatyon
peroksidaz, Siiperoksit Dismutaz (SOD), dogal kaynakli ve sentetik antioksidanlar
seklinde siniflandirilabilirler (Halliwell ve Gutteridge 1989). Katalaz ve glutatyon

peroksidaz enzimleri hidrojen peroksidin uzaklastirilmasinda gorev alir.

SH

H,N NH COOII

NH ~

COOH

Sekil 2.25. Glutatyon

2.4.3. Antioksidan Aktivite Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayini i¢in c¢ok sayida yontem vardir. Bu yoOntemler
birbirlerine gore bazen avantajli bazen dezavantajli olabilirler. Bagvurulan teknigin
kimyasal ve kinetik 6zelliklerine bagli olarak, ekstrelerin kimyasal yapisina, bilesenlerin
polaritesine, sahip oldugu fonsiyonel gruplara ve kimyasal davraniglarina goére sonuglar
degisebileceginden antioksidan aktiviteler belirlenirken en uygun yontem se¢ilmeli ve

daha giivenilir olmasi acisindan birden fazla yontemle degerlendirilmesi uygun
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olmaktadir (Oztiirk ve dig. 2007). Bunlardan yaygin olarak bagvurulanlarm bazilari

sunlardir:
o DPPH serbest radikali giderim aktivitesi yontemi (Blois 1958).

e CUPRAC (Bakir (II) iyonu indirgeme antioksidan kapasitesi) yontemi (Apak ve
ark. 2004).

e ABTS katyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Re ve ark. 1999).

e f-Karoten renk acilim yontemi (Miller 1971).

e Folin Ciocalteu yotemi (Singleton ve ark. 1999).

e Siiperoksit anyon radikali giderim aktivitesi yontemi (Liu ve ark. 1997).

e FRAP (Demir (III) iyonu indirgeme antioksidan giicli) yontemi (Benzie ve

Strain 1996).
e TRAP (Toplam radikal tutma parametresi) yontemi (Wayner ve ark. 1985).
e DCFH-DA (Diklorofloresin-diasetat) yontemi (Valkonen ve Kuusi 1997).
e Fikoeritrin (PE) esash yontemler (Ghiselli ve ark. 1995).
e Krosin yontemi (Tubaro ve ark.1998).
e ORAC (Oksijen radikal absorbans kapasitesi) yontemi (Prior ve Cao 1999).
e TOSC (Toplam oksiradikal siiptirme kapasitesi) yontemi (Winston ve ark.1998).

e Metal baglama yontemi (Dinis ve ark. 1994).

2.4.3.1. DPPH Serbest Radikal Giderim Yontemi

DPPH (1,1-Difenil-2-pikrilhidrazil) yontemi bazi dezavantajlara sahip olmasia

ragmen antioksidan kapasite tayini i¢in yaygin olarak bagvurulan yontemler arasindadir.

1958 yilinda Blois’ in DPPH’ 1n antioksidan aktivite tayininde kullanilabilecegi
fikriyle ortaya ¢ikan yontemi antioksidan aktivite dl¢iimiiniin 6nem kazandigi sonraki
yillarda Brand-Williams ve calisma grubunun gelistirip bilime kazandirilmasiyla
yontem bir¢ok c¢alismada kullanilmis ve halen kullanilmaya devam edilmektedir.

Yontemde antioksidan aktivite Ol¢iimii i¢in kullamlan DPPH (1,1-difenil-2—
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pikrilhidrazil) kararli yapida ve etanol ¢o6zeltisi mor renkli olan bir serbest azot
radikalidir. Absorbanst 517 nm dalgaboyunda o6lgiiliir. DPPH ¢ozeltisine
antioksidanlarin ilave edilmesiyle antioksidanlar radikallere proton vererek onlari
indirger. Indirgenme sonucunda ¢dzeltinin karakteristik mor rengi sartya dogru kayar ve
s0z konusu dalga boyundaki absorbansta diisiis meydana gelir. Absorbanstaki bu diisiis
antioksidanlarin serbest radikal giderim potansiyellerinin yiiksek oldugunu gdsterir.
Antioksidan aktivite DPPH radikalinin baslangi¢ konsantrasyonunun % 50“sinin inhibe
edilmesi i¢in harcanan antioksidan miktarini1 ifade eden ICsy (etkin konsantrasyon)
degeri ile elde edilir (Brand-Williams ve ark. 1995, Benabadji ve ark. 2004, Giilgin ve
ark. 2004).

Antioksidan
1.4 Q o '
1.2 a—fa@*rm; +A0-H —» \ + A0
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2 08 2
2
Z 08
-« L !
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OG0 sa0  ss0 430 480 =00 =S40 se0 650 eeo
Dalgaboyu (nm)
Sekil 2.26. DPPH’ radikali ve antioksidan (AO-H) tarafindan indirgenmesi

(Boligon ve ark. 2014)

O,N O.N
. H
N—N NOZ + A_H N—N N02
O,N O,N

Sekil 2.27. DPPH Molekiiliiniin Antioksidan Madde ile Reaksiyonu

DPPH Yonteminin Avantajlari

Antioksidanlarin serbest radikali giderme aktivitelerini belirleyen DPPH

yonteminin en 6dnemli avantaj1 glivenirligi yiliksek, ucuz, ¢cok kolay ve hizli sonug veren
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bir yontem olmasidir. Spektrofotometre ile kisa bir siire zarfinda onlarca Ol¢im

yapabilir (Fukumoto ve ark.2000).
DPPH Yonteminin Dezavantajlari

Bu radikal sadece organik solvent i¢inde ¢Oziinebildigi icin sadece organik
solventlerde ¢oziinebilen antioksidanlarin aktiviteleri Ol¢iilebilir (Arnao MB. 2000).
DPPH, peroksil radikalleriyle benzer oldugundan peroksil radikalleri ile hizlica
tepkimeye giren bazi antioksidanlar DPPH ile ya etkilesmezler ya da tepkimeler ¢ok
yavas meydana gelir. Bir diger dezavantaji ise 517 nm'de absorbsiyon yapan
karotenoitler gibi bazi molekiillerin antioksidan kapasitelerinin belirlenmesi gii¢

olmasidir.

Antioksidan 6zellik gdsteren bazi maddelerle sterik engelden dolay: etkilesime
girmemesi veya ¢ok gec cevap vermesi, DPPH ile antioksidan arasindaki reaksiyon
kinetiginin DPPH konsantrasyonu ile dogrusal olarak degismemesi ve eugenol gibi bazi
antioksidanlarla geri donlisgimlii tepkime vermesi (Huang 2005) yoOntemin

dezavantajlarindandir.
2.4.3.2. Bakir iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC)
Yontemi

Apak ve c¢alisma arkadaslarinin kesfedip 2004 yilinda literatiire kazandirdigi
CUPRAC tam acilimiyla “Cupric Recuding Antioxidant Capacity” yani “bakir(Il)
indirgeyici antiksidan kapasite” yontemiyle meyve ve sebeler, meyve sulari, bitkisel
caylar, insan serumu ve bitki ekstrelerindeki toplam antioksidan seviyesi belirlenebilir.
Yontem temelde indirgen 6zelligi yiiksek olan polifenollerin bakir iyonunu indirgemesi
olayin1 oOlgmeye dayanir. Bakir(Il) ve neokuprin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin)
reaktifleri  kullanilarak  polifenolik  bilesiklerin  antioksidan  kapasitelerinin
spektrofotometrik olarak tayin edilmesi esasina dayanir. Antioksidan 6zellige sahip
polifenoller, pH=7 (amonyum asetat ile saglanir) olan ortamda Cu(Il)-Nc kompleksini,
Cu(I)-Nc kompleksine donistiiriir. Bu redoks reaksiyonuyla olusan Cu(I)-Nc
kompleksinin maksimum absorpsiyon verdigi 450 nm“de absorbasin Olciilmesi ile
antioksidan kapasite tayin edilir. 30 dakikalik bekleme siiresi sonunda absorbans
Olciilebilir ancak baz1 antioksidant bilesiklerin tepkimeleri yavas olup geg

tamamlandigindan etkilesimi hizlandirmak amaciyla 20 dakikalik ek bir inkiibasyon
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stiresi Oongortilmustiir. d10 elektronik konfigiirasyonuna sahip Cu(I) ile Nc arasinda
olusan kompleks, Cu(Il)-d9 elektronik konfiglirasyonuna gore daha tetraedral bir yap1
kazanarak molekiiler gerginligi azaltip Cu(I)’1 daha kararli hale getirir (Apak R. ve ark.
2004). Bu yontemle hem hidrofilik hem lipofilik toplam antioksidan kapasitesi
kolaylikla tayin edilebilmektedir.

B 2+ - i
li ] ACK Ag}%lgﬁ
roa et
HiC 1\% u/ CHy SN T H,C \E / Ha 2
f- LA +
HaC, / CH3 H4C VAN CHs
Acik mavi kuprak reaktifi Sar1 renkli iiriin

Sekil 2.28. CUPRAC reaksiyonu ve kromoforu: Bis(neokuproin) bakir(I) kelat katyonu (Reaksiyon
sirasinda agiga ¢ikan protonlar NH4Ac tamponu tarafindan notrallestirilir) (Apak ve ark.
2004)

CUPRAC Yonteminin Avantajlari

Cu (IL,I)-neokuproin ¢iftinin indirgenme potansiyeli 0.60 V’ tur. Bu potansiyelde
gidalarda fazla miktarda bulunan ve biyolojik agidan biiyiik 6neme sahip birgok
antioksidanin 0.2-0.6 V’ luk redoks potansiyelini karsilamaya dolayisiyla bunlar
yiikseltgemeye yeterlidir. Bunun yan1 sira metodun sahip oldugu bu diisiik potansiyel,
yontemin segiciligini de arttirir. Ciinkli bu potansiyel antioksidan 6zellik gdstermeyen
baz1 maddelerin olumlu sonug¢ vermesini engeller (Prior 2005 ve Apak 2008). Yontemin
bir diger Ustiinliigii de pH=7.0" da antioksidan tayini yapabilmesidir. Ciinkii bu deger
pH=7.4’e yani fizyolojik pH’ a yakin bir degerdir.

Tiyol bazli antioksidanlar1 rahatlikla belirleyebilmesi, ABTS ve DPPH’a gore
kararl1 bir ajan kullanilmasi, kolay kullanilabilen, hizli, diisiik maliyetli, kisa siirede
dogru ve spesifik sonuglar verebilen, nem ve 1s1k gibi olumsuz ortam kosullarindan
etkilenmeyen ve kolaylikla erisilebilen bir yontem olmast da yontemin diger

avantajlarindandir (Apak ve ark. 2008).
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2.4.3.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yontemi

flk olarak Miller ve Evans’m 1993’ te kullandiklar1 yontem, ABTS (2,2'-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) radikalinin ABTS™* radikal katyonuna K,S,0s
gibi giiglii yiikseltgenler yardimiyla ylikseltgenmesine dayanan antioksidan kapasite
olgiim yontemidir. Olusan ABTS™ radikal katyonu antioksidanlarla reaksiyona
birakildiginda radikalin absorbansinda bir diisiis goriilmesi antioksidanin aktif oldugunu
gosterir. 2 giin oda sicakliginda ve karanlikta kararli olan radikal 660, 734 ve 820 nm
dalga boylarinda maksimum absorbans verir. Ancak bitki pigmentlerinden gelebilecek
olan girisimin en az oldugu 734 nm dalgaboyu siklikla tercih edilmektedir. Ayrica bu
yontemle konjuge cifte bagli antioksidanlarin aktivitesi de olgiilebilir (Miller ve ark.

1993, Re ve ark. 1999).

ABTS ~— ABTS+

o8 ~ 1e- e : : >
EOEN ... S
OoKS1aan Et Et
i.e. Trolox

Sekil 2.29. ABTS Yontemi (Boligon ve ark. 2014)

ABTS + K,S,03— ABTS™ (Amax=734 nm)

ABTS"*+ ArOH — ABTS + ArO'+ H'

ABTS Yontemi Avantajlar:

Uygulanmasi kolay olan ydntemin en biiyiik avantaji ABTS™ radikalinin iyonik
kuvvetten etkilenmeyip hem su hem de inorganik ortamlarda ¢dziinebililir olmasiyla
hem lipofilik hem de hidrofilik sistemlerde antioksidan aktivitesi 6l¢iilmesine olanak
vermesidir. Yontemin bir diger avantaji ise ¢ok genis bir pH araliginda 6l¢iime imkan

verebilmesidir (Ozgen ve ark. 2006).
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ABTS Yontemi Dezavantajlar:

Belli zamanlarda elde edilen sonuglarla hesabin yapildigi yontemde ¢ogu fenolik
bilesigin tepkimeye girme siiresi uzun oldugundan reaksiyonlar tam olarak

gerceklesmeyebilir bu da sonuglarin hatali olmasina neden olur (Huang ve ark. 2005).
2.4.3.4. B-Karoten-Lineolik Asit Renk A¢ilim Yontemi

Linoleik asit serbest bir radikal olup yiikseltgenmesiyle alkil peroksitler olusur.
Olusan bu radikaller S-karoteni parcalayarak renginin agilmasina neden olurlar. Eger
ortamda antioksidanlar varsa radikalleri sondiirerek [-karotenin renginin agilmasini
Onlerler. 490 nm’de absorbans veren [-karotenin absorbansindaki degisim
spektrofotometre yardimiyla Ol¢iiliip antioksidan aktivite tayini yapilabilir. Solvent ve
pH etkisinden bagimsiz ve ¢ok kisa zamanda gerceklesir. Yontem hidrofilik, hidrofobik
ve emiilsiyonlarin oksidasyonunu 6l¢mek i¢in kullanilir (Miller 1971, Benabadji ve ark.

2004, Huang ve ark. 2005).
2.4.3.5. Folin-Ciocalteau Yontemi ile Toplam Fenolik Bilesik Tayini

Singleton ve Rossi’nin 1965 yilinda o6nerdigi yontemde fosfomolibdat ve
fosfotungstat karisimindan olusan Folin-Ciocalteu reaktifi (Folin Fenol Reaktifi veya
Folin-Denis reaktifi) kullanilarak antioksidan tayini yapilir.Yontem sahip oldugu bazi
olumsuzluklara ragmen neredeyse tiim antioksidan g¢alismalarinda toplam fenolik
miktar tayini i¢in kullanilan standart bir yontemdir. Fenolik maddeler bu reaktifle bazik
ortamda tepkime verdiklerinden dolayr sodyum karbonatla (Na.COs) pH=10" a
ayarlanir. Mo(VI) + e- — Mo(V) indirgenme tepkimesi ortamda fenolik
antioksidanlar varsa gercgeklesir renk saridan maviye doner. 760 nm dalga boyunda

absorbans 0l¢iiliir (Slinkard ve Singleton 1977, Singleton ve ark. 1999).

2.5. Alzheimer Hastalig1 ve Kolinestrazlar

Alzheimer hastaligi ilk olarak 1907 yilinda Alman hekim Alois Alzheimer
tarafindan klinik ve noropatolojik 6zellikleri ile tanimlanmistir (Alzheimer 1907-1911).
Ileri evre Alzheimer hastalig1 igin kotii bir ifade olan bunama kelimesi kullanilmaktadir.
Alzheimer merkezi sinir sisteminin bazi kisimlarinda néron ve sinaps kaybiyla ortaya
cikan; biligsel islevlerde azalma, 6z bakim yetersizlikleri, noéropsikiyatrik ve davranigsal

bozukluklar gibi belirtiler gosteren progresif norodejeneratif bir hastaliktir (Gilman
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1997, Lle6 ve ark. 2006). Alzheimer hastaligi sinsice baslar ve ilerler. Hastanin
yakinlari, bakicisi veya hekimi hastaligin kesin baslangicin1 ortaya koyamaz.
Alzheimer, yaslhlarda en sik goriilen demans tiirtidiir. Alzheimer demans1 (Demans
unutkanlikla kendini gdsteren birgok hastalifin genel adidir.) gelismis lilkelerde en sik
oliime neden olan hastaliklar arasinda dordiincii sirada yer alir. Baglangi¢ yasi genellikle
40-60 arasindadir. Kadinlar erkeklere oranla 2-3 misli daha fazla hastaliga yakalanirlar.
Hastalik baslangigtan itibaren 2-5 yil icinde belirtilerde dalgalanma gostermeksizin
belirgin sekilde ilerler. Hastada yeni 6grenilen seylerin kisa siirede unutulmasi, yakin
geemisi hatirlayamamak ya da hatirlamada zorlanmak, bunlarin tam tersi sekilde uzak
geemisi ¢ok iyi hatirlama, sikg¢a goriilen konusma bozuklugu, ciimle kurmada giigliik
cekme gibi onemli, yaygin belirtiler goriilmektedir. Hastaligin ileri sathalarinda hastada
bellek sorunlar1 artar ve dyle ki bir zaman sonra kisisel bakimin1 yapamaz hale gelir,
psikiyatrik belirtiler baglar ve hasta zamanla yataga bagimli hale gelir (Yamantiirk

2000).

Alzheimer hastalifinda kolinesteraz inhibitorleri, ndroprotektif yontemler,
farmakolojik olmayan tedaviler, psikofarmakolojik ajanlar, genel sagligi korumaya
yonelik aktiviteler gibi tedavi yontemleri var olmasina ragmen alzheimer hastaliginin
nedeni ve olusumu net olarak acgiklanamadigindan kesin tedavisi de yoktur (Cankurtaran
2002, Ulger 2005, Yavuz 2005). Asetilkolin (ACh) beyinin bellek ile ilgili bolgelerinde
onemli bir ndrotransmiterdir Alzheimer hastalifinda ACh azalmasi bellek bozuklugu ile
iligkilidir. Alzheimer hastaliginda temel sorun kolinerjik sistemdeki azalma ve glutamat
toksisite artis1 sonucunda noron kaybi olugmasidir. Alzheimer hastaliginda meydana
gelen kolinerjik kaybin, depresyon, ajitasyon, anksiyete, psikoz gibi ¢esitli davranigsal
ve psikiyatrik belirtilerin hastalarda gozlenmesine neden oldugu belirtilmistir

(Grossberg 2002).

Risk faktorleri

Alzheimer hastaliginin temel faktorii yaslanmadir. Hastaligin goériilme sikliginin
65 yas sonrasinda her 5 yilda bir iki kat arttig1 yapilan ¢aligmalarla ortaya konmus (Gao
ve ark. 1998, Hattori 2009). Genetik yatkinlik diger bir onemli faktordiir. Birinci

dereceden akrabalarinda Alzheimer hastasi olan kisilerin Alzheimer hastaligina

54



Hava BATIBAY

yakalanma olasiliginin arttig1 goriilmiistiir (Wang ve Ding 2008, Williamson ve ark.

2009). Yas, kadin cinsiyet ve aile 0ykiisii disinda kesinlesmis risk faktorii yoktur.

Alzheimer hastaliginda oksidadif hasar da 6nemli etkiye sahiptir. Oksidatif stresi
azaltmak ve antioksidan korumayi arttirmak hastaliin baslamasini ve ilerlemesini
azaltabilir. Klinik 6ncesi ¢aligmalar antioksidanlarin tedavi edici etkiye sahip oldugunu
ortaya koymustur. (Oyama ve ark. 1996). Alzheimer hastaliginin nedenleri ve seyri tam
olarak agiklanamamis ve ve ilagla kokten tedavisi miimkiin olmayan hastaliklar arasinda

yer almistir (Suh ve Checler 2002).

Son yillarda hipertansiyon, diisiik egitim seviyesi, menopoz, homosistein
yiiksekligi, oksidatif hasar, inme ve beslenme yetersizzligi gibi daha kiiciik risk

faktorleri de tanimlanmis (Cankurtaran ve ark. 2006).

Asetilkolin (ACh) kolinerjik sistem tarafindan salgilanan, beynin bellekle ilgili
boliimii serebral korteksin sinapsinda bulunan ve sinir iletimini saglayan 6nemli bir
norotransmiter’ dir. ACh sinyal iletimini sagladiktan sonra kolinesteraz enzimleri
tarafindan asetil ve koline parcalanir. Kolinesterazlar, daha ¢ok beyinde bulunmakla
beraber uyarilabilen tiim dokularda bulunan asetil kolinesteraz (AChE) ve beyinde
siirli miktarda bulunup karaciger ve plazmada bulunan biitiril kolinesteraz (BChE)
olarak iki formda bulunurlar. Alzheimer hastaliginda temel sorun kolinerjik sistemdeki
azalma ve glutamat toksisite artisi sonucunda noéron kaybi olugmasidir. Kolinerjik
sistemdeki bozuklugun diizeltilmesinde AChE ve BChE enzimlerinin inhibisyonlari
hedeflenir (Adsersen ve ark. 2007). Kolinesteraz inhibitorleri ile kolinerjik sinapslardaki
asetil kolin miktarlar1 ylikseltilerek kolinerjik etkinlik arttirilabilir. Kolinesteraz
inhibitorleri, asetilkolinin intrasinaptik  yikilmini  geciktirmekte ve etkisini
uzatmaktadir. Ancak bu ndron kaybini geri getirmez sadece hastanin yasam kalitesinde
ve hastaligin ilerlemesinde diizelme saglayabilir (Jones 2003, Cummings 2004) ve bu
sekilde ACh miktarin1 arttirmak Alzheimer hastaliginin tedavisi i¢in suana kadar
gelistirilen en etkili yontem olarak diisliniilmektedir (Orhan ve ark. 2004). Alzheimer
tedavisi i¢in FDA tarafindan onaylanan ilk ilaglar kolinesteraz inhibitorleridir.
Hastalardaki etkisi 6 ile 36 hafta arasinda gozlemlenmis ve siire sonunda hastalarin
biligsel fonksiyonlarinda artig goriilmiistiir (Mohs ve ark. 2001, Raskind ve ark. 2004).

Ayrica kolinestereazlarin, hastaligin erken evrelerinde ndrotoksisiteyi ve fonksiyonel
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komplikasyonlar1 engellemesi tedavi i¢in Onemlidir. 1993 yilinda Whitehouse
tarafindan 1, 2, 3, 4-tetrahydro-9-aminoacridine yani ticari adiyla ‘tacrine’ ilk AChE
inhibitorii olarak bildirilmistir. Galantamin, rivastigmin, donepezil, karbamatlar
kolinesteraz inhibitorlere birer 6rnektirler (Colovic ve ark. 2013). Yarilanma siiresinin
kisa olmasi, etkilerinin kalic1 ve gliglii olmamasi, siklikla goriilen giiclii yan etkiler gibi
nedenler bu ilaglarin tedavide kullanimlarini sinirladigindan giivenligi ve etkinligi daha
yiiksek ilaglar gelistirme ihtiyact dogmustur. Hafiza kayb1 ve yaslanmayla iliskili
biligsel bozulma durumunda geleneksel olarak kullanilan bitkisel kaynaklardan AChE
inhibitér etkisine sahip bilesiklere yonelik etnofarmakolojik yaklagimlar ve
biyoanalizler her gecen giin artarak c¢ogalmaktadir. AChE inhibitorlerinin
belirlenmesine yonelik pek ¢cok yontem, Ellman tarafindan 1961° de tanimlanan Ellman
reaksiyonlarina dayanmaktadir (Ellman ve ark. 1961, Mukherjee ve ark. 2007). AChE
inhibitorleri ile ilgili ¢calismalarin ¢ogu, galantamin gibi asetilkolinesteraz inhibisyon

aktivitesine sahip alkaloidler iizerine yogunlagsmustir.

Galantamin: Kolin esteraz enzim inhibisyonu yapmasina ilave olarak beyinde
nikotinik reseptor agonisti olarak da etki gosterir (Coyle ve Kershaw 2001). Bu etkileri

ile kolinerjik islevi arttirabilir

Alzheimer hastaliginin nedenlerinden birinin de oksidatif stres oldugu
diisiiniilmektedir. Oksidatif stres hastaligin ilk adimlarindan biri olup, hastalikta
patojenik bir rol oynamaktadir (Piazzi ve ark. 2008). Oksidatif stresin artiginin
ndronlarda yapisal bozukluga ve oliime neden olabilecegi diislinlilmiistiir. Beyinde
serbest  radikal  olusumunu tetikleyen demir, aliminyum ve civanin
konsantrasyonlarinin, lipid peroksidasyonunun, protein ve DNA oksidasyonunun
artmast ve amiloid plaklarda ileri glikozilasyon son iiriinlerine ve peroksinitrite
rastlanmas1 oksidatif stresin katkisini gosteren nedenlerdendir (Markesbery 1997,

Reddy ve ark. 2009).

2.6. Fenolik ve Flavonoid Bilesikler

Bitkininin UV radrasyon ve patojenler gibi cevresel kosullara karsi savunma
mekanizmasinin sonucu olusan sekonder metabolitlerden olan fenolik bilesikler, bir
aromatik halka ve ona bagli hidroksil gruplarindan olusur. Tek ya da daha fazla sayida

benzen halkasina iki veya daha fazla sayida fenolik hidroksil (HO™) grubunun
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baglanmasiyla polifenolik bileskler meydana gelir. Fenolik bilesiklerin en genis sinifini
flavonoidler olustururken onlar1 fenilpropanoidler ve fenolik kinonlar takip eder
(Harborne  1998). Seker kalntilarinin  fenolik  gruplara baglanmasi  gibi
konjugasyonlardan dolayr dogal fenollerin kimyast karmasiktir. Bu da kimyasal
karakterizasyonlarini zorlastiran bir faktérdiir (Mann ve ark. 1994). Fenolik maddeler
serbest radikale kenetlenme, selat olusturma ve lipoksijenaz enzimini inhibe etme
yoluyla antioksidan aktivite gosteren en aktif dogal antioksidanlar arasindadir. Ana

iskeletlerinde bulunan C (karbon) sayis1 géz Oniine alinarak gruplandirilirlar.

cizelge 2.1. Bitkisel Fenolik Bilesiklerin Siniflandirilmasi

C atomu | Iskelet Simif Ornek
6 c Basit fenoller Hidrokinon
: Benzokinonlar 2,6-Dimetoksibenzokinon
7 Cs-C, Fenolik asitler Salisilik asit
3-Asetil-6-OMe-

Asetofenonlar

8 Ce-C, benzaldehit
Fenilasetik asitler

p-Hidroksifenilasetik asit

Hidrosisinamik asitler Kafeik Asit
Fenilpropenler Eugenol

9 Cs-C3 Kumarinler Umbelliferon
Izokumarinler Bergenin
Kromonlar Eugenin

12 Cs-Cy Naftakinonlar Juglon

13 Cs-C-C Ksantonlar Mangiferin
Stilbenler Lunularik asit

14 Cs-Cy-Co
Antrokinonlar Emodin

15 Ce-C5-C Flavonoitler Kersetin
Izoflavonoitler Genistein

18 (Cs-C3), Lignanlar Pinoresinol

30 (Cs-C5-Cyg), Biflavonoitler Amentoflavon

N (Cs-C3)n Ligninler

(Con Katesol melaninleri
Tanenlerle kondense
(Cs-C5-Co)n

flavonlar
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2.6.1. Flavonoidler

Fenolik bilesiklerin en 6nemli ve sahip oldugu 10’ dan fazla alt grupla en
kalabalik sinifi (Acar 1998; Cam ve Hisil 2003) olup ana iskeleti 2-fenil benzopiran
yapisindadir. Bu yap1 C6-C3-C6 seklinde toplamda 15 karbona sahip 2 aromatik ve bir

hetero halkadan olusur.

Benzopiran Sinnamoil

Sekil 2.30. Flavonoidlerin Benzopiran (A-C) ve Sinnamoil Halkasi

Fenolik yapida olduklar1 igin bazik maddelerle etkilestirildikleri zaman
renklenirler ve bdylece kromatogramlarda ya da cozeltilerde ayrimlari kolaylikla
yapilabilir.  Flavonoidler UV ismlarmi absorbe edip antioksidan aktivite
gosterdiklerinden kanser tedavisinde kemoprotektif etkiye sahip olduklar
bildirilmektedir (Hertog ve ark. 1995). Bu aktivitelerinin sunlardan kaynaklandigi
tahmin edilmektedir (Oguz 2008).

-Aromatik halkaya bagl hidroksil gruplar1 (HO") iizerinden redoks tepkimeleri vererek
serbest radikalleri giderebilirler

-Coklu doymamis baglar, aromatiklik ve hetero halka sayesinde kararli bir elektron
delokalizasyonu saglamalari

-Yapilarinda tasidiklart metal selatlama &zelligine sahip gruplar araciligiyla serbest

radikal olusumunu engellemeleri

Flavonoidlerde ana iskeletin farkli yapida diizenlenmesi, yapiya baglh yan
gruplarin cesitleri, sayisi, ozellikleri, baglanma yerlerinin farklilig1 gibi etmenlerden
dolayr farkli yapilar gdzlenir. Flavonoidlerde en yaygin goriilen siibstitiient yapiya
reaktiflik kazandiran hidroksil gruplart (HO™)’ dir. Hidroksil gruplar1 genellikle 4', 5 ve
7 pozisyonlarina baglanirlar. Flavon, flavonol, flavon-3-ol, izoflavon, flavonon ve
antosiyanidin major flavonoid tiirleri; dihidroflavonol, flavan-3,4-diol, kumarin, kalkon,

dihidrokalkon ve auron ise min6r flavonoid tirleridir.
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izoflavon
Flavonol \ /
.
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oH o O g Flavan-3-ol
Antosiyanidin 2, |

O
Flavanan

Sekil 2.31. Major flavonoid iskeletleri
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Dihydrolavonol Flavan-3,4-diol Coumarin
Kalkon Dlhldrokalkon Aurone

Sekil 2.32. Minér Flavonoid Iskeletleri

2.6.1.1. Flavonoller

Flavonoidlerin en yaygin alt grubudurlar. Bitkilerde 6zlellikle yaprak ve tag
yapraklarda yardimeir renk pigmentleri olarak bulunurlar. 200-300 cesit flavonol
agligonundan en yaygin goriilenler myricetin, kersetin, isorhamnetin ve kaempferoldiir.
Cogunlukla O-glikozitleri halindedirler. Bunlarin yaninda fisetin ve rhamnetin gibi daha
az rastlanan flavonol aglikonlar1 da vardir. Glikozidik konjugasyonlar sonucu meydana
gelirler. Genelde ana iskeletin C halkasinin 3 pozisyonunda konjugasyon olur (Strack ve
Wray 1992, Harborne 1988). Yapilan c¢alismalar flavonollerin polimerizasyon
derecelerinin artmasiyla siiperoksit giderim aktivitelerinin de arttigir bildirilmektedir

(Yamaguchi ve ark. 1999).
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oH O

Isorhamnetin Myricetin

Sekil 2.33. Flavonol aglikonlari: Kaempferol, kersetin, isorhamnetin, myricetin

2.6.1.2. Flavonlar

Yapilari flavonollere ¢ok benzeyen flavonlar, bitkilerde serbest ya da glikozitleri
seklinde bulunurlar. Bir karbon karbon bagiyla sekerlere baglidirlar (Harborne J. B.
1988). Hidroksilasyonda gorevli oldugu bilinen flavon tiirleri sadece Luteolin ve
apigenindir. Flavonlar A ve C halka siibstitiisyonlarina sahip oldugu halde C3
pozisyonunda hidroksil eksikligi oldugu goriilmektedir. Bunun yani sira hidroksilasyon,
metilasyon, O- ve C- alkilasyonu, glikozilasyon ve bazi tiirlerinde polimetoksillenme

gibi ¢esitli siibstitlisyon yapabilirler (Gaitan ve ark. 1989).

2.6.1.3. Flavan-3-oller

Flavonoidlerin en karmasik alt sinifidir. Flavan-3-ollerin basta antioksidan
olmak lizere antikarsinojen, kalp ve sinir koruyucu, antimikrobiyal ve antiviral gibi
birgok etkiye sahip olduklar1 belirlenmistir. En sik goriilen tiirleri; (-)-Epikatesin, (+)-
katesin, (+)-gallokatesin, (-)-epigallokatesin, (-)-epigallokatesin gallat ve (-)-epikatesin
gallattir. Flavan-3-oller, heterosiklik C- halkasinda doygun C3 elementini igerdiginden

diizlemsel degildir (Clifford 1986).
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H,CO o

Nobiletin

H3CO o

Tangeretin

Sekil 2.34. Apigenin ve luteolin flavonlari ile polimetoksillenmis nobiletin ve tangeretin
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*
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HO OH
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(-)-Epigallocatechin gallate

* Stereomerkez

Sekil 2.35. Flavan-3-ol Molekiil Yapilarindan Bazilari
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2.6.1.4. Antosiyanidinler

Antosiyanidinler bitki diinyasinda genis bir dagilim gdsteren Onemli bir
flavonoit alt sinifidir. Bitkilerin meyve, yaprak, ta¢ yaprak ve ¢iceklerinde kirmizi,
mavi, pembe ve mor renklerinden sorumlu renk pigmentleri olarak bulunurlar. Bununla
beraber kok ve tohumda da bulunabilirler. Bitkileri asir1 1s1iktan korumak ve polenleyici
bocekleri ¢ekmekte antosiyanidinlerin  gorevleri arasindadir. En stk goriilen
antosiyanidin tiirleri pelargonidin, siyanidin, delfinidin, peonidin, petunidin ve

malvidin’dir. Antosiyanidinler aromatik temel yap1 olan siyanidine hidroksil

gruplariin, eklenip ¢ikarilmasi, metillenmesi veya glikozillenmesi seklinde olusurlar

(Oliveira 2010, Harborne 1988).

Antosiyanidin | R; R, M.A.
Siyanidin OH H 287
Delfinidin OH OH 303
Peonidin OCH; |H 301
Petunidin OCH; | OH 317
Malvidin OCH; | OCH; | 331

Sekil 2.36. Temel Yap1 ve Genel Antosiyanidin Yapilar1 (M.A: . Molekiil Agirligi)

OH
OH
OH
+
HO. 0
X HO &
X
OH P
OH
OH
. OH
Pelargonidin Siyanidin

Sekil 2.37. Pelargonidin ve Siyanidin Bilesikleri
2.6.1.5. Flavanonlar

Bitkinin tiirline gore biitliin kisimlarda bulunabilen flavanonlara yaklagik 42 bitki
familyasinda rastlanir. En yaygin goriilen flavanonlar naringenin, hesperetin ve

glikozitleridir (Iwashina 2000).
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Aglikonlar Glikozitler

oH Narirutin
Ry 0. % R1 = rutinosit
O Naringin

| R1 = neohesperidosit
OH O

Naringenin (R1=0H)

OCH
8 Hesperidin
Ry o * R1 = rutinosit
Neohesperidin

| > o
oOH O R1 = neohesperidosit
Hesperetin (R1=0H)

Sekil 2.38. Bazi Yaygin Flavanon Aglikonlar1 ve Glikozitleri
2.6.1.6. izoflavonlar

izoflavonlarda B halkalarinin ana iskeletin 2 nolu karbonuna degil 3 nolu
karbonuna bagli olmasi onlarin karakteristik ozelligidir. Antitimdr, anti-menapozal
osteoporoz ve anti-aging gibi etkilere sahip olduklar1 yapilan ¢aligmalarla belirlenmistir.
Daidzein, karanfilde bulunan ve zayif Ostrojen olan genistein ve kumestrol onemli

izoflavonoid 6rnekleridir (Zhang 2012, Boucher 2013).

Daidzein Genistein Kumestrol

Sekil 2.39. Onemli Izoflavonoidler Olan Daidzein, Genistein ve Kumestrol

2.6.2. Fenolik Asitler

Temelde hidroksibenzoik asitler ve hidroksisinnamik asitler olarak ikiye ayrilan
fenolik asitler fenolik bilesiklerin ana siniflarindandir. En sik rastlanan fenolik asitler,
vanilik asit, p-Hidroksibenzoik asit, syringic asit ve proto-katesuik asitlerdir (Harborne

1988).
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2.6.2.1. Hidroksibenzoik Asitler

Benzoik asit tiirevleri olup ana iskeletleri C6-C1 seklinde olan Hidroksibenzoik
asitler, yapilarindaki aromatik halkanin hidroksillenme ve metillenmesi ile gesitlilik
gosterirler. Yaygin olarak goriilen hidroksibenzoik asitler ellagic, salisilik, p-
hidroksibenzoik, vanilik, gallik, protokatesik, gentisik ve sirincik asitler olarak

verilebilir (Yang ve ark. 2001).

Bilesik Re  [R |Re |R
O§ OH
P-hidroksibenzoik asit |H OH |H H
R4 Salisilik asit H H |H OH
Protokatesik asit OH OH |H H
Gent isik asit OH H |H OH
R3 R4 Vanilik asit OCH; |OH [H H
R Gallik asit OH OH |OH H
2 Syringic asit OCH, |OH |ocH; (H
Sekil 2.40. Temel Yap1 ve Genel Hidroksibenzoik Asit Yapilari
HsCO
HO CO,H
Ellagic asit HeCO

Sirinjik asit

Sekil 2.41. Dogada En Cok Bulunan Hidroksibenzoik Asitler
2.6.2.2. Hidroksisinnamik Asitler

Ana iskeletleri C6-C3 yapisina sahiptir. Bitkilerin biiyiimesi, gelisimi, liremesi
ve hastaliklara karsi direncinde 6nemli gorevleri vardir (Ververidis ve ark. 2007,
Solecka 1997). Siklikla rastlanilan hidroksisinnamik asit tiirevleri olarak p-kumarik,

ferulik, kafeik, sinapik ve klorojenik asitler verilebilir.
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Bilesik R, [R, R; [R,
Sinnamik asit H H H H
O R, o-kumarik asit OH |H H H
= R, m-kumarik asit H OH [H H
R p-kumarik asit H [H |on [H
R Kafeik asit H OH |[OH H
! 3 Ferulik asit H ocH3|oH [H
4 Sinapik asit H |OCH3 |OH |OCH,
Sekil 2.42. Temel yap1 ve Genel Hidroksisinnamik Asit Yapilar
H4CO
OH
; =
OoH OH HO (|):(|) —CO,H
Klorojenik asit H H
-
Ferulik asit

Ho—QT —C—COyH

H H

p-Kumarik asit

Sekil 2.43. Dogada En Cok Bulunan Hidroksisinnamik Asitler
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Bitki Materyali

8 farkli Salvia L. tiriniin (S. blepharochlaena (Hedge & Hub.-Mor), S.
kronenburgii (Rech. fil.), S. macrochlamys (Boiss. & Kotschy), S. pachystachy
(Trautv), S. sclarea (L.), S. spinosa (L.), S. staminea (Montbret & Aucher ex Bentham),
S. suffruticosa (Montbret & Aucher ex Bentham)) toprak alt1 ve toprak iistii kisimlar
toplanmistir. Kurutulmus bitki érnekleri Yiiziincii Y11 Universitesi, Van Herbaryumu'
nda (VANF) saklanmaktadir. Bitkilerin herbaryum kayitlar1 ve toplanma yer ve

zamanlarina iligkin bilgiler tablo 1’ de verilmistir.

cizelge 3.1. Salvia Tiirlerinin Herbaryum Kayitlart

Toplanma Herb
Tiirii Toplanma Yeri erbaryum
Numarasi
Zamam
. B9, Van, Gilirpinar ilgesi, Giizeldere gegidi, Mehmet Firat
S. stamin®g acik yamaglar, 2521'm, 17.6.2014 31000 (VANF)
B9 Van; Van-Glirpinar arasi, Kurubag
.. o g Mehmet Firat
S. kronenburgii Gegidi, 2400m, erozyona ugramis ¢iplak 28.05.2014 30650 (VANF)
alanlar,
B9 Van; Van-Giirpinar aras1 8. km, Kurubag
. o - ’ Mehmet Firat
S. suffruticosa Gegidi, 1900m, erozyona ugramis ¢iplak 28.05.2014 30657 (VANF).
alanlar,
B9, Van, Caldiran ilgesi, Tendiirek dagi, Mehmet Firat
S. pachystachys Hafif nemli acik yamaglar, 2525 m, 15.6.2015 30878 (VANF)
B9 Van, Bahgesaray, Elmayaka Koyii civari, Mehmet Firat
S. sclarea Bahge icleri, 1800m, 18.06.2014 30921(VANF)
B9 Van, Sisar deresi, Taglik kayalik Mehmet Firat
S. macrochlamys alanlar, 1700m 18.06.2014 30907 (VANF)
. Mehmet Firat
S. blepharochlaena Nevsehir-kapadokya 20.05.2015 30879(VANF)
S. spinosa Mardin-Diyarbakir yolu Mazidag: kavsagi Haziran 2016 Mehmet Firat

30908 (VANF)

3.2. Kullanilan Kimyasallar

3.2.1. Antioksidan Aktivite Tayininde Kullanilan Kimyasallar

Pirokatekol, = sodyum  karbonat (NayCOs), Folin-Ciocalteu  reaktifi
(Fosfotungistik-fosfomolibdik asit + CuSOs (FCR)), kersetin, potasyum asetat
(CH3COOK), aliiminyum nitrat (AlI(NO3)3), Sodyumbikarbonat, potasyum asetat, %80’



3. MATERYAL VE METOT

lik etanol (CH3;CH,OH), p- karoten, Linoleik asit, Tween-20, kloroform, BHT
(biitillenmis hidroksi toluen), a-tokoferol, DPPH (1,1’-Difenil-2-pikrilhidrazil), bakir
(IT) kloriir dihidrat (CuCl,2H,0), neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin), amonyum
asetat (NH4CH3;COO), ABTS (2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonat) ve
potasyum peroksi disiilfat (K,S,0g). Kullanilan kimyasal maddeler ve tiim ¢oziiciiler

analitik safliktadir.

3.2.2. Antialzheimer Aktivite Tayininde Kullamilan Kimyasallar

Asetiltiyokolin iyodiir (ACI), biitiriltiyokolin iyodiir (Bul), asetilkolin esteraz
(AChE), biitirilkolin esteraz (BChE), sodyum hidrojen fosfat dihidrat (Na,HPO42H,0),
sodyum dihidrojen fosfat dihidrat (NaH,PO42H,0), sodyum bikarbonat (NaHCO3),
DTNB (5,5’-ditiyo-bis (2-nitrobenzoik asit)) ve galantamin. Kullanilan kimyasal

maddeler ve tiim ¢oziiciiler analitik safliktadir.

3.2.3. LC-MS/MS Cahismalarinda Kullanilan Kimyasallar:

p-Kumarik asit, o-kumarik asit, gallik asit, kafeik asit, vanilik asit, salisilik asit,
kinik asit, 4-hidroksi benzoik asit, ferulik asit, klorojenik asit, rozmarinik asit,
protokatesik asit, sinnamik asit, sinapinik asit, fumarik asit, malik asit, syringic asit,
vanilin, kumarin, pirokatekol, fisetin, hesperetin, naringenin, rutin, kesretin, kamferol,
mirisetin, Kersitrin, luteolin, apigenin, krisin, hesperidin, likiritigenin, izokersitrin,

apigetrin, roifolin, nikotiflorin, formik asit, amonyum format, asetonitril, ultra saf su.

3.3. Kullanilan Cihaz ve Diger Gerecler

Biotech EON Marka Eliza Okuyucu (Microplate Reader)

Millipore marka Ultra saf su cihazi

Niive marka Etiiv

Shimadzu marka pH metre

Shimadzu marka Hassas terazi

Saf su cithaz1

Derin dondurucu -25/ Lab Companion FMG-650

IKA RV10 Model Evaporatér (Buchi V850 model vakum kontrol iinitesi ve
Lauda RAS8 model sogutucu ile birlikte )

v' IKA RT5 WERKE Model Karistiric

AN NNV N N NN
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v Vorteks/ Stuart SA8 Karistirici

v" Jeio Tech Marka 5 L Ultrasonik banyo

v’ Bitki 6giitme makinesi

v Shimadzu Marka LCMS 8040 Model

v' LC-MS/MS kiitle spektrometresi

v" Derin dondurucu -86/ Glacier NU-9668

v' Rotaevaporator (Biichi, Isvigre)

v' Otomatik tekli ve ¢oklu pipetler (10-100 pL, 100-1000 pL, 500-5000 uL)
(Eppendorf, Almanya)

v Shimadzu marka DAD dedekt6rlii HPLC

v Shimadzu marka MS// HPLC
v' Inertsil ODS-4 model C18 (100 mmx2,1 mm, 2um) kolon

3.4. Bitki Ekstrelerinin Hazirlanisi

Salvia tirlerinin herbiri i¢in kok, govde, yaprak ve ¢icek kisimlari ile bunlarin
karisimindan olusan mixler ayr1 ayr1 6giitiiliip hassas terazi ile tartildi. Tartilan materyal
behere alindi. Uzerini gececek miktarda etanol eklenip beherin agzi parafilm ile
kapatildi. Bir gece bekletilen o6rnekler ultrasonik su banyosunda 20 dk birakildiktan
sonra bir balona huni ve siizge¢ yardimiyla siiziildii. Bu islemler 3 defa tekrar edildi ve
elde edilen siiziintiilerin rotaevaporatorde ¢oziiciileri ugurulduktan sonra ham ekstreler
daras1 alinmis flakonara almip ¢eker ocak igerisinde kurumaya birakildi. Kuruyan

ekstrelerin ependorf tiipler igerisinde etanol ile 4000 ppm’ lik stok ¢ozeltileri hazirlandi.

Cizelge 3.2. Elde Edilen Ekstrelerin % Verimleri

L. . Ekstrelerin Verimleri . . Ekstrelerin Verimleri
Bitki Materyali kisaltmalari (%) Bitki Materyali kisaltmalari (%)
S. staminea SSt-M 10.80 S. sclarea(karisik) SSc-M 7.90
(karisik)
S. staminea SSt-R 3.70 S. sclarea(kok) SSc-R 5.31
(kok)
S. staminea SSt-S 4.34 S. sclarea(dal) SSc-S 6.32
(dal)
S. staminea SSt-L 4.43 S. sclarea(yaprak) SSc-L 7.42
(yaprak)
S. staminea SSt-F 8.09 S. sclarea(cicek) SSc-F 17.46
(cigek)
S. Kronenburgii SK-M 7.91 S. macrochlamys SM-M 13.60
(karisik) (karisik)
S. Kronenburgii SK-R 3.83 S. macrochlamys (kok) SM-R 7.03
(kok)
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Cizelge 3.2. Elde Edilen Ekstrelerin % Verimleri (devami)

. . Ekstrelerin ~ Verimleri . . Ekstrelerin Verimleri
Bitki Materyali Kasaltmalar: (%) Bitki Materyali Kasaltmalar: (%)
S. Kronenburgii SK-S 3.07 S. macrochlamys (dal) SM-S 6.10

(dal)
S. Kronenburgii SK-L 8.49 S. macrochlamys SM-L 8.11
(yaprak) (yaprak)
S. Kronenburgii SK-F 4.78 S. macrochlamys SM-F 28.85
(cicek) (gicek)
S. suffruticosa SSf-M 7.46 S. blepharochlaena SB-M 6.33
(karisik) (karisik)
S. suffruticosa SSf-R 2.23 S. blepharochlaena SB-R 3.84
(kok) (kék)
S. suffruticosa (dal) SSf-S 3.82 S. blepharochlaena (dal) SB-S 4.98
S. suffruticosa SSt-L 5.74 S. blepharochlaena SB-L 11.63
(yaprak) (yaprak)
S. suffruticosa SSt-F 2.64 S. blepharochlaena SB-F 6.92
(cicek) (cicek)
S. pachystachys SP-M 6.87 S. spinosa (Karisik) SSp-M 8.01
(kanisik)
S. pachystachys SP-R 4.02 S. spinosa (koK) SSp-R 4.79
(kok)
S. pachystachys SP-S 4.86 S. spinosa (dal) SSp-S 7.28
(dal)
S. pachystachys SP-L 6.92 S. spinosa (yaprak) SSp-L 5.21
(yaprak)
S. pachystachys SP-F 18.16 S. spinosa (gicek) SSp-F 12.49
(cicek)

3.5. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoit Iceriklerinin Belirlenmesi

3.5.1. Toplam Fenolik Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 2’lik Sodyum karbonat ¢ozeltisi 2 g Na,COs artilip 100 mL’lik balon jojeye alindi ve

hacmi saf su ile tamamlanarak hazirlanda.

100 ppm’lik Pirokatekol ¢ozeltisi 10mg pirokatekol tartilip 100 mL’lik balon jojeye

alindi ve hacmi saf su ile tamamlanarak hazirlandi.

FCR satin alindig1 kutudan dogrudan alinip kullanildu.

3.5.2. Toplam Flavonoit Miktar Tayininde Kullanilan Cozeltiler

% 10’luk Aliiminyum nitrat ¢ozeltisi: AI(NO3)3.9H,0O’ dan 1.76 g tartilip 10 mL’ lik

balon jojeye alindi. Saf su ile hacmi tamamlanarak % 10’ luk AI(NOs); ¢ozeltisi

hazirlandi.
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1 M Potasyum asetat ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 0,9815 g CH3;COOK tartilip 10 mL’ lik

balon jojeye alindi. Saf su ile hacmi tamamlanip ¢oziinmesi saglanarak 1 M’ ik

CH;COOK c¢ozeltisi hazirlandi.

1000 ppm’lik Kersetin ¢dzeltisi: 25 mg kersetin tartildi ve 25 ml’ lik balon jojeye alindi.

Etil alkol ile hacmi tamamlanarak 1000 ppm’ lik kersetin ¢6zeltisi hazirlandi.

3.5.3. Toplam Fenolik Miktar Tayin Yontemi

Toplam fenolik icerik Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak pirokatekole esdeger
olarak belirlendi (Slinkard ve Singleton 1977). Eliza plaginin A sirasindaki ilk 9
kuyucuguna 100 ppm’ lik pirokatekol ¢ozeltiden 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 pL alinip
lizerine sirasiyla 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2, 1 ve 0 uL saf su eklendi. Coklu pipet yardimiyla
hacimleri 176 pL saf su eklenerek 184 pL’ ye tamamlandi. Diger kuyucuklara etanol
ekstrelerinin 4000 ppm’ lik stok cozeltileri seyreltilerek hazirlanan 1000 ppm’ lik
¢ozeltilerinden her 6rnek c¢ozeltisinden 3 paralel olarak 4’ er puL alindi. Uzerine ¢oklu
pipetle 180 pL saf su eklenerek hacmi 184 pL’ ye tamamlandi. Hem pirokatekol
cozeltilerine hem de oOrneklere 4 pul. FCR eklendi ve 3 dk sonra %2’ lik Na,COs
cozeltisinden 12 pL ilave edildi. Karisim 2 saat oda sicakliginda bekletildikten sonra
760 nm’ de absorbanslari okundu. Ekstrelerin toplam fenolik icerikleri standart

pirokatekol grafiginden (Sekil 3.1.) elde edilen agagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 0.0169 (ng) + 0.0327 (R*: 0.9968)
0,2
0,18 y-=-0.0160%+0,0327 e
= 0,0068 e

0,16 R2=0,
0,14 /L
0,12

g
2 0.1
=
z 0,08
0,04 '{
0,02
0 T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 25 3 35 4

Konsantrasvon (ppm)

Sekil 3.1. Pirokatekoliin Olgii Grafigi
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3.5.4. Toplam Flavonoit Miktar Tayin Yontemi

Ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri aliiminyum nitrat metodu ile kersetine
esdeger olarak belirlendi (Moreno ve ark. 2000). 1000 ppm’lik kersetin ¢ozeltiden ilk
siradaki 9 kuyucuga sirasiyla 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 pL alinarak hacimleri %80’lik
etanol ile 184 pL’ye tamamlandi. Diger kuyucuklara etanol ekstrelerinin 4000 ppm’lik
stok cozeltileri seyreltilerek hazirlanan 1000 ppm’lik ¢o6zeltilerinden her o6rnek
cozeltisinden 3 paralel olarak 20’ser pL alinip 172 uL. %80’ lik etanol ilave edildi. Hem
kersetin ¢ozeltilerine hem de orneklere 4 ulL1 M’ lik potasyum asetat eklendi ve 1 dk
sonra hazirlanan %10’luk aliiminyum nitrat ¢ozeltisinden 4 pL ilave edildi. 40 dakikalik
inkiibasyon siiresinin ardindan 415 nm’de mikroplaka okuyucu ile absorbanslari
okundu. Ekstrelerin toplam flavonoit igerikleri, standart kersetin grafiginden (Sekil 3.2.)

elde edilen asagidaki esitlik kullanilarak belirlendi:

Absorbans = 0.1495(pg) - 0.04 (Rzz 0.9988)

14
12 v = 0,1495x - 0,04 —

) R2 = 0,9988 __—
08 //

06

0,4 —

02 |

0 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Konsantrasyon (ppm)

Absorbans

Sekil 3.2. Kersetinin Olgii Grafigi

3.6. Antioksidan Testleri

3.6.1. Standart Cozeltilerinin Hazirlanmasi

1000 ppm BHT (2,6-di-t-biitil-1-hidroksitoluen) ¢dzeltisi: 10 mg BHT tartilip 10 mL’lik

balon jojeye alindi. Hacmi etanol ile tamamlanip ¢6ziinmesi saglanarak 1000 ppm’lik

BHT ¢6zeltisi hazirlandi.
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1000 ppm a-Tokoferol ¢ozeltisi: % 97’°lik a-tokoferol’ den 10.31 mgtartilip 10 mL’lik

balon jojeye alindi ve hacmi etanolle tamamlanarak 1000 ppm’lik a-tokoferol ¢ozeltisi

hazirlandi.

4000 uM Galantamin ¢dzeltisinin hazirlanmasi: 2.3 mg galantamin tartildi ve2 mL

etanolde ¢oziilerek hazirlandi.
3.6.2. B—Karoten Renk Acilim Yonteminde Kullanilan Cozelti

B-Karoten-Linoleik Asit Cozeltisinin Hazirlanmasi: $-Karotenden 0.2 mg tartilip 1 mL

kloroformda ¢oziilerek bir balona alindi. Bu karistma 20 pL lineloik asit ve 200 pL
Tween—20 ilave edilip iyice karistirildi. Daha sonra kloroform rotaevaporatorde
ucuruldu ve ilizerine oksijen ile doyurulmus 50 mL deiyonize su (saf sudan 2 saat
boyunca oksijen gegirilerek elde edildi) ilave edilip kuvvetlice calkalanarak hazirlandi.

Bu ¢ozelti hazirlandigi anda bekletilmeden kullanildu.

3.6.3. DPPH Serbest Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan
Cozelti

0.1 mM DPPH c¢ozeltisinin hazirlanmasi: 4 mg DPPH tartilip 100 mL’ lik balon jojede

etil alkolle hacmi tamamlanarak 0.1 mM DPPH ¢6zeltisi hazirlandi.

3.6.4. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi Yonteminde Kullanilan
Cozelti

7 mM ABTS katyon radikalinin hazirlanmasi: 19.2 mg ABTS tartildiktan sonra 5 mL

suda ¢oziildii. 3.3 mg toz halinde potasyum peroksi disiilfat (K,S,0g) tartilip {izerine
eklendi ve karistirildi. Oda sicakliginda 16 saat karanlikta bekletildikten absorbsiyonu ~
0.70 olacak sekilde seyreltildi.

3.6.5. CUPRAC Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

10 mM Bakir (I) kloriir dihidrat ¢ozeltisinin hazirlanmasi: 42.62 mg CuCl,.2H,0

(Bakar (IT) kloriir dihidrat) tartilip 25 mL suda ¢oziilerek hazirlandi.
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1 M Amonyum asetat tamponunun hazirlanmasi: 1.927 g NHsOAc (Amonyum asetat)

tartilarak 25 mL suda ¢oziildii ve pH= 7’ye (amonyak ve asetik asit kullanilarak)

ayarlandi.

7.5 mM Neokuproin ¢oézeltisinin hazirlanmasi: Neokuproinden 39.05 mg tartilip 25 mL

etil alkolde ¢oziilerek hazirlandi.

3.6.6. Antikolinesteraz Aktivite Tayininde Kullanilan Cozeltiler

0.1 M NaH,PO,4 Cozeltisinin hazirlanmasi: 1.56 g NaH,PO, tartilip 100 mL distile suda

¢oOzildi.

0.1 M Na,HPO,4 Cozeltisinin hazirlanmasi: 3.556 g Na,HPO, tartilip 200 mL distile

suda ¢oziildi.

0.1 M pH=8 Tampon cozeltisinin hazirlanmasi: 94.7 mL Na,HPO, ve 5.3 mL

NaH,PO,¢o6zeltilerinden alindiktan sonra 100 mL distile su eklenerek hazirlandi.

0,1 M pH=7 Tampon c¢06zeltisinin hazirlanmasi: 3.9 mL NaH,PO, ve 6.1 mL

Na,HPOy¢o6zeltilerinden alinarak 10 mL distile su eklenerek hazirlandi.

5 mM DTNB Cozeltisinin hazirlanmasi: DTNB reaktifinden 16 mg tartilip 1 mL pH=7

tampon cozeltisinde ¢oziildii. 7.5 mg NaHCO; tartilip 1 mL pH=7 tampon ¢ozeltisinde
coziildiikten sonra DTNB c¢ozeltisiyle karistirildi. Hazirlanan bu ¢6zelti karisiminin
hacmi 2 mL pH=7 tampon c¢ozeltisi eklenerek 4 mL’ye tamamlandi. Kullanma

asamasinda 4 mL pH=8 tampon ¢6zeltisi ilave edildi.

Asetiltiyokolin iyodiir (Acl): 32.8 mg Acl tartilip lizerine 8 mL saf su eklendi. Kullanim

sirasinda hacmi 8 ml pH=8 tamponu eklenerek 16 mL’ye tamamlandi.

Butiriltiyokolin iyodiir (Bul): 4 mg Bul tartilip iizerine 8 mL saf su eklendi.

Kullanimisirasinda hacmi 8 mL pH=8 tamponu eklenerek 16 mL’ye tamamlandx.

Asetilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1.17 mg (500 U) AChE enzimi alinip 5 mL
pH=8 tamponunda ¢0ziildii ve 1’er mL’lik bes ayr1 boliime ayrildi. Her biri ig¢in 0.234
mg/ml’lik konsantrasyon saglanmis oldu ve 1 mL’lik stoklar da her birinde 0.02925 mg
enzim bulunan 125 pl’lik 8 es parcaya boliindii. Bu 8 parca enzim ¢dzeltisinin herbirine
460 puL pH=8 tampon ¢ozeltisi eklendi. Elde edilen 585 pL ¢dzelti daha sonra
kullanilmak tizere 25 pL’lik 23 ayr1 eppendorf tlipealinip derin dondurucuda bekletildi.
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Stok ¢ozeltiler kullanilmadan 6nce pH=8 tampon ¢ozeltisi ilave edilerek 2125 pL’ ye

tamamlandi.

Butirilkolinesteraz enziminin hazirlanmasi: 1 mg BChE enzimi 5 mL pH=8 tamponu ile

¢oOziildii. Bu ¢ozelti 300 uL’lik stoklar halinde viyallere alinip daha sonra kullanilmak
tizere derin dondurucuda bekletildi. Hazirlanan stok c¢ozeltilere kullanilmadan 6nce

1850 uL. pH=8 tampon ¢dzeltisinden ilave edilerek kullanima hazir hale getirilirdi.

3.7. Antioksidan Tayin Yontemleri

Antioksidan aktivite tayini i¢in ¢alisilan 8 Salvia tiirliniin etanol ekstrelerinin [3-
karoten-linoleik asit test sistemi ile toplam antioksidan aktivitesi, DPPH serbest radikal
giderim, ABTS katyon radikal giderim ve CUPRAC ydntemleri ile aktiviteleri tayin
edildi. Biitiin yontemlerin grafiklerindeki konsantrasyonlar reaksiyon karigimindaki son

konsantrasyonlardir.

3.7.1. p-Karoten-Linoleik Asit Yontemi (Toplam Antioksidan Aktivite
Tayini)

Yontem, linoleik asit yiikseltgenmesi sonucu olusan konjuge dien
hidroperoksitlerin inhibisyonunun Ol¢iilmesi esasina dayanmaktadir (Dapkevicius ve
ark. 1998). Salvia tirlerinin etanol ekstrelerinin 4000 ppm’ lik stok ¢ozeltileri
seyreltilerek 1000 ppm’lik ¢6zeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden herbir 6rnek
icin 3 paralel olacak sekilde 2, 5, 10 ve 20 pL alinarak saf su ile hacimleri 40 pL’ye
tamamlandi. Tiim plakalara 6rnekler disinda standart olarak BHT ve a-Toc ile kontrol
(kor) i¢in etanol birakildi. Aym islemler kontrol ve standartlar i¢in de uygulandi.
Standart, kontrol ve Orneklerin {izerine PB-karoten-linoleik asit ¢dzeltisinden 160 pL
ilave edilir edilmez mikroplaka reader ile 490 nm’de baslangi¢ absorbanslar1 dlgiildii ve
sonra 50 °C’de 120 dakikalik inkiibasyona birakildilar. Inkiibasyon siiresi sonunda
absorbanslar tekrar Sl¢iildii (Miller 1971). B-Karotenin renk agilim orani asagidaki

formtil ile hesaplandi.
R =1n (a/b)/t
In: Dogal logaritma

a: Baslangi¢ absorbansi
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b: Inkiibasyonundan sonraki absorbans
t: Zaman (dakika)

Toplam antioksidan aktivite, kontrole gore % inhibisyon olarak asagidaki denklem

kullanilarak hesaplanmustir.

Toplam Antioksidan Aktivite (%Inhibisyon) = [(Rkontrol — Romek) / Rkontrol] X 100
Riontror: Kontroliin renk agilim orani

Rimek: Ornegin renk acilim orani

Ayrica orneklerin aktiviteleri excel’de % inhibisyon-konsantrasyon grafigi cizilerek

elde edilen veriler yardimryla IC50 cinsinden hesaplandi.

3.7.2. DPPH (1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil) Serbest Radikal Giderim Yontemi

Ekstrelerin  serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Blois 1958). Salvia tiirlerinin etanol
ekstrelerinin 4000 ppm’lik stok c¢ozeltileri seyreltilerek 1000 ppm’lik ¢ozeltileri
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden herbir 6rnek icin 3 paralel olacak sekilde 2, 5, 10 ve
20 pL alnarak saf su ile hacimleri 40 pL’ye tamamlandi. Tiim plakalara ornekler
disinda standart olarak BHT ve a-Toc ile kontrol (kor) icin etanol birakildi. Aymi
islemler kontrol ve standartlar i¢cin de uygulandi. Standart, kontrol ve 6rneklerin iizerine
0. mM DPPH c¢ozeltisinden 160 pL ilave edildi. Hazirlanan ¢o6zeltilerin oda
sicakliginda karanlikta 30 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 517 nm’de
absorbanslar1 6l¢iildii. Elde edilen absorbans degerlerinden % inhibisyon degerleri
hesaplanip kontrole karsi1 degerlendirildi. Serbest radikal giderim aktivitesi (%
inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% hlhibiSyOH = (Akontrol_ Aémek) ! Axontro1 X 100
A: Absorbans

Ayrica Orneklerin aktiviteleri excel’de % inhibisyon-konsantrasyon grafigi cizilerek

elde edilen veriler yardimiyla ICs0 cinsinden hesaplandi.
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3.7.3. ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi

Ekstrelerin ABTS katyon radikal giderim aktiviteleri 2,2'-azino-bis(3-
etilbenzotiazolin-6-siilfonik asit) kullanilarak belirlendi (Re ve ark. 1999). Salvia
tiirlerinin etanol ekstrelerinin 4000 ppm’lik stok c¢ozeltileri seyreltilerek 1000 ppm’lik
¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan ¢ozeltilerden herbir 6rnek icin 3 paralel olacak sekilde
2,5, 10 ve 20 pL alinarak saf su ile hacimleri 40 pL’ye tamamlandi. Tiim plakalara
ornekler disinda standart olarak BHT ve a-Toc ile kontrol (kor) i¢in etanol birakildi.
Ayni islemler kontrol ve standartlar i¢cin de uygulandi. Standart, kontrol ve drneklerin
tizerine 7 mM ABTS katyon radikali ¢ozeltisinden 160 pL ilave edilip karanlikta 30
dakika bekletildikten sonra 734 nm’de absorbanslart olciildii. Orneklerin absorbans
degerleri kontrole kars1 degerlendirildi. ABTS katyon radikal giderim aktivitesi (%
inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% hlhibiSyOH - (Akontrol_ Aérnek) ! Agonirol X 100

Ayrica Orneklerin aktiviteleri excel’de % inhibisyon-konsantrasyon grafigi cizilerek

elde edilen veriler yardimiyla IC50 cinsinden hesaplandi.

3.7.4. CUPRAC Yontemi

Yontem, antioksidan bilesikler varliginda Cu(II)-Neokuproin (Nc) kompleksinin
renkli Cu(I)-Nc kelatina indirgenmesine dayanir. 3’er paralel olmak tizere 1000 ppm’
lik 6rnek ¢ozeltilerden 2.5, 6.25, 12.5 ve 25 pL alinarak saf su ile hacimleri 67 pL’ye
tamamlandi. Tiim plakalara 6rnekler disinda standart olarak BHT ve a-Toc ile kontrol
(kor) icin etanol birakildi. Ayni islemler kontrol ve standartlar i¢in de uygulandi.
Standart, kontrol ve 6rneklerin iizerine son konsantrasyonlarimin 10, 25, 50, 100 pg/mL
olmasi i¢in sirastyla Cu (II), neokuproin ve NH4OAc tamponun herbirinden 61l ilave
edildi ve 1 saat sonra 450 nm’de absorbans 6l¢iildii (Apak ve ark. 2004). % Inhibisyon
degerleri agagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.

% hlhibiSyOTl = (Akontrol* Aérnek) !/ Axontrol X 100

Orneklerin aktiviteleri excel’de % inhibisyon-konsantrasyon grafigi cizilerek
elde edilen veriler yardimiyla ICsy cinsinden hesaplandi ve absorbans degerleri

standartlara kars1 degerlendirildi.
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3.7.5. Antikolinesteraz Aktivite Tayin Yontemi

Antikolinesteraz aktivite tayini, AChE’ nin asetilkolini parcalamasi sonug olusan
tiyokolinin DTNB ilesar1 renkli 5-tiyo-2-nitrobenzoat anyonunu vermek iizere
reaksiyona girdigi kolorimetrik bir yontem olan Ellman metodu ile 96 kuyucuklu

mikroplakalarda gerceklestirildi (Ellman ve ark. 1961).

0
TH3 © CH, 0
® AChE | e
C_NJ\ } Lo N6 . . M
3
| Hy0 | 0 CH,
CHs
CHy
Asetiltiyokolin iyodiir Tiyokolin Asetat
+
SSCH,CHN (CHy)s
Hs
(9_/\ g “000
Hac'_'N
CH3
ON
Tivokoli 5,5'-Dithio-bis (2-nitrobenzoic) acid . .
yokoln (]()TNB) ) 5-Tiyo-2-nitrobenzoat 2-Nitrobenzoat-5-merkaptotiokolin

Sekil 3.3. Asetilkolinesteraz Inhibisyon Reaksiyonunun Isleyis Mekanizmasi
3.7.5.1. AChE Aktivite Testi

Test Ellman metodu kullanilarak gergeklestirildi. Mikroplaka kuyucuklarina ilk
olarak ¢oklu pipetle 130 puL fosfat tamponu (pH =8) eklendi. Uzerine ekstrelerin 4000
ppm’ lik etanol ¢ozeltilerinden 10 pL ve AChE c¢ozeltisinden 20 pL ilave edilip
mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm dalga boyunda ilk absorbans
ol¢iildii. Bu cozelti 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakildiktan sonra 20 pL
DTNB ve 20 pL substrat (asetiltiyokolin iyodiir) ilave edildi. Oda sicakliginda 10
dakikalik inkiibasyonun ardinda mikroplaka ELISA okuyucuya yerlestirilerek 412 nm
dalga boyunda ikinci absorbans degerleri okundu. AChE aktivitesi (% inhibisyon)
asagidaki esitlik kullanilarak hesaplandi.
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% inhibiSyOH = (Akontrol_ Aérnek) ! Axontrol X 100

Her bir ornekten {i¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak galantamin ve

kontrol olarak etanol kullanildi.

3.7.5.2. BChE Aktivite Testi

AChE aktivite testinde uygulunan yontem ayni sekilde BChE aktivitesi tayini
icin de uygulandi. Farkli olarak butirilkolinesteraz inhibisyon aktivitesi i¢in enzim
olarak butirilkolinesteraz enzimi (BChE), substrat olarak ise butiriltiyokolin iyodiir
(Bul) kullanildi. BChE aktivitesi (% inhibisyon) asagidaki esitlik kullanilarak
hesaplandi.

% hlhibiSyOH - (Akontrol_ Aérnek) ! Axontro1 X 100

Her bir ornekten ii¢ paralel calisma yapildi. Standart olarak galantamin ve kontrol

olarak etanol kullanildi.

3.7.6. LC-MS/MS Cihaz ve Kromatografik Sartlar

37 Fitokimyasalin nicel ve nitel analizinde kullanilan LC-MS/MS sistemi;
Shimadzu Neexera model UHPLC cihaz1 ile Shimadzu LC/MS 8040 model iicli
kuadrupol kiitle spektrometre cihazinin birlesiminden olusmaktadir. Kullanilan sivi
kromatografi sistemi LC-30 AD model gradient pompa, DGU-20A3R model degazer,
CTO-10ASvp model kolon firin1 ve SIL-30AC model oto 6rnekleyiciden olusmaktadir.
Kromatografik ayrim, Inertsil ODS-4 model C18 (100 mmx2,1 mm, 2um) kolon ile
kromatografik ayrim gerceklestirilirken kolon firmin sicakligi 35 °C’ye ayarlandi.
Eliisyon gradiyentinde mobil faz A i¢in ultrasaf su ve mobil faz B i¢in asetonitril
kullanilmistir.  Ayrica, daha 1yi bir kromatografik ayrim ve iyonlastirmay1
kolaylastirmak i¢in su fazina 10 mM amonyum format ve % 0,1 formik asit eklenmistir.
Analitlerin optimum ayriminin gerceklesmesi i¢in yapilan pek ¢ok denemenin ardindan
en uygun UHPLC gradiyent profili 5-20% B (0-10 dk), 20% B (10-22 dk), 20-50% B
(22-36 dk), 95% B (36-40), 5% B (40-50 dk) seklinde optimize edilmistir. Hareketli faz
akis hiz1 0,25 mL/dk ve enjeksiyon hacmi 4 pL olarak belirlenmistir.

Uclii kuadrupol kiitle spektrometresi hem negatif hem de pozitif modda ¢aligan

bir ESI (elektrosprey iyonlagtirma) kaynagi ile donanimlidir. LC-ESI-MS/MS verileri
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cihazda kayith olan by LabSolutions (Shimadzu, Kyoto, Japonya) yazilimi ile
toplanarak islenmistir. Analitlerin kantitatif analizi i¢in cihaz ile MRM (multiple
reaction monitoring) modunda ¢alisilmis ve molekiiler (parent) iyonlar bir veya iki
parcalanma {iriinii (product ions) (ilki nicel amagli digeri nitel amagh kullanilmistir) ile
kombine edilmistir. Kiitle spektrometresinde optimize edilen diger parametreler
sunlardir: ara yliz (interface) sicakligi; 350 °C, DL sicakligi; 250 °C, heat block
sicakligt; 400 °C, nebulizer gaz (N,) akisi; 3 L/dk ve kurutma gazi (N,) sicakligr; 15
L/dk.

3.7.7. Kemometrik Analiz

Sekiz Salvia tiiriinlin ¢coklu degisken analizleri, temel bilesen analizi (PCA) ve
hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) gibi kemometrik teknikler kullanilarak
siniflandirilmustir. Tk iki temel bilesen toplam varyansm % 33,00’mn1, ilk on temel

bilesen varyansin % 84,40 1n1 agiklamaktadir.

3.7.7.1. Kemometrik Analiz

Tiim istatistiksel hesaplamalar Minitab 16.2.1. istatistiksel yazilim (MINITAB
Inc, 2010) kullanilarak yapilmistir. Calismada Salvia tiirlerinin 28 fenolik bilesenine
iligkin ¢oklu degisken analizi, temel bilesen analizi (PCA) ve hiyerarsik kiimeleme

analizi (HCA) teknikleri kullanilarak yapilmistir.

80



Hava BATIBAY

4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. LC-MS/MS ile 37 Fitokimyasal Maddenin Tanimlanmasi ve Kantitatif

Analizi

Tez calismasinin bu kisminda, calisilan Salvia tiirlerinin LC-MS/MS cihaz ile

cesitli kisimlarindan hazirlanan etanol ekstrelerinin sekonder metabolit profilleri

¢ikarildi. LC-MS/MS ¢alismasinda 37 adet fitokimyasal standart maddenin kalitatif ve
kantitatif analizi i¢in Yrd. Dog¢. Dr. Mustafa Abdullah YILMAZ tarafindan validasyon

caligmalar1 yapilan ¢ok kapsamli bir metot kullanildi.

LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (alikonma zamani (RT),

ana (parent) iyonlar: standard bilesiklerin molekiiler iyonlart (m/z orani), belirleme

katsay1si (R), bagil standart sapma (RSD), belirleme ve tayin alt siirlar1 (LOD/LOQ
(ng/L)), 95% giiven seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2) (U (%)) ek 73" te

verilmigtir.

LC-MS/MS metodunda kullanilan kimyasallar ve siniflar1 sunlardir:

LC-MS/MS

verilmistir.

Fenolik Asitler (15 adet): p-kumarik asit, o-kumarik asit, gallik asit,
kafeik asit, vanilik asit, salisilik asit, 4-hidroksi benzoik asit, ferulik asit,
klorojenik asit, rozmarinik asit, protokatesik asit, sinnamik asit, sinapinik

asit, sirinjik asit, pirokatekol.

Flavonoitler (17 adet): fisetin, hesperetin, naringenin, rutin, kersetin,
kamferol, mirisetin, Kkersitrin, luteolin, apigenin, krisin, hesperidin,

likiritigenin, izokersitrin, apigetrin (cosmosiin), roifolin, nikotiflorin.

Fenolik Olmayan Organik Asitler (3 adet): kinik asit, malik asit,

fumarik asit.
Fenolik Aldehit (1 adet): vanilin.
Benzopiran (1 adet): kumarin.

metodunda calisilan 37 kimyasalin molekiil yapilar1 Sekil 4.1. de
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Sekil 4.1. LC-MS/MS Metodunda Kullanilan Fitokimyasallarin Molekiil Yapilari
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Sekil 4.1. LC-MS/MS Metodunda Kullanilan Fitokimyasallarin Molekiil Yapilar1 (devam)
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Sekil 4.1. LC-MS/MS Metodunda Kullanilan Fitokimyasallarin Molekiil Yapilar1 (devam)
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Roifolin
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HO
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. Mirisetin
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Sekil 4.1. LC-MS/MS Metodunda Kullanilan Fitokimyasallarin Molekiil Yapilar1 (devam)
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4.1.1. LC-MS/MS ile Calisilan Salvia Tiirlerindeki Fitokimyasallarin
Kantitatif Analizi

8 Salvia tirinin (S. blepharochlaena, S. kronenburgii, S. macrochlamys, S.
pachystachys, S. sclarea, S. spinosa, S. staminea, S. suffruticosa) fitokimyasal madde
icerikleri (nicel ve nitel olarak) LC-MS/MS cihazinda validasyon ¢alismalar1 daha dnce
yapilan metot ile belirlendi. Bu tiirlerin etanol ekstreleri analiz edildi. Sonuglar, ¢izelge

43,44,4)5, 4.6’ da verilmistir.
4.1.1.1. Etanol Ekstrelerinin incelenmesi

Calisilan Salvia tiirlerinin toprak alti (kok) ve toprak iistii (govde, yaprak ve
cicek) kisimlarinin etanol ekstrelerinin LC-MS/MS ile kantitatif analizine iligkin

sonuclar agsagida degerlendirilmistir. Verilen miktarlar pg analit/g ekstre cinsindendir.

S. steaminea tiriiniin SSt-R, SSt-S, SSt-L ve SSt-F kisimlar1 incelendiginde
fumarik (sirasiyla 4367.41, 8733.04, 10308.75 ve 9170.97 npg analit/g ekstre),
rosmarinik (sirasiyla 10727.1, 2606.2, 2267.49 ve 1507.8 ng analit/g ekstre), malic
(strastyla 3079.24, 5579.41, 6319.25 ve 2920.46 pg analit/g ekstre), quinik (sirastyla
2221.61, 1061.95, 1061.83 ve 755.27 pg analit/g ekstre) asitlerin dnemli miktarda
olduklar1 gozlemlendi. Ayrica bu tliriin toprak istii (govde, yaprak ve c¢icek)
kisimlarinda apigenin (swrasiyla 285.99, 637.5 ve 1246.75 pg analit/g ekstre) ve
cosmosiin (sirasiyla 1674.21, 1120.7 ve 4458.34 ng analit/g ekstre) flavonoidleri kayda
deger miktardadirlar. S. steaminea tiiriiniin tiim kisimlarma baktiimizda bu tiiriin

ozellikle rosmarinik asit bakimidan zengin oldugu goriilmektedir.

S. kronenburgii tiirlinlin SK-R, SK-S, SK-L ve SK-F kisimlarinda fenolik
asitlerden kaffeik (sirasiyla 829.22, 697.17, 263.45 ve 431.52 ng analit/g ekstre),
rosmarinic (sirasiyla 5599.9, 3673.93, 2485.17 ve 8053.35 pg analit/g ekstre),
protokatesik (sirasiyla 531.22, 497.4, 141.5 ve 346.15 ng analit/g ekstre) asitler ve
fenolik olmayan organik asitlerden kinik (sirasiyla 527.12, 943.16, 488.22 ve 1526.17
ug analit/g ekstre), fumarik (sirasiyla 1764.9, 6126.45, 1844.68 ve 2079.12 ng analit/g
ekstre) ve malik (swrasiyla 2121.89, 5520.52, 1495.9 ve 7333.55 ng analit/g ekstre)
asitler kayda deger miktarda gozlenmistir. Bununla beraber bitkinin SK-S ekstresinde

vanilik (337.28 pg analit/g ekstre) ve salisilik (226.12 ug analit/g ekstre) asitlerin
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bitkinin diger kisimlarina gore daha yiiksek miktarda var oldugu gozlemlendi.
Flavonoidlerden cosmosiin ve hesperidin bitkinin tiim ekstrelerinde gozlenirken
cosmosiin’in 6zellikle SK-F ekstresinde (10 999.63 pg analit/g ekstre) daha yiiksek
miktarda oldugu gorildii. S. kronenburgii tiirtiniin tim kisimlarma baktigimizda bu

tiiriin 6zellikle cosmosiin bakimindan zengin oldugu goriilmektedir.

S. suffruticosa bitkisinin SSf-R, SSf-S, SSf-L ve SSf-F ekstrelerinin sonuglarina
bakildiginda rosmarinik (sirasiyla 11309.67, 2748, 7793.19 ve 23983.79 pg analit/g
ekstre), kaffeik (sirasiyla 624.28, 173.7, 326.78 ve 360.65 ng analit/g ekstre), fumaric
(swrastyla 812.13, 2715.03, 5493.82 ve 1123.58 pg analit/g ekstre) kinik (sirastyla 737.3,
1232.79, 728.49 ve 2817.32 pg analit/g ekstre), protokatesik ve malic asitler ile kersitrin
yiiksek miktarlarda gozlendi. Ayrica SSf-R ekstresinde hesperidin’in (387.7 pg analit/g
ekstre), SSf-L ve SSf-F ekstrelerinde cosmosiin’nin (sirasiyla 5146.81 ve 15540.48 pg
analit/g ekstre) fazla miktarda oldugu goriildii. Bitkinin SSf-F ekstresinde ¢alismadaki
bitkilerden S. macrochlamys disindakilerde goriilmeyen kaemferol gozlendi. S.
suffruticosa tlriiniin tiim kisimlaria baktigimizda bu tiiriin 6zellikle rosmarinik asit

bakimindan zengin oldugu goriilmektedir.

S. pachystachys tiriiniin SP-R, SP-S, SP-L ve SP-F ckstrelerinde Onemli
miktarda hesperidin (sirastyla 660.76, 39260.44, 860.85 ve 1149.15 pg analit/g ekstre),
rosmarinic asit (sirastyla 1080.65, 6874.32, 9349.38 ve 26355.13 pg analit/g ekstre),
malik asit (517.85, 5756.33, 2823.08 ve 6912.58 pg analit/g ekstre) kinik asit, fumarik
asit ve kaffeik asit oldugu tespit edilmistir. Bununla beraber bitkinin toprak iistii
ekstrelerinde (SP-S, SP-L ve SP-F) apigenin (sirasiyla 255.07, 405.33 ve 882.06 ug
analit/g ekstre) ve cosmosiin (960.59, 2802.97 ve 15375.33 pg analit/g ekstre) yiiksek
miktarda gozlemlendi. S. pachystachys tiirlinlin tim kisimlarina baktigimizda bu tiiriin

ozellikle hesperidin bakimindan zengin oldugu goriilmektedir.

S. sclarea tiirline baktigimizda SSc-R, SSc-S, SSc-L ve SSc-F ekstrelerinde
kaffeik (sirasiyla 1162.82, 678.18, 667.77 ve 632.35 pg analit/g ekstre), rosmarinic
(swrastyla 18330.25, 26431.32, 28206.65 ve 14889.59 pg analit/g ekstre), protokatesik
(swrasiyla 542.84, 370.07, 421.36 ve 396.63 ng analit/g ekstre), fumarik (sirasiyla
6633.9, 13072.88, 4361.8 ve 5831.84 ng analit/g ekstre) ve malik (sirastyla 3101.17,
7433.01, 4829.21 ve 7858.08) asitler diger bilesiklere gore daha fazla miktarda
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gozlemlend-i. Bitkinin tiim kisimlarinda cosmosiin 6nemli miktarda go6zlenirken
apigenin SSc-L ve SSc-F ekstrelerinde daha fazla miktarda goézlemlendi. S. sclarea
tiiriinliin tim kisimlarina baktigimizda bu tiirtin 6zellikle rosmarinik asit bakimindan

zengin oldugu goriilmektedir.

S.  macrochlamys tirinin SM-R, SM-S, SM-L ve SM-F ekstreleri
incelendiginde fumarik (sirastyla 1792.92, 3129.9, 2209.06 ve 1696.66 pg analit/g
ekstre), rosmarinik (sirastyla 6732.17, 8433.05, 8205.75 ve 32148.03 pg analit/g
ekstre), malic (sirasiyla 8425.8, 5763.72, 3487.82 ve 7244.13 ng analit/g ekstre), quinik
(sirastyla 243.86, 136.58, 494.74 ve 2638.89 g analit/g ekstre), kaffeik (sirasiyla
413.02, 164.11, 366.66 ve 521.27 pg analit/g ekstre), protokatesik (sirasiyla 405.16,
334.68, 378.2 ve 516.92 ng analit/g ekstre), salisilik (sirasiyla 170.84, 240.57, 392.5 ve
82.76 ng analit/g ekstre) asitlerin O6nemli miktarda olduklart goézlemlendi.
Flavonoitlerden hesperidin (sirastyla 5187.22, 5954.1, 159.49 ve 1210.37 pg analit/g
ekstre), apigenin (sirastyla 373.61, 303.99, 2758.53 ve 267.41 pg analit/g ekstre) ve
izokersetin (sirasiyla 774.43, 3464.16, 4510.17 ve 1442.97 pg analit/g ekstre) bitkinin
tiim ekstrelerinde yiiksek miktarda bulunurken toprak iistii kistmlarinda (SM-S, SM-L
ve SM-F) cosmosiin’nin (sirastyla 166.79, 1182.89 ve 9744.14 ng analit/g ekstre) daha
fazla miktarda oldugu goriildii. Ayrica SM-L ekstresinde naringenin (192.26 pg analit/g
ekstre), kersetin (309.21 ug analit/g ekstre) ve calismadaki diger bitkilerde goriilmeyen
kaemferol (1138.68 ng analit/g ekstre) de fazla miktardadir. S. macrochlamys tiirliniin
tim kisimlarina baktigimizda bu tiirlin 6zellikle rosmarinik asit bakimindan zengin

oldugu goriilmektedir.

S. blepharochlaena tiriine baktigimizda SB-R, SB-S, SB-L ve SB-F
ekstrelerinde kaffeik (sirastyla 1282.59, 367.28, 581.95 ve 355.02 pg analit/g ekstre),
rosmarinic (sirastyla 9634.63, 6670.36, 13260.55 ve 5380.15 pg analit/g ekstre),
protokatesik (sirasiyla 232.5, 396.69, 543.46 ve 658.77 ug analit/g ekstre), fumarik
(strastyla 609.74, 7282.72, 5605.36 ve 6248.54 pg analit/g ekstre) ve malik (sirasiyla
365.73, 5133, 1963.17 ve 2217.92 ng analit/g ekstre) asitler diger fenolik asitlere gore
daha fazla miktarda gozlemlendi. Apigenin (sirastyla 320, 541 ve 1217.17) ve
cosmosiin (343.5, 519.81 ve 2643.76 pg analit/g ekstre) SB-S, SB-L ve SB-F
ekstrelerinde; izokersitrin SB-S ve SB-L (sirasiyla 197.25 ve 125.28 pg analit/g ekstre)
gallik asit ise SB-F ekstrelerinde (204.93 pg analit/g ekstre) kayda deger miktarda
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gozlemlendi. S. blepharochlaena tiriniin tim kisimlarma baktigimizda bu tiiriin

0zellikle rosmarinik asit bakimindan zengin oldugu goriilmektedir.

S. spinosa tiiriine baktigimizda SSp-R, SSp-S, SSp-L ve SSp-F ekstrelerinde
kaffeik (sirasiyla 1442.4, 1459.43, 419.43 ve 881.47 pug analit/g ekstre), rosmarinic
(strastyla 10903.32, 9207.98, 9602.96 ve 22460.75 pg analit/g ekstre), protokatesik
(swrastyla 831.05, 1239.53, 208.14 ve 778.19 ug analit/g ekstre), fumarik (sirasiyla
733.85, 4548.05, 1025.7 ve 2473.99 ng analit/g ekstre) malik (sirastyla 908.78, 994.8,
1276.65 ve 1726.9 ng analit/g ekstre) ve vanilik (452.70, 141.10, 57.32 ve 221.15 pg
analit/g ekstre) asitler diger fenolik asitlere gore daha fazla miktarda gozlemlendi.
Flavonoidlerden hesperedin tiim ekstrelerde bulunurken (sirasiyla 1237.67, 18314.28,
475.93 ve 1388.77 pg analit/g ekstre) hesperetin SSp-R ve SSp-F (sirasiyla 2061.71 ve
119.13 pg analit/g ekstre), izokersetin SSp-S ve SSp-F (swrastyla 782.51 ve 531.29 ng
analit/g ekstre), cosmosiin SSp-S, SSp-L ve SSp-F (swrasiyla 482.13, 461.13 ve
16020.98 ng analit/g ekstre), apigenin SSp-F (991.57 pg analit/g ekstre), vanilin SSp-S,
SSp-L ve SSp-F (sirastyla 348.23, 190.14 ve 119.74 pg analit/g ekstre) ekstrelerinde
kayda deger miktarda tespit edildi. S. spinosa tiirliniin tim kisimlarina baktigimizda bu

tiiriin 6zellikle rosmarinik asit bakimindan zengin oldugu goriilmektedir.

Cizelge 4.1. Analitlerin Miktarinin (pg analit/g ekstre) En Cok Bulundugu Ekstreler

No Analit Miktari en ¢ok olan tiir Ekstre Miktar
1 Kumarin*

4 o-kumarik asit - - -

5 Gallik asit S.blepharochlaena SB-F 204.93
10 4-OH-benzoik asit S. macroclangys SM-L 203.08
15 Sinamik asit S.steaminea SSt-L 159.04
16 Sinapinik asit S. sclarea SSc-F 23.38
19 Pirokatekol - - -

21 Sirinjik asit - - -

26 Kersitrin S. pachystachys SP-S 206.36
29 Likiritigenin - - -

32 Roifolin

34 Fisetin

36 Mirisetin - - -

22 Hesperetin S. spinosa SSp-S 2061.75
13 Rozmarinik asit S. sclarea SSc-L 28206.65
28 Krisin S. sclarea SSc-L 36.36

8 Salisilik asit S. spinosa SSp-F 458.78
11 Ferulik asit S. spinosa SSp-L 287.56
3 p-Kumarik asit S.steaminea SSt-L 236.39
37 Kamferol S. macroclangys SM-L 1138.68
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gizelge 4.1. Analitlerin miktarinin (Hg analit/ g ekstre) en ¢ok bulundugu ekstreler (devami)

No Analit Miktar1 en ¢ok olan tiir Ekstre Miktar
14 Protokatesik asit S. spinosa SSp-S 1239,53
23 Naringenin S. macroclangys SM-L 192,26
33 Nikotiflorin S. spinosa SSp-F 41,48

18 Vanilin S. krononburgei SK-S 651,08
35 Luteolin - - -

30 Izokersitrin S. macroclangys SM-L 4510,17
2 Hesperidin S. pachystachys SP-S 39260,44
27 Apigenin S. macroclangys SM-L 2758,53
7 Vanilik asit S. spinosa SSp-R 452,7

25 Kersetin S. macroclangys SM-L 309,21
24 Rutin S.steaminea SSt-F 151,92
20 Malik asit S. sclarea SSc-F 7858,08
17 Fumarik asit S. sclarea SSc-S 13072,88
9 Kinik asit S. pachystachys SP-F 3126,63
12 Klorojenik asit S. macroclangys SM-M 300,51

6 Kafeik asit S.steaminea SSt-R 1491,03
31 Apigetrin S. spinosa SSB-F 16020,98

4.1.2. LC-MS/MS Analizine iliskin Standart ve Numune Kromatogramlari

Calisilan Salvia tiirlerinin toprak alti1 ve toprak iistii kisimlarinin etanol
ekstrelerinin LC-MS/MS metodu ile taranmasina iliskin kromatogramlar ek 31-70' te
gosterilmistir. Asagida sadece 6rnek olarak kalibrasyon noktasi 6 ve SM-L ekstresinin

kromatogramlari verilmistir.
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Sekil 4.3. SM-L Ekstresinin Standart Kromatogrami
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cizelge 4.2. Salvia Tiirlerinin Etanol Ekstrelerinin LC-MS-MS Ile Kantitatif Analizi (Fitokimyasallar
Numaralarla Belirtilmistir. 1: Coumarin, 2: Hesperidin, 3: p-coumaric asit 4:Gallic asit, 5:
Caffeic asit, 6: Vanilik asit, 7: Salicylic asit) (Derisim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir 1 2 3 4 5 6 7
S$St-M  N.D. 41.55+1.09 57.44+2.96 N.D. 118.69+4.20 59.3343.01 13.79+0,45
SSt-R  N.D. 64.08+1.68 66.2243.42 N.D. 1491.03+52.78 136.56+6.94 22.64+0.75
$St-S  N.D. 46.64+1.22 47.16+2.43 N.D. 187.79+6.65 56.92+2.89 60.31+1.98
SSt-L  ND. 53.02+1.39 236.39+12.20 N.D. 252.85+8.95 41.8342.13 8.85+0.29
SSt-F N.D. 46.64+1.22 86.38+4.46 N.D. 154.97+5.49 46.48+2.36 20.03+0.66
SK-M  N.D. 129.33+3.39 29.88+1.54 N.D. 595.52+21.08 26.62+1.35 92.18+3.03
SK-R  N.D. 114.8743.01 14.71+0.76 N.D. 829.22429.35 90.32+4.59 30.02+0.99
SK-S  ND. 542.56+14.22 50.19+2.59 N.D. 697.17+24.68 337.28+17.13  226.12+7.44
SK-L  N.D. 53.34+1.40 58.10+3.00 N.D. 263.45+9.33 64.20+3.26 66.21+2.18
SK-F  N.D. 78.84+2.07 35.94+1.86 N.D. 431.52+15.28 116.43+5.91 90.24+2.97
SSf-M  N.D. 128.34+3.36 12.65+0.65 N.D. 265.20+9.39 25.86+1.31 97.16+3.20
SSf-R  N.D. 387.7+10.16 20.91+1.08 N.D. 624.28+22.10 147.44+7 49 92.99+3.06
SSf-S  N.D. 116.17+3.04 11.21+0.58 N.D. 173.7046.15 42.51+2.16 178.38+5.87
SSf-L.  N.D. 62.37+1.63 28.95+1.49 N.D. 326.78+11.57 36.90+1.88 138.54+4.56
SSt-F N.D. 98.1+2.57 26.93+1.39 N.D. 360.65+12.77 22.94+1.17 13.9+0.46
SP-M  ND. 1851.85+48.52 27.54+1.42 N.D. 390.91+13.84 40.254+2.05 37.48+1.23
SP-R  ND. 660.76+17.31 4.94+0.26 N.D. 249.09+8.82 38.61+1.96 2.86+0.09
SP-S  ND.  39260.44+1028,62 9.43+0.49 N.D. 191.10+6.77 44.20+2.25 78.8+2.59
SP-L  ND. 860.85+22.55 43.5242.25 N.D. 301.73+10.68 32.16+1.63 23.98+0.79
SP-F  ND. 1149.15+30.11 87.26+4.50 N.D. 843.79+29.87 19.41+0.99 15.27+0.50
SSe-M  N.D. 19.48+0.51 53.17+2.74 N.D. 720.94+25.52 41.14+2.09 178.34+5.87
SSc-R  N.D. 72.61£1.90 28.09+1.45 N.D. 1162.82+41.16 41.30+2.10 46.75%1.54
$Se-S  N.D. 18.34+0.48 33.3241.72 N.D. 678.18+24.01 42.78+2.17 36.62+1.21
SSc-L.  N.D. 22.30+0.58 112.79+5.82 N.D. 667.77+23.64 36.70+1.86 148.59+4.89
SSc-F  N.D. 28.68+0.75 126.27+6.52 N.D. 632.35+22.39 32.71%1.66 51.76+1.70
SM-M  ND. 2562.20+67.13 28.33+1.46 N.D. 403.67+14.29 37.79+1.92 376.85+12.40
SM-R ND.  5187.22+135.67 26.42+1.36 N.D. 413.02+14.62 62.99:3.20 170.84+5.62
SM-S ND.  5954.10£156.00 11.80+0.61 N.D. 164.1145.81 65.91+3.35 240.57+7.92
SM-L  N.D. 159.49+4.18 31.70+1.64 N.D. 366.66+12.98 33.74+1.71 392.5+12.91
SM-F ND. 1210.37+31.71 35.63+1.84 N.D. 521.27+18.45 20.32+1.03 82.7622.72
SB-M  N.D. 37.03£0.97 41.33+2.13 N.D. 226.10+£0.92 30.18+1.53 25.57+0.84
SB-R  N.D. 46.81+1.23 23.43+1.21 N.D. 1282.59+45.40 28.70+1.46 6.84+0.23
SB-S ND. 21.440.56 35.47+1.83 67.29+1.90 367.28+13.00 95.49+4 85 14.58+0.48
SB-L ND. 7.89+0.21 73.7043.80  121.8443.44  581.95+20.60 12.87+0.65 48.01+1.58
SB-F  ND. 24.67+0.65 50.1042.59  204.93+5.78  355.02+12.57 53.07+2.70 15.26+0.50
SSp-M  ND. 1719.86+45.06 31.67+1.63 N.D. 442.05+15.65 45.85+2.33 60.2+1.98
SSp-R  N.D. 1237.67+32.43 40.26+2.08 N.D. 1442.40+£51.06  452.70£23.00 28.98+0.95
SSp-S N.D.  18314.28+479.83 55.3042.85 N.D. 1459.43+51.66 141.10+7.17 204.14+6.72
SSp-L.  ND. 475.93+12.47 60.89+3.14 N.D. 419.43+14.85 57.32+2.91 55.15+1.81
SSp-F  N.D. 1388.77+36.39 161.09+8.31 N.D. 881.47+31.20 2221541129  458.78+15.09
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cizelge 4.3. Salvia tiirlerinin etanol ekstrelerinin LC-MS-MS ile kantitatif analizi (Fitokimyasallar
numaralarla belirtilmistir. , 8: o-coumaric asit, 9: Quinic asit, 10:4-OH-Benzoic asit, 11: tr-
Ferrulic asit, 12: Chlorogenic asit, 13: Rosmarinic asit, 14: Protocatechuic asit) (Derigim
birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir 8 9 10 11 12 13 14
S$St-M  N.D 467.6+3.83 80.24+2.32 26.9+1.33 24.23+0.17 819.36+58.42 69,62+ 2,86
SSt-R  ND  2221.61£1822  96.65+2.79 66.53+3.29 47.89+0.33 10727.1+764.84 478,63+19,67
§St-S ND  1061.95+8.71 90.02+2.60 28.33+1.40 44.72+031 2606.2+185.82 204,91+8,42
S§St-L  ND  1061.83+8.71 29.1+0.84 57.06+2.82 4.840.03 2267.49+185.82 110,44+4,54
SSt-F  ND  755.27%6.19 57.33+1.66 43.27+2.14 5.67+0.04 1507.8+107.51 94,2343 .87
SK-M  ND  431.97£3.54 142.88+4.13  32.97+1.63 2.58+0.02 3887.13+277.15 360,04+14,80
SK-R  ND.  527.12%4.32 169.53+4.90 7.65+0.38 3.74+0.03 5599.9+399.27 531,22421,83
SK-S ND  943.16£7.73 175.45£5.07  43.58+2.15 7.93+0.06 3673.93+261.95 497,4+20.,44
SK-L  ND.  48822+4.00 48.01+1.39 62.7+3.10 7.3740.05 2485.17+177.19 141,5+5,82
SK-F ND  1526.17+12.52  173.33+5.01 24.75+1.22 2.85+0.02 8053.35+574.20 346,15+14,23
SSt-M  ND  715.85+5.87 74.65+2.16 20.28+1.00 57.16£0.39 6490.98+462.81 79,74+3,28
SSf-R ND 737.346.05 123.57£3.57  32.65+1.61 7.05+0.05 11309.67+806.38 439,44+18,06
SSf-S ND  1232.79£10.11 72.562.10 9.06£0.45 16.45+0.11 2748+195.93 284,2+11,68
SSf-L.  N.D 728.49+5.98 81.5+2.36 24.82+1.23 123.62+0.85 7793.19+555.66 124,61£5,12
SSf-F N.D  2817.32+£23.10  71.44£2.07 26.37+1.30 2.4+0.02 23983.79+1710.04 94,69+3,89
SP-M  ND 936.35+7.68 71.86%2.08 55.29+2.73 1.37+0.01 8945.07+637.78 173,76+7,14
SP-R N.D 296.78+2.43 146.49+4.23 20+0.99 7.860.05 1080.65+77.05 89,83+3,69
SP-S N.D 858.65+7.04 75.01£2.17 26.63+1.32 0.98+0.01 6874.32+490.14 145,5+5,98
SP-L N.D 875.7+7.18 44.36+1.28 49.63+2.45 10.710.07 9349.38+666.61 122,83+5,05
SP-F ND 3126.63+25.64 6.23+0.18 20.711.02 1.3120.01 26355.13+1879.12  324,88+13,35
S$Se-M  N.D 99.36+0.82 112.08+3.24  2237+1.11 1.48+0.01 25491.47+1817.54  345,46+£14,20
SSe-R  N.D 160.37+1.32 75.7542.19 56.01+2.77 53.9840.37 18330.25£1306.95  542,84+22,31
SSe-S  ND 198.92+1.63 42.4+1.23 37.18+1.84 1.28+0.01 26431.2+1884.55 370,07+15,21
SSe-L.  N.D 138.8+1.14 129.16£3.73  36.11+1.78 0.9+0.01 28206.65+2011.13  421,36+17,32
SSe-F  ND  272.12£2.23 148.69+430  28.17+1.39 3.4+0.02 14889.56+1061.63  396,63+16,30
SM-M  ND  236.14+1.94 135.243.91 32.48+1.61  300.51+2.07 8312.11+592.65 647.51+26.612
SM-R  ND  243.86+2.00 12.38+0.36 10.88+0.54 20.6+0.14 6732.17+480.00 405.16+16.65
SM-S ND 136.58+1.12 8.5240.25 8.69+0.43 83.67+0.58 8433.05+601.28 334.68+13.76
SM-L  ND  494.74+4.06 203.08+5.87  48.42+239  220.38+1.52 8205.75+585.07 378.2+15.54
SM-F  ND  2638.89+21.64  55.75+1.61 5.71+0.28 197.02£1.36  32148.03£2292.16  516.92421.25
SB-M  ND 34.34+0.28 100.15£2.89  34.31%1.70 2.90+0.02 1998.28+142.48 297.25+12.22
SB-R ND 65.92+0.54 11.38+0.33 46.48+2.30 4.30+0.03 9634.63+686.95 232.50+9.56
SB-S  ND. 49.81+0.41 3.66+0.11 36.23+1.79 0.54=0.01 6670.36+475.60 396.69+16.30
SB-L ND 53.04+0.44 107.07£3.09  43.26x2.14 24.41+0.17 13260.55£945.48 543.46+22.34
SB-F  ND 189.37+1.55 147.28+426  43.04+2.13 0.41+0.01 5380.15+383.61 658.77+27.08
SSpM  N.D 39.46+0.32 26.27+0.76  101.39+5.01 0.39+0.01 9177.97+654.39 407.15+16.73
SSp-R  ND.  210.11£1.72 60.15+1.74 98.33+4.86 0.320.01 10903.32+777.41 831.05+34.16
SSp-S  N.D 159.19+1.31 101.79+2.94  140.93+6.96 0.98+0.01 9207.98+656.53 1239.53+50.95
SSp-L  ND 131.76+1.08 403+1.17  287.56+1421  0.42+0.01 9602.96+684.69 208.14+8.56
SSp-F ND  298.71+2.45 106.68+3.08  265.00+13.09  23.40+0.16  22460.75£1601.45  778.19+31.98
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cizelge 4.4. Salvia Tiirlerinin Etanol Ekstrelerinin LC-MS-MS Ile Kantitatif Analizi (Fitokimyasallar
Numaralarla Belirtilmistir. 15: Cinnamic asit, 16: Sinapinik asit, 17: Fumaric asit, 18:
Vanilin, 19: Pyrocatechol, 20: Malic asit, 21: Syringic asit, 22: Hesperetin ) (Derisim birimi:

pg analit/g ekstre)

Tiir 15 16 17 18 19 20 21 22
SSt-M 193028  N.D. 2191.67+27.18 30.5+0.85 N.D. 1513.5+17.10 N.D N.D
SSt-R 46.26+0.66 ~ N.D. 4367.41+54.16 181.61+5.09 N.D. 3079.24+34.80 N.D N.D
S$8t-S 31.06+0.44  N.D. 8733.04+108.29 130.8+3.66 N.D. 5579.41+£63.053 N.D N.D
SSt-L  159.0442.27 N.D. 10308.75+127.83 40.94+1.15 N.D. 6319.25+71.41 N.D N.D
SSt-F 34.34+049 N.D. 9170.97+113.72 52.16+1.468 N.D. 2920.46+33.00 N.D N.D
SK-M 15.87+0.23 N.D. 1974.39+24.48 218.99+6.13 N.D. 2609.5+29.49 N.D N.D
SK-R 25.94+0.37 N.D. 1764.9+21.89 354.549.93 N.D. 2121.89+23.98 N.D N.D
SK-S 26.29+0.38 N.D. 6126.45+75.97 651.08+18.23 N.D. 5520.52+62.38 N.D 19.65+1.10
SK-L 15.67+0.22  N.D. 1844.68+22.87 46.43+1.30 N.D. 1495.9+16.90 N.D N.D
SK-F 6.82+0.10 N.D. 2079.12+25.78 82.63+2.31 N.D. 7333.55+82.87 N.D N.D
SSf-M 22.324+0.32  N.D. 2220.84+27.54 43.21+1.21 N.D. 2195.58+24.81 N.D N.D
SSf-R 9.33+0.13 N.D. 812.13£10.07 211.19+591 N.D. 736.45+8.32 N.D N.D
SSf-S 9.65+0,14 N.D. 2715.03+33.67 59.69+1.67 N.D. 2814.17+31.80 N.D N.D
SSf-L 52.5+0.75 N.D. 5493.82+68.12 25.59+7.17 N.D. 2765.81+31.25 N.D N.D
SSt-F 48.99+0.70  N.D. 1123.58+13.93 N.D. N.D. 7490.12+84.64 N.D N.D
SP-M 73.69+1.05 N.D. 2126.51+26.37 33.9+0.95 N.D. 2518.26+28.46 N.D 138.27+7.77
SP-R 22.89+0.33 N.D. 110.96+1.38 57.10£1.60 N.D. 517.85+5.85 N.D 40.82+2.29
SP-S 69.41+0.99  N.D. 6568.47+81.45 104.77+£2.93 N.D. 5756.33+65.05 N.D 184.47+10.37
SP-L 34294049  N.D. 2405.23+29.83 23.29+0.65 N.D. 2823.08+31.90 N.D 67.67+3.80
SP-F 13.73£0.20  N.D. 2145.52+26.61 15.07+0.42 N.D. 6912.58+78.11 N.D 47.28+2.66
SSe-M 18.06£0.26  N.D. 3826.48+47.45 32.39+0.91 N.D. 4128.76+46.66 N.D N.D
SSc-R  13.44+0.19  N.D. 6633.90+82.26 90.49+2.53 N.D.  3101.1743504 N.D N.D
SSe-S  15.66+0.22 N.D.  13072.88+162.10 40.06=1.12 ND. 7435038402 ND N.D
SSc-L 16.58+0.24  N.D. 4346.18+53.89 34.25+0.96 N.D. 4829.21+54.57 N.D N.D
SSc-F 21.51+0.31 N.D. 5831.84+72.32 N.D. N.D. 7858.08+88.80 N.D N.D
SM-M  15.04+0.22 N.D. 3601.27+44.66 36.79+1.03 N.D. 3616.43+40.87 N.D 51.75£2.91
SM-R 16.07+0.23 N.D. 1792.92+22.23 85.85+2.40 N.D. 8425.80+95.21 N.D 112.184+6.31
SM-S 43.4840.62  N.D. 3129.90+38.81 64.91+1.82 N.D. 5763.72+65.13 N.D N.D
SM-L 15.42+0.22  N.D. 2209.06+27.39 34.29+0.96 N.D. 3487.82+39.41 N.D N.D
SM-F 32.69+0.47 N.D. 1696.66+21.04 N.D. N.D. 7244.13+81.86 N.D N.D
SB-M 33.1+£0.47 N.D. 1005.74+12.47 67.69+1.90 N.D. 872.27+9.86 N.D N.D
SB-R 17.69+0.25 N.D. 609.74+7.56 54.55+1.53 N.D. 3365.73+38.03 N.D N.D
SB-S 67.86+0.97 N.D. 7282.72+90.31 113.48+3.18 N.D. 5133.00+58.00 N.D N.D
SB-L 39.45+0.56  N.D. 5605.36+69.51 47.31+1.33 N.D. 1963.17+22.18 N.D N.D
SB-F 38.20+0.55 N.D. 6248.54+77.48 30.92+0.87 N.D. 2217.92+25.06 N.D N.D
Si,})- 32.60+0.47 N.D. 597.77+7.41 42.89+1.20 N.D. 852.59+9.63 N.D 138.84+7.80
SSp-R 21.27+0.30  N.D. 733.85+9.10 348.23+9.75 N.D. 908.78+10.27 N.D 46.59+2.62
SSp-S 14.72+0.21 N.D. 4548.05+56.40 190.14+5.32 N.D. 994.80+11.24 N.D 2061.75+115.87
SSp-L.  32.05£0.46  N.D. 1025.70+12.72 27.23+0.76 N.D. 1276.65+14.43 N.D 56.51+3.18
SSp-F  32.85+0.47 N.D. 2473.99+30.68 119.74+3.35 N.D. 1726.9+19.52 N.D 119.13+6.70
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cizelge 4.5. Salvia Tiirlerinin Etanol Ekstrelerinin LC-MS-MS Ile Kantitatif Analizi (Fitokimyasallar
Numaralarla Belirtilmistir. 23: Naringenin, 24: Rutin, 25: Quercetin, 26: Quercitrin, 27:
Apigenin, 28:Chrysin, 29: Liquiritigenin) (Derigim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir 23 24 25 26 27 28 29
SSt-M 19.09+0.99 112.15+1.78 N.D 174.54+350.46 1016.73+£66.09 N.D N.D
SSt-R N.D 119.41£1.90 N.D 168.99+339.32 32.49+2.11 N.D N.D
S$St-S N.D 157.88+2.51 N.D 151.12+303.43 285.99+18.59 N.D N.D
SSt-L 21.98+1.15 96.99+1.54 N.D 164.11+329.52 657.35+42.73 N.D N.D
SSt-F 27.84+1.45 151.92+2.42 N.D 155.58+312.39 1246.75+81.04 N.D N.D
SK-M N.D 93.83+1.49 N.D 180.20+361.82 207.64+13.50 N.D N.D
SK-R N.D 107.62+1.71 N.D 190.74+382.99 15.73+1.02 N.D N.D
SK-S N.D 112.11£1.78 N.D 176.53+354.46 144.37+9.38 N.D N.D
SK-L N.D 113.89+1.81 N.D 173.06+347.49 301.36+19.59 N.D N.D
SK-F N.D 100.8+1.60 N.D 147.54+296.25 270.31+17.57 N.D N.D
SSf-M N.D 146.86+2.34 N.D 120.99+242.94 238.15+15.48 N.D N.D
SSf-R N.D 91.28+1.45 N.D 184.07+369.59 16.56+1.08 N.D N.D
SSf-S N.D 112.36+1.79 N.D 174.02+349.42 N.D N.D N.D
SSf-L N.D 125.39+1.99 N.D 166.45+334.22 185.81+12.08 N.D N.D
SSf-F N.D 115.61+1.84 27.34+1.49 139.00+279.10 377.35+24.53 N.D N.D
SP-M 22.21+1.16 94.19+1.50 16.13+0.88 180.86+363.15 630.21+40.96 N.D N.D
SP-R N.D 103.96+1.65 N.D 183.83+369.11 19.94+1.30 N.D N.D
SP-S 15.03+0.78 114.01 £1.81 N.D 206.36+414.35 255.07+16.58 N.D N.D
SP-L 17.69+0.92 99.10+1.58 N.D 178.19+357.79 405.334£26.35 N.D N.D
SP-F 14.31£0.75 N.D 37.16+2.02 N.D 882.06+57.33 N.D N.D
SSe-M 12.59+0.66 N.D N.D N.D 244.37+15.88 N.D N.D
SSc-R 10.86+0.57 N.D N.D N.D 131.43+8.54 N.D N.D
SSc-S N.D N.D N.D N.D 118.07+7.68 N.D N.D
SSc-L 31.81+1.66 N.D 26.21+1.42 N.D 481.50+31.30 36,36 N.D
SSc-F 64.06+3.34 40.23+0.64 15.28+0.83 N.D 590.32+38.37 N.D N.D
SM-M 127.57+6.65 N.D 198.54+10.78 N.D 1961.16+127.48 N.D N.D
SM-R 11.36+0.59 N.D 37.91+2.06 N.D 373.61+24.29 N.D N.D
SM-S N.D 13.17+0.21 41.27+2.24 N.D 303.99+19.76 N.D N.D
SM-L 192.26+10.02 N.D 309.21+16.79 N.D 2758.53+179.31 N.D N.D
SM-F N.D N.D 27.73+1.51 N.D 267.41+17.38 N.D N.D
SB-M N.D 21.74+0.35 N.D N.D 1250.07+81.26 N.D N.D
SB-R N.D N.D N.D N.D 22.4+1.46 N.D N.D
SB-S N.D N.D N.D N.D 320.00+20.80 N.D N.D
SB-L N.D N.D N.D N.D 541.00+35.17 N.D N.D
SB-F N.D 28.33+0.45 N.D N.D 1217.17£79.12 N.D N.D
SSp-M 19.41+1.01 N.D N.D N.D 60.35+3.92 N.D N.D
SSp-R N.D N.D N.D N.D 10.64+0.69 N.D N.D
SSp-S N.D N.D 22.99+1.25 N.D 82.35+5.35 N.D N.D
SSp-L 22.13+1.15 N.D N.D N.D 66.71+4.34 N.D N.D
SSp-F 29.21+1.52 N.D 16.80+0.91 N.D 991.57+64.45 N.D N.D
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cizelge 4.6. Salvia Tiirlerinin Etanol Ekstrelerinin LC-MS-MS Ile Kantitatif Analizi (Fitokimyasallar
Numaralarla Belirtilmistir. 30: Isoquercitrin, 31: cosmosiin, 32: Rhoifolin, 33: Nicotiflorin,
34: Fisetin, 35: Luteolin, 36: Myricetin, 37: Kamferol) (Derisim birimi: pg analit/g ekstre)

Tiir 30 31 32 33 34 35 36 37
SSt-M 47.84+0.64 2421.15+144.54 N.D 19.46+0.54 N.D N.D N.D N.D
SSt-R 40.89+0.54 104.31+6.23 N.D 12.15+0.34 N.D N.D N.D N.D
S$8t-S 70.22+0.93 1674.21+99.95 N.D 36.66+1.01 N.D N.D N.D N.D
SSt-L 36.86+0.49 1120.70+66.91 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSt-F 141.39+1.88 4458.34+266.16 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SK-M 31.76+0.42 2617.87+156.29 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SK-R 22.15+0.30 108.87+6.50 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SK-S 84.78+1.13 676.01+40.36 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SK-L 14.34+0.19 1705.67+101.83 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SK-F 54.31£0.72 10999.63+656.68 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSf-M 157.21+2.09 6199.7+370.12 N.D 46.04+1.27 N.D. N.D. N.D N.D
SSf-R 75.16=1.00 257.24+15.36 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSt-S 125.8+1.67 201.69+12.04 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSf-L 81.83£1.09 5146.81+307.27 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSt-F 202.02+2.69 15540.48+927.77 N.D N.D N.D N.D N.D 169.65+3.56
SP-M 57.97£0.77 5401.55+322.47 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SP-R N.D 52.7343.15 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SP-S 86.61+1.15 960.59+57.35 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SP-L 42.57+0.57 2802.97+167.34 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SP-F 121.55+1.62 15375.33£917.91 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSe-M 68.23+0.91 369.26+22.05 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSc-R 33.6+0.44 200.12+11.95 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSc-S 61.53+0.82 655.33+39.12 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSc-L 58.60+0.78 538.45+32.15 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSc-F 60.74+0.81 4052.09+241.91 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SM-M 4046.77+53.82 1535.22491.65 N.D N.D N.D N.D N.D 623.70+13.04
SM-R 774.43£10.30 37.33£2.23 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SM-S 3464.16+46.07 166.79+9.96 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SM-L 4510.17+59.99 1182.89+70.62 N.D N.D N.D N.D N.D 1138.68+23.80
SM-F 1442.97+19.19 9744.14+58.73 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SB-M 60.52+0.81 642.86+38.38 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SB-R 50,77+0,68 75.17+4.49 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SB-S 197.25+2.60 343.50+20.51 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SB-L 125.28+1.67 519.81£31.03 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SB-F 78.86+1.05 2643.76+157.83 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSp-M 96.12+1.28 707.28+42.23 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSp-R 34.44+0.46 75.46+4.51 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSp-S 782.51+10.41 482.83+28.83 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSp-L 123.02+1.64 461.13+27.53 N.D N.D N.D N.D N.D N.D
SSp-F 531.29+7.07 16020.98+956.45 N.D 41.48+1.15 N.D N.D N.D N.D
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4.2. Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Miktar Tayin Sonuclari

Calisilan 8 Salvia L. tiiriiniin toprak iistii ve toprak alt1 kisimlar1 etanol ile ekstre
edildi. Bu ekstrelerin toplam fenolik ve toplam flavonoit miktarlar1 sirasiyla pirokatekol

ve kersetine esdeger olarak belirlendi. Elde edilen sonugclar ¢izelge 4.7” de verildi.

S.  steaminea  bitkisinin total fenolik-flavonoid analiz  sonuglarini
incelendigimizde genel olarak bitkinin fenolik igerik bakimindan flavonoid igerige gore
daha zengin oldugu goriilmiistiir. Aym bitkiden hazirlanan ekstreleri karsilastirdigimiz
zaman fenolik igerik bakimindan en zengin ekstre SSt-R (139.14+5.36), flavonoid
bakimindan ise SSt-F (44.05+0.70) ekstresinin daha yiiksek miktarda igerige sahip
oldugu tespit edilmistir.

S. kronenburgii tiriiniin total fenolik-flavonoid igerik analizine baktigimizda
diger tiirlerde oldugu gibi fenolik igerigin flavonoid igerikten daha fazla miktarda
oldugu gozlemlenmistir. Tiirden hazirlanan ekstreler kendi i¢inde karsilastirildiginda ise
hem fenolik hem de flavonoid igerik bakimindan en zengin ekstrenin SK-R (sirasiyla,

132.83+7.14, 41.24+1.76) oldugu belirlenmistir.

S. suffruticosa tiriiniin toprak alti ve toprak istii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin total fenolik—flavonoid igerigine baktigimizda ¢ogunlukla fenolik igerigin
flavonoid igerikten oldukg¢a yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ekstreler kendi icinde
karsilastirildiginda ise hem fenolik hem de flavonoid igerik bakimindan en zengin

ekstrenin SSf-M (sirasiyla, 103.79 +£1.79, 53.81+£0.39) oldugu gozlemlenmistir.

S. pachystachys tiirlinden hazirlanan SP-R, SP-S, SP-L ve SP-F ekstrelerinin
total fenolik—flavonoid igerigine baktigimizda genel olarak fenolik icerigin flavonoid
icerikten oldukca yliksek oldugu tespit edilmistir. Ekstreler arasinda karsilastirma
yapildiginda hem fenolik hem de flavonoid igerik bakimindan SP-F (sirasiyla 270.12

+4.18, 30.144+0.46) ekstresinin en zengin oldugu gozlemlenmistir.

S. sclarea tiiriiniin total fenolik-flavonoid analiz sonuglarini incelendigimizde
genel olarak bitkinin fenolik igerik bakimindan flavonoid igerige gore daha zengin
oldugu goriilmiistiir. Ekstreler kendi igerisinde karsilastirildiginda fenolik igerik
bakimindan SSc-M (227.22+2.09) ekstresinin, flavonoid igerik bakimindan ise SSc-L
(16.45+0.72) ekstresinin daha zengin oldugu belirlenmistir.
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S. macrochamys tliriiniin toprak alt1 ve toprak istii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin total fenolik—flavonoid igerigine baktigimizda ise genellikle fenolik igerigin
flavonoid igerikten oldukca yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ekstreler kendi i¢inde
karsilastirildiginda ise fenolik icerik bakimindan en zengin ekstrenin SM-F
(230,18+10,46), flavonoid icerik bakimindan ise en zengin ekstrenin SM-L
(22.11£0.24) oldugu goézlemlenmistir.

S. blepharochlaena tiriiniin total fenolik-flavonoid analiz sonuglarinm
incelendigimizde genel olarak bitkinin fenolik igerik bakimindan flavonoid igerige gore
daha zengin oldugu goriilmiistiir. Bitkinin farkli kisimlarindan hazirlanan ekstreleri
karsilastirdigimiz zaman fenolik icerik bakimindan en zengin ekstre SB-L
(157.69+4.18), flavonoid bakimindan ise SB-M (23.19+0.41) ekstresinin daha yiiksek

miktarda igerige sahip oldugu tespit edilmistir

S. spinosa tiriniin farkli kisimlarinin total fenolik—flavonoid igerigine
baktigimizda genel olarak fenolik igerigin flavonoid igerikten oldukga yiiksek oldugu
tespit edilmistir. Farkli kisimlardan hazirlanan ekstreleri karsilastirdigimizda fenolik
icerik bakimindan SSp-R ekstresinin (283.43), flavonoid igerik bakimindan ise SSp-F

ekstresinin en zengin oldugu belirlenmistir.

Cizelge 4.7. Ekstrelerin Toplam Fenolik ve Toplam Flavonoid Igerikleri®

Ekstreler Toplam Fenolikv Miktari , Toplam Flavottoit Miktar1 '

(ug pirokatekole esdeger)/mg Ekstre (ug kersetine esdeger)/mg Ekstre
SSt-M 77.27+14.28 13.05+1.31
SSt-R 139.14+5.36 43.13+0.64
SSt-S 27.85+1.71 24.8242.57
SSt-L 79.80+0.01 42.76£1.17
SSt-F 83.59+1.79 44.05+0.70
SK-M 98.74+1.79 28.40+0.73
SK-R 132.83+7.14 41.24+1.76
SK-S 117.68+0.01 22.69+0.70
SK-L 30.27+2.10 9.53+0.74
SK-F 58.72+4.28 35.44+0.20
SSf-M 103.79+1.79 53.81+0.39
SSf-R 56.50+5.46 27.98+0.98
SSf-S 23.61+0.86 9.93+0.12
SSf-L 35.51+3.05 9.53+0.74
SSf-F 72.03+4.28 52.85+2.54
SP-M 60.53+0.01 42.76+0.00



Hava BATIBAY

Cizelge 4.7. Ekstrelerin Toplam Fenolik Ve Toplam Flavonoid igerikleri® (devami)

Toplam Fenolik Miktar1 Toplam Flavonoit Miktar1
Ekstreler
(ug pirokatekole esdeger)/mg Ekstre” (ug kersetine esdeger)/mg Ekstre*
SP-R 33.49+9.09 24.67+0.59
SP-S 128.114+4.18 9.99+0.73
SP-L 148.82+0.01 14.23+0.78
SP-F 270.12+4.18 30.14+0.46
SSe-M 227.2242.09 14.96+0.28
SSc-R 188.76+2.09 9.81+0.23
SSc-S 191.72+2.09 11.97+0.47
SSec-L 215.38+6.28 16.45+0.72
SSc-F 156.21+.2.09 15.74+0.60
SM-M 141.42+2.09 17.89+0.05
SM-R 154.73+4.18 16.21+0.95
SM-S 147.3442.09 13.55+0.61
SM-L 135.50+2.09 22.11+0.24
SM-F 230.18+10.46 12.78+0.33
SB-M 104.44+0.01 23.19+0.41
SB-R 117.75£2.09 10.03+0.20
SB-S 101.48+0,01 11.73+0.04
SB-L 157.69+4.18 21.72+0.44
SB-F 120.71+6.28 19.93+0.95
SSp-M 176.92+2.09 13.09+0.23
SSp-R 283.43+18.83 17.90+0.34
SSp-S 166.57+0.01 11.55+0.27
SSp-L 145.86+8.37 10.87+0.80
SSp-F 242.01+2.09 22.47+£2.27

Degerler 3 paralel 6lgtimiin ortalamasi ve standart sapmast olarak verilmistir.
b: Pirokatekole esdeger fenolik igerik. (y==0.0169(ng) + 0.0327 R2: 0.9968)

c: Kersetine esdeger flavonoit igerik. (y=0,1495(mg) - 0,04 R2: 0,9988)
4.3. Ekstrelerin Antioksidan Aktivite Sonug¢lari

B-karoten renk agilimi, DPPH serbest radikali giderim aktivitesi, ABTS katyon
radikali giderim aktivitesi ve CUPRAC yontemleriyle ¢alismada kullanilan 8 Salvia
tirliniin antioksidan aktiviteleri belirlendi. Tiim antioksidan aktivite yontemlerinde

standart olarak  a-Toc ve BHT kullanildu.

S. steaminea bitkisinin farkli kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin antioksidan
aktivite sonuclart incelendiginde genel olarak ABTS ve DPPH yontemlerinde iyi
aktivite gosterirken [-karoten yoOnteminde daha diisiik aktivite gdosterdikleri
gozlemlenmistir. Hem f-karoten hem DPPH hem de ABTS yontemlerinde en iyi
aktiviteyi SSt-R ( sirasiyla, 1C50=20.49+0.37, IC50=51.524+0.97ve 1Cs50=22.46+0.43)

ekstresinin gosterdigi belirlenmistir.
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S. kronenburgii tiriinden hazirlanan farkli ekstrelerin antioksidan aktivite
sonuclar1 incelendiginde genel olarak kullanilan ii¢ yontemde de 1iyi aktivite
gosterdikleri gozlemlenmistir. Fakat genel olarak ABTS yonteminde ekstrelerin daha
aktif oldugu soylenebilir. Hem B-karoten hem DPPH hem de ABTS ydntemlerinde en
iyi aktiviteyi SK-R ( sirastyla, IC50=51.59+0.13, IC5y=39.75+0.31 ve 1C5p=23.41+0.76)

ekstresinin gosterdigi belirlenmistir.

S. suffruticosa tiirlinlin toprak alti ve toprak istii kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin antioksidan aktivite sonuglara baktigimizda genel olarak B-karoten renk
acilimi yonteminde diisiik aktivite gozlenirken, DPPH ve ABTS yontemlerinde iyi
aktivite gosterdikleri gozlemlenmigtir. Hem B-karoten hem DPPH hem de ABTS
yontemlerinde en iyi aktiviteyi SSf-R ( sirasiyla, IC50=66.16+0.88, IC5,=37.56+0,28 ve
1C50=16.72+0.77) ekstresinin gosterdigi belirlenmistir.

S. pachystachys tirlinden hazirlanan farkli ekstrelerin antioksidan aktivite
sonuclarina baktigimizda ise B-karoten renk a¢ilimi yonteminde genel olarak diisiik
aktivite gozlenirken, DPPH ve ABTS yontemlerinde iyi aktivite gosterdikleri tespit
edilmistir. B-karoten yonteminde en iyi aktiviteyi SP-L (ICsp=211.15+14.07), DPPH ve
ABTS yontemlerinde SP-F (sirasiyla 1C50=22.52+0.11 ve 1Cs50=7.41+£0.01) ekstresinin
gosterdigi belirlenmistir. Ayrica ABTS yonteminde SP-F ekstresi ( 1Cs50=7.41+£0.01)
standart olarak kullanilan a-TOC (IC50=12.95+0.67) ve BHT (ICs50=8.91+1.03)’ den
daha yiiksek aktivite gostermistir.

S. sclarea tiriinden hazirlanan ekstrelerin antioksidan aktivite sonuglari
incelendiginde genel olarak  P-karoten renk acilimi yonteminde diisiik aktivite
gozlenirken, DPPH ve ABTS yontemlerinde 1yi aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.
B-karoten yonteminde en iyi aktiviteyi SSc-R (ICs50=105.46+0.65), DPPH ve ABTS
yontemlerinde ise SSc-M (sirasiyla, 1Cs50=29.46+0,07 ve ICsop= 11.68+0.01) ekstreleri
daha yiiksek aktivite géstermistir.

S.  macrochlamys tiirinden hazirlanan 5 ekstrenin antioksidan aktivite
sonuglarina baktigimizda B-karoten renk acilimi yonteminde genel olarak diisiik aktivite
gozlenirken, DPPH ve ABTS yontemlerinde iyi aktivite gosterdikleri tespit edilmistir.
DPPH ve ABTS yontemlerinde en iyi aktiviteyi SM-F (sirasiyla, ICs5p=31.77+0.52
ve ICs50=14.5442.34) ekstresinin gosterdigi tespit edilmistir.
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S. blepharochlaena tiiriinlin toprak alt1 ve toprak tstli kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin antioksidan aktivite sonuglarina baktigimizda B-karoten, DPPH ve ABTS
yontemlerinde iyi aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. Ekstreler kendi arasinda
karsilastirildiginda B-karoten ve ABTS yontemlerinde en iyi aktiviteyi SB-R ( sirasiyla,
1C50=34.19£1.41 ve 1Cs5i=5.40), DPPH yonteminde ise SB-F (ICs5,=14.58+0.61)

ekstrelerinin gosterdigi tespit edilmistir.

S. spinosa tiriinden hazirlanan 5 ekstrenin antioksidan sonuglarina baktigimizda
B-karoten renk acilimi yonteminde genel olarak diisiik aktivite gozlenirken, DPPH ve
ABTS yontemlerinde iyi aktivite gosterdikleri tespit edilmistir. B-karoten ydnteminde
en iyi aktiviteyi SSp-S ( IC50=244.73+£29.39), DPPH ve ABTS yontemlerinde ise SSp-L
( swrastyla IC50=66.89+0.53 ve ICsp= 30.98+0.25) ekstresi gdstermistir.

Calisilan tiim ekstreler genel olarak degerlendirildiginde B-karoten renk acilimi
yontemine gore en yiiksek aktiviteyi SSt-S (20.49+0.37), SB-S (34.19+1.41), SB-L
(36.86+£1.99 ) ve SB-F (46.35+0.46) ekstreleri gostermistir. DPPH serbest radikali
giderim aktivitesi yontemine gore, en yiiksek aktiviteyi SB-F (14.58+0.61), SP-F
(22.52+0.11) ve SM-F (31.7740.52) ekstreleri gostermistir. ABTS katyon radikali
giderim aktivitesi yontemine gore en yiiksek aktiviteleri SSf-R (16.72+0.77), SP-F
(7.41+£0.01), SSc-M (11.67899), SM-F (14.54+2.34), SB-M (13.21926), SB-R
(5.396066), SB-S (12.31898), SB-L (13.84383), ve SB-F (7.619006) eckstreleri
gostermistir. DPPH, B-karoten ve ABTS yoOntemlerine gore antioksidan aktivite

sonuclar1 ICsy degerleri olarak ¢izelge 4.8' de verilmistir.
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cizelge 4.8. Ekstrelerin B-Karoten, DPPH ve ABTS yontemlerine gore antioksidan aktiviteleri

IC;, values®

Samples -Karoten-linoleik asit DPPH Free Radical ABTS Cation Radical
SSt-M 200.78+0.92 161.28+2.11 101.26+1.28
SSt-R 20.49+0.37 51.524+0.97 22.46+0.43
SSt-S 159.384+7.14 127.63+0.69 84.17+0.26
SSt-L 98.53+0.66 113.94+1.85 56.61+0.57
SSt-F 133.90+1.78 125.3340.66 66.95+0.99
SK-M 87.44+0.98 113.214+0.59 51.42+0.75
SK-S 204.14+2.17 95.3140.01 38.45+0.46
SK-L 202.06+2.35 187.85+0.67 79.5240.73
SK-F 210.3944.27 92.64+0.001 32.12+0.63
SSf-M 224.38+1.43 79.96+0.64 36.85+0.53
SSf-R 66.16+0.88 37.56+0.28 16.72+0.77
SSf-S 621.56+34.73 66.96+0.49 37.09+0.67
SSf-L 560.89+6.30 72.99+0.93 35.12+0.16
SSt-F 634.11+6.84 57.41+0.23 25.70+0.50
SP-M 254.06+0.61 67.13+0.32 30.20+0.36
SP-R 299.08+7.19 234.55+0.77 101.28+1.66

SP-S 419.094326.62 67.40+0.97 27.54+0.41
SP-L 211.15+14.07 64.65+0.37 31.73£1.04
SP-F 255.55+12.82 22.52+40.11 7.41£0.01
SSc-M 331.25+12.88 29.46+0.07 11.68+0.01
SSc-R 105.46+0.65 60.66+3.19 23.31+0.86
SSc-S >1000 54.4340.13 24.12+2.00
SSc-L 625.80+133.96 54.30+0.21 22.10+0.02
SSc-F 579.86+23.95 155.554+2.28 70.69+0.61
SM-M 315.82+125.67 85.34+1.29 38.18+0.17
SM-R >1000 126.83+1.11 45.27+1.76
SM-S >1000 88.79+0.70 37.89+0.96
SM-L >1000 92.88+0.86 31.76£1.07
SM-F >1000 31.77+0,52 14.54+2.34
SB-M 45.42+1.10 27.64+0.02 13.21926
SB-R 34.19+1.41 32.62+0.24 5.396066

a. |5eger|er g paralel olgumun OE Ealamas1 Ve sEan%farE Sapmasi o|araE Ver1|m1$E1r.
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cizelge 4.8. Ekstrelerin B-Karoten, DPPH ve ABTS Yontemlerine Gére Antioksidan Aktiviteleri (devami)

IC50 valuesa
Samples p-Karoten-linoleik asit DPPH Free Radical ABTS Cation Radical
SB-S 110.62+1.00 43.96+0.93 12.31898
SB-L 36.86+1.99 30.69+0.04 13.84383
SB-F 46.35+0.46 14.58+0.61 7.619006
SSp-M 310.08+6.90 337.27+7.35 201.21£1.24
SSp-R 245.16+4.88 108.68+1.00 45.66£3.17
SSp-S 244.73+29.39 99.18+3.69 56.55+0.53
SSp-L >1000 66.89+0.53 30.98+0.25
SSp-F >1000 129,92+10,43 73.72+0.80

a-TOC 15.77+0.41 13.95+1.07 12.95+0.67

a: Degerler 3 paralel 6lglimiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.

CUPRAC yonteminde calisilan tiirlerin farkli kisimlarindan hazirlanan etanol
ekstrelerinin antioksidan aktivitesi dort farkli derisimde (10, 25, 50, 100 pg/mL)
calisildi. Baz1 ekstrelerin antioksidan aktivitesinin standart olarak kullanilan BHT ve a-

Toc’ den daha yiiksek oldugu belirlendi.

Calismada kullanilan 8 salvia tiiriintin her biri kendi i¢inde degerlendirildiginde
S. steaminea, S. kronenburgii, S. suffruticosa ve S. macrochlamys tiirlerinin kok
(swrasyla, 2.165+0.026, 1.683+0.01, 2.693+0.130 ve 2.287+0.039), S. pachystachys ve
S. blepharochlaena tiirlerinin ¢igek (her ikisi i¢in >3.5), S. sclarea tlriiniin karisik
(3.002+0.196) ve S. spinosa tirliniin yaprak (1.175+£0.072) ekstrelerinin diger
kisimlarindan hazirlanan diger 4 ekstreden daha yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi

belirlenmistir

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde SB-M (3.291+0.314), SB-R
(3.190+0.087), SSc-M (3.002+0.196), SB-L (2.556+0.037), SB-S (2.341+0.232), SB-F
>3.5, SM-R (2.287+0.039), SSc-S (2.382+0.363), SP-F >3.5, SSt-R (2.165+0.026),
SSc-L  (2.151£0.069), SM-F (2.052+0.145), SSf-F (2.025+0.189), ve SSf-R
(2.693+0.130) ekstrelerinin yliksek bir antioksidan potansiyele sahip olduklar
belirlenmistir. Bu yontemde en yliksek aktiviteyi S. blepharochlaena gostermistir.

CUPRAC yontemine gore antioksidan aktivite sonuglari ¢izelge 4.9’ da gosterilmistir.
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cizelge 4.9. Ekstrelerin CUPRAC Yontemine Gore Antioksidan Aktiviteleri®

Ornek 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100pg/mL
SSt—M 0.145%0.002 0.282+0.018 0.574+0.018 1.000+0.037
SSt-R 0.304+0.006 0.648+0.014 1.226+0.014 2.165+0.026
SSt-S 0.154+0.024 0.296+0.019 0.543+0.017 1.008+0.010
SSt-L 0.180+0.011 0.352+0.011 0.644+0.018 1.039+0.056
SSt-F 0.17520.042 0.374+0.022 0.706+0.039 1.282+0.053
SK-M 0.194+0.007 0.349+0.014 0.633+0.022 1.082+0.036
SK-R 0.279£0,005 0.610+0.026 1.028+0.098 1.683+0.011
SK-S 0.222+0.008 0.412+0.004 0.762+0.066 1.42340.003
SK-L 0.120£0.016 0.217+0.015 0.336+0.024 0.599+0.034
SK-F 0.207+0.011 0.438+0.024 0.785+0.003 1.417+0.054
SSf-M 0.270+0.052 0.436+0.019 0.822+0.035 1.452+0.042
SSf-R 0.347+0.010 0.815+0.046 1.465%0.076 2.693+0.130
SSf-S 0.202+0.016 0.431+0.039 0.730+0.034 1.311+0.016
SSf-L 0.244+0.011 0.516+0.050 0.971+0.034 1.673+0.075
SSt-F 0.291+0.024 0.671+0.016 1.095+0.113 2.025+0.189
SP-M 0.285+0.015 0.571+0.061 1.093+0.033 1.756+0.140
SP-R 0.136+0.014 0.240+0.041 0.365+0.021 0.605+0.033
SP-S 0.253£0.020 0.470+0.049 0.957+0.022 1.422+0.123
SP-L 0.238+0.009 0.503+0.013 0.877+0.054 1.783+0.042
SP-F 0.584+0.013 1.246+0.031 2.440+0.059 >3.5

SSe-M 0.417+0.021 0.962+0.107 1.566+0.253 3.002+0.196
SSc-R 0.294+0.027 0.592+0.047 1.097+0.028 1.903+0.037
SSec-S 0.289+0.023 0.602+0.417 1.066+0.500 2.382+0.363
SSc-L 0.304+0.016 0.603+0.046 1.197+0.038 2.15140.069
SSc-F 0.142+0.010 0.076+0.004 0.083+0.005 0.081+0.006
SM-M 0.268+0.020 0.575+0.007 1.000+0.023 1.671+0.166
SM-R 0.213£0.009 0.617+0.052 1.211£0.032 2.287+0.039
SM-S 0.206+0.021 0.388+0.012 0.679+0.007 1.092+0.070
SM-L 0.251£0.023 0.511+0.067 0.962+0.027 1.712+0.045
SM-F 0.494+0.036 0.972+0.024 1.810+0.045 2.05240.145
SB-M 0.33240.004 0.788+0.046 1.52740.042 3.291+0.314

a: Degerler 3 paralel 6l¢limiin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verilmistir.
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cizelge 4.9. Ekstrelerin CUPRAC Yontemine Gore Antioksidan Aktiviteleri® (devamu)

Ornek 10 pg/ml 25 ng/mL 50 pg/mL 100pg/mL
SB-R 01600005  0942+0.030 17910030  3.190£0.087
SB-S 0.333+0.051 0.716+0.051 1.24020.077 2.341+0.232
SB-L 0.381+0.009 0.731+0.044 1.546+0.204 2.556+0.037
SB-F 0.588+0.034 1.392+0.083 2.635+0.284 >3.5
SSp-M 0.191+0.002 0.361+0.035 0.586+0.226 0.894+0.066
SSp_R 0.160+0.005 0.268+0.044 0.462+0.041 0.936+0.118
SSp-S 0.183+0.010 0.401+0.116 0.598+0.021 1.176+0.113
SSp-L 0.236+0.010 0.418%0.029 0.817+0.010 1.556+0.056
SSp-F 0.193+0.009 0.384+0.010 0.643+0.020 1.175+0.072
BHT 0.205+0.014 0.365+0.027 0.616+0.029 1.171+0.110
a-TOC 0.305+0.023 0.746+0.057 1.528+0.068 1.94+0.066

a: Degerler 3 paralel 6l¢iimiin ortalamasi ve standart sapasi olarak verilmistir..

4.4. Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuglari

Calisilan tiirlerden higbiri asetilkolinesteraz enzimini inhibe edici aktivite
gostermedi. Ancak ekstrelerin ¢ogunlugu biitirilkolinesteraz enzimini inhibe edici etki

gosterdi.

S. steaminea tiirliniin foprak altt ve toprak iistl kisimlarindan hazirlanan
ekstrelerin antikolinesteraz aktivite sonuglarina baktigimizda asetilkolinesteraz enzimini
inhibe edici aktivite gostermedigi ancak biitirilkolin esteraz enzimini inhibe edici etki
gosterdigi belirlendi. SSt-S ekstresinin zayif, SSt-M, SSt-L ve SSt-F ekstrelerinin orta
ve SS-R (73.81+ 1.24) ekstresinin ¢ok 1iyi biitirilkolinesteraz enzimini inhibe edici

aktivite gosterdigi tespit edildi.

S. kronenburgii tiirtiniin farkli kisimlarinin etanol ekstreleri asetilkolinesteraz
enzimine kars1 aktivite gostermedigi belirlendi. Biitirilkolinesteraz enzimine karsi ise

SK-M, SK-F ve SK-S orta; SK-R ve SK-L iyi aktivite gostermistir.

S. suffruticosa tiriiniin farkli kistmlarindan hazirlanan 5 ekstreye baktigimizda
asetilkolinesteraz enzimine kars1 aktivite gostermedigi tespit edildi. Biitirilkolinesteraz
enzimine karsi ise SSf-S ve SSf-F ekstrelerinin zayif, SSf-M, SSf-R ve SSf-L

ekstrelerinin orta derecede aktivite gosterdigi belirlendi.
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S. pachystachys tlriniin toprak alt1 ve toprak {stli kisimlarinin etanol
ekstrelerinin asetilkolinesteraz enzimine kars1 inhibe edici aktivite gostermedigi

biitrilkolinesteraz enzimine karsi ise zayif aktivite gosterdigi goriildii.

S. sclarea tiirtinlin toprak alt1 ve toprak {istii kistmlarindan hazirlanan ekstrelerin
antikolinesteraz aktivite sonuglarina baktigimizda SSc-M ve SSc-S nin her iki enzime
kars1 aktivite gostermedigi, SSc-L ve SSc-F nin ¢ok zayif ve SSc-R nin zayif
biitrilkolinesteraz enzimini inhibe edici aktivite gosterip asetilkolinesteraz enzimine

kars1 ise aktivite gosteremedigi belirlendi.

S. macrochlamys tirtiniin farkli kisimlarmin antikolinesteraz —aktivitesi
incelendiginde asetilkolinesteraz enzimine karsi aktivite gostermedigi belirlendi.
Biitirilkolinesteraz enzimine karsi ise SM-S ekstresinin ¢ok zayif, SM-M, SM-R ve SM-
F ekstrelerinin orta ve SM-L (75.894 1.03) ekstresinin ¢ok iyi aktivite gosterdigi tespit
edildi.

S.  blepharochlaena tirinin farkli  kisimlarinin  etanol  ekstrelerinin
antikolinesteraz  aktivitesi  incelendiginde ise ekstrelerin  yine  higbirinin
asetilkolinesteraz enzimine karsi aktivite gdstermedigi, biitrilkolineesteraz enzimine
kars1 ise SB-R ekstresinin iyi, SB-M ve SB-L ekstrelerinin zayif, SB-S ekstresinin ¢ok

zayif ve SB-F ekstresinin aktivite gostermedigi tespit edildi.

S. spinosa tiriniin farkli kisimlarindan hazirlanan 5 ekstrenin antikolinesteraz
aktivite sonuglarii inceledigimizde higbir ekstrenin asetilkolinesteraz enzimine karsi
aktivite gostermedigi tespit edildi. Biitirilkolinesteraz enzimine kars1 ise SSp-M ve SSp-
F ekstrelerinin orta, SSp-R ekstresinin iyi ve SSp-S ile SSp-L ekstrelerinin ¢ok iyi

derecede aktivite gosterdigi belirlendi.

Sonuglar genel olarak degerlendirildiginde  biitirilkolinesteraz ~ enzim
inhibisyonunda en yiiksek aktiviteyi SSt-R (73,81+ 1,24), SM-L (75,89+ 1,03), SSp-S
(76,62+ 2,41), SSp-L (76,01% 5,68) ekstreleri gostermistir. Elde edilen aktivite sonuglari

cizelge 4.10° da verilmistir.

106



Hava BATIBAY

Cizelge 4.10. Ekstrelerin Antikolinesteraz Aktivite Sonuglar1® (a: 200mg/ml; b: standart madde; AD: aktif

degil)

Ornekler AChE (%Inhibisyon) BChE (%inhibisyon)
SSt-M AD 58.90 +2.48
SSt-R AD 73.81+1.24
SSt-S AD 33.96+ 0.89
SSt-L AD 52.76+ 4.43
SSt-F AD 47.49+2.30
SK-M AD 42.86+0.71
SK-R AD 61.90+ 1.77
SK-S AD 45.86+2.84
SK-L AD 63.66+2.84
SK-F AD 41.98+2.66
SSf-M AD 49.50+ 1.59
SSf-R AD 57.64+ 0.35
SSf-S AD 21.80+0.71
SSf-L AD 47.74+0.53
SSf-F AD 28.57+0.01
SP-M AD 33.21+3.01
SP-R AD 31.33+0.71
SP-S AD 14.29+3.19
SP-L AD 38.10+ 1.77
SP-F AD 7.71+ 0.69
SSe-M AD AD
SSc-R AD 21.23+3.62
SSc-S AD AD
SSc-L AD 3.49+ 0.70
SSc-F AD 16.60+ 0.86
SM-M AD 40.46+ 3.62
SM-R AD 51.42+1.55
SM-S AD 5.15£4.65
SM-L AD 75.89+ 1.03
SM-F AD 51.06+ 0.49
SB-M AD 37.66% 0.01
SB-R AD 66.03+0.17
SB-S AD 12.34+0.69
SB-L AD 27.68+0.34
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cizelge 4.10. Ekstrelerin antikolinesteraz aktivite sonuglar1® (a: 200mg/ml; b: standart madde; AD: aktif

degil) (devami)
Ornekler AChE (%]nhibisyon) BChE (%inhibisyon)
SB-F AD AD
SSp-M AD 52.88+0.17
SSp-R AD 62.09+ 0.61
SSp-S AD 76.62+ 2.41
SSp-L AD 81.22+ 1.67
SSp-F AD 49.76+ 0.74
Galantamin” 87.65+0.10 81.87£0.81

4.5. LC-MS/MS Sonuglarinin Kemometrik Analizi

Calismada kullanilan 8 Salvia tiiriiniin 28 fenolik bilesenine iliskin ¢oklu

degisken analizi, temel bilesen analizi (PCA) ve hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA)

teknikleri kullanilarak smiflandirilmistir. Ik iki temel bilesen toplam varyansmn %

33.00’1n1, ilk on temel bilesen varyansin % 84,40’ 1 aciklamaktadir. PCA analizi

sonucunda Eigenvalue (6zdeger) 1’in iistiinde 10 deger elde edilmis olup ilk on temel

bilesen varyansi % 84.4 oraninda aciklamaktadir (¢izelge 4.11.).

cizelge 4.11. Salvia drneklerine ait temel bilesenlerin loading, eigenvalue, varyans ve kiimiilatif varyans

degerleri
Variable PC1 PC2 PC3 PC4 PC5 PC6 PC7 PC§S PCY9 PCI0
Hesperidin 20.006 0.004 0069 -0.014 0037 0203 -0300 0377 0271 0.159
p-coumaricacid 0.024  -0.107 -0331 0.169 0345 0.170 0.165 0075 -0.094 0.131
Gallic acid 20.008 -0.067 0.031 -0.153 0273 0048 -0.052 -0.609 0380 0.191
Caffeic acid 0.035  -0368 0.019 -0.047 -0.198 0.176 -0.064 -0.043 -0.191 -0.025
Vanillic acid 20.008 -0322 0.189 0238 -0.073 0237 -0.060 0.025 -0.126 0.045
Salicylic acid 0340  -0.047 0072 0226 -0.024 0014 -0.028 0.198 0231 -0.142
Quinic acid 0.079 0.155 -0242 0.178 -0413 0.166 -0.063 -0.117 0.033 0.284
:;%H'Be“m‘c 0.136  -0.019 0241 0154 -0.037 0.169 0.464 -0243 0.133  0.126
tr-Ferulic acid  0.077  -0294 -0.072 0217 0210 -0245 -0.159 0.140 -0.106 0.136
Chlorogenic acid 0.323  0.196  0.048 0.037 -0.115 0.047 -0.084 -0.025 -0.065 -0.108
Rosmarinic acid 0,100  -0,163 -0389 -0.130 -0.297 0.046 0.071 0004 0.064 -0.062
;’cri"dt"cat“h“'c 0.187  -0356 0.101 -0.026 -0.042 0.188 -0.130 -0.155 0.195 0.006
Cinnamicacid  -0.111  0.116 -0.179 0.072 0369 0248 -0.203 0.125 -0.124 0.349

108



Hava BATIBAY

cizelge 4.11. Salvia 6rneklerine ait temel bilesenlerin loading, eigenvalue, varyans ve kiimiilatif varyans
degerleri (devami)

L L N v S > T v N " T v~ T i~ T v M_— i~ - v _—i~ .
Sinapinic acid 0.007 -0.314 -0.047 -0.016 0.035 -0.080 0.314 0.197 0.088 0.303
Fumaric acid -0.046 0.054 -0.145 -0.042 0.331 0.455 -0.007 -0.003 0.207 -0.354
Vanillin -0.071 -0.209 0.318 0.192 -0.113 0.378 -0.009 -0.042 -0.110 -0.064
Malic acid 0.019 0.135 -0.316 -0.104 -0.188 0.412 -0.018 0.104 0.119 -0.084
Naringenin 0.380 0.117 0.053 0.025 0.092 0.048 0.135 0.129 -0.089 0.162
Rutin -0.251 0.241 0.128 0.322 -0.020 0.081 0.184 0.020 0.023 -0.016
Quercetin 0.384 0.173 0.083 0.016 -0.033 0.072 0.023 0.042 -0.086 0.135
Quercitrin -0.253 0.210 0.182 0.299 -0.050 0.091 0.149 0.108 -0.007 0.152
Apigenin 0.322 0.185 -0.033 0.089 0.197 -0.006 0.094 -0.205 -0.037 0.133
Chrysin 0.045 -0.095 -0.151 -0.186 0.031 0.051 0.588 0.228 0.019 -0.131
Liquiritigenin -0.051 0.048 0.138 0.037 -0.081 -0.162 0.002 0.253 0.667 0.053
Isoquercitrin 0.375 0.157 0.090 -0.017 -0.043 0.053 -0.152 0.071 -0.040 -0.012
Cosmosiin 0.033 0.019 -0.374 0.301 -0.262 -0.090 -0.017 -0.210 0.101 0.206
Rhoifolin 0.111 -0.210 -0.187 0.397 0.086 -0.158 -0.069 0.031 0.155 -0.100
Nicotiflorin 0.005 0.048 -0.132 0.418 0.097 -0.100 0.008 -0.130 -0.002 -0.510
Eigenvalue 5.2285 4.0077 29618 2.5722  2.1068 1.7518 1.5964 1.3036  1.0907  1.0127
Variance (%) 18.7 14.3 10.6 9.2 7.5 6.3 5.7 4.7 3.9 3.6
Cumulative (%) 18.7 33.0 43.6 52.8 60.3 66.5 72.2 76.9 80.8 84.4

3D Scatterplot of PC1 vs PC2 vs PC3

tar

salvia blepharochlaena
salvia krononburgei
salvia macroclangys
A salvia pachystachys
salvia sclarea

salvia spinosa

salvia steminea

salvia suffruticosa

+4A

Sekil 4.4. Three way PCA (PC1-2-3-) scores plot graphic of Salvia samples « Salvia blepharochlaena,
m Salvia krononburgei, % Salvia macroclangys, A Salvia pachystachys, W Salvia sclarea, 4 Salvia
spinosa, Y Salvia steminea, + Salvia suffruticosa
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Sekil 4.4 dikkate alindiginda aym tiire ait Orneklerin ozellikle Salvia
macroclangys , Salvia krononburgei, Salvia sclarea ve Salvia blepharochlaena

tiirlerinin gruplar olusturdugu goriilmektedir.

Score Plot of Hesperidin; ...; Nicotiflorin
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Sekil 4.5. Salvia tiirlerine ait PC1 ve PC2 skor grafigi e Salvia steminea , m Salvia krononburgei, ¢ Salvia
suffruticosa, A Salvia pachystachys, W Salvia sclarea, 4 Salvia macroclangys, VY Salvia spinosa, +

Salvia blepharochlaena

Sekil 4.5’ te salvia tiirlerinin 28 fenolik madde i¢in yapilan temel bilesen analizi
sonucu elde edilen skor grafigi goriilmektedir. Olusan gruplar Salvia tiirlerini ifade
etmektedir. Sekil 4.6’ da ise analize iliskin loading grafigi yer almaktadir. Iki grafik
birlikte degerlendirildiginde klorojenik asit, apigenin, kersetin, izokersitrin, naringenin,
4-OH benzoic asit ve salisilik asit gibi fenolik bilesenlerin SM-M ve SM-L o6rnekleri
basta olmak ilizere tiim salvia macroclangys tirlerinde baskin olarak gorildiigii
belirlenmistir. Salvia blepharochlaena tiirlerine ait 6rneklerden SB-S, SB-F ve SB-R
orneklerinde krisin, rosmarinik asit, rhoifolin, protokatesik asit, ferrulik asit, kafeik asit,
kumarik asit, vanilik asit, sinapinik asit, gallik asit ve vanillin gibi fenolik bilesenler
baskin olarak goriilmektedir. Ayn1 zamanda bu fenolik bilesenler salvia sclarea

tirlerinde de yiikksek oranda belirlenmistir. Salvia steminea, salvia pachystachys
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tiirlerindeki baskin fenolik bilesenler ise rutin, kersitrin, kinik asit, fumarik asit,

liquiritigenin, cinnamic acid, hesperidin’dir.

Loading Plot of Hesperidin; ...; Nicotiflorin
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Sekil 4.6. Salvia tiirlerine ait PC1 ve PC2 loading grafigi
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Sekil 4.7. Euclidean uzaklig1 (distance) ve Ward Linkage metodu ile elde edilen dendogram sonuglari
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Sekil 4.7° de de hiyerarsik kiimeleme analizi sonucu elde edilen Dendogram yer
almakatadir. HCA analizi ©klit uzakligt ve ward metodu kullanilarak
gerceklestirilmistir. Analiz LC-MS/MS cihazindan elde edilen verilere uygulanmistir.
HCA analizi sonucunda 5 grup olusmustur. Gruplar i¢inde yer alan Ornekler asagida

listelenmistir.

1. Grup : SSc-M, SSc-L VE SSc-S

2. Grup : SSf-F, SP-F, SB-F, SM-F

3. Grup : SP-S, SB-S

4. Grup : SM-S, SM-R, SM-L, SM-M, SP-L, SP-M, SSf-L, SSf-M, SK-F, SSp-R,
SB-L, SB-M, SB-R, SSf-R, SSc-F, SSc-R, SSp-L, SSt-R

5. Grup: SSp-F, SSp-S, SK-S, SSt-F, SSt-L, SSt-S, SK-R, SSf-S, SK-M, SP-R,
SSp-M, SK-L VE SSt-M
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5.S0ONUC VE ONERILER

Ozellikle iilkemizin dogu bolgesinde yetisen 8 Salvia tiirii toplanip herbaryum
ornekleri olusturulmustur (¢izelge 3.1. ). Daha sonra bu tiirlerin ¢igek, yaprak, dal ve
kok kisimlart ayrilarak goélgede kurutulmustur. Ayrica bu kisimlardan mix
olusturulmustur. Daha sonra 8 tiiriin 5 kisminin etanol ekstreleri hazirlanmistir.
Hazirlanan 40 ekstrenin verimlerine baktigimizda genel olarak ekstre verimleri birbirine
yakin olmakla beraber ¢icek ekstrelerinin verimlerinin yiiksek oldugu tespit edilmistir

(cizelge 3.2.).

Hazirlanan ekstrelerin total fenolik flavonoid igerigi sirasiyla pirokatekol ve
kersetine esdeger olarak hesaplandi. Sonuglara baktigimizda genel olarak hem fenolik
hem de flavonoid igerik bakimindan kdk ve yaprak kisimlarindan hazirlanan ekstrelerin
daha zengin oldugu tespit edildi. Tiim ekstreler arasinda fenolik i¢erik bakimindan SSp-
R (283.43+8.83) ekstresinin flavonoid igerik bakimindan ise SSf-M (53.81+0.39)
ekstresinin en zengin oldugu tespit edildi. Genel olarak calisilan Salvia tiirlerinin
fenolik igerik bakimindan oldukg¢a zengin oldugu, bu nedenle gida katki maddesi olma

potansiyellerinin oldugu sdylenebilir.

Calisilan 8 tiirtin 40 ekstresi LC-MS/MS ile fenolik asit ve flavonoid igerik
bakimindan taranmistir. Genel olarak calisilan tiirlerin fenolik asit icerigi bakimindan
daha zengin oldugu tespit edilmistir. Ozellikle tiim tiirlerin antioksidan o6zellikleri
yiiksek olan hesperidin, kaffeik asit, rozmarinik asit, apigenin ve cosmosiin bakimindan
oldukca zengin oldugu tespit edilmistir. Hesperidin bakimindan  SP-S
(39260.44+1028.62), kaffeik asit bakimindan SSt-R (1491.03+52.78), rozmarinik asit
bakimindan  SSc-L.  (28206.65+2011.13), fumarik asit bakimimdan  SSc-S
(13072.88+162.10), apigenin bakimindan SM-L (2758.53+179.31) ve cosmosiin
bakimindan ise SSp-F ( 16020.98+956.45) en zengin icerige sahip oldugu tespit edildi.
Total fenolik bakimindan zengin tespitedilen ekstrelerin yine LC-MS/MS sonuglaria
gore antioksidan potansiyeli yiiksek olan bilesiklerce zengin ¢ikmasi bu tiirlerin gida

katki maddesi olma potansiyelini arttirmaktadir.

Calisilan 8 tiiriin 40 ekstresinin 4 yonteme gore (DPPH Serbest Radikal Giderim
Yontemi, B-Karoten-Linoleik Asit Yontemi, ABTS Katyon Radikali Giderim Aktivitesi
ve Bakir Iyonu Indirgeyici Antioksidan Kapasite Tayini (CUPRAC) Yontemi)
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antioksidan potansiyelleri belirlendi. Genel olarak calisilan tiim ekstrelerin 4 yonteme
gore de oldukga aktif oldugu tespit edildi. B-karoten-linoleik asit yonteminde Salvia
staminea tiriiniin, DPPH yontemine gore S. blepharochlaena tiriiniin, ABTS ve
CUPRAC yontemlerine gore ise yine S. blepharochlaena tiiriiniin daha aktif oldugu
tespit edildi. Total fenolik igerik ile antioksidan yOntemler arasinda paralel bir

korelasyon oldugu tespit edildi.

Ayrica SSt-R, SK-R, SSf-R, SSc-L ve SB-R ekstrelerinin antioksidan 6zelligi
yiiksek olan rozmarinik, kaffeik ve fumarik asitlerce SP-F ekstresinin hesperidin,
rosmarinik asit, fumarik asit, apigenin ve cosmosiin bakimidan ve SB-F ekstresinin ise
kaffeik asit, rozmarinik asit, fumarik asit, apigenin ve cosmosiin bakimindan zengin
olmasi1 bu ekstrelerin yiiksek antioksidan 6zelliklerinin bu bilesiklerden kaynaklandig:

sOylenebilir.

Calisilan 8 tiiriin 40 ekstresinin antikolinesteraz aktiviteleri asetil ve biitiril
kolinesteraz ~ yontemlerine gore  belirlenmistir.  Calisilan  ekstrelerin  tlimii
asetilkolinesteraz yonteminde aktivite sergilemezken biitirilkolinesteraz yonteminde ise
orta yiiksek aktivite gdsterdikleri tespit edildi. Biitirilkolinesteraz yonteminde S. spinosa
tiiriiniin yiiksek bir potansiyeli oldugu belirlendi. Ozellikle bu tiiriin SSp-L ekstresinden
galantamine (81.87 £+ 0.81) yakin bir aktivite (81.22+ 1.67) gosterdigi tespit edildi.

Salvia tirlerinin 28 fenolik bilesenine iliskin c¢oklu degisken analizi, temel
bilesen analizi (PCA) ve hiyerarsik kiimeleme analizi (HCA) teknikleri kullanilarak
yapilmustir. Iki grafik birlikte degerlendirildiginde klorojenik asit, apigenin, kersetin,
izokersitrin, naringenin, 4-OH benzoic asit ve salisilik asit gibi fenolik bilesenlerin SM-
M ve SM-L oOrnekleri basta olmak iizere tim S. macroclangys tirlerinde baskin olarak
goriildiigli belirlenmistir. S. blepharochlaena tiirlerine ait 6rneklerden SB-S, SB-F ve
SB-R orneklerinde krisin, rosmarinik asit, Rhoifolin, protokatesik asit, ferrulik asit,
kafeik asit, kumarik asit, vanilik asit, sinapinik asit, gallik asit ve vanillin gibi fenolik

bilesenler baskin olarak goriilmektedir.

Bu tez calismasinda 8 Salvia tiirliniin 5 yontemle antioksidan potansiyeli ve 2
yontemle de antikolinesteraz aktivitesi belirlenmistir. Ayrica LC-MS/MS cihaz ile 37

bilesen agisindan taranmis ve sonuglar kemometrik olarak incelenmistir. Bu tiirlerin
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hem fenolik i¢erik bakimindan zengin olmasi hem de antioksidan 6zelliklerinin yiiksek

olmasi bu tiirlerin gida takviyesi olarak kullanilabileceklerini ortaya koymaktadir.
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DPPH SERBEST RADIKAL GIiDERIM (%inhibisyon)
100,00
80,00 M 10pg/mL
60,00 M 25ug/mL
40,00 M 50pg/mL
20,00 m 100pg/mL
0,00 -
SK-M  SK-R SK-S SK-L SK-F BHT TOC

Ek 1. S. kronenburgii tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Yontemi %Inhibisyon Grafigi

DPPH SERBEST RADIKAL GIDERIM (%inhibisyon)
100,00
80,00
M 10pg/mL
60,00
M 25ug/mL
40,00
 50pg/mL
20,00 -  100pg/mL
0,00 -
SP-M  SP-R SP-S SP-L SP-F BHT TOC

EKk 2. S. pachystachys tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Yontemi %Inhibisyon Grafigi

DPPH SERBEST RADIKAL GiDERIM (%inhibisyon)

100,00
80,00
H 10pg/mL
60,00
M 25ug/mL
40,00 -
M 50pug/mL
20,00 - m 100pg/mL
0,00 -

SB-M SB-R SB-S SB-L SB-F TOC

Ek 3. Salvia blepharochlaena tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Yéntemi %inhibisyon Grafigi

129



DPPH SERBEST RADIKAL GIDERIM (%Inhibisyon)
100,00
80,00
W 10pg/mL
60,00
M 25ug/mL
40,00 = 50pg/mL
20,00 + = 100pg/mL
0,00 -
SSt-M  SSt-R SSt-S SSt-L SSt-F BHT

Ek 4. Salvia staminea tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Yéntemi %inhibisyon Grafigi

DPPH SERBEST RADIKAL GIDERIM (%inhibisyon)
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W 10pg/mL
60,00
M 25ug/mL
40,00 ™ 50pg/mL
20,00 - m 100pg/mL
0,00 -
SSf-M  SSf-R SSf-S  SSf-L SSf-F TOC  BHT

Ek 5. Salvia suffruticosa tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Yontemi %Inhibisyon Grafigi

DPPH SERBEST RADIKAL GIDERIM (%Inhibisyon)
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W 10pg/mL
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M 25ug/mL
40,00 M 50ug/mL
20,00 - ® 100pug/mL
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Ek 6. Salvia sclarea tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Y&ntemi %Inhibisyon Grafigi
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DPPH SERBEST RADIKAL GIDERIM (%Iinhibisyon)
100,00
80,00
® 10pg/mL
60,00 He
W 25pg/mL
40,00 » 50pg/mL
20,00 H 100pg/mL
0,00 -
SSp-M  SSp-R SSp-S  SSp-L  SSp-F BHT  TOC

Ek 7. Salvia spinosa tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Yontemi %Inhibisyon Grafigi

DPPH SERBEST RADIKAL GIDERIM (%inhibisyon)
100,00
80,00
H 10ug/mL
60,00
Hm 25ug/mL
40,00 M 50pg/mL
20,00 - H 100ug/mL
0,00 -
SM-M  SM-R  SM-S  SM-L  SM-F  BHTP.5

Ek 8. Salvia macrochlamys tiiriiniin DPPH Serbest Radikal Giderim Yontemi %Inhibisyon Grafigi

ABTS KATYON RADIKALI GIDERIM %inhibisyon
100,00
80,00
M 10pg/mL
60,00 -
M 25ug/mL
40,00 1 = 50pg/mL
20,00 - = 100pg/mL
0,00 -
SK-M  SK-R  SK-S  SK-L SK-F BHT a-Toc

Ek 9. Salvia kronenburgii tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Yéntemi %Inhibisyon Grafigi
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ABTS KATYON RADIKALI GIDERIM %inhibisyon

100,00
80,00
m 10pg/mL
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MW 25ug/mL
40,00 1 W 50pg/mL
20,00 - m 100pg/mL
0,00 -

SP-M  SP-R SP-S SP-L SP-F BHT  a-Toc

Ek 10. Salvia pachystachys tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Yontemi %Inhibisyon Grafigi

ABTS KATYON RADIKALI GIDERIM %inhibisyon
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80,00 -
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60,00 -
MW 25ug/mL
40,00 - = 50pg/mL
20,00 - m 100pg/mL
0,00 -
SB-M  SB-R SB-S SB-L SB-F  a-Toc

Ek 11. Salvia blepharochlaena tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Yontemi %lnhibisyon Grafigi

ABTS KATYON RADIKALI GIDERIM %inhibisyon
100,00
80,00
H 10pg/mL
60,00
W 25ug/mL
40,00 M 50ug/mL
20,00 - M 100pg/mL
0,00 -
SSt-M  SSt-R SSt-S SSt-L  SSt-F BHTP.1

Ek 12. Salvia staminea tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Yéntemi %inhibisyon Grafigi
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ABTS KATYON RADIKALI GIDERIM %inhibisyon
100,00
80,00
m 10pg/mL
60,00
M 25pg/mL
40,00
m 50ug/mL
20,00 -
m 100pg/mL
0,00 -
SSp-M  SSp-R SSp-S  SSp-L  SSp-F BHT a-Toc

Ek 13. Salvia spinosa tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Yéntemi %Inhibisyon Grafigi

ABTS KATYON RADIKALIi GIDERIM %inhibisyon
100,00
80,00 m 10pg/mL
60,00
M 25pg/mL
40,00
m 50ug/mL
20,00 -
M 100pg/mL
0,00 -
SM-M  SM-R  SM-S  SM-L  SM-F  BHT

Ek 14. Salvia macrochlamys tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Yontemi %Inhibisyon Grafigi

ABTS KATYON RADIKALIi GIDERIM %inhibisyon
100,00
80,00 -
M 10pg/mL
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Ek 15. Salvia sclarea tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Y&ntemi %Inhibisyon Grafigi
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ABTS KATYON RADIKALI GIDERIM %inhibisyon

100,00
80,00
m 10pg/mL
60,00
W 25ug/mL
40,00 m 50ug/mL
20,00 m 100pg/mL
0,00

Ssf-M SSf-R - SSf-S SSf-L - SSf-F BHT  a-Toc

Ek 16. Salvia suffruticosa tiiriiniin ABTS Katyon Radikali Giderim Yéntemi %Inhibisyon Grafigi

B-KAROTEN RENK ACILIMI %inhibisyon
100,00
80,00
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60,00
M 25ug/mL
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0,00 -
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Ek 17. Salvia blepharochlaena tiiriiniin B-Karoten Renk A¢ilimi Yontemi %Inhibisyon Grafigi

B-KAROTEN RENK ACILIMI %inhibisyon
100,00
80,00
M 10pg/mL
60,00 He
W 25ug/mL
40,00 M 50ug/mL
20,00 M 100pg/mL
0,00 -
SSc-M SSc-R SSc-S SSc-L SSc-F a-Toc

Ek 18. Salvia sclarea tiiriiniin B-Karoten Renk Agilimi Yéntemi %Inhibisyon Grafigi
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p-KAROTEN RENK ACILIMI %inhibisyon
100,00
80,00
m 10pg/mL
60,00
M 25pg/mL
40,00 M 50pg/mL
20,00 m 100pg/mL
0,00 -
SK-M  SK-R SK-S SK-L SK-F BHT a-Toc

Ek 19. Salvia kronenburgii tiiriiniin B-Karoten Renk Ag¢ilim1 Yontemi %inhibisyon Grafigi

B-KAROTEN RENK ACILIMI %inhibisyon
100,00
80,00
m 10pg/mL
60,00
M 25pg/mL
40,00 M 50pg/mL
20,00 = 100pg/mL
0,00 -
SSf-M SSf-R SSf-S SSf-L SSf-F a-Toc  BHT

EKk 20. Salvia suffruticosa tiiriiniin B-Karoten Renk Ac¢ilimi1 Yéntemi %Inhibisyon Grafigi

B-KAROTEN RENK ACILIMI %inhibisyon
100
80
M 10pg/mL
60
M 25pg/mL
40 m 50ug/mL
20 M 100pg/mL
0 .
SP-M SP-R SP-S SP-L SP-F BHT a-Toc

Ek 21. Salvia pachystachys tiiriiniin B-Karoten Renk A¢ilimi Yéntemi %Inhibisyon Grafigi
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-KAROTEN RENK ACILIMI %]inhibisyon
Y

140,00

120,00

100,00 = 10ug/mL
80,00 Hm 25ug/mL
00,00 = 50pg/mL
40,00
20,00 M 100pg/mL

0,00 -

SSt-M SSt-R SSt-S SSt-L SSt-F BHT

Ek 22. Salvia staminea tiiriiniin B-Karoten Renk Agilim1 Yontemi %Inhibisyon Grafigi

CUPRAC METODU %inhibisyon

W 10pg/mL

M 25ug/mL

™ 50ug/mL

M 100pg/mL

SB-M SB-R SB-S SB-L SB-F a-Toc

Ek 23. Salvia blepharochlaena tiiriiniin CUPRAC Metodu %inhibisyon Grafigi

CUPRAC METODU %inhibisyon
4,5

3,5

W 10pg/mL

2,5 W 25ug/mL

1 50pug/mL

1,5
1 .
0,5 -

M 100pg/mL

SSc-M  SSc-R SSc-S SSc-L SSc-F a-Toc BHT

Ek 24. Salvia sclarea tiiriiniin CUPRAC Metodu %Inhibisyon Grafigi
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CUPRAC METODU %inhibisyon

5
4
M 10pg/mL
3
m 25ug/mL
2 m 50pg/mL
1 M 100pg/mL
0 .
SP-M SP-R SP-S SP-L SP-F BHT a-Toc
Ek 25. Salvia pachystachys tiiriiniin CUPRAC Metodu %Inhibisyon Grafigi
CUPRAC METODU %inhibisyon
4,5
4
3,5
3 M 10pg/mL
2,5 M 25ug/mL
2
15 m 50ug/mL
1 M 100pg/mL
0,5 -
O .
SSf-M SSf-R SSf-S SSf-L SSf-F a-Toc BHT
EKk 26. Salvia suffruticosa tiiriiniin CUPRAC Metodu %Inhibisyon Grafigi
CUPRAC METODU %inhibisyon
4,5
4
3,5
3 B 10pg/mL
2,5 W 25pg/mL
2
15 M 50ug/mL
1 M 100pg/mL
0,5 -
O .

SM-M SM-R SM-S SM-L SM-F BHT

Ek 27. Salvia macrochlamys tiiriiniin CUPRAC Metodu %Inhibisyon Grafigi
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CUPRAC METODU %inhibisyon

W 10pg/mL

W 25ug/mL

™ 50pg/mL
M 100pg/mL

SSt-M SSt-R SSt-S SSt-L SSt-F BHT

Ek 28. Salvia staminea tiiriiniin CUPRAC Metodu %Inhibisyon Grafigi

CUPRAC METODU %inhibisyon

M 10pg/mL

MW 25pg/mL

M 50ug/mL

m 100pg/mL

SK-M SK-R SK-S SK-L SK-F BHT a-Toc

Ek 29. Salvia kronenburgii tiiriiniin CUPRAC Metodu %inhibisyon Grafigi

CUPRAC METODU %inhibisyon

W 10pg/mL

W 25ug/mL

™ 50pg/mL

M 100pg/mL

SSp-M  SSp-R SSp-S  SSp-L  SSp-F a-Toc BHT

Ek 30. Salvia spinosa tiiriiniin CUPRAC Metodu %Inhibisyon Grafigi
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Ek 31. SSt-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 32. SSt-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 33. SSt-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 34. SSt-L. ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 35. SSt-F ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 36. SK-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 37. SK-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 38. SK-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 39. SK-L ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 40. SK-F ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 41. SSf-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 42. SSf-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 43. SS£-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 44. SSf-L ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 45. SSf-F ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 46. SP-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 47. SP-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 48. SP-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 49. SP-L ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 50. SP-F ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

Intensity
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Ek 51. SSc-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 52. SSc-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 53. SSc-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 54. SSc-L ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 55. SSc-F ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 56. SM-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 57. SM-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 58. SM-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

Intensity

3105.56
95,05

80,03
65.0-

50,05

35,03 ‘

20,

‘. | n
Llllfln

— e e ———— i

5 10 15 20 25 30 35

Bl Tl

5

—
—

min

Ek 59. SM-L ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 60. SM-F ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 61. SSp-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 62. SSp-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 63. SSp-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 64. SSp-L ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 66. SB-M ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 67. SB-R ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
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Ek 68. SB-S ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami

Intensity
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Ek 69. SB-L ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami1

151



Intensity

o
h

(==
o

L (=1
o u - uo u o o
ol pig i G G

ih

b (¥
= i

[

105,56

min
Ek 70. SB-F ekstresinin LC-MS/MS kromatogrami
Biplot of Hesperidin; ...; Nicotiflorin
4
°
°
2{ °e& o ¢
inic acid -
.. u%‘innl;nﬁ(fh‘{l[:i]dc acid Chla!&ewc,acelgin .

-] QuercitinSigaliritigen ﬁ)gflég{ﬁl]trln
5 ® B — Naringenin
= 0 OH-Benzoic acid
=, @llicacy o Saticylic acid
§ ° .an‘lill.r_Fe uﬁ?)rﬁlﬁércllndlc acid

@ P Moifoli
= P V%lg}#ilcnz{c'c(lftlnca?elczli?c acid
g -2 4 Caffe@®acid P
g
)

-4 °
°
°
-6
T T T T T T T
-2 0 2 4 6 8 10
First Component
Ek 71. PCA biplot grafigi (PC1 ve PC2 loading ve skor grafiklerinin birlestirilmis halidir
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gru Ko | pecl pc2 pc3 pc4d pcs pcé pc7 pc8 pc9 pcl0
P d
1 | SStM | - 1,88643 | 0,57176 | 0,84626 | 0,80495 | - 1,17868 | - -0,6287 | -
1,07637 | 6 4 8 1,33764 | 6 0,16192 0,54345
1 | SSt-R -1,4812 | - 0,23798 | 1,11663 | - 1,63989 | - - - -
0,69067 | 5 1,13979 | 2 0,20896 | 0,38627 | 1,17942 | 0,02422
1 | SSt-S - 2,05265 | - 1,77392 | 0,58547 | 0,95811 | 0,19606 | - 0,01752 | -
1,68869 | 5 0,09886 | 1 3 2 7 0,43602 | 7 2,30011
1 | SSt-L - 2,07192 | - 0,93816 | 4,23081 | 2,75694 | - 1,22918 | - 1,54405
1,98182 | 5 2,87833 [ 3 8 0,61123 | 2 1,15405
1 | SSt-F - 2,3995 - 1,98666 | 1,86656 | 0,06402 | 041551 | - - -
1,19908 0,62268 [ 8 9 2 5 0,49545 [ 0,37609 [ 1,48246
2 | SK-M | -1,1885 | 0,34930 | 1,71495 | 0,41089 | - - 0,49324 | - - -
5 7 3 0,51442 | 0,06734 | 6 0,72398 | 0,28108 | 0,14751
2 [ SK-R - - 2,66646 | 0,51382 | - 091867 | 0,76432 | - - 0,10838
1,54953 | 0,62355 | 1 9 1,01834 | 5 8 0,67435 | 0,61573 | 4
2 SK-S - - 3,02551 2,42740 | - 3,71797 | 0,61964 | - - -
1,01046 | 1,82565 | 2 1 0,86109 6 0,33706 | 0,10023 | 0,39759
2 | SK-L - 0,96035 | 0,86005 | 0,28142 | 0,31027 | - 0,09660 | 0,29467 | - 0,12623
1,59672 | 2 2 9 4 1,36621 | 6 1 0,66533 | 1
2 | SK-F -0,8454 [ 0,59001 | - 1,01775 | - 0,56231 | 0,98730 | - 041265 | 0,72305
9 0,24503 [ 5 2,10609 | 6 5 0,87499 | 8 9
3 [ SSf-M | -1,2289 1,72570 | - 1,89654 | - - 0,35218 | - - -
7 0,01481 | 3 0,30491 | 1,59783 0,60833 | 0,16525 | 1,75807
3 [ SSf-R | - - 2,09198 | 043163 | - - 0,61746 | - - 0,32147
1,19793 | 0,89768 | 2 3 1,17716 | 0,31649 | 7 0,17407 | 0,36891 | 1
3 | SSf-S -1,6541 1,45524 | 2,07056 | 0,35923 | - - 0,25734 | 1,88839 | 4,36484 | 0,17848
5 5 3 1,29159 | 1,73879 | 5 5 8 2
3 | SSf-L - 1,61366 | 0,06350 | 0,64967 | - - 0,13286 | 0,40687 | 0,17447 | 0,09884
0,94202 | 9 5 0,01091 [ 0,27113 | 5 8 1 6
3 | SSf-F - 1,51118 | - 0,75595 | - - 034148 | - 0,29243 | 2,16447
1,31876 | 6 3,00742 | 3 2,70879 [ 0,04033 | 8 0,62092 | 8 1
4 [ SP-M - 1,19699 | - 0,45738 | 0,28595 | - 0,02210 | 0,33961 | - 1,46833
1,22855 | 6 0,22463 | 8 4 0,59919 | 4 1 0,54772 | 8
4 | SP-R - 1,21832 | 2,10556 | - - - 0,81644 | - - 0,35880
1,83533 [ 6 3 0,00086 | 0,12447 | 1,56813 | 1 0,21359 | 0,55147 | 1
4 | SP-S - 1,92650 | 0,54806 | 0,17602 | 0,66154 | 2,05281 | - 2,68365 | 1,51635 | 0,97466
1,78779 | 6 6 4 2 2 1,84597 | 4 5 2
4 | SP-L - 0,8805 - 0,11830 | 0,03786 | - 0,52166 | 0,68145 | - 0,81077
1,39729 0,17616 | 3 6 1,12149 [ 9 1 0,35728 | 3
4 | SP-F 0,23341 | 0,50403 | -4,0222 | - - 0,13398 | - - - 0,94139
3 1 0,34001 | 2,95077 | 7 1,06171 [ 1,09985 | 0,31314
5 [ SSe-M | 0,52314 | - - - - - 0,83163 | 0,28391 ([ 0,11740 | -
1 1,09672 | 0,77801 | 1,63852 | 0,44989 | 0,21804 | 1 5 5 0,85416
5 | SSc-R | 021527 | -1,3618 | - - - 0,26976 | - - - -1,5288
5 0,13901 | 1,84748 [ 0,41497 | 2 0,26023 | 0,21231 | 0,42414
5 | SSc-S - - - - 0,04795 | 1,37487 | -0,4898 [ 0,26149 | 0,57087 | -
0,40405 | 0,59392 | 1,84142 | 2,26081 | 5 6 1 2,08184
5 | SSc-L | 1,31581 | - - - 0,25634 | 0,42455 | 4,75844 | 1,70458 | 0,27832 | -
5 2,12409 | 2,18093 [ 2,38047 [ 5 8 1 1 8 0,61068
5 | SSc-F | 093999 | -1,1748 | - - 0,62717 | 0,87447 | 3,15389 | 0,85595 | 0,31118 | 0,56112
9 2,01015 | 1,17069 | 6 8 3 7 9 4
6 [ SM-M | 7,49394 | 2,23764 | 1,50057 | 0,05219 | - 0,39626 | - 0,17183 | - -
3 6 8 4 0,01788 | 7 0,20851 | 9 0,20596 | 0,24523
6 [ SM-R | 0,56721 | 043380 | - - - 0,18371 | - 0,73083 | - -
8 1 0,06373 | 1,62122 [ 0,63447 | 6 1,47543 | 6 0,04252 | 0,91838
6 | SM-S 1,75026 | 1,38949 | 0,34871 | -1,3587 | - 0,06713 | - 1,1731 0,02017 | -
7 7 7 0,13354 | 4 2,20066 5 0,98146
6 | SM-L 9,12318 | 3,50591 | 2,03685 | 0,39573 [ 0,22777 | 0,36818 | 0,70693 | -0,0982 | - 1,08529
8 8 9 7 5 6 0,69966
6 | SM-F 1,54140 | 1,15164 | - -0,4744 | -3,2955 | 044758 | - - 0,10713 | -
2 2 2,91726 8 1,47167 | 0,87969 0,35829
7 | SSp-M | - 0,55120 | 091521 | - 1,06022 | - - - - 0,14571
0,10709 | 6 4 0,94103 | 7 1,52767 | 0,19901 | 0,81728 | 0,68471 | 5
7 | SSpR | - - 0,06251 | - - - - 0,12235 | - -0,6736
0,80925 | 1,01374 1,90828 | 0,64076 | 1,29823 [ 1,15386 | 6 1,23552
7 | SSp-S | - - -0,4293 | - 1,70636 | 0,69231 | - - 0,13276 | -
0,92117 | 0,18792 1,79257 | 9 1 1,62168 | 0,63641 | 2 0,31887

Ek 72. Salvia 6rneklerine ait temel bilesenlerin skor degerleri
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gru | Kod pcl pc2 pc3 pc4d pcs pc6é pc7 pc8 pc9 pcl0
p
7 SSp- | 0,03799 | - - - 1,86448 | - - - 1,09882 | 0,35319
L 6 1,11128 | 0,16666 | 1,65951 | 4 0,14337 | 0,08683 | 2,18818 | 3 8
7 SSp- | 0,15695 | - 041834 | - 2,71044 | 0,16618 | 0,04862 | - 2,18147 | 1,05686
F 5 0,69577 | 9 1,51147 | 4 1 5 4,27562 | 7 3
8 SB- - -1,2965 | 0,28493 | - 0,51392 | - - 0,66659 | - 0,51115
M 0,29193 4 1,36809 | 3 2,03573 | 0,79245 0,70673
8 SB-R | - - 2,10491 | 0,19299 | - 0,72535 | - 0,37839 | - 0,93802
0,27765 | 5,68087 | 8 8 0,91913 1 0,47098 1,43887 | 2
8 SB-S | 1,60095 | - 1,79725 | - 0,24835 | 0,98000 | - 0,68051 | 1,26635 | 0,52828
6 4,15736 | 6 0,44688 | 5 4 1,55027 | 6 2 4
8 SB-L | - - - - 1,43788 | - - 1,19558 | - 0,94176
0,12953 | 1,95717 | 0,32105 | 0,36541 | 6 2,75919 | 0,82653 | 1 1,14116 | 6
8 SB-F | 3,64951 | - - 6,28776 | 1,23007 | - - 0,16551 | 1,02086 | -
9 5,12258 | 3,283811 | 4 5 1,76835 | 0,77672 | 2 9 0,71564

Ek 72. Salvia 6rneklerine ait temel bilesenlerin skor degerleri (devami)
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RSD%*

No Analitler RT* %I::l (m))® %);Jﬁ: :lnma li\i?)l(;u Kalibrasyon Denklemi R* Aym Farkh
Giin Giinler
1 Kumarin 17.40  147.05 0101032  Poy  Y=33.64x-89700 099 01306  0.01239
2 Hesperidin  12.67 61090 20314651  Pop  Y-1340.27x-43769 0998 000945 0.01126
30 PRama 53 16295 (103033 Neg  Y319920%+13002 0992 001820  0.01727
a4 oxumaik o sas 16295 104033 Neg  ¥-121934%-10915 099 002730 0.02566
5  Gallikasit 300  168.85 1252792 Neg  Y=226.76x+38152 0998 001601 0.01443
6  Kafeikasit 880 17895 13521343 Neg  Y=396332x+178156 0998 001454  0.01469
7 Vanilikasit 857  166.90 15031083 Neg ~ Y=35.84x-12097 0999 00528  0.00619
8  Salisilikasit 11.16 13695 03.3-65.3 Neg  ¥=5286.26x+309192 0989 (01016 0.01242
9  Kinikasit  1.13 19095 £5.3.93.3 Neg ~ Y=41.06%+10671 099 000250  0.00274
10 ‘g;?gik i 739 13695 93.3.65.3 Neg ~ Y=409.03x+112079 0998 (01284 0.01538
11 Ferulikasit 1262 192.95 1783 Neg ~ Y=80.45x-31782 0997 000708  0.00619
12 aKsli‘t”Oje“ik 7.3 353.15 1912 Neg ~ Y=78136x-18697 0.998 (00058  0.00076
13 i‘i’fma“mk 1454 359.00 16121972 Neg  Y=909.67%-201692 099 (02014 001751
14 5 ;ﬁ“’kamik 493 15295 g3 Neg ~ Y=297.75%+30590 0995 001236 0.01296
15 isi?t“amik 25.61  147.00 10315773 Neg  ¥=9-06x-12403 099 000648 0.00816
16 SN 066 22295 0531400 Neg  Y-1419673294 0992 01446 0.01517
17 f:i‘:larik 148 115.00 714 Neg  y=64.99x-11592 0997 000536 0.00460
18 Vanilin 1087 151.00 1363022 Neg  Y=446.10x+70934 0998 00696 0.00793
19 Pirokatekol 648  109.00 10835013 Neg  Y=30.61x+14735 099 (01313 0.01339
20 Malikasit 123 133.00 1152-713  Neg  ¥~316.95x-42041 0999 000477  0.00527
21 Sirinjikasit  9.02  196.95 18221673  Neg ~ Y=42.33x-52547 099 001049 0.01345
22 Hesperetin ~ 31.76 30095 1642-1362 Neg  Y~876.67<+48916 0997 003209  0.02605
23 Naringenin  30.68 27095 15121193 Neg ~ Y=4315.1x+178410 0995 0.02054  0.02019
24 Rutin 1261 609.05 30012711 Neg  ¥=56191x-16879 0997 0.00473  0.00624
25 Kersetin 2817 300.90 1512-1792  Neg  Y~1198.48x+480562 0990 001589 0.01360
26 Kersitrin 1641 447.15 30112551  Neg  ¥=339.39x+38910 099 001528  0.02320
27 Apigenin 3143 268.95 1173-1512  Neg  Y~4548.36x+295252 0990 002304 0.02204
28 Krisin 36.65  252.95 1433-1194 Neg  Y~2032.13x+95593 0.993 000490  0.00630
Ek 73. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (aRT: Alikonma zamani, bAna

iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orant), cR2: Belirleme katsayisi, dRSD:
Bagil standart sapma, eLOD/LOQ (ug/L): Belirleme siniri/Tayin siuri, £ U (%): 95% giiven
seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2))
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Geri Kazanim

. . Uf
No Analitler I:rl;‘;negr: te %OD/]:OQ )
(ng/L) re/l) Aym Giin Farkh Giinler

1 Kumarin 1000-20000  208.4/228.4 099947 100081 0.0237
2 Hesperidin 25-1000 3.4/4.2 1.01733 1.01263 0.0262
3 p-Kumarik asit 25-1000 7.3/9.1 100617 L01224 0.0516
4 o-kumarik asit 25-1000 24.4/31.1 098344 0.99061 0.0513
5 Gallik asit 250-10000 95.5/106.9 100004 100454 0.0282
6 Kafeik asit 25-1000 18.4/22.4 100917 0.98826 0.0354
7 Vanilik asit 1000-20000  122.2/139.7 1.00093 104095 0.0508
8 Salisilik asit 25-1000 5.006.5 1.00989 0.99013 0.0329
9 Kinik asit 250-10000 75.8/79.4 100288 0.98778 0.0082
10 igH'banOik 250-10000 33.2/38.1 0.99662 Lol ity
11 Ferulik asit 250-10000 36.6/42.0 099987 i 0.0494
12 Klorojenik asit 25-1000 6.2/8.1 il 0.99965 0.0069
13 Rozmarinik asit 100-5000 6.6/8.8 0.99206 1.03431 0.0713
14 Protokatesik asit 100-5000 28.2/31.4 0.99404 1.01070 0.0411
15 Sinnamik asit 5000-20000  821.8/859.7 0005 1 o o143
16 Sinapinik asit 250-10000 78.7/86.1 100164 0.9996) o
17 Fumarik asit 100-5000 28.1/34.5 o 0.99867 0.0124
18 Vanilin 250-10000 44.3/53.1 0.99679 0.99611 0.0280
19 Pirokatekol 100020000 261.1/278.4 099987 0.99936 0.0235
20 Malik asit 250-10000 55.3/67.5 101266 0.99836 0.0113
21 Sirinjik asit 100020000 212.5/233.3 0.99922 0.99977 0.0238
22 Hesperetin 25-1000 5.6/6.9 0.98850 0.99435 0.0562
23 Naringenin 25-1000 5.4/6.4 0.99883 1.01002 0.0521
24 Rutin 25-1000 5.5/6.5 1.00994 0.98017 0.0159
25 Kersetin 100-5000 23.3/28.9 0.98470 100103 0.0543
26 Kersitrin 100-5000 22.0/25.2 099726 100620 50079
27 Apigenin 25-1000 5.4/6.3 101444 101331 0.0650
28 Kiisin 25-1000 5.4/6.2 1.00338 1.00437 2.0083

Ek 73. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (aRT: Alikonma zamani, bAna
iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z oran1), cR2: Belirleme katsayisi, dRSD:
Bagil standart sapma, eLOD/LOQ (ug/L): Belirleme siniri/Tayin siuri, £ U (%): 95% giiven
seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2)) (devami)
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RSD %"

N Analitl RT Ana Parcalanma  iyon Kalib Denkl R
) nalitler @ . . alibrasyon Denklemi <
iyon(m/)® iyonlan Modu y Aym Farkh
Giin Giinler
29  Likiritigenin = 25.62  254.95 119.3-135.1 Neg y=2384.96x+59141 0,996 0.01849 0.01738
30  Izokersitrin 13.42  463.00 300.1-271.1 Neg y=803.23x+4981 0,999 0.00682 0.00515
31  Apigetrin 16.59  431.00 268.2-239.2  Neg y=1775.55x+91121 0,993  0.01797 0.01607
32 Roifolin 16.11 577.05 269.2-211.1 Neg y=237.15%+11887 0,999 0.00747 0.01528
33 Nikotiflorin ~ 14.68  593.05 285.1-255.2  Neg y=498.38%+79274 0,991 0.00737  0.00875
34 Fisetin 19.30  284.95 135.2-121.3  Neg y=547.46x+274791 0,991  0.00557  0.00820
35  Luteolin 28.27 284.75 133.2-151.2  Neg y=3272.65%x+150557 0,997  0.00575 0.00696
36  Mirisetin 18.72  317.00 179.2-151.3  Neg y=583.55%+205727 0,999 0.00652 0.00711
37  Kamferol 31.88 284.75 255.1-117.3  Neg y=26.29x+87558 0,992 0.01436 0.01070
Ek 73. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (aRT: Alikonma zamani, bAna
iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), cR2: Belirleme katsayisi, dRSD:
Bagil standart sapma, eLOD/LOQ (pg/L): Belirleme smiri/Tayin smiri, f U (%): 95% giiven
seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2)) (devami)
Lineerite Geri Kazanim ut
LOD/LOQ (%)
No Analitler Arahg .
(ng/L) . .
(ng/L) Aym Giin Farkh Giinler
29 Likiritigenin 25-1000 5.5/6.6 1.00333 0.99957 0.0341
30 Izokersitrin 25-1000 5.4/6.3 1.00594 1.00722 0.0133
31 Apigetrin 25-1000 5.4/6.1 1.01394 1.00419 0.0597
32 Roifolin 100-5000 23.1/27.9 1.01046 1.01739 0.0941
33 Nikotiflorin 100-5000 22.4/25.5 1.02558 1.00970 0.0276
34 Fisetin 250-10000 54.4/61.4 0.99877 1.00031 0.0148
35 Luteolin 25-1000 5.4/6.5 1.00772 0.99524 0.0174
36 Mirisetin 250-10000 53.2/57.2 0.99982 1.00042 0.0126
37 Kamferol 1000-20000 206.6/214.3 0.99971 0.99851 0.0209

Ek 73. LC-MS/MS analiz metoduna ait analitik parametreler (aRT: Alikkonma zamani, bAna
iyon(m/z):Standard bilesiklerin molekiiler iyonlar1 (m/z orani), cR2: Belirleme katsayisi, dRSD:
Bagil standart sapma, eLOD/LOQ (ug/L): Belirleme siniri/Tayin siuri, £ U (%): 95% giiven
seviyesinde bagil standart belirsizlik (k=2)) (devami)

157






O0ZGECMIS

Adi : Hava

Soyadi : BATIBAY

Adres : Osmangazi Mah.Toki Evleri FG/24A Sarigam/ADANA
Tel : 05384534906

E-posta : havabatibay @ gmail.com

Dogum Yeri : DIYARBAKIR/Merkez

Dogum Tarihi : 16/10/1988

iS BILGILERI

2016 -Devam Cukurova Universitesi Miihendislik- Mimarlik Fakiiltesi Kimyagerlik

Is Tel: 03223386060 dahili 127

EGITIM BILGILERI

2014-Devam  Dicle Universitesi Kimya Boliimii Analitik Kimya Anabilim dah Yiiksek lisans
Bazi Salvia (Adagay ) Tiirlerinin Biyolojik ve Kimyasal Yonden Incelenmesi

2008-2013 Dicle Universitesi Kimya Lisans (dénem ikinciligi ile mezun)

2003-2006 Diyarbakir Fatih Lisesi

KURS/SERTIFIKA

Analitik Validasyon ve Kalibrasyon Sertifikas1t Mayis 2011

MEB Onayli Al ve A2 Ingilizce Sertifikasi

BILGISAYAR ve YABANCI DIL BIiLGISI

Orta derecede Ingilizce biliyorum. Word, Power point, Excell gibi Microsoft Office

Programlarini iyi derecede kullanabiliyorum.

159


file:///C:/Users/lenovo/Desktop/Hava%20BATIBAY.docx

T.C.
DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
YUKSEK LISANS TEZ CALISMASI INTIHAL RAPORU FORMU

OGRENCI BILGILERI
ADI VE SOYADI HAVA BATIBAY
OGRENCI NO 14803004
EGITIM - OGRETIM YILI | 2016/2017
YARIYIL O Giiz ] Bahar
ANABILIM DALI KIMYA
PROGRAM Yiiksek Lisans

TEZ KONUSU Bazi Salvia (Adagay1) Tiirlerinin Biyolojik ve Kimyasal Yonden Incelenmesi

INTIHAL RAPORU BIiLGILERI
RAPOR TURU Tez Savunma Sinavi Sonrasi

SAYFA SAYISI 159

BENZERLIK ORANI %23

RAPORLAMA TARIHI 20/07/ 2017

Yukarida bashgi/konusu gosterilen tez ¢alismamin kapak sayfasi, giris, ana bdoliimler, sonug ve tartigma
kisimlarindan olusan toplam 159 sayfalik kismma iligkin, 20/07/2017 tarihinde sahsim/tez danigmanim
tarafindan rurnitin adli intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan
intihal raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 23 tiir.

Uygulanan filtrelemeler:

X Kabul/Onay sayfalar: harig,
[] Kaynakga harig

(] Alintilar harig/dahil

[ ] Diger

Dicle Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Programlarda Tez Calismas: intihal Raporu Uygulama
Esaslari’ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’nda belirtilen azami benzerlik oranlarina goére tez ¢alismamin
herhangi bir intihal igermedigini: aksinin tespit edilmesi durumunda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu
kabul ettigimi ve vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

H P

Hava BATIBAY

20/07/2017 -
L
Prof. Dr. Berrin ZIYADANOGULLARI
Tez Damismani




