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Oz

Bu ¢alismada, ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde tibbi amag i¢in kullanilan ve Giimiishane ilinden toplanan Hypericum
scabrum, Laser trilobum, Turanecio hypochionaeus ve Lactuca racemosa bitkilerinin antioksidan ve antimikrobiyal
ozelliklerinin analizi ve fenolik bilesenlerinin belirlenmesi amaglanmistir. Fenolik bilesenler diod tarama dedektorlii
ters fazli yiiksek performansli sivi kromatografisi (RP-HPLC-DAD) analizi ile belirlenmistir. Bitki 0ziitlerinde
belirlenen ana bilegenler, klorojenik ve kafeik asit olurken; miktarlar1 ise sirasiyla 14.08-0.90 ve 12.76-0.35 mg
fenolik/g 6ziit aralifinda tespit edilmistir. Antioksidan aktivite profiline bakildiginda; demir indirgeme antioksidan
giicliniin (FRAP) 378.04-54.10 uM FeS0O,.7H,0 esdegeri/g 6ziit araliginda, DPPH radikalini %50 oraninda siiptirmek
icin gereken konsantrasyonun 483.33-45.64 pg/mL araliginda, total fenolik igeriklerinin (TPC) 82.76-36.30 mg GAE/g
0ziit araliginda oldugu belirlenmistir. Antimikrobiyal analiz sonuglarinda ise test edilen mikroorganizmalara kars1 bitki
oziitlerinin diisiik seviyede etki gosterdikleri belirlenmistir. Edinilen sonuglara gore, bu bitkiler yeni farmasétik ilaglarin
gelistirilmesine katkida bulunabilirken; ¢esitli hastaliklarin tedavisindeki potansiyel kullanimlari doz bagimli bir sekilde
klinik ¢aligmalarda arastirilabilir kanaati ortaya ¢ikmuistir.

Anahtar kelimeler: Antimikrobiyal aktivite, Antioksidan aktivite, Fenolik, Giimiishane, T1bbi bitkiler

Abstract

This study was designed to determine antioxidant and antimicrobial properties and phenolic constitutes of Hypericum
scabrum, Laser trilobum, Turanecio hypochionaeus and Lactuca racemosa which are collected in Giimiishane (Turkey)
and are used as a traditional complementary therapy for various disorders. RP-HPLC-DAD (reverse phase-high
performance liquid chromatography with a diode array detector) was applied for quantitative and qualitative analysis
of phenolic compounds. Chlorogenic acid and caffeic acid were found in all samples as the dominant compound ranged
from 14.08 to 0.90 and 12.76 to 0.35 mg phenolic/g extract, respectively. The antioxidant activity profile was, ferric
reducing antioxidant power (FRAP) ranged from 378.04 to 54.10 uM FeSO,.TH,0/g extract, the concentration desired
Jfor scavenging of DPPH radicals by 50% ranged from 483.33 to 45.64 ug/mL, while total phenolic content (TPC)
ranged from 82.76 to 36.30 mg GAE/g extract. According to antimicrobial results, plant extracts showed a weak effect
against tested microorganisms. In conclusion, their potential use in treating various diseases in a dose-dependent
manner might also be explored in clinical trials and obtained results might contribute to the development of new
pharmaceutical drugs.
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1. Giris

Bitkiler ge¢misten giliniimiize pek ¢ok hastaligin
tedavisinde veya semptomlarinin hafifletilmesinde
kullanilan dogal kaynaklardir (Maver vd., 2015).
Geleneksel tedavi yontemlerinde  folklorik
bitkilerin kullanimi1 gelismemis veya gelismekte
olan iilkelerde daha cok tercih edilmekte ve pazar
pay1 diinya genelinde giderek artmaktadir. Bu tip
bitkiler yan etkilerinin nispeten daha az olduguna
inanilmasi, kolay ulasilabilir olmalar1 gibi
sebeplerle tercih edilmektedir. (Trivedi, 2006).
Bitkilerin  gosterdikleri tibbi  etkilerin  ise
icerdikleri fenolik bilesenler gibi sekonder
metabolitler lizerinden gergeklestigi diisiiniilmek-
tedir. Flavonoller, izoflavanoidler, tanenler,
fenolik asitler gibi fenolik bilesenler antioksidan,
antimikrobiyal,  antiinflamatuvar,  antitimor,
antidiyabet vb. aktiviteler gostererek cesitli
hastaliklarin tedavi siirecinde etkin rol oynarlar
(Pereira vd., 2009; Chedia vd., 2013; Mahmoudi
vd., 2016; Bektas vd., 2018).

Tiirkiye’nin  floristik  zenginligi g6z Oniine
alimdiginda geleneksel tip biiyiikk Onem arz
etmekte ve cok sayida tibbi bitki bulundur-
maktadir (Faydaoglu ve Siriiciioglu, 2011).
Hypericum (Hypericaceae) cinsi iiyeleri Tirkiye,
fran, Almanya ve ABD gibi iilkelerde sigil, yara,
egzama tedavisinde ve ayrica agri kesici ve
antidepresan  olarak  kullanilan  folklorik
bitkilerdir. Bu tiiriin gi¢ekleri, yapraklari, toprak
iistii kisimlar1 veya bitkinin tamami tedavi amagh
olarak kullanilmaktadir (Greeson vd., 2001;
Mazvearani vd., 2007; Korkmaz ve Karakurt,
2015). Tiirkiye’de yerel olarak “Karahasan c¢ay1”
olarak bilinen H. scabrum tiirii ise geleneksel
olarak yara ve lilser tedavisinde, iltihap kurutma
ve mide rahatsizliklarinda kullanilmaktadir
(Korkmaz ve Karakurt, 2015). Eslami vd. (2011)
yapmis olduklar1 ¢alismada H. scabrum tiiriiniin
antihipoksik ve antidepresan etki gosterdigi tespit
edilmistir. Ayrica yapilan ¢aligmalarda bu cinsin
iiyelerinin zengin fenolik cesitlilige ve biyolojik
aktiviteye  sahip oldugu rapor edilmistir
(Jurgenliemk ve Nahrstedt, 2002; Cirak vd., 2011;
Shafaghat, 2011).

Laser trilobum (Apiaceae) tiri Tiirkiye’de
genellikle “kefe kimyonu” olarak adlandirilmakta
ve baharat olarak kullanilmaktadir (Dogan vd.,
2014). Ayrica yine Tiirkiye’de bu tiiriin meyve
kisimlarinin sindirime yardimci olmak ve karin
agrisimt  gidermek i¢in  geleneksel olarak
kullanildig1 bildirilmistir (Bulut vd., 2014). L.
trilobum tiiriiniin antioksidan (Ebrahimzadeh vd.,
2010), antimikrobiyal (Parlatan vd., 2009) ve
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antihemolitik (Ebrahimzadeh vd., 2010) etki
gosterdigi ¢esitli calismalarla belirlenmistir.

Asteraceae familyasinin iiyeleri olan Turanecio ve
Lactuca cinsleri Tiirkiye’de dogal olarak yetisen
bitkilerdir. Turanecio yeni tanimlanan bir cins
olmakla birlikte daha Onceleri Senecio cinsinin
altinda yer almaktaydi (Hamzaoglu vd., 2011).
Tiirkiye florasina endemik olan ve “turanotu”
olarak adlandirilan T. hypochionaeus tiiriiniin
henliz  bildirilen geleneksel bir kullanimi
bulunmamaktadir. Fakat ayni cinsin baska bir
tiyesinin (T. eriospermus) yaprak kisimlarinin
Tiirkiye’de antiinflamatuvar amagla kullanildig:
Miikemre vd. (2015) yapmis olduklart etnobotanik
calismada rapor edilmistir. Lactuca cinsi ise
Tiirkiye’de  daha ¢ok salata  yapiminda
kullanilmakla birlikte Italya, Hindistan ve
Pakistan gibi iilkelerde yaprak kisimlarinin veya
bitkinin tamaminin kabizlik, bronsit, astim, mide,
rahatsizliklarinda  kullanildigt  ve  analjezik,
ditiretik, sedatif, hipnotik ve piirgatif 6zelliklere
sahip oldugu belirtilmistir (Guarino vd., 2008; Jan
vd., 2009; Singh, 2012; Janbaz vd., 2013). Bu cins
iiyelerinin antioksidan aktiviteye sahip oldugu ve
apigenin, luteolin ve kersetin gibi fenolik
bilesenler igerdigi tespit edilmistir (Terencio vd.,
1992; Liu vd., 2007).

Caligmamizda Tirkiye ve cesitli ilkelerde
geleneksel olarak kullanilan ve Gilimiishane
ilinden toplanan Hypericum scabrum, Laser
trilobum, Turanecio hypochionaeus, Lactuca
racemosa (Sin: Cicerbita racemosa) bitkilerinin
DPPH, FRAP ve TPC analizleriyle antioksidan
kapasitesinin, MIC yoOntemiyle antimikrobiyal
aktivitesinin ve RP-HPLC-DAD analizi ile fenolik
bilesenlerinin saptanmasi ve bu bitkilerinin
potansiyel kullanim alanlarina katki saglanmasi
amaglanmustir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitki Orneklerinin Toplanmasi ve Teshisi

Calismada kullanilan  tim  bitki  O6rnekleri
Glimiigshane ilinden toplanmis ve Dr. Mustafa
Karakose tarafindan teshisi gerceklestirilmistir.
Hazirlanan ~ herbaryum  Ornekleri  Giresun
Universitesi  Espiye  Meslek  Yiiksekokulu
Herbaryumunda numaralandirilarak kayit altina
alinmistir (Tablo 1).

2.2. Bitki Oziitlerinin Hazirlanmasi

Calismada tiim bitkilerin toprak {istii kisimlari
kullanildi.



Kaltahoglu vd. / GUFBED 9(2) (2019) 362-372

Tablo 1. Kullanilan bitki 6rneklerinin toplanma alanlari, yerel isimleri ve herbaryum numaralari

Bitki ismi Yerel isim Toplanma alani Herbaryum
Numarasi

Hypericum scabrum L. Karahasan Cay1  Siran/Gilimiishane, orman agikliklari, 1700 m. ESPH 032

Laser trilobum L. Kefe Kimyonu Sl'ran/Giimiish_ane, Abies nordmanniana ve ESPH 033
Pinus sylvestris ormani, 1890 m.

Turanecio hypochionaeus Boiss.  Turanotu Siran/Giimiighane, Abies nordmanniana ESPH 034
ormani, 1850 m.

Lactuca racemosa Willd. Cayir Marulu Siran/Giimiishane, Abies nordmannianave oo gag
Pinus sylvestris ormani, 1810 m.

Toplanan bitki 6rneklerinin kullanilacak kisimlari
ayrilarak oda sicakliginda sabit tartima gelinceye
kadar kurutuldu. Bitki 6rneklerinden 5’er gramlik
kartuslar hazirlanarak 100 mL metanol ¢oziiclisii
igerisinde 6 saat (veya renk kalmayincaya kadar)
soxhlet aparat1 ile Oziitleri ¢ikarildi. Elde edilen
Oziitler Whatmann filtre kagidindan gecirildi ve
¢Oziiciileri doner buharlastiricida ucuruldu. Elde
edilen &ziit iki kisma ayrildi. Ilk kisim antioksidan
ve antimikrobiyal analizlerde kullanilmak iizere
saf suda, kalan kisim 1ise RP-HPLC-DAD
analizlerinde kullanilmak iizere metanolde
¢oziildii. Hazirlanan oziitler kullanilana kadar +4
°C’de saklandu.

2.3. Fenolik Bilesen Tayini

Fenolik bilesenler RP-HPLC-DAD analizi ile
belirlendi. Bu analiz Thermo Scientific Dionex
Ultimate™ 3000 (Thermo Scientific, Bremen,

Germany) sistemi ile ters faz kolonu kullanilarak
(Hypersil™ ODS C18 HPLC (250 mm X 4.6 mm

x 5 pum), Thermo Scientific, USA) ikili ¢oziicii
gradient sistemi araciligiyla gerceklestirildi (A:
80% asetonitril-saf su; B: 2% asetik asit-saf su,
baslangic sarti 5% B ve 26 dk icerisinde 60%
B’ye varacak sekilde). Kolon sicakligi 30 °C,
mobil faz akis hiz1 1.2 mL/dk ve enjeksiyon
hacmi 10 pL olarak analiz sartlart belirlenmistir.
12 adet standart fenolik bilesen (gallik asit,
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, klorojenik
asit, vanilik asit, kafeik asit, siringik asit, p-
kumarik asit, rutin, rosmarinik asit, benzoik asit,
kersetin) 280 nm dalga boyunda gozlemlendi.
Kromatogram alanlar1 integrasyon 6l¢iim yontemi
ve mAU dedeksiyon birimi kullanarak hesaplandi.

LOD (dedeksiyon limiti) ve LOQ (6l¢glim limiti)
validasyon degerleri her standart igin sirasiyla 3
ve 9 sinyal/giiriiltii (S/N) seviyesine gore
hesaplandi ve alikonma siireleri (RT) ve relatif
standart sapma (RSD) degerleri ile birlikte Tablo
2’de verildi.

Tablo 2. Kullanilan fenolik bilesenlerin standart kromatogram degerleri (RT alikonma siiresi, LOD
dedeksiyon limiti, LOQ 6lglim limiti, RSD relatif standart sapma)

No RT(dakika) Standartlar R? RSD%(RT) RSD%(Alan) LOD (mgL™) LOQ (mgL™)
1 372 Gallik Asit 0.999 0.168 4315 0.070 0.213
2 674 Protokatekuik Asit  0.998  0.291 5.973 0.495 1.499
3 1013 p-OH Benzoik Asit 0.999  0.290 4.817 0.224 0.680
4 1146 Klorojenik Asit 0.997 0.239 6.177 0.512 1.550
5  13.49 Vanilik Asit 0.994 0.168 6.794 0.171 0.518
6 1384 Kafeik Asit 0.999 0.235 6.861 0.058 0.175
7 1479 Siringik Asit 0.999 0.082 5.116 0.096 0.290
8 1641 p-kumarik Asit 0.999 0.061 2.935 0.005 0.014
9  16.63 Rutin 0.999 0.075 2.855 0.311 0.942
10 1841 Rosmarinik Asit ~ 0.999  0.069 3.388 0.162 0.492
11 1884 Benzoik Asit 0.999 0.076 2.721 0.550 1.665
12 21.71 Kersetin 0.999 0.087 2.268 0.335 1.014

364



Kaltahoglu vd. / GUFBED 9(2) (2019) 362-372

2.4. Antioksidan Aktivitelerin Belirlenmesi
2.4.1. Total fenolik icerik (TPC) tayini

Oziitlerin total fenolik igerik tayini gallik asidi
standart kullanarak Folin-Ciocalteu metoduna
gore gergeklestirildi (Singleton ve Rossi, 1965).
Ik olarak, 680 pL saf su, 20 pL oziit ve 400 mL
Folin-Ciocalteu reaktifi bir tiipte karistirildi ve
ardindan 10 dk inkiibasyona birakildi. Sonrasinda,
400 pL Na,COs3 (10%) eklendi ve oda sicakliginda
2 saat inkiibe edildi ve spektrofotometre ile 760
nm’de absorbanslari okundu. Analizler {i¢ tekrarh
olarak gergeklestirildi. Elde edilen degerler mg
GAE/g 6ziit cinsiden verildi.

2.4.2. Demir indirgeme antioksidan giic (FRAP)
tayini

FRAP tayini Benzie ve Strain (1996) metoduna
gore gerceklestirildi. FRAP tayini antioksidan
kapasitenin belirlenmesi i¢in kullanilan bir metot
olup, Fe**-TPTZ kompleksinin antioksidanlar
varliginda indirgenerek mavi renkli kompleks
Fe?-TPTZ olusmasi ve bu kompleksin 593 nm’de
maksimum absorbans vermesi esasina
dayanmaktadir. 3 mL FRAP reaktifi (TPTZ, FeCl;
ve asetat tamponu) ve 100 pL 6ziit veya kor deney
tiiplerine eklenip karistirildi. 4 dakika sonrasinda
593 nm’de absorbanslar okundu. Sonugclar
hazirlanan FeS0O,.7H,O kalibrasyon egrisi ile
kiyaslandi ve uM FeSO,.7H,O esdegeri /g oziit
olarak ifade edildi.

2.4.3. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) tayini

Radikal siipiiriicti aktivite DPPH radikaline karsi
spektrofotometrik olarak 517 nm’de Olgildii.
Kisaca oziitlerden elde edilen stok cozeltilerden
50 uL alinarak 5 mL taze olarak hazirlanmig
0.004% (w/v) DPPH c¢ozeltisi ile karistirildi.
Karigim 30 dk oda sicakliginda karanlik ortamda
inkiibe edildi ve absorbans degerleri 517 nm’de
Ol¢iildii. Standart olarak biitillendirilmis hidroksi
tolien (BHT) kullanildi ve radikal temizleme
aktivitesi %50 azalmaya neden olan inhibitor
konsantrasyon (ICsp: ug/mL) olarak verildi.
Analizler {i¢ tekrarli olarak gergeklestirildi
(Cuendel vd., 1997).

2.4.4. Antimikrobiyal Aktivite Tayini

Bitki  oziitlerinin  antimikrobiyal aktiviteleri
mikrodiliisyon metoduna goére belirlendi ve
minimal inhibitdr konsantrasyon (MIC) degerleri
hesaplandi. Escherichia coli ATCC 25922,
Bacillus subtilis subsp. spizizenii ATCC 6633,
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Staphylococcus aureus ATCC 25923, Klebsiella
pneumonia ATCC 700603, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Yersinia
pseudotuberculosis ATCC 911, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus RSKK
709, Acinetobacter baumannii RSKK 02026,
Enterobacter cloacea ATCC 13047, Candida
albicans ATCC 14053 suslar1 Karadeniz Teknik
Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimiinden
temin edildi ve antimikrobiyal aktivite tayini i¢in
kullanildi. Bitki 6ziitlerinde son konsantrasyon 40
mg/mL olacak sekilde saf su ile stok ¢ozeltiler
hazirlandi ve 0.45 pm Millipore filtrelerden
gecirilerek steril hale getirildi. 96 kuyucuk igeren
plakalarin her bir kuyucuguna 100 pL siv1
besiyeri (bakteriler icin Mueller Hinton Broth-
MHB, maya i¢in Potato Dextrose Broth-PDB)
eklendi. 100 pL stok oziit ¢ozeltisi ilk kuyucuga
eklendi ve daha sonra her kuyucuga birebir
seyreltme yontemiyle 2 kat seyreltilerek seri
halinde son konsantrasyonlar1 20 — 0.039 mg/mL
araliginda olacak sekilde devam edildi. Son iki
kuyucuk ise sterilizasyon kontrolii ve biiyiime
kontrolii olarak kullanildi. Biiyiime kontrolii ve
tiim test kuyucuklarina 5 pL bakteri siispansiyonu
(5x10° CFU/kuyucuk) inokiile edildi. Kuyucuklar
18-20 saat boyunca uygun sicakliklarda (28, 30 ve
37 °C) inkiibasyona birakildi. Bakteriyel biiylime
40 uL INT (2-(4-iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-
fenil-tetrazolyum-klorid) boyasi eklenerek tespit
edildi. Kuyucuklara INT eklenip 30 dakika
inkiibasyona birakilarak mikrobiyal biiyiimenin
olup olmadig1 gozlendi ve mikrobiyal biiylimenin
oldugu plakalarda renk saridan mora doniisti.
MIC degeri biiyiimenin goriilmedigi en diisiik
miktarda 0ziiti iceren konsantrasyon olarak
tamimlandi. Ampisilin (500 pg/mL), amikasin
(500 pg/mL) ve flukonazol (1500 pug/mL) standart
antibakteriyel ve antifungal ajanlar olarak
kullanildi (Giilliice vd., 2003).

3. Bulgular
3.1. Fenolik Bilesenler

Hypericum scabrum, Laser trilobum, Turanecio
hypochionaeus, Lactuca racemosa bitkilerinin
RP-HPLC-DAD analizi ile fenolik bilesenlerinin
tespitinde kullanilan 12 adet standart fenolik
bilesen i¢in kalibrasyon ve validasyon degerleri
Tablo 2’de verilmistir. Tiim bitki 6rneklerine ait
tespit edilen fenolik bilesenler ve miktarlari
literatiirdeki ¢aligmalarla kiyaslamasinin daha
kolay olabilecegi diisiiniilerek mg fenolik/ g 6ziit
ve mg fenolik/ g kuru bitki cinslerinden Tablo
3'de verilmistir.
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Protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, klorojenik
asit, kafeik asit ve p-kumarik asit tim bitki
orneklerinde tespit edilirken, rosmarinik asit
sadece Hypericum scabrum 6ziitiinde, benzoik asit
ise sadece Laser trilobum oziitiinde belirlenmistir
(Sekil 1).

Lactuca racemosa oziitiinde tespit edilebilen ana
bilesen kafeik asit olurken, diger tiim bitki

Oziitlerinde ise tespit edilebilen ana bilesen
klorojenik asit olmustur. Hypericum scabrum
oziitinde kullanilan 12 standart bilesenin 11
tanesine ait tanimlanabilen pik tespit edilirken, bu
bitki 6rnegini 9 tanmimlanabilen pik ile Laser
trilobum oziti  takip etmektedir. Lactuca
racemosa oziitiinde ise sadece 6 tane tanimlana-
bilen pik belirlenebilmistir (Tablo 3).
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Sekil 1.Bitki 6ziitlerinin RP-HPLC-DAD analizi ile elde edilen kromatogramlari (a) standart fenolik
bilesenler (b) Hypericum scabrum (c) Laser trilobum (d) Turanecio hypochionaeus (e) Lactuca racemosa (1)
gallik asit (2) protokatekuik asit (3) p-OH benzoik asit (4) klorojenik asit (5) vanilik asit (6) kafeik asit (7)
siringik asit (8) p-kumarik asit (9) rutin (10) rosmarinik asit (11) benzoik asit (12) kersetin
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En zengin tamimlanabilen fenolik igerik
Hypericum scabrum 6ziitinde tespit edilmistir
(58.634 mg fenolik/ g o0ziit). Klorojenik asit
(14.084 mg fenolik/ g 6ziit), vanilik asit (8.838

mg fenolik/ g 6ziit), protokatekuik asit (8.171 mg
fenolik/ g 0ziit) ve siringik asit (8.085 mg fenolik/
g 0ziit) sirasiyla en yiiksek miktarda belirlenen
fenolik bilesenlerdir.

Tablo 3. RP-HPLC-DAD ile analiz edilen bitki 6rneklerinin fenolik bilesenleri (t.e. tespit edilemedi)

Laser Turanecio Lactuca
Hypericum scabrum trilobum hypochionaeus racemosa
Fenolik Bilesenler mg
mg mg mg mg mg mg mg fenolik/
fenolik/ | fenolik/ g | fenolik/ | fenolik/ g | fenolik/ | fenolik/ g | fenolik/ | g kuru
goziit | kurubitki | goziit | kurubitki | g éziit | kuru bitki | g dziit | bitk
1 Gallik Asit 1.462 0.017 0.260 0.044 te. te. Le. Le.
2 Protokatekuik Asit ~ 8.171 0.097 0.380 0.006 0.346 0.002 0.404  0.002
3 p-OH Benzoik Asit ~ 5.710 0.068 0.298 0.005 0.593 0.004 1876  0.010
4 Klorojenik Asit 14.084  0.168 5.243 0.090 0.906 0.007 7.813  0.044
5 Vanilik Asit 8.838 0.105 te. te. 0.733 0.006 Le. Le.
6  Kafeik Asit 0.930 0.011 0.448 0.008 0.355 0.002 12760  0.072
7 Siringik Asit 8.085 0.096 te. te. 0.525 0.004 Le. Le.
8  p-kumarik Asit 0.714 0.008 0.314 0.005 0.290 0.002 1.497  0.008
9 Rutin 2.266 0.027 3.843 0.066 te. te. Le. Le.
10 Rosmarinik Asit 0.298 0.003 te. te. te. te. Le. Le.
11  Benzoik Asit te. te. 4.090 0.070 te. te. Le. te
12 Kersetin 8076  0.096 1906  0.032 te. te. 1143 0.006
Toplam 58.634  0.696  16.782  0.326 3.748 0027 25493 0142
3.2. Antioksidan Aktivite DPPH analizi sonucu en yiiksek aktivite
Hypericum scabrum oziitinde (ICsy: 45.64
Bitki oOrneklerinin toplam fenolik igeriklerinin pg/mlL), en disik aktivite ise Turanecio

36.30 £ 0.21-82.76 + 0.37 mg GAE/g ozt
araliginda oldugu belirlenmistir. En yiiksek igerik
Hypericum scabrum éziitiinde, en diisiik icerik ise
Turanecio hypochionaeus o6ziitiinde olgtilmiistiir
(Tablo 4).

Hypericum scabrum, Laser trilobum, Turanecio
hypochionaeus, Lactuca racemosa bitkilerinin
antioksidan kapasiteleri radikal siipirme (DPPH)
ve  demir  indirgeme  gigleri (FRAP)
potansiyellerinin 6l¢iilmesi ile degerlendirilmistir.

hypochionaeus o6ziitiinde (ICso: 483.33 ug/mL)
belirlenmistir. ICsp degerlerinin  diisik olmasi
yilksek antioksidan aktiviteyi goOstermektedir.
Demir indirgeme giicleri (FRAP) ise FeSO,.7H,0
esiti/ g Ozit cinsinden Tablo 4’de verilmistir.
Hypericum scabrum oziitiinde tespit edilen 378.04
+ 1.25 uM FeSO,4.7H,0 esdegeri/g 6ziit FRAP
degeri en yiiksek deger olurken, Turanecio
hypochionaeus 6ziitiinde belirlenen 54.10 + 0.84
uM FeSO,4.7H,0 esdegeri/g oziit FRAP degeri ise
en diisiik deger olarak goze garpmigtir.

Tablo 4. Bitki 6ziitlerinin antioksidan aktivite degerleri

Hypericum scabrum Laser Turanecio Lactuca
trilobum hypochionaeus racemosa

TPC
(mg GAE/g 6ziit) 82.76 £ 0.37 77.17+1.74 36.30+0.21 42.62 +1.04
FRAP 378.04 £ 1.25 306.40 +2.20 54.10 + 0.84 171.02 +£1.34
(UM FeS0,4.7H,0 esdegeri/g 6ziit) ’ ’ ) ’ ’ ’ ’ ’
DPPH

45.64 49.24 483.33 125.83
(ICs0: pg/mL)
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3.3. Antimikrobiyal Aktivite

Gilimiishane ilinden toplanan bitki 6rneklerinin
mikrodiliisyon metodu ile belirlenen
antimikrobiyal aktiviteleri Tablo 5’de verilmistir.
Hypericum scabrum ve Laser trilobum oziitlerinin
test edilen mikroorganizmalardan E. coli, B.
subtilis, S. aureus, K. pneumonia, P. aeruginosa,
Y. pseudotuberculosis ve E. faecalis bakterilerine
kars1 benzer etkiler gosterdigi tespit edilmistir.
Turanecio hypochionaeus 6ziitiinde herhangi bir

antimikrobiyal aktiviteye rastlanmazken, Lactuca
racemosa oziitiinde ise sadece E. coli bakterisine
karst aktivite goézlemlenmistir. C. albicans
mayasina karsi ise sadece Laser trilobum oziitii
aktivite goOstermistir. Ancak tespit edilen tim
antimikrobiyal aktivitelerin referans antibiyotik-
lere kiyasla oldukga zayif oldugu goriilmiistiir. P.
aeruginosa, A. baumannii ve E. cloacea
bakterilerine kars1 ise kullanilan bitki 6ziitlerinden
hicbiri aktivite gdstermemistir.

Tablo 5. Bitki oziitleri ve referans antibiyotiklerin minimum inhibitér konsantrasyonlart (MIC degerleri

pg/mL 6ziit)

Hypericum  Laser Turanecio Lactuca Ampis-ilin ~ Amika-sin  Flukonazol
scabrum trilobum  hypochionaeus  racemosa

E. coli 4000 4000 - 4000 7.8 0.49

B. subtilis 4000 4000 - 0.98 0.49

S. aureus 2000 4000 - 0.49 0.98

K. pneumonia 2000 4000 - - 0.49

P. aeruginosa - - - - 0.49

Y. pseudotuberculosis 250 250 - 125 31.2

E. faecalis 2000 2000 - 1.9 62.5

B. cereus 4000 - - - 0.49

A. baumannii - - - 7.8 0.98

E. cloacea - - - 0.98 -

C. albicans 4000 - - - 1.46

4. Tartisma ve Sonug

Giiniimiizde gida, kozmetik, saglik gibi pek ¢ok
alanda ¢esitli amaglarla kullanilan bitkiler
genellikle gostermis olduklari biyolojik aktiviteler
ve igerdikleri sekonder metabolitler agisindan
degerlendirilirler (Bektas vd., 2018).
Calismamizda ise Tirkiye ve cesitli iilkelerde
geleneksel olarak kullanilan ve Gilimiighane
ilinden toplanan Hypericum scabrum, Laser
trilobum, Turanecio hypochionaeus ve Lactuca
racemosa bitkilerinin bazi biyolojik aktiviteleri ve
RP-HPLC-DAD analizi ile fenolik bilesenleri
saptanmigtir.

Fenolik bilesenler, genel olarak fenolik asitler ve
flavonoidler olmak f{izere 2 grup altinda
degerlendirilmektedirler. Calismamizda ilk gruba
giren gallik asit, protokatekuik asit, p-OH benzoik
asit, Kklorojenik asit, vanilik asit, kafeik asit,
siringik asit, p-kumarik asit, rosmarinik asit,
benzoik asit ve flavonoidler grubuna giren rutin
ve kersetin  standartlari  bitki  Oziitlerinde
arastirilmisgtir. Bulgularimiz neticesinde
protokatekuik asit, p-OH benzoik asit, klorojenik
asit, kafeik asit ve p-kumarik asidin tim bitki
orneklerinde var oldugu tespit edilmistir (Tablo
3). Hidroksinnamik asit esterlerinden biri olan
klorojenik asit Hypericum scabrum, Laser
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trilobum ve Turanecio hypochionaeus bitkilerinin
ana bileseni olarak belirlenirken, bir digeri olan
kafeik asit ise Lactuca racemosa bitkisinde tespit
edilmistir. Klorojenik asit insan diyetinde en bol
bulunan polifenollerden biri olmakla birlikte
cesitli ¢alismalarda antioksidan ve antibakteriyel
etki gosterdigi bildirilmistir (Kang ve Lee, 2014).
Ayrica  deneysel inflamatuvar hastaliklarda
koruyucu etki gosterdigi (Yun vd., 2012; Lee vd.,
2013), farkli mide {lseri modellerinde mide
koruyucu etki gosterdigi (Shimoyama vd., 2013)
ve gastroozofajial reflii hastaligin1 hafiflettigi
(Kang ve Lee, 2014) gesitli in vivo calismalarda
rapor edilmistir. Calismamizda kullandigimiz
bitki 6rneklerinin daha 6nceden belirtildigi {izere
mide, sindirim ve inflamatuvar rahatsizliklarda
folklorik  olarak  kullanildigi  gbz  Oniine
alimdiginda, klorojenik asidin bu bitkilerin
gosterdigi tibbi etkilerde 6nemli bir rolii oldugu
diistintilebilir. Ek olarak, tiim bitki Orneklerinde
tespit edilen kafeik asidin kolit hastaliginda
antiinflamatuvar etki gosterdigi (Ye vd., 2007),
protokatekuik asidin ise yapilan in vivo bir
calismada  umut  vaat eden  derecede
antiinflamatuvar ve analjezik aktivite gosterdigi
belirtilmistir (Lende vd., 2011).

Caligmamizda Hypericum scabrum 6ziitiinde
benzoik asit hari¢ kullanilan tiim standart fenolik
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bilesenler tespit edilmistir (Sekil 1). Hypericum
scabrum bitkisinin igerdigi klorojenik asit, rutin
ve kersetin (Chen vd., 2013; Gopalakrishnan vd.,
2016) fenolikleri nedeniyle yara, ilser vb.
vakalarin tedavisinde etkili olabilecegi diisiiniile-
bilir. Cesitli ¢calismalarda ise klorojenik asit, rutin
ve kersetin fenoliklerinin yara iyilesmesi siirecini
gelistirebilecegi rapor edilmistir (Almeida vd.,
2012; Chen vd., 2013; Gopalakrishnan vd., 2016).
Ayan vd. (2009) yapmis olduklar1 c¢aligmada
Hypericum scabrum bitkisinden elde edilen
yaprak ve cicek Oziitlerinde bizim sonuglarimizi
destekler nitelikte olup klorojenik asit, rutin ve
kersetin bulundugunu bildirmistir. Laser trilobum
Oziitinde ana bilesenler olarak klorojenik asit
(5.24 mg/g 6ziit), benzoik asit (4.09 mg/g 6ziit) ve
rutin ~ (3.84 mg/g  Oziit)  belirlenmistir.
Ebrahimzadeh vd. (2010) L. trilobum bitkisi ile
yapmis olduklari arastirmada bitkinin igeriginde
gallik asit, rutin ve kersetin bulundugunu
bildirmistir. Ancak ¢alisma sadece bu ii¢ fenolik
bilesene ait standartlar kullanilarak gerceklestiri-
len kantitatif bir ¢alisma oldugu icin oldukca
simirlidir. Calismamizda Turanecio hypochionaeus
oziitinde dedeksiyon limiti dahilinde tespit
edilebilen fenolik icerik diger bitki oOziitlerine
kiyasla daha diigiik bulunmustur (3.75 mg/g 6ziit).
Klorojenik asit (0.9 mg/g 6ziit), vanilik asit (0.73
mg/g 6ziit) ve p-OH benzoik asit (0.59 mg/g 6ziit)
ana bilesenler olarak belirlenmistir. Albayrak vd.
(2017) yapmis olduklar1 g¢aligmada Turanecio
cinsinde genel olarak baskin bilesenlerin
klorojenik asit, kafeik asit ve p-kumarik asit
oldugunu bildirilmistir.  Lactuca racemosa
oziitlinde kafeik asit (12.76 mg/g 6ziit), klorojenik
asit (7.81 mg/g 6ziit) ve p-OH benzoik asit (1.87
mg/g 6ziit) fenolikleri dominant bilesenler olarak
caligmamizda belirlenmigtir. Literatiire
bakildiginda Lactuca racemosa bitkisinin fenolik
bilesenleri {izerine bir ¢alisma bulunmadigindan
dolay1 elde edilen bulgular ancak ayni cinsin diger
tirleri ile kiyaslanabilir. Terencio vd. (1992)
yapmis olduklar ince tabaka kromatografisi ve
HPLC-DAD analizleri neticesinde Lactuca
viminea bitkisinin apigenin, luteolin ve kersetin
icerdigini rapor etmistir.

Bilindigi gibi birgok bitki antioksidan aktivite
gostermektedir. Bitkilerin bu 6zellikleri igerdikleri
fenoliklerin radikal siipiirme, elektron transferi ve
metal iyonu selasyonu yeteneklerinden kaynaklan-
maktadir (Pereira vd., 2009). Oksidatif dengenin
bozulmas1 sonucu ortaya ¢ikan oksidatif stresin
gastrointestinal rahatsizliklar da dahil olmak iizere
cok sayida hastaligin patogenezinde rol oynadigi
diigiiniilmektedir.  Antioksidanlar ise olusan
oksidatif stresin zayiflatilmasinda Onemli rol
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oynamaktadir (Bhattacharyya vd., 2014). DPPH
radikali siiplirme tayininin hassas, kolay ve
ekonomik bir yontem oldugu diigiiniilmektedir
(Kedare ve Singh, 2011). Calisgmamizda siipiiriicii
aktiviteyi temsil eden ICsy degerleri 45.64-483.33
pg/mL araliginda tespit edilmistir. Diisiik ICsg
degeri yiiksek antioksidan aktiviteye belirtmek-
tedir. Total fenolik icerik tayini antioksidan
kapasitenin hizli bir sekilde gozlemlenebilmesi
icin kullanilan bir yontemdir. Analizlerimiz
sonucunda Oziitlerin toplam fenolik igeriklerinin
36.30-82.76 mg GAE/g oziit araliginda oldugu
belirlenmistir. FRAP tayini ise bitki drneklerinin
bir antioksidan aktivite belirteci olan indirgeme
yeteneklerini degerlendirmek icin yapilmistir.
Tespit edilen FRAP degerlerinin 54.10 ile 378.04
uM  FeSO4.7H,O esdegeri/g 0Oziit araliginda
oldugu goriilmistiir. Sonuglara bakildiginda
DPPH, FRAP ve total fenolik icerik degerleri
arasinda iyi bir korelasyon oldugu goriilmektedir.
Calismamizda Hypericum scabrum  oziitiiniin
gerceklestirilen  tiim  antioksidan  aktivite
analizlerinde en yiiksek degere sahip oldugu
gozlemlenmistir (Tablo 4). En diisiik aktivite ise
Turanecio hypochionaeus 6ziitiinde belirlenmistir.
Shafaghat (2011) Hypericum scabrum bitkisinin
cicek, yaprak, govde ve tohum kisimlarinin
onemli derecede DPPH siipiiriicii etkiye sahip
oldugunu bildirmistir. Sonuglarimiza benzer
sekilde Laser trilobum bitkisinin antioksidan
aktiviteye sahip oldugu Ebrahimzadeh vd. (2010)
tarafindan tespit edilmis ve TPC degeri 75 + 3 mg
GAE/g oziit olarak bildirilmistir. Bir baska
caligmada ise Gan ve Azrina (2016) DPPH, FRAP
ve TPC tayinleri aracihigiyla, Malezya’dan
toplanan farkli Lactuca sativa (bir baska Lactuca
tiirli) varyetelerinin antioksidan &zelliklere sahip
oldugunu bildirmistir. Ayrica, Albayrak vd.
(2017) yapmis olduklart biyolojik aktivite
calismasinda  ¢esitli ~ Turanecio tiirlerinin
antioksidan aktiviteye sahip oldugu tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar degerlendiril-
diginde test ettigimiz tim O&ziitlerin antioksidan
aktivite gosterdigi belirlenmis olup, Hypericum
scabrum ve Laser trilobum oziitlerinin test edilen
diger bitki oOziitlerine kiyasla daha yiiksek
aktiviteye sahip oldugu sdylenebilir. Ozellikle bu
iki  tir oksidatif stres kaynakli  ¢esitli
rahatsizliklarin (cilt, sinir, mide gibi) tedavisinde
yardimeci olarak kullanilabilir.

Hypericum scabrum, Laser trilobum, Turanecio
hypochionaeus ve Lactuca racemosa bitkilerinden
elde edilen oziitler 11 farkli mikroorganizmaya
kargi antimikrobiyal ag¢indan test edilmistir.
Mikrodiliisyon yontemi sonucunda elde edilen
MIC degerlerine baktigimizda test edilen
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mikroorganizmalara kars1 en yiiksek aktivitelerin
Hypericum  scabrum ve Laser trilobum
oziitlerinde oldugu belirlenirken  Turanecio
hypochionaeus &ziitinden herhangi bir antimikro-
biyal aktivite gozlemlenmemistir (Tablo 5).
Ancak tim belirlenen aktivitelerin referans
antibiyotiklere kiyasla oldukca zayif oldugu
gorlilmiistiir. Sonuclarimizi  destekler nitelikte
Hypericum scabrum bitkisinin hekzan Oziitliniin
Staphylococcus  aureus,  Bacillus  subtilis,
Enterococcus faecalis ve Escherichia coli
bakterilerine kars1 farkl derecelerde
antimikrobiyal aktivite gosterdigi Shafaghat
(2011) tarafindan rapor edilmistir. Ayrica,
Parlatan vd. (2009) yapmis olduklari c¢aligmada
Laser trilobum meyve o6ziitiiniin Staphylococcus
aureus, Proteus vulgaris, Proteus mirabilis,
Bacillus cereus, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumonia ve Escherichia coli bakterilerine kars:
antimikrobiyal etki gosterdigini rapor etmistir.

Bu bilgiler 1s138inda Hypericum scabrum ve Laser
trilobum  bitkilerinin  ¢alismamizdaki  diger
bitkilere kiyasla daha yiiksek antioksidan ve
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu
soylenebilir. Ozellikle incelenen bu iki tiiriin,
icerdikleri fenolik bilesenler, antioksidan ve
antimikrobiyal &zellikleri gbz Oniine alindiginda
cesitli rahatsizliklarin tedavisinde faydali olacagi
diisiiniilebilir. Elde edilen sonucglar bu bitkilerin
potansiyel kullanim alanlarinin genisletilmesine
katki saglayacaktir.
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