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Diinyada genis bir alana yayilmis olan Salvia tiirleri, yiiksek antioksidan aktiviteye sahip fenolik madde igeriginden dolay1 tibbi
aromatik bitkiler arasinda 6nemli bir yere sahiptir. Bu ¢aligmada, Salvia verticillata subsp. amasiaca tiiriiniin metanol ekstraktimnin
antioksidan kapasitesini belirlemek i¢in Serbest Radikal Giderme (DPPH), Demir Indirgeme Giicii (FRAP), Bakir indirgeme Giicii
(CUPRAC) ve Serbest Katyon Radikali Giderme (TEAC) antioksidan aktivite testleri ile Toplam Fenolik (TP) ve Toplam Flavonoid
(TF) miktar1 analizleri yapilmustir. Yapilan antioksidan testleri sonucunda, DPPH ICs, 11,4740,30, FRAP 22,22 + 0,36 mmol TE/g
eksrakt, CUPRAC 6,67 + 0,16 mmol TE/g ekstrakt ve TEAC ise 5,77 + 0,82 1Cso (Mg/mL) olarak belirlenmistir. Toplam fenolik ve
toplam flavanoid igerigi sirastyla 140,18 + 8,73 mg GAE/g ekstrakt ve 51,56 + 1,18 mg QE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Sonug

olarak, Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisinin metanol eksraktinin yiiksek antioksidan aktivite gosterdigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Salvia verticillata subsp. amasiaca, antioxidant ve flavonoids, DPPH

Determination of Antioxidant Capacity and Total Phenolic Matter of Salvia

verticillata subsp. amasiaca

Abstract

Salvia genus, being as widely growed in the world, due to the antioxidant and phenolic content has an important role in medical
aromatic plants. In this study, Salvia verticillata subsp. amasiaca of sage species methanol extracts was determined by the total
phenolic and antioxidant activity. Free radical reduction (scavenging), iron reduction power (FRAP), copper reduction power
(CUPRAC), free radical ctions reduction (TEAC), total phenolic (TP) and total flavonoids (TF) tests were performed. The results of
the tests, scavenging activity DPPH ICs 11,47+0,30, FRAP 22,22 + 0,36 mmol TE/g extract, CUPRAC 6,67 + 0,16 mmol TE/g
extract and TEAC ise 5,77 + 0,82 ICs, (ng/mL) was determined. Total phenolic and total flavonoid was determined to be extracted
content 140,18 + 8,73 mg GAE / g of extract and 51,56 + 1,18 QA / g, respectively. As a result of the Salvia verticillata subsp.
amasiaca, was showed a high antioxidant activity.
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1. Giris

Insanlarda ve hayvanlarda normal metabolik faaliyetlerin isleyisleri sirasinda gevresel faktérler,
radyasyon, stres ve dis faktdrlerin etkisiyle serbest radikaller meydana gelmektedir. Serbest radikaller
reaktif oksijen tlru olarak bilinirler. Reaktif oksijen tiirleri kisa 6miirlii ve kararsiz olmalar1 nedeniyle
organizmalarda bulunan niikleik asitler, lipidler, karbonhidratlar ve proteinler gibi biyolojik molekdllerle
kolayca reaksiyona girebilirler. Bunun sonucunda yaslanma, kanserler, immiin sistem hastaliklari,
karaciger hastaliklar1 gibi birgok hastaligin nedeni olarak gosterilmektedir [1-3]. Ayrica insan viicudun da
olusan serbest radikaller i¢in bir¢ok enzimatik veya enzimatik olmayan savunma mekanizmalar
bulunmaktadir. Antioksidan maddeler ise bu serbest radikalleri yok edici olarak bilinmektedir. Ayrica
insan viicudunda olusan bu serbest radikallerden korunmak igin dogal bitkilerin igerdikleri flavonoidler,
antioksidan maddeler ve fenolik bilesiklerin etkili oldugu bilinmektedir [4].

Salvia, Lamiaceae familyasi igerisinde en biiyiik cins olup 900 tirl icermekte ve tim diinyada
yayilis gOstermektedir. Tiirkiye’de ise 97 tur, 113 takson bulunmakta olup bu tiirlerin 58 tanesi
Turkiye’ye endemiktir [5-6]. Bu cinsin bazi tiirleri ekonomik olarak bilyiik 6nem tagimaktadir. Ekonomik
olarak 6nem tasiyan bu tiirler gida, ilag, kozmetik ve parfiimeri sanayisinde kullanilmaktadir.

Salvia turleri igerisinde en énemlilerinden biride Salvia verticillata subsp. amasiaca’dir. Salvia
verticillata subsp. amasiaca c¢ok yillik otsu bir bitki olup deniz seviyesinden 20-2300 m arasinda
yetisebilen bir tirdiir. Bu tiir 15-80 cm’ye kadar uzayabilen ve kumlu topraklarda, g¢ayirlarda, yol
kenarlarinda yetisebilen bir bitkidir [7].

Bu c¢alisma, Kayseri’den toplanan Salvia verticillata subsp. amasiaca tiriiniin antioksidan

kapasitesi ve toplam fenolik madde igeriginin belirlenmesi amaci ile yiirttiilmiistiir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Bitkilerin Toplanmasi
Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisi Temmuz/2016 tarihinde Pinarbagi/Kayseri’den

toplanmustir. Tiir teshisi Yrd. Dog. Dr. Melih YILAR tarafindan yapilmistir (Flora of Turkey).

2.2. Bitki Ekstraktinin Hazirlanmasi

Toplanan Salvia verticillata subsp. amasiaca bitkisi uygun sartlarda kurutulduktan sonra
ogiitillerek toz haline getirildi. Elde edilen bitki Orneginden 200 mg alinarak iizerine 10 mL
methanol/kloroform (4/1) karigimi ilave edildi. Daha sonra karigim, ultrasonik banyoda 30 °C de 30
dakika bekletilerek eksraksiyon yapildi. Elde edilen ekstraksiyon ¢ozeltisi doner buharlastirict ile
uzaklagtirildiktan sonra 1 mg/ml methanol olacak sekilde stok ¢ozeltiler hazirlandi. Bu stok ¢ozeltisi
antioksidan aktivite testleri ile toplam fenolik ve flavonoid analizlerinde kullanilmak iizere +4 °C

saklandi.

2.3. Serbest Radikal Giderme Aktivitesi (DPPH)
Serbest radikal giderme aktivitesi Liyana-Pothirano metodunda bir ka¢ degisiklik yapilarak
belirlendi [8]. Farkli miktarlarda bitki ekstraktinin stok ¢ozeltileri deney tiiplerine konularak, hacimleri

etilalkol ile 3 mL’ye tamamlandi. Uzerlerine 1 mL DPPH g¢ozeltisi (0,26 mM) ilave edilerek vorteks
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yardimi ile karistirildi. Karanlik ortamda 30 dakika bekletildikten sonra absorbanslar1 spektrofotometre

517 nm’de okundu. Elde edilen veriler ICs; olarak hesaplandi.

2.4. Katyon Radikali Giderme Aktivitesi (TEAC)

Bu analiz Re ve ark. tarafindan uygulanan metoda gore yapildi [9]. 0,1 M pH’1 7,4 olan fosfat
tamponu ile hazirlanan 2 mM ABTS (2,2'-Azino-bis 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) ve 2,45 mM
sodyumpersulfat (Na,S,0g) ¢ozeltileri 1:2 oraninda karigtirllarak, karanlik ortamda 6 saat bekletildi.
Farkli miktarlarda bitki ekstraktinin stok ¢ozeltileri deney tiiplerine konularak, hacimleri 0,1 M fosfat
tamponu (pH 7,4) ile 3 mL’ye tamamlandi. Uzerine 1 ml ABTS ¢ozeltisi ilave edilerek vorteks yardimi
ile karigtirildi. 30 dk oda sartlarinda bekletildikten sonra spektrofotometre 734 nm’de absorbans degeri

okundu. Ornegin sonuglar1 ICsy degeri olarak hesapland.

2.5. Demir indirgeme Giicii Aktivitesi (FRAP)

FRAP analizi Oyaizu tarafindan uygulanan metotta degisiklikler yapilarak gergeklestirilmigtir
[10]. 0,25 mL bitki ekstrakt1 0,2 M fosfat tamponu (pH 6,6) ile 1,25 mL’ye tamamlandi. Uzerine 1,25 mL
potasyum ferik siyanur [KsFe(CN)e] ¢ozeltisi (%1) ilave edildi. Bu karigim 20 dakika 50 "C’de bekletildi.
Oda sicakligina soguyan karigima TCA (1,25 mL, %10) ve FeCl; (0,25 mL, %0,1) cozeltileri ilave edildi.
Vorteks ile karistirildiktan sonra spektrofotometre absorbansi 70 nm’de olgiildii. Elde edilen sonuglar

Troloks esdegeri (TE) olarak hesaplandi.

2.6. Bakar indirgeme Giicii Aktivitesi (CUPRAC)

0,1 mL 6rnek ¢ozeltisinden alarak hacim 1 mL’ye metanol ile tamamlandi. Uzerine 1’er mL
CuCl, (0,01 M), neokuprin (7,5x10° M) ve amonyum asetat cozeltileri ilave edilerek vorteks ile
karigtirildi. Oda sicakliginda 30 dakika bekletildikten sonra spektrofotometre 450 nm’de absorbans degeri
okundu. Elde edilen sonuglar Troloks esdegeri (TE) olarak hesaplanarak degerlendirildi [11].

2.7. Toplam Fenolik Bilesik Miktar:1 Tayini

Toplam fenolik bilesik tayini Folin-Ciocalteus reaktifi ile yapildi [12]. Bitki ekstraktinin
hazirlanan stok ¢ozeltisinden 0,1 mL alinarak saf su ile 4,6 mL’ye tamamlandi. Uzerine 0,3 mL Na,COs
cozeltisi (%2’lik) ve 0,1 mL Folin-Ciocalteus reaktifi ilave edilerek vorteks yardimu ile karigtirildi. Oda
sartlarinda 2 saat bekletildikten sonra spektrofotometre absorbansi 760 nm’de spektrometre ile 6lgtildii.

Sonuglar gallik aside esdeger (GAE) olarak hesaplandi.

2.8. Toplam Flavonoid iceriginin Belirlenmesi

Bitki ekstraktinin stok ¢ozeltisinden 0,1 mL alinarak hacim 4,8 mL’ye metanol ile tamamlandi.
Uzerine 0,1 mL AI(NO3) (%10’luk) ve 0,1 mL NH,CH;COO cozeltileri (1 M) ilave edildi. Vorteks
isleminden sonra oda sartlarinda 40 dakika bekletilerek spektrofotometre 415 nm’de absorbans 6l¢limu

yapilarak kaydedildi. Elde edilen sonuglar quarcetin esdegeri (QE) olarak hesaplandi.
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3. Bulgular
3.1 FCR ile Toplam Fenolik Madde Analizi

S. verticillata subsp. amasiaca’nin metanol ekstraktinin Folin-Ciocalteu reaktifi (FCR) reaktifi
kullanilarak toplam fenolik madde analizi yapilmistir. Analizde standart olarak gallik asit kullanilarak
grafik olusturulmus ve bu grafik kullanilarak ekstraktaki fenolik madde miktari mg gallik asit (mg GAE/g
ekstrakt) olarak hesaplanmistir. Yapilan fenolik madde analizi sonucunda 140,18 + 8,73 mg GAE/g

ekstrakt oldugu belirlenmistir.

3.2. Toplam Flavonoid Madde icerigi

S. verticillata subsp. amasiaca’nin metanol ekstraktinin toplam flavonoid madde igerigi standart
olarak kuarsitin kullanilarak grafik olusturulmus ve bu grafik kullanilarak ekstraktaki flavonoid madde
icerigi mg kuarsitin olarak hesaplanmustir. Yapilan analiz sonucunda S. verticillata subsp. amasiaca’nin
metanol ekstraktinin toplam flavonoid madde igeriginin 51,56 + 1,18 mg QE/g ekstrakt oldugu

belirlenmistir.

3.3. DPPH analizi

DPPH radikali dogal antioksidanlarin serbest radikal yakama aktivite testlerinin
degerlendirilmesinde kullanilir. Farkli derigsimler de hazirlanan S. verticillata subsp. amasiaca’nin
metanol ekstrelerinin ve standartlarin DPPH radikal gidermeleri ICso (pg/mL) olarak antioksidan

aktiviteleri Sekil 1°de verilmistir.
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Sekil 1. DPPH analizi sonucunda Salvia verticillata subsp. amasiaca’nin radikal giderme aktivitesi.

Yapilan DPPH analizi sonucunda antioksidan aktivitesi standart olarak kullanilan BHT, BHA ve
Trolox’a yakin ¢ikmasi antioksidan kapasitesi bakimindan oldukga iyi oldugunu gostermektedir (Tablo
1).
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Tablo 1. S. verticillata subsp. amasiaca ekstrelerinin ve standart antioksidanlarin ICsq degerleri

Antioksidan Trolox BHA BHT S. Verthl”a-ta
subsp. amasiaca
ICso (g/mL) 3,50+0,03 4,52+0,30 8,45:0,67 11,47+0,30

3.4.  lindirgeme Giicii Tayini

Fe*® iyonunun indirgenmesi bir bilesigin antioksidan aktivitesi igin énemli olan elektron verme
yeteneginin gostergesi olup diger antioksidan mekanizmalar1 ile yakindan iligkilidir. S. verticillata subsp.
amasiaca’nin hazirlanan metanol ekstrakti standart olarak kullanilan BHA ve BHT antioksidanlarla

karsilasgtirilmigtir (Sekil 2).

indirgeme Giicii Aktivitesi
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Sekil 2. Salvia verticillata subsp. amasiaca’nin indirgeme giicu.

S. verticillata subsp. amasiaca’nin Fe*® indirge giicii 2,22 + 0,36 mmol TE/g eksrakt iken kontrol
olarak kullanilan BHA 6,60 + 0,16 mmol TE/g eksrakt ve BHT 2,74 + 0,35 mmol TE/g eksrakt olarak
hesaplanmigtir. Bu sonuca bakilarak S. verticillata subsp. amasiaca’nin iyi bir indirgen antioksidan
oldugu belirlenmistir (Sekil 2).

3.5. CUPRAC Bakar(II) indirgeyici Antioksidan Kapasite

S. verticillata subsp. amasiaca’nin metanol ekstraktinin CUPRAC indirgeme kapasitesi 6,67 +
0,16mmol TE/g ekstrakt standart olarak kullamlan BHT 15,25 0 ,65 ve BHA 15,99 + 1,07mmol TE/g
ekstrakt ile karsilagtirlarak yapilmigtir. Yapilan analiz sonucunda S. verticillata subsp. amasiaca’nin

kullanilan kontrollere gore iyi bir CUPRAC indirgeyici antioksidan kapasitesinin oldugu belirlenmistir
(Sekil 3).
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CUPRAC
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Sekil 3. Salvia verticillata subsp. amasiaca’nin CUPRAC Bakar(Il) indirgeme giicii.

3.6. ABTS Radikali Giderme analizi

S. verticillata subsp. amasiaca’nin metanol ekstraktinin ABTS radikal giderme aktivitesi 5,77 +
0,82 ICsy (Mg/mL) standart olarak kullanilan BHT 9,40 + 0,55 ICsy (ug/mL), BHA 3,30 + 0,05 ICs
(ug/mL)  ve Trolox 4,80 £ 0,06 ICsy (Mg/mL) ile karsilagtirdigimizda BHA standardinin en yiiksek
radikal giderme aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir. S. verticillata subsp. amasiaca’nin metanol
ekstraktinin ABTS radikal giderme aktivitesi ise BHA ve Troloks standartlarin diisiik BHT standardindan
ise yliksek bir aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir (Sekil 4).
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Sek 4. ABTS analizi sonucunda Salvia verticillata subsp. amasiaca’nin radikal giderme aktivitesi.

4, Tartisma ve Sonug
Yapilan antioksidant testleri sonucunda, DPPH ICsy 11,4740,30, FRAP 22,22 + 0,36 mmol TE/g
eksrakt, CUPRAC 6,67 = 0,16 mmol TE/g ekstrakt ve TEAC ise 5,77 + 0,82 ICs, (ug/mL) olarak
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belirlenmigtir. Toplam fenolik ve toplam flavanoid icerigi sirasiyla 140,18 + 8,73 mg GAE/g ekstrakt ve
51,56 = 1,18 mg QE/g ekstrakt olarak tespit edilmistir. Bugiine kadar yapilan caligmalarda salvia
tirlerinde bulunan fenolik madde icerigi 41-134 GAE/g ekstrakt arasinda oldugu rapor edilmistir [13-15].
S. verticillata subsp. amasiaca’nin yapilan analiz sonucunda toplam fenolik madde igerigi 140,18 mg
GAE/g ekstrakt oldugu saptanmustir. Fenolik madde bakimindan salvia turleri icerisinde oldukg¢a zengin
oldugu belirlenmistir. Salvia tiirleri ile daha 6nce yapilan galigmada Salvia sclarea, Salvia glutinosa,
Salvia pratensis ve Salvia officinalis tirlerinin antioksidant aktivite, toplam fenolik ve toplan flavonoid
miktarlar1 karsilastimiglar, Salvia officinalis tiiriiniin toplam fenolik ve toplam flavonoid miktari
bakimindan diger tiirlerden daha zengin oldugu bildirilmistir[16]. Yine Salvia fruticosa Mill. yapilan bir
calismada dogadan toplanan ve kiiltiire alinan ada caymin antioksidant, toplam fenolik ve flavonoid
icerigi arastirilmis, calisma sonucunda dogal olarak toplanan bitkideki antioksidan degeri ortalamasi
848,52 pmol Trolox Esdeger/100 g Kuru madde (KM) olarak, toplam fenolik ve flavonoid miktarlari
ortalamast 10,75 mg GAE/ g KM ve 7,03 mg KE/g KM olarak bildirmisler, kiiltiire alinanlarda ise
antioksidan degeri ortalamasi 839,13 pumol Trolox Esdeger/100 g KM, toplam fenolik ve flavonoid
miktarlari ortalamasi 10,99 mg GAE/ g KM ve 6,58 mg KE/g KM olarak bildirilmistir [17]. Bagka bir
caligmada 39 farkl bitki tiirtiniin toplam fenolik madde igerigi belirlenmis ve en yiiksekfenolik madde
icerigine Poliomintha longiflora (17,51+0,22 mg GAE/gKM) ve Origanum vulgare subsp. hirtum (11,80
10,60 mg GAE/gKM)’da oldugu belirlemislerdir [18]. Cin’de tibbi bitki olarak kullanilan 30 fakli bitki
tirtiniin farkli bolgelerden toplanarak toplam fenolik madde igerigi incelenmis sonug¢ olarak fenolik
madde igeriginin 1,31 + 0,02 mg GAE/gKM ile 36,2 + 098 mg GAE/gKM arasinda
oldugunu ve en yiiksek fenol igerigine Rhodiola sacra Fu adli bitkinin sahip oldugu bildirilmistir[19].
Salvia fruticosa Mill. LC/MS ile yapilan analizler sonucunda, Salvia fruticosa Mill. tiirinde; kuersetin
dihidrat (%2,47), apigenin (%2,53), sinnamik asid (%2,80), luteolin (%3,34) ve rozmarinik asid (%89,10)
bilesenleri tespit edilmistir. Salvia fruticosa Mill.”in kalitatif analizinde ise 50 bilesen tespit edilmis olup
bunlarin baglicalar; a-pinene (%12,58), camphor (%1,56), caryphyllene (%4,29), linalool (%0,17), 1,8-
cineole (Okaliptol) (%52,60), B-pinene (%0,47), borneol (%7,66), camphene (%18,37), B-myrcene
(%2,42), linalyl acetate (%0,04), terpinene-4-ol (%0,07) ve thujone (%0,10) oldugunu saptamiglardir[20].

Laminece familyasmin tiirlerinin giiglii bir antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir.
Bazi yazarlar bu tiirlerin antioksidan kapasitesiyle fenolik bilesikler arasinda lineer bir korelasyon
oldugunu bildirmislerdir [21, 22].

S. verticillata subsp. amasiaca’nin yapilan DPPH ve ABTS analizlerinde standart olarak
kullanilan BHT, BHA ve Trolox’a yakin ¢ikmasi serbest radikal giderme aktivitesinin oldukga iyi
oldugunun bir gostergesidi. CUPRAC Bakir(Il) indirgeyici ve indirgeme giicliniin kullanilan
standartlardan daha iyi ¢ikmasi antioksidan indirgeme kapasitesi madde igerigince zengin oldugunu
goOstermektedir.

Sonu¢ olarak S. verticillata subsp. amasiaca’nin metonol ekstresinin olduk¢a gucli bir

antioksidan dzellige sahip oldugu ve herbal antioksidan olarak kullanilabilir oldugunu gostermistir.
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