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ON SOZ

Bitkiler hayvansal gidalarla beraber insanlarin besin ihtiyaglarin1 gidermenin
yaninda ilag¢ sanayi basta olmak iizere kozmetik, kimya ve gida sektorii gibi bircok
sektorde de kullanilmaktadir.

Insanhigin varolusundan beri insanlar sifali bitkileri hastaliklarin tedavisinde
kullanmislardir. Bu hastaliklarin tedavisinde kullanilan sifali bitkilerden elde edilen
ilaglar nesilden nesile aktarilarak giiniimiize kadar gelmis ve ilag¢ sanayisinin gelisimine
oncilik etmistir. Bilim insanlar1 bitkilerden elde edilen dogal bilesiklerin ilag
aragtirmalarinda kullanimiyla ilgili ¢ok sayida arastirmalar yapmaktadir.

Gida sektoriinde gidalarin tat koku ve rengini degistirmak icin ¢ogu fenolik
bilesik olan antioksidanlar kullanilmaktdir. Dogal yollarla elde edilen antioksidanlar
pahali oldugundan bu gidalarda kullanilan antioksidanlarin ¢ogunlugu genellikle yapay
olarak elde edilen sentetik antioksidanlardir. Yapilan bilimsel ¢aligmalar bu yapay
antioksidanlarin saglik agisindan zararli toksik etkilerinin oldugunu ortaya koymus ve
bundan dolay1 zararli olabilecek antioksidanlarin kullanimina sinirlamalar getirilmistir.
Yapay sentetik antioksidanlarin saglik acisindan zararlarinin ortaya ¢ikmasindan sonra
giiniimiizde hizla dogal antioksidanlara bir yonelim olmakta ve bununla iliskili olarak
da antioksidan kaynagi olan bitkilerle ilgili yapilan ¢aligmalar artmaktadir.

Ilag sektodrii basta olmak iizere kozmetik, kimya ve gida sektdrii gibi birgok
sektorlin gelisimi insanlarin tecriibe ederek bize aktardiklar1 bilgi birikimlerine
dayanmaktadir. Bu sektorlerde kullanilan bitkiler iizerine daha yeterince arastirma
yapilmamistir. Bitkiler lizerine yapilacak ¢aligmalar bu sektorlerin daha da ilerlemesine
katkida bulunacaktir.

Bu tez calismamda beni yonlendiren ve biiyiik bir hosgorii ve fedakarlikla bana
yardimci olan degerli hocam Prof. Dr. Ibrahim TEGIN’e, bitki 6rneklerinin temini ve
teshisinde bana yardimei olan Dog. Dr. Mehmet FIDAN, Dog. Dr. Erdal YABALAK ve
laboratuvar galigmalarinda destegini esirgemeyen Dr. Ogr. Uyesi Biilent HALLAC’a ve
diger emegi gegen herkese tesekkiir eder, saygilar sunarim.

Idris YOLBAS
SIIRT-2023
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OZET
DOKTORA TEZi

Hyacinthella siirtensis ENDEMIK BiTKiSININ UCUCU YAGLARININ
BiYOLOJIK AKTIVITELERI VE FiZIKOKIMYASAL OZELLIiKLERININ
BELIiRLENMESI

idris YOLBAS

Siirt Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dah

Damisman  : Prof. Dr. ibrahim TEGIN

2023, 103 + XI Sayfa

Tiirkiye sinirlari igerisinde Orta Firat ve Dicle Boliimlerinde yayilis gosteren Hyacinthella
siirtensis B. Mathev bitkisi biyolojik, kimyasal ve fizikokimyasal 6zellikleri ag¢isindan incelenmistir. H.
siirtensis bitkisinin soxhlet ve maserasyon ekstraksiyon yontemi kullanilarak toplam fenolik ve flavonoid
madde miktar1, antioksidan aktivitesi, kimyasal bilesimi, metal icerigi, antibakteriyel aktivitesi ve
fizikokimyasal ozellikleri tespit edilmistir. Farkli ¢oziiciilerle ekstraksyonlar yapilarak elde edilen
ekstraktlar GC MS ile analiz edilmistir. GC-MS analizi sonucunda soxhlet yontemiyle elde edilen
ekstraktlardan en fazla bilesik tespiti 51 bilesik ile aseton ekstraktindan, metanol ekstraktinin LC-MS/MS
analizi sonucunda ise 19 farkli fenolik bilesik tespit edilmistir.

Toplam fenolik madde miktarlari, Folin-Ciocalteau Reaktifi (FCR) yontemi ile antioksidan
aktiviteleri FRAP ve DPPH yontemleriyle tespit edilmis ve toplam flavonoid miktarlar1 bulunmustur.
Toplam fenolik madde miktarinin en yiiksek degeri 95,87 mg/mL gallik asit es degeri ile %80°lik metanol
ekstraktindan, toplam flavonoid bilesik miktar1 ise 564,63 mg/mL rutin es degerligi ile saf su
ekstraktindan elde edilmistir. Antioksidan aktivitesi ise DPPH serbest radikal siipiirme aktivitelerinin en
yiiksek inhibisyon degeri %68,72 degeri ile %80’lik aseton ekstraktindan, FRAP yontemiyle yapilan
antioksidan kapasite analizlerinde en yiiksek degerin 1,91 ug/mL FeSO4 es degeri ile %80’lik metanol
ekstraktina ait oldugu goriilmiistiir.

H. siirtensis bitki ekstraktinin bir¢ok ¢6zelti konsantrasyonunda gram-negatif bir yapiya sahip E.
Coli bakterisine kars1 etkili oldugu ve gram-pozitif yapiya sahip S. aureus bakterisine kars1 yok denecek
kadar az antibakteriyel etki gosterdigi gézlenmistir. ICP-OES cihaziyla yapilan metal analizi sonucunda
en fazla 5,33+0,00 g/kg ile mikrodalga numunesinde kalsiyum elementi, ICP-MS analiz sonucuda ise en
fazla 15,65+0,49 g/kg ile mikrodalga numunesinde kalsiyum elementi tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Hyacinthella siirtensis, DPPH, GC-MS, LC/MS/MS, ICP-MS
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The Hyacinthella siirtensis B. Mathev plant, which is spreaded in the Middle Euphrates and
Tigris Sections within the borders of Turkey, was examined in terms of its biological, chemical and
physicochemical properties. The total amount of phenolic and flavonoid substances, antioxidant activity,
chemical composition, metal content, antibacterial activity and physicochemical properties of the H.
siirtensis plant were determined by using the soxhlet and maceration extraction method. Extracts obtained
by extractions with different solvents were analyzed by GC MS. As a result of GC-MS analysis, the
highest number of compounds were determined from these solution extracts obtained by the soxhlet
method. 51 compounds were determined from the acetone extract, and 19 different phenolic compounds
were determined as a result of the LC-MS/MS analysis of the methanol extract.

Total phenolic substance amounts were determined by Folin-Ciocalteau Reagent (FCR) method
and antioxidant activities were determined by FRAP and DPPH methods, and total flavonoid amounts
were found. The highest value of total phenolic substance content was obtained from 80% methanol
extract with 95.87 mg/mL gallic acid equivalent, and the total flavonoid compound amount was obtained
from pure water extract with 564.63 mg/mL routine equivalent. Antioxidant activity was determined by
DPPH free radical scavenging activities with the highest % inhibition value of 68.72 % and 80% acetone
extract, in the antioxidant capacity analyzes performed by FRAP method, the highest value was 1.91
ug/mL FeSO, equivalent. It was found to belong to 80% methanol extract.

It was observed that H. siirtensis plant extract is effective against gram-negative E. coli bacteria
in many solution concentrations and has little or no antibacterial effect against gram-positive S. aureus
bacteria. As a result of the metal analysis performed with the ICP-OES device, calcium element was
detected in the microwave sample with a maximum of 5.33+£0.00 g/kg, and in the result of the ICP-MS
analysis, calcium element was detected in the microwave sample with a maximum of 15.65+0.49 g/kg.

Keywords: Hyacinthella siirtensis, DPPH, GC-MS, LC/MS/MS, ICP-MS
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1. GIRIS

Bitkilerin saglik agisindan faydali etkileri bitkilerin igerdikleri fenolik bilesiklere
ve antioksidan aktivitelerine baghdir. Bu fenolik bilesikler ve antioksidanlar serbest
radikalleri temizleme ve metalleri selatlama 6zelliklerine sahiptirler. Patojenlere karsi
hiicre savunmasina katkida bulunurlar (Meot-Duros ve Magné, 2009).

Diinyanin varolusundan beri insanlar tarafindan sifali bitkilerden elde edilen
ilaglar nesilden nesile aktarilarak giiniimiize kadar gelmistir (Kirtikar ve Basu, 1935).

Glinlimiizde de ilag¢ arastirilmalarinda bitkilerden elde edilen dogal bitki
molekiillerinin kullanilimiyla ilgili ¢ok sayida ¢alismalar yapilmaktadir (Dev, 2010).

Dogal antioksidanlar pahali oldugundan sentetik antioksidanlar daha c¢ok
kullanilmaya baslanmistir. Ancak sentetik antioksidanlarla ilgili yapilan caligsmalar
sentetik antioksidanlarin toksik etkilerinin oldugunu ortaya koymustur. Bundan dolay1
saglik agisindan zararli olabilecek sentetik antioksidanlara kisitlamalar getirilmistir.
Bundan dolay1 dogal antioksidanlara yonelim olmus ve bol miktarda dogal antioksidan
iceren bitkilerle ilgili calismalar artmistir (Aksoy ve ark., 2013).

Biyolojik sistemde primer ve sekonder bilesikler olmak {izere bilesikler iki ana
gruba ayrilir. Primer bilesikler; aminoasitler ve karbonhidratlar gibi kimyasal
bilesiklerdir. Bunlar hiicrenin gelisimi ve biiyliimesi i¢in gerekli olan yag ve
proteinlerdir. Sekonder bilesikler ise antioksidanlardir. Bunlar bitkilerin gevresel ve
diger zararli etkilere karsi hayatta kalmasina yardimci olan patojenleri uzaklastiran
maddelerdir (Ay ve ark., 2020).

Insanlar sebze, meyve ve bitkileri igerdikleri dogal oksidanlar1 oksidatif
hasarlara hiicrelere zarar veren serbest radikallere karsi kullanmislardir (Ay ve ark.,
2020).

Gidalarda bulunan antioksidanlarin ¢ogu fenol bilesiklerdir. Gidalarin renk
degisimlerini Onleme, koti koku ve tatlarmi degistirmek icin antioksidanlar
eklenebiliyor. Bu eklenen antioksidonlarin biiyiik cogunlugu genellikle sentetiktir (Ay
ve ark., 2020).

Dogal fenolik bilesikler ¢esitli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak bitkilerden
ekstre edilmektedir Bunun igin soxhlet veya maserasyon gibi ekstraksiyon yontemleri
kullanilmaktadir (Benmerzoug ve ark., 2020).

Bitkiler genellikle ¢ay halinde igilerek veya kurutularak yemeklerde baharat
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seklinde kullanilir.

Ucgucu yaglar genellikle ¢esitli aromatik bitkilerden elde edilmektedir (Elhidar
ve ark., 2019).

Bitkilerden elde edilen ugucu yaglar farkli bilesikler iceren kompleks
karisimlardir. Bu karigimlar fenolden iiretilmis aromatik ve alifatik bilesikler ketonlar,
alkoller, aldehitler ve terpenoidler igerirler (Kamila ve ark., 2018).

Modern tip ve ilag sektoriinlin gelisimi giiniimiize kadar gelen insanlarin saglik
birikimine dayanmaktadir. Ilag yapiminda kullanilan bitkiler iizerine daha yeterince
aragtirma yapilmamistir. Bitkilerden dogal kimyasallarin ayrilmasi ve bunlarin ilag
sektoriinde kullanilmasi saglik sektoriiniin gelisimine biiylik katki saglayacaktir (Nasti¢
ve ark., 2018).

Ilag yapiminda kullanilan sentetik bilesiklerle ilgili endiseler bitkisel iiriinlerin
tedavi amach kullanimini diinya genelinde artirmaktadir (Ozcan, 2021).

Mineral elementler canlilar i¢in hayati 6neme sahiptirler. Canli yapisinin temel
maddeleri olan protein ve enzimler mineral igerirler. Bundan dolay1 canlilar1 zararh
etkilere karst koruyan antioksidanlar i¢in viicuda ihtiya¢ kadar mineral alimi ¢ok
onemlidir (Nuapia ve ark., 2018).

Antimikrobiyaller patolojiyi engelleyen ve onlar1 yok eden maddelerdir. Bunlar
bakteri veya mantardir. Antimikrobiyaller arasinda bulunan antibiyotiklerin son
zamanlarda kullanimi artmaktadir. Asir1 ve bilingsiz antibiyotik kullanimi  bu
mikroplarin ilaca kars1 direncini artirmakta ve ilacin etkisini azaltmaktadir. Bu saglik

acisindan biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Romulo ve ark., 2018; Silva ve ark., 2018).

1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Endemik bitkiler

Endemik bitkiler diinya iizerinde yalnizca belirli alanlarinda yasayan tiirlerdir.
Bu bitki tiirlerinin bulundugu duruma endemizm denmektedir. Bitki tiirlerinden olusan
bitki formasyonu bitki tiirlerinin bulundugu bolge sartlarina bagli olarak farkl 6zellikler
gosterirler. Endemik bitkiler ¢ok hassas bitkilerdir. Sadece kendilerine uygun sartlar
saglayan bolgelerde yasayabilirler, bunun disindaki sartlara karsit hassas olup uyum
saglayamaz ve varliklarim siirdiiremezler. Endemiklik bolge sartlarina baglidirlar, bu

bolge sartlar1 o alanin topografik sartlarina ve jeolojik yasina, o alanin izolasyonuna ve



stiresine baglidir (Erinc, 1978; Avci, 2005).

Avrupa floras1 toplamda yaklasik 12000 tiirden meydana gelmektedir. Bu
tiirlerin bulundugu bolge alan olarak Tiirkiye'nin yaklagik 15 kat1 bir biiylikliige sahiptir.
Tiirkiye florasinin farkli bir 6zelligi ¢esitli sayidaki tiirlerin yaninda ¢ok sayida endemik
tirde igcermesidir. Avrupa’daki toplam endemik tiir sayist 2750 iken Tirkiye'deki
endemik tiir sayis1 3778'dir (Erik ve Tarikahya Hacioglu, 2004).

Tiirkiye'de ¢ok sayida endemik ve endemik olmayan bitki yetismektedir. Bu
bitkiler kendilerine zarar verecek ¢ok sayida dis etkiye maruz kalmaktadirlar. Bitkilere
zarar veren bu dig etkilerden bazilar1 cevre kirliligi, asir1 otlatma, sanayilesme,
kentlesme, turizm, bitkilerin evlerde kullanilmasi veya ihracat amagli satilmasi,
yanginlar, tarim alanlarinin genisletilmesi, agaclandirma ve tuzlu alanlarin 1slaht gibi
etkenlerdir (Ekim ve ark., 2000).

Tiirkiye farkli cografik yapisi ve iklim kosullariyla ¢cok farkli ve zengin bir bitki
ortlisiine sahiptir. Bu bitkilerden aromatik olanlar yerel halk tarafinda saglik amach
kullanilmaktadir. Ancak bitkinin hangi boliimiiniin hangi hastaliga iyi geldigi bilgisi
zayiftir. Bunun icin bu sifa amagh kullamilan bitkilerle ilgili bilimsel arastirmalar
yapilmalr zararl etkileri olan sentetik maddeler yerine bu bitkilerden elde edilen dogal

maddeler kullanilmalidir (Ozcan, 2020).

1.1.1.1. Hyacinthella siirtensis B. Mathev bitkisi

Endemik bir bitki olan genel yayilist {ilkemizin Giineydogu Anadolu
Bolgesi’nde ve tiir yapisida Siirt ve Eruh ilgesi ile Sirnak bolgesi araliginda bulunan ¢ok
yillikli bir bitki olan Hyacinthella siirtensis bitkisi, yumarta goriinimiine sahip kii¢iik
soganlt bir bitkidir. Hyacinthella siirtensis bitkisi genelikle 830 mm-1700 mm sahip
yiikselti araliklarinda yetismektedir. Bahar aylarinda ¢icek agan Hyacinthella siirtensis
bitkisi genelikle kayalik alanlarda, meselikler, kalker yapilara sahip kayaliklar arasinda
yesermektedirler. Hyacinthella siirtensis bitkisi genellikle iki {i¢ yapraklidir. Bu bitkinin
sogani zarimsi bir yapiya sahip olup renk yapisi da pembe-krem renk yapisindadir.
Hyacinthella siirtensis bitkisinin dis yapraklari i¢ yapraklarina gore belirgin bir sekilde
biiyiik olup, yaprak seklide uzun oval bir yapiya sahiptir. Hyacinthella siirtensis

bitkisinin ¢igceginin seklide sapsiz basak seklinde olup mavi renge sahiptir.



Sekil 1.1. Hyacinthella siirtensis genel goriintiisii

1.1.2. Ugucu yaglar

Ugucu yaglar, giiclii kokulu, renk olarak genellikle renksiz veya agik sar1 renkli
olan, oda kosullarinda hal olarak siv1 olan, sebze, meyve ve bitkilerin genellikle yaprak,
cekirdek, kok ve kabuk gibi kisimlarindan elde edilen, kolay kristallesebilen
maddelerdir. Ugucu yaglar genellikle giizel kokulu olduklarindan eterik yag veya esans
da denilmektedir (Ceylan, 1997).

Cesitli aromatik bitkilerden farkli yontemlerle elde edilen esansiyel yaglar dogal
koruyucu o6zellikleri, biiyiik terapdtik kapasiteleri ve faydalari nedeniyle her gecen giin
daha fazla ilgi gérmekte birgok bilimsel arastirmaya konu olmakta ve endiistride daha
cok kullanilmaya baslanmaktadirlar. Lezzetleri, tatlar1 ve giizel kokulu bu aromatik
bitkilerden elde edilen bu esansiyel yaglar ve igerikleri gida, ila¢ ve kozmetik
sektoriinde oldukga kullanilmaktadir (Elizaquivel ve ark., 2013).

Son zamanlarda iilkemizde ve diinyada alternatif tibba olan talep, alternatif tipta
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kullanilan bitkilerin icerdikleri ugucu yaglara olan ilgiyi ve tiikketimi artirmigtir. Ornegin
eterik yaglar banyolarda rahatlama amagli ve bu terapilerde yapilan masajlarda
kullanilmaktadir. Bu ugucu yaglarin yiyecek ve igecek sektoriinden, giizellik sektoriine,
saglik amagli tip sektdriinden, temizlik sektoriine kadar bu {iriinler bir¢cok alanda
kullanilmaktadir. flag sektdriiniinde de tad: veya kokusu giizel olmayan ilaglarin tat ve
kokularimi giizellestirme amacgli da kullanilmaktadir. Lavanta ve sedirden elde edilen
baz1 ugucu yaglarda zararli bocekleri kovucu amagla da kullanilmaktadir (Kilig, 2008).

Ekstraksiyon sonucu elde edilen yaglar konsantrasyonu yiiksek maddeler
oldugundan agirlikca hafif ugucu madde o6zelliklerine sahiptirler. Uretim teknikleri
genellikle basit bir 6zellige sahip olan bu yaglar, hafif ve konsantre oldugundan uzak
mesafelere tasinmalar1 kolaydir ( Tanker, 1976; Ceylan, 1997).

Ucucu yag ozellikleri yiiksek olan bitki tiirleri Tiirkiye'de fazladir. Ancak yag
tiretim amach sadece giiliin biiyiik iiretim alanlart mevcuttur. Giil haricinde yliksek
tiretim alani olan bitkiler bulunmamaktadir. Ugucu yag bakimindan zengin bitki
tiirlerine sahip iilkemizde ancak bu bitkilerin sadece bir boliimiinden ugucu yaglar elde
edilip iiretime kazandirilmaktadir ( Tanker, 1976; Ceylan, 1997).

Yapilarindaki kimyasal bilesiklere gore ucucu yaglar azot ve kiikiirt tasiyan
ucucu yaglar, terpenik ucucu yaglar, diiz zincirli hidrokarbonlar igeren ugucu yaglar ve
aromatik ucucu yaglar olmak tizere dort gruba ayrilmaktadirlar.

Ucucu yag olarak adlandirilan esansiyel yaglarda kimyasal yap1 ve igeriklerine
gore farkli gruplara ayrilmaktadir. Bitkilerin yapisinda bulunan esansiyel yag
yapilarinin biiyiikk bir kismi terpenlerden meydana gelmektedir. Esansiyel yaglarin
yapilarinin ¢ogunlugunu olusturan terpenlerin yaninda azot, alkol kiikiirt, aldehit, ester

ve fenol bilesikleri gibi yapilardan meydana gelmektedir (Cellat, 2011).

1.1.3. Radikaller

Serbest radikallar ve onun bir tiirli olan reaktif oksijen tiirleri ¢cok kararsiz bir
yapiya sahiptirler. Bu kararsiz molekiiller DNA, lipitler, karbonhidratlar ve proteinler
gibi farkli organik substratlarla tepkimeye girerler. Oksidatif stres, asir1 serbest
radikalleri meydana getirmektedir. Bu serbest radikallerde kanser benzeri birgok
hastaliklara sebebiyet vermektedirler (Aruoma, 1998).

Atom ya da bilesik seklinde bulunabilen serbest radikallerin son elektron
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yorlingelerinde ortaklanmamis elektron ¢ifti bulunmaktadir. Diger bir ifadeyle sik
elektron dizilisine sahip, tek sayida elektron bulunduran atom veya molekiillerdir. Bu
serbest radikaller kararli hale ge¢mek istediklerinden dolay1 yiiksek bir reaksiyona
girme istegine sahiptirler. Kisa omiirlii ve diisiik bir aktivasyon enerjisine sahip olan
serbest radikaller kiiciik molekiillii olup reaksiyona girme isteklerinden dolayi dmiirleri
oldukca kisadir. Kiigiik molekiiller yapiya sahip olduklarindan hiicre zarindan kolaylikla
gecgebilmektedirler (Zengin ve Aktumsek, 2014).

Canlilarin  hayatlarin1  siirdiirebilmeleri i¢in gerekli olan molekiil veya
atomlardan biri olan serbest radikaller, metabolizmada kullanilan enerji {iretimi ve
elektron transferi olaylarinin gergeklesmesinde onemli bir rol almaktadirlar. Serbest
radikaller viicut icin bu faydali yapilarmin yaninda eger gerceklestirdikleri zincir
tepkimesi kontrol dis1 olursa canli sagligini olumsuz etkileyecek sekilde hiicrelerde
biiyiik tahribatlara yol agabilirler. Yapilan caligmalar gdstermis ki serbest radikallerin
hiicredeki tahribatlart sonucu en fazla dejeneratif hastaliklar ve erken yaslanmalar
meydana gelmektedir. Ayrica serbest radikallerin damar tikanikligi, sitma ve kanser gibi
cesitli hastaliklarin meydana gelmesinde de etkisinin oldugu bilinmektedir (Lehninger
ve ark., 2005; Giilgin ve ark., 2007).

Biitiin maddeler kararli yapida olmak isterler. Serbest radikaller, son
yorlingesinde ortaklanmamis elektron ¢ifti bulunduran molekiill ve atomlar kararli
yaptya gecmek i¢in kararli bir yapiya sahip molekiillerle tepkimeye girerek kimyasal bir
reaksiyon olustururlar (Fang ve ark., 2002).

Serbest radikallerin en biiyiik kaynagi canli organizmalarinda yasami icin hayati
oneme sahip olan azot ve oksijendir. Azot ve oksijen igerikli serbest radikaller canli
organizmada fizyolojik seviyede bulundugunda faydali yararlar saglarlar, bu seviye
patolojik bir mertebeye ulastiginda canli organizma i¢in zarar verici sonuglar ortaya
cikar ve erken yaslanma, diyabet, alzheimer, kalp-damar rahatsizliklari, katarakt ve

kanser gibi hastaliklara yol acarlar (Kumar, 2011).
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Sekil 1.2. Serbest radikallerin hiicresel hedefleri (Burnaz, 2007)

Kiiciik molekiillii bir yapiya sahip olan serbest radikeller, kararli yapiya gecme
isteginden dolayr kisa omiirlii ve aktivasyon enerjileri diisiiktiir. Serbet radikallerin
mollekiillerinin kiiclik bir yapiya sahip olmasi hiicre zarindan rahatlikla ge¢cmesine

imkan sagliyor (Jensen, 2003).

1.1.4.Fenolik bilesikler

Polifenol bilesikler ikincil metabolitler olarak adlandirilmaktadirlar. Bu
bilesikler bitki yasamimin birgok islevsel yonii i¢in ¢ok Onem arz etmektedirler.
Dokularda destekleyici ve koruyucu rolleri olan bu bilesikler, bitkilerin zararl etkilere
kars1 savunmasinda hayati onem tasimaktadirlar. Ayrica bu polifenol bilesiklerin
sinyalleme oOzellikleri sayesinde bitkiler ve bitkiler arasinda etkilesimi de
saglamaktadirlar (Balasundram ve ark., 2006).

Polifenol bilesikler farkli 6zelliklere sahip 8000’den fazla ceside sahiptirler.
Polifenoller kimyasal yapilarma gore de 10 farkli gruba ayrilmaktadirlar. Cogu dogada
monosakkaritlerle ve polisakkaritlerle iligkili olan fenol bilesiklerin glikozitler, metil
esterler veya esterler gibi fonksiyonel tiirevleri vardir (Balasundram ve ark., 2006).

Fenolik bilesikler, sekonder bilesiklerin ana gruplarindan biri olarak bitkilerin

polenlesme, renk olusumunu etkileyen ve bitkileri patojenlere ve radyasyon yayan



ultraviyole 1ginlara kars1 koruma saglayan bilesiklerdir. Ayrica bitkilerin tat ve renk gibi
duyu organlarimiz vasitasiyla algiladigimiz duyusal 6zelliklerinide bu bilesikler
etkilemektedirler. Fenolik bilesikler polimerik, oligomerik ve monomerik gibi gruplar
seklinde isimlendirilmektedir. Bu gruplandirma ve isimlendirmeler, fenolik bilesigin
icerdigi hidroksil grubuna, benzen halkasi sayisina ve fonksiyonel grup igerigine gore
farklilagsmaktadir (Martinez, 2007).

Antioksidan icerige sahip bilesikler igeren fenolik bilesiklerin en dogal
smiflarindan biridir. Bunlar bir veya daha fazla aromatik halkadan olusan, bir veya daha
fazla hidroksil grubu iceren molekiillerdir. Kimyasal olarak polifenoller fenolik asit
benzeri birkag gruba ayrilmaktadirlar. Polifenoller bitkilerde, sebzelerde, cayda,
kahvede, baklalarda ve diger icecek ile gidalarda bulunurlar (Manach ve ark., 2004).

Fenolik bilesikler veya diger adiyla polifenoller benzen halkasina en az bir
hidroksil iyonunun baglanmasiyla olusan bilesiklerdir. Bitkilerin iceriginde en fazla
bulunan bilesikler fenol bilesiklerdir. Fenol bilesikler fitokimyasal bilesiklerinde genis
ve onemli bir kismini olusmaktadirlar. Fenol bilesiklerin bir bdliimii sebze ve meyvelere
lezzetini veren tat ve gesitli renklerde goriintii saglayan renkler vermektedirler. Sebze ve
meyvelerin kilograminda yaklasik 1 ile 3 milligram aras1 fenol bilesikler bulunmaktadir
(Ayhanci, 2019).

Polifenoller yapilarina gore flavonoidler ve fenolik asitler olarak iki ana gruba

ayrilmaktadir.

1.1.4.1. Flavonoidler

Bitkilerin polifenol igeriklerinin en fazla olan grubu flavonoidlerdir.
Flavonoidler dogada dogal halde bulunan fenolik bilesiklerin yarisindan fazlasi olan
8000 fenolik bilesik tiiriinii icermektedirler. Flavonoidler diisiik molekiil agirlikli,
yapisinda 15 karbon elementi bulunduran difenilpropan (Ce-C3-Cs) yapisina sahip
propan zincirinin 2 fenil halkasini birbirine baglamasiyla meydana gelen bilesiklerdir
(Balasundram ve ark., 2006).

Bitkilerde bulunan flavonoidler, kii¢iik molekiil agirligina sahip olup insan
saglig1 agisindan ¢ok faydali olan dogal bilesiklerdir (So ve ark., 1997; Sghaier ve ark.,
2011).

Flavonoidler, polifenollerin asag1 yukar1 %60’ olustururlar. Bu zamana kadar



tanimlanan flavonoid bilesik sayis1 4000’in lizerindedir. Flavonoid bilesiklerin en sik
bulunan tiirleri flavonlar ve flavonol bilesiklerdir. Ciplak gozle goriilebilen, en bilinen
flavonoid bilesikler renkli olan antosiyaninlerdir. Meyve ve sebzelere mavi, menekse,
kirmizi, mor, turuncu gibi renkleri veren pigmentleri meydana getirirler. Bu
ozelliklerinden dolay1 bir flavonoid tiirli olan antosiyaninler dogal renklendirici olarak
gida maddelerinde kullanilmaktadirlar (Ayhanci, 2019).

Flavonoidlerde molekiiler yapilarina gore; flavonoller, flavonlar, flavanonlar,

izoflavonlar, antosiyanidinler ve flavanoller olmak iizere 6 sinifa ayrilmaktadirlar.

1.1.4.2.Fenolik asitler

Fenolik asitler, serbest veya bagli halde bitkilerin yapisinda bulunan besin degeri
yiiksek olan fenollerin ortalama ligte birine denk gelmektedirler. Genellikle bagli halde
bulunan fenolik asitler asetal, eter veya ester gibi organik yapiya sahip zincirler
araciligila c¢esitli bitki iceriklerine baglanmis olabilirler. Farkli ekstraksiyon sartlarina
ve bozunma duyarliliklarina kars1 fenolik asitlerin yapilarina bagli olarak fenolik asitler
degisen etkiler gosterirler. Fenolik asitlerde yapilarma goére iki farkli gruba
ayrilmaktadirlar. Bu gruplar hiroksisinnamik asit ve hidroksibenzoik asit olmak iizere
iki fenolik asit grubu vardir. Yapilarindaki metoksi ve hidroksi grup sayist ve baglanma
sekillerine gore hidroksibenzoik asitlerde farkli gruplara ayrilabilmektedirler. (Ignat ve
ark., 2011)

Fenolik asitler, antioksidan o6zellikleri sayesinde kanserojen maddelerin
olusumlarini engelemektedirler. Gidalarin hazirlanmasi1 ve gastrointestinal sistemlerde
bululunan fenolik asit tiirli maddeler kanserojen maddelere kars: etkindirler. Bu etkinin
en biiyiik sebebi fenolik asit bilesiklerinin antioksidan aktivitelerinin yiiksekliginden
kaynaklanmaktadir. Fenolik asit i¢erikleri zengin olan, sebze, meyve ve bitkiler antiviral
ve antimikrobiyal etkiye de sahiptirler. Fenolik asitlerin yaninda polifenoller de
antimikrobiyal etkinin kaynaklarindandir. (Acar ve Gokmen, 2005)

Fenolik asitlerin 6nemli bir grubu olan hidroksibenzoik asitlerinin 6nemli tiirleri
olan siringik asit, gallik asit, vanilik asit, p-hidroksibenzoik asit ve protokatesuik asit

gibi tiyeleri cogunlukla Ce-Cs yapisina sahiptirler. (Ignat ve ark., 2011)



1.1.5. Bitkilerin fenolik madde icerigi

Fenolik yonden zengin olan bitkilerin genellikle antioksidan kapasiteleri de
yiiksek olmaktadir. H. siirtensis ekstraklarinin fenolik madde igerikleri GC-MS ve

UHPLC cihazlar1 yardimiyla bulunmustur.

1.1.6. Antimikrobiyal aktivite

Mikrobiyal organizmalar1 engelleyen ve onlar1 yok eden maddelerdir. Bunlar
bakteri veya mantarlardir. Antibakteriyel hastaliklarin tedavisinde kullanilan
antibiyotiklerin son zamanlarda kullanimi artmaktadir. Asir1 ve bilingsiz antibiyotik
kullanim1 bu mikroplarin ilaca kars1 direncini artirmakta ve ilacin etkisini azaltmaktadir.
Bu durum saglik agisindan biiyiik bir tehdit olusturmaktadir (Romulo ve ark., 2018;
Silva ve ark., 2018).

Antimikrobiyaller —sentetik ve dogal kimyasal maddelerden olusup
mikroorganizmalarin  {iremesini  durduran veya Oldiiren yapiya sahiptirler.
Antimikrobiyallerin mikroorganizmalar iizerine etkisi lireme sistemlerini durdurucu
veya engelleyici sekilde olabilir. Sidal maddeler organizmalari 6ldiiren maddelerdir.
Sidal maddeler 6ldiirdiigii organizmanin cinsini isaret eden 6n ek alirlar. Ornegin
funguslar1 oldiiren sidaller fungusidal maddeler, bakterileri o6ldiiren sidaller
bakteriyosidal maddeler olarak adlandirilimaktadirlar. Statik maddeler ise organizmanin
yalnizca lireme sistemini durdurmaktadirlar, organizmay1 yok etmemektedirler. Statik
maddelerde, sidal maddeler gibi etki ettikleri organizmalarin 6n ekini alirlar. Bakterilere
etki edenler bakteriyostatik, funguslara etki edenler fungistatik maddeler olarak
adlandirilmaktadirlar (Madigan ve ark., 2006).

1.1.6.1. Kullanilan mikroorganizmalar

Test amacgh Esherichia coli bakteri tiirii ve Staphylococcus aureus bakteri tiirti

kullanilmastir.

1.1.6.1.1. Esherichia coli (E. coli)

Esherichia coli bakteri tiirii 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan

tanmmmlanmistir. Theodor Escherich tarafindan tanimlanan ve canlilarda {riner
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metabolizma siteminde enfeksiyonun en ¢ok goriilen sebeplerinden olan Esherichia coli
bakteri tiirii insanlarin ve hayvanlarin gastroental sistem florasinda bulunmaktadir (Ugar
ve ark., 2015).

Anaerob ve gram-negatif bir 6zellige sahip olan Escherichia coli bakteri tiirii
Enterobacteriaceae familyasina aittir. Gastrointestinal sistem ve oOzellikle de insan
bagirsaklarinda yasayan bu bakteri tiirli, iiriner siStem rahatsizliklarinin yaninda
neonatal menenjit, bakteriyel enfeksiyon ve gastroenterite gibi hastaliklara yol
agmaktadir (Altuner, 2008).

1.1.6.1.2. Staphylococcus aureus (S. aureus)

Agac kokii seklinde yapisal bir goriintiisii olan Staphylococcus aureus bakteri
tiirii Staphylococcaceae familyasina aittir. Insan viicuduna girdigi zaman mukoza ve
deride koloni olusturarak hastaliklara sebebiyet verebilen Staphylococcus aureus
bakterisi gram-pozitif bir bakteri tiriidiir. Staphylococcus aureus bakteri tiirii apse,
haslanmis deri sendromu, deri enfeksiyonlari, yanik, cilt kabarikligi, ¢iban, impetigo,
seliilit, gibi hastaliklarin yaninda daha ciddi olan septemi menenyjit toksik sok sendromu,
pnomoni ve osteomiyelit gibi hastaliklara da sebebiyet verebilmektedirler (Altuner,
2008).

1.1.6.2. Delik agar difiizyon yontemi

Delik agar difiizyon yontemi hem kolay uygulanabilir olmasi hem de ekonomik
bir yontem oldugundan antibakteriyel aktivite testi olarak en c¢ok kullanilan
yontemlerden biridir. Bu yontemde disk iizerine kati besiyeri eklenir. Disk {izerine
eklenmis besiyerinin lizerinde yuvarlak bir kuyucuk ag¢ilir. Bu acilan kuyucugun
icerisine antibakteriyel madde 6rnegi doldurulur. Bu antibakteriyel maddenin etkisiyle
kuyucugun etrafinda bir inhibisyon zonu olusur. Bu zonun biiyiikliigli antibakteriyal
maddenin diflizyon katsayisi, antibakteriyel maddenin miktar1 ve maddenin toplam
etkisiyle orantil1 bir sekilde degismektedir. Maddenin antibakteriyel etkisiyle olusan zon
caplari maddenin antibakteriyel aktivitesini belirlemektedir. Bu yontem benzer sekilde
patojenlerin antibiyotik hassasiyetini belirleme amagli da kullanilmaktadir (Madigan ve
ark., 2006; Sahin, 2006).
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1.1.7. Toplam fenolik madde miktar:

Toplam fenolik madde miktarinin 6l¢timii i¢in Folin-Ciocalteau Reaktifi (FCR)

yontemi kullanilmastir.

1.1.7.1. Folin-ciocalteau reaktifi (FCR) yontemi ile toplam fenolik bilesik tayini

Folin-Ciocalteau Reaktifi Yontemi (FCR) ¢esitli olumsuzluklara ragmen toplam
fenol bilesik miktarlarinin belirlenmesinde en ¢ok kullanilan yontemdir.

Folin-Ciocalteau reaktifi (FCR) yontemi ile toplam fenolik bilesik tayini
yapilmaktadir. FCR olarak adlandirilan bu yontemde indirgeyici bir 6zellige sahip
fenolik bilsiklerden molipdenyuma elektron ge¢isi mantigina dayanmaktadir. 750-765
nm araliginda spekrofotometrik olarak odlgiilebilen bu yontemde mavi renkli kompleks
meydana gelmektedir. Bu yontemde gallik asit standart ¢6zelti olarak kullanilmaktadir.
Elde edilen sonuglar gallik asidin es degeri olarak bulunmaktadir (Albayrak ve ark.,
2010).

1.1.8. Antioksidan maddeler

Antioksidan maddeler canli saglhigi i¢in zararli etkiler meydana getiren serbest
radikallere kars1 bagisiklik sistemiyle beraber canlilarin saglhigini korur, iltihaplanma,
anemi, astim gibi hastaliklara kargi korur ve yaslanmayi geciktirirler (Makari ve ark.,
2008).

Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonda bulunan herhangi bir madde olarak
tanimlanabilmektedir. Oksitlenmis substrat, substratin oksidasyonunu inhibe eder veya
kuvvetli bir sekilde geciktirmektedriler (Halliwell ve Gutteridge, 2015).

Antioksidanlar, molekiiller yapilarinda bulunan ortaklanmamis elektron bulunan
bundan dolay1 ¢cok kararsiz olan ve saglik i¢in tehdit olusturan serbest radikallere karsi
vuciit savunmasinda 6nemli bir yere sahiptirler. Serbest radikal gibi organizmaya zarar
verici yapilara karsi organizmayi koruyan antioksidanlar, hiicreyi bu zarar verici
yapilara kars1 korumakta, yaslanmay1 geciktirmekte ve hastaliklara karsi korumaktadir.
Antioksidanlarin bu yararlarindan dolayr biiylik bir dogal antioksidan kaynagi olan
bitkilerin antioksidan aktivitelerinin 6l¢limii 6nemlidir. Her gecen giin antioksidanlar

izerine yapilan ¢aligmalar artmaktadir (Albayrak ve ark., 2010; Yabalak ve Gizir,
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2017).

Serbest radikaller, oksidasyona sebep olmaktadir. Sebze, meyve ve bitkilerde
bolca bulunan antioksidanlar serbest radikallarin bu zararh etkilerini yavaglatmakta
veya durdurmaktadirlar. Canli organizmalarinda veya tiiketilen gidalarda bulunan
karbonhidratlarin, niikleik asitlerin, proteinlerin ve lipitlerin serbest radikallarce
oksidasyonu neticesinde canli sagligina zarar verici, hastalik yapici zararli bilesenler
meydana getirmektedirler. Canli organizmasinda meydana gelen canli organizmasina
zarar verici bu siirece oksidatif stres olarak tanimlanmaktadir (Halliwell, 2007).

Asirt serbest radikal iiretme anlamina gelen oksidatif stres bir¢ok hastaligin
sebebidir. Bunun yaninda patojenlerin ve bozukluklarin meydana gelmesinde etkin
oldugunu gosteren bircok bilimsel calisma mevcuttur. Bu hastalik yapici ve insan
sagligina zarar verici serbest radikalleri etkisiz hale getiren antioksidanlarin dnemi
giderek artmakta, antioksidanlarla ilgili bilim insanlarmin ¢alismalar1 artmaktadir (Zhao
ve ark., 2006; Halliwell, 2007).

Antioksidanlar serbet radikallere, oksidanlara karsi organizmayr 4 farkli
yontemle korumaktadirlar. Bu yontemlerin birincisi E vitamini ve hemoglobin
tarafindan yapilan ve zincir koparma etkisi olarak adlandiran oksidanlar1 baglayarak
fonksiyonlarini engelleyen yontemdir. Ikinci yontem ise oksidanlarin yapilarini bozarak
giiglii olmayan bir molekiil haline doniistiirerek zayiflatan temizleme etkidir. Ugiincii
yontem oOksidanlarin organizma icerisinde olusturduklari tahribati onarma seklinde
meydana gelen onarma etkisidir. Dordiincii ve son yontem ise ¢ogunlukla flavonoidler
tarafindan yapilan hidojen gondererek oksidanlari etkisiz hale getirme yontemi olan
baskilama yontemidir (Meral ve ark., 2012).

Canlilar kendilerini serbest radikal gibi toksik madde iceren tehditlere karst
korumak amaciyla savunma sistemleri gelistirmektedirler. Serbest radikal gibi toksik
madde iceren ve saglik icin biiyiilk tehdit olusturan bu zararlilara karsi en biiyilik
savunma sistemi antioksidanlardir. Antioksidanlar hiicre yapisini bozucu sebest
radikallerle reaksiyona girerek onlari etkisizlestirmektedirler. Serbest radikaller zincir
reaksiyonlariyla diyabet, kanser, kalp hastaliklar1 gibi bircok hastalia sebebiyet
vermektektedir. Antoaksidan molekiiller bu serbest radikallerin hastaliklara sebebiyet

veren zincir reaksiyonlarmi etkisizlestirerek yok etmekte veya etkisini azaltmaktadirlar

(Kahkonen ve ark., 1999; Nagai ve ark., 2005).
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1.1.8.1. Antioksidanlarin simiflandirmasi

Antioksidan maddeler endojen ve eksojen antioksidan maddeler olmak tiizere iki

ayr1 gruba ayrilmaktadirlar.

1.1.8.1.1. Endojen antioksidanlar

Endojen antioksidanlar viicut tarafindan iiretilen antioksidanlardir. Endojen
antioksidanlar enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olmak tiizere iki ayri gruba
ayrilmaktadirlar. Stiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPx), katalaz
(CAT), glutatyon rediikktaz (GR) enzimleri viicut tarafindan dretilip enzimatik
antioksidanlardir. Koenzim Q10, glutatyon, transferrin iirik asit, bilirubin, albumin,
melatonin, selenyum, seruloplazmin, a-lipoik asit enzimleride ayni sekilde viicut
tarafindan tiretilip nonenzimatik antioksidanlara drnektirler.

Endojen antioksidan maddeler, iireik asit tiirti kiigiik mollekiiller, metal baglayici
olan transferrin ve ferritin gibi proteinler, katalaz ve peroksidaz gibi peroksit
uzaklastirict enzimler, glutatyon gibi maddelerdir. Bu antioksidanlarin bir tiirii olan
endojenlerin hepsi metobolizmayi reaktif tiirlerin zararlh etkilerine kars1 korumaktadirlar

(Bursal, 2009).

1.1.8.1.2. Eksojen antioksidanlar

Viicuda disardan alinan eksojen antioksidanlar; gida, vitamin, ilag gibi
antioksidan maddelerdir. Vitaminlere A vitamini (retinol), C vitamini (Askorbik asit), E
vitamini (Alfa-tokoferol) seklinde 6rnekler verilebilir (Harold, 2006).

Eksojen atioksidanlar bitki, sebze ve meyve gibi gidalarin yapisinda bulunan
dogal antioksidanlar ve labaratuvar sartlarinda olusturulan sentetik antioksidanlar olmak
tizere iki gruba ayrilmaktadirlar.

Antioksidan maddeler organizmayi zararl etkilere kars1 korumaktadir. Viicut i¢i
savunma sistemi kuvvetlendiren endojen antioksidanlarin organizmadaki savunma
sistemlerini  gliglendirmek igin takviye amagli disardan antioksidan maddeler
alinmalidir. Digardan alinan bu antioksidan maddeler, eksojen savunma sistemi olarak
ifade edilmektedir (Halliwell, 1991).
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1.1.9. Antibakteriyel aktivite

20. Yiizyil’da antibiyotikler kesfedilmistir. Antibiyotiklerin kesfine kadar
diinyadaki 6limlerin biiyiik bir kismi enfeksiyon hastaliklarindan kaynaklanmaktaydi.
Antibiyotiklerin kesfiyle beraber bu enfeksiyonlardan kaynakli 6liim sayilarinda biiyiik
bir azalma meydana gelmistir. Giiniimiizde mikroorganizmalar antibiyotiklere karsi
diren¢ kazanmaya baslamistir. Bu direncin en biiyiik sebebi ¢ok sayida antibiyotik
ilaglarinin  tiiketilmesinden kaynaklanmaktadir. Hatta antibiyotik ilaglara kars
mikroorganizmalarin direnglerinin giderek artacagi ve bu mikroorganizma kaynakli
enfeksiyon hastaliklarinin insanligin sonunu getirecegi one siiriilmektedir. Bu nedenle
mikroorganizmalara kars1 yeni ve alternatif antibiyotik ilaclar1 gelistirilmelidir. Bundan
dolay1 son donemlerde dogal kaynaklardan ozellikle de bitkilerden elde edilecek
antimikrobiyal oOzellige sahip enfeksiyon hastaliklarinin tedavisinde kullanilabilecek
dogal bilesikler tizerine g¢aligmalar hizlanmakta ve sayica her giin artmaktadir. Bu
antimikrobiyal 6zellik tasiyan dogal bilesiklerin antibiyotiklere alternatif olabilecegi

diisiiniilmektedir (Ayhanci, 2019).

1.1.10. Nem tayini

Toz haline getirilmis bitki numunesini kurutma amagl kullanilacak kurutma
kaplar1 2 saat boyunca 105 °C'de etiivde kurutulduktan sonra nem kapmamasi i¢in oda
sicakliginda desikatorde sogutulmaktadir. Bu kurutma isleminde sonra numune kaplari
hassas teraziyle tartilarak igerisine daha Once hassas teraziyle tartilmis bitki
numunesinden konularak sabit tartima gelmesi ig¢in 8 saat boyunca 105 °C'de etiivde
kurutulmaktadir. Bu kurutma isleminden sonra numune, hassas teraziyle tartildiktan
sonra baglangic miktariyla arasindaki fark bitki numunesinin nem miktarini
vermektedir.

Toz haline getirilmis bitki numunelerinin nem icerik miktar1 nem igeriklerini
otomatik belirleyen nem ol¢lim cihazlariyla belirlenmektedir. Bulunan nemin yiizde

miktar1 da toz haline getirilmis kuru bitki numunesine gore belirlenmektedir.
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1.1.11. Kiil tayini

Kiil tayini i¢in toz haline getirilmis bitki numuneleri tartilarak kil firininda
beyaz kiil elde edilinceye kadar yakilmaktadir. Yakildiktan sonra da kalan beyaz kiil
tartilarak beyaz kiill miktar1 bulunmaktadir. Tartilan beyaz kiill miktarinin ylizdece
miktar1 da baslangicta tartilarak kiil firinina alinan toplam toz haline getirilmis bitki

numunesinin agirligina gére bulunmaktadir.

1.1.12. Yag tayini

Toz haline getirilmis bitki numunelerinin toplam yag miktarlar1 ekstraksiyon
yontemlerine gore bulunmaktadir. Toz haline getirilmis bitki numuneleri tartilarak
ekstre edilmektedir. Ekstraksiyon sonucunda ekstraksiyonda kullanilan ¢oziicii
uzaklastirllmaktadir. Ekstraksiyon sonucunda elde edilen yag ekstrakti desikatorde
sogutularak tartilmaktadir. Yapilan tartim sonucunda yag miktar tayin edilmektedir.
Ayrica yag miktarmin yiizdece orani baslangicta tartilan toz haline getirilen bitki

numunesine gore belirlenmektedir.

1.1.13. Renk tayini

Toz haline getirilmis bitkilerinin ekstraksiyonu sonucu elde edilmis bitki
ekstraktinin rengi renk tayin cihazi kullanilarak belirlenmektedir. Bitki ekstarktinin renk
tepitinde kullanilan renk tayin cihazinin kalibrasyonu saf su ile yapilmakta, renk tespiti
yapilacak bitki ekstraktinin elde edilmis numuneleri de cihazin kiivetine yerlestirilip
bitki ekstraktinin L*, a* ve b* renk degerleri ayr1 ayn biitiin ekstraksiyon yontemleri

i¢in bulunmaktadir.

1.1.14. pH tayini

Toz haline getirilmis bitki numunelerinden belli bir miktar alinarak su igerisine
konup uzun bir siire bekletilerek karistirilmaktadir. Karistirilan ¢ozeltinin pH’s1 oda

sicakliginda pH metre ile dl¢iilmektedir.
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1.1.15. Antioksidan tayin yontemi
1.1.15.1. DPPH Serbest radikal giderim yontemi

DPPH yontemi antioksidanlarin serbest radikal giderme aktivitelerini belirleyen
en onemli ve en c¢ok kullanilan yontemlerden biridir. Bu serbest radikal giderme
aktivitelerini gidermede kullanilan DPPH yo6nteminin en avantajli yonlerinden bazilar
sonuglarmin hizli ve ¢abuk olmasi, yiiksek giivenirlikli, diisiik maliyetli olmasi, kolay
uygulanabilir olmasidir. Ayni1 sekilde spektrometre ile ¢ok sayida Olgiim kisa siirede
yapilabilmektedir (Fukumoto ve Mazza, 2000).

DPPH yonteminin dezavantajlarindan bazilar1 antioksidan &zellige sahip
olduklar1 halde sterik engelden dolay1r antiaoksidan maddeyle reaksiyona girmemesi
veya cevap verme siiresinin gecikmesi, antioksidan reaksiyon grafigiyle DPPH arasinda
meydana gelen reaksiyon kinetiginin DPPH derisimi ile dogrusal bir degiskenlik
gostermemesi ve bazi antioksidan tiirleriyle, 6rnegin eugenol ile geri donlisimlii

reaksiyon vermesi (Huang ve ark., 2005).

N—H NO, 4

? A-H

Sekil 1.3. DPPH molekiiliiniin antioksidan madde ile reaksiyonu (Blois, 1958)

O.N

e
»

NO2

O,N

1.1.15.2. FRAP Demir iyonu indigeyici antioksidan kapasite tayini

FRAP (Demir (1) iyonu indirgeyici antioksidan giicii) Metodu Fe*® iyonunun
indirgeme giiciinden yararlanilarak Benzie ve Strain tarafindan plazmanin antioksidan
kapasitesini 6lgmek icin gelistirilmistir. FRAP (Demir (III) Iyonu Indirgeyici
Antioksidan Giicii) metoduna gore diisiik pH ortaminda indirgen O6zellige sahip
antioksidan sayesinde demir (I1I) tripridiltriazin kompleksini demir (1) tripridiltriazin
kompleksine indirgemektedir. Yogun mavi renk seklinde bir goriintiiye sahip bu olusan
demir (I1) tripridiltriazin kompleksi absorbans olarak 593 nm'de maksimum absorbans

kapasitesine sahiptir. 3,6 gibi diisiik pH'larda demirin indirgenmesi sonucu demirli
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tripridiltriazin  kompleksinin meydana gelmesini saglamaktadir (Benzie ve Strain,
1996).

i
E‘] ‘x.:#‘]

Fe' -TPTZ + indirgen antioksidan @——— Fe''-TPTZ (595 nm'de koyu mavi)

Sekil 1.4. Demir (III)“{in indirgenme reaksiyonu (Aydin, 2016)

1.1.16. Mineral ve eser element icerigi
1.1.16.1. Indiiktif eslesmis plazma - optik emisyon spektrometrisi (ICP-OES)

ICP-OES (indiiktif olarak bagli plazma-optik emisyon spektrometrisi), diisiik
konsantrasyonlar1 (aralik: ppb = milyar bagina kisitm = pg / L) ve ¢ok diisiik element
konsantrasyonlarini (aralik: ptt = trilyonda par¢a = ng / L). Atomik elementler, iyonize
olduklar1 bir plazma kaynagindan gecer.

Indiiktif eslesmis (giftlesmis) plazma-optik emisyon spektrometresi (ICP— OES),
biiyiik derisimlerdeki katyon ve bu derisimlere yakin elektron igeren plazmada, iyon ve
atomlarin uyarilmasi ile bu iyon ve atomlardan yayilan isinlarin emisyon siddetinin
cthazin biinyesinde bulunan dedektér yardimiyla analizi yapilmak istenen analitlerin
numune icerisindeki miktar1 ile eslestirilmesi prensibine gére calisir. Indiiktif eslesmis
plazma-optik emisyon spektrometresi (ICP— OES), organik ¢oziicii ve suda ¢oziinebilen
analitlerin hem kalitatif hem de kantitatif analizlerinde kullanilir. ICP (Indiiktif olarak
eslesmis plazma) cihazi yardimiyla tiim metalik elementlerin analizi yapilabilinmektedi
(Giindiiz, 2007).

Indiiktif olarak bagli plazma-optik emisyon spektrometrisi (ICP-OES), atomik
absorpsiyon spektroskopisine (AAS) gore analizlerde daha genis bir ¢alisma alanina
sahptir. Konsantrasyonlar1 farkli ve ¢ok diisiik olan, birlikte bulunan birden fazla

elementini ayn1 anda analiz etme Ozelligine sahiptir. Bunun yaninda refrakter
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elementlerin analizlerinde de daha dogru sonuclar vermesi gibi 6zelliklerinden dolay1

ICP-OES cihaz1 metal analizlerinde dne ¢ikmaktadir (Giindiiz, 2007).

1.1.16.2. Indiiktif eslesmis plazma kiitle spektroskopisi (ICP-MS)

ICP-MS  (indiiktif olarak bagli plazma-kiitle spektrometrisi), diisiik
konsantrasyonlar1 (aralik: ppb = milyar bagina kisism = pg / L) ve ¢ok diisiik element
konsantrasyonlarini (aralik: ptt = trilyonda par¢a = ng / L). Atomik elementler, iyonize
olduklari bir plazma kaynagindan geger. Daha sonra bu iyonlar kiitlelerine gore
stiralanir. [CP-MS tekniginin AAS (Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi) veya ICP-OES
(indiiktif olarak eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi) iizerindeki avantajlari
sunlardir:

Izotop ozellige sahip elementlerin izotop bilesimini tesbit etme ozelligi, son
derece diisiik konsantrasyondaki numune 6rneklerini algilama siirlarinin yiikseklikleri

ve genis bir dogrusal araliga sahip olmalaridir.

1.1.17. Ekstraksiyon yontemleri

Esansiyel yaglar farkli ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilmektedirler.
Esansiyel yag verimini artirmak i¢in uygun sartlarda uygun yontemleri se¢gmek lazim.
Bitkilerin esansiyel yag verimi bitkilerin bozunma hassasiyetine, bitkilerin toplanma
zamanina, miktarina, depolama ve kurutma kosullarina, bitkilerin icerdigi ucucu
yaglarin hassasiyetlerine, 0giitme ve pargalama sartlarina bagli olarak degiskenlik

gostermektedirler (Cellat, 2011).

1.1.17.1. Soxhlet ekstraksiyon yontemi

19 yilizyilin sonlarinda kesfedilen soxhlet yontemi ismini aldigi Franz Von
Soxhlet tarafindan bulunmus ve gelistirilmistir. Kesfedildigi giinden giintimiize kadar
uzun yillardir genis ¢apta kullanilmaktadir. Soxhlet yontemi kullanilirken bu yontemle
ektre edilecek bitki i¢in farkli uygun bir sicaklik ve ¢oziicii belirlenmelidir. Kullanilan
¢oziicli ve sicakliklar bitki ekstraktigi onemli dlciide etkilemektedir (Wang ve Weller,
2006; De Castro ve Priego-Capote, 2010).
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Sekil 1.4. Soxhlet ekstraksiyon diizenegi

1.1.17.2. Maserasyon yontemi

Maserasyon ekstraksiyon yonteminde, kurutulmus ve ogiitiiclide toz haline
getirilmis bitki niimuneleri kapali bir kap igerisini ¢oziicii ile beraber aliir. Bu
niimuneler inkiibatorde istenilen zaman aralifi ve sicaklikta bekletilir. Bu islemlerin
devaminda filtrasyon yontemi uygulanir ve maserasyon yontemiyle yapilan
ekstraksiyon bitirilmis olur. Bu yontemde kullanilacak ¢6ziiciiniin etkisini ve maddeyle
etkilesimini artirma dolayisiyla maserasyon yonteminin etkinligini artirma amagl
niimunenin bulundugu kaba calkalama islemi uygulanir. Maserasyon yonteminde
ekstraksiyon galkalamali inkiibatorde istenilen en uygun sicaklik uygulanarak ekstrakt
elde edilir (Handa, 2008).
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Sekil 1.5. Maserasyon ekstraksiyon diizenegi
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2. LITERATUR ARASTIRMASI

Muthuraj ve ark. (2015) calismalarinda bitkilerin antibakteriyal aktivitesi ve
kimyasal bilesenlerinin belirlenmesi amaglanmis olup GC-MS anlizi sonucu bitkide 47
bilesen izole edilmistir. Tibbi 6neme sahip genis bir yelpazede bilesikler tanimlanmaistir.

Ergiit (2015) calismasinda meyve sularinda kullanilan limon ve portakallarin
atitk posalarindaki fenolik maddelerin siiperkritik akigkan ekstraksiyon yontemiyle
eldesi amaglanmaktadir. Soxhlet yontemi kullanilarak ekstarksiyonu etkileyen ¢oziicii,
siire, basing ve sicaklik gibi etmenlerin ekstraksiyona etkisi incelenmistir. Limon i¢in en
iyi ekstraksiyon verimi ¢oziicli olarak etanol kullanildiginda 100 bar basingta ve 50
°C'de ulasilmistir. Portakal i¢in en iyi ekstraksiyon verimi ise aym1 sekilde ¢oziicii olarak
etanol kullanildiginda ise 200 bar basing ve 40 °C sicaklikta ulagildigi goriilmektedir.

Alaca (2018) caligmasinda Van ilinde bulunan 10 farkli yabani bitkilerin gida
kalite Ozellikleri ile antioksidan aktiviteleri ve fenolik madde 6zellikleri incelenmistir.
Bu bitkilerin kuru gida, yag, protein ve pH araliklari bulunmustur. En yiiksek
antioksidan ve fenolik madde miktarlarinin evelik bitkisinde oldugu tespit edilmistir. Bu
bitkilerden siringik asit sadece kisniste tesbit edilmistir. Arastirma sonucunda bu
gidalar1 i1yi bir antioksidan kaynagi oldugu ve fenolik madde agisindan da elverisli
oldugu goriilmiistir.

Ibrahim (2020) c¢alismasinda Verbascum pseudoholotrichum Hub-Mor. (V.
pseudoholotrichum) Scrophulariaceae familyasina ait bitki Tiirkiye’de ender bulunan
tirlerden olup bitkiyle ilgili ICP-MS kullanilarak 24 ¢esit element analizi yapildi.
Soxhlet Ekstraksiyon yontemi kullanilarak ekstre edilmistir. Toplam fenolik madde
miktar1 Folin-Ciocalteu yontemi ile bulunmustur. Antioksidan aktivitesi DPPH radikal
stiplirme aktivite analizi yontemiyle bulundu. GC-MS analizi ile 38 ¢esit fenolik madde
tespit edildi. Antimikrobiyal aktivitesi spektrometrik mikrodiliisyon yontemiyle tespit
edildi ve E. coli'ye kars1 dayaniklilik géstermedigi goriilmiistiir.

Qayyum ve ark. (2016) ¢alismalarinda Heliotropium strigosum bitkisi birgok
rahatsizlik icin geleneksel ilaglarda kullanilmaktadir. Bu calismada ham metanol
ekstraktinin kloroform, etil asetat, n-hegzan ve su gibi ¢oziiciiler kullanilarak elde edilen
bitki ekstrat numunelerinde bulunan antioksidan, antidiyabetik aktiviteleri DPPH
yontemi, amilaz 6nleme deneyleri ve fenolik ¢esitleri ters fazli yiiksek performansl sivi

kromatografisi (RP-HPLC) ile belirlenmistir. Heliotropium strigosum bitkisinin ilag
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endistrisinde potansiyel arastirmalar i¢in arastirilabilecegi énemli fenolik profillere ve
giiclii biyolojik aktivitelere sahip oldugu tespit edilmistir.

Gopalakrishnan ve ark. (2015) bu ¢alismada tibbi agidan 6nemli olan ve
Rubaceae familyasina ait Mussaenda frondosa bitkisinin yapraklari geleneksel olarak
tilser, astim, idrar sokiici, sarilik ve ciizzam gibi hastaliklarin tedavisinde kullanildigi
belirtilmis. Mussaenda frondosa bitkisinin etanoik 6zii GC-MS ile analiz edildiginde
yirmi kimyasal bilesigin varlig1 tespit edilmistir.

Cellat (2011) calismasinda gesitli endemik bitki yapraklarindan ugucu yaglar
elde etmek icin subkritik su ekstraksiyonu ve su destilasyonu gibi ydntemler
kulanilmistir. Bu ¢alismada kullanillan su destilasyonu ve subkritik ekstraksiyonu
yontemleri kiyaslandiginda subkritik su ekstraksiyon yonteminin daha verimli bir
yontem oldugu sonucuna varilmaistir.

Agiiero ve ark. (2011) ¢alismalarinda tibbi bir bitki olan Larrea nitida bitkisinin
kimyasal ve botanik yapisiyla ilgili HPLC-ESI-MS/MS ve GC-MS cihazlar
kullanilarak analizler yapilmistir. Yapilan arastirmalar sonucu bu bitkinin insan sagligi
icin yararli bilesikler igerdigi tespit edilmistir.

Aksoy ve ark. (2013) calismalarinda 1983 yilinda kesfedilen nesli tiikenme
tehlikesiyle karsi karsiya olan Thermopsis turcica bitkisinin toplam fenolik yapisi,
toplam antioksidan yapist ve serbest radikal temizleme aktivitesi incelenmistir. Bitki
ekstraksiyonunda metanol ve aseton ekstrakti kullanilmistir. Metanol ve aseton
ekstraktinin radikal temizleme etkisinin oldugu ve bu etkinin bitkinin fenol bilesigiyle
ilskili oldugu tesbit edilmistir. Metanol ekstraktinin radikal temizleme ve antioksidan
etkisinin aseton ekstraktindan daha fazla oldugu goriilmistir. T. Turcic bitkisinin
antioksidan kapasitesiyle dogal bir antioksidan oldugu sonucuna da varilmustir.

Fauzi ve ark. (2017) calismalarinda Gaz Kromotografisi-Kiitle Spektrometresi
(GC-MS)'in bitkilerin biyoaktif dogal bilesiklerinin analizinde kullanim teknikleri
tizerinde durulmustur. GC-MS yonteminin bitkilerin analizinde en ¢ok kullanilan
yontem oldugu ve oOzellikle esterlerin yag analizleriyle ¢evredeki organik kirletici
analizlerinin bu yontemle yapildig: belirtilmistir.

Pirbalouti ve ark. (2013) calismalarinda kullandiklari Iran'da bulunan endemik
bir tir olan S. khuzestanica bitkisi halk arasinda analjezik ve antiseptik olarak

kullanilmistir. Bu ¢alismada bitkinin farkli ekotiplerinin carvacrol ve ugucu yaglarinin
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antibakteriyel aktiviteleri arastirilmis olup bu ¢alisma da en yiiksek aktiviteye Mangreh-
Il ekotipinin sahip oldugunu géstermistir.

Hossain ve ark. (2011) ¢alismalarinda bir endemik bitki tiirii olan Merremia
borneensis bitkisinin farkli ¢6ziicii tiirleriyle ekstresi sonucu elde edilen ugucu yaglarin
toplam antioksidan ve toplam fenol igerikleriyle ilgili bir arastirma yapilmis. En yiiksek
degerlere sulu etanol 6ziitli ¢ozeltilerinde rastlanmistir. Ayrica kloroform o6ziitliniinde
flavonoidler agisindan zengin oldugu goézlenmistir. Toplam antioksidan ve toplam fenol
acisindan da pozitif sonuglar elde edilmistir.

Giizey (2017) ¢alismasinda endemik bir bitki olan Afyonkarahisar yoresindeki
Sideritis akmanii tiiriiniin mineral yapisi, toplam antioksidan, toplam fenolik madde ve
radikal giderme o6zelligi aragtirilmistir. Bitki ekstresinde aseton ve metanol ¢6ziiciileri
kullanilmistir. Fenolik madde miktarlarinin metanol ekstresinde daha fazla oldugu,
radikal giderici etkilerin birbirilerine yakin oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada bulunan
fenol madde miktarlar1 ve antioksidan kapasiteleri bu bitkinin antioksidatif ¢aligmalarda
kullanilabilecegi gosterilmistir.

Tekin (2017) calismasinda Phytolacca americana L. ¢esitli boliimlerini
kullanarak elde ettigi ucucu yaglar ve kloroform kullanilarak elde edilen ekstraktin
kimyasal igeriklerini Gaz kromotografisi- Kiitle Spektrometresi cihazini kullanarak
analiz edilerek 82 bitki bilegeninin yapis tesit edilmistir.

Aumeeruddy-Elalfi ve ark. (2016) calismalarinda endemik sifali bitkilerden elde
edilen 19 ugucu yagin tirozinaz inhibe edici aktivitesinin kinetikleri incelenmistir. Bu
calismada bu sifali bitkilerin kuvvetli anti-tirozinaz oldugu ve bu bitkilerin ilag,
kozmetik ve gida sektdriinde kullanilabilecegini gostermistir.

Benmezoug ve ark. (2020) ¢alismalarinda Cezayir'de bulunan Ephedra alata,
Genista saharae, Ononis angustissima endemik sifali bitki tiirlerini incelemisler.
Subkritik ekstraksiyon yontemiyle farkli zaman, sicaklik ve basing sartlarinda ekstre
edilen bitkilerin polifenollerinin miktarlarin1 bulmuslar. Fenol verimlerinin ¢ok iyi ve
verimli oldugu goriilmiistiir.

Yapici (2018) galismasinda endemik bir bitki olan Tanacetum erzincanense
bitkisinin etil asetat ve metanol ¢oziiciileri kullanilarak ektrakte edilmesiyle CUPRAK,
ABTS, FRAP metodlar1 kullanilarak vitro antioksidan 6zellikleri incelenmis. Toplam

fenolik miktarlar1 Folin-Ciocaltea yontemi flavonoid miktarlarida aliiminyum nitrat

24



kolorimetrik metoduyla belirlenmistir. Calisma sonucunda bitkinin antioksidan
seviyesinin normlarin altinda oldugu fenolik madde iceriginin de orta seviyede oldugu
belirtilmistir.

Capuzzo ve ark. (2013) Siiper kritik siv1 ekstarksiyon yontemiyle bitki koku ve
tatlariyla ilgili arastirmalar yapilmistir. Bu ekstraksiyon yoOntemine her gecen giin
ilginin arttigr belirtilmektedir. Giiniimiizde ¢ay ve kahvenin kafeinsizlestirmesinde
kullanildigina dikkat ¢ekilmis ve diger gelleneksel ekstraksiyon yontemleriyle
karsilastirilmistir.

Casuga ve ark. (2016) Filipinler’de bulunan bir endemik bitki olan Broussonetia
luzonica bitkisinin yapraklarindan metanol, n-hegzan ve etil asetat kullanilara elde
edilen oziitlerin kimyasal bilesik igerikleri GC-MS cihazi kullanilarak analiz edilmistir.
Calisma sonucunda bitkinin kimyasal bilesik igeriginin zengin oldugu ve ileride
biyolojik ve farmakolojik ¢alismalarda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Cvetanov¢ ve ark. (2018) calismalarinda papatya gigegine farkli basinglarda
kritik alt1 su yontemi kullanilarak elde edilen 6ziitiin biyolojik ve kimyasal igerikleri
tizerine etkileri incelenmistir. 30, 40, 45, 60, 90 barda bes farkli basing altinda
ekstraksiyon yapilmistir. Fenolik bilesikler i¢in 45 barmn iizerindeki basinglarin
kullanimlarinin gereksiz oldugu ve 10 ve 90 basinglarinda daha iyi biyoaktiviteler
sergiledigi gozlenmistir.

Dalar ve ark. (2012) galismalarinda Dogu Anadolu Anadolu Bolgesinde bulunan
halk arasinda sifa amacli kullanilan 4 farkli endemik bitkinin fenolik bilesikleri ve
antioksidan aktiviteleri incelenmistir. Bu bitkilerin yaprak ve ¢igeklerinin yiiksek fenol
bilesik icerigi ve antioksidan kapasiteye sahip oldugu belirtilmis.

Duarte-Almeida ve ark. (2011) calismalarinda 3 seker kamisi ¢esidinin
antioksidan aktivitesi fenolik bilesimi incelenmistir. Seker ¢esitlerinin fenolik bilesikleri
arasinda farkliliklar tesbit edilmis. Antioksidan aktivitelerinin de Trlox c¢ozeltisine
benzer oldugu belirtilmistir.

Elhidar ve ark. (2019) Fas bolgesine ait bir endemik bitki olan Senecio
anteuphorbium ile ilgili c¢alismalarinda bu bitkiden elde edilen ugucu yagin
antimikrobiyal aktivitesini, kimyasal bilesimini ve sinerjik etkilerini arastirmislar.
Calismada coklu ilaglara kars1 direngli patojenlerin gelismesi yeni antimikrobiyallerin

gelisimini zorlastirp liretim maliyetini arttirdig1 belirtilmektedir. Bu amacgla Senecio
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anteuphorbium bitkisiyle ilgili bu arastirma yapilmistir. Yapilan ¢aligmalarda bulasici
hastaliklarla ilgili umut verici sonuglar elde edilmistir.

Fernandes de Oliveira ve ark. (2012) Malvaceae bitkisinin 4 ayri tiriniin
antioksidan aktivitesi ve toplam fenolik bilesik miktar1 iizerine yapilan aragtirmada
toplam fenolik maddeyle antioksidan aktivite arasinda genel olarak giigli bir uyum
oldugu belirtilmistir. Ayrica en iyi toplam fenolik bilesik miktariyla antioksidan etkinin
etil asetat c¢oziiciiyle elde edilen ekstraksiyon sonucunda elde edildigi ifade
edilmektedir.

Fernandez ve ark. (2016) c¢alismalarinda eski madden atigi olan topraklarla
istiindeki bitkilerin iyilestirme kapasiteleriyle iliskili arastirma yapilmistir. Burada 118
bitkiyle topragi iyilestirme arasindaki iliski bitki 6rnekleriyle toprak numunelernin ICP-
MS cihazi kullanilarak Pb, Zn, As ve Hg metal analizleri yapilmis aralarindaki iliski
incelenmistir.

Fierascu ve ark. (2021) galismalarinda sentetik ilaglara alternatif tedaviler igin
ilaglarda kullanilmak tiizere farkli tibbi ve aromatik bitkilerden dogal bilesikler elde
edilmistir. Bu ¢caligmada yenilik¢i uygulamalarin gelistirilmesi amaglanmaktadir.

Ceran (2018) bu ¢alismasinda Tiirkiye 'nin farkli yorelerinde edilen findilarin zar
ve kiispelerinde bulunan antioksidan etkileri ve fenolik madde miktarlarim
incelenmistir. Bu calismada en yiliksek protein ve yag oranlarinin Giresun yoresi
findiklarinda oldugu antioksidan aktivitenin ise en yiiksek Giresun-Akgakoca ydresine
ait oldugu bulunmustur. Karbonhidrat oraninin findik zarinda daha fazla oldugu ve aynm
sekilde toplam fenolik madde ve antioksidan aktivitenin de zarda daha yiiksek oldugu
sonucuna varilmistir.

Herzi ve ark. (2013) calismalarinda Tetraclinis articulata yapraklari 3 farkli
ekstraksiyon yontemi kullanilarak ekstre edilerek antioksidan aktivite, verim ve
kimyasal bilesimleri bulunmustur. Burada kimyasal bilesikler GS-FID ve GC-MS
yontemleriyle, antioksidan aktiviteleride ABST ve DPPH yontemleri kullanilar
bulunmustur. Bu c¢alismada en iyi sonuglar siiper kritik akigkan ekstraksiyon
yonteminde bulunmustur.

Emire Uygun (2020) yaptigi ¢alismada endemik bir bitki olan halk arasinda
sifali bitki olarak kullanilan Origanum munzurence bitkisinin farkli sartlarda farkli

ekstraksiyon yontemleri kullanilarak bu endemik bitkinin antioksidan aktivitesi
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kimyasal bilesimi, toplam fenolik bilesimi ve metal igerigiyle ilgili genis kapsamli bir
calisma yapilmistir. Calisma sonucunda bitkiden elde edilen ugucu yagin yiiksek bir
antibakteriyel bir etkiye sahip oldugu tespit edilmistir. Ayrica yapilan genotosisite
analizinde bitkinin G2 hiicreleri {izerinde genetik hasarlara yol a¢madig
gozlemlenmistir.

Tartict (2020) caligmalarinda brokoli ile farkli ekstraksiyon yontemleri farkli
degiskenler kullanilarak en verimli ekstraksiyon sartlar1 belirlenmistir. Kullanilan ii¢
farkli ekstraksiyon igerisinde en verimli olanin bulunan degerlerle mikrodalga destekli
ekstraksiyon yontemi oldugu sonucuna varilmistir.

Huyut ve ark. (2017) ¢alismalarinda sentetik antioksidanlarin zararlar1 nedeniyle
yeni dogal antioksidanlarin gida ve icecekleri kullanabilirlikleri iizerine arastirma
yapilmistir. Bu ¢alismada kullanilan dogal antioksidanlar referans antioksidanlarla
karsilantirildiginda bu ¢alismada kullanilan dogal yeni antioksidan bilesiklerin yiyecek
ve ilaglart koruma amagli kullanilabilecegi sonucuna varilmistir.

Torun (2019) calismasinda farkli yorelerdeki sumak bitkisinin = farkl
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen 6ziitiin antioksidan 6zelligi ve toplam
fenolik madde igerigiyle ilgili bir calisma yapilmistir. Bu ¢alismada en yiiksek toplam
fenolik madde igerigine etanol ekstrakti kullanilarak elde edilen Silitke sumaginda
ulasilmistir. HPLC cihazi kullanilarak tiim Orneklerde en ¢ok bulunan asit cesitleri
gallik asit ve klorojenik asit olmustur. Ayrica en yiiksek fenolik asit etanol ekstrakti
kullanilan Aydin yoresindeki liriinden elde edildigi goriilmiistiir.

Chalchat ve ark. (2010) galismalarinda tursu otu ve mersin otundan gesitli
ekstaraksiyon yontemleri kullanilarak elde edilen esansiyel yaglarin analizi GC-MS ile
yapilmistir. Analiz sonucunda bu bitkilerin gesitli bilesikler igerdigi tespit edilmistir. Bu
bilesiklerin derisimlerinin uygulanan ekstraksiyon yontemine gore farklilik gosterdigi
tespit edilmistir.

Jugreet ve ark. (2020) galismalarinda Mauritius'tan 9 endemik sifali bitkinin
antibiyotik aktiviteleri lizerinde arastirma yapilmistir. Bu endemik bitkilerin 8 bakteriye
kars1 antibakteriyel etkileri test edilmistir. Testler sonucunda bu endemik bitkilerin
cesitli derecelerde antibakteriyel etkiye sahip olduklart gériilmiistiir.

Kamila ve ark. (2017) galismalarinda Dogu Hindista'a ait olan bir endemik bitki

olan H. gaitii'den elde edilen esansiyel yaglarin kimyasal bilesimi GC-MS cihazi
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kullanilarak bulundu. Analiz sonucunda kirk bilesigin varlig1 tespit edilmistir. Ayni
sekilde 3 farki yontem kullanilarak bu endemik bitkinin antioksidan kapasiteleri tespit
edilmistir.

Khanam ve ark. (2012) calismalarinda 8 yaprakli sebzenin antioksidan
kapasiteleri ve fenolik madde igerikleri analiz edilmistir. Fenolik bilesikler igerisinde en
fazla miktarda salisilik asite rastlanmistir. Toplam antioksidan kapasiteleri ABST ve
DPPH yontemleri kullanilarak bulunmustur. Bu iki yontemle bulunan sonuglar arasinda
biiyiik farkliliklar oldugu belirtilmistir.

Khatun ve ark. (2012) calismalarinda Elazig’in Madden ilgesinde 2005-2010
yillar1 arasinda bulunan ve geleneksel tipta kullanilan 19 familyaya ait toplam 55
endemik ve 1 nadir bitki tespit edilmistir.

Ayhancu (2019) c¢alismasinda Tiirkiye’de endemik tiirleri bulunan Kermes
Mesesi, Siitlegen, Kayiskiran, Karayemis bitkilerinin antioksidan ve antimikrobiyal
etkinlikleriyle fenolik igerikleri incelenmistir. Calisma sonunda Kermes mesesinin elde
edilen Oziitlerinin antimikrobiyal etkinliginin oldugu ayrica incelenen bitkilerin
tamaminin yiiksek fenolik madde igerigine ve antioksidan etkiye sahip oldugu
belirtilmistir.

Fuente ve ark. (2009) Ispanya’da bulunan énemli madden bolgelerinden biri
olan Rio Tinto florasindaki bitkilerin metal biriktirme analizleri yapilmistir. Bu florada
bulunan 97 bitkinin bitki toprak iliskisi biyolojik adsorpsiyon katsayisi kullanilarak
yapilmustir. Element analizleri ICP-MS ile yapilmustir.

Vahdani ve ark. (2011) Iran'da bulunan sifali 5 endemik {izerine yapilan
caligmalarinda bu bitkilerin ugucu yaglarinin antimikrobiyal aktivitesi ve kimyasal
bilesik igerikleri GC-MS cihasz1 kullanilarak incelenmistir. Her bir bitki i¢in en ¢ok
bulunan bulunan kimyasal bilesikler Cymbopogon olivieri: piperiton (%67,79);
Haplophyllum tuberculatum: borneol (%25,73); Salvia macrosiphon: piperiton
(%33,16); Teucrium polium: limonen (%37,70) ve Artemisia sieberi: piperiton
(%34,05) seklindedir. En iyi antimikrobiyal aktivite de Salvia macrosiphon bitkisinde
oldugu tespit edilmistir.

Tomsone ve ark. (2012) caligmalarinda yaban turpu koklerinden farkli
ekstraksiyon yontemleri ve farkli ¢oziiciiler kullanilarak fenolik bilesikler i¢in en uygun

ekstraksiyon yontemi belirlenmek istenmektedir. En iyi ¢ozlicliniin etanol oldugu
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belirtilmistir.

Lopez ve ark. (2010) ¢alismalarinda Stypocaulon scoparium yosunlarini farkli
¢ozeltilerle ekstre edilerek antioksidan aktiviteleri fenolik icerikleri belirlenmistir.
Coziicli ekstresi olarak metanol ve etanol kullanilmigtir. RP-HPLC cihaziyla yapilan
analiz sonucunda 14 fenolik bilesik tespit edilmistir.

Aksoy (2019) ¢alismasinda Mentha longifolia (L.) L. (Piink) ve Pinus pinea L.
(Fistikgami) bitkilerinden su buhari destilasyon yontemiyle elde edilen esansiyel
yaglarinin antimikrobiyal etkileri ve GC-MS cihazi kullanilarak fenolik madde igerikleri
analiz edilmistir.

Mladenova ve ark. (2021) ¢alismalarinda Bulgaristan'da bulunan endemik bir tiir
olan Betonica bulgarica bitkisinden elde edilen ugucu yaglar GC-MS cihazi
kullanilarak fenolik madde igerikleri ve ICP-MS cihazi kullanilarak eser element
analizleri yapilmistir. Ana bilesik igerikleri olarak p-karyofilen (%17,4), germacren D
(%9,9) olan hidrokarbonlar ve B-burbonen (%6,7). Manganez (1772 pg / g) ve
stronsyium (156,8 pg / g) belirlenmistir.

Nast¢ (2018) calismalarinda Sirp sifali bitkilerini subkritik su ekstraksiyon
yontemini kullanarak elde ettikleri oziitlerin antimikrobiyal, antioksidan ve sitotoksik
degerleri tespit edilmistir. Subkritik su ekstraksiyon yontemiyle elde edilen oziitllerin
daha etkili oldugu belirtilmistir.

Ozcan (2020) calismalarinda Tiirkiye’de bulunan endemik bir bitki olan
Doronicum macrolepis bitkisinin farkli boliimleri kullanilarak etanol, etil asetat ve
metanol c¢oziiciileri kullanilarak elde edilen 6ziitlerinin antimikrobiyal, antioksidan ve
enzim inhibisyonu arastirtlmigtir. Bu caligmada enzim inhibisyonu antioksidan ve
antimikrobiyal seviyelerinin endiistriyel uygulamalar i¢in umut edici seviyelerde oldugu
belirtilmistir.

Palacios ve ark. (2011) calismalarinda 8 gesit yenilebilir mantarin fenolik
bilesiklerinin antioksidan seviyeleri aragtirtlmistir. C.cibarius mantarinin lipit oksijene
kars1 en etkili mantar tiirii oldugu belirtilmistir. A. bisporus mantar tiiriiniinde en diigiikk
antioksidan aktiviteye sahip tiir oldugu belirtilmistir.

Aydinlik (2012) calismasinda Nigde yoresine ait 50 adet pekmez Orneginin
fenolik madde icerigini arastirmistir. HPLC cihaziyla yapilan analizde fenolik icerikler

en yiiksek miktarda katesin, en diisiik miktarda p-kumarik asit olarak bulunmustur. pH
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ve HMF degerleri Tiirk Gida Kodeksi normlarina uygun olarak bulunmustur.

Phukan ve ark. (2017) calismalarinda yanlizca Padumoni Parki'nda bulunan
clusiaceac familyasina ait endemik bir bitki olan Kayea assamica bitkisinin metanol
¢oziiclisii kullanilarak yapilan ekstresi sonucu elde edilen 6ziitin GC-MS cihaziyla
yapilan analizinde otuz farkli bilesigi iceren kardiyak glikozitlerin varligi tespit
edilmistir.

Wangchuk ve ark. (2013) c¢alismalarinda Pleurospermum amabile sifali
bitkisinin toprak tistii kisimlarinda clevenger cihazi kullanilarak elde edilen ugucu
yaglart GC-MR ve NMR cihazi ile yapilan analizlerinde 52 dogal bilesigin varlig1 tespit
edilmistir.

Prabu ve ark. (2018) galismalarinda Cordia diffusa yapraklarinin metanol ve
petrol eteri ¢oziiciileriyle yapilan ekstrelerinin HPLC cihazi ile analizi yapilmaktadir.
Sonug olarak bu bitki yapraginin ilag ve gida endiistrisinde potansiyel bir antioksidan
kaynag1 olarak kullanilabilir oldugunu gostermistir.

Righi ve ark. (2011) galismalarinda Kirmizi propolis Orneginin metanol,
kloroform ve etil alkol kullanilarak elde edilen esansiyel yaglart GC-MS ve HPLC
cihazlart ile analiz edilmis antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirilmastir.
Analiz sonucunda ana bilesigin 3,4,2,3-tetrahdrokskalkon oldugu belirtilmistir.

Saeidi ve ark. (2014) ¢alismalarinda Iran'da endemik bir tibbi bitki olan Achillea
kellalensis bitkisiyle ilgili ugucu yag icerigi ve bilesimi ile ilgili aragtirma yapilmus.
Ugucu yag su damitma yontemiyle belirlenmistir. Bitkinin kimyasal bilesigi GC-MS
cihazi ile belirlenmistir. Calisma sonucunda yirmi alt1 bilesigin varlig1 tespit edilmistir.

Kal (2019) ¢alismasinda Yozgat ve Amasya yorelerinden getirilen ¢orek otu
soxhlet ve clevenger yontemleriyle ekstre edilerek elde edilen esansiyel yaglar GC-MS
cihaz1 ile analiz edilerek bilesik igerikleri belirlenmistir. Clevenger ekstraksiyonu
sonucu FTIR ve GC-MS igin ortak olan oleik asittir. Soxhlet ekstraksiyonu ortak olan
yag asitleri metil elaidat, lineoik asit, oleoik asit, stearik asit, miristik asit, palmitik asit
ve erusik asittir.

Senhaji ve ark. (2019) ¢alismalarinda Fas'ta bulunan bir endemik bitki tiirii olan
Anabasisi bitkisinin biyolojik aktiviteleri arastirilmistir. Bitki ekstraktlar1 soxhlet ve
soguk maserasyon yontemleri kullanilarak elde edilmistir. Bu calismada fenolik

bilesiklerin bitkinin antioksidan aktivitesine baskin katki sagladig1 belirtilmistir.
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Shah ve ark. (2011) ¢alismalarinda Merremia borneensis bitkisinin antioksidan
aktivitesi arastirtlmistir. Bitkinin yapraklar1 sulu etanol, etil asetat, butanol, hegzan ve
kloroform ile ekstrakte edilmistir. Flavonoid icerigi Willet yontemiyle belirtilmistir.
Ekstrelerin flavonoid igerikleri Quercetin es degerligi en fazla sulu etanolda
bulunmustur.

Fakir ve ark. (2015) galismalarinda Tiirkiye 'nin Denizli ilinde bulunan endemik
bir bitki olan Origanum hypercifolium bitkisinin ugucu yaglarmin antimikrobiyal
ozellikleri ve biyoaktif 6zellikleri incelenmistir. Bu ¢aligmada bitkinin antimikrobiyal
ve biyoaktif potansiyeli gii¢lii oldugu ilag ve gida sektdriinde kullanilabilir oldugu ve bu
yiizden bitki liretiminin gelistirilmesi gerektigi belirtilmistir.

Delikkaya (2020) calismasinda bahge ve park gibi peyzaj amagh kullanilan atlas
sediri, arizona servisi, himalaya sediri, mavi ladin, lawson yalanci servisi, japon sediri
himalaya c¢aminin ekstreleri sonucu elde edilen esansiyel yaglarinin kimyasal
bilesimlerinin analizi amaglanmistir.

Krimat ve ark. (2015) ¢alismalarinda Cezayir'de bulunan endemik bir tibbi bitki
olan Salvia chudaei bitkisinina toprak tistii kisimlarmin toplam fenolik igerikleri,
antimikrobiyal, antioksidan sitotoksik aktiviteleri aragtirilmistir. Calismada dietil eter
coziicii ekstresinin daha giiglii antioksidan aktivite sergiledigi belirtilmistir.
Antimikrobiyal aktivite de dokuz bakteriye karsi incelenmis ve sadece iki bakteri inhibe
edilmistir.

Seker ve ark. (2020) calismalarinda sardunyanin yaprak, c¢igek ve kok
kisimlarindaki antimikrobiyal analizleri ve fenolik 6zellikleri arastirilmistir. Bitki 6
bakteriye karsi test edilmistir.

Kasun (2017) ¢alismasinda Tunceli ilinde yetisen ali¢ ve kusburnu meyvesinin
toplam fenolik madde miktarlar1 ve igerikleri, antioksidan etkileri, fizikokimyasal
ozellikleri incelenmistir. Kusburnunun ali¢c meyvesine gore hem toplam fonolik madde
miktar1 hem de antioksidan aktivite olarak daha yiiksek degerlere sahip oldugu tespit
edilmistir.

Batibay (2017) galismasinda sifa amagli kullanilan sekiz adagay1 tiiriniin dal,
cicek, yaprak ve kok kisimlar1 ekstre edilerek toplam fenolik icerikleri ve antioksidan
ozellikleri gibi biyolojik ve kimyasal yonleri incelenmistir. Fenolik igerik ve

antioksidan potansiyel bakimindan tiim ekstrelerin zengin oldugu ve yiiksek rozmarinik
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asit icerdigi belirtilmistir.

Terpinc ve ark. (2012) calismalarinda Camelina sativa bitkisinin metanolik
ekstraktinin antioksidan fenolik igerikleri arastirilmistir. Camelina kekinin en iyi
indirgenme giiciine ve radikal siipiirme aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir.
Camelina yag ise en yiiksek demir selatlama kapasitesine sahip oldugu sergilenmistir.

Tiveron ve ark. (2012) ¢alismalarinda Brezilya sebzelerinin fenolik igerikleri ve
antioksidan aktiviteleri incelenmistir. En yiiksek antioksidan aktiviteye sahip sebzenin
marul oldugu belirtilmistir.

Capuroglu (2013) calismasinda Nigde ilinde bulunan Sideritis phlomoides ve
Allota macrodonta bitkilerinin antimikrobiyal aktiviteleri incelenmistir. Maserasyon
yontemiyle farkli ¢oziicliler kullanilarak farkli sicaklik ve farkli siirelerde ekstre
edilmistir. En yliksek antimikrobiyal etki 40 °C’deki etanol ekstratinda goriilmiistiir. En
hassas mikro organizma Proteus mirabilis 235 susu en direnglisi ise Candida albicans
ATTC 26231 oldugu tespit edilmistir.

Zellagui ve ark. (2012) ¢alismalarinda Ferula vesceritensis endemik bitkisinden
elde edilen ucucu yaglarin antibakteriyel aktivitesi ve kimyasal bilesimi aragtirilmistir.
GC-MS analizi sonucu 23 fenolik bilesik tespit edilmistir. En yiiksek miktardaki ana
bilesen 5,9-tetradecadiyne (%24,72) oldugu goriilmistiir. Aynm sekilde bitkinin giiglii
bir antimikrobiyal etkiye sahip olduguda tespit edilmistir.

Zengin ve ark. (2014) calismalarinda Asphodeline anatolica bitkisinin farkli
boliimlerinin ¢esitli ¢oziicii ekstraktlarinin antioksidan etkisi ve fitokimyasal igerigi
incelenmistir. Calismada aseton ¢oziiciisii ile ekstre edilen kok ve tohumdan elde edilen
oziitlerin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi ve bunun fenol igerikleriyle iliskili
oldugu belirtilmistir. A. anatolica bitkisinin gida i¢inde dogal bir antioksidan kaynagi

oldugu sonucuna varilmstir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal
3.1.1. Bitki materyali

Deneyde kullanilan H. siirtensis bitki ornekleri 2021 yilinin Nisan aymda Siirt
yoresinde toplanmustir. H. siirtensis bitkisinin tanmimlanmasi Siirt Universitesi Fen
Edebiyat Fakiiltesi Ogretim Uyesi Do¢. Dr. Mehmet Fidan trafindan yapilmistir. H.
siirttensis  bitkisi ~ Siirt Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi bitki arastirma
laboratuvarinda kayit altina alinmigtir. Toplanan bitki Ornekleri golgede oda
kosullarinda kurutulduktan sonra 6giitiicii ile toz haline getirilerek kullanima hazir hale

getirilmistir.

3.1.2. Bitki numunesinin hazirlanmasi

H. siirtensis endemik bitkisinin ugucu yag ekstraktlarinin ayrilmasi i¢in soxhlet
ve maserasyon ekstraksiyon yontemi olmak tizere iki farkli ekstraksiyon yontemi
kullanilmigtir. Bu ekstraksiyon yontemleri i¢in H. siirtensis bitki o6rnekleri
kullanilmigtir. Ayrica bitkinin yapisinda bulunan element analizi igin ICP-OES ve ICP-
MS cihazlar kullanilmistir. Ayni sekilde bitkinin igerisinde bulunan fenol bilesiklerin

tespiti iginde GC-MS ve LC/MS/MS cihazlar kullanilmistir.

3.1.2.1. Soxhlet ekstraksiyonu icin é6rnek hazirlama

Toz haline getirilmis H. siirtensis bitkisindeki toplam yag igeriginin tespiti i¢in
soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilmistir. H. siirtensis bitkisinden 4'er gram hassas
teraziyle tartilarak 8 adet numune hazirlanmistir. Hazirlanan bu c¢ozeltiler ekstre
edilmek iizere soxhlet ekstraksiyon diizenegine yerlestirilmistir. Coziicii olarakta saf su
eklenerek %80'lik aseton, etanol, metanol, hegzan, klorofrom, asetonitril,
tetrahidrofuran ve su kullanilarak hazirlanan 200 mL'lik organik ¢ozeltiler cam balona
alinarak ekstraksiyon aletinin haznesine yerlestirililerek 12 saat boyuncu ekstrakte
edilmistir. Elde edilen ekstraktlar evaporatorde ¢ozilicinin %80'inden fazlasi
buharlasincaya kadar ¢ozelti buharlaltirilmistir (Emire, 2020). Ekstraksiyon sonucunda
elde edilen ugucu yag cozeltileri esit olacak sekilde iki ayr1 deney tiipline alinmistir.

Tiiplere alinan bu ¢dzelti numunerinden bir tanesi oldugu gibi element analizi ve fenolik
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iceriklerinin analizlerinde kullanilmak tizere 4 °C’de buzdolabinda saklanmistir. Diger
tiip numuneleri de saf su ile 10 mL'ye tamamlanarak antimikrobiyal testlerinde ve diger

fiziksel 6zelliklerin tesbitinde kullanilmak tizere 4 °C'de buzdolabinda saklanmustir.

Sekil 3.1. Doner buharlastirict

3.1.2.2. Maserasyon ekstraksiyon yontemi

Bitki numunesinden 3'er gram tartilarak 4 ayr1 numune hazirlandi. Hazirlanan
numuneler kapakli tiiplere alinarak iizerlerine %80'lik etanol, metanol ve aseton
¢ozeltilerindenn 24 mL alinarak tizerine 6 mL saf su eklenerek 30 mL'lik ¢6zelti ve
%100'lik 30 mL saf su ¢dzgeni hazirlanarak ilave edildi. Uzerlerine ¢dzgen ilave
edilerek hazirlanan bu orneklerin kondugu tiiplerin kapaklar1 iyice kapatilarak oda
sicakliginda 12 saat boyunca calkalayicida birakildi. 12 saat sonunda iyice ¢alkalanarak
yumusayan bitki niimuneleri kaba siizge¢ kagidiyla filtrelenerek siiziildi. Siiziilen
numunelerin ¢ézgenleri evaparatorde uguruldu. Evaparatérde buharlastirildiktan sonra
aseton kullanilan numune i¢in 150 mg'lik, su i¢in 170 mg'lik, metanol i¢in 1270 mg’lik,
etanol i¢in 1,21 g'lik bir bitki oziitii kiitlesi elde edildi. Kalan bitki 6ziitleri kendi
cozgenleriyle i1yice karistirilarak aseton icin %80'lik 7,5 mL'lik kendi ¢dzgeni ilave
edilerek 20,000 ppm, su i¢in, 8,5 mL saf su eklenerek 20,000 ppm'lik, metanol igin
%80'lik 31,75 mL'lik metanol eklenerek 40,000 ppm'lik, etanol i¢in ise % 80'lik 30,25
mL'lik etanol eklenerek 40,000 ppm'lik stok ¢6zelti hazirlandk.
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Hazirlanan stok ¢o6zelti DPPH, FRAG, toplam fenolit ve toplam flavonit
yontemlerinde kullanilmak tizere 1000 ppm'lik ¢ozeltiler hazirlandi. Hazirlanan

¢ozeltilerin kullanilincaya kadar bozulmamasi i¢in +4 °C'de bozdolabinda saklandi.

3.1.2.3. ICP-OES i¢in 6rnek hazirlama

ICP-OES analizi i¢in yas yakma yontemi ve mikrodalga yontemiyle numuneler

¢Oziiniirlestirilerek analize uygun hale getirilecektir.

3.1.2.3.1. Yas yakma yontemiyle ¢oziiniirlestirme

H. Siirtensis bitki 6rneklerinin element analizlerinin ICP-OES ile yapilmasi igin
yas yakma yontemi kullanilmistir. Yas yakma yonteminden once bitki numunesi sabit
tartima getirilceye kadar etiivde isitilarak kurutulduktan sonra hassas teraziyle 1 g
tartildi. Tartilan bitki numunesi 250 mL’lik bos bir erlene doldurularak iizerine dnceden
hazirlanan derisik %65°1ik nitrik asit ve %70’lik perklorik asit karisimimdan 6nce 3 mL
perklorit asit ¢ozeltisinden dokiilerek iyice karistirildiktan sonra oda sicakliginda tizeri
saat camiyla kapatilarak 10 dakika dinlenmeye birakilmistir. Daha sonra 9 mL HNOs3
asit ¢ozeltisi de ilave edilerek ¢eker ocakta iizeri saat camiyla kapatilarak yarim saat
daha ¢eker ocakta bekletildikten sonra numune 60-80 °C araligindaki dusiik sicaklikta
lizeri saat camiyla kapatilmig sekilde ¢eker ocakta sicak plaka iizerinde 2 saat boyunca
isitilmigtir. Daha sonra sicaklik kademeli olarak 150-200-250 °C’ye yiikseltilmistir.
Kademeli yiikseltilen bu sicaklifa ragmen ilave edilen Nitrik Asidin hepsi buharlastigi
halde numunenin rengi agik sartya donmediginden ¢ozeltinin {izerine 5 mL daha nitrik
asit ilave edilerek 1sitilmaya devam edilmistir. Bu 1sitma islemi sirasinda ¢dzeltinin
rengi a¢ik sariya dondiikten ve perklorik asidin beyaz dumani numune kabinin igerisini
kapladiktan sonra yarim saat daha 150-200 °C’de 1sitilarak numune ¢ozeltisi yakilmaya
devam edilmistir. Yakma islemine ¢6zelti numunesinin hacmi yaklasik 1 mL oluncaya
kadar devam edilmistir. Cozelti numunesinin hacmi yaklasik 1 mL olduktan sonra oda
sicakliginda bekletilerek ultra saf suyla iyice yikanarak 25 mL’lik cam jojeye alinmis ve
cozelti ultra saf suyla numune ¢ozeltisinin hacmi 25 mL'ye tamamlanmistir. Saf suyla
25 mL’ye tamamlanan numune ¢ozeltisi Silisyumun ¢okelmesi i¢in 1 gece bekletildikten
sonra berrak kisim analizlerde kullanmak {izere siringa ucu filtre ile (0,45 um) siiziilerek

numune analize hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.2. Yas yakma yontemiyle ¢oziiniirlestirme islemi

3.1.2.3.2. Mikrodalga c¢oziiniirlestirme yontemi

Mikrodalga ¢oziiniirlestirme yontemi i¢in mikrodalga firin olarak BERGHOF
marka speedwave MWS-2 model mikrodalga firin kullanilmistir. Mikrodalga firinda
kullanilmak tizere 230 °C sicakliga ve 40 bar basinca dayanikli 100 mL hacim kapasiteli
politetrafloroetilen (PTFE) kaplar kulanmlmistir. Bu kaba H. siirtensis bitki
numunesinden nem igermeyecek sekilde 0,5 g numune tartilarak konulduktan sonra
lizerine asit olarak 4 mL %65°lik HNOs ve 5 mL %30°lik H20- asit ¢6zelti karisimindan
9 mL ilave edilerek mikrodalga firinda Tablo 3.1. sicaklik-gilig-zaman ¢izelgesine gore
gore coziinlirlestirilmistir. Bu ¢6ziiniirlestirme sonrast elde edilen ¢ozelti sogutulup

stiziilerek analize hazirlama amagli 25 mL’ye tamamlanmistir.
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Tablo 3.1. Mikrodalga ¢alisma kosullari

Step 1 2 3 4
T [°C] 145 180 100
Power* [%] 75 90 40
Time [min] 5 10 10

3.1.2.4. ICP-MS icin 6rnek hazirlama

ICP-MS analizi i¢in yas yakma yontemi ve mikrodalga yontemiyle numuneler

¢oziniirlestirilerek analize uygun hale getirilmistir.

3.1.2.4.1. Yas yakma yontemiyle ¢oziiniirlestirme

H. siirtensis bitki 6rneklerinin element analizlerinin ICP-MS ile yapilmasi igin
yas yakma yontemi kullanilmistir. Yas yakma yonteminden 6nce bitki numunesi sabit
tartima getirilceye kadar etiivde 1sitilarak kurutulduktan sonra hasas teraziyel 1,068 ¢
tartildi. Tartilan bitki numunesi 250 mL’lik bos bir erlene doldurularak tizerine derisik
HNO3-H20O, karisgimindan once 2 mL H20. asit ¢ozeltisinden dokiilerek iyice
karigtirildiktan sonra oda sicakliginda tizeri saat camiyla kapatilarak 10 dakika
dinlenmeye birakilmistir. Daha sonra 5 mL HNOs3 asit ¢ozeltisi de ilave edilerek ¢eker
ocakta 30 °C’de yarim saat 1sitildiktan sonra 5 mL daha HNOg asit ¢ozeltisi daha ilave
edilerek 150-200 °C araliginda isitilmaya devam edilerek numunenin rengi agilip
beraklasincaya kadar c¢eker ocakta sicak plaka iizerinde 1sitilmistir. Numunenin rengi
acilip berraklaginca da ¢ozelti oda sicakliginda sogutulmaya birakilmigtir. Soguyan bu
cozelti 0,45 pL filtre yardimiyla siiziildiikten sonra ultra saf suyla numune ¢6zeltisinin

hacmi 25 mL'ye tamamlanarak numune analize hazir hale getirilmistir.

3.1.2.4.2. Mikrodalga coziiniirlestirme yontemi

Mikrodalga ¢oziiniirlestirme yontemi i¢in mikrodalga firm (CEM Mars Xpress,
Matthews, NC, USA) kullanilmistir. Mikrodalga firinda kullanilmak tizere H. siirtensis
bitki numuneleri kurutma amacgh 24 saat boyunca 75 °C sicaklikta etiivde bekletilmistir.
Kurutulan bitki numunelerinden 0,5014 g tartilarak iizerine %65°lik HNO3 ilave
edilerek teflon tiiplere yerlestirilerek mikrodalga firinda ¢oziiniirlestirildi. Mikrodalga

firinda ¢oziiniirlestirilen numuneler 15 mL’lik polipropilen tiiplere alinarak hacmi 14
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mL’ ye tamamlanincaya kadar ultra saf su eklenmistir.

Tablo 3.2. Mikrodalga ¢alisma kosullar1

Max. Power 600 W
Power 100%

Ramp Time 10 min
Pressure 350 psi
Temperature 200 °C
Hold Time 10 min

3.1.2.5. UHPLC icin 6rnek hazirlama

Toz haline getirilmis H. siirtensis bitkisinden sivi kromotografi analizinde
kullanilmak tizere yag ekstrakti elde etmek igin Soxhlet ekstraksiyon yontemi
kullanilmigtir. H. siirtensis bitkisinden 10 gram hassas teraziyle tartilarak numune
hazirlanmistir. Hazirlanan bu bitki numunesi ekstre edilmek tizere soxhlet ekstraksiyon
diizenegine yerlestirilmistir. Coziici olarakta saf su eklenerek %80'lik metanol
kullanilarak hazirlanan 160 mL'lik organik ¢6zelti cam balona alinarak ekstraksiyon
aletinin haznesine yerlestirililerek 12 saat boyuncu ekstre edilmistir. Elde edilen
ekstraktlar evaporatérde ¢Oziiciiniin  %80'inden fazlasi buharlagincaya kadar ¢ozelti
buharlaltirilmistir (Emire, 2020). Ekstraksiyon sonucunda elde edilen ugucu yag
¢oOzeltisi deney tiipline alinmistir. Tiipe alinan bu ¢6zelti numunesi UHPLC cihaz ile

fenolik igeriklerinin analizlerinde kullanilmak iizere 4 °C de buzdolabinda saklanmustir.

3.1.2.6. GS-MS i¢in 6rnek hazirlama

Soxhlet ekstraksiyon yontemiyle elde edilen su disindaki yedi ekstrakttan 1,5
mL almarak analiz i¢in tiiplere kondu. Su ekstraktindan ise 50 mikrolitre alinarak
tizerine 1,4 mL metanol ilave edilerek ayni sekilde tiipe konarak ekstraktlar GS-MS
cihaziyla yapilacak analiz i¢in hazir hale getirildi (Yabalak ve ark., 2022).

3.1.3. Kullanillan kimyasal maddeler ve cihazlar

H. Siirtensis bitkisinin antioksidan kapasitesi, toplam fenolik madde igerigi,
toplam flovanoid igerigi, antibakteriyel aktivite, Kimyasal igerik ve element

analizlerinin yan1 sira ¢ok sayida fizikokimyasal 6zelligin tesbit ve analizleri icin ¢ok
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miktarda kimyasal madde ve ¢ok sayida cihaz kullanilmaistir.

3.1.3.1. Kullanmillan kimyasallar

Hidrojen peroksit (H20>), Susuz sodyum karbonat (Na2COz), metanol (CH3OH),
etanol (C2HsOH), folin reaktifi (Fenol’un Folin-Ciocalteu reaktifi), nitrik asit (HNO3),
asetonitril (CHsCN), nitrik asit (HNOz), hekzan (CeHis), susuz sodyum karbonat
(Na2CO0:s), aseton (C3HsO) Merck Firmasindan alinmistir.

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil), gallik asit (3,4,5-trihidroksibenzoik asit),
Troloks (6-hidroksi-2,5,7,8 tetrametilkroman-2-karboksilik asit), susuz amonyum asetat
(CH3CO2NH4), karvakrol (2-Metil-5-(propan-2-il) fenol), kloroform (CHClg),
tetrahidrofuran (1,4 Epoksibiitan Oksasiklopentan) Sigma-Aldrich alinmistir.

Ultra saf su GFLmarka 2108 model cihazdan saglanmustir.

3.1.3.2. Kullanilan cihazlar

H. siirtensis bitkisinin antioksidan kapasiteleri (DPPH ve FRAP yontemi) ve
toplam flovanoid bilesik igerikleri, toplam madde igeriklerinin (Folin-Ciocalteau
Reaktifi (FCR) Yontemi) tesbiti i¢in Shimadzu marka UV mini 1240 model UV-VIS
spektrofotometre cihazi kullandi. Element Analizleri ig¢in ICP-MS (Indiiksiyonla
birlesmis plazma kiitle spektrometrisi) Agilent marka 7500 CE model cihaz
kullanilmistir. pH ve OR o6l¢iimleri i¢cin Mettler Toledo marka cihaz kullanildi. Renk
Olctimii pencolorart renk tayin cithazi kullanilarak yapildi. Kuru madde tayini i¢in Hanna
marka refractometer HI96801 model cihaz kullanildi. Hem mikrop iiretme hem de
numune kurutma amag¢li POL-EKD aparatura marka cihaz kullanildi. Ekstrakt
numunelerini buharlastirma amagli Rotary marka RE 100B model déner buharlastirici
kullanildi. Eksre edilecek numunelerini siirekli karistirmak i¢in c¢alkalayici olarak Lab.
companion marka SI-600 model kullanildi. Kimyasal bilesimi ve fenolik igerikleri i¢in
Agilent marka 7890A model GC-MS (Gaz kromatografisi-kiitle spektrometresi) cihazi
kullanildi. Hassas c¢ozelti hazirlama amacgli brand marka ayarlanabilir mikropipet
kullanildi. Cozelti numunelerini 1sitma ve karistirma amach Misung Scientific marka
MS-300HS model cihaz kullanildi. Hassas tartimlar i¢in Denver marka TP-214 model
terazi kullanildi. Perkin Elmer ICP-OES Optima 2100 DV. cihazi ile element analizi
icin numune hazirlamada BERGHOF speedwave MWS-2 model mikrodalga firin
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kullanildi. Ultra saf su i¢in GFL marka 2108 model cihaz kullanildi.

3.2. Metot

3.2.1. Antioksidan tayini

Antioksidan tayin yontemi i¢in iki yontem kullanilmistir. Bu yontemlerden

birincisi DPPH Serbest Radikal Giderim Yontemi ikinci yontem ise FRAP yontemidir.

Sekil 3.3. Antioksidan testleri igin kullanilan numune tiipleri

3.2.1.1. DPPH yontemi
3.2.1.1.1. DPPH yonteminde kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanmasi

0,01 mM DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin
hassas teraziyle 0,0394 g DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) maddesinden tartilarak
iizerine metil alkol ilave edilerek karistirilmaktadir. Cozelti yeterince karistirildiktan
sonra tizerine metil alkol ilave edilerek hacmi 100 mlL'ye tamamlanarak c¢ozelti

hazirlanmustir.
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3.2.1.1.2. DPPH Deneyinin yapilmasi

Metanol, etanol, aseton ve su ekstraksiyonu sonucu elde edilen ekstraktlardan
elde edilen 1000 ppm'lik ¢o6zeltiler kullanilarak her numuneye ait 1000 ppm, 500 ppm
ve 250 ppm'lik 3 ayr1 ¢ozeltileri hazirlandi. Kontrol iginse herbir ¢dzgen ayri ayri
kullanildi. Hazirlanan farkli konsantrasyondaki orneklerin tizerin 2mL DPPH radikali
ilave edilerek hazirlanan ornekler 30 dakika boyunca karanlik ortamda inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyondan sonra olusan &rneklerin renkleri spektrofotometrede 517 nm
dalga boyuna ayarlanarak 6l¢iildi (Villadio ve ark., 2007).

Yiizde inhibisyon olarak adlandirilan serbest radikal giderim aktivitesi asagidaki

formiilasyona gore olgiilmektedir.

M*lOO

K

% inhibisyon =

Ak : Kontrol
A1 : Numune absorbansi

% inhibisyon: DPPH aktivitesi

Sekil 3.4. UV Spektrofotometre
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3.2.1.2. FRAP yontemi
3.2.1.2.1. FRAP yonteminde kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmasi

10 mM TPTZ (2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin): 40 M'lik HCI ¢6zeltisinde 10 mL
aliarak iizerine 31,9 mg TPTZ tartilarak ilave edilerek hazirlandi.

20 mM demir (III) kloriir ¢ozeltisi: 541 mg FeCls.6H20 tartilarak saf suyla 50
mL'ye tamamlanmasiyla hazirlandi.

Buffer Asit (300 mM, pH 3,6): 1,6mL Asetik asit tizerine 0,31 gr NaOOC2H3
hasas terazi ile tartilarak ilave edilerek saf suyla 100 mL'ye tamamlanarak hazirlandi.

FRAP soliisyonu: 20 mL Buffer Asit +20 mL Demir (III) kloriir + 2 mL TPTZ
¢ozeltisi karistirilarak 50 mL'lik FRAG soliisyonu hazirlanmistir.

3.2.1.2.2. FRAP deneyinin yapilmasi

FRAP Yontemi kullanilarak H. siirtensis bitkisinden elde edilen ekstraktlarin
serbet radikal giderme aktiviteleri 6l¢iilmiistiir. FRAP yontemi kullanilarak antioksidan
aktivite seviyelerinin belirlenmesi i¢in Benzie ve Strain’nin (1996) kullandiklar1 yontem
kullanilmigtir (Benzie ve Strain, 1996). FRAP analizi igin maserasyon ekstraksiyon
yontemleri kullanilarak aseton, etanol, metanol ve su c¢oziiciilerinden elde elde edilen
ekstratlar1 kullanilarak daha once hazirlanan 1000 ppm'lik konsantrasyonundaki
numunelerinden ve kontrol amach %80'lik ¢oziiciilerinden 0,1 mL alindi. Uzerlerine 0,3
mL saf su ve 2 mL FRAP siilosyonundan ilave edilerek iyice karigtirildi. lyice
karnigtirilan ¢6zelti inkiibasyon i¢in 2 saat boyunca karanlik ortama birakildi.
Inkiibasyondan sonra ¢ozeltilerinin spektorometre ile 593 nm dalga boyunda

absorbanslari 6l¢iildii.
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Sekil 3.5. FRAP Standart Regresyon Egrisi

3.2.2. Toplam fenolik maddelerin tayini

Toplam fenolik madde tayini i¢in Folin-Ciocalteau Reaktifi (FCR) Yontemi
kullanilarak H. Siirtensis bitkisinin maserasyon yontemiyle elde edilen ekstraktlarindaki

toplam fenolik maddelerin tayini yapilmustir.

3.2.2.1. FCR yonteminde kullanilan c¢ozeltilerin hazirlanmasi

Folin-Ciocalteu reaktifi: Hazir olarak alindi.
% 7’lik NaxCOgz ¢ozeltisi: Bir miktar saf suya 7 g Na>COz eklenerek iyice

karistirildiktan sonra saf su ile toplam hacim 100 mL’ye tamamlandi.

3.2.2.2. Folin-Ciocalteau reaktifi (FCR ) yontemi ile toplam fenolik bilesik tayini

FCR (Folin-Ciocalteau Reaktifi) yontemi kullanilarak H. siirtensis bitkisinden
elde edilen ekstraktlarin toplam fenolik igerikleri dl¢tilmiistir. FCR (Folin-Ciocalteau
Reaktifi) yontemi belirlenmesi i¢in Slinkard ve Singleton kullandiklar1 ydontemden
yararlanilmigtir ~ (Slinkard ve Singleton, 1977). FCR analizi igin maserasyon

ekstraksiyon yontemleri kullanilarak aseton, etanol, metanol ve su ¢oziiciilerinden elde

43



elde edilen ekstratlar1  kullanilarak daha Once hazirlanan 1000 ppm'lik
konsantrasyondaki numunelerinden ve kontrol amagli %80'lik ¢oziiciilerinden 0,2 mL
alind1. Uzerine 1 mL FCR reaktifi stok ¢ozeltisinden ilave edilerek iyice karistirilarak
inkiibe olmasi i¢in 6 dakika karanlikta bekletildi. Bu inkiibe edilmis ¢6zelti iizerine daha
once hazirlanmis olan %7'lik Na,COs ¢ozeltisinden 1 mL ilave edilerek iyice
karistirtlarak ¢ozelti iyici homojenize edildi. Daha sonra bu ¢6zelti absorbansi (Ao) 517
nm dalga boyuna UV spektrofotometre ile dl¢iildii.

Bu yontem bu bitkinin elde edilmis biitiin ekstraktlarina uygulanmigtir. Standart
olarak 0,01-0,2 mg/mL konsantrasyonda gallik asit ¢6zeltisi kullanilan galik asit
kalibrasyon egrisi yardimiylada biitiin bu ekstraktlarin derisimleri mg GAE/mL ekstrakt

olarak hesaplanmustir.

16 y = 0,0823x - 0,0342
R?=0,9905
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Sekil 3.6. Gallik asit standart regresyon egrisi

3.2.3. Toplam flavonoid madde miktar tayini

3.2.3.1. Toplam flavonoid madde miktar1 tayininde kullanilan c¢o6zeltilerin

hazirlanmasi

%10'luk AICIs Cozeltisi: 2,5 g AICIz tartilip lizerine saf su eklenerek iyice
karigtirilarak 25 mL'ye tamamlandi.
%5'lik Sodyum Nitrit Cozeltisi: 1,25 g NaNO- tartilarak iizerine saf su eklenerek

lyice karistirildiktan sonra 25 mL'ye tamamlandi.
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1M NaOH Cozeltisi: 4 g sodyum hidroksit hassas teraziyle tartildiktan sonra saf

suyla iyice ¢alkalandiktan sonra 100 mL'ye tamamlandi.

3.2.3.2. Toplam flavonoid bilesik miktari tayini deneyinin yapilmasi

Total flavonoid icerik aluminyum klorit kolorimetrik yontemi kullanildi
(Zhishen ve ark., 1999; Zou ve ark., 2004). Bu yontemle H. siirtensis bitkisinden elde
edilen ekstraktlarin toplam flavonoid igerikleri dlgiilmiistiir. Toplam flavonoid miktari
tayini i¢in maserasyon ekstraksiyon yontemleri kullanilarak aseton, etanol, metanol ve
su ¢oziciilerinden elde elde edilen ekstratlari kullanilarak daha once hazirlanan 1000
ppm'lik konsantrasyondaki numunelerinden ve kontrol amacgl %80'lik ¢6ziiciilerinden
0,25 mL alindi. Uzerine 1,25 mL saf su ilave edildi. Saf su ilavesinin akabinde 0,075
mL %5'lik sodyum nitrit ilave edildikten sonra iyice karistirilarak inkiibe olmasi igin 6
dakika karanlikta bekletildi. Bu inkiibe edilmis ¢6zelti lizerine daha 6nce hazirlanmig
olan %10'luk AICI3 ¢ozeltisinden 0,5 mL ve 1M'lik NaOH ilave edilerek iyice
karistirildiktan sonra oda sicakliginda karanlik odada 30 dakika daha inkiibasyona
birakildi. Daha sonra inkiibasyona birakilan bu ¢ozelti absorbansi 510 nm dalga boyuna

UV spektrofotometre ile 6l¢iildii.

1
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Sekil 3.7. Rutin standart regresyon egrisi

45



3.2.4. Mineral madde tayini

H. siirtensis bitkisinin i¢erdigi elementlerin analizi igin Perkin Elmer ICP-OES
Optima 2100 DV. cihazi ile 7700x model ICP-MS (Agilent Corporation, USA) cihazlar

kullanilarak element analizi yapilmistir.

3.2.4.1. ICP-OES yontemi

H. siirtensis bitkisinin i¢erdigi elementlerin analizi i¢in Perkin Elmer ICP-OES

Optima 2100 DV. cihazi kullanilarak asagidaki kosullarda element analizi yapilmistir.

Tablo 3.3. ICP-OES Analiz kosullart

ICP-OES Metot Parametreleri

Spectrometer Spectral Purge Gas Flow Normal
Spectrometer Read Parameters Time (sec) Auto
Spectrometer Read Parameters Delay Time (sec) 10
Spectrometer Read Parameters Replicate 3
Plasma Plasma Source Equiliration Delay (sec) 15
Plasma Plasma Plasma Conditions Same For All Elements
Plasma Plasma Plasma Aerosol Type Wet
Plasma Plasma Nebuliser Start-up Instant
Plasma Plasma (L/min) 15
Plasma Aux (L/min) 0.2
Plasma Nebuliser (L/min) 0,80
Plasma Power 1300
Plasma View Dist. 15,0
Plasma Plasma View Axial
Peristaltic Pump Pump Parameters Sample Flow Rate (mL/min) 1,50
Peristaltic Pump Pump Parameters Flush Time (sec) 20

Standards

Ppm

23 Element i¢in 0,25; 0,5; 1; 2,5

Znigin 1;2.5; 5
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Tablo 3.4. ICP-OES Kalibrasyon bilgileri

Analyte Stds. Equation Intercept Slope Curvature Corr. Coef.
B 249,677 5 Lin, Calc Int 11313,5 364200 0,00000 0,9997
Ba 233,527 5 Lin, Calc Int 19686,6 1023000 0,00000 0,9996
Bi 223,061 5 Lin, Calc Int 354,1 24240 0,00000 0,9998
Ca 317,933 5 Lin, Calc Int 68914,6 684100 0,00000 0,9975
Cd 228,802 5 Lin, Calc Int 11884,4 610100 0,00000 0,9995
Co 228,616 5 Lin, Calc Int 9343,5 341600 0,00000 0,9992
Cr 267,716 5 Lin, Calc Int 13461,6 556600 0,00000 0,9993
Cu 327,393 5 Lin, Calc Int 9398,9 820700 0,00000 0.9999
Fe 238,204 5 Lin, Calc Int 24751,1 732100 0,00000 0,9993
K 766,490 5 Lin, Calc Int -61387,8 1396000 0,00000 0,9990
Li 670,784 4 Lin, Calc Int -1187024,2 59940000 0,00000 0,9989
Mg 285,213 5 Lin, Calc Int -24,1 1079000 0,00000 0,9990
Mn 257,610 5 Lin, Calc Int 115739,1 5267000 0,00000 0,9997
Na 589,592 5 Lin, Calc Int -173431,1 4186000 0,00000 0,9991
Ni 231,604 5 Lin, Calc Int 6109,7 238200 0,00000 0,9996
Pb 220,353 5 Lin, Calc Int 1110,4 31570 0,00000 0,9993
Sr 407,771 4 Lin, Calc Int 46824,5 82260000 0,00000 0,9999
Tl 190,801 5 Lin, Calc Int 170,3 6350 0,00000 0,9997
As 193,696 5 Lin, Calc Int 233,5 8285 0,00000 0,9996
Ce 413,764 5 Lin, Calc Int 8824,9 467400 0,00000 0,9998
Sb 206,836 5 Lin, Calc Int 264,4 11960 0,00000 0,9998
Se 196,026 5 Lin, Calc Int 154,9 6402 0,00000 0,9997
Zn 206,200 3 Lin, Calc Int -19530,3 191200 0,00000 0,9991

3.2.4.1. ICP-MS yontemi

H. siirtensis bitkisinin icerdigi elementlerin analizi i¢in 7700x model ICP-MS

(Agilent Corporation, USA) cihazi kullanilarak asagidaki kosullarda element analizi

yapilmustir.
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Tablo 3.5. ICP-MS analiz kosullar1 (Arica ve ark., 2018)

ICP-MS Metot Parametreleri

Ar Gas Pressure 540 kPa
Forward power 1300 W
Reflected power TW

Cooling water flow rate (RF/WC/IF) 2,0 L/min
Interface/Backing pressure (IF/BK') 252 Pa
Analyzer Pressure in no gas mode 1,32 x 10*Pa
RF Power 1550 W
Sampling Depth 8,0 mm
Omega Lens 73V

S/C Temp 2°C
Scanning mode Peak hopping
Isotopes 206py 207ppy, 208pf
Internal Standard 209Bj
Nebulizer Meinhard™
Spray chamber Cyclonic
Sampler and skimmer cones Copper
Shield torch Platinum

Autosampler

Bottle 1

Bottle 2

Bottle 3

Water of chiller temperature
Low Matris Mode

Pre-Run

Post-Run

Plasma
Auxiliary
Nebulizer

Mass Count (cps)

7 4566
89 17610
205 9098

ASX-500 Series
Fresh double deionized water
Fresh 1% (v/v) HNOs
Tuning solution (1 pg/L "Li, 8, 295Tl, and 6°Ce in 2% HNO3)
14 °C
<0,1%
Nebulizer Peristaltic Pump Operation

Time (sec) Speed (rps)
Sample Uptake 60 0,3
Stabilizing 25 0,1
Probe Rinse 25 0,3
Rinse 25 0,1

Ar gas flow rates (L/min)

16
1,0
1,0
Sensitivity Values

RSD % Background (cps) W 10% (amu)
3,812 3,7 0,741
3,257 4,3 0,778
4,153 20,2 0,834
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3.2.5. Fenolik madde icerigi

H. siirtensis bitki orneklerinin soxhlet ekstraksiyon yontemiyle hazirlanan
ekstraktlar1 GC-MS ve LC-MS/MS cihazlarnt yardimiyla iki farkli  yontemle

bulunmustur.

3.2.5.1. GC-MS yontemi

Gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS) yardimiyla H. siirtensis
bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayri ¢6ziiciisii (aseton, etanol,
metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su) kullanilarak elde edilen
ekstraktlarinin  kimyasal igerikleri belirlenmistir. Burada 0,45 pm’lik siringalar
yardimiyla filtre edilen ekstraktlar analiz i¢in 1,5 mL’lik viallere alinmistir. BitKi
ekstraktlarinin analizi i¢in kullanilan GC-MS cihazinin parametreleri olarak tasiyici gaz
olarak helyum gazi kullanilip 21,21 psi. basing altinda 1,75 mL/dak akis hizinda ve
Split (20:1) enjeksiyon modunda kolon olarak HP5-MS (30m x 0,25 mm x 0,25 pm)
kapiler kolon kullanilmustir.

Numune analizleri belirli bir sicaklik programi ¢ergevesinde yapilmis olup ilkin
50 °C sicaklikla analizlere baglanmigtir. Devaminda 100 °C’ye ulasincaya kadar
dakikada sicaklik 4 °C’er artacak sekilde bu sicaklikta 5 dakika bekletilmistir.
Devaminda ayni sekilde 200 °C’ye ulasincaya kadar sicaklik 4 °C’er artacak sekilde bu
sicaklikta 10 dakika bekletilmistir. En sonun da da 300 °C’ye ulasincaya kadar sicaklik
4 °C’er artacak sekilde bu sicaklikta 5 dakika bekletilmistir.

Cr-Ca Alkan karigimi kullanilarak analiz sonunda elde edilecek bilesiklerin
Kovats indeksi bu karigima gore hesaplanmistir. Ayrica analiz sonucunda elde edilecek
bilesikleri tanimlamak igin veri tabani olarak Wiley Registry 9th/NIST2011 (W9N11.L)
veri taban1 kullanilmistir (Yabalak ve Gizir, 2017; Yabalak ve ark., 2022).

3.2.5.2. UHPLC-MS yontemi

53 fitokimyasalin kantitatif degerlendirmesini gerceklestirmek i¢in bir tandem
kiitle spektrometresi ile birlestirilmis bir Shimadzu-Nexera model ultra yiiksek
performansh sivi kromatografisi (UHPLC) kullanildi (Yilmaz, 2020). Ters fazlh
UHPLC, bir otomatik ornekleyici (SIL-30AC modeli), bir kolon firmi1 (CTO-10ASvp
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modeli), ikili pompalar (LC-30AD modeli) ve bir gaz giderici (DGU-20A3R modeli) ile
kullanildi. 53 fitokimyasal i¢in optimum ayirma saglamak ve baskilama etkilerinin
iistesinden gelmek i¢in kromatografik kosullar optimize edildi. Agilent Poroshell 120
EC-C18 model (150 mmx2,1 mm, 2,7 um) ve RP-C18 Inertsil ODS-4 (100 mmx2,1
mm, 2pm) gibi farkli kolonlar, asetonitril ve metanol gibi farkli mobil fazlar (B),
amonyum format, formik asit, amonyum asetat ve asetik asit gibi farkli mobil faz katki
maddeleri, 25°C, 30°C, 35°C ve 40°C gibi farkli kolon sicakliklar1 denenmis ve
optimum sartlara kadar uygulanmistir. Sonug olarak, kromatografik ayirma, ters fazli
bir Agilent Poroshell 120 EC-C18 model (150 mm x 2,1 mm, 2,7 um) analitik kolon
tizerinde gerceklestirildi. Kolon sicakligi 40°C'ye ayarlandi. Eliisyon gradyani, eliient A
(su + 5 mM amonyum format + %0,1 formik asit) ve eliisyon B'den (metanol + 5 mM
amonyum format + %0.1 formik asit) olusturuldu. %20-100 B (0-25 dakika), % 100 B
(25-35 dakika), %20 B (35-45 dakika) gradyan eliisyon profili kullanildi. Ayrica solvent
akis hiz1 ve enjeksiyon hacmi sirasiyla 0,5 mL/dak ve 5 pL olarak ayarlandi. Kiitle
spektrometrik algilama hem negatif hem de pozitif iyonizasyon modlarinda galisan bir
elektrosprey iyonizasyon (ESI) kaynagi ile donatilmis bir Shimadzu LCMS-8040 model
tandem kiitle spektrometresi kullanilarak gergeklestirildi. LC-ESI-MS/MS verileri,
LabSolutions yazilimi1 (Shimadzu) tarafindan alindi ve islendi. Fitokimyasallarin
miktarmin belirlenmesi icin MRM (¢oklu reaksiyon izleme) modu kullanildi. MRM
yontemi, fitokimyasal bilesikleri secici olarak saptamak ve dlgmek i¢in, belirtilen oncii
fitokimyasaldan pargaya iyon gecislerinin taranmasina dayali olarak optimize edilmistir.
Carpigma enerjileri (CE), optimum fitokimyasal par¢alanma ve istenen iirlin iyonlarinin
maksimum iletimini olusturmak igin optimize edilmistir (Boga ve ark., 2016b; Ceylan
ve ark., 2016; Bouhafsoun ve ark., 2018; Yener ve ark., 2018; Zengin ve ark., 2018
Uysal ve ark., 2019 Yilmaz, 2020; Bakir ve ark., 2020; Bursal ve ark., 2021).

Kiitle spektrometresi ise su parametreler kulanilmistir. Kurutma gazi (N2)
sicakligi; 15 L/dk olarak, DL sicakligi; 250 °C, nebulizer gaz (N2) akisi; 3 L/dk, ara yiiz
(interface) sicakligi; 350 °C, heat block sicakligi; 400 °C, DL sicakligi; 250 °C olarak

belirlenmistir.
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Sekil 3.8. 53 Fenolik bilesigin UHPLC-ESI-MS/MS metodu ile gelistirlen Standart kromatogramu (1: Quinic acid, 2: Fumaric acid, 3: Aconitic acid, 4: Gallic acid, 5:
Epigallocatechin, 6: Protocatechuic acid, 7: Catechin, 8: Gentisic acid, 9: Chlorogenic acid)
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Tablo 3.6. LC-MS/MS cihazi analitik yontem validasyon parametreleri

RSD%*®

Linearity

Recovery (%)

M.I. lon. . LOD/LO Gr.
No  Analytes RT? (m/z)b FLW2)'  \joge  EQuation e Interday Intraday (Rrsg?f) (ng/Ly! ? Interday  Intraday v No'
1 Quinic acid 3,0 190,8 93,0 Neg y=-0,0129989+2,97989 x 0,996 0,69 0,51 0,1-5 25,7/33,3 1,0011 1,0083 0,0372 1
2 Fumaric aid 3,9 115,2 40,9 Neg y=-0,0817862+1,03467 x 0,995 1,05 1,02 1-50 135,7/167,9 0,9963 1,0016 0,0091 1
3 Aconitic acid 4,0 172,8 129,0 Neg y=-0,7014530+32,9994 x 0,971 2,07 0,93 0,1-5 16,4/31,4 0,9968 1,0068 0,0247 1
4 Gallic acid 44 168,8 79,0 Neg y=0,0547697+20,8152 x 0,999 1,60 0,81 0.1-5 13,2/17,0 1,0010 0,9947 0,0112 1
5 Epigallocatechin 6,7 304,8 219,0 Neg y=-0,00494986+0,0483704 x 0,998 1,22 0,73 1-50 237,5/265,9  0,9969 1,0040 0,0184 3
6 Protocatechuic acid 6,8 152,8 108,0 Neg y=0,211373+12,8622 x 0,957 143 0,76 0,1-5 21,9/38,6 0,9972 1,0055 0,0350 1
7 Catechin 74 288,8 203,1 Neg y=-0,00370053+0,431369 x 0,999 214 1,08 0,2-10 55,0/78,0 1,0024 1,0045 0,0221 3
8 Gentisic acid 8,3 152,8 109,0 Neg y=-0,0238983+12.1494 x 0,997 181 1,22 0,1-5 18,5/28,2 0,9963 1,0077 0,0167 1
9 Chlorogenic acid 8,4 353,0 85,0 Neg y=0,289983+36,3926 x 0,995 2,15 1,52 0,1-5 13,1/17,6 1,0000 1,0023 0,0213 1
10 Protocatechuic aldehyde 8,5 137,2 92,0 Neg y=0,257085+25,4657 x 0,996 2,08 0,57 0,1-5 15,4/22,2 1,0002 0,9988 0,0396 1
11 Tannic acid 9,2 182,8 78,0 Neg y=0,0126307+26,9263 x 0,999 2,40 1,16 0,05-2,5 15,3/22,7 0,9970 0,9950 0,0190 1
12 Epigallocatechin gallate 94 457,0 305,1 Neg y=-0,0380744+1,61233 x 0,999 1,30 0,63 0,2-10 610/86,0 0,9981 1,0079 0,0147 3
13 1,5-dicaffeoylquinic acid 9,8 515,0 191,0 Neg y=-0,0164044+16,6535 x 0,999 242 1,48 0,1-5 5,8/9,4 0,9983 0,9997 0,0306 1
14 4-OH Benzoic acid 10,5 137,2 65,0 Neg y=-0,0240747+5,06492 x 0,999 1,24 0,97 0,2-10 68,4/88,1 1,0032 1,0068 0,0237 1
15 Epicatechin 11,6 289,0 203,0 Neg y=-0,0172078+0,0833424 x 0,996 1,47 0,62 1-50 139,6/161,6  1,0013 1,0012 0,0221 3
16  Vanilic acid 11,8 166,8 108,0 Neg y=-0,0480183+0,779564 x 0,999 1,92 0,76 1-50 141,9/164,9  1,0022 0,9998 0,0145 1
17 Caffeic acid 12,1 179,0 134,0 Neg y=0,120319+95,4610 % 0,999 1,11 1,25 0,05-2,5 7,7/9,5 1,0015 1,0042 0,0152 1
18 Syringic acid 12,6 196,8 166,9 Neg y=-0,0458599+0,663948 x 0,998 1,18 1,09 1-50 82,3/104,5 1,0006 1,0072 0,0129 1
19  Vanillin 139 153,1 125,0 Poz y=0,00185898+20,7382 x 0,996 1,10 0,85 0,1-5 24,5/30,4 1,0009 0,9967 0,0122 1
20 Syringic aldehyde 14,6 181,0 151,1 Neg y=-0,0128684+7,90153 x 0,999 2,51 0,77 0,4-20 19,7/28,0 1,0001 0,9964 0,0215 1
21 Daidzin 15,2 417,1 199,0 Poz y=9,45747+152,338 x 0,996 2,25 1,32 0,05-2,5 7,0/9,5 0,9955 1,0017 0,0202 2
22 Epicatechin gallate 15,5 441,0 289,0 Neg y=-0,0142216+1,06768 x 0,997 1,63 1,28 0,1-5 19,5/28,5 0,9984 0,9946 0,0229 3
23 Piceid 17,2 391,0 135/106,9 Poz y=0.00772525+25,4181 x 0,999 1,94 1,16 0,05-2,5 13,8/17,8 1,0042 0,9979 0,0199 1
24 p-Coumaric acid 17,8 163,0 93,0 Neg y=0.0249034+18,5180 x 0,999 1,92 1,43 0,1-5 25,9/34,9 1,0049 1,0001 0,0194 1
25 Ferulic acid-D3-1S" 18,8 196,2 152,1 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 0,0170 1
26 Ferulic acid 18,8 192,8 149,0 Neg y=-0,0735254+1,4476 % 0,999 144 0,53 1-50 11,8/15,6 0,9951 0,9976 0,0181 1
27 Sinapic acid 18,9 222,8 193,0 Neg y=-0,0929932+0,836324 x 0,999 1,45 0,52 0,2-10 65,2/82,3 1,0031 1,0037 0,0317 1
28 Coumarin 20,9 146,9 103,1 Poz y=0,0633397+136,508 x 0,999 211 1,54 0,05-2,5 214,2/247,3 0,9950 0,9958 0,0383 1

aR.T.: Retention time, °MI (m/z): Molecular ions of the standard analytes (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment ions 9r2: Coefficient of determination, *RSD: Relative standard deviation,
fLOD/LOQ (ug/L): Limit of detection/quantification, 9U (%): percent relative uncertainty at 95% confidence level (k = 2), "IS: Internal standard, 'Gr. No: Represents grouping of internal
standards, these numbers indicate which IS stands for which phenolic compound.
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Tablo 3.4. LC-MS/MS cihazi analitik yontem validasyon parametreleri (Devami)

RSD%*®

Linearity

Recovery (%)

M.I. lon. . LOD/LO Gr.
No  Analytes RT® (m/z)° Rl (m/2)° mode  Cauation r Interday  Intraday (Rne:;/glt_e) (ug/L) ? Interday Intraday ? No
29  Salicylic acid 21,8 1372 65,0 Neg y=0,239287+153,659 x 0,999 1,48 1,18 0,05-2,5 6,0/8,3 0,9950 0,9998 0,0158 1
30  Cynaroside 23,7 4470 284,0 Neg y=0,280246+6,13360 x 0,997 1,56 1,12 0,05-2,5 12,1/16,0 1,0072 1,0002 0,0366 2
31 Miquelianin 24,1 477,0 150,9 Neg y=-0,00991585+5,50334 x 0,999 131 0,95 0,1-5 10,6/14,7 0,9934 0,9965 0,0220 2
32 Rutin-D3-IS" 255 612,22 304,1 Neg N,A, NA, N,A, N,A, N,A, N,A, N,A, N,A, N,A, 2
33 Rutin 25,6 6089 301,0 Neg y=-0,0771907+2,89868 x 0,999 1,38 1,09 0,1-5 15,7/122,7 0,9977 1,0033 0,0247 2
34 isoquercitrin 25,6  463,0 271,0 Neg y=-0,111120+4,10546 x 0,998 2,13 0,78 0,1-5 8,7/13,5 1,0057 0,9963 0,0220 2
35 Hesperidin 258 611,2 449,0 Poz y=0,139055+13,2785 x 0,999 1,84 1,35 0,1-5 19,0/26,0 0,9967 1,0043 0,0335 2
36  o-Coumaric acid 26,1 1628 93,0 Neg y=0,00837193+11,2147 x 0,999 2,11 1,46 0,1-5 31,8/40,4 1,0044 0,9986 0,0147 1
37  Genistin 26,3 4310 239,0 Neg y=1,65808+7,57459 x 0,991 2,01 1,28 0,1-5 14,9/21,7 1,0062 1,0047 0,0083 2
38 Rosmarinic acid 26,6 359,0 197,0 Neg y=-0,0117238+8,04377 x 0,999 1,24 0,86 0,1-5 16,2/21,2 1,0056 1,0002 0,0130 1
39 Ellagic acid 276 3010 284,0 Neg y=0,00877034+0,663741 x 0,999 1,57 1,23 0,4-20 56,9/71,0 1,0005 1,0048 00364 1
40  Cosmosiin 28,2 4310 269,0 Neg y=-0,708662+8,62498 x 0,998 1,65 1,30 0,1-5 6,3/9,2 0,9940 0,9973 0,0083 2
41 Quercitrin 29,8 4470 301,0 Neg y=-0,00153274+3,20368 x 0,999 2,24 1,16 0,1-5 4,8/6,4 0,9960 0,9978 0,0268 2
42 Astragalin 30,4 4470 255,0 Neg y=0,00825333+3,51189 x 0,999 2,08 1,72 0,1-5 6,6/8,2 0,9968 0,9957 0,0114 2
43 Nicotiflorin 30,6 5929 255,0/284,0 Neg y=0,00499333+2,62351 x 0,999 1,48 1,23 0,05-2,5 11,9/16,7 0,9954 1,0044 0,0108 2
44 Fisetin 30,6 2850 163,0 Neg y=0,0365705+8,09472 x 0,999 1,75 1,19 0,1-5 10,1/12,7 0,9980 1,0042 0,0231 3
45 Daidzein 34,0 2530 223,0 Neg y=-0,0329252+6,23004 x 0,999 2,18 1,73 0,1-5 9,8/11,6 0,9926 0,9963 0,0370 3
46 Quercetin-D3-1S" 35,6  304,0 275,9 Neg N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. N.A. 3
47 Quercetin 357 3010 272,9 Neg y=+0,00597342+3,39417 x 0,999 1,89 1,38 0,1-5 15,5/19,0 0,9967 0,9971 0,0175 3
48 Naringenin 359 2709 119,0 Neg y=-0,00393403+14,6424 x 0,999 2,34 1,69 0,1-5 2,6/3,9 1,0062 1,0020 0,0392 3
49 Hesperetin 36,7 3010 136,0/286,0 Neg y=+0,0442350+6,07160 x 0,999 247 2,13 0,1-5 7,1/9,1 0,9998 0,9963 0,0321 3
50 Luteolin 36,7 2848 151,0/175,0 Neg y=-0,0541723+30,7422 x 0,999 1,67 1,28 0,05-2,5 2,6/4,1 0,9952 1,0029 0,0313 3
51  Genistein 36,9 269,0 135,0 Neg y=-0,00507501+12,1933 x 0,999 1,48 1,19 0,05-2,5 3,7/5,3 1,0069 1,0012 0,0337 3
52 Kaempferol 37,9 2850 239,0 Neg y=-0,00459557+3,13754 x 0,999 1,49 1,26 0,05-2,5 10,2/15,4 0,9992 0,9990 0,0212 3
53  Apigenin 38,2 2688 151,0/149,0 Neg y=0,119018+34,8730 x 0,998 1,17 0,96 0,05-2,5 1,3/2,0 0,9985 1,0003 0,0178 3
54 Amentoflavone 39,7 5370 417,0 Neg y=0,727280+33,3658 x 0,992 1,35 1,12 0,05-2,5 2,8/5,1 0,9991 1,0044 0,0340 3
55  Chrysin 40,5 252,8 145,0/119,0 Neg y=-0,0777300+18,8873 x 0,999 1,46 1,21 0,05-2,5 1,5/2,8 0,9922 1,0050 0,0323 3
56  Acacetin 40,7 283,0 239,0 Neg y=-0,559818+163,062 x 0,997 1,67 1,28 0,02-1 1,5/2,5 0,9949 1,0011 0,0363 3

aR.T.: Retention time, ®°MI (m/z): Molecular ions of the standard analytes (m/z ratio), °FI (m/z): Fragment ions 9r2: Coefficient of determination, *RSD: Relative standard deviation,
fLOD/LOQ (ug/L): Limit of detection/quantification, 9U (%): percent relative uncertainty at 95% confidence level (k = 2), "IS: Internal standard, 'Gr. No: Represents grouping of internal
standards, these numbers indicate which IS stands for which phenolic compound.
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3.1.1. Antimikrobiyal aktivite analizi

H. siirtensis bitkisinin antimikrobial aktiviteleri i¢in degisik bakterilerden
faydalanilmistir. Antibakteriyel aktivite analizleri i¢in standart suslardan Escherichia
coli (ATCC 25922) ve Staphylococcus aureus (ATCC 25923) ornekleri test
mikroorganizmalar1 olarak kullanilmigtir. Bu c¢alismamizda soxhlet ekstraksiyon
yontemiyle H. siirtensis bitki orneklerinden elde edilen ekstraktlarin antibakteriyel

aktivite analizleri delik agar diflizyon yontemi kullanilarak lgiilmistiir.

3.1.1.1. Delik agar diffiizyon yontemi

Delik agar diffiizyon yontemi kullanma amagli daha 6nce soxhlet ekstraksiyon
yontemi kullanilarak hazirlanan ¢ozeltiden 1/1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 seyreltme oranlarinda
diliisyonlar hazirlanmistir. Bu yontemde S. aureus ve E. coli mikroorganizma testleriyle
asilanmis agarli besiyerleri lizerine esit aralikta 5 adet delik agilarak bu delikler H.
siirtensis bitki ekstresinden elde edilerek hazirlanmig farkli konsantrasyondaki AMM
(Antimikrobiyal ~madde) diliisyonlariyla ile tagsmamasmma dikkat edilerek
doldurulmustur. Kontrol deligiyse sterilize edilmis saf suyla doldurulmustur. AMM
diliisyonlarinin tagmamasi ve diffiizyone olmasi i¢in delikler AMM diliisyonuyla
doldurulduktan sonra etiive alinmadan 6nce yaklasik 10 dakika bekletildi. Daha sonra
etlive alinacak petri kutularindaki AMM dillisyonlarinin tagmamasi i¢in yere paralel ve
diiz olacak sekilde etlive taginmistir. AMM diliisyonlarini igeren petri kutulari etiivde 33
°C'de 24 saat boyunca bekletilerek inkiibasyonlar1 saglandi. Antimikrobiyal aktiviteyi
tespit etme amagh inkiibasyon sonunda petri kutularindaki deliklerin etrafinda olusan

inhibisyon zonlar1 incelenerek gerekli dl¢timler yapilmustir.
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Sekil 3.9. Antimikrobiyal aktivite 6lglimil i¢in kullanilan petri kutulari.

3.1.2. Nem tayini

H. siirtensis bitki numunesini kurutma amagl kullanilacak kurutma kaplari 2
saat boyunca 105 °C'de etiivde kurutulduktan sonra nem kapmamasi igin oda
sicakliginda desikatorde sogutulmustur. Bu kurutma isleminde sonra numune kaplari
hassas teraziyle tartilarak icerisine daha Once hassas teraziyle tartilmig 1 g bitki
numunesinden konularak sabit tartima gelmesi i¢in 8 saat boyunca 105 °C'de etiivde
kurutulmusgtur. Bu kurutma isleminden sonra numune hassas teraziyle tartildiktan sonra
baslangi¢ miktariyla arasindaki fark H. siirtensis bitki numunesinin nem miktarini

vermektedir.

3.1.3. Kiil tayini

Kiil tayini i¢in toz haline getirilmis H. siirtensis bitki numuneleri tartilarak kiil
firminda beyaz kiil elde edilinceye kadar 525 °C'de 5 saat boyunca yakilarak kiil haline
getirildi. Yakildiktan sonra da kalan beyaz kiil hassas terazide tartilarak beyaz kiil
agirhik miktart Olgiildii. Tartilan beyaz kiil miktarinin yiizdece miktar1 bagslangicta
tartilarak kiil firinina alinan toplam toz haline getirilmis bitki numunesinin agirligia

gore oranlanarak yiizdesel 6l¢iimii yapildi.
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3.1.4. Yag tayini

Toz haline getirilmis bitki numunelerinin toplam yag miktarlar1 ekstraksiyon
yontemlerine gore bulunmaktadir. Toz haline getirilmis H. siirtensis bitki numuneleri
tartilarak 4 'er gramlar farkli ¢oziiciilerle soxhlet yontemiyle ve 3'er garamlar1 da farkl
coziicliler kullanilarak maserasyon yontemiyle ekstre edildi. Ekstraksiyon sonucunda
ekstraksiyonda kullanilan c¢oziiciiler doner buharlastirict vasitasiyla buharlastirildi.
Ekstraksiyon sonucunda elde edilen yag ekstrakti desikatorde sogutularak hassas
teraziyle tartildi. Yapilan tartim sonucunda yag miktar1 tayin edildi. Ayrica yag
miktarinin yiizdece orani baslangicta tartilan toz haline getirilen bitki numunesine gore

belirlendi.

3.1.5. Renk tayini

Toz haline getirilmis H. siirtensis bitki orneklerinin soxhlet ekstraksiyonu
sonucu elde edilmis bitki ekstraktinin 10 mL'lik ¢dzeltilerinin rengi pencolorart renk
tayin cihazi kullanilarak dl¢tildi. Bitki ekstarktinin renk tespitinde kullanilan renk tayin
cihazmin kalibrasyonu saf su ile yapildi. Renk tespiti yapilacak bitki ekstraktinin elde
edilmis numuneleri de cihazin kiivetine yerlestirilirilip bitki ekstraktinin L*, a* ve b*

renk degerleri ayr1 ayr1 soxhlet ekstraksiyon yonteminin biitiin ¢oziiciileri i¢in 6l¢iildii.

Sekil 3.10. Renk 6l¢iim cihazi
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Toz haline getirilmis H. siirtensis bitki numunelerinden 4'er gram alinarak
soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 farkli ¢oziicii (%80'lik aseton, etanol,
metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su) ile ekstre edildi. Bu
ekstreden elde edilen 10 mLlik ¢ozelti ekstratlarinin pH'lar1 oda sicakliginda Mettler

Toledo marka pH metre ile 6lgiildii.

Sekil 3.11. pH 6l¢iim cihazi
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3.1.6. Oksidasyon rediiksiyon (OR) potansiyel analizi

Toz haline getirilmis H. siirtensis bitki numunelerinden 4'er gram alinarak
soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 farkli ¢oziicii (%80'lik aseton, etanol,
metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su) ile ekstre edildi. Bu
ekstre edilerek elde edilen 10 mL'lik ¢6zelti ekstratlarinin Oksidasyon Rediiksiyon (OR)
potansiyel analizi oda sicakliginda Mettler Toledo marka pH metre ile 6lgiildii. Bitki
numune ekstrakt ¢ozeltilerinin oksijen etkilerini azaltmamak igin tiip igerisnden

cikartilmadan dl¢iimleri yapilmistir.

3.1.7. Kuru madde tayini

H. siirtensis bitki numunesini kurutma amagh kullanilacak kurutma kaplari 2
saat boyunca 105 °C'de etiivde kurutulduktan sonra nem kapmamasi i¢in oda
sicakliginda desikatdrde sogutulmustur. Bu kurutma isleminde sonra numune kaplari
hassas teraziyle tartilarak icerisine daha Once hassas teraziyle tartilmig 1 g bitki
numunesinden konularak sabit tartima gelmesi i¢in 8 saat boyunca 105 °C'de etiivde
kurutulmustur. Bu kurutma isleminden sonra numune hassas teraziyle tartilarak H.

siirtensis bitki numunesinin kuru madde miktar1 6lgiilmiistiir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Antioksidan Aktivite Analiz Sonuclari ve Degerlendirilmesi

DPPH ve FRAP yontemleri kullanilarak H. Siirtensis bitkisinin maserasyon

yontemi kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin antioksidan aktiviteleri 6l¢lilmiistiir.

4.1.1. DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi sonuclari ve degerlendirmesi

H. siirtensis bitkisinin maserasyon yontemiyle aseton, etanol, metanol ve su
¢oziiciilerinden elde edilen ekstraktlarinin DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi
tayinleri yapilmigtir. H. siirtensis bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal siipiirme
aktivitelerinin Galik asit es degerlerinin en yiiksek % inhibisyon degeri 68,72 ile
%80’lik aseton ekstraktindan elde edilmis olup en diisikk degeri de 36,36 ile saf su
ekstraktindan elde edilmistir. Balos (2021) ¢alismasinda H. siirtensis bitkisinin DPPH
serbest radikal stipiirme degerlerinin ICso degerleri 35 ppm, 75 ppm ve 110 ppm’de
gosterdikleri yiizde inhibisyon degerleri sogan kisminda sirasiyla, %17,25+0,78,
%24,46+0,82 ve %30,41+0,23; yaprak kisminda %32,93+1,72, %50,41+0,56 ve
%73,72+2,84; ¢icek kisminda %27,20+0,64, %39,02+1,54 ve %54,97+1,19 dir.

Aydin (2016) ¢alismasinda H.lineata bitkisisnin DPPH serbest radikal siipirme
degerleri Olclilmiis olup en yiiksek degere 1 mg/mL konsantrede (% 91,5) degeriyle
toprak iistli metanol ekstraktinda, en diisitk degerede 0,2 mg/mL (% 10,86) ile aseton
ekstraktinda Olcililmiistiir. Bizm calismamizda ise 68,72 ile en yiiksek degere aseton

ekstraktiyla, en diisiik degere ise 36,36 ile saf su ekstraktinda 6l¢iilmiistiir.

Tablo 4.1. DPPH serbest radikal siiplirme aktivitesi % inhibisyon analiz sonuglar1

Numune % inhibisyon
% 80 Aseton 68.72
Saf Su 36,36
% 80 Metanol 39,58
% 80 Etanol 46,93
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Sekil 4.1. DPPH serbest radikal siipiirme aktivitesi % inhibisyon degerleri

4.1.2. FRAP demir iyonu indigeyici antioksidan kapasite tayini sonuclar1 ve

degerlendirmesi

H. siirtensis bitki ekstraktlarinin antioksidan kapasite analizleri icin FRAP

yontemi kullanilmigtir. H. siirtensis bitkisinin maserasyon yontemiyle aseton, etanol,

metanol ve su ¢oziiciilerinden elde edilen ekstraktlarinin antioksidan kapasite tayinleri

bu yontemle yapilmistir. H. siirtensis bitki ekstraktlarinin FARAP yontemiyle yapilan

antioksidan kapasite analizlerinde en yiiksek degerin 1,91 pg FeSOs/mL ekstrakt ile

%80’1lik metanol ekstraktina en diisiik degerinde 1,25 pg FeSOs/mL ekstrakt saf su

ekstraktina ait oldugu tespit edilmistir.

Tablo 4.2. FRAP analiz sonuglari

Numune Cozgen ug/mL FeSOs esdegeri
% 80 Aseton 1,86
Saf Su 1.25
% 80 Metanol 191
% 80 Etanol 1,65
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Sekil 4.2. FRAP analizi sonucu elde edilen degerler

4.2. Toplam Fenolik Madde Tayini (Folin-Ciocalteu Yontemi)

Toplam fenolik madde tayini i¢in FCR Folin-Ciocalteau Reaktifi Yontemi
kullanilarak H. siirtensis bitkisinin maserasyon yontemiyle aseton, etanol, metanol ve su
coziicillerinden elde edilen ekstraktlarindaki toplam fenolik maddelerin tayini
yapilmustir. H. siirtensis bitkisinin toplam fenolik madde miktarinin en yiiksek degeri
95,87 mg/mL Galik asit es degeri ile %80’lik metanol ekstraktindan elde edilmis olup
en disiik degeride 8,27 mg/mL Galik asit es degeri ile saf su ekstraktindan elde
edilmistir.

Aydin (2016) ¢alismasinda Hyacinthella lineata bitkisinin etanol, metanol ve
aseton kullanilarak yapilan ekstraktlarinin toplam fenolik madde tayinini yapmuigstir.
Bitkinin toprak alt1 kisimlarinin etanol ¢ozelti ekstraktt miktarin1 8,7+3,23 mg/mL Galik
asit es degeri, metanol ¢ozelti ekstraktinda 4,5+2,024 mg/mL Galik asit es degeri, asetan
cozelti ekstraktinda 2,9+1,42 mg/mL Galik asit es degeri sonuglarini elde etmistir.
Bitkinin toprak tstii kisimlarinin etanol ¢6zelti ekstraktt miktarini 6,8+3,26 mg/mL
Galik asit es degeri, metanol ¢ozelti ekstraktinda 6,6+3,027 mg/mL Galik asit es degeri,
asetan ¢Ozelti ekstraktinda 3,76+1,027 mg/mL Galik asit es degeri sonuglarini elde
etmistir. Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz toplam fenolik madde miktarinin su ¢ozelti

ekstrakt degerlerinin bu ¢alismaya yakin oldugu diger ¢ozelti ekstrakt degerlerinin ¢ok
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daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

Balos (2021) ¢alismasinda H. siirtensis bitki numunesinin soxhlet yontemi ve
etanol c¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ekstraktin toplam fenolik madde miktari
64,76+0,24 mg/L ile 90,86+0,63 mg/L arasinda arasinda degerler aldig1 goriilmektedir
(Balos, 2021). Bizim calismamizda dor farkli ¢6ziicti kullanilarak elde edilen toplam
fenolik madde miktarlar1 8,27 mg/L ile 95,87 mg/L arasinda degismektedir. En yiiksek
degerinde maserasyon yontemiyle % 80 aseton ¢ozeltisi kullanilan ekstraktan 95,87
mg/L ile elde edildigi goriillmek ve bu degerin Balos (2021) ¢alismasinda elde edilen
tiim fenolik madde miktarlarindan daha yiiksek degerdedir.

Tablo 4.3. Toplam fenolik madde analiz sonuglari

Numune mg/mL Galik asit es degeri
% 80 Aseton 19,74
Saf Su 8,27
% 80 Metanol 95,87
% 80 Etanol 12,15
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Sekil 4.3. Toplam fenolik madde miktar1 analiz grafigi
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4.3. Toplam Flavonoid Bilesik Miktar1 Tayin Sonuclar: ve Degerlendirmesi

H. siirtensis bitkisinin maserasyon yontemiyle aseton, etanol, metanol ve su
¢oziciilerinden elde edilen ekstraktlarindaki toplam flavonoid bilesik miktar1 tayini
yapilmigtir. Yapilan analizler sonucunda H. siirtensis bitkisinin en yiiksek toplam
flavonoid bilesik miktarinin 564,63 mg rutin/mL ekstrakt ile saf su ekstraktindan elde
edildigi, en miktarimin ise 477,56 mg rutin/mL ekstrakt ile %80’lik aseton ekstraktindan
elde edildigi goriilmektedir.

Balos (2021) calismasinda H. siirtensis bitki numunesinin soxhlet yontemi ve
etanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ekstraktin toplam flavonoid madde miktari
132,83+3,15 mg/L ile 189,27+3,57 mg/L arasinda arasinda degerler aldig1
goriilmektedir. Bizim c¢alismamizda dor farkli ¢oziicli kullanilarak elde edilen toplam
fenolik madde miktarlar1 477,56 mg/L ile 564,63 mg/L arasinda degismektedir.
Calismamizda dort farkli ¢oziicii kullanilarak maserasyon yontemi kullanilarak elde
edilen ekstraktin toplam flovanoid madde miktarlarinin Balos (2021) ¢alismasinda elde

edilen toplam flavonoid madde miktarindan ¢ok daha fazla olmaktadir.

Tablo 4.4. Toplam flavonoid madde miktar1 analiz sonuglari

Numune mg/ml Rutin es degeri
Aseton (% 80) 477,56
Saf Su 498,09
Metanol (% 80) 564,63
Etanol (% 80) 494,87
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4.4. 1CP-OES Analiz Sonuglar1 ve Degerlendirmesi

H. siirtensis bitkisinin element analizleri yas yakma ve mikrodalga yontemleri
kullanilarak ¢6ziintirlestirilen bitki numunelerinin analizi Perkin Elmer ICP-OES
Optima 2100 DV marka ICP-OES cihazi kullanilarak tespit edilmistir. Bu analiz
yonteminde 23 (As, B, Ba, Bi, Ca, Cd, Ce, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb,
Sb, Se, Sr, Tl, Zn) element analizi yapilmis olup 17 (B, Ba, Ca, Co, Cr, Cu, Fe, K, Li,
Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Sb, Sr, Zn) elementin bitki numunesindeki miktarlar1 tespit
edilmistir.

Bitki numunesinde mg/kg cinsinden miktar olarak en fazla 5329+1,60 mg/kg ile
mikrodalga numunesinde kalsiyum elementi tespit edilmis olup bunu sirasiyla
3214+28,90 mg/kg ile mikrodalga numunesinde potasyum, 2327,32+10,50 mg/kg ile
yas yakma numunesinde magnezyum ve 2232234+87,06 mg/kg ile yas yakma
numunesinde yine kalsiyum elementi tespit edilmistir.
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Tablo 4.5. H. Siirtensis bitkisinin ICP-OES element analiz sonuglar1

As B Ba Bi Ca Cd Ce Co
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Mikrodalga T.E. 4,37+0,05 177,30+1,47 T.E. 5329+1,60 T.E. T.E. 0,265+0,01
Numunesi
Yas Yakma T.E. 8,736+0,38 179,28+2,02 T.E. 2232,23+87,06 T.E. T.E. 0,30+0,02
Numunesi
Cr Cu Fe K Li Mg Mn Na
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Mikrodalga 1,93+0,01 6,96+2,51 420,70+4,10 3214+28,90 0,74+0,01 2091+3,30 35,99+0,26 190,70+0,91
Numunesi
Yas Yakma 2,514+0,07 2,51+0,31 496,10+55,50 919,21+45,30 1,740+0,06 2327,32+10,50 45,40+2,31 115,502+
Numunesi
Ni Pb Sh Se Sr TI Zn
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Mikrodalga 2,184+0,00 T.E. 0,04+0,12 T.E. 31,04+0,17 T.E. 13,08+0,55
Numunesi
Yas Yakma 3,08+0,34 0,22+0,08 T.E. T.E. 3,37+0,11 T.E. 13,38+0,21
Numunesi

T.E.= Tespit Edilmedi

65



4.5. ICP-MS Analiz Sonuglari ve Degerlendirmesi

H. siirtensis bitkisinin element analizleri yas yakma ve mikrodalga yontemleri
kullanilarak ¢6ziniirlestirilen bitki numunelerinin analizi 7700x model ICP-MS
(Agilent Corporation, USA) cihaz1 kullanilarak tespit edilmistir. Bu analiz yonteminde
21 (Be, Na, Mg, K, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, As, Se, Hg, Mo, Cd, Sh, Tl, Pb)
element analizi yapilmis olup 21 elementinde bitki numunesindeki miktarlar tespit
edilmistir.

Bitki numunesinde mg/kg cinsinden miktar olarak en fazla 15649,95+485,14
mg/kg ile mikrodalga numunesinde kalsiyum elementi tespit edilmis olup bunu sirasiyla
6770,02+142,17 mg/kg ile mikrodalga numunesinde potasyum, 4958,57+29,75 mg/kg
ile yas yakma numunesinde demir ve 2669,99+42,72 mg/kg ile mikrodalga
numunesinde magnezyum elementi tespit edilmistir. Uygun (2020) ¢alismasinda O.
Munzurense bitkisinin ICP-MS cihaziylaclement analizi yapilmistir. En yiiksek
degerlerin kalsiyum (161,57 ppm) ve potasyum (128,10 ppm) element degerleri
Olglilmiisken en diisiik element degerleri vanadyum (0,01 ppm) ve kobalt (0,01 ppm)
icin gozlemlenmistir. Ancak kalay, arsenik ve selenyum elemnt degerleri tespit sinirinin

altinda kalmistir.
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Tablo 4.6. H. siirtensis bitkisinin ICP-MS element analiz sonuglar

Be Na Mg K Ca \Y Cr
(ng/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Mikrodalga 14,00+0,90 1,75£0,91  2669,99+42,72 6770,02+142,17 15649,95+48514  1,91+0,007 2,99:+0,08
Numunesi
Yas Yakma 5,40+0,20 5,75+0,17 63,59+3,50 235,90+14,62 559,51+18,46 0,57+0,001 0,59:+0,03
Numunesi
Mn Fe Co Ni Cu Zn As
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
Mikrodalga 41,87+0,41 782,55+9,39 0,28+0,00 2,88+0,04 1,95+0,03 16,89+0,08 0,31+0,01
Numunesi
Yas Yakma 30,01+£0,24  4958,57+29,75  0,17+0,01 1,75+0,009 4,72+0,051 20,19+0,24 3,80+0,09
Numunesi
Se Hg Mo Cd Sb Tl Pb
(mg/kg) (ng/kg) (mg/kg) (mg/kg) (ng/kg) (ngrkg) (mg/kg)
Mikrodalga 0,10+0,013 0,60+0,00 0,69+0,01 0,03+0,00 2+0,00 3,00+0,00 0,18+0,02
Numunesi
Yas Yakma 0,09+0,01 2,00+0,00 0,55+0,01 1,14+0,02 13+0,20 2,00+0,10 0,58+0,01
Numunesi
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4.6. LC-MS/MS Analiz Sonuclar: ve Degerlendirmesi

H. Siirtensis bitkisinin soxhlet yontemiyle metanol ¢ozeltisi kullanilarak elde
edilen ekstrakt c¢ozeltisi LC-MS/MS cihazi yardimiyla analizleri yapilmistir. H.
siirtensis ekstraktinin yapilacak kalitatif ve kantitatif analizi i¢in Yilmaz (2020)
tarafindan gelistirilen ve validasyon g¢alismasi yapilan ve 53 adet fitokimyasal madde
standartini igeren genis kapsamli bir medot kullanilmistir.

H. siirtensis bitki ekstraktinin bilesenleri bu yontem kullanilarak LC-MS/MS
cihaziyla yapilan analiz sonuglar1 Sekil 4.5.’teki gibi tespit edilmistir.
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Sekil 4.5. H. siirtensis bitkisinin metanol ekstraktinin LC-MS/MS kromatogrami

H. siirtensis bitki orneklerinin metanol ekstraktinda Quinic acid, Gallic acid,
Protocatechuic acid, Chlorogenic acid, Protocatechuic aldehyde, Tannic acid, Vanilic
acid, Caffeic acid, Vanillin, p-Coumaric acid, Coumarin, Salicylic acid, Cyranoside,
Rosmarinic acid, Cosmosiin, Naringenin, Luteolin, Kaempferol ve Apigenin olmak
tizere 19 bilesik tespit edilmistir.

Calismamizda metanol ¢oziiciisii kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinda
miktarlarina gore bilesikler sirasiyla Cyranoside, Cosmosiin ve Quinic acid asit seklinde
devam etmekte olup 19 ayr1 bilesik tespit edilmistir. Balos (2021) ¢alismasinda etanol
¢Oziiclisti kullanilarak H. siirtensis bitkisinden elde edilen ekstrakta LC-MS/MS analiz

sonucunda en fazla bulunan bilesikler luteolin, fumarik asit, Kafeik asit seklinde
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siralanmakta olup ayr1 ayr1 yumru, ¢icek ve gdvde kisimlarinda sadece 5 adet bilesik
tespit edilmistir. Aydin (2016) ¢alismasinda H. lineata bitki ekstaraktinin HPLC analiz
sonucunda yiiksek oranda bulunan gallik asit, sinamik asit, ferulik asit ve benzoik asitle
beraber 9 ayri bilesik tespit edilmistir.

H. siirtensis bitki 6rneklerinin metanol ekstraktinin analizleri sonucu elde edilen
bilesiklerin mikrar1 pg analit/g ekstrakt cinsinden biiyiikten kiig¢iige dogru Cyranoside
28,415 pg analit/g, Cosmosiin 22,687 ug analit/g, Quinic acid 7,07 ug analit/g,
Luteolin 3,756 pg analit/g, Caffeic acid 2,772 pg analit/g, Vanilic acid 2,175 ng
analit/g, Protocatechuic acid 0,659 pg analit/g, Vanillin 0,44 pg analit/g, Apigenin0,431
ug analit/g, p-Coumaric acid 0.411 ug analit/g, Protocatechuic aldehyde 0,266 ug
analit/g, Kaempferol 0,177, Tannic acid 0.05 pg analit/g, Coumarin 0,048 ug
analit/g, Rosmarinicacid 0,039 pg analit/g, Chlorogenic acid 0,035 pg analit/g,
Salicylic acid 0,022 g analit/g, Gallic acid 0,018 pg analit/g, Naringenin 0,011 pg

analit/g seklinde siralanmaktadir.

Tablo 4.7. H. siirtensis bitkisinin metanol ekstraktinin madde miktar1 analiz sonuglari

No Bilesikler (ng analit/g extrakt)
Ortalama Sd

1 Quinic acid 7,07 0,003
2 Fumaric aid N.D. N.D.
3 Aconitic acid N.D. N.D.
4 Gallic acid 0,018 0,000
5 Epigallocatechin N.D. N.D.
6 Protocatechuic acid 0,659 0,000
7 Catechin N.D. N.D.
8 Gentisic acid N.D. N.D.
9 Chlorogenic acid 0,035 0,000
10 Protocatechuic aldehyde 0,266 0,000
11 Tannic acid 0,05 0,000
12 Epigallocatechin gallate N.D. N.D.
13 1,5-dicaffeoylquinic acid N.D. N.D.
14 4-OH Benzoic acid N.D. N.D.
15 Epicatechin N.D. N.D.
16 Vanilic acid 2,175 0,000
17 Caffeic acid 2,772 0,000
18 Syringic acid N.D. N.D.
19 Vanillin 0,440 0,000
20 Syringic aldehyde N.D. N.D.
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21 Daidzin N.D. N.D.

22 Epicatechin gallate N.D. N.D.
23 Piceid N.D. N.D.
24 p-Coumaric acid 0,411 0,000
25 Ferulic acid-D3-1S N.A. N.A.
26 Ferulic acid N.D. N.A.
27 Sinapic acid N.D. N.A.
28 Coumarin 0,048 0,000
29 Salicylic acid 0,022 0,000
30 Cyranoside 28,415 0,010
31 Miguelianin N.D. N.D.
32 Rutin-D3-IS N.A. N.D.
33 Rutin N.D. N.D.
34 Isoquercitrin N.D. N.D.
35 Hesperidin N.D. N.D.
36 O-Coumaric acid N.D. N.D.
37 Genistin N.D. N.D.
38 Rosmarinic acid 0,039 0,000
39 Ellagic acid N.D. N.D.
40 Cosmosiin 22,687 0,002
41 Quercitrin N.D. N.D.
42 Astragalin N.D. N.D.
43 Nicotiflorin N.D. N.D.
44 Fisetin N.D. N.D.
45 Daidzein N.D. N.D.
46 Quercetin-D3-IS N.A. N.D.
47 Quercetin N.D. N.D.
48 Naringenin 0,011 0,000
49 Hesperetin N.D. N.D.
50 Luteolin 3,756 0,001
51 Genistein N.D. N.D.
52 Kaempferol 0,177 0,000
53 Apigenin 0,431 0,000
54 Amentoflavone N.D. N.D.
55 Chrysin N.D. N.D.
56 Acacetin N.D. N.D.

N.D.: Not DetectedN.A.: Not Applicable, IS: Internal Standard

Uysal ve ark. (2019) Potentilla tiirlerinin kok ekstreleri bilesik igerikleriyle ilgili
calismalar yapmuislardir. Bizim ¢alismamizda Uysal ve ark. (2019) ¢alismalarinda tespit
edilemeyen Caffeic acid, Salicylic acid, Rosmarinic acid, Vanillin, Apigenin, Luteolin

ve Kaempferol bilesikleri de tespit edilmistir.
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Ertas ve ark. (2015) ¢alismalarinda LC-MS / MS tarafindan incelenen 27 bilesik
arasinda, rosmarinic acidin metanol ekstraktinda en bol bulunan bilesik oldugunu
bulmuslardir. Bouhafsoun ark. (2018) ¢alismalarinda ana bilesenin kinik asid oldugu
goriilmektedir. Calismamizda ise en fazla bulunan bilesigin Cyranoside bilesigi oldugu
tespit edilmistir.

Yener ve ark. (2018) Euphorbia tiirleri tizerine yaptiklari ¢alismada LC-MS/MS
sonuglarma gore bu tiirler kinik asit, malik asit ve tannik asit, rutin, hesperidin ve
hiperosid bakimindan zengin oldugu sonucuna varmislar. Bizim yaptigimiz ¢alismada
da H. siirtensis bitkisinin sirasiyla Cyranoside, Cosmosiin ve Quinic acid, Luteolin,
Caffeic acid, Vanilic acid bakimindan zegin oldugu goriilmiistiir.

Bursal ve ark. (2021) g¢alismalarinda Inula discoidea'nin fitokimyasal
analizlerinde 9 bilesik tespit ederken bizim g¢alismamizda 19 bilesik tespit edilmistir.
(Bursal et al.,, 2021) Bizim bu g¢alisgmamizla Ceylana ve ark. (2016) Cytisopsis
dorycniifolia ve Ebenus hirsuta bitki igerikleriyle, Zengin ve ark. (2018) S. dichotoma
bitki bilesik analiz ¢alismalar1 sayica bu anlamda paralelik arz etmektedir. Boga ve ark.
(2016a) calismalarinda ii¢ Centaurea tiiriiniin fitokimyasal bilesik analizlerinde 22-25

arasi bilesik tespit etmisler.

4.7. GC-MS Analiz Sonuclar1 ve Degerlendirmesi

Gaz kromatografi-kiitle spektrometresi (GC-MS) yardimiyla H. siirtensis
bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayri ¢oziiciisii (aseton, etanol,
metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su) kullanilarak elde edilen
ekstraktlarinin kimyasal igerikleri belirlenmistir. Kovats indeksinin veya diger ismiyle
retansiyon indeksinin kullanim amaci GC cihazinin analiz basing, kullanilan gaz ve
kolon uzunlugu gibi kosullarindan etkilenmemek i¢in etkin bir sekilde kullanilan bir
yontemdir (Kovats, 1958; Yabalak, 2018). 1958 yilinda Kovats tarafindan bulunan ve
kendi adiyla Kovats indeksi olarak adlandirilarak kullanilan bu esitlik Van Den Dool ve
Kratz tarafindan daha da gelistirildi. Van Den Dool ve Kratz tarafindan gelistirilen bu
esitlik GC-MS cihaziyla analiz edilen bilesiklerinin tutulma siirelerinin, C7-C40 doygun
alkan karistminin tutulma siiresiyle karsilastirilmasi mantigina dayanmaktadir (Kovats,

1958; Vand Den Dool ve Kratz, 1963; Yabalak, 2018).
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tr(x) - tr(n)

Al=100X| N+
tr(N)_tr(n)

Al : Alikonma indeksi,

t, w Bilesigin alikonma stiresi,
t, W Bilesikten onceki alkanin alikonma siiresi,
toy Bilesikten sonraki alkanin alikonma siiresi

n : Alkandaki karbon atom sayis1

Yukaridaki Kovéats indeksleri hesaplama denklemi kullanilarak H. siirtensis bitki
ekstraktlarmn Alitkonma indeksleri (Al) ¢ogu bulunarak “NIST Chemistry WebBook”
kullanilarak Literatiirdeki Allkonma indeksleri (LAI) ile karsilastinlmistir. (Linstorm,
1998) H. siirttensis bitkisinin soxhlet ekstraksiyonlari sonucu elde edilen
ekstraktlarindan elde edilen bilesiklerin Kovats indeksleri hesaplama yontemi
kullanilarak elde edilen ve ilerde yapilacak caligmalarda referans gorevide gorebilecek
olan Alikonma indeksleri (Al) incelendiginde Literatiirdeki Alikonma indeksleri (LA) ile
uyumlu oldugu tespit edilmistir.

GC-MS/MS analizi sonucunda asetonitril ekstratindan 3 ayri bilesik, etanol
ekstratindan 4 ayri bilesik, aseton ekstratindan 51 ayr1 bilesik, metanol ekstraktindan 9
ayr1 bilesik, tetrahidrofuran ekstratindan 5 ayri bilesik elde edilmis olup diger ¢ozelti
ekstraktlarindan ise tespit degerlerinin altinda oldugundan herhangi bir bilesik tespit
edilememistir. Soxhlet yontemiyle elde edilen bu ¢ozelti ekstraktlarindan en fazla
bilesik tespiti 51 bilesik ile aseton ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozeltiden elde
edilmistir.

Ibrahim (2020) ¢alismasinda Verbascum pseudoholotrichum Hub.-Mor. (V.
pseudoholotrichum) bitki ekstraktlarnin  GC-MS analiz sonuglarinda metanol
ekstraktinda 26, etanol ekstraktinda 27, su ekstraktinda ise 13 bilesik tespit edilmistir.

Emire Uygun (2020) calismasinda Origanum munzurense bitki ekstraktlarinin

GC-MS analiz sonuglarinda metanol eksraktlarinda 13 bilesik, diklorometan
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eksraktlarinda 10 bilesik, tetrahidrofuran eksraktlarinda 24 bilesik, asetonitril
eksraktlarinda 18 bilesik, etanol eksraktlarinda 15 bilesik, kloroform eksraktlarindal5
bilesik, n-heksan ekstraktlarinda 17 bilesik bulunmustur.

GC-MS/MS analizi sonucunda Aseton ekstratinda 2,3-Butanediol, 2-
Pentadecanone, 1,2-Benzenedicarboxylic acid bilesikleri, etanol ekstraktinda Acetic
acid, 3-Hydroxy-2-butanone, 2,3-Butylene glycol, Dimethylethylene glycol h4-Penten-
2-one hegzanol ekstraktindan, Toluene, 1,3-Dioxolane, 3-Penten-2-one, 2,3-Butanediol,
Ethanol, 2-Pentanone, Coniine, 4-Piperidinone, (S)-3-Ethyl-2-cyclohexen-1-ol,
Cyclohexanol, alpha.-Dodecene, 2-Tetradecene, Dodecane, Eicosane, 2,5-
Cyclohexadiene-1,4-dione, Nonadecane, Octadecane, Phenol, Docosane,1-Hexadecene,
Sulfurous acid, Pentadecane, Hexadecane, Nonadecane, Heneicosane, 5-Octadecene,
Hexatriacontane, 2-Ethyl-1-dodecanol, Benzoic acid, 1,2-Benzenedicarboxylic acid,
Tetracosane, Dotriacontane, 7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro(4,5), Hexacosane, Phthalic
acid, Trichloroacetic acid, 10-Methylnonadecane, 1-Octadecanol, Tritetracontane,
Pentafluoropropionic  acid, Tetratetracontane, Heneicosyl heptafluorobutyrate,
Nonahexacontanoic acid, Hexatriacontane, 1-Dodecanol, Sulfurous acid, Oxalic acid,
13-Docosenamide, Adamantane metanol ekstraktinda Hydrazine, Acetic acid,
Hydroxyacetone, Dimethylethylene glycol, 2,3-Buty lene glycol, 4H-Pyran-4-one, L-
Glutamic-2-d acid, 5-Hydroxymethylfurfural, 1,5 - anhydro - arabino — furanose Tetra
Hidro Furan ekstraktinda ise 2,3-Butanediol, 2(3H)-Furanone, 2,6-di(t-butyl)-4-
hydroxy-4-methyl,  1-Methyl-5-t-butyluracil,  O-Ethyl-O'-(trimethyl)silyl  methyl
bilesikleri tespit edilmistir.
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Tablo 4.8. Asetonitril ekstraktinin GC-MS/MS analiz sonuglar1

No Bilesikler Asetonitril
Coziiciiler
RT Alan Kalite
(dk) (%) (%)
1 2,3-Butanediol 4.628 55.30 90
2 2-Pentadecanone 43.10 3.45 70
3 1,2-Benzenedicarboxylic acid 43.82 3.01 90
Asetonitril
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=
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Sekil 4.6. Asetonitril ekstraktinin GC-MS/MS kromatogrami
Tablo 4.9. Etanol ekstraktinin GC-MS/MS analiz sonuglart
No Bilesikler Etanol
Coziiciiler RT Alan Kalite
(dk) (%) (%)
1 Acetic acid 4,31 39,69 91
2 3-Hydroxy-2-butanone 4,56 13,60 59
3 2,3-Butylene glycol 5,35 766 78
4 Dimethylethylene glycol 5,48 28,49 91
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Sekil 4.7. Etanol ekstraktinin GC-MS/MS kromatogrami
Tablo 4.10. Aseton ekstraktinin GC-MS/MS analiz sonuglari
No Bilesikler Aseton
Coziiciiler RT Alan Kalite
(dk) (%) (%)

1 4-Penten-2-one 3,34 1,13 64
2 Toluene 3,61 0,25 93
3 1,3-Dioxolane 4,11 0,16 90
4 3-Penten-2-one 4,19 3,45 91
5 2,3-Butanediol 4,51 0,44 72
6 Ethanol 5,07 0,21 53
7 2-Pentanone 5,80 34,00 72
8 Coniine 13,4 2,69 59
9 4-Piperidinone 14,92 3,66 95
10 (S)-3-Ethyl-2-cyclohexen-1-ol 16,92 0,39 59
11 Cyclohexanol 17,31 0,55 38
12 alpha.-Dodecene 17,81 0,71 94
13 2-Tetradecene 26,99 2,20 97
14 Dodecane 27,26 0,16 90
15 Eicosane 29,31 0,27 58
16 2,5-Cyclohexadiene-1,4-dione 29,54 1,35 99
17 Nonadecane 30,18 0,10 83
18 Octadecane 30,35 0,31 86
20 Phenol 31,25 0,75 96
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21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

Docosane

1-Hexadecene

Sulfurous acid
Pentadecane

Hexadecane

Nonadecane

Heneicosane
5-Octadecene
Hexatriacontane
2-Ethyl-1-dodecanol
Benzoic acid
1,2-Benzenedicarboxylic acid
Tetracosane
Dotriacontane
7,9-Di-tert-butyl-1-oxaspiro (4,5)
Hexacosane

Phthalic acid
Trichloroacetic acid
10-Methylnonadecane
1-Octadecanol
Tritetracontane
Pentafluoropropionic acid
Tetratetracontane
Heneicosyl heptafluorobutyrate
Nonahexacontanoic acid
Hexatriacontane
1-Dodecanol

Sulfurous acid

Oxalic acid
13-Docosenamide
Adamantane

31,87
33,97
34,26
37,66
38,65
38,78
39,09
41,56
41,74
41,90
43,52
43,81
44,23
44,49
45,27
46,18
46,32
47,01
47,18
50,17
50,56
53,57
56,38
56,49
58,18
60,74
61,64
63,04
65,77
68,13
71,52

0,25
3,03
0,85
0,27
0,25
0,40
0,35
2,83
0,35
0,35
0,40
0,40
0,18
0,27
4,65
0,36
0,41
1,18
0,60
4,60
0,83
0,33
0,64
1,01
0,36
0,22
0,23
0,37
0,26
1,92
0,24

74
94
80
95
68
91
87
99
87
80
58
87
90
81
99
87
80
94

95
91
91
91
81
53
91
64
87
90
93
52
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Sekil 4.8. Aseton ekstraktinin GC-MS/MS kromatogrami
Tablo 4.11. Metanol ekstraktinin GC-MS/MS analiz sonuglar1
No Bilesikler Metanol
Coziiciiler _
RT Alan Kalite
(dk) (%) (%)
1 Hydrazine 3,29 0,50 64
2 Acetic acid 3,61 9,18 91
3 Hydroxyacetone 3,83 3,13 72
4 Dimethylethylene glycol 5,30 1,00 86
5 2,3-Buty lene glycol 5,49 2,25 90
6 4H-Pyran-4-one 16,55 5,38 94
7 L-Glutamic-2-d acid 19,73 1,86 50
8 5-Hydroxymethylfurfural 21,62 37,86 94
9 1,5 - anhydro - arabino - furanose 32,74 35,63 53
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Sekil 4.9. Metanol ekstraktinin GC-MS/MS kromatogrami
Tablo 4.12. Tetrahidrofuran ekstraktinin GC-MS/MS analiz sonuglar1
No Bilesikler Tetrahidrofuran
Coziiciiler RT Alan Kalite
(dk) (%) (%)
1 2,3-Butanediol 4,87 21,90 87
2 2(3H)-Furanone 8,33 18,32 91
3 2,6-di(t-butyl)-4-hydroxy-4-methyl 29,77 6,70 99
4 1-Methyl-5-t-butyluracil 30,36 10,84 90
5 O-Ethyl-O'-(trimethyl)silyl methyl 32,54 5,20 72
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Sekil 4.10. Tetrahidrofuran ekstraktinin GC-MS/MS kromatogrami

4.8. Antibakteriyel Aktivite Sonuclari ve Degerlendirmesi

Bu calismamizda soxhlet ekstraksiyon yonteminde aseton, etanol, metanol,
hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su ¢oziiciileri kullanilarak elde edilen
ekstraktlarin hem gram pozitif hem de gram negatif bakterilere karsi antibakteriyel
aktivitelerini 6lgmek icin standart suslardan Escherichia coli (ATCC 25922) ve
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) oOrnekleri test mikroorganizmalari olarak
kullanlilarak 2 farkli bakteri {izerindeki antibakteriyel aktiviteleri O6l¢iilmiistiir. Elde
edilen ekstraktlarin 37 °C'de etiivdeki 24 saatlik inkiibasyan sonucu olugan inhibisyon
zonu bulgular: tablo 4.13 ve tablo 4.14’te belirtilmistir. Tablolardan da goriilecegi tizere
H. siirtensis bitki ekstraktinin birgok ¢6zelti konsantrasyonunda gram negatif bir yapiya
sahip E. Coli bakterisine karsi etkili oldugu ve gram-pozitif yapiya sahi S. aureus

bakterisine kars1 yok denecek kadar az antibakteriyel etki gosterdigi gozlenmektedir.

4.8.1. Staphylococcus aureus (S. aureus) antibakteriyel aktivite sonuglari ve

degerlendirmesi

Bu c¢alismamizda delik agar difiizyon yontemi kullanarak gram negatif bir
yapiya sahip Staphylococcus aureus (ATCC 25923) antibakteriyel testleri kullanilarak
H. siirtensis bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayri ¢oziiciisii
(aseton, etanol, metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su)
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kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin inhibisyon zone g¢aplar1 belirlenmistir. H.
siirtensis bitkisinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) antibakteriyel testine karsi en
yiiksek antibakteriyel aktiviteyi aseton ¢o6zeltisinin kullanilmasi sonucu elde edilen
ekstraktin 1/1 konsantrasyonunda olusan 23*20*22*19 mm'lik zonuyla gézlenmistir.
Bunlar tetrahidrofuran ¢ozetli ekstraktinin 1/1 Konsantrasyonunda olusan 14*13*14*14
mm'lik biiytikliigiindeki zonu, etanol ¢o6zelti ekstraktinin 1/1 konsantrasyonunda
13*11*15*%12 mm'lik biiytkliglindeki zonu, aseto nitril ¢ozelti ekstraktinin 1/1
konsantrasyonunda 11*12*12*11 mm'lik biiyiikliglindeki zonu ve metanol ¢ozelti
ekstraktinin 1/1 deliisyonunun 10*11*10*10 mm'lik biyiikligiindeki zonlar1 takip
etmektedir. Staphylococcus aureus (ATCC 25923) bakterisine etanol ¢ozelti
ekstraktinin sadece 1/1 ve 1/2 konsantrasyonlar1 etki etmekte diger seyretlik
konsantrasyonlar1 etki etmemektedir. Metanol ¢6zelti ekstraktt sadece 1/1
konsantrasyonunda etki etmekte diger konsantrasyonlarda etki etmemektedir. Hekzan
cozelti ekstraksiyonunun higbir ¢ozelti ekstrakti etki etmemektedir. Su ¢ozelti
ekstraktinin higbir konsantrasyonu etki etmemektedir. Aseton ¢ozelti ekstrakti 1/1,1/2
ve 1/4 konsantresinde etki etmekte diger konsantrasyonda ¢ok az etki etmemektedir.
Kloroform ¢ozelti ekstraksiyonu higbir konsantrasyonda etki etmemektedir. Asetonitril
cozelti ekstrakti sadece 1/1 konsantrasyonunda etki etmekte, diger konsantrasyonlarda
etki etmemektedir. Tetrahidrofuran ¢ozelti ekstrakti 1/1,1/2,1/4 konsantrelerinde etki
etmekte diger konsantrasyonda etki etmemektedir. Staphylococcus aureus (ATCC
25923) bakterisine en fazla yaklasik 1/8 konsantrasyonu ¢ok az olmak lizere yaklasik 4
konsantrasyonda aseton ve tetrahidrofuran ¢ozelti ekstrakti 3 konsantrasyonda etki
gostermektedir. Metanol, su, hegzan ve kloroform ¢ozelti ekstraktlart da hemen hemen

higbir konsantrasyonda etki géstermemektedirler.
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Tablo 4.13. Staphylococcus aureus (S. aureus) antibakteriyel aktivite sonuglari

Ekstrakt ¢ozeltisinin Adi

Etanol ¢ozeltisi ekstrakti

Metanol ¢ozeltisi ekstrakti

Hegzan ¢ozeltisi ekstrakti

Su ¢ozeltisi ekstrakti

Aseton ¢ozeltisi ekstrakti

Klorofrom ¢ozeltisi ekstrakti

Aseto Nitril ¢ozeltisi ekstrakti

Tetra Hidro Furan ¢ozeltisi
ekstrakti

Cozelti
konsantrasyonlari
1/1
¥z
Vi
1/8
11
Y2
Vi
1/8
11
V23
Ya
1/8
1/1
Ve
Va
1/8
1/1
V23
Vi
1/8
1/1
V2
Va
1/8
1/1
Ve
Va
1/8
1/1
23
Vi
1/8

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

13*11*15*12 mm
10*11*10*11 mm
Negatif

Negatif
10*11*10*10 mm
Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif

Negatif
23*20*22*19 mm
17*15*16*16 mm
12*13*10*12 mm
Yok denecek kadar az
Negatif

Negatif

Negatif

Negatif
11*12*12*11 mm
Negatif

Negatif

Negatif
14*13*14*14 mm
13*13*12*13 mm
11*11*12*12 mm
Negatif
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Sekil 4.11. Aseton ¢6zelti ekstraktinin S. Aureus bakterisine karsi olusturdugu zone

4.8.2. Esherichia coli (E. coli) antibakteriyel aktivite sonuclar: ve degerlendirmesi

Bu ¢aligmamizda delik agar diflizyon yontemi kullanarak gram pozitif bir yapiya
sahip Escherichia coli (ATCC 25922) antibakteriyel testleri kullanilarak H. siirtensis
bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayr1 ¢oziiciisii (aseton, etanol,
metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su) kullanilarak elde edilen
ekstraktlarinin inhibisyon zone ¢aplart belirlenmistir. H. siirtensis bitkisinin Escherichia
coli (ATCC 25922) antibakteriyel testine karsi en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi su
cozeltisinin kullanilmas1 sonucu elde edilen ekstraktin 1/1 konsantrasyonunda yok
denecek kadar olusan zonuyla gozlenmistir. Diger ¢ozelti ekstraktlarinin higbir
konsantrasyonunda Escherichia coli (ATCC 25922) bakterisine karsi bir zone

goriilmemistir.
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Tablo 4.14. Esherichia coli (E. coli) antibakteriyel aktivite sonuglari

Ekstrakt ¢ozeltisinin Adi Cozelti Escherichia coli (ATCC 25922)
konsantrasyonlart
Etanol ¢ozeltisi ekstrakti 11 Negatif
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif
Metanol ¢ozeltisi ekstrakti 11 Negatif
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif
Hegzan ¢ozeltisi ekstrakt 1/1 Negatif
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif
Su ¢ozeltisi ekstrakti 1/1 Yok denecek kadar az
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif
Aseton ¢6zeltisi ekstrakti 1/1 Negatif
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif
Kloroform ¢ozeltisi ekstrakti 11 Negatif
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif
Asetonitril ¢ozeltisi ekstrakti 1/1 Negatif
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif
Tetrahidrofuran ¢ozeltisi ekstrakti 1/1 Negatif
1/2 Negatif
1/4 Negatif
1/8 Negatif

4.9. Nem Tayini Sonugclari ve Degerlendirmesi

H. siirtensis bitki numunesini kurutma amacglh kullanilacak kurutma kaplari 2
saat boyunca 105 °C'de kurutulduktan sonra nem kapmamasi i¢in oda sicakliginda
desikatorde sogutulmustur. Bu kurutma isleminde sonra numune kaplar1 hassas teraziyle
tartilarak igerisine daha Once hassas teraziyle tartilmig 1 gr bitki numunesinden
konularak sabit tartima gelmesi i¢in 8 saat boyunca 105 °C'de etiivde kurutulmustur. Bu
kurutma isleminden sonra numune hassas teraziyle tartilarak H. siirtensis bitki
numunesinin kuru madde miktart 0,922 g olarak Ol¢iilmiis ve nem buhart ugucu
oldugundan aradaki farktan 0,078 g nem oldugu tesbit edilmistir. Yiizde olarak

hesaplandiginda ise nem miktarinin yiizdesel orani %7,8 olarak 6l¢iilmiistiir.
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Tablo 4.15. Nem miktar1 ve yiizdesel orani

Baslangigtaki Madde Kurutmadan Sonraki Nem Miktar1 (g)  Nem Yiizdesi
miktari (g) Madde miktar (g)
1g 0,922 ¢ 0,078¢ % 7,8

4.10. Kiil Tayini Sonuclari ve Degerlendirmesi

525 °C'de 5 saat boyunca kiil firninda yakilan toz haline getirilmis 0,6192 g H.
siirtensis bitkisinin yanma sonucu beyaz kiil haline gelmis numunesi hassas teraziyle
tartilmast sonucu beyaz kiil miktarinin 0,0151 g oldugu goriildii. Tartilan 0,0151 g
beyaz kiil miktarinin yiizdece miktar1 baglangicta tartilarak kiil firinina alinan toplam
toz haline getirilmis 0,6192 g'lik bitki numunesinin agirligina gore yiizdesel oraninin

yiizde 2,439 oldugu goriildii.

4.11. Yag Tayini Sonuclar1 ve Degerlendirmesi

H.siirtensis bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayri ¢oziiciisii
(aseton, etanol, metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su)
kullanilarak elde edilen yag ekstraktlarinin miktar1 dlciildiigiinde en yiiksek yag ekstrakt
degerinin 1,0812 g ile metanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ekstrakta ait oldugu,
0,6428 g ile etanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen yag ekstraktinin bunu takip ettigi en
diisiik yag ekstrakt degerinin ise 0,2115 g ile su ¢ozelti ekstrakti kullanilarak elde edilen

ekstrakt oldugu goriilmektedir.
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Tablo 4.16. Soxhlet ekstraksiyon sonucu elde edilen yag miktarlari

Soxhlet Eksrat Miktari
Ekstrakt ¢ozeltisinin Adi Miktar (g)
Etanol ¢ozeltisi ekstrakti 0,6428
Metanol ¢ozeltisi ekstrakti 1,0812
Hegzan ¢ozeltisi ekstrakt 0,3442
Su ¢6zeltisi ekstrakti 0,2115
Aseton ¢ozeltisi ekstrakt 0,3279
Kloroform ¢6zeltisi ekstrakti 0,2237
Asetonitril ¢ozeltisi ekstrakti 0,4416
Tetrahidrofuran ¢ozeltisi ekstrakti 0,2780

4.12. Renk Tayini Sonuclari ve Degerlendirmesi

H. siirtensis bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayri ¢oziiciisii
(aseton, etanol, metanol, hegzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su)
kullanilarak elde edilen 10 ml'lik ¢dzelti ekstraktlarinin renk 6l¢timii yapildiginda renk
Olctimiiniin L degeri i¢in en yiiksek deger 15,49 ile klorofrom ¢ozeltisi kullanilarak elde
edilen ekstrakt ¢ozeltisinde Olgiildiigii ve bunu 9,83'liik 6l¢iim ile asetonitril ¢ozelti ve
hegzan ¢ozelti ekstraklarinin takip ettigi goriilmektedir. En diisiik renk ol¢iim L
degerinin ise 6,41 ile metanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinda
Olctldiigii bunu 6,41 ile su c¢oOzeltisnin kullanilmasit sonucu elde edilen c¢ozelti
ekstraktinda 6l¢iildiigii gortilmektedir.

Renk olglimiiniin a degeri iginse en yiiksek Olglim degerinin 0,15 ile hekzan
¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinda olgildigii bunu -0,11 ile su
coziiclisii kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinda olctildiigii goriilmektedir. En
diisiik degerin ise -0,47 ile etanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinin
Olgtilmesiyle elde edildigi bunu -0,44 ile kloroform ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen
¢oOzelti ekstraktinda Olctildiigi goriilmektedir.

Renk Olclimiiniin b degeri i¢in deger olarak en yiiksek Olgiimiin 2,40 ile
klorofrom ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢6zelti ekstraktinda 6lgiildiigii bunu 2,24 ile
etanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstaktinda 6l¢iildiigii goriilmektedir. En
diisiik 6l¢iim degerlerinin ise 0,31 ile hegzan ¢dzeltinin kullanilmasi sonucu elde edilen

cozelti ekstraktinin Olglilmesi sonucu elde edildigi bunu 0,88 ile aseton ¢dozeltisi
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kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinin  kullanimi  sonucu elde edildigi
gorilmektedir.

Renk oOl¢limiiniin hu a¢1 degerinin derce agis1 igin deger olarak en yiiksek
Olgtimiin 64,18 ile hegzan c¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢o6zelti ekstraktinda
ol¢iildiigii bunu -77,88 ile metanol ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstaktinda
olgiildiigii goriilmektedir. En disiik o6l¢iim degerlerinin ise -83,11 ile su ¢ozeltinin
kullanilmasi sonucu elde edilen ¢ozelti ekstraktinin 6l¢iilmesi sonucu elde edildigi bunu
-82,23 ile aseton ¢Ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinin kullanimi sonucu
elde edildigi goriilmektedir.

Renk Ol¢limiiniin hu a¢1 degerinin radyal agisi i¢in deger olarak en yiksek
Olgtimiin 1,12 ile hegzan ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢ozelti ekstraktinda dl¢tildiigi
bunu -1,36 ile etanol ve metanol ¢6zeltisi kullanilarak elde edilen ¢6zelti ekstaktinda
olgiildiigti goriilmektedir. En diisiik 6l¢iim degerlerinin ise -1,45 ile su ¢ozeltinin
kullanilmast sonucu elde edilen ¢ozelti ekstraktinin dl¢iilmesi sonucu elde edildigi bunu
-1.44 ile aseton ¢ozeltisi kullanilarak elde edilen ¢6zelti ekstraktinin kullanimi sonucu

elde edildigi goriilmektedir.
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Tablo 4.17. Renk tayini sonuglari

Ekstrakt Kontrol sayisi L A B
cozeltisinin Adt
Etanol ¢ozeltisi 1. Olgiim 9,43 -0,41 2,11
ekstrakti 2. Olgiim 8,20 -0,27 2,24
3. Olgim 6,21 -0,73 2,37
Ortalama 7,95 -0,47 2,24
Metanol ¢ozeltisi 1. Olgiim 6,28 -0,45 1,59
ekstrakti 2. Olgim 6,15 -0,30 1,63
3. Olgim 6,79 -0,30 1,67
Ortalama 6,41 -0,35 1,63
Hegzan ¢ozeltisi 1. Olgim 10,05 0,39 -0,23
ekstrakti 2. Olgim 10,16 0,04 0,21
3. Olgim 9,28 0,02 0,95
Ortalama 9,83 0,15 0,31
Su ¢ozeltisi 1. Olgim 7,51 -0,04 0,76
ekstrakti 2. Olgim 6,82 -0,06 1,01
3. Olgim 5,70 -0,22 0,95
Ortalama 6,68 -0,11 0,91
Aseton ¢dzeltisi 1. Olgiim 8,35 -0,20 0,91
ekstrakti 2. Olcim 9,43 -0,16 0,80
3. Olgiim 8,75 -0,01 0,94
Ortalama 8,84 -0,12 0,88
Kloroform 1. Olgiim 15,62 -0,34 2,28
¢Ozeltisi ekstrakti 2. Olgiim 15,24 -0,60 2,51
3. Olgiim 15,61 -0,37 2,40
Ortalama 15,49 -0,44 2,40
Asetonitril 1. Olgiim 10,14 -0,24 1,57
¢ozeltisi ekstrakti 2. Olcim 10,10 -0,41 1,51
3. Olgiim 9,26 -0,18 1,41
Ortalama 9,83 -0,28 1,50
Tetrahidrofuran 1. Olgiim 9,04 -0,36 1,37
¢ozeltisi ekstrakti 2. Olgiim 10,14 -0,24 1,57
3. Olgiim 9,96 -0,25 1,59
Ortalama 9,71 -0,28 1,51
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Tablo 4.18. H. siirtensis bitkisi ekstraktinin renk analizinin belirlenmesi

Ekstrakt ¢ozeltisinin Adi

Etanol ekstrakti
Metanol ekstrakti
Hegzan ekstrakti
Su ekstrakti

Aseton ekstrakti
Kloroform ekstrakti
Asetonitril ekstrakti

Tetrahidrofuran ekstrakti

L

7,95
6,41
9,83
6,68
8,84
15,49
9,83
9,71

-0,47
-0,35
0,15
-0,11
-0,12
-0,44
-0,28
-0,28

2,24
1,63
0,31
0,91
0,88
2,40
1,50
151

Kroma

2,62
1,39
0,06
0,42
0,39
2,98
1,16
1,18

H agis1 (arctan(b/a))
Radyal Derce
-1,36 -78,15
-1,36 -77,88
1,12 64,18
-1,45 -83,11
-1,44 -82,23
-1,39 -79,61
-1,39 -79,43
-1,39 -79,49

* renk degerlerinden kroma=(a?+b?)? formiiliiyle, h agis1 degeri h=arctan(b/a) esitligiyle hesaplanmistir. L: koyuluk/agiklik(0-100);
a: (-)yesillik/(+)kirmizilik; b: (-)mavilik/ (+)sar1 olarak bilinmektedir.

4.13. pH Tayini Sonugclar: ve Degerlendirmesi

H. siirtensis bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayri ¢oziiciisii

(aseton, etanol, metanol, hekzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su)

kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin

10 mL'lik c¢ozeltilerinin pH degerleri

ol¢iildiigiinde 6,34 ile en yiiksek pH degerinin hegzan ekstrakt ¢ozeltinde dl¢lilmiistiir.

En diisiik pH degeri de 2,27 ile su ekstra ¢ozeltisinde 6l¢iilmiistiir. 2,27-6,34 aralifinda

pH degerlerine sahip olan ¢ozelti ekstraktlarin hepsinin asidik degere sahip oldugu

gorilmektedir.
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Tablo 4.19. pH o6l¢iim sonuglar1

pHOLCUMU
Ekstrakt ¢ozeltisinin Adi Kontrol sayist pH
Etanol ¢ozeltisi ekstrakt: 1. Olgiim 4,42
2. Olgiim 4,40
3. Olgiim 4,39
Ortalama 4,40
Std sapma +0,015
1. Olgiim 4,92
Metanol ¢ozeltisi ekstrakti 2. Olgiim 4,95
3. Ol¢iim 4,93
Ortalama 4,93
Std sapma +0,015
Hekzan ¢0zeltisi ekstrakti 1. Olgiim 6,34
2. C)lgiim 6,31
3. C)lgiim 6,36
Ortalama 6,34
Std sapma +0,025
Su ¢ozeltisi ekstrakti 1. Olciim 2,26
2. Olgﬁm 2,30
3. Olgiim 2,25
Ortalama 2,27
Std sapma +0,026
Aseton ¢dzeltisi ekstrakt: 1. Olgiim 5,24
2. Olciim 5,21
3. Olgiim 5,27
Ortalama 5,24
Std sapma +0,030
Kloroform ¢6zeltisi ekstrakti 1. Olgiim 4,98
2. Olgﬁm 5,02
3. Olgﬁm 4,96
Ortalama 4,99
Std sapma +0,030
Asetonitril ¢ozeltisi ekstraktt 1. Olgiim 4,20
2. Olgiim 4,24
3. Olgiim 4,19
Ortalama 4,21
Std sapma +0,026
Tetrahidrofuran ¢ozeltisi ekstrakti 1. Olgiim 3,33
2. Olgﬁm 3,30
3. Olgﬁm 3,32
Ortalama 3,32
Std sapma +0,015

4.14. Oksidasyon Rediiksiyon (OR) Potansiyel Analizi Sonuglarn ve

Degerlendirmesi

H. siirtensis bitkisinin soxhlet ekstraksiyon yontemi kullanilarak 8 ayri ¢oziiciisii
(aseton, etanol, metanol, hekzan, kloroform, asetonitril, tetrahidrofuran ve su)
kullanilarak elde edilen ekstraktlarinin 10 mL 'lik ¢6zeltilerinin oksidasyon rediiksiyon

(OR) potansiyel degerleri olgiildiigiinde 272,9 ile en yiliksek OR degerinin hegzan
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ekstrakt ¢ozeltinde Olglilmiistiir. En diisiik OR degeri de 64,2 ile metanol ekstrakt
coOzeltisinde Olclilmiistiir. Cozelti ekstraktlarin OR degerlerinin 64,2-272,9 araligindaki

degerlere sahip oldugu goriilmektedir.

Tablo 4.20. Oksidasyon Rediiksiyon (OR) potansiyel analizi sonuglari

Ekstrakt ¢ozeltisinin Adi OR

Etanol ¢ozeltisi ekstrakti 162,2
Metanol ¢ozeltisi ekstrakti 137,1
Hekzan ¢06zeltisi ekstrakti 64,2

Su ¢6zeltisi ekstrakti 272,9
Aseton ¢ozeltisi ekstrakt 120,8
Kloroform ¢6zeltisi ekstrakti 1345
Asetonitril ¢ozeltisi ekstrakt 173,6
Tetrahidrofuran ¢ozeltisi ekstrakti 218,4

4.15. Kuru Madde Tayini Sonuclari ve Degerlendirmesi

H. siirtensis bitki numunesini kurutma amaclh kullanilacak kurutma kaplari 2
saat boyunca 105 °C'de kurutulduktan sonra nem kapmamasi ig¢in oda sicakliginda
desikatorde sogutulmustur. Bu kurutma isleminde sonra numune kaplar1 hassas teraziyle
tartilarak icerisine daha Once hassas teraziyle tartilmis 1 g bitki numunesinden
konularak sabit tartima gelmesi i¢in 8 saat boyunca 105 °C'de etiivde kurutulmustur. Bu
kurutma isleminden sonra numune hassas teraziyle tartilarak H. siirtensis bitki
numunesinin kuru madde miktar1 0,922 g olarak Olc¢lilmiistiir. Yiizde olarak

hesaplandiginda ise kuru madde miktarinin yiizdesel oran1 %92,2 olarak ol¢tilmustiir.

Tablo 4.21. Kuru madde miktar1 ve yiizdesel orani

Baslangigtaki Madde miktari (g) Kurutma isleminden Sonraki Kuru Madde Yiizdesi
Madde miktari (g)
1g 0,922 g % 92,2
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5. SONUC VE ONERILER

Siirt yoresine has endemik bir bitki olan H. siirtensis bitkisi bu arastirma i¢in
Siirt ilinde toplanmustir. H. siirtensis bitkisinin ekstraktlar1 soxhlet ve maserasyon
olmak iizere iki farkli ekstraksiyon yontemi uygulanarak elde edilmistir. H. siirtensis
bitkisinin ve elde edilen ekstraktlarinin DPPH ve FRAP yontemleri kullanilarak
antioksidan kapasiteleri, FCR yontemiyle toplam fenolik madde igerikleri, toplam
flavonoid madde miktarlari, ICP-OES ve ICP-MS cihaz1 kullanilarak element analizleri,
LC-MS/MS ve GC-MS cihazlar1 kullanilarak fenolik madde igerikleri, S. aureus ve E.
coli Dbakterileri kullanilarak antimikrobiyal aktivite analizleri yapilmis ve diger
fizikokimyasal 6zellikleri belirlenmistir.

H. siirtensis bitki ekstraktlarinin DPPH serbest radikal siipiirme aktivitelerinin
en yiiksek % inhibisyon degeri 68,72 ile %80’lik aseton ekstraktindan elde edilmis olup
en disiik degeri de 36,36 ile saf su ckstraktindan elde edilmistir. H. siirtensis bitki
ekstraktlarinin FRAP ydntemiyle yapilan antioksidan kapasite analizlerinde en yiiksek
degerin 1,91 ug/mL FeSO4 esdegeri ile %80°1lik metanol ekstraktina en diisiik degerinde
1,25 ug/mL FeSO4 esdegeri ile saf su ekstraktina ait oldugu tespit edilmistir. DPPH ve
FRAP yontemiyle elde edilen H. siirtensis bitkisinin antioksidan aktivitelerinin yiiksek
ve birbirilerine yakin oldugu goriilmektedir.

H. siirtensis bitkisinin toplam fenolik madde miktarinin en yiiksek degeri 95,87
mg/mL Galik asit es degeri ile %80’lik metanol ekstraktindan elde edilmis olup en
diisiik degeri de 8,27 mg/mL Galik asit es degeri ile saf su ekstraktindan elde edilmistir.
H. siirtensis bitkisinin toplam fenolik madde miktar1 bakimindan zengin oldugu ama
ekstraktlar arasinda fark oldugu goriilmektedir.

H. siirtensis bitkisinin en yiiksek toplam flavonoid bilesik miktarmin 564,63
mg/mL rutin es degerligi ile saf su ekstraktindan elde edildigi, en miktarinin ise 477,56
mg/mL rutin es degerligi ile %80°lik aseton ekstraktindan elde edildigi goriilmektedir.
H. siirtensis bitkisinin toplam flavonoid bilesik miktarin1 bakimindan zengin oldugu ve
ekstrakt sonuclarinin birbirlerine yakin oldugu goriilmektedir.

ICP-OES analiz sonucu H. siirtensis bitki numunesinde mg/kg cinsinden miktar
olarak en fazla 5329+1,60 mg/kg ile mikrodalga numunesinde kalsiyum elementi tespit
edilmis olup bunu sirastyla 3214+28,90 mg/kg ile mikrodalga numunesinde potasyum,

2327,32+10,50 mg/kg ile yas yakma numunesinde magnezyum ve 2232,23+87,06
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mg/kg ile yas yakma numunesinde yine kalsiyum elementi tespit edilmistir.

ICP-MS analiz sonucu H. siirtensis bitki numunesinde mg/kg cinsinden miktar
olarak en fazla 15649,95+485,14 mg/kg ile mikrodalga numunesinde kalsiyum elementi
tespit edilmis olup bunu sirasiyla 6770,02+142,17 mg/kg ile mikrodalga numunesinde
potasyum, 4958,57+29,75 mg/kg ile yas yakma numunesinde demir ve 2669,99+42 .72
mg/kg ile mikrodalga numunesinde magnezyum elementi tespit edilmistir.

H. siirtensis bitki numunesinin orneklerinin metanol ekstraktinin LC-MS/MS
cihaziyla yapilan analiz sonucunda Quinic acid, Gallic acid, Protocatechuic acid,
Chlorogenic acid, Protocatechuic aldehyde, Tannic acid, Vanilic acid, Caffeic acid,
Vanillin, p-Coumaric acid, Coumarin, Salicylic acid, Cyranoside, Rosmarinic acid,
Cosmosiin, Naringenin, Luteolin, Kaempferol ve Apigenin olmak iizere 19 bilesik tespit
edilmistir. En fazla igeren bilekler sirasiyla Cyranoside, Cosmosiin ve Quinic acid asit
seklinde siralanmistir. H. siirtensis bitki ekstraklarinin GC-MS cihaziyla yapilan analiz
sonucunda en fazla bilesik 51 bilesik ile aseton ¢ozelti ekstraktinin analizinde elde
edilmigstir. GC-MS ve LC-MS/MS cihazlariyla yapilan analiz sonuglari H. siirtensis
bitkisinin zengin bir bilesik igerigine sahip oldugunu gostermekte ve bir¢ok alanda
kullanilabilecek bilesik icerigine sahip oldugunu gostermektedir.

H. siirtensis bitkisinin Staphylococcus aureus (ATCC 25923) antibakteriyel
testine kars1 en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi aseton ¢ozeltisinin kullanilmasi sonucu
elde edilen ekstraktin 1/1 konsantrasyonunda olusan 23*20*22*19 mm'lik zonuyla
gozlenmistir. H. siirtensis bitkisinin Escherichia coli (ATCC 25922) antibakteriyel
testine kars1 en yiiksek antibakteriyel aktiviteyi su ¢ozeltisinin kullanilmasi sonucu elde
edilen ekstraktin 1/1 konsantrasyonunda yok denecek kadar olusan zonuyla
gozlenmistir. H. siirtensis bitkisinin 6zellikle gram negatif bir yapiya sahip
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) gibi bakterilere kars1 antibakteriyel aktivitesinin
yiiksek oldugu antibakteriyel testlerinden anlagilmaktadir.
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