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OZET

ENDEMIK Salix purpurea L. subsp. leucodermis YALT. (SALICACEAE)
UZERINDE BAZI BiYOLOJIK AKTiVITE ARASTIRMALARI
YUKSEK LISANS TEZI
EZGi ALVAR
PAMUKKALE UNIiVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. GURKAN SEMiZ)
DENIZLi, OCAK 2024

Salix L. cinsi diinyada yaklasik 500 tiirle yayilis gosteren zengin bir
cinstir. Tirkiye’deki Salix tiirleri iizerinde yapilan antioksidan ve anti-
inflamatuar ¢caligmalar1 6nemli 6l¢iide potansiyel gostermistir. Bu calismamizda
endemik Salix purpurea L. subsp. leucodermis Yalt. taksonunun farkli
polaritedeki ¢oziiciilerdeki toplam fenolik madde miktar1, toplam flavonoid
miktar1 ve antioksidan aktivitesinin belirlenmesi amaglanmigtir. Ekstraktlarin
barindirdigi toplam fenolik madde miktar1 Folin-Ciocalteu yontemiyle, toplam
flavonoid miktar1 AlCIz kolorimetrik metoduyla ve antioksidan seviyesi DPPH
yontemi ile belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére en yiiksek miktarda
fenolik madde miktar1 etanol (223,54 mg GAE/g) ve metanol (183,12
mgGAE/g) ekstraktlarinda bulunmustur. En yliksek miktarda flavonoid n-
hekzan (152,34 mg RU/g; 116,03 mg QE/g), metanol (109,84 mg RU/g; 81,57
mg QE/g) ve etanol (109,13 mg RU/g; 80,99 mg QE/g) ekstraktlarinda
belirlenmistir. Antioksidan testlerine gore ise metanol ekstraktinin IC50 degeri
11,86 pg/ml, su ekstraktinin IC50 degeri 19,81 pg/ml, etanol ekstraktinin IC50
deger 34,96 ng/ml, kloroform ekstraktinin IC50 degeri 175,66 pg/ml ve n-
hekzan ekstraktinin IC50 degeri ise 420,44 pg/ml olarak bulunmustur. Bu
calisma, iilkemizde endemik olarak yayilis gosteren S. purpurea subsp.

leucodermis bitkisi tizerine yapilmis ilk biyoaktivite ¢aligmasidir.

ANAHTAR KELIMELER: Salix purpurea subsp. leucodermis, Erguvani
sogiit, biyolojik aktivite, antioksidan kapasite



ABSTRACT

SOME BIOLOGICAL ACTIVITY STUDIES ON ENDEMIC Salix
purpurea L. subsp. leucodermis YALT. (SALICACEAE)
MSc THESIS
EZGi ALVAR
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. GURKAN SEMiZ)
DENIZLI, JANUARY 2024

The genus Salix L. is a rich group distributed around the world with
approximately 500 species. Antioxidant and anti-inflammatory studies
conducted on Salix species in Tirkiye have shown significant potential. In this
study, we aimed to determine the total phenolic contents, total flavonoid contents
and antioxidant activity of the endemic Salix purpurea subsp. leucodermis in
solvents of different polarities. The total amount of phenolic substances
contained in the extracts was determined by the Folin-Ciocalteu method, the total
amount of flavonoids by AICl3 colorimetric method, and the antioxidant level by
the DPPH method. According to the results, the highest amounts of phenolic
contents were found in ethanol (223.54 mg GAE/g) and methanol (183.12 mg
GAE/qg) extracts. The highest flavonoid contents were determined in n-hexane
(152.34 mg RU/g; 116.03 mg QE/g), methanol (109.84 mg RU/g; 81.57 mg
QE/g) and ethanol (109.13 mg RU/g; 80.99 mg QE/g) extracts. According to
antioxidant tests, the IC50 value of methanol extract was 11.86 pg/ml, the IC50
value of water extract was 19.81 ug/ml, the IC50 value of ethanol extract was
34.96 ng/ml, the IC50 value of chloroform extract was 175.66 ng/ml and the
hexane extract IC50 value was found to be 420.44 pg/ml. This study is the first

bioactivity study conducted on the endemic S. purpurea subsp. leucodermis.

KEYWORDS: Salix purpurea subsp. leucodermis, purple willow, biological
activity, antioxidant capacity
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1. GIRIS

Yeryiiziinde yaklasik 500.000 bitki tiirtiniin bulundugu tahmin edilmektedir
(Borris 1996). Bunlarin sadece kii¢iik bir yiizdesi insanlar ve diger hayvan tiirleri
tarafindan besin maddesi olarak kullanilmaktadir. Tibbi amaglar i¢in kullanilan bitki
tiirleri de hesaba katildiginda, bu rakamin daha da arttig1 diisiiniilmektedir (Cowan
1999). Bitkilerin tibbi amaglarla kullanimi, ¢ok eski zamanlardan beri bilinmektedir.
Tirkiye dahil olmak iizere diinyanin ¢esitli bolgelerinde, bitkiler yillardir halk arasinda
cesitli amaclarla, 6rnegin ¢ay, baharat veya tedavi amaciyla kullanilmaktadir (Kirbag
ve Zengin 2005; Toroglu ve Cenet 2006). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
yapilan bir aragtirmaya gore, tedavi amacgh kullanilan tibbi bitki tiirlerinin sayisinin

yaklasik 20.000 oldugu belirtilmektedir (Ilgim ve dig. 1998).

Tiirkiye, bitki gesitliligi ve cografi konumu itibariyle ¢evresindeki pek ¢ok
tilkeden daha farkli bir pozisyondadir. Tiirkiye’de bulunan bitki tiirlerinin sayisi,
Avrupa genelinde bulunan tiirlerin sayisina oldukg¢a yakindir. Tiirkiye florasinda her
yil yeni kesiflerle artan bitki taksonu sayisi (tiir, alt tiir ve varyete diizeyinde) yaklasik
olarak 12.000 civarindadir. Bu taksonlarin yaklasik 3649'u (3'te 1 oraninda) endemiktir
(Ozyavuz 2011). Tiirkiye, Avrupa-Sibirya, Akdeniz ve iran-Turan flora bélgelerin
ortaya ciktigi bir cografyada bulunmasi, Giiney Avrupa’yla Gilineybati Asya
floralariin arasinda bir baglanti olusturmasi, pek ¢ok cins ve seksiyonun i¢i bir
farklilasim ve orijin merkezi olmasi, ekolojik ve fitocografik zenginligiyle alakali
olarak tiir endemizmi bakimindan yiiksek bir ¢esitliligine sahiptir (Aveci 1993; Toroglu
ve Cenet 2006).

Tiirkiye, zengin ve cesitli bir bitki Ortiisiine ev sahipligi yapan bir iilkedir.
Cografi konumu sayesinde biyogesitliligin yogun oldugu bir bolgede bulunmaktadir.
Tiirkiye'nin bitki florasi, Akdeniz, Ege, Marmara, i¢ Anadolu, Dogu Anadolu ve
Karadeniz gibi ¢esitli iklim bolgelerine sahip olmasi sebebiyle olduk¢a genistir.
Ulkenin farkli bolgelerinde ¢ok cesitli bitki tiirleri bulunmaktadir. Tiirkiye'nin cografi
yapisi, binlerce bitki tiirlinii barindirmasina ve bu tiirlerin iklim bdolgelerine ve
yiiksekliklere gore farklilik gostermesine olanak saglamaktadir. Bu gesitlilik, ekolojik
dengenin korunmasi, biyolojik cesitliligin devam ettirilmesi ve ekonomik faaliyetler

icin biiylik bir dneme sahiptir. Ayrica, iilkenin zengin canli ¢esitliligi, Tiirkiye i¢in



Oonemli bir avantaji temsil etmektedir. Bu c¢esitlilik, iilkenin dogal kaynaklarini
zenginlestirerek ekosistemlerin ve biyogesitliligin siirdiiriilebilirligini destekler (Avel

1993).

Tiirkiye, Akdeniz, Iran-Turan ve Avrupa-Sibirya bélgelerinin kesisim
noktasinda bulundugu icin ¢esitli topografik ve iklimsel 6zelliklere sahip olmasiyla
dikkat ¢eker. Bu ¢esitlilik, oldukc¢a zengin bir bitki ortiisiine ev sahipligi yapmasini
saglar. Tirkiye'nin barindirdig1 yaklasik dokuz bin bitki tiirliniin iicte birinden
fazlasinin endemik olmasi, tlilkeyi tibbi bitkiler agisindan 6nemli bir potansiyele sahip

kilar (Giiveng 2003).



2. GENEL BILGILER

2.1  Salix Cinsinin Genel Ozellikleri

Salicaceae familyasimin Salix L., Populus L. ve Chosenia Nakai gibi 6ne ¢ikan
ti¢ 6nemli cinsi bulunmaktadir. Bu bitkiler genellikle kuzey iliman bolgelerde yaygin
olarak bulunurlar. Kisin yapraklarmi déken hem boceklerle hem de riizgarla tozlasan
agaclar veya cali formundaki odunsu bitkilerdir (Ansin ve Ozkan 1993; Argus 1997).
Bu familya ve cinslere ait bitkiler genellikle kuzey 1liman kusakta yaygin olarak
goriilen, yapraklarmi kisin doken, aga¢ veya ¢ali formunda odunsu bitkilerdir. Bu
bitkilerin ¢ogu, tozlasmayr bocekler ya da riizgar araciligiyla gerceklestirebilir
(Akkemik 2018). Yapraklar1 genellikle sarmal, nadiren karsilikli olarak dizilmis
olabilir. Basit yapraklara sahiptirler ve genellikle kulakg¢iklidirlar. Yaprak kenarlar
tam, disli veya nadiren diiz olabilir. Yaprak damarlar1 genellikle tiiylimsii ya da el
seklindedir. Cigekler tek cinsiyetlidir. Cigekler, tek yillik siirgiinlerin yaninda veya az
sayida tepe siirgiinlerindeki tomurcuklarin ilkbaharda acilmasiyla meydana gelir.
Birden fazla ¢igekten olusmus basak kurulusunda bulunan ¢igekler tipiktir. Kedicik
dik veya sarkik olabilir (Akkemik 2018). Meyveleri genellikle ¢ok tohumlu bir kapsiil
iginde bulunur ve tohumlar kadife tiiyleri andiran 6zelliklere sahiptir (Akman ve dig.
2007). Bu bitkilerin ¢imlenme o6zellikleri hizla kaybolabilir ve celikle kolayca
iiretilebilirler (Angin ve Ozkan 1993).

Tiirkiye'de dogal olarak bulunan iki cins olan Populus ve Salix'e ait tiirleri ayirt
etmek i¢in genel olarak su 6zellikler 6ne ¢ikmaktadir: Salix cinsine ait tomurcuklar tek
bir dig pullu olup brakteler tamdir, tozlasma bdcekler sayesinde gerceklesir. Populus
cinsinde ise tomurcuklar bir ya da birden fazla dis pullu olup, brakteler disli veya

sacaklidir, tozlasma riizgarla gergeklesir (Skvortsov ve Edmondson 1982).

Salix simpodial biliyliime 6zelligi gosteren, yapraklarin1 doken agag, ¢ali veya
nadiren siiriiniicli ¢al1 gériiniimiinde odunsu bitkilerdir. Tomurcuklar genellikle tek bir
dis pul ile ortiiliidiir ve siirgline tamamen yatmis durumda olabilirler; bazen yapiskan
tiiylii veya tiiysiiz olabilirler ve siirgiinlerde sarmal veya bazi tiirlerde karsilikli olarak
dizilmislerdir. Yapraklar sarmal (bazen karsilikli) olarak yerlesmis, serit veya ters

yumurta seklinde, kenarlar1 tam veya hafifce disli, nadiren oldukc¢a keskin disli
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olabilir. Yaprak sap1 kisa olabilir veya bulunmayabilir. Yaprak damarlar1 genellikle
tilylimsii, nadiren el bi¢cimindedir. Yaprak yiizeyleri genellikle tiiysiiz olup, bazen
ozellikle alt yiizeyleri tiiylii olabilir; genellikle kulakg¢iklar vardir ve gogu zaman erken
dokiliir, bazen hi¢ bulunmazlar. Cigekler tek cinsli, iki evcikli olup, tozlasma
cogunlukla bocekler araciligiyla gerceklesir. Kedicikler yapraklardan Once veya
yapraklarla birlikte goriiniir; eliptik, yumurta bigiminde veya uzun silindirik sekillere
sahip olabilirler, dik veya sarkik olabilirler ve sapli veya sapsiz olabilirler. Braktelerin
kenar1 tam ve genellikle tiiyliidiir. Salix ¢i¢eklerinin tabaninda, degisik bi¢imlerde bir
cift onlii-arkali bal bezi bulunur. Erkek c¢iceklerin stamen sayist en fazla 10 olabilir.
Bunlarin filamentleri genellikle ayrik, bazen az veya ¢ok birlesiktir. Her disi ¢igegin
tiiylii bir brakte ve bunun tabaninda iki karpelli tek gozlii bir yumurtaligir vardir.
Yumurtalik genellikle belirgin bir saplidir, stilus kisa, dalli ve tepeciklidir ve ¢ok
sayida tohum taslagina sahiptir. Meyve durumunda, 2 kapakgikli bir kapsiil bulunur;
tilysiiz veya tiiylii olabilir, tohumlar kiigiik, kahverengi veya koyu yesil renkte olabilir

(Skvortsov ve Edmondson 1982; Salman 2019).

2.2  Salix Tiirlerinin Yayihisi

Salix, diinya ¢apinda 500'den fazla tiiriiyle yaygin olarak bulunan zengin bir
cinstir. Tiirkiye'de ise 4’ endemik olmak tizere 34 tiir, 4 hibrit ve 39 taksonla temsil
edilmektedir (Giiner ve dig. 2012; Eminagaoglu ve dig. 2014; Acar ve dig. 2020).
Diinya genelinde ve iilkemizde en fazla tiirii bulunan agag cinslerindendir (Caglar
2003). Salix cinsi ve tiirleri Avrupa-Sibirya fitocografik bolgesine aittir. Salix alba L.
diinya genelinde Ispanya'dan baslayarak Sibirya'ya kadar uzanan bir yayilis alanina
sahiptir. Bu genis yayilis alaninin giliney kesimlerinde, 6zellikle Tiirkiye, Kibris,
Liibnan, Israil'in kuzeyi, Irak'in kuzeydogusu, Kafkaslar ve Iran'n kuzeybati
kesimlerinde oldukca yaygindir. Insanlar farkli amaglarla sogiit agaclarini oldukca
fazla bolgeye dikmislerdir, bu durum sogidiin dogal yayilis alaninin sinirlarini
belirlemeyi zorlastirmaktadir. S. alba Tirkiye'deki farkli iklim &zelliklerine sahip

cografi bolgelerin cogunda genis bir yayilig gosterir (Aver 1999).

Salix cinsine ait bitkiler genellikle su ve dere kenarlarinda, diizliiklerde

yetisirler. Is18a yiiksek bir ihtiyaclari vardir ve genellikle serin, nemli topraklari tercih



ederler. Bununla birlikte, baz1 tiirleri kurak bolgelerde de yetisebilirler. Hizl biiytirler
ve donlara kars1 direnglidirler. Odunlar1 agik renklidir, hafif, kolayca yarilabilir ve
esnektir. Bu nedenle keresteleri kagit hamuru, kutu, kibrit ve dallar1 ise sepet yapimi
gibi farkli amaglarla kullanilir (Segmen ve dig. 1995; Salman 2019). Salix purpurea
L. subsp. leucodermis Yalt. (Erguvani Sogiit), Tiirkiye’nin glineybatisinda, 6zellikle
Sandras Dagi-Ulucadere Vadisi'nde yayilmis durumdadir. Salix purpurea subsp.
leucodermis, S. purpurea tiiriinin tilkemizdeki tek alt tiiriidir ve endemiktir.
Genellikle karagam agaglarinin baskin oldugu, kuru ormanlik alanlarda 1200-1400
metrelik yiiksekliklerde olduk¢a genis topluluklar olusturur (Aver 1999). Endemik
olan taksonumuzun tek yayilis noktasi Sandras Dagi’ndaki ti¢ farkli lokasyondaki
kiiciik populasyonlar seklindedir. Purpurea latincede ‘mor’ anlamina gelen purpuro

kelimesi ile ‘renkli* anlamina gelen -ea son ekininin birlesiminden tiiretilmistir.

2.3 Salix Cinsinin Farmokolojik ve Ekonomik Onemi

Tibbi ve aromatik bitkiler, sagligi korumak, hastaliklar1 6nlemek veya tedavi
etmek amaciyla kullanilan bitkilerdir. Tibbi bitkiler, ilag, gida, kozmetik, kisisel
bakim, tiitsii veya dini térenlerde kullanilmak iizere tibbi amaglar i¢in kullanilirken,
aromatik bitkiler genellikle hos kokular1 veya tatlariyla bilinir ve bu nedenle birgok
alanda kullanilir (Kiziloglu ve dig. 2017). Gelismis iilkelerde geleneksel tip
yontemlerinin bir parcasi olarak bitkisel ilaglarin kullanimi giderek artmaktadir
(Kogtiirk ve dig. 2009). Bugiin, bitkiler ve bitkisel ilag hammaddeleri, regeteli ilaglarin
yaklagik %25'ini olusturmaktadir (Kirbag ve Zengin 2005).

Salicaceae familyasinin fitokimyasi, 19. yiizyildan bu yana baslangicta
farmas6tik amaglarla incelenmis ve daha sonra ekolojik nedenlerle sistemli bir sekilde
arastirilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda, fenolik bilesenlerden biri olan salisilik asit
tizerine birgok ¢alisma gergeklestirilmistir (Boeckler ve dig. 2011). Salisilik asit ilk
kez Salix bitkisinden glikozit formunda izole edilmistir. Salisilik asit, diger fenolik
bilesikler gibi bitki biiylimesini diizenlemede ve bitkinin gelisimiyle birlikte diger
organizmalarla etkilesimde rol oynadigi bilinmektedir. Bitkiler, savunma
mekanizmalar1 ve diger siireclerde aktif bir sinyal molekiilii olarak salisilik asidi

kullanirlar. Patojenlere karsi savunmada rol aldig1 gibi, fitohormonlarin tiretiminde de



katkis1 oldugu belirtilmistir (Davies 2004). Salisilik asit, bitkilerin tiim kisimlarinda
bulunabilen bir bilesiktir. Salisilik asit etilen biyosentezini engelleyerek ve yaglanmay1
geciktirerek etki gosterir (Ozeker 2005). Ayrica salisilik asidin, tohum ¢imlenmesi,
fidelerin olugumu, hiicre bliyiimesi, solunum, stomalarin kapanmasi, yaslanmaya bagh
gen ekspresyonu, baklagillerde nodiilasyon ve meyve verimini etkiledigi bilinmektedir

(Yusuf ve dig. 2013).

Salix, tibbi alanda farkli amaglarla uzun bir gegmise sahiptir. Babilliler, sogiit
bitkisinin 6zlerini ates, agr1 ve iltihaplar tedavi etmek i¢in kullanmiglardir. Stimerler,
4000 y1l dncesine dayanan bir kil tabletinde agr1 i¢in tibbi bir regete yazmanin bilinen
ilk uygarligi olarak 6ne ¢ikmaktadir. Ayrica, Mezopotamya'daki Hammurabi Kanunu
(M.O. 1750), insanlarin hastaliga yakalanma siirecinin uzun bir farmakolojik gegmise
yol actigina dair tibbi bir tarih sunar (Wells 2003). Salix tiirleri kurumus dallarinin
kabugunda yaklasik %15 oraninda tanen igerir. Bu tanenler, kuvvet verici, yatistirici,
peklik yapici, antiromatizmal ve ates disiiriicii etkilere sahiptir (Baytop 1984). Salix
tiirleri farkli amaglarla da kullanilmaktadir. Bunlar arasinda erozyonun ve riizgarin
engellenmesi amacli dikimler, su bentleri ve hendeklerin tahkim edilmesi, sepet
yapimi, ¢it ingasi, yakacak hammaddesi, selilloz ve kagit tiretimi, kiigiik el aletleri
yapimi ve hayvan yemi olarak gosterilebilir. Ayrica, biyokiitle iiretimi ve enerji amacl
tesislerde kullanilmak iizere, hizli biiyiimesi, yiiksek siirgiin verme kapasitesi ve
kolaylikla vejetatif olarak {retilebilmesi gibi 0Ozellikleri nedeniyle enerji

plantasyonlarinda uygun tiirler olarak kabul edilir (Ager ve dig. 1990).

Asirlar 6nce Amerikan yerlileri ve eski Yunanlilar, birbirlerinden bagimsiz
olarak sogiit bitkisinin kabuk ve yapraklarinin agrilara ve atese iyi geldigini
kesfetmislerdir. S6giit kabugunu ilag olarak tanimlayan en eski belgelerden biri, M.O.
2000'de yazilan Siimer tabletleridir. Hititler de so6giit kabugunu ilag olarak
kullanmiglardir. Misir'da M.O. 1550'lerde yazilan Eber Papiriisiilnde de sogiit
kabugunun ilag olarak 6nerildigi bilinmektedir. M.O. 460 yilinda Kos Adasi'nda dogan
Hipokrat, eserlerinde so6giit kabugunun ates disiiriicii ve agr1 kesici etkilerini
betimlemistir. Romal: filozof Pliny the Elder (M.S. 23-79), kitaplarinda sogiidiin agr1
kesici ozellikte oldugunu belirtmektedir. Sogiit, Abbasiler doneminde de ilag olarak

kullanilmistir, ancak Orta Cag'da bilimden uzaklasan Avrupalilar bu bilgileri uzun siire



kullanmamugtir. Salix bitkisinin ilag o6zelligi yilizyillar sonra E. Stone tarafindan

yeniden kesfedilmistir.

Sogiit kabugundaki agri1 kesici etken maddeler, salisilik asit ve salisindir.
Salisilik asit antiseptik olup bazi gidalara koruyucu olarak katilmaktadir (Mahdi 2010).
Salisilatlar (salisilik asit ve asetilsalisilik asit) igeren Salix tiirleri, uzun yillardir
analjezik, antipiretik ve anti inflamatuar 6zellikleri nedeniyle kullanilmaktadir.
Aspirinin kesfinden sonra Salix tiirlerine olan ilgi artmistir. Yapilan arastirmalar,
Tirkiye'de bulunan Salix tirleri (Salix purpurea L., Salix alba Thunb., Salix
amplexicaulis Bory & Chaub., Salix babylonica L., Salix eleagnos Scop., Salix fragilis
Host, Salix triandra L., Salix caprea Boiss. & Buhse, Salix aegyptiaca Thunb.),
antioksidan ve anti-inflamatuar etkileriyle potansiyel gostermistir. Tirkiye'deki
cesitlilik géz oniine alindiginda, Tirkiye'deki Salix tiirlerinin hem tibbi hem de gida
tirtinleri elde etme ve oksidatif stresle iliskili hastaliklar1 6nleme potansiyeline sahip
oldugu goriilmektedir. Salisilik asit ve diger salisilatlar, ¢esitli meyve ve sebzelerde
dogal olarak bulundugundan, bu bilesenlerin tiikketimi, giinliik beslenmede kolorektal

kanser riskini 6nemli 6l¢iide azaltabilir (Avel 1999).

Tarihsel olarak Salix kabugu, Akdeniz bolgesi ve ardindan Cin, Avrupa, Kuzey
Amerika, Giliney Amerika ve Karayipler dahil olmak tizere 2000 y1l1 agkin bir siiredir
kullanilmaktadir. Ingiltere'de, Salix kabugu ekstraktinin agr1 kesici ve ates diisiiriicii
olarak kullanildig1 1763 yilina dair raporlar bulunmaktadir (Highfield ve Kemper
1999). 'Cortex Salicis', Salix kabugundan elde edilen ve uzun siiredir halk
hekimliginde ve fitoterapide kullanilan bir bilesendir. Bu bilesen, salisin ad1 verilen
aspirinin 6ncii maddesi olan salisilik asit molekiiliine doniistiigiinde etki gosterir
(Baytop 1999). Salisilatlar (salisilik asit ve asetilsalisilik asit), analjezik, antipiretik ve
anti inflamatuar o6zelliklerinden dolay1 yillardir kullanilmaktadir (Enayat ve Banerjee
2009). Mekanizmalari, COX-1 (siklooksijenaz-1) ve COX-2'yi (siklooksijenaz-2)
inhibe ederek prostaglandin sentezini engellemektir. Uzun siire asetilsalisilik asit
(aspirin) kullanan hastalarin, kalp-damar hastaliklarina ve kolorektal kansere

yakalanma riskinin daha diisiik oldugu gozlemlenmistir (Enayat ve Banerjee 2009).

Salix, giinimiizde kanser arastirmalarinda kullanilmaktadir (Mahdi ve dig.
2006, Manson ve dig. 2010). Amerika Birlesik Devletleri’nde diisiik dozda aspirin

kullanimimin kardiyovaskiiler hastaliklardan korunmada olumlu katki sagladigi
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belirtilmektedir (Manson ve dig. 2010). Bu nedenle, Salix cinsinin tibbi ve ekonomik
degeri, biyoaktivite ve fitokimya ¢aligmalari i¢in avantajli ve uygun bir aday olarak 6n
plana ¢ikmaktadir. Salix tiirlerinin igerdigi salisilatlar, 6zellikle aspirinin kesfinden
sonra bu cinsin ilgi odagi haline gelmistir. Bununla birlikte, Salix cinsinin
farmakolojik degeri yalnizca kabugundaki salisin miktarindan gelmemektedir. Ayrica,
Salix kabugundaki antioksidan aktif bilesenler olan polifenol ve flavonoidlerin, anti-
inflamatuar aktiviteye katkida bulundugu diistiniilmektedir (Nahrstedt ve dig. 2007;
Freischmidt ve dig. 2015; Shara ve Stohs 2015).

2.2.1 Salix Cinsinin Biyoaktivitesi

Sonboli ve dig. (2010), iran'da yetistirilen Salix aegyptiaca'nin erkek ¢igek
salkimindan elde edilen metanolik ekstraktlarin in vitro antioksidan aktivitelerini ve
toplam fenolik igeriklerini incelemek iizerine bir calisma gergeklestirmislerdir.
Metanolik ekstrakt ve bunun su, butanol ve kloroform igeren ii¢ fraksiyonu hazirlanmis
ve ardindan antioksidan aktiviteleri ve toplam fenolik igerikleri sirasiyla DPPH serbest
radikal temizleme testi ve Folin-Ciocalteu yontemiyle degerlendirilmistir. Metanol
ekstraktinin farkli fraksiyonlari arasinda biitanol, 27,7 pg/mL IC50 degeri ve 313,8
ppm toplam fenol ile en fazla antioksidan aktiviteyi gostermistir. Elde ettikleri
sonuglara gore S. aegyptiacamin giiclii antioksidan aktivitesi, onun gida
endiistrilerinde ve diger farmasoétik preparatlarda dogal bir antioksidan olarak olasi

kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Karimi ve dig. (2011), Salix aegyptiaca tiiriiniin yaprak, kabuk ve ¢i¢eklerini
siklohekzan (polar olmayan), biitanol, etanol ve su (polar) ile ekstrakte etmis ve bu
ekstraktlarin antioksidan kapasiteleri ile toplam fenol ve flavonoid miktarlarim
arastirmiglardir. Yaptiklari calismada en yiiksek antioksidan aktivitenin (DPPH radikal
aktivitesi inhibisyonu i¢in 19 pg/mL 1C50), toplam fenolik icerigin (212 mg GAE/g
kurutulmus ekstrakt) ve toplam flavonoidin (479 mg CE/g kurutulmus ekstrakt)
kabuklarin  etanol  ekstraktlarinda  oldugunu  gozlemlemislerdir.  Yaprak
ekstraktlarindan elde ettikleri sonuglar ise su sekildedir: Biitanol ekstraktinda Sulima
ve dig. (2017) tarafindan yapilan ¢alisma ile bir¢ok iilkede yaygin olarak listelenen

Salix purpurea genotiplerinin kabuklarindaki major salisilik glikozitlerin kimyasal



bilesimi ve iceriginin farmasotik isleme ve yaratici yetistirmeye uygulanabilirligini
aragtirmiglardir. Dogal lokasyonlardan segilen doksan bir S. purpurea genotipinden
aliman agag¢ kabugu ekstraktlarinda sekonder metabolitleri analiz etmislerdir. Analiz
ettikleri tiim genotiplerin kabuklarinda salisilik glikozitler, flavonlar ve flavan-3-ol
iceren bilesikler tespit etmislerdir. Picein ve populin igeren genotipler %10 oraninda
bulunmustur. Mor Salix kabuklarinin glikozit igerigi (salicin ve salicortin) %3,04 ile
%10,96 arasinda degisim gostermistir, bu durum S. purpurea genotipleri arasinda
onemli bir varyasyona isaret etmektedir. Arastirmacilar, kontrollii kosullarda
yetistirilen ve istenen Ozelliklere sahip olan cesitlerin ilag endiistrisi i¢in yiiksek

kaliteli bitkisel materyaller saglayabilecegini belirtmislerdir.

Sulaiman ve dig. (2013), gergeklestirdikleri ¢alisma ile Salix alba kabugunun
sicak etanolik ekstraktinin toplam fenolik igerigi, antioksidan, antimikrobiyal ve
sitotoksik aktivitelerini arastirmislardir. Ekstraktin antioksidan 6zellikleri ve toplam
fenolik icerigi sirasiyla DPPH serbest radikal temizleme ve Folin Ciocalteu
yontemleriyle degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore S. alba kabugunun
etanolik ekstraktindaki fenolik igerik konsantrasyonunun 162,00 + 14,90 mg GAE/g
oldugunu gostermislerdir. S. alba kabugu ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin
serbest radikal temizleme aktivitelerine gére DPPH radikallerinin inhibisyon
modelinin, S. alba ekstrakti i¢in konsantrasyona bagli oldugu rapor edilmistir. Ayrica
S. alba ekstraktinin antimikrobiyal ve sitotoksik aktivitelerinin antioksidan

potansiyelleri ile pozitif iligkili oldugu goriilmiistiir.

El-Sayed ve dig. (2015) gergeklestirdikleri galismada Salix mucronata Thunb.
yaprak ekstraktlarinin fitokimyasal bilesenlerini ve bunlarin antioksidan aktivitelerini
belirlemeyi amaglamislardir. Calismada kurutulmus yaprak ornekleri MeOH, MeOH
(%85), MeOH (%70) ve saf su ile ekstrakte edilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid
igerikleri Folin-Ciocalteu ve aliiminyum kloriir analizleri ile 6l¢tlilmiistiir. Test edilen
ekstraktlarin antioksidan potansiyeli DPPH, ABTS ve toplam antioksidan kapasite
(TAC) analizleri kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar, MeOH (%85) ekstraktinin
yiiksek toplam fenolik ve flavonoid icerigi sergiledigini gosterdi (TPC= 131,39 + 2,49
MQGAE/g harici ve TFC= 67,69 + 1,47 mg RE/g harici). Ayrica MeOH (%385)
ekstrakt1 yliksek antioksidan aktivite gostermistir [DPPH SC50= 98,76 + 0,46 (ug/ml),
ABTS= 45,83 + 0,32 mm Trolox® esdegeri/100 gm ekstrakt ve TAC= 199,18 +



2,19mg askorbik asit esdegeri/g ekstrakt]. Bu c¢alisma sonucunda yazarlar, S.
mucronata yapraginin iyi bir dogal antioksidan kaynagi oldugunu gostermistir. Ayrica
toplam fenolik icerik ile antioksidan aktivite arasinda yiiksek bir korelasyon oldugunu

vurgulamiglardir.

Utari ve dig. (2020) gergeklestirdikleri ¢alismada Endonezya’dan toplanmis S.
tetrasperma Roxb. tiiriiniin kabuk ve yapraklarinin etil asetat ekstraktindan sekonder
metabolit bilesiklerini izole etmeyi ve ¢esitli kisimlarindaki n-hekzan, etil asetat ve
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini aragtirmayi amacglamiglardir. Tim
ekstraktlar arasinda kabugun metanol ekstrakti, 6,85 pg/mL IC50 degeriyle en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica yapraklarin metanol ve etil
asetat ekstraktlarinin IC50 degeri sirasiyla 27,43 ug/mL ve 142,18 pug/mL olarak rapor
edilmistir. Gergeklestirdikleri arastirma sonucunda, S. tetrasperma kabugu ve
yapraklarinin metanol ve etil asetat ekstraktinda fenolik ve flavonoid varliginin yiiksek
antioksidan aktiviteye katkida bulunabilecegini gostermis ve bu nedenle bu bitkinin

1yi bir dogal antioksidan kaynagi olarak degerlendirilebilecegi ongoriilmiistiir.

2.3 Calismanin Amaci

Salix, diinyanin c¢esitli bolgelerinde halk sagliginda yaygin olarak
kullanildigindan dolay1 endiistriyel olarak 6nemli bir grubu olusturur (Desborough ve
Keeling 2017). Salix bitkisinde, polifenoller ve flavonoidler gibi antioksidan etken
maddeler bulunmaktadir. Ozellikle Salix kabugunun, anti inflamatuar aktiviteye
katkida bulundugu bilinmektedir (Shara ve Stohs 2015). Bu nedenle, Salix cinsinin
farmakolojik etkileri, 6zellikle inflamasyonu ve antioksidan aktiviteyi anlamak,

inflamasyon siireglerini degerlendirmek i¢in biiylik 6nem tagimaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, Denizli ilinde yayilis gosteren lokal endemik Salix
purpurea subsp. leucodermis taksonunun toplam flavonoid ve toplam fenolik madde
miktarinin belirlenmesi ve antioksidan kapasitesi test edilmesidir. Bu takson tizerinde
literatiirde heniiz herhangi bir biyolojik aktivite ¢aligmasinin bulunmamasi, bu tezin
0zgiin degerini olusturmustur. Elde edilen sonuclarin potansiyel ilag hammaddelerinin
belirlenmesi ile endiistriyel anlamda ekonomik bir oneme sahip olabilecegi

distinilmiistiir.
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3. YONTEM

3.1  Bitki Materyalinin Toplanmasi

Calisma materyalini olusturan Salix purpurea subsp. leucodermis yapraklari
06.07.2022 tarihinde Denizli, Beyagag, Sandras Dagi, Kartal Golii-Topuklu Yaylast

yolundaki dogal popiilasyonlarindan toplanmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 S. purpurea subsp. leucodermis, A. Habitusu, B. Yapraklari, C. Disi ¢igcek
durumu (Foto: G. Semiz)

Toplanan orneklerin bir kismi herbaryum materyali halinde getirilerek
Pamukkale Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Kimyasal Ekoloji
Laboratuvar1 herbaryumunda GSE 2491 toplayici numarasi ile muhafaza edilmektedir.
Tez calismasinda kullanilacak 6rnekler ise serin ve golgeli bir ortamda kurutulmus,

otomatik havan kullanilarak 6giitiilmiistiir.
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3.2 Bitki ekstraktlarinin elde edilmesi

S. purpurea subsp. leucodermis yaprak orneklerinin ekstraksiyonu polaritesi
farkli ¢oziiciiler [n-hekzan (Sigma-Aldrich, CAS No: 110-54-3), kloroform (Merck,
CAS No: 67-66-3), etanol (Merck, CAS No: 64-17-5), metanol (Merck, CAS No: 67-
56-1), distile su] kullanilarak elde edilmistir. Serin ve kuru bir ortamda kurutulan
yaprak ornekleri toz haline getirilmistir. Toz haline getirilen yaprak 6rnekleri (10 gr.)
250 mI’lik bir erlenmayer igine alinmis ve iistiine 100 ml ¢dziicii eklenmistir. Ornekler
sicak su banyosunda 50 °C’de 24 saat bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda ¢oziicii, kaba
filtre kagid1 yardimiyla siiziilmiistiir. 250 ml’lik erlen icinde kalan bitki o6rnekleri

tizerine tekrar ¢oziicii eklenmistir. Bu islem ti¢ kez tekrar edilmisgtir.

Elde edilen su ekstraktlar liyafilizator (LABCONCO) ile, diger ¢oziiciilerin
ekstraktlar1 ise rotary evaporatdr (ISOLAB) ile kurutulmustur. Elde edilen kuru
ekstraktlar ependorf tiipler icine aktarilmis ve diger asamalardaki ¢aligmalara kadar

+4°C’de muhafaza edilmistir.

3.3 Total Fenolik Madde Miktar1 Tayini

S. purpurea subsp. leucodermis yapraklarindan farkli ¢6ziiciilerle elde edilen
ekstraktlar i¢indeki total fenolik madde miktarlari, Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich,
F9252) reaktifi kullanilarak Ozgiin-Acar ve dig. (2022) tarafindan kullanilan ydntemin
modifiye edilmesiyle tayin edilmistir. Calismada standart fenolik bilesik olarak gallik
asit (Merck, CAS No: 149-91-7) kullanilmistir. Gallik asit kalibrasyon egrisi
olusturmak i¢in cesitli konsantrasyonlarda (25-50-100-150-250 pg/ml) gallik asit
cozeltisi hazirlanmistir. Cozeltiler hazirlanirken gallik asit metanol kullanilarak
¢ozlilmiistlir. Rotary evaporator ve liyafilizator ile kurutulan ve +4 °C’de tutulan kuru
ekstraktlar orneklerin son konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde kendi ¢oziiciisii ile
¢Oziilmiistiir. Ornekler 3 tekrarli galisitlmistir. Calismada kullanilan Folin-Ciocalteu
reaktifi %10 konsantrasyonda olacak sekilde su ile seyreltilmistir. Son olarak %7,5
sodyum bikarbonat ¢ozeltisi (NaHCO3, Sigma-Aldrich, S8761) hazirlanmis ve deney

tiiplerinde Tablo 3.1°de verilen karisimlar olusturulmustur.
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Tablo 3.1 Total fenolik madde miktar1 tayini i¢in hazirlanan tiipler ve igerikleri.

= E| E |==| &

S|E2| T |8 gk

= 0 = - g )

g U5 £ |03 |2Y

© S G LS | ©

05 a | & z
Kor + - - + +
Std 1 (25 pg/ml) - - + + +
Std 2 (50 ug/ml) - - + + +
Std 3 (100 pg/ml) - - + + +
Std 4 (150 pg/ml) - - + + +
Std 5 (250 pg/ml) - - + + +
Ornek 1 - + - + +
Ornek 1’ - + - + +
Ornek 1” - + - + +

Tabloda verilen ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra vortekslenmis ve 45 °C’de 15
dakika inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda tiim 6rnekler kore karst 765 nm’de
spektrofotometre kullanilarak okunmustur. Orneklerin icindeki total fenolik madde
miktari, Microsoft Excel’de gallik asit kalibrasyon egrisinden elde edilen egim
formiilii ve asagida verilen formiil kullanilarak mgGAE/g cinsinden hesaplanmustir.

c XV
C =

m

Formiilde yer alan:

C: kuru ekstrakt i¢cinde bulunan mg GAE/g cinsinden total fenolik madde

miktari;

c: kalibrasyon egrisi kullanilarak elde edilen mg/ml cinsinden fenolik madde

miktari;

V: ml cinsinden ektrakt hacmi;

m: g cinsinden ektrakt kiitlesi olarak tanimlanir.
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34 Total Flavonoid Miktarinin Belirlenmesi

S. purpurea subsp. leucodermis yapraklarindan farkli ¢oziiciilerle elde edilen
ekstraktlar igindeki total flavonoid madde miktarlari, Ozgiin-Acar ve dig. (2022)
tarafindan kullanilan ydntemin modifiye edilmesiyle belirlenmistir. Calismada
standart flavonoid olarak rutin hidrat (Merck, CAS No: 153-18-4) ve kuersetin (Sigma-
Aldrich, CAS No: 117-39-5) kullanilmigtir. Standartlarin kalibrasyon egrisini
olusturmak igin ¢esitli konsantrasyonlarda rutin hidrat (25-50-75-100-150 pug/ml) ve
kuersetin  (5-10-25-50-75-100 pg/ml) ¢ozeltileri  hazirlanmustir.  Cozeltiler
hazirlanirken standartlar metanol kullanilarak ¢oziilmiistiir. Rotary evaporator ve
liyafilizator ile kurutulan ve +4 °C’de tutulan kuru ekstraktlar, orneklerin son
konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde kendi ¢oziiciisii ile ¢oziilmiistiir. Ornekler 3
tekrarlt calisilmistir. Calismada kullanilan Alimiinyum Kloriir metodu kullanilarak
(Zhishen ve dig. 1999). (AICl3, Merck, CAS No: 7446-70-0) metanol ile ¢oziilmiis ve

deney tiiplerinde Tablo 3.2’de verilen karisimlar olusturulmustur.

Tablo 3.2 Total flavonoid miktari i¢in hazirlanan tiipler ve igerikleri

Solvent Ekstrakt Standart AICl;
Iml) | Amg/m)@ml) | @Aml) | (%2) (1 ml)
Kor + - +

Std 1 - -
Std 2 - -
Std 3 - -
Std 4 -
Std 5 -
Ornek 1 -
Ornek 1’ 2
Ornek 1’ -

+ |+ |+ ||+

|+ [+ [+ ||+ |+

+ [+ |+
1

Tabloda yer alan ¢ozeltiler hazirlandiktan sonra vortekslenmis ve oda
sicakliginda 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda tiim drnekler kére kars1 415
nm’de spektrofotometrik olarak okunmustur. Orneklerin icindeki total flavonoid
madde miktari, Microsoft Excel’de rutin hidrat ve kuersetin kalibrasyon egrisinden
elde edilen egim formiilleri ve asagida verilen formiil kullanilarak mg RU/g ve mg

QE/g cinsinden hesaplanmustir.




Formiilde yer alan:

C: kuru ekstrakt icinde bulunan mg GAE/g cinsinden total fenolik madde

miktari;

c: kalibrasyon egrisi kullanilarak elde edilen mg/ml cinsinden flavonoid

miktari;
V: ml cinsinden ektrakt hacmi;

m: g cinsinden ektrakt kiitlesi olarak tanimlanir.

3.5 DPPH Serbest Radikal Giderme Aktivitesi

S. purpurea subsp. leucodermis yapraklarmin antioksidan aktivitesi DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, Sigma-Aldrich, CAS No: 1898-66-4) kullanilarak
belirlenmistir. Calismada kuersetin pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Her bir kuru
ekstrakt ve kuersetin farkli konsantrasyonlarda metanol ile ¢oziilmiis ve sonikator
kullanilarak homojen hale getirilmistir. Son konsantrasyonlart metanol ekstrakti i¢in
2,5-5-10-12,5-25 pg/ml, etanol ekstrakti i¢in 2,5-5-12,5-62,5-75-87,5 pg/ml,
kloroform ekstrakti i¢in 12,5-25-37,5-50-62,5-87,5-100 pg/ml, n-hekzan ekstrakti i¢in
5-12,5-25-37,5-50-125-250-375-500 pg/ml, su ekstraktt i¢in 2,5-5-10-12,5-25-50
pug/ml ve kuersetin i¢in 0,125-0,25-0,5-1-2-4 pg/ml olacak sekilde Ornekler
hazirlanmistir. DPPH konsantrasyonu %0,004 olacak sekilde metanol kullanilarak
¢Ozililmiistir. DPPH c¢ozeltisi karanlik ortamda 1siktan korunacak sekilde her
calismada taze olarak hazirlanmistir. Calisma materyalleri hazirlanirken yukarida
hazirlanan konsantrasyonlardaki ¢ozeltilerden 1 ml kullanilmis ve {istiine 1 ml DPPH
eklenmistir. Calisma ti¢ tekrarli gerceklestirilmistir. Calismada kor olarak metanol,
kontrol olarak metanol (1 ml)-DPPH (1 ml) karisimi kullanilmigtir. Tiim tiipler
hazirlandiktan sonra 30 °C’de, karanlkta, 30 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda tiim ornekler kore karsi 517 nm’de spektrofotometrik olarak okunmustur.
Elde edilen veriler Microsoft Excel kullanilarak grafiklendirilmis ve asagida yer alan
formiil kullanilarak % inhibisyonlar1 hesaplanmistir. Grafiklerin egim formiilii

kullanilarak her bir ekstraktin ve kuersetinin IC50 degerleri hesaplanmistir.
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Akontrol - At')rnek

inhibisyon(%) = 100 x

Akontrol

Formiilde yer alan:
Axontrol: Kontroliin (metanol-DPPH) absorbansi

Aérnek: Ornegin absorbansi olarak tanimlanir.
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4. BULGULAR

Bu ¢alismada Denizli siirlar i¢inde yayilis gésteren ve iilkemiz i¢in endemik
bir takson olan S. purpurea subsp. leucodermis tiirtiniin toplam fenolik igerigi, toplam

flavonoid miktar1 ve antioksidan kapasitesi belirlenmeye ¢aligilmistir.

4.1 Total Fenolik Madde Miktari

Folin-Ciocalteu reaktifi kullanilarak gergeklestirilen total fenolik madde
miktar1 tayini gallik asit egrisi (Sekil 4.1) kullanilarak belirlenmistir. Grafigin egim
formiili  y=6,0531x-0,0811 olarak hesaplamirken R? degeri 0,9978 olarak
hesaplanmistir. Calismada elde edilen veriler Tablo 4.1°de 6zetlenmistir. Bu sonuglara
gore metanol ekstraktinin total fenolik madde miktar1 183,12 + 29,12 mg GAE/g,
etanol ekstraktinin total fenolik madde miktar1 223,54 + 2,54 mg GAE/g, n-hekzan
ekstraktinin total fenolik madde miktar1 27,06 + 2,77 mg GAE/g, kloroform
ekstraktinin total fenolik madde miktar1 45,78 + 4,01 mg GAE/g ve su ekstraktinin
total fenolik madde miktar1 31,24 + 0,08 mg GAE/g olarak bulunmustur.

1,6
y = 6,0531x - 0,0811
1.4 R>=0,9978

Absorbans (nm)
(&) o o =
~ o o 1o

o
N

o
o

0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3
Konsantrasyon (mg/ml)

Sekil 4.1 Gallik asit kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.1 S. purpurea subsp. leucodermis yapraklarinin farkli ¢oziiciilerden elde
edilen total fenolik madde miktarlar1 (mg GAE/Q)

COZUCU|FORMUL | R? |SMP1 | SMP2 | SMP3 | ORT.| SE | ABS1 |ABS2 | ABS3
Metanol 236,59 | 115,50 197,27 | 183,11 29,12 | 1,351 | 0,618 | 1,113
Etanol % 228,66 | 217,92|224,04 | 223,54| 2,54 | 1,303 | 1,238 | 1,275
n-hekzan % %21,329 26,78 | 33,06 | 27,06 | 2,77 | 0,048 | 0,081 | 0,119
Kloroform % 36,033 | 49,58 | 51,73 | 45,78 | 4,01 | 0,137 | 0,219 | 0,232

Su ” 33,059 | 31,08 | 29,60 | 31,24 | 0,082 | 0,119 | 0,107 | 0,098

SMP: Ornek numaralari, ORT: Ortalama, SE: Standart Hata, ABS: Absorbans
degerleri, R?: Degiskenlik Orani (Denklemin Belirlenme Katsayisi)

4.2 Total Flavonoid Miktar:

Ekstraktlarda bulunan total flavonoid miktar1 rutin hidrat (Sekil 4.2) ve
kuersetin (Sekil 4.3) kalibrasyon egrisi kullanilarak belirlenmistir. Grafiklerin egim
formiili rutin i¢in y=18,22x-0,204, kuersetin igin Yy=22,4734x-0,0359 olarak
belirlenirken, R? degerleri sirasiyla 0,9898 ve 0,9989 olarak hesaplanmistir. Calismada
elde edilen veriler Tablo 4.2°de 6zetlenmistir. Bu sonuglara gore metanol ekstraktinin
total flavonoid miktar1 109,84 + 0,79 mg RU/g ve 81,57 + 0,64 mg QE/g, etanol
ekstraktinin total flavonoid miktar1 109,13 + 2,76 mg RU/g ve 81,00 + 2,24 mg QE/qg,
n-hekzan ekstraktinin total flavonoid miktar1 152,34 + 7,57 mg RU/g ve 116,03 +
6,14 mg QE/g, kloroform ekstraktinin total flavonoid miktar1 93,40 + 14,57 mg RU/g
ve 68,24 +11,82 mg QE/g ve su ekstraktinin total flavonoid miktar1 35,27 + 2,37 mg
RU/g ve 21,12 + 1,92 mg QE/g, olarak bulunmustur.
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Sekil 4.2 Rutin hidrat kalibrasyon egrisi

0,14

y =22,473x - 0,0359

R?=0,9981
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Sekil 4.3 Kuersetin kalibrasyon egrisi
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Tablo 4.2 S. purpurea subsp. leucodermis yapraklarinin farkli ¢oziiciilerden elde
edilen total flavonoid miktarlar

COZUCU [FORMUL | R? [SMP1 | SMP2 | SMP3 | ORT | SE | ABS1 | ABS2 | ABS3
= | Metanol - 111,47 | 109,93 | 108,12 | 109,84 0,79 | 1,827 | 1,799 | 1,766
'g Etanol § o | 115:48 | 107,96 103,95 | 109,13| 2,76 | 1,900 | 1,763 | 1,690
; n-hekzan a S (136,55 | 151,81 | 168,66 | 152,34| 7,57 | 2,284 | 2,562 | 2,869
2 | Kloroform § < (129,00 | 76,02 | 75,08 | 93,40 [14,57| 2,148 | 1,181 | 1,164
=z Su 4 38,04 | 38,31 | 29,47 | 3527 | 2,37 | 0,489 | 0,494 | 0,333

Metanol - 82,89 | 81,67 | 80,18 | 81,57 | 0,64 | 1,827 | 1,799 | 1,766
Z | Etanol § 86,14 | 80,05 | 76,80 | 81,00 | 2,24 | 1,900 | 1,763 | 1,690
;5 n-hekzan 2 @ |103,23 | 115,60 129,26 | 116,03 | 6,14 | 2,284 | 2562 | 2,869
% Kloroform E < | 97,12 | 54,15 | 53,39 | 68,24 [11,82 | 2,148 | 1,181 | 1,164

N

< Su Iy 23,36 | 2358 | 16,42 | 21,12 | 1,92 | 0,489 | 0,494 | 0,333

SMP: Ornek numaralari, ORT: Ortalama, SE: Standart Hata, ABS: Absorbans

degerleri, R?: Degiskenlik Orani (Denklemin Belirlenme Katsayisi)

4.3

DPPH Serbest Radikal Aktivitesi

S. purpurea subsp leucodermis yapraklarinin farkl ¢oziiciilerdeki antioksidan

aktivitesi DPPH kullanilarak ¢alisilmistir. Calismada pozitif kontrol olarak kuersetin

kullanilmistir. Elde edilen sonuglar Tablo 4.3’te 6zetlenmistir. IC50 degerleri

grafiklerin egim formiili (Sekil 4.4-Sekil 4.9) kullanilarak hesaplanmistir. Bu

sonuglara gore pozitif kontrol olarak kullanilan kuersetinin IC50 degeri 1,04 pg/ml,

metanol ekstraktinin IC50 degeri 11,86 pg/ml, su ekstraktinin IC50 degeri 19,81

ug/ml, etanol ekstraktinin IC50 deger 34,96 ug/ml, kloroform ekstraktinin IC50 degeri

175,66 pg/ml ve son olarak n-hekzan ekstraktinin IC50 degeri 420,44 pg/ml olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4.10 S. purpurea subsp. leucodermis yapraklariin farkli ekstraktlarindaki total
fenolik madde miktar1 (TPC), total flavonoid miktar1 (TFC) ve DPPH antioksidan
aktivitesi sonuglari
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Tablo 4.3 S. purpurea subsp. leucodermis DPPH antioksidan testi sonuglar1 [Kon: Konsantrasyon (ug/ml), Abs: Absorbans (nm), Inh: inhibisyon

(%), Axontrol: Kontroliin absorbansi (nm)]

Kuersetin Metanol Su Etanol Kloroform n-hekzan

Kon  Abs inh Kon  Abs inh Kon  Abs inh Kon Abs inh Kon Abs 1inh | Kon Abs inh
4 0,041 92,96 25 0,054 90,78 50 0,052 91,12| 87,5 0,089 84,71 100 0,417 28,35 500 0,406 53,07
2 0,068 90,09| 125 0,236 59,51 25 0,178 69,42 75, 0,142 7554 | 875 0436 2517| 375 0,474 45,20
1 0,276 52,58 10 0,304 47,71| 125 0,328 43,70 625 0,176 69,70 625 0457 2153 | 250 0,530 38,66
0,5 0,417 28,29 5 0,439 24,57 10 0,370 36,51 | 125 0,319 45,19 50 0,476 18,27 | 125 0,632 26,85
0,25 0,496 14,72 2,5 0,509 12,60 5 0,435 25,26 5 0,423 27,38 375 0512 11,97 50 0,719 16,78
0,125 0,545 6,36 2,5 0,512 12,03 2,5 0,458 21,25 25 0,528 9,28 375 0,778 9,95
125 0558 4,21 25 0,822 4,86
125 0,840 2,78
5 0,851 1,47

Akontrol 0,582 Akontrol 0,582 Akontrol 01582 Akontrol 01582 Akontrol 0,582 Akontrol 0,864
1C50 1,04 pg/ml 1C50 11,86 pg/ml 1C50 19,81 pg/ml 1C50 34,96 pg/ml IC50 175,66 ug/ml | IC50 420,44 pg/ml
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5. SONUC VE ONERILER

Denizli ve ¢evresi sahip oldugu genis biyocesitlilik ile tibbi ve aromatik bitkiler
i¢in 6nemli bir bolgedir. Bu bolgede yetisen ¢ok sayida bitki tiirii yerel halk tarafindan
cay ve baharat olarak kullanilmakta, ¢esitli bitkisel ilaglarin hazirlanmasinda bu
bitkilerden faydalanilmaktadir (Kargioglu ve dig. 2010; Ar1 ve dig. 2015; Bulut ve dig.
2017; Akbulut ve dig. 2019). Cesitli kullanim alanlarina sahip olan Salix taksonlari
tizerinde ¢ok sayida biyolojik aktivite ¢aligmasi mevcuttur (Hussain ve dig. 2011; El-
Shazly ve dig. 2012; Kim ve dig. 2015; Ramos ve dig. 2019; Akyiirek ve Acar 2020;
Tienaho ve dig. 2021; Lee ve dig. 2023). Ancak S. purpurea subsp. leucodermis alt
tiiriine ait herhangi bir ¢alismaya rastlanmamaistir. Bu ¢alismada Denizli ve iilkemiz
icin endemik olan S. purpurea subsp. leucodermis taksonunun farkli ¢oziiciilerdeki
total fenolik madde miktari, total flavonoid miktar1 tespit edilmis ve DPPH ile
antioksidan aktivitesi belirlenmistir (Sekil 4.10). Salix cinsine ait taksonlar salisin
icerikleri, ekonomik degerleri ve ekosistemlerde iistlendikleri roller nedeniyle 6nemli
bir bitki grubudur (Hsu ve dig. 1985; Evans ve dig. 1995; Jeon ve dig. 2008; Tantry
ve dig. 2013; Yang ve dig. 2013; Kim ve dig. 2015).

Bu caligsma sonucunda elde ettigimiz verilere gore en yliksek miktarda fenolik
madde miktar1 etanol (223,539 mg GAE/g) ve metanol (183,119 mgGAE/qg)
ekstraktlarinda, en diisiik fenolik madde miktar1 ise n-hekzan (27,056 mg GAE/g), su
(31,242 mg GAE/g) ve kloroform (45,780 mg GAE/Q) ekstraktlarinda bulunmustur.
Flavonoid madde miktarina bakildiginda en yiiksek miktarda n-hekzan (152,342 mg
RU/g; 116,029 mg QE/g), metanol (109,843 mg RU/g; 81,574 mg QE/g) ve etanol
(109,129 mg RU/g; 80,995 mg QE/g) ekstraktlarinda ¢ikarken en diisiik flavonoid
miktar1 ise su (35,273 mg RU/g; 21,117 mg QE/g) ve kloroform (93,396 mg RU/g;
68,240 mg QE/g) ekstraktlarinda goriilmistiir.
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Bitkisel kaynakli antioksidan aktivite, bitki dokusundaki farkli antioksidan
bilesenlerin varligindan kaynaklanmaktadir. Onceki calismalar, fenolik madde
miktari, tanen, antosiyanin, flavonoid miktari, fenoller, alkaloidler ve pro-
antosiyaninler gibi biyoaktif bilesenlerin antioksidan aktivitesinin esas olarak redoks
ozelliklerinden kaynaklandigin vurgulamistir (Mukherjee ve dig. 2011; Saeed ve dig.
2012; Hamzah ve dig. 2019). Antioksidan aktivitesi, mor renkli DPPH ¢6zeltisinin sar1
renkli {iriin olan difenil pikril hidrazine indirgenmesini baz alan DPPH testine dayali
olarak olg¢iiliir (Sepahpour ve dig. 2018). Gergeklestirdigimiz ¢galismada DPPH serbest
radikal aktivitesi sonuglarina gore en diisiik IC50 degerine sahip olan ekstraktlarin
sirastyla metanol (11,86 pg/ml), su (19,81 pg/ml) ve etanol (34,96 pg/ml) ekstraktlari
oldugu goriilmektedir. Kloroform (175,660 pg/ml) ve n-hekzan (420,440 pg/ml)
ekstraktlari ise en yliksek IC50 degerine sahiptir.

Fenolik maddeler ve flavonoidler bitkilerde en yaygin bulunan bilesiklerdir ve
redoks Ozelliklerinden dolay1 antioksidan aktiviteye Onemli katkida bulunurlar
(Djeridane ve dig. 2006; Mukherjee ve dig. 2011; Li ve dig. 2018). Bitkilerdeki fenolik
madde miktar tiire, genetige ve gevresel kosullara baglhidir (Kainama ve dig. 2020).
Elde edilen sonuglar incelendiginde total fenolik madde miktar1 ve flavonoid
miktarinin  yliksek  konsantrasyonlarda  bulunmasi1  ekstraktin  antioksidan
aktivitesindeki IC50 degerini genellikle diisiirdiigli goriilmektedir. Metanol ve etanol
ekstraktlarinda yer alan yiiksek fenolik madde ve flavonoid miktarinin bu ekstraktlarin
antioksidan Ozelligine dogrudan etki ettigi sdylenebilir. Bu durum n-hekzan ve
kloroform ekstraktlarinda goriilen diisiik fenolik madde ve flavonoid miktarinin daha

yiiksek IC50 degerine neden olabilecegi yoniinde de yorumlanabilir.

Sonboli ve dig. (2010) gergeklestirdikleri ¢alisma ile Salix aegyptiaca tiiriiniin
erkek ¢igeklerinin in vitro kosullardaki antioksidan aktivitesini ve total fenolik madde
miktarini incelemislerdir. Gergeklestirdikleri c¢alismada ¢oziicii olarak metanol,
biitanol, su ve kloroform kullanmislardir. Elde ettikleri sonuglara gére metanol (129,6
ppm) ve biitanol (313,8 ppm) ekstraktinda en yiiksek fenolik madde miktarini, su (37,7
ppm) ve kloroform (14,3 ppm) ekstraktinda ise en diisiin fenolik madde miktarini

raporlamislardir. Bu sonuglar elde ettigimiz sonuglarla benzerlik géstermektedir.

Sulaiman ve dig. (2013), gergeklestirdikleri ¢alisma ile Salix alba kabugunun

sicak etanolik ekstraktinin toplam fenolik igerigi, antioksidan, antimikrobiyal ve
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sitotoksik aktivitelerini arastirmiglardir. Ekstraktin antioksidan 6zellikleri ve toplam
fenolik icerigi sirasiyla 1,1-Difenil-2-Pikrilhidrazil (DPPH) serbest radikal temizleme
ve Folin Ciocalteu yontemleriyle degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore S.
alba kabugunun etanolik ekstraktindaki fenolik i¢erik konsantrasyonunun 162,00 +
14,90 mg GAE/ g oldugunu gostermislerdir. S. alba kabugu ekstraktinin farkli
konsantrasyonlarinin ~ serbest radikal temizleme aktivitelerine goére DPPH
radikallerinin inhibisyon modelinin, S. alba ekstrakti igin konsantrasyona bagli oldugu
rapor edilmistir. Tez c¢alismasindan elde ettigimiz verilere gore S. purpurea
leucodermis yapraklarinin etanolik ekstraktlarinda 223,539 mg GAE/g fenolik madde
bulunmaktadir. Iki galisma arasindaki farkin temelinde farkli tiir ve farkli cografik

bolgelerden kaynaklanan gevresel faktorlerin oldugu diistiniilmektedir.

El-Sayed ve dig. (2015) gergeklestirdikleri calismada Salix mucronata Thunb.
yaprak ekstraktlariin fitokimyasal bilesenlerini ve bunlarin antioksidan aktivitelerini
belirlemeyi amaglamislardir. Calismada kurutulmus yaprak érnekleri MeOH, MeOH
(%85), MeOH (%70) ve saf su ile ekstrakte edilmistir. Toplam fenolik ve flavonoid
igerikleri Folin-Ciocalteu ve aliiminyum kloriir analizleri ile 6l¢tilmistiir. Test edilen
ekstraktlarin antioksidan potansiyeli DPPH, ABTS ve toplam antioksidan kapasite
(TAC) analizleri kullanilarak degerlendirilmistir. Sonuglar, MeOH (%85) ekstraktinin
yiiksek toplam fenolik ve flavonoid icerigi sergiledigini gosterdi (TPC=131,39 + 2,49
mQgGAE/g harici ve TFC= 67,69 + 1,47 mg RE/g harici). Ayrica MeOH (%85)
ekstrakt1 yiiksek antioksidan aktivite gostermistir [DPPH SC50= 98,76 + 0,46 (ug/ml),
ABTS= 45,83 + 0,32 mm Trolox® esdegeri/100 gm ekstrakt ve TAC= 199,18 + 2,19
mg askorbik asit esdegeri/g ekstrakt]. Tez caligmasinda elde ettigimiz total fenolik
madde miktarinin ve flavonoid miktarinin metanol ekstraktlarinda en yiiksek seviyede
oldugu sonucu El-Sayed ve dig. (2015) tarafindan elde edilen sonuclar1 destekler
niteliktedir.

Mantashlo ve dig. (2017) gergeklestirdikleri ¢alisma ile Salix alba tiirtiniin
antioksidan bilesiklerin belirlenmesi amaciyla fenol ve flavonoid testleri yapmislardir.
Serbest radikal sondiirme kapasitesinin belirlenmesi icin 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) testi kullanilmistir. Toplam fenoliin en yiiksek degeri sirasiyla 60,87 + 1,19
ve 6998 + 1,41 mg GAE/g ekstrakt ile dal ve govde kabugunun etanollii

ekstraktlarinda tespit edilirken, toplam fenoliin en diisiik degeri kloroform
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ekstraktlarda belirlenmistir. Toplam flavonoid miktar1 dal ve govde kabuklarinda
strastyla 71,20 + 4,08 ve 60,87 + 1.19 ile etanolik ekstrakt miktar ile iliskili iken, en
diisiik seviye ise sirastyla 12,56 + 0,29 ve 13,80 + 0,57 ile govde ve dal kabugu
kloroformik ekstraktlarinda tespit edilmistir. Ayrica serbest radikal sondiirme
kapasitesi DPPH'nin askorbik asitten sonra en fazla aktivitesinin dal ve govde
kabugunun etanollii ekstraktlarinda 0,129 ve 0,130 mg/ml oldugu rapor edilmistir.
Elde edilen sonuglar gergeklestirdigimiz ¢alismayla kloroformun en diisiik flavonoid

ve fenolik madde miktar1 igermesi agisindan paralellik gostermektedir.

Babeanu ve Dodocioiu (2017) yaptiklar1 ¢alisma ile dogal antioksidan kaynagi
olarak en degerli genotipleri segmek igin alt1 Salix klonunun yapraklarindaki toplam
fenolik icerigi, flavonoid igerigini ve antioksidan aktiviteyi karsilastirmali olarak
degerlendirmislerdir. Elde ettikleri sonuglara gore toplam fenolik icerik miktarlari
genotipler arasinda farklilik gostermektedir ve 18,968 mg GAE/g ile 32,4 mg GAE/g
arasinda degismektedir. Total flavonoid miktar1 ise 9,44 mg QE/g ve 17,94 mg QE/g
arasinda degisiklik gostermektedir. Bu sonuclar tez ¢alismasinda elde ettigimiz

sonuglarla benzerlik gostermektedir.

Wahab ve dig. (2018) tarafindan Salix babylonica'nin yaprak ve kabugunun
metanolik ekstraktlar1 ve ekstraklarin petrol eter, metilen kloriir ve etil asetat
fraksiyonlarinin antioksidan ve antimikrobiyal aktiviteleri arastirllmistir. Ayrica
fenolik igerikleri agisindan da niceliksel olarak analizler yapilmistir. Kabugun
metanolik ekstraktinin etil asetat fraksiyonu en yiiksek toplam fenolik igerigi ve ayn
zamanda en yiiksek antioksidan aktiviteyi gostermistir. Ayrica yapragin metanolik
ekstraktin total fenolik madde miktar1 27,217 pg/100 mg olarak bulunmustur. Bu

sonuglar elde ettigimiz verilerle benzerlik gostermemistir.

Utari ve dig. (2020) gergeklestirdikleri ¢alismada Endonezya’dan toplanmis S.
tetrasperma tiirtiniin kabuk ve yapraklarinin etil asetat ekstraktindan sekonder
metabolit bilesiklerini izole etmeyi ve gesitli kisimlarindaki n-hekzan, etil asetat ve
metanol ekstraktlarinin antioksidan aktivitesini aragtirmayi amaclamiglardir. Tim
ekstraktlar arasinda kabugun metanol ekstrakti, 6,85 pg/mL IC50 degeriyle en yiiksek
antioksidan aktiviteye sahip oldugu belirlenmistir. Ayrica yapraklarin metanol ve etil
asetat ekstraktlarmin IC50 degeri sirasiyla 27,43 ug/mL ve 142,18 ug/mL olarak rapor

edilmistir. Bu ¢alismada yapraklarin metanol ekstraktlarinin antioksidan seviyesi, tez
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calismasindan elde edilen sonuclarla (11,86 pg/mL) karsilastirildiginda sonuglarin

birbiri ile paralellik gosterdigi goriilmiistiir.

Bu tez calismasindan elde ettigimiz sonuglar, fenolik madde miktar1, toplam
flavonoid miktar1 ve antioksidan aktivite ozellikleri nedeniyle S. purpurea subsp.
leucodermis tiirliniin farmasotik, kozmetik ve nutrasotiklerin gelistirilmesinde
kullanilabilecek 6nemli bir dogal kaynak olabilecegini gostermektedir. Ancak tiiriin
etken maddelerinin biyolojik sistemlerdeki aktivitelerini daha net anlayabilmek igin

ozellikle in vivo testler olmak iizere daha ileri ¢alismalarin yapilmasi gerekmektedir.
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