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OZET

Bu c¢alismada, Tiirkiye’de dogal olarak yetisen, acik havada kurutulmus
Lamiaceae ailesine mensup Salvia staminea tiirii, meyve, yaprak ve govde kisimlari
ayrilmadan calisildi. Bitkilerden elde edilen ugucu yaglarin kimyasal bilesenleri GC-MS
yontemi ile analiz edildi. Analiz clevenger, kat1 faz mikro ekstraksiyon ve headspace
olmak tizere 3 farkli yontem kullanilarak yapildi. Toplamda 38 ugucu yag belirlendi ve
bu ugucu yaglarin 30 tanesinin terpen sinifindan oldugu saptandi. Bu bitkinin ana
bilesenlerini monoterpenoid grubunun olusturdugu gozlendi. Uygulanan {i¢ yontemde
de monoterpenoid sinifindan olan Linalil Asetat bilesigi maksimum miktarda bulunan
terpen olarak gozlemlendi. Antimikrobiyal c¢alismalar 6 bakteri ve 1 mantar iizerinde
yapildi. Ugucu yagin daha ¢ok gram pozitif bakteriler iizerinde ve mantar iizerinde
aktivite gosterdigi gozlenmistir. Yapilan antioksidan calismalarinda bitki ucucu yag
ekstraktinin sahip oldugu ICso degeri baz alinarak antioksidan aktivitesinin ¢ok etkin

olmadig1 gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Salvia staminea, GC-MS, Antioksidan aktivite, Antimikrobiyal

aktivite, Ugucu yaglar



SUMMARY

In this study, air- dried Salvia staminea genus which is naturally grown in
Turkey was studied without seperating its fruit, leaf and body parts. Chemical
components of the essential oils which is obtained from the plant were analyzed by
using GC-MS method. The analysis was made using three different methods which
were liquid injection, solid phase micro extraction and headspace. In total 38 essential
oils determined and 30 of them were found to be the class oh the terpenes.It was
observed that main components of this plant were composed from monoterpenoid class.
In these three methods, Linalyl Acetate compound which belong to monoterpenoid class
had the maximum amount of these terpenes. Antimicrobial studies were performed on
six bacteria and one yeast. It was observed that essential oil has more activity on gram-
positive bacterias and fungi. It was observed that in the study of antioxidant activity,
when it compared to 1Csy value of essential oil extract of the plant, was not very

effective.

Key Words: Salvia staminea, GC-MS, Antioxidant activity, Antimicrobial activity,

Essential Oils



3. GIRIS ve AMAC

Son 25 yildir bitkilerin, ilag ve ilgili diger sanayilerde kullaniminda biiyiik artis
gozlenmektedir. Yirminci yiizyilin baglarinda teknolojik gelismelerin  getirdigi
yenilikler, sosyal ve politik degisimler bitkilerin ila¢ olarak kullaniminin hizla
azalmasina neden olmustur. Ayn1 zamanda ila¢ sanayinde kitle iiretimi sentetik ilaglarin
tiretilmesi de bunda etkili olmustur(l). Gelismis tlkeler 6zellikle tedavide bitkisel
kaynaklara yonelmis durumdadirlar. Tedavide kullanilan ilaglarin 6nemli bir kismini
dogal kaynakli ilaglar olusturmaktadir. Dogal kaynakli ilaglarin kullanim orani gelismis

tilkelerde %60, gelismekte olan iilkelerde ise %4 civarindadir.

Allium, Origanum, Mentha, Salvia ve Thymus tiirlerinde oldugu gibi bu bitki
cinslerinin baz tiirleri besin maddesi olarak kullanilmalarinin yan1 sira, koku verici ve
tat verici olarak da kullanilmaktadir. Bitkilerin tedavi amaciyla kullanilmasi ilk
uygarliklara kadar dayanmaktadir(2). Dogal kaynakli bir¢ok bitki soguk alginligindan
kansere birgok hastaligin tedavisinde, halk arasinda gelencksel ilag olarak

kullanilmaktadir.

Dogal yoldan faydalanilan bitkilerin daha sonra sentetik tiirevleri sentezlenerek
insanlarin hizmetine sunulmus fakat hem pahali, hem yan iriinlerin varligit hem de
bitkisel kaynakl: ilaglara gore tek etkiye sahip olmalarindan 6tiirii, son yillarda bitkisel

kaynakl ilaglara geri doniis olmustur.

Gilinlimiizde eczanelerde satilan ilaclarin bircogu bitkisel kaynakli ya da bitkisel

kaynakli bilegenlerin sentezlenmis tiirevleridir.

Tiirkiye florasinda 87 Salvia tiiriinden 44 tanesi Anadolu’ya endemik yayilis
gostermektedir. Bu tiir bitkiler, basta ugucu yag olmak tizere tagidiklari terpenoidler ve

fenolik bilesiklerden dolay1 tip, kozmetik ve gida sektoriinde kullanilmaktadir.

Bu ¢alismada antienflamatuar 6zelikleri oldugu bilinen (3) Salvia staminea adli
bitki tiirti Clevenger aparati kullanilarak ekstraksiyon islemine tabi tutulmus, elde edilen
yaglar GC-MS, GC-FID ve Headspace metotlariyla calisilip ucucu bilesenleri
belirlenmis, kiitiiphane taramasi Wiley GC-MS Kiitliphanesi ve NISTO05 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Elde edilen ekstraktlarin antioksidan aktiviteleri ve antimikrobiyal

aktiviteleri incelenmistir.



Bu c¢alisma Salvia staminea bitkilerinin ugucu yaglarinin Clevenger
ekstraksiyonla elde edilen oziitiniin Siiperoksit dismutaz inhibisyonu aktivitesi ve
DPPH serbest radikal giderim aktivitesi, standart antioksidant olan askorbik asit ile
karsilastirilarak belirlendi. Tiim ugucu yaglarda konsantrasyon artigina bagli olarak
serbest radikal giderim aktivitesinin ve toplam antioksidant aktivitesinin de arttigi
goriildiir. DPPH serbest radikal giderim aktivitesi analizinde inhibisyon degeri 60.4uM
olarak bulunmustur. Antimikrobiyal ¢alismalar sonucu elde edilen ugucu yaglarin
kullanilan mantar tlirline ve daha ¢ok gram pozitif bakterilere karsi etkin oldugu

belirlendi.



4. GENEL BILGILER
4.1. Ucucu Yaglar

Ugucu yaglar kendine has kokusu rengi tadi olan, ugucu 6zellige sahip ve oda
sicakliginda sivi ya da donmus halde bulunabilen yagimsi maddelerdir. Bu yaglar diger
yaglardan farkli olarak su buhari ile siirliklenebilirler ve siizge¢ kagidi iizerinde leke
birakmazlar. Daha ¢ok petrol eteri, benzen, eter, gibi organik ¢oziiciide ¢oziiniirler. Belli
derecedeki etil alkoldeki ¢oziiniirliikleri de saflik kontroliinde kullanilmaktadir. Kirilma
indisi yiiksek olan genelikle optik¢e aktif maddelerdir. Ayni sekilde polarize 15181

¢evirme agisindaki farklilik da saflik kontrolii i¢in kullanilmaktadir.

Ugucu yaglar daha ¢ok sicak iklim bdlgelerinde bulunan bitkilerde cesitlilik
gostermektedir. Ulkemiz bulundugu cografi konumu sebebiyle Akdeniz ikliminin
ozeliklerini tilke genelinde gostermektedir. Tiirkiye dzellikle ugucu yag igeren bitkiler
bakimindan ¢ok zengin bir floraya sahip olmasina ragmen 5-10 y1l dncesine kadar giil
disinda hi¢ bir bitkinin biiyiik bir tiretim alan1 bulunmamaktaydi, ancak son yillarda
giilyag1 disindaki ugucu yag tesislerinin sayisinda da artis olmustur. Ozellikle Antalya,
Manisa, Mersin, Mugla ve Hatay illerinde kurulu tesislerde kekik, defne, kir nanesi,
biberiye, kimyon, mersin, limon yapragi, anason, melisa ve sigala agaci gibi aromatik
bitkilerden ugucu yag tiretilmektedir. Aymi sekilde lavanta bitkisi de Isparta bolgesinde
iretilmekte ve diger bitkilere gore daha yliksek oranda yag icermektedir. Eskiden
sadece ugucu yag {ireticisi durumunda olan {ilkemiz son yillarda gesitlilik yoniinden

zenginlesmis ve diinya ticaretinde kendine ait yerini hazirlamaya baslamistir(4).
4.2. Ugucu Yag Elde Etme Yontemleri
Bitkilerden ucucu yag elde etmek amagli kullanilan yontemler;
» Buhar Destilasyonu
Soguk Presleme
Enflartj

Coziict Ekstraksiyonu

vV Vv VYV V

Stiper Kritik Akigskan Ekstraksiyonu (SFE)



» Kat1 faz mikro ekstraksiyon (SPME)
» Mikrodalga ekstraksiyon (MDE)

en yaygin kullanilanlardir.

4.2.1. Buhar Destilasyonu

Ugucu yag eldesinde kullanilan en yaygin yontem buhar destilasyonu
yontemidir. Kurutulmus bitkiler ekstraksiyon isleminin yapilacagi balona konulduktan
sonra lizerine ¢oziicli olarak su ilave edilir. Su buhar ile yiirliyen ugucu yaglar geri
sogutucu yardimiyla uygun bdlmede toplanir. Yeteri kadar madde alindiktan sonra
ekstraksiyon islemi bitirilir. Dekantasyon islemi ile ucgucu yag diizenekten alinir.

Diizenek Resim 1'de gosterilmistir

Resim 1. Clevenger ekstraksiyon diizenegi

4.2.2. Soguk Presleme

Bu islem daha ¢ok destilasyon sirasinda yapisit bozulan greyfurt portakal gibi
turunggillerin ugucu yaglarini elde etmek amaciyla kullanilir, meyveler sert bir ylizeyde
yuvarlanarak press islemine tabii tutulur. Bu sirada ugucu yaglarin bulundugu
keseciklerin patlamasi sonucu ortaya ¢ikan ucucu yag meyve suyunun iizerinde toplanir

ve santrifiij islemiyle karisimdan ayrilir (5, 6).



4.2.3. Enflariij

Ugucu yag bilesimi diisiik olan bazi bitkilerin ugucu yaglarini elde etmek
amactyla kullanilir. Bitkisel ya da hayvansal kaynakli yag, ugucu yag bilesenlerini
absorblayict olarak kullanilir ve daha sonra alkol ile yikanarak ucucu bilesenlerin

alkolde ¢ozlinmesi saglanir. Alkol ugurularak ugucu yag elde edilir.
4.2.4. Coziicii Ekstraksiyon

Cok ucuz bir yontem olmasimin yani sira aromatik tiim bilesenlerin ¢oziicii
igerisine ge¢mesini saglayan, yiiksek verimli bir yontemdir. Coziicli olarak genellikle
hegzan gibi organik c¢oziiciiler tercih edilmektedir. Resim 2'de reaksiyon diizenegi

gosterilmistir.

Resim 2. Coziicii ekstraksiyonu reaksiyon diizenegi



4.2.5. Siiper Kritik Siv1 Ekstraksiyonu (SFE)

Buhar destilasyonu ile elde edilemeyen bir¢ok ucucu yag bu yontem ile elde
edilmektedir. Bu yontemde ekstraksiyon yapilmak istenen materyal karbon dioksit
gazina yiiksek basinca maruz birakilir. Yiiksek basing altinca karbon dioksit gazi
stvilagir ugucu yaglart biinyesinde bulunduran karbondioksit gazi sonra basing
diistiriilmesiyle ortamdan buharlastirilarak uzaklastirilir ve geri doniisiimli bir sekilde
ekstraksiyon islemi tamamlanmis olur. Bu sekilde daha diisiik sicakliklarda
karbondioksit gazinin sivilasmasi saglanarak ekstraksiyon islemi gerceklestirilir ve daha

keskin kokulu ve yiiksek verimli ugucu yag elde edilmis olur (7).
4.2.6. Kat1 Faz Mikro Ekstraksiyon (SPME)

Kati1 faz mikro ekstraksiyon (SPME) cok basit ve ¢oziicii gerektirmeyen bir
yontemdir. Yontemin temeli polimerik sabit faz ile kaplanmis fuse silika fiber iizerine
ucucu yaglarin absorpsiyonu ve daha sonra bu fiber yapi iizerinde absorblanmig
maddelerin enjeksiyon portunda isitilmasiyla desorpsiyonuna dayanmaktadir. Kat1 faz
mikro ekstraksiyonunda kullanilan fiber u¢ analiz i¢in ¢ok dnemlidir. Fiber tiplerinden
polidimetiksiloksan (PDMS) kapli fiber apolar o6zellikteki hidrokarbonlar igin,
polidimetiksiloksan/divinilbenzen (PDMS/DVB) polar ugucular i¢in kullanilmaktadir.
Karboksen/polidimetiloksan (Karboksen/PDMS) fiber gazlar ve diisiik molekiil agirlikli
bilesikler i¢in, karbovaks/divinilbenzen/polidimetiksiloksan (CW/DVB/PDMS) asitler
i¢in, poliakrilat (PA) ve karbovaks kapl fiber fenoller ve karboksilik asitler gibi polar
ucucular i¢in kullanilmaktadir. Absorbsiyon i¢in kullanilan fiber u¢ 6rnegi Resim 3'de

gosterilmektedir.

Resim 3. Kat1 faz mikro ekstraksiyon fiber ucu



4.2.7. Mikro Dalga Ekstraksiyon (MDE)

Sicaklik ve basinct kontrol edilebilen kapali sistem ekstraksiyonudur. Bu
yontemin avantaji az c¢oziicii kullanilarak kisa bir siirede ekstraksiyon igleminin
tamamlanmasidir. Diger bir avantaji ise tim materyalin ayni1 anda 1sitilmasidir. Mikro
dalga enerjisinin etkinligi biiylikk oranda ¢oziicii icerigine, bitki materyaline ve
uygulanan mikro dalga giiciine baglidir. Polar c¢oziiciilerin ve iyonik maddelerin
kullanilmast durumunda daha hizli bir enerji yayilimi s6z konusu oldugundan daha
etkin sonu¢ alinmaktadir. Mikro dalga ekstraksiyon yontemi i¢in kullanilan laboratuar

tipi firin Resim 4' de gosterilmektedir.

Resim 4. Laboratuar tipi mikro dalga firin

4.2.8. Headspace

Kiigiik hacimlerdeki Orneklerin, ¢dziicii kullanilmadan, ugucu molekiillerinin
analizini saglayan ¢ok hassas bir yontemdir. Bu yontemde vialin yarisina kadar bitki
koyulur ve 1sitma boélmesinde 1sitildiktan sonra buharlasan ugucu molekiilleri analiz
edilir (8). Headspace analiz i¢in kullanilan u¢ ve 1sitma paneli Resim 5°de

gosterilmektedir.



Resim 5. (A) Headspace 1sitma paneli, (B) Headspace ekstraksiyon ucu

4.3. Ucucu Yaglarin Etkileri

Ucucu yag oran1 %10 ile %0.01 arasinda degisen bitkiler, giiniimiizde kozmetik,
ilac ve yiyecek tatlandiricist olarak kullanilmaktadirlar. Ugucu yaglar son derece
konsantre olup ortalama 1 kg ucucu yag elde etmek i¢in bin ile ikibin kg arasinda bitki
kullanilmaktadir. Bazi uzmanlar ugucu yaglarin, bitkinin enfeksiyonlarla savagsmak ve
mikrop ve parazitleri kovmak i¢in kullanilan bilesikleri icerdigini ileri siirmektedir.
Arastirmacilar ugucu yaglardan yiizlerce kimyasal izole etmisler ve bir¢cok ugucu yagin
antibakteriyel, antienflamatuvar, antifungal ve antiparazit o6zellik tasidiginm

gostermiglerdir (3).

Ugucu yaglar cok karmasik bir igerige sahiptirler. Genel olarak igerikleri
alkoller, esterler, terpenler, aldehitler ve kumarinlerden olusur. Bu maddeler ugucu
yaglara antiseptik, antispazmatik, analjezik, antiviriitik, bakterisidik, antitoksik, tonik,
ditiretik, sedatif ve antidepresan gibi gesitli etkiler kazandirir. Ugucu yaglar kolaylikla
havaya karigarak burundaki alfaktor sinir uglart araciligiyla beyni etkileme kapasitesine
sahiptirler. Bu yolla merkezi sinir sistemi ve limbik sistem tizerinde etki gosterirler.
Ugucu yaglarin bazi duygularimizi diizenlemesindeki ve psikolojik birtakim
sorunlarimiz1 ¢ozebilmesindeki sir burada yatmaktadir. Bu nedenle ucucu yaglar,
parfiim, oda spreyi, inhalasyon ve aroma lambalar1 ile uygulanarak yogun stres,
huzursuzluk, endise ve uyku problemleri gibi pek ¢ok sorunun ¢oziilmesine yardimei

olmak i¢in de kullanilir (9).

Bitkilerden elde edilen bu maddeler oldukga fazla sayida olmakla birlikte kanser

tedavisinde kullanilan bazi antineoplastik ilaclar da dahil, ¢cok 6nemli ilaglar elde
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edilmektedir. Ulkemizin bu agidan bir avantaji, cok zengin bir floraya sahip olmas1 ve

ilag elde edilebilecek bitkilerin yetismesidir (10).

Bitkinin yetisti§i yer, mevsim kosullari, bitki yapraklarimin veya diger
kisimlarinin toplandigi mevsim gibi ¢ok ¢esitli faktor, bitkinin i¢indeki ugucu maddenin
miktarini, ¢esitliligini ve dolayisiyla etkinligini degistirebilmektedir. Bu gerekgeyle, bu
tiir bitkilerden saglanacak ilaglar, kozmetik {irlinler, gida tatlandiricilarinin standardize

edilmis kosullardan elde edilmesi son derece dnemlidir (11).

Ulkemizde 50’nin iizerinde ucucu yag iiretilmekte ya da ithal edilmektedir.
Bunlarin énemli bir boliimii ¢esitli rahatsizliklar i¢in ve alternatif tibbi tedavilerde ilag
kategorisine girmeden kullanilmakta, bir kism1 da cilt ve saglarda, kozmetik iiriinlerinde
birlikte veya yalniz kullanilmaktadir. Tiirkiye’de ugucu yag iiretiminin biiyiik bir paymi
giilyag1 olusturmaktadir. Tiirkiye’de son yillarda giilyaginin disinda; kekik, defne, kir
nanesi, biberiye, kimyon, mersin ve limon yapragi gibi aromatik bitkilerden ugucu
yaglar lretilmektedir. Eskiden giilyagi disinda, sadece aroma bitki {ireticisi olan

iilkemiz, son yillarda ugucu yag iireticisi olma yolunda énemli adimlar atmaktadir (4).
4.4. Terpenler

Terpenler, bitkilerden elde edilen ucucu yaglarda en fazla bulunan dogal
bilesiklerdir. Terpenler, recine ve regineden iiretilen turpentinin ana bilesikleridir.
Terpen ismi turpentin kelimesinden tliremistir. Terpenlerin ¢ogu hidrokarbonlardir.
Ancak, alkoller, ketonlar ve aldehitler gibi oksijen iceren bilesikleri de olabilir.
Terpenlerin karbon ve hidrojen haricinde hetero atom igeren bilesiklerine terpenoid
denir. Terpenlerin oksitlenmesi ile meydana gelen oksijenli tiirevler koku, tat ve terapik

ozellikteki maddelerdir (12).

Terpenler molekiill formiilii CSH8 olan 2-metil-1,3-butadien (izopren)
birimlerinin birlesmesiyle olusurlar. Bu kurala C5 kurali ya da izopren kurali denir. Bu
birlesme bas-kuyruk seklinde olabilecegi gibi kuyruk-kuyruk seklinde de olabilir.

Terpenlerin 10 ya da 15 karbonlu olanlar1 bitkilerden su buhari destilasyonu ile

daha fazla karbonlu olanlar ise ekstraksiyon yontemleri ile ayrilirlar.
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4.5. Terpenlerin Siniflandirilmasi

Ruzicka tarafindan ortaya atilmis olan “izopren Kuralima” gore biitiin terpenlerin
karbon iskeletleri izopren birimlerinin iki ya da daha fazlasinin birlesmesiyle

olusmustur (13).

Tablo 1. Terpenlerin siniflandirilmasi

Izopren Sayisi Karbon Sayist Sinif Kapal1 Formiilii

1 5C Hemiterpenler CsHs

2 10C Monoterpenler CioH16
3 15C Seskiterpenler C15H24
4 20C Diterpenler C20H32
5 25C Sesterpenler C25H40
6 30C Triterpenler C30H4s
8 40C Tetraterpenler CaoHsa
n 5nC Politerpenler (CsHs)s

4.5.1. Monoterpenler

Monoterpenler 10 karbonlu olup bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ugucu,
bilesiklerdir. iki izopren biriminden meydana gelirler. Trans-geranil pirofosfat, cis-
geranil pirofosfata dontigerek siklik monoterpenlerin biyosentezinde ana bilesen roliinii
oynar. Parfiim ve gida maddelerinde koku verici olarak kullanilirlar, bazilar1 antifungal,
antibakteriyal ve antikanser etkiye sahiptirler. Monoterpenler tasidiklar1 ana iskelete

gore siniflandirilirlar (14).
Monoterpenler yapilarina gore {i¢ grupta incelenirler;

» Asiklik monoterpenler: Diiz zincirlidirler, ¢ifte bag tasiyabilirler. Optikge
aktiflikleri yapilarinda tasidiklar1 asimetrik karbon atomundan ileri gelmektedir.
Osimen, Sitral, Sitronellal ve Geraniol 6rnek olarak gosterilebilir.

» Monosiklik monoterpenler: Bir halka ve ¢ifte bag tasirlar. Terpinen, Terpinen-4-

ol, Menton ve Kuminal 6rnek olarak gdsterilebilir.
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Bisiklik monoterpenler: ki halka ve ¢ifte bag tasirlar. B-pinen, verbenol,
mirtenol ve kamfor 6rnek olarak verilebilir.

Trisiklik monoterpenler: Ug halka tasirlar, palasonin ve kantaridin drnek olarak

verilebilir.

4.5.2. Seskiterpenler

Seskiterpenler, bir¢ok farkli organizmada rastlanan biiyiik bir madde grubudur.

Bu bilesiklerin ¢ogunun yapisi, kromatografik ve spektroskopik metotlar kullanilarak

son 25 yilda aydmlatilmistir. Seskiterpenler farnesil pirofosfat’in trans ve cis

izomerlerinden olugsmaktadir. Seskiterpenler iskelet yapilarina gore 6 sinifa ayrilirlar.

>

YV V V VYV V

Asiklik seskiterpenler: Diiz zincirlidirler, ¢ifte bag tasirlar ve asimetrik karbon
atomlar1 bulundurmalar1 nedeniyle optikce aktiftirler.

Monosiklik seskiterpenler: Bir halka ve cifte bag tasirlar.

Bisiklik seskiterpenler: iki halka ve cifte bag tasirlar.

Trisiklik seskiterpenler: Ug halka tasirlar.

Tetrasiklik seskiterpenler: Dort halka tasirlar.

Azotlu heterosiklik seskiterpenler: Birgok halkali yap1 ve azot atomu barindiran

terpenlerdir.

4.5.3. Diterpenler

Diterpenler dort izopren biriminin birlesmesiyle olusan molekiillerdir, oksijen

iceren bilesiklerine diterpenoidler denir. Diterpenler fitol, retinal, retinol gibi biyolojik

olarak onemli bilesikler i¢in temel olustururlar (9).

N

Sekil 1. Cis- fitol'un molekiil sekli
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4.5.4. Sesterpenler

Sesterpenler genellikle bocek koruyucu vakslardan ve mantar kaynaklarindan

izole edilirler. Cesitli doymamis ve dallanmis sesterpenler haslen olarak bilinirler.

Sekil 2. Haslen’in molekiil sekli

4.5.5. Triterpenler

Alt1 izopren birimi igeren bilesiklere triterpen denir. Dogal bilesiklerin genis bir
grubunu olusturan ve oksijen iceren bilesikleri olan triterpenoidler, stereoid ve sterolleri

igerirler. Skualen biitiin triterpenoidlerin dnemli bir biyolojik parcasidir.(34)

A NP

Sekil 3. Skalen’in molekiil sekli

4.5.6. Tetraterpen

Sekiz izopren birimi iceren tetraterpenler karotenoidler olarak da bilinirler.

Karotenoidler kuvvetli absorbsiyon gosteren parlak molekiillerdir. Klorofilden sonra
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dogada en yaygin bulunan renk pigmentleridir. Hidrokarbon karotenoidler karotenler
olarak bilinirken, bunlarin oksijenli tiirevleri ksantofil olarak bilinir. Dogada yaygin
olarak bulunan karotenoidler, fruktosantin (alglerde), lutein, violaksantin ve
neoksantindir. Beslenme fizyolojisi agisindan en 6nemlisi olan B-karoten dogada yaygin
halde bulunmaktadir ve ilk olarak Waekenroder tarafindan havugtan izole edilmistir

(15).
4.5.7. Politerpenler

Bir¢ok izopren biriminin olusturdugu uzun zincirler iceren terpenlerdir. Dogal
kauguk cis konumunda ¢ifte baglh poliizopren igerirken, bazi bitkiler gutta precha olarak

bilinen dogal kaugugun trans izomeri olan bir poliizopren iiretirler.

A A

Sekil 4. Dogal kauguk

4.6. Spektroskopik Yontemler

Bir ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin bir enerji diizeyinden digerine
gecisleri sirasinda absorblanan veya yayilan elektromanyetik 1simanin 6lgiilmesi ve
yorumlanmasina spektroskopi denir. Kisaca, spektroskopi maddenin enerji ile olan

iliskisinin incelenmesidir.

Spektroskopik yontemler, Atomik Spektroskopi ve Molekiiler Spektroskopi olmak
tizere temelde iki gruba ayrilir. Atomik spektrum sadece elektronlarin bir enerji
diizeyinden digerine gegislerini igerir. Molekiiler spektrum, elektronik diizeyler

arasindaki gegislere ek olarak donme ve titresim enerji diizeyleri arasindaki gecisleri de
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icerir. Bu nedenle molekiillerin molekiiler spektrumlar1 atom spektrumlarina oranla

daha karmasgiktir (9).

Spektroskopik ydntemler i¢inde en ¢ok kullanilan yontemler UV-VIS (Mor Otesi
Gériiniir Bolge), IR (Kirmizi Otesi), NMR (Niikleer Magnetik Rezonans), MS (Kiitle
Spektroskopisi) ve Kromatografidir.

Mor Otesi-Gériiniir  Bolge Spektroskopisi; modern analitik laboratuarlarin
oturmus, giivenilir, kesin ve vazgecilmez bir yontemidir. UV-VIS spektroskopisi
kullanilarak  bilinmeyen  maddeler tanimlanabilir ve bilinen  maddelerin
konsantrasyonlar1 tayin edilebilir. UV- VIS spektroskopisi i¢in solventler iyi ¢dzme

Ozelligine sahip olmalidir ve genis bir UV araliginda UV 1ginin1 gecirmelidir (16).

Infrared spektroskopisi, maddenin infrared 1sinlarin1 absorblamasi ilkesine
dayanir. IR bolgesi 3 temel bolgeden olusmaktadir; bunlar yakin IR (780-2500 nm), orta
IR (2500-25 000 nm) ve uzak IR (50 000-100 000 nm) bolgeleridir. Homoniikleer
molekiiller (Hp, Cj;, F2) hari¢, biitiin molekiiller infrared spektrumu verirler. IR
spektroskopisi yap1 aydinlatilmasinda ve oOzellikle fonksiyonel gruplarin varliginin

tespitinde kullanilan ¢ok 6nemli bir spektroskopik yontemdir.

Niikleer Magnetik Rezonans Spektroskopisi; molekiillerdeki belirli ¢ekirdeklerin
kuvvetli bir magnetik alandayken, radyo dalgalarin1 absorblamasina dayanir. Bir
molekiilin NMR spektrumu alinabilmesi i¢in molekiiliin spin kuantum sayisinin
stfirdan farkli olmasi1 gerekir (I#0). NMR, bir molekiildeki C ve H atomlarina iliskin
bilgiler verir. Ozellikle sentezlenen bilesiklerin yapilarini aydinlatmada ¢ok énemli bir

yere sahiptir.

MS; analitik yontemler i¢inde en genis uygulama alanma sahip, maddelerin
elementel bilesimlerinin belirlenmesinde, kalitatif ve kantitatif analizlerde, molekiillerin
yapilarinin aydinlatilmasinda ve bir numunedeki atomlarin izotopik oranlarinin
bulunmasinda kullanilan bir yontemdir. Kiitle spektroskopisinde, madde yiiksek enerjili
elektron demetiyle bombardiman edilerek (+) yiiklii parcaciklar olusur. Bu parcaciklar,
m/z oranlarma gore ayrilarak spektrum elde edilir. Bu spektrumdan yararlanip

maddenin molekiil agirlig1 ve molekiil formiilii belirlenir (9).
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4.6.1. Kromatografik Yontemler

IIk kez Rus botanik¢i Mikhail Tswett tarafindan gelistirilen bir yontem olan
kromatografi bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli faz olmak
lizere birbirleriyle karismayan iki fazli bir sistemde ayirma ve saflastirma islemidir.
Tswett bu yontemi bitki pigmentlerinin renkli bilesenlerini ayirmakta kullanmistir.
Kullandig1 kolonda renkli bantlar olustugundan bu ayirma yontemine kromatografi
adin1 vermistir. Kromatografi'nin siniflandirilmas ii¢ sekilde yapilmaktadir. Bunlar;
ayrilma mekanizmalarina gore, uygulama bi¢imine gore ve faz tiplerine gore

yapilmaktadir.
4.6.1.1. Ayrilma Mekanizmalarina Gore Kromatografi
Ayrilma Mekanizmalarina gére kromatografi cesitleri asagidaki gibidir.
» Adsorbsiyon Kromatografisi
» Partisyon Kromatografisi
> Iyon Degistirme Kromatografisi
» Jel filtrasyon Kromatografisi
> Iyon Cifti Kromatografisi
» Afinite Kromatografisi
4.6.1.2. Uygulama Bicimine Gore Kromatografi
Uygulama bi¢imine kromatografi ¢esitleri 2 ¢esittir ve asagidaki gibidir.
Diizlemsel Kromatografi
» Kagit Kromatografisi
> Ince Tabaka Kromatografisi (TLC)
Kolon Kromatografisi
» Gaz Kromatografisi (GC)

» Yiiksek Basingli S1vi Kromatografisi (HPLC)
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4.6.1.3. Faz Tiplerine Gore Kromatografi
Faz tiplerine kromatografi ¢esitleri asagidaki gibidir.
S1vi Kromatografisi
» Sivi-Kat1 Kromatografisi
»  S1vi-S1vi Kromatografisi
Gaz Kromatografisi
» Gaz-Kat1 Kromatografisi
» Gaz-Sivi Kromatografisi
4.6.2. Gaz Kromatografisi

Gazlarin, ugucu vyaglarin ve  yiksek sicaklikta  bozunmayan
buharlastirilabilen biitiin maddelerin analiz edilebildigi kromatografik yontemdir.
Gaz kromatografisi ile kalitatif analizler yapilabilecegi gibi kantitatif analizlerde
yapilabilmekte ve kendisine ait kiitiiphaneleriyle ¢alismalara kolaylik
saglamaktadir. Bu sekilde diger kromatografik yontemlerden daha avantajli bir
konumdadir. Gaz kromatografisi cihazi tasiyici gaz, enjeksiyon bdlmesi, kolon,

dedektor ve kayit edici kisimlarindan olugsmaktadir.
4.6.2.1. Tasiyic1 Gaz

Enjekte edilen maddeyi Oniine katarak siiriikleyen kolon icerisindeki dolgu
maddesi ya da tasiman madde tiirleriyle reaksiyona girmeyen inert gazlardan
olusmaktadir. Genellikle kullanilan gazlar; He, Ar, N, H; ve CO; dir. Hidrojen gazi,
iyi bir tasiyict gaz olmasinin yaninda analit ile reaksiyona girip yeni maddeler
olusturabilecegi icin pek kullanilmamaktadir. Bu nedenle genellikle He ve N3

tasiyict gaz olarak tercih edilmektedir.
4.6.2.2. Enjeksiyon Bolmesi

Enjeksiyon kismi kolonun basinda bulunan ve i¢inde buharlastirict olan
kisimdir. Bu bolmenin sicakligr iyi ayarlanmalidir. Maddeyi buharlastirabilecek
kadar sicak olmali ancak maddeyi asir1 1sitip bozunmasina sebep olacak kadar
yiiksek olmamalidir. Iyi ayarlanmazsa ayirma iyi olmaz hem kolonun hem de

kromatogramin kirlenmesine sebebiyet verir.
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Enjektor split ve splitless olmak iizere iki modda ¢alisir. Split modda analiz
icin kullanilacak maddenin bir kismi enjekte edilerek calisilirken, splitless modda
tim madde kullanilir. Split mod derisik numuneler i¢in kullanilir, bu sekilde
kolonun kirlenmemesi saglanir, ayrica daha diizgiin kromatogramlar elde edilir.
Splitless mod genellikle ¢ok seyreltik numuneler i¢in madde kaybi1 olmadan analiz

saglanmasi i¢in kullanilmaktadir.
4.6.2.3. Kolon

Gaz kromatografisinde kullanilan kolonlar genelde iki ¢esittir. Bunlar dolgulu
kolonlar ve kapiler kolonlar olmak tizere iki gesittir. Dolgulu kolonlar sabit faz ve
destek maddeleri ile istenen uzunlukta ve i¢ capta temin edilip kullanilir. Dolgulu
kolonlar genellikle cam, paslanmaz c¢elik, bakir, aliminyum veya teflon gibi
malzemelerden yapilmaktadirlar. Bu kolonlar, sabit sivi fazla kapli olup homojen ve
inert kati madde ile doldurulmustur. Kolonlar 2-3 m uzunlugunda, 2-4 mm
capindadirlar. Diger tiir olan kapiler kolonlar dolgulu kolonlara gore daha kullanisls,
ayirma giicli yiiksek ve verimlidir. WCOT kolon gaz kromatografisinde kullanilan en
yaygin kolon tiiriidiir. Kolon duvarlar1 sivi bir fazla kaplanmistir. Bunun haricinde
SCOT ve FSOT kolonlar1 da kullanilmakta olup, 1siya dayanikliligi bakimindan en
kullanisli olan1 FSOT kolondur.

4.6.2.4. Dedektor
Gaz kromatografisinde birden ¢ok dedektor kullanilabilir. Bunlardan bazilari;
»MS (Kiitle Spektrumu)
> FID(Alev Iyonizasyon Dedektorii)
» EYD(Elektron Yakalama Dedektorti)
» TID(Termal iletkenlik Dedektorii)

GC-MS kombinasyonu kullanildiginda analiz su sekilde ilerlemektedir.
Oncelikle kolona giren maddeler polarlik derecelerine gore ayrilip dedektdr kismina

gelirler ve molekiil agirliklarina gére fragmentler olusturarak dedekte edilirler.

GC-FID kombinasyonunda polarlik derecesine gore ayrilan maddeler alev

icerisinde iyonlastirilir. Secici bir dedektor olup azot, oksijen ve karbondioksit gibi
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alevde iyonlagsmayan molekiillere karsi duyarli olmayip hidrokarbonlara kars1 duyarl

olan dedektordir.

GC-EYD kombinasyonunda kolondan ¢ikan maddelere disiik enerjili S
1sinlar1 gonderilir. Ortamda organik madde yoksa bu iyonizasyon sonunda sabit bir
akim goriiliir. Organik madde bulunmasi durumunda ise elektronlar madde tarafindan

yakalanacagindan akim diiser bu akim kayb1 6l¢iiliir ve sinyal meydana gelir.

GC-TID kombinasyonunda gaz akimindaki 1sisal iletkenligin degismesi algilanir;
bu amacla kullanilan cihaza "katharometre" denir. Cihazin hassas elementi elektrikle
isitilan bir kaynaktir; kaynagin sicakligi, sabit elektrik giiclinde, etrafindaki gazin 1sil
iletkenligi ile degisir. Isil iletkenlik dedektorleri basit, kaba ve ucuzdur. Bunlar diger

baz1 dedektorler kadar hassas degildir (17).
4.7. Antimikrobiyal Maddelerin Genel Ozellikleri

Antimikrobiyal madde; ¢ok az yogunlukta dahi mikroorganizma gelisimini
engelleyen, biyolojik kdkenli ikincil metabolitlerdir. Mikroorganizmalardan elde edilen,
kiigiik dozlarda diger mikroorganizmalar1 6ldiiren ve insan organizmasina zararl etkisi
goriilmeyen dogal veya sentezlenmis maddeler olarak da tanimlanmaktadir (18). Bunun
yanm sira ilaglarda da antimikrobiyal maddeler viicut savunmasi i¢in kullanilmaktadir.
Bu maddeler mikroorganizmalara karsi gesitli etkiler gostermektedir. Bir¢ogu hem

bakteri hem de mantarlar iizerinde gii¢lii bir aktiviteye sahiptirler.
Bu maddeler;

v Fizyolojik yonden sakincali olmamali

v’ Saf olmal, toksikolojik yonden sakincali olmamali

v’ Miimkiin oldugunca genis spektrumlu olmal

v'Duyusal 6zellikleri etkilememeli

v"Madde bilesenleri ile reaksiyona girmemeli
4.7.1. Antimikrobiyal Maddenin Simiflandirilmasi

Antimikrobiyal maddeler bakteriler ve mantarlar iizerine 5 farkli sekilde etki
ederler (19). Hiicre duvar1 sentezini inhibe ederler, sitoplazma zarmin ve

fonksiyonunun bozulmasini saglarlar, protein sentezini inhibe ederler, niikleik asit

20



sentez ve fonksiyonlarinin bozulmasini saglarlar ve kimyasal yapidaki benzerliklerden

dolay1 metabolizmalari1 bozularak etki ederler.

4.8. Antioksidan Aktivite

Antioksidanlar serbest radikalleri nétralize ederek oksidasyonunu engelleyen,

yavaslatan, durduran bilesikleridir. Peroksidasyon zincir reaksiyonunu engelleyerek

veya aktif oksijen tiirlerini toplayarak lipid oksidasyonunu inhibe ederler (20).

Antioksidan savunma mekanizmalar1 gesitli olup baslicalar1 soyledir; Radikal

metabolit {liretiminin engellenmesi,

iiretilmis radikallerin temizlenmesi, Hiicre

deformasyonun onarilmasi, Sekonder radikal {ireten zincir reaksiyonlarin durdurulmas,

endojen antioksidan kapasitesinin arttirilmasi seklindedir.

Antioksidanlar, dogal ve yapay olmak {izere baslica iki gruba ayrilir.

Dogal Antioksidanlar

Enzimler

e SOD
e Katalaz
e Sijtokrom oksidaz

Endojen

Bilirubin
Ferritin

Urik Asit
Glutatyon
Albiimin
Haptoglobinler

Sekil 5. Antioksidan gesitleri

Antioksidanlar

Enzim Olmayanlar

/N
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Yapay Antioksidanlar
e BHT
e BHA

e Troloks

Eksojen

E Vitamini
B-Karoten
Askorbik Asit
Flavonoidler
Polifenoller



4.9. Antioksidan Tayin Yontemleri

Giiniimiizde 6nemi gittikge artan antioksidanlarin tayin metotlart buna paralel olarak
artis goOstermistir. Antioksidanlar temelde oksidasyonu yavaslatan veya durduran
bilesiklerdir. Biyolojik sivilarin ve cesitli Oziitlerin toplam antioksidan kapasitesinin
belirlenmesine yonelik son 20 yilda pek ¢cok metot gelistirilmistir. Bitkisel veya dogal
oziitlerin toplam antioksidan kapasitesinin belirlenmesinde DPPH ve Folin metodu gibi
yontemler singlet oksijen transferine FRAP ve CUPRAC gibi yontemler ise hidrojen

atomu transferine dayanmaktadir (7).
4.9.1. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

Sentetik olarak tiretilen bir radikal olan DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil)
517nm de maksimum absorbans olusturur. Antioksidan madde veya maddelerle
muamele edildiginde DPPH ’tan kaynaklanan mor rengin siddeti azalarak absorbansin
diisiisiine sebep olmaktadir. Dolayisiyla DPPH derisimini yariya diisiiren numune
igerigi pg mL™? cinsinden ICs, olarak tayin edilir. ICsy degeri ne kadar diisiikse

antioksidan kapasite o kadar yiiksektir.
4.9.2. SOD Yontemi

Stiperoksit Dismutaz enzimi, oksijenli solunum sirasinda olusan toksik
stiperoksit radikallerinin hidrojen peroksit (H20;) ve molekiiler oksijene (O
dismutasyonunu hizlandirir. Yontemde, ksantin ve ksantin oksidaz (XOD) kullanilarak
2-[4-iyodofenil]-3-[4-nitrofenol]-5-feniltetrazoliyum klorid (INT) ile tepkimeye giren
ve kirmizi renkli formazon boyasi olusturan siiperoksit radikalleri tiretilmektedir. Enzim
aktivitesi Ol¢iimi ise 505 nm‘de SOD enziminin reaksiyonu sonucu inhibisyonuna

dayandirilir.
4.9.3. Demir indirgeme Antioksidan Giicii Tayini (FRAP)

Metot sulu ¢ozeltide bulunan (Fe*)<in (Fe**)’ye indirgenmesine dayanir.
Cozeltiye antioksidan iceren bir Ornegin eklenmesi sonucu, Fe*'-tripiridiltriazin
kompleksinin renkli yapidaki (Fe?*) yapisina indirgenmesine dayanmaktadir. FRAP
yontemi nispeten basit bir yontem olup, kolaylikla standardize edilebilmektedir. FRAP
yonteminin dezavantaji, Ozellikle bitkilerde bulunan ve onemli antioksidan aktivite

gosteren glutatyonlar gibi baz1 antioksidanlarla ¢ok yavas tepkimeye girmesidir. Ancak
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glutatyonlar, metot i¢in uygun dalga boyu aralifinda (593 nm) c¢ok iyi absorbe
edilemedikleri igin bu dezavantaj ortadan kalkmakta ve meyve ve sebzelerde
antioksidan aktivite tayininde FRAP metodu gecgerli bir yontem olarak kabul
edilmektedir (7).

4.10. Labiatae (Lamiaceae) Familyasi

Salvia cinsi Labiatae (Lamiaceae) familyasinin iiyesidir. Adagayi, dag cayi,
nane, kekik ve yaylagay1 da dahil olmak tizere bir¢ok faydali bitkiyi i¢ine alan yaklasik
200 cins ve 3000 tiire sahip olan genis bir ailedir. Ulkemizde Ballibabagiller olarak
bilinen ¢ogunlukla giizel kokulu, bir ya da ¢ok yillik, otsular, nadiren calilar veya
agaglar1 kapsayan ¢igekli bitkiler familyasidir (21).

4.10.1. Salvia Cinsi

Labiatae familyasina bagli olan ve ugucu yag bakimindan zengin igerige sahip
Salvia tiirleri {ilkemizde 6zellikle Akdeniz Bolgesinde yaygin durumdadir. Bu cinse
bagl bitkiler genellikle tek yillik otsu bitkilerdir ve daha ¢ok otsu, ¢alimsi tiirlerden

olusmuslardir.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Enstriimentasyon

Yapilan c¢alismada Shimadzu QP20104 Ultra (Japonya) marka gaz
kromatografisi cihazi ve Shimadzu 2010 plus FID, Shimadzu Class-5000
Chromatography Workstation yazilimlar1 ve dedektor olarak Shimadzu marka kiitle

spektrometresi kullanilmistir (Resim 6).
5.2. Deneysel Kosullar

Labiatae (Lamiaceae) familyasina ait olan Salvia staminea bitkisi igin elde edilen

spektrumlarin alindig1 kosullar Tablo 2'deki gibidir.

Tablo 2. Clevenger i¢in GC deneysel kosullar

Sicaklik 60° C 'dan 240°C (dakikada 3°C
Akis Hiza 1.0 mL dak ™

Toplam Analiz Siiresi 62dak

Enjekte Edilen Numune Miktar1 2uL

Enjektor Sicakligi 250°C

Tastyic1 Gaz Helyum

Kolon RTX-5M 30 m Kapiler Kolon
Iyonizasyon Voltaji 70 eV

Resim 6. GC-MS cihaz
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Bitki yapraklar1 0.2 cm ve daha kiigiik parcalar olacak sekilde parcalandiktan
sonra bir havan i¢inde ezildi. Toz haline getirilen materyalden 7 g tartilip 10 mL
hacimli bir erlen igerisine koyulup boélme igerisine yerlestirildi.10 dakika
ekstraksiyon yapildiktan sonra RTX-5M kapiler kolonu igerisinde 62 dakikada analiz
edildi.

Tablo 3. SPME deneysel kosullar1

Kolon RTX-5M 30 m Kapiler Kolon
Toplam Analiz Siiresi 62 dak

Kullanilan Fiber Ug DVB/Karboksen/PDMS Kararl1 Ug
Enjeksiyon Sicakligi 250°C

Ekstraksiyon Siiresi 10 dak

Headspace-GC-MS analizi i¢in Shimadzu QP2010 Ultra GC-MS cihaza
entegre edilmis Shimadzu AOC-5000 plus auto sampler kullanildi.

Tablo 4. Headspace - GC-MS deneysel kosullari

Sicaklik 70°C
Isitma Siiresi 10 dak
Enjeksiyon Sicaklig: 250°C
Iyonizasyon Voltaji 70 eV
Enjeksiyon Hacmi 0.5mL
Tasiyic1 Gaz Helyum

GC-MS calismalar1 daha onceki c¢alismalarda tarif edildigi gibi yapildi.
Biitiin bilesenlerin alikonma zamanlar1 n-alkanlar1 (Cg-C3p) standart olarak
kullanilarak yapilan Kovats metodu ile belirendi. Kullanilan standartlar; o-pinen,
geraniol, n-heptadekan, kamfen, n-tetradekan, n-oktadekan, linalool ve n-

pentadekandir.
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Spektral data eslestirmeleri ve karilastirmalart NIST (National Institute of
Standards and Technology) ve Wiley kiitiiphanelerinden yararlanilarak yapildi.

5.3 Calismada Kullanilan Bitki

Salvia staminea 2010 yili Temmuz aymda Tiirkiye'nin 1740 m yiiksekligindeki
Bayburt ilinin Kopuz Koyiinden toplandi. Bitki dogrulanmasi Karadeniz Teknik
Universitesi Biyoloji Béliimii'nden Prof. Dr. Kamil Coskungelebi tarafindan yapildi.
Tiim bitki materyali Karadeniz Teknik Universitesi Biyoloji Boliimii herbaryumunda

toplanmais, analiz siiresine kadar oda sicakliginda acik havada kurutuldu.

Resim 7. Salvia Staminea bitkisi

5.4. Ucucu Yaglarin izolasyonu

Kurutulmug Salvia staminea bitkisi ¢igek ve yaprak kisimlart ayrilmadan bir
biitlin halinde ¢alisildi. Bu bitkiden 50g alinip parcalayicida ogiitiildiikten sonra
Clevenger diizenegi (Resim 1) balonuna koyuldu. Balona numunenin tamami
1slanacak sekilde 400 mL kadar destile su eklendi. Sistem Clevenger diizeneginde 3
saat su buhar1 destilasyonuna tabi tutuldu. Sogutma banyosuyla -15° C'ye
sogutularak diizenek igerisindeki suyun iizerinde toplandi. Ugucu yaglar, HPLC

kalitesindeki 0.5 mL n-hegzan ile ¢6ziilerek alindi. +4° C'de kahverengi siselerde
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saklanan bu yaglarin 2 puL'si GC-MS cihazina enjekte edilerek analizleri yapildi.

Nemsiz bazda hesaplanan yag verimi yilizdesi %0.15 olarak hesaplandi.

5.5. Bilesenlerin Aydinlatilmasi

Shimadzu QP20104 Ultra marka gaz kromatografisi cihazi ve Shimadzu 2010 plus
FID, Shimadzu Class-5000 Chromatography Workstation yazilimlari kullanilmistir
Izole edilen ugucu yaglarin kiitle spektrumlariyla cihazda bulunan NIST ve Wiley
kiitiiphanelerindeki kiitle spektrumlar1 karsilagtirilarak bu yaglarin  bilesenleri
aydinlatildiktan sonra, bilesenlerin alikonma indekslerinin yaymlanmis literatiir

verileriyle karsilagtiritlmasi sonucu bu bilesenlerin tespiti dogrulandi (22).
5.6. Antimikrobiyal Aktivite Calismalar:

Test i¢in kullanilacak olan biitlin mikroorganizmalar Refik Saydam
Hifzissthha Enstitiisiinden alindi. Mikroorganizmalar; Escherichia coli (E. coli )
ATCC 25922, Yersinia pseudotuberculosis (Y. pseudotuberculosis) ATCC 911,
Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923, Enterococcus faecalis (E. faecalis)
ATCC 29212, Bacillus cereus (B. cereus) 709 Roma, Mycobacterium smegmatis (M.
smegmatis) ATCC607 ve Candida albicans (C. albicans) ATCC 60193. Clevenger
ekstresinden hazirlanan stok ¢ozeltiler 38.27 pg/ mL olacak sekilde hegzan ile

¢Oziilerek hazirlandi.
5.6.1. Agar Jel Difiizyon Metodu

Her bakteri Mueller Hinton (MH) suyu igerisinde siispanse edildi. Mantarlar
gibi mayalar da, maya Ozsuyu i¢inde siispansiyon haline getirildi. Daha sonra
mikroorganizmalar mL basina 106 koloni olusturan miktara seyreltildi. Mantarlar gibi
mayalar i¢cinde Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) (Difco, Detriot, MI) kullanildi. M.
smegmatis i¢in Brain Heart Infusion Agar (BHI) (Difco, Detriot, MI) kullanildi. Bunlar
MH, BHI ve SD agar yiizeyi lizerine asiland1 ve daha sonra kurutuldu. Bes milimetre
caplt kuyucuklar steril bir mantar delici kullanilarak kesildi ve stok ekstre maddelerin
50 upL'si iizerine eklenmistir. Plakalar 35° C'de 18 saat inkiibasyona birakildi.
Mycobacterium smegmatis 3 giin icinde BHI agar jel iizerinde biiyiidiigii gozlendi (23).
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Antimikrobiyal aktivite, test organizmalarina karsi inhibisyon miktarini dlgerek
degerlendirildi. Ampisilin (10 ug), streptomisin (10 pg) ve flukonazol (5 pg) standart

olarak kullanildi ve hegzan ¢oziicii kontrolii i¢in kullanildi.
5.7. Antioksidan Aktivite Calismalar:
5.7.1. SOD Yontemi

Yapilan tamamiyla dogal enzimden farkli olsa bile 6zellikle Mangan, Bakir
veya Cinko gibi c¢esitli gec¢is metallerinin karisik ligandli kompleksleri metal
merkezinin etrafindaki esnek geometrik donlistimleri ile SOD aktivitesi
sergilenmektedir. Bu bilgilerden hareketle ligand ve komplekslerin siiperoksit
radikallerini siipiirme yetenekleri sigir eritrositlerinden elde edilmis olan ticari

olarak temin edilen SOD enzimi ile kiyaslanarak incelendi.

Stiperoksit dismutaz aktivitesinin belirlenmesi amaciyla Beauchamp ve
Fridovich (1971) tarafindan gelistirilen nitro mavisi tetrazolyum indirgeme metodu
kullanildi. O;'nin miktar1 ve baskilanma orani 560 nm'deki absorbansi oGlgiilerek
belirlendi. Siiperoksit radikalleri 0.1 mM etilendiamin tetraasetikasit, 2 pM
riboflavin, 13 mM L-metiyonin ve 75 pM nitro mavisi tetrazolyum igeren 50 mM
fosfat tamponundan (pH 7.8) olusan sistem ile iiretildi. Komplekslerin farkli
konsantrasyonlarda hazirlanmis ¢ozeltileri radikal iireten bu ¢ozelti sistemlerine
ilave edilerek her bir reaksiyon karistmi 5 dakika floresan 1s1ginda inkiibe
edildikten ssonra orneklerin absorbansi 560 nm'de 6l¢iildii. Test edilen kompleksi
icermeyen karigimin absorbansi kor olarak kullanilarak nitro mavisi tetrazolyum

indirgenmesinin yiizde inhibisyonu hesaplandi.

Calisilan  her bir konsantrasyon ig¢in inhibisyon degerleri elde edilerek
(ligand/Kompleks) Konsantrasyon/ % Inhibisyon egrileri ¢izildi. Bu egriler
sayesinde 1Csp degeri hesaplandi. Ayni denemeler dogal SOD enzimi ile de
yapilarak elde edilen ICsy degeri, incelenen Ornekler icin elde edilen degerle

karsilastirilarak kompleksin SOD esdegeri olup olamayacag1 degerlendirildi.
5.7.2. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

2,2-Difenil-2-pikril-hidrazil (DPPH) radikal siiplire aktivitesinin tespiti

bileseklerin antioksidan ozelliklerinin degerlendirilmesi amaciyla yaygin olarak
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kulanilan basit, hizli ve uygun bir metoddur. DPPH bir elektron ya da hidrojen
radikali kabul edilen ve boylece kararli diyamagnetik bir molekiile doniisebilen
kararli bir serbest radikaldir. DPPH tek bir elektrona sahiptir bu ylizden 517 nm'de
giiclii bir absorbsiyon bandina sahiptir. Antioksidanlarla muamele, DPPH’tan
kaynaklanan mor rengin siddetini azalarak absorbansin diisiisiine sebep olacaktir. Farkl
numune Kkonsantrasyonuyla muamele edilen DPPH’in absorbansindaki degisim
Olgiilerek absorbanlara karsilik gelen konsantrasyonlarla grafik c¢izilerek y=ax+b
denkleminde DPPH konsantrasyonunu vyariya diisiiren numune miktar pg mL*

cinsinden belirlenmekte ve IC50 degeri olarak ifade edilmektedir.

Elde edilen ekstrakt ve standart olarak askorbik asit degisik
konstrantrasyonlarda hazirlandi. Standart 0.5 - 0.25- 0.125 mg mL™ seyreltik
konsantrasyonlarinda hazirlandi. Oncelikle gerekli tiiplere numuneler pipetlendi sonra
numune c¢ozeltileri tizerine esit hacimde (750 plL) DPPHe c¢ozeltisi, eklenerek
vortekslendi ve oda sicakliginda 50 dakika inkiibasyona birakildi. Sure sonunda
DPPH<in maksimum absorbans verdigi 517 nm’de absorbanlar okundu.
Hesaplamalarda paralellerin ortalamas: alinarak kor degerleri bu ortalamadan ¢ikarildh.
Bulunan absorbanlara karsilik gelen konsantrasyonlar grafige gecirilerek 1C50 degerleri
mg/mL cinsinden hesapland:.

5.8. Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismada kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar Tablo 5'te

verilmektedir.

Tablo 5. ¢alismada kullanilan cihazlar ve satin alindiklar1 firmalar

Cihaz Satin Alindig1 Firma ve Mensei
GC-MS Shimadzu (Japonya)

Clevenger Wisetherm Heating Mantle( Almanya)
Sicaklik Kontrol Sistemi Poly Science Chiller ( USA)

Tart1 Gec Avery ( Ingiltere)
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6. BULGULAR

Bu ¢alismada Salvia staminea bitkisinin ugucu yag bilesenlerini tayin etmek icin
GC-MS cihaz1 ayrica SPME ve Headspace Yontemleri de kullanildi. Ham bitkiden ii¢
farkl1 yontemle elde edilen GC-MS analizi sonuglar1 karsilastirilip yorumlandi. Bu
bitkiden clevenger yontemi ile toplam otuz , SPME yontemi ile on bes ve headspace
yontemi ile sadece iki tane ugucu yag bileseni izole edildi.

6.1. Clevenger Yontemi

Salvia Staminea bitkisine uygulanan clevenger ekstraksiyon sonucu elde edilen
ucucu yaglarin spektrumlarinda 30 tane ugucu yag bileseni tespit edildi. Bunlar; 7
monoterpen, 9 monoterpenoid, 7 seskiterpen, 3 seskiterpenoid 2 diterpen, 2
diterpenoid siniflarindan olusmaktadir. Buna bagl olarak elde edilen bilesik sayisi

ve ylizde alanlar1 Tablo 6'da, anabilesenleri ve siniflara gore dagilimi1 Tablo 7'dedir.
6.2. SPME Yontemi

Dogrudan bitkinin 1sitilmast ve ugucu halen gecen molekiillerin fiber ugta
toplanmas1 sonucu elde edilen analiz sonucunda 17 tane ugucu yag bileseni tespit
edildi. Bunlar; 5 monoterpen 7 monoterpenoid, 3 seskiterpen siniflarindan ve 2 tane

diger ucuculardan olusmaktadir.
6.3. Headspace Yontemi

Bitkiye uygulanan bu ¢alismada terpen siniflarindan sadece monoterpenoid
sinifi bilesikler tespit edildi. Bu analiz sonucunda sadece ana bilesen tiiriiniin tespit

edildigi belirlendi.

Tablo 6. Salvia staminea bitkisinin kimyasal sinif dagilimi

Clavenger SPME HS
Bilesik Simifi %Alan Bilesiklerin %Alan Bilesiklerin %Alan Bilesiklerin
Sayis1 Sayis1 Sayist

Monoterpen 473 7 1.57 5 -

Monoterpenoid 58.47 9 96.76 7 99.99 2
Seskiterpen 8.91 7 0.88 3 -

Seskiterpenoid 18.36 3 - - -

Diterpen 3.50 2 - - -

Diterpenoid 5.41 2 - - -

Digerleri 0.64 2 -
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Tablo 7. Salvia staminea bitkisindeki kimyasal sinif dagilimindaki anabilesenler

Clevenger SPME HS
Bilesik Sinifi Ana % Ana % Ana %
RI RI RI
Bilesen Alan Bilesen Alan Bilesen | Alan
Monoterpen Myrsen 2.01 995 Myrsen 0.81 995
. Linalil Linalil Linalil
Monoterpenoid 23.30 1257 85.07 1257 87.55 1251
Asetat Asetat Asetat
] E-Karyofilen
Seskiterpen Valensen 2.36 1490 0.17 1411
. . Spatiinelol
Seskiterpenoid 10.02 1585
-Springen
Diterpen F-Spring 2.45 1920
) ] Sclareol
Diterpenoid 4.85 2233
Siklohegzanon
Digerleri 1.24 902

Bu calismada, Haziran 2010 yilinda toplanan ham bitkisel maddeden elde
edilen sonuglar Tablo 6 ve 7'de gosterilmistir. Uygulanan ¢alismalarda Clevenger,
SPME ve Headspace yontemleri i¢in sirasiyla 30, 17 ve 2 tane ugucu yag saptandi.
Ug ydntem iginde Linalool ve Linalil Asetat ana bilesenler olarak tespit edilmistir.

Tablo 6,7)

Salvia staminea bitkisinin ugucu yag kompozisyonu ve antimikrobiyal
aktivite caligsmalar1 daha once c¢alisildi.(35) Bu calismanin farkli olmasi, bitki
materyalinin dogadan temin edilerek calisilmis olmasindan kaynaklanmaktadir.
Daha Once yapilan calismada bitkiler farmakognozik bahg¢eden temin edilerek
calisilmistir. Dolayisi ile, bu ¢alisma dogrudan dogadan temin edilerek elde edilen
bitki bilesenlerinin GC-MS analizi, antibakteriyel ve antifungal aktiviteleriyle
ilgilidir. Olduke¢a ilgingtir ki, ayni1 bitki olmasina kars1 dogadan temin ettigimiz
bitki ile farmakognozi bahgesinden elde edilen bitki bilesenleri birbirlerinden

oldukga farklidir (24).

Toplam olarak Salvia staminea bitkisinin ugucu yag bilesen yiizdeleri,
yapilan yontemlere gore Clevenger i¢in % 99.23, SPME i¢in % 99.85 ve HS icin %

99,99 olarak belirlendi. Bunun yani sira 7 ugucu yag sinifina gore yiizde bilesimleri
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Tablo 6 'da gostermistir. Tablolarda da goriildigl lizere monoterpenoidler ugucu
bilesenlerin ana bilesen grubunu olusturdu. Clevenger ekstraksiyonunda %58.47,

SPME igin %96.76 ve HS i¢in % 99.99 monoterpenoid grubu bulundu.

Salvia Staminea bitkisi igerisinde ugucu yaglardan linalol ve linalil asetat en
biiyiik terpen tiirleridir. Tablo 7' de yiizde bilesimleri gosterildi. Karsilastirma amagh
yapilan bu c¢alisma her ii¢ hidrodestilasyon yontemiyle elde edilen ugucu bilesenlerin
benzer oldugunu gosterdi. Temel gruplardan daha az miktarda olan farkli gruplarin

yiizdeleri de Tablo 7 'de yer almaktadir.

Salvia staminea bitkisinin literatiirde bulunan ugucu yag verilerine bakildiginda
temel bilesenlerinin a-pinen, kamfen, fB-pinen, limonen, &kaliptol ve B-chamigrene
oldugu goriildii. Bu ¢alisma ayni bitkinin farkli cografya, iklim ve toplama zamanina

bagli olarak ugucu yaglar bakimindan farklilik gosterdigini gosterdi.
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Tablo 8. Salvia staminea bitkisinin belirlenen tiim ugucu bilesenleri

- HD SPME HS Deney. Sapt. iy
Bilesikler B@) | %aan | B | oo pan | BOO | % RI (RSI/)M .
1 Aseton 92 0.52 666
2 Asetik asit 99 0.12 681
3 Hegzanal 96 0.44 807 801 (25)
4 Siklohegzanon 98 1.24 902 895 (24)
5 Myrcen 90 2.01 95 0.81 992 997
6 Eieng'goolkgl'(' jt 95 1.83 997 991 (24)
7 Limonen 95 0.19 92 0.26 1027 1029
8 A-3-Carene 81 0.21 1035 1031
9 cis-Ocimen 97 0.66 94 0.17 1042 1037 (24)
10 E-p-Ocimen 95 1.49 96 0.22 1045 1050
11 trans-Linalool oksit 99 0.11 1076 1073 (24)
12 Terpinolen 91 0.17 1082 1089
13 cis-Linalool oksit 95 0.12 1096 1087 (24)
4 linalool 91 22.05 98 9.02 96 1244 1102 1097
15 a- Terpineol 91 4.98 1193 1189
16 Linalil format 97 172 1215 1216 (24)
17 Linalil Asetat 91 23.30 90 85.07 97 87.55 1257  qo57
18 Geraniol 91 1.04 1260 1253
19 Geranil Format 83 0.58 1287 1298
20 a-Kubeben 98 2.28 1342 1351
21 8-Asetoksilinalool 85 0.34 1342
22 o-terpenil asetat 85 0.24 1355 1349 (26)
23 Geranil asetat 95 1.16 85 0.25 1383 1379 (24)
24 o-Kopaen 98 1.61 94 0.60 1386 1374
25 B-Bourbonen 93 0.11 1395 1388 (24)
26 E-Karyofilen 99 0.80 95 0.17 1411 1419
27 a-Humulen 90 0.25 1461 1454
28 Geranil Propanoat 90 1.70 1470 1478
29 Valencen 95 2.36 1490 1496
30 A-Kadinen 99 0.86 1523 1523
31 a-Kalakoren 89 0.75 1549 1546
32 Spathulenol 99 10.02 1585 1578
33 Karyofilen oksit 93 5.45 1595 1582
34 Sclareoloksit 91 2.89 1903 1906 (27)
35 S-Springen 95 2.45 1920 1922 (28)
36 Sclaren 96 1.05 1986 1975
37 Manoil oksit 99 0.56 2008 1998
38 Sclareol 85 4.85 2233 2223
Toplam 99.23 99.85 99.99
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http://webbook.nist.gov/cgi/cbook.cgi?ID=U215782

Yapilan bu ¢aligma ile terpen siniflarina ait bir ¢ok bilesik tespit edildi.

—~ < ~O=<

(7) Limonen (12) Terpinolen (5) Myrcen

Sekil 6. Bitkide bulunan monoterpen sinifina ait bazi bilesiklerin molekiil yapilar

OH
|
/J\ —< x; OH
N/
(14) Linalool (15) a- Terpineol (13) cis-Linalool

Sekil 7. Bitkide bulunan monoterpenoid sinifina ait bazi bilesiklerin molekiil yapilar

- H
7 w/
H
(20) a-Kubeben (25) p-Bourbonen

(26) E-Karyofilen (30) 4-Kadinen

Sekil 8. Bitkide bulunan seskiterpen sinifina ait bazi bilesiklerin molekiil yapilar
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(32) Spathulenol (33) Karyofilen Oksit

Sekil 9. Bitkide bulunan seskiterpenoid sinifina ait bazi bilesiklerin molekiil yapilar

(37) Manoil Oksit (38) Sklareol

Sekil 10. Bitkide bulunan diterpenoid sinifina ait bazi bilesiklerin molekiil yapilari

(36) Sklaren

Sekil 11. Bitkide bulunan diterpen sinifina ait bazi bilesiklerin molekiil yapilar

35



Tablo 7'de siniflarina gore ayrilan terpenlerin maksimum miktarda bulunan
bilesiklerini gosterilmektedir. Salvia staminea bitkisinin ugucu yag igeriginin
neredeyse tamamini terpen sinifi olusturdu. Clevenger yoOntemiyle yapisi
aydinlatilan 38 ucgucu yagin 30 tanesi terpen sinifina ait idi. Yapisi aydinlatilan
terpenlerden monoterpenler % 4.73, monoterpenoidler % 58.47, Seskiterpenler %
8.91, seskiterpenoidler % 18.36, diterpenler %3.50, diterpenoidler, %5.41'lik bir
alan kaplamakta idi. Monoterpenler %58.47'lik bir oranla en yiiksek miktarda

terpen bulunduran gruptur.
6.4. Antimikrobiyal Aktivite Sonuc¢lari

Salvia staminea bitkisine ait ugucu yaglarinin sahip oldugu antimikrobiyal
aktiviteyi belirlemek icin yapilan antimikrobiyal aktivite testleri Minimum Inhibisyon
Konsantrasyonu (MIC) yontemine gore yapildi. Bu antimikrobiyal aktivite testi
Escherichia coli (E. coli) ATCC 25922, Yersinia pseudotuberculosis (Y.
pseudotuberculosis) ATCC 911, Pseudomonas auroginosa (P. auroginosa) ATCC
43288, Staphylococcus aureus (S. aureus) ATCC 25923, methicillin resistant
Staphylococcus aureus (MRSA), Enterococcus faecalis (E. faecalis) ATCC 29212,
Listeria monocitogenes ATCC 43251, Bacillus cereus (B. cereus) 709 ROMA,
Mycobacterium smegmatis (M. smegmatis) ATCC607, Candida albicans (C. albicans)
ATCC 60193 and Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) RSKK 251 bakteri ve
mantarlarina karst standart antimantar ve antibakteriyel ajan olarak Ampicillin

kullanilarak yapildi.

Tablo 9. Salvia staminea bitkisinin antimikrobiyal aktivite sonuglari

Num Stokpg/ml Mikroorganizmalar ve inhibisyon alam (mm)
Ec Yp Sa Ef Bc Ms Ca
S.steminea  229.3 mg/600 - - 20 15 23 - 6
uL

Ampicillin~ 10mg/uL 10 18 35 10 15 10 -

Dh: Dicronella heteromella, Pd: Pallustriella decipiens, Pc: Pallustriella comutator Ec: Escherichia coli ATCC 25922, Yp: Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Sa: Staphylococcus aureus ATCC 25923, Ef: Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bc: Bacillus
cereus 702 Roma, Ms: Mycobacterium smegmatis ATCC607, Ca: Candida albicans ATCC 60193
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Elde edilen ugucu yaglarin 6 tiir bakteri ve 1 tlir mantar ile yapilan
antimikrobiyal aktivite ¢alismalarinda daha ¢ok gram pozitif bakterilere karst aktivite
gbzlenmis, gram negatif bakterilere aktivite gostermemistir. Salvia staminea bitkisine
ait ugucularin bu mantar tiirii iizerinde aktivite gosterdigi goézlenmistir. Minimum
Inhibison Konsantrasyonlar: temel alinarak aktiviteleri belirlenen bakteri ve mantarlar
Tablo.9’da yer almaktadir.

6.5. Antioksidan Aktivite Sonuc¢lari

6.5.1. SOD Yontemi

Stipermutaz dismutaz inhibisyonu sonucu aktivitesi belirlenmek istenen Salvia
Staminea bitkisinin yapilan testler sonucunda; standart madde olarak kullanilan 0.025
ng mL™ SOD igin elde edilen ICs degerinin yaninda bitkinin 504.4 ug mL™lik degeri
bu bitki ucucularinin ¢ok 1iyi bir antioksidan 6zellige sahip olmadigini gosterdi. Sekil

12'de ICsp degerinin hesaplanabilmesi i¢in ¢izilen kalibasyon grafigi verildi.

60 -

5o |V =0,0981x+0,5171
R? = 0,9998

40

10

% inhibisyon
N
o

0 100 200 300 400 500 600

Konsantrasyon (mM)

Sekil 12. Salvia staminea bitkisinin SOD y6ntemi kalibrasyon grafigi

6.5.2. DPPH Radikali Temizleme Aktivitesi

Radikal siiplirme aktivitesi olarakta bilinen DPPH radikali temizleme aktivitesi
testlerine gore standart madde olarak kullamlan Askorbik asitin 28.2 pg mL™ 'k
derisimine karsin belirlenen Salvia staminea bitkisinin ICsg degeri 60.4 pg mL™ olarak
bulundu. Literatiir verileri ile karsilagtirildigi zaman diger Salvia tiirlerine uygulanan bu

test verileri ile elde ettigimiz verilerin uyumluluk gosterdigi gorildii (29,30,31).
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Radikal temizleme aktivitesi calismasinda ICso degerinin bulunmasi i¢in ¢izilen
kalibrasyon grafigi Sekil 13'te goriilmektedir.

y =0,5867x + 14,562
R?=0,9969

% inhibisyon
w
o

O T T T 1
0 20 40 60 80
Konsantrasyon (mM)

Sekil 13. Salvia staminea bitkisinin DPPH yontemi kalibrasyon grafigi
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7. TARTISMA ve SONUCLAR

Bu ¢alismada Salvia staminea bitkisine ait ugucu yaglar GC-MS/ FID, SPME ve
HS teknikleri kullanilarak analiz edildi. Elde edilen ugucu yagin kimyasal bilesimi
aydinlatildi, yag verimi % 0.15 olmasina ragmen kimyasal bilesiminin olduk¢a zengin
oldugu ve bunun biiyiik bir kisminin monoterpenoid hidrokarbonlarin olusturdugu
goriildiir. Toplamda var olan otuz sekiz ugucu yagin otuz‘unun terpenlere ait oldugu

belirlendi.

Bu bitkilerdeki yapisin1 aydinlatamadigimiz ya da saptayamadigimiz bilesiklerin

yapisini baska tiir spektroskopik yontemlerle aydinlatmak miimkiindiir.

Gortildiigii gibi yapist aydinlatilan bir¢ok bilesik terpen tiirii bilesiklerdir ve
terpenlerin giiniimiizde ilag, gida, kozmetik gibi bir¢ok alanda kullanilir olmasi
nedeniyle bu tiir bilesikler bakimindan zengin igerige sahip olan bu bitkinin icerigini
ydinlatilmis olmast son derece Onemlidir. Bu dogal bilesikler bitkilerin ugucu
yaglarindan izole edilip saf hale getirilebilirler. Bunun yani sira monoterpenoidler
ozellikle sahsi bakim {iriinlerinde ve evlerde kullanilan genel temizlik malzemelerinde
esans maddesi olarak kullanildiklarindan ve bu monoterpenoidlerin bu tiirde bulunan

bilesimi neticesiyle bitkinin kozmetik ve temizlik sektoriinde yer almasini saglayabilir.

Diger Salvia tiirleriyle karsilastirildiginda dogada yetisen Salvia staminea
bitkisinin ana bileseni olan Linalil Asetat'in digerlerinde bulunmadigi, ikinci ana
bileseni olan Limonen'in de diger tiirlerde ¢ok az oldugu goriildii. Linalool igerikleri
sirastyla Salvia candidissima Vahl. bitkisinde 0.31, Salvia chionantha bitkisinde 0.42,
Salvia potentillifolia bitkisinde 0.43 oldugu goriildi. Farmasotik bahgeden toplanarak
ucucu bilesenleri incelenen Salvia staminea bitkisinin ana bilesenlerinden biri olan ve
Salvia candidissima Vahl. bitkisinin ana bileseni olan B-pinen miktar bakimindan
benzerlik gostermektedir (28, 29, 30) Diger bitkilerle farkliligin nedeni bitkilerin farkli
ekosistemlerde yetismesi, ekstraksiyon sirasinda kullanilan ¢6ziiciiniin cinsi ve toplama
zamanindaki farkliliklardir. Bununla birlikte bitkilerin dogal ortamlarindan ayrilmalar
durumunda stres faktorleri olusmakta ve tiriinde nitelik ve nicelik bakimindan kayiplara
sebebiyet vermektedir. Buda iriiniin kalitesinin ve miktarinin azalmasma sebep
olmaktadir. Bu faktorler biyotik olabilecegi gibi abiyotik'te olmaktadir. Fiziksel ve

kimyasal kosullar (kar, riizgar gibi mekanik etkiler ve pestisitler, zirai ilaglar gibi
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kimyasallar) bitkilerin adaptasyon seviyesine gore bitkiye etki edebilmektedir. Isik
stresi olugsmasi bitkinin dogrudan fotosentez mekanizmasi tlizerine etki eder. Fotosentez
sonucu olusan karbohidratlarin liretiminin azalmasi dogrudan bitkinin {iretecegi besin
miktarin1 azaltmakta ve buna baglh olarak bitki gelisiminin yavaslamasina neden

olmaktadir.

Salvia tiirlerindeki bu farkliliklarin yani sira terpenlerin bir ¢ogu hepsinde ortak
olarak bulunmaktadir ve igerikleri yoOniinden biiyiik oranla benzestikleri de
goriilmektedir. Igeriklerinde'ki bu benzerlikler biyolojik aktivite sonuglarinin da
birbirlerine yakin ¢ikmasini agiklamaktadir. Varligi saptanan bilesiklerden B-karyofilen,
a-kopaen, o-humulen, spatulenol, B-kadinen basta olmak {izere bir ¢ok terpen diger

Salvia tiirlerinde de benzer olarak goriilmiistiir.

Izole edilip saf hale getirilen bu bilesiklerin antimikrobiyal ve antioksidan

aktiviteleri incelenebilir, tibbi amagla kullanilabilirligi arastirilabilir.

Bu ¢alismada elde edilen ugucu yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri 6 bakteri ve 1
mantar tzerinde test edilmis olup daha ¢ok gram pozitif bakterilere karsi aktivite
gosterdigi gbézlemlenmistir. Ayrica standart olarak kullanilan maddelerin aktivite
gostermedigi mantar tiirii tizerinde de aktivite gosterdigi gézlenmistir. Elde edilen ugucu
yaglarin antimikrobiyal aktiviteleri bu 6 bakteri ve 1 mantar haricinde farklh
mikroorganizmalar {izerinde de incelenip aktivite gosterip gostermedikleri sonraki

caligmalarda arastirilabilir.

Bitki lizerinde yapilan antioksidan ¢aligmalarinda, DPPH yonteminin sonucu SOD
yontemine gore bitkinin daha iyi antioksidan oldugunu gostermektedir. Laboratuar
imkanlart geregi sinirli kalmis olan bu ¢alisma bitkinin antioksidan aktivitesi hakkinda
net bir bilgi verememektedir. Bitkiler {izerinde yapilan antioksidan galigma sayisinin

fazla olmasi aktivitite tizerinde daha net yorum yapilabilmesi i¢in gerekmektedir.

Icerdigi fenolik gruplar sayesinde iyi bir antioksidan 6zelligi bulunan bu bitkinin

toksikolojik etkileri arastirildiktan sonra kiirlerinden ve ¢aylarindan yararlanilabilir.

Sonug olarak Salvia staminea'nin dogadan toplanarak ugucu igeriginin ilk kez bu

tezde ¢alisilmis olmasi bu ¢alismaya 6zgiinliik kazandirdi (32).
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8. SONUCLAR

Bu ¢aligmada Salvia steminea bitkisine ait ugucu yaglardan GC-MS/ FID, SPME
ve HS teknikleri kullanilarak sirasiyla 30, 17 ve 2 adet toplamda 38 bilesigin yapisi
aydinlatildi. Bu bitkinin yapisim1 aydinlatamadigimiz ya da saptayamadigimiz
bilesiklerin yapisin1 bagka tiir spektroskopik yontemlerle aydinlatmak miimkiindiir.
Yaptigimiz analizde yapisi aydinlatilan birgok bilesik terpen tiirii bilesikler idi.
Terpenlerin giinlimiizde ilag, gida ve kozmetik gibi birgok alanda kullanilmasi ve
bitkide o6zellikle HS yontemiyle iki tiir bilesigin elde edilmis olmas1 nedeniyle bu iki
bilesik bu bitkiden kolaylikla izole edilebilir saf hale getirilebilirler. izole edilebilirligi

ile birlikte dogrudan maddelerden izolasyon yapilabilirligi arastirilabilir.

Antienflamatuar 6zellik tasidig1 bilinen Linalil Asetat ve Linalool bilesiklerini
(33) bolca yapisinda bulunduran bu bitki iltthap kurutucu ilaglarin yapiminda da
kullanilabilir. Buna ilaveten eczacilik, farmasétik ve gida endiistrisinde katki maddesi
olarak da kullanilabilir. Bu sebeple daha sonraki c¢alismalarda bu bilesenlerin
belirlenmesi ve aktivite ¢alismalarimin in vivo ortamda yapilarak, in vitro ortamda
yapilan denemelerin sonuglari in vivo yapilan deneme sonuglari ile karsilagtirilip, birbiri

ile uyumlu olup olmadig test edilebilir.
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9.EKLER
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Ek 1. Clevenger ekstraksiyonu sonucu GC-MS kromatogrami
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Ek 2. Clevenger ekstraksiyonu sonucu GC-FID kromatogrami
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Ek 3. SPME ekstraksiyonu sonucu GC-MS kromatogrami ve yakinlastirilsmis
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Ek 4. SPME ekstraksiyonu sonucu GC-FID kromatogrami
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Ek 5. Headspace ekstraksiyonu sonucu GC-MS kromatogrami
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