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OZET

Doktora Tezi

BAZI PHLOMIS TURLERI UZERINE FITOKIMYASAL ARASTIRMA

Mehmet Cemil UREN

Silleyman Demirel Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali

Danisman: Prof. Dr. Mustafa CENGIZ

Bu calisma, baz1 Phlomis tiirleri (Phlomis armeniaca WILLD., P. nissolii L., ve P.
pungens WILLD. var. pungens) ¢6zliclii 6zltlerinin (etil asetat, methanol ve su)
antioksidan aktivitelerini ve ayn1 zamanda bu tiirlerin yag asiti profillerinin
arastirmaylr amaclamaktadir. Antioksidan aktivite, radikal siipiirim aktivite
(DPPH ve ABTS), indirgeme giici (CUPRAC ve FRAP), toplam antioksidan
aktivite (p-karoten renk acilim ve fosfomolibdenyum yodntemleri) ve metal
selatlama Kkapasitesi testleri gibi farkli testler kullanilarak belirlendi.
Oziitlerdeki toplam fenolik, flavonoid ve saponin bilesik miktarlar
spektrofotometrik olarak tespit edildi. Ayrica 6ziitlerdeki fenolik bilesikler, RP-
HPLC ile belirlendi. Buna ilaveten bitkilerin ugucu yag bilesenleri GC ve GC-MS
ile karakterize edildi.

Ugucu yaglarda germakren D ana bilesen olarak bulundu (%7.2-24.7). Ayrica n-
heksadekanoik asit, heksahidrofernasil aseton, (-karyofillen ve linalool diger
ucucu yag bilesenleri olarak tespit edildi. Yag asitleri arasinda, P. armeniaca ve
P. pungens var. pungens bitkilerinde yiiksek oranda C18:3 w3 (sirasiyla; %23.14
ve %24.64) ve C18:2 w6 (sirasiyla; %18.01 ve %17.51) yag asitleri tespit edildi.
P. armeniaca ve P. pungens var. pungens ucucu yaglar1 kaydadeger antioksidan,
metal selatlama ve biiyiik oranda da indirgeme giicii etkisi gosterdi. Ayrica bu
ucucu yaglar orta derecede ABTS katyon radikal siipiiriim aktivite sergiledi.

HPLC analizlerine gore, klorogenik asit ve (+)-katesin P. nissolii bitkisi
Ozutlerinde ana bilesen olarak tespit edildi. Buna ragmen P. pungens var.
pungens taksonunun tiim 6ziitlerinin klorogenik asit bakimindan zengin oldugu
saptandi. Elde edilen bu sonuglar, li¢ Phlomis taksonunun insan saghgi icin
degerli bir dogal iiriin olmasi yaninda gida, kozmetik ve ila¢ uygulamalar1 i¢in de
alternatif katki maddesi olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Phlomis nissolii, Phlomis pungens var. pungens, antioksidan
aktivite, fenolik bilesik, HPLC
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ABSTRACT

Ph.D. Thesis

PHYTOCHEMICAL INVESTIGATION ON SOME PHLOMIS SPECIES

Mehmet Cemil UREN

Siileyman Demirel University
Graduate School of Applied and Natural Sciences
Department of Chemistry

Supervisor: Prof. Dr. Mustafa CENGIZ

This study aimed to investigate the antioxidant activity of solvent extracts (ethyl
acetate, methanol and water) from some Phlomis species (Phlomis armeniaca
WILLD., P. nissolii L., and P. pungens WILLD. var. pungens)as well as their fatty
acid contents. The antioxidant capacity were evaluated using different
established methods, specifically free radical scavenging (DPPH and ABTS),
reducing power (FRAP and CUPRAC), total antioxidant capacity (f-carotene
bleaching and phosphomolybdenum methods) and metal chelating activity.
Total antioxidant components (phenolic, flavonoid and saponins) of the extracts
were determined spectrophotometrically. In addition, phenolic components in
these extracts were detected by using reverse phase high-performance liquid
chromatography-diode array detector (RP-HPLC-DAD). In addition, essential
oils of the plants were characterized using GC and GC-MS.

Germacrene D found as the major compound for the oils (24.7-7.2%).
Additionally, n-hexadecanoic acid, hexahydrofarnesyl acetone, (3-caryophyllene,
and linalool were other main compounds for the oils. Among the fatty acids,
C18:3 w3 and C18:2 w6 were determined in high quantities in (23.14% and
18.01%) and P. pungens var. pungens (24.64% and 17.51 %). Essential oils of P.
armeniaca and P. pungens var. pungens showed remarkable antioxidant and
metal chelating activities as well as their great reducing power potentials. These
oils also showed moderate scavenging effect on ABTS radicals.

According to HPLC analysis, chlorogenic acid and (+)-catechin found as the
major compounds for P. nissolii, while chlorogenic acid was the major
phytochemical for the all fractions of P. pungens var. pungens. These findings
suggest that three Phlomis taxa are valuable source of natural agents for human
health and could be useful as additives for food, cosmetic or pharmaceutical
applications.

Keywords: Phlomis nissolii, Phlomis pungens var. pungens, antioxidant activity,
phenolics, HPLC

2015, 58 pages
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1. GIRIS

Bugiin dogada yetisen 300’e yakin bitki familyasindan yaklasik 1/3’linlin ucucu
yag icerdigi bilinmektedir. Ugucu yag tasiyan bitkilerin daha c¢ok sicak iklim
bolgelerinde yetistigi goriilmektedir. Tropik ve subtropik bélgelerle 1liman iklim
kusaginin sicak yorelerinde bu kokulu bitkilerin bulundugu tespit edilmistir.
Ulkemizi de icine alan Akdeniz Bélgesi ise ucucu yag tasiyan bitkiler bakimindan

en zengin bolgelerden birini olusturmaktadir (Ceylan, 1996; Fakili, 2010).

Tibbi ve aromatik bitkilerden daha ¢ok ¢ay, baharat, ¢esni ve ucucu yag kaynagi
olarak yararlanilmaktadir. Ozellikle ugucu yaglarin (esanslar ve eterik yaglar) ve
aromatik ekstrelerin koku ve tat endiistrileri tarafindan parfiim, gida katkilari,
temizlik tirtinleri, kozmetik ve ilaglarin terkibinde, aroma kimyasallarin kaynagi
olarak ya da dogala 6zdes ve yar1 sentetik yararli aroma kimyasallarin sentez
baslangic maddesi olarak da kullanildig1 bilinmektedir (Baser, 2000; Fakili,
2010).

Dogal iriinlerin tiiketimindeki artisa bagl olarak tibbi ve aromatik bitkilerin
diinya pazarindaki yeri hizla artmaktadir. Onceleri dogadan toplanan bu
bitkilere olan talebin artmasiyla birlikte tibbi ve aromatik bitkilerin tarimina
yonelik calismalara da hiz verilmistir. Bugiin bir ¢ok tllkede tibbi ve aromatik
bitkilerin tarimi1 yapilmakta ve bir¢ok bitki tiiriinde cesit gelistirilmektedir.
Ulkemizde de son yillarda daha ¢ok baharat olarak kullanilan ve dis satimda
onemli paylar1 olan tibbi ve aromatik bitkilerin tarimina baslanmistir. Kaliteli,
standartlara uygun ve siirekli bir iiretim icin dogadan toplanan bitkilerden
koruma-kullanma dengesi icinde yararlanilmal ve “stirdiriilebilir kullanim”
ilkesine dikkat edilmeli; tarim1 yapilan bitkilerde ise, uluslararasi gegerli “6zel
tarim uygulamalar1” ilkelerine uyulmalidir. Sadece ham drog degil, ekstre ve
ucucu yag uretimleri de arttirillarak katma deger yaratilmaya calisiimalidir.
Ulkemizde son yillarda dis kaynakhi dogal saghk iiriinlerinin kullaniminda
biiylik bir artis gozlenmektedir. Dis alimi yapilan bu iiriinlerden iilkemiz
kosullarinda tretimi yapilabilecek olanlarin saptanmasi ve en kisa silirede
tiretimlerine baslanmasi tlilke ekonomisi agisindan olduk¢a 6nem arz etmektedir

(Ozgiiven, 2005; Fakili, 2010).



I¢ tiiketimde kullanilan ve dis satimi yapilan tibbi ve aromatik bitkilerde iiretimi
arttirmak ve istenen kalitede iiriinii elde edebilmek icin dogadan toplamalarin
stirdiiriilebilirlik ilkesine dayali olarak floraya zarar vermeden yapilmasi, bitki
toplayicilarin egitilmesi, talebi fazla olan bitkilerin kiiltiire alinmasi, yetistirme
tekniklerinin her bitkiye ve ekolojik kosullara gore saptanmasi, yurt disinda
gelistirilmis ve iilkemiz ekolojik kosullarina adapte olabilecek cesitlerin
getirtilerek tilkemiz iklim kosullarinda denenmesi, bu bitki grubunun en 6nemli
sorunlardan biri olan tohumluk temini i¢in kurumsal alt yapinin olusturulmasi,
cesit gelistirmeye yonelik 1slah ¢alismalarinin desteklenmesi, hasat sonrasi
islemler, depolama ve nakliyede uygun sartlarin saglanmasi biiyiik 6nem arz
etmektedir. Bu kosullar yerine getirildiginde diinya pazarina istedigi kalite ve
standartta liriin elde etmek hi¢ de zor olmayacaktir (Bayram vd., 2010; Fakil,

2010).

Tiirkiye degisik iklim ve ortam kosullarina sahip olmasi ve ti¢ floristik bélgenin
birlestigi bir kesimde bulunmasi nedeniyle bitki tiirii bakimindan Avrupa
tilkelerinden daha zengindir. Ulkemiz florasinda yaklasik olarak 10.000 kadar
tiir yetismekte ve bunlardan 650 kadar1 halk hekimliginde tedavi amaciyla
kullanilmaktadir. Ulkemizde bitkisel zenginlik, Giiney Avrupa ile Giineybat1 Asya
floralar1 arasinda koprii gorevi gérmektedir. Bir ¢ok cins ve seksiyonun orijin ve
farklilasim merkezlerinin Anadolu olusu, muhtemelen ekolojik ve fitocografik
farklilasma ile ilgili olarak tir endemizmin yiiksek olmasindan

kaynaklanmaktadir (Tan, 1992; Baytop, 1984; Fakili, 2010; Bayin, 2014).

Turkiye bitkisel cesitlilik yoniinden olduk¢a zengin bir floraya sahiptir.
Ulkemizin mevcut bitki potansiyelinin cesitli endiistri sahalarinda kullanimi her
gecen giin 6nemini arttirmaktadir. Tiim diinyada oldugu gibi, lilkemizde de son
yillarda dogal zenginliklerin bilingsizce kullanimi sonucu yavas yavas tiikenmesi
ve ekonomik sikintilar, dogal lirtinlerin ¢ok amach kullanilmalarini zorunlu hale

getirmistir (Toroglu ve Cenet, 2006; Bayin, 2014).

Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasi ise ilk uygarliklara kadar dayanir.
Bitkilerden elde edilen ilk etken madde 1805’te Alman Kimyaci Serturmer

tarafindan afyon bitkisinden izole edilen morfindir. Bunu 1820’de kinakinanin
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kabuklarindan kinin, 1868’de yiiksiik otu (Digitalis) yapraklarindan Kkalp
yetmezligi tedavisinde kullanilan digitalin ve 1890’da s6gilit dali kabugundan
asetilsalisilik asitin izolasyonu takip etmistir. Daha sonralar1 dogal ilaglarin
sentetik tiirevleri sentezlenerek insanlarin hizmetine sunulmustur. Bazi dogal
ilaclarin laboratuarda sentezi pahali bir islem oldugu icin hala bitkisel
droglardan elde edilmektedir. Sentetik olarak elde edilen ilaclarin istenmeyen
yan etkilerinin olmasi, insanlar1 tekrar dogal kaynakl ilaglar1 kullanmaya
yonlendirmistir. Bitkisel droglarin tedavide kullanilmasinin bagka bir tisttinliigi
de birkac etkiye birden sahip olmalaridir. Oysa sentetik ilaclar sadece tek etkiye
sahiptirler. Yeni gelistirilen ilaclarin neredeyse yarisinin dogal kaynaklar1 esas
almasi, yiiriitiilen ¢alismalarin yoniiniin dogaya yonlenmesine sebep olmustur.
Bu amagla yeni dogal ilac hammaddeleri bulmak tizere bitkiler {izerinde yapilan
arastirmalar giin gectikce artmaktadir (Newman vd., 2008; Baytop, 1984; Fakili,
2010; Bayin, 2014).

Glinlimiizde, her ne kadar sentetik ilaglarin ila¢ endiistrisinde pay1 yliksek olsa
da, dogal ila¢ etken maddeleri ve dogal bilesiklerden yola cikilarak {retilen
ilaclarin, kullanilan ilaclardaki paymin yaklasik %50’sini olusturdugu
gorilmektedir (Rishton, 2008; Bayin, 2014).

Diinya lzerinde yetisen cesitli bitkilerin, etken madde bakimindan ¢ok azinin
arastirilmis oldugu g6z oniine alinirsa, bitkiler aleminde daha bir¢cok bitkinin
kesfedilmeyi bekledigini séyleyebiliriz (Baytop, 1984; ilisulu, 1992; Bayin,
2014).



2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Calismada Kullanilan Materyaller ile Ilgili Taksonomik Bilgiler
2.1.1. Lamiaceae familyasi

Lamiaceae familyas1 Kuzey Yarimkiire'de ve 6zellikle Akdeniz bolgesinde yayilis
gosteren bir veya ¢ok yillik otsu bitkiler veya calilardir (Baytop, 1999; Bozkaya,
2013). Bu familyada 200 cins ve 3300 tiir bitki yer alir (Werker ve Ravid, 1985;
Bozkaya, 2013).

Turkiye Lamiaceae familyasinin énemli bir gen merkezi konumunda olup, bu
familyaya ait 45 cins, 546 tiir ve 731 takson bulunmaktadir. Ulkemizdeki
endemizm orani %44.2 olan bu familya, Tiirkiye'nin en zengin ti¢iincii familyasi
konumundadir (Baser vd., 1993; Kocabas ve Karaman, 2001; Bozkaya, 2013).
Lamiaceae familyasi kimyasal icerik yoniinden olduk¢a zengindir. Familya
tiyeleri bu o6zellikleri ve glizel goriiniisleri sayesinde baharat ve siis bitkisi
olarak kullanilmaktadir (Se¢gmen, 2008; Bozkaya, 2013). Ucucu ve aromatik yag
icermelerinden dolay1 farmakoloji ve parfiimeri sanayinde 6nemlidir (Dadandj,
2002; Bozkaya, 2013). Ugucu yagin ana bilesenlerinden timol ve karvakrol,
bitkiye kendi kokusunu veren ve antioksidan o6zellik kazandiran fenolik
bilesiklerdir (Baser vd., 2001). Karvakrolun cesitli farmakolojik etkilere sahip
bir bilesik oldugu bilinmektedir. Bu etkiler anti-viral, analjezik, anti-
enflamatuar, ekspektoran, anti-astmatik, tonik, anti-helmentik olarak

siralanabilir (Fakili, 2010; Bozkaya, 2013).

Lamiaceae familyasina ait cinsler, terpen (mono, di, triterpenler), flavonoid,
iridoid ve tanen icerikleri nedeniyle o6nemli fizyolojik aktivitelere sahip

bitkilerle temsil edilmektedir (Kizilkecili, 2007; Bozkaya, 2013).

Lamiaceae familyasina ait bitkiler yeryiiziinde tropik, subtropik ve iliman iklim
bolgelerinde yetisen bitkilerdir. Familya bitkilerinin toprak iistii kisimlarinda
cok sayida sekonder metabolitlerin bulundugu bilinmektedir. Bunlarin bir kismi
biyolojik aktif bilesiklerdir (Sarer, 2003; Bozkaya, 2013). Lamiaceae bitkileri

ozellikle terpenoit bilesikler yoniinden zengindir. Ayrica flavonoitler, ucucu
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yaglar, az da olsa kinoit yapida maddelerle bazen basit alkaloitleri de tasirlar. Bu
bilesikleri icermesi nedeniyle de antioksidan ve antimikrobiyel aktiviteye sahip

bitkileri icermektedir (Heywood, 1979; Bozkaya, 2013).

Lamiaceae familyasina ait bitkilerin ¢ogu antik caglardan bu yana halk ilaci
olarak cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilmalarinin yani sira tipta, gida
endiistrisinde, parfiimeri ve kozmetikte kullanilan bitkilerdir (Souleles vd.,
1987; Sevarda vd., 1987; Tzakou vd., 2001; Bozkaya, 2013). Ayrica giinlimiizde
rasyonel fitoterapide kullanilan pek ¢cok preparatta da bu familya bitkilerinin

yer aldig1 goriilmektedir (Reuter, 1994; Cuvelier vd., 1996; Bozkaya, 2013).

Bir ya da cok yillik, genellikle salgi tiiylii ve kokulu, otsu veya calimsi bitkileri
icermektedir. Govde genellikle dort koseli, yapraklar stipulasiz, basit veya
parcali, karsilikli ¢aprazdir. Cigekler braktelerin koltugunda yalanci vertisiller
halinde, brakteler yapraklara benzer veya onlardan farklidir (Davis, 1982;

Bozkaya, 2013).
2.1.2. Phlomis cinsi

Phlomis (Lamiaceae) cinsi diinyada yaklasik 100 tiirle temsil edilmektedir
(Sarkhail vd., 2006; Sarkhail vd., 2006; Bayin, 2014). Cogunlukla Orta Asya, Iran,
Turkiye ve Akdeniz'de yayilis gostermektedir (Sarkhail vd., 2006; Sarkhail vd.,
2006; Bayin, 2014). Phlomis L. (Lamiaceae) cinsi Tiirkiye’de yaygin bulunan bir
tirdir. Tirkiye florasinda 34 tiirle temsil edilmektedir ve bunlarin 21’i

endemiktir (Harput vd., 2006; Yal¢in vd., 2005; Bayin, 2014).

P. nissolii ¢ok yillik, salg1 tiiysiiz otsu bitkidir. Govde dallidir ve 130 cm
uzunluguna ulagsmaktadir. Step, kirecli veya tashk alanlar, Pinus sp. ve Juniperus
sp. orman agcikliklari ve yol kenarlar1 yetisme ortamlaridir. Yetisme ytikseltisi 0-
1600m’dir. Ciceklenme zamani Haziran-Agustos aylarindadir. Tiirii tehlike
altinda olmay1p yaygin bulunan bir tiirdiir ve endemik degildir. Yayilis1 Ttrkiye,
Liibnan ve Suriye’dir (Yazaki, 2006; Bayin, 2014).

Phlomis tirlerinin bazilar1 Tiirkiye’de uyarici ve tonik olarak kullanilmaktadir

(Giiner vd., 2012; Harput vd., 2006; Yal¢in vd., 2005; Yal¢in vd., 2006; Bayin,



2014) ve bolgesel olarak “Calba” ve “Salba” olarak bilinirler (Giiner vd., 2012;
Harput vd., 2006; Yal¢in vd., 2005; Bayin, 2014).

Phlomis cinsi lyelerinden P. aurea Misir'da antidiabetik olarak kullanilmistir. P.
spinidens alerji tedavisinde kullanilmaktadir. P. rotata Cin’de geleneksel olarak
kan akisint hizlandiricy, anti-inflamator ve agr1 dindirici 06zelligi ile
bilinmektedir. P. fruticosa’'nin yapraklar1 demlenerek kuvvetlendirici ve
giiclendirici icecek olarak tiiketilmektedir. Ayrica bu bitki Italya’da yaralarin
lizerine iyilestirici lapa olarak geleneksel tedavi amaciyla kullanilmaktadir

(Trapp ve Croteau, 2001; Bayin, 2014).

Koylerde baz1 Phlomis tiirlerinin ¢igcek veya yapraklarinin istah acgic1 ve midevi
olara kullanildig1 bilinmektedir. Bu tiir de 6zellikle ¢ay seklinde mide agrilarina
kars1 kullanilmaktadir. Tirler genelde ucucu yag, tanen igermekte ve uyarici,
gaz soktiiriici, istah acici ve mide agrilarim1 Kkesici 0zelliklerinden dolayi

kullanilmaktadirlar (Baytop, 1999).

Phlomis cinsine ait bitkilerin iridoid, flavonoid, fenilpropanoid, feniletanoid,
monoterpen, lignan, neolignan, diterpenoid ve alkaloitlerden olusan
glikozitlerin farkli smiflarimi icerdigi goériilmiistiir. Iridoid glikoziti bu cinste

bulunan bir maddedir (Sarkhail vd., 2006; Bayin, 2014).

Phlomis cinsinin flavonoid 6zelliklerine bakilan c¢alismalarda cins iiyeleri
arasinda flavonlarin flavonollere gére daha yaygin oldugu gortlmistir (Giiner
vd., 2012; Bayin, 2014). Fenolik asit ile ilgili olarak, Verbascoside (Acteoside) ve
forsithozit B dahil olmak tizere kafeik asit tlirevleri genis yelpazede bir¢ok tiirde

tespit edilmistir (Sarkhail vd., 2006; Bayin, 2014).

Phlomis cinsi lizerinde yapilan fitokimyasal calismalar, temel bilesenlerinin
feniletanoid glikozitler, iridoid glikozitler ve flavonoidler oldugunu gostermistir.
Phlomis tiirlerinden izole edilen feniletanoid glikozitlerin ¢ogu sitotoksik,
sitostatik ve antioksidan gibi 6nemli biyolojik aktivite sergilemektedir

(Kirmizibekmez vd., 2005; Bayin, 2014).



Phlomis tiirleri bitkisel ila¢ olarak Dioscorides Pedanius (Yunanli hekim ve
farmakoloji bilgini) tarafindan tanimlanmistir. Yaralarin lokal tedavisinde veya
solunum yolu hastaliklarinda bitkisel ila¢ olarak etnofarmakolojide Phlomis
tiirleri kullanilmaktadir (Sarkhail vd., 2006; Bayin, 2014). Phlomis tiirleri bir dizi
lilser ve hemaroit tedavisinde ve antidiyareik, analjezik, tonik, uyaric1 olarak
halk hekimliginde kullanilmaktadir (Sarkhail vd., 2006; Sarkhail vd. 2006;
Kirmizibekmez vd., 2005; Bayin, 2014).

Phlomis’in farmakolojik ve biyolojik etkileri hakkinda az sayida veri
bulunmaktadir. Baz1 ¢alismalar anti-enflamatuvar, bagisiklik-baskilayici, anti-
mutajenik, agr1 kesici, ates diisiiriici, serbest radikal, anti-sitma ve anti-
mikrobiyal gibi ¢esitli etkinlikler gostermistir (Sarkhail vd., 2006; Sarkhail vd.,
2006; Bayin, 2014).

2.2. Calismada Kullamilan Bitkilerle Ilgili Kaynak Ozetleri

Tilrker ve Yildirom (2013), icerisinde Phlomis armeniacamin da aralarinda
bulundugu 8 bitkinin antibakteryal ve antitlimor aktivitelerini arastirmislardir.
Metil alkol ve etil alkol 6ziitlerinde yapilan analizlerde Phlomis armeniacanin
antibakteryal etkisinin olmadig1 ancak orta dercede antitimor etkiye sahip

oldugu rapor edilmistir.

Dalar ve Konczak (2013), tarafindan icerisinde Phlomis armeniaca’nin da
bulundugu 6 bitkinin metabolik sendromu bastirma potansiyellerini
arastirllmis, bitiin bitkilerin caylari metabolik sendromu bastirma 6zelligi
gostermekle beraber Phlomis armeniaca’min bulundugu 3 tiirtin daha zayif bir
etkiye sahip oldugu gézlemlenmistir. Ayrica P. armeniaca’nin bulundugu 3 tiir a-

amilaza kars1 daha da diisiik bir inhibisyon gosterdigi de belirlenmistir.

Ozbilgin vd. (2013), tarafindan yapilan ¢alismada, icerisinde P. nissolii'nin de
bulundugu baz1 bitkilerin antimalerial hastaligina etkileri arastirilmis, P.
nissolinin de bulundugu bitkilerin 500 mg ik ekstarkatlar1 4 giin boyunca
farelere verilmis, P. nissoli'nin su ekstaraktinin orta derecede antimalerial bir

etki gosterdigi rapor edilmistir.



Yildirim vd. (2013), tarafindan yapilan calismada, Tiirkiye'de yetisen ve icinde
P. pungens’in de bulundugu 16 farkh bitki tiiriintin 3 farkh ¢o6ziliciideki 51
ekstraktinin antibakteriyel ve antitimor etkileri arastirilmistir. Arastirma
sonucunda, en iyi antibakteriyel etkinlige P. pungens etanol ekstraktinin sahip
oldugu; buna karsin ayni bitkinin metanol ektraktinin ise herhangi bir
antimikrobiyel aktivite sergilemedigi rapor edilmistir. Buna ilaveten P. pungens
alkol ekstarklarinin su ekstraktlarindan daha iyi antitiimor etkisi gosterdigi de

tespit edilmistir.

Kirimer vd. (2011), P. nissoli'nin uc¢ucu yagini GC ve GS/MS cihazlariyla analiz
etmislerdir. Analiz sonucunda P. nissoli'nin ugucu yaginin ana bilesenlerininin
germakren D (%33.9), bisiklogermakren (%15.3) ve (Z)-B-farnesen (%10.7)

oldugu rapor edilmistir.

Ulukanli ve Akkaya (2011), tarafindan yapilan c¢alismada, aralarinda P.
pungens’in de bulundugu 3 bitkinin antibakteriyel etkileri arastirilmis ve 9
bakteri karsisinda hegzan, metanol ve aseton 6ziitlerinin etkinligi incelenmistir.
Calisma sonucunda, P. pungens bitkisinin hegzan 6ziitiiniin antibakteriyel etki
gosterdigil ancak bu bitkinin metanol ve aseton 6ziitlerinin herhangi bir

antimikrobiyel etkinlik gostermedigi rapor edilmistir.

Zhang ve Wang (2011), tarafindan yapilan ¢alismada, farkli Phlomis tiirlerinin
(Phlomis umbrosa Turcz., Phlomis megalantha Diels ve Phlomis szechuanensis
C.Y.Wu) ugucu yag bilesenlerinin karakterizasyon calismalar1 yapilmis ve ana
bilesenler olarak hekzadekanoik asit (%7.1-52.1) ve trans-fitol (%5.7-50.8)

tespit edilmistir.

Zhang ve Wang (2009), iki farkli Phlomis tiiriiniin (Phlomis umbrosa ve Phlomis
megalantha) baz1 6ziitlerinin karsilastirmali olarak fenolik bilesiklerini tespit

etmisler ve ayni zamanda da antioksidan aktivitelerini belirlemislerdir.

Demirci vd. (2009), Turkiye’den topladiklar1 bazi Phlomis tiirlerinin (Phlomis
lunariifolia, P. amanica, P. monocephala, P. sieheana ve P. armeniaca) ugucu yag

bilesenlerini analiz etmislerdir. Bu ¢alismada, P. lunariifolia (%7.7), P. sieheana



(%16.6) ve P. armeniaca (%23.4) bitki ugucu yaglarinda ana bilesen olarak

germakren D bulundugu rapor edilmistir.

Zhang ve Wang (2008), Cin’den topladiklar1 bazi Phlomis tiirlerinin (Phlomis
umbrosa, Phlomis megalantha, Phlomis szechuanensis) hidrodestilasyonla elde
edilen ugucu yaglarinin kimyasal analizlerini yapmislardir. Phlomis umbrosa ve
Phlomis megalantha ugucu yaglarinda ana bilesen olarak heksadekanoik asit
(siraswyla; %52.1 ve %46.0) tespit edilirken; Phlomis szechuanensis ugucu

yaginda ise, trans-fitol (%50.8) anabilesen olarak belirlenmistir.

Khalilzadeh vd. (2008), iran’dan topladiklar1 Phlomis herba-venti bitkisinin iki
alt tiirtintin (subsp. pungens ve subsp. lenkoranica) yapraklarinin ve ¢iceklerinin
ucucu yaglarinin kimyasal bilesimlerini analiz etmislerdir. Phlomis herba-venti
subsp. pungens ve Phlomis herbaventi subsp. lenkoranica bitkilerinin hem
yapraklarindan (sirasiyla; %31.1 ve %45.9) hem de ciceklerinden (sirasiyla;
%39.2 ve %36.6) elde edilen ugucu yaglarinda ana bilesen olarak germakren D

tespit edilmistir.

Baser vd. (2008), Antalya’dan topladiklar1 Phlomis x vuralii, P. chimerae ve P.
bourgaei bitkilerinin toprak istii kisimlarindan hidrodestilasyonla ucucu
yaglarini elde etmisler ve bu ugucu yaglarin analizi sonucunda, Phlomis x vuralii
bitkisinde karyofillen oksit (%16.9), P. chimerae bitkisinde [(-karyofillen
(%34.7) ve P. bourgaei bitkisinde germakren D (%11.3) ana bilesenler olarak

rapor etmislerdir.

P. persica Boiss. ekstrelerinin, serbest radikal siipiiriicii 6zelligi, indirgeyici
potansiyeli ve [3-karotenin peroksidasyonunu onleyici kapasitesi tlizerindeki
etkilerinin arastirildig1 bir c¢alismada, fibroblastlarda hidrojen peroksitle
olusturulan sitotoksisiteyi azaltici etki de incelenmistir. Bitkinin 6nce etanol
ekstresi hazirlanmis ve etanol ekstresi artan polaritedeki ¢oziiclilerle sivi-sivi
esktraksiyona tabi tutulmustur. Arastiricilar tarafindan polar ekstrelerde
serbest radikal stipiiriicli etkiyi gormekle beraber, etil asetat ekstresinde lipid
peroksidasyon inhibisyonunun, referans olarak kullanilan gallik asite yakin

oldugu belirtilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, bitkinin hidrojen peroksitin



olusturdugu hasarlara karsi insanda koruyucu rolii olabilecegi ileri stirtilmiistiir

(Moein vd., 2007).

Harput vd. (2006), tarafindan yapilan ¢alismada, P. syriaca Boiss bitkisinden
izole edilen sekonder metabolitlerin antioksidan aktiviteleri arastirilmis ve
denenen bilesiklerden lamiidinin herhangi bir radikal siiptiriicii aktivitesi
olmadig belirtilmistir. Diger bilesiklerden akteozit, 3-OH akteozit, l6koskeptosit
ve samiozitin belirgin radikal stpirici aktiviteye sahip olduguna dikkat
cekilirken; en kuvvetli aktiviteye klorogenik asitin sahip oldugu rapor

edilmistir.

P. bruguieri, P. herba-venti ve P. olivieri'nin de aralarinda bulundugu bir diger
calismada ise, bitkilerden hazirlanan metanol ekstrelerinin aygicek yagi
kullanilarak peroksit olusumunu oOnlemedeki rolii arastirilmistir. Denenen
bitkilerin = yaninda  Camelia  sinensis, = Rosmarinus  officinalis  ve
biitillenmishidroksianisol (BHA) referans olarak kullanilmistir. Tiim ekstrelerin
kontrole gore oldukga yiiksek antioksidan etki gosterdigi belirtilmekle birlikte,
en kuvvetli etkinin P. bruguieri’de ortaya c¢iktig1 kaydedilmistir. Phlomis
tlrlerinin sahip olduklar1 bu antioksidan aktivitenin bilesimlerindeki

flavonoitlerden kaynaklandigi ileri siirtilmiistiir (Morteza vd., 2006).

Calis vd. (2005), P. viscosa L. bitkisinin toprak iistii kisimlarindan 24 bilesik
izole etmis ve bunlardan feniletanoit glikozitlerinin serbest radikal stipiirtict
etkisini DPPH yéntemi ile incelemislerdir. Incelenen bilesiklerden verbaskozit,
izoakteosit B, mirikozit ve samiozit'in, dl-a-tokoferol ile karsilastirilabilir
diizeyde, diger bilesiklerin ise zayif bir serbest radikal siipiiriicii etkiye sahip

oldugu belirtilmistir.

Couladis vd. (2004), Lamiaceae familyasinda bulunan 21 aromatik bitkiden elde
edilen etanol ekstrelerinin in vitro antioksidan aktivitelerini Fe2* indirgeme
yontemi ile arastirmislardir. Deney sonuglarina gore denenen bitkiler arasinda
bulunan P. lanata ekstresi, a-tokoferol ile ayni, P. fruticosa L. ise a-tokoferol’a

yakin bir antioksidan aktivite gostermistir (Cauladis vd., 2004).
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Tasdemir vd. (2004), lic Phlomis tirini de (P. leucophracta, P. kurdica, P.
russeliana) iceren bir antioksidan/radikal siipiiriicii etki tarama c¢alismasi
tasarlamislardir. Etkinin test edilmesi igin o©ncelikle bitkilerden hekzan,
kloroform ve sulu ekstre hazirlanmistir. Arastiricilar her ti¢c Phlomis tiirliniin de
denenen tiim bitkiler icerisinde en kuvvetli antioksidan/radikal stipiirtct etkiye
sahip oldugunu belirtilmekle birlikte, etkinin 6zellikle polar fraksiyonlarda, yani
sulu ekstrede daha da arttigini1 vurgulamislardir. Calismada bu sonucun sulu

ekstrede bulunan feniletanoit glikozitlerinden kaynaklanabilecegi belirtilmistir.

Demirci vd. (2003), Kayseri Erciyes dagindan topladiklar1 Phlomis linearis
bitkisinin ugucu yaginin kimyasal bilesimini belirlemislerdir. Calisma
sonucunda, -karyofillen (%24.2) ve germakren D (%22.3) ana bilesen olarak
tespit edilmistir.

Ismailoglu vd. (2002), P. pungens var. pungens'den elde edilen bazi ekstre,
fraksiyon ve bilesiklerin izole sican aortlarinda, serbest radikallerle olusturulan
endotel bagiml gevsemeye karsi koruyucu etkisini incelemislerdir. Arastiricilar
fenilpropanoit glikozitlerinin baslica etkili bilesikler oldugunu ve etkinin bu
bilesiklerin sahip oldugu serbest radikal siipiiriicii 06zelliklerinden

kaynaklanabilecegini ileri stirmiislerdir.

Bucar vd. (1998), P. nissoli'nin flavonidlerini izole ¢alismalar1 yapmislar, bu

calismada apigenin, eriodictyol, luteolini izole ettiklerini rapor etmislerdir.

Keser vd. (2012), P. pungens var. hispida taksonunun cicek ve yapraklarinin
etanol ve su oziitleri lizerine antioksidan aktivite g¢alismalar1 yapmislar ve

ozutlerin DPPH ve ABTS radikalleri iizerine etkili olduklarini rapor etmislerdir.

P. bourgaei tizerine 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada, bitki ugucu yaginin
kimyasal karakterizasyonu ile hem bitki ugucu yaginin hem de bazi ¢oziicii
ozutlerinin antioksidan aktiviteleri belirlenmistir. Calismada bitki ucucu
yaginda toplam 13 bilesenin aydinlatildigi ve ana bilesenler olarak (3-karyofillen
(%37.37), (Z)-B-farnesen (%15.88) ve germakren D (%10.97)'nin oldugu rapor
edilmistir (Sarikurkcu vd., 2013).
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Amor vd. (2009), baz1 Phlomis tiirlerinin biyolojik aktiviteleri ve fitokimyalari
lizerine yapilan bilimsel calismalar1 iceren bir derleme yapmislardir. Bu
derleme de 20’ye yakin Phlomis tlri lizerine yapilmis calismalar bir araya
getirilmistir. Bu calismada sunulan bazi Plomis tirlerinin farkli kemotipteki
ucucu yaglarinin bazilarinin kimyasal icerikleri Cizelge 2.1 ve Cizelge 2.2’de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.1. Phlomis tiirleri ucucu yaglarinda bulunan kimyasal bilesikler
(kemotipi seksiterpen olanlar) (Amor vd., 2009)

Tlrler Seskiterpenler Kaynaklar

P. anisodonta Germakren D (%65.0), Sarkhail vd., (2005)
B-karyofillen (%11.0)

P. bruguieri Germakren D (%60.5), Sarkhail vd., (2005)
v-elemen (%16.5),

germakren B (%7.1),
bisikogermakren (%4.1)

P. cretica Germakren D (%34.0), Basta vd., (2006)
germakren B (%11.0)
P. linearis (TU/H) B-Karyofillen (%24.2), Demirci vd., (2009)

germakren D (%22.3),
karyofillen oksit (%9.2)

P. crinita subsp. trans-Karyofillen (%40.9), Amor vd., (2008)
mauritanica (yapraklar)  germakren D (%39.1)

P. crinita subsp. B-Karyofillen (%58.2), Amor vd,, (2008)
mauritanica (gicek) germakren D (%35.1)

(TTU/H)

P. russeliana (KTU/H) B-Karyofillen (%22.6), Demirci vd., (2008)

germakren D (%15.1),
karyofillen oksit (%8.1)
P. samia (TTU/H) (E)-B-farnesen (%20.7), Aligiannis vd., (2004)
germakren D (%6.3),
B-karyofillen (%5.8),
karyofillen oksit (%3.2),
spatulenol (%3.7)

P. grandiflora var. B-Eudesmol (%42.0), Demirci vd., (2008)
grandiflora (KTU/H) a-odesmol (%16.1)
P. viscosa (KTU/H) Germakren D (%33.9), Kirimer vd., (2006)

bisiklogermakren %15.3),
(Z)-p-farnesene (%10.7)

P. olivieri (KTU/H) Germakren D (%26.4), Mohammad vd., (2005)
bisiklogermakren (%12.7)

TTU: Taze toprak iistii; KTU: Kurutulmus toprak tistii, CKTU; Cicekli kurutulmus
toprak tistli; H: hidrodestilasyon
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Cizelge 2.2. Phlomis tirleri ugucu yaglarindaki kimyasal bilesikler (kemotipi

mono ve seksiterpen olanlar) (Amor vd., 2009)

Tiirler Monoterpenler Seskiterpenler Kaynaklar
P. bovei subsp.  Timol (%8.3) Germakren D (%21.4), Liolios vd., (2007)
bovei (KTU/H) B-karyofillen (%7),
heksahidrofar. aseton
(%5.8)
P. chimerae o-Pinen (%5.5), B-Karyofillen (%31.6), Celik vd., (2005)
(CKTU/H) linalool (%4.7) germakren D (%6.1),
d-kadinen (%5.0),
karyofillen oksit (%4.8)
P. cretica o-Pinen (%9.4), B-Karyofillen (%17.5), Aligiannis vd., (2004)
(TTU/H) linalool (%7.5), germakren D (%20.1)
limonen (%7.1),
cis-p-osimen (%5.4)
P. cretica o-Pinen (%11.2) Germakren D (%47.9) Basta vd., (2006)
(vaprak)
P. fruticosa o-Pinen (%38.9), B-Karyofillen (%8.7) Ristic vd., (2000)
(TTU/H) 1,8-sineol (%8.1),
(glneslialan)  limonen (%2.1),
a-tujon (%2)
P. fruticosa o-Pinen (%56.6), B-Karyofillen (%2) Ristic vd., (2000)
(TTU/H) 1,8-sineol (%10.4),
(ormanlik limonen (%2.2),
alan) a-tujen (%2.3)
P. fruticosa o-Pinen (%12,6), B-Karyofillen (%12.6), Aligiannis vd., (2004)
(TTU/H) linalool (%8) germakren D (%21.4),

P. grandifiora
var.
grandiflora
(TTU/H)

P. lanata
(TTU/H)

P. lanceolata

P. leucophracta

o-Pinen (%2.4),
limonen (%2.7)

o-Pinen (%25.41),
limonen (%15.67)
o-Pinen (%8.7)

a-Pinen (%19.2),

(Z)-y-bisabolen (%7.1)
Germakren D (%45.4),
B-karyofillen (%22.8),

bisiklogermakren (4.9)

trans-Karyofillen (%8.76)

Germakren D (%47.0),
(E)-B-farnesen (%10.5),
germakren B (%8.0),
bisiklogermakren (%5.9)
B-Karyofillen (%20.2),

Celik vd.,, (2005)

Couladis vd., (2000)

Sarkhail vd., (2005)

Celik vd., (2005)

(CKTU/H) limonen (%11.0) germakren D (%4.5)
P. olivieri o-Pinen (%11.7) Germakren D (%28.1), Mirza ve Baher Nik
(KTU/H) B-karyofillen (%16.1), (2007)

B-selinen (%10.2),

bisiklogermakren (%7.4),

B-selinen (%4.1),

d-kadinen (%3.6),
P. olivieri o-Pinen (%4.2) Germakren D (%66.1), Sarkhail vd., (2003)
(TTU/H) B-selinen (%5.1),

B-karyofillen (%4.2)
P. persica o-Pinen (%13.3) Germakren D (%38.2), Mohammad vd., (2005)
(KTU/H) bisiklogermakren (%16.3)

TTU: Taze toprak iistii; KTU: Kurutulmus toprak tistii, CKTU; Cigekli kurutulmus toprak iistii; H:

hidrodestilasyon
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2.2. Amag

Yasamimizin vazgecilmez unsurlarindan olan ve beslenmemizin temelini
olusturan gida maddeleri, tiiketim asamasina gelinceye kadar bir dizi olaylar
zincirinden gecmektedir. Bu gelismelerin paralelinde de iiretilen gidalarin besin
degerlerinin ve Kkalitelerinin korunabilmesi olduk¢a o6nemlidir. Bu koruma
tedbirlerinden biride oksidasyonu onlemek amaciyla antioksidan maddelerin
katki maddesi olarak kullanilmasidir. Bu katki maddeleri genellikle sentetiktir.
Biitillenmis hidroksitoluen (BHT), biitillenmis hidroksianisol (BHA) ve propil
gallat (PG) en ¢ok kullanilan sentetik antioksidanlardir. Ancak son zamanlarda
sentetik antioksidanlarin yan etkilerinin rapor edilmesiyle, hem gida
endiistrisinde hem de tibbi amagh olarak sentetik antioksidanlar yerine dogal
icerikli antioksidanlara olan talep artmaktadir. Bu nedenle bu talebi karsilamasi

» o«

acisindan bu tez calismasinda Anadolu’da “Calba”, “Calba”, “Salba”, “Salvar otu”,

>N« » o«

“Ayikulagl”, “Dag cay1”,

» o«

Silvanok”, “Coban ciras1”, “Eniste otu” ya da “Ballikotu”
olarak bilinen ve yapraklarindan hazirlanan inflizyonlar halk tarafindan cay
olarak kullanilan (Baytop, 1999) bazi Phlomis tirleri lzerine fitokimyasal
calismalar planlanmaktadir. Bu baglamda yukaridaki kullanimlarina ilaveten
halk tarafindan mide agrisinda, mide {iilserinde, hemaroit ve goz iltihaplarn
tedavilerinde ve akrep 1sirmasi gibi bazi zehirlenmelerde de kullanilan Phlomis
pungens var. pungens, P. armeniaca ve P. nissolii bitkilerinin toprak isti
kisimlarinin 6ncelikli olarak sabit yag iceriklerinin Gaz Kromatografisi (GC) ile
ucucu yag iceriklerinin ise, GC ve GC-MS ile belirlenmesi amaclandi. Ayrica bu
bitkilerin farkli ¢oziici ozitlerinin (etil asetat, metanol ve su) ve ucucu
yaglarinin in vitro antioksidan, antiradikal, metal selatlama aktiviteleri ile
ozutlerin icerdigi toplam biyoaktif bilesenlerin (toplam fenolik, toplam flavanoit
ve toplam saponin) belirlenmesi ve ayn1 zamanda ¢oziicii 6zitlerinin fenolik

bilesiklerinin HPLC ile tespit edilmesi hedeflendi.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Bitkisel Materyallerin Toplanmasi ve Teshis Edilmesi

Bu tez calismasinda degerlendirilen t¢ Phlomis taksonu, asagida belirtilen
tarihlerde dogal ortamlarindan ¢igeklenme zamanlarinda toplandi. Bitkilerin
taksonomik tanimlamalar1 Mugla Sitki Kogman Universitesi, Fen Fakiiltesi,
Biyoloji Boéliimii Botanik Anabilim Dali Ogretim elemam Uzman Dr. Olcay
CEYLAN tarafindan yapildi. Her ii¢ bitkinin de toprak iistii kisimlar1 (bitkinin
cicek, dal ve yapraklarin1 kapsayan ve toprak iistiinde kalan kisimlar1) golgede
kurutulduktan sonra ¢oziicii 6ziitlerinin ve ugucu yaglarin elde edilmelerinde

kullanilmak tizere kii¢tlik parcalara ayrildi.

1. Phlomis armeniaca WILLD. Afyon, Bolvadin, Kemerkaya Kasabasi, Tomsii
Kalesi, 1520 m, 23.06.2013, 38° 53’ 59”K 31° 06’ 13”D, (Herbaryum No:
MUH1877).

2. Phlomis nissolii L. Konya, Cumra-Bozkir kara yolu yol kenarlar1 10.-15.
km arasi, 1026 m, 20.07.2013, 37° 32’ 46”K 32° 40’ 22”D, (Herbaryum
No: MUH2445).

3. Phlomis pungens WILLD. var. pungens WILLD. Ankara, Cubuk-Karagol
arasi 2. km, 1080 m, 13.07.2013, 40° 16’ 27”K 33° 00’ 52”D, (Herbaryum
No: MUH3544)

Sekil 3.1. Tez galismasinda kullanilan Phlomis taksonlarinin fotograflar
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3.2. Yontemler
3.2.1. Oziitleme yontemleri
3.2.1.1. Bitki ugucu yaglarinin elde edilmesi

Golgede kurutularak belli tane boyutuna pargalanmis olan her bir bitkinin
toprak usti kisimlarinin 300 grami Clevenger tipi aparat kullanilarak yaklasik 5
saat hidrodestilasyona tabi tutuldu (Sekil 3.1). Elde edilen ugucu yaglar susuz
sodyum siilfat lizerinde kurutularak stiziildii ve analiz edilinceye kadar +4 °C’de

sakland1.
3.2.1.2. Coziicii 6ziitlerinin hazirlanmasi

Bitkilerin ¢6ziicli 6ziitlerinin elde edilmesinde farkl polariteye sahip ¢oziiciiler

tercih edilerek asagidaki sekilde 6ziitleme islemi uygulandi (Sekil 3.2):

1. Etil asetat 6ziitlemesi: Kurutulmus ve belli bir tane boyutuna getirilmis
bitki 6rneklerinin 20 grami soxhlet haznesine yerlestirildi ve etil asetat
ile 5 saat soxhlet oziitlemesi uygulandi. Oziitler beyaz bant siizgec
kagidindan stzildiikten sonra ¢6zlici vakum altinda doner
buharlastiricida 40 °C’de uzaklastirildi ve 6ziitler analiz edilinceye kadar
+4 °C’'de saklandu.

2. Metanol oziitlemesi: Kurutulmus ve belli bir tane boyutuna getirilmis
bitki 6rneklerinin 20 grami soxhlet haznesine yerlestirildi ve bu kez
metanol ile 5 saat soxhlet oziitlemesi uygulandi. Oziitler beyaz bant
stizge¢ kagidindan siziildiikkten sonra ¢oziicii vakum altinda doner
buharlastiricida 40 °C’de uzaklastirildi ve 6ziitler analiz edilinceye kadar
+4 °C’de saklandi.

3. Su ozitlemesi: Kurutulmus ve belli bir tane boyutuna getirilmis bitki
orneklerinin 20 grami 500 ml kaynar saf su ile 30 dakika muamele edildi.
Oziitler beyaz bant siizge¢ kagidindan siiziildiikten sonra -18 °C'de
donduruldu. Daha sonra -50 °C’de liyofilize (suyu uzaklastirildi) edildi ve

analiz edilinceye kadar +4 °C’de saklandi.
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Etil asetat ve metal oOziitleri tekrar metanol de ¢o6zlndiiriildii ve beyaz bant
stizge¢ kagidindan stuzilerek 2 mg/ml derisimde stok ¢ozeltiler hazirlandi. Su
Oziutl ise saf suda ¢oziindiiriildii ve bu 6ziitten de 2 mg/ml derisimde stok

¢ozelti hazirlandi. Tiim testlerde hazirlanan bu ¢ozeltiler kullanildi.

Sekil 3.2. Clevenger aparati (a) ve sohxlet 6ziitleme diizenegi (b)

3.2.1.3. Bitkilerin sabit yaglarinin elde edilmesi

Kurutulmus ve belli bir tane boyutuna getirilmis bitki 6rneklerinin 10 grami
soxhlet haznesine yerlestirildi ve petrol eteri ile 5 saat soxhlet oziitlemesi
uygulandi. Coziici vakum altinda doner buharlastiricicda 40 °Cde

uzaklastirildiktan sonra kalan kisim yag asidi analizlerinde kullanildi.
3.2.1.4. Bitkilerin yag asitlerinin metil esterlerine doniistiriilmesi

Yag orneklerinden 0.1-0.2 g kadar balonlara aktarildi. Yag o6rneklerinin
lzerlerine %?2’lik NaOH ¢ozeltisinden 4 ml eklenerek sabunlasmanin
gerceklesmesi icin 10 dakika kaynatildi. Sabunlasma tamamlandiktan sonra
%?14’liik BF3-metanol kompleksinden 5 ml eklendi ve 5 dakika daha kaynatildi.

Daha sonra Kkarisim {izerine 2 ml n-heptan eklenerek bir dakika daha
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kaynamaya birakildi. Kaynama tamamlandiktan sonra doymus NaCl
cozeltisinden 4 ml eklendi. Balonlar iyice karistirildiktan sonra faz ayrimi i¢in
ayirma hunilerine aktarildi ve 5-10 dakika beklendi. Bu siire sonunda sulu kisim
atildiktan sonra tstteki sari renkli faz viallere aktarilarak analiz edilinceye

kadar -20 °C’de saklandi (IUPAC, 1979).
3.2.2. Bitkilerin yag asidi iceriklerinin belirlenmesi

Metil esterlerine doniistiiriilen yag asitlerinin analizleri, HP (Hewlett Packard)
Agilent marka 6890 N model FID (Flame Ionization Detector: Alev iyonlastirma
dedektorii) dedektorlii ve otomatik injektorlii Gaz Kromatografisi (GC) ile
gerceklestirildi. Analizlerde HP-88 kapiler kolon (100 m) kullanildi. GC
analizinde, injektor blogu sicakligr 240 °C, dedektoér blogu sicakligl ise 250 °C
olarak ayarlandi. Kolona sicaklik programi uygulandi. Kolonun baslangi¢
sicakligt 60 °C olarak ayarlandi. Bu sicaklikta 1 dk bekletildi daha sonra
dakikada 20 °C arttirilarak 190 °C‘ye ulasildi. Bu sicaklikta 60 dk bekletildi ve
daha sonra dakikada 1 °C artarak 220 °C ‘ye ulasildi ve bu sicaklikta 10 dakika
daha bekletildi. Sonucta analizler 107 dakikada tamamlandi. GC’'de gaz akis
hizlar1 hidrojen icin 30 ml/dk, kuru hava i¢in 300 ml/dk ve tasiyici gaz olarak

kullanilan helyum i¢in 1 ml/dk olarak ayarlandi.

Yag asiti metil esterleri standartlar1 Alltech ve Accu firmalarindan elde edildi.
Standartlarin bagil alikonma zamanlar (Relative Retantion Time: RRT) GC
cihazinda aymi kosullarda analizlenerek belirlendi. Bodylece elde edilen
standartlarin bagil alikonma zamanlari yardimi ile kromatogramlardaki piklere
karsilik gelen yag asitleri belirlendi. Yag asitleri derisimleri, li¢ tekrarli olarak
elde edilen kromatogramlardaki piklerin ylizde alanlarinin aritmetik

ortalamalari ve standart sapmalari hesaplanarak verildi.
3.2.3. Bitki ucucu yaglarinin kimyasal karakterizasyonu

Ugucu yag analizleri GC-FID ve GC-MS’de teknikleri kullanilarak gergeklestirildi.
GC-MS analizleri Agilent 7890 A baglanmis bir Agilent 5975 GC-MSD sistemiyle
yapildi. Kolon olarak HP-Innovax FSC kolon (60 m x 0.25 mm, 0.25 pm film
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kalinlig1) ve tasiyici gaz olarak 1.2 ml/dk akis hizinda helyum kullanildi. GC firin
sicakliglr 10 dk boyunca 220 °C’de sabit tutuldu ve dakikada 4 °C artacak sekilde
220 °C’ye programlandi. Bu sicaklikta 10 dk bekletildikten sonra dakikada 1 °C
artacak sekilde 240 °C’ye ulasildi. 40:1 split orani kullanildi. Enjektor sicaklig
250 °C’ye ayarlandi ve kiitle spektrumlar1 70 eV’ta kaydedildi. Kiitle aralig1 35-
450 m/z olarak ayarlandi. GC-FID analizi Agilent 7693A model otomatik
ornekleyici kullanilarak es zamanl otomatik enjeksiyonla gergeklestirildi. n-

Heksan ile seyreltilmis ugucu yag (1 pl) GC-MS sistemine enjekte edildi.

GC analizleri Agilent 7890A GC sistemi kullanilarak gergeklestirildi. GC-MS ile
ayni eliisyon sartlarini saglamak icin ayni kolon ve ayni sartlar kullanilarak es
zamanli enjeksiyon yapildi. FID sicakligt 300 °C'ye ayarlandi. Ugucu yag
bilesenlerinin tanimlanmasi ayni deney sartlar1 altinda Cg-C30 n-alkanlarin
enjeksiyonu ile elde edilen alikonma siirelerine bagh olarak tanimlandi. Ayrica
bilesenleri tam olarak tanimlanmasinda, NIST 05 ve Wiley 8 kiitiiphane
verilerinden elde edilen kiitle spektrumlari, saf maddelerden elde edilen
kendimizin olusturdugu MS Kkitiiphane verileri ve bilinen ucucu yag

bilesenlerinin karsilastirilmasi teknikleri de kullanildi.
3.2.4. Bitki o6ziitlerinin RP-HPLC ile fenolik iceriklerinin belirlenmesi

Phlomis taksonlar1 ¢6zilicli 6ziitlerinin fenolik bilesik miktarlari ters faz yiiksek
performansh sivi kromotografisiyle (RP-HPLC, Shimadzu Scientific Instruments,
Tokyo, Japan) tespit edildi. Fenolik bilesiklerin belirlenmesi ve miktarlarinin
tayin edilmesinde LC-10ADvp pompa, Diod Array Detektor, CTO-10Avp kolon
1siticl, SCL-10Avp system kontrolori, DGU-14A degazor ve SIL-10ADvp
otomatik Ornekleyici (Shimadzu Scientific Instruments, Columbia, MD)
kullanilarak belirlendi. Ayirimlar 30 °C’de Agilent® Eclipse XDB C-18 ters faz
kolon (250 mm x4.6 mm, 5 pm tanecik boyut) lizerinde gerceklestirildi. Eliiatlar
280 nm’de tespit edildi. Iki farkli mobil faz kullanildi. Bunlardan A: %3’liik
asetik asit ve B: Metanoldiir. Analiz icin Ornekler metanol icerisinde
cozundirildii ve bu ¢ozelti (20 pl) kolona enjekte edildi. 0.8 ml/dk akis hizinda
Cizelge 3.1’deki eliisyon gradient programi uygulandi.
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Protokatesik asit, (+)-katesin, p-hidroksibenzoik asit, klorogenik asit, kafeik asit,
(-)-epikatesin, ferulik asit, benzoik asit, rutin, rosmarinik asit ve apigenin fenolik
standartlar olarak kullanildi. Oziitlerin fenolik bilesiklerin tanimlanmasi ve
miktarlarinin belirlenmesi, standartlarla karsilastirilmalariyla tespit edildi.
Oziitlerin icerdigi her bir fenolik bilesik miktar: ilgili fenolik standarttan elde
edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak hesaplandi (mg/g 06ziit). Analizde

kullanilan standart fenoliklere ait analitik karekteristikler Cizelge 3.2’ de verildi.

Cizelge 3.1. Phlomis taksonlari 6ziitlerinin fenolik icerikleri icin HPLC programi

Stire Derisim A Derisim B Stre Derisim A Derisim B
(dk) (%3 Asetik asit) (Metanol) (dk) (%3 Asetik asit) (Metanol)
0.01 100 - 62 58 42
0.10 93 7 70 50 50

20 72 28 73 30 70

28 75 25 75 20 80

35 70 30 80 100 -

50 70 30 81 93 7

60 67 33

Cizelge 3.2. Standart fenolik bilesiklere ait analitik karakteristikler

Fenolik bilesikler Linearite Linear esitlik (R?) LOD LOQ
(mg/1) (mg/l)  (mg/I)

Protokatesik asit 0.20-25.0 y=48107x-11153 0.9991 0.086  0.260
(+)-Katesin 0.90-113 y=20346x-29275 0.9988 0.172  0.522
p-Hidroksibenzoik asit  0.20-25.0 y=62896x-11801 0.9994 0.007 0.020
Klorogenik asit 0.35-45.0 y=37172x-20503 0.9988 0.080 0.241
Kafeik asit 0.16-21.0 y=101382x-18712 0.9993 0.054 0.162
(-)-Epikatesin 0.50-66.0 y=30982x-22609 0.9990 0.170 0.514
Ferulik asit 0.12-17.0 y=94621x-15153 0.9993 0.004 0.011
Benzoik asit 0.85-55.0 y=9578.2x-2819.6 0.9998 0.111 0.335
Rutin 0.40-55.0 y=26877x-18033 0.9990 0.180 0.550
Rosmarinik asit 0.40-55.1 y=39556x-27953 0.9989 0.050 0.150
Apigenin 0.17-11.0 y=95601x-6571.1 0.9997 0.034  0.104
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3.3. Antioksidan Kapasite Tayin Yontemleri
3.3.1. Toplam antioksidan kapasitenin belirlenmesi
3.3.1.1. B-Karoten/linoleik asit yontemi

Hem o6ziitlerin hem de ucucu yaglarin (6rnekler) toplam antioksidan aktivitesi,
linoleik asit oksidasyonundan ileri gelen konjuge dien hidroperoksitlerin ve
ucucu organik bilesiklerinin inhibisyonunun 6lciillmesine dayanan (-karoten-
linoleik asit sistemiyle belirlendi (Sarikurkcu vd., 2013). B-karoten ¢ozeltisi, 0.5
mg [B-karotenin 1 ml kloroformda ¢oziilmesiyle hazirlandi. Bu ¢ézeltiye 25 pl
linoleik asit ve 200 mg Tween 40 ilave edildi. Kloroform déner buharlastiricida
ucurulduktan sonra 100 ml hava gecirilmis safsu ile karistirildi. Bu
emiilsiyonunun 2.5 mililitresi 6rneklerin 0.5 mililitresine ilave edildi. Kontrol
icin test tiipline 0Oziit yerine 0.5 ml metanol/su konuldu. Emiilsiyon test
tliplerine ilave edilir edilmez spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Japan)
kullanilarak 490 nm’deki baslangi¢ absorbans 6l¢timleri yapildi. Tiipler 50 °C’de
inkiibasyona birakildi. B-karotenin rengi kayboluncaya kadar inkiibasyona
devam edildi (120 dakika). B-karoten renk agilim orani (R), 1 esitligine gore
hesaplandi:

R=1n (a/b)/t (1)

Burada; In= dogal logaritma, a= baslangi¢c absorbansi, b= 120 dakika

inkiibasyondan sonraki absorbansi ifade etmektedir.

Toplam antioksidan aktivite (TAA) ise 2 esitligine gore hesaplandi:

TAA = [(Rkontrol = Rsrnek) / Rkontrol] X 100 (2)
3.3.1.2. Fosfomolibdenyum y6ntemi

Icerisinde érnek ¢ozeltisi (0.1 ml) bulunan test tiiplerine 3 ml reaktif ¢ozeltisi
(0.6 M siilfiirik asit, 28 mM sodyum fosfat ve 4 mM amonyum molibdat) ilave
edildi. Test tiipleri 95 °C’de 90 dk inkiibe edildikten sonra oda sicakligina kadar

sogutuldu ve kore karsi (kor, 3 ml reaktif ¢ozelti ve 0.1 ml ¢6ziicli icermektedir)
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695 nm’deki absorbans o6l¢iimleri yapildi (Prieto vd., 1999; Zengin vd., 2010).
Orneklerin toplam antioksidan kapasiteleri standart troloks esdeger (TEs)

olarak hesaplandi (mmol TEs/g 6rnek).
3.3.2. Serbest radikal siipiiriim aktivitenin belirlenmesi
3.3.2.1. DPPH radikal siipiiriim testi

Orneklerin serbest radikal giderim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil
(DPPH) serbest radikali kullanilarak belirlendi (Sarikurkcu, 2011). icerisinde
ornek cozeltisi (1 ml) bulunan test tiiplerine metanolde hazirlanmis DPPH
cozeltisi (1 ml, 0.4 mM) ilave edildi. Kontrol icin test tlipiine 6ziit yerine 1 ml
metanol/su konuldu. Ornekler oda sicakhginda ve karanhkta 30 dakika
inkiibasyona birakildiktan sonra 517 nm’deki absorbans o6lg¢limleri yapildi.
Orneklerin DPPH radikalini siipiiriim aktiviteleri troloks esdeger olarak

hesaplandi (mg TEs/g 6rnek).
3.3.2.2. ABTS radikal suipiiriim testi

Bu testte ABTS+ radikal katyonu, 7.4 mM ABTS c¢o6zeltisi ile 2.45 mM potasyum
persiilfat ¢ozeltisinin tepkimesiyle elde edildi. Bu karisiminin 12-16 saat
karanlikta bekletilerek aktif radikal olusmasi saglandi. Deneyden 6nce ABTS
katyon radikal c¢ozeltisi, 734 nm’de absorbansi 1.381+0.020 olacak sekilde
metanol ile seyreltildi. Ornek ¢ézeltilerinden 1 ml alindi ve 2 ml ABTS solusyonu
ile karistirildi. Tiipler agizlar1 kapali bir bicimde oda sicakliinda 30 dakika
bekletildikten sonra 6rneklerin 734 nm’deki absorbans ol¢iimleri yapild1 (Re
vd.,, 1999). Orneklerin ABTS katyon radikali siipiiriim aktiviteleri troloks
esdeger olarak hesaplandi (mg TEs/g 6rnek).

3.3.3. Indirgeme giiciiniin belirlenmesi
3.3.3.1. CUPRAC testi

Orneklerin Cu?*/Cu* indirgeme potansiyelleri literatiirde belirtilen CUPRAC
yontemiyle analiz edildi (Apak vd., 2006). icerisinde érnek cozeltisi (0.5 ml)

bulunan test tiiplerine sirasiyla; CuClz (1 ml, 10 mM), amonyum asetat (1 ml, 1
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M, pH:7.0) ve neokuproin (1 ml, 7.5 mM) cozeltileri eklendi. Tiipler agizlari
kapali bir bicimde oda sicakliginda karanlikta 30 dakika bekletildikten sonra
450 nm’deki absorbans 6lciimleri yapildi. Orneklerin CUPRAC indirgeme
potansiyelleri troloks esdeger olarak hesaplandi (mg TEs/g 6rnek).

3.2.3.2. FRAP testi

Orneklerin Fe3*/Fe?* indirgeme potansiyelleri FRAP yéntemiyle belirlendi
(Benzie ve Strain, 1996). Asetat tamponu (0.3 M, pH: 3.6), 40 mM HCI icinde
hazirlanan 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine (TPTZ) (10 mM) ve FeCl3 (20 mM)
cOzeltilerinin hacimce 10:1:1 oraninda Kkaristirilmasi ile olusturulan FRAP
reaktifi (2 ml), icerisinde 6rnek ¢o6zeltisi (0.1 ml) bulunan test tiiplerine eklendi
ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona birakildi. Karisimlarin 593 nm’deki
absorbans odl¢iimleri yapildi. Orneklerin FRAP indirgeme potansiyelleri troloks

esdeger olarak hesaplandi (mg TEs/g 6rnek).
3.3.4. Selatlama kapasitesinin belirlenmesi

Orneklerin Fe2* iyonlarim selatlama kapasiteleri Sarikurkcu vd. (2013)
yontemine gore belirlendi. igerisinde 6ziit ¢ozeltisi (2 ml) bulunan test tiiplerine
FeClz (0.05 ml, 2 mM) c¢ozeltisi ilave edildi. Tepkime ferrozin (0.2 ml, 5 mM)
ilavesiyle baslatildi. Karisim karistirildiktan sonra oda sicakliginda 10 dakika
inkiibasyona birakildi. Ferrozin yerine metanol/su (0.2 ml) kullanilarak herbir
ornek i¢in kér numune hazirlandi. Daha sonra hem kér hem de 6rneklerin 562
nm’deki absorbans dl¢iimleri yapildi. Orneklerin selatlama kapasiteleri érnekler
icin Olciilen absorbans degerlerinden her bir 6rnek icin hazirlanan koér karisima
ait absorbans degerleri ¢ikartilarak etilendiamin tetra asetik asit disodyum

(EDTA) tuzu esdeger olarak hesaplandi (mg EDTAEs/g 6rnek).
3.3.5. Toplam fenolik bilesik miktarinin belirlenmesi

Oziitlerin toplam fenolik bilesik miktarlar1 Folin-Ciocalteu Reaktifi (FCR)
kullanilarak gallik asit esdeger olarak belirlendi (Sarikurkcu wvd., 2013).
Icerisinde 6ziit ¢ozeltisi (0.25 ml) bulunan test tiiplerine FCR reaktifi (1 ml, 1:9
seyreltilmis) ilave edildi ve 3 dakika sonrada bu karisima Na;CO3 ¢6zeltisi (0.75
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ml, %1) eklendi. Son karisim 2 saat siiresince oda sicakliinda inkiibasyona
birakildi ve ara sira ¢alkalandi. Oziitlerin 760 nm’deki absorbans odl¢iimleri
yapildi ve toplam fenolik bilesik miktarlar1 gallik asit esdeger olarak hesaplandi
(mg GAEs/ g oziit).

3.3.6. Toplam flavonoit bilesik miktarinin belirlenmesi

Oziitlerin toplam flavonoit bilesik miktarlar1 AlCl3 yéntemiyle belirlendi
(Sarikurkcu vd., 2013). icerisinde éziit ¢6zeltisi (1 ml) bulunan test tiiplerine
metanolde hazirlanmigs AlCl3 ¢ozeltisi (1 ml, %2) ilave edildi ve oda sicakliginda
10 dakika inkiibasyona birakildi. Kér 6rnek olarak o6ziit ¢ozeltisi (1 ml) ve
metanol (1 ml) iceren bir karisim hazirlandi. Orneklerin 415 nm’deki absorbans
olgiimleri yapildi. Orneklerin flavonoit bilesik miktarlar1 érnekler icin 6lgiilen
absorbans degerlerinden her bir 6ziit i¢cin hazirlanan kor karisima ait absorbans

degerleri ¢ikartilarak rutin esdeger olarak hesaplandi (mg REs/g 6ziit).
3.3.7. Toplam saponin bilesik miktarinin belirlenmesi

Oziitlerin toplam saponin bilesik miktarlar1 vanillin-siilfiirik asit yéntemiyle
belirlendi (Aktumsek vd., 2013). Icerisinde &ziit ¢ozeltisi (0.25 ml) bulunan test
tliplerine vanilin (0.25 ml, %8) ve siilfiirik asit (2 ml, %72) ilave edildi. Karisim
60 °C'de 10 dk inkiibe edildikten sonar oda sicakliginda sogumaya birakildi.
Sogutulan 6ziitlerin 538 nm’deki absorbans 6l¢timleri yapildi ve toplam saponin

bilesik miktarlar1 quillaja esdeger olarak hesaplandi (mg QAEs/g 6ziit).
3.4. istatistiksel Hesaplamalar

Biitiin testler ii¢ tekrarli deneyler yapilarak gerceklestirildi ve sonuclar i¢
tekrarli deneylerin ortalamasi ve standart sapmasi olarak verildi. Sonuglar
arasindaki anlamlilik testleri SPSS v22. programi kullanilarak ANOVA varyans
analizi yardimiyla %95 giiven aralig1 se¢ilmek suretiyle (a=0.05) Tukey testiyle
belirlendi. Testler arasindaki korelasyon analizleri Pearson korelasyon testi

kullanilarak gergeklestirildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA
4.1. Ugucu Yag Bilesenlerinin Karakterizasyonu

Bu tez calismasinda kullanilan {i¢ Phlomis tiirliniin toprak tiistii kisimlarinin
ucucu yaglar1 hidrodistilasyonla “Clevenger aparati” yardimiyla elde edildi.
Bitkiler arasinda en yiiksek ucucu yag verimi P. pungens var. pungens (%0.022)

bitkisinden elde edildi (Cizelge 4.1).

Her g bitkinin toprak tstii kisimlarinin hidrodestilasyonla elde edilen ucucu
yaglarinin kimyasal bilesimlerinin karakterizasyonunda GC-FID ve GC-MS
kullanildi. Ugucu yag bilesenlerinin sayilar1 GC-FID kromatogramindaki piklerin
sayisiyla; miktarlar1 ise, her bir pikin kromatogramda kapladigi alanin FID

kromatogramdaki toplam alana oraniyla belirlendi.

Bilesenlerin tiirlerinin tespit edilmesi, hem orijinal 6rneklerin GC-FID piklerinin
cakistirilmasiyla hem de Cs-C3o alifatik hidrokarbonlarin ayni GC kolonunda
ayni sartlarda yiiriitiilmesiyle elde edilen alikonma siirelerine baglh olarak her
bir bilesen icin hesaplanan alikonma indeksi (RRI) degerlerinin literatiir
verileriyle kiyaslanmasiyla belirlendi. Buna ilaveten kimyasal karakterizasyon
islemlerinde her bir bilesenin MS piklerinin Nist ve Wiley kiitiiphane verileriyle
ve literatiirde bilinen ugucu yag bilesenlerinin RRI degerlerinin karsilastirilmasi

teknikleri de kullanildi.

Yapilan degerlendirmeler sonucunda P. armeniaca bitkisi ugucu yaginin
%98.4’line karsilik gelen toplamda 21 bilesen tanimland: (Cizelge 4.1). Bitki
ucucu yaginda ana bilesenler olarak Sekil 4.1’de kimyasal yapilar1 verilen
germakren D (%24.1), n-heksadekanoik asit (%21.3), heksahidrofernasil aseton
(%13.7), sapatulenol (%6.0) ve (Z)-B-farnesen (%5.9) tespit edildi. Bitki ucucu
yaglarinin GC-FID kromatogramlar1 Sekil 4.2’de verildi. P. armeniaca ugucu
yaginin kimyasal karakterizasyonu ile ilgili literatiirde sinirli sayida arastirma
bulunmaktadir (Demirci vd., 2009; Yasar vd., 2010). Bu ¢alismalar arasinda
Demirci vd., (2009) icerisinde P. armeniaca bitkisinin de bulundugu toplam 5

fakli Phlomis tiirti ugucu yagi lizerine yaptiklari calismada, P. armeniaca bitki
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ucucu yaginda germakren D (%23.4), (Z)-B-farnesen (%6.2) ve n-heksadekanoik
asiti (%4.9) ana bilesenler olarak rapor etmislerdir. Diger bir ¢alismada ise,
Yasar vd. (2010), P. armeniaca bitki ucucu yaginda ana bilesen olarak
germakren D (%35.68), B-karyofillen (%18.08), karyofillen oksit (%13.35), (E)-
B-farnesen (%7.24) ve heksahidrofernasil aseton (%6.99) tespit etmislerdir. Bu
tez calismasinda degerlendirilen ayni bitkinin ucucu yaginda tespit edilen ana
bilesenlerin de literatiir veriyle benzer olmasi bu ¢calismada elde edilen verileri

dogrulamaktadir.

P. nissolii bitkisi ug¢ucu yaginin toplam %98.3’line karsihik gelen toplam 24
bilesen aydinlatildi. Cizelge 4.1’de de goriilecegi tizere, P. nissolii ugucu yaginda
germakren D (%15.1), p-karyofillen (%12.7), heksahidrofernasil aseton
(%11.9), linalool (%11.3) ve karyofillen oksit (%7.1) ana bilesenler olarak tespit
edildi. P. nissolii ugucu yaginin kimyasal bilesimiyle alakali literatiirde tek bir
calisma rapor edilmistir. Kirimer vd. (2006) yaptiklar1 bu calismada P. nissolii
bitkisi ucucu yaginin ana bilesen olarak germakren D (%33.9) oldugunu rapor
etmislerdir. Bu tez ¢alismasinda degerlendirilen P. nissolii ugucu yaginin ana
bilesenlerinin Kirimer vd. (2006) tarafindan rapor edilen ana bilesenlerle uyum

icinde oldugu gorilmektedir.

=
; “ HO
/:\ M
Germakren D Karyofillen oksit Linalool
o
A~ Ao
n-Heksadekanoik asit
)\/\/k/\)\/\)i ~ i

-Karyofillen Heksahidrofernasil aseton (2)-p-Farnesen

Sekil 4.1. Phlomis taksonlar1 ugucu yaglarinda tespit edilen ana bilesenler
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Sekil 4.2. Phlomis taksonlar1 ugucu yaglarinin GC-FID kromatogramlari
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Ayrica literatiirde P. linearis (Demirci vd., 2003), P. bourgaei (Sarikurkcu vd.,

2013), P. herba-venti subsp. pungens ve P. herba-venti subsp. lenkoranica

(Khalilzadeh vd., 2008), Phlomis x vuralii, P. chimerae ve P. bourgaei (Baser vd.,

2008), Phlomis persica ve P. olivieri yaprak ve cicekleri (Jamzad vd., 2013),

Phlomis cancellata (Deylamsalehi vd., 2013; Akhlaghi ve Rustaiyan, 2011) ve

Phlomis crinita ssp. mauritanica (Amor vd., 2008) ugucu yaglarinda da ana

bilesen olarak germakren D rapor edilmistir.

Cizelge 4.1. Phlomis taksonlari ugucu yaglarinin kimyasal bilesenleri (%)

Alikonma RRI" Bilesen P. P. P. pungens
zamani (dk) armeniaca  nissolii var. pungens
32.13 1532 [-Borbonen 0.4 0.8 0.8
32.65 1548 Linalool 3.6 11.3 0.3
34.37 1602 [-Elemen 0.7 - 0.2
34.76 1615 [ -Karyofillen 4.8 12.7 0.6
36.22 1663 allo-Aromadendren - 6.9 -
36.44 1671 (Z)-B-Farnesen 5.9 0.6 1.3
37.01 1690 a-Humulen 0.6 0.5 -
37.49 1707 a-Terpineol 0.8 3.6 -
38.16 1730 Germakren D 24.1 15.1 7.2
38.29 1735 Valensen - 0.5 -
38.50 1742 [-Selinen 1.0 - -
38.86 1755 Bisiklogermakren 3.0 1.4 -
39.40 1774 6-Kadinen 0.4 0.6 0.2
41.23 1841 (E)-B-Damaskenon - 0.6 -
41.55 1853 Geraniol - 3.3 -
41.89 1868 (E)-Geranil aseton - - 0.1
42.76 1900 Nonadekan - 2.5 -
45.78 2018 Karyofillen oksit 2.2 7.1 1.2
46.42 2044 (E)-Nerolidol - 2.8 -
47.75 2100 Heneikosan - 1.3 -
48.58 2135 Heksahidrofernasil aseton  13.7 11.9 4.0
48.89 2148 Spatulenol 6.0 4.0 2.2
49.82 2188 Anisketone 3.0 - -
50.32 2209 T-Murolol 0.5 - 0.6
51.42 2255 a-Kadinol 2.0 1.8 2.3
52.52 2300 Trikosan 1.0 3.3 -
58.66 2500 Pentakosan 1.4 21 -
63.60 2618 Fitol 1.9 0.9 2.7
67.32 2696 Heptakosan - 2.7 -
78.45 2912 n-Heksadekanoik asit 21.8 - 68.1
Toplam 98.4 98.3 91.8
Verim 0.021 0.015 0.022

*RRI, HP-Innowaks kapiler kolon iizerindeki n-alkanlara gére bagil alikonma

zamanlari
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P. pungens var. pungens bitkisi ucucu yaginin kimyasal igeriginin %91.8’i
aydinlatild1 ve toplamda 15 bilesen tanimlandi. Ugcucu yagda ana bilesenler
olarak n-heksadekanoik asit (%68.1), germakren D (%7.2), heksafernasil aseton
(%4.0) ve fitol (%2.7) belirlendi. Literatiirde P. pungens var. pungens bitkisi
ucucu yaginin kimyasal karakterizasyonu tizerine tek bir calisma bulunmaktadir
(Masoudi vd., 2006). Bu c¢alismada ucucu yagda germakren D (%24.5),
bisiklogermakren (%14.1), a-pinen (%13.5) ve (E)-B-farnesen (%13.4) ana
bilesenler olarak tespit edilmistir. Bu ¢alisma sonugclari ile tez ¢alismasindan
elde edilen sonuclar paralellik bulunmamaktadir. Bu durum, bitkilerin yetisme
ortamlarindaki iklimsel farklilikla ac¢iklanabilir. Ciinkii literatiirde ayni bitkinin
farkli cografyalarda yetisen oOrneklerinin kimyasal iceriklerinde farkliliklar

olabilecegi siklikla rapor edilen bir durumdur.
4.2.Yag Asidi iceriklerinin Belirlenmesi

Bitkilerin doymus (SFA), tekli doymamis (MUFA) ve ¢oklu doymamis (PUFA)
yag asit kompozisyonlar1 GC ile belirlendi ve sonuglar Cizelge 4.2’de verildi. En
yliksek toplam doymus yag asiti miktar1 P. armeniaca (45.52%) bitkisinde iken;
P. nissolii (%40.48) ve P. pungens var. pungens (%40.33) bitkisinin toplam
doymus yag asitleri miktarlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edilemedi (p>0.05). Tim orneklerde doymus yag asitleri arasinda

miktarca en fazla palmitik asitin (%27.40-33.05) bulundugu tespit edildi.

Analiz sonuclar tekli doymamis yag asitleri acisindan degerlendirildiginde
siralamanin P. nissolii (%27.62) > P. pungens var. pungens (%17.54) > P.
armeniaca (%13.34) seklinde degistigi gorildu (Sekil 4.3). Her ti¢ bitkinin oleik
asit (%10.45-23.69) bakimindan diger tekli doymamis yag asitlerine kiyasla
daha zengin oldugu bulundu. Bitkiler arasinda ise, oleik asit bakimindan en
zengin Ornegin P. nissolii (%23.69) oldugu tespit edildi (Cizelge 4.2). Coklu
doymamis yag asitleri bakimindan P. pungens var. pungens (%42.15) ve P.
armeniaca (%41.15) bitkilerinin zengin oldugu ancak aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark olmadigi bulundu (p>0.05).
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Cizelge 4.2. Phlomis taksonlarinin yag asiti icerikleri (%)"

Yag asitleri P. P. P. pungens
armeniaca  nissolii var. pungens
C 12:0 (Laurik asit) 4.41+0.212 3.94+0.012> 297+0.44"
C 14:0 (Miristik asit) 4.41+0.042 3.77£0.292> 3.08+0.07°"
C 15:0 (Pentadekanoik asit) 0.14+0.042 0.18+0.042 0.10+0.012
C 16:0 (Palmitik asit) 33.05+0.472 27.40+0.17> 27.80+0.23P
C 17:0 (Heptadekanoik asit) 1.97+0.412 3.06x0.832 0.93%0.172
C 18:0 (Stearik asit) 1.56+0.18> 2.14+0.22b> 5.46+0.132
ISFA™ 45.52+0.082 40.48+1.12% 40.33+1.04"
C 14:1 w5 (Miristoleik asit) 1.40+0.082 1.15+#0.542 0.82%0.132
C 15:1 w5 (cis-10-Pentadekanoik asit) 0.68+0.162 1.26+0.082 1.19+0.47 2
C16:1 w7 (Palmitoleik asit) 0.34+0.042 1.06x0.472 0.36x0.072
C17:1 w8 (cis-10-Heptadekanoik asit) 0.48+0.012 0.48+0.022 0.83+0.262
C 18:1 w9 (Oleik asit) 10.45+0.03 ¢ 23.69+0.082 14.35+0.11°
IMUFA™ 13.34+0.15¢ 27.62+1.202 17.54+0.69°
C 18:2 w6 (Linoleik asit) 18.01+0.012 7.54+0.01> 17.51+1.012
C 18:3 w3 (a-Linolenik asit) 23.14+£0.062 24.37x0.062 24.64+0.662
LPUFA™ 41.15+£0.05b 31.90+0.07 ¢ 42.15+0.352
LUFA™™ 54.48+0.10> 59.52+1.132 59.68+1.032

*Ayni siitundaki tistel farkl harfler, veriler arasindaki istatistiksel olarak anlamh
farklihigl gostermektedir (p < 0.05); ™ SFA, Doymus yag asitleri; ** MUFA, Tekli

ko kk

doymamis yag asitleri;
Doymamis yag asitleri

PUFA, c¢oklu doymamis yag asitleri; ™ UFA,

>0 45.52
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Sekil 4.3. Phlomis taksonlarinin yag asiti profilleri (%)
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4.3. Bitki Oziitlerinin RP-HPLC ile Fenolik i¢ceriklerinin Belirlenmesi

Her li¢ Phlomis taksonu ¢6ziicli 6ziitlerinin fenolik bilesik miktarlar1 RP-HPLC ile
belirlendi ve sonuclar Cizelge 4.3’te verildi. Taksonlarin tiim Oziitlerinin
klorogenik asit bakimindan zengin oldugu ve ayrica metanol ve su oziitlerinin
klorogenik asit miktarlarinin etil asetatinkinden daha yiiksek oldugu belirlendi

(p<0.05). Ayrica oziitlerin (+)-katesin ve rutin bakimindan da zengin oldugu

goruldi.

Cizelge 4.3. Phlomis taksonlari oziitlerinin fenolik bilesik igerikleri (mg/g 6ziit)"

Takson Fenolik bilesik Etil asetat Metanol Su

P. nissolii Protokatesik asit 0.17+0.004= 0.18+0.004=  0.10+0.005%
(+)-Katesin 1.34+0.0602 0.69+0.013b  0.74+0.017 b
p-Hidroksibenzoik asit 0.56+£0.0202 nd"” 0.24+0.001 P
Klorogenik asit 1.53£0.060¢ 9.18+0.7132  6.39+0.101"b
Kafeik asit 0.36£0.0102 0.11+£0.009¢  0.29%£0.012b
(-)-Epikatesin nd nd nd
Ferulik asit 0.10£0.0072 0.10+0.0092  0.12+0.012a
Benzoik asit Nd 0.26£0.025>  3.63+0.084 2
Rutin 0.66£0.010¢ 4.66+0.0502  3.94+0.068P
Rosmarinik asit 0.92+0.030> 4.56+0.0882 nd
Apigenin 0.41+0.010> 0.81+0.0132 nd

P. pungens Protokatesik asit 0.15+x0.003 ¢ 0.18+0.005>  0.20%0.004 =
(+)-Katesin 0.68+0.010> 0.81+0.0162  0.33%0.014 ¢
p-Hidroksibenzoik asit  0.19+0.007b 0.19+0.001>  0.29+0.0102
Klorogenik asit 1.35+£0.060¢ 17.38+0.9062 11.72+0.188"b
Kafeik asit 0.20£0.007> 0.13+0.011¢  0.80%+0.014a
(-)-Epikatesin nd nd nd
Ferulik asit 0.09+£0.007> nd 0.26+0.010a
Benzoik asit nd nd nd
Rutin 0.46+0.0102 0.49+0.0162 nd
Rosmarinik asit 0.19+0.002> 4.68+0.1132 nd
Apigenin 0.18+0.010> 0.32+0.0162 nd

P. armeniaca Protokatesik asit 0.37+0.0222 0.26x0.005»  0.28+0.005%"
(+)-Katesin 2.00£0.070a 0.77+0.016¢  0.98+0.018P
p-Hidroksibenzoik asit 0.57+0.020a nd ™ 0.16+0.001 P
Klorogenik asit 3.2140.060¢ 11.95+0.9192 8.58+0.125b
Kafeik asit 0.43+0.010a 0.15+0.011>  0.39%£0.012a
(-)-Epikatesin 0.13+0.0072 nd nd
Ferulik asit nd 0.29£0.011a  0.21+0.012-
Benzoik asit 0.65+x0.020» nd 6.14+0.089 =
Rutin 0.98+0.0402 0.85+0.016>  1.09+0.0182a
Rosmarinik asit nd nd nd
Apigenin 0.59+0.0102 nd nd

*Her bir bitki icin ayni satirdaki tistel farkli harfler, veriler arasindaki istatistiksel olarak
anlam farklilig1 géstermektedir (p < 0.05); * nd, tespit edilemedi
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4.4, Bitki Oziitlerinin Toplam Fenolik, Flavonoit Ve Saponin i¢eriklerinin

Belirlenmesi

Oncelikli olarak Phlomis taksonlarinin farkli polariteye sahip ¢oziiciilerle ¢oziicii
oziitleri hazirlandi. Oziitleme islemleri etil asetat, metanol ve su ile yapildi. Oziit
verimleri Sekil 4.4’te verildi. Etil asetat Oziitlerinin (%?2.45-3.78) metanol

(%15.45-20.00) ve su ozutlerine (%14.05-17.25) oranla oldukg¢a dusiik oldugu

belirlendi.
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Sekil 4.4. Phlomis taksonlarinin ¢6ziicii 6ziit verimleri (%)

Fenolik ve flavonoit tiri bilesiklerin yapilarinda hidroksil gruplari
bulundurmalar1 nedeniyle radikal siipiirme 6zelliklerine sahip olduklari ve bu
nedenle de antioksidan aktiviteye dogrudan katki sagladiklar1 bilinmektedir
(Duh vd., 1999). Bu nedenle antioksidan aktivite belirme ¢alismalarinda bu

bilesiklerin miktarlarinin bilinmesi olduk¢a 6nemli hale gelmektedir.

Bu tez calismasinda da Phlomis taksonlarinin ¢6ziicli 6ziitlerinin toplam fenolik
ve flavonoit icerik miktarlar1 belirlendi ve sonuglar sirasiyla Sekil 4.5 ve 4.6'da
verildi. Ozellikle P. armeniaca (55.22 ve 54.39 mg GAEs/g 6ziit) ve P. nissolii
(50.83 ve 50.90 mg GAEs/g 6ziit) metanol ve su 6ziitlerindeki toplam fenolik
bilesik miktarlarinin hemen hemen ayni oldugu belirlendi (p>0.05). Aym

bitkilerin toplam flavonoit bilesik miktarlar1 dikkate alindiginda ise, metanol
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oziitlerinin diger 6ziitlere oranla daha yiiksek flavonoid bilesik icerdigi goriildii
(Sekil 4.6). Tiim oziitler arasinda P. pungens var. pungens taksonu metanol ve su
oziitiiniin en ylksek toplam flavonoit bilesik miktarina sahip oldugu belirlendi.
Literatiirde Dalar ve Konczak (2013), yaptiklar1 ¢alismada P. armeniaca bitkisi
etanol oziitlinde 58.6 mg GAEs/g kuru bitki toplam fenolik bilesik rapor
etmistir. Bu tez calismasinda verilen sonuglar 6ziit miktarina bagh olarak
verildiginden ayni bitki i¢in elde edilen toplam fenolik bilesik sonuglarinin Dalar
ve Konczak (2013) tarafindan rapor edilen verilerle karsilastirilmasi dogru bir

yaklasim olmayacaktir.
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Sekil 4.5. Phlomis taksonlarinin toplam fenolik miktarlar1 (mg GAEs/g 6ziit)
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Sekil 4.6. Phlomis taksonlarinin toplam flavonoit miktarlari (mg REs/g 6ziit)
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Phlomis taksonlarinin ¢oziicii 0ziitlerinin toplam saponin miktarlar1 vanilin-
stilfiirik asit yontemiyle belirlendi ve sonuclar Sekil 4.7°de verildi. Tim
taksonlar icin en fazla saponin miktar: etil asetat 6ziitlerinde belirlenirken en
disiik ise, su ozitlerinde tespit edildi. Yapilan arastirmalar neticesinde,
literatiirde Phlomis taksonlarinin toplam saponin igeriklerine yonelik hicbir

calisma rapor edilmemistir.
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Sekil 4.7. Phlomis taksonlarinin toplam saponin miktarlar1 (mg QAEs/g 0ziit)

4.5. Toplam Antioksidan Kapasitenin Belirlenmesi

Hem bitki ugucu yaglarinin hem de ¢o6ziicii 6ziitlerinin toplam antioksidan

kapasiteleri literatiirde siklikla kullanilan (-karoten-linoleik asit ve

fosfomolibdenyum yontemleri kullanilarak belirlendi.

B-karoten renk acilim testi olarak da bilinen (3-karoten-linoleik asit yontemi,
linoleik asidin inkiibasyonu esnasinda linoleik asittten olusan peroksit tiirevi
trlnlerin 3-karoten ile tepkimeye giderek 3-karotenin karakteristik sar1 rengini
acmasi ve bu renk ac¢iliminin da spektroskopik olarak takip edilmesi mantigina
baghdir. Test ortaminda antioksidan kapasiteli 6rneklerin bulunmasi linoleik
asitten olusan pereksit triinlerinin (-karoten yerine bu antioksidanlarla yok
edilmesi anlamina gelir ve bunun sonucu olarak da B-karotenin karakteristik

sar1 rengi korunmus olur. Dolayisiyla inkiibasyon sonunda 490 nm’de ilgili
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tliriin daha yiliksek absorbans degerine sahip olmasi1 daha ytliksek antioksidan
aktivite gosterdigi anlamina gelmektedir. Bu test siteminde dncelikli olarak bitki
ucucu yaglarinin sonra ¢ozlcl Oziitlerinin 2 mg/ml derisimdeki ¢ozeltilerinin
toplam antioksidan aktiviteleri tespit edildi. Coziicii oziitlerinin bu test

sistemindeki toplam antioksidan aktivite sonuglar1 Cizelge 4.4’te verildi.

Phlomis taksonlar1 ugucu yaglari arasinda, sadece P. pungens var. pungens ugucu
yagl (%71.85) bu test sisteminde aktivite gosterdi. Diger iki takson ugucu yagi

icin herhangi aktivite tespit edilemedi.

Phlomis taksonlar1 ¢oziicii 6zitleri arasinda, su Oziitlerinin (<%62.85) diger
ozutlere oranla daha dusiik aktivite sergiledigi belirlendi. Bununla birlikte,
Cizelge 4.4’'te de goruldiigu lizere, P. armeniaca etil asetat 0ziitii (%91.50) harig
diger tiim oOziitler standart antioksidanlar olan BHA (%95.76), BHT (%93.24) ve
troloksun (%88.82) aktivitelerinden daha diisiik olduklari tespit edildi.

Fosfomolibdenyum yontemi, bitki Orneklerinin toplam antioksidan
aktivitelerinin belirlenmesinde rutin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Bu
tez calismasinda da Phlomis taksonlarinin toplam antioksidan aktiviteleri bu
yontemle de belirlendi. Bu yontem, fosfomolibdenyum reaktifi igerisinde
bulunan Mo (VI) iyonlarinin antioksidanlar varliginda Mo (V)’e indirgenmesi ve
bu tiriin de 695 nm’de dalga boyu maksimumuna sahip olmasi1 temeline

dayanmaktadir.

Sekil 4.8'de gorildigi gibi, Phlomis taksonlar1 ugucu yaglarinin
fosfomolibdenyum yodntemiyle elde edilen toplam antioksidan aktiviteleri P.
armeniaca (3.61 mmol TEs/g ucucu yag)>P. pungens var. pungens (3.25 mmol
TEs/g ugucu yag)>P. nissolii (2.65 mmol TEs/g ucucu yag) seklinde degistigi
tespit edildi (p<0.05).

Ayni taksonlarin ¢o6ziicli Oziitlerinin aktivite sonuglar1 incelendiginde ise
(Cizelge 4.4), P. nissolii ve P. pungens var. pungens ¢0ziicii 6zlitlerinin ayni test
sistemindeki aktivitelerinin istatistiksel olarak anlaml farklihik igermedigi

belirlendi (p>0.05). P. armeniaca bitkisi etil asetat 6ziitlinlin ayn1 taksonun
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diger oOziitlerine oranla daha ytliksek aktiviteye sahip oldugu belirlendi (1.80
mmol TEs/g 6ziit).

Bu tez c¢alismasinda degerlendirilen Phlomis taksonlarinin gerek ucucu

yaglarinin gerekse de ¢oOzlcli Ozitlerinin [-karoten-linoleik asit ve

fosfomolibdenyum  yOntemleriyle toplam  antioksidan  aktivitelerinin

belirlenmesine yonelik literatiirde hi¢bir veriye rastlanmamistir. Bu nedenle

elde edilen analiz sonuglarinin literatiir verileriyle karsilastirilamamistir.

4.5

3.61

3.25
2.65 E
P. nissolii P. pungens

P. armeniaca

Sekil 4.8. Phlomis taksonlart ugucu yaglarinin fosfomolibdenyum yontemiyle

belirlenen toplam antioksidan aktiviteleri (mmol TEs/g ugucu yag)

Cizelge 4.4. Phlomis taksonlarinin toplam antioksidan aktiviteleri*

Ornek Oziitler Fosfomolibdenyum B-karoten-linoleik asit
(mmol TEs/g 6zit)"” (%)™
P. nissolii Etil asetat 1.78+0.162 82.02+0.05n
Metanol 1.77+0.14 81.91+0.88n
Su 1.73+0.082 62.85+2.20 °
P. pungens Etil asetat 1.65%0.112 77.93+x0.95Y
var. pungens Metanol 1.51+0.132 80.52+3.02
Su 1.60+0.052 53.34+1.56+¢
P. armeniaca Etil asetat 1.80+0.132 91.50+1.822b
Metanol 1.39+0.07 ® 75.63+0.51 ¢
Su 1.42+0.05" 50.30+2.904
Standartlar BHA - 95.76+1.26 2kl tx
BHT - 93.24+0.46 ab k x
Troloks - 88.82+1.78 bmv

*Her bir takson i¢in ayni sttundaki tistel farkli harfler, veriler (standartlar ve ilgili
takson) arasindaki istatistiksel olarak anlaml farklilig1 gostermektedir (p<0.05); “TEs,

troloks esdeger; "2 mg/ml derisimde
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4.6. Serbest Radikal Siipiiriim Aktivitenin Belirlenmesi

Phlomis taksonlarinin hem ugucu yaglarinin hem de ¢oziicii 6ziitlerinin serbest
radikal stipiirtim aktiviteleri 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) ve ABTS katyon

radikalleri kullanilarak belirlendi.

Phlomis taksonlarinin serbest radikal stipiirim aktiviteleri 6ncelikli olarak oda
sicakliginda olduk¢a kararli 1,1-difenil-2-pikril hidrazil (DPPH) serbest
radikalinin metanolde hazirlanmis ¢ozeltisi kullanilarak belirlendi. 517 nm’de
dalga boyu maksimumuna sahip olan DPPH serbest radikali, asagidaki tepkime
geregi kararli diamagnetik bir molekil olabilmek i¢in antioksidan
molekiillerden bir elektron ya da hidrojen radikalini kolaylikla alabilmektedir.
Bu nedenle antioksidanlarin DPPH radikal stiplirtimii iizerine etkisinin, onlarin

hidrojen verebilme yeteneklerinden kaynaklandigi diistiniilmektedir (Sekil 4.9).

i ; O,N NO ;
OzN NOZ N + A-H 2 2 N + A
~

NOZ NOZ H
1,1-difenil-2-pikrilhidrazil 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin
radikali

Sekil 4.9. DPPH radikal siipiiriim mekanizmasi

Phlomis taksonlar1 ucucu yaglarinin 2 mg/ml derisimde DPPH serbest radikal
lizerinde herhangi bir siiplirim aktiviteleri olmadig1 belirlendi. Radikal
siplirim aktivite, 6rneklerin hidrojen verebilme yeteneklerinin bir o6lciisii
oldugundan ugucu yaglarda bulunan bilesenlerin hidrojen verebilme
yeteneklerinin bulunmadigi sdylenebilir. Literatiirde de siklikla u¢ucu yaginda
karvakrol ve timol gibi fenolik karakter tasiyan bilesen iceren ugucu yaglarin
DPPH {izerine siiplirim etkisi oldugu rapor edilmektedir. Cizelge 4.1
incelendiginde her li¢ taksonunda fenolik karakter tasiyan ucucu yag bilesenine
sahip olmadig1 ve bu nedenle DPPH radikal siipiiriim aktivite sergilemedigi

soylenebilir.
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Taksonlarin ¢6ziicli 6ziitlerinin DPPH serbest radikal siipiiriim aktiviteleri Sekil
4.10’da verildi. Her Ug¢ taksona ait su oOziitlerinin DPPH radikal siiplrim
aktivitelerinin etil asetat ve metanol 6zlitlerine oranla oldukca yiliksek aktivite

sergiledigi tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.10. Phlomis taksonlar1 ¢oziicii oziitlerinin DPPH radikal stpilirim
aktiviteleri (mg TEs/g 6ziit)

Taksonlarin hem ucucu yaglar1 hem de ¢o6ziicii 6ziitlerinin serbest radikal
stipliriim aktivite testlerinin belirlenmesine yonelik ayrica ABTS radikal katyon
testi de uygulandi ve sonuclar Sekil 4.12 ve 4.13’de verildi. Bu radikal ticari
olarak satilmadigindan oncelikle ABTS molekiilii ile potasyum perstilfatin
tepkimesi sonucu elde edildi ve testlerde bu sekliyle kullanildi. Bu radikal 734
nm’de dalga boyu maksimumuna sahiptir ve ortama her hangi bir antioksidan
ya da antioksidan etkiye sahip bir tiir ilave edildiginde bir elektron alarak ABTS
molekiiliine donlismektedir (Sekil 4.11).

} S SO;H } S SO;H
N+ N=( A-H N N=(
o= Q:C( —‘HOBS ©:5>:N zjij

ABTS katyon radikali koyu (mavi renkli) ABTS molekiilii (renksiz)

HO,S

Sekil 4.11. ABTS radikal katyon stipiirim mekanizmasi
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Taksonlarin ugucu yaglarinin ABTS katyon radikal stiplirim aktiviteleri P.
armeniaca (132.62 mg TEs/g ucucu yag)>P. pungens var. pungens (128.26 mg
TEs/g ugucu yag)>P. nissolii (105.91 mg TEs/g ucucu yag) seklinde degistigi
tespit edildi (p<0.05).
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Sekil 4.12. Phlomis taksonlar1 ugucu yaglarinin ABTS katyon radikal stiptiriim

aktiviteleri (mg TEs/g ucucu yag)
Taksonlarin metanol 6ziitlerinin ABTS katyon radikal siiptiriim aktivitelerinin
(142.39-146.95 mg TEs/g 6ziit) hemen hemen ayni ve aralarinda istatistiksel
olarak anlamli bir farkliligin bulunmadig: tespit edildi ( p>0.05). Benzer bir
durum P. nissolii ve P. pungens var. pungens taksonlarinin metanol ve su
ozutlerinde de gozlendi (p>0.05). P. armeniaca harig¢ diger taksonlarin 6ziitleri
arasinda etil asetat 6ziitlerinin en diisiik ABTS katyon radikal siipiiriim aktivite
sergiledigi tespit edildi. Oziitler arasinda en yiiksek aktivite ise, P. pungens var.
pungens metanol 6ziitii hari¢ diger taksonlar icin metanol 6ziitlerinde belirlendi.
Keser vd. (2012), P. armeniaca bitkisi yaprak ve ciceklerinin etanol ve su
ozutlerinin 0.1 mg/ml derisimde ABTS radikal katyonunu %89.8-90.6 arasinda
stiplirdiigiinli rapor etmislerdir. Sonuglar1 hesaplama tekniklerindeki farklilik
nedeniyle bu tez calismasinda ayni bitki icin elde edilen sonucun Keser vd.
(2012) tarafindan rapor edilen verilerle karsilastirilmasi dogru bir yaklasim

olmayacaktir.
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Sekil 4.13. Phlomis taksonlari ¢oziicii 6ziitlerinin ABTS katyon radikal siipiiriim
aktiviteleri (mg TEs/g 6ziit)

4.7. Indirgeme Giiciiniin Belirlenmesi

Antioksidan kapasite tayin testlerinden bir digeri de indirgeme giicti kapasite
belirleme yontemleridir. Bu yontemlerden ilki bakirin kullanildigi CUPRAC
yontemidir. Yontemin esasi Cu (II)'nin Cu (I)’e indirgenmesine dayanmaktadir.
CUPRAC metodunda indirgen ajanlarin bakir(Il)-neokuproin kompleksini
bakir(I)-neukuproin kompleksine indirgenmesine bagli olarak antioksidan
kapasite tayin edilmektedir. Bu durum asagidaki reaksiyonda 6zetlenmektedir

(Sekil 4.14):

A-H

Cu(II)-neokuprain kompleksi (soluk mavi) Cu(I)-neokuprain kompleksi (koyu kirmizi)

Sekil 4.14. CUPRAC indirgeme giicli mekanizmasi

Diger bir indirgeme giicii kapasitesi belirleme yontemi ise FRAP yontemidir. Bu
testte ornekler icerisindeki indirgenler aracilifiyla asagidaki tepkime geregi
Fe(IlI)-TPTZ kompleksi Fe(II)-TPTZ kompleksine indirgenerek koyu mavi renkli
bir bilesik olusmaktadir. Yontem, olusan bu renkli kompleksin absorbansinin

593 nm’de odl¢iilmesi temeline dayanmaktadir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. FRAP indirgeme glicii mekanizmasi

Phlomis taksonlar1 ucucu yaglarinin CUPRAC ve FRAP indirgeme giicleri

sonuglar1 Sekil 4.16’da verildi. Ugucu yaglarin CUPRAC testinde FRAP testine

oranla daha aktif olduklar belirlendi. Bu durum i¢ucu yaglar igerisinde bulunan

indirgen bilesenlerin Cu(Il)’ye kars1 daha duyarl oldugu anlamina gelmektedir.
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Sekil 4.16. Phlomis taksonlar1t ucucu yaglarinin CUPRAC ve FRAP yontemleri
indirgeme giicleri (mg TEs/g ugucu yag)
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Taksonlarin ¢oziicii  oziitlerinin  CUPRAC yontemi indirgeme giigleri
degerlendirildiginde, her {li¢ takson icin metanol ve su oziitlerinin etil asetat
oziitlerine oranla daha aktif olduklari goriildi (Sekil 4.17).

FRAP test sonuclari irdelendiginde ise, her tli¢ takson icin ¢dziicli polaritesinin
artmasina bagh olarak indirgeme giicliniin de buna paralel olarak arttig
gorildi (Sekil 4.18). taksonlar arasinda ise her li¢ 6ziit icin hemen hemen

anlamh bir farkin olmadig: goriildi (p>0.05).
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Sekil 4.17. Phlomis taksonlar ¢o6ziicii 6ztitlerinin CUPRAC yontemi indirgeme
giicleri (mg TEs/g 6zt)
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Sekil 4.18. Phlomis taksonlar1 ¢oziicii Oziitlerinin FRAP yontemi indirgeme
giicleri (mg TEs/g 6zlit)
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4.8. Selatlama Kapasitesinin Belirlenmesi

Gegis metallerinin radikal olusumlarini katalitik olarak baslattig1 ileri
stiriilmektedir. Selatlama yetenegine sahip reaktifler canli sistemde gecis
metallerini stabilize edebilirler ve radikallerin olusumunu inhibe ederler. Bunun
dogal sonucu olarak serbest radikallerin neden oldugu zararlari en aza indirmis
olurlar (Deshpande vd., 1995). Bu nedenle Phlomis taksonlarinin hem ucgucu
yaglarinin hem de ¢6ziicii ozitlerinin antioksidan aktivitelerini daha iyi
degerlendirebilmek icin Fe(II) iyonlarini selatlama yetenekleri de belirlendi. Bu
yontemin temelini Fe(II) iyonlarinin ferrozin molekiiliiyle olan kompleks
olusum tepkimesini érnekler igerisindeki ilgili selatlayici maddelerin ne derece
inhibe ettigi lizerinedir. Yani, 6ziit icerisinde ne kadar ¢cok selatlayici ajan varsa
Fe(Il)-ferrozin kompleks olusumu o kadar az olusacak ve buna bagl olarak da o

ornegin selatlama kapasitesi o derece yiiksek olacaktir.

Taksonlarin ucucu yaglarinin Fe(Il) iyonlarini selatlama kapasiteleri Sekil 4.
19’te verildi ve selatlama kapasitelerinin P. armeniaca (21.73 mg EDTAEs/g
ucucu yag)< P. nissolii (24.64 mg EDTAEs /g ucucu yag)<P. pungens var. pungens
(34.73 mg EDTAEs /g ucucu yag) seklinde degistigi belirlendi (p<0.05).
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Sekil 4.19. Phlomis taksonlar1 ucucu yaglarinin Fe(II) iyonlar1 selatlama
kapasiteleri (mg EDTAEs/g ugucu yag)
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Taksonlarin ¢oziicii 6zlitlerinin Fe(Il) iyonlarini selatlama kapasiteleri ise Sekil
4.20’de verildi. FRAP testinde oldugu gibi her li¢ takson i¢in ¢6ziicii polaritesinin
artmasina bagh olarak Fe(II) iyonlarini selatlama kapasitelerinin de buna

paralel olarak arttig1 goriildii (p<0.05).
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Sekil 4.20. Phlomis taksonlar1 ¢6zlicii ozitlerinin Fe(II) iyonlar1 selatlama
kapasiteleri (mg EDTAEs/g 6ziit)
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5. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasinda tli¢ farkli Phlomis taksonunun toprak tstii kisimlarinin
oncelikli olarak ucucu yag bilesenleri GC ve GC-MS kullanilarak karakterize
edildi. Ugucu yag bilesenlerinin literatiirde daha 6nce bu taksonlar ilizerine

yapilan ¢alisma sonuglariyla uyum icinde olduklar belirlendi.

Ayrica taksonlarin yag asiti profilleri de GC ile belirlendi. Bilindigi tizere linoleik
asit insan viicudu i¢in elzem bir yag asitidir. insan viicudu ¢oklu doymamis yag
asitlerinden linoleik ve a-linolenik asit disindaki yag asitlerini
sentezleyebilmelerine ragmen bu iki yag asitini tiretememektedirler. Dolayisiyla
bu iki yag asiti organizma i¢in hayati bir 6nem kazanmaktadir. Bu baglamda
ozellikle P. armeniaca ve P. pungens var. pungens taksonlar1 yiiksek coklu
doymamis yag asidi igerikleri nedeniyle insaoglu icin 6nemli bir gida takviyesi

olarak diisiintilebilir.

Ayni zamanda her ii¢ taksonun hem ugucu yaglarinin hem de farklh polaritelere
sahip ¢oziicii (etil asetat, metanol ve su) oziitlerinin antioksidan aktiviteleri
tespit edildi. Taksonlarin ugucu yaglarinin antioksidan aktiviteleri arasindaki
baglantiy1 belirlemek amaciyla Pearson korelasyon analizleri yapild1 (Cizelge
4.5). Cizelgeden de gorilecegi lizere, [-karoten-selatlama (0.977), ABTS-
molibdat (0.973), ABTS-CUPRAC (0.632), FRAP-CUPRAC (0.792), CUPRAC-
molibdat (0.793) ve molibdat-a-glukosidaz (0.990) arasinda pozitif korelasyon

belirlendi.

Bununla birlikte taksonlarin ¢oziicli 6ziitlerinin fenolik bilesik miktarlar1 RP-
HPLC ile karakterize edildi. Oziitlerin klorogenik asit ve katesin bakimindan
zengin oldugu belirlendi. Bu fenolik bilesenlerin 6zellikle metanol 6ziitlerinde
daha ytliksek miktarlarda olduklari tespit edildi. Buna paralel olarak da yapilan
antioksidan aktivite testlerinin birgogunda metanol 6ziitlerinin daha baskin
aktivite sergiledikleri goriildii.  Fenolik bilesiklerin antioksidan testler
tizerindeki etkilerini gormek amaciyla her li¢ taksonun ¢o6zilicii Oziitlerinin

Pearson korelasyon analizleri de yapildi (Cizelge 4.6, 4.7 ve 4.8).
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Cizelge 4.6 incelendiginde, P. armeniaca ¢6ziicii 6zitlerinin fenolik bilesik
miktarlar1 ile CUPRAC (0.998), FRAP (0.954), metal selatlama (0.983), DPPH
(0.733) ve ABTS (0.509) testleri arasinda pozitif korelasyon; [3-karoten-lineloik
asit (-0.758) ve fosfomolibdat (-0.999) testleri arasinda ise negatif bir

korelasyon goriilmektedir.

P. nissolii igin Pearson korelasyonu incelendiginde (Cizelge 4.7), c¢oziici
ozutlerinin fenolik bilesik miktarlar1 ile CUPRAC (0.994), FRAP (0.932), metal
selatlama (0.919), DPPH (0.813) ve ABTS (0.989) testleri arasinda gli¢lii bir
pozitif korelasyon; B-karoten-lineloik asit (-0.511) ve fosfomolibdat (-0.645)

testleri arasinda ise orta dereceli negatif bir korelasyon gorilmektedir.

Tipki diger iki taksonda da goriildigi gibi P. pungens var. pungens ¢oziicii
ozutlerinin fenolik bilesik miktarlar ile diger testler arasinda da benzer giiclii
bir pozitif korelasyonlar tespit edilmistir (>0.836). Ayni sekilde toplam fenolik
bilesik ile B-karoten-lineloik asit ve fosfomolibdat testleri arasinda ise negatif

bir korelasyon gozlenmistir (Cizelge 4.8).

Neticede Pearson korelasyon analizlerinin de gosterdigi gibi toplam antioksidan
aktivite testleri hari¢ (B-karoten-lineloik asit ve fosfomolibdat testleri) diger
biitiin testlerde aktiviteden 0Oziitlerdeki toplam fenolik bileseklerin itici giic

oldugu soylenebilir.

Tez calismasinda degerlendirilen tli¢ Phlomis taksonuna yonelik 6zellikle
antioksidan aktivite analizlerinin, fenolik bilesik igeriklerinin ve yag asidi
kompozisyonlarinin ilk defa bu tez ¢alismasinda arastirilmis olmasi ¢alismaya

ozgin kilmaktadir.

Yine de tiim analiz sonuglar1 birlikte degerlendirildiginde in vitro sartlarda
orneklerin 6nemli bir aktiviteye sahip olduklar1 séylenebilir. Ancak daha ileriki
calismalarda hem o6ziitlerin hem de ucgucu yaglarin toksititelerinin bulunup
bulunmadig1 ve in vivo sartlarda da benzer aktivitelere sahip olup olmadiginin

belirlenmesine yonelik ¢alismalarin yapilmasi 6nerilmektedir.
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Cizelge 4.5. Phlomis ugucu yaglarinin antioksidan testler arasindaki korelasyon katsayilari (R) 2

Testler -Karoten Fosfomolibdat CUPRAC FRAP Selatlama
Fosfomolibdat 0.139

CUPRAC -0.493 0.793

FRAP -0.922 0.255 0.792

Selatlama 0.977 -0.075 -0.667 -0.983

ABTS 0.363 0.973 0.632 0.027 0.156

a Sunulan veriler Pearson korelasyon katsayisini (R) vermektedir

Cizelge 4.6. Phlomis armeniaca ¢oziicii 6ziitlerinin tiim antioksidan testler arasindaki korelasyon
katsayilari (R) @

Testler B-Karoten Fosfo- CUPRAC FRAP Selatlama DPPH ABTS Saponin Flavonoit
molibdat

Fosfomolibdat 0.755

CUPRAC -0.795 -0.998*

FRAP -0.918 -0.953 0.970

Selatlama -0.864 -0.982 0.992 0.993

DPPH -0.999* -0.730 0.773 0.903 0.845

ABTS 0.176 -0.513 0.456 0.228 0.344 -0.212

Saponin 0.984 0.627 -0.676  -0.834 -0.761 -0.990 0.347

Flavonoit 0.017 -0.644 0.593 0.381 0.489 -0.053 0.987 0.193

Fenolik -0.758 -0.999" 0.998° 0.954 0.983 0.733 0.509 -0.631 0.640

a Sunulan veriler Pearson korelasyon katsayisini (R) vermektedir
*Testler arasindaki anlamli farklilig1 géstermektedir (p<0.05)
“Testler arasindaki anlaml farkliligi gostermektedir (p<0.01)

Cizelge 4.7. Phlomis nissolii ¢6ziicli 6ziitlerinin tiim antioksidan testler arasindaki korelasyon
katsayilari (R) @

Testler -Karoten Fosfo- CUPRAC FRAP Selatlama DPPH ABTS Saponin Flavonoit
molibdat

Fosfomolibdat 0.986

CUPRAC -0.418 -0.561

FRAP -0.788 -0.879 0.888

Selatlama -0.808 -0.894 0.873 0.999"

DPPH -0.916 -0.970 0.747 0.969 0.977

ABTS -0.379 -0.526  0.999* 0.868 0.851 0.718

Saponin 0.992 0.999* -0.528 -0.859 -0.876 -0.959 -0.492

Flavonoit 0.831 0.729 0.158 -0.313 -0.345 -0.539 0.200 0.755

Fenolik -0.511 -0.645 0.994 0.932 0919 0.813 0989 -0.614 0.053

a Sunulan veriler Pearson korelasyon katsayisini (R) vermektedir
*Testler arasindaki anlamli farklilig1 géstermektedir (p<0.05)

Cizelge 4.8. Phlomis pungens var. pungens ¢ozlicli 6zlitlerinin tiim antioksidan testler arasindaki
korelasyon katsayilari (R) @

Testler B-Karoten Fosfo- CUPRAC FRAP Selatlama DPPH ABTS Saponin Flavonoit
molibdat

Fosfomolibdat -0.292

CUPRAC -0.595 -0.595

FRAP -0.787 -0.360 0.964

Selatlama -0.745 -0.420 0.979 0.998*

DPPH -0.846 -0.263 0.932 0.995 0.986

ABTS -0.432 -0.736  0.982 0.896 0.923 0.847

Saponin 0.806 0.331 -0.955  -0.999* -0.995 -0.997* -0.882

Flavonoit -0.482 -0.697 0.991 0920 0.944 0.875 0.998" -0.907

Fenolik -0.856 -0.245 0.925 0.993 0.983 0.999* 0.836 -0.996 0.866

a Sunulan veriler Pearson korelasyon katsayisini (R) vermektedir
*Testler arasindaki anlaml farkliligi géstermektedir (p<0.05)
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